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OZET

Yigit C.Laktoz Intolerans1 Bulunan Kisilerde Laktoz (-13910 T/C ve-22018
A/G) Gen Polimorfizimlerinin Belirlenmesi. Biyokimya Uzmanhk Tezi. Erzurum

2010.

Karbonhidratlar insan diyetinin 6nemli bir kismin1 teskil eder. Karbonhidratlarin
sindirim bozukluklarindan en sik rastlanani laktoz intoleransidir.Primer erigkin tip
hipolaktazya yani laktoz intoleransi erigkin populasyonunun %75’ten fazlasini
etkilemektedir. Hastalifin insidansi irklar arasinda onemli farkliliklar gosterir. Bu
farklilik laktoz intoleransinin yalnizca g¢evresel faktorlerden degil genetik bir temele
dayalt oldugunu gostermistir. Enattah ve arkadaslari bu yilizyilin basinda laktoz
intoleranst ile C/T-13910 tek niikleotit polimorfizmini tanimlamiglardir. Ayni
calismada laktoz intoleransi ile daha zayif iligkili bir mutasyon tespit edilmistir(G/A-
22018).Farkl1 populasyonlarda yapilan bir¢cok c¢aligsma bu iki gen polimorfizmi ile laktoz
intoleranst arasinda C/C-13910 genotipi ile iliskili oldugunu ve C/T ve T/T
genotiplerinin persistanst (laktoz toleransi) ile iligkili oldugu gosterilmistir. C/T-13910
polimorfizminin 6zellikle Kuzey Avrupa populasyonunda laktaz aktivitesi ile 6nemli
derecede iliskili oldugu tespit edilmistir. Literatiirde Tiirk toplumunda laktoz intoleransi
ile iligkili polimorfizmlerin siklig1 konusunda yapilmis bir ¢alisma bulunmamaktadir.
Bu amagla sistemik bir hastaligi olmayan 20 laktoz intoleransi tanist konmus ve 17
gontlli grupta genetik polimorfizim analizi yapildi. Polimorfizimlerin analizi igin
EDTA’l1 hemogram tiiplerine alinan vendz kan 6rneklerinde DNA izolasyonu yapildi,
DNA o6rneklerine PCR islemi uygulandi. Daha sonra hibridizasyon ve renklendirme

islemleri ile olusturulan renkli striplerde mutasyonlar tespit edildi.

Sonug olarak hasta grubunda 18 C/C (%90), 2 C/T (%10,) 12 G/G (%60), 7 G/A
(%35), Grup 2’de 13 C/C (%76), 4 C/T (%23), 7 G/G (%41), 7 G/A (%41), 3 A/A
(%17) genotiplerine sahiptiler.

Bu bulgularin 1s18inda Tiirk toplumunda C/C genotipinin laktoz intoleransi ile

direkt iliskili oldugunu tespit ettik.



viii

Anahtar Kelimeler: Laktoz Intoleransi, Polimorfizm, C/T -13910, G/A -22018
ABSTRACT

Determination of lactose (-13910 T/C and -22018 A/G) gene polymorphisms

in patients with lactose intolerance

Carbohydrates constitute an important part of human diet. Lactose intolerance is
the most common disorder of digestion of carbohydrates. Primary adult type
hypolactasia, namely lactose intolerance, affects over 75% of the adult population. The
incidence of the disease varies among the races. This variation showed that lactose
intolerance depends on not only environmental factors but also a genetic basis. At the
beginning of this century Enattah et al described C/T-13910 single nucleotide
polymorphism in lactose intolerance. In the same study a mutation (G/A-22018) which
has lower relation with lactose intolerance has been determined. In many studies on
different populations it has been shown that among these two gene polymorphisms C/C-
13910 genotype is related with lactose intolerance and also C/T and T/T genotypes are
related to persistancy (lactose intolerance). Especially in the North Europe population,
C/T-13910 polymorphism has been determined to have significant relation with lactose

activity.

In the literature, there is no study about the incidence of lactose intolerance
related polymorphisms in Turkish population. Therefore in this study, genetic
polymorphism analyses performed in 20 healthy volunteers with no systemic disorders
and 17 volunteers with lactose intolerance diagnosis. To analyse polymorphisms, DNA
isolation was performed in venous blood samples taken into vaccium tubes with EDTA,
and PCR was applied on DNA samples. Then, mutations were determined in stained

strips prepared by hybridization and staining procedures.

As a result, the patient group had the 18 C/C (90%), 2 C/T (10%), 12 G/G (60%)
and 7 G/A (35%) genotypes while the healty control group had 13 C/C (76%), 4 C/T
(23%), 7 G/G (41%), 7 G/A (41%) and 3 A/A (17%) genotypes.

In the light of these findings, we determined that C/C genotype is directly related

to lactos intolerance in Turkish population.



Key Words : Lactose Intolerance, Polymorphism, C/A-13910, G/A-22018
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1. GIRIS VE AMAC

Primer eriskin tip hipolaktazya (laktoz intoleransi), diinya niifusunun biiyiik bir
cogunlugunda goriilen ve eriskin populasyonun %75’inden fazlasini etkileyen yaygin
bir saglik problemidir. Hastaligin insidansi, populasyonlar arasinda 6énemli farkliliklar
gostermektedir. Zenciler, Araplar ve Latinlerin yaklagitk %80’inde, Amerikali
Kizilderililer ve Asyalilarin tamamina yakin eriskin tip hipolaktazya goriilmektedir.

Buna karsin Kuzey-Bati Avrupa populasyonunda goriilme siklig1 daha azdir (1).

Enattah ve ark. (2), 2000°1i yillarin basinda laktoz intoleransi ile iligkili C/T-
13910 tek niikleotit polimorfizmini tanimlamiglardir. Bu tarihten itibaren, laktoz
intoleransinin genetik polimorfizmlerle iliskisini arastiran pek ¢ok calisma yapilmistir.
Elde edilen sonuglar, s6z konusu polimorfizmlerin sikliginin toplumlar arasinda biiyiik
degiskenlik gosterdigini ortaya koymustur. Kuokkanen ve ark. (3) tarafindan yapilan bir
calismada, T-13910 ve A-22018 allellerine sahip kisilerde, intestinal mukozadaki
laktaz-florizin hidrolaz (LPH) mRNA ekspresyonunun, C-13910 ve G-22018 allellerine
sahip kisilerdekinden daha yiiksek oldugu gosterilmistir.

Literatiirde, Tiirk toplumunda laktoz intolerans: ile iliskili polimorfizmlerin
siklig1 konusunda yapilmis bir ¢alisma bulunmamaktadir. Yaptigimiz ¢calismada, eriskin
tip hipolaktazya ile iligkisi ortaya konulmus iki tek niikleotit polimorfizminin (C/T-
13910 ve G/A-22018) toplumumuzdaki yayginligin1 ve hastalik mevcudiyetinde tanisal

duyarliliklarini tespit etmeyi amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Karbonhidratlarin Genel Ozellikleri
2.1.1. Giris

Karbon, hidrojen ve oksijen atomlarindan olusan ve genel formiilleri Cn(H,O)n
olan polihidroksi aldehid, keton veya bunlarin kondensasyon {iriinlerine, karbonhidrat

ad1 verilmektedir.

Karbonhidratlar, tasidiklar1 basit seker (monosakkarit) sayisina gore su sekilde

siiflandirilmaktadir:

-Monosakkaritler: Tek karbonhidrat tinitesi tasirlar.

-Disakkaritler: Tki monosakkarit {initesi tasirlar.

-Oligosakkaritler: 3-10 adet monosakkarit iinitesi tasirlar.

-Polisakkaritler: 10°dan fazla sayida monosakkarit tinitesi tagirlar(4).
2.1.2. Disakkaritler

Iki monosakkarit iinitesinden, 1 molekill su ayrilmasiyla olusan
karbonhidratlara, disakkaritler denir. Genel formiilleri, C,(H>O),.; seklindedir. Tki
monosakkarit arasindaki bag, kovalent bir bagdir ve “glikozidik bag” olarak
isimlendirilir. Glikozidik bag, asitlere kars1 dayaniksiz; bazlara karsi ise direnglidir. Bag
yapimina katilan karbonlarin numarasi ve karbon iizerindeki OH grubunun konumuna

gore, glikozidik baglar degisik isimlerle adlandirilmaktadir (5).
2.1.2.1. Maltoz

2 adet D-glukozun a-1,4 glikozidik bagiyla baglanmasi1 sonucu maltoz olusur.
Bag yapimina birinci glukozun 1 numarali karbonu ile ikinci glukozun 4 numaral
karbonu katilmaktadir (sekil 2.1). Yapisindaki glukozlardan birinin serbest karbonil

grubunun bulunmasindan 6tiirli, maltoz indirgen bir sekerdir(indirgenme neticesinde
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kendileri kompleks asitlere yiikseltgenirler).indirgenme iiriinlerinin renkli kompleks

olusturmalart karbonhidratlarin varligin1 saptamada yardime1 olur (5).

Maltose
(x-0-Glucopyranosyl-(1 — 4)-a-o-glucopyranose

Sekil 2.1. Maltozun Yapisi

2.1.2.2. Laktoz

Siit sekeri olarak da adlandirilmaktadir. 1 molekiil D-glukoz ile 1 molekiil D-
galaktozun B-1,4 glikozidik bagiyla baglanmasi sonucu laktoz olusur (sekil 2.2).
Yapisinda yer alan glukozun serbest aldehit grubundan 6tiirii laktoz indirgen o6zellige

sahiptir.

Lactose
({B-o-Galactopyranosyl-{1 —4)- c-p-glucopyranose

Sekil 2.2. Laktozun Yapisi
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Laktoz, endoplazmik retikulumda, laktoz sentaz (UDP-galaktoz: glukoz
galaktoziltransferaz) adi verilen bir enzim tarafindan sentezlenir. Sekil 2.3°te goriildiigi
gibi bu enzim, UDP-galaktozdan galaktozu alarak glukoza aktarir ve bu sirada UDP
salinir. Laktoz sentaz enzimi, A ve B olmak iizere 2 proteinden olusmustur. Protein
A, siit veren meme bezi disindaki dokularda UDP-galaktozdan galaktozu alarak,
N-asetil-D-glukozamine aktarir (B-D-galaktoziltransferaz aktivitesi) ve bdylece
glikoproteinlerin bir bileseni olan N-asetillaktozamin sentezlenir. Protein B ise,
sadece siit veren meme bezlerinde bulunur. Bu bir a-Laktalbumindir ve sentezi
prolaktin tarafindan uyarilir. Protein B, Protein A ile bir kompleks olusturur ve bdylece
transferaz enzim aktivitesinin 6zgiinliigii degisir. Sonugta, N-asetillaktozamin yerine

laktoz sentezi gergeklestirilir (5,6).

B-pb-Galaktoziltransferaz
{Protzin A)

| W——

d-Laktalbumin

{Protein B) \

| W—

<
UDP-galaktoz:glukoz
galaktoziltransferaz

UDP-galaktoz

+ glukoz » UDP

J 0

Laktoz

H20H CH;OH

L L
B-Galaktoz Glukoz

Sekil 2.3. Laktoz Sentezi



2.1.2.3. Sakkaroz (Siikroz)

Cay sekeri olarak da bilinir. Glukozun 1 numarali karbonu ile fruktozun 2
numarali karbonunun o-B-1,2 glikozidik bag ile baglanmasiyla olusur (Sekil 2.4).
Sakkaroz indirgen bir seker degildir (5).

CH,OH
H f| e
> H 3

OH H

HO

H OH

Sucrose
(rz-o-Glucopyranosyl-{1 —2}-f-o-fructofuranose

Sekil 2.4. Sakkarozun Yapisi
2.1.2.4. izomaltoz

Nisasta ve glikojenin dallanma bolgelerinde bulunur. 2 molekiil glukozun a-1,6

glikozidik bagla baglanmasi sonucu meydana gelir(5).

CH.OH
0

OH
OH 0
OH

H- OH

OH

Sekil 2.5. izomaltozun Yapisi



2.1.2.5. Trehaloz

Iki molekiil glukozun o-1,1 glikozidik bag1 ile baglanmasi sonucu olusur. Her iki
glukozun da anomerik karbonunun glikozidik bag yapimina katilmasindan Otiirii

indirgeme 6zelligi bulunmaz (5).

CHzOH H  OH
0
A H o H/on  RAH
HeNOH - HAL o N HOHoC /8
0
H  OH H

Sekil 2.6. Trehalozun Yapisi

2.2. Karbonhidratlarin Sindirimi ve Emilimi

Diyetle alinan karbonhidratlarin %60 kadarini olusturan nisasta, molekiil agirlig
100 bin ile 1 milyon arasinda degisen bir polisakkarittir. Amiloz ve amilopektin denen
iki glukoz polimerinden olusur. Amiloz, a — 1,4 glikozidik bagla bagli glukoz
molekiillerinin diiz bir zincir seklinde siralanmasi ile olusur. Tiikiiriik ve pankreas o-
amilazi, i¢ o — 1,4 baglarin1 yikar; fakat en dis baglar1 hidrolize edemez. Bu yilizden
son lriinler, maltoz (iki glukoz {initesi), maltotrioz (li¢ glukoz iinitesi) ve 4-9 glukoz
molekiilii iceren diger oligosakkaritlerdir. Olusan bu f{iriinler, intestinal mukozal
maltazlar (glukoamilaz ve izomaltaz) tarafindan glukoz molekiillerine hidroliz edilir.
Amilopektin, amilozdan daha kompleks bir yapiya sahiptir; a—1,4 diiz zincirine
ilaveten, zincir boyunca ortalama her 25 glukoz iinitesinde bir a—1,6 dallanma noktalar1
icerir. Tiikiiriik ve pankreas a- amilazi segici olarak i¢ o—1,4 glukoz-glukoz baglarina
saldirir; fakat hem dis baglari hem de dallanma noktalarina bitisik olanlar1 hidroliz
edemez. Bu yiizden nisastanin intraluminal sindiriminin son iriinleri, maltoz, kiiclik
miktarda oligosakkaritler ve a-dekstrinlerdir. a-Dekstrinler daha sonra mukozal o-

dekstrinazlar (izomaltaz) tarafindan glukoz molekiillerine yikilir (4).
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Tablo 2.1. Bagirsaktaki Luminal ve Mukozal Enzimler

Mukozaya
Sunulan
Diyetle Alinan Liiminal Mukozal Son
Oligosakkaritler ..
Karbonhidratlar Enzimler Enzimler Uriinler
ve Disakkaritler
Maltoz,
maltotrioz, a-1,4
Glukoamilaz | Glukoz
bagl
(Maltaz)
Tiktirtik oligosakkaritler
. . . Ve
Nisasta | Amilopektin a-dekstrinler (a- | o-dekstrinaz | Glukoz
pankreas .
(%60) ) 1,6 bagli) (Izomaltaz)
a-amilazi
Tukirik Maltoz,
) ve maltotrioz, a-1,4 )
Amiloz Glukoamilaz | Glukoz
pankreas bagh
(Maltaz)
a-amilazi oligosakkaritler
Glukoz
Siikroz (%30) - Stikroz Stikraz ve
Fruktoz
Glukoz
Laktoz (%10) - Laktoz Laktaz ve
Galaktoz
Trehaloz - Trehaloz Trehalaz Glukoz




Besinlerle alinan siikroz ve laktoz disakkaritlerinin yani sira, tiikiiriik ve
pankreas o- amilazinin driinleri, intestinal villus hiicrelerinin fircams1 kenar
membraninda bulunan enzimler tarafindan hidroliz edilir. Bu enzimler (karbonhidrazlar)

glikozillenmis protein yapisindadir ve firgamsi kenar membranmnin lipit tabakasiyla

iliskilidifr(Tablo 2.1).

Karbonhidratlarin sindirimi sonucu ortaya ¢ikan glukoz ve galaktoz aym
sodyum-bagimli kotransporter ile taginir (Sekil 2.7.). Fruktoz tasinmasi ise daha yavagtir

ve sodyuma bagimli olmayan bir transporter ile gerceklestirilir (4,6).

. N Karbonhidrat Absorpsiyonu
Intestinal liimen

Laktoz Siikroz Gllk‘OJer'I
D-glukoz + D-galaktoz (G-F) _Ol- Amilaz
k_-j . :b T
G- Limkt Dekstrinier Qligosakkaritler
G- Ga [Na'] [F] PR
\ GGG
ﬁ taioar I SCLT! JILGLUTS | Sikraz s teksenss ik m*
\ Enterosit
G Na' pompa5|
O
iGLUTz}. ATP\ \ GLUT2
G Ga Na* K* .)

Sekil 2.7. Karbonhidratlarin Emilimi

2.2.1. Karbonhidrazlarin Sentezi

Firgams1 kenar hidrolazlari, endoplazmik retikulumun sitoplazmik yiizeyine
baglh polizomlarda sentez edilir. Sentezlenen proteinler golgi aygitina gecer, burada

glikozilasyona ugrar ve daha sonra golgi vezikiilleri icerisinde fircams1 kenar

membranina taginir (7).



Stikraz-izomaltaz (SI) kompleksi 3. kromozom iizerinde bulunan bir gen
tarafindan yiiksek molekiil agirlikli tek bir prekiirsor molekiil olarak sentez edilir ve

ardindan stikraz ve izomaltaza ayrilir (7).

Laktaz aktivitesinden sorumlu protein ise, 2. kromozom {iizerinde bulunan bir
gen tarafindan kodlanir. Bu enzim, florizini, floretin ve glukoza hidroliz ettiginden

dolay1, yaygin olarak LPH olarak adlandirilir (7).
2.3. Karbonhidratlarin Sindirim Bozukluklar:

Karbonhidratlar, insan diyetinin 6nemli bir kismini teskil etmektedir. Bati
tilkelerinde erigkinler i¢in giinlik karbonhidrat alimi yaklasik 350 g kadardir. Bunun
%60’1n1 nisasta, %30’unu sakkaroz ve geri kalanin1 da laktoz, trehaloz ve diger

karbonhidrat bilesikleri olusturur (4).

Karbonhidrat intoleransi, monosakkaritlerden, disakkaritlerden ya da
polisakkaritlerden kaynaklanabilir. Bu durumlarin ¢ogu primer olarak goriilmekle
birlikte, bazilar1 altta yatan intestinal bir hastaliga sekonder olarak ortaya cikar (8)

(Tablo 2.2).

Tablo 2.2. Yenidogan ve Cocuklarda Karbonhidrat Malabsorpsiyonu

Azalmig Enzim Aktivitesi BozulmusMonosakkarit Transportu

Primer Geg-baslangich laktaz eksikligi Glukoz-galaktoz malabsorpsiyonu

Konjenital siikraz-izomaltaz eksikligi

Konjenital laktaz eksikligi

Yenidoganlarda gecici laktoz malabsorpsiyonu

Laktaz eksikligi

Sekonder Laktoz, siikroz ve oligosakkarit malabsorpsiyonu | Edinilmis monosakkarit

(eger asir1 fircamsi-kenar hasar1 varsa) malabsorpsiyonu
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2.3.1. Nisasta Intoleransi

Nisastanin sindirimi agizda baglar ve eger pH’s1 yliksekse midede devam eder.
Bununla birlikte, pankreatik a-amilaz, nisastanin sindiriminden sorumlu temel enzimdir.
Glukoamilaz, 5 ile 9 glukoz iinitesi igeren oligosakkaritler {izerine daha aktif olmakla
birlikte, nisastanin hidrolizine de katkida bulunabilir. Tiikiiriik amilaz1 gebeligin ikinci
yarisinda belirlenebilir. Intestinal glukoamilaz seviyeleri, bir aylik infantlarda 5
yasindaki ¢ocuklarinkine yakindir. Pankreatik a-amilazin ise hayatin ilk 4-6. aylarinda

aktivitesi ¢ok diisiiktiir veya yoktur (9).

Pankreatik o-amilaz aktivitesindeki normal gelisimsel gecikmeden dolay1
bebeklerde; siddetli mukozal hasar oldugu zaman, herhangi bir yas grubunda ve siikraz-

izomaltaz eksikligi olan infantlarda, nisasta intolerans1 goriilebilir (9,10).
2.3.2. DisakKkarit Intoleransi

Disakkaritler, normalde ince bagirsagin proksimal parcasinda tamamen yikilir ve

ortaya ¢ikan monosakkaritler hizla absorbe edilir (11).

Disakkaridazlar olarak siniflandirilan, siikraz-izomaltaz, maltaz-glukoamilaz ve
LPH enzimleri ince bagirsaktaki enterositlerin apikal ylizeylerinde lokalize olan

membrana bagl glikoprotein yapili enzimlerdir (11-12).

Yetersiz disakkaridaz seviyeleri, disakkarit intoleransinin baglica sebebidir ve
konjenital ya da kazanilmis nedenlerle ortaya cikabilir. Ayrica, ince bagirsagin
kisalmasi ya da ge¢is hizinin artmasina bagl olarak disakkaritlerin enzimlere yeterince

maruz kalamamas1 durumunda da disakkarit intoleransi goriilebilir (13).

