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Izvorni članak
Ključne riječi: leptin, adiponektin, trudnoća, šećerna bolest tipa 1 
SAŽETAK. Cilj ovog istraživanja je istražiti utjecaj šećerne bolesti tipa 1 na koncentraciju glukoze, inzulina, leptina i adiponektina u majčinoj krvi i u umbilikalnoj veni.

Metode. U istraživanju je sudjelovalo 120 trudnica: 60 trudnica sa šećernom bolesti tipa 1 (DM1) i 60 zdravih trudnica (kontrola). Uzorci krvi iz majčine krvi i umbilikalne vene su uzeti tijekom porođaja, te su izmjerene koncentracije glukoze, inzulina, leptina i adiponektina. Koncentracije inzulina, leptina i adiponektina iz seruma su dobivene metodom ELISA. 
Rezultati. Koncentracija adiponektina u majčinoj krvi je bila veća u trudnica sa DM1 nego u kontrolnoj skupini sa statistički značajnom razlikom (p<0,001). Koncentracija leptina i inzulina u umbilikalnoj veni je bila veća u trudnica sa DM1 nego u kontrolnoj skupini sa statistički značajnom razlikom (p<0,001). Zaključak. Šećerna bolest tipa 1 utječe na koncentracije adipokina u krvi majke i u umbilikalnoj veni. Prikazani rezultati i novije spoznaje o sadržaju i metabolizmu adipokina u trudnica s tipom 1 šećerne bolesti, tek su otvorile vrata novim mogućnostima i idejama u proučavanju još uvijek nedovoljno istraženog područja.  
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SUMMARY. Objective. The aim of this study is to define the influence of Type 1 diabetes on concentrations of glucose, insulin, leptin and adiponectin in maternal and umbilical vein blood. 

Methods. The study included 120 pregnant women: 60 suffering from type 1 diabetic pregnancy (T1DM) and 60 from Control group (CTRL). Maternal vein blood and umbilical vein blood samples were taken during delivery. Serum insulin, leptin and adiponectin levels were quantified by ELISA. 

Results. Adiponectin concentration in the mother's blood was higher in Type 1 diabetic pregnancy than in the control group, with statistically significant difference (p <0.001). Concentrations of leptin and insulin in the umbilical vein blood were higher in Type 1 diabetic pregnancy than in the control group, with statistically significant difference (p <0.001).
Conclusion. Type 1 diabetes mellitus influences on the concentrattions of adipokines in the maternal and umbilical vein blood. Presents results and recent findings about the concentrations and metabolism of adipokines in pregnant women with Type 1 diabetes, open the door to new possibilities and ideas for the investigation of the still under-researched areas.

UVOD

Leptin i adiponektin su adipokini koji imaju važnu ulogu u unosu i u trošenju energije, djelovanju inzulina, metabolizmu masti i ugljikohidrata, te angiogenezi, reguliranju krvnog tlaka i koagulaciji. Smanjenje tjelesne težine potiče lučenje adiponektina i leptina, te oni poboljšavaju osjetljivost na učinke inzulina (1). 
Osnovna je funkcija leptina prepoznavanje negativne energetske ravnoteže, odnosno detekcija sniženih energetskih rezervi, što dovodi do smanjenog lučenja leptina. Snižene vrijednosti leptina u fazi mršavljenja izazivaju glad i ponovni porast tjelesne težine. Kod povišenih razina leptina kod pretilih osoba, najčešće dolazi do leptinske rezistencije, te ne dolazi do gubitka teka (2). 

Adiponektin je glavni adipokin s pozitivnim učincima na metabolizam (3). On smanjuje inzulinsku rezistenciju, smanjuje koncentraciju slobodnih masnih kiselina, snižava glikemiju i smanjuje aterogenezu putem inhibicije učinka Tumor necrosis faktora α (TNF-α), ublažava endotelni upalni odgovor i suprimira proliferaciju aortalnih glatkih mišićnih stanica (4).
          
