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1. Einleitung

Der primadre adulte Laktasemangel stellt weltweit den haufigsten erblichen
Enzymmangel des Menschen dar und folgt einem autosomal-rezessiven Erbgang.
Etwa zwei Drittel der Weltbevélkerung sind von der Enzymdefizienz betroffen
(Rasinperé et al. 2004). Kennzeichnend fur den primaren adulten Laktasemangel ist
eine genetisch determinierte Abnahme der Laktaseexpression der Blrstensaum-
zellen der Dinndarmmukosa, die Ublicherweise bis zum Beginn des Erwachsenen-
alters abgeschlossen ist (Sahi 1994). Der resultierende Enzymmangel fuhrt nach
oraler Aufnahme von Laktose zu einer Laktosemalabsorption und kann Symptome
einer Laktoseintoleranz bedingen.

Das Beschwerdebild der Laktoseintoleranz ist unspezifisch und umfasst sowohl
gastrointestinale als auch systemische Manifestationen (Campbell et al. 2005). Fur
den Ausschluss einer Laktoseintoleranz als Ursache gastrointestinaler Symptome
eignen sich verschiedene diagnostische Verfahren. In der klinischen Praxis kommen
dabei Ublicherweise Verfahren zum Einsatz, die mit einer Laktosebelastung des
Patienten verbunden sind.

Die geographische Verbreitung des primaren adulten Laktasemangels schwankt
weltweit und innerhalb Europas erheblich. Tendenziell lassen sich in Europa
geographische Verteilungsmuster mit der Ausbildung von Gradienten erkennen.
Bisherige Pravalenzdaten wurden gréfitenteils auf der Grundlage konventioneller
diagnostischer Verfahren erhoben.

Im Jahr 2002 identifizierten Enattah et al. eine DNA-Variante (LCT-13910CC) in
einem Intron des MCM6-Gens, die eine nahezu vollstandige Assoziation mit dem
Auftreten des primdren adulten Laktasemangels zeigte (Enattah et al. 2002).
Weiterfilhrende Studien bestétigten, dass durch die Genotypisierung dieser DNA-
Variante der Nachweis einer genetischen Anlage fir eine Laktoseintoleranz méglich
ist (Rasinperé et al. 2004). FortfUhrend wurde die Einbindung des genetischen Tests
in ein neues Konzept des diagnostischen Vorgehens bei dem Verdacht einer

Laktoseintoleranz vorgeschlagen (Matthews et al. 2005).

1.1 Historische Synopsis

Zu Beginn des 20. Jahrhunderts wurden Laktose wie auch andere Kohlenhydrate als

mdgliche Faktoren in der Pathogenese der Diarrhoe angenommen (Jacobi 1901).
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1921 stellte Howland die Vermutung auf, dass dieser Beobachtung ein Mangel an
Fermenten des Verdauungstraktes zugrunde liegen muss (Howland 1921). 1963
bestétigten zwei Arbeitsgruppen unabhangig voneinander einen isolierten Rickgang
der Laktaseaktivitat bei einem Teil der Menschheit (Auricchio et al. 1963, Dahlqvist et
al. 1963). Dieser bei gesunden Probanden nachgewiesene Rickgang konnte von
dem 1959 beschriebenen kongenitalen Laktasemangel (Holzel et al. 1959) und
jenem sekundaren Laktasemangel infolge von Erkrankungen des Dinndarms
abgegrenzt werden. Etwa zeitgleich wurde erstmals die Auffassung publiziert, dass
diese Variabilitdt der Laktaseaktivitdt einen genetischen Polymorphismus
reprasentiert (Bayless und Rosensweig 1966) und den Sachverhalt des priméren
adulten Laktasemangels beschreibt. Simoons hielt den primaren adulten
Laktasemangel angesichts seiner weltweit hohen Pravalenz fiur den evolutionéar
urspringlichen Phanotyp bzw. die Wildtypanlage (Simoons 1970). Der Nachweis
eines Laktasemangels bei nahezu allen adoleszenten S&ugetieren unterstitzte diese
Hypothese. Durch Anwendung der klassischen Verfahren der formalen genetischen
Analyse wurde der Nachweis eines autosomal-rezessiven Vererbungsmodus des
primaren adulten Laktasemangels erbracht (Sahi et al. 1973, Sahi 1974). 1991 wurde
die Struktur des Laktasegens auf dem langen Arm des Chromosoms 2 (2p21q)
veroffentlicht (Boll et al. 1991) und 2002 identifizierten Enattah et al. einen
Einzelnukleotidpolymorphismus in einem Intron des MCM6-Gens an Position LCT-
13910, der nahezu vollstdndig mit dem primaren adulten Laktasemangels assoziiert
ist (Enattah et al. 2002).

1.2 Klassifikation des Laktasemangels

Samtliche Formen des Laktasemangels filhren infolge der Unfahigkeit, Laktose im
Intestinum enzymatisch zu spalten, zu einer Laktosemalabsorption. Es werden die
primdren, vorrangig genetisch bedingten Formen von sekunddren Formen infolge
von Erkrankungen mit Beteiligung des Dinndarms unterschieden.

Zur Gruppe der primdren Formen zahlen der kongenitale Laktasemangel, der
entwicklungsbedingte Laktasemangel und der primére adulte Laktasemangel.

Der weltweit extrem seltene autosomal-rezessiv vererbte, kongenitale
Laktasemangel beruht auf Mutationen innerhalb des Laktasegens LCT (Kuokkanen

et al. 2006) und ist durch ein vollstdndiges Fehlen des Enzyms gekennzeichnet.



Klinisch imponieren sofort einsetzende Beschwerden nach der erstmaligen
Aufnahme von Muttermilch (Savilahti et al. 1983).

Der entwicklungsbedingte Laktasemangel findet sich bei Frihgeborenen und
zeichnet sich durch einen voriibergehenden Mangel an Laktase aus infolge einer
intrauterin erst in den letzten Wochen der Schwangerschaft beginnenden Synthese
des Enzyms.

Der primédre adulte Laktasemangel wird autosomal-rezessiv vererbt und ist bei
weitem die haufigste Ursache einer Laktasedefizienz. Er ist durch eine kontinuierliche
Abnahme der Laktaseaktivitdt nach Beendigung der Stillperiode gekennzeichnet.
Allen Formen des priméaren Laktasemangels sind eine bestehende Integritat der
Dinndarmepithelzellen sowie der ausschliellich isolierte Mangel an Laktase ohne
Beeintrachtigung weiterer Disaccharidasen des Dinndarms gemeinsam.

Der sekundare Laktasemangel tritt bei Erkrankungen auf, die mit einer Schadigung
des Dunndarmepithels einhergehen (Sprue, M. Crohn, strahlen- bzw. medikamentds
induzierte Enteritis, Mukosa-Infektionen etc.). Neben dem histologischen Nachweis
einer Lasion des Dunndarmepithels lassen sich im Regelfall eine verminderte
Aktivitdt weiterer Disaccharidasen der Birstensaumzellen der Dunndarmmukosa
nachweisen (Flatz und Rotthauwe 1977). Der sekundare Laktasemangel ist prinzipiell
nach Therapie der zugrunde liegenden Erkrankung und Wiederherstellung der
Integritat der DUnndarmmukosa reversibel.

Die mit einem absoluten oder relativen Laktasemangel einhergehende Unféhigkeit,
grollere Mengen an Laktose spalten zu kdnnen, muss primar keinen krankhaften
Zustand darstellen. Bei Beschwerdefreiheit wird daher deskriptiv der Begriff
Laktosemalabsorption verwendet, wahrend der Terminus Laktoseintoleranz jenen
Féllen vorbehalten ist, denen eine symptomatische Laktosemalabsorption zugrunde

liegt.

1.3 Physiologie und Pathophysiologie der Laktosemalabsorption

Laktose (Beta-Galaktose-1,4-glukose) ist das Hauptkohlenhydrat der Milch. In der
Natur erscheint das Disaccharid als spezifischer Bestandteil der Muttermilch von
Sdugetieren. Der Gehalt an Laktose differiert innerhalb verschiedener
Saugetierspezies und liegt beim Menschen bei ca. 7,0 g/100 ml, in der Kuhmilch bei
ca. 4,7 g/100 ml (Palmiter 1969). In der traditionellen Nahrung der europdischen

Bevdlkerung sind ca. 5 % der taglich konsumierten Kohlenhydrate Laktose (Leil3
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2005). Erhebliche Laktosemengen finden sich weiterhin in zahlreichen, aus Milch
hergestellten Produkten (Moore 2003).

Die Verwertung oral aufgenommener Laktose erfordert die hydrolytische Spaltung in
ihre Konstituenten D-Glukose und D-Galaktose, da nur diese im Dinndarm resorbiert
werden kénnen. Dieser Schritt wird durch das Enzym Laktase-Phlorizin-Hydrolase
(LPH) katalysiert, bei dem es sich um ein integrales Membranprotein in der
Blrstensaummembran des differenzierten Diinndarmepithels handelt (Mantei et al.
1988).

LPH kann ab der achten Schwangerschaftswoche in den Bulrstensaumzellen der
Dinndarmmukosa nachgewiesen werden, wobei sich ein signifikanter Aktivitats-
anstieg des Enzyms erst in den letzten Wochen der Schwangerschaft vollzieht. Das
Enzym ist Uber die gesamte Lange des Dinndarms nachzuweisen und zeigt
hinsichtlich seiner Aktivitat eine charakteristische lokale Verteilung. Sie ist gering im
Duodenum und steigt abrupt im Jejunum an, wo die héchste Aktivitdt zu messen ist.
Im lleum sind dagegen nur geringe Enzymaktivitdten nachweisbar (Auricchio et al.
1963). Auch die vertikale Verteilung der Laktaseaktivitat stellt sich nach einem
charakteristischen Muster dar. Die Expression von LPH Il&sst sich nahezu
ausschlieBlich in den Villi des Dinndarms nachweisen mit tendenziell héchsten
Aktivitaten in den mittleren und oberen Anteilen (Nordstrém und Dahlqgvist 1973).
LPH weist zwei hydrolytische Einheiten auf. Wahrend die Laktase (Beta-D-
Galaktosid-Galaktohydrolase) das Disaccharid Laktose spaltet, fuhrt die Phlorizin-
Hydrolase (Glykosyl-N-Acylsphingosin-Glukohydrolase) zur Hydrolyse von Beta-
Glykosylceramiden. Letztere konnten als Zellwandbestandteile einiger Pilze und
Pflanzen nachgewiesen werden.

Nach der Spaltung von Laktose erfolgt die Resorption von Glukose und Galaktose
auf der apikalen Seite der Enterozyten durch einen Na/Glukose-Kotransporter
(SGLT1) und ihre Abgabe in das Blut am basolateralen Zellaspekt durch passive
Diffusion mittels des Glukosetransporters Typ 2 (GLUT 2) (Abbildung 1.1). Wahrend
Glukose zur sofortigen systemischen Verwertung zur Verfigung steht, wird
Galaktose als Substrat mit toxischer Potenz in der Leber hauptséchlich zu Glukose

metabolisiert.
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Abbildung 1.1: Physiologie der Laktoseabsorption (SGLT1: Natrium-abhdngiger
Glukose-1-Transporter; GLUT2: Glukose-2-Transporter).

Bei Individuen mit ausreichend hoher intestinaler Laktaseaktivitat ist der Konsum von
laktosehaltigen Lebensmitteln ohne Entwicklung von Beschwerden mdglich.

Im Falle eines Laktasemangels fuhrt der Verzehr laktosehaltiger Lebensmittel zu
unspezifischen abdominalen und systemischen Symptomen. Ursachlich liegt eine
unzureichende Hydrolyse der oral aufgenommenen Laktose im Dinndarm vor,
wodurch die nicht resorbierbaren Laktosemolekile in den Dickdarm gelangen. Dort
sind zwei pathophysiologische Vorgénge fir die Entstehung des Beschwerdebildes
der Laktoseintoleranz wesentlich (Abbildung 1.2): Zum einem fuhrt die Akkumulation
von Laktose im Dickdarm zu einer Erhdhung des osmotischen Druckes mit
Flissigkeitsretention, nach Iluminal gerichteter Flissigkeitsverlagerung und
konsekutiver osmotischer Diarrhoe (Lloyd und Olsen 1995). Zum anderen erfolgt
durch die ansassige Kolonflora eine Vergarung der unhydrolysierten Laktose zu
kurzkettigen Fettsduren, Kohlenstoffdioxid (CO2), Wasserstoff (H2) und in einigen
Fallen die weiterfiihrende Reduktion von CO2 zu Methan (CH4). Begleitend treten
eine Reihe von toxischen Metaboliten des bakteriellen Stoffwechsels auf. Die
bakterielle Gasbildung in Form von CO2 und H2 fihrt zu Flatulenz und Meteorismus,
die Resorption toxischer Metabolite wird mit den systemischen Beschwerden
assoziiert (Matthews und Campbell 2000). In seltenen Fallen ist eine Obstipation zu
beobachten, die wahrscheinlich auf die bakterielle Bildung von Methan
zurtckzufuhren ist. Tierversuche zeigten, dass die Ingestion von Methan zu einer

Verlangerung der orozdkalen Transitzeit fuhrt (Pimentel et al. 2006).
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Abbildung 1.2: Pathophysiologie der Laktosemalabsorption.

1.4 Klinik der Laktosemalabsorption

Die auftretenden Symptome nach Aufnahme laktosehaltiger Lebensmittel sind
unspezifisch und umfassen Abdominalschmerzen, Borborygmen, Flatulenz und
Diarrhoen, gelegentlich auch Obstipationen. Ferner wurde Uber eine Reihe
systemischer Beschwerden berichtet, deren Ursache toxische Metabolite sein sollen,

die im Zuge der bakteriellen Verstoffwechslung von Laktose entstehen (Tabelle 1.1).



Tabelle 1.1: Gastrointestinale und systemische Manifestationen der Laktose-

intoleranz, aufgelistet nach absteigender Haufigkeit (Campbell et al. 2005).

Abdominale Symptome Systemische Symptome
Abdominalschmerzen Kopfschmerzen
Borborygmen Konzentrations-und Gedéachtnisstérungen
Flatulenz Mudigkeit
Diarrhoen Muskelschmerzen
Ubelkeit Gelenkschmerzen und/und -schwellung
Erbrechen Allergien

Ekzem

Pruritus

Rhinitis

Sinusitis

Asthma

Herzrhythmusstérungen

Ulzera der Mundschleimhaut

Eine Vielzahl von Studien beschéftigte sich mit den Ursachen der variablen
interindividuellen Symptomauspragung bei Patienten mit Laktasedefizienz. Neben
der zugefuhrten Laktosemenge und der Restaktivitdt an Laktase scheinen mit der
oroz6kalen Transitzeit und der absoluten Zahl der Kolonbakterien zwei weitere
Determinanten von Bedeutung zu sein. Es zeigte sich, dass die oroztkale Transitzeit
bei Patienten mit einer Laktoseintoleranz signifikant verklirzt ist im Vergleich zu
Patienten ohne Laktoseintoleranz (Vonk et al. 2003). Ebenso scheint die absolute
Zahl an Kolonbakterien den Beschwerdegrad derart zu beeinflussen, dass mit
steigender Bakterienzahl die Fermentationskapazitdt der Bakterien zunimmt bei
gleichzeitiger Abnahme des Schweregrades der Symptomatik (Zhong et al. 2004).

Eine gemaligte Toleranzsteigerung von laktasedefizienten Probanden nach
Aufnahme moderater Laktosemengen Uber einen langeren Zeitraum scheint durch
Adaptationsvorgdnge der Kolonflora begrindet zu sein. Diese beinhalten eine
gesteigerte Bildung kurzkettiger Fettsduren zugunsten einer verringerten Gasbildung
wéhrend des bakteriellen Vergérungsprozesses sowie einen Anstieg der bakteriellen

Beta-Galaktosidaseaktivitdt mit vermehrter Spaltung der osmotisch wirksamen




Laktoselast in die Konstituenten Glukose und Galaktose (Hertzler und Savaiano
1996). Die intestinale Laktaseaktivitdt des Menschen lasst sich im Gegensatz zur
bakteriellen Beta-Galaktosidaseaktivitat substratabhdngig nicht steigern (Rosensweig
1971, Gilat et al. 1972).

Die Reduzierung des Konsums von Milch und Milchprodukten als wesentliche
Kalziumquelle in der taglichen Ernahrung fihrte zur Annahme mdglicher
Beeintrachtigungen des Knochenstoffwechsels bei Patienten mit einem priméren
adulten Laktasemangel. Einige Studien kamen zum Ergebnis, dass der primare
adulte Laktasemangel mit einer Senkung des Mineralgehaltes der Knochen
assoziiert sein kann und fir eine Osteoporose pradisponiert (Segal et al. 2003,
Obermayer-Pietsch et al. 2004). Der strikte Verzicht auf Milchprodukte als potenzielle
Kalziumquelle sollte daher individuell abgewogen werden, da die Mehrheit
laktasedefizienter Patienten taglich eine Laktosemenge entsprechend 240 ml Milch
gut toleriert (Suarez et al. 1995). Ferner konnte nachgewiesen werden, dass die
Laktosemalabsorption zu keiner wesentlichen Beeintrachtigung der Resorption
anderer Nahrstoffe fihrt (Debongnie et al. 1979).

1.5 Diagnostik der Laktosemalabsorption

Als Referenzmethode in der Diagnostik einer Laktasedefizienz gilt die Messung der
Laktaseaktivitdt mit paralleler Bestimmung des Laktase/Sucrase-Quotienten in
Jejunum-Biopsien (Messer und Dahlqvist 1966). Die Diinndarmbiopsie stellt jedoch in
der Diagnostik der Laktosemalabsorption ein unpraktikables Verfahren zum priméaren
Ausschluss einer Laktoseintoleranz dar. Zu bericksichtigen ist zuséatzlich, dass die
Dunndarmbiopsie zwar als Goldstandard gewertet wird, sie jedoch lediglich an
lokalisierten Arealen die Laktaseaktivitdt misst und demnach die Gefahr falsch-
negativer Ergebnisse in der Ausschlussdiagnostik der Laktoseintoleranz in sich birgt.
Dartiber hinaus ermoglicht sie keine Differenzierung zwischen einer
asymptomatischen und symptomatischen Laktosemalabsorption.

Das haufigste in der Diagnostik von Kohlenhydratmalabsorptionssyndromen
angewendete Verfahren ist der H2-Atemtest. Dieser ist klinisch etabliert in der
Diagnostik einer Kohlenhydratmalabsorption und -unvertraglichkeit (H2-Laktose-
Atemtest, H2-Fruktose-Atemtest, H2-Saccharose-Atemtest, H2-Sorbit-Atemtest),

einer bakteriellen Fehlbesiedlung (H2-Glukose-Atemtest), zur Messung der



orozbkalen Transitzeit (H2-Laktulose-Atemtest) und zur Erfassung eines H2-Non-
Producer-Status (H2-Laktulose-Atemtest).

Wasserstoff-Atemtests basieren auf der Messung von Wasserstoff in der
Exhalationsluft des Patienten nach oraler Gabe von Kohlenhydraten. H2 wird
ausschlieBlich von intestinalen Bakterien produziert, signifikante Mengen solcher H2-
bildenden Bakterien sind beim Gesunden nur im Kolon zu finden. Ein Anstieg der H2-
Konzentration in der Exhalationsluft des Patienten kann somit als Indikator fiir eine
Malabsorption von Kohlenhydraten mit konsekutiver bakterieller Verstoffwechslung
im Kolon herangezogen werden. Etwa 14 % des intestinal produzierten H2 gelangen
dabei durch Diffusion in das Kapillarblut der Darmschleimhaut und werden fortgeleitet
in die Lunge, wo es aufgrund der geringen Léslichkeit im Blut nahezu vollstéandig
abgeatmet wird (Levitt 1969).

Bei bis zu 20 % der Bevdlkerung kommt es nach Gabe einer standardisierten
Laktulosedosis aufgrund der individuellen Zusammensetzung der Kolonflora zu
keinem Anstieg der H2-Exhalation (Gilat et al. 1978, Hammer et al. 1996). Daflr
scheint eine besonders rasche bakterielle Verwertung des anfallenden Wasserstoffs
zu Methan verantwortlich zu sein (Wolin 1981). Um falsch-negative Ergebnisse in der
H2-Atemtest-Diagnostik zu vermeiden, empfiehlt sich daher die kombinierte
Anwendung mit einem Laktulose-H2-Atemtest. Dieser erméglicht den Ausschluss
eines H2-Non-Producer-Status und erhéht so die Sensitivitat der jeweiligen H2-
Atemtests (Hammer et al. 1996).

1.6 Therapie der Laktosemalabsorption

Die Therapie der Laktoseintoleranz beruht vorwiegend auf didtetischen Malinahmen
und erfordert eine ausfihrliche Erndhrungsberatung der Patienten. Bei der Erstellung
von Diatempfehlungen sollte Berucksichtigung finden, dass Patienten mit einer
diagnostizierten Laktoseintoleranz gréRtenteils eine Restaktivitdt an Laktase
besitzen, so dass kleine Laktosemengen beschwerdefrei vertragen werden kénnen.
Die Vertraglichkeitsgrenze fir Laktose sollte daher individuell ermittelt werden, in
dem zunachst fur einige Tage konsequent auf jegliche laktosehaltige Produkte
verzichtet werden sollte, um dann in steigender Menge (zwischen 1 und 8-10 g am
Tag) bis zur individuellen Vertraglichkeitsgrenze laktosehaltige Lebensmittel zu
verzehren. Die Wahl geeigneter Lebensmittel wird seit wenigen Jahren dadurch
erleichtert, dass nach der neuen EU-Richtlinie 2003/89/EG ab November 2005
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Laktose im Zutatenverzeichnis ausgewiesen werden muss. Der durchschnittliche

Laktosegehalt einiger ausgewahlter Lebensmittel ist in der Tabelle 1.2 zusammen

gefasst.

Tabelle 1.2: Laktosegehalt von Milch und Milcherzeugnissen (nach Renner und

Renz-Schauen 1994).

Milch bzw. Milcherzeugnis Laktosegehalt (g pro 100 g)
Konsummilch (Frischmilch, H-Milch) 48-50
Kondensmilch (4-10 % Fett) 9,3-12,5
Molke, Molkegetranke 2,0-5,2
Milchpulver 38,0-51,5
Butter 0,6-0,7
Speisequark (10-70 % Fetti. Tr.) 2,0-8,0
Magerquark 4,1
Joghurt 3,7-5,6
Hart-, Schnitt-, Weichkase <1
Huttenkase (20 % i. Tr.) 2,6
Rahm-, Doppelrahmfrischkése 3,4-4,0

Prinzipiell gelten gesduerte Milchprodukte (Joghurt, Dickmilch, Buttermilch, Quark)
und reifer Kase (Hartkdse, Schnittkdse) als gut vertraglich, da durch die bereits
enthaltenen Milchsdurebakterien (Lin et al. 1998) bzw. durch die Fermentation
wahrend der Kaseherstellung ein Teil der Laktose abgebaut wird. Zudem werden
allgemein fettreiche Milchprodukte besser vertragen als fettarme, da es aufgrund des
hohen Fettanteils der Mahlzeit zu einer verzégerten Magenentleerung und damit zu
einer verlangerten Kontaktzeit zwischen Dinndarmschleimhaut und Chymus kommt.
Um den Genuss von Lebensmitteln zu ermdglichen, bei denen der Laktosegehalt
nicht bekannt ist, empfiehlt sich die Verwendung von Laktasepréparaten, die in Form
von Kautabletten vor der Mahlzeit eingenommen bzw. in Pulverform zu
milchzuckerhaltigen Lebensmittel hinzugefiigt werden kénnen.

Da der tagliche Verzehr von Milchprodukten eine wesentliche Kalziumquelle darstellt,
sollten bei milchfreier Diat weitere potentielle Kalziumquellen in der taglichen

Erndhrung Berlcksichtigung finden, um den fir Erwachsene empfohlenen
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Tagesbedarf von ca. 1000-1200 mg Kalzium zu decken (Schauder und Ollenschlager
2006). Hierzu eignet sich eine Grolizahl von Lebensmitteln (Tabelle 1.3). Kann der
tégliche Kalziumbedarf nicht Uber die Nahrung gedeckt werden, sollte eine
Substitution in Form von Kalziumzitrat in Erwadgung gezogen werden. Generell gilt
jedoch, dass auch Laktosemalabsorber ohne wesentliche begleitende
gastrointestinale Symptomatik ihren Kalziumbedarf Uber verschiedene, im

Laktosegehalt reduzierte Milchprodukte decken kénnen (Suarez et al. 1998).

Tabelle 1.3: Kalziumgehalt ausgewéhlter Lebensmittel.

Lebensmittel Kalzium (mg pro 100 g)

Gemuse*

Grinkohl, roh 160,0

Staudensellerie, roh 80,0

Porree (Lauch), gegart 71,4

Broccoli 100,0

Kohlrabi, roh 66,7
Mineralwasser**

Meisterperle 61,8

Stephensbrunnen, Salzgitter 59,6
Nusse, Samen ***

Erdnisse 40,0

Haselnisse 225,0

Pistazienkerne 130,0

Sesamsamen 783,0

*Schauder und Ollenschléger 2006; ** Aign et al. 2007; *** Klein et al. 1993

1.7 Priméarer adulter Laktasemangel

Der priméare adulte Laktasemangel zeichnet sich durch eine postnatale Abnahme der
Laktaseaktivitat der Blrstensaumzellen der Dinndarmmukosa aus und stellt unter
den verschiedenen Formen des Laktasemangels die bei weitem h&aufigste Ursache

einer Laktoseintoleranz dar.
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Untersuchungen zum primédren adulten Laktasemangel belegen, dass sich bei
nahezu allen Saugetieren wahrend der Stillperiode die héchsten Laktaseaktivitaten
zeigen, gefolgt von einer altersabhangigen sukzessiven Abnahme der Laktase-
expression (Simoons et al. 1978, Flatz 1987). Auch beim Menschen ist dieser
Ruckgang der Enzymaktivitat groBtenteils zu verzeichnen. Es zeigen sich jedoch
populationsabhangig Ausnahmen von dieser Regel. Mehrheitlich weisen Europide
sowie einige isolierte afrikanische Stdmme zeitlebens hohe Laktaseaktivitdten
(Laktasepersistenz) auf (Scrimshaw und Murray 1988). Hierbei zeigt sich, dass beim
primdren adulten Laktasemangel im Vergleich zur Laktasepersistenz ein Rickgang
der Laktaseaktivitdt um etwa das Zehnfache vorliegt (Villako und Maaroos 1994).
Intensitat und Frequenz der Symptome von Patienten mit einem primé&ren adulten
Lakatasemangel variieren interindividuell erheblich (Cavalli-Sforza und Strata 1987,
Suarez et al. 1995). In den meisten Fallen ist der Verzehr von etwa 240 ml Milch pro
Tag, entsprechend 12,5 g Laktose, beschwerdefrei mdglich (Hertzler et al. 1996). Bei
einem Teil der laktasedefizienten Patienten kénnen jedoch bereits geringere Mengen
Laktose zu Symptomen flhren (Suarez et al. 1997). Bemerkenswert ist zudem, dass
sich im Fall des priméren adulten Laktasemangels starke populationsabhangige
Schwankungen hinsichtlich des Manifestationsalters zeigen. Wahrend in
Populationen mit einer hohen Prévalenz Beschwerden bereits in den ersten Jahren
nach der Geburt auftreten (Keusch et al. 1969, Kretchmer et al. 1971), setzt das
Vollbild der klinischen Symptomatik in Bevdélkerungsgruppen mit einer geringen
Pravalenz in der Regel nicht vor Beginn der Adoleszens ein (Sahi und Launiala
1978).

Eine im Jahr 2002 verdffentlichte Publikation wies einen Einzelnukleotid-
polymorphismus etwa 14 Kilobasen vor dem Startkodon des Laktasegens LCT im
Intron 13 des MCM6-Gens nach, der eine nahezu vollstédndige Assoziation mit dem
Auftreten des primdren adulten Laktasemangels zeigte (Enattah et al. 2002). Eine
Studie konnte fir den genetischen Test eine Sensitivitat und Spezifitat von 95 bzw.
100 % im Vergleich zur Referenzmethode der Diinndarm-biopsie belegen (Rasinpera
et al. 2004). Die Aufnahme des genetischen Tests in ein neues diagnostisches
Konzept beim Verdacht einer Laktoseintoleranz wurde daraufhin empfohlen
(Matthews et al. 2005). Dieses Konzept sieht fir den primaren Ausschluss einer

Laktoseintoleranz die Durchfiihrung des genetischen Tests vor.
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1.7.1 Epidemiologie

Der primare adulte Laktasemangel ist der haufigste erbliche Enzymmangel des
Menschen und betrifft etwa zwei Drittel der Weltbevdlkerung (Rasinpera et al. 2004).
Bei der Betrachtung der vorliegenden Pravalenzdaten muss Berucksichtigung finden,
dass diese hauptsédchlich auf der Basis oraler Laktosetoleranztests beruhen. Fir
diese konventionellen diagnostischen Verfahren besteht derzeit keine einheitliche
Verfahrensweise. Dennoch lassen die bisher erhobenen Populationsstudien
Erhebungen charakteristischer Verteilungsmuster der adulten Form des
Laktasemangels zu (Flatz und Rotthauwe 1977).

Die geographische Verteilung des primaren adulten Laktasemangels ist uneinheitlich.
Die weltweit geringsten Pravalenzen finden sich in Nord- und Zentraleuropa sowie in
der weilden Bevélkerung européischer Abstammung in Nordamerika und Australien
sowie Neuseeland. Die hdéchsten Pravalenzen lassen sich in zentralafrikanischen
Populationen und in den sud&stlichen Gebieten Asiens nachweisen. Innerhalb
Europas findet sich eine charakteristische geographische Verteilung des genetischen
Polymorphismus mit einem Nord-Sud-Gefélle. Die Préavalenzen variieren zwischen 1
und 7 % in den skandinavischen Landern (Gudmand-Hoyer et al. 1969, Dahlqvist
und Lindquist 1971) und werden mit bis zu 80 % in den Mittelmeerregionen
angegeben (Rinaldi et al. 1984). Innerhalb Deutschlands zeigt sich ein &hnliches
Verteilungsmuster, wobei der Anteil der adulten Form des priméaren Laktasemangels
in den nordwestlichen, stdlichen und 6stlichen Gebieten bei 6-9, 13-14 bzw. 22 %
liegen soll (Flatz et al. 1982).

In Ostasien wurden besonders hohe Pravalenzen gefunden. In Thailand und Vietnam
lag der Anteil der adulten Form des priméaren Laktasemangels bei 100 % (Flatz und
Saengudom 1969, Anh et al. 1977), in Indonesien bei 91 % (Surjono et al. 1973). In
Nordafrika und im arabischen Raum werden Pravalenzen von etwa 75 % angegeben
(O'Morain et al. 1978, Nasrallah 1979, Hussein et al. 1982, Hijazi et al. 1983).
Populationsstudien in Zentralafrika zeigten Pravalenzen tUber 90 % (Kretchmer et al.
1971, Elliott et al. 1973). Hohe Frequenzen lassen sich auch in einheimischen
Bevolkerungsgruppen Nord- und Stddamerikas mit bis zu 100 % bei Populationen
indianischer Abstammung (Newcomer et al. 1977) bzw. 82 % bei kanadischen
Eskimos nachweisen (Ellestad-Sayed et al. 1978). In der afroamerikanischen

Bevolkerung liegt die Pravalenz bei 80 % (Bayless et al. 1975). In der
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nordamerikanischen weillen Bevdlkerung européischer Abstammung finden sich
Pravalenzen vergleichbar jener Nord- und Mitteleuropas (Newcomer und McGill
1967, Bedine und Bayless 1973). Deutliche lokale Abweichungen lassen sich bei
Nomaden-Stdmmen auf der arabischen Halbinsel und Afrika antreffen, bei denen
sich Pravalenzen in der Gréf3enordnung von 20 % zeigen (Kretchmer et al. 1971,
Cook und Al-Torki 1975).

1.7.2 Molekulare Genetik

Das humane Laktase-Gen LCT befindet sich auf Chromosom 2 (Kruse et al. 1988)
und umfasst eine Lange von etwa 50 kb (Boll et al. 1991). Das Gen beinhaltet 17
Exons (Boll et al. 1991). Die Translation des mRNA-Transkriptes fuhrt zu einer 1927
Aminosauren umfassenden Vorstufe der nativen LPH, der Pre-Pro-LPH (Mantei et al.
1988), die postranslational durch Glykosylierung sowie proteolytische Abspaltung von
Teilsequenzen (Jacob et al. 1996) zur nativen LPH, einem transmembrandsen
Glykoprotein aus 1059 Aminosauren, modifiziert wird. Innerhalb der Pre-Pro-LPH
lassen sich vier homologe Regionen nachweisen, die aminoterminal durch ein
Signalpeptid und karboxyterminal durch einen Membrananker flankiert werden. Die
19 Aminoséauren lange Pré-Sequenz der Enzymvorstufe wird durch das N-terminale
Signalpeptid gebildet, die benachbarten zwei N-terminalen, homologen Regionen
von 849 Aminosduren Lange bilden die Pro-Sequenz (Mantei et al. 1988). Im
Rahmen der posttranslationalen Modifikation wird im endoplasmatischen Retikulum
die Pre-Pro-LPH durch Abspaltung des Signalpeptids, das die Translokation von den
Ribosomen in das endoplasmatische Retikulum steuert, in die Pro-Form tberfuhrt. Im
selben Kompartiment erfolgt danach eine Dimerisierung der Pro-Form und in einem
weiteren Schritt in Form der Abtrennung der zwei N-terminal nahen, homologen
Regionen die Entfernung der Pra-Sequenz. Sie besitzt im Gegensatz zu den
benachbarten, C-terminal nahen homologen Sequenzen keine katalytische Aktivitat
(Naim et al. 1995), sondern Ubernimmt wahrscheinlich die Funktion eines
intramolekularen Chaperons zur Steuerung der Proteinfaltung der Pro-LPH
(Oberholzer et al. 1993, Naim et al. 1994, Jacob et al. 2002). Im Rahmen der
weiteren posttranstranslationalen Modifikation erfolgt im Golgi-Apparat die N- sowie
O-Glykosylierung des Proteins und wahrend des Transportes zur Birstensaum-
membran der Enterozyten eine finale N-terminale Modifikation. Glykosylierung und

Dimerisierung des Proteins stellen eine Voraussetzung fur die Entfaltung der
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enzymatischen Aktivitat der LPH dar (Naim und Lentze 1992). Die verbliebenen zwei
homologen Regionen der LPH bilden die beiden katalytischen Zentren des Enzyms,
wobei die Laktase-Aktivitat bei Glutamat 1749 und die Phlorizin-Hydrolase-Aktivitat
bei Glutamat 1273 lokalisiert ist (Zecca et al. 1998). Das native Glykoprotein ist Uber
das C-terminale Ende in der Lipiddoppelschicht der apikalen Blrstensaummembran
des Dunndarmepithels verankert, der Hauptteil des Molekiils projiziert sich in das
Dinndarmlumen (Mantei et al. 1988).

