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Amag: Malnitrisyon bir ya da daha fazla besin 6gesinin viicut dengesini bozacak sekilde yetersiz alinmasi
sonucunda ortaya ¢ikan Klinik bir tablodur. Etiyopatogenezin de beslenme problemleri, protein ve eneriji eksikligi
ve Ozellikle mammalian target of rapamycin (mTOR) proteini ve kan aminoasitleri ile ilgili eksiklikler mevcuttur.
Bu calismada biyime ve gelisme geriligi olan gocuklarin serbest plazma aminoasit profili ve mTOR protein
diizeyinin arastiriimasini amagladik.

Materyal ve metod: Calismamizda hastanemiz pediatri poliklinigine bagvuran 0-18 yas arasinda boy ve kilosu
U persantilin altinda olan malntitrisyonlu 48 gocuk ve 47 saglikli kontrol arasinda mTOR ve kan aminoasit
duizeyleri karsilastirildi

Bulgular: Beslenmenin yetersizlijine bagl olarak malnitrisyon olan gocuklarda mTOR ve aminoasit
seviyelerinde dusuklik beklenmesine ragmen kontrol grubu ile hasta grubu arasinda anlamli fark bulunamadi.
Sonug: Biliylime ve gelisme geriligi olan gocuklarda bakilan mTOR ve aminoasit profili 6zel bir belirte¢ olarak
kullanilamasa da bu alanda yapilacak bircok galismaya isik tutabilecegi kanisina varildi.

Anahtar Kelimeler: Malniitrisyon, Beslenme, Aminoasit, nTOR

Abstract

Background: Malnutrition is a clinical case that stems from inadequate intake of one or more nutritional
elements and results in an imbalance within the body. In its etiopathogenesis, feeding problems, protein and
energy deficiency and particularly insufficiency of mTOR protein and blood amino acids are listed. In this study,
we aimed to examine free plasma amino-acid profile and mTOR protein level in children with growth and
developmental delay.

Materials and Methods: In our study, mTOR and blood amino acid levels were compared among 48
malnourished children aged 0-18 years who were admitted to our hospital's pediatric outpatient clinic and whose
height and weight were below the three percentile and 47 healthy controls.

Results: The study were included 48 patients and 47 healthy children. Although mTOR and aminoacid levels
were expected to be low in malnourished children, there was no significant difference between the control and
patient groups.

Conclusion: Even though mTOR level and amino-acid profile, which are checked in children with growth and
developmental delay, are not considered to be particular indicators, it is concluded that they can illuminate the
pathway for further studies in this field.
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Girig

Malntrisyon bir ya da daha fazla besin édesinin vicut
dengesini bozacak sekilde yetersiz alinmasi sonucunda
ortaya gikan klinik bir tablodur (1).

Protein-enerji malndtrisyonu (PEM) dlnya nifusunun
biylk ¢ogunlugunu olusturan gelismekte olan ve az ge-
lismis Ulkelerde en 6nemli saglik problemlerinden biridir;
cocuklarda artmig mortalite ve morbidite ile iligkilidir (2).
PEM temelinde kronik hastaliklar yaninda, ondan daha
onemli olan, hizli niifus artigi, mevcut besin kaynaklarinin
toplumda esit dagiliminin olmayisi, gelir diizeyi distkli-
gu, yanlis beslenme aligkanliklari gibi sosyal problemler
de yatmaktadir (3). Cocuklardaki beslenme problemleri
nedeniyle meydana gelen gelisim geriligine bazen protein
ve enerji eksikligi de eslik edebilir. Cocugun yasina, diyet-
te enerjiye oranla proteinin miktar ve niteligine, eksikligin
sliresine ve derecesine gore birbirinden farkl klinik tablo-
lar ortaya cikar. Cocuklarda biyime ve gelismenin hizli
olmasi sebebiyle gereksinimin artti§i dénemlerde, enfek-
siyon ataklari ile kayiplarin arttigi etkisi daha cok gorul-
mektedir (4).

Memeli rapamisin hedefi (mammalian target of rapamy-
cin; mTOR), bir serin treonin kinaz olup hiicre biyime ve
cogalmasinin diizenlenmesinde rol oynar (5). Besin varli-
ginda, TOR kinaz aktif hale gelir ve hlcre blyimesine yol
acan, hicre déngisinin G1'den S fazina gegmesini
kontrol eden proteinlerin translasyonunun baglamasina
neden olan mekanizmalarin aktif hale gelmesini saglar
(6).
Galismamizda biyume ve gelisme geriligi olan ¢ocuklar-
da plazma serbest aminoasit diizeyi ve mTOR protein
duzeyini inceleyerek, biyiume ve gelisme geriliginin tanisi
ve takibinde kullanilip kullanilamayacagini saptamayi
amagladik.