Disakkarit intoleransi ile iligkili sikayetler sunlardir: sulu ishal, bulanti, siskinlik,
gerginlik, gurultu, gaz birikmsi ve kramplar. Sindirilememis disakkaritler, osmotik etki
ile bagirsak sivi sekresyonunda onemli bir artis meydana getirirler ve bu durum,
intestinal motiliteyi uyararak, gecis zamanim kisaltir (14). Bu etkiler, malabsorbsiyon,
irritabl bagirsak sendromu gibi durumlarla iligkili oldugu zaman daha belirgindir

(15,16).
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Sindirilememis disakkaritler, ince bagirsagin distaline ve kolona ulastiklar1 zaman,
enterik bakteriler tarafindan hidrojen, karbondioksit ve organik asitlere fermente edilir.
Bu durum osmolariteyi daha da artirir ve pH’y1 diisiiriir. Bakteriyel fermantasyon
sonucu olusan baslica kisa zincirli yag asitleri asetat, propiyonat ve biitirattir. Bunlar,
tim kisa zincirli yag asitlerinin %80’inden fazlasini olusturur. Kolayca absorbe
edilebildiklerinden dolayr hem osmotik yiikii hem de kalori kaybini azaltirlar (16).
Bununla birlikte, bakteriyel karbonhidrat yikim iiriinlerinin bu sekilde kurtarilmasinda
bir “sinir” soz konusudur. Disakkarit sindirimi ve emilimindeki bozuklugun siddetli
oldugu durumlarda, absorbe edilebilecek olandan daha fazla kisa zincirli yag asidi
olusur ve bunlar diski ile kaybedileceginden dolayr diski pH’s1 oldukga diiser. Asidik
pH bakterilerin emilmemis karbonhidratlar1 fermente etme yetenegini baskilar ve
bdylece karbonhidratlar digkida belirlenebilir. Antibiyotik tedavisi sonras1t mikroflorada
meydana gelen degisiklikler, kisa zincirli yag asitlerinin iiretimini baskilayan bir diger

faktordiir (15,16).
Disakkaridaz eksiklikleri primer ve sekonder olmak tizere ikiye ayrilir.

Primer tip, genetik olarak belirlenebilir. Enzim eksikligi, genellikle izoledir.

Disakkarit intoleransi, hayat boyu siirer ve intestinal dokunun yapis1 normaldir.

Sekonder (kazanilmis) disakkaridaz eksikligi ise genellikle gegicidir ve tim
disakkaridaz enzimlerinde genel bir azalma vardir. Bununla birlikte, klinik olarak laktoz
intolerans1 0ne cikar. Histolojik incelemede, altta yatan hastaligin yol agtigi mukozal

degisiklikler goriilebilir (15,16).

Disakkaridaz eksikliginde intolerans belirtileri, emilememis sekerlerden
kaynaklanir. Bu ylizden, tanida, sorumlu oldugu diislintilen karbonhidratin alinmasi ile
sikayetlerin ortaya ¢ikmasi ya da bu karbonhidratin diyetten ¢ikarilmasi ile sikayetlerin
diizelmesi 6nemlidir. Emilmemis karbonhidratin belirlenmesi, digki pH’siin 5.5’tan az
olmasi, diskida rediiktan madde bulunmasi ve hidrojen nefes testi (laktoz ya da siikroz
alimindan sonra nefeste hidrojen gazi dl¢iilmesi) taniyr dogrular. Nefes testi kolondaki
bakteriyel karbonhidrat metabolizmasina dayanir. Bu metabolizma sonucu iiretilen
hidrojen gazi, kolon mukozas1 tarafindan absorbe edilir ve daha sonra solunum yoluyla

atilir. Ayrica proksimal ince bagirsak biyopsi homojenatlarinda enzim aktivitesine
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bakilmas1 gibi daha ileri tetkikler de yapilabilir. Sonug¢ olarak, disakkaridaz eksikligi
tanisi, tek bir tanisal test sonucuna dayanilarak degil, hastanin genel klinik ve

laboratuvar degerlendirmesi ile konulmalidir (15,16).

Karbonhidrat malabsorbsiyonu ile iliskili diyare, ¢ocuklarda (6zellikle
infantlarda) eriskinlerdekinden daha siddetli olma egilimindedir. Bunun sebebi

besinlerin intestinal pasajinin ¢ocuklarda daha hizli olmasidir (16).

Biitiin disakkaridaz eksikliklerinde tan1 ayrintili beslenme anamnezinin alinmasi
ile baglar. Bu ayn1 zamanda tedavi yaklasimi i¢in de yol gdsterici olacaktir. Klinik
belirtiler genellikle siikroz ve laktoz gibi spesifik disakkaritlerin diyete girisi ile
eszamanli olarak baslar. Zaten ebeveynler ampirik goézlemlere dayanarak diyetsel

kisitlamaya gitme egilimindedir (16).
2.3.2.1. Primer (Konjenital) Disakkaridaz Eksiklikleri
2.3.2.1.1. Siikraz-izomaltaz Eksikligi

Stikraz-izomaltaz enzim kompleksi, intestinal firgamsi1 kenar membraninda
bulunan glikoprotein yapisinda bir integral membran proteinidir. Siikraz (130 kDa) ve
izomaltaz (145 kDa) denilen iki alt {initeden olusur (17). Siikraz ve izomaltaz o-
glikozidik olarak bagli karbonhidratlara kars: aktiftir. Siikraz esas olarak 1,2-a- ve 1,4-
a-glukopiranozidik baglar1 parcalar ve silikroz ile nisastanin terminal sindiriminden

sorumludur. [zomaltaz ise o-1,6 baglarm yikar (17).

Siikraz-izomaltaz enziminin; N-terminal ucu sitozolde bulunurken, C-terminal

ucu liimene bakar. Bu durum “N;,/C,,” oryantasyonu olarak adlandirilir (17).

Pro-SI, endoplazmik retikuluma translokasyon i¢in gerekli ayrismamis bir sinyal
dizisi ile birlikte sentez edilir. Toplam 1827 amino asitten olusur. N terminal ucu bir
sitoplazmik kuyrukla (Metl-Ser12) baslar. Ardindan sinyal dizisi (Leul3-Ala32) gelir.
Serin ve treonince zengin sap bolgesi, Thr33-Ser61 dizisini ihtiva eder ve burasi pro-

SI’nin O-glikozilasyon bolgesidir (17).

[zomaltaz Arg1007 amino asit rezidiisiiyle sonlanir ve Ile1008 ile siikraz baslar.

[zomaltaz ve siikraz arasindaki Arg/Ile peptit dizisi, intestinal liimende pankreatik
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sekresyonlar (insanlarda tripsin, ratlarda elastaz) tarafindan gergeklestirilen ayrisma
isleminin meydana geldigi bdlgedir. Iyonik etkilesimler nedeniyle, siikraz ve izomaltaz

enzimleri ayristiktan sonra dahi birbiriyle iligkili kalmaya devam eder (17) (Sekil 2.9).

Pro-51 (1827 amino asit)

HI‘1l]l]?“' ! I1l]l]ﬂ

NCIEI zomaitaz T stkraz  Jc

AR N\

sitoplazmik sinyal .. .
kuyruk sekans Tripsinle luminal yikam
C
sap kism o

Sekil 2.8. Pro-Siikraz-Izomaltazin (pro-SI) Yapist ve Biyosentezi

SI’'nin 6nemli bir yapisal 6zelligi, membrana yakin kisimda O-glikozillenmis
serin ve treonince zengin bir sap bolgesi icermesidir. Bu kisa bdlgenin zengin O-

glikozilasyonu, rijidite ve infleksibiliteyi saglar. Bu sayede SI’nin membran yiizeyinde
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pankreatik sekresyonlar tarafindan sindirilmekten korunmasi saglanir ve intestinal

liimendeki 6mrii uzar (17).

Primer enzimatik eksiklikler arasinda siikraz ve izomaltaz eksikligi oldukga
yaygindir. Bu bozuklugun insidans1 Kuzey Amerika’da %0.2 iken, Gronland eskimolari

arasinda %10’a ulasir (17).
2.3.2.1.2. Maltaz-Glukoamilaz Eksikligi

Maltaz-glukoamilaz, izomaltazinkine benzer sindirim Ozelliklerine sahip bir
firgamsi kenar enzimidir. Karbonhidratlarin a-glikozidik baglarinin sindirimine katkida
bulunur. Konjenital siikraz-izomaltaz eksikligi olan kisilerde siikraz-izomaltaz enzim
eksikligini kompanse edebilir. Ayrica malnutriisyon ya da immatiirite nedeniyle liiminal
a-amilaz aktivitesi azaldig1 zaman, nisasta sindirimi i¢in alternatif bir yol olarak islev
gorebilir. Bu nedenle, diyeter oligosakkaritlerin sindiriminde MGA oldukg¢a 6nemli bir

role sahiptir (18).

MGA bir integral mebran glikoproteinidir. Siikraz-izomaltazin aksine, matiir
MGA pankreatik sekresyonlar tarafindan fircamsi kenar membraninda ekstraselliiler
yikima ugramaz. Yiiksek oranda N- ve O- glikoziledir ve muhtemelen sap bolgesinde

bulunan O-glikan tinitelerinin araciligi ile fircamsi kenar membranina yonlenir (18).

MGA ve SI enzimi, biiyiik oranda homologdur (%59 homoloji) ve membrana
bagli bolgeye bitisik sap bolgesinin O-glikozilasyonu ve iki katalitik bolge mevcudiyeti
gibi benzer yapisal 6zelliklere sahiptir (19).

MGA geni kromozom 7q34 tizerinde lokalizedir ve 58 eksondan olusur (18).

Konjenital MGA eksikligi ¢ok nadirdir. Yakin yillarda bir vaka molekiiler
seviyede tanimlanmistir (20). Bu vakada MGA eksikligi ile birlikte laktaz ve siikraz
eksikligi de belirlenmistir. MGA c¢cDNA’siin izolasyonu ve sekans ¢aligmasi ile, 542.
amino asit rezidiisiinde serinin 16sinle yer degistirdigi belirlenmistir (S542L). Bu
degisiklik noktasi katalitik bolgeye cok yakindir. Bu hastada MGA’nin promoter

bolgesi de incelenmis ancak herhangi bir niikleotit degisikligi gézlenmemistir (19).
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1994 yilinda, kronik diyare sikayeti olan bir grup ¢ocukta, glukoamilaz eksikligi
rapor edilmistir (21). Yapilan incelemede mukoza morfolojisinin normal oldugu

gorilmiistiir.

Primer MGA eksikligi, kronik diyareli infantlarin ve ¢ocuklarin ayirici tanisinda
diisiiniilmelidir. Belirtiler nisastanin diyete girmesi ile baglar. Nisasta sindirim
kapasitesi '*C-nisasta oligomerlerinin substrat olarak kullamldigi, >CO2 solunum testi
ile degerlendirilebilir (20,22). Tani, pankreatik amilaz aktivitesinin normal oldugu
durumda duodenal biyopsi 6rneklerinde diisiik glukoamilaz aktivitesinin tespit edilmesi

ile konulabilir.

Karnsakul ve ark. (23), normal duodenal histolojiye sahip olan, bazilar1 diisiik
laktaz ve siikraz aktivitesi gosteren dispeptik cocuklar arasinda, glukoamilaz eksikligi

tespit etmistir.
2.3.2.1.3. Trehalaz Eksikligi

Trehalaz ince bagirsagin a-glukozidazlarinin bir iiyesidir (24). insan serumunda
da mevcut oldugu tespit edilmistir (25). Plazma trehalaz aktivitesinin diyabetli kisilerde
arttig1 (26); romatoit artritli kisilerde azaldig1 (27) bulunmustur. Bu nedenle plazma

trehalaz aktivitesi trehalaz eksikliginin tanisinda kullanilamaz.
Insan trehalaz enzimini kodlayan cDNA insan bobreginden izole edilmistir (28).

Trehalaz eksikliginin ilk vakas1 1971 de bildirilmistir (29). Iki y1l sonra bir
ailede tespit edilmistir (30). Otozomal resesif kalitim 6zelligine sahiptir. Gronlandlilarin
%8’inde  bulunmustur (31,32). Beyaz Amerikalilarda nadirdir (33). Diger
populasyonlarda ise yalnizca birkag vaka bildirilmistir ve trehalaz eksikliginin siklig1
konusunda yeterince ¢alisma yoktur. Insanlar igin trehalozun temel kaynagi geng

mantarlardir (34).

Trehaloz intoleransi olan ve olmayan kisiler arasinda solunum hidrojeninde ve
kan glukozundaki artisin farkli olmamasi sebebiyle oral tolerans testi ve nefes testleri
tanisal degerlendirme i¢in uygun degildir (34). Trehalaz eksikligi tanis1 duodenal
biyopsilerde trehalaz aktivitesinin belirlenmesini gerektirir. Trehalaz aktivitesinin

normal aralig1 4.79 -37.12 U/g proteindir (31).
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2.3.2.1.4. Konjenital Laktaz Eksikligi (Alaktazya)

Konjenital laktaz eksikligi otozomal resesif olarak kalitilan nadir bir
bozukluktur. 1959°daki ilk bildirimlerden (35) itibaren bu hastaliga ait bircok vaka
tespit edilmistir (36, 37). Konjenital laktaz eksikliginin tipik belirtileri, anne siitii ya da
laktoz igeren mamalarin verilmesi ile birlikte dogumdan birka¢ giin sonra baslar.
Dogumdan sonra goriilen siddetli diyare, ¢ok diisiik seviyelerde laktaz aktivitesi, diger
disakkaridazlarin aktivitesinin normal olmasi ve ince bagirsagin histolojisinde herhangi
bir bozukluga rastlanmamasi ile karakterizedir. Kusma nadirdir. Diyare siddetli, sulu ve
asidik ozelliktedir. Tan1 hemen konulamazsa malniitrisyon gelisebilir. Steatore nadir de
olsa goriilebilir. Rediiktan madde testi genellikle pozitiftir. Bu hastaliga sahip oldugu
diisiiniilen ve diyetinden laktoz ¢ikarilan bir infantta oral laktoz absorbsiyon testini
takiben, intolerans belirtileri 8 saat icinde baslar. Siddetli diyare ve sok ihtimaline kars1
hidrojen nefes testi yapildig1 zaman dikkatli olunmalidir. Ince bagirsak biyopsisinde,
hem mukozal hasarin olmadigi gosterilebilir hem de disakkaridaz seviyelerine
bakilabilir. Ancak jejunal mukozada histolojik anormalliklerin olmamasi ve laktaz
aktivitesinde eksikligin goriilmesi, primer laktaz eksikligi tanisin1 kesin olarak
koydurmaz; c¢iinkii akut ince bagirsak hastaligi sonrasi 6 aylik bir peryotta laktaz
aktivitesindeki eksiklik devam edebilmektedir. Yeni doganlarin digkilarinda rediiktan
madde mevcudiyeti (ister siitle beslensin ister mama ile beslensin) normalde de
goriilebilir ve prematiirelerde daha siddetli ve uzamis olma egilimindedir. Bununla
birlikte rediiktan madde yoklugu taniy1 ekarte ettirir. Baz1 hastalarda hiperkalsemi ve
nefrokalsinoz goriilebilir ve bu durum metabolik asidoz veya laktozun kalsiyum

absorpsiyonunu arttirict etkisi ile uyarilabilir (35-37).
2.3.2.2. Yenidoganlarda Gegici Laktoz Malabsorpsiyonu

Hem term hem de prematiire yenidoganlar, kisith bir laktoz absorplama
kapasitesine sahiptir. Bu fizyolojik malabsorpsiyon, anne siitiinlin nispeten yliksek
laktoz igerigi nedeniyle, anne siitii ile beslenen bebeklerde daha belirgindir. Emilmemis
laktoz, bebeklerde bifidobasil florasinin baskin olmasinda bir rol oynamaktadir. Bu
bakterilerin azlig1 ile, allerjik hastaliklar arasinda bir iligkinin oldugu 6ne stirilmistiir

(38).
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2.3.2.3. Gec¢ Baslangich Laktaz Eksikligi
2.3.2.3.1. Genel Bilgiler

LPH enzimi, laktaz ve florizin hidrolaz olmak iizere iki temel hidrolitik
aktiviteye sahiptir. Laktaz aktivitesi memeli siitlerindeki baslica karbonhidrat olan
laktozun hidrolizinden sorumludur. Florizin hidrolaz aktivitesinin ise fizyolojik rolii tam

olarak bilinmemektedir (39).

LPH geni, 2. kromozom {izerinde lokalizedir ve 17 kodlayici bolgeden (ekson)
olusur (40-42). LPH proteini 1927 amino asitten olusur. N- terminal ucta Met1-Gly19
sinyal sekansi bulunur. Dis bolge, Ser20 ve Thr1882 aminoasit rezidiilerini ihtiva eder.
Pro-LPH  aminoasit dizisi i¢inde dort internal homolog bdlge tanimlanmustir.
Intraselliiler proteolitik yikim, Arg734 ve Leu735 arasinda meydana gelir ve LPH-a ile
LPH-Bpagiang¢ Uretilir. Ekstraselliiler luminal yikim ise Arg868’de gergeklesir ve LPH-
Bson ad1 verilen olgun fircamsi kenar enzimi agiga ¢ikar. Bu enzim Arg868-Phel927
aminoasit dizisinden olusur. Pro-LPH’nin membranin sitozolik tarafindaki C terminal

ucu sitoplazmik kuyruk (cytoplasmic tail, CT) ad1 verilen yapiy1 tasir.

LPH molekiilii yiiksek oranda N- ve O- glikoziledir. Insanlardaki enzimin primer
aminoasit dizisi 15 tane potansiyel N-glikozilasyon bolgesi bulundurur. Enzimin N- ve
O-glikozilasyonu katlanmada, maturasyonda ve enzimatik aktivitede dnemlidir (43, 44).
Biyopsi 6rneklerinde yapilan ve glikozidaz inhibitdrlerinin varliginda ya da yoklugunda
insan LPH’ siin intraselliiler transportu {izerine glikozilasyonun etkisinin incelendigi
caligmalarda, karbonhidrat modifikasyonunun endoplazmik retikulumdan golgiye
transport hizin1 etkiledigi; fakat golgiden hiicre ylizeyine olan transportu etkilemedigi
goriilmiistiir (44, 45). Olgun N- ve O- glikozile LPH proteini, sadece N-glikozile olana
gore yaklasik 4 kat daha aktiftir (44).
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pro-LPH (1927 amino asit)
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Sekil 2.9. Pro-LPH’nin yapisal 6zellikleri

LPH molekiilii 4 adet yapisal ve fonksiyonel bolgeden olusur (40). Laktaz
aktivitesi 3. bolgede yer alan GIn1249°da lokalize iken; florizin hidrolaz aktivitesi, 4.
bolgede bulunan Gln1773’te lokalizedir (46).

LPH’nin biyosentezi ve sentez sonrasi basamaklar, birgok memeli epitelyal
hiicresinde benzerdir (45,47,48). LPH, tek zincirli ve 215 kDa agirliginda bir prekiirsor
molekiil olarak sentezlenir. Daha sonra N-glikozilasyona ugrar. N-glikozilasyon 6nemli
bir kovalent modifikasyondur ve pro-LPH’nin dogru bir sekilde katlanmasina katki
saglar. Ayrica dimerizasyon i¢in bir 6n kosuldur. Dimerizasyon, endoplazmik
retikulumda meydana gelir ve endoplazmik retikulumdan pro-LPH’nin ¢ikmasi ig¢in

kesin olarak sarttir (49, 50). Dimerizasyon, ayni zamanda enzimatik aktivitenin
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kazanilmas: i¢in de gereklidir (49). Dogru bir sekilde katlanmis pro-LPH heniiz
fonksiyonel bir protein Ozelliginde degildir. Pro-LPH’nin transmembran bdlgesi,
dimerizasyon olayinda kritik bir Oneme sahiptir ve bu yapmin eliminasyonu,
monomerik ve inaktive pro-LPH olusumuna yol acar. Golgi aparatinda pro-LPH nin N-

ve O-glikozilasyonu, proteolitik yikim basamagindan oncedir.

Proteoliz, Arg734/Leu735’te LPH-a ad1 verilen yap1iy1 ayirir ve membrana bagh
LPHBpasiangie (Leu735’ten Tyr1927°ye kadar uzanir) meydana gelir. LPHBpagiang; apikal
membranda pankreatik tripsin tarafindan Arg868/Ala869°da yikilir ve LPHso, (Ala869-
Tyr1927) ortaya cikar. LPHps,, enzimin fonksiyonel bdlgelerini icerir ve 160 kDa
agirhigindaki olgun fircamsi kenar LPH’s1 olarak da bilinir (45, 47, 42). Pro-LPH nin

proteolitik yikimi, enzimin aktivitesini etkilemez (51-53).

LPHoa eliminasyonun ardindan hemen intraselliiler olarak yikilir (54). LPHa
polipeptidi, 5 potansiyel N-glikozilasyon bdlgesi tasimasina ragmen, N-glikozilasyon ya
da O-glikozilasyona ugramaz. Translasyondan hemen sonra kompakt, rijit ve tripsine
direncli bir yap1 olusturma egilimi ve hidrofobik amino asitleri yiiksek oranda igermesi,
LPHo’nin bir intramolekiiler saperon 6zelligi gostermesini saglar ve bdylece LPHa,
LPHBpagiangie’1n - katlanmasinda goérev alir. LPHPpaglange, Sadece LPHo ile birlikte
eksprese edildigi zaman dogru sekilde katlanabilir ve enzimatik aktivite gosterebilir
(55). LPHa, LPHP ile arasindaki giiclii yapisal homolojiye ragmen, laktoza karsi

enzimatik bir aktivite gdstermez (51).