Die Aufklarung der molekularen Mechanismen des priméren adulten Laktasemangels
war Gegenstand zahlreicher Publikationen und ist derzeit nicht abgeschlossen.
Sequenzanalysen des LPH-Gens und des mRNA-Molekiils bei laktasedefizienten
Patienten und Patienten mit Laktasepersistenz zeigten identische Nukleotid-
sequenzen innerhalb beider Gruppen (Boll et al. 1991). Weiterhin unterscheidet sich
die LPH bei laktasedefizienten Individuen nicht vom Protein bei Menschen mit
Laktasepersistenz (Potter et al. 1985). Die mit einer hohen Laktase-mRNA-
Expression einhergehende gesteigerte Laktaseaktivitdt in humanen Didnndarm-
biopsien erbrachte den Nachweis einer vorrangigen Regulierung auf der
Transkriptionsebene (Montgomery et al 1991). Gleiche Ergebnisse erbrachten
zahlreiche Tierexperimente (Buller et al. 1990, Torp et al. 1993, Lacey et al. 1994).
Genetische Analysen zeigten hierbei eine héchst konservierte Sequenz aus 150 bp
in der proximalen Promotorregion des LPH-Gens mit drei cis-regulierenden
Elementen, die potentielle Bindungsstellen fiir Transkriptionsfaktoren darstellen. In
Transfektionsexperimenten mit Caco 2-Zellen fuhrte die Bindung dieser Faktoren zu
einer Steigerung der Promotoraktivitdt (Mitchelmore et al. 2000, Fang et al. 2001).
Die Feststellung, dass der proximale Promotor in vitro lediglich zu einer Zunahme
der Laktase-Expression auf geringem Niveau fahig ist (Troelsen et al. 1992), liel
weitere transkriptionsregulierende Sequenzen auflerhalb der proximalen Promotor-
region vermuten.

Sequenzanalysen fihrten dann zur Identifizierung eines Einzelnukleotidpoly-
morphismus, der eine sehr ausgeprégte Assoziation mit dem Auftreten des priméren
adulten Laktasemangels in einer finnischen Kohorte zeigte (Ennatah et al. 2002).
Dieser Einzelnukleotidpolymorphismus befindet sich 13910 Basenpaare vor dem
Startkodon des Laktasegens (LCT-13910). Die Genotypen LCT-13910CT bzw. LCT-
13910TT korrelierten hierbei mit einer Laktasepersistenz, wahrend der Genotyp LCT-

13910CC mit dem priméren adulten Laktasemangel assoziiert war. In einer Studie
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konnte entsprechend der drei mdglichen Genotypen eine trimodale Verteilung der
Laktaseaktivitat nachgewiesen werden mit den hdchsten Aktivitdten beim Genotyp
LCT-13910TT, den niedrigsten Aktivitditen beim Genotyp LCT-13910CC und
intermediaren Aktivitdten beim Genotyp LCT-13910CT (Rasinperéa et al. 2004). Zu
gleichen Ergebnissen flhrte eine weitere Untersuchung (Kuokkanen et al. 2003).
Experimente mit Caco-2-Zellen konnten der Region um den Einzelnukleotid-
polymorphismus LCT-13190 sowohl bei laktasedefizienten Patienten als auch bei
Menschen mit Laktasepersistenz eine Enhancerfunktion zuweisen (Troelsen et al.
2003). Eine In-vitro-Studie bestatigte diese Ergebnisse, wonach sich die polymorphe
Sequenz an Position LCT-13910 in einem cis-Element befindet, das die
transkriptionelle Aktivierung des Laktase-Promotors beeinflusst (Olds und Sibley
2003). Dabei zeigte sich, dass die Promotoraktivitédt der DNA-Variante LCT-13910C
erheblich schwacher ausféllt als bei vorliegender DNA-Variante LCT-13910T, die mit
einer ausgepragten Bindung von Transkriptionsfaktoren an die Enhancer-Region und
einer konsekutiven Steigerung der Promotoraktivitdt des LPH-Gens um ein
Vielfaches assoziiert war (Troelsen et al. 2003). Derzeit bleibt ungeklart, welche
Transkriptionsfaktoren die Enhancerfunktion der Region um den

Einzelnukleotidpolymorphismus vermitteln (Troelsen 2005).
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2. Zielsetzung

Mit der Identifizierung des Einzelnukleotidpolymorphismus LCT-13910C/T eréffnet
sich die Méglichkeit, durch den Einsatz PCR-basierter Testverfahren die genetische
Anlage fir eine Laktoseintoleranz nachzuweisen (Enattah et al. 2002). Prinzipiell
wirde sich so das Spektrum der diagnostischen Verfahren beim Verdacht einer
Laktoseintoleranz erweitern lassen, ohne den Patienten mit einer oralen
Laktosezufuhr belasten zu missen, wie es bei dem in der klinischen Praxis tGblichen
H2-Laktose-Atemtest der Fall ist. Zuséatzlich wirde der genetische Test eine
Unterscheidung zwischen einem sekunddren und primaren adulten Laktasemangel
bei bestehender Laktoseintoleranz erméglichen. In diesem Zusammenhang wurde
bereits kurz nach der Identifizierung der molekularen Grundlagen der
Laktoseintoleranz die Aufnahme des genetischen Tests in ein neues Konzept des
diagnostischen Vorgehens beim Verdacht einer Laktoseintoleranz vorgeschlagen
(Matthews et al. 2005). Weiterhin wirde sich der Test als methodisches Prinzip zur
Erhebungen von Prévalenzdaten des primaren adulten Laktasemangels eignen.
Umfangreiche Populationsstudien zum primaren adulten Laktasemangel in
Deutschland wurden dagegen zuletzt Anfang der 1980er Jahre erhoben und
basierten hauptséchlich auf konventionellen diagnostischen Verfahren in Form oraler
Laktosetoleranztests (H2-Laktose-Atemtests, biochemische Analytik im Blut nach
Laktosegabe) (Flatz et al. 1982).

Die vorliegende Arbeit hatte folgende Zielsetzungen:

1. Erhebung von Pravalenzdaten des primaren adulten Laktasemangels im
nordostdeutschen Raum in einer Genotypisierungsstudie

2. Untersuchung einer asiatischen Kohorte fur interethnische Vergleichszwecke

3. Vergleichende Untersuchung zweier molekulargenetischer Verfahren (PCR-
RFLP und Real-time-PCR) zum Nachweis der Laktoseintoleranz

4. Untersuchung des diagnostischen Wertes des genetischen Tests im Rahmen
der Routinediagnostik beim Verdacht einer Laktoseintoleranz. Als
Referenzmethode wurde der in der klinischen Praxis etablierte H2-Atemtest

herangezogen.

17



3. Material und Methoden

3.1 Probanden und Patienten

Im Rahmen der diagnostischen Tatigkeit wurden von September 2005 bis Dezember
2006 in der Abteilung fur Gastroenterologie der Klinik fir Innere Medizin des
Universitatsklinikums Rostock 128 Patienten zum Ausschluss einer Laktosemal-
absorption mit einem H2-Atemtest untersucht. Es wurden Geschlecht und Alter
dokumentiert sowie relevante anamnestische Daten (Beschwerden nach Aufnahme
laktosehaltiger Nahrungsmittel, Medikation, Krankheiten, Operationen, Nikotin-
konsum) in einem Fragebogen festgehalten. Die untersuchten Patienten stimmten
nach Aufkldrung durch den untersuchenden Arzt der zusatzlichen genetischen
Untersuchung in schrifticher Form zu. Die Genotypisierung erfolgte mittels
Polymerasekettenreaktion in Kombination mit einer Restriktionsfragmentldngen-
Polymorphismus-Analyse (PCR-RFLP).

Im Rahmen der Untersuchungen zur genetischen Epidemiologie der
Laktoseintoleranz erfolgte die genetische Diagnostik mit 300 anonymisierten DNA-
Proben von Probanden europider Abstammung aus der Region Rostock mittels PCR-
RFLP. Ergénzend wurden 139 dieser DNA-Proben mit einem Real-time-PCR-
Verfahren genotypisiert. Zu interethnischen Vergleichszwecken erfolgten Analysen
zusatzlicher 303 DNA-Proben einer anonymisierten Kohorte sidkoreanischer

Abstammung.

3.2 DNA-Isolierung

Die DNA-Isolierung erfolgte aus EDTA-antikoagulierten Vollblutproben unter
Verwendung eines kommerziellen Kits (QlAamp Blood Kit, Qiagen, Hilden,
Deutschland). Die Isolierung bestand aus folgenden Schritten:

1. 20 pl der Proteaselésung wurden in ein 1,5 ml-Reaktionsgefal} vorgelegt und mit
200 ul EDTA-Vollblut und 200 ul Pufferlésung AL auf einem Vortex (Scientific
Industries, Bohemia,NY, USA) fur 15 s gemischt und danach 10 min bei
56°C fur die Lyse der Zellen inkubiert.

2. Nach kurzer Zentrifugation (Biofuge 13, Heraeus Instruments, Osterode,
Deutschland) erfolgte die Zugabe von 200 pl Ethanol (96-100 %), ein Mischen
(Vortex, 15 s) und eine kurze Zentrifugation.
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3. Die Mischung wurde auf eine Spin-S&ule in einem 2 ml-Auffanggefaf
aufgetragen und anschlieend 1 min bei 8000 rpom (rounds per minute)
zentrifugiert. Dabei vollzog sich die Bindung der DNA an die Matrix der Spin-
Séaule.

4. Das Filterrdhrchen wurde in ein neues Auffanggefald gesetzt und mit 500 pl
Puffer AW1 unter Zentrifugation 1 min bei 8000 rpm gewaschen.

5. Danach wurden 500 pl Puffer AW2 zur Anreicherung der DNA in einem neuen
2 ml-Gefal3 bei 14000 rpm fur 3 min in einer Zentrifuge verwendet.

6. Die Elution der DNA von der Matrix fand mit 100 ul Pufferlésung AE nach
Einsetzen des Filters in ein 1,5 ml-Eppendorfgefal} statt. Bei Raumtemperatur
wurde die Spin-Sdule 1 min inkubiert und danach 1 min bei 8000 rpm
zentrifugiert.

7. Eine Quantifizierung der Nukleinsdurekonzentration mit Hilfe einer
photometrischen Messung bei 260 nm Wellenl&nge sollte in Abh&ngigkeit von
der Leukozytenzahl etwa 3-12 ug DNA pro 200 pl Vollblut (15-60 ng/ul) ergeben.
Die Reinheit der DNA sollte ein Absorptionsverhaltnis (A260/A280) von 1,7-1,9

aufweisen.

3.3 Genotypisierung

3.3.1 PCR-RFLP

Die Analyse des genetischen Polymorphismus LCT-13910 erfolgte mittels
Polymerasekettenreaktion (PCR) und nachfolgender Restriktionsfragmentlangen-
polymorphismus-Analyse (RFLP) nach der Methode von Bining et al. (2003) mit
Modifikationen.

Zur Anwendung kamen zwei verschiedene Thermo-Cycler (Personal Cycler bzw.
Personal T, Biometra, Goéttingen, Deutschland), dazugehérige 0,5 mil-
ReaktionsgefalRe (bio-one, Greiner) und das Taq-PCR-Core-Kit (Qiagen, Hilden,
Deutschland).
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PCR zum Nachweis des LCT-13910-Polymorphismus

Tabelle 3.4: Herstellung von 50 ul Reaktionsansatz fiir die DNA-Amplifikation zum

Nachweis des Einzelnukleotidpolymorphismus LCT-13910.

Substanz

Menge

Genomische DNA

100 ng in 3 pl Puffer

10x PCR-Puffer 5l
(Tris-HCI, KCI, (NH4)2S04, 15 mM MgCly; pH 8,7),

(Qiagen)

dNTP-Gemisch (10 mM, Qiagen) 0,5 ul

Vorwérts-Primer Laktase-13910-F
(5'-GGA TGC ACT GCT GTG ATG AG)
(BioTez GmbH, Berlin, Deutschland)

0,8 ul (20 pmol/l)

Ruckwaérts-Primer Laktase-13910-R
(5"-CCC ACT GAC CTATCC TCG TG)
(BioTez GmbH, Berlin, Deutschland)

0,8 ul (20 pmol/l)

Taqg-Polymerase (Qiagen) 21U (1 ul)
Q-Solution 10
Aqua ster. 29,7l

Tabelle 3.5: Cycler-Bedingungen fiir die DNA-Amplifikation zum Nachweis des

Einzelnukleotidpolymorphismus LCT-13910.

PCR-Zyklus Dauer (min) |Temperatur (°C) | Zykluszahl
Initiale Denaturierung der DNA 5 94 1x
Denaturierung 1 94 30 x
Primer-Annealing 1 61

Extension 1 72

Finale Extension 5 72 1x
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Restriktionsverdau zum Nachweis des LCT-13910-Polymorphismus

Tabelle 3.6: Herstellung des Restriktionsverdaugemisches fiir den Einzelnukleotid-

polymorphismus LCT-13910 und Durchfiihrung des Restriktionsverdaus.

Substanz Menge

PCR-Amplifikat (LCT-13910) 15l

Restriktionsenzym BsmF | (New England Biolabs (NEB), | 1ul (2 1U)
Schwalbach, Deutschland)

Puffer 4 (NEB-Puffer-4, NEB) 2l
Rinderserumalbumin (NEB) 0,2 ul
Aqua ster. 1,8 pl

Inkubation fir 2 Stunden bei 65°C (Unimax 1010, Heidolph, Kehlheim,
Deutschland).

Gelelektrophorese

Die Elektrophorese wurde mit einem 2,5 % Agarose-Standardgel durchgefihrt
(Biozym LE Agarose, Oldendorf, Deutschland). Das Gel wurde pro 85 ml Ansatz mit
3 Ml Ethidiumbromid-Lésung (Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen, Deutschland)
versetzt.

Zu jeweils 15 pl des Restriktionsgemisches wurden 3 ul Probenpuffer (Blue/Orange
6x Loading Dye, Promega, Madison, WI, USA) hinzugeftgt und 15 pl jeder Probe auf
das Gel aufgetragen. 5 ul einer 100-Basenpaar-Leiter (Promega, Madison, WI, USA),
versetzt mit 1 pl Probenpuffer, sowie eine Negativkontrolle wurden mit jeder
Gelanalyse mitgefiihrt. Bei einer konstanten Spannung von 200 Volt wurde die
Elektrophorese fur 15 min mit dem Laufpuffer 1x Borax (10x Borax (19,07 g Borax
pro 1 | Aqua ster.), pH 8,44) durchgefihrt.

Dokumentation

Die Gele wurden auf einem UV-Lichttisch (Transilluminator, Biometra) fotografiert
(GelCam, Polaroid Film Typ 667, Polaroid GmbH, Offenbach, Deutschland) und

ausgewertet.
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PCR-RFLP-Nachweis des Einzelnukleotidpolymorphismus an Position LCT-
13910

Die Amplifikation der Zielsequenz erfolgte mit dem Vorwérts-Primer 5’-GGA TGC
ACT GCT GTG ATG AG sowie dem Rickwarts-Primer 5’-CCC ACT GAC CTA TCC
TCG TG und fuhrte zu einem 448 bp (Basenpaaren) umfassenden PCR-Produkt
(Blning et al. 2003). Das Wildtyp-Allel unterscheidet sich von der Variante lediglich
durch ein Nukleotid. An Position LCT-13910 liegt beim Wildtyp-Allel die Base Cytosin
(LCT-13910C) und bei der Variante die Base Thymin vor (LCT-13910T). Der
Restriktionsverdau mit dem Enzym BsmF | fuhrt bei bestehender Homozygotie fur
das Wildtyp-Allel LCT-13910C zu zwei Fragmenten von 351 und 97 Basenpaaren
Lange. Durch die Variante entsteht eine zusatzliche Schnittstelle fir das
Restriktionsenzym, sodass der 351 Basenpaare umfassende Teilabschnitt in
Fragmente von 253 und 98 Basenpaaren gespalten wird. Homozygotie fur das
Wildtyp-Allel zeigt folglich zwei Fragmente (351 und 97 bp), Homozygotie fur das
veranderte Allel drei Fragmente (253, 98 und 97 bp) und die heterozygote Form vier
Fragmente (351, 253, 98 und 97 bp). Die verschiedenen Restriktionsfragmentmuster
erlauben eine sichere ldentifizierung der drei mdglichen Genotypen LCT-13910CC
(Wildtyp), LCT-13910CT (heterozygoter Anlagetrdger) und LCT-13910TT
(homozygoter Anlagetrager) nach gelelektrophoretischer Auftrennung der Fragmente
(Abbildung 3.3).
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Abbildung 3.3: Nachweis der drei Genotypen des LCT-13910-Polymorphismus.
Dargestellt sind heterozygote Anlagetrédger (Het), ein homozygoter Anlagetréger fiir
die Variante (Hom), die homozygote Wildtyp-Anlage (WT) sowie eine Negativ-

kontrolle.

