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OZET

D vitamini etkisini nikleer vitamin D reseptorid (VDR) Uzerinden
gOsteren kalsiyum-fosfor metabolizmasi Uzerindeki etkilerinin yani sira birgok
hicresel iglevi de duzenledigi bilinen bir vitamindir. D vitamininin infertilite
etyolojisindeki rolu halen arastiriimaktadir.

Calismamizda intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) yontemi ile
tedaviye alinan agiklanamayan infertilite vakalarinda eslerin serum ve gonadal
sivi D vitamini duzeyleri ile gonadal sivi VDR duzeylerinin infertilitede etkili
olup olmadiginin degerlendirmesi amaclanmistir.

Calismaya katillan 76 ciftte serum 25(OH)D vitamini duizeyleri sivi
kromatografi-kutle-kutle spektrometresi (LC-MS/MS), gonadal sivi 25(0OH)D
vitamini kemiliminesan mikropartikul immunolojik tetkik (CMIA), gonadal sivi
VDR diizeyleri ELISA yontemleri ile dlciildii. Kadin eslerin serum Anti Miillerian
Hormon (AMH) dlzeyi paramanyetik partikilli kemiliminesan immuinoassay,
progesteron, estradiol, folikll stimulan hormon (FSH) ve gebelik tanisi i¢in 8-
hCG duzeyi CMIA yontemiyle dlguldu.

islem sonucunda 25 kadinda gebelik (+), 51’inde gebelik (-) idi. Kadin
serum ve gonadal sivi 25(OH)D vitamini dlzeyi gebelik gelisenlerde
gelismeyen gruba goére dustk bulundu. Ancak folikil sivisi VDR dlzeyleri
gebelik (+) grupta gebelik (-) gruba gore anlaml yuksekti. Erkeklerde serum
25(0OH)D vitamini duzeyleri gebelik (+) grupta gebelik (-) gruba goére anlamli
disuk bulunurken, semen 25(OH)D vitamini ve VDR duzeyleri farksizdi.
Kadinlarda serum ve folikil sivisi 25(OH)D vitamini duzeyleri arasindaki
anlamli pozitif iliski erkeklerde serum ve semen 25(OH)D vitamini duzeyleri
arasinda saptanmadi. Kadinlarda serum hormon duzeyleri gruplar arasinda
farklihk gostermedi.

Sonuglar isi1dinda kadin eglerde dusuk serum ve folikal sivisi 25(0OH)D
vitamini duzeylerinin agiklanamayan infertilitede tek basina etken olmayacagi,

D vitamininin etkisini gdsterebilmesi i¢in gerekli olan VDR'nin folikdl sivisindaki



duzeylerinin ICSI uygulamasinin basarisinda 6nemli bir faktor oldugu kanisina

variimigtir.

Anahtar Kelimeler: D vitamini, VDR, Aciklanamayan infertilite.



SUMMARY

Role of Serum and Gonadal Fluid Vitamin D Levels and Gonadal Fluid

Vitamin D Receptor Levels in Unexplained Infertility Cases

Vitamin D is a fat soluble vitamin with steroid hormone function that
exerts its effects by binding to the nuclear vitamin D receptor (VDR). Besides
its role on calcium-phosphorus metabolism, vitamin D has regulatory functions
on various cellular metabolic processes, with crucial role in reproductive
physiology. Its role in infertility is still unclear.

The present study aims to evaluate if vitamin D concentrations in
serum and/or gonadal fluid and VDR levels in gonadal fluid affect fertility in
unexplained infertility cases treated with intracytoplasmic sperm injection
(ICSl).

Serum 25(0OH) vitamin D concentrations from 76 partners were
measured by tandem mass spectrometry (LC-MS/MS); gonadal fluid 25 (OH)
vitamin D levels and gonadal fluid VDR levels were measured by
chemiluminescent microparticle immunoassay (CMIA) and ELISA,
respectively. Anti-Mullerian Hormone (AMH) concentrations in sera from
female subjects were determined by paramagnetic particle chemiluminescent
immunoassay; progesterone, estradiol, follicle stimulating hormone (FSH) and
B-hCG levels to diagnose pregnancy were measured by CMIA.

Pregnancy was (+) in 25 and (-) in 51 women after the ICSI cycle.
Serum and gonadal fluid 25(OH) vitamin D levels were lower in pregnancy (+)
women compared to that of pregnancy (-) women. However, follicular fluid
VDR concentrations were significantly higher in pregnancy (+) women than
that of non-pregnants. Serum 25(OH) vitamin D levels were lower in male
partners of pregnancy (+) group compared to that of pregnancy (-) group while
semen vitamin D and VDR concentrations were not different. Serum and

follicular fluid vitamin D concentrations were significantly correlated in women



but not in men. Female serum hormone concentrations were not different

between groups.
Results suggest that lower serum and/or follicular fluid vitamin D levels

are not responsible alone as a factor of infertility; sufficient follicle VDR
concentrations are also equally important to achieve pregnancy in ICSI

treatment.

Key words: Vitamin D, VDR, Unexplained infertility.



KISALTMALAR

1,25(0OH).D: 1,25-dihidroksi D
24,25(0H).D: 24,25-dihidroksi D
25(OH)D: 25-hidroksi D

AMH: Anti mullerian hormon

CMIA: Kemiluminesan mikropartikil immunolojik tetkik
DFi: DNA fragmantasyon indeksi

DM: Diyabetes mellitus

DSO: Diinya Saglik Orgiitii

DVBP: D vitamini baglayici protein
FGF-23: Fibroblast bliyume faktora 23
FSH: Folikdl stimalan hormon

GnRH: Gonadotropin salgilatici hormon
hCG: human koryonik gonadotropin
HSG: Histerosalfingografi

ICSI: intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu
IU: Internasyonal unite

|Ul: intrauterin inseminasyon

IVF: in vitro fertilizasyon

LC-MS/MS: Sivi kromatografi-kutle-kutle spektrometresi
LH: Luteinizan hormon

OCC: Oosit-kumulus kompleksi

Ol: Ovulasyon indiksiyonu

OPU: Folikul aspirasyonu

PKOS: Polikistik over sendromu

PTH: Paratiroid hormon

RLU: Bagil isik birimi

RXR: Retinoid X reseptori

VDR: Vitamin D reseptoru

YUT: Yardimci iireme teknigi
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GIRIS

1. D vitamini

1.1. D vitamini tanimi ve tarihgesi

Vitaminler, farkh biyokimyasal iglevler igin kiigik miktarlarda gereken
ve genellikle vicut tarafindan sentezlenmeyen, dolayisiyla diyetle saglanmasi
zorunlu olan kimyasal molekillerdir. Suda ¢6zliinen ve yagda c¢dzinen
vitaminler olmak Uzere iki gruba ayrilirlar. D vitamini yagda ¢6zunen bir
vitamindir (1).

D vitamini ilk kez 1920’lerde kesfedilmistir. Sir Edward Mellanby (2),
1919 yilinda képekler Uzerinde yaptigi bir calismada rasitizmin diyetteki bir
eksiklige bagli ortaya ¢iktigini 6ne surmustur. 1922’de McCollum ve ark. (3) D
vitamini olarak adlandirdiklari yeni bir vitaminin rasitizmi iyilestirdigini ortaya
koymuslardir. D2 vitamininin yapisi 1932’de Askew ve ark. (4) tarafindan, D3
vitamininin yapisi Windaus ve Bock (5) tarafindan 1937’de tanimlanmistir. 20.
yuzyilin ikinci yarisindan sonra yapilan arastirmalar ise, D vitamininin bir
vitamin degil, prohormon oldugunu gostermistir (6).

1.2. D vitamininin yapisli ve sentezi

Siklopentanoperhidrofenantren halkasindan sentezlenen D vitamini,
steroid hormon ailesindendir. D vitamini ve metabolitleri farkh olarak 3 halkaya
sahip olmalari disinda kolesterole benzerler. Siklopentanoperhidrofenantren
halkasinin 9 ile 10. karbonunun arasindaki bagin bolinmesi B halkasini agik
hale getirmigtir ve tim D vitamini formlarinda yapi bdyledir. D vitamini
formlarinin yapisal olarak farkhligini yan zincirler belirler.

D vitamininin iki ana formu D2 vitamini (ergokalsiferol) ve D3 vitamini
(kolekalsiferol)’dir. D2 vitamini bitkisel steroid olan ergosterolin ultraviyole B
Isinlarina  maruz kalmasi sonucu olusmaktadir. D3 vitamini 270-300
nanometre dalga boyundaki ultraviyole isinlarin etkisiyle deride, 7-
dehidrokolesterolden sentezlenir. Sentez en fazla 295-297 nanometre dalga

boylarinda olur. Provitamin D3 olarak da adlandirilan 7-dehidrokolesterol,



derinin epidermis tabakasinda, stratum bazale ve stratum spinosumda
bulunur. insan viicudunda sadece D3 vitamini sentezlenir (7). D2 vitamini 22
ile 23. karbon arasinda ¢ift baga sahip olmasi ve 24. karbonuna bagl metil

grubu icermesiyle D3 vitamininden ayrilir (8) (Sekil-1).
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Sekil-1: D2 ve D3 vitamininin sentezi ve molekuler yapilari (9)



D3 vitamini sentezi i¢in gerekli olan 7-dehidrokolesterol ve cilde ulagan
ultraviyole B 1sinlarinin miktari, vicuttaki D vitamini sentezini etkiler. D vitamini
sentezini etkileyen faktorler iki ana baslik altinda toplanabilir: ¢evresel ve
kisisel faktorler. Cevresel etkenler; enlem, rakim, mevsim, glinin saati (11-15
arasl en eftkili saatlerdir), ozon miktari, bulutlar, aerosoller olarak 6zetlenebilir.
Kisisel faktorlerden ise cilt tipi, yas, giyim, topikal gunes koruyucularin
kullanimi sayilabilir (10).

Ciltteki melanin ultraviyole fotonlari igin 7-dehidrokolesterolle yarigir ve
bdylece D vitamini sentezini sinirlandirir. Bu nedenle melanin arttikgca D
vitamini sentezi azalir. Yas arttikga derideki 7-dehidrokolesterol miktari ve
derinin D3 vitamin Uretim kapasitesi azaldigi igin sentez azalir.

Glnes Isigina yeterince maruz kalinirsa, D vitamininin diyetle
alinmasina gerek yoktur. Glnese uzun sureli maruziyette D3 vitamininin
birikimini dnleyen en 6nemli mekanizma biyokimyasal olarak aktif olmayan
izomerlerine donugmesidir.

Vitamin D3 sentezlendikten sonra bir alfa 2 globdlin olan D vitamini
baglayici protein (DVBP) ile epidermisten dolagima tasinir (11).

1.3. D vitamininin metabolizmasi (Sekil-2)

Vucuttaki D vitamininin %80-90" ciltte endojen olarak Uretilir. Vicut
ihtiyacinin az bir miktari da diyetten elde edilir. D2 vitamini iceren bitki veya
mantarlar ve D3 vitamini iceren balik, karaciger, yumurta gibi hayvansal
besinler diyetle alinan D vitamini kaynaklaridir (12). Diyetteki D2 ve D3 vitamini
safra asitleri yardimiyla migel yapisina katilarak enterositler tarafindan emilir.
Enterositlerde silomikronda paketlenerek lenfatik sistemle dolasima katilir.
Silomikron yapisi iginde karacigere gelir. Diyetle alinan D vitamininin yaklasik
%50’si intestinal sistem tarafindan absorbe edilir (7). Silomikronlar haricinde,
D vitamini ve metabolitleri, %85-90 DVBP ile, %10-15 albuminle tasinir;
%1’den az bir kismi dolagsimda serbest halde bulunur (13).

DVBP 58 kilodalton agirliginda, 458 aminoasitten olusan bir alfa 2
globulindir. Diger plazma proteinlerinin aksine, yasam boyunca plazma
konsantrasyonu stabildir. Ancak karacigerdeki sentezi dstrojen bagimhdir ve

hamilelik ve Gstrojen tedavisi sirasinda sentezi artar. Bu proteinin D vitaminini



tasimasi disinda, ekstraseluler aktine baglanma ve yag asitlerini tagima gibi
Ozellikleri de vardir (14).

Biyolojik aktivite gosterebilmesi icin D vitamininin aktif formuna
doénusmesi gerekir (15). Hem deride endojen sentezlenen, hem de intestinal
sistemden emilen D vitamini oncelikle karacigerde bulunan sitokrom P450
ailesinin bir Gyesi olan 25-hidroksilaz enzimi ile 25-hidroksi D [25(OH)D]ye
donusir (16). 25(0OH)D, vicudun D vitamini dizeyi hakkinda en iyi bilgi veren
parametredir. Yari dmrt 21 gunduar (11).

25(OH)D vitamini, DVBP’ye baglanarak bobrege gelir. Glomerullerde
suzllen 25(0OH)D vitamini ve DVBP kompleksi, bobrek proksimal tlbullerinde
bol miktarda bulunan, dusuk dansiteli lipoprotein reseptort ailesinin bir Gyesi
olan megalinle, tubul hucrelerine reseptor aracili endositozla alinir. Reseptor
aracili endositoz, idrarda 25(OH)D vitamini kaybini énlemek icin gereklidir.
Bobrek proksimal tubdllerindeki cubulin de 25(OH)D vitamini ve DVBP
kompleksi icin diger bir reseptordur. Bu reseptorlerden herhangi birinde
patoloji oldugunda, D vitamini eksikligi goraltr (17). 25(0OH)D, proksimal tibul
hiacrelerinde  DVBP’den ayrilip  serbestleserek, mitokondride  25-
hidroksivitamin  D-1-a-hidroksilaz  enzimi (CYP27B1) ile ikinci kez
hidroksilasyona ugrayarak 1,25-dihidroksi D [1,25(OH).D] ye dénusur. Bu, D
vitamininin baslica biyolojik olarak aktif formudur. Kalsitriol olarak da
adlandirihr.  Sitokrom P450 ailesinden olan 25-hidroksivitamin D-1-a-
hidroksilaz, plasenta, monosit, makrofaj gibi ekstrarenal yapilarda da bulunur
(18). Bobrekte 1,25(0OH):D’ye ek olarak, mitokondriyal P450 enzimi olan 25-
hidroksivitamin D-24-hidroksilaz (CYP24) enzimi ile 24,25-dihidroksi D
[24,25(0OH).D] Jdretilir. Bu, inaktif metabolittir. 25-hidroksivitamin D-24-
hidroksilaz, hem  25-hidroksivitamin D’yi hem de 1,25(0OH):D’yi
hidroksilleyebilir. Asil fonksiyonu D vitamininin inaktivasyonudur.

En gugli D vitamini metaboliti olan 1,25(OH).D’nin olugumu, siki bir
sekilde dizenlenir. Disuk kalsiyum ve fosfor duzeyi, 1-a-hidroksilaz enziminin
aktivitesini arttirir. DUsuk kalsiyum, paratiroid hormon (PTH)'un artmasina
neden olur. PTH 1-a-hidroksilaz enziminin transkripsiyonunu uyarir.

