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Genotyping av laktosetoleranse

er en tilstand som gir

mage- og tarmplager ved
inntak av melk og melkepro-
dukter. Tradisjonelt har lak-
tosebelastning veert brukt
til diagnostisering, men de
senere ar har analyse av gene-
tiske varianter assosiert med
laktosetoleranse blitt et viktig
supplement. I denne artik-
kelen beskriver vi de kjente
genetiske variantene og en
metode for a analysere dem.
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Alle pattedyr har ved fodselen evnen til &
spalte melkesukker (laktose) til glukose
og galaktose. Dette skjer ved hjelp av
enzymet laktase som produseres i tynn-
tarmen. I barnedrene avtar produksjonen
av laktase. Hos mennesker skjer dette i
5-12 ars alder. Inntak av laktoseholdig
melk eller melkeprodukter etter denne
alderen vil hos personer med laktosein-
toleranse kunne fore til ubehag i form

av magesmerter, oppblasthet og diaré.
Arsaken er at ikke-hydrolysert laktose
blir fermentert av bakterier til kortkje-
dete fettsyrer og gasser. | motsetning til
ved allergiske tilstander, hvor selv sma
mengder allergener kan gi kraftige reak-
sjoner, kan personer med laktoseinto-
leranse innta en viss mengde melk eller
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melkeprodukter uten & fa symptomer.
Mengden som tolereres varierer mellom
individer, og kan ogsa forandre seg ved
endringer i tarmfloraen (1).

Geografiske forskjeller

Hos europeere og en del afrikanske og
arabiske befolkningsgrupper har en del
beholdt evnen til & spalte laktose, ogsd
ivoksen alder. Det skjer ved at laktase-
produksjonen opprettholdes ogsa etter
ammeperioden. Denne laktasepersi-
stens-fenotypen arves autosomalt domi-
nant. Transkripsjonen fra laktasegenet
er regulert fra en promoterregion som er
rundt 14000 baser oppstrems for genet.
Polymorfier i denne regionen er vist a
veere assosiert med ulik laktaseaktivitet
(2).

Varianten -13910C>T ble forst pavist i
en finsk studie fra 2002 (3). Den er assosi-
ert med laktosetoleranse, og in vitro for-
sgk har vist at varianten gker ekspresjo-
nen av laktase. Da menneskene startet
med husdyrhold for 5-10 000 ar siden,
ga denne laktasepersistens-fenotypen
baererne muligheten til & benytte melk
som ernzering. Etter denne perioden har
det veert en sterk seleksjon for dette alle-
let hos europeere (4).

Laktosetoleranse er vanlig ogsd i ara-
biske og afrikanske befolkningsgrup-
per som tradisjonelt har drevet med
kvegdrift. Kun noen fa av disse har den
samme genvarianten som europeere.
Det er til nd pavist fire andre varian-
ter som er assosiert med laktosetole-
ranse. To av disse er i umiddelbar naerhet
til -13910C>T-varianten, mens to er i et
annet regulatorisk omrdde, ytterligere
100 baser oppstrgms for denne regionen
(tabell 1). I de samme genregionene er det
ogsd beskrevet andre polymorfier, noen

med uavklart assosiasjon, andre uten
assosiasjon til laktosetoleranse (5).

Tarmsykdommer som cgliaki og
inflammatorisk tarmsyndrom har symp-
tomer som overlapper symptomer pa
laktoseintoleranse. I de befolkningsgrup-
pene hvor laktosetoleranse er utbredt,
utgjor melk og melkeprodukter en vik-
tig del av kostholdet. Av den grunn er
det relevant 4 avklare om pasienter med
mage- og tarmproblemer har laktoseinto-
leranse. I'tillegg til den arvelige laktose-
intoleransen, som skyldes nedregulert
transkripsjon av laktasegenet, finnes det
ogsa tilstander som kan gi sekundaert
nedsatt laktaseaktivitet og medfslgende
laktoseintoleranse.