3.3.2 Real-time-PCR (LightCycler)

Es erfolgte die Amplifikation einer 225 bp umfassenden Zielsequenz unter
Einbeziehung der Region des Einzelnukleotidpolymorphismus an Position LCT-
13910. Zur Anwendung kamen der Vorwérts-Primer MCM6-F 5°-GTT AGA CGG
AGA CGA TCA CG und der Ruckwérts-Primer MCM6-R 5-GCA GGG CTC AAA
GAA CAA TC. Die PCR wurde in LightCycler-Format durchgefihrt.
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Real-time-PCR

Tabelle 3.7: Herstellung von 10 ul Reaktionslésung fir die DNA-Amplifikation zur

Analyse des Einzelnukleotidpolymorphismus LCT-13910 dlber sequenzspezifische

Sonden im LightCycler-Verfahren.

Substanz Menge
Genomische DNA 1 pl

10x PCR-Puffer 1 ul
dNTP-Gemisch 0,2 mmol/L
(Roche Biochemicals)

3 mM MgClI2 0,2 mmol/L
Vorwarts-Primer MCM6-F 0,2 umol/L
(5"-GTT AGA CGG AGA CGA TCA CG)

Ruckwarts-Primer MCM6-R 0,5 umol/l
(5-GCA GGG CTC AAA GAA CAATC)

Tag-Polymerase 11U (0,5 pl)
Dimethylsulfoxid 50 mL/L(Sigma) 0,2 mmol/L
Rinderserumalbumin 500 mg/L (New England BioLabs) 0,2 mmol/L
Sensorsonde (Wildtyp-Sonde) 0,2 umol/L
(5’-TAG CCC CTG GCC TCA-FLU)

(MWG Biotech, Ebersbach, Deutschland)

Ankersonde 0,2 uymol/L
(5’-Cy5.5-AGG AAC TCT CCT CCT TAG GTT GC-PHO)

(MWG Biotech, Ebersbach, Deutschland)

Aqua ster. ad 10 ul
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Tabelle 3.8: LightCycler-Bedingungen fiir die DNA-Amplifikation zur Analyse des
Einzelnukleotidpolymorphismus LCT-13910.

PCR-Zyklus Dauer Temperatur (°C) |Zykluszahl
Initiale Denaturierung der DNA 30s 95 1x
Denaturierung Os 95 45 x
Primer-Annealing 5s 50

Extension 10s 72

Nach dem letzten PCR-Zyklus Messung der Signalemission der Ankersonde unter
kontinuierlicher Temperaturerhéhung des Amplifikats

(Temperaturbereich: 30-80°C; Temperatursteigerung: 0,1°C/s)

Analyse des Einzelnukleotidpolymorphismus LCT-13910 im LightCycler-
Verfahren

Zur Anwendung kamen eine Wildtypsonde und eine Ankersonde. Beide Sonden
waren sequenzspezifisch und enthielten einen Fluoreszenzfarbstoff am 3’- bzw. 5’-
Ende (Wildtyp-Sonde: 5-TAG CCC CTG GCC TCA-FLU, Ankersonde: 5’-Cy5.5-AGG
AAC TCT CCT CCT TAG GTT GC-PHO). Die Wildtypsonde hybridisiert am
Matrizenfragment unter Einbeziehung des Einzelnukleotidpolymorphismus und weist
an Position LCT-13910 die Base Cytosin auf (5-TAG CCC CTG GCC TCA-FLU), die
Ankersonde lagert sich in unmittelbarer Nachbarschaft an. Die Sondenhybridisierung
wurde optimiert mit Hilfe der Software Melt calc (http://www.meltcalc.com). Infolge
der engen Beziehung beider Sonden im Hybridisierungszustand fuhrt die Anregung
des Fluoreszenzfarbstoffes (FLU) der Wildtypsonde Uber eine LED-Lampe des
LightCyclers zu einer Energietbertragung auf den benachbarten Fluoreszenz-
farbstoff der Ankersonde (FRET; Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer), der

seinerseits ein Fluoreszenzsignal emittiert (Abbildung 3.4).
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Abbildung 3.4: Prinzip des Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfers (FRET) mit
Darstellung der Lagebeziehung der sequenzspezifischen Sonden im Hybridisierungs-

zustand.

Die ldentifizierung des Genotyps erfolgte Uber eine Schmelzkurvenanalyse. Zur
Erstellung der Schmelzkurve wird das von der Ankersonde abgegebene
Fluoreszenzsignal gemessen und in Abhangigkeit der Temperatur aufgetragen.
Solange beide Sonden an die Komplementdrsequenz gebunden sind, wird ein
Fluoreszenzsignal emittiert. Die Emission ist dabei proportional der gebildeten Menge
DNA. Ein abfallendes Fluoreszenzsignal signalisiert die Ablésung der Sonden vom
Matrizenfragment zum  Zeitpunkt der Schmelztemperatur. Aufgrund der
Sequenzspezifitdt der Wildtyp-Sonde féllt bei vorliegendem C-Allel die Bindung an
das Matrizenfragment ausgepragter aus als bei bestehendem T-Allel, wodurch sich
die Schmelztemperaturen allelabhangig unterscheiden. Eine Schmelztemperatur von
45°C zeigt hierbei das Vorliegen des LCT-13910T-Allels an, eine Schmelztemperatur
von 57°C weist auf das Vorliegen des LCT-13910C-Allels hin. Somit ergibt sich ein
charakteristischer genotypabhangiger Schmelzkurvenverlauf mit einem singuléaren
Signalmaximum bei 45°C bei bestehender Homozygotie fir die Variante (LCT-
13910TT) und einem singuldrem Signalmaximum bei 57°C bei vorliegendem Wildtyp
(LCT-13910CC). Ein heterozygoter Anlagetrager (LCT-13910CT) weist ein
doppelgipfliges Signal mit Maxima bei 45 und 57°C auf (Abbildung 3.5).
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Abbildung 3.5: Darstellung der allelspezifischen Schmelzkurvenverldufe des Einzel-
nukleotidpolymorphismus LCT-13910.

3.4 Laktose-H2-Atemtest

Vorbereitung und Durchfiihrung

Die Messung des molekularen Wasserstoffs in der Expirationsluft erfolgte
elektrochemisch durch ein H2-Atemtestgerat (Stimotron, Wendelstein, Deutschland).
Hierzu wurden jeweils 20 ml einer endexpiratorischen Atemprobe in das
Atemtestgerét injiziert.

Zur Durchfiihrung des Tests waren zwélfstiindige Nuchternperiode, Verzicht auf
ballaststoffreiche Mahlzeiten innerhalb der letzten 24 Stunden, Nikotinkarenz am
Untersuchungstag sowie das Unterbleiben des morgendlichen Zahneputzens
erforderlich.

Zur Erfassung anamnestischer Daten (zur Indikation des H2-Atemtest fiihrende
Beschwerden, bekannte Beschwerden nach  Aufnahme laktosehaltiger
Nahrungsmittel, aktuelle Medikation, bestehende Erkrankungen, Operationen) wurde
ein standardisierter Fragebogen erarbeitet (Abbildung 3.8). Wahrend der
Testdurchfihrung auftretende Symptome wurden in einem Ereignisprotokoll
(Abbildung 3.9) festgehalten.
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Die Durchfiihrung der Tests beinhaltete folgende Schritte:

1. Uber ein Atemrohr mit Anschluss an eine verschlieRbare 20 ml-Plastikspritze
erfolgte zweimalig im Abstand von 5 min die Entnahme einer endexpiratorischen
Nulchternatemprobe. Bei H2-Basalwerten Uber 10 ppm wurde eine
Munddesinfektion mit einer Chlorhexidin-Lésung durchgefihrt.

2. Es schloss sich die orale Gabe der jeweiligen Testsubstanzen geldst in CO2-
freiem Wasser mit nachfolgender Entnahme weiterer endexpiratorischer

Atemproben in definierten zeitlichen Abstanden an (Tabelle 3.9).

Tabelle 3.9: Modifikationen des Laktose-, Glukose- und Laktulose-H2-Atemtests.

Substrat | Dosis | Fliissigkeitsmenge | Probengewinnung Testdauer
zum Ldésen
Laktose 50 g 200 ml alle 15 min 150 min
Glukose 50 g 200 ml 30., 60. und im weiteren | 120 min
Verlauf alle 15 min
Laktulose |[10g 200 ml alle 15 min 150 min

Befundinterpretation des H2-Atemtests

Bei séamtlichen H2-Atemtests galt ein H2-Anstieg von mehr als 20 parts per million
(ppm) in der Expirationsluft des Patienten als pathologisch. Bei einem pathologisch
erhéhten H2-Anstieg im Laktose-H2-Atemtest wurde die Diagnostik um einen
Glukose-H2-Atemtest erweitert, um eine bakterielle Fehlbesiedlung differenzial-
diagnostisch ausschlieen zu kénnen (Keller et al. 2005). Um die Sensitivitat des
Laktose-H2-Atemtests zu erhdhen, wurde bei einem ausbleibenden H2-Anstieg ein
Laktulose-H2-Atemtest zum Ausschluss eines H2-Non-Producer-Status

angeschlossen (Abbildung 3.6).
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H2-Atemtest mit Laktose

\ 4

H2-Anstieg > 20ppm

\ 4

H2-Atemtest mit Glukose

\ 4

H2-Anstieg > 20ppm

\ 4

Bakterielle Fehlbesiedlung

\ 4

H2-Anstieg < 20ppm

\ 4

LM

H2-Anstieg < 20ppm

A 4

\ 4

H2-Atemtest mit Laktulose

\ 4

H2-Anstieg > 20ppm (H2-Producer)

A 4

Kein Anhalt fir eine LM

\ 4

H2-Anstieg < 20ppm (H2-Non-Producer)

\ 4

Keine Aussage im

H2-Atemtest méglich

Abbildung 3.6: Schema zur Befunderhebung auf Grundlage des H2-Atemtests
(LM: Laktosemalabsorption).
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Bei Vorliegen eines H2-Non-Producer-Status war keine Aussage im H2-Atemtest
mdglich. Die Befunderhebung erfolgte in diesem Fall unter Berlcksichtigung der
klinischen Symptomatik nach oraler Gabe der Testsubstanz Laktose. Bei Auftreten
gastrointestinaler Symptome wahrend der Testdurchfihrung wurde der Befund einer
klinisch wahrscheinlichen Laktoseintoleranz erhoben, bei beschwerdefreien
Patienten galt unter klinischen Gesichtspunkten eine  Laktoseintoleranz als
unwahrscheinlich (Abbildung 3.7).

H2-Non-Producer

\ 4

Symptome nach Laktosegabe

A\ 4

Klinisch Laktoseintoleranz wahrscheinlich

A 4

Keine Symptome nach Laktosegabe

A 4

Klinisch Laktoseintoleranz unwahrscheinlich

Abbildung 3.7: Schema der Befunderhebung bei vorliegendem HZ2-Non-Producer-
Status.
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Name: Geburtsdatum:

Vorname:

1. Welche Beschwerden fiihrten zur Durchfiihrung des Atemtests? Bitte
kreuzen Sie an

OBldhungen OUbelkeit/Erbrechen COBauchkrampfe OVerstopfung

CIDurchfall  OBauchschmerzen [OBauchgerdusche

Clkeine der aufgefiihrten Beschwerden

2. Haben Sie gehéuft folgende Beschwerden bemerkt? Bitte kreuzen Sie an

CIMudigkeit COKopfschmerzen Cldepressive  Stimmung
[IKonzentrationsstérungen OSchlafstérungen  COMuskelschmerzen
OSchwindelgefihl

Olkeine der aufgefihrten Beschwerden

3. Gibt es einen Zusammenhang mit der Einnahme folgender Nahrungsmittel? Bitte
kreuzen Sie an

OVollmilch OSchlagsahne OJoghurt

OOMagermilch OMilchschokolade [Schafs- oder Ziegenkéase

CIButtermilch [Speisequark CIButter

OKaffeesahne OOKuhmilchkése [OMayonnaise, Ketchup, Senf

OSuRigkeiten (Fruchtgummi, Bonbons usw.)

Llkeinen Zusammenhang bemerkt

4. Sind Sie am Magen-Darm-Trakt operiert worden? Was wurde operiert?

5. Existieren Darmerkrankungen? Welche (Zéliakie/Sprue, Morbus Crohn usw.)?

6. Sind Nahrungsallergien bekannt? Welche?

7. Nehmen Sie zur Zeit Medikamente ein? Welche?

8. Rauchen Sie? Wann zuletzt?

9. Wann haben Sie zuletzt gegessen oder getrunken? Was?

Abbildung 3.8: Fragebogen zur Erfassung anamnestischer Daten.
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Uhrzeit Beschwerden

(Einnahme der Laktoselésung)

Abbildung 3.9: Ereignisprotokoll zur Erfassung von Beschwerden wéhrend der

Durchftihrung des Laktose-HZ2-Atemtests.




4. Ergebnisse

4.1 Epidemiologische Studie

4.1.1 Probanden

Zur Abschétzung der Préavalenz des priméren adulten Laktasemangels im Einzugs-
bereich Rostock wurden 300 anonymisierte DNA-Proben von Blutspendern des
Universitatsklinikums Rostock in die Untersuchung eingeschlossen. Zur Bestéatigung
vorliegender Pravalenzdaten aus dem ostasiatischen Raum und zu interethnischen
Vergleichszwecken erfolgte die genetische Analyse von 303 DNA-Proben einer
anonymisierten sudkoreanischen Kohorte. Ergédnzend wurden 139 DNA-Proben
durch eine Real-time-PCR im LightCycler-Format genotypisiert, um eine weitere

molekulargenetische Methodik zu evaluieren.

41.2 Genotypisierung des LCT-13910-Polymorphismus in einer Rostocker
Blutspenderkohorte

Es wurden 300 anonymisierte  DNA-Proben von Blutspendern des
Universitatsklinikums Rostock in die Untersuchung eingeschlossen. Die Geno-
typisierung wurde mittels PCR-RFLP durchgefihrt.

Die genetische Analyse zeigte bei 85 Probanden (28,3 %) den Nachweis einer
homozygoten Variante, 158 Probanden (52,7 %) stellten sich als heterozygote
Anlagetrager dar und 57 Probanden (19,0 %) wiesen mit einer Homozygotie fur das
Wildtypallel die Anlage fir einen genetisch determinierten Laktasemangel auf
(Tabelle 4.10).

Tabelle 4.10: Genotypverteilung der Rostocker Blutspenderkohorte.

Probanden Gesamt Homozygotie Heterozygotie Wildtyp
(LCT-13910TT) | (LCT-13910-CT) | (LCT-13910CC)
Anzahl (n) 300 85 158 57

(%) 100 28,3 52,7 19,0
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4.1.3 Genotypisierung des LCT-13910-Polymorphismus in einer

siidkoreanischen Kohorte

Das Screening von 303 anonymisierten DNA-Proben siidkoreanischer Probanden
durch die PCR-RFLP zeigte in allen Fallen (100%) den Nachweis einer Anlage fur
einen genetisch determinierten Laktasemangel. Heterozygote Anlagetrager oder eine

Homozygotie fur die Variante wurden nicht ermittelt (Tabelle 4.11).

Tabelle 4.11: Genotypverteilung der stidkoreanischen Kohorte.

Probanden Gesamt | Homozygotie Heterozygotie Wildtyp
(LCT-13910TT) | (LCT-13910-CT) | (LCT-13910CC)

Anzahl (n) 303 0 0 303

(%) 100 0 0 100

4.1.4 Genotypisierung des LCT-13910-Polymorphismus mittels Real-time-PCR
(LightCycler)

Ergadnzend wurden 139 DNA-Proben der Rostocker Blutspenderkohorte durch eine
Real-time-PCR im LightCycler-Format analysiert, um eine zweite molekular-
genetische Untersuchungsmethode zu evaluieren. Die Ergebnisse dieser Unter-
suchungen wurden mit freundlicher Unterstitzung von PD Dr. med. N. von Ahsen
und Prof. Dr. med. Dr. h.c. M. Oellerich (Abteilung fir Klinische Chemie, Universitats-
klinikum Géttingen) zur Verfigung gestellt.

Die Real-time-PCR im LightCycler-Format mit anschlieBender Schmelzkurven-
analyse konnte in allen Proben den vorliegenden Genotyp eindeutig identifizieren.
Die vergleichende Analyse der 139 DNA-Proben durch Real-time-PCR und PCR-

RFLP zeigte eine vollstdndige Konkordanz der Genotypen.