Enzimin fizyolojik fonksiyonunun ortaya ¢ikabilmesi i¢in LPH’nin epitelyal
hiicrelerin firgcamsi kenar membrani adi1 verilen luminal yiizeyine taginmasi gereklidir.
LPH gibi proteinlerin apikal membrana yerlesmesi, sinyal araciligiyla olur. Bugiine
kadar bircok sinyal tipi tanimlanmistir. Bunlardan bazilar1 DIG (detergent-insoluble
glycophosphatidylinositol) / kolesterol membran bolgeleri ile iliskilidir (56). LPH ise bu
alanlarla iligkili degildir ve yerlesimi, siikraz-izomaltaz gibi O-glikanlar yoluyla olmaz

(57-59).
2.3.2.3.2. Eriskin Tip Hipolaktazyanin Epidemiyolojisi

Primer eriskin tip hipolaktazya diinya niifusunun biiyiik bir c¢ogunlugunda

goriiliir. Erigkin populasyonun %75’inden fazlasinda, laktaz aktivitesi, dogumdaki
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laktaz seviyelerinin yaklasik %5 ile %10’una kadar diiser (60). Erigkin tip
hipolaktazyanin goriilme siklig1, laktazin ekspresyonu genetik olarak belirlendiginden
dolay1, populasyonlar arasinda farklilik gosterir. Zenciler, Araplar ve Latinlerin yaklasik
%80’inde; Amerikali Kizilderililer ve Asyalilarin neredeyse tamaminda erigkin tip
hipolaktazya goriliir; en diisiik prevelans ise Kuzeybati Avrupa populasyonunda

belirlenmistir (61).
2.3.2.3.3. Eriskin Tip Hipolaktazyammn Klinik Ozellikleri

Primer eriskin tip hipolaktazyali kisilerin, bebeklik ¢aglarinda herhangi bir
beslenme problemlerinin olmadig gorilmiistiir. Bunun nedeni enzim eksikliginin
dogumda mevcut olmamasidir. Enzim aktivitesindeki azalmanin baglangi¢ yasi etnik
gruplar arasinda degiskenlik gdsterir. Zencilerde ve Meksikalilarda baslangic yasi 3
iken, Kuzey Avrupalilarda ve Amerikali beyaz gruplarda enzim eksikligi daha ileri

yaslarda belirgin hale gelir. Malabsorbsiyonun prevalansi yasla artar (60).

Laktoz intolerans1 ¢ogu kiside ergenlikte ve eriskin donemde ortaya cikar. Siit
tikketiminin hemen ardindan, abdominal agr1 (kolik tipte), flatulans, ishal ve gaz goriiliir.
Belirtiler laktozun miktar ile iliskilidir. Bununla birlikte sikayete sebep olan miktar,
hastalar arasinda degiskenlik gosterir. Laktoz malabsorbsiyonu olan kisilerin yaklasik
1/3’iinde, siit tiiketiminden kaginma davranisi gelisir (60). Yapilan ¢aligmalarda, laktoz
intoleransina sahip kisilerin %59-%75’inde 12 gram (240 mililitre siite esit) ya da daha
az laktoz alimindan sonra, 3-4 saat icinde sikayetlerin basladig1 goriilmiistiir; 20 kisiden
2’sinde 3 gram laktoz alimiyla, 20 kisiden 5’inde ise 24-96 gram laktoz alimiyla
semptomlar ortaya ¢ikmistir (62, 63). 6 gram laktozun jejunumda; 12-24 gram laktozun
ileumda s1v1 birikimine yol agtig1r goriilmiistiir (53). Laktozun kiigiik miktarlar1 (0.5-7
gram) laktoz intoleransi olan kisilerin ¢ogunda, belirtilere yol a¢cmaz (64). Bazi
calismalarda, giinde bir hatta iki bardak siite karsi tolerans gosteren erigkin tip

hipolaktazyali bireyler rapor edilmistir (65, 66).

Semptomatik laktoz intoleranst olan kisilerde, irritabl bagirsak sendromu gibi
ilave bir gastrointestinal problemin olup olmadig1 tartisma konusudur (65, 67). Irritabl
bagirsak sendromunda besin gec¢isi hizlanir ve bu durum, laktoz malabsorbsiyonunun

belirtilerinin ortaya ¢ikmasina katkida bulunabilir (68, 69).
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2.3.2.3.4. Eriskin Tip Hipolaktazyanin Tanisi

Belirtiler ve beslenme hikayesi, eriskin tip hipolaktazyanin tanisin1 koydurur.
Laboratuar testleri arasinda, hidrojen nefes testi ve duodenum biyopsisinde laktaz
aktivitesine bakilmasi yer alir. Diger testlerin tanisal degeri sinirlidir. Fegeste rediiktan
madde bakilmasi, laktoz malabsorbsiyonu i¢in spesifik degildir. Laktoz tolerans testi,

nefes testine gore daha az duyarhidir(70).

Hidrojen nefes testi, ishal olmus infantlarda, laktoza kars1 tolerans1 géstermede
giivenli degildir (70, 71). Forget ve ark. (72) hidrojen nefes testi ve laktaz aktivitesi
arasindaki iligkinin tam olmadigini bulmuslardir. Davidson ve ark. (70) kronik diyaresi
olan cocuklarda, laktoz tolerans testi, laktaz aktivitesi ve hidrojen nefes testi arasinda

yetersiz bir uyumun oldugunu 6ne siirmiislerdir.

Laktoz tolerans testi ve hidrojen nefes testi, 8 saat agliktan sonra yapilmalidir.
Gastrointestinal gegis siiresindeki degisiklikler (73-75) ve antibiyotik tedavisi (60), test
sonuglarini etkileyebilir. Ayrica, bakteriler tarafindan hidrojenin metana metabolize
edildigi kisilerde (hydrogen nonexcretors), nefes testi yanlis negatif olabilir (60).
Giindiiz yapilan hidrojen nefes testi, uyandiktan yatma zamanina kadar, yarimsar saatlik
araliklarla solunum 6rneklemesini igerir. Bu testin, ishali ve karin agrisi1 olan ¢cocuklarda

giivenilir olmadig belirtilmistir (76).

Enzim seviyelerine bakilarak, erigkin tip hipolaktazyanin tanisi1 desteklenebilir.
Bunun igin jejunal veya duodenal biyopsi drneklerinde 8 U/g protein ya da 0.7 U/g yas
doku’dan daha az laktaz aktivitesinin tespit edilmesi gerekir (72). Duodenumdaki
disakkaridaz aktivitesinin, proksimal jejunuma gdre daha az oldugu One siiriilmiistiir
(77, 78). Sekonder laktaz eksikligini dislamak i¢in, mukoza morfolojisinin yani sira
laktaz disindaki diger disakkaridaz aktivitelerinin de normal oldugu gosterilmelidir. Bu
ylizden maltaz veya siikrazin laktaza orani, ilave bir parametre olarak ileri stiriilmiistiir
(79). Aspire edilmis sividaki disakkaridaz aktiviteleri, mukozal mikrovillus

membraninda 6lgiilen disakkaridaz aktiviteleri ile korele bulunmustur (80).

Erigkin tip hipolaktazyanin ayirici tanisinda diisiiniilmesi gereken durumlar
sunlardir: kronik ishal sebepleri, intestinal mukozanin infeksiyoz, inflamatuar ve

immiinolojik (inek siitii alerjisi gibi) hastaliklar1 ve mukozal hasara yol agan diger
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sebepler. Tirpitz ve ark.(81) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, Crohn hastaliginin
remisyon donemine gore, aktif donemdeki hastalarda, duodenal laktaz aktivitesinin
azaldig1 ve nefes testinin pozitiflestigi goriilmiistiir. Baska bir c¢alismada, kronik
abdominal agris1 olan hastalarla inflamatuar bagirsak hastaligi olan kisiler arasinda,

laktaz aktivitesi acisindan bir fark bulunamamaistir (82).
2.3.2.3.5. Eriskin Tip Hipolaktazyanin Tedavisi
2.3.2.3.5.1. Genel Bilgiler

Laktoz intoleransina sahip kisilerin ¢ogu, laktoza tolerans gdsteren kisilere gore

daha az siit tiikketme egilimindedir. Bu durum, toplam kalsiyum alimini azaltabilir.

Tablo 2.3. Cesitli besin tiirlerinin kalsiyum igerikleri (83)

Besin tiirii Miktar Kalsiyum icerigi
(miligram)

Yogurt 1 bardak 415

Stit 1 bardak 285

Stizme peynir 1 bardak 174
Ispanak 1 kase 2901
Brokoli 1 kase 41
Barbunya fasulyesi 1 kase 80
Marul 1 kase 20

Laktoz intoleransi olanlarda siitten ka¢inmanin bir sonucu olarak besinsel
kalsiyum aliminin yetersizligi nedeniyle osteoporoz sikliginda bir artig goriiliir (85, 86).
Laktoz intoleransi olan kisilerde kalsiyumun ana kaynagi olan siit {iriinleri yeterince
tikketilemediginden dolayi, bu kisilerde osteoporozu Onlemek i¢in kalsiyum destegi

gerekebilir (87). 240 ml siit yaklasik olarak 300 mg kalsiyum igerir; bu kalsiyum
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kazeine baglidir ve optimum biyoyararlanima sahiptir (60). Amerikan Ulusal Bilim
Akademisi (The National Academy of Science, NAS), 0-6 aylik ¢ocuklar igin, 210
mg/giin; 6ay-1 yas arasi ¢ocuklar i¢in, 270 mg/giin; 1-3 yas arasi ¢ocuklar i¢in, 500
mg/gilin, 4-8 yas arasi ¢ocuklar i¢in 800 mg/giin ve 9-18 yas aras1 ¢ocuklar i¢in 1300

mg/giin kalsiyum alimin1 6nermektedir (88).

Laktoz intoleransina sahip bireyler, genellikle herhangi bir sikayet
gostermeksizin kiiclik miktarlarda siitii tolere edebilmektedirler. Ayrica kati1 peynir ve
yogurt, siite gore daha az laktoz icerdiginden dolay1 daha iyi tolere edilir (Tablo 2.5.).
Yogurt aktif, canli Lactobacillus bulgaricus ve Streptoccus thermophilus kiiltiirii iceren
fermente bir siit iiriiniidiir. Bu mikroorganizmalar, laktaz aktivitesi gosterebilir. Yogurt,

ayran ve ¢okelekte laktoz, laktik asite fermente edilir.

Tablo 2.4. Cesitli besin tiirlerinin laktoz igerikleri (84)

Besin tiirii Miktar Laktoz icerigi
(gram)
Normal 1 bardak 11
Stit Buharlagmis 1 bardak 24
Stit tozu 1 bardak 62
Amerikan 28¢g 1
Peynir Rokfor 28¢g 2
Isvigre 28¢g 1
Tereyagi 1 cay kasig1 eser
Yogurt 1 bardak 5

Bunlarin disinda, kalsiyum destekli meyve sulari, laktozsuz siitler ya da sebzeler
tiiketilebilir. Laktaz (B-galaktozidaz) enzimi, maya (Kluyveromyces lactis) ve mantarlar
(Aspergillus oryzae) tarafindan iiretilebilir. Laktazla siitiin preinkiibasyonunun, plasebo

ile karsilagtirildiginda, hidrojen nefes testi ve infantlarda kolige bagh aglama zamamn
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acisindan daha olumlu sonuglar verdigi bulunmustur (89). Enterik salinimli, stabil
laktaz mikropartikiilleri, aside hassas olan laktazin aktivitesinin korunmasini saglar
(90). Siitiin ve laktazla desteklenmis formulalarin 1sitilmasi, laktozun hidrolizi
sebebiyle, osmolaritede bir artisa yol agar (91). Preterm mamalarina laktaz katilmasi,
kilo artigin1 hizlandirabilir (92). Siitteki laktoz igerigini azaltmak i¢in birtakim gen

teknolojileri gelistirilmistir (93).

Iskemik kalp hastalig1 ve over kanserinin laktoz tiiketimi ile iliskili oldugu &ne
stiriilmiistiir (94-96). Laktoz tiiketiminin bu gibi muhtemel zararli etkileri sebebiyle,
laktaz eksikligi gostermeyen kisilerde bile siitteki laktoz igerigini azaltmanin faydali
olabilecegi ifade edilmistir (60). Laktaz eksikliginin malarya gibi parazitik
enfeksiyonlara karsit koruyucu oldugu konusu ise tartigmalidir (97, 98). Laktoz
intolerans1 olmayan kisilerde, galaktozun indiikledigi senil (kortikal) katarakt
insidansinin daha fazla oldugu bulunmustur (99, 100). Bununla birlikte laktozun
prebiyotik potansiyelinden dolayr Crohn hastaligi gibi intestinal hastaliklara karsi
faydali olabilecegini gosteren calismalar da vardir (101). Prebiyotikler yenidoganlarin
intestinal kolonizasyonunun olusmasi i¢in esansiyeldir. Diger taraftan Bifidobacterium
bifidum’un farelerde enterositlerin biyokimyasal olgunlasmasin1 artirarak laktaz

aktivitesindeki postnatal azalmay1 uyardigi bulunmustur (102).

Primer eriskin tip hipolaktazyanin tedavisinde, laktozca zengin gidalardan (taze
siit, siit tozu, siitlii puding gibi) kaginmak genellikle yeterlidir. Kii¢iik miktarlarda laktoz
iceren besinler cogunlukla iyi tolere edilir. Yogurt, fermente olmamus siite gére daha az
belirtilere yol agma egilimindedir. Ancak yogurdun pastorizasyonu, bu durumu
olumsuz yonde etkiler. Ayrica yogurt, igerdigi kalsiyumun iyi absorbe edilebilmesinden

dolay1, besinsel kalsiyumun iyi bir kaynagidir.

Erigkin tip hipolaktazya hastalarinda, yalnizca intolerans belirtileri oldugu
durumlarda tedavi diistiniilmelidir. Tedavide, siitiin diyetten ¢ikarilmasi temel yaklasim
olarak benimsenmis olmakla birlikte, bu durum bazi sorunlara yol agabilir. Ozellikle
kalsiyumun yetersiz alimi, s6z konusu olabilmektedir. Bu nedenle, eksojen f-
galaktozidaz verilmesi, bakteriyel laktaz aktivitesi saglamak icin yogurt ve

probiyotiklerin tiiketilmesi ve gastrointestinal ge¢is zamanini artirarak enzim ve substrat
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arasindaki etkilesim siliresinin uzatilmasi gibi alternatif tedavi yaklagimlari

gelistirilmistir.
2.3.2.3.5.2. Eksojen B Galaktozidaz

Mantar ya da mayalardan elde edilen eksojen B-galaktozidaz enzimi, kapsiil ya
da tablet seklinde ticari olarak satilmaktadir. Ulkemizde, Aspergillus orizae’den elde
edilen [P-galaktozidaz enzimini (tilaktaz) iceren preparatlar satisa sunulmustur
(LACDIGEST®, Mustafa Nevzat Ilag Sanayii A.S., Istanbul). Ulkemiz disinda
kullanimda olan B-galaktozidaz icerikli ilaglara, Lactogest (kapsiil), Lactaid (kapsiil +
tablet) ve DairyEase (tablet) 6rnek olarak verilebilir (103). Yapilan bazi ¢alismalarda,
tilketilmeden birka¢ saat Once siite ilave edilen B-galaktozidaz ile “preinkiibe siit
(preincubated milk)” adi verilen bir iiriin elde edilmistir (104-108). Preinkiibe siitler,
laktozun hidrolizi siitiin tiiketiminden Once gerceklestigi i¢in, oldukga diisiik laktoz
seviyelerine sahiptir. Bu uygulama ile basarili sonuglar elde edilmis olmakla birlikte,
enzimin siitiin tiiketiminden birka¢ saat once ilave edilmesi gerektiginden dolayi, s6z
konusu yontem, pratik agidan uygun degildir. Ayrica, siitle es zamanl olarak enzimin
alindig1 durumlarda bile, tedavinin etkili oldugunu gosteren ¢alismalar vardir (103, 109-
112). Montalto ve ark. (113) tarafindan yakin zamanda yapilan plasebo kontrollii bir
calismada, preinkiibe siit ile enzimin es zamanh olarak ilave edildigi siitlin, sikayetleri
azaltmada benzer Olclide etkili oldugu goriilmiistiir. Eksojen olarak verilen [-
galaktozidazin, belirtileri azaltmada etkili oldugu yaygin olarak sdylenmekle birlikte, bu
etkinin diizeyi hakkindaki sonuglar uyumsuzdur. Bu durum, s6z konusu enzimin farkl
kaynaklardan  elde  edilmesinden  kaynaklaniyor  olabilir.  Ciinkii  farkli
mikroorganizmalardan elde edilen enzimlerin, ayni dozlarda dahi, laktozu farkh
diizeylerde hidroliz ettikleri bilinmektedir (114). Ornegin, K lactis’ten kdken alan B-
galaktozidazin, A.niger’den elde edileninkine gore daha etkili oldugu gosterilmistir
(110, 115). Ayrica, intestinal mukozadaki rezidiiel laktaz aktivitesinin bireysel
farkliliklar gdstermesinin de, intolerans belirtilerinde goriilen varyasyona katkida
bulunabilecegi diisiiniilmektedir. Bunun disinda, mide pH’st ve safra tuzlarinin
konsantrasyonlari, eksojen -galaktozidazin aktivitesini etkileyebilir (114). Tiim bunlara
ragmen, hidroliz edilecek laktoz miktar ile ihtiya¢ duyulan enzim tinitesi arasinda yakin

bir iliskinin oldugunu gosteren ¢aligmalar da vardir (103, 115). Kapsiil veya tablet
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seklinde olan laktaz preparatlarinin etkili oldugunu gosteren birgok ¢aligsma vardir (116,
117). Bununla birlikte, karsilastirmali ¢alismalar, bu tiir kat1 preparatlarin preinkiibe

siitlerden daha pahali ve 6nemli 6l¢iide daha az etkili oldugunu gostermistir (108, 118).

Eksojen B-galaktozidaz tedavisine uyum, bazi g¢alismalarda tat degisiklikleri
rapor edilmesine ragmen (119), oldukea iyidir (103, 107, 113). Kullanilan preparatlarin
giivenilirligi, yakin zamanda Flood ve ark. (120) tarafindan yapilan bir ¢aligmayla da

gosterilmistir.
2.3.2.3.5.3. Yogurt ve Probiyotikler

Fermente siit iiriinlerinde, laktoz sindiriminin daha iyi oldugu ve intolerans
belirtilerinin daha az goriildiigii bilinmektedir (108, 121, 112). Onwulata ve ark. (108)
ticari olarak satilan sade yogurdun, belirtileri azaltmada, preinkiibe siit kadar etkili
oldugunu gostermistir. Bu durumun sebebi, yogurttaki mikroorganizmalarin endojen
laktaz aktivitesine sahip olmasidir (114). Yogurt, siitiin baslica iki laktik asit bakterisi
ile inkiibasyonu sonucu olusur. Bunlar L. bulgaricus ve S. thermophilus’tur (121, 123).
Bu mikroorganizmalar, hem fermantasyon siireci esnasinda hem de laktoz alimindan
sonra, laktozun hidrolizine katilir (124-126). Fermantasyonun, laktoz igerigini %25-50
oraninda azalttig1 bulunmustur (125, 126). Fermantasyon sonucu asidik bir tat meydana
gelir ve bu tat nedeniyle bazi insanlar yogurdu sevmezler. Bunu engellemek i¢in, siite
ylksek konsantrasyonda canli L. acidophilus ilave edilmekte ve boylece yogurda
alternatif bir besin olarak, “tatli asidofil siit (sweet acidophilus milk)” {iretilmektedir.
Payne ve ark. (109) tatli asidofil siitlerin belirtileri azaltmada yeterince etkili olmadigini
One siirmiislerdir. Daha ileri ¢alismalar da, bu bulguyu destekler niteliktedir (108, 125,
127). Bunun sebebi, tath asidofil siitteki bakteriyel laktazin yetersiz etki gostermesi
veya intestinal limende kullanilabilir hale gelememesi olabilir; ¢iinkii laktaz enzimi,
ancak bakteri hiicre membraninin bozuldugu durumlarda agiga c¢ikarak, islev
gorebilmektedir (122, 125). Bu nedenle, laktik asit bakterilerinin hiicre membranlarinin
yapisi, laktazin etkinliginde anahtar bir rol oynamaktadir (108, 128). Lin ve ark.(129)
benzer laktaz aktivitesi, safra duyarlilig1 ve laktoz icin aktif transport sistemine sahip iki
termofilik bakteri olan L. bulgaricus ve L. acidophilus’u karsilastirmis; H, atilimi ve
klinik skorlara dayanarak, L. bulgaricus’un siit {irlinleri imalatinda daha iyi bir tercih

oldugunu 6ne siirmiislerdir. Bu durumun sebebi, L. bulgaricus’un L. acidophilus’a gore,
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hiicre duvari yapisinin daha dayaniksiz olmasi ve bu nedenle laktaz enzimini daha kolay

salivermesi olabilir (129).

Yogurdun, laktoz sindirimi tizerindeki olumlu etkisi esas olarak bakteriyel laktaz
aktivitesine bagl olmakla birlikte, gastrik bosalma ve intestinal gecis siiresini uzatarak
ince bagirsaktaki rezidiiel laktazin etkinligini artirmasi da, one siiriilen mekanizmalar

arasindadir (130, 131).
2.3.2.3.5.4. Gastrointestinal Gecis Siiresini Uzatma

Leichter ve ark. (132) tam yagl siitiin, yagsiz siite ve siv1 laktoz soliisyonlarina
gore, laktoza toleransi artirdigini gdstermislerdir. Bu durum, yagin gastrik bosalma ve
intestinal gecis zamanini uzatmasina ve boylece rezidiiel enzimle substrat arasindaki
kontakt siiresini artirmasina bagli olabilir (133-135). Bununla birlikte, yagl siitiin laktoz
tolerans1 agisindan herhangi bir anlamli katki saglamadigini 6ne siiren calismalar da
vardir (136, 137). Siit tirlinleri ile diger besinlerin birlikte aliminin, laktozun daha iyi
tolere edilmesine yol agtig1 ve bunun gastrik bosalma siiresinin uzamasina bagli oldugu

ileri siirtilmiistiir (110, 138).