1,25(0OH).D dizeyinin artmasi 1-a-hidroksilaz enzimini negatif olarak dizenler.



1,25(0OH):D, proksimal tubulde fosfat emilimini engelleyerek fosfatlriye neden
olan fibroblast buyume faktoru 23 (FGF-23)u de uyarir. FGF-23, 1-o0-
hidroksilaz enziminin ekspresyonunu baskilar ve 24-hidroksilaz enzimini
indikler. Ostrojen, prolaktin, kalsitonin 1,25(OH).D Uretimini arttiran diger
faktorlerdir (18).

24-hidroksilaz, D vitamininin metabolik degredasyonundan sorumiu
asil  enzimdir. 1,25(0OH).D’nin  kalsitroik asite, 24,25(0OH).D’nin 1-
desoksikalsitroik asite donisumunu katalize eder. Bu Urlnler safra araciligiyla

fecesle, ¢ok az bir miktarda da idrarla digariya atilir (19).
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Sekil-2: D vitamininin metabolizmasi. DBP: D vitamini baglayici protein,
FGF23: Fibroblast buyume faktort 23, PTH: Paratiroid hormon (20).



1.4. D vitamininin etki mekanizmasi

D vitamininin aktif formu 1,25(0OH)2D, iki farkl yolla etki gosterir. Bunlar
genomik ve non-genomik etki olarak adlandirilir.

1.4.1. Genomik etki

Dolagimda DVBP’ye bagli bulunan 1,25(OH)2D, hedef dokuya gelir.
Burada DVBP’den ayrilir ve sitoplazmada bulunan nukleer vitamin D reseptoru
(VDR)'ne baglanir (7).

1.4.1.1. Vitamin D reseptori

VDR, nikleer reseptor super ailesine ait olan ligandla aktive olan bir
transkripsiyon faktorididr. Yaklagik 50.000 dalton olan tek zincirli bir
polipeptittir (21). VDR proteini, diger nukleer reseptorlerde oldugu gibi, bes
bdlgeden (A-E) olusur (Sekil 3) (22).

124 89 242 427
led L J L d L J
AB C D E AF2

DNA Ligand

baglayici baglayici

bolge bolge

Sekil-3: VDR’nin yapisi (22)

N terminalindeki A/B bolgesi, aktivasyon bolgesi olarak da adlandirilir.
Bu bdlge, VDR’de ¢ok kisadir ve 24 aminoasitten olugur. DNA baglayici bolge
olan C bdlgesi, 65 aminoasitten olusur. Bu boélge DNA’daki D vitamini cevap
elamani olarak adlandirilan bdlgeye baglanabilen iki ¢inko parmagina sahiptir.
Esnek mentese bolgesi olan ve 143 aminoasitten olugsan D bolgesi, DNA
baglanma bolgesiyle E bolgesini birbirinden ayirir. Ligand baglayici bolge ve
terminal aktivasyon bdlgesi (AF2) iceren E bdlgesi 195 aminoasitten olusur.

Bu kisim VDR’nin partnerleriyle (Retinoid X reseptorl gibi) dimerizasyon



olusturmasi igin veya AF2 bolgesine korepresor ve Kkoaktivatorlerin
baglanmasi i¢in fonksiyon gorur. VDR toplam 427 aminoasitten olusur (23).

1,25(0OH)2D’nin etkinligi ilk olarak, VDR’nin ligand baglayici kismina
baglanmasi ile baslar. Bu baglanma, reseptér hormon kompleksinin, retinoid
X reseptoru (RXR) ile heterodimerizayonunu ve nukleusa translokasyonunu
uyarir. Nukleusta VDR-RXR kompleksi transkripsiyon faktora gibi rol alir ve
hedef genin promotdr bélgesindeki vitamin D cevap elementlerine baglanarak
ekspresyonu diuzenler (7) (Sekil-4).

v
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|
RXR &) Dimerizasyon

Transkripsiyon
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5-GGGTCA-NNN-GGTCA-3"

Sekil-4: D vitamininin molekuler etki mekanizmasi. DBP: D vitamini baglayici
protein, VDR: Vitamin D reseptoru, RXR: Retinoid X reseptoru, VDRE: Vitamin
D cevap elemani (24).

VDR geni 12. kromozomda lokalizedir (21). Pek ¢ok dokunun VDR

eksprese ettigi gosterilmistir (Tablo-1). Bu D vitamininin klasik bilinen mineral



homeostazindaki

rolinidn

Otesinde cesitli dokularda farkl

fonksiyonlara sahip oldugunu gostermektedir (7).

Tablo-1: D vitamini reseptdri tanimlanan hicre ve dokular (25)

Adipoz doku Aktive T hucreleri
Adrenal Kalp kasi

Kemik Aort endotel hicreleri
Kemik iligi Osteoblastlar

Beyin Pankreas adacik hucreleri
Meme bezi Paratiroid bezi
Neoplastik hucreler Parotis

Kondrositler Hipofiz bezi
Kolondaki enterositler Plasenta

Over Prostat

Epididimis Retina

Sac folikulleri Deride keratinositler
intestinal hiicreler Mide

Distal renal hicreler Testis

Karaciger Timus

Akciger Tiroid

Transforme B hicreleri Uterus

biyolojik

1.4.2. Nongenomik etki

D vitamininin tim etkileri genom Uzerinden vyaptigi etkiyle
aciklanamamaktadir. Bazi etkilerini peptit hormon reseptorlerine benzer olan
hicre membrani Uzerinde bulunan VDR Uzerinden gosterir. D vitamini
baglandiginda hiicre membranindaki VDR araciligi ile fosfolipaz C, fosfolipaz
D, protein kinaz C aktiflestirilir. D vitamininin intestinal hiicrelere hizl kalsiyum
girisini saglamasi nongenomik etkisine érnektir (7).



1.5. D vitamininin fonksiyonlari

1.5.1. D vitamininin kas ve iskelet sistemi Uzerindeki etkileri

1,25(0OH):D’nin temel etkisi kemik mineralizasyonu igin gerekli olan
kalsiyum ve fostor dizeylerini dlizenlemektir. Kalsiyum seviyesinin normal
seviyelerde tutulmasi néromuskuler bileskenin fonksiyonu, vazodilatasyon,
sinir iletimi ve hormon salgilanmasi igin de gereklidir.

D vitamini kalsiyum seviyesini normal seviyede tutmak icin 3 farkh
mekanizma ile etki eder (Sekil-5).

PTH bagiml olmayan ilk mekanizma, bagirsakta 6zellikle duodenum
ve jejunumda direkt olarak kalsiyum ve indirekt olarak da fosfat emilimini
uyarmaktir (26). D vitamini yoksunlugunda ince bagirsaktan diyetteki
kalsiyumun emilimi %10-15 kadar olmaktadir. D vitamini yeterli bireylerde
kalsiyum emilimi ortalama %30’dur ve bu oran blyume, gebelik, laktasyon
esnasinda %80’e cikar (27).

ikinci mekanizmada 1,25(0H).D, PTH araciliiyla kalsiyumun
kemikten mobilizasyonunda énemli bir rol oynar. Kemik rezorpsiyonundan
sorumlu olan reseptor aktivator nukleer faktor kappa B ligandini uyararak,
osteoklastlari uyarir. Osteoklastlar kalsiyumun kemikten mobilizasyonunu
saglar.

Uglincli mekanizmada 1,25(0OH).D, PTH ile birlikte bobrekte distal
tubulden kalsiyumun reabsorbsiyonunu uyarir (26).

Kemik formasyonu ve rezorpsiyonu arasindaki denge, kalsiyum
seviyesini belli sinirlar icinde tutmak icin siki bir kontrol altindadir. D vitamininin
kemik rezorpsiyonunu uyarma etkisi yaninda, intestinal sistemden kalsiyum ve
fosfor emilimini saglayarak kemik formasyonunu, gelisimini ve

mineralizasyonunu uyarma etkisi de vardir (7).
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Sekil-5: D vitamininin kalsiyum homeostazi lizerine etkileri.
PTH: Paratiroid hormon, Ca: Kalsiyum (28).

Rasitizm ve osteomalazi kemik mineralizasyonunda bozulmayla
karakterize hastaliklardir. Rasitizm, epifiz plaklari kapanmadan 6nce blytyen
kemikte gocuklarda goérulirken, osteomalazi epifiz plaklarinin kapanmasindan
sonra erigkinde gorulen matur kemigin hastaligidir. En sik nutrisyonel D
vitamini eksikligine bagli geligir. D vitamini metabolizmasindaki aksakliklar da
rasitizm ve osteomalaziye sebep olabilir. Baslica semptomlari kemik agrisi,
hassasiyeti, iskelet deformitesi ve kiriklari, kas gugsuzltgu ve tetanidir (29).

D vitamini kas hucrelerinde kalsiyum transportunda ve protein
sentezinin dizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar. Yaslilarda disuk D vitamini
duzeyleri, kas zayifligi, kotu fiziksel performans, denge sorunlari ve dugsmeler
ile iligkilendirilmigtir (30).

1.5.2. D vitamininin kas iskelet sistemi haricindeki etkileri

Kalsiyum ve kemik homeostazindaki roline ek olarak, D vitamini
potansiyel olarak bircok hiicresel islevi de diizenler. insan genomunun
yaklasik %3'l, D vitamininin aktif formu olan 1,25(OH).D kontroltindedir.

1.5.2.1. Kanser ve D vitamini

D vitamini ile kanser ve hucre proliferasyonu arasindaki iligkiyi

gbésteren cok sayida calisma vardir. in vitro ¢alismalar, aktif D vitamini veya
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analoglarinin hucre proliferasyonunu azaltabildigini ve bunu saglamak igin
bircok geni aktive veya inaktive edebildigini gostermistir. Bazi hayvan
calismalarinda, D vitamini reseptor eksikliginin kansere yatkinliga neden
oldugu belirtiimektedir (31). Bazi epidemiyolojik ¢alismalar disik D vitamini
duzeyinin meme, prostat ve kolorektal kanser riskinin artisi ile iligkili oldugunu
gOstermigtir. 1,25(0OH):D’nin kanser hucrelerinde proliferasyon, metastaz,
invazyon ve anjiogenez Uzerine azaltici, apoptozis ve diferansiasyon lzerine
arttirici etkileri vardir (32). Bazi gdzlemsel calismalar ise, daha yuksek
25(0OH)D vitamini duzeyi olanlarda pankreas kanseri riskinin artmis oldugunu
bildirmistir (33).

1.5.2.2. Otoimmiin hastaliklar ve D vitamini

D vitamininin immudn sistemin neredeyse tum hicreleri Gzerinde etkisi
vardir. Dendritik hucreler, makrofajlar, T ve B lenfosit hucrelerinde VDR
ekspresyonu tanimlanmistir. 1,25(0OH).D, kazaniimig immudn sistemin
aktivasyonunu azaltmaktadir. Bundan dolayr D vitamini eksikligi hayvan
modellerinde de gosterildigi gibi teorik olarak otoimmin hastalik riskini
arttirabilmektedir (31). Yapilan c¢alismalar D vitamini eksikliginde Tip 1
diyabetes mellitus (DM), multipl skleroz, romatoid artrit gibi otoimmun hastalik
gelisme riskinde artis oldugunu desteklemektedir (7).

D vitamini kazanilmig bagisiklik sisteminin aktivasyonunu azaltmasina
ragmen, dogal bagisiklik sistemini, 6zellikle monositleri ve makrofajlari aktive
etmektedir. Viral enfeksiyonlarin D vitamininin mevsimsel degisimine paralel
olarak belirgin bir mevsimsel degisime sahip oldugu hipotez edilmektedir (31).

1.5.2.3. Diyabet ve D vitamini

Tip 1 ve tip 2 DM’nin D vitamini ile iligkilendirilmesinin birgok nedeni
vardir (34).

Tip 1 DM ile D vitamini iligkisi baylk 6lgide D vitamininin bagisiklik
sistemi Uzerindeki etkileriyle agiklanmaktadir. Tip 1 DM ile D vitamini eksikligi
arasinda iligki oldugu, erken bebeklik doneminde D vitamini desteginin, tip 1
diyabet riskini yaklagik %30 azalttigi gosterilmistir (35-37).

Tip 2 DM i¢in potansiyel mekanizmalar, D vitamininin pankreas beta

hdcre aktivitesinin ve insulin duyarlihdinin artisina neden olmasidir. D vitamini,
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obez ve tip 2 diyabetli bireylerde duguktur, ancak bu iliskinin nedenselligi
bilinmemektedir. Birgok kesitsel ve prospektif kohort galismada tip 2 DM olan
bireyler ve metabolik sendromla iligkili durumlarda D vitamini dusuk
bulunmustur. Neredeyse tim calismalarda, obezite dusuk 25(OH)D vitamini
konsantrasyonlari ile iligkili bulunmustur (38). Glukoz toleransi normal olan,
normal kilolu kisilerde 25(OH)D duzeyi ile insulin duyarlihdr arasinda pozitif
iliski saptanmistir (39).

1.5.2.4. Kardiyovaskiiler hastaliklar ve D vitamini

D vitamininin renin-anjiyotensin sistemini etkileyerek vaskuler diz kas
hicrelerinde, endotelde ve kardiyomyositler Uzerinde olumlu etkisi oldugu
gOsterilmistir (40). Bir calismada tip 2 DM’li hastalara D vitamini takviyesiyle
santral kan basincinin 14 mmHg dastigu goérulmustir (41). Calismalar D
vitamininin antiinflamatuvar etkisiyle, glukoz metabolizmasi Uzerine olan
etkisiyle ve kan basincini duzenleyerek kardiyovaskuiler hastalik riskini
dusurebilecegini gostermektedir (40). Distik serum 25(0OH)D dizeyleri bazi
calismalarda artmis kardiyovaskuler hastalik riski ile iliskilendirildigi halde, D
vitamini takviyesinin kardiyovaskuler hadiselerle ilgili sonuglari iyilestirdigine
dair kanit yoktur (31).

1.5.2.5. Noropsikiyatrik hastaliklar ve D vitamini

Beyinde D vitaminini aktif formuna donustiren 1-a-hidroksilaz enzimi
ve VDR ekspresyonu gosterilmistir. Noronal proliferasyon, diferansiyasyon,
migrasyon ve apoptoz Uzerine etkileri sayesinde, D vitamininin beyin
gelisiminde 6nemli bir rol oynayabilecedi dusunulmektedir. Prenatal D vitamini
eksikliginin sizofreni gibi néropsikiyatrik bozukluklarin riskini artirabilecegi 6ne
surdlmagtur. Fikir birligi olmamakla birlikte, caligmalar depresyon veya
Alzheimer hastaligi olan hastalarda D vitamini eksikliginin sik oldugunu
gostermektedir (31).