Smatra se da je koncentracija leptina kod trudnica sa DM1 i kod zdravih trudnica jednaka (5). Nasuprot tome, koncentracije leptina fetusa veće su u dijabetičnoj trudnoći u usporedbi sa zdravom kontrolom (6), kao i koncentracije leptina u umbilikalnoj krvi u dijabetičnoj trudnoći s fetalnom makrosomijom u usporedbi sa zdravom kontrolom (7,8). Podaci o koncentraciji adiponektina u dijabetičnoj trudnoći su kontradiktorni, iako Sivan i sur. smatraju da su  one povećane (9). Koncentracije adiponektina su znatno više u umbilikalnoj krvi novorođenčadi nego kod odraslih (10). 
Ponašanje adipokina, mehanizam djelovanja i učinak još su uvijek nepotpuno istraženi, a to se posebno odnosi na trudnice sa šećernom bolesti tipa 1 kao i na njihove koncentracije i učinak u fetalnom krvotoku. Cilj ovog istraživanja je istražiti utjecaj šećerne bolesti tipa 1 na koncentraciju glukoze, inzulina, leptina i adiponektina u majčinoj krvi i u umbilikalnoj veni.
MATERIJAL I METODE 
U istraživanje je bilo uključeno 60 trudnica sa šećernom bolesti tipa 1 (DM1) i 60 zdravih trudnica (kontrola). Istraživanje je provedeno od 2010.-2012. godine u Klinici za ženske bolesti i porođaje, KBC Zagreb. Trudnice sa DM 1 nisu imale komplikacije šećerne bolesti, te su sve trudnoće dovršene u terminu elektivnim carskim rezom. Kontrolna skupina trudnica je izabrana nasumice. Trajanje šećerne bolesti trudnica dijabetičarki je bilo 15,3±7,4 godina. One su bile na intenziviranoj inzulinskoj terapiji (aspart i detemir) i njihova glikemija je bila dobro regulirana. Vrijednosti HbA1c u 1. tromjesečju su bile 7,03±1,46 % a u 3. tromjesečju 6,52±1,36 %. Svi prijevremeni porođaji i sve trudnice sa komplikacijama kao što su hipertenzija/preeklampsija su bile isključene iz istraživanja. Test opterećenja glukozom (oGTT) je učinjen kod zdravih trudnica između 24.-34. tjedna trudnoće sa 75 grama glukoze da bi se isključio gestacijski dijabetes prema kriterijima Svjetske zdravstvene organizacije (11). Uzorci venske krvi majke i umbilikalne vene u obje ispitivane skupine su uzeti odmah nakon porođaja. Gestacijska dob je određena po datumu zadnje menstruacije te ultrazvučnim pregledom u ranoj trudnoći (6-9. tjedna trudnoće).
Ovo istraživanje je odobreno od strane Etičkog povjerenstva Medicinskog fakulteta Sveučilišta u Zagrebu. Sve pacijentice su potpisale informirani pristanak. 
Nakon centrifugiranja serum je odvojen i čuvan na temperaturi od –75(C. U krvi majke i u umbilikalnoj venskoj krvi određene su koncentracije GUK-a, HbA1C, inzulina, adiponektina i leptina. Za određivanje koncentracije inzulina, leptina i adiponektina korištena je ELISA (R&D Systems, Inc., Minneapolis, SAD). Osjetljivost testa za leptin je  7,8 pg/ml a za adiponektin 0,246 ng/ml. Za određivanje glukoze se koristila metoda sa heksokinazom.
Statistička analiza
Podaci su analizirani s pomoću računalnog programa SPSS for Windows, verzija 17,0 (Statistical Package for the Social Sciences Inc., Illinois, USA). Normalnost raspodjela kontinuiranih varijabla ispitana je Kolmogorov-Smirnovljevim testom. Za neparametrijske podatke smo koristili Mann–Whitney test. U varijabli u kojih postoji normalnost raspodjela, vrijednosti su izražene srednjom vrijednosti ± standardna devijacija te se koristio Studentov t-test radi usporedbe između grupa. Statistička značajnost prihvaćena je uz p<0,05. 