4.2 Kilinische Studie

4.2.1 Patienten

Die klinische Studie umfasste 128 Patienten (93 Frauen und 35 Manner) von
urspringlich 143 Patienten, die konsekutiv zum Ausschluss einer Laktosemal-

absorption durch einen H2-Atemtest in der Abteilung fiir Gastroenterologie der Klinik
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fur Innere Medizin des Universitatsklinikums Rostock untersucht wurden. Die
Patientenkohorte setzte sich aus 124 ambulanten und 4 stationdren Patienten
zusammen. Wesentliche zur Uberweisung fiihrende Beschwerden waren Flatulenzen
(80%), Durchfélle (73%), Abdominalschmerzen (59%) und Borborygmen (52%).
Insgesamt wurden 15 Patienten der urspringlich 143 Patienten von der Auswertung
ausgeschlossen. Unberilcksichtigt blieben neun Patienten, die zu notwendigen
erganzenden H2-Atemtests (fehlender Laktulose-H2-Atemtest in sieben Fallen,
fehlender Glukose-H2-Atemtest in vier Féllen) fur eine Vervollstdndigung der H2-
Atemtest-Diagnostik nicht vorstellig wurden. In diesen Féllen konnte eine
Ausschépfung der diagnostischen Mittel des H2-Atemtests nicht erfolgen. Zwei
weitere Patienten blieben unbericksichtigt wegen vorangegangener Koloskopie bzw.
aufgrund einer bestehenden antibiotischen Therapie. Weiterhin mussten vier
Patienten entfallen, bei denen der Befund einer bakteriellen Fehlbesiedlung erhoben
wurde.

Das mittlere Alter lag bei 42 Jahren (Range 14-75 Jahre) mit einer nahezu
identischen Altersverteilung beider Geschlechtergruppen. Die Geschlechtsverteilung
zeigte ein deutliches Ubergewicht zugunsten der weiblichen Patientengruppe
(Tabelle 4.12).

120 Patienten (94%) gaben den Wunsch an, dass bei Vorliegen einer genetischen
Anlage fir eine Laktoseintoleranz eine schriftiche Mitteilung an den Hausarzt
erfolgen sollte. Drei Patienten (2%) lehnten eine Mitteilung ab, bei fiinf Patienten

(4%) erfolgte keine Angabe.

Tabelle 4.12: Darstellung der Patientenkohorte nach Geschlecht und Alter.

Patienten
Range| %

Gesamt 128 100
Alter (Jahre) 42,4 | 14-75
Frauen 93 72,7
Alter (Jahre) 42,3 | 16-71
Manner 35 27,3
Alter (Jahre) 42,6 | 14-75
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4.2.2 Pravalenz der H2-Non-Producer

Ein H2-Producer-Status konnte bei 108 (84,4 %) von 128 Patienten ermittelt werden.
Bei 20 (15,6 %) von 128 Patienten blieb der physiologische H2-Anstieg nach Gabe
der Testsubstanz Laktulose aus, so dass der Befund eines H2-Non-Producerstus
vorlag (Tabelle 4.13).

Tabelle 4.13: Pravalenz der H2-Producer und H2-Non-Producer.

Probanden Gesamt H2-Producer H2-Non-Producer
Anzahl (n) 128 108 20
(%) 100 84 .4 15,6

4.2.3 H2-Producer-Kohorte: H2-Atemtestbefunde und Genotypisierung

Bei 108 Patienten konnte im H2-Atemtest ein H2-Producer-Status erhoben werden.
Der H2-Atemtest mit Laktose ergab bei 71 Patienten (65,7 %) keinen Anhalt fir eine
Laktosemalabsorption, bei 37 Patienten (34,3 %) wurde der Befund einer Laktose-
malabsorption erhoben. 36 dieser 37 Patienten (97 %) zeigten wahrend des Tests
eine symptomatische Laktosemalabsorption (Laktoseintoleranz) mit Auftreten von
Durchféllen, Bldhungen, Borborygmen, Bauchkrampfen, Ubelkeit, Erbrechen,
AufstoRen oder Véllegefuhl. Von den 71 Patienten ohne Anhalt fir eine Laktose-
malabsorption wiesen 15 Patienten (21%) Symptome wéahrend des Tests auf. 32,4%
der Patienten mit einem signifikanten H2-Anstieg im Laktose-H2-Atemtest sahen
zuvor keinen Zusammenhang mit der Aufnahme laktosehaltiger Lebensmittel. 62%
der Patienten ohne Hinweis auf eine Laktosemalabsorption im H2-Atemtest
vermuteten eine Intoleranz gegeniber Laktose als Ursache ihrer gastrointestinalen
Beschwerden.

Samtliche Patienten mit einem signifikanten H2-Anstieg in der Exhalationsluft nach
Gabe der Testsubstanz Laktose zeigten im Glukose-Atemtest keinen Anhalt fur eine
bakterielle Fehlbesiedlung. Bei der Befunderhebung einer Laktosemalabsorption
wurde eine laktosefreien Diat bzw. eine Laktasesubstitution empfohlen.

Die genetische Analyse der 108 Patienten umfassenden Kohorte ergab bei 73

Patienten (67,6 %) keine genetische Anlage fir eine Laktoseintoleranz (Genotyp
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LCT-13910CT bzw. TT), wahrend bei 35 Patienten (32,4 %) eine genetische Anlage
fur eine Laktoseintoleranz (Genotyp LCT-13910CC) ermittelt wurde (Tabelle 4.14).

Tabelle 4.14: Ergebnisse des Laktose-H2-Atemtests und des genetischen Tests der
H2-Producer-Kohorte (Genotyp CC: genetische Anlage flir eine Laktoseintoleranz;

Genotyp CT/TT: keine genetische Anlage flir eine Laktoseintoleranz; LM: Laktose-

malabsorption).
LM im H2-Atemtest | Keine LM im H2-Atemtest Gesamt
Genotyp CC 33 2 35 (32,4 %)
Genotyp CT/TT 4 69 73 (67,6 %)
Gesamt 37 (34,3 %) 71 (65,7 %) 108 (100 %)

Unter Bericksichtigung des H2-Atemtests als Referenzmethode wurden fir den
genetischen Test eine Sensitivitat von 89 %, eine Spezifitdt von 97 %, ein positiver

Vorhersagewert von 94 % und ein negativer Vorhersagewert von 95 % ermittelt.

In sechs Féllen (5,6 %) zeigten sich diskrepante Ergebnisse zwischen Laktose-H2-
Atemtest und dem Genotyp:

Vier Patienten wiesen im Laktose-H2-Atemtest eine Laktosemalabsorption auf bei
fehlendem Nachweis einer genetischen Anlage fur eine Laktoseintoleranz. Alle diese
Patienten gaben Beschwerden nach Gabe der Testsubstanz Laktose an. Bei einem
Patienten bestand der Verdacht auf eine Zoeliakie, bei einem weiteren Patienten lag
ein Zustand nach Magenoperation vor.

Zwei Patienten zeigten keinen Anhalt fir eine Laktosemalabsorption im Laktose-H2-
Atemtest bei nachgewiesener genetischer Anlage fir eine Laktoseintoleranz. Nach
Gabe der Testsubstanz wurden in einem Fall Beschwerden angegeben (Tabelle
4.15).
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Tabelle 4.15: Befunde der Patienten mit diskrepanten Ergebnissen aus Atemtest und
genetischer Untersuchung (LM: Laktosemalabsorption; Genotyp CC: genetische

Anlage fiir eine Laktoseintoleranz, Genotyp CT/TT: keine genetische Anlage fiir eine

Laktoseintoleranz).

Alter, H2-Atemtest-Befund, Genotyp | Beschwerden
Geschlecht max. H2-Anstieg nach Laktosegabe
30, mannlich LM, 24 ppm TT +

43, weiblich LM, 31 ppm CT +

71, weiblich LM, 32 ppm TT +

75, ménnlich LM, 133 ppm CT +

23, weiblich Kein Anhalt fir LM, < 20 ppm CC -

22, weiblich Kein Anhalt fir LM, < 20 ppm CcC +

4.2.4 H2-Non-Producer: Klinische Befunde und Genotypisierung

Der Laktulose-Atemtest erbrachte bei 20 von 128 Patienten (15,6 %) einen H2-Non-
Producer-Status. Eine diagnostische Aussage im H2-Atemtest 2zu einer
gegebenenfalls vorliegenden Laktosemalabsorption bzw. einer bakteriellen
Fehlbesiedlung war bei dieser Kohorte nicht méglich. Die Befunderhebung richtete
sich in diesen Féllen nach der vorliegenden Symptomatik nach Gabe der Laktose-
testdosis, wobei ein Auftreten von gastrointestinalen Beschwerden (Durchfélle,
Blahungen, Borborygmen, Bauchkrampfe, Ubelkeit, Erbrechen, AufstoRen,
Véllegefihl) wéahrend der Testdurchfihrung klinisch eine Laktoseintoleranz
wahrscheinlich machte. Entwickelten Patienten keine Beschwerden nach Gabe der
Testsubstanz Laktose, so bestand klinisch kein Verdacht auf eine Laktoseintoleranz.
Auch wenn klinische Parameter einen schlechten pradiktiven Wert beziiglich einer
Laktosemalabsorption im Vergleich zum Laktose-Atemtest haben (Di Palma und
Narvaez 1988), wurden die H2-Non-Producer in die Vergleichsstudie miteinbezogen,
da sich fur Patienten dieser Kohorte mit einem klinischem Verdacht einer
Laktoseintoleranz dieselbe therapeutische Konsequenz ergab wie fiir Patienten mit

einer im Laktose-Atemtest diagnostizierten Laktosemalabsorption.
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Nach der Symptombeurteilung war bei 16 (80 %) von 20 Patienten eine
Laktoseintoleranz unwahrscheinlich und bei vier (20 %) wahrscheinlich.

Die genetische Analyse dieser Kohorte ergab bei 19 (95 %) von 20 Patienten keinen
Nachweis einer Anlage fur eine Laktoseintoleranz und ein Patient (5 %) wies die
genetische Anlage der Laktoseintoleranz auf.

Die Vergleichstudie zeigte in 5 (25 %) von 20 Féallen ein diskrepantes Ergebnis.
Samtliche vier Patienten mit dem klinischen Befund einer wahrscheinlichen
Laktoseintoleranz zeigten keine genetische Anlage fir eine Laktoseintoleranz. Ein
Patient ohne klinische Hinweise auf eine Laktoseintoleranz wies eine genetische

Anlage fur eine Laktoseintoleranz auf (Tabelle 4.16).

Tabelle 4.16: Ergebnis der klinischen Beurteilung und des genetischen Tests der
H2-Non-Producer (Genotyp CC: genetische Anlage fiir Laktoseintoleranz; Genotyp

CT/TT: keine genetische Anlage fiir eine Laktoseintoleranz; LIT: Laktoseintoleranz).

Klinisch LIT Klinisch LIT Gesamt
wahrscheinlich unwahrscheinlich
Genotyp CC 0 1 1(5 %)
Genotyp CT/TT 4 15 19 (95 %)
Gesamt 4 (20 %) 16 (80 %) 20 (100 %)
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5. Diskussion
5.1 Epidemiologische Studie

Der primare adulte Laktasemangel ist die bedeutendste Ursache einer Laktose-
intoleranz und stellt weltweit den haufigsten erblichen Enzymmangel dar (Lomer et
al. 2008). Die resultierende Laktasedefizienz kann nach dem Verzehr laktosehaltiger
Lebensmittel zu abdominalen Beschwerden flhren. Vorrangig treten Diarrhoen,
Flatulenz, Meteorismus und Borborygmen auf. Einige Autoren berichten dariiber
hinaus Uber ein breites Spektrum systemischer Beschwerden wie Kopfschmerz,
Ubelkeit, Midigkeit, depressive Verstimmung, Muskelschmerzen und allergische
Reaktionen, die durch eine Laktoseintoleranz begrindet sein sollen. Angesichts des
unspezifischen Beschwerdebildes der Laktoseintoleranz ist eine sorgfaltige
Anamnese der Erndhrungsgewohnheiten der Patienten unerldsslich, um die
Verdachtsdiagnose einer Laktoseintoleranz bei entsprechender Symptomatik in
Betracht ziehen zu kénnen.

Eine wesentliche Differenzialdiagnose der Laktoseintoleranz stellt das
Reizdarmsyndrom dar, bei dem es sich um eine funktionelle Stérung des
Gastrointestinaltraktes handelt (Read 1994) und das sich so &tiologisch klar von
einer Laktoseintoleranz abgrenzt. Die Prévalenz der Laktosemalabsorption scheint
bei Patienten mit Reizdarmsyndrom deutlich hdher zu liegen als bei gesunden
Kontrollgruppen (Sciarretta et al. 1984). In einer Studie nordeuropaischer Probanden
waren 24,3 % der Patienten mit einem diagnostizierten Reizdarmsyndrom und
lediglich 5,7 % der gesunden Kontrollprobanden von einer Laktosemalabsorption
betroffen (Bohmer und Tuynman 1996). Alpers konnte nachweisen, dass eine
Laktoserestriktion bei Patienten mit einem Reizdarmsyndrom und einer
koexistierenden Laktosemalabsorption in 52 % der Félle zu einer Besserung der
Beschwerden fuhrte (Alpers 2006). Ferner muss in der klinischen Praxis
Bericksichtigung finden, dass ein Groldteil der Patienten sich keines
Zusammenhangs zwischen der Aufnahme laktosehaltiger Lebensmittel und dem
Auftreten gastrointestinaler Symptome bewusst ist (Tolliver et al. 1994).

Besondere Bedeutung gewinnt die Laktoseintoleranz in Regionen mit einer hohen
Pravalenz des primaren adulten Laktasemangels, wenn Milchprodukte traditionell

einen wesentlichen Bestandteil der Erndhrung ausmachen. Daher ist es notwendig,
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sich die weltweite Pravalenz und die regionalen Schwankungen des priméren
adulten Laktasemangels zu vergegenwartigen und gegebenenfalls zu aktualisieren.
Die Pravalenz des primaren adulten Laktasemangels betragt weltweit etwa 70 % und
unterliegt erheblichen regionalen Schwankungen. Der Grofteil der bisherigen
epidemiologischen Studien basierte auf konventionellen diagnostischen Verfahren in
Form oraler Laktosetoleranztests. Die Selektionskriterien fur Probanden und die
Modifikationen der Testverfahren muissen dabei rickblickend als uneinheitlich
angesehen werden (Flatz und Rotthauwe 1977). Zusatzlich muss Berlcksichtigung
finden, dass durch konventionelle diagnostische Verfahren lediglich der indirekte
Nachweis eines Laktasemangels ohne weitere Differenzierung zwischen der
primaren und sekundaren Form mdglich ist. Aufgrund des unbestritten hohen Anteils
der primaren adulten Form unter laktasedefizienten Probanden lassen sich dennoch
anhand der bisher gewonnenen Daten typische geographische Verteilungsmuster
des priméren adulten Laktasemangels nachweisen.

Unter Betrachtung der weltweit erhobenen Prévalenzdaten zum priméren adulten
Laktasemangels zeigen sich die geringsten Pravalenzen in Nord- und Zentraleuropa,
in Populationen européischer Abstammung der USA, Kanadas, Australiens und
Neuseelands und in einigen Nomadenvélkern in Afrika (Hima, Tussi, Fulani) und der
arabischen Halbinsel (Beduinen). Ein besonders hoher Verbreitungsgrad des
primdren adulten Laktasemangels la3t sich unter der schwarzafrikanischen
Bevdlkerung, im sitdost- bzw. ostasiatischen Raum und den Ureinwohnern
Nordamerikas und Australiens finden. Die Pravalenzen in Sid- und Osteuropa
zeigen im Vergleich zu den vorangegangenen Populationen ein intermediares Bild.
Innerhalb Europas zeigt sich tendenziell ein Nord-Sid- und West-Ost-Gefélle der
Verbreitung des primaren adulten Laktasemangels mit den niedrigsten Pravalenzen

im nord- bzw. westeuropaischen Raum (Abbildung 5.10, Tabelle 5.17).
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Abbildung 5.10: Prdvalenz des priméren adulten Laktasemangels innerhalb Europas

in Prozent (Gudmand-Hoyer und Skovbjerg 1996).
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Tabelle 5.17: Prévalenz des primdren adulten Laktasemangels ausgewéhlter

Staaten bzw. Regionen innerhalb Europas (Swallow und Hollox 2001).

Land/Region Probanden Laktosemalabsorber (%)
Niederlande 14 0
Schweden 400 1
Danemark 761 3
Irland 50 4
Grol3britannien 163 5
(weilde Bevolkerung)
Tschechische Republik 200 13
Deutschland (alte Bundeslander) * 1805 15
Schleswig-Holstein und Hamburg 255 12,5
Niedersachsen und Bremen 328 14,3
Nordrhein-Westfalen 346 12,7
Hessen 70 12,9
Rheinland-Pfalz und Saarland 56 8,9
Baden-Wdirttemberg 302 21,9
Bayern 433 14,8
Berlin, Auslander und Unbekannte 15 6,7
Spanien 265 15
Schweiz 64 16
Finnland (finnisch sprachig) 449 17
Osterreich 528 20
Frankreich (Norden) 62 23
Estland 902 27
Slowenien 153 35
Polen 275 37
Ungarn 262 41
Frankreich (Stden) 71 44
Italien (Norden) 383 50
Italien (Stden) 197 67
Italien (Sizilien) 100 71

* Flatz et al. 1982
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In Deutschland wurde zuletzt 1982 eine grélere epidemiologische Studie zum
primdren adulten Laktasemangel veréffentlicht (Flatz et al. 1982). In dieser
Untersuchung wurde die Pravalenz des primaren adulten Laktasemangels mithilfe
des H2-Atemtestverfahrens erhoben. Die Studie umfasste das Gebiet der BRD vor
1990 und schloss 1805 Patienten ein. Patienten mit chronischen oder akuten
gastrointestinalen Beschwerden wurden zur Vermeidung der Erfassung sekundarer
Formen der Laktosemalabsorption ausgeschlossen. Ferner war anzunehmen, dass
bei einem mittleren Probandenalter von 20,3 Jahren der genetisch determinierte
Ruckgang der Laktaseaktivitdt  potentieller  Laktosemalabsorber  bereits
abgeschlossen war. Die Studie ergab flr das Gebiet der alten Bundeslander eine
durchschnittliche Pravalenz der Laktosemalabsorption von 15 % (Tabelle 5.17).