1.5.2.6. Ureme fizyolojisi ve D vitamini

Son yillarda yapilan calismalarda, D vitamini ve aktif metaboliti
1,25(0OH).D’nin dreme fizyolojisinde énemli bir rol oynadigi dne surtlmektedir
(42). Kadin veya erkek este D vitamini duzeylerinin fertiliteye etkisini inceleyen

ve farkl sonuglar bildiren galismalar mevcuttur (43).
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in vitro calismalar, D vitamininin over hiicrelerinde estradiol ve
progesteron uretimini uyardigini gostermistir (44). Ayrica over rezervinin iyi bir
belirteci olan anti Mullerian hormon (AMH) ile D vitamini arasinda pozitif
korelasyon gdsteren calismalar da mevcuttur (45). AMH geninin promotor
bdlgesinde fonksiyonel D vitamini cevap elamani oldugu bilinmektedir (46).

Spermatogenez, sperm motilitesi ve akrozom reaksiyonu igin ¢ok
onemli oldugu bilinen kalsiyumun metabolizmasinda, D vitamini 6nemli bir role
sahiptir (47). Ancak D vitamininin semen kalitesi ve spermatogenezle olan
baglantisi henliz tam olarak anlagilamamigtir (48). Testis, sperm, epididimis,
seminal vezikul, prostat, over, uterus, plasenta, serviks, hipofiz, hipotalamus
gibi Ureme sistemiyle iligkili yapilarda VDR ekspresyonu oldugu gosterilmistir
(45). Fertil erkeklerle gerceklestirilen bir calismada VDR’nin spermin 6zellikle
bas ve cekirdek kisminda oldugu saptanmistir (48). D vitamini eksikliginin,
azalmis sperm motilitesi ve normal morfoloji ile korele oldugu, 1,25(OH).D
verilmesiyle sperm motilitesinin arttigi saptanmistir (49). Danimarka’da yapilan
bir gcalismada ise yuksek D vitamini duzeylerinde anlamli olmasa da daha
dusuk sperm sayisi saptanmigtir (50).

1.6. D vitamini eksikligi

Vucudun D vitamini durumunu gosteren en iyi parametre serum
25(0OH)D vitamini duzeyidir. Clinkd 25(0OH)D yari émru 2-3 hafta olan major
sirkulatuvar formdur ve hem D vitamini alimini hem de endojen yapimi
gostermektedir. Biyolojik aktif form 1,25(OH).D ideal 6lgum icin uygun degildir.
Cunku yari 6mrl 4-6 saat kadar kisa ve dolasimdaki duzeyleri 25(0OH)D’den
1000 kat dusuktar (51).

1998 vyilina kadar D vitamini eksikligi, 25(OH)D vitamini
konsantrasyonunun 10 ng/mL'den (25 nmol/L) az olmasi olarak
tanimlanmistir. Bu tanim temel olarak ragitizm gelisimi ile 25(OH)D kan duzeyi
arasindaki iliskiye dayanmigtir (52). Ayrica, D vitamini eksikliginin dolagimdaki
PTH seviyelerinde bir artig ile iligkili oldugu da anlagiimistir. Serum PTH diizeyi
ile 25(OH)D vitamini seviyesi arasinda ters bir iligki oldugu ve PTH
seviyelerinin yaklasik 30 ng/mL'de plato yapmaya basladidi bildirilmistir (53).
1998’de Malabanan ve ark. (54), 25(OH)D vitamini duzeyleri 11-25 ng/mL olan
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saglikh yetiskinlere 8 hafta boyunca haftada bir kez 50.000 internasyonal Unite
(IU) D2 vitamini verildiginde, D vitamini duzeyi 11-19 ng/mL olan bireylerde
PTH’nin istatistiksel olarak anlamli distugund, 20-25 ng/mL olanlarda ise PTH
seviyelerinde anlamli bir degisme gozlemlemediklerini bildirmiglerdir. Boylece
D vitamini eksikligi 1998'de 25(OH)D’nin 20 ng/mL altinda olmasi seklinde
yeniden tanimlanmistir.

Endokrin Dernegi (Endocrine Society) <20 ng/mL degerleri D vitamini
eksikligi, 20-30 ng/mL arasi dederleri D vitamini yetersizligi, 30 ng/mL’nin
uzerindeki D vitamini duzeylerini ise optimal kas- iskelet sistemi sagligi igin
yeterli olarak tanimlamaktadir (55). Turk Endokrinoloji ve Metabolizma
Dernegi, bunlara ek olarak <10 ng/mL degerleri ciddi eksiklik olarak olarak

kabul etmektedir (56). D vitamini eksiklik nedenleri tablo-2’de 6zetlenmistir.
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Tablo-2: D vitamini eksikligi nedenleri (56)

Yetersiz alim veya emilim

Besinlerle yetersiz alim

Yetersiz gunes 15191 maruziyeti (kuzey enlemler, hava kirliligi, koyu cilt,
gunes koruyucu kullanimi, kapali giyim tarzi vb)

Yag malabsorbsiyonu

Gastrektomi

ince barsak hastaliklari (Célyak hastalgi, inflamatuvar barsak hastaliklari
vb)

Pankreas yetmezligi

25(OH)D sentezinin azalmasi

Kronik karaciger hastaliklari (siroz vb)

D vitaminin inaktif metabolitlere yikiminda artig
Antikonvulzan ilaglar (fenitoin, fenobarbital)
Antifungal ilaclar (ketokonazol)

Antitiberkuloz ilaglar (rifampisin, izoniazid)
Anti-retroviral ilaglar

Glukokortikoidler

D vitamini baglayici protein kaybi

Nefrotik sendrom

1,25(0OH).D sentezinin azalmasi
Hipoparatiroidi
Renal yetmezlik

1-alfahidroksilaz eksikligi (D vitamini bagimli ragitizm tip 1)

Aktif D vitaminine hedef organ cevapsizlhigi (D vitamini direnci)

Herediter D vitamini bagimli ragitizm (D vitamini bagimli ragitizm tip 2)

D vitamini eksikligi, yaygin medikal durumlardan biridir. Klinik bulgular
D vitamini eksikliginin derecesi ve slresine baghdir. Codu hasta
asemptomatiktir. Vitamin D eksikliginin yaygin belirtileri, bel, pelvis, alt
ekstremitelerde agri veya kemik rahatsizliklari, digsme riskinde artig, bozulmus

fiziksel fonksiyon, kas agrilari ve proksimal kas gug¢suzlugudur (57).
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1.7. D vitamini intoksikasyonu

25(0OH)D duzeyinin 150 ng/mL UGzerinde olmasi D vitamini
intoksikasyonu olarak kabul edilmektedir. Nadir goérilen D vitamini
intoksikasyonu genellikle iatrojenik yuksek doz D vitamini kullanimina bagli
gelisir. D vitamini intoksikasyonunun klinik bulgulari gesitlidir ve temel olarak
hiperkalsemiye badlidir. Konfuzyon, apati, depresyon, koma, kusma,
istahsizlik, elektrokardiyografi bozukluklari, aritmi, hipertansiyon, damar
kalsifikasyonu, hiperkalsilri, nefrokalsinoz, polidri, bobrek yetmezligi gibi

durumlar gorulebilmektedir (58).

2. infertilite

2.1. infertilite tanimi

Yardimla Ureme Teknikleri Uluslararasi izleme Komitesi ve Diinya
Saglik Orgitl (DSO)Yniin tanimina gore infertilite; 12 ay veya daha uzun bir
sure boyunca, dizenli siklikta korunmasiz cinsel iliskiye ragmen gebelik elde
edilememesi durumudur (59). Ciftlerin en az bir yil slreyle korunmamasina
ragmen hic gebelik olusmamasi durumu primer infertilite, en az bir gebelik
gerceklesmesinden sonra en az bir yil sureyle korunmamasina ragmen gebelik
olusmamasi durumu sekonder infertilite olarak tanimlanmaktadir (60).
infertilitenin yastan bagimsiz olarak en yaygin gérilen kronik saglk
bozukluklarindan biri oldugu bildirimektedir (61). DSO’nin 2004 yilindaki
gelismekte olan Ulkelerdeki infertilite raporuna gore, diinyada Ureme ¢agindaki
ciftlerde primer infertilite orani %3,9 ile %16,8 arasinda degismektedir. Bu
raporda Turkiye’de 25-49 yas arasi kadinlarda primer infertilite insidansinin
%38,5 oldugu bildirilmistir (60).

2.2. infertilite nedenleri

DSO’niin gok merkezli olarak gergeklestirdigi bir calismaya gore,
infertilite olgularinin  %20’sinde erkek faktoérl, %38’inde kadin faktord,
%27’sinde erkek ve kadin faktoru birlikte bulunmustur. Olgularin %15’inde ise

kadin ve erkekte infertiliteye neden olabilecek bir patolojinin saptanmadig,
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nedeni agiklanamayan faktorlerden kaynaklandigi bulunmustur (62). Kadin ve

erkek faktorlerine bagli infertilite nedenleri tablo 3’te gosterilmistir.

Tablo-3: Kadin ve erkek infertilite nedenleri (63)

Kadin faktorlii infertilite sebepleri

Santral defektler

Kronik hiperandrojenik anovulasyon
Hiperprolaktinemi
Hipotalamik yetmezlik

Pituiter yetmezlik
(Travma, timér, konjenital)

.. Periferal defektler
Ovulatuvar faktorler

Gonadal disgenezis
Prematur ovaryan yetmezlik
Ovaryan timor

Ovaryan rezistans

Metabolik hastaliklar

Tiroid hastahgi
Karaciger hastahgi
Bobrek hastahgi
Obezite

Androjen fazlaligi

Pelvik faktorler Enfeksiyon

Appendisit
Pelvik enflamatuvar hastalk
Uterin adezyonlar (Asherman sendromu)

Endometriozis

Dietilstilbestrol (DES)'e maruz

kalma
Yapisal anomaliler Reprodiktif sistemin anormal
flizyonu
Myom
Konjenital DES’e maruz kalma
Servikal faktorler Miillerian kanal anomalileri
Akkiz Cerrahi tedavi

Enfeksiyon

Erkek faktorli infertilite sebepleri

Hipotalamik disfonksiyon (Kallman sendromu)
Pituiter yetmezlik (TUmor, radyasyon, cerrahi)

Hiperprolaktinemi (ilag, tiimér)
Eksojen androjenler

Tiroid hastaliklari

Adrenal hiperplazi

Endokrin hastaliklar

Konjenital vas deferens yoklugu

Anatomik bozukluklar Vas deferens tikanikligi

Ejakulatuvar sistemin konjenital anomalileri

Kromozomal bozukluklar
Kabakulak orsgiti
Kriptorgidizm

Anormal
spermatogenez

Kimyasal maddelere ve radyasyona maruz kalma

Sillia yoklugu (Kartagener sendromu)

Varikosel
Antikor yapimi

Anormal motilite

Retrograd ejakulasyon
Impotans
Libido azalmasi

Seksuel disfonksiyon
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2.3. Agiklanamayan infertilite

Aciklanamayan infertilite duzenli iliskiye ragmen ciftlerin 12 ay veya
daha uzun sure, 35 yas ustu kadinlarin ise 6 ay veya daha uzun sure
gosterilebilir bir neden bulunamazken gebelik elde edememesi olarak
tanimlanir (64,65). Bu bireylere agiklanamayan infertilite tanisi koymak igin
ovulasyonun objektif kanitlari, bilateral tubal agiklik ve normal uterin kavitenin
varligi, yeterli over rezervinin oldugu, semen analizinin normal oldugu
gOsterilmelidir (66).

2.3.1. infertil giftin degerlendirilmesi

Kadin temel infertilite arastirmalari detayli hikaye alindiktan sonra
over, uterus, fallop tlpleri ve peritonun fonksiyonel ve anatomik
degerlendiriimesini icermektedir.

Erkek temel infertilite arastirmasinda detayli hikaye alinmasindan
sonra yapilacak test spermiogramdir (67). Spermiogram; 2-7 gunluk cinsel
perhiz sonrasinda, mastlrbasyon ile alinan semenin incelenmesini
icermektedir (66).

2.3.1.1. Ovulatuar fonksiyonun degerlendirilmesi

Ovulatuar disfonksiyon, infertilitenin en sik nedenlerinden biri
oldugundan, ovulatuar fonksiyonun degerlendiriimesi kadin infertilitesinin
degerlendiriimesinde énemli bir role sahiptir.

Yaklasik 28 gunde bir dlizenli adeti ve menstriiasyon éncesi moliminal
semptomlari (meme hassasiyeti, siskinlik, halsizlik) olan kadinlar genellikle
ovulatuardir. Menstrual sikluslarini bu sekilde ifade etmeyen kadinlarda
ovulasyonun laboratuvar degerlendirmesi yapilmalidir.  Ovulasyonun
belirlenmesinde en kolay yaklagim beklenen menstruasyondan 1 hafta énce
midluteal déonemde serum progesteron seviyesinin Olgimudur. 28 gunlik
sikluslari olan bir kadinda 21. gun progesteron seviyesinin >3 ng/mL olmasi
ovulasyon oldugunun kanitidir (68). Eger 21. gun progesteron seviyesi <3
ng/mL ise hasta anovulatuar olarak kabul edilir (66). Ovulasyonun
belirlenmesinde bir alternatif de idrarda luteinizan hormon (LH) 6lgcumudur.

Ovulasyonun saptanmasinda diger yontemler, seri ultrasonografi ile folikll
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gelisimi takibi ve sekretuar degisiklikleri gostermek i¢cin endometrial biyopsidir
(69).

2.3.1.2. Over rezervinin degerlendirilmesi

Over rezervinin azalmasi oosit kalitesinde dlisme, oosit sayisinin
azalmasi ve azalmig reproduktif potansiyel ile iligkilidir (70). Over rezervinin
degerlendiriimesinde ideal bir yontem yoktur. Testlerin kombinasyonu en iyi
degerlendirmeyi saglar (66). AMH 6l¢imul, menstruasyonun 3. guna folikul
stimilan hormon (FSH) ve estradiol dlgimda, antral folikl sayimi over rezervini
degerlendirmede kullanilabilecek yontemlerdendir.

AMH, transforme edici buyume faktoru-beta ailesinin bir Gyesidir ve 8
mm’den klglk preantral ve erken antral foliklllerden eksprese olur. AMH
seviyesi primordial folikiil havuzunu yansitir (71). ilerleyen yasla beraber
primordial folikil havuzunun azalmasi ile AMH dizeyleri diser ve menopozda
Olcilemeyecek duzeylere iner (72,73). AMH seviyesi azalan over
fonksiyonunun guvenilir, erken ve direkt gdstergesi olarak kabul edilir ancak
esik deger hakkinda tam bir fikir birligi yoktur (74). in vitro fertilizasyon (IVF)
planlanan hastalarda AMH dizeyi, stimulasyondan sonra alinan oosit sayisi
ile koreledir ve zayif veya asiri over yanitini tahmin etmek igin iyi bir
biyobelirtecgtir (75-78). Kesin esik degeri olmamakla beraber AMH’nin 1
ng/mL’den dusik degerleri koti embriyo kalitesi, zayif ovaryan yanit ve kot
gebelik sonuglarnyla, 3,5 ng/ml’'den yiksek degerleri de artmis ovaryan
hiperstimulasyon sendromu riskiyle iligkilidir (69). AMH siklusun herhangi bir
zamaninda ol¢ulebilir (66).

