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Sazetak
Uloga vitamina D u postupcima pomognute oplodnje
Petra Klanac

Vitamin D je steroidni hormon topiv u mastima ¢ija glavna uloga je odrzavanje ravnoteze
kalcija i fosfata u organizmu. No, u novije vrijeme su receptori i enzimi metabolizma vitamina
D otkriveni i u drugim tkivima tako i reproduktivnom sustavu muskarca i Zene. Pronadeni su u
granulosa stanicama, endometriju i promotorskim regijama nekih gena. In vivo istrazivanja na
zivotinjama i in vitro istrazivanja na ljudskim stanicama su pokazala da vitamin D ima ulogu u
regulaciji folikulogeneze, lucenja spolnih hormona, lu¢enja AMH 1 placentacije, kao i
imunomodulatornu ulogu u endometriju. Ta saznanja i podatci da ¢ak do 40% zena
reproduktivne dobi ima manjak vitamina D, a taj postotak se kod Zena sa sindromom
policisti¢nih jajnika penje do 80%, su naveli znanstvenike da ispitaju benefite vitamina D u
praksi, tj. klinickim istraZivanjima, kao jeftine i Siroko dostupne terapije. Cilj klinickih
istrazivanja je bio ispitati moze li vitamin D poboljsati ishode postupaka potpomognute
oplodnje u Zena koje prolaze te postupke, odvojeno zena sa sindromom policisti¢nih jajnika ili
onih s endometriozom ili svih Zena koje prolaze postupak potpomognute oplodnje bez obzira
na uzrok. Dosada$nja istrazivanja nisu uspjela utvrditi benefite vitamina D na ishode postupaka
potpomognute oplodnje ni za jednu od navedenih grupa, s napomenom da su dosadasnje znanje
1 istrazivanja nedostatni za konafan zakljuCak. Receptori su pronadeni i u spermijima,
Leydigovim i Sertolijevim stanicama, a dokazi iz in vivo istrazivanja na zivotinjama i in vitro
istrazivanja na ljudskim stanicama pokazuju da vitamin D poboljSava pokretnost, volumen i
broj spermija, kao 1 to da moze regulirati luCenje testosterona. No, rezultati klinickih
istrazivanja su kontradiktorni, a konac¢ni zakljuc¢ak o ulozi vitamina D u muskoj plodnosti i

ishodima postupaka pomognute oplodnje nije moguce donijeti bez daljnjih istrazivanja.

Kljuéne rije¢i: vitamin D, postupci pomognute oplodnje, AMH, endometrioza, sindrom

policisti¢nih jajnika



Summary

The role of Vitamin D in assisted reproduction technology
Petra Klanac

Vitamin D is a fat-soluble steroid hormone whose main role is calcium and phosphates
homeostasis. However, lately Vitamin D receptors and Vitamin D metabolizing enzymes have
been found in other tissues including male and female reproductive tissue. They have been
located in granulosa cells, endometrium and promoter regions of genes involved in
reproduction. In vivo studies on animals and In vitro studies on human cells have shown that
Vitamin D has arole in folliculogenesis regulation, sex hormone and AMH secretion regulation,
placentation, as well as immunomodulatory role in endometrium. Those information, as well
as some studies showing up to 40% of reproductive age women are Vitamin D insufficient, that
figure going up to 80% in women with polycystic ovary syndrome, have made scientists
research possible benefits of Vitamin D in clinical practice, as an affordable and widely
accessible therapy. The aim of those clinical trials was to establish whether Vitamin D can
improve assisted reproduction technologies outcomes. Some of those clinical trials included all
women going through assisted reproduction technology procedures, some only women with
polycystic ovary syndrome and some only women with endometriosis. So far, researchers
couldn't find any benefits of Vitamin D on assisted reproduction technology procedure
outcomes in any of the researched groups of women. However, all the researchers remarked
that current clinical trials are not sufficient to make a final conclusion regarding the role of
Vitamin D in assisted reproduction technology in women. On the other side, Vitamin D
receptors and metabolism enzymes have also been located in spermatozoa, Leydig and Sertoli
cells. In vivo studies on animals and In vitro studies on human cells have shown that Vitamin
D can increase sperm mobility, volume and count, as well as regulate testosterone secretion.
But, the results of clinical trials are contradictory and a final conclusion on the role of Vitamin
D in male fertility and assisted reproduction technology outcomes cannot be made without

further research.

Key words: Vitamin D, assisted reproduction technology, AMH, endometriosis, polycystic

ovary syndrome



1. Uvod

Vitamin D je steroidni hormon topiv u mastima zaduzen za kontrolu ravnoteze kalcija i
fosfata u organizmu. Preko kalcija i fosfata sudjeluje u kontroli mineralizacije kostiju i
izlu¢ivanju paratireoidnog hormona. Ta uloga vitamina D je znanstveno utemeljena i
objasnjena jo§ prije, no u novije vrijeme receptori vitamina D i enzimi odgovorni za
njegovu aktivaciju pronadeni su i mnogim drugim tkivima unutar organizma pa tako i
unutar reproduktivnog sustava. Unutar zenskog reproduktivnog sustava receptori vitamina
D su pronadeni u maternici, posteljici, jajnicima i hipofizi (1). Unutar muskog
reproduktivnog sustava receptori vitamina D su pronadeni u testisima i spermijima (2).
CYP24Al, enzim koji deaktivira aktivhu formu vitamina D, je pronaden u ljudskoj
spermatozoi (3). Ova otkrica su postavila pitanja o ulozi vitamina D i njegovog nedostatka
definira kao nemoguénost zac¢e¢a nakon godine dana nezasti¢enih spolnih odnosa. Dostupni
podatci govore da se oko 15% parova suocava s neplodnoséu gdje je uzrok neplodnosti
podjednako rasporeden izmedu muskaraca i zena (4). Neplodnost je zbog svojih psihic¢kih,
medicinskih i financijskih posljedica veliki javnozdravstveni problem. Postupci pomognute
oplodnje (ART) su se razvili u modernoj medicini kako bi pomogli neplodnim parovima pri
zacecu. Oni se razlikuju po invazivnosti i ovise o stanju koje je dovelo do neplodnosti,
pocevsi od postupaka indukcije ovulacije kod Zena i inseminacije pa do in vitro fertilizacije
(IVF) i najkompliciranijeg i najinvazivnijeg postupka - intracitoplazmatske injekcije
spermija (ICSI).

Cilj ovog rada je istraziti ulogu vitamina D u reproduktivnom sustavu muskarca i Zene,

istraziti utjecaj razine vitamina D na plodnost i ishode postupaka pomognute oplodnje kao

I njegovu ulogu u nekim od glavnih uzroka neplodnosti.



2. Vitamin D u Zenskom reproduktivhom sustavu

2.1. Uloga vitamina D

Vitamin D je steroidni vitamin topiv u mastima. Oko 80% vitamina D Covjek sintetizira u
kozi djelovanjem UV zraka na 7- dehidrokolesterol, a tek oko 20% se dobiva prehranom.
Kolekalciferol (vitamin D3) stvoren u kozi predstavlja inaktivnu formu vitamina D koja
mora pro¢i kroz proces hidroksilacije kako bi postala aktivna. Kolekalciferol se prvo
hidroksilira u jetri gdje nastaje 25-hidroksikolekalciferol, a nakon toga i u bubrezima te na
kraju nastaje 1,25-dihidroksikolekalciferol (kalcitriol). 1,25- dihidroksikolekalciferol je
aktivna forma vitamina D koja povecava apsorpciju kalcija i fosfata iz crijeva. S druge
strane, uloga vitamina D u reproduktivnom sustavu se jo§ istrazuje. Vitamin D receptor
(VDR), na koji se veze 1,25-dihidrokolekalciferol, ¢lan je obitelji nuklearnih receptora
transkripcijskih faktora koji formira heterodimer s retinoidnim X receptorom. Taj
heterodimer se onda veze na elemente DNA koji odgovaraju na hormon i tako kontroliraju
ekspresiju specifiénih gena. Vitamin D moze djelovati na ekspresiju gena i preko
microRNA (5). VDR se moze na¢i u mnogim stanicama reproduktivnog tkiva, tako ga
nalazimo i u granulosa stanicama, epitelnim stanicama endotela, cumulusu oophorusu i
jajnicima.

2.1.1. Studije na Zivotinjama

Yoshizawa i sur. su radili pokus na misevima prilikom kojeg su napravili VDR knockout
miSeve. Ti miSevi su imali poremecenu mineralizaciju kostiju, zaostajali su u rastu, ali su
takoder imali I hipoplaziju maternice i poremecenu folikulogenezu (6). U jajnicima VDR
knockout miSeva je bila smanjena aktivnost aromataze (enzima bitnog za sintezu estrogena)
i ekspresija gena odgovornog za njegovu sintezu - CYP19 gena. Pronadene su i povisene
vrijednosti LH i FSH kao i hipokalcemija. Nakon suplementacije kalcija u VDR knockout
miSeva, povecana je aktivnost aromataze na oko 60% aktivnosti divljeg tipa miSa, ali su
razine LH 1 FSH ostale i dalje visoke. Iz ovog istrazivanja se zakljucuje da vitamin D, osim
na folikulogenezu, utjece djelomic¢no i na sintezu estrogena posredno preko kalcija, ali i
direktno mijenjajuci ekspresiju CYP19 gena (7). U sliénom istrazivanju, u kojem su
ispitivani 1-a hidroksilaza knockout miSevi, zamije¢eno je da su misevi neplodni sa
snizenim vrijednostima progesterona 1 estrogena, poviSenim gonadotropinima,

poremecenom folikulogenezom i hipoplazijom maternice (8, 9). No, nakon suplementacije



kalcijem, doslo je do poboljSanja plodnosti (9) §to upucuje na mehanizam djelovanja

posredovan kalcijem.
2.1.2. Invitro studije na ljudskim stanicama

Prilikom inkubacije ovarijskih stanica s vitaminom D (1,25- dihidroksi vitamin D) doslo je
do porasta izlu¢ivanja progesterona, estrogena i estrona (10). Nadalje, u sli¢noj in vitro
studiji je utvrdeno da vitamin D moze utjecati i na marker ovarijske rezerve AMH ( Anti-
Miillerov hormon) tako §to dovodi do smanjena ekspresije mMRNK za AMHR-II (Anti-
Miillerov hormon receptor II) i FSH receptor(11) te tako utjeCe na sazrijevanje folikula koje
AMH blokira. Vitamin D utje¢e na AMH preko VDR-a koji se nalazi u promotoru gena za
AMH (12). U¢inak vitamina D moZe se o¢itovati i na endometriju preko VDR-a i 1-a
hidroksilaze koji se nalaze u endometriju. U endometriju ima imunomodulatornu ulogu
utjeCuci na produkciju citokina, Rajaei i sur. su usporedivali proizvodnju IL-6 (interleukin
6), IL-8 (interleukin 8), IL-10 (interleukin 10) i TGF-B (transformirajuci faktor rasta beta)
iz cijelih stanica endometrija i stromalnih stanica endometrija nakon inkubacije s
kalcitriolom u zdravih Zena i zena koje su imale viSestruke neuspjesne implantacije tj. zena
koje su imale 3 ili viSe neuspje$na postupka pomognute oplodnje nakon embriotransfera.
Rezultati su pokazali da dolazi do smanjenja ukupnog luéenja citokina u obje skupine, ali
su cijele endometralne stanice u obje skupine i endometralne stromalne stanice Zena s
visestrukim neuspje$nim implantacijama povecale proizvodnju IL-8 i TGF-B $to bi moglo
imati benefite za Zene s viSestrukim neuspje$nim implantacijama (13). U drugoj studiji gdje
su bile ukljuCene endometrijske stanice Zena s viSestrukim neobjaSnjenim spontanim
pobacajima, primjena kalcitriola je dovela do down regulacije povisene koli¢ine IFN-y i
povecanja izlu¢ivanja TGF-p (14). Obje studije su pokazale da obje vrste stanica mogu
producirati aktivnu formu vitamina D pomoc¢u 1-a hidroksilaze (13,14). IL-6, ¢ije lucenje
je kalcitriol smanjio, promovira implantaciju preko regulacije proliferacije i diferencijacije
stanica trofoblasta, regulacije ekspresije integrina i lu¢enja p HCG-a (15,16). Na temelju
ovakvih rezultata istrazivaci nisu mogli donijeti konacan zakljucak o u¢inku vitamina D na
endometrij (13). Druge studije su takoder potvrdile mogucu ulogu vitamina D u
imunomodulaciji koja moze doprinijeti implantaciji atenuacijom funkcije decidualnih T
stanica, to jest poticu¢i Th 2 imunoloski odgovor (17). Decidulane NK stanice, koje su
najces¢i tip leukocita u endometriju u prvim fazama trudnoce, su nakon inkubacije s
kalcitriolom smanjile izlu€ivanje citokina CSF2, IL 1, IL6 1 TNF (18). Ovaj ucinak je

znacajan jer TNF i CSF prema nekim autorima mogu imati ulogu u ranim spontanim
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pobacajima (19). Vitamin D ima ulogu i u komunikaciji izmedu blastociste i endometrijskih
dendritickih stanica na nac¢in da endometrijske dendriti¢ke stanice i makrofagi izlucuju 1-a
hidroksilazu (enzim za aktivaciju vitamina D) na poticaj interleukina 1B kojeg izlucuje
blastocista. Kalcitriol nastao djelovanje 1-a hidroksilaze se zatim veze na VDR na
endometriju te regulira gene za kalbindin, osteopontin i HOX10A gen koji imaju bitnu
ulogu u implantaciji i decidualizaciji (20, 21, 18, 22). Kalcitriol takoder potiée izlu¢ivanje
hCG-a iz stanica sinciciotrofoblasta (23), kao i lu¢enje progesterona i estradiola poticanjem
ekspresije 3-p HSD i P450 aromataze (24). Takoder postoje dokazi da kalcitriol ima ulogu

u poticanju lu¢enja humanog placentarnog laktogena (hPL) (25).
2.1.3. Utjecaj razine vitamina D na ishode ART-a

S obzirom na saznanja iz istrazivanja na zivotinjama i in vitro istrazivanja na ljudskim
ovarijskim i endometrijskim stanicama kao i rezultata nekih istrazivanja kako ¢ak do 42%
zena reproduktivne dobi ima insuficijentnu koli¢inu (<30ng/mL) vitamina D (26),
pocetkom 2010-ih su se pocela provoditi prva klinicka istrazivanja na ljudima. Klini¢ka
istrazivanja su se fokusirala na zene koje su iSle na postupke potpomognute oplodnje.
Garbedian i sur. su proveli istrazivanje na 173 Zene koje su prosle postupak ART-a. Kao
primarni ishod istrazivanja su postavili klinicke trudnoce (intrauterina gestacijska vreca
vidljiva na ultrazvuku 4 do 5 tjedana nakon transfera embrija) po postupku IVF-a. Zene
koje su imale dostatnu koli¢inu 25(OH)D (> 75nmol/L = 30 ng/mL) su imale postotak
klinickih trudnoc¢a po postupku IVF-a od 52,5%, naspram zena koje su imale insuficijentne
razine 25(OH)D (< 75nmol/L =30 nmol/mL) koje su imale 34,7% klini¢kih trudnoc¢a po
IVF postupku (27). Sli¢no tim rezultatima, Paffoni i sur. i Polyzos i sur. su u svojim
istraZivanjima pronasli statisticki zna€ajnu viSu stopu klini¢kih trudno¢a u Zena s visim
razinama 25(OH)D, te su Zene s 25(OH)D > 30 ng/ml imale najvecu stopu klinickih
trudnoca prije i nakon ura¢unavanja ¢imbenika zabune (ITM, etnicitet, cimbenici kvalitete
embrija, tip IVF postupka). Paffoni i sur. su kod pacijentica s 25(OH)D> 20 ng/ml zabiljezili
1 vecu stopu implantacije (broj Zivih embrija podijeljen s brojem transferiranih embrija), a
takoder su pokazali da su rezultati isti kroz sva godiSnja doba i da sezonalnost serumske
razine 25(OH)D ne utjece na njih (28, 29). Rudick i sur. (2012.) su dobili sli¢ne rezultate
kod klini¢kih trudnoca, kao i kod stope Zivorodenih, ¢ak i nakon uraCunavanja ¢imbenika
zabune. Medutim, rezultati nisu vrijedili za Zene azijskog podrijetla koje su imale vecu
Sansu za klini¢ku trudnocu i zivorodenost djeteta pri nizim koncentracijama 25(OH)D (30).

Ovisnost rezultata o etnicitetu su pronasli i Chu i sur. u ¢ijem istrazivanju su zene s
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25(0OH)D > 30 ng/ml imale najvece stope biokemijskih trudnoc¢a (pozitivan test na trudnocu
2 tjedna nakon postupka), klini¢kih trudnoca (detekcija otkucaja srca na UZV-u) i
zivorodenosti, N0 iako su prilikom ura¢unavanja ¢imbenika zabune rezultati ostali isti,
izgubila se statistiCka znacajnost. Prilikom analize, ¢imbenik koji je doveo do toga da
rezultati budu statisti¢ki neznacajni je bio etnicitet, tj. bio je premali uzorka ne-bijelih Zena

koje su imale dovoljne serumske koncentracije 25(OH)D ( >30 ng/ml) (31).

S druge strane, Firouzabadi i sur. i van de Vijver i sur. nisu pronasli povezanost izmedu
koncentracije 25(OH)D i ishoda trudnoce. Stope klini¢kih trudnoca i Zivorodenosti nisu
pokazale povezanost s koncentracijama 25(OH)D u obje studije, dok je kod Firouzabadi i
sur. nepostojanost korelacije s vitaminom D utvrdena i za kemijske trudnoce, stope
implantacije i stope oplodnje. Valja napomenuti da rezultati nisu dosegnuli statisticku
znacajnost ni u jednoj od ove dvije studije i da je kod Firouzabadi i sur. samo 7% posto zena
imalo dostatnu serumsku koncentraciju 25(OH)D (32, 33). Sli¢ne su rezultate dobili
Franasiak i sur. koji su kao primarni ishod postavili prisutnost trudno¢e u osmom tjednu
gestacije. Oni su takoder ustanovili da nema povezanosti izmedu serumske koncentracije
25(OH)D 1 prisutnosti trudno¢e nakon 8 tjedana gestacije, ali su njihovi rezultati bili

statisticki znacajni (34).

Anifanidis i sur. su mjerili koncentracije 25(OH)D u serumu 1 folikularnoj tekucini, kao 1
stopu klinickih trudno¢a u odnosu na njih. Njihovi rezultati su nasli korelaciju izmedu
serumskih i folikularnih koncentracija 25(OH)D, ali su u suprotnosti sa svim dosadas$njim
rezultatima naSli negativnu korelaciju izmedu serumskih 1 folikularnih koncentracija
25(0OH)D 1 stope klinickih trudnoc¢a, kao 1 negativnu korelaciju izmedu folikularne

koncentracije 25(OH)D i kvalitete embrija (35).

Rudick i sur. (2014.) 1 Fabris i sur. su radili istraZivanje utjecaja vitamina D na ishode ART-
a u zena koje su prosle postupak ART-a s donorskim oocitama, kako bi se isklju¢io moguéi
utjecaj vitamina D na folikul 1 oocitu 1 promatrao samo moguci utjecaj vitamina D na
endometrij i implantaciju. Rudick i sur. (2014.) su pronasli razliku u stopi klinickih trudnoc¢a
I stopi zivorodenih izmedu pacijentica koje su imale manjak 25(OH)D (<20 ng/ml),
insuficijenciju 25(OH)D (izmedu 20 i 30 ng/ml) i dostatnu koncentraciju 25(OH)D( > 30
ng/ml). Korelacija izmedu 25(OH)D i stope klinickih trudnoca je bila pozitivna i linearna.
Prilikom analize po rasi, rezultat nije vrijedio za zene azijskog i africkog podrijetla jer je
vrlo mali broj tih Zena postigao trudnocu, ali je u Zena africkog podrijetla zamijec¢eno da je
medijan koncentracije 25(OH) bio veéi kod onih koje su postigle trudnoc¢u (21). S druge
5



strane Fabris i sur. nisu pronasli nikakvu razliku u stopama implantacije, stopama klini¢kih
trudnoca i stopama trudnoce u tijeku izmedu Zena s manjkom, insuficijencijom i dostatnom

koli¢inom 25(OH)D. Uz napomenu da rezultati nisu dostigli statistiCku znacajnost (36).

Sli¢ne kontradiktorne rezultate su dale i meta-analize ovih i jo§ nekih sli¢nih istrazivanja
radenih na temu ucinka vitamina D na ishode ART postupaka. Tako Chu i sur. navode da
su Sanse za klini¢ku trudnocu, kemijsku trudnoca i zivorodenost vece u Zena koje imaju
dostatnu koncentraciju 25(OH)D u odnosu na one koje imaju insuficijenciju ili manjak. Uz
napomenu da zbog nedostatka podataka nisu mogli provesti meta-analizu regresijskih
analiza, tako da u ovaj rezultat nisu ura¢unati moguci ucinci ¢imbenika zabune (37). Zhao
I sUr. u svojoj meta-analizi navode da je samo kod Zivorodenosti uocen statisticki znac¢ajan
utjecaj koncentracije 25(OH)D (38), dok Cozzolino i sur. nisu nasli nikakvu povezanost
izmedu koncentracije 25(OH)D i ishoda ART-a (39).

Studije uklju¢ene u meta-analize su bile heterogene prema svojim karakteristikama.
Razlikovale su se po vremenu mjerenja 25(OH)D, uklju¢nim i isklju¢nim kriterijima (jedna
studija nije imala nikakve isklju¢ne kriterije). Npr. jedna studija je obuhvatila iskljuc¢ivo
zene koje su isle na prijenos jedne blastociste 5. dan, dok su neke druge studije obuhvacale
sve postupke ART-a. Heterogenost studija otezava donoSenje zaklju¢aka istrazivacima i
postoji konsenzus da su potrebna daljnja istrazivanja diljem svijeta u razliitim

populacijama kako bi se donio zakljucak na ovu temu.
2.2. Vitamin D i sindrom policisti¢nih jajnika

Sindrom policisti¢nih jajnika (PCOS) je endokrini poremecaj Zena Cije su tri glavne
karakteristike prema Rotterdamskim dijagnostickim kriterijima iz 2003.: 1.
oligo/anovulacija, 2. klini¢ki i/ili biokemijski znakovi hiperandrogenizma i 3. povecani
jajnici kod kojih je vidljivo najmanje 12 folikula na ultrazvuku. Naj¢es¢i je endokrini
metaboli¢ki poremecaj u zena reproduktivne dobi s prevalencijom od 5% do 20% (40, 41).
Osim navedenih simptoma, Zzene s PCOS-om ¢esto imaju inzulinsku rezistenciju (prema
jednom istrazivanju ¢ak 50-70% njih (42)), a s time i povecani rizik za razvoj dijabetesa
mellitusa tip 2. S obzirom na visoku prevalenciju ovog poremecaja u zena reproduktivne
dobi i ¢injenicu da je jedna od glavnih karakteristika anovulacija, te Zene su ¢esto kandidati
za neki od postupaka pomognute oplodnje. Po nekim studijama, ¢ak 80% Zena s PCOS-om
ima manjak vitamina D (43,44,45) sto je znacajno vise od opce populacije, a u populaciji

PCOS zZena manjak vitamina D je ¢es¢i kod pretilih Zena. Neka istrazivanja su navela da je



manjak vitamina D povezan s ITM-om koji je u prosjeku ve¢i u zena s PCOS-om nego u
ostalih Zena (46), no jedna australska studija je pokazala da je koncentracija vitamina D
manja u pretilih zena s PCOS-om nego u pretilih Zena bez PCOS-a (47).

2.2.1. Vitamin D u etiologiji sindroma policisti¢nih jajnika

Vitamin D preko disregulacije kalcija potencijalno sudjeluje u folikularnom arestu (48).
Kalcijski receptori su pronadeni u preovulacijskim granulosa stanicama $to je navelo
znanstvenike na zaklju¢ak da vitamin D preko kalcija ima ulogu u folikulogenezi,
prvenstveno u selekciji folikula (49). Bakhshalizadeh i sur. su na granulosa stanicama
misjeg modela PCOS-a dokazali da vitamin D preko AMP-om aktivirane protein kinaze
(AMPK) smanjuje gensku ekspresiju steroidogenih enzima (P450scc, Cypllal, StAR,
Cypl9al, 3B-HSD) i tako smanjuje izlucivanje progesterona i 17p-estradiola (50). Ovaj
rezultat govori u prilog tome da bi i kod ljudi vitamin D mogao regulirati steroidogenezu, a
time i regularnost ciklusa te ovulaciju. Nadalje, Celik i sur. su pokazali da vitamin D
sprjeCava formaciju PCOM-a (polycystic ovary morphology) izazvanog DHEA-om
(dihidroepiandrostendion) u Stakora (51).

Zamijeceno je da pacijentice s PCOS-om imaju poviSene parametre oksidativnog stresa i
posljedi¢no upalu niskog intenziteta, a uocena je i korelacija niske koncentracije vitamina
D i oksidativnog stresa (52). Kako dosadasnja istrazivanja u kojima se istrazivala jedna tvar
kao uzrok PCOS-a nisu pokazala uvjerljive rezultate, Kyei i sur. su napravili model PCOS
misa kojeg su tretirali s vitaminom D, koji ima i blaga antioksidativna svojstva (53), i
MitQio-om (modificirani oblik Ubikvinona CoQ). Rezultati su pokazali da je vitamin D
imao veci ucinak na smanjenje prekomjernog lucenja steroida i morfologiju jajnika, a
MitQio na smanjenje oksidativnog stresa, N0 skupa su imali sinergisti¢ki ucinak te su svi
parametri bili bolji nego u pojedinacnoj suplementaciji. Jajnici su pri tretiranju vitaminom
D + MitQ1o imali normalnu morfologiju: nisu imali ciste, nadene su jajne stanice u raznima

fazama razvoja kao i corpora lutea (54).

S obzirom nato da uc¢inci TGF-B1 u tkivima, kao $to su angiogeneza, aktivacija fibroblasta
i fibroza tkiva, nalikuju promjenama koje se pronalaze na policisti¢nim jajnicima (55), kao
idaje uzenas PCOS-om zamijeé¢ena povecana bioraspolozivost TGF-f1 i smanjenje SENG
(topivi endoglin - cirkulirajuci receptor koji veze TGF-B) (56,57), Irani i sur. su napravili
istrazivanje u kojem su ispitivali potencijalan uc¢inak vitamina D na razine TGF-f} i SENG.

U istrazivanju su davali Zenama s PCOS-om vitamin D kroz 8 tjedana i te Zene su imale



povecanu koncentraciju SENG, smanjenu bioraspolozivost TGF-B1, smanjene intervale

izmedu menstruacija, smanjenje triglicerida i smanjenje simptoma hiperandrogenizma (55).
2.2.2. U¢inak suplementacije vitamina D na simptome sindroma policisti¢nih jajnika

Fang i sur. su 2015. napravili meta-analizu suplementacije vitamina D i iz njihovih rezultata
se zakljucuje da vitamin D ne utjece na inzulinsku rezistenciju i lipidne parametre. Vitamin
D utjeCe na to da se u jajnicima pacijentica nalazi veci broj dominantnih folikula, ali ne
utjeCe na regularnost menstruacijskih ciklusa, dok kod suplementacije vitamina D zajedno
s metforminom dolazi do regulacije menstruacijskog ciklusa (58). Jin i sur. su 2020. godine
radili meta-analizu ucinka suplementacije vitamina D na lipidne parametre. Njihovi
rezultati su pokazali da suplementacija vitamina D dovodi do smanjenja triglicerida, LDL-
a, VLDL-a i ukupnog kolesterola, no ucinak je ovisio 0 na¢inu i dozi suplementacije, tj.
dnevna suplementacija dozama < 4000 IU/dan je bila djelotvorna, dok velike doze nisu bile
efikasne (59). Isti u¢inak niske doze vitamina D su zamijetili Lagowska i sur. prilikom svoje
meta-analize gdje su proucavali ucinak suplementacije vitamina D na inzulinsku

rezistenciju i metabolizam glukoze (60).
2.2.3. Vitamin D u ART postupcima u Zena sa sindromom policisti¢nih jajnika

Studije koje proucavaju ucinak vitamina D na uspje$nost ART postupaka u Zena s PCOS-
om nisu brojne kao studije koje procjenjuju uéinak vitamina D na simptome PCOS-a, a za
sada nema niti jedne meta-analize napravljene na tu temu. Vecina istrazivanja pokazuje
povoljne ucinke vitamina D na ishode ART-g, ali su ta istrazivanja veoma raznolika i ¢esto
se vitamin D ispituje u kombinaciji s drugim terapijama i postupcima koji se koriste u
lijeCenju Zena s PCOS-om. Butts i sur. su ispitivali u¢inak serumske koncentracije 25(OH)D
na u¢inke indukcije ovulacije u Zena s PCOS-om i Zena nepoznatog uzroka neplodnosti.
PCOS zene s 25(OH)D > 20 ng/ml su imale vecu stopu ovulacija, trudnoca i Zivorodenosti
prije i nakon regresijske analize u odnosu na PCOS Zene s 25(OH)D< 20 ng/ml, dok nikakva
povezanost ishoda indukcije ovulacije sa serumskom koncentracijom 25(OH)D nije uo¢ena
kod Zena s nepoznatim uzrokom neplodnosti (61). Kadoura i sur. su usporedivali
ucinkovitost terapije metforminom s terapijom metformin+kalcij+vitamin D te su utvrdili
daterapija metformin+kalcij+vitamin D poboljSava regularnost menstruacijskog ciklusa, ali
nema utjecaja na koncentracije FSH, LH i omjer LH/FSH (62). No, u studiju su bile
uklju¢ene samo 34 Zene. Rasheedy i sur. su usporedivali indukciju ovulacije pomocu

kombinacije klomifen citrata i kalcija s indukcijom klomifen citratom, kalcijem i vitaminom



D u pretilih, anovulatornih PCOS Zena. Zene na terapiji klomifen citrat + kalcij + vitamin
D imale su vece stope ovulacije, biokemijskih trudnoc¢a i nizu koncentraciju testosterona
nakon regresijske analize. Takoder, veli¢ina dominantnog folikula je bila veca u zena na
terapiji klomifen citrat + kalcij + vitamin D (18,07+1,37 mm), nego u Zena na terapiji
klomifen citrat + kalcij (16,79+3,00 mm), dok se stope klini¢kih trudnoca nisu razlikovale
(63). Zhao i sur. su zakljucili da su PCOS Zzene koje su imale 25(OH)D > 20 ng/ml, i na
pocetku istrazivanja i nakon suplementacije, imale vece stope klini¢kih trudnoca i
implantacija kao i ve¢i broj visoko kvalitetnih embrija pri IVF i ICSI postupcima u odnosu
na PCOS Zene koje su imale 25(OH)D < 20 ng/ml (64). Fatemi i sur. su usporedivali
suplementaciju vitaminom D i E s placebom u Zena s PCOS-om koje su prolazile postupak
ICSI. Zene na suplementaciji su imale veéu stopu klini¢kih trudnoéa i implantacija, dok se

parametri oksidativnog stresa nisu razlikovali (65).

Definitivne zakljucke o ulozi vitamina D u sindromu policisti¢nih jajnika i plodnosti Zena s
policisticnim jajnicima ne mozemo donijeti. Postoji puno indikacija iz istraZivanja
provedenih na zivotinjskim modelima, ali za sada nema dovoljno klini¢kih istrazivanja
provedenih na ljudima. Buduéi da je vecina istraZivanja provedena u Iranu, potrebna su
daljnja istrazivanja na drugim etni¢kim skupinama. Neke studije imaju vrlo male uzorke, a
I za sada nijedno istrazivanje nije provedeno koriste¢i male dnevne doze vitamina D (<4000
IU/dan) koje su se prema posljednjim meta-analizama pokazale efikasnijim. Smatra se da
je etiologija sindroma policisti¢nih jajnika multifaktorijalna, gdje je vitamin D samo jedan

od faktora pa su i istrazivanja sve vi$e usmjerena prema tome.
2.3. Vitamin D i AMH

AMH (Anti-Miillerov hormon) je dio obitelji transformirajucih faktora rasta beta. U ljudi,
tj. Zena on se pocinje lu¢iti nakon 36. tjedna gestacije iz granulosa stanica ovarijskih folikula
neovisno o gonadotropinima (66). U ciklusu sazrijevanja jajne stanice njegovo izlu¢ivanje
pocinje kad je jajna stanica u primordijalnom stadiju i raste sve do stadija preantralnog ili
malog antralnog folikula, kada pocinje padati kako se razvoj odvija prema jednom
dominantnom folikulu gdje glavnu ulogu preuzima FSH (67). U miseva AMH regulira
razvoj ranih preantralnih i mali antralnih folikula, no u ljudi taj u¢inak nije dokazan. U svih
vrsta on djeluje kao blokator osjetljivosti rastucih folikula na FSH (68). lako su zamijec¢ene
fluktuacije  AMH tijekom menstruacijskog ciklusa, one su minimalne i njegova
koncentracija je vise-manje stabilna za vrijeme menstruacijskog ciklusa. Taj podatak, kao i
njegova povezanost s rezervom primordijalnih oocita i ¢injenica da se koncentracija AMH
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stabilizira oko 25. godine i tada krene polako opadati sa staroS¢u Zene, razlozi su zasto se
koristi kao indirektni marker ovarijske rezerve. Postoje stanja gdje AMH ne mozemo
koristiti kao marker ovarijske rezerve jer je abnormalno povisen , kao §to je PCOS.
Pronalazak receptora vitamin D u promotorskoj regiji gena za AMH u ljudi (12) pokrenuo
je zanimanje za njegovu ulogu u lu¢enju AMH i posredno u folikulogenezi. Xu i sur. su
inkubirali sekundarne preantralne folikule rhesus macaque majmuna s vitaminom D $to je
dovelo do poveéanja ludenja AMH za 36% u odnosu na kontrolu (69). Sto je u suprotnosti
s rezultatima Wojtusika i sur. gdje je 25(OH)D doveo do smanjenja ekspresije AMH mRNK
iz granulosa stanica kokosi s time da je doSlo do povecane ekspresije FSH receptora i
proliferacije stanica (70). Jedna studija, provedena na Zenama koje su iSle na indukciju
ovulacije radi IVF postupka, pronasla je dvostruko vecu ekspresiju AMH receptora Il
(AMHR-1I) kod zZena sa serumskim 25(OH)<30 ng/ml od onih sa serumskim
25(0OH)D>30ng/ml. Nakon inkubacije luteiniziranih cumulus granulosa stanica,
prikupljenih od tih istih Zena, s vitaminom D doslo je do znatnog smanjenja ekspresije
AMHR-I11 i smanjenja AMH inducirane fosforilacije SMAD 1/5/8 (11). 1z ovog se moze
zakljuciti da vitamin D moze blokirati inhibitorni u¢inak AMH na diferencijaciju granulosa
stanica i folikularni rast djelujuéi i na receptor i na sustav sekundarnih glasnika. Kod ove se
studije mora napomenuti da luteinizirane stanice mozda nisu najbolji model za proucavanje
zbivanja u jajniku tijekom cijelog ciklusa jer se osjetljivost stanica na neke tvari kao i broj

i vrsta receptora mijenjaju tijekom sazrijevanja jajne stanice unutar jajnika.

Opservacijske studije koje su istrazivale vezu vitamina D i AMH imaju kontradiktorne
rezultate. Neke studije, kao Merhi i sur. (71), Jukic i sur. (72) i Wong i sur. (73), su pronasle
pozitivnu korelaciju izmedu serumske koncentracije 25(OH)D i koncentracije AMH. Ove
studije su provedene na raznolikim populacijama. Wong i sur. su usporedivali Zene s
PCOS-om i ovulatorne Zene i povezanost je pronadena samo kod PCOS Zena (73). Merhi i
sur. su korelaciju pronasli samo u Zena starijih od 40 godina (71). S druge strane, studija
koje nisu pronasle korelaciju izmedu serumske koncentracije 25(OH)D i AMH ima vise.
Medu njima su studije koje su radene na neplodnim Zzenama (74-77), studije radene na
zdravim plodnim Zzenama (36, 78), studije radene na Zenama s PCOS-om (79-80), a jedna
studija je usporedivala zdrave Zene sa zenama koje su imale primarnu insuficijenciju jajnika
u vidu korelacije 25(0OH)D i AMH (81). Iznimka je studija koju su proveli Bednarska
Czerwinska i sur. gdje su utvrdili negativnu korelaciju izmedu ukupnog vitamina D i AMH

koja nije bila statisticki znacajna. Medutim, dodatnom analizom je utvrdena negativna
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linearna korelacija do koncentracije vitamina D od 31 ng/ml, a nakon te koncentracije

korelacija je bila pozitivna, ali statisticki neznacajna (82).

Suplementacijske studije su imale drugacije ishode, pet (83-87) od Sest ih je pokazalo
korelaciju izmedu koncentracije vitamina D i AMH, a jedna (88) nije pokazala korelaciju
izmedu vitamina D i AMH. Tri su radene na Zenama s PCOS-om, a tri su ukljucivale sve
zene. Meta-analiza tih studija zakljucuje da postoji pozitivna korelacija izmedu vitamina D
i AMH kod ovulatornih Zena, a negativna korelacija kod Zena sa sindromom policisti¢nih

jajnika (89).
2.4. Vitamin D i endometrioza

Endometrioza je o estrogenu ovisna kroni¢na upalna bolest koja zahvaca Zene
reproduktivne dobi. Prema nekim istrazivanjima, prevalencija endometrioze je od 5 do 10%,
a ve¢inom zahvaca zene izmedu 25 i 35 godina zivota (90). Karakterizira je pojava tkiva
nalik endometriju, naj¢esce na zdjelicnom peritoneju, jajnicima, rektovaginalnom septumu,
ali moguca je pojava takvog tkiva i na ositu ili pleuri. Simptomatski se manifestira kao
dismenoreja, dispaurineja, nepravilna krvarenja iz maternice, kroni¢na zdjeli¢na bol, a
moguca je i neplodnost (91). Etiologija nije poznata, iako se smatra da je multifaktorijalna.
Kroni¢na upala se smatra vaznom u patogenezi endometrioze jer Sumnoge studije pokazale
poviSene razine proupalnih citokina, neutrofila, makrofaga, faktora nekroze tumora u
peritonealnoj tekucini pacijentica s endometriozom. S obzirom da normalan eutopicni
endometrij eksprimira receptor vitamina D i 1-a hidroksilazu kao i imunomodulacijsku
ulogu koju vitamin D ima u endometriju i drugim dijelovima tijela, postavilo se pitanje

uloge vitamina D u endometriozi.

In vitro studija na ljudskim ektopi¢nim endometrijskim stanicama iz endometrioma jajnika
je pokazala da kalcitriol moze smanjiti upalni odgovor posredovan IL-18 i TNF-a i tako
smanjiti upalu (92). Druga sli¢na studija je pokazala da vitamin D dovodi do smanjenja
lucenja IL-6 i VEGF-A koji je jedan od glavnih faktora angiogeneze bitne u nastanku
endometrioze (93). Van Etten i sur. su proucavali u¢inak vitamina D in vivo na Stakorskom
modelu endometrioze i zamijetili smanjenje volumena endometriotskog zarista za 48,8%,
dok je na histoloskoj analizi presjeka unutar tog zariSta zamijeceno da je vitamin D povecao

fibrozu i apoptozu strome (94).

Na ljudima su provedene samo opservacijske studije povezanosti koncentracije vitamina D

i endometrioze. Meta-analiza opservacijskih studija je zakljucila da Zene s endometriozom
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imaju nize koncentracije 25(OH)D od zena bez endometrioze 1 da postoji negativha
korelacija 25(OH)D i tezine klinicke slike endometrioze (95). S druge strane, druga meta-
analiza zakljucuje da se trenutno ne moze donijeti zakljucak o vezi 25(OH)D i endometrioze
(96).

Za sada, na temelju dostupnih podataka, se ne moze donijeti zakljucak o vezi vitamina D 1
endometrioze, pa ni u pogledu utjecaja na plodnost Zena s endometriozom. Potrebne su
daljnje i kvalitetnije studije na ljudima, prvenstveno randomizirane klinicke studije, kojih

za sada ni nema, kako bi se donio konac¢an zakljucak.

Uloga vitamina D u muskom reproduktivhom sustavu

Receptor vitamina D pronaden je na vise lokacija unutar spermija, kao sto su glava spermija,
postakrosomijalna regija, tijelo i vrat spermija. Pronaden je i u viSe razvojnih stadija
spermija kao i u Leydigovim i Sertolijevim stanicama (97-98). Isto tako su u muskom
reproduktivnom sustavu kao i u spermijima pronadeni metabolicki enzimi vitamina D ( 1-
a hidroksilaza, 25-hidroksilaza, 24-hidroksilaza) (97,99). Ti podatci navode na zakljucak
da vitamin D ima endokrinu, ali i lokalnu parakrinu ulogu u muskom reproduktivnom

sustavu.

U in vitro istrazivanjima pokazano je da vitamin D povecava pokretljivost spermija i to
preko otpustanja unutarstani¢nog kalcija posredovanjem vitamin D receptora, kao i to da
potice akrosomalnu reakciju (100). U drugoj studiji je ispitivana moguc¢a uloga vitamina D
u lucenju testosterona i dokazana je povecana ekspresija mRNK enzima koji sudjeluju u

sintezi testosterona (101).

U istrazivanjima na Zivotinjama dalje je ispitivana uloga vitamina D u reproduktivnom
sustavu. MiSevi s manjkom vitamina D su imali smanjen broj spermija i Zenke inseminirane
spermom takvog muzjaka su imale smanjenu stopu plodnosti (102). Ti u¢inci su se ponistili
suplementacijom vitamina D ili kalcija, upucujuéi na ulogu vitamina D posredovanu
kalcijem (103). U drugom istrazivanju, VDR knock out miSevi su imali smanjen broj i
pokretnost spermija te histoloske abnormalnosti testisa, no ti u¢inci su se samo djelomi¢no

mogli ponistiti suplementacijom kalcija (7).

Klinicke studije nisu pokazale uvjerljive odgovore na pitanje uloge vitamina D u muskom
reproduktivnom sustavu. Meta-analiza klinickih istrazivanja je pronasla povezanost broja i

pokretnosti spermija s koncentracijom vitamina D, dok povezanost nije pronadena za
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volumen, koncentraciju, morfologiju i progresivhu pokretljivost spermija. Takoder je
pronadeno da plodni muskarci imaju vise koncentracije vitamina D od neplodnih, iako nije
pronadena povezanost izmedu plodnosti i vitamina D. Nakon podijele studija na one slabe,
srednje i visok kvalitete pronadena te naknadne analize tih subgrupa, uocena je povezanost
kod studija srednje i visoke kvalitete (104). No, veéina ukljucenih istrazivanja su
opservacijska, a samo dva istrazivanja su suplementacijska. Takoder, istrazivanja su dosta

heterogena S§to otezava donosenje zakljucka o povezanosti.
3.1. Utjecaj vitamina D u musSkaraca na ishode ART-a

Jedna studija iz 2015. godine je ispitivala uc¢inak koncentracije vitamina D u muskaraca na
ishode trudnoce prilikom indukcije ovulacije u partnerica ispitivanih muskaraca. Pronasli
su da su partnerice muskaraca s koncentracijom 25(OH)D >30 ng/ml imale viSe stope
trudnoca i1 porodaja od partnerica muskaraca koji su imali koncentraciju 25(OH)D < 30
ng/ml (105). S druge strane, jedna irska studija nije pronasla povezanost koncentracije
25(0OH)D, ni u muskaraca, ni u zena s nastupanjem i ishodima trudnoce u pacijentica koje

su prolazile postupke pomognute oplodnje (77).

Daljnja istrazivanja, posebno klinicka randomizirana, su potrebna kako bi se donio

zakljucak o ulozi vitamina D u muSkom reproduktivnom sustavu i plodnosti.
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4. ZAKLJUCAK

Unatoc velikom broju istrazivanja na ovu temu, pogotovo u zadnjem desetljecu, joS uvijek
se ne moze dati potpuni odgovor na pitanje uloge vitamina D u postupcima potpomognute
oplodnje. lako receptori vitamina D i enzimi njegova metabolizma postoje u zenskom i
muskom reproduktivnom sustavu $to upucéuje na postojanje uloge vitamina D, svi istrazivaci

se slazu da su potrebna daljnja istrazivanja.
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