Um Ruckschlisse auf die Prévalenz des priméren adulten Laktasemangels im Gebiet
der ehemaligen DDR zu ziehen, erfolgte eine weitere Kategorisierung der Probanden
nach Herkunft der Grol3eltern. Hierbei konnten 246 Probanden rekrutiert werden,
deren familidare Wurzeln dem Gebiet der heutigen neuen Bundeslander und
Westpolens zugeordnet werden konnten. Die Auswertung dieser 246 Probanden
ergab eine Pravalenz des priméren adulten Laktasemangels von 22,4 %.

Angesichts der neuen geopolitischen Situation und der Verfugbarkeit molekular-
genetischer Nachweisverfahren erscheint die Aktualisierung der Daten in
Deutschland notwendig. Dafiir sprechen unter anderem erhebliche Abweichungen
des Verbreitungsgrades des primaren adulten Laktasemangels benachbarter Lander
im Vergleich zu &lteren Pravalenzdaten, wie etwa ein kirzlich durchgefihrtes
molekulargenetisches Screening zum priméren adulten Laktasemangel in Schweden
zeigen konnte (Almon et al. 2007). Ebenso filhrte ein im Jahr 2003 durchgefihrtes
molekulargenetischen Screening zum LCT-13910-Polymorphismus in einer 187
Probanden umfassenden Kohorte aus dem Berliner Raum zu der Annahme, dass die
Pravalenz des primaren adulten Laktasemangels in Deutschland ansteigt (Blning et
al. 2003). AuRerdem sind der Studie von Flatz et al. (1982) keine detaillierten Daten
zur Pravalenz des primaren adulten Laktasemangel im Nordosten Deutschlands zu
entnehmen.

Die vorgestellte Studie stellte sich das Ziel, mittels eines molekulargenetischen
Screenings die Pravalenz des primaren adulten Laktasemangels im Einzugsbereich
Rostock zu erheben und die gewonnenen Daten mit den Ergebnissen

epidemiologischer Studien angrenzender Regionen zu vergleichen. Dazu wurden in
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die Studie 300 DNA-Proben anonymisierter Blutspender des Universitatsklinikums
Rostock einbezogen.

Die Untersuchung fiihrte bei 19 % (57 Probanden) zum Nachweis einer genetischen
Anlage fur eine Laktoseintoleranz, wahrend 81 % (243 Probanden) keine erbliche
Anlage fur einen Laktasemangel aufwiesen.

Die gewonnen Daten sind gut mit der Verbreitung der Laktosemalabsorption
angrenzender Regionen vereinbar und bestatigen das in vorangegangenen Studien
erhobene tendentielle West-Ost- und Nord-Sud-Gefélle des primaren adulten
Laktasemangels innerhalb Europas: Nach der é&lteren Studie betrug sie fur das
Gebiet Schleswig-Holstein und Hamburg 12,5 % und fir das Gebiet Niedersachsen
und Bremen 14,3 % (Flatz 1982). Fur Polen wurde eine Pravalenz von 37 %
angegeben (Swallow und Hollox 2001). Die vermutete Pravalenz der
Laktosemalabsorption des Gebietes der heutigen neuen Bundesléander und der
Gebiete Westpolens lag bei 22,4 % (Flatz et al. 1982). Fur Schweden und Danemark
wurden Pravalenzen von 1 bzw. 3 % gefunden, in Italien schwankt die Préavalenz
zwischen 50 und 71 % (Swallow und Hollox 2001).

Ein vor wenigen Jahren durchgefiihrtes molekulargenetisches Screening einer 187
Probanden umfassenden Kohorte aus dem Berliner Raum ergab einen
Verbreitungsgrad des primaren adulten Laktasemangels von 21,4 % (Buning et al.
2003) und lag damit deutlich Uber der mit 6,7 % angegebenen Pravalenz fir diese
Region (Flatz et al. 1982). Diese Daten legten die Vermutung nahe, dass die
Prévalenz des primdren adulten Laktasemangels in Deutschland ansteigt. Eine
Bestatigung dieses Trends ist in der vorliegenden Arbeit aufgrund fehlender
Vergleichsdaten im Rostocker Raum nicht méglich. Dennoch lasst die von Flatz et al.
mit lediglich 12,4 % ermittelte Pravalenz fir Schleswig-Holstein eine wachsende
Verbreitung des primaren adulten Laktasemangels auch im Nordosten Deutschlands
vermuten (Flatz et al. 1982).

Die detaillierte Betrachtung der vorliegenden Prévalenzdaten im ostasiatischen
Raum verdeutlicht den extrem hohen Verbreitungsgrad des primaren adulten
Laktasemangels in dieser Region. In Thailand und Vietham wurden Prévalenzen von
100 % (Flatz und Saengudom 1969, Anh et al. 1977), in Indonesien von 91 %
(Surjono et al. 1973), in Taiwan von 100 % und in Japan von 81 % (Swallow und

Hollox 2001) nachgewiesen.
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Zur Bestatigung vorliegender Pravalenzdaten zum primaren adulten Laktasemangel
im stdostasiatischen Raum und zu interethnischen Vergleichzwecken erfolgte in der
vorliegenden Arbeit eine molekulargenetische Untersuchung von 303 anonymisierten
DNA-Proben stdkoreanischer Probanden. In sdmtlichen 303 Féllen (100%) konnte
hierbei mit der DNA-Variante LCT-13910CC der molekulargenetische Marker des
primaren adulten Laktasemangels nachgewiesen werden. Die in der vorliegenden
Studie erhobene Prévalenz des primaren adulten Laktasemangels von 100% bei
sudkoreanischen Probanden bestatigt den sehr hohen Verbreitungsgrad des
primaren adulten Laktasemangels im ostasiatischen Raum.

Um die weltweit divergierende Pravalenz des primaren adulten Laktasemangels zu
erklaren, wurden zwei unterschiedliche Hypothesen aufgestellt:

Die sogenannte adaptive Hypothese unterstitzt die Behauptung, dass die
Laktaseexpression substratabhdngig gesteuert wird. Die Beflrworter dieser
Hypothese argumentieren, dass eine im Alter auftretende Laktasedefizienz durch
mangelnden alltaglichen Milchkonsum begriindet ist. Das wirde die niedrige
Laktaseaktivitat in Regionen mit laktosearmer bzw. laktosefreier Erndhrung erklaren.
Die adaptive Hypothese steht jedoch im Widerspruch zu den in verschiedenen
Publikationen  mitgeteilten  Ergebnissen stehen, wonach die intestinale
Laktaseaktivitdt durch kontinuierliche Milchzuckergabe beim Menschen nicht
induziert werden konnte (Rosensweig 1971, Gilat et al. 1972).

Die derzeit favorisierte kulturell historische Hypothese basiert auf einem genetischen
Selektionsmodell. Sie wurde durch Simoons erstmalig publiziert (Simoons 1970) und
in weiteren Studien ausgearbeitet (McCracken 1971, Johnson et al. 1974, Flatz und
Rotthauwe 1977, Simoons 1978). Ihr liegt die Annahme zugrunde, dass eine vor
mehreren Jahrtausenden aufgetretene Mutation zur Laktasepersistenz fiihrte. Die
resultierende Fahigkeit, Milch und Milchprodukten als Nahrungsquelle zu verwenden,
soll zu einem Selektionsvorteil gefuhrt haben. Zur Aufrechterhaltung der kulturell
historischen Hypothese tragt bei, dass in Regionen, in denen Viehwirtschaft und
Milchkonsum eine lange Tradition haben, die Pravalenz des primaren adulten
Laktasemangels relativ gering ausféllt. Insbesondere sind hierbei die
nordeuropadischen Populationen (Sahi 1994) und einige Nomadenstdmme Afrikas
und der arabischen Halbinsel (Kretchmer et al. 1971, Cook und Al-Torki 1975) zu

nennen.
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Enattah et al. konnten durch Haplotypstudien des Laktasegens nachweisen, dass die
zur Laktasepersistenz fiihrende DNA-Variante LCT-13910 erstmalig im Gebiet
westlich des Uralgebirges und nérdlich des Kaukasus vor etwa 5000 bis 12000
Jahren auftrat (Enattah et al. 2007). Die niedrige Pravalenz des priméren adulten
Laktasemangels in nordeuropdischen Populationen eréffnete Uberlegungen zu einer
Migrationstheorie, nach der Farmer aus der Region westlich des Urals nach
Nordeuropa migrierten. Diese Vermutungen wurden durch eine Studie bekraftigt, in
der anhand molekulargenetischer Untersuchungen neusteinzeitlicher Skelette mit
Fundort in Zentral- und Osteuropa ausnahmslos eine Homozygotie fir das
Wildtypallel nachgewiesen werden konnte (Burger et al. 2007).

Zur Genotypisierung des Einzelnukleotidpolymorphismus LCT-13910 stehen
verschiedene methodische Prinzipien zur Verfuigung. Die Kombination PCR-RFLP
wurde in unterschiedlichen Variationen beschrieben (Buning et al. 2003, Chao und
Sibley 2004, Hégenauer et al. 2005). Alternativ kam die Pyrosequencing-Methode
zur Anwendung (Nilsson und Johansson 2004). Ebenfalls Verwendung fand ein
Revershybridierungsansatz auf einem Teststreifen (Tag et al. 2008) sowie das
LightCycler-Verfahren mittels fluoreszenzmarkierter Hybridisierungssonden (Stolba et
al. 2005, Bodlaj et al. 2006).

Zur Bestétigung friiherer Ergebnisse erfolgte in der vorliegenden Untersuchung eine
vergleichende genetische Analyse von 139 DNA-Proben mittels PCR-RFLP und
LightCycler-Verfahren. Die Gegenuberstellung beider methodischer Anséatze
erbrachte keine diskrepanten Ergebnisse und bestatigt, dass Real-time-PCR und
PCR-RFLP fur die Genotypisierung des LCT-13910-Polymorphismus gleichermalen
geeignet sind. Potentielle Probleme mit dem LightCycler-Verfahren wurden beim
Vorliegen von Allelvarianten an den Positionen LCT-13907, LCT-13913 und LCT-
13915 im Sinne verdnderter Schmelzkurven beschrieben (Weiskirchen et al. 2007).
In der vorliegenden vergleichenden Untersuchung wurden solche Phdnomene jedoch
nicht beobachtet.

Es stehen zwischenzeitlich mehrere Test- und Reagenzienkombinationen fir den

genetischen Nachweis der Laktoseintoleranz kommerziell zur Verfigung.
5.2 Klinische Studie

Laktose stellt das Hauptkohlenhydrat der Saugetiermilch dar. Das Disaccharid wird

im Dinndarm durch das membranstandige Enzym Laktase in seine Konstituenten
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Glukose und Galaktose gespalten, welche im Unterschied zur Laktose resorbiert
werden kdnnen. Die Laktase-Expression ist zeitlich reguliert und verringert sich mit
fortschreitender Dinndarmentwicklung. Beim Menschen tritt dieser Rickgang der
Enzymaktivitat variabel nach dem Abstillen bis zum frihen Erwachsenenalter auf und
wird unter dem Begriff primérer adulter Laktasemangel zusammengefasst. Etwa zwei
Drittel der Weltbevélkerung sind von dieser genetisch bedingten Enzymdefizienz
betroffen, die damit offensichtlich im Gegensatz zur weit weniger verbreiteten
Laktasepersistenz die naturliche Anlage darstellt.

Der Laktasemangel kann nach Verzehr von laktosehaltigen Lebensmitteln zu
gastrointestinalen  Beschwerden und damit zur Laktoseintoleranz, der
symptomatischen Laktosemalabsorption, fihren. Die phanotypische Auspragung der
Hypolaktasie weist dabei erhebliche interindividuelle Unterschiede auf. Generell wird
angenommen, dass laktasedefiziente Patienten ein bis zwei Glaser Milch,
entsprechend 12 bzw. 24 g Laktose, beschwerdefrei vertragen kénnen (Suarez et al.
1995, Vesa et al. 1996). Dennoch wird berichtet, dass einige Laktosemalabsorber
bereits auf geringe Laktosemengen mit Symptomen reagieren (Suarez et al. 1997).
Faktoren, die den Beschwerdegrad von Laktosemalabsorbern nach Verzehr
laktosehaltiger Lebensmittel determinieren, waren daher Gegenstand zahlreicher
Publikationen. Zu diesen sollen die absolute Zahl an Kolonbakterien, die
Zusammensetzung der Kolonflora, der pH-Wert des Stuhls sowie die orozoékale
Transitzeit z&hlen. Es wurde hinsichtlich der Kolonbakterienzahl eine negative
Korrelation zwischen der Inzidenz von Diarrhoen und der Masse an Kolonbakterien
nachgewiesen (Zhong et al. 2004). Dabei scheinen insbesondere die beim
bakteriellen Fermentationsprozess von Kohlenhydraten vermehrt anfallenden
kurzkettigen Fettsduren die Diarrhoeintensitdt abzuschwéchen, da sie die
Eigenschaft besitzen, rasch resorbiert zu werden und konsekutiv die Reabsorption
von Flussigkeit aus dem Darmlumen férdern (Argenzio et al. 1981). Kontrovers wird
ferner die Bedeutung der laktaseproduzierenden Bifidobakterien des Dickdarms
diskutiert. Hill fihrte die im Zuge einer kontinuierlichen Laktosegabe abnehmenden
Beschwerden auf eine substratinduzierte vermehrte Aktivitdt der Bifidobakterien
zurtck (Hill 1983). Zhong et al. dagegen konnten bei laktasedefizienten Patienten,
die mit einer unterschiedlichen Symptomauspragung auf die Gabe einer definierten
Laktosedosis reagierten, keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der

Bifidobakterienpopulation verzeichnen und mal3en dieser Bakterienpopulation eine
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untergeordnete Rolle bei (Zhong et al. 2004). Als weiterer modulierender Faktor der
klinischen Manifestation der Laktosemalabsorption wird die orozékale Transitzeit
diskutiert. Sie ist neben der Laktaseaktivitat die zweite determinierende Variable der
Laktose-Digestionskapazitdt im Dunndarm. Vonk et al. wiesen in diesem
Zusammenhang innerhalb einer Gruppe von Laktosemalabsorbern nach, dass
zwischen der beschleunigten orozékalen Transitzeit und dem Auftreten
gastrointestinaler Beschwerden nach Laktosegabe eine positive Korrelation besteht.
Die verkurzte gastrointestinale Passagedauer war nach dieser Untersuchung nicht
Folge eines osmotisch bedingten Effektes des malabsorbierten Zuckers, sondern
Ausdruck einer physiologischen Schwankungsbreite der orozdkalen Transitzeit
(Vonk et al. 2003). Die klinische Manifestation der Laktosemalabsorption ist damit
nicht ausschlieBlich vom Grad der konsumierten Laktosedosis abh&ngig, sondern
scheint durch weitere Faktoren bedingt zu sein. Diese Beobachtung wird durch die
Erkenntnis unterstitzt, dass das Ausmal} der H2-Exhalation, die proportional zur
bakteriellen Gasbildung im Kolon und somit zur malabsorbierten Laktosemenge ist
(Bond und Levitt 1972), keine Assoziation mit der Symptomauspragung
laktasedefizienter Probanden zeigt (Casellas et al. 2003, Di Stefano et al. 2004).
Zahlreiche laktasedefiziente Patienten vermuten keinen Zusammenhang zwischen
dem Auftreten gastrointestinaler Beschwerden und der Aufnahme laktosehaltiger
Lebensmittel. In einer Studie waren sich 52 % der Patienten mit einer im Laktose-H2-
Atemtest gesicherten Laktosemalabsorption nicht bewusst, dass laktosehaltige
Lebensmittel Ursache ihrer gastrointestinalen Beschwerden sein kdnnen (Tolliver et
al. 1994). Eine weitere Studie zeigte, dass Uber die Haélfte der Patienten mit einer
selbstdiagnostizierten Laktoseintoleranz nach dem Resultat konventioneller
diagnostischer Verfahren tatsachlich Laktoseabsorber waren (Peuhkuri und
Vapaatalo 2000). Weitere Studien bestatigen, dass die Vorhersage einer
Laktoseintoleranz anhand klinischer Patientenangaben nicht sicher mdoglich ist
(DiPalma et al. 1988, Suarez et al. 1995).