REZULTATI
Tablica 1. Opći podatci trudnica s DM-1 i kontrolne skupine 
Table 1. General data for pregnant women and newborns in T1DM and Control group
	Demografski podaci/General data
	Skupina/Group
	N
	Srednja vrijednost/Mean
	SD
	p

	Dob trudnice (g)/ Age (yrs)
	DM 1/T1DM
	60
	29,87
	4,53
	n.s.

	
	Kontrola/Control
	60
	31,28
	5,18
	

	Indeks tjelesne mase/BMI (kg/m2) 
	DM 1/T1DM
	58
	23,16
	4,03
	0,023

	
	Kontrola/Control
	59
	24,36
	3,58
	

	Porast  tjelesne mase/Gestational weight gain (kg)
	DM 1/T1DM
	59
	14,75
	4,48
	0,009

	
	Kontrola/Control
	59
	16,83
	4,54
	

	Tjedan dovršenja trudnoće/Completion week of pregnancy 
	DM 1/T1DM
	60
	38,78
	0,90
	<0,001

	
	Kontrola/Control
	60
	39,87
	1,08
	

	Masa novorođenčeta/Birth weight (g)
	DM 1/T1DM
	60
	3769,67
	633,60
	n.s.

	
	Kontrola/Control
	60
	3782,33
	516,31
	

	Duljina novorođenčeta/Birth lenght (cm)
	DM 1/T1DM
	60
	50,22
	2,32
	0,014

	
	Kontrola/Control
	60
	51,23
	2,08
	

	Ponderalni indeks/Ponderal index
	DM 1/T1DM
	60
	2,94
	0,28
	0,006

	
	Kontrola/Control
	60
	2,79
	0,27
	

	Apgar 1. min
	DM 1/T1DM
	60
	9,55
	1,08
	n.s.

	
	Kontrola/Control
	60
	9,73
	0,98
	

	Apgar 5. min
	DM 1/T1DM
	60
	9,88
	0,37
	n.s.

	
	Kontrola/Control
	60
	9,92
	0,38
	

	pH art. umb/ Blood pH of the umbilical artery
	DM 1/T1DM
	54
	7,22
	0,07
	n.s.

	
	Kontrola/Control
	43
	7,23
	0,05
	


U tablici 1. prikazani su i uspoređeni demografski podaci istraživane skupine trudnica s tipom 1 šećerne bolesti i kontrolne skupine zdravih trudnica. Trudnice iz kontrolne skupine su imale veći indeks tjelesne mase od trudnica sa šećernom bolesti sa statistički značajnom razlikom (p=0,023). Također je postojala statistički značajna razlika u porastu tjelesne mase. Trudnice iz kontrolne skupine su imale veći porast tjelesne mase od trudnica sa DM 1 (p=0,09). Novorođenčad trudnica sa šećernom bolesti tipa 1 su imala veći ponderalni indeks od novorođenčadi kontrolne skupine (p=0,006).  
Tablica 2. Koncentracija adipokina, glukoze i inzulina u krvi majke trudnica sa DM 1 i kontrolne skupine 
Table 2. Concentration of adipokines, glucose and insulin in maternal vein blood in T1DM and Control group
	Koncentracija/Concentration
	Skupina/Group
	N
	Srednja vrijednost/Mean
	SD
	p

	Leptin (ng/mL)


	DM 1/T1DM
	60
	29,34
	23,02
	n.s.

	
	Kontrola/Control
	60
	26,57
	18,53
	

	Adiponektin /Adiponectin (ng/mL)
	DM 1/T1DM
	60
	28691,59
	27095,31
	<0,001

	
	Kontrola/Control
	60
	18102,69
	20378,35
	

	Inzulin/Insulin (mU/L)
	DM 1/T1DM
	60
	9,19
	8,48
	n.s.

	
	Kontrola/Control
	60
	12,39
	11,57
	

	GUK /Glucose (mmol/L)
	DM 1/T1DM
	60
	4,50
	1,85
	n.s.