Materyal ve Metod

Hastanemiz pediatri poliklinigine basvuran 0-18 yastaki
boy ve kilo persentil 3'Un altinda olan 48 hasta ve yaslari
benzer 47 kontrol olmak (izere toplam 95 olgu ¢alismaya
dahil edildi. Calisma kontrollii, kesitsel olarak planlandi.
Calisma icin etik kurulu onay! alindi (Harran Universitesi
Tip Fakiltesi Etik Kurulu 09/11/2017 tarih ve 11nolu otu-
rum 04 nolu karar) . Calismaya alinan gocuklarin velile-
rinden bilgilendirilmis onam alind.

LC-MS / MS ile Serumsuz Amino Asitlerin Olgiimii
Plazma aminoasit miktari Jasem marka kit protokolline
gore LC-MS/MS ile tespit edildi. Yeni bir tipe 50 pl si-
pernatant eklenip tzerine 50 ul internal standart karigimi
ve 700 pl Reaktif-1 ekleyerek 10 saniye vortekslen-
di.4000 rpm 5 dk santrif(jj edildi. Elde edilen supernatan
HPLC vialine aktararak LC-MS/MS (Shimadzu 8045,
Japan) cihazinda 27 aminoasid turi analiz edildi.

mTOR: Calisilacak olan 6rnekler (Serum) en az 2 saat
dncesinde oda sicakligina cikarildi. Kit Protokolline gére
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asagidaki is semasi uyguland.

Standart Hazirlama: Liyofilize halde olan standart (10
ng/mL stok) 10,000 g'de 1 dk santriftij edildi ve lzerine
1ml Reference Sample & Standard Diluent eklenerek
homojenizasyonu saglandi ve yaklasik 10 dk bekletildi.
Seri diliisyon yéntemi ile standartlar hazirlanma: 7
adet temiz tip yazilarak (5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.313, 0.156
0 ng/mL) 300ul Reference Sample & Standard Diluent
eklendi. Stok sollisyonunundan 300 pl alinarak ilk tiipe
aktarildi ve pipetaj yapilarak bir sonrakine aktarildi. Bu
sekilde (son tlp harig-blank) son tiipe kadar devam edildi.
Biyotinlenmis Deteksiyon calisma soliisyonu hazir-
lama: Konsantre Biyotin soliisyonu 1: 100 oraninda Biyo-
tinlenmis Seyreltici ile hazirland.

Konsantre HRP Konjugat ¢alisma soliisyonu hazirla-
ma: Konsantre HRP Konjugat 1 :100 oraninda HRP Kon-
jugat Seyreltici ile hazirland.

Caligma prosedrdi

1. Playte 2 tekrar yikand.

2. 96 kuyucuklu playte 100 pl standart ve drnek
olacak sekilde dikkatlice eklendi. 90 dk 37°C'de
inklibe edildi. Playte 2 tekrar yikandl.

3. Biyotinlenmis deteksiyon galisma sollisyonundan
100 I eklenerek, yapiskan film ile kaplandi ve
60 dk 37°C'de inkilbe edildi.

4. Tim kuyucuktaki sivilar uzaklastirildi ve yaklasik
350 pl olacak sekilde yikama sollsyonu (30 ml
konsantre wash+750 ml d H,O) ile 1-2 dk arayla
3 tekrar yikandi.

5. 100 pl HRP Konjugat ¢alisma sollisyonu eklendi
ve 30dk 37°C'de inkiibe edildi.

6. Tum kuyucuktaki sivilar uzaklastirildi ve yaklagik
350 pl olacak sekilde yikama sollisyonu (30 ml
konsantre wash+750 ml d H,O) ile 1-2 dk arayla
5 tekrar yikand.

7. 90 pl TMB substrat eklenerek 15 dk 37°C'de in-
kibe edildi. (karanlk ortamda)

8. 50 pl stop soliisyonu eklenerek enzim aktivitesi
durduruldu ve optik yogunlugu (OD) 450nm oku-
tularak tespit edildi.