Laktoz intoleransinin tedavisinde, gastrointestinal gecis sliresini uzatmay1
hedefleyen birtakim farmakolojik yaklasimlar da denenmistir. Peuhkuri ve ark. (139)
antikolinerjik bir ila¢ olan ve gastrik bosalma siiresini uzatan propantelinin etkisini,
plasebo ve metoklopramide kars1 degerlendirmislerdir. Bu ¢aligmada, propantelinin
hidrojen nefes testinde solunum hidrojen konsantrasyonunu, plasebo ve metoklopramide

gore 6nemli Olglide azalttig1 ve intolerans belirtilerini hafiflettigi goriilmiistiir.
2.3.2.3.5.5. Adaptasyon

Cesitli durumlar, laktaz aktivitesini etkileyebilir: Insan siitiiniin temel fosfolipidi
olan sfingomiyelinin, 2 haftalik farelerde bagirsaktaki laktaz aktivitesini azalttigi
goriilmiistiir (140). Intrauterin biiyiime geriligi olan tavsan fetuslarinda laktaz aktivitesi
baskilanmaktadir (141). Yenidogan farelerde hipoksi, laktazin maturasyonunda bir
gecikmeye neden olur (142). Preterm infantlar laktaz aktivitelerinin full-term

infantlarinkinin yaklagik %30’u olmasi sebebiyle nispi bir laktoz malabsorpsiyonuna
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sahiptir (143). Preterm infantlarin enteral beslenmesinin, laktaz aktivitesini artirdigi

bulunmustur (144) ve bu durum preterm domuzlarda da dogrulanmistir (145).

Siikraz ve maltaz aktiviteleri fruktoz, siikroz ve maltoz alimindan sonra artar.
Ancak, laktaz bu sekilde bir adaptasyon gostermez ve aktivitesi laktozsuz ya da laktozca
zengin bir diyetten etkilenmez (114, 146). Bununla birlikte, devamli laktoz
tiketiminden sonra hidrojen atiliminin ve gastrointestinal belirtilerin azaldig1
bildirilmistir (147-151). Bu adaptasyonun, kolonun fizyolojik 6zelliklerindeki degisimin
yani sira, bagirsak mikroflorasindaki degisikliklerle de iliskili oldugu diisiiniilmektedir
(114). Hertzler ve ark. (152) 10 giinliik siit tiiketiminden sonra fekal B-galaktozidaz
aktivitesinin arttigin1  gostermislerdir ve bu durumun, intestinal mikrofloradaki
degisikliklere bagli oldugunu 6ne siirmislerdir. Hill ve ark. (153) bagirsak liimeninde
kalan emilememis laktozun, bifidobakterilerin ve diger laktik asit bakterilerinin
fermentasyon kabiliyetini artirdigin1 bulmuslardir. Bu durum, hidrojen gazi {iretimine
yol agmaksizin, laktozun metabolize edilmesini saglayabilir. Perman ve ark. (154) ise
emilememis laktozun fermentasyonu nedeniyle kolonik pH’nin azalmasinin, bakteriyel

metabolizmayi etkileyerek, hidrojen gazi iiretimini inhibe ettigini 6ne siirmiiglerdir.
2.3.2.3.5.6. Tedavide Temel ilkeler

Akut gastrointestinal sikayetlerin disinda, laktoz malabsorbsiyonunun herhangi
bir bilinen yan etkisi olmadigindan dolayi, sadece semptomatik kisiler tedavi edilmelidir
(118). Eriskin tip hipolaktazyali ¢ogu kisi, genellikle bir bardak siitii herhangi bir

semptom gostermeksizin tolere edebilmektedir (155, 156).

Primer ve sekonder laktaz eksikliginin ayirict tanisinin yapilmasi, tedavide
onemlidir. Sekonder laktaz eksikliginde, altta yatan patolojik durum tamamen
diizeltilinceye kadar, laktozsuz diyet tedavisi dnerilmektedir (114). Hidrojen nefes testi,

enzimatik aktivitenin diizelip diizelmedigini anlamak icin yapilabilir.

Primer hipolaktazyada, enzim eksikligi geri doniigsiiz oldugundan dolay1
sekonder hipolaktazyadan farkli bir tedavi yaklasimi benimsenmistir. Baslangicta,
semptomlarin remisyonunu saglamak icin, diyetten siit ve siit liriinlerinin ¢ikarilmasi
tavsiye edilmektedir. Ardindan kisisel esik dozu agmayacak sekilde siit iirlinlerinin

alinmasina yeniden baglanabilir (114). Bunun disinda esik dozu yiikseltmek i¢in bazi
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nonfarmakolojik ve farmakolojik yaklasimlar denenebilir. Siitiin diger besinlerle birlikte
alinmasi, intolerans belirtilerini hafifletmektedir (110, 138). Siitiin devamli ve diizenli
bir sekilde tiiketilmesi, bir adaptasyona yol agabilir (147-151). Giinliik alinmas1 gereken
toplam siit miktarinin, kiiciik 6gilinlere boliinmesi de faydali olacaktir. Siit yerine

fermente siit {irtinleri tercih edildigi takdirde intolerans belirtilerinin siddeti azalir.

Eger nonfarmakolojik tedavi yaklasimlar1 yetersiz kalacak olursa, bazi
farmakolojik metotlara basvurulabilir. Siite ¢ozilinilir formda laktaz ilave edilmesi, etkili
bir yoldur. Bu iki sekilde yapilabilir: siit alim1 sirasinda (es zamanli) veya siit alimindan
once (preinkiibe siit). Es zamanli form daha pratiktir ve preinkiibe siit kadar etkilidir
(113). Kat1 siit iiriinlerinin tiiketiminde, B-galaktozidaz tabletleri ya da kapsiillerinin
kullanim1 daha uygundur. Bunlarin disinda, literatiirde, laktoz intoleransinin tedavisine

iliskin ¢esitli ilag ¢alismalar1 vardir (139).

Siit dirtinlerinin tiikketiminin, s6z konusu tedavi yaklagimlarina ragmen yetersiz

kalmasi durumunda, hastalara vitamin ve kalsiyum destegi saglanabilir (114).
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[Laktaz Eksikligi] ~—  [Sekonder Laktaz Eksikligi]

! !
|Primer Laktaz Eksiklia Altta yatan hastalik tedavi edilinceye kadar
! gecici laktozsuz diyet

Semptomlarin remisyonunu saglamak i¢in
gecici laktozsuz diyet
!
Kademeli olarak,
kisisel laktoz esigini asmayacak Olciide,
yeniden laktozlu diyete baslama
!
(Esik dozu artirabilmek igin)

NON-FARMAKOLOJIK YAKLASIMLAR

e Siitiin diger besinlerle birlikte alinmast

e Fermente siit lirlinlerinin tiiketilmesi

e Almacak giinliik siit miktarinin 6giinlere boliinmesi
e Adaptasyonun saglanmasi

!
(Eger etki yoksa)

FARMAKOLOIJIK YAKLASIMLAR

e Siite ¢Oziinebilir formda eksojen laktaz katilmasi
e Tablet ya da kapsiil seklinde laktazin kullanilmasi

e Kalsiyum ve vitamin destegi

Sekil 2.10. Primer ve Sekonder Hipolaktazya Tedavisinde Temel Ilkeler (114)

2.3.2.3.6. Laktoz Intoleransiyla Iliskili Gen Polimorfizmleri

Enattah ve ark. (2) 2002 yilinda, 2. kromozomun uzun kolu (2q) iizerindeki

MCM6 gen bolgesinde (minichromosome maintenance type 6) intron 13 {izerinde
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lokalize olan ve laktoz intoleransi ile iliskili bir “tek niikleotit polimorfizmi (SNP)”
tanimlamiglardir (C/T-13910). Ayn1 calismada, yine MCM6 gen bolgesinin intron 9’u
tizerinde, laktoz intoleransiyla C/T-13910’a gore daha zayif iliskili olan ikinci bir

varyant daha tespit edilmistir (G/A-22018).

Afrika’da laktaz toleransi fenotipinin yiiksek siklikta rapor edildigi gruplarda, -
13910 T allelinin ¢ok diisiik oranlarda goriilmesi, bu kisilerde laktaz toleransi ile iligkili
baska polimorfizmlerin de olabilecegini akla getirmistir. Nitekim Ingram ve ark. (157)
Afrika populasyonunda laktoz intoleransiyla iliskili ve -13910 T alleline ¢ok yakin
yerlesimli bir polimorfizm tanimlamiglardir: T/G-13915 (Sekil 2.11).

Atasal Genom TGGCAATACAGATAAGATAATGTAGCCCCTGGCCTCARAGGAACTCTCC

-13810*T TGGCAATACAGATAAGATAATGTAGTCCCTGGCCTCAAAGGAACTCTCC

-13815*G TGGCAATACAGATAAGATAAGGTAGCCCCTGGCCTCARAGGAACTCTCC

Sekil 2.11. C/T-13910 ve T/G-13915 Gen Polimorfizmleri

Afrika populasyonunda, laktaz toleransi ile iliskili oldugu diisiiniilen iki 6nemli
polimorfizm daha vardir: C/G-13907 ve G/C-14010 (152). Imtiaz ve ark. (159) T/G-
13915 genotipi ile intestinal laktaz aktivitesi arasindaki iligkiyi, Suudi Arabistan
populasyonunda gostermistir. Bu bulgu, Enattah ve ark. (160) tarafindan da
dogrulanmig ve ayrica MCM6 geninin ekson 17’sinde yeni bir polimorfizm

belirlenmistir: T/C-3712.
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Chromosome 2

prcmctet region

LPH gene 49.3 kb MCM6 gene 36.2 kb

Intron 13 3.2 kb / \ Intron 9 1.3kb

...GTECC@GATG .ﬁATAGAh.........ACCATTGAAT EC ...GGTGGC @CGG ..

-13907 bp -13910bp  -13915kp -14010 bp -22018 bp

Sekil 2.12. Laktoz Intoleransiyla iliskili Gen Polimorfizmleri (155)

2.3.2.3.6.1. Polimorfizmlerin Diinyadaki Yayginhg:

Enattah ve ark. (2)’nin, 2002 yilinda, C/T-13910 gen polimorfizmi ile laktoz
intolerans1 arasinda birebir iligkinin oldugunu gdstermesinden itibaren, bu
polimorfizmin siklig1 konusunda farkli populasyonlarda bircok g¢alisma yapilmistir

(Tablo 2.6.).
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Tablo 2.5. Farkli Populasyonlarda CC-13910 Genotipinin Prevalansi

Arastirmacilar Yaymn Yih Populasyon CC Prevalansi
(%)
Finliler %18.1
Fransizlar %41.2
Enattah ve ark. (2) 2002 Kuzey Amerikalilar %7.6
Afrikan Amerikalilar %79.2
Finliler %14.7
Rasinpera ve ark. (98) 2004 Afrikalilar %95.4
Finli olmayan beyazlar %75
Finliler %18
Rasinpera ve ark. (156) 2005 Ingilizler %8.8
Ispanyollar %36.7
Finliler %18.1
Kuokkanen ve ark. 2005 Polonyalilar %33.1
(157) .
Isvegliler %10.3
Bodlaj ve ark. (158) 2006 Avusturyalilar %21.4
Rasinpera ve ark. (159) 2006 Finliler %16
Lehtimaki ve ark. (160) 2006 Finliler %17.6
Lember ve ark. (161) 2006 Estonyalilar %24.8
Ruslar %36.6
Borinskaia ve ark. 2006 Sibiryali Chukchi %88.2

(162)
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Anthoni ve ark. (163) 2007 Finliler %18
Torniainen ve ark. 2007 Finliler %17.3
(164) i
Isvegliler %7.6
Enattah ve ark. (165) 2007 Finliler %25
Enattah ve ark. (166) 2007 37 farkli populasyon -Tablo 2.7.-
Schirru ve ark. (167) 2007 Sardinyalilar (italya) %90
Lehtimaki ve ark. (168) 2008 Finliler %17.6
Waud ve ark. (169) 2008 Ingilizler %14.5
Krawczyk ve ark. (170) 2008 Polonyalilar %26
Mottes ve ark. (171) 2008 Italyanlar %70
Jorgensen ve ark. (172) 2008 Danimarkalilar %38-14
Bacsi ve ark. (173) 2008 Macarlar %36
Nagy ve ark. (174) 2009 Macarlar %37
Khabarova ve ark. 2009 Kuzeybati Rusya %35.6
(175)
Babu ve ark. (176) 2010 Giliney Hindistan %86.8
Kuzey Hindistan %67.5
Khabarova ve ark. 2010 Kuzey Rusya %28.4
(177)

Enattah ve ark. (172) tarafindan, 37 farkli populasyondan elde edilen toplam
1611 DNA 0Ornegi lizerinde yapilan ve 2007 yilinda yayimlanan ¢aligmada, C/T-13910
gen polimorfizminin diinyadaki yayginligi konusunda onemli bilgilere ulasilmigtir

(Tablo 2.7.).
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Bélge Genotip Allel Frekansi

Pog[?I::yon NooocCco CTTT C LP ;/Ze[;a[;;nﬂ
1 South Korea 23 23 0 ] 100 1] 000
2 Han Chinese 100 100 0 ] 100 1] 000
3 Ob-Ugric speakers 62 58 4 ] 96 8 3z G302}
4 Komi 10 7 3 0 85 15 30014.50)
5 Udmurts a0 12 16 2 66 6 334 B0 (5.90)
B hWokshas a0 13 17 0 716 284 566(9.01)
7 Erzas a0 17 10 g 788 267 433 (9.05)
g Saami a0 20 10 ] 833 167 333 (860)
4 Finns, eastern 77 18 35 24461 5349 T66(4.75)
10 Finns, western 154 25 68 61 383 617 837 (298)
" Daghestan Druss 17 13 4 0 882 1.8 235(10.30)
12 Daghestan Mog 20 15 5 0 875 125 25(9.70)
13 Daghestan mixed 23 19 g 1 891 118 174(7.90)
14 Balti 23 23 0 ] 100 1] 000
15 Burusho 30 29 1 ] 953 17 33(326)
16 Kashmiri 20 15 5 0 875 125 25 (9.68)
17 Kalash 30 20 0 0 100 0 0 (.00)
18 Pathan 28 12 15 1 696 304 57.1(9.35)
19 Hazara 14 13 1 o 954 3B 7.1(6.86)
20 Baluch 19 10 B g 68 4 316 47 4 (11 46)
21 Sindi 28 10 13 3 589 411 B54.3(9.11)
22 Brahui 30 17 10 3 8.8 267 43 3(9.05)
23 Walkrani Baluch 24 19 10 0 828 172 34 5(883)
24 Mohannes 20 16 10 3 724 2756 44 8 (9.23)
25 Parsi 29 21 g 0 862 138 27 6(8.30)
26 Iranians 21 17 4 o a5 95 19 (8.56)
27 Qashagai 10 9 1 a 95 3 10(9.49)
28 Arabs 51 42 8 1 902 98 1T 6(533)
29 Southern Italy 100 59 11 0 94 5 515 11(3.13)
a0 French 17 g 1 617 283 588 (11594)
31 Basques 85 44 34 341 659 91.7(2.99)
82 Utah 92 35 52 255 745 924 (2.76)
g9 Somalia 79 74 5 0 96 8 a2 63(273)
34 Fulani Sudanese 44 13 20 11 52 48 704 (6.88)
35 Saharawi 57 29 26 2 737 263 491 (6.62)
36 hWorocco 90 52 25 827 173 311 (4.88)
37 African Americans 50 44 3 91 9 12 (4.60)
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G/A-22018 polimorfizminin, laktoz intoleransiyla nedensel iligkisi gosterilmis
olmasma karsin (2, 3, 184-186); bu polimorfizmin populasyonlardaki yayginlig
konusunda c¢ok az calisma yapilmistir. Bersaglieri ve ark. (187) laktoz toleransiyla
iligkili A allelini Asyalilarda tespit edememis (%0) ve bu allelin Afrikan Amerikalilarda
diisiik bir sikliga sahip oldugunu (%13.3), Avrupa kokenli Amerikalilarda ise yiiksek
siklikta goriildiigiinii (%77.1) bulmuslardir. Coelho ve ark. (188) laktoz intoleransiyla
iligkili G allelinin, Afrika (Mozambik, Sao Tome) populasyonundaki sikligini %94-99;
Fellahlar ve Italyanlardaki sikligin1 %79-87 ve Portekizlilerdeki sikligin1 %62 olarak

bulmuslardir.
2.3.2.3.6.2. Polimorfizmlerin Laktoz Intoleransiyla liskisi

13910 CC genotipi laktoz intoleransi ile iliskili iken, CT ve TT genotipleri laktaz
persistansi (laktoz toleransi) ile iliskilidir. Laktaz persistansi, yiiksek laktaz aktivitesini

hayat boyu siirdiirebilme yetenegidir (2).

Enattah ve ark. (2) tarafindan yapilan ¢alismada, 59 adet primer laktaz eksikligi
bulunan Finli vaka incelenmis ve bu 59 vakanin tamaminin CC (homozigot) genotipine
sahip oldugu belirlenmistir. Laktoz intoleransi ile iliskili diger bir polimorfizm olan
G/A-22018 agisindan ise bu 59 vakadan 53’liniin GG (homozigot); geriye kalan 6’sinin
ise GA (heterozigot) genotipinde oldugu tespit edilmistir. Finli olmayan ve laktoz
intoleransi gosteren 40 kisiden tamaminin C/T-13910 agisindan homozigot (CC); G/A-
22018 agisindan 1 kisinin heterozigot (GT) ve geriye kalan 39 kisinin ise homozigot
(GG) genotipine sahip oldugu goriilmiistiir. Ayni1 ¢aligsmada, laktaz persistansi gdsteren
137 Finli ve 5 Finli olmayan vaka incelenmis, vakalarin tamammin CC veya GG

genotipinde olmadig1 bulunmustur.

C/T-13910 tek niikleotit polimorfizminin eriskin tip hipolaktazya icin tanisal bir
test olarak kullanilabilirligi hakkinda ¢esitli calismalar yapilmistir. Bu ¢alismalarda elde
edilen sonuglar, CC genotipinin laktoz intoleransini gostermede, yiiksek spesifisite ve
sensitiviteye sahip oldugunu ortaya koymustur. Rasinpera ve ark. (104), 329 kisi
tizerinde yaptiklari bir arastirmada, 12 yas lizerindeki bireylerde, CC genotipinin diisiik
laktoz aktivitesini belirlemede %100 spesifik ve %93 sensitif oldugunu bulmuslardir.

123 kisi iizerinde yapilan bagka bir caligsmada (183) ise, 37 kisinin CC genotipine sahip
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oldugu, geri kalan 86 kisinin ise ya TC ya da TT genotipine sahip olduklar
belirlenmistir. CC genotipine sahip kisilerin 36’sinin (%97) nefes testlerinin pozitif
oldugu bulunmustur. TC veya TT genotipine sahip 86 kisiden 74’iinde (%86) yapilan
nefes testi negatif ¢ikmistir. Bu bulgulara dayanarak, CC genotipi ve pozitif nefes testi
arasindaki korelasyonun miikemmel oldugu; ancak TC veya TT genotipi ile negatif
nefes testi arasindaki korelasyonun nispeten daha kotii oldugu sonucuna varilmistir. Bu
calismaya gore, C/T-13910 gen polimorfizminin, laktoz intoleransini tespit etmedeki
tanisal sensitivitesinin %75, spesifisitesinin ise % 99 oldugu goriilmektedir. Bulhoes ve
ark. (186) tarafindan, 10 laktoz intoleransl ve 10 laktaz persistansh Brezilyalida yapilan
genetik incelemede, nefes testi negatif olanlarin tamaminda -13910 T allelinin mevcut
oldugu ve CC genotipine sahip olan 10 kisiden 9’unun pozitif nefes testi gosterdigi
bulunmustur. Bu sonuclar, Brezilyalilarda, C/T-13910 gen polimorfizminin, %90
sensitivite ve %100 spesifisite ile laktaz persistansi/nonpersistansi fenotipinin bir

belirteci oldugunu ortaya koymaktadir.

Elde edilen veriler, C/T-13910 polimorfizminin 06zellikle Kuzey Avrupa
populasyonunda laktaz aktivitesi ile 6nemli 6l¢iide iliskili oldugunu; ancak bu iligskinin

Afrika populasyonda bulunmadigini géstermektedir.

Schirru ve ark. (190) C/T-13910 polimorfizminin eriskin tip hipolaktazyanin
genetik tanisindaki 6nemini, Akdeniz populasyonunda arastirmiglardir. Bu amagla 49
laktoz malabsorpsiyonu ve 24 normal laktoz absorpsiyonu olan kiside C/T-13910
polimorfizmine bakilmigtir. Laktoz malabsorpsiyonu olan kisilerin tamaminda CC
genotipinin oldugu, normal laktoz absorpsiyonuna sahip kisilerden ise 23 tanesinin CT
genotipini tasidig1 ve sadece 1’inin C/C polimorfizmi gosterdigi tespit edilmistir. Buna
gore, Akdeniz populasyonu icin, C/T-13910 gen polimorfizminin, nefes testi baz
alindiginda, sensitivite, spesifisite, pozitif ve negatif prediktif degerleri, sirasiyla, %100,
%95.8, %98 ve %100 olmaktadir. Avusturyalilarda yapilan bir calismada (191), nefes
testi pozitif bulunan 60 kisiden 37’sinin CC, 36’sinin GG genotipine sahip oldugu
belirlenmistir. Ayn1 ¢alismada nefes testi negatif bulunan 60 kisiden sadece 1’inin CC
genotipini tagidigi ve hicbirinin GG genotipine sahip olmadigi tespit edilmistir. Enattah
ve ark. (171) C/T-13910 varyantlar1 ile intestinal laktaz aktivitesi arasindaki iliskiyi
belirlemek i¢in, 18-83 yas arasi toplam 222 eriskinden elde edilen intestinal biyopsi
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orneklerinde, laktaz aktivitesine bakmiglardir. CC genotipine sahip kisiler arasinda
ortalama laktaz aktivitesi 6.86 + 0.35 U/g protein; CT genotipine sahip olanlarda 37.8 +
1.4 U/g protein ve TT genotipi tasiyanlarda ise 57.6 = 2.4 U/g protein olarak

bulunmustur.

Kuokkanen ve ark. (3), T-13910 ve A-22018 allellerine sahip kisilerde, intestinal
mukozadaki LPH mRNA ekspresyonunun C-13910 ve G-22018 allellerine sahip
kisilerdekinden birkag¢ kat daha yiiksek oldugunu bulmuslardir. Bu bulgu, C/T-13910 ve
G/A-22018 tek niikleotit polimorfizmlerinin, eriskin tip hipolaktazya (laktaz
nonpersistansi) ile iligkisinin, LPH geninin transkripsiyonal regiilasyonuyla baglantili

oldugunu gostermektedir.

Intestinal hiicre kiiltiirlerinde yapilan galismalar, C ve T varyantlarinin laktaz
geni-promoter aktivitesi lizerine farkli etkilerinin oldugunu ve bu durumun laktaz
persistansi/nonpersistanst ~ fenotiplerinin ortaya c¢ikmasinda nedensel bir rol

oynayabilecegini ortaya koymustur (184).

Ingram ve ark. (157) Afrika populasyonunda laktoz intoleransiyla iligkili -13915
T/G polimorfizmini tanimlamislardir. S6z konusu calismada incelenen 83 bireyden 21
tanesinin heterozigot (TG) veya homozigot (GG) olarak G allelini tasidig1 tespit
edilmistir. Bu 21 kisiden 16°s1 (%76) laktoz persistanst gosterirken, geri kalan 5 kiside
ise laktoz intoleransi oldugu belirlenmistir. Bu durum, T/G-13915 gen polimorfizminin

laktaz persistansi ile iligkisinin tam olmadigini1 gostermektedir.
2.3.2.3.6.3. Polimorfizmlerin Diger Hastahklarla iliskisi
2.3.2.3.6.3.1. Diyabet ve Metabolik Sendrom

Yapilan caligmalarda, Tip 1 ve Tip 2 diyabet ile artmis intestinal laktaz aktivitesi
arasinda bir iligkinin varlig1 tespit edilmistir (186-188). Bununla birlikte, Enattah ve ark.
(195), Tip 1 ve Tip 2 diyabet ile C/T-13910 gen polimorfizmi arasinda bir iliski
bulamamiglardir. Yakin zamanda yapilan baska bir ¢alismada, T allelinin, metabolik

sendrom gelisimine yatkinlig1 artirabilecek bir faktor oldugu ileri siiriilmiistiir (196).
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2.3.2.3.6.3.2. Katarakt

Simoons (197) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, eriskin yaslarda yliksek laktaz
aktivitesi gosteren ve boylece daha fazla siit tiiketebilen kisilerde, senil katarakt gelisme
riskinin arttigr bulunmustur. Bu durum, hipergalaktozemi ve buna bagli olarak lenste
galaktitol birikimiyle iligkili olabilir (198-199). Lensin hiicresel mebranlari, galaktitole
gecirgen olmadigindan dolayi, lens hiicrelerinde galaktitol birikimi, hiicrelerin su alarak

sismesine ve lensin saydamligini kaybetmesine yol agmaktadir (200, 201).
2.3.2.3.6.3.3. Osteoporoz

Obermayer ve ark. (202) tarafindan 258 postmenopozal kadinda yapilan bir
calismada, CC genotipine sahip kadinlarda, siit tiiketiminin, siitten kalsiyum aliminin ve
kemik mineral yogunlugunun (BMD) daha az oldugu; kemik fraktiir insidansinin ise
arttig1 gosterilmistir. Enattah ve ark.(203) tarafindan geng¢ erkeklerde yapilan bir
calismada ise, C/T-13910 gen polimorfizminin, kemik turnover hizini etkilemedigi, pik
kemik kitlesini azaltmadig1 ve stres kiriklari i¢in bir risk faktorii olmadigi bulunmustur.
Benzer sekilde, Esterle ve ark.(204) 12-22 yas arasi 173 gen¢ bayanda yaptiklar
calismada, C/T-13910 gen polimorfizmi ile BMD arasinda herhangi bir ilski tespit
edememislerdir. Sonug¢ olarak, CC genotipinin, kemik fraktiirleriyle iliskisinin yasa
bagli oldugu goriilmektedir (205). Bununla birlikte, Laaksonen ve ark.(206) geng
eriskinlerde, CC genotipine sahip erkeklerin kemik kaybina daha yatkin oldugunu
bulmuslardir. Aynm1 calismada kemik kaybinin laktaz genotipinden ziyade, kalsiyum
alim ile iliskili oldugu one siiriilmiistiir. Lehtimaki ve ark (166) tarafindan 3596 kisi
tizerinde yapilan genis kapsamli bir ¢alismada, CC genotipinin ortalama boy artis hizi

ve ortalama boy uzunlugu tlizerine bir etkisinin olmadig belirlenmistir.
2.3.2.3.6.3.4. Kanser

Rasinpera ve ark. (162) tarafindan yapilan bir ¢alisgmada, CC genotipine sahip
Finlilerde kolorektal kanser riskinin arttigi bulunmustur; bununla birlikte aymi iligki
Ingiliz ve Ispanyol kokenli kisilerde tespit edilememistir. Italya’da yapilan baska bir
aragtirmada da, CC genotipli kisilerde kolorektal kanser riskinin artmadig1 gorilmustiir
(207). Buna karsin, Bacsi ve ark. (179) CC genotipinin Macar populasyonunda

kolorektal kanser insidansini ve progresyonunu artirdigini saptamiglardir.
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Bagka bir calismada, laktaz persistansi ile iligkili genotipe sahip Finlilerde, over
kanser riskinin azaldig1 belirlenmistir (163). Bu durum, kalsiyumun over kanseri riskine

kars1 koruyucu etki géstermesine bagli olabilir (208, 209).

Torniainen ve ark. (170) Finli ve Isvecli kisilerde C/T-13910 polimorfizmi ile
prostat kanser riski arasinda bir iliski olup olmadigini incelemisler ve laktaz

persistansinin prostat kanser riskini artirmadigini1 bulmuslardir.

Timpson ve ark. (210) eriskin yaslarda siit tiikketen kisilerde renal hiicreli
karsinom riskinin az da olsa arttigini; bununla birlikte, C/T-13910 genotipleri ile renal

hiicreli karsinom arasinda bir iligski olmadigin1 bulmuslardir.
2.3.2.3.6.3.5. Kardiyovaskiiler Hastaliklar

Lehtimaki ve ark. (174) tarafindan, 24-39 yas aras1 2109 geng eriskinde yapilan
ve ateroskleroz tizerine erigkin tip hipolaktazyanin etkisinin incelendigi bir arastirmada,
C/T-13910 genotipleri ile aterosklerozun erken belirtecleri arasinda herhangi bir 6nemli

iligki tespit edilememistir.
2.3.2.4. Sekonder Laktaz Eksikligi

Disakkaridazlar fircams1 kenarda bulunduklarindan dolay1 intestinal mukozanin
hasara ugradigi herhangi bir hastalik durumundan etkilenmektedirler. Laktaz eksikligi
sekonder disakkaridaz eksiklikleri arasinda en ©onemli komponenti olusturur. Bu
durumun c¢esitli sebepleri vardir. Laktaz enzim aktivitesi gebeligin ge¢ donemlerine
kadar optimal seviyeye ulasamaz ve siikraz ve maltaz aktivitelerine gore daha diisiik
kalir. Ayrica laktoz igeren besinlerle enzim aktivitesinin indiiklenememesi ve histolojik
diizelme sonrasi aktivitenin normale donmesinin birka¢ ay1 bulmasi da mukozal hasar

durumunda laktaz eksikligini 6n planda olmasinin baglica sebepleridir(60).
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Tablo 2.7. Sekonder Laktaz Eksikligi le Iligkili Bazt Durumlar

e (olyak hastaligi e Siddetli malniitriisyon

e Trapikal sprue e Crohn hastalig1

e Kistik fibroz e Iinfantlarda intestinal cerrahi

e Kor loop sendromu e Abetalipoproteinemi

e Giardiazis e Viral ya da bakteriyel gastroenterit

e Uzamuis ishal e Kronik iilseratif kolit

e Immiin defektler e flaglar (Kemoterapotik ajanlar,
neomisin)

2.4. Colyak Hastahg (Non-Tropikal Sprue, Glutene Sensitif Enteropati)

Colyak hastaligi, tahillarda bulunan gluten adli protein ailesine karsi gelisen
immunolojik bir reaksiyon ve bunun sonucunda ince bagirsak villuslarinin
destriiksiyonu ile karakterize bir hastaliktir. Tipik semptomlar, karin agris1 (%64), gaz
(%72), kusma (%16), ishal (%56) veya kabizlik (%12), yorgunluk (%78) ve kemik
agrilaridir (%12). Demir eksikligi anemisi ve vitamin eksikliklerine baglh sikayetler de
tabloya eslik edebilir. Hastaligin serolojik tanmisinda c¢esitli antikor diizeylerine

bakilabilmektedir (205-215).

Chorzelski ve ark. (216), 1980’lerin basinda, Colyak Hastaligi olan kisilerde
anti-endomisyum antikorlarinin  varligmi gostermislerdir. Bu antikorlar, gluten

enteropatisi i¢in yiiksek spesifisite ve sensitiviteye sahiptir (217).
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Tablo 2.8. Colyak Hastaligi’nda Serolojik Testlerin Sensitivite ve Spesifisiteleri (218)

transglutaminaz antikoru

(IgA tTG)

Serolojik Test Sensitivite (%) Spesifisite (%)
IgA sinifi antigliadin 75-90 82-95
antikoru (IgA AGA)
IgG smufi antigliadin 69-85 73-90
antikoru (IgG AGA)

IgA smifi antiendomisyum 85-98 97-100

antikoru ( I[gA EMA)

IgA smift doku 93-96 99-100
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calismaya, Erzurum Valiligi 11 Saghk Miidiirliigii Klinik Arastirmalar Etik
Kurul Bagkanligi’nin 08.01.2010 tarih ve 11 no.lu karar1 ile etik kurul onay1 alindiktan

sonra baslandi.
3.1. Cahisma Grubunun Secilmesi

Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Hastanesi Cocuk Saghigi ve
Hastaliklar1 poliklinigi ile I¢ Hastaliklar1 poliklinigine basvuran ve laktoz intoleransi
oldugu diisiliniilen 28 goniillii, calisma kapsamina alindi. Laktoz tolerans testi pozitif
cikan, IgA sinifi anti-endomisyum antikor (IgA EMA) ve IgA simifi anti-gliadin antikor
(IgA AGA) sonuglar1 negatif olarak tespit edilen ve herhangi bir sistemik hastaligi
bulunmayan 20 kisi (9 bayan, 11 erkek) hasta grubu (Grup 1) olarak belirlendi. Bu
gruptan elde edilen sonuglar, C/T-13910 ve G/A-22018 polimorfizmlerinin tanisal
duyarliliklarini belirlemek i¢in kullanildi. Ayrica, Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi
Arastirma Hastanesi Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1 poliklinigine bagvuran 17 goniillii (7
bayan, 10 erkek), genetik polimorfizm analizleri i¢in ¢alismaya dahil edildi (Grup 2).
Bu gruptan elde edilen sonuglar, toplumdaki polimorfizm sikliginin belirlenmesi igin

kullanildi.
3.2. Numunelerin Toplanmasi ve Deneysel Islemler
3.2.1. Laktoz Tolerans Testi

Laktoz tolerans testi i¢in, 8 saatlik agcligin ardindan, katilimcilara 50 g laktoz
oral yolla verildi. Laktoz verilmeden Once ve verildikten 120 dk sonra alinan kan
orneklerinden, 3000 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiij yapilarak serum elde edildi.
Serum glukoz diizeyleri Cobas ¢501 (Roche, Germany) otoanalizoriinde 6l¢iildii. Bazal

glukoz seviyelerine gore(sifirinct dk), 120. dakikada 6l¢iilen glukoz seviyeleri,

¢ 30 mg/dL’den daha fazla artis gosterenler normal (negatif),
e 20-30 mg/dL arasi artig gosterenler siipheli,

o 20 mg/dL’den daha az artig gdsterenler laktoz intolerant (pozitif)
olarak kabul edildi (219).
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3.2.2. Colyak Antikorlari

(Colyak antikorlar seviyelerinin belirlenmesi i¢in jelli biyokimya tiiplerine 2’ser
mL vendz kan ornegi alindi. 3000 rpm’de 10 dakika siireyle santrifiij yapilan
numunelerden serum elde edildi. Serumlar alikotlanarak analiz islemine kadar -80 °C’de

saklandi.

Analiz islemi, titerplane teknigi ile, EUROIMMUN Endomysium/Gliadin IgA
Indirect Immunfluorescence Test kiti (EUROIMMUN Medizinische Labordiagnostika
AG, Liibeck, Germany) kullanilarak yapildi. Endomisyum antijeni olarak, maymun
karacigeri, Ozefagusu, bagirsak dokusu ile insan umblikal kord dokusu karigimi
kullanildi. Hasta serumlarinda endomisyum ve gliadin proteinlerine karsi IgA sinifi
antikorlar arandi. Sonuglar, Olympus BXS51 floresan mikroskobu (Olympus Europa,
Hamburg, Germany) kullanilarak ve pozitif kontroldeki 1s1ma ile mukayese edilerek

degerlendirildi.
3.2.3. Polimorfizm Analizleri

C/T-13910 ve G/A-22018 polimorfizmlerinin analizi i¢in, EDTA’l1 hemogram
tiiplerine alinan vendz kan 6rnekleri alikotlanarak, analiz islemi yapilincaya kadar -80
°C’de saklandi. Sugar Intolerance StripAssay kiti (ViennaLab Diagnostics, Avusturya)
kullanilarak polimorfizm analizleri yapildi. Bu analiz islemleri, DNA izolasyonu,
biotinlenmis primerlerin kullanildig1 polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile
amplifikasyon ve amplifikasyon iiriinlerinin revers—hibridizasyonu olmak {iizere ii¢

basamakta gergeklestirildi.
3.2.3.1. DNA izolasyonu

Calismaya baglamadan o©nce, kan Orneklerinin, lizis solusyonunun ve
GEN*TRACT Resin solusyonunun oda sicakligina gelmesi beklendi. Tiipler birkag kez
hafifce altiist edilerek karigtirildi. Asagidaki islemler sirasiyla yapilarak vendz kan
orneklerinden DNA izole edildi.

e 1.5 mL lik steril mikrotiiplere 100 pL vendz kan 6rnegi pipetlendi.
e Uzerine 1 mL lizis solusyonu konularak tiipiin kapagi kapatildi ve birkag kez

altiist edilerek karismasi saglandi.
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Oda sicakliginda 15 dakika bekletildi.

Mikrosantrifiij cihazinda 3000 rpm’de 5 dakika siireyle santrifiij islemi yapildu.
Siipernatantin 1 mL’si atild1.

1 mL lizis solusyonu tiiplere konuldu ve tiipiin agz1 kapatilarak karigtirildi.
Mikrosantrifiij cihazinda 12000 rpm’de 5 dk siireyle santrifiij islemi yapildu.
Yaklagik 50 pL’lik goriiniir yumusak pelletin haricinde kalan siipernatant atildi.
Tiiplere 200 uL GEN*TRACT Resin ilave edildi. GEN*TRACT Resin, hizla
sediment olusturdugundan dolayi, her bir pipetleme isleminden Once tekrar
reslispanse olmasi saglandi.

Tiiplerin agz1 kapatilarak 10 saniye siireyle vortekslendi.

56 °C’de 20 dakika siireyle inkiibe edildi.

Daha sonra, 10 saniye siireyle vortekslendi .

98 °C’de 10 dakika siireyle inkiibe edildi.

10 saniye siireyle vortekslendi .

Mikrosantrifiij cihazinda, 12000 rpm’de 5 dakika siireyle santrifiij edildi.

Bu islemlerin ardindan, tiipler buz iizerinde sogutuldu.

PCR’de kullanilabilecek uygun DNA Ornegini igeren siipernatant, temiz bir tiipe

aktarilarak PCR islemine kadar (1 giin boyunca) 2-8 °C’de saklandi.

3.2.3.1.1. DNA Saflik Tayini ve Konsantrasyonunun Hesaplanmasi

DNA konsantrasyonlar1 ve saflik dereceleri, quartz kiivette, 195 pL saf su + 5

uL silipernatant olacak sekilde, 260 ve 280 nm dalga boylarinda absorbans 6lgiimleri

yapilarak belirlendi. Azeo/Azsp oraninin 1.7-1.8 olmast PCR analizinde kullanilabilecek

saflik derecesi olarak kabul edildi. DNA konsantrasyonu asagidaki formiile gore

hesaplandi:

[DNA Konsantrasyonu (ng/mL) = A 55 X 50 x Seyreltme Faktori ]
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3.2.3.2. In Vitro Amplifikasyon (PCR)

PCR isleminde, termal siklus programi baslayincaya kadar, tiim basamaklar buz
tizerinde yapildi ve PCR reaktifleri ile DNA ornekleri donmus halde tutuldu. Taq
Diliisyon Buffer’de Taq DNA Polimeraz’in taze bir diliie 6rnegi hazirlandi (0.2 U/uL).

Amplifiye edilecek her bir 6rnek icin bir reaksiyon tiipii, buz iizerine yerlestirildi.
PCR reaksiyon karigimi su sekilde olusturuldu:

e 15 uL Amplifikasyon Mix

e 5 uL diliie Taq DNA Polimeraz

e 5 uL DNA Template

Thermocycler 94 °C’ye 1sitildi. Reaksiyon tiipleri bolmelere yerlestirildi ve
asagidaki PCR

programi uygulandu:

e Pre-PCR : 94 °C/2 dakika

e Thermocycling: 94 °C/15 saniye, 58 °C/30 saniye, 72 °C/30 saniye (35 siklus)
e Final ekstansiyonu: 72 °C/3 dakika

Elde edilen amplifikasyon tiriinleri 2-8 °C’de saklandi.

3.2.3.2.1. Amplifikasyon Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezinde Analizi

%?3’liikk agaroz jel hazirlandi. Mikrodalga firinda 1sitilarak hazirlanan agaroz jele,
0.5 pg/mL olacak sekilde, etidyum bromiir eklendi ve elektroforez tepsisine dokiildii.
Uygun disli tarak jele yerlestirilerek 24 saat boyunca +4 °C’de tutuldu. Bu sekilde
donmasi saglanan jel, yiikleme noktasi (-) kutba yakin olacak bi¢imde elektroforez
sistemine konuldu. 2 x TBE (Tris, Borik asit, EDTA) tamponu, jelin {istiinii kapatacak
sekilde elektroforez tankina eklendi. 6X yilikleme tamponu ile DNA belirteci ve
amplifikasyon tirlinleri jel lizerinde bulunan kuyucuklara sirasi ile yerlestirildi. Sisteme

5 volt/cm voltaj, 2 saat boyunca verildi ve numuneler jel lizerinde yiiriitiildii.
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Sekil 3.1. %3’liik agaroz jel elektroforezi ile analiz edilen amplifikasyon iiriinleri (DNA
fragmanlarinin boylari: 142, 166, 210, 241, 319 bp).

3.2.3.3. Hibridizasyon
3.2.3.3.1. On Islemler
Hibridizasyondan 6nce asagidaki islemler yapildi:

Typing Tray’in yiiksekliginin yaklasik yarisina kadar su banyosunun su seviyesi
ayarland1 ve sicakligi 45 °C’ye getirildi.

Hibridizasyon buffer (HYB) ve Wash A soliisyonlarinin sicakligi 45 °C’ye
getirildi. Boylece 2-8 °C’de olusmus olan presipitatlarin ¢oziinmiis durumda
olmasi saglandu.

Test stripleri, DNAT, konjugat soliisyonu, Wash B soliisyonu ve Color
Developer’in oda sicakligina gelmesi saglandi.

Her bir 6rnek i¢in bir test stribi ¢ikarildi ve etiketlendi.

3.2.3.3.2. Hibridizasyon Islemleri

PCR ile amplifiye edilen DNA 6rneklerinin hibridizasyonu, asagidaki prosediire

gore yapildi:
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e 10 pL DNAT, striplerin yerlestirildigi pleytteki kuyucuklarin kdoselerine
pipetlendi.

e Uzerine PCR ile cogaltilmis amplifikasyon iiriinlerinden 10 pL konuldu ve
karistirildi.

e Ornekler, oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi ve solusyon mavi bir renk aldi.

e Striplerin yerlestirilecegi pleytteki kuyucuklara onceden 45°C’ye 1sitilmig olan 1
mL HYB ilave edildi.

e Mavi renk kaybolup solusyon homojen bir hal alincaya kadar yavasga
calkalandi.

e Stripler kuyucuklara yerlestirildi. Stripin isaretlenmis yiizliniin {iste bakmasi
saglandi.

e Onceden hazirlanan su banyosunun calkalayici platformu iizerinde, 45°C’de, 30
dakika boyunca inkiibasyon islemi yapildu.

e Inkiibasyon sonunda vakum pompasi kullamlarak hibridizasyon solusyonu
kuyucuklardan tamamen bosaltild1.

3.2.3.3.3. Yikama islemleri

Hibridizasyonun ardindan yikama sathasina gecildi ve asagidaki islemler

uygulandi.

e Her bir kuyucuga onceden 45°C’ye isitilmig olan 1 mL Wash A solusyonu
eklendi. 1 dakika boyunca ¢alkaland1 ve vakum pompasi kullanilarak bosaltildi.

e 1 mL Wash A solusyonu ilave edildi.

e Su banyosunda 45°C’de 15 dakika boyunca ¢alkalanarak inkiibe edildi.

e Wash A solusyonu bosaltildi.

e Yeniden 1 mL Wash A solusyonu ilave edildi.

e Su banyosunda 45°C’de 15 dakika boyunca galkalanarak inkiibe edildi.

e Wash A solusyonu kuyucuklardan tray atik kabina tamamen bosaltildi ve
kuyucuklar igerisinde kalan az miktarda sivi tray ters cevrilerek ve iist ucu
kurutma kagidina emdirilerek uzaklastirildi.

e Bu basamaktan itibaren biitiin islemler oda sicakliginda gergeklestirildi.
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3.2.3.3.4. Renklendirme Islemleri

e Her bir kuyucuga 1 mL konjugat solusyonu eklendi.

e 15 dakika boyunca oda sicakliginda calkalanarak inkiibe edildi.

e Bir vakum pompasi ile sivi uzaklastirildi.

e Her bir kuyucuga 1 mL Wash B solusyonu ilave edildi ve 1 dakika siireyle
calkalanarak bosaltild1.

e 1 mL Wash B solusyonu ilave edildi.

e (Oda sicakliginda 5 dakika boyunca ¢alkalanarak inkiibe edildi.

e Kuyucuklardan Wash B solusyonu bosaltildi.

¢ Yeniden 1 mL Wash B solusyonu ilave edildi.

e (Oda sicakliginda 5 dakika boyunca ¢alkalanarak inkiibe edildi.

e Kuyucuklardan Wash B solusyonu uzaklastirildi.

e Her bir strip iizerine 1 mL substrat (Color Developer) solusyonu eklendi.

e Karanlikta ve oda sicakliginda 15 dakika boyunca calkalanarak inkiibe edildi.

e Bant olugma islemi, stripler 2 kez distile su ile yikanarak sonlandirildi.

e Stripler kuyucuklardan alinarak kurutma kagidinin arasina konuldu ve
degerlendirme asamasina gecildi.

3.2.3.4. Sonuclarin Degerlendirilmesi

Renklendirme islemlerinin ardindan, striplerde wild tip ve/veya mutasyon

bantlar1 ortaya ¢ikt1 (Sekil 3.2).

[ Genotipler ]

Mutasyon hatti [

wild tip hatti (|

Normal Heterozigot Homozigot

Sekil 3.2. Striplerde Olusan Wild Tip ve Mutasyon Bantlari
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Striplerde yalnizca wild tip bandinin olusmasi normal; hem wild tip hem de
mutasyon bandinin olugmasi heterozigot; sadece mutasyon bandinin olugmasi ise

homozigot genotip olarak degerlendirildi (Tablo 2.9.)

Tablo 3.1. Striplerde Olugan Bantlara Goére Sonuglarin Degerlendirilmesi

Wild tip hatti Mutasyon hatti Genotip
NOR Pozitif Negatif Normal
HET Pozitif Pozitif Heterozigot
HOM Negatif Pozitif Homozigot

C/T-13910 polimorfizmi agisindan normal genotip TT, heterozigot genotip CT
ve homozigot genotip CC allellerini; G/A-22018 polimorfizmi agisindan normal genotip

AA, heterozigot genotip GA ve homozigot genotip GG allellerini ifade etmektedir.

3.3. Calismada Kullamlan Kimyasal Malzemeler

Kimyasal Malzeme veya Reaktif Adi Temin Edildigi Firma
Sugar intolerance StripAssay Kiti Viennalab Diagnostics
Lysis Solution ViennalLab Diagnostics
GENXTRACT Resin ViennalLab Diagnostics
Taq Dilution Buffer ViennalLab Diagnostics
DNAT Viennalab Diagnostics
Typing Trays Viennalab Diagnostics
Test Strips ViennalLab Diagnostics

Hybridization Buffer ViennalLab Diagnostics
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Wash Solution A ViennalLab Diagnostics
Conjugate Solution ViennalLab Diagnostics
Wash Solution B ViennalLab Diagnostics
Color Developer ViennalLab Diagnostics
EUROIMMUN Immunfluorescence test kiti Euroimmun, Germany
Etanol (%96-100) Merck

Agaroz Sigma

3.4. Calismada Kullanilan Alet ve Cihazlar

Alet/Cihaz Marka

Derin Dondurucu (-80 0C), Sanyo Ultra Low, Sanyo Electric Co Ltd,

) Argelik, Tirkiye
Derin Dondurucu (-20 0C)

Spektrofotometre Cecil CE 304 UV ve Beckman DU 500
Laminar Flow Kabin Niive LN 120, Tiirkiye

Mikrosantrifiij Mikro 200 Hettich, Germany

Mikro Otomatik Pipetler Eppendorf, Finnpipette, Medispes plus
Termomikser Thermomixer Comfort Eppendorf, Germany

Elektroforez Sistemleri

-Tank Biometra Agagel Midi
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-Transliiminator

-Guig Kaynag:

Vorteks Yellov Line TTS2

Farkli Boyutlarda Filtreli Pipet Uglar1
PCR Tiipleri (DNAaz ve RNAaz free)
Pudrasiz Tek Kullanimlik Eldivenler
UV Kiivetler

Otoklav

Cobas 6000 Otoanalizor

Olympus BX51 floresan mikroskobu
Hassas Terazi

Saf Su Cihazi

Su Banyosu

Magnetik Karistiric

Biometra BDA Digital

Biometra High Voltage Power Pack P30
IKA, USA

Biosphere filter tips, Niimbrecht, Germany
Axygen, Union City, USA

Aldrich, Malasia

Plastbrand, Germany

Hmc-Hirayama, Japan.

Roche, Germany

Olympus Europa, Germany

Denver Instrument, Germany

Mes mp minipure, Tiirkiye

Kotterman, Germany

Fisher, USA ve Yellowline MSH Basic,

Germany
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4. BULGULAR

Yapilan analizler sonucu, laktoz intoleransi testi pozitif ¢ikan, IgA sinifi anti-
endomisyum antikor (IgA EMA) ve IgA sinifi anti-gliadin antikor (IgA AGA) sonuglari
negatif olarak tespit edilen ve herhangi bir sistemik hastali§i bulunmayan 20 kisilik
hasta grubunda (Grup 1), C/T 13910 polimorfizmi agisindan 18 kisinin CC ve 2 kisinin
CT genotipi tasidigr belirlendi. Ayni grupta G/A-22018 polimorfizmi agisindan 12
kisinin GG, 7 kisinin GA genotipi tasidigr tespit edildi; 1 hastada ise G/A-22018

polimorfizm analizi yapilamadi (Tablo 4.1.).
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Tablo 4.1. Grup 1’de C/T-13910 ve G/A-22018 Gen Polimorfizm Analizlerinin Sonuglari

Grup 1 C/T-13910 G/A-22018
1 CcC GG
2 CcC GG
3 CcC GG
4 CcC GG
5 CcC GG
6 cC GG
7 CC Belirlenemedi
8 CcC GA
9 CT GA
10 CcC GA
11 CC GA
12 CT GA
13 CcC GA
14 CcC GG
15 CcC GA
16 CcC GG
17 CcC GG
18 CcC GG
19 CcC GG

20 CcC GG
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Bu sonuglara gore, hastalarin %90 oraninda CC genotipi ve % 10 oraninda CT
genotipi tasidiklar;; CC genotipinin, laktoz intoleransini gdstermedeki tanisal
duyarliliginin %90 oldugu goriildii. Ayn1 grupta GG genotipi %63.2, GA genotipi
%36.8 oraninda tespit edildi ve GG genotipinin laktoz intoleransini gostermedeki tanisal
duyarliligi %63.2 olarak hesaplandi. Bu durum, CC-13910 genotipinin, GG-22018

genotipine gore, laktoz intoleransini belirlemede daha sensitif oldugunu gdstermektedir.

Toplumdan rastgele segilen 17 goniilliide (Grup 2) yapilan C/T-13910 ve G/A-
22018 polimorfizm analizleri sonucu, 13 kiside CC; 4 kiside CT; 7 kiside GG; 7 kiside
GA ve 3 kiside AA genotipi oldugu tespit edildi (Tablo 4.2.). Buna gore, CC
genotipinin toplumumuzdaki goriilme siklig1 %76.5; CT genotipinin goriilme siklig
%23.5; GG genotipiningdriilme siklig1 %41.2; GA genotipinin goriilme siklig1 %41.2 ve
AA genotipinin goriilme siklig1 %17.6 olarak bulundu (Sekil 4.1).

Tablo 4.2. Grup 2’de C/T-13910 ve G/A-22018 Gen Polimorfizm Analizlerinin Sonuglari

Grup 2 C/T-13910 G/A-22018
1 CT GA
2 CT GA
3 CC GA
4 CC GA
5 CC AA
6 CC AA
7 CC GG
8 CC GG
9 CC GG
10 CT GA
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11 CC GG
12 CC GG
13 CC GG
14 CT GA
15 CC GG
16 CC GA
17 CC AA

Tablo 4.3. Grup

1 ve Grup 2’de C/T-13910 ve G/A-22018 Gen Polimorfizm Analizlerinin

Sonuglari
C/T-13910 G/A-22018
CC CT TT GG GA AA
Grup 1 18 2 0 12 7 0
Grup 2 13 4 0 7 7 3
Toplam 31 6 0 19 14 3
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Gorilme sikhg (%)
o 28EEZIEE

2

Toplumumuzdaki Genotiplerin
Goriilme Sikhg

CC CT GG GA AA

Genotipler

Sekil 4.1. Genotiplerin Toplumdaki Goriilme Sikliklart
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5. TARTISMA

Erigkin tip hipolaktazya, diinyadaki eriskin populasyonun biiyiikk bir kismin
etkileyen yaygin bir halk sagligi problemidir (60) ve goriilme sikli§i populasyonlar

arasinda onemli farkliliklar gostermektedir (61).

Enattah ve ark. (2), 2. kromozomdaki MCM6 gen bolgesinde, intron 13 ve intron
9 iizerinde lokalize olan C/T-13910 ve G/A-22018 SNP’lerinin, laktoz intoleransi ile
iligkili oldugunu belirlemislerdir. Bu ¢alismanin ardindan, s6z konusu polimorfizmlerin,
ozellikle C/T-13910’un, farkli populasyonlardaki sikligi konusunda bir¢ok caligma
yapilmistir; ancak iilkemizde bugiine kadar yapilmis bdyle bir c¢alisma
bulunmamaktadir. Yaptigimiz ¢alisma ile, C/T-13910 ve G/A-22018 polimorfizmlerinin

toplumumuzdaki siklig1 konusundaki ilk bilgilere ulagsmis olduk.

Kuzey Avrupa boélgesinde yapilan arastirmalar, C/T-13910 polimorfizmiyle
iligkili CC genotipinin, bu bolgede ¢ok az siklikta goriildiigiinii ortaya koymustur.
Finlilerde CC genotipinin prevalansi %14.7-25 arasinda (2, 104, 169-171) belirlenirken;
Estonyalilarda %24.8 (167); ingilizlerde %8 (162); Isve¢ halkinda %10.3 (163) olarak
bulunmustur. Prevalans, Avrupa’nin iglerine dogru giderek artmakta ve Giiney
Avrupa’da en yiiksek diizeylere ulagsmaktadir: Avusturyalilarda %21.4 (164);
Polonyalilarda %33.1 (163); Macarlarda %36 (179); Ispanyollarda %36.7 (162);
Fransizlarda %41.2 (2) ve italyanlarda %70 oraninda CC genotipi tespit edilmistir. Rus
populasyonundaki prevalansi ise %28.4-36.6 arasinda bulunmustur (168, 183). ilging
bir gozlem, Rusya’da yasayan Chukchi kizilderililerindeki prevalansin Rus
populasyonununkine gore oldukg¢a yiliksek olmasidir: Borinskaia ve ark. (168) CC
genotipinin Chukchi kizilderililerinde %88.2°1ik bir siklikta goriildiigiinii  tespit
etmislerdir. Bu yliksek prevalans, Asyali irklarin geneli i¢in de gecerlidir. Enattah ve
ark. (172)’nin 37 farkli populasyonda yaptiklar1 c¢alisma, C/T-13910 gen
polimorfizminin diinyadaki yayginligi konusunda oOnemli bilgiler saglamistir. Bu
calisma, Asyal1 wrklarda CC genotipinin ¢ok yiiksek bir siklikta goriildiigiinii ortaya
koymustur: Calisma kapsaminda incelenen 23 Giiney Koreli ve 100 Cinlinin tamaminda
CC genotipi tespit edilmis ve boylece prevalans %100 olarak bulunmustur. Bizim
calismamizda, CC genotipinin goriilme sikligim1 %76.5 olarak bulduk. Bu oran,

Avrupali populasyonlarinkine gore yiiksektir ve diger Asyali toplumlarda belirlenen
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yiiksek orana yakindir. Bu durum, Tiirk wrkinin Orta Asya bolgesine uzanan tarihsel

kokeniyle aciklanabilir.

C/T-13910 polimorfizminin aksine, G/A-22018 polimorfizminin
populasyonlardaki yayginligi konusunda c¢ok az calisma yapilmistir. A allelinin
Asyalilarda ve Afrikalilarda nadir (%0-13.3); buna karsin Avrupalilarda yiiksek bir
siklikta gorildigi (%77.1) ve G alleline, Afrika populasyonunda sik (%94-99);
Avrupalilarda ise daha nadir (%62) rastlandigr bulunmustur (187, 188). Bizim elde
ettigimiz sonuglar (Tablo 2.11. ve Sekil 2.15.), toplumumuzun, G/A-22018 allellerinin
siklig1 acisindan, Asya ve Avrupa populasyonlari arasinda bir yerde durdugunu
gostermektedir. Bununla birlikte, hem iilkemizde hem de diinyada, G/A-22018
polimorfizminin prevalanst konusunda daha genis Ol¢ekli galigmalara ihtiyag oldugu

agiktir.

C/T-13910 ve G/A-22018 polimorfizmlerinin laktoz intoleransi ile ne Olgiide
iliskili oldugu konusunda, farkli populasyonlarda yapilan ¢alismalarda farkli sonuglara
ulagilmistir. Enattah ve ark. (2) tarafindan Finli hastalarda yapilan ¢alismada, primer
laktaz eksikligi tanis1 konulmug 59 vakanin tamaminin CC, 53’linlin GG ve 6’sinin GA
genotipinde oldugu goriilmiis ve laktaz toleransi gosteren 137 vakanin hicbirinde CC
veya GG genotiplerine rastlanmamistir. Bu ilk sonuglara gore, Finlandiya
populasyonunda primer laktaz eksikligini gostermede, C/T-13910 polimorfizm
analizinin %100 spesifik ve %100 sensitif; G/A-22018 polimorfizm analizinin %100
spesifik ve %389.8 sensitif testler oldugu bulunmustur. Ayni ¢alismada, Finli olmayan
grupta C/T-13910 polimorfizm analizinin sensitivite ve spesifisite degerleri %100; G/A-
22018 polimorfizm analizinin sensitivite degeri %97.5 ve spesifisite degeri %100 olarak
belirlenmistir. Bu durum, hem Finli populasyonda hem de Finli olmayan populasyonda,
C/T-13910 polimorfizm analizinin, G/A-22018 analizine gore daha degerli bir test
oldugunu gostermistir. Bulhoes ve ark. (186) tarafindan, Brezilyalilarda yapilan bir
calismada, 10 laktaz persistansl ve 10 laktoz intoleransl kisi incelenmis ve C/T-13910
gen polimorfizminin %90 sensitivite ve %100 spesifisiteye sahip oldugu bulunmustur.
Schirru ve ark. (190) tarafindan Akdeniz populasyonunda yapilan bir ¢alismada ise,
C/T-13910 gen polimorfizminin, nefes testi baz alindiginda, sensitivite ve spesifisite

degerleri %100 ve %95.8 olarak belirlenmistir. Rasinpera ve ark. (104), CC genotipinin
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diisiik laktoz aktivitesini belirlemede %100 spesifik ve %93 sensitif oldugunu tespit
etmislerdir. Hogenauer ve ark. (189) tarafindan yapilan baska bir ¢alismada ise,
sensitivitenin %75, spesifisitenin %99 oldugu goriilmiistiir. Bu bulgular, C/T-13910
polimorfizminin erigkin tip hipolaktazya tanisi agisindan %75-100 arasinda bir
sensitiviteye sahip oldugunu gostermektedir. Bizim yaptigimiz ¢aligmada, sensitivite
%90 olarak belirlendi. Yaptigimiz ¢alismada ayrica, GG genotipinin sensitivitesini
%63.2 olarak bulduk. Bu sonug, CC-13910 genotipinin, GG-22018 genotipine gore
daha sensitif oldugunu gostermektedir ve Enattah ve ark. (2)’nin yaptig1 calisma ile

uyumludur.

Toplumumuzda CC genotipinin nispeten yiiksek bir siklikta (%76.5)
goriildiigiiniin tespit edilmesi, bu genotipe sahip olmanin tasidigi muhtemel risklerin
neler oldugu ve bu riskleri en aza indirmek i¢in nelerin yapilmasi gerektigi gibi
hususlari, halk sagligi agisindan Onemli meseleler haline getirmektedir. Laktoz
intolerans1 olan kisilerde, siitten kacinma davranmisinin bir sonucu olarak, besinsel
kalsiyum aliminin yetersizligi, osteoporoz sikliginda bir artisa yol acabilir (85, 86).
Obermayer ve ark. (172) tarafindan yapilan bir calismada, CC genotipine sahip
kadinlarda, siit tiiketiminin, siitten kalsiyum aliminin ve kemik mineral yogunlugunun
(BMD) daha az oldugu; kemik fraktiir insidansinin ise arttigi bulunmustur. Benzer
sekilde, Laaksonen ve ark. (206) da CC genotipine sahip kisilerin kemik kaybina daha
yatkin oldugunu gostermislerdir. Rasinpera ve ark. (162) ile Bacsi ve ark. (179)
tarafindan yapilan iki ayr ¢alismada, CC genotipinin kolorektal kanser riskini artirdigi
One siiriilmistiir. Ayrica, laktaz persistansi ile iliskili genotipe sahip kisilerde, over
kanseri riskinin azaldigi iddia edilmistir (183). Sonug olarak, CC genotipi ve bununla
baglantili olarak laktoz intoleransina sahip kisilerde, yetersiz kalsiyum aliminin bir
sonucu olarak gerek osteoporoz gerekse kanser riskinde bir artisin olabilecegi Gne
stiriilmektedir. Ancak literatiire girmis ¢alismalar1 bir biitiin halinde inceledigimizde,
laktoz intoleransini bir “hastalik” olarak kabul eden klasik yaklasimin ve buna binaen T
allelini “wild-type”; CC genotipini ise mutant homozigot varsayan Bati menseli
anlayisin, meseleyi tiim yonleriyle izah etme noktasinda yeterli ve uygun olmadigi
goriilmektedir. Soyle ki, hem laktoz intoleransinin tasidigi risklerin boyutlar1 sinirli ve
tartismalidir, hem de laktoza tolerans gosteren kisiler i¢in birtakim baska riskler s6z

konusudur.
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Yapilan ¢aligmalarla, C/T-13910 gen polimorfizminin osteoporotik siirece olan
etkisinin, yasa bagli oldugu anlagilmistir. Enattah ve ark. (203) geng erkekler iizerinde
yaptiklar1 ¢alismada, C/T-13910 gen polimorfizminin, kemik turnover hizim
etkilemedigini, pik kemik Kkitlesini azaltmadigim1i ve stres kiriklar1 icin bir risk
olusturmadigini bulmuglardir. Esterle ve ark. (204) da, 12-22 yas aras1 geng bayanlarda,
C/T-13910 gen polimorfizmi ile BMD arasinda herhangi bir ilski tespit edememislerdir.
Lehtimaki ve ark. (166) tarafindan yapilan ¢alismada ise, CC genotipinin ortalama boy

artis hiz1 ve ortalama boy uzunlugu {izerine bir etkisinin olmadig1 goriilmiistiir.

Rasinpera ve ark. (162) CC genotipi ile kolorektal kanser riski arasindaki iligkiy1
yalniz Finlilerde tespit etmisler ve aym iliskiyi Ingiliz ve Ispanyol kékenli kisilerde
gosterememislerdir. Piepoli ve ark. (207) da, Italya’da yaptiklar1 calismada, CC
genotipli kisilerde kolorektal kanser riskinin artmadigini bulmuslardir. Bunun disinda,
C/T-13910 polimorfizmi ile prostat kanser riski arasinda bir iliski olup olmadigina

bakilmis ve herhangi bir iliski tespit edilememistir (170).

Laktoza tolerans gosteren kisilerin birtakim riskler tasidigi yoniinde bircok
calisma vardr. Intestinal laktaz aktivitesi ile Tip 1 ve Tip 2 diyabet arasinda bir iliskinin
oldugu gosterilmigtir (192-194). Ayrica, T allelinin metabolik sendrom gelisimine
yatkinlig1 artirabilecek bir faktér oldugu One siirtilmiistiir (196). Simoons (197)
tarafindan yapilan bir ¢alismada, erigkin yaslarda laktaz aktivitesini siirdiiren kisilerde
senil katarakt riskinin arttig1 bulunmustur. Timpson ve ark. (210) ise, eriskin yaslarda
stit titkketen kisilerde renal hiicreli karsinom riskinin az da olsa arttigin1 iddia etmislerdir.
Hill ve ark. (153) bagirsak liimeninde kalan emilememis laktozun, bifidobakterilerin ve
diger laktik asit bakterilerinin fermentasyon kabiliyetini artirdigin1 bulmuslardir. Bu
faydali bakterilerin azligi birtakim hastaliklarin goriilme riskini artirabilir (38).
Laktozun prebiyotik potansiyelinden dolayi, Crohn hastalig1 gibi intestinal hastaliklara
kars1 faydali olabilecegini gosteren ¢alismalar vardir (101). Iskemik kalp hastalig1 ve
over kanserinin laktoz tiiketimi ile iligkili olabilecegi One siiriilmiistiir (94-96). Bu
nedenle, laktaz eksikligi gdstermeyen kisilerde bile, siitteki laktoz igerigini azaltmanin

faydali olabilecegi ifade edilmistir (60).

Laktoz intoleransina ait riskler, yetersiz kalsiyum alimiyla iliskilendirilmistir

(85, 86, 163, 202, 208, 209). Bu nedenle, laktoz intoleranst gosteren kisilerde, yeterli
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kalsiyum alimimin saglanmasi ¢ok onemlidir. Fermente siit iiriinleri, benzer kalsiyum
icerikleri ve intolerans belirtilerine daha az yol agmalar1 sebebiyle iyi bir alternatif
olarak goriilmektedir (108, 121, 122). Yogurt, siitiin laktik asit bakterileri ile
inkiibasyonu sonucu olusan bir fermantasyon {riiniidiir. Fermantasyonun, laktoz
icerigini % 25-50 oraninda azaltmaktadir (125, 126). Yogurdun, laktoz sindirimi
tizerindeki olumlu etkisi, icerdigi bakteriyel laktaz aktivitesinin yani sira, gastrik
bosalma ve intestinal gecis siiresini uzatmasi ve bdylece ince bagirsaktaki rezidiiel
laktaz etkinligini artirmasiyla da iliskili olabilir (130, 131). Yogurt kelimesi, Tiirkcede
“kalin, kivamli” anlamina gelen “yogun” kelimesinden tliremistir ve cesitli diinya
dillerine girmistir (220). Bizim ¢alismamizda gozlemledigimiz yiliksek CC prevalansi
(%76.5), yogurdun neden Tiirk toplumunun 6teden beridir tercih ettigi temel bir besin

maddesi olduguna da bir agiklama getirmektedir.

Laktaz, siikrazin ve maltazin aksine, adaptasyon gostermeyen bir enzimdir ve
aktivitesi diyetteki laktoz igeriginden etkilenmez (114, 146). Bununla birlikte, devamli
laktoz tiiketimi, bagirsak florasinda degisiklige yol acarak, gastrointestinal belirtilerin
azalmasimi saglayabilir (114, 147-151). Yapilan caligmalar az miktarda siit aliminin
eriskin tip hipolaktazyali kisilerde, herhangi bir belirtiye yol a¢maksizin
tilkketilebilecegini gdstermektedir (64-66, 155, 156). Bu nedenle, toplumumuzda, siitten
kacinma davranis1 yerine az miktarlarda fakat devamli siit tiiketim aligkanlifinin

edinilmesi ve toplumun bu konularda bilinglendirilmesi 6nem tagimaktadir.

Bugiine kadar laktoz intoleransiyla iligkili bir¢ok polimorfizm belirlenmis
olmakla birlikte, etyopatogenetik mekanizmalar heniiz tam olarak anlasilabilmis
degildir (2, 157, 158). Bu mekanizmalarin anlasilmasi, yapilacak genetik analizler
sonucu, kisilerin laktaz eksikligi acisindan tasidiklart riski, heniiz siirecin baginda ortaya
koyabilecektir. Genetik testlerin, maliyetleri nedeniyle giiniimiizde rutin uygulamalar
icin elverigli olmamasma karsin, gelecekte tedavi protokollerinin belirlenmesinde

kullanima girmeleri miimkiin olabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda, laktoz tolerans testi pozitif olarak belirlenen ve herhangi bir
sistemik hastaligr bulunmayan 20 kisi hasta grubu olarak secildi ve 17 goniillii kisi ile
birlikte C/T-13910 ve G/A-22018 genetik polimorfizm analizleri, Sugar Intolerance
StripAssay kiti (ViennaLab Diagnostics, Avusturya) kullanilarak polimorfizm analizleri
yapildi. Bu analiz islemleri, DNA izolasyonu, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile

amplifikasyon ve hibridizasyon basamaklarindan olugmaktadir.

Yapilan analizler sonucu, 20 kisilik hasta grubunda, C/T-13910 polimorfizmi
acisindan 18 kisinin CC ve 2 kisinin CT genotipi tasidigi; G/A-22018 polimorfizmi
acisindan ise 12 kisinin GG, 7 kisinin GA genotipine sahip oldugu belirlendi; 1 hastada
ise G/A-22018 polimorfizm analizi yapilamadi

Bu sonuglara gore, hastalarin %90 oraninda CC genotipi, % 10 oraninda CT
genotipi, %63.2 oraninda GG genotipi ve %36.8 oraninda GA genotipi tasidiklar;; CC
genotipinin, laktoz intoleransin1 gostermedeki tamisal duyarliliginin %90, GG
genotipinin %63.2 oldugu belirlendi. . Bu durum, CC-13910 genotipinin, GG-22018
genotipine gore daha sensitif oldugunu gostermektedir ve daha Onceden yapilan

caligsmalarin sonuglari ile benzerdir (2).

Toplumdan rastgele secilen 17 goniilliide yapilan analizler sonucu, CC
genotipinin toplumumuzdaki goriilme siklig1 %76.5 olarak bulundu. Bu oran, Avrupali
populasyonlarinkine gore yiiksektir ve Asyali toplumlarda belirlenen yiiksek orana
yakindir. Buldugumuz sonug, Tirk irkinin Orta Asya’ya uzanan tarihsel kokeniyle

uyumludur. Bu ¢alisma, Tiirkiye’de ilk olma 6zelligini de tasimaktadir.

Toplumumuzda CC genotipinin yliksek bir siklikta goriilmesi, bu genotipe sahip
olmanin tasidigi muhtemel risklerin neler oldugu sorusunu 6nemli kilmaktadir. CC
genotipi ve bununla iligkili olarak laktoz intoleransina sahip kisilerde, yetersiz kalsiyum
alimi, osteoporoz ve birtakim kanserlerin goriilme riskinde bir artisa yol agmaktadir.
Bununla birlikte, bu konuda yapilan caligmalar bir biitiin halinde incelendiginde, laktoz
intoleransinin bir “hastalik” olarak kabul edilip edilmemesinin tartigmaya agik bir

mesele oldugu goriilmektedir. Laktoz intoleransinin tagidigi risklerin boyutlart sinirli ve
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tartigmalidir. Ayrica yapilan caligmalarla laktoza tolerans gosteren kisilerin birtakim

baska riskler tagidig1 goriilmiistiir.

Laktoz intolerans1 gosteren kisilerde, yeterli kalsiyum alimmin saglanmasi
onemlidir. Yogurt gibi fermente siit iiriinleri, benzer kalsiyum igerikleri ve intolerans
belirtilerine daha az yol agmalar1 sebebiyle iyi bir alternatif olarak tercih edilebilir.
Ayrica, devamli laktoz tiiketimi, bagirsak florasinda degisiklige yol acarak,
gastrointestinal belirtilerin azalmasini saglayabildiginden dolayi, toplumumuzda, siitten
kaginma davranisi1 yerine az miktarlarda fakat devamli siit tiikketim aliskanli§inin tavsiye

edilmesi faydali olabilir.

Laktoz intoleransiyla iligkili bir¢ok polimorfizm belirlenmis olmakla birlikte, bu
polimorfizmlerin hangi etyopatogenetik mekanizmalar araciligiyla rol oynadigi konusu
heniiz tam olarak anlasilabilmis degildir. Bu konuda, daha fazla sayida ¢alismaya
ihtiyag vardir. Yapilacak calismalar, gelecekte genetik testleri, hastaligin erken

teshisinde ve tedavi protokollerinin belirlenmesi sathasinda 6nemli kilabilir.

Calismamizdaki vak’a sayilarinin diisiik tutulmasi, bu konudaki maddi
kaynaklarimizin  kisitlh olmasi sebebiyledir. FElde edilen sonuglarin daha iyi
vurgulanabilmesi i¢in vak’a sayisinin artirilmasinin 6nemli oldugu diistintilmektedir.
Biitiin bunlara ragmen, ¢aligmamizin Tiirkiye’de bir ilk olmasi ve beslenme ile ilgili

olarak sosyoekonomik yoniiniin bulunmasi kanaatimizce 6nemlidir.



65

7. KAYNAKLAR:

1. Sahi T. Genetics and epidemiology of adult-type hypolactasia. Scand J
Gastroenterol Suppl. 1994;202:7-20.

2. Enattah NS, Sahi T, Savilahti E, Terwilliger JD, Peltonen L, Jarvela I
Identification of a variant associated with adult-type hypolactasia. Nat Genet.

2002 Feb;30(2):233-7.

3. Kuokkanen M, Enattah NS, Oksanen A, Savilahti E, Orpana A, Jarvela I.
Transcriptional regulation of the lactase-phlorizin hydrolase gene by

polymorphisms associated with adult-type hypolactasia. Gut. 2003
May;52(5):647-52.

4. Onat T. Karbonhidratlar. Onat T, Emerk K, Sénmez EY. Insan Biyokimyasi.
Ankara, 2006. Palme Yayincilik: 249-252

5. Bakan N.Disakkaridler, Oligosakkaridler ve Polisakkaridler. Onat T, Emerk K,
Sénmez EY. Insan Biyokimyasi. Ankara, 2006. Palme Yaymcilik: 290-298

6. Champe PC, Harvey RA, Ferrier DR. Lippincott’s illustrated Biochemstry.
Ulukaya E. Biyokimya. Ankara. Nobel Kitab Evi. 2007: 95-141

7. Champe PC, Harvey RA, Ferrier DR. Lippincott’s illustrated Biochemstry.
Ulukaya E. Biyokimya. Ankara. Nobel Kitab Evi. 2007: 85-87

8.  Murray RK, Garnner DK, Mayes PA, Rodwell VW. Harper’s Biyochemstry.
Dikmen N, Ozgiinen T. Haprper Biyokimyasi. Ankara. Nobel Kitab Evi.
2004:652 Harper sayfa 652

9. Sibley, Eric.  Carbonhydrate Intolerance. = Current Opinion in

Gastroenterology. March 2004. Volum 20, Issue 2 :pp 162-167

10. Naim HY, Sterchi EE, Lentze MJ. Biosynthesis of the human sucrase-isomaltase
complex. Differential O-glycosylation of the sucrase subunit correlates with its
position within the enzyme complex. J Biol Chem. 1988 May 25;263(15):7242-
53.



66

11.Naim HY, Sterchi EE, Lentze MJ. Biosynthesis and maturation of lactase-

phlorizin hydrolase in the human small intestinal epithelial cells. Biochem 1J.

1987 Jan 15;241(2):427-34.

12. Hauri HP, Sterchi EE, Bienz D, Fransen JA, Marxer A. Expression and

intracellular transport of microvillus membrane hydrolases in human intestinal

epithelial cells. J Cell Biol. 1985 Sep;101(3):838-51.

13. Launiala K. The effect of unabsorbed sucrose and mannitol on the small

intestinal flow rate and mean transit time. Scand J Gastroenterol. 1968;3(6):665-

71.

14. Houghton LA, Atkinson W, Whitaker RP, Whorwell PJ, Rimmer MJ. Increased

platelet depleted plasma 5-hydroxytryptamine concentration following meal
ingestion in symptomatic female subjects with diarrhoea predominant irritable

bowel syndrome. Gut. 2003 May;52(5):663-70.

15. Wackerbauer R, Schmidt T. Symbolic dynamics of jejunal motility in the

16.

irritable bowel. Chaos. 1999 Sep;9(3):805-811.

Cummings JH, Englyst HN. Fermentation in the human large intestine and the

available substrates. Am J Clin Nutr. 1987 May;45(5 Suppl):1243-55.

17.Hauri HP, Quaroni A, Isselbacher KJ. Biogenesis of intestinal plasma

membrane: posttranslational route and cleavage of sucrase-isomaltase. Proc Natl

Acad Sci U S A. 1979 Oct;76(10):5183-6.

18. Nichols BL, Avery S, Sen P, Swallow DM, Hahn D, Sterchi E. The maltase-

glucoamylase gene: common ancestry to sucrase-isomaltase  with
complementary starch digestion activities._ Proc Natl Acad Sci U S A. 2003 Feb
4;100(3):1432-7.

19. Nichols BL, Eldering J, Avery S, Hahn D, Quaroni A, Sterchi E. Human small

intestinal maltase-glucoamylase c¢DNA cloning. Homology to sucrase-

isomaltase. J Biol Chem. 1998 Jan 30;273(5):3076-81.

20. Nichols BL, Avery SE, Karnsakul W, Jahoor F, Sen P, Swallow DM,

Luginbuehl U, Hahn D, Sterchi EE. Congenital maltase-glucoamylase



21.

22,

23.

24

25.

26.

27.

28.

67

deficiency associated with lactase and sucrase deficiencies. J Pediatr

Gastroenterol Nutr. 2002 Oct;35(4):573-9.

Lebenthal E, Khin-Maung-U, Zheng BY, Lu RB, Lerner A. Small intestinal
glucoamylase deficiency and starch malabsorption: a newly recognized alpha-

glucosidase deficiency in children. J Pediatr. 1994 Apr;124(4):541-6.

Lifschitz CH, Boutton TW, Carrazza F, Beyreiss K, Schmitz J, Ricour C,
Shulman R, Nichols BL. A carbon-13 breath test to characterize glucose

absorption and utilization in children. J Pediatr Gastroenterol Nutr. 1988 Nov-

Dec;7(6):842-7.

Karnsakul W, Luginbuehl U, Hahn D, Sterchi E, Avery S, Sen P, Swallow D,
Nichols B. Disaccharidase activities in dyspeptic children: biochemical and

molecular investigations of maltase-glucoamylase activity. J Pediatr

Gastroenterol Nutr. 2002 Oct;35(4):551-6.

. Galand G. Brush border membrane sucrase-isomaltase, maltase-glucoamylase

and trehalase in mammals. Comparative development, effects of glucocorticoids,
molecular mechanisms, and phylogenetic implications. Comp Biochem Physiol

B. 1989;94(1):1-11.
Sacktor B, Berger SJ. Formation of trehalose from glucose in the renal cortex.
Biochem Biophys Res Commun. 1969 Jun 27;35(6):796-800.

Eze LC. Plasma trehalase activity and diabetes mellitus. Biochem Genet. 1989

Oct;27(9-10):487-95.

Yoshida K, Mizukawa H, Haruki E. Serum trehalase activity in patients with

rheumatoid arthritis. Clin Chim Acta. 1993 Apr 16;215(1):123-4.

Ishihara R, Taketani S, Sasai-Takedatsu M, Kino M, Tokunaga R, Kobayashi Y.
Molecular cloning, sequencing and expression of ¢cDNA encoding human

trehalase. Gene. 1997 Nov 20;202(1-2):69-74.



29.

30.

31.

32.

33.

34.

3s.

36.

37.

38.

39.

68

Bergoz R. Trehalose malabsorption causing intolerance to mushrooms. Report of

a probable case. Gastroenterology. 1971 May;60(5):909-12.

Madzarovova-Nohejlova J. Trehalase deficiency in a family. Gastroenterology.

1973 Jul;65(1):130-3.

Murray IA, Coupland K, Smith JA, Ansell ID, Long RG. Intestinal trehalase
activity in a UK population: establishing a normal range and the effect of

disease. Br J Nutr. 2000 Mar;83(3):241-5.

Gudmand-Hoyer E, Fenger HJ, Skovbjerg H, Kern-Hansen P, Madsen PR.
Trehalase deficiency in Greenland. Scand J Gastroenterol. 1988 Sep;23(7):775-
8.

Welsh JD, Poley JR, Bhatia M, Stevenson DE. Intestinal disaccharidase
activities in relation to age, race, and mucosal damage. Gastroenterology. 1978

Nov;75(5):847-55.

Arola H, Koivula T, Karvonen AL, Jokela H, Ahola T, Isokoski M. Low
trehalase activity is associated with abdominal symptoms caused by edible

mushrooms. Scand J Gastroenterol. 1999 Sep;34(9):898-903.

Holzel A, Schwarz V, Sutcliffe KW. Defective lactose absorption causing
malnutrition in infancy. Lancet. 1959 May 30;1(7083):1126-8.

Savilahti E, Launiala K, Kuitunen P. Congenital lactase deficiency. A clinical

study on 16 patients. Arch Dis Child. 1983 Apr;58(4):246-52.
Lifshitz F. Congenital lactase deficiency. J Pediatr. 1966 Aug;69(2):229-37.

Bjorksten B, Naaber P, Sepp E, Mikelsaar M. The intestinal microflora in
allergic Estonian and Swedish 2-year-old children. Clin Exp Allergy. 1999
Mar;29(3):342-6.

Colombo V, Lorenz-Meyer H, Semenza G. Small intestinal phlorizin hydrolase:
the "beta-glycosidase complex". Biochim Biophys Acta. 1973 Dec
19;327(2):412-24.



40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

69

Mantei N, Villa M, Enzler T, Wacker H, Boll W, James P, Hunziker W,
Semenza G. Complete primary structure of human and rabbit lactase-phlorizin
hydrolase: implications for biosynthesis, membrane anchoring and evolution of

the enzyme. EMBO J. 1988 Sep;7(9):2705-13.

Boll W, Wagner P, Mantei N. Structure of the chromosomal gene and cDNAs
coding for lactase-phlorizin hydrolase in humans with adult-type hypolactasia or

persistence of lactase. Am J Hum Genet. 1991 May;48(5):889-902.

Kruse TA, Bolund L, Grzeschik KH, Ropers HH, Sjostrom H, Noren O, Mantei
N, Semenza G. The human lactase-phlorizin hydrolase gene is located on

chromosome 2. FEBS Lett. 1988 Nov 21;240(1-2):123-6.

Jacob R, Weiner JR, Stadge S, Naim HY. Additional N-glycosylation and its
impact on the folding of intestinal lactase-phlorizin hydrolase. J Biol Chem.

2000 Apr 7;275(14):10630-7.

Naim HY, Lentze MJ. Impact of O-glycosylation on the function of human
intestinal lactase-phlorizin hydrolase. Characterization of glycoforms varying in
enzyme activity and localization of O-glycoside addition. J Biol Chem. 1992
Dec 15;267(35):25494-504.

Naim HY, Sterchi EE, Lentze MJ. Biosynthesis and maturation of lactase-
phlorizin hydrolase in the human small intestinal epithelial cells. Biochem J.

1987 Jan 15;241(2):427-34.

Wacker H, Keller P, Falchetto R, Legler G, Semenza G. Location of the two
catalytic sites in intestinal lactase-phlorizin hydrolase. Comparison with sucrase-
isomaltase and with other glycosidases, the membrane anchor of lactase-

phlorizin hydrolase. J Biol Chem. 1992 Sep 15;267(26):18744-52.

Danielsen EM, Skovbjerg H, Noren O, Sjostrom H. Biosynthesis of intestinal
microvillar proteins. Intracellular processing of lactase-phlorizin hydrolase.

Biochem Biophys Res Commun. 1984 Jul 18;122(1):82-90.



48.

49.

50.

51.

52.

53.

70

Buller HA, Montgomery RK, Sasak WV, Grand RJ. Biosynthesis, glycosylation,
and intracellular transport of intestinal lactase-phlorizin hydrolase in rat. J Biol

Chem. 1987 Dec 15;262(35):17206-11.

Naim HY, Naim H. Dimerization of lactase-phlorizin hydrolase occurs in the
endoplasmic reticulum, involves the putative membrane spanning domain and is
required for an efficient transport of the enzyme to the cell surface. Eur J Cell

Biol. 1996 Jul;70(3):198-208.

Danielsen EM. Biosynthesis of intestinal microvillar proteins. Dimerization of
aminopeptidase N and lactase-phlorizin hydrolase. Biochemistry. 1990 Jan
9;29(1):305-8.

Naim HY. The pro-region of human intestinal lactase-phlorizin hydrolase is
enzymatically inactive towards lactose. Biol Chem Hoppe Seyler. 1995

Apr;376(4):255-8.

Jacob R, Brewer C, Fransen JA, Naim HY. Transport, function, and sorting of
lactase-phlorizin hydrolase in Madin-Darby canine kidney cells. J Biol Chem.
1994 Jan 28;269(4):2712-21.

Jacob R, Zimmer KP, Naim H, Naim HY. The apical sorting of lactase-phlorizin
hydrolase implicates sorting sequences found in the mature domain. Eur J Cell

Biol. 1997 Jan;72(1):54-60.

54.Naim HY, Jacob R, Naim H, Sambrook JF, Gething MJ. The pro region of

5S.

56.

human intestinal lactase-phlorizin hydrolase. J Biol Chem. 1994 Oct
28;269(43):26933-43.

Jacob R, Peters K, Naim HY. The prosequence of human lactase-phlorizin
hydrolase modulates the folding of the mature enzyme. J Biol Chem. 2002 Mar
8;277(10):8217-25.

Simons K, Ikonen E. Functional rafts in cell membranes. Nature. 1997 Jun

5:387(6633):569-72.



71

57. Alfalah M, Jacob R, Preuss U, Zimmer KP, Naim H, Naim HY. O-linked

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

glycans mediate apical sorting of human intestinal sucrase-isomaltase through

association with lipid rafts. Curr Biol. 1999 Jun 3;9(11):593-6.

Naim HY. Processing and transport of human small intestinal lactase-phlorizin
hydrolase (LPH). Role of N-linked oligosaccharide modification. FEBS Lett.
1994 Apr 11;342(3):302-7.

Jacob R, Preuss U, Panzer P, Alfalah M, Quack S, Roth MG, Naim H, Naim
HY. Hierarchy of sorting signals in chimeras of intestinal lactase-phlorizin
hydrolase and the influenza virus hemagglutinin. J Biol Chem. 1999 Mar
19;274(12):8061-7.

Naim HY, Zimmer KP. Genetically Determined Disaccharidase Deficiency.
Walker, Goulet, Kleinman, Sherman, Shneider, Sanderson (edts). Pediatric

Gastrointestinal Disease, (880-893), Ontario, 2004.

Sahi T. Genetics and epidemiology of adult-type hypolactasia. Scand J
Gastroenterol Suppl. 1994;202:7-20.

Bayless TM, Rothfeld B, Massa C, Wise L, Paige D, Bedine MS. Lactose and
milk intolerance: clinical implications. N Engl J Med. 1975 May
29;292(22):1156-9.

Bedine MS, Bayless TM. Intolerance of small amounts of lactose by individuals

with low lactase levels. Gastroenterology. 1973 Nov;65(5):735-43.

Vesa TH, Korpela RA, Sahi T. Tolerance to small amounts of lactose in lactose

maldigesters. Am J Clin Nutr. 1996 Aug;64(2):197-201.

Suarez FL, Savaiano DA, Levitt MD. A comparison of symptoms after the
consumption of milk or lactose-hydrolyzed milk by people with self-reported
severe lactose intolerance. N Engl J Med. 1995 Jul 6;333(1):1-4.

Suarez FL, Savaiano D, Arbisi P, Levitt MD. Tolerance to the daily ingestion of
two cups of milk by individuals claiming lactose intolerance. Am J Clin Nutr.

1997 May;65(5):1502-6.



72

67. Malagelada JR. Lactose intolerance. N Engl J Med. 1995 Jul 6;333(1):53-4.

68. Houghton LA, Atkinson W, Whitaker RP, Whorwell PJ, Rimmer MJ. Increased
platelet depleted plasma 5-hydroxytryptamine concentration following meal

ingestion in symptomatic female subjects with diarrhoea predominant irritable

bowel syndrome. Gut. 2003 May;52(5):663-70.

69. Wackerbauer R, Schmidt T. Symbolic dynamics of jejunal motility in the
irritable bowel. Chaos. 1999 Sep;9(3):805-811.

70. Davidson GP, Robb TA. Value of breath hydrogen analysis in management of
diarrheal illness in childhood: comparison with duodenal biopsy. J Pediatr

Gastroenterol Nutr. 1985 Jun;4(3):381-7.

71. Lifschitz CH, Bautista A, Gopalakrishna GS, Stuff J, Garza C. Absorption and
tolerance of lactose in infants recovering from severe diarrhea. J Pediatr

Gastroenterol Nutr. 1985 Dec;4(6):942-8.

72.Forget P, Lombet J, Grandfils C, Dandrifosse G, Geubelle F. Lactase
insufficiency revisited. J Pediatr Gastroenterol Nutr. 1985 Dec;4(6):868-72.

73. Krasilnikoff PA, Gudman-Hoyer E, Moltke HH. Diagnostic value of
disaccharide tolerance tests in children. Acta Paediatr Scand. 1975

Sep;64(5):693-8.

74. Newcomer AD, McGill DB. Lactose tolerance tests in adults with normal lactase

activity. Gastroenterology. 1966 Mar;50(3):340-6.

75. Vonk RJ, Priebe MG, Koetse HA, Stellaard F, Lenoir-Wijnkoop I, Antoine JM,
Zhong Y, Huang CY. Lactose intolerance: analysis of underlying factors. Eur J

Clin Invest. 2003 Jan;33(1):70-5.

76. Kneepkens CM, Bijleveld CM, Vonk RJ, Fernandes J. The daytime breath
hydrogen profile in children with abdominal symptoms and diarrhoea. Acta

Paediatr Scand. 1986 Jul;75(4):632-8.



73

77.Smith JA, Mayberry JF, Ansell ID, Long RG. Small bowel biopsy for
disaccharidase levels: evidence that endoscopic forceps biopsy can replace the

Crosby capsule. Clin Chim Acta. 1989 Aug 31;183(3):317-21.

78. Rana SV, Bhasin DK, Katyal R, Singh K. Comparison of duodenal and jejunal
disaccharidase levels in patients with non ulcer dyspepsia. Trop Gastroenterol.

2001 Jul-Sep;22(3):135-6.

79. Newcomer AD, McGill DB. Distribution of disaccharidase activity in the small
bowel of normal and lactase-deficient subjects. Gastroenterology. 1966

Oct;51(4):481-8.

80. Aramayo LA, De Silva DG, Hughes CA, Brown GA, McNeish AS.
Disaccharidase activities in jejunal fluid. Arch Dis Child. 1983 Sep;58(9):686-
91.

81. Von Tirpitz C, Kohn C, Steinkamp M, Geerling I, Maier V, Méller P, Adler G,
Reinshagen M. Lactose intolerance in active Crohn's disease: clinical value of

duodenal lactase analysis. J Clin Gastroenterol. 2002 Jan;34(1):49-53.

82. Pfefferkorn MD, Fitzgerald JF, Croffie JM, Gupta SK, Corkins MR, Molleston
JP. Lactase deficiency: not more common in pediatric patients with
inflammatory bowel disease than in patients with chronic abdominal pain. J

Pediatr Gastroenterol Nutr. 2002 Sep;35(3):339-43.
83. http://digestive.niddk.nih.gov/ddiseases/pubs/lactoseintolerance/

84. www.healthsystem.virginia.edu/internet/digestiveealth/nutrition/LactoseContent.

pdf.

85. Birge SJ Jr, Keutmann HT, Cuatrecasas P, Whedon GD. Osteoporosis, intestinal
lactase deficiency and low dietary calcium intake. N Engl J Med. 1967 Feb
23;276(8):445-8.

86. Newcomer AD, Hodgson SF, McGill DB, Thomas PJ. Lactase deficiency:
prevalence in osteoporosis. Ann Intern Med. 1978 Aug;89(2):218-20.



87.

88.

89.

90.

91.

92.

74

Jarvis JK, Miller GD. Overcoming the barrier of lactose intolerance to reduce

health disparities. J Natl Med Assoc. 2002 Feb;94(2):55-66.

Baker SS, Cochran WJ, Flores CA, Georgieff MK, Jacobson MS, Jaksic T,
Krebs NF. American Academy of Pediatrics. Committee on Nutrition. Calcium
requirements of infants, children, and adolescents. Pediatrics. 1999 Nov;104(5

Pt 1):1152-7.

Kanabar D, Randhawa M, Clayton P. Improvement of symptoms in infant colic
following reduction of lactose load with lactase. J Hum Nutr Diet. 2001

Oct; 14(5):359-63.

Alavi AK, Squillante E 3rd, Mehta KA. Formulation of enterosoluble
microparticles for an acid labile protein. J Pharm Pharm Sci. 2002 Sep-

Dec;5(3):234-44.

Fenton TR, Belik J. Routine handling of milk fed to preterm infants can
significantly increase osmolality. J Pediatr Gastroenterol Nutr. 2002

Sep;35(3):298-302.

Erasmus HD, Ludwig-Auser HM, Paterson PG, Sun D, Sankaran K. Enhanced
weight gain in preterm infants receiving lactase-treated feeds: a randomized,

double-blind, controlled trial. J Pediatr. 2002 Oct;141(4):532-7.

93. Vilotte JL. Lowering the milk lactose content in vivo: potential interests,

94.

strategies and physiological consequences. Reprod Nutr Dev. 2002 Mar-
Apr;42(2):127-32.

Segall JJ. Dietary lactose as a possible risk factor for ischaemic heart disease:

review of epidemiology. Int J Cardiol. 1994 Oct;46(3):197-207.

95. Meloni GF, Colombo C, La Vecchia C, Ruggiu G, Mannazzu MC, Ambrosini G,

96.

Cherchi PL. Lactose absorption in patients with ovarian cancer. Am J

Epidemiol. 1999 Jul 15;150(2):183-6.

Cramer DW. Lactase persistence and milk consumption as determinants of

ovarian cancer risk. Am J Epidemiol. 1989 Nov;130(5):904-10.



75

97. Meloni T, Colombo C, Ogana A, Mannazzu MC, Meloni GF. Lactose absorption
in patients with glucose 6-phosphate dehydrogenase deficiency with and without

favism. Gut. 1996 Aug;39(2):210-3.

98. Anderson B, Vullo C. Did malaria select for primary adult lactase deficiency?
Gut. 1994 Oct;35(10):1487-9.

99. Simoons FJ. A geographic approach to senile cataracts: possible links with milk
consumption, lactase activity, and galactose metabolism. Dig Dis Sci. 1982

Mar;27(3):257-64.

100. Rinaldi E, Albini L, Costagliola C, De Rosa G, Auricchio G, De Vizia B,
Auricchio S. High frequency of lactose absorbers among adults with idiopathic
senile and presenile cataract in a population with a high prevalence of primary

adult lactose malabsorption. Lancet. 1984 Feb 18;1(8373):355-7.

101. Szilagyi A. Review article: lactose--a potential prebiotic. Aliment Pharmacol

Ther. 2002 Sep;16(9):1591-602.

102. Kozakova H, Rehakova Z, Kolinska J. Bifidobacterium bifidum
monoassociation of gnotobiotic mice: effect on enterocyte brush-border

enzymes. Folia Microbiol (Praha). 2001;46(6):573-6.

103. Lin MY, Dipalma JA, Martini MC, Gross CJ, Harlander SK, Savaiano DA.
Comparative effects of exogenous lactase (beta-galactosidase) preparations on in

vivo lactose digestion. Dig Dis Sci. 1993 Nov;38(11):2022-7.

104. Rasinpera H, Savilahti E, Enattah NS, Kuokkanen M, To6tterman N, Lindahl H,
Jarvela I, Kolho KL. A genetic test which can be used to diagnose adult-type
hypolactasia in children. Gut. 2004 Nov;53(11):1571-6.

105. Reasoner J, Maculan TP, Rand AG, Thayer WR Jr. Clinical studies with low-
lactose milk. Am J Clin Nutr. 1981 Jan;34(1):54-60.

106. Rask Pedersen E, Jensen BH, Jensen HJ, Keldsbo IL, Hylander Moller E,

Norby Rasmussen S. Lactose malabsorption and tolerance of lactose-hydrolyzed



76

milk. A double-blind controlled crossover study. Scand J Gastroenterol. 1982
Oct;17(7):861-4.

107. Nielsen OH, Schiotz PO, Rasmussen SN, Krasilnikoff PA. Calcium absorption
and acceptance of low-lactose milk among children with primary lactase

deficiency. J Pediatr Gastroenterol Nutr. 1984 Mar;3(2):219-23.

108. Onwulata CI, Rao DR, Vankineni P. Relative efficiency of yogurt, sweet
acidophilus milk, hydrolyzed-lactose milk, and a commercial lactase tablet in

alleviating lactose maldigestion. Am J Clin Nutr. 1989 Jun;49(6):1233-7.

109. Payne DL, Welsh JD, Manion CV, Tsegaye A, Herd LD. Effectiveness of milk
products in dietary management of lactose malabsorption. Am J Clin Nutr. 1981

Dec;34(12):2711-5.

110. Solomons NW, Guerrero AM, Torun B. Dietary manipulation of postprandial
colonic lactose fermentation: II. Addition of exogenous, microbial beta-

galactosidases at mealtime. Am J Clin Nutr. 1985 Feb;41(2):209-21.

111. Barillas C, Solomons NW. Effective reduction of lactose maldigestion in
preschool children by direct addition of beta-galactosidases to milk at mealtime.

Pediatrics. 1987 May;79(5):766-72.

112. Corazza GR, Benati G, Sorge M, Strocchi A, Calza G, Gasbarrini G. beta-
Galactosidase from Aspergillus niger in adult lactose malabsorption: a double-

blind crossover study. Aliment Pharmacol Ther. 1992 Feb;6(1):61-6.

113. Montalto M, Nucera G, Santoro L, Curigliano V, Vastola M, Covino M, Cuoco
L, Manna R, Gasbarrini A, Gasbarrini G. Effect of exogenous beta-galactosidase

in patients with lactose malabsorption and intolerance: a crossover double-blind

placebo-controlled study. Eur J Clin Nutr. 2005 Apr;59(4):489-93.

114. Montalto M, Curigliano V, Santoro L, Vastola M, Cammarota G, Manna R,
Gasbarrini A, Gasbarrini G. Management and treatment of lactose

malabsorption. World J Gastroenterol. 2006 Jan 14;12(2):187-91.



77

115. Rosado JL, Solomons NW, Lisker R, Bourges H. Enzyme replacement therapy
for primary adult lactase deficiency. Effective reduction of lactose
malabsorption and milk intolerance by direct addition of beta-galactosidase to

milk at mealtime. Gastroenterology. 1984 Nov;87(5):1072-82.

116. DiPalma JA, Collins MS. Enzyme replacement for lactose malabsorption using

a beta-D-galactosidase. J Clin Gastroenterol. 1989 Jun;11(3):290-3.

117. Biller JA, King S, Rosenthal A, Grand RJ. Efficacy of lactase-treated milk for
lactose-intolerant pediatric patients. J Pediatr. 1987 Jul;111(1):91-4.

118. Suarez FL, Savaiano DA, Levitt MD. Review article: the treatment of lactose
intolerance. Aliment Pharmacol Ther. 1995 Dec;9(6):589-97.

119. Suarez FL, Savaiano DA, Levitt MD. A comparison of symptoms after the
consumption of milk or lactose-hydrolyzed milk by people with self-reported

severe lactose intolerance. N Engl J Med. 1995 Jul 6;333(1):1-4.

120. Flood MT, Kondo M. Toxicity evaluation of a beta-galactosidase preparation
produced by Penicillium multicolor. Regul Toxicol Pharmacol. 2004

Dec;40(3):281-92.

121. Adolfsson O, Meydani SN, Russell RM. Yogurt and gut function. Am J Clin
Nutr. 2004 Aug;80(2):245-56.

122. Hove H, Norgaard H, Mortensen PB. Lactic acid bacteria and the human
gastrointestinal tract. Eur J Clin Nutr. 1999 May;53(5):339-50.

123. Bourlioux P, Pochart P. Nutritional and health properties of yogurt. World Rev
Nutr Diet. 1988;56:217-58.

124. Kolars JC, Levitt MD, Aouji M, Savaiano DA. Yogurt--an autodigesting
source of lactose. N Engl J Med. 1984 Jan 5;310(1):1-3.

125. McDonough FE, Hitchins AD, Wong NP, Wells P, Bodwell CE. Modification
of sweet acidophilus milk to improve utilization by lactose-intolerant persons.

Am J Clin Nutr. 1987 Mar;45(3):570-4.



78

126. Gorbach SL. Lactic acid bacteria and human health. Ann Med. 1990
Feb;22(1):37-41.

127. Savaiano DA, AbouElAnouar A, Smith DE, Levitt MD. Lactose malabsorption
from yogurt, pasteurized yogurt, sweet acidophilus milk, and cultured milk in

lactase-deficient individuals. Am J Clin Nutr. 1984 Dec;40(6):1219-23.

128. Mustapha A, Jiang T, Savaiano DA. Improvement of lactose digestion by
humans following ingestion of unfermented acidophilus milk: influence of bile
sensitivity, lactose transport, and acid tolerance of Lactobacillus acidophilus. J

Dairy Sci. 1997 Aug;80(8):1537-45.

129. Lin MY, Yen CL, Chen SH. Management of lactose maldigestion by
consuming milk containing lactobacilli. Dig Dis Sci. 1998 Jan;43(1):133-7.

130. Labayen I, Forga L, Gonzalez A, Lenoir-Wijnkoop I, Nutr R, Martinez JA.
Relationship between lactose digestion, gastrointestinal transit time and

symptoms in lactose malabsorbers after dairy consumption. Aliment Pharmacol

Ther. 2001 Apr;15(4):543-9.

131. de Vrese M, Stegelmann A, Richter B, Fenselau S, Laue C, Schrezenmeir J.

Probiotics--compensation for lactase insufficiency. Am J Clin Nutr. 2001

Feb;73(2 Suppl):421S-429S.

132. Leichter J. Comparison of whole milk and skim milk with aqueous lactose

solution in lactose tolerance testing. Am J Clin Nutr. 1973 Apr;26(4):393-6.

133. Spiller RC, Trotman IF, Higgins BE, Ghatei MA, Grimble GK, Lee YC,
Bloom SR, Misiewicz JJ, Silk DB. The ileal brake--inhibition of jejunal motility
after ileal fat perfusion in man. Gut. 1984 Apr;25(4):365-74.

134. Holgate AM, Read NW. Effect of ileal infusion of intralipid on gastrointestinal
transit, ileal flow rate, and carbohydrate absorption in humans after ingestion of

a liquid meal. Gastroenterology. 1985 Apr;88(4):1005-11.



79

135. Houghton LA, Mangnall YF, Read NW. Effect of incorporating fat into a
liquid test meal on the relation between intragastric distribution and gastric

emptying in human volunteers. Gut. 1990 Nov;31(11):1226-9.

136. Cavalli-Sforza LT, Strata A. Double-blind study on the tolerance of four types
of milk in lactose malabsorbers and absorbers. Hum Nutr Clin Nutr. 1987

Jan;41(1):19-30.

137. Vesa TH, Marteau PR, Briet FB, Boutron-Ruault MC, Rambaud JC. Raising
milk energy content retards gastric emptying of lactose in lactose-intolerant
humans with little effect on lactose digestion. J Nutr. 1997 Dec;127(12):2316-
20.

138. Martini MC, Savaiano DA. Reduced intolerance symptoms from lactose

consumed during a meal. Am J Clin Nutr. 1988 Jan;47(1):57-60.

139. Peuhkuri K, Vapaatalo H, Nevala R, Korpela R. Influence of the
pharmacological modification of gastric emptying on lactose digestion and

gastrointestinal symptoms. Aliment Pharmacol Ther. 1999 Jan;13(1):81-6.

140. Motouri M, Matsuyama H, Yamamura J, Tanaka M, Aoe S, Iwanaga T,
Kawakami H. Milk sphingomyelin accelerates enzymatic and morphological
maturation of the intestine in artificially reared rats. J Pediatr Gastroenterol Nutr.

2003 Feb;36(2):241-7.

141. Buchmiller-Crair TL, Gregg JP, Rivera FA Jr, Choi RS, Diamond JM,
Fonkalsrud EW. Delayed disaccharidase development in a rabbit model of
intrauterine growth retardation. Pediatr Res. 2001 Oct;50(4):520-4.

142. Lee PC, Struve M, Raff H. Effects of hypoxia on the development of intestinal
enzymes in neonatal and juvenile rats. Exp Biol Med (Maywood). 2003

Jun;228(6):717-23.

143. Antonowicz I, Lebenthal E. Developmental pattern of small intestinal

enterokinase and disaccharidase activities in the human fetus. Gastroenterology.

1977 Jun;72(6):1299-303.



80

144. McClure RJ, Newell SJ. Randomized controlled study of digestive enzyme
activity following trophic feeding. Acta Paediatr. 2002;91(3):292-6.

145. Sangild PT, Petersen YM, Schmidt M, Elnif J, Petersen TK, Buddington RK,
Greisen G, Michaelsen KF, Burrin DG. Preterm birth affects the intestinal

response to parenteral and enteral nutrition in newborn pigs. J Nutr. 2002

Dec;132(12):3786-94.

146. Gilat T, Russo S, Gelman-Malachi E, Aldor TA. Lactase in man: a
nonadaptable enzyme. Gastroenterology. 1972 Jun;62(6):1125-7.

147. Habte D, Sterky G, Hjalmarsson B. Lactose malabsorption in Ethiopian
children. Acta Paediatr Scand. 1973 Nov;62(6):649-54.

148. Stephenson LS, Latham MC. Lactose intolerance and milk consumption: the

relation of tolerance to symptoms. Am J Clin Nutr. 1974 Mar;27(3):296-303.

149. Sadre M, Karbasi K. Lactose intolerance in Iran. Am J Clin Nutr. 1979
Sep;32(9):1948-54.

150. Johnson AO, Semenya JG, Buchowski MS, Enwonwu CO, Scrimshaw NS.
Adaptation of lactose maldigesters to continued milk intakes. Am J Clin Nutr.

1993 Dec;58(6):879-81.

151. Hertzler SR, Savaiano DA. Colonic adaptation to daily lactose feeding in
lactose maldigesters reduces lactose intolerance. Am J Clin Nutr. 1996

Aug;64(2):232-6.

152. Hertzler SR, Savaiano DA, Levitt MD. Fecal hydrogen production and
consumption measurements. Response to daily lactose ingestion by lactose

maldigesters. Dig Dis Sci. 1997 Feb;42(2):348-53.

153. Hill MJ. Bacterial adaptation to lactase deficiency. Delmont J, ed. Milk

intolerances and rejection. Basel, Switzerland: Karger, 1983: 22-26.



81

154. Perman JA, Modler S, Olson AC. Role of pH in production of hydrogen from
carbohydrates by colonic bacterial flora. Studies in vivo and in vitro. J Clin

Invest. 1981 Mar;67(3):643-50.

155. Haverberg L, Kwon PH, Scrimshaw NS. Comparative tolerance of adolescents
of differing ethic backgrounds to lactose-containing and lactose-free dairy
drinks. I. Initial experience with a double-blind procedure. Am J Clin Nutr. 1980
Jan;33(1):17-21.

156. Vonk RJ, Priebe MG, Koetse HA, Stellaard F, Lenoir-Wijnkoop I, Antoine JM,
Zhong Y, Huang CY. Lactose intolerance: analysis of underlying factors. Eur J

Clin Invest. 2003 Jan;33(1):70-5.

157. Ingram CJ, Elamin MF, Mulcare CA, Weale ME, Tarekegn A, Raga TO,
Bekele E, Elamin FM, Thomas MG, Bradman N, Swallow DM. A novel
polymorphism associated with lactose tolerance in Africa: multiple causes for

lactase persistence? Hum Genet. 2007 Feb;120(6):779-88.

158. Tishkoff SA, Reed FA, Ranciaro A, Voight BF, Babbitt CC, Silverman JS,
Powell K, Mortensen HM, Hirbo JB, Osman M, Ibrahim M, Omar SA, Lema G,
Nyambo TB, Ghori J, Bumpstead S, Pritchard JK, