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ZUSAMMENFASSUNG

Einleitung:

Die klinische Standardmethode fur die Testung der Laktoseintoleranz ist bislang
der Laktose-Hy-Atemtest. Dieser Test hat den Nachteil, dass er einerseits
zeitaufwendig ist und andererseits seine Sensitivitat und Spezifitdt durch
verschiedene Faktoren eingeschrankt ist. Genetisch ist ein ,Single Nukleotid
Polymorphismus® (SNP) -13910 kb stromaufwarts des Laktasegens mit dem
Vorkommen des primar adulten Laktasemangels assoziiert. Bisherige
Studienergebnisse zeigten eine gute Korrelation zwischen einem Gentest fur
diesen SNP und dem Laktose-H,-Atemtest zum Nachweis eines Laktasemangels.
Ziel der Diplomarbeit war, anhand eines Patientenkollektivs der Universitatsklinik
fur Innere Medizin Graz die genetische Analyse fir den -13910 T>C
Polymorphismus mit dem derzeitigen klinischen Standard, dem Laktose-H,-

Atemtest, zur Diagnose des primaren Laktasemangels zu vergleichen.

Patienten und Methodik:

205 Patienten (140 weiblich, 64 mannlich; Alter 41 + 14 Jahre), die zur Testung auf
Laktoseintoleranz an die Universitatsklinik fur Gastroenterologie und Hepatologie
in Graz Uberwiesen wurden, nahmen an der Studie teil. Bei den Patienten wurde
nach oraler Gabe von 50 g Laktose die H,-Konzentration der Atemluft gemessen.
Ein Anstieg um 20 ppm wurde als diagnostisch fur eine Laktosemalabsorption
gewertet. Aus Leukozyten nach Blutabnahme gewonnene DNA wurde mittels
PCR-RFLP auf den Genotyp des 13910 T>C SNP untersucht. Patienten mit
diskrepanten Testergebnissen wurden — soweit moglich — auf das Bestehen einer

Dunndarmerkrankung als sekundare Ursache flr einen Laktasemangel abgeklart.




Resultate:

Die Symptome, die zur Testung der Patienten fuhrten, waren Diarrhoe (53%),
Blahungen (69%), Flatulenz (41%), Bauchkrampfe (45%) und
Milchunvertraglichkeit (18%). Von 205 Patienten hatten 63 einen positiven Gentest
(CC-Genotyp), davon hatten 59 (94%) auch einen positiven Laktose-H,-Atemtest.
142 Patienten hatten einen negativen Gentest (TC oder TT Genotyp), von diesen
zeigten 124 (87%) ein negatives Ergebnis im Atemtest. Bei vier Patienten (6%) mit
positivem Gentest zeigte sich ein negativer Atemtest. Drei dieser Patienten hatten
keine Symptome nach Laktoseeinnahme. 18 Patienten (13%) mit negativem
Gentest (15 TC- /3 TT-Genotyp) hatten einen positiven Atemtest, 9 davon
berichteten Uber Symptome nach Laktosegabe. Bei zwei dieser Patienten konnte

eine Zoliakie als sekundare Ursache fur Laktasemangel festgestellt werden.

Diskussion:

Die Ubereinstimmung zwischen Gentest und Laktose-H,-Atemtest zur Diagnose
des primaren Laktasemangels ist vor allem bei positivem Gentest sehr gut (94%).
Allerdings kann der Gentest einen (sekundaren) Laktasemangel nicht sicher
ausschlie®en und gibt keine Informationen Uber Symptome nach Laktosegabe.
Der neue genetische Test mit anschlie®Bendem Therapieversuch einer
laktosefreien Diat ist allerdings eine diagnostische Alternative zum Laktose-H»-

Atemtest bei klinischem Verdacht auf primaren Laktasemangel.




ABSTRACT

Background & Aims:

Recent publications have found that the CC genotype of the DNA variant -13910
T/C upstream of the LCT gene is associated with lactase non-persistence. The
current clinical standard for the diagnosis of lactase non-persistence is the lactose
hydrogen breath test (H; test), which has limitations with respect to its sensitivity
and specificity. The aim of this diploma thesis was to compare the usefulness of
genetic testing for lactase non-persistence to the lactose hydrogen breath test for

patients with suspected lactose intolerance.

Patients & Methods:

205 patients (140 female, 64 male; age 41 + 14 yrs) with suspected lactose
intolerance who were referred to our clinic were tested for the presence of the
-13910 T/C variant by PCR-RFLP analysis. These patients also underwent an H;
breath test after ingestion of 50 g of lactose. Subjects with discrepant results
between the genetic test and the lactose H; test were invited for additional clinical

examinations to exclude causes of secondary lactase deficiency.

Results:

63 patients had a CC genotype of the -13910 T>C polymorphism suggesting
lactase non-persistence, of these 59 (94%) also had a positive H, test.
142 subjects had a negative result on the genetic test with either a TC or a TT
genotype suggestive of lactase persistence. 124 (87%) of these tested patients
had a negative H; test result, while 18 patients with a negative genetic test had a
positive H, test. In two of these patients further testing identified a celiac disease
as the reason for a secondary lactase deficiency. Four patients carrying a CC
genotype had a negative H, test. Three of these patients showed no symptoms

during the H; breath test.
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Conclusions:

We observed an excellent correlation between a CC genotype and a positive H»
test, whereas the correlation between a TC or TT genotype and a negative H, test
result was lower. The analysis of -13910 T/C variant is therefore a good test for
predicting the presence of lactase non-persistence in our patient population with
suspected lactose intolerance. However, the genetic test cannot rule out
secondary lactase deficiency, furthermore it does not provide information about
possible symptoms after lactose ingestion. The genetic test can be used as an
alternative to the current clinical standard testing for the diagnosis of lactase non-

persistence.
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GLOSSAR UND ABKURZUNGEN
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1 EINLEITUNG

Laktoseintoleranz bzw. Laktasemangel wurde erst in den letzten 50 Jahren zum
breiten wissenschaftlichen Interessensgebiet in verschiedenen Fachrichtungen
(z.B. Medizin, Soziologie, Ernahrungswissenschaften und Geschichte), obwohl
bereits Hippokrates beschrieben hatte, dass es bei manchen Menschen nach dem

Genuss von Milch zu gastrointestinalen Beschwerden kam.

Bis dato sind eine Vielzahl von Publikationen zum Thema erschienen und im
Folgenden soll ein Uberblick (iber einzelne Aspekte der Problematik
Laktoseintoleranz gegeben werden. Wichtig ist das Verstandnis, dass die
Fahigkeit Milchzucker zu spalten nicht einfach nur eine Eigenschaft ist, die man
hat oder nicht hat, sondern dass flieRende Ubergénge herrschen und die Grenze

zwischen normal und pathologisch nicht immer einfach zu ziehen ist.

1.1 Terminologie

In der englischsprachigen Literatur, werden die Bezeichnungen ,lactose
intolerance®, ,lactase deficiency®, ,hypolactasia“, ,lactose malabsorption“ und
Jlactose maldigestion® (falschlicherweise) oft synonym verwendet. Immer wieder
wird auf diese Problematik hingewiesen und eine einheitliche Begriffsdefinition
gefordert [1] [2] [3].

Auch in der deutschsprachigen Terminologie existiert leider keine einheitliche

Definition, am gelaufigsten sind jedoch folgende Bezeichnungen:

e [ aktoseintoleranz = ein positiver Laktosetoleranztest (<1,1 mmol Anstieg der
Glukosekonzentration im Blut) oder ein positiver Laktose-H,-Atemtest (Anstieg
> A 20 ppm in der Ausatemluft) bei Vorhandensein von gastrointestinalen

und/oder systemischen Symptomen nach Laktoseingestion.

e [aktosemalabsorption/Laktosemaldigestion = ein positiver Laktosetoleranztest
oder Laktose-H,-Atemtest ohne Vorhandensein von gastrointestinalen

und/oder systemischen Symptomen nach Laktoseingestion.

'
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Der Begriff ,Laktosemalabsorption® wird in der neueren englischsprachigen
Literatur oft angeprangert [2] [3], da er irreflUhrend ist. Er impliziert namlich, dass
Laktose als biochemische Struktur als solche aufgenommen wird. Das ist aber
nicht korrekt, da die Laktose vor der Resorption im Dunndarm erst in ihre Zucker

Glukose und Galaktose aufgespalten werden muss.

Die Bezeichnung ,Laktosemaldigestion scheint sinnvoller, da es bei
Laktasemangel ja zu einer unzureichenden Spaltung der Laktose kommt. Doch
auch gegen diesen Terminus gibt es Einwande. So wird von einem Autor [4]
kritisiert, dass der Begriff insofern falsch ist, als Laktose schlussendlich doch

gespalten wird — entweder vom Enzym Laktase selbst oder von Bakterien.

All diese Begriffsvermengungen fuhren zu Verwirrungen und erschweren sowohl
die Literatursuche als auch die Vergleichbarkeit und Interpretation von

Studienergebnissen.

In dieser Diplomarbeit werden hauptsachlich die Begriffe Laktosemalabsorption
(da dies in der deutschsprachigen Literatur gelaufiger ist als Laktosemaldigestion)
und Laktoseintoleranz - im Sinne einer symptomatischen Malabsorption -

verwendet.




1.2 Laktose und Laktase

1.2.1 Der Milchzucker (Laktose)

Laktose ist ein Disaccharid, bestehend aus den Zuckern Glukose und Galaktose.
Der chemische Name lautet B-Galaktose-1,4-Glukose und die beiden Zucker sind
- wie Abbildung 1 zeigt — Uber eine O-glykosidische Bindung miteinander

verbunden.

CH,OH CH,OH

HO OH

CH OH

OH OH

Abbildung 1: Strukturformel Laktose [5]

In der Natur kommt Laktose ausschlieBlich als Hauptzucker in der Milch von
Saugetieren vor. Die einzige bekannte Ausnahme unter den Saugern ist die Milch
des Seeldwen [1], die interessanterweise laktosefrei ist. Gewdhnliche Kuhmilch
enthalt ungefahr 5% Laktose, wahrend menschliche Muttermilch aus circa 7%
Laktose besteht [6].

Die Laktosesynthese erfolgt in der Milchdrise und bendtigt sowohl das Enzym N-

Acetyl-Galaktose-Transferase als auch das Protein a-Laktalbumin [7].

Gegen Ende der Schwangerschaft bzw. nach der Geburt wird die Milchproduktion
der Mutter durch das Hypophysenhormon Prolaktin angeregt, welches -
Laktalbumin induziert, das sich wiederum an die Galaktosetransferase bindet. Der
Komplex wird zu einer Laktosesynthase, sodass die Produktion von Laktose

maoglich wird [8].




1.2.2 Das Enzym LPH (=Laktase)

Um Uberhaupt absorbiert werden zu konnen, muss die Laktose im Dunndarm
weiter aufgespalten werden. Dies geschieht durch ein Enzym namens Laktase-
Phlorizin-Hydrolase (LPH) [9]. Zwei enzymatische Aktivitdten wurden festgestellt,
die auch zur Namensgebung gefuhrt haben: Einerseits teilt eine Laktase (EC
3.2.1.108) die Laktose in ihre Grundbestandteile Glukose und Galaktose auf,
andererseits spaltet eine Phlorizin-Hydrolase (EC 3.2.1.62) B-Glykoside [10].

Trotz dieser dualen Funktion wird das gesamte Enzym oft nur als Laktase

bezeichnet.

1.2.2.1 Lokalisation und Verteilungsmuster

Die Laktase ist an der apikalen Seite des Blrstensaums der Enterozyten verankert
(Abbildung 2). Die Aktivitdt des Enzyms variiert in den einzelnen Dunndarm-
abschnitten, wobei Laktase ihre hochste Aktivitat im proximalen Teil des Jejunums
besitzt [11].

Abbildung 2: Immunelektronenmiskrospische Lokalisierung von Laktase im
Biirstensaum. [12]

a) Normaler Biirstensaum mit reichhaltigem Nachweis von Laktase.
b) Biirstensaum bei Patienten mit Laktasemangel.




Das Aktivitatsniveau der Laktase hangt nicht nur von ihrer Verteilung in den
einzelnen Darmabschnitten, sondern damit verbunden auch vom jeweiligen pH-
Wert des Verdauungstraktes ab. Das pH-Optimum fur das Enzym liegt ungefahr
bei pH 6 [8]. Im sauren Milieu des Magens ware es also inaktiv.

Der pH-Wert nimmt bekanntlich entlang des Diunndarmes zu und bei einem pH

von 8-9 zeigt die Laktase nur mehr eine Aktivitat von 50% [8].

1.2.2.2 Synthese

Die Bildung des Enzyms findet in differenzierten Enterozyten im
Endoplasmatischem Reticulum (ER) und im Golgi-Apparat statt, es wird
anschlieRend modifiziert und an die Oberflache der Zelle transportiert [13].
Abbildung 3 gibt einen Uberblick Uber die Struktur des Enzyms. Von den
ursprunglichen finf Segmenten erreichen am Ende nur zwei das Darmlumen, da
es intrazellular bereits zu einer Abspaltung kommt. Das Signalpeptid in der Pro-
Region wird nach der Translokation im ER abgespalten. Die Doméanen | und Il
dienen wahrscheinlich als Chaperone [14], damit es zur richtigen Faltung kommit.
Am Ende werden die Domanen Il und IV glykosyliert und in die Membran der

Mikrovilli eingebaut [15].

Abbildung 4 stellt den gesamten Prozess der Biosynthese des Enzyms dar. Aber
auch luminale Faktoren verandern das Protein abermals: Durch Pankreasenzyme
(wahrscheinlich Trypsin) werden noch einmal zwei Aminosauren abgespalten [16],
bis die Laktase ihre endgultige Form erreicht hat und ihre Funktionen erflllen

kann.
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Abbildung 3: Uberblick (iber die Struktur des LPH-Enzyms. [10] [modifiziert]

Abbildung 4: Uberblick iiber die Biosynthese des LPH-Enzyms. [10] [modifiziert]

I a) Transkription in mRNA und Translokation ins ER; b) Signalpeptid in der Pré-Region
wird abgespalten; c) pro-LPH wird N-glykosyliert; d) Homodimere werden geformt.

Il e) Die Homodimere werden zum Golgi-Apparat gebracht und O-glykosyliert; f) Die
Pro-Region wird abgespalten.

Il Das reife LPH-Enzym wird an die Oberfldche der Villi transportiert.




1.3 Klassifikation des Laktasemangels

Um eine Einteilung der verschiedenen Arten des Laktasemangels zu treffen, lasst
sich festhalten, dass ein Laktasemangel (auch Hypolaktasie genannt) entweder

primar oder sekundar — als Folge von Erkrankungen — bedingt sein kann.

1.3.1 Primarer Laktasemangel

1.3.1.1 Entwicklungsbedingter Laktasemangel

Im unreifen Gastrointestinaltrakt sind Laktase und andere Disaccharide zumindest
bis zur 34. Schwangerschaftswoche [17] noch unzureichend entwickelt. So wurde
beispielsweise errechnet, dass Babys, die kurz nach dem 6. Schwangerschafts-
monat zur Welt kamen, nur ca. 3% der aufgenommenen Laktose absorbieren
konnten [1] [18].

Unter entwicklungsbedingtem Laktasemangel versteht man also einen relativen

temporaren Laktasemangel bei frihgeborenen Kindern.

1.3.1.2 Kongenitaler Laktasemangel

Beim kongenitalen Laktasemangel (,congenital lactase deficiency®) handelt es sich
um eine seltene autosomal-rezessive Erbkrankheit, die in der finnischen
Bevolkerung beschrieben wurde [19]. Das Enzym Laktase fehlt beinahe
vollkommen, bei sonst erhaltener Aktivitdt von anderen Disaccharidasen. Der
Zustand muss schnell erkannt werden, da es sonst zu lebensgefahrlichen
Durchfallen mit Flissigkeits- und Elektrolytverlust kommt. Der genetische Defekt
wurde — wie der primar adulte Laktasemangel — dem Chromosom 2q21-22 [19]
zugeordnet. Wirklicher kongenitaler Laktasemangel bei reif geborenen Sauglingen

ist allerdings sehr selten.




1.3.1.3 Primar adulter Laktasemangel

Um ein vielfaches haufiger als der kongenitale Laktasemangel ist der primar adulte
Laktasemangel. Ungefahr 65% der Weltbevolkerung [20] sind nach heutigem
Stand davon betroffen, wobei das zeitliche Auftreten des Laktasemangels je nach
Alter und ethnischer Abstammung sehr unterschiedlich sein kann. Auch die
Verteilung auf dem Globus variiert enorm, worauf im Folgenden noch genauer

eingegangen wird.

Als primarer Laktasemangel wird die Tatsache bezeichnet, dass aufgrund einer
genetischen Pradisposition die Laktaseaktivitat im Dinndarm im Laufe des Lebens
abnimmt und in Folge nur noch wenig bis keine Laktose mehr gespalten werden
kann. Weitere Bezeichnungen fur den primar adulten Laktasemangel sind auch
»=adulte Hypolaktasie®, ,Laktase-Nonpersistenz®, oder ,hereditarer Laktasemangel®.
Auch hier liegt — wie eingangs erwahnt — keine einheitliche Begriffsbezeichnung

VOor.

1.3.2 Sekundarer Laktasemangel

Sekundarer Laktasemangel ergibt sich als Folge einer Schadigung des
Dunndarmepithels. Da das Enzym Laktase an den Spitzen der Mikrovilli sitzt, wo
die Epithelzellen leicht abgeschliffen werden, kann es schnell zu einer
(passageren) Laktosemalabsorption oder Laktoseintoleranz kommen. Die
Atiologie des sekundaren Laktasemangels ist mannigfaltig (Tabelle 1). Zu ihren
Ursachen zahlen Infektionskrankheiten des Darms, Zdliakie (Abbildung 5), Morbus
Crohn, Malnutrition sowie Parasitenbefall wie Giardiasis (Abbildung 6) und
Kryptosporidose [21]. Auch HIV-Infektionen und SIBO (small intestinal bacterial
overgrowth/bakterielle Fehlbesiedelung) sind mogliche Ausldser. Rotavirus-
Infektionen sind speziell bei Kindern [1] eine haufige Ursache flr sekundaren

Laktasemangel.




Abbildung 5: Endoskopischer Aspekt einer Zéliakie im Duodenum.

Die typischen Iéchrigen strukturellen Defekte bezeichnet man als ,scallopping®.
[Bild von Univ.-Prof. Dr. Christoph Hégenauer - Abteilung fiir Gastroenterologie und
Hepatologie, Universitétsklinik fiir Innere Medizin Graz]

Abbildung 6: Histologischer Schnitt einer Duodenalbiopsie bei Infektion mit Giardia
lamblia. [Bild von Univ.-Prof. Dr. Christoph Hégenauer - Abteilung fiir
Gastroenterologie und Hepatologie, Universitétsklinik fiir Innere Medizin Graz]




Aufgrund der unterschiedlichen Atiologie des sekundaren Laktasemangels
(Tabelle 1) ist es wichtig, die primare Ursache, die zur Hypolaktasie fuhrt, zu

identifizieren und zu behandeln.

Da es sich bei sekundaren Ursachen meist nur um eine vorubergehende
Hypolaktasie handelt, muss keine lebenslange laktosefreie Diat eingehalten

werden.

Tabelle 1: Ursachen eines sekundéren Laktasemangels. [22] [modifiziert]

Infektiose Gastroenteritis (z.B. Rotaviren,
Giardien, Kryptosporidien und andere)
Morbus Crohn

Morbus Whipple

Zoliakie/Sprue

HIV-Enteropathie

bakterielle Fehlbesiedlung

Diinndarmerkrankungen

Multisystemerkrankungen Karzinoidsyndrom
Zystische Fibrose

Diabetische Gastroenteropathie
Zollinger-Ellison-Syndrom
Kwashiorkor

latrogene Ursachen Chemotherapie
Bestrahlung

Operationen
Medikamentds (z.B. Colchicin)
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1.4 Physiologie und Pathophysiologie der Laktoseaufnahme und

Symptomentstehung bei Laktoseintoleranz

1.4.1 Physiologie bei Normolaktasie

Bei ausreichend hoher Laktaseaktivitat wird das Disaccharid Laktose durch die
Laktase in Glukose und Galaktose aufgespalten, welche daraufhin Uber die
Enterozyten in den Blutkreislauf gelangen. Sowohl Glukose als auch Galaktose
werden mit einem gekoppelten Na*-Transporter in den Enterozyten aufgenommen
und anschlieBend passiv mit dem Glukose-Uniport-Carrier GLUT2Z ins
Pfortaderblut abgegeben [23].

Wahrend die Glukose vom Korper in der Regel direkt in freier Form in die Zelle
aufgenommen wird, muss die Galaktose zuerst in der Leber verstoffwechselt
werden. Erst dann wird sie u.a. Uber die Glykolyse zur Energiegewinnung
herangezogen [24].

Typischerweise findet die Hydrolyse der Laktose im Jejunum statt (Abbildung 7),
wo eine geringere Bakterienkonzentration vorherrscht. Bei Normolaktasie kommt

es nur in kleinem Ausmal} zur Spaltung der Laktose durch Bakterien [25].

1.4.2 Pathophysiologie bei Hypolaktasie

Im Falle einer herabgesetzten Laktaseaktivitat im Dunndarm (Abbildung 8) bleibt
die Laktose v.a. im Jejunum unhydrolysiert, gelangt in tiefere Darmabschnitte und

wird daraufhin von Darmbakterien metabolisiert.

Die bei jedem Individuum unterschiedliche Darmflora ist fur eine bessere oder
schlechtere Toleranz gegenuber Laktose mitverantwortlich, zumal nicht alle
Darmbakterien Laktose uberhaupt spalten kdonnen. Es sind vor allem anaerobe
Bakterien [26], die in der Lage sind, Laktose zu fermentieren. Durch
Garungsprozesse entstehen neben Wasserstoff (Hz), Methan (CH4) und
Kohlendioxid (CO,) auch kurzkettige Fettsauren (short chain fatty acids — SCFA).

11
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Microvilli

Abbildung 7: Physiologie bei Normolaktasie. [25]

Bei Laktasepersistenz spaltet das Enzym Laktase-Phlorizin-Hydrolase (LPH) Laktose in
Galaktose (Gal) und Glukose (Glu). Diese werden rasch in den Blutstrom aufgenommen

und nehmen dabei Wasser (H,0) mit. Aufgrund der geringen Bakterienkonzentration im
Jejunum wird wenig Laktose fermentiert.

S A e N

“"H, + CO,CH,

SCFA

Lactate == (Butyrate, Propionate,
CH,-CH(OH)-C0O0 Acetate)

Abbildung 8: Pathophysiologie bei Laktasemangel. [25]

Die verbleibende Laktose wird bei Laktasemangel von der $-Galaktosidase der
Bakterien gespalten. Danach erfolgt die Fermentierung zu kurzkettigen Fettséduren

(SCFA); Wasserstoff (H,), Kohlendioxid (CO,) und Methan (CH,) entstehen als
Nebenprodukte.
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Neben der Aktivitat des Enzyms Laktase im Dunndarm und der intestinalen
Mikroflora gibt es noch eine Reihe anderer Faktoren, die eine effiziente
Laktoseaufnahme beeinflussen. So spielen auch die Menge der aufgenommenen
Laktose, die Magenentleerungszeit und die gastrointestinale Passagezeit eine
Rolle [26].

Ernahrungsabhangige Faktoren sind fur eine veranderte Laktaseexpression an
den Mikrovilli wahrscheinlich unbedeutend. Bei regelmaliger Aufnahme von
Laktose kommt es zu keiner Zunahme der Laktaseaktivitat, allerdings wurde in
einer Studie eine Anderung der Mikroflora des Dickdarms [27] im Sinne einer

Adaptation auf Milchprodukte nachgewiesen.

Eine aktuellere Studie [28] stellte wiederum fest, dass Bakterien mit
B-Glukosidaseaktivitat weder im Prozentsatz noch in der Zusammensetzung einen

Einfluss auf klassische Symptome eines Laktasemangels haben.

1.4.3 Symptome bei Laktasemangel

1.4.3.1 Gastrointestinale Beschwerden

Typische akute klinische Symptome des Gastrointestinaltrakts bei Laktasemangel
sind Ubelkeit, Abdominalschmerzen, Bauchkrampfe, Flatulenz und Diarrhoe [29].
Der vollstandige Zusammenhang der Symptomentstehung ist noch nicht ganzlich
geklart; folgende Einzelfaktoren wurden jedoch bislang herausgefunden:
Unabsorbierte  Kohlenhydrate im Darmlumen bewirken aufgrund ihres
osmotischen Effekts [30], dass Wasser ins Darmlumen sezerniert wird; Diarrhoe ist
die Folge. Abdominalschmerzen und Blahungen hingegen werden typischerweise
durch die oben erwahnte Fermentation der unabsorbierten Laktose durch
Bakterien ausgelost, wodurch kurzkettige Fettsauren (SCFA), Wasserstoff (H,),
Methan (CH4) und Kohlendioxid (CO3) als Nebenprodukte entstehen [31].

Gase aus dem bakteriellen Stoffwechsel konnen jedoch auch Obstipation
verursachen. So hat ein Tierversuch gezeigt, dass Methan (CH4) die Colon-
Transitzeit verlangsamt und zu Kontraktionen fuhrt, die sich jedoch nicht

ausbreiten (so genannte ,nonpropagating contractions®) [32].
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1.4.3.2 Systemische Symptome

Bakterien kdonnen neben den bereits erwahnten Gasen (CO,, Hz und CHy)
zusatzlich noch andere biologisch aktive Substanzen bilden, weshalb sich die
Symptome bei Laktasemangel nicht zwangslaufig auf den Gastrointestinaltrakt

beschranken mussen.

Was systemische Symptome betrifft, ist im Zusammenhang mit Laktoseintoleranz
jedoch Vorsicht geboten. Oft kann es sich um ein gleichzeitiges Auftreten von
unterschiedlichen Pathologien handeln. Vor allem bei Kindern lassen systemische
Symptome nach Milchaufnahme beispielsweise eine Kuhmilchproteinallergie
vermuten [33]. Auch bei Erwachsenen sollte man immer auch andere Ursachen flr
die Symptome in Betracht ziehen, besonders wenn die Beschwerden nach

laktosefreier Diat nicht verschwinden.

Systemische Symptome bei Laktasemangel wurden bis dato ebenfalls
beschrieben. So konnten in einer Studie Muskel- und Gelenkschmerzen,
Kopfschmerzen, Mdudigkeit, Schwindel und Tachykardie in Verbindung mit
Laktoseintoleranz  gebracht werden [34], nachdem nach grundlichen
Untersuchungen keine anderen Ursachen gefunden wurden und alle genannten

Beschwerden nach laktosefreier Diat verschwanden.

Selbst dermatologische Befunde wie chronisches Ekzem [35] oder Urtikaria [36]
wurden im Zusammenhang mit Laktoseintoleranz geschildert. Auch das
Zusammenspiel von Laktoseintoleranz und Depression wurde untersucht, und
dabei zeigte sich ein verstarkender Effekt der Laktoseintoleranz auf die Psyche,

wenn bereits andere Malabsorptionssymptome existierten [37].

Der kausale Zusammenhang zwischen diesen Symptomen und dem
Laktasemangel ist aber in Fachkreisen nicht generell akzeptiert und bedarf

weiterer Untersuchungen.
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1.5 Molekulare Genetik und Regulation der Laktase-

(Non)Persistenz

Die Abnahme der Laktaseaktivitat nach der Entwdhnung von der Muttermilch ist
ein normales Phanomen, das bei beinahe allen Saugetieren beobachtet werden
kann. Anderungen des Erbguts scheinen dafiir verantwortlich, dass heute ca. ein
Drittel der Menschen auch im Erwachsenenalter Milch bzw. Laktose tolerieren
kann. Immer mehr Details Uber die molekulare Genetik und Regulation des

Enzyms Laktase sind mittlerweile bekannt und publiziert.

1.5.1 Entwicklung der Laktase-Expression
1.5.1.1 Laktaseaktivitat des Fetus und Neugeborenen

Im Gegensatz zu anderen Glukosidasen im Darm, wie z.B. Sukrase, a-Dextrinase

und Maltase, beginnt die Laktaseaktvitat erst spat im fetalen Leben [1].

Zwischen der 10. und der 26. Schwangerschaftswoche sind die Werte relativ
niedrig, bevor es zu einem Kkontinuierlichen Anstieg bis zum Ende der
Gestationszeit kommt, wo die Laktaseaktivitat einen Gipfel erreicht [17]. In den
ersten Lebensmonaten nimmt die Laktaseaktivitat wieder ab, man spricht von

einer Laktase-Nonpersistenz.

1.5.1.2 Abnahme der Laktaseexpression

Wie bereits erwahnt sinkt bei den meisten Saugetieren die Laktaseaktivitat mit der
Entwohnung von der Muttermilch in den ersten Lebensmonaten ab [38]. Dieser
Mechanismus ist nicht vollstandig verstanden, findet jedoch auf molekular-

genetischer Ebene statt.

Doch auch hormonelle Faktoren spielen bei der Expression von Laktase eine
nachweisliche Rolle. So wei® man aus Tierversuchen, dass die in der

Gestationszeit steigenden Kortikosteroidwerte mit der steigenden Laktaseaktivitat
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korrelierten [39], wahrend Schilddrisenhormone die Laktaseaktivitat bei Ratten
nach der Geburt absinken liel3en [40].

Je nach ethnischer Herkunft zeigen sich darlber hinaus gro3e Unterschiede
bezluglich des Manifestationszeitpunktes der gesunkenen Laktaseaktivitat.
Wahrend bei betroffenen finnischen Jugendlichen ein Laktasemangel
durchschnittlich erst mit 15 Jahren [41] — in einzelnen Fallen auch nach dem 20.
Lebensjahr [42] — bemerkbar wird, liegt das mittlere Alter des Auftretens eines

Laktasemangels bei Thais bereits bei 2-4 Jahren [43].

Bei einigen Menschen jedoch, man schatzt weltweit ca. 35% der Bevdlkerung [20],
persistiert die hohe Laktaseaktivitat. Die entwicklungsbedingte Veranderung der
Laktaseaktivitat sowie deren Unterschied zwischen Saugetieren und Menschen
zeigt Abbildung 9.
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Abbildung 9: Schematische Darstellung von entwicklungsbedingten Verdnderungen
der Laktaseaktivitat. [44]

B...birth (Geburt); W...weaning (Milchentwbhnung); wk...week (Gestationswoche);
yr...years (Lebensjahre)
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1.5.2 Regulation der Laktaseexpression

Die Regulation des Enzyms Laktase ist bis dato nicht vollstandig geklart. Eine
Hypothese zur Regulation (Abbildung 10) lautet, dass die Expression der
Laktaseaktivitat von einem positiven Regulator abhangt, der die entwicklungs-
bedingte Transkriptionserh6hung von LPH lenkt und die hohe Laktaseaktivitat bei

der adulten Laktasepersistenz aufrechterhalt [44].

-

=g

Low LPH z 1EE

expression = =2 §

_NE N &3
< a =

Persistent LPH T =

expression - a

S | o) m:

Birth “Weaning”

Abbildung 10: Darstellung der Hypothese zur molekularen Regulation der LPH-
Expression im Menschen bei Laktasepersistenz und Non-Persistenz. [44]

Tierversuche zeigten [10], dass die Laktaseexpression bei Saugern im mittleren
Jejunum am hochsten war (Abbildung 11), wahrend der proximale Teil des
Jejunums und das Duodenum weniger Laktase aufwiesen. Die niedrigsten Werte

wurden hingegen im distalen Jejunum und lleum gemessen.

Duodenum Jejunum lleum
| | I
’ 3 T —
Proximal Mid Distal

Abbildung 11: Laktaseexpression in einzelnen Dinndarmabschnitten. [10]
[modifiziert]
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1.5.3 Genetische Ursache der Laktose-(Non-)Persistenz

Lange Zeit war nicht klar, warum manche Menschen bis ins hohe Alter Milch (in
groleren Mengen) zu sich nehmen kdnnen, ohne Beschwerden zu bekommen,
und andere nicht. Den Grund fur einen persistierend hohen Laktaselevel bei einem

Teil der Bevolkerung hat man auf der Ebene der molekularen Genetik gefunden.

In den 1970er Jahren wurde festgestellt, dass Laktasepersistenz eine genetische
Ursache hat und autosomal dominant vererbt wird [45]. Da die Studien an
Nordeuropaern durchgefihrt wurden, wo der Groldteil der Bevolkerung
laktosetolerant ist, ging man davon aus, dass der ,Wildtyp“ (=urspringliche Typ)
ebenfalls laktosetolerant war. Familienstudien [41] [46] lieferten den Hinweis, dass

die adulte Hypolaktasie auf autosomal-rezessive Weise vererbt wird.

In den 1980er Jahren festigte sich die Hypothese, dass die Laktasepersistenz
einem genetischen Pfad folgt. Es wurde von einer dreifachen Streuung des
Sukrase/Laktase-Verhaltnisses (S/L-Ratio) berichtet und eine Aufteilung der

Individuen in drei Genotypen vorgeschlagen [47] :

e homozygot fur Laktasepersistenz mit hoher Laktaseaktivitat

e heterozygot fur Laktasepersistenz mit mittlerer Laktaseaktivitat, da nur eine

Kopie des Laktasegens vollkommen exprimiert wird

e homozygot fur Laktase-Nonpersistenz mit niedriger Laktaseaktivitat

Ein Kandidatengen, das Laktase-Gen LCT, wurde auf Chromosom 2g21-22
geortet [48] [49]. Weitere Studien lieferten sowohl Evidenz fur eine Regulation der
Laktaseexpression auf Ebene der Transkription [50], sowie eine Bestatigung, dass
cis-Elemente in der Regulation involviert sind [51]. Diese cis-Elemente sind

beispielsweise in der Lage, die Aktivierung des Laktasepromotors zu verstarken.

Im Jahr 2002 wurde von einer finnischen Arbeitsgruppe eine bemerkenswerte
Studie [52] veroffentlicht. Finnische Familien wurden mit Hilfe von
Kopplungsungleichgewicht (,linkage disequilibrium®) und Haplotypen-Analysen
untersucht und ein Genort, der (zumindest in der finnischen Bevolkerung) sehr

stark mit Laktasepersistenz assoziiert ist, konnte auf eine 47kb Region auf3erhalb

( 15 )
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des LCT-Gens lokalisiert werden. Zwei Punktmutationen (SNPs) wurden
identifiziert, die dem LCT-Gen vorgeschalten sind und eine signifikante Assoziation
mit Laktase-(Non-)Persistenz zeigten. Bei -13910 bp wurde Cytosin (C) mit
Thymidin (T) vertauscht und bei -22018 bp wurde Guanin (G) durch Adenosin (A)

ersetzt.

Diese DNA-Varianten sind im Intron 9 und 13 des ,minichromosome maintainance
gene”“ (MCMB6) lokalisiert (Abbildung 12). MCM6 ist Mitglied einer Genfamilie
(MCM 2-7), die fur die Initiation der DNA Replikation verantwortlich ist und damit
den Zellzyklus reguliert [53].

Vor allem der C>T Polymorphismus (C als ursprungliche Variante und T als
Mutation) hat sich in der europaischen Bevolkerung als Marker fur eine genetische

Laktasepersistenz herauskristallisiert.

e 5 3 McMe6 5° Chromosom 2g21

T

‘“u.:

MCM6-Exons
3 5

Ex Ex Ex Ex Ex Ex Ex Ex
%14_13_12_11_10‘9‘8‘7%

Intron 13: Intron 9:
CIT 13910 G/A 22018
Polymarphismus Polymorphismus

Abbildung 12: Darstellung des Genlokus der mit Laktasemangel assoziierten SNPs
im Intron des MCM®6-Gens. [64] modifiziert nach [52]

In Gber 600 Dinndarmbiopsien wurde der Zusammenhang der C>T Variante mit
der Disaccharidaseaktivitat und des Laktase/Sukrase-Verhaltnisses (L/S-Ratio)
verifiziert [55] [52] [56] [57].

Die trimodale Verteilung des L/S-Verhaltnisses ist in Abbildung 13 dargestellt.
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Abbildung 13: Trimodale Verteilung des Laktase/Sukrase- (L/S-) Verhéltnisses. [56]

Nur beim C/C_13910-Genotyp findet sich eine komplette Assoziation mit dem primar
adulten Laktasemangel, wahrend die Genotypen T/C.13910 und T/T.13910 auf
genetische Anlage der Laktasepersistenz hinweisen.

Die Prasenz des T-13910 Allels weist signifikant hohere Werte des L/S-Verhaltnisses
auf (Abbildung 13). Der TT-Genotyp wiederum zeigt deutlich hdhere
Laktaseaktivitat als der TC-Genotyp [57].

Damit bestatigte sich das bereits beschriebene trimodale Verteilungsmuster [47]

und es ergeben sich die in Tabelle 2 beschriebenen Genotypvarianten.

Tabelle 2: Ubersicht iiber das trimodale Verteilungsmuster der Genotypen.

TT.13010 homozygot Genetische Anlage fur Laktasepersistenz

TC.13910 heterozygot Genetische Anlage fur Laktasepersistenz

(mit geringerer Enzymaktivitat)

CC.13910 homozygot Genetische Anlage flr Laktasemangel
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Die Expression von Laktase-mRNA in der intestinalen Mukosa ist bei Individuen
mit T-13910 Allelen hoher als bei Individuen mit der C_i3919 Variante. Dies
suggeriert, dass der C>T SNP (sowie der G>A SNP) mit der transkriptionellen

Regulation des Laktase-Gens assoziiert ist [56].

Die beiden SNPs konnten so genannte “enhancer’” des Laktase-Gens sein;
darunter versteht man DNA-Sequenzen, die das Ablesen eines Gens verstarken
[58]. Weitere Experimente sind jedoch noétig, um die Hypothese zu bestatigen.
Hinweise fur eine funktionelle Mutation der C/T.13910 -Variante lieferten bereits
einige Studien [59] [60] [61].

Ob die gefundenen SNPs schlussendlich direkt die Laktaseexpression
beeinflussen und damit funktionell relevant sind, oder ob es sich um simple Marker
handelt, die mit Laktasepersistenz oder Laktase-Nonpersistenz einhergehen, ist

nach derzeitigem Stand noch unklar.

1.5.4 Andere genetische Varianten, die mit Laktase-(Non-)Persistenz

assoziiert sind

Mit der ldentifizierung und Beschreibung der SNPs von der bereits genannten
finnischen Arbeitsgruppe [52] dachte man, das Ratsel der Laktasepersistenz
geldst zu haben. Folgestudien zeigten allerdings, dass der C/T-Polymorphismus
zwar bei Europaern eine Laktasepersistenz gut vorhersagen kann, diese
Assoziation jedoch nicht auf die afrikanische Bevolkerung zutrifft, obwohl auch dort

Laktasepersistenz vorkommt [62].

Es wurden drei weitere Mutationen beschrieben [63], die mit Laktasepersistenz
vergesellschaftet sind: G/C.14010, T/G.139015 und C/G.13907. Alle 3 Mutationen
befinden sich wie die C/T.13910-Variante ebenfalls im Intron 13 des Gens MCM6

und scheinen genauso die LCT-Promotorregion zu aktivieren.
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Die adulte Laktasepersistenz hat sich in der Evolutionsgeschichte wohl mehr als
ein Mal selbststandig entwickelt und unterschiedliche Genotypen der
Laktase-(Non-)Persistenz rufen offensichtlich gleiche Phanotypen hervor. Eine
Ubersicht der bisher bekannten SNPs zeigt Tabelle 3.

Tabelle 3: Ubersicht iiber die bisher bekannten SNPs, die mit Laktasepersistenz
vergesellschaftet sind. [20] [modifiziert]

Autor Jahr Position des SNP Austausch Geographische Region
in bp aufwarts des LCT

Tishkoff et.al. 2007 14010 G>C Kenia/Tansania
Tishkoff et.al. 2007 13915 T>G Saudi-Arabien
Enattah et.al. 2002 13910 C>T Europa
Tishkoff et.al. 2007 13907 C>G Athiopien/Sudan

Wann die Entwicklung der Anpassung ihren Ursprung genommen hat, ist nicht
ganz geklart. Daten aus Knochenfunden zeigen, dass in der Jungsteinzeit in

Europa noch keine Laktasepersistenz vorhanden war [64].

Funktionsgewinnende Genveranderungen, die eine adulte Laktasepersistenz
bewirkten, haben jedoch offensichtlich zu einer starken Selektion vor ca. 5000 -
10 000 Jahren gefuhrt [65].

Dies passt zeitlich zu den Daten [66], die belegen, dass die Milchwirtschaft vor ca.
9000 Jahren im noérdlichen Europa ihren Ursprung hatte. Die Bevolkerung hatte
mit der Milchaufnahme nicht nur einen Vorteil in der Ernahrung, sondern profitierte

auch im Bezug auf Wasserhaushalt und Knochenstabilitat [67].

Eine der neu bekannt gewordenen Mutationen (G/C-14010) aus Afrika wird auf
3000-7000 Jahre geschatzt [63], was entwicklungsgeschichtlich sehr jung ist und
damit auch bedeutet, dass diese Veranderung zeitlich nach der C/T.43910-Variante

in Europa aufgetreten sein durfte.

22

—~
| —



Die beschriebenen Mutationen zdhlen im Ubrigen zu den bisher starksten
beobachteten Selektionssignalen, die jemals fir ein Gen in unserem Genom
nachgewiesen wurden [65].

Es ist nicht nur die Tatsache bemerkenswert, dass das menschliche Erbgut im
Laufe der Evolution Anpassungsformen an die Ernahrung zeigte und allein durch
die Adaptation mutiert ist. Noch viel erstaunlicher scheint, dass diese
Veranderungen nicht nur einmal aufgetreten sind, sondern unabhangig
voneinander in unterschiedlichen Regionen der Welt zu verschiedenen

Zeitpunkten passierten.

1.6 Pravalenz des Laktasemangels

Im Laufe der letzten Jahre sind unzahlige Studien in vielen verschiedenen Landern
durchgefuhrt worden, sodass die globale Verteilung der Laktase-(Non-)Persistenz
gut beschrieben ist. Es existieren groRe Ubersichtsarbeiten [3] [68] [69], die die
Pravalenz der adulten Hypolaktasie, die weltweit zwischen einzelnen

Bevolkerungsgruppen und Kontinenten betrachtlich variiert, detailliert besprechen.

Nach derzeitigem Stand liegt bei 65% der Weltbevolkerung [20] ein adulter
Laktasemangel vor. Damit ist die Laktase-Nonpersistenz nach wie vor der

haufigste Phanotyp beim Menschen.

1.6.1 Pravalenz weltweit

Global betrachtet ist auf keinem Kontinent die Haufigkeit einer adulten

Laktasepersistenz so hoch wie in Europa.

Wie Tabelle 4 im Uberblick zeigt, diirften im Raum um Australien und Neuseeland

(Australasien) ca. 30% der Bevolkerung eine Laktasepersistenz aufweisen,
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wahrend sparliche Daten aus Nord- und Sudamerika eine dortige Pravalenz von

ca. 40% Laktasepersistenz vermuten lassen [20].

In Indien ist die Laktasepersistenz am haufigsten im Nordwesten anzutreffen; je

weiter man nach Osten geht, desto niedriger werden die Pravalenzraten [20].

Aus Afrika kommende Daten sind sehr inhomogen, da die Pravalenzen dort sehr
ungleichmalig verteilt sind. Einige Nomadenstdamme, die Milchwirtschaft
betreiben, zeigen hohe Raten an Laktasepersistenz, wahrend benachbarte

Stamme oft Laktasemangel aufweisen [68] [20].

Tabelle 4: Durchschnittliche Haufigkeit der Laktasepersistenz. [20]

¢ Haufigkeit der Laktasepersistenz

weltweit 35%
Afrika 34%
Amerika 39%
Australien 28%
Europa 61%
Naher Osten 35%

Abbildung 14 zeigt eine interpolierte Verteilung der bekannten Laktase-
persistenzraten einzelner Landern und Regionen, ermittelt mittels Hy-Atemtest

oder Blutglukoseanstieg nach Laktosegabe.

Wenn man die Verteilung des Allels -13910*T, das als kausale Ursache der
Laktosetoleranz in Europa vermutet wird, betrachtet (Abbildung 15), wird jedoch
deutlich, dass die Assoziation zwischen Genotyp und Phanotyp tatsachlich nur in
Europa zutrifft. Dies unterstitzt aktuelle Erkenntnisse [63], die vermuten, dass
zumindest in der afrikanischen Bevolkerung andere Mutationen zur

Laktasepersistenz gefiuhrt haben.
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Abbildung 14: Verteilung der Laktasepersistenzraten (interpoliert). [20]

Messdaten (mittels Ho-Test oder Blutglukoseanstieg ermittelt) werden als Punkte
dargestellt. Amerika ist mangels ausreichender Daten ausgenommen. Die farbcodierte
Skala gibt z.B. mit 0.9 eine Haufigkeit von 90 % fiir das Vorhandensein von
Laktasepersistenz in der Bevélkerung an.
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Abbildung 15: Verteilung der -13910*T Genvariante (interpoliert). [20]

Messdaten werden als Punkte dargestellt. Amerika ist mangels ausreichender Daten
ausgenommen. Die farbcodierte Skala gibt z.B. mit 0.1 eine Héufigkeit von 10 % fiir das
Vorhandensein der -13910*T Genvariante in der Bevdlkerung an.
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1.6.2 Pravalenz in Europa

In Europa, wo ca. 60% der Bevolkerung laktosetolerant sind, findet sich die
hochste Pravalenz der Laktasepersistenz in Nord-Westeuropa; die Haufigkeit

nimmt jedoch nach Stiden und Osten ab [20].

Eine Arbeit aus dem Jahr 1982 [70] mit ca. 500 gesunden Probanden stellte
mittels Hp-Atemtest eine Haufigkeit der adulten Hypolaktasie in Osterreich von
durchschnittlich 20% (15% im Westen und 25% im Suddosten) fest.
In Deutschland fand man eine Pravalenz von ca. 15 % [71], wobei die Zahlen

innerhalb des Landes betrachtlich variieren (Abbildung 16).

Abbildung 16: Prévalenzen der Laktase-Nonpersistenz in Europa. [11]

Die Zahlen geben den prozentualen Bevélkerungsanteil mit Laktasemangel in der
Jeweiligen Region an.
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1.6.3 Hypothesen zur Erklarung der Pravalenzunterschiede

Es gibt verschiedene Theorien als Antwort auf die Frage, welche Faktoren dazu
beigetragen haben, dass sich eine Art genetische Selektion im Bezug auf

Laktosetoleranz entwickelt hat.

Milch stellt die einzige naturliche Quelle fur Laktose dar und es ist schon langer
bekannt, dass Laktasepersistenz vor allem in Bevolkerungsgruppen verbreitet ist,
deren Vorfahren Milchwirtschaft betrieben haben [66].

Einerseits wurde eine kulturell-historische Hypothese beschrieben [72], die
annimmt, dass eine Mutation entstand, die dazu fuhrte, dass Milch auch noch bis
ins Erwachsenenalter als Nahrungsmittel verwendet werden konnte. Durch einen
Selektionsdruck, der ,Laktosetolerante favorisierte, kam es Uber eine lange
zeitliche Periode durch das Nomadentum zu einer Verbreitung der Laktosetoleranz
uber den Erdball. Die hohe Pravalenzrate der Laktosetoleranz in Nordeuropa lasst

sich damit jedoch nicht erklaren.

Die Hypothese uber einen Selektionsvorteil durch die Kalziumaufnahme [73] lasst
sich hingegen ganz gut mit den Zahlen der Laktosetoleranz in (Nord-)Europa
vereinbaren. Durch den haufigen Mangel an Vitamin D standen Becken-
deformationen, Rachitis und Osteomalazie in nordlicheren Breiten an der
Tagesordnung. Man geht davon aus, dass sowohl Milch als Kalziumquelle als
auch eine mdgliche Stimulation der Kalzium-Aufnahme durch Laktose [74] dazu

beitrugen, dass sich die Laktasepersistenz vor allem in (Nord-)Europa durchsetzte.

27

—~
| —



1.7 Laktoseintoleranz und assoziierte Folgeerkrankungen

1.7.1 Laktoseintoleranz und Osteoporose

Bereits in den 1960er Jahren [75] wurde auf den Zusammenhang zwischen

Laktoseintoleranz und Knochendichte hingewiesen.

Es folgten zahlreiche Publikationen zu diesem Thema, wobei durchaus auch
kontroverse Studienergebnisse veroffentlicht wurden. So fand eine Arbeitsgruppe
zu Beginn der 1990er keinen Hinweis darauf, dass Laktasemangel einen

mindernden Effekt auf die Knochenmasse ausubt [76].

Viele andere Studien lieferten jedoch Ergebnisse, die die Hypothese
unterstreichen, dass Laktoseintoleranz zu einer Verschlechterung der
Knochendichte fuhren kann. Es wurde beispielsweise gezeigt, dass eine
Vermeidung von Milch bei Kindern in der Wachstumsphase mit deutlich geringerer
KorpergrofRe und schlechterem Knochenstatus einhergeht [77]. Vor allem lang-
zeitliches Vermeiden von Milchprodukten tber Jahre hinweg kann daher zu einem
spateren Risiko fur Osteoporose beitragen [78].

Andere Daten [79] belegen, dass Laktoseintoleranz das Erreichen einer
adaquaten Knochenspitzenmasse verhindert und damit auch zu schwerer

Osteoporose im Alter pradisponieren kann.

Einerseits lassen sich diese Ergebnisse dadurch erklaren, dass es aufgrund einer
Laktoseintoleranz  zur bewussten (oder unbewussten) Vermeidung von
Milchprodukten kommt, was einen Mangel an Kalzium mit sich fihrt. Andererseits
steht die Hypothese im Raum, ob nicht auch Laktose selbst einen Beitrag zur
Kalziumabsorption leistet. So wurde in einer Studie nachgewiesen [74], dass die
Anwesenheit von Laktose die Absorption von Kalzium erhéht bzw. umgekehrt,

dass laktosefreie Diat in niedrigerer Kalziumabsorption resultiert.
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Es dlrften also nach heutigem Wissensstand sowohl verminderte Kalziumzufuhr
als auch verhinderte Kalziumabsorption dazu beitragen, dass Personen mit
Laktasemangel zu Osteoporose pradisponiert sind [80].

Auf eine ausreichende Kalziumzufuhr ist deshalb besonders bei Kindern und

Jugendlichen in der Wachstumsphase zu achten!

Interessant ist abschlieBend auch der Zusammenhang zwischen einem
Laktasemangel und der KorpergroRe, die ein wichtiges Merkmal fur die
Knochenspitzenmasse ist. So wurde aus Daten der niederlandischen Bevolkerung
ermittelt, dass zwischen den einzelnen Genotypen der Laktase-(Non-)Persistenz

ein Grolenunterschied von ca. 2 cm besteht [81], was Abbildung 17 verdeutlicht.

167,0
166,5
166,0
165,5

165,0 .
1T TC CC

Korpergrofe [cm]

Abbildung 17: Vergleich der Kérpergré3e bei unterschiedlichen Genotypen der
Laktase-(Non-)Persistenz. [67] [modifiziert]

TT-Genotyp + TC-Genotyp: Laktasepersistenz, CC-Genotyp: Laktasemangel.
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1.7.2 Weitere Krankheitshypothesen

Es wurden auch Zusammenhange untersucht, die auf den ersten Blick nicht in

Verbindung mit Laktasemangel zu stehen scheinen.

So wurde suggeriert, dass Milchprodukte Risikofaktoren fur Krebserkrankungen
darstellen  koénnten. Ein  Zusammenhang von Prostatakarzinom  mit
Laktasepersistenz/Non-Persistenz konnte hierbei jedoch nicht nachgewiesen
werden [82].

Die Hypothese, dass Laktasepersistenz das Risiko fur Ovarialkarzinom erhdht,
wurde ebenfalls nicht bestatigt, sondern die Studie ergab, dass Laktasepersistenz
das Risiko fur Ovarialkarzinom sogar senkt — zumindest in der finnischen

Bevolkerung [83].

Ein Zusammenhang zwischen niedrigerer Laktaseaktvitat der Genotypen der
C/T(-13910) Variante und kolorektalem Karzinom wurde ebenfalls untersucht [84],

konnte allerdings nicht ausgeschlossen werden.

Eine weitere Hypothese wurde kurzlich publiziert [85], wo vermutet wird, dass
Laktose der verantwortliche Erndhrungsfaktor flr Ischamische Herzinsuffizienz
sein konnte. Weitere Studien sind jedoch noétig, um diese Vermutung weiter zu

untersuchen.
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1.8 Diagnostik bei Verdacht auf Laktoseintoleranz

Eine gute Anamnese ist bei Verdacht auf Laktoseintoleranz essentiell und kann
bereits eine Beziehung zwischen den klinischen Symptome und dem Verzehr von
laktosehaltigen Produkten herstellen. Oft vermuten auch die Patienten selbst
einen Zusammenhang, allerdings ist dies nicht immer zuverlassig. So wurde in
einer Studie [86] berichtet, dass nur bei 10% der Patienten, die sich selbst als
laktoseintolerant bezeichneten, auch tatsachlich eine Laktoseintoleranz (im Sinne

einer symptomatischen Malabsorption) nachgewiesen wurde.

Um einen klinischen Laktasemangel, also in anderen Worten eine
Laktoseintoleranz, festzustellen, gibt es verschiedene direkte und indirekte

Methoden; es sind jedoch bei weitem nicht alle flr den klinischen Alltag geeignet.

Die direkte Diagnostik des adulten Laktasemangels wird als ,Goldstandard®
erachtet und basiert auf der Messung der Aktivitaten von Laktase, Sukrase und
Maltase und des Laktase/Sukrase-Verhaltnisses (L/S-Ratio) in intestinalen
Biopsien [87]. Diese Technik ist jedoch invasiv und flr ein primares Screening

verstandlicherweise nicht geeignet.

Als klinischer Standard zur Diagnostik hat sich der Hy-Atemtest durchgesetzt. Als
Alternative wird auch der Laktosetoleranztest angewendet, bei dem der

Blutglukoseanstieg nach Laktoseaufnahme gemessen wird.

Als neue Alternative steht ein Gentest, der die Mutation C>T 13910 stromaufwarts
des Laktase-Gens nachweist, zur VerflUgung. Zur Sinnhaftigkeit der
routinemaligen Anwendung gibt es kontrare Meinungen, auf die im Folgenden

noch spezieller eingegangen wird.

Wenn man sich die Genauigkeit der Tests im Vergleich ansieht, so wurde flr den
Laktosetoleranztest (LTT) eine Spezifitdt von 77-96% und eine Sensitivitat von 76-
94% beschrieben [88]. Vor allem bei Kindern ist der LTT ungeeignet, da bis zu

30% falsch positive Resultate vorkommen [89].

Der Hy-Atemtest zeigt in der Literatur eine Spezifitat von 89-100% und eine
Sensitivitat von 69-100% [88]. Die Spezifitat des genetischen Tests liegt bei 100%

mit einer Sensitivitat von 93% bei Patienten tber 12 Jahren [57].
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1.8.1 Der H,-Atemtest

Atemtests werden im Bereich der Gastroenterologie haufig und bei vielfaltigen
Indikationen mit unterschiedlichen Substraten angewandt. Ein groRRer Vorteil ist,

dass sie nicht invasiv sind.

Der Hp-Atemtest hat sich klinisch zur Diagnostik einer Kohlenhydrat-Malabsorption
bzw. Kohlenhydrat-Unvertraglichkeit bewahrt und basiert auf einer Messung von
Wasserstoffgas (H2) nach oraler Aufnahme von garfahigen Kohlenhydraten wie

z.B. Laktose, Laktulose, Glukose oder Fruktose.

1.8.1.1 Das Funktionsprinzip des Ho-Atemtests

Bereits Ende der 1960er Jahre wurde beschrieben [90], dass im menschlichen
Organismus ungespaltene Laktose, die den Dickdarm erreicht, unter der

Entstehung von Wasserstoff (Hz) fermentiert wird.

Eine ausreichende Konzentration von Bakterien, die fahig sind Wasserstoff zu
produzieren, findet sich physiologischerweise hauptsachlich im Kolon. Zur
Diagnostik macht man sich die Tatsache zu Nutze, dass es im menschlichen
Korper keine andere Quelle fur Wasserstoff als den bakteriellen Kohlenhydrat-
Stoffwechsel gibt [91].

In den 1970er Jahren entdeckte man [92], dass ein Teil des produzierten
Wasserstoffs Uber die Darmschleimhaut in den Blutkreislauf diffundiert, zu den

Lungen transportiert und anschlieRend Uber diese abgeatmet wird.

Abbildung 18 zeigt die schematische Darstellung des Funktionsprinzips eines
Atemtests. Die endexspiratorische H,-Konzentration beim Atemtest wird mit
Gaschromatographie in unterschiedlichen Zeitabstanden gemessen und
aufgezeichnet. Uber den idealen Zeitabstand zwischen den Messproben herrscht
keine Einigkeit. Die Durchfihrung eines Atemtests ist durch verschiedene
Faktoren modifizierbar (Tabelle 5) und an verschiedenen Zentren wird der
Laktose-H,-Test unterschiedlich durchgefihrt.
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Tabelle 5: Faktoren, die den H,-Atemtest beeinflussen [103]

Dosis der entsprechenden Kohlenhydrate

e Volumen und Art der FlUssigkeit, in der die Kohlenhydrate geldst werden

(Osmolaritat)
e Dauer der Messung der H,-Exhalation
¢ Intervalle zwischen den einzelnen Messungen

e Kiriterium fiir den signifikanten Anstieg der H,-Exhalation gegentber dem

Basalwert

1.8.1.2 Patientenvorbereitung

Es gibt einige Verhaltensmalinahmen, die vom Arzt und Patienten vor und
wahrend der Testdurchflhrung zu beachten sind, da sonst das Ergebnis des

Laktose-H»>-Atemtests verfalscht werden kann.

So wird beispielsweise empfohlen, ab der Nacht vor dem Test keine
unfermentierbaren Kohlenhydrate zu sich zu nehmen, wie sie z.B. in Pasta, Brot
und Getreide zu finden sind [91].

Sportliche Betatigung direkt vor dem Test fuhrt zu Hyperventilation. Dies
beeinflusst das Testergebnis insofern, als dass die Hz-Konzentrationen falsch
niedrig gemessen werden [94]. Auch Antibiotika und Diarrhoen kénnen durch

Storung der Kolonflora im Test zu erniedrigten Hp-Werten fuhren [95].

Rauchen wirkt sich ebenfalls auf den Atemtest aus, fuhrt jedoch zu falsch hohen
H»>-Konzentrationen [96]. Auch eine schlechte Mundhygiene und eine abnormale
oropharyngeale Mundflora flhren unter Umstidnden zu zu hohen Ho-

Konzentrationen und falschen Ergebnissen [97].

Geschlecht und Ethnizitat haben hingegen keinen Einfluss auf die Produktion von
Wasserstoff [98].
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1.8.1.3 Interpretation des H,-Atemtests

Wenn es darum geht, in der Ausatemluft radioaktive oder stabile Isotope (wie z.B.
C1s) zu messen, die in der Luft normalerweise nicht vorkommen, ist die
Interpretation des Atemtests hinsichtlich eines positiven Ergebnisses relativ
einfach. Beim Hjy-Atemtest tritt hingegen das Problem auf, dass die
Wasserstoffproduktion im Koérper ein normales Phanomen ist, das zudem einer
zirkadianen Rhythmik folgt [99].

Die H,-Konzentration in der endexspiratorischen Atemluft gibt man in ppm (parts
per million) an. Nuchternwerte > 15-20 ppm sind als pathologisch anzusehen [91].
Eine Assoziation von zu hohen Hjy-Basalwerten mit unterschiedlichen
Erkrankungen ist gegeben und diese reicht von bakterieller Fehlbesiedelung [100],
unbehandelter Zdliakie [101], Rohkostmahlzeiten am Vortag [102] bis hin zum

Nikotinabusus [96] vor dem Atemtest.

Fir das Vorliegen einer Laktosemalabsorption liegt die gewdhnlicherweise
gewahlte Grenze bei einer Zunahme der Hy-Konzentration von 20 ppm in der
Ausatemluft. Dies wurde in den 1970er Jahren bei einer Dosis von 50 g Laktose
fur geeignet befunden [104].

Allerdings gibt es auch Daten [105], die belegen, dass ein Anstieg von 10 ppm in
zwei aufeinander folgenden Messungen eine hdhere Sensitivitat zeigt, ohne viel

Spezifitat einzublu3en.

Zur Menge der verwendeten Laktose herrschen ebenfalls unterschiedliche
Ansichten. Tatsache ist, dass die haufig verwendete Menge von 50 g Laktose
ungefahr dem Genuss von einem Liter Milch gleichkommt. Dies ist vermutlich eine

unphysiologisch hohe Dosis.

Ein Konsens bezuglich der Testdauer ist bislang ebenfalls noch nicht ersichtlich. In
den 90er Jahren wurde publiziert, dass eine Verlangerung des Hx-Atemtests von
4 h auf 8 h die Sensitivitat des Testes erhdht, da Patienten mit einer langsamen

gastrointestinalen Passagezeit besser erfasst werden [105].
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Eine vor kurzem verodffentlichte Publikation [106] stellte wiederum fest, dass die
Testdauer bei einer hohen Dosis Laktose (z.B. 50 g) problemlos auf 3 h verkurzt
werden kann.

Dies bestatigt auch eine weitere Studie [107], die beim H,-Atemtest jeweils eine
Messprobe bei 0, 120 und 180 Minuten bzw. bei 0, 120 und 210 Minuten
genommen hatte und keinen signifikanten Verlust von Sensitivitat fir die Diagnose

der Laktoseintoleranz feststellen konnte.

Zum Volumen der Testlosung liegen allerdings keine vergleichenden Studien vor,
die Deutsche Gesellschaft fur Verdauungs- und Stoffwechselerkrankungen

empfiehlt 200-400 ml Wasser bei Raumtemperatur [103].

Leider erschweren die unterschiedlichen Kombinationsmdglichkeiten der
einzelnen Faktoren die Vergleichbarkeit von Normwerten und Studienergebnissen.
Die Deutsche Gesellschaft flr Verdauungs- und Stoffwechselerkrankungen schlagt
deshalb ein Protokoll zur Durchfihrung eines standardisierten Laktose-Ha-
Atemtest vor (Tabelle 6).

Tabelle 6: Ubersicht der Empfehlung der Deutschen Gesellschaft fiir Verdauungs-
und Stoffwechselerkrankungen zur Durchfiihrung des Ho-Atemtest mit Laktose.[103]

Substrat Laktose
Dosis 50 g
Flussigkeit zum
Losen 200-400 ml Wasser
Messung basal und in 15- bis 20-mindtigen Intervallen
Testdauer Uber 3 h
pathologisch bei Anstieg um >20 ppm gegenuber
Auswertung Basalwert
begleitende Symptomatik ist zu beachten zwecks
Differenzierung zwischen Laktosemalabsorption
Besonderheiten (asymptomatisch) und Laktoseintoleranz
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Substrates
Lactose
Fructose
Glucose
Lactulose
140
Expired products C-Xylose
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Abbildung 18: Funktionsprinzips eines Atemtests. [93]
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Abbildung 19: Graphische Darstellung von H,-Messwerten bei Laktosetoleranz und
Laktosemalabsorption. [54] [modifiziert]

Ein Anstieg von > 20 ppm ist vereinbar mit Laktosemalabsorption.
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Abbildung 19 zeigt in graphischer Darstellung zwei typische Kurven von Ha-
Messwerten. Bei Laktasemangel findet sich im zeitlichen Verlauf eine
Konzentrationsanderung der Messwerte von > 20 ppm, wahrend bei

Laktosetoleranz bzw. Laktasepersistenz dieser deutliche Anstieg ausbleibt.

Neben der Hz-Konzentration werden wahrend des Tests auch gastrointestinale
Symptome aufgezeichnet — am LKH Graz protokolliert man beispielsweise
Durchfall, Blahungen und Krampfe.

Allerdings wissen die Patienten, dass sie kurz zuvor Laktose zu sich genommen
haben, weshalb der wirkliche objektive Nutzen mit dem Wissen um die

Problematik der subjektiven Laktoseintoleranz unklar bleibt [93].

Es hat jedoch sehr wohl Bedeutung, ob Symptome wahrend des
Laktosetoleranztestes auftreten. Zeigt die Hy-Konzentration im Verlauf der Zeit
zwar einen Anstieg uber 20 ppm, der Patient bemerkt jedoch keine Symptome, die
auf eine Unvertraglichkeit hinweisen, spricht man von Laktosemalabsorption oder
Laktosemaldigestion.

Ein Patient, der einen positiven Atemtest zeigt und Symptome vorweist, wird als

laktoseintolerant bezeichnet.
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1.8.1.3.1 H>-Non-Producer

Eine Problematik bei der Interpretation von Hy-Atemtests sind so genannte ,Hj-
Non-Producer”. Diesen Menschen fehlen in der Darmflora Bakterien, die in der
Lage sind, in ausreichenden Mengen Wasserstoff herzustellen. Je nach Literatur

liegt die Haufigkeit in der Bevolkerung bei bis zu 20% [108].

Bei Verdacht auf eine solche ,Non-Producer“-Situation (beispielsweise wenn der
Patient zwar gastrointestinale Symptome wahrend des Tests angibt, aber keinen
suffizienten Anstieg der Hy-Konzentration zeigt) wird die Durchfihrung eines

Laktulose-Atemtests empfohlen.

Laktulose ist ein nicht resorbierbares Disaccharid, das aus Galaktose und
Fruktose besteht. Es wird bei normaler Darmflora erst im Kolon von Bakterien
unter Ha-Freisetzung gespalten — sofern Bakterien vorhanden sind, die
Wasserstoff produzieren.

Ein fehlender Anstieg auch nach Laktuloseingestion deutet auf einen Hy-Non-
Producer-Status hin. Ein spater Anstieg, wie in Abbildung 20 gezeigt, schlief3t

einen solchen Status aus.
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Abbildung 20: Kurve eines normalen Laktulose-H-Atemtests. [91]
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1.8.2 Der Gentest

Durch den bereits erwahnten publizierten molekulargenetischen Nachweis der
C/T13910-Mutation ist eine Zuordnung der genetischen Disposition zur Laktase-
(Non-)Persistenz moglich. Bei der genetischen Untersuchung des erwahnten C>T
-13910 SNPs in der Promotorregion stromaufwarts des LCT-Gens wird mittels
PCR der Genotyp einfach aus EDTA-Vollblut bestimmt.

Die Spezifitat des genetischen Tests liegt bei 100% und die Sensitivitat wird bei

Patienten Uber 12 Jahren mit 93% angegeben [57].

Wahrend Befurworter des genetischen Tests einen Einsatz fur effizient erachten
[109], wird der Einsatz von Gegnern als verfriht dargestellt [110]. Tabelle 7 gibt

einen Uberblick tiber bekannte Vor- und Nachteile des genetischen Tests.

Tabelle 7: Vor- und Nachteile des genetischen Tests

Vorteile des genetetischen Tests: [111]

- héhere Spezifitat und Sensitivitat verglichen mit indirekten Methoden

- eine Blutabnahme (nicht nlchtern) gentigt

- Zeit- und Kosten sparend

- Interpretation einfach und widerspruchsfrei im Gegensatz zu indirekten Methoden

- Test muss nur einmal im Leben durchgefihrt werden

Nachteile des genetischen Tests:

- sekundare Formen der Laktoseintoleranz werden bei der Genotypisierung NICHT

nachgewiesen!

- keine Aussage Uber Symptome/keine Symptomerfassung -> Unterscheidung

zwischen Laktosemalabsorption und Laktoseintoleranz ist nicht mdglich

- fir Patienten nicht-europaischer Abstammung aufgrund anderer kurzlich entdeckter

Polymorphismen [112] nicht anwendbar

39

—~
| —



1.9 Therapeutisches Management bei Laktasemangel

Nicht alle Patienten mit Laktasemangel miussen zwangslaufig behandelt werden.
Die Therapie hangt schlussendlich davon ab, welcher Art von Laktasemangel
vorliegt und ob Beschwerden vorliegen.

In Ermangelung therapeutischer Richtlinien bei Laktasemangel war fruher eine
haufige Herangehensweise, den Patienten zu empfehlen, Milch und Milchprodukte
komplett zu meiden. Milchprodukte sind aber eine der Hauptquelle flr Kalzium in
der Ernahrung und die Auswirkungen bei Meidung dieser Lebensmittel auf den

Knochenstoffwechsel sind bekannt und wurden bereits erwahnt.

Bei sekundarem Laktasemangel richtet sich die Behandlung vor allem nach der
zugrunde liegenden Krankheit. Laktosefreie bzw. laktosearme Ernahrung ist nur
solange notwendig, bis die Ursache fur den sekundaren Laktasemangel behandelt

ist.

Bei primarem Laktasemangel ist der Zustand hingegen irreversibel und das
therapeutische Management ist ein anderes. Anfangs wird eine laktosefreie
Ernahrung empfohlen, um festzustellen, ob die Symptome verschwinden.[113]

Es gibt allerdings Daten [114], die belegen, dass die meisten Menschen mit primar
adultem Laktasemangel bis zu 240 ml Milch (12 g Laktose) trinken kénnen, ohne

gastrointestinale Symptome zu entwickeln.

Die Patienten sollten deswegen ermutigt werden, nach und nach wieder Milch in
kleineren Portionen und gemeinsam mit anderen Lebensmitteln zu sich zu
nehmen. Auch Joghurt, Topfen und Kase werden in der Regel gut vertragen, da

ein Teil der Laktose bereits von Bakterien gespalten wurde [113].

Falls diese Strategien fehlschlagen, kann man auf pharmakologische
Therapieansatze zurickgreifen. Diese bestehen einerseits in Zufuhr von exogener
Laktase in flussiger Form, oder auch in Form von B-Galaktosidase-Tabletten, die
zu den Mahlzeiten eingenommen werden. Eine weitere Moglichkeit ist die

Verwendung von pre-hydrolisierter Milch bzw. laktosefreien Produkten.
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Auch der Einsatz von Kalzium- und Vitamin-D-Praparaten sollte bei
nachgewiesenen Mangelzustanden in Betracht gezogen werden.

Es ist wichtig, die Patienten daruber zu informieren, dass sie in Zukunft trotz der
Diagnose eines Laktasemangels nicht ganzlich auf Milchprodukte verzichten
mussen bzw. auch nicht darauf verzichten sollen.

Bedeutend ist jedoch der Hinweis, dass viele — vermeintlich laktosefreie —

Produkte, oft betrachtliche Mengen an Milchzucker enthalten kénnen.

1.9.1 Laktose in Lebensmitteln

Nicht nur die Natur, sondern auch die Lebensmittelindustrie macht sich u.a. die
Tatsache zu Nutze, dass Laktose nicht so suf® schmeckt wie andere Zucker und
zudem weitere gunstige Eigenschaften wie z.B. eine gute Wasserbindung
aufweist. So findet man Laktose — fur viele auf den ersten Blick vielleicht
verwunderlich — nicht nur in Milchprodukten, sondern auch in Brot, Kuchen oder
SuRigkeiten. Laktose kann aul’erdem — besser als andere Zucker — Geschmack,

Aroma und Farbstoffe von Lebensmitteln aufnehmen [3].

Die Pharmaindustrie verwendet Laktose auf Grund ihrer Eigenschaften ebenfalls
als Grundstoff fur viele Medikamente. Eine britische Studie untersuchte Pharmaka,
die im Bereich der Gastroenterologie verschrieben werden, auf ihren
Laktosegehalt. Bei einigen der untersuchten Arzneimittel reichte die bei maximaler
Tagesdosis aufgenommene Laktosemenge — je nach Herstellerfirma — bis Uber
1000 mg. So wirde beispielsweise ein Patient in der erwahnten Studie, der taglich
16 mg Imodium zu sich nimmt, auf eine Tagesdosis von 1000 mg Laktose kommen
[5]. Je nach Hersteller variierte die Laktosemenge bei gleicher Menge an Wirkstoff
aber betrachtlich. So stellte man in der besagten Studie fest, dass bei vielen

Medikamenten eine laktosefreie Praparatalternative zur Verflgung steht.
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Bei der Mehrzahl der untersuchten Praparaten der britischen Studie liegt der
Laktosegehalt im Bereich von < 100 mg pro Tablette. Bei maximaler Tagesdosis

werden somit selten mehr als 400 bis 500 mg Laktose aufgenommen [5].

In der Regel ist die in einzelnen Arzneimitteln enthaltene Menge an Laktose also
so niedrig, dass Laktasemangel keine Kontraindikation fur deren Einnahme
darstellt. Dies unterstltzen Studienergebnisse aus Italien. In einer randomisierten
Doppelblindstudie [115] wurde dort bei einer Gabe von 400 mg Laktose in
Tablettenform im Vergleich zur Placebogabe weder ein signifikanter Anstieg des
H,-Gehalts in der Ausatemluft noch eine Zunahme klinischer Symptome nach
Laktosegabe registriert.

Man sollte allerdings bedenken, dass altere Patienten neben gastrointestinalen
Beschwerden oft noch aufgrund anderer Grunderkrankungen Medikamente zu
sich nehmen, die ebenfalls beachtliche Mengen an Laktose enthalten kdnnen.

In Einzelfallen kann es deswegen notwendig sein, auf laktosefreie Arzneiformen

zuruckzugreifen.

Neben Arzneimitteln gibt es noch viele andere versteckte Laktosequellen, die den
Betroffenen oft nicht bewusst sind. Trotz — vermeintlich — laktosefreier Diat
persistieren die gastrointestinalen Beschwerden. Eine Ubersicht des Laktose- und
Kalziumgehaltes von Milch und Milchprodukten gibt Tabelle 8, wahrend Tabelle 9

auf sonstige laktosehaltige Produkte hinweist.
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Tabelle 8: Laktose- und Kalziumgehalt von Milch und ausgewéhlten Milchprodukten.
[116] [modifiziert]

100 g Lebensmittel Laktosegehalt Kalziumgehalt
Kuhmilch 4,6-5¢g 120 mg
Ziegenmilch 4,49 130 mg
Extrahartkdse (Sbrinz, Parmesan) keine Laktose 900-1340 mg
und Hartk&se (Emmentaler, Greyerzer)

Halbhartkase (Tilsiter, Appenzeller, Raclette) Spuren 670-900 mg
W eichkase (Camembert, Brie usw.) Spuren 350-660 mg
Mozzarella 1,09 400 mg
Topfen 3,5-4g 90 - 115 mg
Joghurt / Sauermilch 4,0-55¢g 110 - 160 mg
Schlagobers 3.09 70mg

Butter Spuren Spuren

Tabelle 9: Laktosehaltige Produkte, welche bei Verzehr gré3erer Mengen zu
Beschwerden fiihren kénnen. [116] [modifiziert]

mit Milch zubereitete Speisen
Pudding, Créme, GrieBbrei, Milchreis, Saucen, Milchgetranke usw.

SuBigkeiten

Milchschokolade, Sahnebonbons, Milch- und Sahneeis, Nougat, Pralinen, Schoko-Brotaufstrich usw.

Fertigprodukte
Suppen, Saucen, Bouillon, Salatsaucen, diverse Fertigprodukie usw.

Wurstwaren
Kochwiirste, Brihwirste, Rohwiirste usw.

Backwaren
diverse Brot-, Zopf- und Kuchenbackmischungen, viele Backwaren, Gebéack, Kracker usw.

Getranke und Sonstiges
Getranke mit Milchserum, Kakaogetrankepulver, Proteinkonzentrate fir Sportler, Medikamente usw.
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1.10 Fragestellung der Studie

Die klinische Standardmethode flir die Testung der Laktoseintoleranz ist bislang
der Laktose-H,-Atemtest. Dieser Test hat den Nachteil, dass er einerseits
zeitaufwendig ist und andererseits seine Sensitivitat und Spezifitat durch

verschiedene Faktoren, die bereits erwahnt wurden, eingeschrankt ist.

Bei ausgewahlten Patienten der Universitatsklinik fur Innere Medizin Graz sollten
die Ergebnisse des neuen DNA-Tests mit den Resultaten des Laktose-Ha-

Atemtests zum Nachweis des primar adulten Laktasemangels verglichen werden.

Bisherige Studienergebnisse zeigten in Europa eine gute Korrelation zwischen
dem Gentest und dem Laktose-Hy-Atemtest zum Nachweis einer
Laktoseintoleranz. Im Rahmen dieser Diplomarbeit sollte diese Hypothese an

einem grofRen Patientenkollektiv untersucht werden.
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2 PATIENTEN UND METHODEN

2.1 Studiendesign

Ausgehend von einer Studien von Hoégenauer et al. [117] (in weiterer Folge als
Studie 1 bezeichnet), die einen neuen genetischen Test mit dem Laktose-H,-
Atemtest fur die Diagnostik der Laktase-Nonpersistenz verglich, wurde eine zweite
— gleich angelegte — Studie durchgefuhrt (im Folgenden Studie 2 genannt).
Anhand eines Patientenkollektivs der Universitatsklinik fur Innere Medizin Graz
sollten die Ergebnisse des neuen DNA-Tests mit den Resultaten des Laktose-H;-

Atemtests zum Nachweis des primar adulten Laktasemangels verglichen werden.

Gemeinsam mit den Daten aus der Studie von Ho6genauer et al. wurde
abschlielend auch eine gepoolte Analyse der gemeinsamen Daten durchgefihrt,

die folglich ein groReres Patientenkollektiv einschloss.

2.2 Untersuchungskollektiv

2.2.1 Studie 1

123 aufeinander folgende Patienten, die zur Testung einer vermuteten
Laktoseintoleranz an die Univ.-Klinik Graz fur Gastroenterologie und Hepatologie
uberwiesen wurden, nahmen an der Studie [117] teil. Die Geschlechterverteilung
belief sich auf 80 weibliche und 43 mannliche Patienten. Das mittlere Alter betrug

42 + 14 Jahre, die Spannweite reichte von 18 bis 74 Jahre.

Alle Studienteilnehmer waren Kaukasier, wovon 119 Patienten aus Osterreich

kamen.
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2.2.2 Studie 2

Ausgehend von 138 Patienten, bei denen zwischen Mai 2004 und September
2007 an der Universitatsklinik fur Gastroenterologie und Hepatologie wegen
gastrointestinaler Beschwerden eine Dunndarmbiopsie durchgefihrt wurde,
wurden jene Patienten ausgewahlt, die zusatzlich zur Biopsie sowohl einen

Laktose-H,-Atemtest als auch einen Gentest vorweisen konnten.

2.2.2.1 Ein- und Ausschlusskriterien

Einschlusskriterien der Studie waren sowohl gastrointestinale Beschwerden mit
Verdacht auf Laktoseintoleranz in der Anamnese als auch vorhandene Resultate
eines Gentests zur Anlage der Laktose-Nonpersistenz sowie ein durchgeflhrter
Laktose-H,-Atemtest.

Alle Patienten, die keinen Gentest und/oder keinen Laktose-Hs-Atemtest

vorweisen konnten, mussten aus der Studie ausgeschlossen werden.

Die Studie 2 konnte schlussendlich retrospektiv mit 82 Patienten durchgefiihrt
werden. Die Geschlechterverteilung belief sich auf 60 weibliche und 22 mannliche
Patienten. Das mittlere Alter betrug 39 * 14 Jahre, wobei der jungste Patient 17
und der alteste Patient 68 Jahre alt war.

Alle Patienten waren von der Herkunft Kaukasier, wovon 77 Patienten aus
Osterreich stammten. Die restlichen finf Patienten kamen aus Persien, Rumanien,
Slowenien, Schweden und der Turkei.

Die Patienten hatten im Vorfeld ihr Einverstandnis (written informed consent) zur

genetischen Untersuchung und zur Teilnahme an der Studie gegeben.

2.2.3 Kombinierte Studie (Studie 1+2)

Fir die gepoolte Analyse der beiden Studien standen 205 Patienten zur
Verfugung; davon 140 weibliche und 64 mannliche. Das durchschnittliche Alter lag
bei 41 + 14 Jahren (Spannweite zwischen 17 und 74 Jahre).

Alle Patienten waren von der Herkunft Kaukasier, 196 Patienten stammten aus

Osterreich.
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2.3 Laktose-H,-Atemtest

Alle Patienten wurden vor dem Test Uber wichtige Verhaltensmallnahmen
aufgeklart und angehalten, 8 Stunden vor der Durchfiihrung nichts mehr zu essen
und nicht zu rauchen.

Nach oraler Aufnahme von 50 g Laktose, aufgelost in 200 ml Wasser, wurde der
Laktose-H,-Atemtest durchgefuhrt.

Die endexspiratorische Wasserstoffkonzentration wurde zuerst als Ausgangswert
(Basalwert) und in der ersten Stunde im Abstand von 15 Minuten gemessen,
danach alle 30 Minuten fur weitere drei Stunden. Wenn nach vier Stunden (240
min) eine Konzentrationsanderung von > 20 ppm registriert werden konnte, galt

der Test als positiv fur Laktosemalabsorption.

Parallel mussten gastrointestinale Symptome wie Durchfall, Blahungen oder
Krampfe von den Patienten wahrend des Tests angegeben und auf einer Skala
von 0 (keine Symptome) bis 5 (heftigste Beschwerden) quantifiziert werden. Damit
war eine Unterscheidung zwischen Laktoseintoleranz und Laktosemalabsorption

moglich.

Das verwendete Protokoll fir einen Laktose-H,-Atemtest an der Kklinischen
Abteilung fur Gastroenterologie und Hepatologie des LKH Graz ist im Anhang

beigefugt.
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2.4 DNA-Genotyp-Bestimmung

Die Genotypisierung der Mutation stromaufwarts des LCT-Gens zur Zuordnung
der genetischen Disposition zum primar adulten Laktasemangel wurde nach

schriftichem Einverstandnis der Patienten vorgenommen.

Da flir genetische Untersuchungen generell eine groRere Menge DNA bendtigt
wird, verwendet man heute routinemallig die Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

zur DNA-Vervielfaltigung.

2.4.1 Prinzip der PCR

Die PCR ist eine in den 1980er Jahren von Karry B. Mullis beschriebene Methode,
um (millionenfach) Kopien von spezifischen DNA-Segmenten zu erhalten. Dies

macht weitere Untersuchungen von DNA Uberhaupt erst moglich.

Die PCR wird in speziell dafir entwickelten Geraten — so genannten

Thermocyclern — durchgefuhrt und besteht grundsatzlich aus drei Phasen [118] :

1. Denaturierung: Bei 93-95°C wird die DNA thermisch in ihre Einzelstrange

aufgetrennt.

2. Annealing: Durch eine Temperatursenkung (auf 50-60°C) lagern sich zwei
spezifische Primer an die Einzelstrange an. Die Primer miussen komplementar zu

den 3’- Enden der zu vervielfaltigenden DNA sein.

3. Elongation: Mithilfe einer thermostabilen DNA-Polymerase (Tag-Polymerase,
aus dem Bakterium Thermophilus aquaticus) wird bei 70-75°C jeweils der

komplementare Strang der nachzuweisenden DNA neu synthetisiert.

Ein Zyklus dauert 3-5 Minuten, besteht aus diesen drei Phasen und wiederholt
sich danach wieder. Nach ca. 30 Zyklen endet die Kettenreaktion, da die
Komponenten der Reaktion teilweise verbraucht sind. Aus einem
Ausgangsmolekiil sind mithilfe der PCR dabei jedoch ca. 10° Exemplare des
gewiinschten DNA-Abschnitts entstanden. Abbildung 21 gibt einen Uberblick tber
den Ablauf einer PCR.
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Abbildung 21: Polymerase-Kettenreaktion [118] [modifiziert]

2.4.2 Durchfuhrung der PCR

Aus venosem Vollblut wurde die Patienten-DNA aus Leukozyten isoliert und bei
4°C aufbewahrt. Mittels PCR wurde ein 174 bp Fragment vervielfaltigt, das den
gesuchten C>T Polymorphismus 13 kb stromaufwarts des LCT-Gens beinhaltete.

Die verwendeten Primer hatten folgende Abfolge:
5-GTTGTTAGACGGAGACGATCACGT-3' (forward primer) und
5'-AGGAGAGTTCCTTTGAGGCCAGGT-3' (reverse primer).
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Zur weiteren Untersuchung der DNA wurde die RFLP-Methode
(Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus) angewandt. Dazu wurde das PCR-
Produkt mit einer ,restriction endonuclease Rsal” (New England Biolab) verdaut.
Das T-Allel wurde durch das Enzym in Fragmente von 88, 44, 24 and 18 bp
zerschnitten, wahrend das C-Allel in Fragmente von 88, 68 and 18 bp zerteilt
wurde. Diese Fragmente wurden auf 3.0% — mit Ethidiubromid gefarbten —
Agarosegel aufgetragen und mittels Elektrophorese aufgetrennt. Da die DNA
durch Phosphate negativ geladen ist, wandern die durch das Enzym gespaltenen
Fragemente unterschiedlich schnell zum Pluspol. Negative Kontrollen, die H>O
anstatt DNA enthielten, und drei positive Kontrollen (TT, TC und CC-Genotyp)
wurden ebenfalls auf das Gel aufgetragen. Das Gel konnte anschlielend unter
eine UV-Lampe betrachtet werden, da das in die DNA eingelagerte
Ethidiumbromid im UV-Licht fluoresziert (Abbildung 22).

Ein als positiv definierter Gentest lag bei einem CC-Genotyp vor, wahrend TC- und

TT-Genotypen als Indikatoren fir Laktasepersistenz angesehen wurden [52].

Cc/T C/C T/T

Abbildung 22: Beispiel fiir Resultate der einzelnen Genotypen einer RFLP-Analyse
auf Agarosegel. [119] [modifiziert]
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2.4.3 Prinzip der quantitativen Real-Time-PCR

Bei einigen Patienten der Studie wurde fur die Genotypisierung die qRT-PCR, die
auch ,real-time detection PCR" genannt wird, angewandt. Sie liefert konkordante
Ergebnisse zur PCR-RFLP [120] und beruht auf dem Prinzip der herkdmmlichen
PCR, ermdglicht aber aufgrund von Fluoreszenzmessungen eine zusatzliche
Quantifizierung der gewonnen DNA in Echtzeit. Damit unterscheidet sie sich von
anderen quantitativen PCR-Methoden, wo erst nach Ablauf der PCR die
quantitative Auswertung erfolgt [121].

Dem PCR-Ansatz werden neben spezifischen Primern auch sequenzspezifische
Hybridisierungssonden hinzugefugt. Die Sonden sind mit unterschiedlichen Donor-
bzw. Akzeptorfarbstoffen markiert. Sobald Licht einer definierten Wellenlange
emittiert wird, wird die Fluoreszenz-Emission des Donorfarbstoffs durch die
raumliche Nahe zu dem Akzeptorfarbstoff weitergegeben und unterdriickt bzw.
emittiert. Dieser Vorgang wird auch Fluoreszenz-Engergietransfer (FRET)
genannt.[122] Die Fluoreszenz wird gegen Leerkontrollen vermessen und die
Genotypenverteilung lasst sich danach graphisch in Form von Clustern (Abbildung
23) darstellen.
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Abbildung 23: Beispiel fiir Resultate einer Genotypisierung des C/T_13910-
Polymorphismus mittels real-time PCR. [120]

Die X-Achse zeigt die Fluoreszenz-Intensitét fiir die markierten T-Allele, wéhrend die Y-
Achse die Fluoreszenz-Intesitét fiir die C-Allele darstellt. Negativkontrollen: Quadrate;
CC-Genotyp: Rauten; TC-Genotyp: Dreiecke; TT-Genotyp: Kreise.
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3 RESULTATE

Neben einer separaten Auswertung der Resultate wurde auch eine gepoolte
Analyse der neu erhobenen Daten (Studie 2) mit jenen Daten, die bereits von

Hogenauer et al. veroffentlicht worden waren (Studie 1), durchgefuhrt.

3.1 Studie 1

Die Studie wurde im Jahr 2005 von Hdgenauer et al. publiziert [117] und soll hier

nur noch einmal kurz zusammengefasst werden.

Die Symptome der getesteten Patienten, die zu einer Zuweisung an die klinische
Abteilung fur Gastroenterologie und Hepatologie des LKH Graz fuhrten, waren
Diarrhoe in 44%, Blahungen/Meteorismus in 72%, abdominelle Krampfe in 41%

und Milchunvertraglichkeit in 16% der Falle.

37 der 123 Patienten hatten einen positiven Gentest (CC-Genotyp), davon hatten
36 (97%) auch einen positiven Laktose-Atemtest. 86 von 123 Patienten hatten
eine negativen Gentest (TC oder TT Genotyp), von diesen zeigten 74 (86%) auch

ein negatives Ergebnis im Atemtest.

Bei einem von insgesamt 37 Patienten (3%) mit positivem Gentest zeigte sich ein
negativer Atemtest. Der Proband hatte keine Symptome nach Laktoseeinnahme.
Eine Hy-Nonexkretion konnte mittels Laktulose-Hz-Atemtest ausgeschlossen
werden; ebenso zeigte der Blutglukosespiegel einen normalen Anstieg nach oraler
Laktosegabe.

12 von 86 Patienten (14%) mit negativem Gentest (9 TC-, 3 TT-Genotyp) hatten
eine positiven Atemtest; 7 davon berichteten iber Symptome nach Laktosegabe. 8
dieser 12 Patienten konnten weiter untersucht werden. Bei allen 8 Patienten
wurde eine sekundare Ursache der Laktosemalabsorption mittels Duodenalbiopsie
ausgeschlossen. Drei dieser Patienten sprachen auf laktosefreie Diat an. Nur zwei
Patienten mit diskrepanten Ergebnissen zwischen Gentest und Laktose-Atemtest
(TC-Genotyp und positiver Atemtest) hatten ein grenzwertiges Ergebnis im

Atemtest.
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3.2 Studie 2

3.2.1 Intestinale Symptomhaufigkeiten in der Anamnese in Studie 2

Die intestinalen Symptome der Patienten, die zu einer Zuweisung zur Abklarung
einer Laktoseintoleranz an die klinische Abteilung fur Gastroenterologie und
Hepatologie des LKH Graz fuhrten, waren bei 63% Diarrhoe, 71% Blahungen,
51% Flatulenz, 49% Bauchkrampfe und bei 18% Milchunvertraglichkeit.

In Abbildung 24 sind diese Symptome in ihrer Haufigkeit graphisch dargestellt. Bei
drei Patienten konnten keine Griinde fiir die Uberweisung an die Klinik eruiert

werden.
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Abbildung 24: Intestinale Symptome, die zur Uberweisung an die klinische Abteilung
flr Gastroenterologie und Hepatologie gefiihrt haben (Studie 2).

3.2.2 Resultate des H,-Atemtests in Studie 2

Von 82 getesteten Patienten hatten 53 Patienten (65%) einen negativen Laktose-
Ho-Atemtest (A <20 ppm Hz-Konzentration in der Ausatemluft) und 29 Patienten

(35%) einen positiven Laktose-H,-Atemtest (A >20 ppm).
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Von den 29 Patienten, die einen positiven Atemtest zeigten, gaben 22 von 28
(79%) Symptome an; bei einem Probanden wurden keine Symptome wahrend des

Tests eruiert, da der Test auswartig durchgeflihrt wurde.

In der Patientengruppe mit 53 Patienten, die auf den Atemtest ein negatives
Testergebnis hatten, berichteten 8 von 51 (16%) uber gastrointestinale
Beschwerden wahrend des Tests. Bei zwei Probanden wurden keine Symptome
erhoben. Die Ergebnisse des Zusammenhangs zwischen Hjy-Atemtest und

Symptomen wahrend des Tests sind in Abbildung 27 graphisch dargestellt.

3.2.3 Resultate des genetischen Tests in Studie 2

Von 82 Patienten hatten 26 (32%) einen positiven Gentest (CC-Genotyp) und

damit nach derzeitiger Hypothese [52] die genetische Anlage zum Laktasemangel.

Bei insgesamt 56 Patienten (68%) suggerierte der Gentest eine Anlage fur
Laktasepersistenz, wobei 40 Patienten (49%) einen TC-Genotyp und 16 Patienten
(19%) einen TT-Genotyp zeigten. Die Genotypverteilung der Studie 2
veranschaulicht Abbildung 25, wahrend der Zusammenhang zwischen Genotyp

und Beschwerden wahrend des Tests in Abbildung 28 gezeigt wird.

Genotypverteilung
Studie 2
n=82

49%

B CC
mTC
BTT

Anzahl Patienten

Abbildung 25: Genotypverteilung in Studie 2.
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3.2.4 Durchschnittlicher H,-Anstieg in Studie 2

Je nach Genotyp war auch eine verschieden hohe Anderungen der Ho-
Konzentration in ppm festzustellen. Wahrend der TT-Genotyp im Schnitt auf einen
Anstieg von 4 ppm kam, zeigte der TC-Genotyp bereits einen Anstieg von

durchschnittlich 12 ppm und der CC-Genotyp von durchschnittlich 70 ppm.

Die Abbildung 26 verdeutlicht aullerdem, dass nur zwei Patienten mit
diskrepantem Ergebnis zwischen Gentest und Atemtest nahe des cut-off Levels

von A 20 ppm lagen.
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Abbildung 26: Vergleich der H>-Konzentrationsédnderungen in unterschiedlichen
Genotypen in Studie 2.

Cut-off Level von A 20 ppm: gestrichelte Linie; tibereinstimmende Resultate zwischen
Genotyp und Ho-Test: helle Punkte; diskrepante Resultate: dunkle Punkte. Die Balken
zeigen den durchschnittlichen A H>-Anstieg.
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3.2.5 Symptome nach Laktosegabe in Studie 2

In der Patientengruppe mit 53 Patienten, die einen negativen Hy-Atemtest hatten,
berichteten wie schon erwahnt 8 von 51 (16%) Uber gastrointestinale Be-
schwerden wahrend des Tests.

Bei der Patientengruppe mit 29 Patienten mit positivem H»>-Atemtest gaben 22 von
28 (79%) Beschwerden wahrend des Tests an (Abbildung 27). Bei einem Proband
war der Test auswartig durchgefuhrt worden und daher waren keine Symptome

bekannt.

Vergleicht man nun die Anzahl der Patienten, die wahrend des Atemtests
Beschwerden hatten, mit den Ergebnissen ihres genetischen Tests (Abbildung 28),
so findet sich ein relativ ahnliches Bild im Vergleich zu der Beschwerdenhaufigkeit
wahrend des Atemtests.

9 von 54 Patienten (17%) mit negativem Gentest (von insgesamt 56 Patienten mit
negativem Gentest, bei zwei Patienten waren keine Angaben Uber Symptome
bekannt) hatten trotz negativem Gentest Beschwerden wahrend des Hy-Atemtests.
4 von 25 (16%) der insgesamt 26 Patienten (bei zwei Patienten waren wiederum
keine Symptomangaben bekannt) mit positivem Gentest hatten trotz genetischer

Anlage zum Laktasemangel keine Beschwerden wahrend ihres Atemtests.
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negativer Ho-Atemtest positiver H,-Atemtest
h= 51 h= 28

B Symptome
O keine Symptome

Abbildung 27: Patienten mit Symptomen nach Laktosegabe und ihr Ergebnis im Ho-
Atemtest in Studie 2.

negativer Gentest positiver Gentest
n=54 n=25

B Symptome
O keine Symptome

Abbildung 28: Patienten mit Symptomen nach Laktosegabe und ihr Ergebnis im
Gentest in Studie 2.
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3.2.6 Ubersicht Uber Ergebnisse der Studie 2

Folgender Patientenbaum (Abbildung 29) fasst die Ergebnisse von Hjy-Atemtest

und Gentest zusammen und zeigt die Aufteilung der 82 Patienten nach ihren

Resultaten in den beiden Tests.
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Abbildung 29: Patiententibersicht der Studie 2.

n=50
esz/

\\35%
TC TT

n=34 n=16

Wie in Tabelle 10 veranschaulicht, hatten 88% der Patienten mit einem CC-

Genotyp ebenfalls einen positiven Laktose-H,-Atemtest. Von all jenen Patienten,

die einen negativen Genotyp (TC oder TT) hatten, war der dazugehorige Atemtest

auch in 89% der Falle negativ.

Tabelle 10: Resultate des Gentests fiir adulten Laktasemangel im Vergleich zu den
Ergebnissen des Laktose-H,-Atemtest in Studie 2.

positiver negativer
Laktose H,-Test Laktose H,-Test Gesamt
positiver Gentest 23/26 (88%) 3/26 (12%) 26
(CC Genotyp)
negativer Gentest 6/56 (11%) 50/56 (89%) 56
(TC oder TT Genotyp)
Gesamt 29 53 82

—~
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3.2.7 Diskrepante Befunde zwischen dem DNA-Test und dem H-
Atemtest in Studie 2

Sechs Patienten, bei denen der Hy-Atemtest positiv. war und auf eine
Laktosemalabsorption hinwies, zeigten in der genetischen Analyse einen TC-
Genotyp. Dies suggeriert jedoch die Anlage zur Laktasepersistenz. Bei zwei dieser
Patienten konnte allerdings in der Folge eine Zdliakie als Ursache fur einen
sekundaren Laktasemangel identifiziert werden. Bei den restlichen vier Patienten
blieben sowohl endomysiale Antikorper als auch eine Duodenalbiopsie ohne

auffalligen Befund.

Interessanterweise fanden sich — anders als in der zuvor publizierten Studie 1 —
unter den diskrepanten Befunden keine Patienten mit TT-Genotyp.

Bei drei Patienten wiederum, bei denen die Genanalyse einen CC-Genotyp mit der
Anlage zum adulten Laktasemangel ergab, war der Hy-Atemtest negativ. Zwei

dieser Patienten zeigten auch keinerlei Symptome wahrend des Atemtests.
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3.3 Kombinierte Studie (Studie 1+2)

3.3.1 Intestinale Symptomhaufigkeiten in der Anamnese in der

kombinierten Studie

Die intestinalen Symptome der Patienten, die zu einer Zuweisung zur klinischen
Abteilung fur Gastroenterologie und Hepatologie des LKH Graz fuhrten, waren in
der kombinierten Studie bei 53% Diarrhoe, 69% Blahungen, 41% Flatulenz, 45%
Bauchkrampfe und bei 18% Milchunvertraglichkeit.

In Abbildung 30 sind diese Symptome in ihrer Haufigkeit graphisch dargestellt. Bei
insgesamt 29 Patienten konnten keine Griinde fiir die Uberweisung an die Klinik

eruiert werden.
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Abbildung 30: Intestinale Symptome, die zur Uberweisung an die klinische Abteilung
flir Gastroenterologie und Hepatologie gefiihrt haben (Studie 1+2).

3.3.2 Resultate des Hy-Atemtests in der kombinierten Studie

FUr die gepoolte Analyse aus beiden Studien standen wie schon erwahnt 205
Patienten zur Verfugung. Davon hatten insgesamt 128 Patienten (62%) einen
negativen Laktose-H,-Atemtest (A <20 ppm Hz-Konzentration in der Ausatemluft),

wahrend 77 Patienten (38%) positiv getestet wurden (A >20 ppm).
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Von den Patienten, die einen positiven Atemtest zeigten, gaben 56 von 75 (75%)
wahrend des Tests Symptome an. Bei zwei Probanden lielen sich retrospektiv
keine Symptomangaben eruieren. (Abbildung 35)

In der Patientengruppe der 126 Patienten mit negativem Testergebnis im Hs-
Atemtest waren 19 (15%) wahrend Tests symptomatisch und gaben
— trotz fehlendem Hinweis auf Laktosemalabsorption — gastrointestinale
Beschwerden an. Bei zwei Patienten waren keine Symptomangaben wahrend des

Tests verfugbar.

3.3.3 Resultate des genetischen Tests in der kombinierten Studie

Von 205 Patienten hatten 63 (31%) einen positiven Gentest (CC-Genotyp) und
damit nach derzeitiger Hypothese [52] die genetische Anlage zum Laktasemangel.
Bei insgesamt 142 Patienten (69%) liel® sich eine Anlage fur Laktasepersistenz
feststellen, wobei 96 Patienten (47%) einen TC-Genotyp und 46 Patienten (22%)
einen TT-Genotyp zeigten. Diese Aufteilung veranschaulicht Abbildung 31.

Den Zusammenhang zwischen Genotyp und Beschwerden nach Laktosegabe
zeigt Abbildung 34.
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Abbildung 31: Genotypverteilung in der kombinierten Studie.

61

—~
| —



3.3.4 Durchschnittlicher H,-Anstieg in der kombinierten Studie

Je nach Genotyp waren auch in der kombinierten Studie verschieden hohe
Anderungen der H,-Konzentration in ppm festzustellen. Wahrend der TT-Genotyp
im Schnitt auf einen Anstieg von 7 ppm kam, zeigte der TC-Genotyp bereits einen
Anstieg von durchschnittlich 11 ppm und der CC-Genotyp von durchschnittlich 73
ppm.

Abbildung 32 verdeutlicht zudem, dass vier Patienten mit TC-Genotyp und
diskrepantem Ergebnis zwischen Gentest und Atemtest nahe des cut-off Levels

von A 20 ppm lagen.
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Abbildung 32: Vergleich der H>-Konzentrationsédnderungen in unterschiedlichen
Genotypen in der kombinierten Studie.

Cut-off Level von A 20 ppm: gestrichelte Linie; tibereinstimmende Resultate zwischen
Genotyp und Ho-Test: helle Punkte; diskrepante Resultate: dunkle Punkte. Die Balken
zeigen den durchschnittlichen A H, -Anstieg.
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3.3.5 Symptome nach Laktosegabe in der kombinierten Studie

In der Patientengruppe mit 128 Patienten, die einen negativen Hy-Atemtest hatten,
berichteten 14 von 126 (11%) Uber gastrointestinale Beschwerden wahrend des
Tests. Bei der Patientengruppe mit 77 Patienten mit positivem H»-Atemtest gaben
56 von 75 (75%) Beschwerden wahrend des Tests an (Abbildung 33). Bei jeweils
zwei Patienten in jeder Gruppe gab es keine Angaben zu etwaigen Symptomen

wahrend des Ho-Atemtests.

Vergleicht man nun die Zahl der Patienten, die wahrend des Atemtests
Beschwerden hatten, mit den Ergebnissen ihres genetischen Tests (Abbildung 34),
so findet sich im Bezug auf die Symptomhaufung ein annahernd gleiches Bild wie
beim Atemtest. 23 von 140 Patienten (16%) mit negativem Gentest (von
insgesamt 142 Patienten mit negativem Gentest, bei zwei Patienten waren keine
Angaben zu Symptomen verfugbar) hatten trotz negativem Gentest Beschwerden
wahrend des Hy-Atemtests.

13 von 61 (21%) der insgesamt 63 Patienten mit positivem Gentest hatten trotz
genetischer Anlage zum Laktasemangel keine Beschwerden nach

Laktoseingestion.
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negativer H,-Atemtest positiver H,-Atemtest
n=126 n=75

B Symptome
O keine Symptome

Abbildung 33: Patienten mit Symptomen nach Laktosegabe und ihr Ergebnis im H,-
Atemtest in der kombinierten Studie.

negativer Gentest positiver Gentest
n=140 n=61

B Symptome
O keine Symptome

Abbildung 34: Patienten mit Symptomen nach Laktosegabe und ihr Ergebnis im
Gentest in der kombinierten Studie.
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3.3.6 Ubersicht Uber Ergebnisse in der kombinierten Studie

Folgender Patientenbaum (Abbildung 35) fasst die Ergebnisse von Hjy-Atemtest

und Gentest der kombinierten Studie zusammen und zeigt die Aufteilung der 205

Patienten nach ihren Resultaten in den beiden Tests.
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Abbildung 35: Patiententibersicht der kombinierten Studie.

Tabelle 11 veranschaulicht, dass in der gepoolten Analyse 94% der Patienten mit

einem CC-Genotyp ebenfalls einen positiven Laktose-H,-Atemtest hatten. Von all

jenen Patienten, die einen negativen Genotyp (TC oder TT) hatten, war der

dazugehdrige Atemtest auch in 87% der Falle negativ.

Tabelle 11: Resultate des Gentests fiir adulten Laktasemangel im Vergleich zu den
Ergebnissen des Laktose-H-Atemtest in der kombinierten Studie.

positiver negativer
Laktose H,-Test Laktose H,-Test Gesamt
positiver Gentest 59/63 (94%) 4/63 (6%) 63
(CC Genotyp)
negativer Gentest 18/142 (13%) 124/142 (87%) 142
(TC oder TT Genotyp)
Gesamt 77 128 205

—~
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3.3.7 Diskrepante Befunde zwischen dem DNA-Test und dem H,-

Atemtest in der kombinierten Studie

Aus dem gepoolten Patientenkollektiv hatten 18 Probanden einen positiven H,-
Atemtest, obwohl das Ergebnis des genetischen Tests eine Anlage zur
Laktasepersistenz vorhersagte. Bei drei Patienten fand sich ein homozygoter TT-
Genotyp, 15 Patienten hatten den heterozygoten TC-Genotyp. 9 von 17 dieser
Patienten (53%) gaben wahrend des Atemtest nach der Aufnahme von Laktose
auch Beschwerden an, bei einem der 18 Patienten war keine Information Uber

Symptomangaben vorhanden.

Weitere Untersuchungen (Dinndarmbiopsie und Bestimmung von EMA) ergaben
bei zwei Patienten mit TC-Genotyp eine Zdliakie als Ursache fur einen sekundaren

Laktasemangel, der im Hy-Atemtest richtigerweise erfasst wurde.

Bei vier Patienten fand sich nur ein grenzwertiger Anstieg der H,-Werte

(A zwischen 20-23 ppm).

Bei drei anderen Patienten mit TC-Genotyp zeigte der Verlauf der Hx-Werte im
Atemtest, dass diese gleich nach Beginn des Tests rasch anstiegen und bei einer
Patientin auch rasch wieder abfielen. Auf moégliche Ursachen flr diesen frihen
Anstieg wird in der Diskussion naher eingegangen. Alle drei Patienten mit frihem

H>-Anstieg hatten aul3erdem keine Symptome nach Laktosegabe (Tabelle 12).

Vier Patienten, die mit einem CC-Genotyp eigentlich die Anlage zu Laktasemangel
haben sollten, zeigten einen negativen H,-Atemtest (Tabelle 13). Drei davon (75%)

gaben wahrend des Tests keine Beschwerden an.
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Tabelle 12: Ubersicht und weitere Testergebnisse bei Patienten mit positivem Ha-
Atemtest und negativem Gentest (TT oder TC Genotyp) in der kombinierten Studie.

Tnitiaten . Aler . Genotyp AHZ Symptome nach EMA punndarm- — Symptomemn o Bemerkung
Geschlecht oraler Laktose Biopsie Anamnese
FJ 52, m 1T 30 + n.d normal Blahungen
GM 58, w TC 23 - neg normal Blahungen, Bauchkrampfe, friher Anstieg im Atemtest
Milchunvertraglichkeit
HG 39, w TT 64 + neg normal Diarrhoe, Blahungen
HB 50, w TC 52 - neg normal Blahungen, Winde, Bauchkrampfe
HH 59, m TC 37 + neg n.d Blahungen
KL 45w TC 21 + neg normal Diarrhoe, Blahungen, Winde,
Bauchkrampfe, Milchunvertraglichkeit
KD 24, w TC 37 - neg normal Diarrhoe
MB 28, m TC 50 + n.d n.d Diarrhoe, Blahungen, Bauchkrampfe
oG 66, m T 29 - n.d n.d Diarrhoe
PA 61, w TC 39 + neg normal Diarrhoe
SD 34, w TC 30 + neg normal Diarrhoe, Blahungen,
Winde, Milchunvertraglichkeit
WM 50, w TC 30 - neg n.d Blahungen, Winde, Bauchkrampfe
BS 38, w TC 124 + pos  Zdliakie Diarrhoe, Bldhungen, Winde sekunddre Laktoseintoleranz
DM 26, W TC 33 - neg normal Diarrhoe, Bauchkrampfe, hoher Basalwert
Milchunvertraglichkeit friher Anstieg im Atemtest
FP 39, m TC 89 + pos  Zdliakie Diarrhoe, Bldhungen, Winde sekunddre Laktoseintoleranz
Gl 40, w TC 33 - neg normal Diarrhoe, Blahungen,
Winde, Bauchkrampfe
RN 57, w TC 20 - neg normal Blahungen, Bauchkrampfe 2. Test mit 25g Laktose negativ
SM 56, w TC 21 - neg normal Diarrhoe friher Anstieg im Atemtest

Tabelle 13: Ubersicht und weitere Testergebnisse bei Patienten mit negativem H.-
Atemtest und positivem Gentest (CC Genotyp) in der kombinierten Studie.

Initialen Alter Genotyp AH2 Symptome nach EMA Dinndarm- Symptome in Bemerkung
Geschlecht oraler Laktose Biopsie Anamnese
SM 39, w CcC 14 - neg normal Diarrhoe, Blahungen,
Winde, Bauchkrampfe
AA 35, m CcC 1 - neg normal Diarrhoe Herkunftsland Tarkei
MM 30,w cC 10 - neg Sprue k.A.
SH 35, m CC 7 + neg normal Diarrhoe, Bauchkrampfe hoher Basalwert
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Der Unterschied zu den Symptomangaben von Patienten mit CC-Genotyp und
Ubereinstimmenden Befunden in Gen- und Atemtest und den Symptomangaben
von Patienten mit CC-Genotyp und diskrepanten Befunden ist in Abbildung 36
dargestellt.

Abbildung 37 zeigt, dass auch bei Patienten mit negativem Gentest (TC- und TT-
Genotyp) und uUbereinstimmendem negativen Atemtest ein Unterschied in der
Haufigkeit der Symptomangaben im Vergleich zu Patienten mit diskrepanten

Befunden (negativer Gentest, positiver Atemtest) besteht.

AbschlieRend Iasst sich feststellen, dass die Kreisdiagramme in den Abbildungen
27, 28, 33, 34, 36 und 37 zeigen: der Prozentsatz der Patienten, die bei einem
positivem Gen- oder Atemtest auch Symptome angeben (und damit
laktoseintolerant sind), liegt bei ca. 80 - 85%.

Umgekehrt verspuren ca. 15-20% der Patienten auch bei negativem Gen- oder

Atemtest Symptome nach Laktoseingestion.
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positiver Gentest positiver Gentest
h=57 n=4
Pat. mit libereinstimmenden Befunden Pat. mit diskrepanten Befunden

B Symptome
O keine Symptome

Abbildung 36: Positiver Gentest (CC- Genotyp) und Symptome nach
Laktoseaufnahme.

Links: Patienten mit in Gen- und Atemtest libereinstimmenden Befunden.
Rechts: Patienten mit in Gen- und Atemtest diskrepanten Befunden.

hegativer Gentest negativer Gentest
n=122 o n=18
Pat. mit iibereinstimmenden Befunden Pat. mit diskrepanten Befunden

B Symptome
O keine Symptome

Abbildung 37: Negativer Gentest (TC- und TT- Genotyp) und Symptome nach
Laktoseaufnahme.

Links: Patienten mit in Gen- und Atemtest (ibereinstimmenden Befunden.
Rechts: Patienten mit in Gen- und Atemtest diskrepanten Befunden.
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4 DISKUSSION

Das Ziel der Studie war, den Gentest fur Laktasemangel im Vergleich zum
klassischen Laktose-H,-Test anhand eines grolReren Patientenkollektivs zu
evaluieren. In der folgenden Diskussion wird nur auf die Ergebnisse der gepoolten
Analyse der Studien 1 und 2 eingegangen, da in ihr die diskrepanten Befunde der

Studie 2 ebenfalls enthalten sind.

4.1 Vergleich mit Literatur

Die Korrelation zwischen CC-Genotyp, als genetische Pradisposition flr primar
adulten Laktasemangel, und positivem Laktose-H,-Atemtest wurde in bisher
publizierten Studien [123][117][124][125][126][127] als hervorragend beschrieben.

Bei den Patienten unserer gesamten Studie hatten 59 von 63 Patienten (94%) mit
CC-Gentotyp auch einen positiven Laktose-H,-Atemtest. Diese Korrelation ist
ahnlich wie in den bisherigen Studien, wenngleich in den meisten Untersuchungen
die Korrelation besser war.

Der Zusammenhang zwischen negativem Gentest (TT- oder TC-Genotyp) und
negativem Laktose-Hy-Atemtest war mit 124 von 142 Patienten (87%) nicht so
hoch. Allerdings wurden in den bereits publizierten Studien im Vergleich ahnliche

Daten gefunden (Tabelle 14).

Eine Ausnahme stellen die Studien von Krawczyk [125] und Mattar [126] dar, die in
diesem Zusammenhang eine bessere Korrelation zeigten. Ein moglicher Grund
dafir liegt einerseits in der geringeren Fallzahl. Die 100%-ige Ubereinstimmung in
der deutschen Studie von Krawczyk bezog sich auf 15 Patienten mit CC-Genotyp,
die alle einen positiven Atemtest zeigten. In der brasilianischen Studie von Mattar
hatten 22 Patienten mit TC- oder TT-Genotyp in 100%-iger Konkordanz auch
einen negativen Atemtest.

Im Fall der brasilianischen Studie kann unter Umstdanden auch die

unterschiedliche Studienpopulation eine Rolle gespielt haben.
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Tabelle 14: Zusammenfassung der verdffentlichten Daten bezliglich des Vergleichs
Gentest versus H,-Atemtest. GT = Gentest, AT = Atemtest.

Erstautor Jahr Land pos. GT + pos. AT neg. GT + neg. AT
Blning 2005 Deutschland 98% 83%
Hégenauer 2005 Osterreich 97% 86%
Kerber 2007 Osterreich 97% 72%
Krawczyk 2008 Deutschland 100% 95%
Mattar 2008 Brasilien 96% 100%
Urdal 2008 Norwegen 93% 84%
Ederer 2009 Osterreich 94% 87%

4.2 Diskrepante Befunde

Insgesamt 22 Patienten hatten einen diskrepanten Befund zwischen Gentest und
Atemtest. Um diese Befunde bei den betroffenen Patienten zu erklaren, gibt es

verschiedene Ansatze, die in der Folge kurz diskutiert werden.

4.2.1 Fehlerquellen beim Atemtest

Der Laktose-Hz-Atemtest ist ein indirekter Test zum Nachweis eines
Laktasemangels. Trotz Aufklarung der Patienten Uber das Verhalten vor und
wahrend des Tests birgt er durch Protokollabweichungen ein Risiko fur falsch-

positive und falsch-negative Ergebnisse [93].

4.2.1.1 Cut-off-Level

Beim DNA-Test ist es mdglich, eine klare Aussage Uber das Testresultat zu geben.
Der Test ist entweder positiv fur die genetische Anlage zum Laktasemangel mit
einem CC-Genotyp oder negativ mit einem TC- oder TT-Genotyp. Beim Atemtest

ist eine solche simple Ja/Nein-Antwort nicht immer moglich. Wie schon in der

( .4 )
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Einleitung erwahnt, hangt das Interpretationsergebnis eines positiven Atemtests
von einer Grenze ab, die im Rahmen von Studien bei einem cut-off-Level von A 20

ppm festgesetzt wurde [103].

Von insgesamt 22 Patienten waren vier Patienten mit positivem Atemtest — aber
negativem Gentest (TC-Genotyp) — nahe dieses cut-off-Levels (A 20, A 21, A 21
und A 23 ppm). Diese Patienten hatten trotz positivem Atemtest vermutlich eine
verbleibende (wenngleich etwas geringere) Laktaseaktivitat. Drei dieser vier
Patienten zeigten keine Symptome nach Laktosegabe, wahrend die vierte

Patientin ausgepragte Symptome angab.

Eine Erhéhung des cut-off-Levels wurde die Spezifitat des Tests zwar erhdhen, da
aber auch Patienten mit CC-Genotyp nahe des cut-off-Levels plétzlich einen

negativen Test hatten, ware die Sensitivitat unserer Studie erniedrigt.

Hatte man das cut-off-Level (wie in der Literatur bereits haufiger diskutiert)
wiederum bei A 10 ppm festgesetzt, hatten von den vier Patienten mit positivem
Gentest (CC-Genotyp) — aber negativem Atemtest — zwei dieser Patienten
plotzlich ebenfalls einen positiven Atemtest. Allerdings wirden auch 18 weitere
Patienten mit negativem Gentest bei einem cut-off-Level von A 10 ppm plétzlich
einen positiven Atemtest zeigen. Die Ubereinstimmung zwischen positivem
Gentest und positivem Atemtest wirde sich mit 97% (im Gegensatz zu 94% bei A
20 ppm in unserer Studie) verbessern, wahrend die Korrelation zwischen
negativem Gentest und negativem Atemtest mit 74% (im Vergleich zu 87% bei A

20 ppm) stark sinken wurde.

Damit Iasst sich also feststellen, dass sich die Sensitivitat des Atemtests bei einer
Verringerung des cut-off-Levels zwar verbessern wirde, allerdings die Spezifitat

vor allem bei Patienten mit negativem Gentest deutliche Einbul3en nimmt.

Konklusion: Eine Veranderung des cut-off-Levels des Hjy-Atemtests wirde laut
unseren Ergebnissen am Ende zu keiner deutlichen Verbesserung der Korrelation

zwischen Gentest und Atemtest fuhren.
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4.2.1.2 Ho-Non-Producer

Die Interpretation eines Hy-Atemtest hangt auch von der Fahigkeit der Darmflora
des Probanden ab, Uberhaupt Wasserstoff zu produzieren. Dass dies bei einigen
Patienten nicht der Fall ist, kann durch interindividuelle Unterschiede oder

vorhergegangene Antibiotika-Therapien erklart werden [91].

Zum Ausschluss eines Zustands, bei dem die Wasserstoffbildung unterbleibt, da
keine bzw. nicht genug wasserstoffproduzierende Darmbakterien vorhanden sind,

kann ein Laktulose-Atemtest angewandt werden.

In Osterreich wurde vor mehr als 20 Jahren eine Haufigkeit von Hx-Non-Producern
bis zu 20% beschrieben [108]. Eine andere Quelle ist der Meinung, dass wirkliche
H>-Non-Producer extrem selten sind [105]. Diesbezugliche Ruckschlisse aus

unserer Studie sind nicht moglich.

Eine Hx-Non-Produktion wirde jedoch die diskrepanten Ergebnisse zwischen CC-
Genotyp und negativem Laktose-H,-Test erklaren. Dies koénnte durch den
Laktulose-H>-Atemtest bestatigt werden, welcher jedoch bei keinem der vier
diskrepanten Patienten in dieser Studie durchgefuhrt wurde. Symptome nach
Laktosegabe, die auch bei einem Hy-Non-Producer auftreten, wurden jedoch bei

einem dieser vier Patienten beobachtet.

Eine weitere Moglichkeit fur einen falsch-negativen Atemtest ware auch eine stark
verzogerte gastrointestinale Passagezeit, sodass der Anstieg der H,-Exhalation
innerhalb der Messzeit nicht registriert wird [103].

Aus Grunden der Praktikabilitat in der klinischen Routine wurde bei keinem der
vier Patienten die gastrointestinale Passagezeit gemessen, weshalb diesbezuglich

keine Aussage moglich ist.
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4.2.1.3 Hohe Basalwerte

Bei insgesamt zwei Patienten mit diskrepanten Befunden zwischen Gentest und
Atemtest zeigte der Hy-Atemtest hohe Basalwerte.

Eine 26-jahrige Patientin mit positivem Atemtest — A 33 ppm — bei TC-Genotyp
hatte einen Nuchternwert von 35 ppm und ein 35-jahriger Patient mit negativem

Atemtest — A 7 ppm — bei CC-Genotyp hatte einen Nichternwert von 26 ppm.

Der durchschnittliche (Nuchtern-)Basalwert beim Hx-Atemtest wird in der Literatur
bei 7.1 £ 5 ppm angegeben [128]. Wie bereits in der Einleitung erwahnt wurde,
konnen hohe Basalwerte unterschiedliche Ursachen haben. Diese reichen von
bakterieller Fehlbesiedelung [100], unbehandelter Zdliakie [101], Roh-

kostmahlzeiten am Vortag [102] bis hin zum Nikotinabusus [96] vor dem Atemtest.

Nuchternwerte > 15-20 ppm sind als pathologisch anzusehen [91] und daher
ungeeignet fur die Testdurchfihrung [103]. Der Aussagewert dieser beiden
erwahnten Atemtests ist also gering und daher eine mdgliche Erklarung fur die
diskrepanten Ergebnisse. Eine Wiederholung ware fur eine sichere Interpretation
notwendig gewesen, wurde aber aus Kklinisch-praktischen Grinden nicht
durchgefuhrt.

4.2.1.4 Fruhzeitiger Anstieg der Ho-Konzentration

Bei insgesamt drei Patientinnen mit TC-Genotyp, aber positivem Atemtest kam es
nach 15 bzw. 20 Minuten zu einem frihzeitigen Anstieg der Hy-Konzentration
wahrend des Atemtests. Der eigentliche Anstieg von unabsorbierten
fermentierbaren Substanzen wie z.B. Laktose sollte erst ca. zwei Stunden nach
Testbeginn erfolgen, wahrend Anstiege innerhalb der ersten Stunde oft mit
bakterieller Fehlbesiedelung im Dunndarm verbunden sind [91]. SIBO (Small
Intestinal Bacterial Overgrowth) kdnnte bei diesen Patientinnen eine Ursache flr
den frihzeitigen Anstieg sein, wurde aber nicht weiter abgeklart. Eine weitere
Erklarung ware ein rascher intestinaler Transit, der zu einer unzureichenden

Absorption von Laktose im Dinndarm geflihrt hat.
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4.2.2 Fehlerquelle Darmbiopsien

Auch die Diagnostik eines sekundaren Laktasemangels konnte eine mogliche

Fehlerquelle darstellen und zu diskrepanten Resultaten flhren.

Von 77 Patienten mit positivem Atemtest hatten 18 (23%) einen negativen
Genotyp. Nur bei zwei dieser Patienten konnte in weiterer Folge mit Hilfe von
endomysialen Antikorpern (EMA) und einer Dunndarmbiopsie ein sekundarer

Laktasemangel in Form einer Zéliakie als Ursache gefunden werden.

Bei den restlichen 16 Patienten wurde bei 12 Patienten mittels Dunndarmbiopsie
eine sekundare Ursache und bei zwei weiteren Patienten zumindest eine Zoliakie

durch negative EMA ausgeschlossen.

Moglich ist, dass eine Dunndarmerkrankung, die ungleichmaRig verteilt oder im
distalen DUinndarmabschnitt auftritt, von einer Biopsie nicht erfasst wird. Allerdings
ist es unwahrscheinlich, dass eine solche Erkrankung einen sekundaren

Laktasemangel verursacht [117].

Ein sekundarer Laktasemangel aufgrund eines vorherigen viralen Infekts kann
durch eine normale Dunndarmbiopsie nicht ausgeschlossen werden. Dies ist

jedoch sehr unwahrscheinlich, da ein solcher Infekt meist temporar ist.

4.2.3 TC-Genotyp und Laktaseaktivitat

Von den bereits erwahnten 18 Patienten mit positivem Atemtest und negativem
Genotyp hatte die Mehrzahl (15 von 18, 83%) einen TC-Genotyp.

Dieses Ergebnis passt gut zu bereits publizierten Daten, wonach Patienten mit TC-
Genotyp nur die Halfte der Laktaseaktivitat hatten, wie sie bei Patienten mit TT-

Genotyp zu finden war [56].

Die beim Hy-Atemtest verwendete und von der Deutschen Gesellschaft fur
Verdauungs- und Stoffwechselerkrankungen [103] empfohlene Dosis von 50 g
Laktose entspricht ungefahr der Menge Laktose, die in einem Liter Milch enthalten

ist. Diese Dosis ist aber wahrscheinlich unphysiologisch hoch.
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Dies bedeutet in der Folge vermutlich, dass TC-Genotypen mit heterozygoten
Allelen zwar hohe Dosen Laktose malabsorbieren, kleinere Menge jedoch

komplett absorbieren konnen.

Bereits in der Studie von Hogenauer et al.[117] tat sich die Frage auf, ob ein Hy-
Atemtest mit 20 g oder 25 g Laktose, wie er in der Literatur von manchen Autoren
empfohlen wurde [79], an der Ubereinstimmung zwischen Gentest und Atemtest

etwas andern wirde.

Bei einer Patientin mit TC-Genotyp und grenzwertigem Ergebnis im H,-Atemtest
mit 50 g Laktose (Anstieg um A 20 ppm) wurde ein neuerlicher Atemtest mit 25 g
Laktose durchgefuhrt, der negativ ausfiel. Dies unterstreicht die oben genannte
Hypothese, dass geringere Mengen Laktose das Ergebnis des Hjy-Atemtests
beeinflussen. Allerdings wird die Dosis von 50 g Laktose in den meisten Fallen

wegen einer sinkenden Sensitivitat bei niedrigeren Dosierungen verwendet. [129].

4.2.4 Alter der Patienten

Einen weiteren Einfluss auf das Ergebnis des Hj-Atemtests kdnnte das Alter
haben. Auffallend war, dass die vier Patienten mit positivem Gentest und
negativem Atemtest allesamt zwischen 30-40 Jahre alt waren. Eine so spate
Manifestation des adulten Laktasemangels ware aullergewohnlich.

Allerdings ist noch nicht klar, bis zu welchem Zeitpunkt die Abnahme der
Laktaseaktivitat stattfindet. Erst kurzlich wurde jedoch publiziert [42], dass sich

adulter Laktasemangel auch erst nach dem 20. Lebensjahr manifestieren kann.

Eine Osterreichischen Studie [124] fand allerdings heraus, dass besonders bei
Personen mit heterozygotem TC-Genotyp die HOhe der Hz-Konzentration nach
Laktosegabe vor allem bei alteren Patienten mit dem Alter zunimmt.

Der jungste Patient in unserer Studie war 17 Jahre, der alteste 74 Jahre alt. Die
hochsten Hy-Anstiege waren jedoch bei Patienten zu verzeichnen, die 38 und 39
Jahre alt waren (A 89 und A 124 ppm), danach sanken die Hy-Konzentrationen
wieder (Abbildung 38). Damit konnten wir in unserer Studie das zuvor publizierte

Ergebnis nicht bestatigen.
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Abbildung 38: Ubersicht (iber Alter der Patienten mit TC-Genotyp und
korrelierendem Hy-Anstieg nach Laktosegabe.

4.2.5 Andere genetische Mutationen

Eine weitere wichtige Moglichkeit, wie es zu einem diskrepanten Ergebnis
zwischen Gentest und Atemtest kommen kann, ist die Tatsache, dass der priméar
adulte Laktasemangel auch noch mit anderen Genorten als mit dem -13910 C>T
Polymorphismus vergesellschaftet ist.

Eine mdogliche Variante ist der -22018 G>A Polymorphismus, der zeitgleich mit
dem -13910 C>T Polymorphismus beschrieben wurde [52], wobei in bisher
publizierten Studien Patienten mit CC-Genotyp meist auch einen GG-Genotyp
hatten [52] [56].

Auch in einer Osterreichischen Studie aus dem Jahr 2007 [124] konnte eine fast
komplette Ubereinstimmung der beiden Polymorphismen festgestellt werden.
Es ist also unwahrscheinlich, dass unsere diskrepanten Ergebnisse aufgrund des

-22018 G>A Polymorphismus zu erklaren sind.
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Schon kurz nach der aufsehenerregenden finnischen Publikation im Jahr 2002
[52] wurden Daten veroffentlicht, die darauf hinwiesen, dass die beiden
publizierten SNPs nicht alle Varianten in der Regulation der LPH-Expression

erklaren konnen und daher eine genetische Heterogenitat zu vermuten ist [130].

Mittlerweile sind — wie bereits erwahnt — drei weitere Mutationen bekannt, die mit
adulter Laktasepersistenz vergesellschaftet sind [63]: Dies ist einerseits der G>C
Polymorphismus an Position -14010 aufwarts des LCT-Gens, der in Kenia und
Tansania vorkommt; des Weiteren der Austausch T>G 13915 in der Bevolkerung
Saudi-Arabiens und der Austausch C>G 13901 in Athopien/Sudan.

Unter Umstanden konnte dies das diskrepante Ergebnis bei einem nicht aus
Europa stammenden 35-jahrigen Patienten — mit positivem Gentest bei negativem

Atemtest — erklaren.

Eine generelle Moglichkeit, konnte sein, dass der -13910 T>C Polymorphismus
zwar in enger Assoziation mit dem adulten Laktasemangel steht, jedoch nicht die

ursachliche Punktmutation darstellt [120].
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4.3 Konklusionen

Fir die Praxis stellt sich die Frage, wie man mit Patienten, die mit Symptomen der
Laktoseintoleranz in die Praxis kommen, weiter vorgehen soll.

Abbildung 39 bietet einen Vorschlag fur die Herangehensweise beim klinischen
Verdacht auf Laktoseintoleranz. Der Gentest bleibt im Moment noch optional
(gestrichelte Linie), da er einerseits nicht flachendeckend verfligbar ist und
andererseits das Resultat des Laktose-H>-Atemtests bei diesem Schema mit einer

laktosefreien Diat Uberpruft werden kann.

klinischer Verdacht auf Laktoseintoleranz
Bauchschmerzen, Blahungen, Diarrhoe, Milchunvertraglichkeit, ...

Laktasemangel bzw. Laktosemalabsorption?
s Abklarung mittels H,-Atemtest, Biopsie oder oralem
genetischer Test Laktosetoleranztest
(nach Verfugbarkeit) ..
ol RN : NEIN
CC-Genotyp | | TC-/TT-Genotyp E
¥ ¥ g
primar adulter ev. Provokationstest H ; - - X -
Laktasemangel mit Laktose : *e, andere Diagnosen in Betracht ziehen
= N (Reizdarm, Milchproteinallergie,
o, H Zoliakie, SIBO, etc.)
.".' JA A

A 4

Erfolg laktosefreier Diat?

/

JA NEIN =

Y

Laktoseintoleranz

Abbildung 39: Vorschlag fiir eine Herangehensweise in der Praxis bei Verdacht auf
Laktoseintoleranz.

gestrichelte Linie: optionale Diagnostik-Variante
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Die erhobenen Daten im Rahmen dieser Diplomarbeit unterstreichen die
Erkenntnis, dass ein Gentest fur den C>T -13910 SNP in der Promotorregion
stromaufwarts des LCT-Gens eine Laktosemalabsorption nicht sicher
ausschlieBen kann. Der genetische Test mit anschlieRendem Versuch einer
laktosefreien Diat bietet jedoch eine diagnostische Alternative bei klinischem
Verdacht auf primar adulten Laktasemangel. Er ist zusatzlich kostengunstig und

mit einer einfachen Blutabnahme zeitsparend.

Der Gentest gibt im Gegensatz zum Atemtest jedoch keine Information Uber eine
Symptomatik nach Laktose-Aufnahme und auch sekundarer Laktasemangel wird

nach wie vor nur Uber weitere Diagnostik festgestellt.

Gerade bei Kindern gibt der Gentest keinen Aufschluss daruber, ob und ab

welchem Alter die Abnahme der Enzymaktivitat beginnt.

Zusammenfassend lasst sich als Konklusion dieser Arbeit festhalten, dass eine
sehr gute Korrelation zwischen Gen- und Atemtest feststellbar war. Vor allem der
Zusammenhang zwischen positivem Gen- und positivem Atemtest war mit 94%
sehr hoch. Die Arbeit bestatigt bisherige Ergebnisse an einer grélieren Zahl an

Patienten.

Der Gentest kann mdglicherweise bei der Unterscheidung zwischen primarem und
sekundarem Laktasemangel helfen. Im Bezug auf Symptome nach Laktosegabe
ist die Voraussagekraft des Gentests jedoch genauso hoch wie beim Laktose-H;-
Atemtest. Bei Patienten, wo sekundarer Laktasemangel vermutet wird, sollte der
Gentest also gemeinsam mit dem Laktose-H,-Atemtest und einer weiteren

gastroenterologischen Abklarung angewandt werden [120].
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6

ANHANG

Lactose H2 Atemtest 50 g Lactose in 250 mi Wasser

A-Oz/2006401 231MKGE/MKGEAMB

Name: ... WEV#® v T, GED: oo

AT = o | e RO FPRPP PSPPI Datum: 2244 . (9(5

Indikation:  Durchfall JA/NEIN Blahungen JA/NEIN Winde JA/NEIN
Bauchkrampfe JA/NEIN Milchunvertraglichkeit JA/NEIN

Sehr geehrte(r) Patient(in):

Bitte umkreisen Sie bei Durchfall JA/NEIN, wenn Sie zu diesem Zeitpunkt Durchfall haben, und
JANEIN, wenn Sie keinen Durchfall haben. Bitte umkreisen Sie 0 1 2 3 4 5, wenn Sie keine
Beschwerden haben und 0 1 2 3 4 5, wenn Sie heftigste Beschwerden haben; bei
mittelgradigen Beschwerden kreuzen Sie bitte eine dazwischen liegende Zahi, je nach

Zeit H»/Atemtest (ppm) Durchfalil Bldhungen/Krampfe
keing--—----—--—-hettigst
0 O JaNeip,” ' 912345
15 0 Ja/Ngifi WB12345
30 4 Jamed 01%/345
a3 -0 Jameif 5 iva4s
60 ya Ja/Ngifi 01¢3as
90 | / Jamgihy 01235
120 20 JalNgifl 012¢45
10 | 57 Jangid 012945
180 Ja/Nein 012345
240 | Ja/Nein 012345
Beurteilung:
HalALBIMIBSE ... ..ottt e e e et e e e s /

Korrelation mit Symptomen: ....... i 0 @@M&W
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