Assay range: 0.156-10ng/ml

Sensitivity: < 0.094 ng/ml

istatistiksel Analizler

istatistiksel analizler SPSS for Windows Versiyon 20,0
(Statistical Package for the Social Sciences) bilgisayar
programi kullanilarak yapildi. Degiskenler arasindaki iligki
pearson ve Kendall's korelasyon testleri ile ve gruplar
arasindaki fark Student’s t-test ile gergeklestirildi. Nonpa-
rametrik test verileri igin iki grup arasindaki degerlerin
farkina Mann-Whitney U testi ile bakildi. Sonuglar % 95'lik
glven araliginda, anlamhlik p<0,05 dlzeyinde degerlen-
dirildi.
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Bulgular
Bu galismaya maln(trisyonlu 48 hasta ve 47 saglikli kont-

rol dahil edildi. Hasta grubunun vyas ortalamasi
67.89+60.52 ay, kontrol grubunun vyas ortalamasi
75.46151.85 ay idi. Hasta grubunun boy ortalamasi
99.08+31.39 cm, kontrol grubunun boy ortalamasi
109.174£29.82 c¢m idi. Hasta grubunun kilo ortalamasi
18.33+15.97 kg, kontrol grubunun kilo ortalamasi

19.74+14.69 kg idi. Olgularin mTOR protein dlizeylerine
bakildiginda hasta grubunda ortalama (4,90+1,90) kontrol
grubu ortalama (4.67+1.51) degerine gére daha yuksekti
ancak istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,558).
Olgularin amino asit dizeylerine bakildiginda, hasta gru-
bunun Arg dizeyi kontrol grubuna istatistiksel olarak
dustk bulundu. Diger amino asit parametrelerinde istatis-
tiksel olarak anlamli bir fark gérilmedi (p=0,05) (Tablo
1,2).

Tablo 1. mTOR ve kan aminoasitler ortalama diizeyleri

Grup Ortalama Istatistik (p)
Valin (val) omo 16 B 45 0624
TR g
olsin ) |5 SR 024
Fenilalanin(Phe) Eoﬁzl gjggiggsi 0,055
Tiptofan 1) | U TIERLAT 0574
Treonin () |5 TR 0793
Metyonin (et) |— % T 0839
Liin(Lys) o 15 0045649 0874
Gisin (GY) o | T 055 0514
Adinin (Arg) S TR 004
Gutamin GIn) | — el 0080

+

moR omo ATee] 0558

Tablo 2. mTOR proteini ile amino asit duizeyleri korelasyonu

al |Leu [le [Phe [Trp [Thr Met [Lys [His (Gly [Pro |Arg [Cys [Tyr [GIn

mTor

-,043|-,020|-,039|,004 |,207 | ,203 |-,056| ,062 | ,204 |-,027|,061 |-,112,046 | ,025 |-,137

p |,793|,901,813|,981,199,209|,732,705 |,206 | 869 |,709 |,490|,776 | 877 |,400

Ayrica amino asit parametreleri hasta ve kontrol grubunda
yasa gore kabul gorllen referans araliklariyla degerlendi-
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rildi. Bu referans araliklarina gére azalmis, normal ve
artmis olarak siniflandirildi. Bu siniflandirmaya gore yapi-
lan karsilastirmalarda, Val icin bakildiginda hasta gru-
bunda 17 olguda (%35,4) azalmisti, 31 olguda (%64,6)
normaldi. Kontrol grubunda ise 15 olguda (%31,9) azal-
misti, 32 olguda (%68,1) normaldi. Bu sonuglar iki grup
arasinda karsilastirldiginda istatistiksel olarak bir fark
yoktu (p=0,719).

Leu igin bakildiinda hasta grubunda 1 olguda (%2,1)
azalmisti, 43 olguda (%89,6) normaldi, 4 olguda (%8,3)
artmisti. Kontrol grubunda ise 2 olguda (%4,3) azalmisti,
42 olguda (%89,4) normaldi, 3 olguda (%6,4) artmisti. Bu
sonuglar iki grup arasinda karsilastirildiginda istatistiksel
olarak bir fark yoktu (p=0,538).

Tartisma

Agir beslenme yetersizligi 6nemli bir kiiresel saglik soru-
nu olmaya devam etmektedir. Malnitrisyonun gelismemis
ulkelerde gocukluk olimlerine 6nemli bir etkisi oldugu
bilinmektedir (7). Malnutrisyon ve beslenme problemleri-
nin hemen hemen tim sistem ve organlar dogrudan ya
da dolayl olarak etkilemesi ve gunimizde halen 6nemli
bir sorun olmasi nedeniyle, bllyime ve gelisme zerinde
etkili olabilecek birtakim yeni parametreler ve belirtegler
bulunabilir.

Plazma amino asitlerini hastalik riskini tanimlamak icin
metabolik bir alt grup olarak kullanma potansiyeli goste-
rilmistir (8,9) ve dlslik aminoasit seviyelerinin protein
yetersiz beslenmeye bir belirte¢ olabilecegine dair kanitlar
bulunmaktadir. Bu nedenle bu calismada, blyime ve
gelisme geriligi olan hastalarda aminoasit ve mTOR pro-
tein duzeylerini inceledik.

Su ana kadar fazla arastirimamis olmasina ragmen,
yetersiz beslenme veya yetersiz protein aliminin plazma
serbest amino asit profillerini 6nemli dlglde etkiledigi
gosterilmistir (10-12).

Imaizumi ve ark. (13), Low-EAA'll denekler ile protein
enerji malnditrisyonu olan hastalarda aminoasit seviyele-
rinde diguklik tespit etmislerdir. Ozellikle esansiyel ami-
no asit seviyesi duguk olanlarin anemi, kardivaskuler
hastallk ve bulasici hastaliklarla iligkili oldugunu goster-
misler (13). Amino asitlerin ve ozellikle esansiyel amino
asitlerin dlzeyi, kwashiorkorlularda dustk olarak bulun-
mus ve bu daha 6nce kwashiorkorlularda gosterilen ami-
no asitlerin metabolik akisindaki farkliliklar ile iligkili olabi-
lir (14, 15). Bu ¢alismada vakalarin amino asit diizeylerine
bakildiginda; Arg, hasta grubunda anlamli olarak disik
bulunurken, diger amino asit dlzeylerinde beklenenin
aksine istatistiksel olarak anlamli bir fark gorilmedi. An-
cak Val, Trp, Tirozin, lys, Cys, Hys, treonin, glutamin
aminoasit seviyelerinde kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli olmayan bir sekilde distk oldugu goruldu.
Bunun, calismamizdaki vakalarin nispeten daha stabil,
poliklinije ayaktan bagvuran, genel durumlar diskin
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olmayan ve hafif malnitrisyonu olan vakalar olmasina
bagladik. Bazi caligmalar da persentil egrilerini
3.persentilin altinda olmasini malnitrisyonu belirlemek
icin yeterli gormemektedir. Lee JL ve ark. (16) ile Komai S
ve ark. (17) viicut kitle indeksi, alblimin veya prealbliimin
gibi yetersiz beslenme igin mevcut belirteclerin asir agli-
ga kadar protein kalorili malnutrisyona sahip bireylerin
belirlenmesinde basarisiz oldugu bildirimektedir (16-17).
Butln bitkiler, proteinlerde yaygin olarak bulunan 20 tip
amino asidi sentezleyebilse de hayvanlarin 9 temel amino
asit almalari gerekir: histidin, izolésin, 16sin, lisin, metiyo-
nin, fenilalanin, treonin, triptofan ve gida olarak valin.
Bireyin fizyolojik ve patolojik kosullarina bagl olarak, bu 9
amino aside ek olarak, viicut protein homeostazini koru-
mak igin arginin gerekebilir ve yari esansiyel bir amino
asit olarak adlandirilir. Yetersiz protein alimi, plazmada
dlsik konsantrasyonlarda esansiyel ve yarl esansiyel
amino asitleri tetikleyebilir (11,12). Onemli konulardan biri,
genellikle saglikli kisilerde plazmada mutlak konsantras-
yonlara dayanan klinik referans araliklarini pekistirmektir
(9). Referans araliklari ile karsilastirarak, belirli metabolit-
lerin konsantrasyonlarinin distk, normal veya ylksek
oldugu teshis edilebilir. Bu calismada Val, Trp, Tirozin,
lys, Cys, Hys, treonin, glutamin aminoasit seviyelerinde
kontrol grubuna gére gérece disik iken, arginin anlamli
olarak diisik bulundu. Muhtemelen vakalarin malniitris-
yon siresi uzadiginda plazma amino asit seviyelerinde
daha yaygin ve daha ciddi disukiik tespit edilecektir.
Metionin, fenilalanin ve I&sin normal, prolin, histidin, 1sol6-
sin, glisin ise yiiksek goruldii. Bu aminoasitlerin daha
yilksek olarak tespit edilmis olmasi, muhtemelen daha iyi
beslenme durumunu yansitmaz, ancak kronik metabolik
duzensizlikleri gosterebilir.

Losin ve esansiyel amino asitlerin plazmada 6nemi iyi
bildirilmistir ve 16sin, dncelikle Rapamisinin Memeli Hedefi
(MTOR) sinyal yolunu aktive ederek protein sentezini
uyarmaktadir. Kas protein sentezinin uyarilmasi temel
olarak esansiyel amino asitlere baghdir, ¢linkii sadece
esansiyel amino asitler alindiginda net protein sentezi
vardir (18). Kas proteini sentezi, esansiyel olmayan amino
asitler toplam bir amino asit karigimindan ¢ikarildiginda
benzer gsekilde uyarilir (18). Losinle zenginlestirilmis
esansiyel bir amino asit besin ¢dzeltisinin yutulmasi,
insan iskelet kasi igindeki mTOR sinyal yolunu ve protein
sentezini hizla aktive eder (19). Ayrica, egzersiz sonrasi
|6sine zenginlestirilmis besinler alindiinda, mTOR sinyal-
leri ve kas protein sentezi arttirilir (20-22). Bu galismadaki
olgularin mTOR protein dizeylerine bakildiinda hasta
grubu kontrol grubu arasinda anlamli bir fark tespit edile-
medi. Bunun plazma serbest amino asit seviyelerinde
ciddi bir degisim olmamasindan ve I6sin dlizeyinin normal
olarak bulunmasindan kaynaklandigini diigtinduk.

Son zamanlarda, biriken kanitlar, plazma serbest amino
asit konsantrasyonlarinin; dalli zincirli amino asitlerin ve
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aromatik amino asitlerin yiikselmeleri, viseral obezite (23),
instlin direnci (24-26) ve gelecekteki diyabet ve kardiyo-
vaskiler hastaliklarin gelisimi gibi asiri beslenmeden
kaynaklanan sonuglarla iliskilendirmistir (27-29). Yetersiz
protein alimi nedeniyle plazmada esansiyel ve yari esan-
siyel amino asit konsantrasyonlarindaki azaima, protein
yetersiz beslenmesinin baglattigi klinik sorunlari tetikleye-
bilir ve dolayisiyla serbest plazma amino asitleri yetersiz
beslenme ve hastalik riskleri agisindan bir kisinin sagligi
icin potansiyel bir belirtectir.

Bu galismadaki kisitlamalardan ilki, metabolit degisiklikle-
rinin spesifik fizyolojik sureclerle iligkisinin tespit edileme-
mesidir. Normal bazal kosullarda, bir metabolit degisikligi
belirli bir fizyolojik durumu gosterebilir, ancak malniitris-
yonlu ¢ocuklarda metabolik olarak bozulmus bir popiilas-
yonda farkli bir marker ile de iliskilendirilebilir. ikinci ola-
rak, incelenen hastalarin yedikleri son yemekle ilgili olarak
kan alimlarinin zamanlamasi hakkinda belirli veriler yoktu
ve bu da metabolik profillere degiskenlik katabilir. Ayrica,
daha uzun bir takip siresine sahip olmak, metabolik degi-
sikliklerin stresinin belilenmesine yardimei olacaktir. Son
olarak, bu calismada malnitrisyon siniflamasi yapilama-
digindan degerlendirme sinirli olacaktir. Agir derecede
malnltre olan olgularin sonuglari anlamli iken hafif ve
komplike olmayan cocuklarin metabolik profili, kontrol
grubuna benzer olabilir.

Sonug olarak, plazma amino asit konsantrasyonlarini
belirli fizyolojik ve hastalik durumlari igin belirtegler olarak
kullanilabilir. Dugtik aminoasit seviyelerinin protein yeter-
siz beslenmesinde erken bir belirte¢ olabilecegine dair
kanitlar bulunmaktadir. Yetersiz beslenme, metabolitler-
deki degisiklikler ve fizyolojik sonuglarla ilgili yapilacak
aragtirmalara ihtiyag vardir. Ko6ti beslenmeyi, amino
asitlerdeki azalmayi ve fizyolojik sonuglari iligkilendirmek
icin yapilacak ileri arastirmalar, olumsuz sonuglari 6nle-
mek veya diizeltmek igin erken beslenme miidahalelerinin
yapilmasini énemli kilacaktir.

Etik Onam: Calisma icin Harran Universitesi Tip Fakiilte-
si Etik Kurulu'ndan etik onam alindi (09/11/2017 tarih ve
11nolu oturum 04 nolu karar).
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