Analysemetoder

Diagnostikk av laktoseintoleranse kan
gjores ved a male laktaseaktivitet i tarm-
biopsi. Dette er et omfattende inngrep,
og ikke anvendelig i rutinediagnostikk.
En enklere utredning er d gjgre en lak-
tosebelastning. Her kan man enten male
hydrogengass i utandingsluft, eller glu-
kosestigning i blodprgver. Laktosebelast-
ning er en tidkrevende undersgkelse, og
den har ikke fullgod sensitivitet og spesi-
fisitet. Genetisk analyse av de beskrevne
laktosetoleranse-assosierte variantene
har blitt et viktig supplement i utrednin-
gen av pasienter med mage- og tarmpro-
blemer.

Flere ulike metoder kan benyttes for
analyse av slike basesubstitusjoner. Som
det framgar av tabell 1 er alle variant-
ene lokalisert naert hverandre. Tradisjo-
nell Sanger sekvensering er velegnet til &
pavise slike varianter, men er ikke egnet
for analysering av et stort antall prgver.

Pyrosekvensering er en metode som
er enklere 4 automatisere enn Sanger
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Anker probe

GGCCTCTGCGCTGGCAATACAGAT

493 nm

/> 705 nm

Sensor probe

AGGCCTCTGCGCTGGCAATACAGATAAGATAATGTAGCCCCTGGCCTCAA

Villtypesekvens

n <t o

-1391
-1391
-1391

AGGTAGCCCCTGGCCT
-

Hybridiseringsprober for analyse av varianter i -13910-regionen. Sensorproben er komplementzer til -13915G-allelet. Nar
probene er bundet til malsekvensen vil emisjonslyset fra fluorescein eksitere fluoroforen pa sensorproben slik at denne sender ut lys ved
705 nm. Nar temperaturen gkes vil sensorproben smelte av, og ikke lenger sende ut lys. Smeltetemperaturen er avhengig av antall feil-
paringer mellom probe og mdlsekvens, posisjonen til feilparingen(e), og type feilparing.

sekvensering. Den er godt egnet for a
detektere ulike substitusjoner innenfor
et kort omrade, men krever et kostbart
instrument som ikke er tilgjengelig pa de
fleste sykehuslaboratorier (6).

En mye brukt metode for pavising av
basesubstitusjoner er sanntids-PCR og
TagMan® prober. Denne metoden detek-
terer kun en substitusjon i hvert rer, og
vil gi feil resultat nar det foreligger andre
substitusjoner i regionen som dekkes
av proben. En annen metode basert pa
sanntids-PCR er bruk av hybridiserings-
prober og smeltekurveanalyse (7). Den
baserer seg pa at to prober bindes til den
regionen man vil analysere (figur 1). Pro-
bene er merket med fluoriserende farge-
stoff pa en slik mate at de kun sender ut
lys nar begge er bundet til malsekvensen.
Ved design av analysen legger man en
sensorprobe over den/de variantene man
vil detektere. Oppstrgms eller nedstrgms
for denne sensorproben har man en noe
lengre ankerprobe, som kun har til opp-
gave 4 holde sin fluorofor naert inntil
fluoroforen pa sensorproben. Etter PCR-
amplifisering gjores en smeltekurve-
analyse hvor temperaturen gkes samtidig
som fluorescenssignalet avleses. Ved en
gitt temperatur vil sensorproben smelte
av fra mdlsekvensen og gi bortfall av fluo-
rescenssignal. En probe som er fullt kom-
plementeer til malsekvensen vil smelte av
ved en hgyere temperatur enn der hvor

proben har en (eller flere) ikke-komple-
mentare baseparinger med malsekven-
sen. Ved & framstille den 1. deriverte av
slike smeltekurver fas kurver med topper
for de ulike allelene.

Smeltepunktsanalyse
Smeltekurvemetoden har veert mye brukt
for genotyping av laktosetoleranse. Den
er godt egnet til  detektere den euro-
peiske -13910C>T-varianten, men det er
vist at -13915T>G-varianten kan bli feil-
tolket som villtype i et slikt analyseopp-
sett (8). De to variantene -14009T>G og
-14010G>C har ikke blitt detektert med
de smeltekurvemetodene som har vert
brukt til na.

Vi har designet nye primere og pro-
ber som gjer at vi nd ogsad kan detek-
tere disse to variantene, og i tillegg gir
metoden entydig deteksjon av alle de til

na beskrevne variantene i -13910-regio-
nen (9). Dette har vi oppnddd ved a bruke
ett probesett for -13910-regionen, og ett
sett for -14010-regionen; disse har ulike
fluoroforer, og kan dermed detekteres i
samme rgr. For -13910-regionen har vi
laget sensorproben slik at den er kom-
plementeer til -13915G-allelet (figur 1).
Den har dermed en feilparet base mot
villtypeallelet, og to feilparinger mot de
andre allelene vi vil detektere. Pa denne
maten oppnas en stgrre differensiering
av smeltetemperaturer mellom de ulike
allelene. Vi har klonet PCR-produktet
fra en prove med villtypesekvensinniet
plasmid i en E.coli bakterie. Etter oppdyr-
king av denne, har vi renset ut plasmid
DNA. Ved hjelp av in vitro mutagenese
har vi med dette plasmidet som utgangs-
punkt, laget plasmidstandarder for alle
de andre allelene vi gnsket 4 teste. Ved &

Varianter som blir detektert med analysemetoden presentert i artikkelen.

Variant Laktosetoleranse
-13907C>G Ja
-13910C>T Ja
-13913T>C Nei
-13914G>A Ja
-13915T>G Ja
-14009T>G Ja
-14010G>C Ja
-14011C>T Uavklart

Forekomst
Sudan, Etiopia
Europa
Etiopia
Europa (sjelden variant)
Ost-Afrika og Arabia
Etiopia
Afrika
Afrika og Europa
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blande standarder har vilaget heterozy-
gote kontrollprgver for alle mulige allel-
kombinasjoner. Disse er blitt brukt til
validere metoden.

Som det framgar av figur 2A gir alle
variantene ulike smeltetemperaturer. I
figur 2B og 2C vises resultatet fra et ruti-
neoppsett av prover tilsendt til oss for
laktosetoleransegenotyping. De fleste
provene har den europeiske varianten i
heterozygot (-13910C/T) eller homozy-
got form (-13910T). En prave er homo-
zygot for -13907G og én prgve er hetero-
zygot for -13915T /G (figur 2B). I -14010
regionen er de fleste prevene villtype;
én er heterozygot for -14011C/T, én kon-
trollpreve er heterozygot for -14009T/G
og én kontrollprgve er heterozygot for
-14010G/C (figur 2C).

Vire erfaringer

Vi har brukt denne metoden i snart to
ar, og har funnet 21 pasienter med andre
laktosetoleranse-assosierte varianter
enn -13910T. Noen av disse er heterozy-
gote for to varianter. Vi har ogsd fun-
net 18 pasienter som er heterozygote for
-14011C/T. Denne er beskrevet tidligere,
men det er ikke kartlagt om den gir opp-
hav til laktasepersistens (5).

Metoden ble forst etablert pa et Light-
Cycler 1.2 (Roche) instrument med
glasskapillaerer. Seinere er den overfgrt
til et LightCycler 480 (Roche) instrument.
Metoden kan etableres pd andre platt-
former for sanntids-PCR, forutsatt at
instrumentet kan eksitere fluorescin som
donorprobe og detektere emisjonslyset
fra to ulike akseptorfluoroforer.
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Smeltetopper
A): Smeltetopper for alle de kjente
variantene i -13910-regionen.
B og C): Representativt resultat
av et rutineoppsett for analyse av i
prover sendt til oss for utredning !
av laktosetoleranse. De to sensor- i
probene har ulike fluoroforer, og
avleses i hver sin kanal i instru-
mentet. Resultat for -13910-regi-
onen (B) og -14010-regionen (C).
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