	
	Kontrola/Control
	60
	4,07
	1,31
	


U tablici 2. prikazana je koncentracija adipokina, glukoze i inzulina u majčinoj krvi trudnica sa DM 1 i kontrolne skupine. Koncentracija leptina u majčinoj krvi je bila veća u trudnica sa DM 1 nego u kontrolnoj skupini ali nije bilo statistički značajne razlike. Koncentracija adiponektina u majčinoj krvi je bila veća u trudnica sa DM 1 nego u kontrolnoj skupini sa statistički značajnom razlikom (p<0,001). Nije bilo statistički značajne razlike u koncentraciji inzulina i glukoze u majčinoj krvi trudnica sa DM 1 i kontrolne skupine.

Tablica 3. Koncentracija adipokina, glukoze i inzulina u umbilikalnoj veni trudnica sa DM 1 i  kontrolne skupine 
Table 3. Concentration of adipokines, glucose and insulin in umbilical vein blood in T1DM and Control group
	Koncentracija/
Concentration
	Skupina/Group
	N
	Srednja vrijednost/
Mean 
	SD
	p

	Leptin (ng/mL)
	DM 1/T1DM
	60
	25,97
	23,67
	<0,001

	
	Kontrola/Control
	60
	11,10
	9,17
	

	Adiponektin/Adiponectin (ng/mL)
	DM 1/T1DM
	60
	70250,58
	3032,14
	n.s.

	
	Kontrola/Control
	60
	34524,36
	20363,70
	

	Inzulin/Insulin (mU/l)
	DM 1/T1DM
	60
	36,73
	45,83
	<0,001

	
	Kontrola/Control
	60
	5,04
	3,08
	

	GUK/Glucose (mmol/L)
	DM 1/T1DM
	60
	3,89
	4,46
	n.s.

	
	Kontrola/Control
	60
	3,08
	0,59
	


U tablici 3. prikazana je koncentracija adipokina, glukoze i inzulina u umbilikalnoj veni trudnica sa DM 1 i istraživane skupine. Koncentracija leptina u umbilikalnoj veni je bila veća u trudnica sa DM 1 nego u kontrolnoj skupini sa statistički značajnom razlikom (p<0,001). Također je postojala statistički značajna razlika u koncentraciji inzulina u umbilikalnoj veni (p<0,001). Veća koncentracija je bila u trudnica sa DM 1 nego u kontrolnoj skupini. Nije bilo statistički značajne razlike u koncentraciji adiponektina i glukoze u umbilikalnoj veni trudnica sa DM 1 i kontrolne skupine.

RASPRAVA


Šećerna bolest tipa 1 utječe na hormonalni status majke i fetusa te postoji mogućnost da utječe na koncentracije adipokina. Cilj ovog rada je bio istražiti utjecaj šećerne bolesti tipa 1 na koncentracije inzulina, glukoze i adipokina (leptina i adiponektina) u majčinoj krvi i umbilikalnoj veni.

 
Indeks tjelesne mase (BMI) te porast tjelesne težine tijekom trudnoće je bio veći u kontrolnoj skupini, što dokazuje da su trudnice sa šećernom bolesti tipa 1 bile dobro regulirane sa zadovoljavajućoj glikemijom (BMI: p=0,023; porast tjelesne mase: p= 0,009). 