Menstrual siklusun 3. gini FSH ve estradiol 6l¢imul over rezervinin
deg@erlendiriimesinde yaygin kullanilan testlerdendir. Bu testlerin temeli iyi over
rezervine sahip hastalarda menstrual siklusun erken dénemlerinde kuguk
folikillerden salinan ovaryan hormonlarin FSH’y1 duslk seviyelerde tutmasina
dayanir. Bunun tersine over rezervi azalmig olan ve ovaryan hormon salinimi
yetersiz olan hastalarda hipofizden salinan FSH inhibe edilemez ve siklusun
erken donemlerinde FSH seviyesi artar. Over rezervinin azalmasi sonucunda,
inhibin Uretimi azalirken FSH dizeyi artmakta ve bunun sonucunda erken

folikiler donemde estradiol duzeyleri yukselmektedir (79).
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Antral folikal ortalama c¢aplari 2-10 mm arasi olan folikuller olarak
tanimlanir. Antral folikul sayisi primordial folikil sayisi ile orantilidir Duzenli
adetleri olan bir kadinda menstrual siklusun 2-4.glnleri arasinda >6 adet antral
folikdl bulunmasi iyi ovaryan rezervi yansitirken 4’'ten az olmasi kétu ovaryan
rezervi gosterir (80).

2.3.1.3.Tubal acikligin degerlendirilmesi

Tubal acikhgin degerlendiriimesinde histerosalfingografi (HSG),
histerosalfingokontrast sonografi ve laparoskopi en sik kullanilan yéntemlerdir.
HSG’nin avantajlari, uterin kavitenin sekli hakkinda bilgi verebilmesi ve
peritoneal ¢cevreyi degistirerek fekundabiliteyi arttirabilmesidir. Laparoskopinin
HSG’ye temel Ustlnligu tubal ve peritoneal hastaliklar agisindan daha yuksek
sensitiviteye ve spesifiteye sahip olmasidir, ayrica endometriozis ve peritoneal
hastaliklari gosterebildigi gibi, tani aninda hastaliga mudahale edilebilme
olanagi da sunar. Histerokontrast sonografi, igerisinde albumin, galaktoz, lipid
ve polimer gibi maddelerin bulundugu mikroképukcik igeren sivinin
endometrial kaviteye verilmesi ve bu sivinin tubalarin gegisinin ultrasonografi
ile tespit edilmesi esasina dayanir (81).

2.3.1.4. Uterin kavitenin degerlendirilmesi

Uterin kavite degenlendirmesi salin inflUzyon sonohisterografi, Ug
boyutlu sonografi, HSG ve histeroskopi ile yapilabilir (66). Uterin kavitenin
seklinin degerlendiriimesinde HSG faydalidir, ancak kavite ici yer kaplayan
lezyonlarda (submukozal myom veya polip, vb.) sonohisterografi, HSG’den
ustundur (67,82). Endometrial kavite ile ilgili anomalilerin degerlendirilmesinde
histeroskopi altin standart metoddur. Taniyla birlikte tedavi imkani da saglar
(83).

2.3.1.5. Semen analizi

infertilitenin erkek kaynakli olup olmadiginin belirlenebilmesi igin rutin
incelemede semen analizi en 6nemli parametredir. Semen 6rnegi, 2-7 ginlik
bir cinsel perhiz sonrasinda masturbasyon ile alinir. Semen drneginde sperm
konsantrasyonu dogal varyasyon gosterebildidi igin, 1-2 hafta arayla en az 2
ornek toplanmalidir (66). Standart semen analizinin degerlendiriimesinde

DSO’nin belirledigi degerler tablo-4'te gdsterilmigtir.

20



Tablo-4: Dinya Saglik Orgliti siniflamasina gére normal semen parametreleri

(84)

Parametre

Referans degerler

Semen hacmi (mL)

1,5 (1,4-1,7) mL

Ph

27,2

Sperm konsantrasyonu

15 (12-16) milyon/mL

Total sperm sayisi

39 (33-46) milyon/ejakulat

Total hareket %40 (38-42)
ileri hareket %32 (31-34)
Canlilik %58 (55-63)
Normal morfoloji %4 (3-4)
Peroksidaz pozitif I16kosit < 1 milyon/mL

Erkek infertilitesi degerlendirmesinde ek olarak genetik ve endokrin
testler de yapilabilmektedir.

2.3.2. Aciklanamayan infertilitenin olasi etyolojileri

Tubal transportasyon problemi, sperm ve yumurta etkilesiminde
problemler, hafif ovulatuar disfonksiyon, luteal faz yetersizligi, implantasyon
anomalileri, erkegin semen analizinde sperm konsantrasyonunun ve
hareketliligin normal araligin alt sinirlnda olmasi sebebi agiklanamayan
infertilite icin olasi etyolojiler arasinda sayiimaktadir.

Bunlarin disinda acgiklanamayan infertilite vakalarinda, tek basina
fertiliteyi anlamh derecede azaltmayan faktorlerin, ciftlerin her ikisinde birlikte
bulunmasinin gebelik oranini etkileyebilecegi de varsayiimaktadir (66).

2.4. Aciklanamayan infertilite olgularinda liremeye yardimci
teknik uygulamalari

Aciklanamayan infertilite tanisi almis ciftlerin tedavisinde etkinlik,
maliyet ve riski dikkate alan bir yaklasim benimsenmektedir. Agiklanamayan
infertilitenin tedavi planlamasinda oOncelikle daha az kaynak gerektiren ve
hasta odakli (hayat tarzi degdisikligi, zamanlanmis iliski) seceneklerle baslanip,
cevap alinamazsa daha ¢ok kaynak gerektiren ve daha kapsamli se¢eneklere

yonlenilmektedir. Klomifen sitrat ile intrauterin inseminasyon (lUl)
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kombinasyonu, cevap alinamamasi halinde gonadotropinlerinlere Ul
kombinasyonu, yine cevap alinamazsa in vitro fertilizasyon denenmektedir
(85).

2011’de yayinlanan Turkiye Saglk Uygulama Tebligi'ne gore
aciklanamayan infertilite olgularinda oncelikle gonadotropinlerle ovulasyon
indUksiyonu (OI) + Ul uygulanmaktadir. En az iki deneme gonadotropinlerle
OI+IUIl tedavisi sonrasi gebelik elde edilemedigi durumda IVF tedavisi
gerceklestiriimektedir (86).

Klomifen sitrat selektif dstrojen reseptor modulatoradiar. Genellikle
ovaryan stimulasyon igin ilk kullanilan ajandir. Hipotalamusta klomifen sitrat
Ostrojen reseptorlerine uzun stre baglanarak ve bloke ederek, normal ovaryan
hipotalamik feedback yolun fonksiyonunu azaltir. Artan gonadotropin
salgilatici hormon (GnRH) hipofizden gonadotropin salinimini uyarir. Ayrica
klomifen sitrat direkt olarak hipofiz ve over Uzerinde etki goOstererek de
ovulasyonu uyarir (87).

Gonadotropinler, endojen gonadotropinlerin yerini alarak ovulasyon
indUksiyonu yapmaktadir. Spontan sikluslarda oldugu gibi FSH primer olarak
granuloza hucreleri, LH teka lutein hicreleri Uzerinde etki gdstererek
follikilogenezi uyarir. Oosit maturasyonunun saglanmasi, ovulasyonun
uyarilmasi, korpus luteum olusumu ve fonksiyonlarin devam etmesi igin
tedaviye human koryonik gonadotropin (hCG) eklenir (88).

IUI, 6zel yontemler ile yikanmig ve konsantre edilmis motil spermlerin
bir katater araciligi ile direkt olarak uterin kavite igerisine verilmesi islemidir
(89). Bu yontemle vaijinal asidite ve servikal mukus bariyeri gibi faktorlerin
ortadan kaldiriimasi, hareketli ve normal morfolojiye sahip spermlerin oosite
yakin mesafeye yerlestiriimesi hedeflenmektedir.

IVF, fertilizasyon igleminin in vitro sartlarda laboratuvar ortaminda,
Ozel kultar ortaminda gergeklesmesi iglemidir. Bu tedavi yonteminde, kontrollu
ovaryan stimulasyon ile folikillerin olgunlagmasi saglanir. Oositler vajinal yolla
cerrahi yontemle toplanir ve invitro ortamda fertilizasyon gercgeklestirilir.
Fertilizasyon sonucu gelisen embriyo uterusa transfer edilir. Transferin

basarisi gebelik testi ile analiz edilir.

22



Erkek faktort varliginda ya da nedeni agiklanamayan infertilite
olgularinda konvansiyonel IVF yerine intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu
(ICSI) tercih edilmektedir (90,91). ICSI uygulanan olgularda, IVF prosedurd ile
benzer sekilde folikll stimilasyonu uygulanir ve folikillerin blydmesinin
ardindan oositler toplanir (92). Oosit toplama islemi sirasinda erkekten
ejakulat alinir ve rutin semen analizi ile sperm sayisi, morfolojisi ve hareketliligi
degerlendirilir. IVF yénteminde oosite yakin yerlestirilen 20.000 progressif
hareketli spermden birisi dogal seleksiyon ile oositi dollerken, ICSI ydnteminde
spermin dogal secilim sureci atlanir ve sperm embriyolog tarafindan secilerek
ooplazma igine mekanik olarak yerlestirilir (63,92). Arastirmalar,
spermatozoadaki yiiksek DNA fragmantasyon indeksi (DFi) oranlarinin 1Ul ve
IVF'de déllenmede basarisizliga yol actigini ve DFi yiizdesi yiiksek olan
acglklanamayan infertilite olgularinda en ylksek gebelik basarisinin, spermin
embriyolog tarafindan secilerek oosite mekanik olarak yerlestirildigi 1CSI

yonteminden saglandigini géstermektedir (92,93).

3. Infertilite ve D vitamini

infertilite ve D vitamini iliskisi son yillarda giderek artan ilgi ile
incelenmektedir. D vitamininin Greme sistemindeki etkilerini inceleyen ilk
calismalar hayvanlar tzerinde yapilmistir. Halloran ve Deluca (94)' nin yaptigi
calismada D vitamini eksikligi olan disi sicanlarin fertilizasyon oraninin D
vitamini dluzeyi yeterli olan siganlara gore %75 dusuk oldugu bulunmustur.
Yeterli D vitamini olan disi siganlarla D vitamini eksikligi olan ve olmayan erkek
siganlarin giftlestirildigi calismada D vitamini eksikligi olan erkek siganlarda
fertilizasyon ve basarili gebelik oraninin %73 az oldugu bulunmustur (95).
VDR mutasyonu olusturulan farelerde hem erkek hem de digi uUreme
disfonksiyonu izlenmistir. Erkek farelerde sperm sayisinin yani sira
hareketliligin de azaldigi ve testiste histolojik anomaliler oldugu fark edilmistir.
Ancak testosteron seviyeleri normal kalmigstir. Digi farelerde uterus hipoplazisi,
bozulmug folikiUlogenez ve aromataz gen ekspresyonunun azaldigi
gosterilmigtir (96-103).
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Ureme cagindaki kadinlarda sik gérilen ve infertiliteye sebep olan
polikistik over sendromlu (PKOS) kadinlarin yaklasik % 67-85'inde serum D
vitamini duizeyleri 20 ng/mL’nin altinda bulunmustur (104). VDR genindeki
polimorfizm, PKOS gorilme sikhgiyla iliskili bulunmasa da, hastalik
ciddiyetiyle iligkili bulunmustur (105). Tahran’da yapilan bir ¢alismada ise
PKOS’lu ve saglikl kadinlarin D vitamini duzeyleri arasinda fark bulunmamigtir
(106).

D vitamininin infertiliteye etkisiyle ilgili bilgiler en ¢ok IVF
calismalarindan elde edilmistir. D vitamininin IVF basarisinda etkili olup
olmadigiyla ilgili farkh sonuglar mevcuttur. Kandaki D vitamini ile foliktler
sividaki D vitamini arasindaki iligkiyi inceleyen bir ¢alismada, IVF uygulanan
84 kadinin ovaryan folikdl sivilarindaki D vitamini ile kandaki D vitamini
dizeyinin korele oldugu, ovaryan ve serum D vitamini dizeyi artisinin gebelik
oranini istatistiksel olarak arttirdigi bildirilmistir (107). Farzadi ve ark. (108),
infertilite tedavisi géren 80 kadinda folikliler sivida D vitamini duzeyi ile
infertilite tedavisinin sonuglari arasindaki iliskiyi inceledikleri calismada, gebe
kadinlarda foliktler sividaki D vitamini dizeyinin, gebe olmayan kadinlara gore
anlamli oranda yuksek oldugunu saptamistir. Aleyasin ve ark. (109) folikuler
sividaki D vitamini ile yardimci treme teknigi (YUT) uygulamasi sonuglari
arasindaki iligkiyi inceledikleri calismada, gebe olan kadinlarla gebe olmayan
kadinlarin folikler sivi D vitamini duzeyleri arasinda fark saptamamistir. Ayni
calismada folikuler sividaki D vitamini dizeyinin artmasiyla, fertilizasyon
oraninda anlamli azalma bulunurken, implantasyon oraninda degisiklik
olmadigi bulunmustur.

D vitamini dizeyi ve fertiliteyle iligkisi irklara goére de farkhliklar
gOstermektedir. IVF tedavisi goren 188 kadin ile yapilan arastirmada ¢alisma
grubundaki Kafkas ve Asya irklarinda D vitamini dizeyinin énemli oranda
yuksek oldugu, Kafkas irkinda D vitamini artisi gebelik oraniyla iligkili
bulunurken, Asya irkinda ters bir iligki oldugu gozlenmistir (110).

Aciklanamayan infertilite olgularinda D vitamininin  rolUnun
degerlendirildigi ¢calismalar incelendiginde bugune kadar sadece bir ¢alisma

oldugu goze carpmaktadir. Butts ve ark.’nin (111) yuruttagu bu calismada
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infertilite tedavisi goren aciklanamayan infertilite olgularinda D vitamini
eksikligiyle tedavi sonucunda elde edilen canli dogum arasinda anlamli bir
iligki bulunmadigini saptanmigtir.

Bugline kadar acgiklanamayan infertilite olgularinda eslerin serum ve
gonadal sivi D vitamini duzeylerinin birlikte degerlendirildigi ve yardimci ureme
yontemleri ile amaglanan gebelik basarisindaki etkisinin birlikte incelendigi bir
calisma bildirilmemistir. Bunun yani sira gonadal sivilarda VDR duzeyinin
Olguldugu ve D vitamini duzeyi ile birlikte degerlendirildigi bir calismaya da
rastlanmamaktadir.

Bizim calismamizda her iki esin serum ve gonadal sivilarindaki D
vitamini dizeylerinin birlikte ve ayri olarak fertiliteyi etkileyip etkilemediginin
arastirmasi ve buna ek olarak eslerde gonadal sivi VDR duzeylerinin

infertilitede etkili olup olmadiginin degerlendirmesi amaclanmigtir.
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GEREG VE YONTEM

1. Gereg¢

1.1. Olgular

Bu calisma 1.06.2016 - 31.10.2018 tarihleri arasinda Uludag
Universitesi Tip Fakdltesi Uremeye Yardimci Tedavi Merkezi'ne basvuranlar
icerisinden agiklanamayan infertilite tanisi alarak ICSI yontemi ile bebek sahibi
olmak Uzere tedaviye alinan giftlerle gerceklestirildi. Calismaya 76 ¢ift katildi.

Calisma, Uludag Universitesi Tip Fakultesi Tibbi Arastirmalar Etik
Kurulu tarafindan 10 Mayis 2016 tarih ve 2016-9/ 20 karar ile onaylandi. Tim
katilimcilar arastirma ile ilgili olarak sdzel olarak bilgilendirildi. Katilimcilarin
Uludag Universitesi Tip Fakiltesi Etik Kurulu'nca onaylanmis olan,
“Bilgilendirilmis Gonulli Olur Formu” ile imzali onamlari alindi.

Servikal- uterin faktér degerlendiriimesinde histerosalfingografi ile
patoloji izlenmeyen, tubal patensi degerlendiriimesinde histerosalfingografi ile
tubal gecis izlenen, over rezervi degerlendiriimesinde AMH duzeyi >1,3 ng/mL,
FSH dlzeyi <10 IU/mL, antral folikil sayisi >6 olarak belirlenip normal over
rezervine sahip oldugu kabul edilen, ovulasyonun de@erlendiriimesinde 21.
gln progesteron dizeyi >3 ng/mL olan kadin esler ve erkek faktora
degerlendiriimesinde spermiogram ile DSO kriterlerine gére sperm sayi ve
motilitesi normal sinirlarda olan erkek esler, agiklanamayan infertilite olgusu
olarak kabul edildi.

Kontrolli ovaryan stimulasyon programina alinan 76 infertil kadina,
Ozelliklerine uygun olarak rekombinant veya uriner FSH veya LH
kombinasyonu uygulandi. Hasta 6zelliklerine gore luteal baskilama GnRH
antogonistleriyle yapildi. Folikilometri 2- 3 gunluk araliklarla ve transvajinal
ultrasonografi ile gergeklestirildi. Folikll ¢api en az 3 folikilde 16-18 mm’ye
ulastiginda oosit maturasyonu icin rekombinant hCG uygulandi. Son
maturasyonun tetiklemesini takiben 34-36 saat sonra genel anestezi altinda

18 gauge igne ile folikil aspirasyonu (OPU) gergeklestirildi. Folikil
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aspirasyonu 110-120 mmHg basing ile gerceklestirildi ve 14 mL’lik steril cam
tuplere alinan folikul sivisi embriyoloji laboratuvarinda stereomikroskop altinda
degerlendirildi. Folikal sivisini ve oosit-kumulus kompleksini (OCC) igeren
aspirattan OCC pipetle ayrildi. OPU islemi tamamlandiktan sonra toplanan
OCC'leri Uzeri parafin yag ile kapl 6nceden gazlanarak pH dengesi saglanmig
fertilizasyon medyumu iceren kultir kaplarina tasinarak, 2-4 saat 37°C’de,
%98 nem, %5 02 ve %7 CO2 iceren inkubatdér ortaminda bekletildi.
inkiibasyonun ardindan kumulus ve korona radiata hiicrelerinin oositten
uzaklastirlmasi amaciyla enzimatik ve mekanik denudasyon islemi
gergeklestirildi. Denudasyon sonrasinda tum oositlerin inverted mikroskop
altinda niUkleer maturasyon asamalari tayini yapildi ve germinal vezikulin
silinmesinin gergeklesip, 1. kutup cisimciginin atildigi oositler sekonder oosit
(metafaz 1) olarak kaydedilerek, ICSI uygulamasina alindi.

ICSI sonrasi oositler, icerisinde 1 gin Onceden hazirlanmig Uzeri
parafin yag ile kaplh erken dénem (klivaj) embriyo kultir medyumu bulunan
kaltur kaplarn igerisinde %98 nem, %5 O2 ve %7 CO2 igeren inkibator
ortaminda 18 saat inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan oositler inverted
mikroskop altinda degerlendirilerek fertilizasyon degerlendirmesi yapildi.
Erkek ve disi pronukleus gelisimi gortulmesi fertilizasyon pozitif olarak
kaydedildi ve embriyo kultur surecine devam edildi. Embriyo kulturd blastosist
gelisim surecine kadar gerceklestirildi (5+2 gun). ICSI sonrasi ve 5. gun
(blastosist asamasinda embriyo) embriyo gelisimi ve kalitesi inverted
mikroskop altinda deg@erlendirildi ve kaydedildi. OPU sonrasi 5. gun
matirasyon ve morfolojisine gore en iyi kalitede olan 1 veya 2 embriyonun
transferi gerceklestirildi.

ICSI sonrasi 16-18. saatte pronukleuslarin sayisi, lokalizasyonu,
blayUklugu, birbirine gbre pozisyonlari, ntkleolar preklrsoér cisimlerin sayisi,
yerlesimi ve cevresindeki ooplazmanin morfolojik 6zellikleri degerlendirildi.
Erkek ve disi pronukleusun goérilmesi basarih fertilizasyon olarak kabul edildi.
Embriyo transferi sonrasi 12. guin bakilan B-hCG’nin >5 [U/L olmasi gebelik (+)
olarak kabul edildi.
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1.2. Biyokimyasal analizler igin 6rnek toplanmasi

Kadinlardan folikul sivisi ultrasonografi egliginde, anestezi altinda,
transvajinal yolla elde edildi. Alinan folikal sivisi 3000 x rpm’ de 10 dakika
santrifij edildikten sonra porsiyonlara bolindiu. Caligilincaya kadar -80°C’de
depolandi.

Erkeklerden masturbasyon yolu ile steril kaplar icerisine ejakulat
ornegi kadinlara OPU yapilan gunde alindi. Semen oOrnekleri likefaksiyonun
gerceklesmesi icin 37°C’deki inkubator iginde 30 dk bekletildi. 3000 x rpm’ de
10 dakika santriflij edildikten sonra porsiyonlara bélindu. Calisilincaya kadar
-80°C’de depolandi.

Serumda D vitamini degerlendiriimesi amaciyla OPU yapilan gun
kadin ve erkek olgulardan anteklbital venden jelli kuru tipe kan ornekleri
alindi. Alinan d6rnekler 3000 x rpom’ de 10 dakika santrifij edildikten sonra
porsiyonlara bolundu. Porsiyonlanan serum ornekleri ¢aligilincaya kadar -
80°C’de depolandi.

AMH olgumu, kadin olgularin menstrual sikluslarinin 2-3. gununde
yapildi. Oosit matirasyonu icin hCG uygulanan gin kadin olgularin serum
estradiol, progesteron, FSH olgumleri yapildi.

1.3. Biyokimyasal analizlerde kullanilan cihazlar

1- LC-MS-MS sistemi, “Zivak Tandem Gold” (TUrkiye)

2- LC otomatik numune hazirlama ve enjeksiyon sistemi, “Zivak

MultiTasker” (Turkiye)

3- Elisa okuyucu,’Analytic Jena AG” (Almanya)

4- Immunassay analizoérl, “Architect i2000SR” (A.B.D)

5- Immunassay analizéri, “Access 2” (A.B.D)

6- Santrifuj, "Hettich EBA 20" (Almanya)

7- Karistirici (vorteks), "Heidolph" (Almanya)

8- Derin dondurucu (-80 °C), "Sanyo" (Japonya)

9- Otomatik pipet (20-200 pL), "Eppendorf”" (Almanya)

10- Otomatik pipet (100-1000 yL), "Eppendorf* (Almanya)

11- Otomatik pipet (200-1000 L), "Eppendorf* (Almanya)
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1.4. Biyokimyasal analizlerde kullanilan ticari kitler

1- 25-Hidroksivitamin D2-D3 Serum LCMS-MS APCI analiz kiti (Zivak
Technologies, Turkiye)

2- Human Vitamin D Reseptor ELISA kiti (Cusabio, Cin)

3- Architect 25-OH Vitamin D kiti (Abbott, A.B.D)

4- Access Anti-Mullerian Hormon kiti (Beckman Coulter, A.B.D)

5- Architect Estradiol kiti (Abbott, A.B.D)

6- Architect Progesterone kiti (Abbott, A.B.D)

7- Architect Folikul Stimulan Hormon kiti (Abbott, A.B.D)

2. Biyokimyasal analizlerde kullanilan yontemler

2.1. Serum 25(OH)D vitamini olglimi

Kadin ve erkek eglerde serum 25(0OH) D vitamini duzeyleri Zivak 25-
hidroksivitamin D ticari kitleri kullanilarak sivi kromatografi-kitle-kltle
spektrometresi (LC-MS/MS) yéntemi ile Zivak Tandemgold cihazinda olgildu.

LC-MS/MS tekniginde ultra ylksek performansli sivi kromatografisi
cihazi sayesinde fizikokimyasal Ozelliklerine gore ayrilan 6rnek molekuller
kitle dedektoru ile analiz edilmektedir. Kutle spektrometreleri molekulleri
iyonizasyon iglemi ile uyararak yuklu iyonize molekuller haline donustururler.
Birinci kuadrupol filtrede m/z (kutle/yik) oranina goére ayrilan molekiller
collision gaz adi verilen yuksek saflikta 6zel bir gaz ile (Azot) par¢calanmaya
tabi tutulmaktadir. ikinci kuadrupol filtrede parcalanma sonucu olugan iyonlarin
(daughter veya product ion) Uzerinden teshis ve miktar tayini yapiimaktadir.

Numunelerden 25-hidroksivitamin D metabolitlerinin ekstraksiyonu
serumlar deproteinize edildikten sonra organik ekstraksiyon c¢ozeltisi
kullanilarak yapildi. Ayirim Zivak 25(OH)D Vitamini yuksek basingli sivi
kromatografisi (HPLC) kolonunda yapildi ve LC-MS/MS sistemi ile 6lguldi.
Kalibratorlerle dogrusal bir kalibrasyon egrisi olusturulduktan sonra sonuglar,
pik alanlar ile internal standart alani arasindaki oranla ng/mL cinsinden

hesaplandi.
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2.2. Folikiil sivisi ve semen 25(OH)D vitamini 6lglimu

Folikal sivisi ve semen 25(OH)D vitamini duzeyleri, Architect i2Z000SR
analizériinde Abbott marka 25(OH)D vitamini kiti kullanilarak kemiliminesan
mikropartikll immunolojik tetkik (CMIA) yontemi ile dlguldu.

Architect 25(OH)D vitamini tetkiki tek adimh ve vyarismali bir
immunotetkiktir. Numune, tetkik dilienti ve paramanyetik anti-vitamin D kapli
mikropartikiller ile birlestirilir. Numunede mevcut olan 25(OH)D vitamini,
vitamin D baglama proteininden ayrilarak anti-vitamin D kapli mikropartikullere
baglanir ve bir antijen-antikor kompleksi olusturulur. Inkiibasyondan sonra,
reaksiyon karigimina akridinyum igaretli vitamin D igeren bir konjugat eklenir
ve konjugat anti-vitamin D kapli mikropartiktllerin bos baglanma bdlgelerine
baglanir. inkiibasyon ve ylkamadan sonra, reaksiyon karisimina Pre-Trigger
ve Trigger ¢Ozeltileri ilave edilir. Ortaya ¢ikan kemiliminesan reaksiyon, bagil
Isik birimleri (RLU- relative light unit) olarak olgulur. Numunedeki 25(OH)D
vitamini miktari ile Architect iSystem optik sistemi tarafindan saptanan RLU’lar
arasinda bir iliski vardir. Sonuglar, énceden belirlenen kalibrasyon egrisine
goOre otomatik olarak ng/mL cinsinden hesaplanir.

2.3. Vitamin D reseptoriu olgumu

Folikdl sivisi ve semen vitamin D reseptor duzeyleri, Cusabio human
vitamin D reseptor ELISA kiti ile kantitatif sandvig enzim immuinoassay
prensibiyle ol¢uldu.

Bu yodntemde kit icinde hazir bulunan liyofilize haldeki standart
¢Ozulerek, diluenti ile 400 pg/mL, 200 pg/mL, 100 pg/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL,
12,5 pg/mL ve 6,25 pg/mL konsantrasyonlarinda standartlar elde edilir.
Standartlar ve numuneler, mikroplatedeki VDR igin spesifik antikorla
kaplanmis kuyucuklara pipetlenir. VDR varsa, kuyucuktaki antikora baglanir.
Baglanmayan kisim yikanip uzaklastirildiktan sonra, VDR igin spesifik olan
biyotin-konjuge antikor, kuyucuklara eklenir. Yikama igleminden sonra, avidin
konjuge Horseradish Peroxidase (HRP) kuyucuklara eklenir. Avidin enzim
reaktifine  baglanmayan kismi  ¢ilkarmak icin  yikamayl takiben

tetrametilbenzidin (TMB) substrat solisyonu kuyucuklara ilave edilir ve ilk
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adimda baglanan VDR ile orantili renklenme olur (Sekil-6). Sonra renklenme

stop sollsyonuyla durdurulur. Rengin yogunlugu ol¢ulur.

HRP-bagl Antikor

\/®

Saptayici Antikor :I -

T™B

‘ substrat
£

o
s
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Hedef Protein

Y -
N N

’ | Yakalayici Antikor

Sandvic Elisa

Sekil-6: Sandvi¢ ELISA yonteminin prensibi. HRP: Horseradish peroxidase,
TMB: Tetrametilbenzidin (112).

Kit prosedurine uygun olarak caligilan orneklerin absorbanslari
”Analytic Jena AG” cihazinda 450 nanometre dalga boyunda o6lguldi. Standart
egri grafigi yardimiyla elde edilen formdl ile tUm absorbanslarin karsilik geldigi
pg/mL cinsinden konsantrasyonlar hesaplandi.

2.4. Serum anti millerian hormon olgimui

Serum AMH duzeyleri olgumu Access immunassay analizorinde
Beckman Coulter marka AMH kiti kullanilarak paramanyetik partikdlli
kemiliminesan immunoassay ile dlguldu.

Access AMH testi, eszamanlh tek adimh immuinoenzimatik (sandvig)
testtir. Numune, MES tamponu icinde alkalin fosfatazla konjuge bir fare
monoklonal anti-AMH antikoru, proteinli TRIS tamponlu salin ve TRIS
tamponunda fare monoklonal anti-AMH antikoru ile kaplanmis paramanyetik
parcaciklar ile birlikte tepkime kabina eklenir. inkiibasyondan sonra tepkime
kabinda kati faza bagl olmayanlar yikanip temizlenirken, bagli olan

materyaller manyetik alanda tutulur. Daha sonra kemiliminesans substrat
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(Lumi-Phos 530) kaba eklenir ve bu tepkime ile Gretilen isik bir [liminometre ile
Olculdr. lsik Uretimi, numunedeki AMH konsantrasonuyla dogru orantilidir.
Numunedeki analit miktari, ¢ok noktali bir kalibrasyon egrisinden ng/mL
cinsinden hesaplanir.

2.5. Serum estradiol olglimi

Serum estradiol duzeyleri, Architect i2000SR analizérinde Abbott
marka estradiol kiti kullanilarak CMIA ydntemi ile élguldu.

Architect estradiol tetkiki tek adimli bir immuanotetkiktir. Numune,
numune diluenti, tetkik diluenti ve anti-estradiol (tavsan, monoklonal) kapli
paramanyetik mikropartikuller birlestirilir. Numunede bulunan estradiol, anti-
estradiol kapli mikropartikiillere baglanir. inkiibasyondan sonra, estradiol
akridinyum isaretli konjugat eklenerek, bir reaksiyon karisimi elde edilir.
inkiibasyon ve yikamadan sonra, Pre-trigger ve Trigger ¢ozeltileri reaksiyon
karigsimina ilave edilir. Ortaya ¢ikan kemiliminesan reaksiyon, RLU’lar olarak
Olgulir. Numunedeki estradiol miktari ile Architect iSystem optik sistemi
tarafindan saptanan RLU’lar arasindaki ters iliski yoluyla sonuglar ng/L
cinsinden hesaplanir.

2.6. Serum progesteron olgumu

Serum progesteron diuzeyleri, Architect i2Z000SR analizérinde Abbott
marka progesteron kiti kullanilarak CMIA yéntemi ile élgulda.

Architect progesteron tetkiki tek adimli bir immunolojik tetkiktir.
Reaksiyon karisimini elde etmek igin, numune, anti-floresan (fare,
monoklonal)  floresan-progesteron kompleksi kapli paramanyetik
mikropartikiller ve antiprogesteron (koyun, monoklonal) akridinyum isaretli
konjugat birlestirilir. Numunedeki mevcut progesteron, anti-progesteron
(koyun, monoklonal) akridinyum isaretli konjugata tutunup antikor-antijen-
antikor kompleksleri olusturmak igin, anti-floresan (fare, monoklonal) floresan-
progesteron kompleksi kapli mikropartikuller ile rekabete girer. Yikamadan
sonra, Pre-trigger ve Trigger ¢ozeltileri reaksiyon karigimina ilave edilir. Ortaya
¢citkan kemiliminesan reaksiyon, RLU’lar olarak o&lg¢ulir. Numunedeki
progesteron miktari ile Architect iSystem optik sistemi tarafindan saptanan

RLU’lar arasinda ters bir iligki vardir. Sonuglar pg/L cinsinden verilir.
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2.7. Serum folikul stimulan hormon ol¢gumu

Serum FSH duzeyleri, Architect i2000SR analizérinde Abbott marka
FSH kiti kullanilarak CMIA yontemi ile dlguldu.

Architect FSH tetkiki iki adimli bir immunotetkiktir. Numune ve anti-8
FSH kapli paramanyetik mikropartikiller birlestirilir. Numunede bulunan FSH,
anti-B FSH kaplh mikropartikullere baglanir. Yikamanin ardindan, anti-a FSH
akridinyum igaretli konjugat eklenerek, bir reaksiyon karisimi elde edilir. Bagka
bir yikama déngusinin ardindan, reaksiyon karisimina Pre-Trigger ve Trigger
¢Ozeltileri ilave edilir. Ortaya ¢ikan kemiliminesan reaksiyon, RLU’lar olarak
Olculir. Numunedeki FSH miktari ile Architect iSystem optik sistemi tarafindan
saptanan RLU’lar arasindaki dogru iligski yoluyla sonuglar IU/L cinsinden
hesaplanir.

2.8. Serum beta-hCG olgumiu

Serum B-hCG duzeyleri, Architect i2000SR analizérunde Abbott
marka total B-hCG kiti kullanilarak CMIA yéntemi ile olgulda.

Architect total B-hCG tetkiki iki adimli bir immunotetkiktir. Numune ve
anti-B-hCG kapli paramanyetik mikropartikuller birlestirilir. Numunede bulunan
B-hCG, anti B-hCG kapl mikropartiktllere baglanir. Yikamanin ardindan, bir
reaksiyon karigimi elde etmek igin anti-B-hCG akridinyum igaretli konjugat
eklenir. Baska bir yikama dongusunun ardindan, reaksiyon karisimina Pre-
Trigger ve Trigger cozeltileri ilave edilir. Ortaya c¢ikan kemiliminesan
reaksiyon, RLU’lar olarak olgulir. Numunedeki B-hCG miktari ile Architect
iSystem optik sistemi tarafindan saptanan RLU’lar arasindaki dogru iligki

yoluyla sonuglar IU/L cinsinden ifade edilir.

3. lIstatistiksel analiz

Verilerin istatistiksel analizi SPSS23.0 istatistik paket programi
kullanilarak yapildi. Normal dagilim gosteren veriler igin iki grup
kargilastirmalarinda t-testi uygulandi. Degiskenler arasindaki iligkiler Pearson
korelasyon katsayisi ile incelendi. Kategorik verinin incelenmesinde Pearson

Ki-kare testi ve Fisher’in kesin Ki-kare testi kullanildi. Parametrelerin birlikte
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etkileri lojistik regresyon incelemesiyle yapildi. Anlamlilik duzeyi p<0,05 olarak

belirlendi.
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BULGULAR

1. Olgularin ozellikleri

Calismaya alinan sebebi agiklanamayan infertilite olgularindan ICSI
uygulamasi sonucu gebelik gelisen ve gelismeyen ciftlerin 6zellikleri tablo-5'te

gOsterilmigtir.

Tablo-5: Gebelik gelisen (+) ve gelismeyen (-) ¢iftlerin 6zellikleri

Gebelik (+) Gebelik (-) p
(OrtalamaxSS) | (OrtalamaxSS)
n 25 (%33) 51 (%67)
Kadin Yas 30,16 £ 4,23 31,55+ 3,6 0,313
Erkek Yas 36,68 + 5,54 34,73 £4,28 0,133
Kadin VKIi 25,67 + 4,38 25,70 £ 6,12 0,097
Erkek VKIi 27,76 £ 5,21 25,76 + 3,58 0,333
Sigara Igcen Kadin | 5 (%20)* 17 (%33)* 0,229
Es Sayisi
Sigara igen Erkek | 13 (%52)* 25 (%49)* 0,807
Es Sayisi
infertilite 7,49 + 3,53 6,80 + 2,83 0,129
(yil)

n: hasta sayisi, SS: Standart sapma, VKIi: Viicut kitle indeksi ,*: Grup igindeki yiizde oran

islem sonucunda gebelik gelisen ve gelismeyen iki gruptaki giftlerdeki

hem kadin hem de erkek eslerin yas, vucut kitle indeksi ve sigara tuketim
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sikli§1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi. ki grup arasinda

infertilite stresi bakimindan da istatistiksel olarak fark bulunmadi.

2. Gebelik (+) ve (-) gruplarda serum ve gonadal sivi 25(OH)D
vitamini ve gonadal sivi vitamin D reseptori duzeylerinin
karsilastiriimasi

Tdm olgularin serum ve gonadal sivi 25(OH)D vitamini ve gonadal sivi
vitamin D reseptoru dizeyleri 6lgcimu yapildi. Elde edilen verilerin ortalamalari

ve standart sapmalari tablo-6’da verilmigtir.

Tablo-6: Kadin ve erkek eslerde serum ve gonadal sivi 25(OH)D vitamini ve

gonadal sivi vitamin D reseptort duzeyleri

Gebelik (+) Gebelik (-) p
(OrtalamaxSS) | (OrtalamaxSS)
(n=25) (n=51)

Serum 25(OH)D 11,08 + 10,22 16,21 £ 14,17 0,033
Vitamini (ng/mL)

Folikiil Sivisi 7,4+6,18 10,33 + 8,48 0,044
Kadin | 25(0OH)D Vitamini

(ng/mL)

Folikiil Sivisi VDR | 6,52 + 18,72 2,07 + 5,44 0,002

(pg/mL)

Serum 25(OH)D 16,33 £ 6,77 22,39 + 15,77 0,010
Erkek | Vitamini (ng/mL)

Semen 25(OH)D | 0,91 +0,93 1,02 £ 1,22 0,146
Vitamini (ng/mL)

Semen VDR 3,92+ 10,34 3,79 £ 8,19 0,553
(pg/mL)

n: hasta sayisi, SS: Standart sapma VDR: Vitamin D reseptori
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Her parametrenin gebelik geligsen ve gelismeyen gruplardaki ortalama
degerlerinin bagimsiz 6rneklem t test ile karsilastiriimasi sekil-7, 8, 9, 10, 11,

12’de gosterilmigtir.
2.1. Kadin eslerde serum 25(OH)D vitamini duzeyleri

Kadin eslerde serum 25(OH)D vitamini duzeylerinin gebelik gelisen ve
gelismeyen gruplardaki ortalamalari sekil-7’de goértlmektedir. Serum 25(OH)D
vitamini dizeyi duslk olan gebelik (+) grubun ortalamasi 11,08 + 10,22 ng/mL
iken gebelik (-) grubun ortalamasi 16,21 + 14,17 ng/mL olarak bulundu. iki grup

arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli idi (p=0,033).

43571 [

40

35- *

301

237

20

1571

25(0H)D Vitamini (ngimL)

Gebelik (+) Gebelik (-)

Sekil-7: Kadin eslerde serum 25(OH)D vitamini duzeylerinin gebelik gelisen

(n=25) ve gelismeyen (n=51) gruplar arasindaki karsilagtirmasi
* Gebelik elde edilmeyen gruba gore anlamli farkli, p=0,033
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2.2. Kadin eslerde folikil sivisi 25(OH)D vitamini diizeyleri

Sekil-8'de kadin eslerde folikul sivisi 25(OH)D vitamini dizeylerinin
gebelik gelisen ve gelismeyen gruplardaki karsilastirmasi goértlmektedir.
Foliktl sivisi 25(OH)D vitamini dlizeyi dusuk olan gebelik (+) grubun
ortalamasi 7,4 + 6,18 ng/mL iken gebelik (-) grubun ortalamasi 10,33 + 8,48
ng/mL olarak bulundu. iki grup arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli idi
(p=0,044).

309

259

20 -

157

25(OH)D Vitamini (ngimL)

107

5=

Gebelik (+) Gebelik (-)

Sekil-8: Kadin eslerde folikdl sivisi 25(0OH)D vitamini duzeylerinin gebelik

gelisen (n=25) ve gelismeyen (n=51) gruplar arasindaki kargilastirmasi.
* Gebelik elde edilmeyen gruba gore anlamli farkli, p=0,044
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2.3. Kadin eslerde folikiil sivisi vitamin D reseptoru duzeyleri

Kadin eglerde folikil sivisi VDR duzeylerinin gebelik gelisen ve
gelismeyen gruplardaki karsilastirmasi sekil-9’da gértlmektedir. Folikul sivisi
VDR duzeyi yuksek olan gebelik (+) grubun ortalamasi 6,52 £ 18,72 pg/mL
iken gebelik (-) grubun ortalamasi 2,07 + 5,44 pg/mL olarak bulundu. Iki grup

arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli idi (p=0,002).

25

507

45+

40

337

307

2537

204

Vitamin D Reseptdrii (pg/mL)

o=

Gebelik (+) Gebelik (-)

Sekil-9: Kadin eslerde folikll sivisi VDR dlzeylerinin gebelik gelisen (n=25)

ve gelismeyen (n=51) gruplar arasindaki karsilastirmasi.
* Gebelik elde edilmeyen gruba gore anlamli farkh, p=0,002
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2.4. Erkek eslerde serum 25(OH)D vitamini diizeyleri

Sekil-10’da gebelik gelisen ve gelismeyen gruplarda erkek eglerde
serum 25(OH)D vitamini duzeylerinin karsilastirmasi goérilmektedir. Serum
25(0OH)D vitamini dizeyi dusuk olan gebelik (+) gruptaki erkek eslerin
ortalamasi 16,33 % 6,77 ng/mL iken gebelik (-) gruptaki erkek eslerin
ortalamasi 22,39 + 15,77 ng/mL olarak bulundu. iki grup arasindaki fark

istatistiksel olarak anlamli idi (p=0,010).

60

557

a0+

457

40

337

304

204

25(0OH)D Vitamini (ngimL)

157

109

Gebelik (+) Gebelik ()

Sekil-10: Erkek eslerde serum 25(OH)D vitamini dizeylerinin gebelik gelisen

(n=25) ve gelismeyen (n=51) gruplar arasindaki karsilastirmasi.
* Gebelik elde edilmeyen gruba gére anlamli farkli, p=0,010
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2.5. Erkek eglerde semen 25(OH)D vitamini duzeyleri

Gebelik gelisen ve gelismeyen gruplarda erkek eslerde semen 25(0OH)D
vitamini duzeylerinin karsilagtirmasi sekil-11’de gorulmektedir. Gebelik (+)
gruptaki erkek eslerin semen 25(OH)D vitamini diizeyi ortalamasi 0,91 + 0,93
ng/mL iken gebelik (-) grubun ortalamasi 1,02 £ 1,22 ng/mL olarak bulundu.

Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p=0,146).

3

25(0H)D Vitamini

Gebelik (+) Gebelik (-)

Sekil-11: Erkek eslerde semen 25(OH)D vitamini dizeylerinin gebelik gelisen
(n=25) ve gelismeyen (n=51) gruplar arasindaki karsilastirmasi.
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2.6. Erkek eglerde semen vitamin D reseptoru duzeyleri

Sekil-12’de gebelik gelisen ve gelismeyen gruplardaki erkek eslerde
semen VDR duzeylerinin karsilastirmasi gorulmektedir. Ortalama semen VDR
dizeyi gebelik (+) grupta 3,92 + 10,34 pg/mL iken gebelik (-) grupta 3,79 %
8,19 pg/mL olup iki grup arasinda istatistiksel olarak fark yoktu (p=0,553).

2571

104

Vitamin D Reseptdri (pg/mL)
i

Gebelik (+) Gebelik (-)

Sekil-12: Erkek eslerde semen VDR dlzeylerinin gebelik gelisen (n=25) ve
gelismeyen (n=51) gruplar arasindaki kargilastirmasi.
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3. Kadin eslerin serum hormon diizeyleri

Gebelik (+) ve (-) gruplardaki kadin eglerin serum hormon duzeyleri

tablo 7'de gosterilmistir.

