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Evaluering av gentest for laktasemangel

Sammendrag

Bakgrunn. Laktosemalabsorpsjon
forekommer hos 2-8 % av befolknin-
gen i Vest-Europa, mens tilstanden er
svaert vanlig (opptil over 90 %) pa den
sgrlige halvkule. Tradisjonelle analyse-
metoder baserer seg pa inntak av lak-
tose (laktosebelastning) med pafgl-
gende maling av enten H, og CH,

i utpust, eller blodsukker i kapilleert
blod. Analyse pa den genetiske enkelt-
basevariasjonen C/T-13910 blir imid-
lertid i skende grad innfgrt som erstat-
ningsmetode for belastning. Vi har
gjennomfgrt en sammenliknende stu-
die av var rutinetest (glukosemaling
etter inntak av laktose) og gentesten
for C/T-13910.

Materiale og metode. 137 voksne per-
soner deltok etter skriftlig samtykke.
Glukosemaling etter laktoseinntak ble
foretatt og den maksimale differansen
til fastende blodsukker ble sammenlik-
net med sanntids (real-time]-PCR-ana-
lyse av C/T-13910.

Resultater. Andelen positive var 20,4 %
0g 17,5 % for henholdsvis laktosebe-
lastningen og genanalysen. Sammen-
likningen mellom de to metodene ga et
samsvar pa 90 % og en kappasta-
tistikkindeks pa 0,67.

Fortolkning. Var studie viste sviktende
samsvar mellom den vanligste laktose-
malabsorpsjonstesten (glukosemaling
etter laktoseinntak) og gentesten. Vare
resultater og tidligere studier avandre,
viser imidlertid at gentesten av C/T-
13910 kan fungere som et verdifullt
supplement til de tradisjonelle fenoty-
piske laboratoriemalingene.
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Melk inneholder verdifulle naeringsstoffer
og har vart en integrert del av dietten i
Nord-Europa helt siden husdyrhold tok til
for 7000—10 000 ar siden (1). Melk inne-
holder disakkaridet laktose som brytes ned i
kroppen av enzymet laktaseflorizinhydro-
lase (laktase). Laktase kodes for av genet
laktaseflorizinhydrolase (LPH). Genet og
proteinet er aktivt frem til 8—12 é&rs alder
hvorpd laktosemalabsorpsjon kan inntreffe
dersom aktiviteten avtar (1). Et sterkt posi-
tivt seleksjonspress for livslang laktosetole-
ranse, det vil si evnen til & bryte ned laktose
ved hjelp av et kontinuerlig aktivt laktase-
protein, har funnet sted i landbruksbaserte
populasjoner i Nord-Europa (2) og bonde-/
gjeterstammer 1 Afrika (3). Rundt 90-95 %
av den voksne befolkningen i Finland, Dan-
mark, Sverige og Norge er saledes laktose-
tolerante. Andelen av voksne individer som
ikke kan bryte ned laktose (laktasemangel/
laktosemalabsorpsjon) felger en nedadgaen-
de gradient fra nord i Europa til Ser-Europa
til Asia og videre til storsteparten av Afrika
(4—6). I denne delen av verden er derfor for-
bruket av melk tilsvarende mindre. Personer
med lav eller ingen laktaseaktivitet, kan fa et
spenn av symptomer ved inntak av sterre
mengder (mer enn 1-2 melkeglassekviva-
lenter) laktose. Vanligvis er symptomene
umerkelige til lite plagsomme (romling, fo-
lelse av oppblasthet og liknende), mens en-
kelte individer kan oppleve til dels sterk fla-
tulens, kraftige magesmerter eller diaré.
Symptomene kan opptre en stund (15 min til
6 t) etter inntak av melk, slik at laktosemal-
absorpsjon ikke mistenkes som arsak. I til-
legg har man indikasjoner pé at genetisk lak-
tasemangel kan opptre med en tolerant feno-
type pga.bakteriell nedbrytning av laktose i
tarmen (7), og sekunder laktosemalabsorp-
sjon uavhengig av laktaseaktivitet, kan inn-
treffe som folge av andre sykdomstilstander
(for eksempel coliaki). Siden melk og andre
laktoseholdige matvarer er svert vanlige i
Europa, er korrekt diagnose av laktosema-
labsorpsjon av stor helse-/ernaringsmessig
verdi for stadig flere ettersom var nordeuro-
peiske populasjon har en voksende andel av

mennesker fra deler av verden hvor mel-
keintolerase er vanlig.