Porast koncentracije leptina u majčinom serumu koja se javlja u ranoj trudnoći objašnjava se povećanom sintezom leptina unutar posteljice ili povećanjem udjela slobodnog leptina (12). U našem istraživanju nije bilo statistički značajne razlike između koncentracije leptina u majčinoj krvi između trudnica sa šećernom bolesti tipa 1 i zdravih trudnica (Tablica 2). Naši rezultati su jednaki s rezultatima ostalih istraživanja koji pokazuju podjednaku koncentraciju leptina u majčinoj krvi između trudnica sa DM 1 i kontrolne skupine (13). Touminen i sur. su pronašli povećanu koncentraciju leptina u dijabetičara (14). Razlog kontradiktornih rezultata je nejasan, ali moguće objašnjenje je da su istraživanja bila postavljena na različite načine. Mi smo u istraživanje uključivali samo trudnice, dok su Touminen i sur. uključili samo muškarce. Novorođenčad majki sa DM 1 nude zanimljiv metabolički model za određivanje uloge leptina i njegovog utjecaja na regulaciju fetalne težine. U prijašnjim studijama su dokazane povišene koncentracije cirkulirajućeg leptina u novorođenčadi majki sa šećernom bolesti tipa 1 u usporedbi sa novorođenčadi zdravih trudnica (7), kao što je potvrđeno i u našem istraživanju (Tablica 3). Nedavno istraživanje je pokazalo da je koncentracija leptina u fetalnoj krvi pozitivno povezana s težinom djeteta, iako nije pronađena potpuna povezanost koncentracije leptina u majčinoj krvi i težine djeteta (15). Također je u našem istraživanju nađena u umbilikalnoj veni novorođenčadi majki sa DM 1 statistički značajna razlika u koncentraciji inzulina u usporedbi sa kontrolnom skupinom (Tablica 3). To je potvrđeno i Pedersonovom hipotezom koja smatra da glukoza dovodi do fetalne hiperglikemije i pojačane stimulacije ß-stanica fetalnog pankreasa što stvara fetalnu hiperinzulinemiju, a fetalna hiperglikemija i hiperinzulinemija dovode do pojačanog deponiranja fetalnih triacilglicerola zbog pojačane lipogeneze, što dovodi do hipertrofije i hiperplazije fetalnih stanica, odnosno prekomjernog fetalnog rasta (16). Novorođenčad majki sa DM 1 su izložena mjesecima hiperinzulinemiji i na takav način dolazi do direktne povezanosti inzulina i leptina. Lindsay i sur. su dokazali povećanu koncentraciju inzulina u umbilikalnoj veni djece majki sa DM 1 (17), što korelira s našim rezultatima.

Adiponektin ima važnu ulogu u regulaciji metabolizma. Mazaki-Tovi i sur. navode da se vrijednosti adiponektina smanjuju s napredovanjem trudnoće, te da su u trećem tromjesečju nešto niže od prvog tromjesječja (18). Te vrijednosti odgovaraju vrijednostima koje smo mi potvrdili u krvi majke (Tablica 2). U umbilikalnoj krvi i kod novorođenčadi koncentracija adiponektina znatno je viša nego kod odraslih muškaraca i žena (19), što je pokazano i u našem istraživanju (Tablica 2 i 3). Točan mehanizam nastanka tako visokih koncentracija adiponektina u fetalnom serumu nije u potpunosti razjašnjen, međutim smatra se da je sam fetus uzrok nastanka visokih koncentracija adiponektina u umbilikalnoj krvi. Mannuccci i sur. su u svom istraživanju pokazali povećanu koncentraciju adiponektina u krvi majke kod trudnica sa šećernom bolesti tipa 1 u usporedbi sa kontrolnom skupinom (20), što korelira s našim istraživanjem (Tablica 2). Također s obzirom na suprotnost rezultata u zdravih trudnica i trudnica sa DM1, postoji vjerojatnost da sama šećerna bolest tipa 1 dovodi do promjena u koncentraciji adiponektina.
Srednja vrijednost glukoze u umbilikalnoj veni unutar naše kontrolne skupine majki je slična sa vrijednostima unutar kontrolnih skupina drugih istraživača (21).

ZAKLJUČAK: Šećerna bolest tipa 1 utječe na koncentracije adipokina u krvi majke i u umbilikalnoj veni. Prikazani rezultati i novije spoznaje o sadržaju i metabolizmu adipokina u trudnica s tipom 1 šećerne bolesti, tek su otvorile vrata novim mogućnostima i idejama u proučavanju još uvijek nedovoljno istraženog područja.
REFERENCE:
1. Havel PJ. Update on Adipocyte Hormones – Regulation of Energy Balance and Carbohydrate / Lipid Metabolism. Diabetes 2004;53:143-S151
2. Lustig RH, Sen S, Soberman JE, Velasquezmieyer PA. Obesity, leptin resistance, and the effects of insulin reduction. International Journal of obesity 2004;28: 344-8.

3. Guerre-Millo M. Adipose tissue and adipokines: for better or worse. Diabetes Metab 2004;30:13-9.

4. Reilly MP, Rader DJ. The metabolic syndrome – more than the sum of the parts. Circulation 2003;108:1546-51.
5. Haffner SM, Stern MP, Miettinen H, Wei M, Gingerich RL. Leptin concentrations in diabetic and nondiabetic Mexican-Americans. Diabetes. 1996;45:822-4.
6. Lepercq J, Cauzac M, Lahlou N et al. Overexpression of placental leptin in diabetic pregnancy: a critical role for insulin. Diabetes. 1998 May;47:847-50.

7. Maffei M, Volpe L, Di Cianni G et al. Plasma leptin levels in newborns from normal and diabetic mothers. Horm Metab Res 1998;30:575-80

8. Hauguel-de Mouzon S., Lapercq J: Leptin in diabetic pregnancy. U: Đelmiš J, Desoye G., Ivanišević M (eds): Diabetology of Pregnancy. Basel. Karger 2005:46-57

9. Sivan E, Mazaki-Tovi S, Pariente C et al. Adiponectin in human cord blood: relation to fetal birth weight and gender Clin Endocrinol Metab. 2003;88:5656-60

10. Randeva HS, Vatish M, Tan BK et al. Raised plasma adiponectin levels in type 1 diabetic pregnancies Clin Endocrinol (Oxf). 2006;65:17-21.
11. WHO: Definition and diagnosis of diabetes mellitus and intermediate hyperglycemia. Geneva: WHO, 2006. Available from http://whqlibdoc.who.int/publications/2006/9241594934_eng.pdf
12. Domali E, Messinis IE. Leptin in pregnancy. J Matern Fetal Neonatal Med.
a. 2002;12:222-30.
13. Haffner SM, Stern MP, Miettinen H, Wei M, Gingerich RL. Leptin concentrations in diabetic and nondiabetic Mexican-Americans. Diabetes. 1996;45:822-4.

14. Tuominen JA, Ebeling P, Stenman UH, Heiman ML, Stephens TW, Koivisto VA. Leptin synthesis is resistant to acute effects of insulin in insulin-dependent diabetes mellitus patients. J Clin Endocrinol Metab. 1997;82:381-2.
15. Tamura T, Goldenberg RL, Johnston KE, Cliver SP. Serum leptin concentrations during pregnancy and their relationship to fetal growth. Obstet Gynecol. 1998;91:389-95.

16. Pedersen J. Weight and length at birth of infants of diabetic mothers. Acta Endocrinol 1954;16:342-7.

17. Utriainen T, Malmström R, Mäkimattila S, Yki-Järvinen H. Supraphysiological hyperinsulinemia increases plasma leptin concentrations after 4 h in normal subjects. Diabetes. 1996;45:1364-6.

18. Mazaki-Tovi S, Kanety H, Pariente C et al. Maternal serum adiponectin levels during human pregnancy. J Perinatol. 2007;27:77-81.

19. Mazaki-Tovi S, Kanety H, Pariente C. Determing the source of fetal adiponectin. J Reprod Med. 2007;52:774-8.

20. Mannucci E, Ognibene A, Cremasco F et al. Plasma adiponectin and hyperglycaemia in diabetic patients. Clin Chem Lab Med. 2003;41:1131-5.
21. Djelmiš J, Dražančić A, Ivanišević M, Suchanek E. Glucose, insulin, HGH and IGF-I levels in maternal serum, amniotic fluid and umbilical venous serum: a comparison between late normal pregnancy and pregnancies complicated with diabetes and fetal growth retardation. J Perinat Med. 1992;20(1):47-56.

Adresa autora:

Edina Berberović, Klinika za ženske bolesti i porođaje, Medicinski fakultet Sveučilišta u Zagrebu

Petrova 13, Zagreb, Hrvatska

Tel/fax: +385-1-4604-740

E-mail: edinaberberovic@yahoo.com