Die vorliegende Untersuchung bekréftigt diese Ergebnisse: 32,4 % der Patienten mit
einem signifikanten H2-Anstieg im Laktose-H2-Atemtest sahen zuvor keinen
Zusammenhang mit der Aufnahme laktosehaltiger Lebensmittel. 62 % der Patienten
ohne Hinweis auf eine Laktosemalabsorption im H2-Atemtest vermuteten dagegen
eine Intoleranz gegentber Laktose als Ursache ihrer gastrointestinalen

Beschwerden.
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Der H2-Atemtest stellt in der klinischen Praxis der Kohlenhydratmalabsorption wegen
seiner geringen Kosten und nichtinvasiven Technik das diagnostische Mittel der Wahl
dar. Die urspriingliche Modifikation des H2-Atemtests zur Diagnostik einer
Laktosemalabsorbtion ist auf Metz et al. zurickzufihren und besteht aus einer
Intervallmessung der H2-Exhalationswerte Uber 2 Stunden nach Gabe von 2 g
Laktose je Kilogramm Kdrpergewicht bis zu einer Maximaldosis von 50 g (Metz et al.
1975). Nach dieser Ublichen Modifikation erfolgt die Diagnosestellung einer
Laktosemalabsorption bei einem Anstieg des H2-Exhalationswertes von Uber 20
ppm. Gemessen an der Referenzmethode der Dinndarmbiopsie schwanken die
Angaben zur Sensitivitdt und Spezifitdt des Verfahrens zum Teil erheblich.
Newcomer et al. ermittelten fir den Laktose-H2-Atemtest Werte von jeweils 100 %
(Newcomer et al. 1975), wahrend Arola et al. die Sensitivitdt und Spezifitdt mit 69
bzw. 96 % bezifferten (Arola et al. 1988). Angesichts dieser abweichenden Angaben
muss das H2-Atemtestverfahren kritisch beurteilt und mégliche Fehlerquellen bei der
Interpretation des H2-Atemtestergebnisses bericksichtigt werden.

Zu den mdglichen Ursachen eines falsch-positiven Ergebnisses gehért die bakterielle
Fehlbesiedlung des Dinndarms, die zum sicheren Ausschluss eines Glukose-H2-
Atemtests bedarf (Keller et al. 2005). Die bakterielle Fehlbesiedlung des Dinndarms
ist charakterisiert durch eine abnorm hohe Bakterienzahl im oberen
Gastrointestinaltrakt und zeichnet sich nach Gabe kohlenhydrathaltiger Testdosen
durch einen H2-Anstieg in der Exhalationsluft innerhalb der ersten Stunde der
Testdurchfuhrung aus. Ferner sind Fluktuationen erhbéhter Basalwerte zu
berticksichtigen, die als signifikanter H2-Anstieg nach Laktosegabe fehlinterpretiert
werden kénnen (Perman et al. 1984, Kagaya et al. 1998). Daher ist vor der
Testdurchfilhrung fir eine hinreichend lange Zeit der Verzicht auf faserreiche
Mahlzeiten erforderlich (Kotler et al. 1982). Weiterhin ist die sorgfaltige Mund-
desinfektion vor Gabe der Laktosetestdosis notwendig, um einen frihen H2-Anstieg
als Folge der ingestierten oropharyngealen Flora zu vermeiden (Thompson et al.
1986). Ebenso sollte durch Rauchverzicht vor Testbeginn eine Kontamination der
Exhalationsluft vermieden werden (Tadesse et al. 1977). Ferner kann eine
beschleunigte orozdkale Transitzeit die Kontaktdauer des laktosehaltigen Chymus
mit der Dunndarmschleimhaut verkirzen und im Sinne einer relativen Laktase-
defizienz zu falsch-positiven Ergebnissen flihren (Vonk et al. 2003). Ebenso scheint

die individuelle endexpiratorische Technik die detektierten H2-Konzentrationen in der
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Exhalationsluft zu beeinflussen (Strocchi et al. 1991). Strocchi und Levitt vermuteten
zusatzlich, dass eine vermehrte Kotbewegung zu einer Freisetzung von intestinalen
Restmengen an Wasserstoff und in der Folge zu falsch-positiven H2-
Exhalationswerten fihren kann (Strocchi und Levitt 1992). Es konnte in einer Studie
nachgewiesen werden, dass auch bei Laktoseabsorbern physiologischerweise
Restmengen oral verabreichter Laktose in das Kolon gelangen mit konsekutiver H2-
Produktion und -Exhalation (Bond und Levitt 1976).

Zu den moglichen Ursachen eines falsch-negativen Ergebnisses z&hlt eine verstérkte
kérperliche Betéatigung vor der Testdurchfihrung, die infolge der Hyperventilation
eine signifikant erniedrigte H2-Exhalation bedingen kann (Payne et al. 1983). Ebenso
fuhren  mechanische Kolonreinigungen vor Koloskopie oder eine bestehende
Antibiotikatherapie fir unbestimmte Zeit zu einer Beeintrachtigung der Kolonflora mit
der Gefahr falsch-negativer Ergebnisse (Gilat et al. 1978). Gleichfalls kann ein H2-
Non-Producer-Status betroffener Patienten zu falsch-negativen Ergebnissen fuhren.
Dieser Patientengruppe liegt ein Ubergewicht H2-konsumierender Bakterien
zugrunde, die das wahrend der bakteriellen Fermentation von Kohlenhydraten
entstehende H2 zur Methanbildung verwenden. In diesem energiegewinnenden
bakteriellen Stoffwechselprozess wird CO2 durch H2 zu Methan reduziert (Wolin
1981). Ein weiterer Einflussfaktor der bakteriellen H2-Produktion ist der pH-Wert des
Kolonmilieus. In einigen Studien konnte der Nachweis erbracht werden, dass die
Gabe nichtresorbierbarer Kohlenhydrate zu einer Ansduerung des Kolonstuhls
fuhrte, wobei eine Verminderung des Stuhl-pH mit einer Abnahme der H2-Exhalation
korrelierte (Perman et al. 1981, Vogelsang et al. 1988). Es zeigt sich jedoch, dass
bereits eine 24-stlindige Kohlenhydratabstinenz die Beeintrachtigung der bakteriellen
Gasbildung vollstandig aufhebt (Perman et al. 1981). Diese Beobachtung bestétigte
vorangegangene Studien, nach denen Stoffwechselprozesse der Kolonflora unter
erniedrigten pH-Werten inhibiert werden (Vince et al. 1978). Eine Zusammenfassung

mdglicher Fehlerquellen des H2-Atemtests zeigt Tabelle 5.18.
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Tabelle 5.18: Potenzielle Ursachen falsch-positiver und falsch-negativer Ergebnisse

des H2-Atemtests.

Falsch-positive Ergebnisse

Falsch-negative Ergebnisse

Bakterielle Fehlbesiedlung

Methanbildner

Erh6hte H2-Basalwerte

Saurer Kolon-pH

Ingestion der oropharyngealen Flora

Hyperventilation

Testnahes Rauchen

Antibiotika

Physiologische Laktoserestmengen im
Kolon

Mechanische Kolonreinigung zur
Koloskopievorbereitung

Expirationstechnik

Expirationstechnik

Vermehrte Kolonmotilitat

Faserreiche Diat

Seit der Einflhrung des H2-Atemtests in der Diagnostik der Laktosemalabsorption
werden die klassischen Modifikationen des Testverfahrens kontrovers diskutiert. Da
die konventionelle Testdosis von 50 g Laktose, entsprechend einer Milchmenge von
1 Liter, selbst bei Probanden mit bioptisch gesicherter Laktasepersistenz zu
gastrointestinalen Symptomen filhren kann (Peuhkuri und Vapaatalo 2000), wurde
die klinische Relevanz dieser urspringlichen Modifikation des Testverfahrens (Metz
et al. 1975) wiederholt in Frage gestellt. In den vergangenen Jahren wurde eine
Verringerung der Testdosis auf physiologische Dosen von 12 bis 18 g Laktose,
entsprechend 240 bzw. 360 ml Milch, vorgeschlagen (Solomons et al. 1980,
Sciarretta et al. 1984, Tursi 2006). Da die H2-Exhalation proportional zur
malabsorbierten Laktosedosis ist (Bond und Levitt 1972), bestehen ebenfalls
Empfehlungen zu einer Absenkung des bisher als signifikant bewerteten H2-Anstiegs
von 20 ppm (Di Stefano et al. 2004). Andere Autoren stufen den konventionellen
Grenzwert weiterhin als klinisch gerechtfertigt ein, da sie gastrointestinale
Beschwerden erst ab H2-Exhalationswerten von Uber 20 ppm beobachteten
(Solomons et al.1980). Ferner wird von einigen Autoren als Substrat nicht Laktose in
Reinform favorisiert, sondern empfohlen, entsprechende Testdosen in Form des
natlrlichen Mediums der Laktose, der Milch, zu verabreichen (Solomons et al. 1980,
Sategna-Guidetti 1989). Da die Magenentleerung durch Proteine und Fette der Milch
im Vergleich zur Laktosegabe in Reinform verzdgert erfolgt, ist zur Erfassung erster

signifikanter H2-Exhalationswerte eine Verlangerung der Testdauer auf 3 bis 6
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Stunden erforderlich, um eine hinreichend hohe Sensitivitdt des Tests zu
gewahrleisten (Rosado und Solomons 1983, Di Stefano et al. 2004). Ebenso sollte
bei einer verringerten Dosis in Milchform eine Messung in stiindlichen, besser in
halbstindlichen Intervallen erfolgen (Rosado und Solomons 1983, Tursi 2006). Unter
Berucksichtigung der erwahnten Publikationen mussen die Modifikationen des
Laktose-H2-Atemtests daher als uneinheitlich bewertet werden.

Im Jahre 2002 publizierten Enattah et al., dass die DNA-Variante LCT-13910CC
einen genetischen Marker zum Nachweis eines primaren adulten Laktasemangel
darstellt (Enattah et al. 2002). Damit besteht prinzipiell die Méglichkeit, bei Patienten
mit unklaren gastrointestinalen Beschwerden durch Anwendung eines genetischen
Tests den Ausschluss einer genetischen Anlage fir eine Laktoseintoleranz zu
ermoglichen. Im Gegensatz zu dem in der Diagnostik einer Laktosemalabsorption
etablierten Laktose-H2-Atemtest wirde die molekulargenetische Untersuchung ein
fur den Patienten relativ beschwerdefreies und zeitarmes Verfahren darstellen.

Die vorliegende Untersuchung hat das Ziel, den genetischen Test in der Diagnostik
der Laktoseintoleranz zu evaluieren. Als Referenzmethode wurde der in der
klinischen Praxis zum Ausschluss einer Laktoseintoleranz etablierte Laktose-H2-
Atemtest herangezogen. Der Laktose-H2-Atemtest wurde bewusst als
Referenzmethode herangezogen, da dass Testverfahren unter den konventionellen,
nichtinvasiven Verfahren als Methodik der Wahl gilt (Newcomer et al. 1975). Um die
Sensitivitat des H2-Atemtests zu erhéhen, wurden weiterhin in der Vergleichsstudie
H2-Producer und H2-Non-Producer gesondert betrachtet.

Die verwendete Modifikation des Laktose-H2-Atemtests bestand aus der Gabe von
50 g Laktose und der nachfolgenden Messung der H2-Exhalationswerte in 15-
minltigen Intervallen Gber einen Zeitraum von zweieinhalb Stunden. Ein H2-Anstieg
von Uber 20 ppm wurde als Zeichen einer vorliegenden Laktosemalabsorption
gewertet.

Die Auswertung des Atemtests der 108 Patienten mit einem nachgewiesenen H2-
Producerstatus erbrachte in 94,4 % der Falle ein Ubereinstimmendes Ergebnis mit
dem genetischen Test. 33 von 37 Patienten (89 %) mit einem pathologischen H2-
Anstieg im Laktose-H2-Atemtest wiesen den Genotyp LCT-13910CC auf. 69 von 71
Patienten (97 %) mit ausbleibendem signifikantem H2-Antieg im Laktose-H2-
Atemtest zeigten den Genotyp LCT-13190CT bzw. TT.
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Diese Daten ergaben fur den genetischen Test eine Sensitivitdt von 89 %, eine
Spezifitdt von 97 %, einen positiven Vorhersagewert von 94 % und einen negativen
Vorhersagewert von 95 %.

Seit der Erstbeschreibung der genetischen Variante LCT-13910, die mit der
Laktoseintoleranz assoziiert ist, wurde in einigen Studien der diagnostische Wert des
genetischen Nachweises evaluiert. Teilweise kénnen diese Untersuchungen
hinsichtlich des Designs mit der vorliegenden Studie als vergleichbar gelten.

Bei der Untersuchung von 166 Patienten mit Laktoseintoleranzverdacht wurden fur
den genetischen Nachweis eine Sensitivitdt von 91 %, eine Spezifitdt von 96 %, ein
positiver Vorhersagewert von 98 % und ein negativer Vorhersagewert von 83 %
berichtet. Die Autoren empfehlen den genetischen Test bei Laktoseintoleranz-
verdacht und argumentieren, dass diese diagnostische Option bereits bei der initialen
Patientenvorstellung genutzt werden kann. Die Uberprifung der Kosteneffizienz
dieses Vorgehens stehe allerdings aus. Ein weiterer Vorteil des Gentests besteht in
der Méglichkeit, primare von sekundarer Laktoseintoleranz zu differenzieren (Biining
et al. 2005).

Eine finnische Studie schloss 329 Patienten im Alter bis 20 Jahren mit dem Verdacht
einer Laktoseintoleranz ein. Es erfolgte die biochemische Analytik der
Laktaseaktivitat in Dinndarmbiopsien als Goldstandard und der genetische Test
erreichte dazu im Vergleich eine Sensitivitat von 93 % und eine Spezifitat von 100 %
fir das Alter jenseits des 12. Lebensjahres. Positiver und negativer pradiktiver Wert
betrugen 100 % und 98 %. Der genetische Test wurde als Erstdiagnostik im Sinne
eines Screenings empfohlen (Rasinpera et al. 2004). Diese Studie war Anlass fir
kontroverse Diskussionen. Einerseits wurde vor der verfriihten breiten Anwendung
der genetischen Untersuchung in Populationen, die keinen nordeuropdaischen
Ursprung aufweisen, gewarnt (Swallow 2006). Andererseits wurde die Eignung des
Gentests ausdricklich unterstiutzt und die Vorteile der Integration in einen
diagnostischen Algorithmus wie folgt beschrieben. Bei Patienten mit einem negativen
oder nicht eindeutigen Atemtest gelingt auf der Grundlage des Gentests sicher die
Vermeidung falsch-negativer Befunde und weitergehende Untersuchungen kénnen
unterbleiben. Der Gentest ist hilfreich in der Interpretation von grenzwertigen
Befunden des Atemtests und in der Differenzierung der primaren von sekundaren

Formen der Laktoseintoleranz (Usai Satta et al. 2008).
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Eine weitere Untersuchung aus lItalien zeigt mit einer Sensitivitat von 100 %, einer
Spezifitdt von 96 % sowie positivem und negativen pradiktiven Wert von 98 bzw. 100
% ebenfalls die Qualitdt des genetischen Verfahrens (Schirru et al. 2007). Mit
geringfiugigen Abstrichen an der Sensitivitat (75 %) bestétigte mit einer Spezifitat von
99 % sowie positivem und negativen pradiktiven Wert von 97 bzw. 86 % eine weitere
Untersuchung aus Osterreich ebenfalls die sehr guten Ergebnisse der
Genotypisierung (Hégenauer et al. 2005).

Die Empfehlungen zum diagnostischen Vorgehen beim Verdacht einer Laktose-
intoleranz unterliegen derzeit durch die neuen Mdglichkeiten der genetischen
Diagnostik einer raschen Dynamik. Zunehmend ist eine Akzeptanz fir den Gentest
zu konstatieren. Auf der Grundlage eigener Untersuchungen empfehlen Waud et al.
als optimiertes Vorgehen die initiale Durchfiihrung der Genotypisierung. Patienten mit
dem Genotyp LCT-13910CC sollten sofort eine 12-wdchige laktosefreie Didt erhalten
und ein Symptom-Monitoring erfolgen. Der Atemtest wird bei vorliegenden
Genotypen LCT-13910CT bzw. LCT-13910TT empfohlen (Waud et al. 2008).
Deutlich zurlickhaltender wird der Stellenwert der genetischen Untersuchung von
Terjung und Lammert bewertet, die initial den Atemtest und/oder die Genotypisierung
empfehlen und beide Methoden als spezifische und sensitive Untersuchungen
einstufen (Terjung und Lammert 2007).

Wie in allen anderen Untersuchungen gab es auch bei der vorliegenden Studie
diskrepante Ergebnisse zwischen Atemtest und Genotypisierung, die bei sechs
Patienten (5,6 %) auftraten.

Von 37 Patienten mit einem im Laktose-H2-Atemtest ermittelten H2-Anstieg von tber
20 ppm zeigte die genetische Analyse bei vier Patienten (11 %) den Genotyp LCT-
13910TT bzw. LCT-13910CT. Samtliche Patienten beklagten gastrointestinale
Beschwerden nach Laktosegabe. Fur die bestehenden Diskrepanzen kénnen
folgende Erklarungen urséchlich sein:

Es erfolgte keine bioptische Abkldrung der Patienten zum Nachweis einer méglichen
sekundéren Laktoseintoleranz, die fiir eine verringerte Laktaseaktivitat verantwortlich
sein konnte. Bei einem Patienten sollte laut Anamnesebogen zukunftig der
Ausschluss einer Zoeliakie erfolgen. Es soll darauf verwiesen werden, dass
zwischenzeitlich ein Schnelltest fir die Untersuchung von Biopsie-Material auf

Laktaseaktivitat zur Verfligung steht (Lactose Intolerance Quick Test Kit, Biohit PLC,
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Helsinki, Finnland), der in einer Studie evaluiert wurde (Kuokkanen et al. 2006) und
eine Alternative zur aufwendigen biochemischen Enzymanalytik darstellen kénnte.
Zum zweiten ist eine beschleunigte orozdkale Transitzeit mit der Folge einer
verkurzten Kontaktzeit der laktosehaltigen Ldsung im Dinndarm als mégliche
Ursache eines pathologischen H2-Anstiegs nicht auszuschlie3en. Ein Patient zeigte
im Laktose-H2-Atemtest nach 75 Minuten einen ersten signifikanten H2-Anstieg. Der
nachfolgende Laktulose-H2-Atemtest ergab eine grenzwertig beschleunigte
orozdkale Transitzeit von 60 Minuten. Ein zweiter Patient mit diskrepantem Ergebnis
wies im Laktose-H2-Atemtest bereits nach 30 Minuten einen signifikanten H2-Anstieg
auf. Bei diesem Patienten konnte eine bakterielle Fehlbesiedlung des Dinndarms im
Glukose-H2-Atemtest ausgeschlossen werden, ein Laktulose-H2-Atemtest wurde
jedoch nicht durchgefuhrt. Der deutlich frihzeitige H2-Anstieg im Laktose-H2-
Atemtest lasst, auch wenn dieser nicht das Mittel der Wahl in der Diagnostik der
orozbkalen Transitzeit darstellt (Keller et al. 2005), eine beschleunigte
gastrointestinale Passage nicht ausschlie®en. Der Umstand, dass der betroffene
Patient in der Vergangenheit am Magen operiert wurde, bekraftigt die Vermutung
einer postoperativ beschleunigten orozokalen Transitzeit.

Weiterhin zeigte eine kurzlich veréffentlichte Studie, dass Probanden mit dem
heterozygoten Genotyp LCT-13910CT nur eine etwa halb so hohe intestinale
Laktaseaktivitat aufweisen wie Probanden mit dem Genotyp LCT-13910TT
(Rasinpera et al. 2004). Die in der vorliegenden Studie verwendete Testdosis von 50
g Laktose entspricht etwa dem Laktosegehalt eines Liters Milch. Es ist daher
denkbar, dass bei den zwei heterozygoten Anlagetrdgern mit einer im Vergleich
geringeren Laktaseaktivitat die Enzymkapazitat vorzeitig ausgeschopft ist, sodass ein
Teil der zugefihrten Laktose malabsorbiert wurde. In einer Studie berichteten
gesunde Kontrollprobanden ohne anamnestische Hinweise auf gastrointestinale
Symptome Uber Beschwerden nach Gabe einer Testdosis von 50 g Laktose
(Matthews et al. 2005). Es wird daher angenommen, dass bei Anwendung einer
geringeren Laktosetestdosis die Korrelation zwischen dem Laktose-H2-Atemtest und
dem genetischen Test verbessert werden kdnnte.

Zwei von 71 Patienten (3 %) mit einem im Laktose-H2-Atemtest ermittelten H2-
Anstieg von weniger als 20 ppm wiesen mit dem Genotyp LCT-13910CC die
genetische Anlage fir eine Laktoseintoleranz auf. Wahrend des Tests beklagte einer

dieser Patienten gastrointestinale Symptome, der zweite blieb beschwerdefrei. Ein
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H2-Non-Producer-Status konnte mittels Laktulose-H2-Atemtest ausgeschlossen
werden. Bei der Auswertung der vorliegenden, diskrepanten Befundkonstellation
muss Berucksichtigung finden, dass der Zeitpunkt der Abnahme der Laktaseaktivitat
populationsabhangig schwankt. Tendenziell I|&sst sich feststellen, dass in
Populationen mit einer geringen Préavalenz des primadren adulten Laktasemangels
der Rickgang der Laktaseexpression verhaltnismaRig spat auftritt (Sahi 1994). In
einer nordeuropdischen Kohorte war bei einem Teil der Probanden der genetisch
determinierte Laktaseverlust erst um das 20. Lebensjahr abgeschlossen (Sahi et al.
1983). Bei einem Alter von 22 bzw. 23 Jahren der betroffenen Patienten kann ein
verzogerter Laktaserlickgang demnach nicht ausgeschlossen werden.

Dartber hinaus wurde berichtet, dass nach einer Laktosegabe von 50 g ein erster
signifikanter H2-Anstieg zum Teil erst ab der 180. Minute nach Testbeginn zu
verzeichnen war (Solomons et al. 1980). In der vorliegenden Untersuchung wurden
H2-Atemwerte lediglich bis zur 150. Minute gemessen. Ein spéterer signifikanter H2-
Anstieg ist demnach bei diesen Patienten nicht auszuschlief3en.

Ferner wurde vermutet, dass neben dem LCT-13910-Polymorphismus weitere
polymorphe Sequenzen bestehen kénnten, die mit einer Laktasepersistenz assoziiert
sind. In einer Studie konnte in diesem Zusammenhang nachgewiesen werden, dass
ein Individuum mit dem LCT-13910C-Allel entgegen der Erwartung eine hohe
Laktase-Expression aufwies (Poulter et al. 2003).

Die Gruppe der H2-Non-Producer wurde gesondert berlcksichtigt, da innerhalb
dieser Kohorte eine Aussage zur Laktosemalabsortion im H2-Atemtest nicht mdglich
ist. Das arztliche Personal unterteilte diese Kohorte anhand der Klinik in Patienten
mit einer wahrscheinlichen Laktoseintoleranz und Laktosetoleranz. Im Falle der
ersten Gruppe ergab sich die gleiche therapeutische Empfehlung wie bei
Laktosemalabsorbern mit nachgewiesenem H2-Producer-Status.

Die Vergleichstudie aus klinischem Befund und genetischem Test erbrachte bei 15
von 20 Patienten (75 %) ein konkordantes Ergebnis. 15 von 16 Patienten (94 %)
ohne gastrointestinale Beschwerden nach Laktosegabe wiesen keine genetische
Anlage fir eine Laktoseintoleranz auf. Keiner der vier Patienten mit klinischem
Verdacht auf eine Laktoseintoleranz zeigte die genetische Anlage fur eine
Laktoseintoleranz. Die Vergleichstudie dieser Kohorte ergab somit finf Diskrepanzen
(25 %).
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Die Ergebnisse der Vergleichsstudie der H2-Non-Producer-Gruppe missen mit
ZurUckhaltung bewertet werden, da die Klinik in der Diagnostik einer
Laktosemalabsorption bzw. Laktoseintoleranz kein valides Kriterium darstellt (Villako
et al. 1994). Nach einer Studie hatten 66 % der Patienten ohne einen signifikanten
H2-Anstieg nach Laktosegabe gastrointestinale Symptome entwickelt, wéhrend 11 %
der Patienten mit einem signifikanten H2-Anstieg dennoch keine Beschwerden nach
der Testdosisapplikation aufwiesen (Hermans et al. 1997). Zu ahnlichen Ergebnissen
kam eine weitere Untersuchung, nach der 31 % der Laktosemalabsorber nach
Applikation von 50 g Laktose beschwerdefrei waren, 28 % der Laktoseabsorber
hingegen nach Gabe der Testdosis gastrointestinale Symptome entwickelten
(Peuhkuri und Vapaatalo 2000).

In der vorliegenden Untersuchung wiesen 15,6 % im Laktulose-H2-Atemtest keinen
signifikanten H2-Anstieg auf. Die vorliegende Untersuchung bestétigt damit bisher
verdffentlichte Pravalenzen zum H2-Non-Producer-Status, wonach populations-
abhangig bis zu 20 % der Bevélkerung nicht zu einer signifikanten H2-Exhalation
befahigt sind (Gilat et al. 1978, Hammer et al. 1996).
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Zusammenfassung

Der primadre adulte Laktasemangel stellt weltweit den haufigsten erblichen
Enzymmangel des Menschen dar. Kennzeichnend fir diese Form der Laktase-
defizienz ist eine zeitliche Regulation der Laktaseexpression, die sich bei Sduge-
tieren mit fortschreitender Dinndarmentwicklung verringert.

Patienten mit Hypolaktasie kénnen nach dem Konsum laktosehaltiger Lebensmittel
gastrointestinale Beschwerden entwickeln. Die Klinik der Laktoseintoleranz ist
unspezifisch und es bestehen  Uberschneidungen zu  funktionellen
Darmerkrankungen. Insbesondere in Regionen, in denen Milchprodukte einen
wesentlichen Anteil in der Nahrung darstellen, sind daher Erhebungen zum
Verbreitungsgrad des primaren adulten Laktasemangels erforderlich.

Etwa zwei Drittel der Weltbevélkerung sind vom priméren adulten Laktasemangel
betroffen. In Europa lasst sich tendenziell ein Nord-Sud- und West-Ost-Gefélle des
primdren adulten Laktasemangels nachweisen. Grdlere epidemiologische Studien
zur Pravalenz der adulten Hypolaktasie in Deutschland sind zuletzt in den 1980er
Jahren erhoben worden und bezogen sich auf das Gebiet der alten Bundeslander.

In der klinischen Praxis gilt der Laktose-H2-Atemtest als Mittel der Wahl zum
Ausschluss einer Laktoseintoleranz. Das mehrstindige Verfahren ist mit einer
Laktosebelastung des Patienten verbunden und fihrt in der Regel zur Auspragung
gastrointestinaler Beschwerden. Nachweislich wird tber verschiedene Fehlerquellen
berichtet, welche die Sensitivitat und Spezifitdt des Verfahrens einschranken.
Insbesondere das Kriterium der Positivitat bleibt Gegenstand der Diskussion, was
sich an den uneinheitlichen Modifikationen des Laktose-H2-Atemtests zeigt.

Im Jahr 2002 wurde ein Einzelnukleotidpolymorphismus an der Genposition LCT-
13910 identifiziert, dessen DNA-Variante LCT-13910CC eine hohe Assoziation mit
dem Auftreten des primdren adulten Laktasemangels aufwies, wahrend die
Genotypen LCT-13910CT bzw. TT mit einer Laktasepersistenz assoziiert waren.
Durch dieses Verfahren besteht die Mdéglichkeit, Patienten mit dem Verdacht einer
Laktoseintoleranz zeitarm und unter Vermeidung einer Laktoseexposition zu
untersuchen.

In der vorliegenden Arbeit erfolgte die erstmalige Erstellung von Pravalenzdaten des
primdren adulten Laktasemangels fir Nordostdeutschland im Rahmen eines

molekulargenetischen Screenings. Die Untersuchung beinhaltete 300 anonymisierte
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DNA-Proben. Die Ergebnisse zeigten bei 19 % den Genotyp LCT-13910CC, bei 28,3
% den Genotyp LCT-13910TT und bei 52,7 % den Genotyp LCT-13910CT. Die
ermittelte Pravalenz unterstreicht das Nord-Sid- und West-Ost-Gefélle des
Verbreitungsgrades des priméren adulten Laktasemangels innerhalb Europas. Unter
Bericksichtigung é&lterer Pravalenzdaten aus dem norddeutschen Raum besteht
ferner die Vermutung, dass die Prévalenz der adulten Hypolaktasie zunehmend ist.
Zur Bestatigung dieser Hypothese muss die Pravalenz der primaren adulten
Hypolaktasie in weiteren Regionen Deutschlands aktualisierend untersucht werden.
Zu interethnischen Vergleichszwecken erfolgte die genetische Analyse von 303 DNA-
Proben einer anonymisierten stidkoreanischen Kohorte. Die Genotypisierung zeigte
in allen Fallen den Nachweis der DNA-Variante LCT-13910CC und bestétigte den
hohen Verbreitungsgrad des primaren adulten Laktasemangels im ostasiatischen
Raum.

Zur Evaluierung einer weiteren molekulargenetischen Methodik zum Nachweis des
Polymorphismus LCT-13910 erfolgte die Genotypisierung von 137 DNA-Proben
mittels PCR-RFLP und Real-time-PCR im LightCycler-Format. Die vergleichende
Studie zeigte vollstdndige Konkordanz und wies nach, dass sich neben der PCR-
RFLP auch die LightCyler-Methodik fir die eindeutige Identifikation der DNA-
Varianten an Position LCT-13910 eignet.

Um die diagnostische Bedeutung des Einzelnukleotidpolymorphismus an Position
LCT-13910 in der klinischen Praxis zu bewerten, erfolgte die Evaluierung des
genetischen Tests unter Verwendung des Laktose-H2-Atemtests als Referenz-
methode. Die Vergleichsstudie umfasste 128 Patienten. Bei 108 Patienten (84,4 %)
wurde ein H2-Producer-Status ermittelt, bei 20 (15,6 %) ein H2-Non-Producer-Status.
Um die Validitat der Referenzmethode zu erhéhen, wurden ausschlie3lich Patienten
mit H2-Producer-Status in die vergleichende Auswertung einbezogen. Die ermittelte
Sensitivitdt und Spezifitdt der Genotypisierung betrug 89 bzw. 97 % mit einem
positiven pradiktiven Wert von 94 % und einem negativen pradiktiven Wert von 95 %.
Innerhalb der H2-Non-Producer-Gruppe wurde die Klinik als Goldstandard
bertcksichtigt. Wahrend der genetische Test seine Spezifitdt bewahrt (94 %), verliert
sich die Sensitivitat.

Weiterhin zeigte die Untersuchung, dass der genetische Test eine hohe
Patientenakzeptanz findet, da 94 % der untersuchten Patienten die Mitteilung Uber

das Ergebnis der genetischen Analyse winschten.
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Thesen:

1. Der primédre adulte Laktasemangel (Hypolaktasie) stellt weltweit den haufigsten
erblichen Enzymmangel des Menschen dar. Kennzeichnend fur diese Form der
Laktasedefizienz ist eine zeitliche Regulation der Laktaseexpression, die sich mit
fortschreitender Diinndarmentwicklung verringert. Patienten mit Hypolaktasie kénnen
nach dem Konsum laktosehaltiger Lebensmittel gastrointestinale Beschwerden im

Sinne einer Laktoseintoleranz entwickeln.

2. Ein Einzelnukleotidpolymorphismus an der Genposition LCT-13910 zeigt eine
deutliche Assoziation mit dem primaren adulten Laktasemangel und der Nachweis
des Genotyps LCT-13910CC eréffnet neue Méglichkeiten in der Untersuchung der
genetischen Epidemiologie und Differenzialdiagnostik des primaren adulten

Laktasemangels.

3. In der vorliegenden Arbeit wurden erstmalig Pravalenzdaten des primaren adulten
Laktasemangels fur Nordostdeutschland im Rahmen eines molekulargenetischen
Screenings erhoben. Von 300 anonymisierten DNA-Proben wiesen 19 % den mit der
Laktasedefizienz assoziierten Genotyp LCT-13910CC auf. Diese Préavalenz ordnet
sich in das bekannte Nord-Sid- und West-Ost-Gefélle des primaren adulten

Laktasemangels innerhalb Europas ein.

4. Eine zu interethnischen Vergleichszwecken erfolgte genetische Analyse von 303
DNA-Proben einer anonymisierten stidkoreanischen Kohorte zeigte in allen Fallen
den Nachweis der DNA-Variante LCT-13910CC und bestétigte den sehr hohen

Verbreitungsgrad des primaren adulten Laktasemangels im ostasiatischen Raum.

5. Vergleichende molekulargenetische Analysen mittels PCR-RFLP und LightCycler-
Verfahren zeigten vollstdndige Konkordanz der Ergebnisse. Beide Verfahren eignen

sich zur eindeutigen Identifizierung des LCT-13910-Polymorphismus.

6. Im Rahmen diagnostischer Untersuchungen wurde die molekulargenetische
Analytik gegen den H2-Atemtest nach oraler Laktosebelastung als Referenzmethode

evaluiert. Bei Auswertung der H2-Producer-Kohorte (n=108) zeigte der Gentest eine



Sensitivitat von 89 %, eine Spezifitat von 97 % sowie einen positiven und negativen
Vorhersagewert von 94 bzw. 95 %. Der genetische Test eignet sich fir den

klinischen Einsatz zum Ausschluss einer primaren Laktoseintoleranz.

7. Die Pravalenz des H2-Non-Producer-Status betrug 15,6 %. Eine Aussage zum
Vorliegen einer Laktosemalabsorption war im H2-Atemtest somit bei einer
betrachtlichen Patientenanzahl nicht mdglich und die Diagnosestellung musste in
diesen Fallen nach der Klinik erfolgen. Die vorliegende Untersuchung bestétigt, dass
die Klinik kein valides Kriterium in der Diagnostik der Laktoseintoleranz darstellt. Der
Gentest bewéhrte sich in dieser Gruppe zum Ausschluss einer Laktoseintoleranz,

war dagegen fir die Diagnosesicherung wertlos.

8. Aufgrund der Resultate, des geringen Zeitaufwandes und der initial nicht
notwendigen oralen Laktosebelastung der Patienten schlief3t sich die vorliegende
Untersuchung in der Zusammenfassung neueren Konzepten an, wonach der
genetische Test als primares diagnostisches Verfahren dem H2-Atemtest
vergleichbar ist. Die Empfehlung zur Verwendung des Gentests als Erstdiagnostik
wird international kontrovers diskutiert. Diagnostische Empfehlungen nehmen

dennoch zunehmend Bezug auf die genetische Untersuchung.

9. Der genetische Test ist nicht in der Lage, eine sekundéare Laktosemalabsorption
primar zu diagnostizieren. Er ist jedoch hilfreich in der Differenzierung zwischen einer
primdren und sekunddren Laktoseintoleranz bei vorliegendem H2-Anstieg im

Laktose-Atemtest.

10. Das Angebot einer genetischen Untersuchung fand eine hohe Patienten-
akzeptanz, da 94 % der Patienten Uber das Ergebnis der genetischen Analyse

benachrichtigt werden wollten.
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