Laktasemangel hos voksne er en recessivt
autosomal genetisk egenskap (8). I 2002 ble
en enkeltbasevariasjon eller enkeltnukleotid-
polymorfisme (single nucleotide polymor-
phism; SNP), fra C til T, identifisert 13 910
basepar (bp) oppstrems for 5’enden av LPH-
genet. Denne enkeltbasevariasjonen er asso-
siert med laktasemangel i europeiske popula-
sjoner. Den homozygote C/C-13910 geno-
typen er 100 % assosiert med lav eller ingen
laktaseaktivitet i tarmen, mens den heterozy-
gote C/T-13910 genotypen og den homozy-
gote T/T-13910 genotypen, er assosiert med
normal laktaseaktivitet. Fravaer av laktase-
aktivitet er antakeligvis forarsaket av at CC-
genotypen forer til nedsatt transkripsjon av
mRNA fra LPH-genet (8—10). Tradisjonelle
analysemetoder baserer seg pa inntak av lak-
tose med péfelgende méling av enten H, og
CH, i utpust (pusteprove) eller méling av en-
ten galaktose- eller glukosekonsentrasjonen i
kapillert blod (11). Sammenlikninger med
referansemetoden (pavisning av laktaseakti-
vitet i tarmbiopsier) har vist at méling av H,
er den mest pélitelige metoden (12). Den mest
utbredte analysemetoden er imidlertid méling
av blodsukkerniva. Som erstatning for lakto-
sebelastning er analyse pa C/T-13910 innfert
som rutinemetode ved flere laboratorier bade
i Norge og i resten av Europa. Vi har gjen-
nomfert en sammenliknende studie av vér
rutinetest (glukosemaling etter inntak av lak-
tose) og gentesten for C/T-13910.

Materiale og metode

137 voksne personer var henvist til laborato-
riet for laktosebelastningstest. Ikke-myndi-
ge personer ble ekskludert, andre eksklu-
sjonskriterier ble ikke definert. Alle infor-
manter ga skriftlig samtykke og fylte ut et
sporreskjema om symptomer under belast-
ningen. Studien har tilrddning fra regional
komité for medisinsk forskingsetikk.

Hovedbudskap

m Ved mistanke om laktasemangel
utfgres rutinemessig maling av glu-
kosekonsentrasjon i blod etter inntak
av laktose

m En PCR-basert gentest kan veere et
verdifullt supplement til tradisjonelle
metoder
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Figur 1 Genotyping av C/T-13910. Fordeling av TT-genotyper [AJ, CT-genotyper (®], CC-genotyper
(@] og negativ kontroll (O] er vist. DNA-sekvens rundt C/T-13910 fra hver genotype er vist i bokser

Forut for laktosebelastning ble det malt fas-
tende blodsukkerniva. Pasienten fikk s& 50 g
laktose i 400 ml vann. Det ble tatt blodprever
etter '/2, 1, 1 '/2 og 2 timer som ble analysert
med henblikk pa glukose (Hemocue AB An-
gelholm, Sverige). Differansen til fastende
blodsukker regnes ut for hvert provetidspunkt.

Den maksimale differansen var endelig ana-
lyseresultat. Referanseverdi var satt til 1,4
mmol/log tolkingen var at det var holdepunk-
ter for & anta laktasemangel/laktosemalab-
sorpsjon dersom analyseresultatet var < 1,1
mmol/l. Analyseresultater i omradet 1,2—1,3
mmol/] ble regnet som usikre (grésone).
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Figur 2 Sammenlikning av genotyping og glukosemaling etter laktosebelastning. Grenselinjen
garved 1,4 mmol/l glukose. Genotypen er angitt med antall i parentes
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Genetisk analyse

En blodpreve ble samlet inn fra hver deltaker
for genetisk analyse. Analyse av C/T-13910
(dbSNP rs4988235) ble utfert med sanntids-
PCR pa Applied Biosystems (Foster City, Ca-
lifornia, USA) 7900 PCR-instrument. Geno-
typingassay ble gjort med fremoverprimer
(forward primer): 5’-CTACAATGTACTAG-
TAGGCCTCTGC-3’, bakoverprimer (reverse
primer): 5’-AAATGCAACCTAAGGAGG-
AGAGTTC-3> og tagmanprober: VIC-
ATAAGATAATGTAGCCCCTGGC-NFQ (C
allel) og FAM-ATAAGATAATGTAGTCCC-
TGGC-NFQ (T allel). Data ble analysert med
instrumentets programvare: SDS2.2. Valide-
ring av SNP-analysen ble utfort ved & sekven-
sere PCR-produkter fra 24 personer. PCR-
amplifisering for sekvensering ble utfort pa
genomisk DNA med primeme: 5’-GGAT-
GCACTGCTGTGATGAG-3’ (fremover) og
5’-CCCACTGACCTATCCTCGTG-3’ (bak-
over). PCR-produkter ble renset med Qiagen
PCR-purification Kit (Qiagen B.V., Venlo,
Nederland), presipitert med alkohol og se-
kvensert av ekstern kommersiell sekvense-
ringstjeneste (MWG-biotech AG, Ebersberg,
Tyskland) med sekvenseringsprimer: 5’-
TGCAGGGCTCAAAGAACAATCTA-3’.

Resultater

Validering av genotyping-assay

Bruk av to Minor Groove Binding (MGB)
prober i tagmangenotyping brukes til spesi-
fikt & indentifisere individuelle enkeltbase-
variasjoner (13, 14). For a validere primere
og prober genotypet vi DNA renset fra 24
anonymiserte blodprever. Resultatet var 7
CT-genotyper, 1 CC-genotype og 16 TT-ge-
notyper. Et 449 basepar langt fragment, in-
neholdende begge primersekvenser, ble am-
plifisert fra disse 24 provene med genomisk
DNA og deretter sekvensert med en intern
(nested) sekvenseringsprimer. 21 av disse
provene ga lesbare DNA-sekvenser, og alle
disse bekreftet riktigheten av SNP-geno-
typingen av C/T-13910. Som konsekvens
ble SNP-genotypingsmetoden ansett som
validert og godkjent. Eksempelsekvens
rundt C/T-13910 fra hver genotype er vist i
figur 1 (i bokser).

Informanter

Pasientmaterialet besto av 98 kvinner og 39
menn med en gjennomsnittsalder pa 35,3 ar
(19-82 ar), som var henvist til laboratoriet
for laktosebelastningstest. Hos de informan-
tene hvor det ikke var samsvar mellom de to
analysene, ble folgende utfort: Sperreskje-
ma ble analysert for egenrapportering av
kraftige symptomer og en gjennomgang av
tidligere analyseresultater ble foretatt der
dette var tilgjengelig pd vart laboratorium.
Ingen av disse pasientene rapporterte kraftig
kvalme/oppkast eller diaré og celiaki eller
melkeallergi som drsaker til sekunder lakto-
seintoleranse ble ikke funnet hos noen av
dem.

Tidsskr Nor Laegeforen nr. 23, 2007; 127



Sammenlikning mellom analyse

pa C/T-13910 og laktosebelastning

Studien inkluderte til sammen 137 personer.
Resultatet av genotypingen ses i figur 1. Fi-
gur 2 og tabell 1 viser resultatene fra sam-
menlikning av genotyping og laktosebelast-
ning. Sammenlikning av positive og nega-
tive svar fra de to metodene ga manglende
samsvar for s& mange som 14 pasienter
(9,2 %). Til sammen ni prever var positive
pd belastningen med negativ genotype
(homozygote TT eller heterozygote TC) og
ses under grenselinjen i de to venstre kolon-
nene i figur 2. Til sammen fem prover hadde
positiv genotype (homozygot CC), men var
negative med henblikkk péd laktosebelast-
ning, og ses over grenselinjen i heyre kolon-
ne i figur 2. Samsvarsanalyse ga en kappa-
statistikkindeks pa 0,67 (0,51-0,83 gitt
95 % konfidensintervall). Samlet samsvar
var pa 0,9 (standardavvik 0,08).

Diskusjon

Vi analyserte samsvar mellom C/T-13910
polymorfismen og laktosetoleranse bestemt
ved laktosebelastning, blant voksne pasien-
ter 1 vart laboratorium. De to metodene ga
avvikende analysesvar for en del av pasien-
tene, serlig i de tilfellene der pasienten had-
de en TT- eller CT-genotype og samtidig ble
diagnostisert med laktasemangel ved lakto-
sebelastning.

Genotypen samsvarte ikke med belastnin-
gen for 14 av de 137 pasientene. Avvikene
kan ikke forklares med sekunder laktosein-
toleranse forarsaket av for eksempel caliaki.
Ingen av pasientene som var positive pa lak-
tosebelastning og negative pa gentesten had-
de pavist coliaki, eller melkeallergi, selv om
atte av ni ogsa var blitt testet for disse tilstan-
dene ved vart laboratorium. Av disse ni pa-
sientene var det heller ingen som rapporterte
om alvorlige symptomer som kraftig kval-
me/oppkast eller diaré. Slike symptomer
kunne man anta at pasienter med laktose-
malabsorpsjon ville oppleve ved inntak av
laktosemengder tilsvarende sa mye som en
liter melk. Studier fra andre laboratorier in-
dikerer at gentesten ikke nedvendigvis fanger
opp alle de som tolererer melk, da melketo-
lerante populasjoner er beskrevet som nega-
tive pa C/T-13910 (15). Nylig ble ogsa alter-
native enkeltbasevariasjoner som gir melke-
toleranse publisert (16), og disse nye
enkeltbasevariasjonene ikke blitt undersekt i
dette studiet. Av disse ni pasientene som var
positive pa laktosebelastningen og negative
pa gentesten, var det imidlertid ingen med
utenlandske navn. Og i den grad navn kan
benyttes som mal pa etnisitet, virker det som
om annen genetisk bakgrunn ikke kan vaere
arsak til falskt negative SNP-analyser i var
studie. Fem personer hadde positiv gentest,
men negativt belastningsresultat. Det kan
spekuleres i om annen genetisk bakgrunn
kan vaere arsak til falskt negative laktose-
belastninger i var studie, da to av disse fem
hadde utenlandske navn. Det er viktig a leg-
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ge merke til at gentesten nedvendigvis vil
vere positiv for en andel asymptomatiske
personer, av enhver etnisitet, dersom disse
testes. I forbindelse med en asymptomatisk
persons reaksjon pa analysesvaret, kan en
positiv gentest sammenliknes med tradisjo-
nelle falskt positive analysesvar, da positive
analysesvar kan resultere i (ubegrunnede)
endringer 1 eget og familiens kosthold.
Asymptomatiske pasienter skal derfor testes
pa godkjent genetisk laboratorieavdeling og
f4 genetisk veiledning. Korrelasjonen mel-
lom analyse pa C/T-13910 polymorfismen
og tradisjonelle belastningsmetoder er blitt
studert ogsa av andre. Det er generelt godt
samsvar mellom CT- eller TT- genotypen og
glukosemaling etter belastningsassayet, mens
resultatet for CC-genotypen og laktosemal-
absorpsjon har gitt noe mer variert resultat i
noen studier (17, 18) og i var studie. Sam-
svar med CC-genotype og laktosemalab-
sorpsjon er imidlertid bedre nir man sam-
menlikner med méling av H, 1 utpust (10,
19). Her var ogsa samsvaret godt med CT-
og TT-genotypen og laktosetoleranse (10,
19). I en britisk studie hvor tre forskjellige
malemetoder etter laktosebelastning ble sam-
menliknet med genotyping, var korrelasjo-
nen fullstendig for personer av nordeuro-
peisk etnisitet (20). I to andre studier av be-
folkningen i Sardinia og en populasjon i
Osterrike, ble genotypiske variasjoner sam-
menliknet med H, pusteprove og glukose-
méling. Her var det narmest fullstendig
samsvar med en kombinasjon av de indirekte
maélingene og genotypingen (21, 22). Spesi-
fisiteten og sensitiviteten for glukosemaling
alene, er tidligere blitt estimert til 77—96 %.
I et studie av Krasilnikoff (23), ble det kon-
kludert med at diagnosen laktoseintoleranse
var feil for 30 % av barna som ble testet med
glukosemaling. Ventrikkelretensjon er blitt
lansert som &rsaken til sdpass mange falskt
positive svar (24). Ogsa opptil 24 % falskt
negative svar er blitt rapportert for glukose-
maélingsmetoden (12). Som glukoseméaling
er ogsd méling av H, i utpust en indirekte
maélemetode der nedbrytning av laktose gjen-
nom tarmens bakterieflora gir grunnlag for
H, mélingene. Den eneste direkte méleme-
toden som finnes for laktasemangel, er pa-
visning av laktaseenzymaktivitet i tarmbiop-
sier. Denne metoden er generelt akseptert som
gullstandarden, men ofte er det ikke praktisk
mulig (eller onskelig) & innhente slike pa-
sientprover. Sammenlikningsstudier som
har vist utmerket samsvar mellom gentesten
og laktaseaktivitet i biopsier er blitt publisert
(25). Disse studiene er blitt gjennomfert i
finske og afrikanske populasjoner (25) og
indikerer at gentesten kan fungere som full-
god erstatning for de tradisjonelle metodene
i var del av verden. Dette inntrykket forster-
kes av at kombinasjoner av fenotypiske tes-
ter ogsd gir utmerket samsvar med geno-
typing. Gentesten pa C/T-13910 er enkel a
utfore i de laboratorier der det finnes utstyr
for genetisk analyse, og analysen krever

Tabell 1 Fordeling av genotyper og diffe-
ranse i glukosekonsentrasjon (mmol/l) etter
inntak av laktose

Glukose < 1,4 Glukose > 1,4

CC-genotype 19 5
TC/TT-geno-
type 9 104

bare en biologisk preve som inneholder cel-
ler med cellekjerne. Analysen er ogsa mer
pasientvennlig enn laktosebelastning da inn-
tak av store mengder laktose unngés. Den er
heller ikke pavirket av andre sykdomstil-
stander som celiaki eller biologiske varia-
sjoner som ventrikkelretensjon. Likevel,
siden bade tolerante populasjoner uten til-
svarende C/T-13910 genotype, og alternati-
ve enkeltbasevariasjoner er beskrevet, er det
grunn til & tro at genotypingens storste verdi,
i forste omgang, vil veere i kombinasjon med
tradisjonelle belastningstester eller enzym-
malinger. Diagnostikken for de pasienter
som havner i grdsonen ved fenotyping, kan
bedres gjennom analyse pa C/T-13910. I til-
legg kan pasienter med fenotypisk intole-
ranse og CT- eller TT-genotype vurderes for
analyse med henblikk pa celiaki, eller andre
sekundaere arsaker til laktoseintoleransen.
Likeledes kan pasienter som har milde til
neglisjerbare symptomer (fenotypisk tole-
ranse), men CC-genotype oppmuntres til okt
arvakenhet i forhold til fremtidig forverring
av mage- og tarmsymptomene og eventuelt
péfelgende kostholdstilpasning.
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