Tablo-7: Kadin eslerin serum hormon duzeyleri

Gebelik (+) Gebelik (-) p
(OrtalamaSS) (OrtalamazSsS)

Progesteron 0,77 £ 0,34 0,92 + 0,58 0,156

(ngl/L) (n=20) (n=44)

Estradiol (ng/L) |3152,50 +4388,30 |2175,43 +1241,17 | 0,065
(n=22) (n=47)

FSH (IU/L) 12,1 £ 3,59 13,78 £ 5,12 0,39
(n=17) (n=33)

AMH (ng/mL) 4,07 £ 2,20 3,24 + 1,56 0,065
(n=25) (n=51)

n: hasta sayisi, SS: Standart sapma, FSH: Folikdl stimulan hormon, AMH: Anti mullerian

hormon

Kadin eslerde serum progesteron, estradiol, FSH, AMH duzeyleri

bakimindan gebelik gelisen ve gelismeyen gruplar arasinda anlamli bir fark

bulunmadi.

4. Korelasyon incelemeleri

Calismada deg@erlendirilen parametrelerin birbiriyle iligkisi, olgular hem

gebelik sonuglarina gére gruplandiriimadan hem de gebelik (+) ve gebelik (-)

olarak gruplandirilarak incelendi.
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4.1. Tum olgularin katildigi korelasyon degerlendirmeleri

Sekil-13’te kadin eglerde serum 25(OH)D vitamini ile folikil sivisi
25(0OH)D vitamini arasinda pozitif korelasyon (r=0,777, p<0,001), sekil-14’te
kadin eglerde serum 25(OH)D vitamini ile AMH arasinda pozitif korelasyon
(r=0,260, p=0,023) saptandigi gorulmektedir. Sekil 15’te kadin eglerde serum
25(0OH)D vitamini ile infertilite suresi (r=-0,288, p=0,012) arasinda ve sekil-
16’da kadin eslerde folikil sivisi 25(0OH)D vitamini ile infertilite suresi (r=-
0,250, p=0,029) arasinda negatif korelasyon saptandigi goértlmektedir. Ayrica
kadin eslerde AMH ile infertilite suresi (r=-0,238, p=0,038) arasinda da negatif

korelasyon bulunmustur (Sekil-17).

07 y=1,3x+2,36
r=0,777

Serum 25(0H)D Vitamini (ng/imL)

I I 1 I I
0 10 20 30 40

Foliktl Sivis1 25(OH)D Vitamini (ngimL)

Sekil-13: Tum olgularda kadin eslerde serum 25(OH)D vitamini ile folikul sivisi
25(0OH)D vitamini arasindaki iligki
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y=1,88x + 7,93
r= 0,260
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Serum 25(0H)D Vitamini (ng/mL)
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oo -
=
.

AMH (ngimL)

Sekil-14: Tum olgularda kadin eslerde serum 25(OH)D vitamini ile AMH
arasindaki iligki

70
o y=-1,14x+ 22,83

oo r=-0,288

50 ©

Serum 25(0H)D Vitamini (ngimL)

infertilite Sdresi (yil)

Sekil-15: Tum olgularda kadin eglerde serum 25(OH)D vitamini ile infertilite
suresi arasindaki iligki
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Sekil-16: Tum olgularda kadin eslerde folikil sivisi 25(OH)D vitamini ile
infertilite sUresi arasindaki iligki

y=-0,13x + 4,47
r=-0,238

AMH (ng/imL)

infertilite Stresi (yil)

Sekil-17: Tum olgularda kadin eslerde AMH ile infertilite stresi arasindaki iligki
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4.1. Gebelik gelisen olgulara ait korelasyon degerlendirmeleri

Gebelik (+) grupta kadin eslerde serum 25(OH)D vitamini ile folikdl
sivisi 25(0OH)D vitamini arasinda pozitif korelasyon (r=0,696, p< 0,001) (Sekil-
18), kadin eglerde serum 25(OH)D vitamini ile AMH arasinda pozitif
korelasyon (r=0,561, p=0,004) (Sekil-19) saptanmistir.

G0

y=1,15x+2,56
r= 0,696

[ [n ] E o
i it T i

Serum 25{(0OH)D Vitamini (ngimL)

=]
1

T T
1] 3 10 13 20 25 30

Folikil Sivisi 25(OH)D Vitamini (ng/mL)

Sekil-18: Gebelik (+) grupta kadin eslerde serum 25(OH)D vitamini ile folikl
sivisi 25(OH)D vitamini arasindaki iligki
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y=2,6x+0,48
r= 0,561

50

40

Serum 25(0H)D Vitamini (ngimL)

AMH (ngimL)

Sekil-19: Gebelik (+) grupta kadin eslerde serum 25(OH)D vitamini ile AMH
arasindaki iligki

4.2. Gebelik gelismeyen olgulara ait korelasyon degerlendirmeleri

Sekil-20’de gebelik (-) olgularda kadin eglerde serum 25(OH)D vitamini
ile folikdl sivisi 25(OH)D vitamini (r=0,789, p=<0,001) arasinda pozitif, sekil-
21’de AMH ile infertilite suresi (r=-0,367, p=0,008) arasinda anlamli negatif

korelasyon saptandigi gortulmektedir.
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y=1,32x + 2,59
o r=0,789

Serum 25(0H)D Vitamini {(ng/mL)

1 I I I I
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Folikil Sivisi 25(0OH)D Vitamini (ngimL)

Sekil-20: Gebelik (-) olgularda kadin eslerde serum 25(OH)D vitamini ile folikul
sivisi 25(OH)D vitamini arasindaki iligki

y=-0,16x + 4,46
r=-0,367

AMH (ng/mL)

o

infertilite Stiresi (y1l)

Sekil-21: Gebelik (-) olgularda kadin eglerde AMH ile infertilite sdresi
arasindaki iligki
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5. Kadin ve erkek eslerde serum ve gonadal sivi 25(0OH)D ve

gonadal sivi VDR duizeylerinin birlikte degerlendirmesi

Kadin ve erkek eslerde serum ve gonadal sivi 25(OH)D ve gonadal sivi
VDR duzeyleri gebelik (+) ve gebelik (-) gruplarda birlikte degerlendirildiginde
gebelik gelisiminde istatistiksel olarak anlamli bir etkileri olmadigi saptandi
(p=0,410)
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TARTISMA VE SONUG

infertilite, reprodiiktif gagda olan ciftlerin yaklasik %15’inde gérilen,
herhangi bir dogum kontrol yontemi kullanmaksizin, en az bir yil duzenli cinsel
iliskiye ragmen gebelik elde edilememesi olarak tanimlanir (113). infertilite
nedeni olarak PKOS, endometriozis, uterin leiomyomlari gibi kadina ait
nedenler, erkeklerde hipotalamus ve hipofiz hastaliklari, kromozomal
bozukluklar, testis hasarlanmalari, varikosel gibi ¢esitli faktérler tanimlanmis,
bunlar dislanmasina ragmen infertilite sorunu devam eden giftlerin yaklasik
%15’'ini  olugtururan infertilite durumu aciklanamayan infertilite olarak
siniflandinimistir (63). Aciklanamayan infertilite olgularinda altta yatan
nedenlerin arastiriimasi halen devam etmektedir.

Steroid hormon yapida olan D vitamininin kalsiyum homeostazi ve
kemik sagligi Uzerine bilinen klasik etkileri digsinda Greme sisteminde de etkileri
oldugu bilinmektedir. D vitamini biyolojik fonksiyonlarini steroid nukleer
reseptor ailesinin bir Gyesi olan VDR Uzerinden gercgeklestirir (114). VDR hem
kadin hem de erkek ureme sistemindeki yapilarda gosterilmistir (45). 1970’li
yilllardan beri D vitamini eksikliginin treme fizyolojisindeki rolu arastiriimaya
baslanmig, son yillarda ise D vitamininin dreme fizyolojisi ve fertilitedeki rolune
ilgi giderek artmistir (114).

Bu calismada aciklanamayan infertilite tanisi alarak ICSI yontemiyle
bebek sahibi olmak Uzere tedaviye alinmis gonullu giftlerde serum ve gonadal
sivi 25(0OH)D vitamini ve gonadal sivi VDR dlzeylerinin tedavi basarisindaki
etkisinin incelenmesi amacglanmistir.

Calismaya katilan agiklanamayan infertilite tanili giftler ICSI islemi
sonucuna gore gebelik gelisen ve gelismeyen olarak iki gruba ayrildiginda her
iki gruptaki kadin ve erkek eslerin yas, vucut kitle indeksi ortalamalari, sigara
tiketim sikhgi ylizdesi bakimindan ve ayrica iki grup arasinda infertilite suresi
bakimindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (Tablo-5). Bu da
gruplarin gebelik basarisini etkileyecek demografik farkliliklara sahip

olmadigini gostermektedir.
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D vitamininin oosit gelisimi, AMH uretimi, ovaryan steroidogenezis,
endometrial resepitivite vb gibi kadin dreme sistemine ait faktorlerde kritik rol
oynadigi ve IVF/ICSI sonrasi klinik gebelik sonuglarinda etkili olabilecegi
dusunulmektedir (114). Kaliforniya’da farkh irklardan kadinlarla yapilan
retrospektif kohort calismada, IVF sonucu klinik gebelik orani D vitamini
eksikligi olan grupta %37 iken, D vitamini yeterli olan grupta %78 bulunmustur
(115). Paffoni ve ark. (116) italya’da, Garbedian ve ark. (117) Kanada'da
yaptiklari ¢alismalarda IVF sonrasi gebelik orani ile ilgili benzer sonuglara
ulasmiglardir. Polyzos ve ark. (118) IVF/ICSI uygulanan 368 kadinla yaptiklari
calismada, D vitamini eksikliginin bagimsiz olarak klinik gebelik oraninin
azalmasi ile iligkili oldugunu saptamistir. Abedi ve ark. (119) ICSI 6ncesi 6
hafta D vitamini takviyesi uygulanan grupta takviye uygulanmayan kontrol
grubuna gore klinik gebelik oranini anlamh olarak ylksek bulmuslardir. Bu
calismalarin aksine, Fabris ve ark. (120) yumurta donasyonu uygulanan 267
kadinla yaptigi retrospektif calismada D vitamini dlzeyi normal olan grupla
yetersiz ve eksik olan kadinlarin gebelik oranlari (sirasiyla %70, %69,9
%73,9) arasinda fark bulmamistir. Franasiak ve ark. (121) IVF uygulanan
kadinlarin serum D vitamini duzeyiyle gebelik sonuglar arasinda iligki
bulunmadigini bildirmiglerdir. Aflatoonian ve ark. (122) D vitamini yetersiz olan
57 kadina 6-8 hafta suresince D vitamini destek tedavisi uygulamis, D vitamini
yetersiz olan 57 kadina ise D vitamini takviyesi uygulamamis ve IVF
sonrasinda gruplar arasinda gebelik oranlarinda anlamh  fark
saptamamiglardir. Yilmaz ve ark. (123) IUI basarisina D vitamininin etkisini
arastirmiglar, gebelik elde edilen ve elde edilmeyen gruplar arasinda fark
olmadigini bildirmiglerdir. Literaturdeki D vitamini dizeyi ve gebelik basarisi ile
ilgili farkli sonuglarin hasta yas ortalamasi, etnik kdken, irk, vicut kitle indeksi,
sosyoekonomik durum, mevsim, gunes 1sIgina maruziyet, analiz ydntemleri ve
calisma tasarimindaki farkhliklar sebebiyle ortaya c¢ikabilecegi ifade
edilmektedir (114). Bizim ¢galismamizda kadin eglerin serum 25(OH)D vitamini
dizeyleri gebelik gelisen grupta gebelik gelismeyene gore anlamli dusuk
bulunmustur (p=0,033) (Sekil-7). Hem gebelik gelisen (11,08 £ 10,22 ng/mL)
hem de gebelik elde gelismeyen (16,21 £ 14,17 ng/mL) kadin eslerde 25(0OH)D
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vitamini duzeylerinin ortalamasinin 20 ng/mL’nin altinda olmasi Turk
populasyonunda yaygin gorulen D vitamini eksikliginin bizim c¢alismamiza
katilan kadinlarda da goéruldaguni gdéstermektedir (124). Bu durum dikkate
alindiginda, ¢calismamizdaki her iki grupta da 25(OH)D vitamini eksikliginin s6z
konusu olmasi, gruplar arasindaki farkin D vitamini duzeylerindeki yeterlilik
agisindan deg@erlendirilmesinin uygun olmayacagini dusundurmektedir.

Farzadi ve ark. (108) infertilite tedavisi géren kadinlarda folikuler
sivida D vitamini diizeyi ile YUT sonuglari arasindaki iliskiyi inceledikleri
calismada, gebe kadinlarda folikller sividaki D vitamini konsantrasyonunun,
gebe olmayan kadinlara gore anlamli oranda ylksek oldugunu ancak oosit
sayisi ve kalitesi, fertilize oosit sayisi arasinda gruplar arasinda fark olmadigini
saptamistir. Yine ayni calismada foliktl sivisi D vitamini konsantrasyonu
arttikga, implantasyon oraninin da arttigi bulunmustur. Aleyasin ve ark. (109)
folikiler sivida D vitamini dizeyi ile YUT sonuglari arasindaki iligkiyi
inceledikleri galismada, gebe olan (n=24) kadinlarin folikiler sivi D vitamini
dizeyi (9,19 ng/mL) ile gebe olmayan kadinlarin (n=53) (10,34 ng/mL)
duzeyleri arasinda fark saptamamistir. Ayni galismada folikuler sividaki D
vitamini dUzeyinin artmasiyla, fertilizasyon oraninda anlamli azalma
bulunurken, implantasyon oraninda degisiklik olmadigi bulunmustur. Anifandis
ve ark. (125) , IVF uygulamasi goéren kadinlarin folikll sivisinda D vitamini
seviyelerini incelemis, D vitamini artiginin duguk embriyo kalitesi ve gebelik
orani ile iligkili oldugunu bulmustur. Ciepiela ve ark. (126) ICSI tedavisi
gorenlerde daha dusuk 25(OH)D konsantrasyonlu folikal sivilarinda
olgunlagan oositlerin daha yuksek gebelik ve dogum oranlari ile iligkili
oldugunu bildirmiglerdir. Bizim ¢alismamizda da bu c¢alisma ile paralellik
gosterecek sekilde folikul sivisi 25(OH)D vitamini duzeyleri gebelik gelisen
grupta gebelik gelismeyen gruba gore anlamli disik bulunmustur (p=0,044)
(Sekil-8).

Ozkan ve ark. (107) galismalarinda serum D vitamini ile folikiler
sividaki D vitamini arasinda gugla bir iliski oldugunu, kandaki D vitamini dizeyi
arttikca ovaryan folikil sivisindaki D vitamini dizeyinin de arttigini

bildirmiglerdir. Esmaeilzadeh ve ark. (127), Firouzabadi ve ark. (128),
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Anifandis ve ark. (125) da calismalarinda benzer sonuglara ulagmislardir.
Calismamizda da hem tum vakalarda kadin eslerin serum 25(OH)D vitamini
ile foliktl sivisi 25(OH)D vitamini arasinda hem de gebelik gelisen ve
gelismeyen gruplar ayri olarak degerlendirildiginde serum 25(OH)D vitaminiyle
folikal sivisi 25(OH)D vitamini arasinda pozitif iliski saptanmistir (Sekil-13, 18,
20). Bu bulgular folikdl sivisi 25(OH)D vitamini duzeylerinin serum D vitamini
duzeylerinden beslendigini gostermektedir.

Calismamizda tim vakalar degerlendirildiginde kadin eslerin serum
25(0OH)D vitaminiyle AMH duzeyleri arasinda pozitif iliski bulunmustur (Sekil-
14). Gebelik gelisen grupta da kadin eglerin serum 25(OH)D vitaminiyle AMH
dizeyleri arasinda pozitif iliski bulunmustur (Sekil-19). AMH dizeyinin D
vitamininden etkilenebilecegini gdsteren c¢alismalar mevcuttur (45). AMH
geninin promotor bdlgesinde fonksiyonel D vitamini cevap elamani oldugu
bildirilmistir (46). Calismamizdaki bulgularimiza paralellik gosterecek sekilde
D vitaminiyle AMH dlzeyi arasinda pozitif iliski bildiren ¢alismalar mevcuttur.
Merhi ve ark. (129) dizenli menstrual sikluslari olan insan immun yetmezlik
(HIV) enfeksiyonu olan vakalarda yaptiklari ¢alismada dusuk D vitamini
olanlarin AMH seviyelerinin de dusuk oldugu sonucuna varmistir. Bagka bir
¢alisma AMHnin mevsimsel degisikliginin D vitamini durumuyla korele
oldugunu bildirmistir (130). 1,25(0OH).D takviyesiyle AMH’nin kis aylarinda
disusunun 6nlenebilecedi gosterilmistir (131).

Calismamizda kadin eglerin serum 25(OH)D vitamini duzeyiyle
infertilite suresi arasinda negatif iliski bulunmustur (Sekil-15). Benzer sekilde
folikdl sivisi 25(0OH)D vitamini dlizeyiyle infertilite stresi arasinda da negatif
iligki bulunmustur (Sekil-16). Paffoni ve ark. (116) D vitamini eksikliginin
infertiliteyle iligkisini arastirdiklari ¢alismalarinda D vitamini eksikligi olanlarin
infertilite stresinin D vitamini yeterli olanlara gére anlamh olarak daha uzun
oldugunu bulmuslardir. Bu sonuglar 1siginda dasik 25(OH)D vitamini
dizeylerinin infertilite Gzerinde etkili oldugu yorumu yapilabilir.

Calismamizda kadin eslerin serum AMH dlzeyiyle ile infertilite sUresi
arasinda negatif iliski saptanmistir (Sekil-17, 21). Lie Fong ve ark. (132) yas

ilerledikge AMH duzeylerinin azaldigini bildirmiglerdir. Yasa bagli olarak over
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rezervi azaldigi igin, infertilite suresi uzadik¢a over rezervinin gostergesi olan
AMH’nin azalmasi beklenen bir bulgudur. Bizim bulgularimiz da bu klasik
bilgiyi destekler niteliktedir.

Kadin eslerde folikil sivisi VDR dlzeyleri gebelik gelisen grupta
gebelik gelismeyen gruba gore anlamh yuksek bulunmustur (p=0,002) (Sekil-
9). Degerlendirilen literatur 1g1ginda daha once folikul sivisinda VDR dizeyinin
degerlendirildigi bir calisma bulunmamakta, bu anlamda bizim ¢alismamiz bu
konudaki ilk calisma olma Ozelligini tasimaktadir. Literatirde VDR ile ilgili
calismalar daha ¢ok VDR genindeki polimorfizmlerin incelendigi calismalar ile
kisithdir. VDR’deki polimorfizmlerin ¢esitli hastaliklarla ilgili olup olmadigi
yaygin bir sekilde arastiriimistir (133-139). VDR genindeki polimorfizmlerin
kemik hastaliklari, kardiyovaskuler hastaliklar, diyabet, tiberkiloz, multiple
skleroz, kanser riski artisiyla ilgili oldugu bildirilmistir (133). VDR
polimorfizmlerinin PKOS ve endometriozisle de iligkili olabilecegi sdylenmistir
(134-138). Disi farelerde VDR'ye sahip olmayacaklari sekilde genetik
modifikasyon olusturuldugunda uterus hipoplazisi ve yetersiz folikilogenez
g6zlendigi bildirilmigtir (45). Djurovig ve ark. (139) aciklanamayan infertilite
tanih  kadinlarda periferal kandan VDR polimorfizmini inceledikleri
calismalarinda, VDR geninin ekspresyonunun ve aktivitesinin degismesinin, D
vitaminine cevap veren genlerin ekspresyonunda degisiklige yol actigini ve
ureme sistemini etkileyebilecedini bildirmistir. D vitamininin aktif formu olan
1,25(0OH):D’nin etkinligini gosterebilmesi igin hem vitamin D reseptorunun
varligi hem de bu reseptorin fonksiyonel olmasi gerekir (7). Calismamizda
gebelik gelismeyen kadinlarin folikil sivisinda D vitamini dizeyi gebelik
gelisenlere gore yuksek oldugu halde D vitamini reseptor dizeyinin gebelik
gelisenlere gobre anlamli dusuk bulunmasi, D vitamini etkisini reseptor
uzerinden gosterdigi icin folikul sivisindaki VDR’nin agiklanamayan infertilitede
ICSI basarisinda etkili bir faktor olabilecegini disindurmektedir. Baska bir
deyisle, serum ve folikll sivisi 25(OH)D vitamini diuzeyleri yliksek olsa bile
folikul sivisi VDR dizeyi yetersiz olan kadinlarda D vitamininin fonksiyonel

etkilerini gosteremeyerek gebelik gelisiminde etkili olamadigi sdylenebilir.
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D vitaminini metabolize eden enzimlerin ve VDR’nin insanlarda testis
(6zellikle germ hucrelerinde), epididimis, seminal vezikll, prostat ve
spermlerde ekspresse edildigi gosterildikten sonra, aktif D vitamininin
erkeklerde spermatogenezis veya sperm fonksiyonlari icin énemli olabilecegi
One surulmustur (140-142). Ancak D vitamininin erkek dreme sistemini hangi
mekanizmayla etkiledigi hala belirsizligini korumaktadir. Serum 25(OH)D
vitamini dizeyi ile erkek infertilitesini ve sperm parametrelerini karsilastiran
¢cok sayida galisma bulunmaktadir. Avrupa’da yapilan ¢ok merkezli 40-79 yas
araliginda 3369 hasta ile yapilan galismada serum D vitamini duzeyleriyle
serum testosteron duzeyleri arasinda pozitif korelasyon oldugu gosterilmistir
(143). D vitamini seviyesi yetersiz olan 31 erkekle yapilan bir calismada 1 yil
boyunca D vitamini takviyesi yapilmasinin total testosteron seviyelerini %25
arttirdigi belirlenmistir (144). Bu g¢alismanin tersine randomize kontrolli bir
calismada ise dustik D vitamini seviyesine sahip erkeklerde D vitamini
takviyesi alan ve plasebo grubu arasinda testosteron seviyelerinde anlamli
farkhlik bulunmamistir (145). Blomberg Jensen ve ark. (49) semen kalitesi ve
D vitamini duzeyi iligkisini arastirmak icin 300 erkekle yaptiklari ¢alismada
serum 25(OH)D vitamini seviyesi ile sperm motilitesi arasinda pozitif iligki
oldugunu gostermislerdir. Yaslari 20-40 arasinda degisen 195 fertil ve 314
infertil Cinli erkekle yapilan kesitsel bir calismada serum vitamin D seviyeleri
ile hem sperm motilitesi ve hem de morfolojisi pozitif iliskili bulunmustur (146).
Alzoubi ve ark. (147), aciklanamayan infertilite tanilh dusuk serum D vitamini
olan erkeklerde D vitamini tavkivesinin, sperm motilitesini arttirdigini
bulmuslardir. Bunlarin aksine, Ramlau-Hansen ve ark. (148) 307 erkekle
semen kalitesi ve D vitamini duzeyinin iligkisini aragtirdiklari galismada yuksek
D vitamini seviyelerine sahip erkeklerin daha dusik sperm kalitesine sahip
oldugunu tespit etmistir. Bagka bir calismada yuksek doz D vitamini
takviyesinin, D vitamini yetersiz infertil erkeklerde semen kalitesini arttirmadigi
bulunmustur (149). Joskow ve ark. (150) saglkh erkeklerde vyaptiklari
calismada serum 1,25(0OH).D ile semen parametreleri arasinda iligki
olmadigint ve 1,25(0OH).D’nin semen kalitesini gostermedigini ortaya

koymustur. iranli erkeklerle yapilan c¢alismada serum D vitaminiyle
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oligoastenoteratozoospermi olanlarda sperm motilitesi ile iligki bulunurken,
normospermik erkeklerlerde D vitaminiyle sperm motilitesi arasinda iligki
bulunmamistir (151). irlanda’da IVF/ICSI islemine tabi tutulan ciftlerle yapilan
calismada erkeklerde serum 25(OH)D vitaminiyle sperm motilitesi, sperm
sayisi ve gebelik orani arasinda iliski bulunmamistir (152). Benzer sekilde Liu
Jiang ve ark. (153) IVF/ICSI uygulanan giftlerdeki arastirmalarinda erkeklerde
D vitamini dizeyiyle ile embriyo gelisimi veya klinik sonuglar arasinda anlamli
bir iliski bulmamiglardir. Bizim calismamizda erkek eslerin serum 25(OH)D
vitamini duzeyleri gebelik gelisen grupta gebelik gelismeyene gore anlamli
dusuk bulunmustur (p=0,01) (Sekil-10). Ancak gebelik gelisen grupta erkek
eslerin semen 25(OH)D vitamin dizeyi gebelik gelismeyen gruba gére dusik
bulunsa da anlamh bir fark saptanmamistir (Sekil-11). Degerlendirilen
literatiure gore erkeklerde seminal sivida 25(OH)D vitamini duzeyinin
incelendigi bir calismaya rastlanmamistir. Sonuglarimiz erkek eslerde serum
ve semen 25(0OH)D vitamini dizeylerinin agiklanamayan infertilitede etkili bir
faktor olmadigini distndirmektedir.

Kinuta ve ark. (102), VDR reseptoru mutant olan ve fonksiyon
gOstermeyen farelerde belirgin gonadal yetersizlik, azalmig sperm sayi ve
motilitesi ve testiste histolojik anormallikler izlemigtir. Bu farelerde testis ve
epididimiste aromataz aktivitesinin azaldidi (sirayla %58 ve %35) bulunmustur.
Ayrica FSH ve LH seviyelerinin yiksek olusu hipergonadotropik
hipogonadizmi gostermistir. Kalsiyum replasmani aromataz aktivitesini
arttirarak hipogonadizmi kismen duzeltmistir ancak FSH ve LH duzeyleri
yuksek seyretmeye devam etmistir; bu da D vitamininin spermatogenezde
direkt etkisinin olabilecegini dugundurmustur. Spermde VDR ekspresyonunun,
spermin oncelikli olarak bas/niukleus ve orta kisminda oldugu, D vitamininin
mitokondriyal DNA ve/veya bas nukleus fonksiyonunda rol oynayabilecedi 6ne
surdlmustur (48). VDR ekspresyonunun duguk sperm motilitesine sahip
erkeklerde azaldi§i gésterilmistir (48,154). in vitro olarak yapilan bir galismada
D vitamininin sperm uzerine etkisini VDR Uzerinden hicre igi kalsiyum
miktarini arttirarak gerceklestirebilecedi gosterilmistir (49). Fertilizasyon icin

gerekli olan sperm hareketi yani hiperaktivasyonun hucre i¢i kalsiyum miktari
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artigsina bagh olarak gercgeklestigi dusunulmektedir (155). Aquila ve ark. (141),
calismalarinda erkek gamet hucrelerinde D vitamini aktivasyonunda rol alan 1
alfa hidroksilaz enziminin varligini géstermigler ve aktif D vitamini formu olan
1,25(0OH):D’nin lokal olarak Uretildigini bildirmislerdir. Degerlendirilen
litetarUrlere gore bugline dek semende kantitatif olarak VDR duzeyinin
incelendigi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu anlamda ¢alismamiz ilk olma
Ozelligini tasimaktadir. Bizim c¢alismamizda semen VDR duzeyi gebelik
gelisenlerde gebelik gelismeyenlere gore daha yuksek bulunmus ancak iki
grup arasinda istatistiksel anlam saptanmamistir (Sekil-12). Sonuglarimiz
erkek eglerin serum ve semen D vitamini duzeyi gibi, semen VDR duzeyinin
de aciklanamayan infertilitede fertilizasyona etkisinin  olmadigini
dusundurmektedir.

Bugulne kadar insanlarda erkek ve disi Greme sistemlerinde D vitamini
reseptorundn varliginin gosterilmesiyle D vitamininin Greme fonksiyonlarindaki
rolinl anlamak igin pek ¢ok galisma yapilmistir. Bizim ¢calismamizda kadin ve
erkek eslerin serum ve gonadal sivilarindaki D vitamini duzeylerinin ve
gonadal sivi VDR duzeylerinin acgiklanamayan infertilitede etkili olup
olmadiginin degerlendiriimesi amaglanmistir. Bu c¢alisma, kadin ve erkek
eglerin serum ve gonadal sivilarindaki D vitamini duzeylerinin birlikte
deg@erlendirildigi ilk ¢alismadir. Ayrica gonadal sivilarda VDR duzeylerinin
kantitatif olarak ol¢uldugu ilk calisma olma 6zelligi de tasimaktadir.

Tdm bulgular degerlendirildiginde, calismamiza katilan kadin eslerde
serum 25(OH)D vitamini duzeylerinin Turk populasyonunda yaygin gorilen
eksiklik seviyelerinde oldugu, disuk serum ve folikal sivisi 25(OH)D vitamini
dizeylerinin agiklanamayan infertilitede tek basina bir etken olmadigi, erkek
eglerin serum ve semen 25(OH)D vitamini ile semen VDR dizeylerinin gebelik
basarisinda etkili bir faktor olmadigi, buna karsilik kadin eslerde D vitamininin
etkisini gdsterebilmesi igin gerekli olan VDR’nin folikll sivisindaki dizeylerinin
ICSI uygulamasinda gebelik basarisinda énemli bir faktér oldugu kanisina

varilabilir.
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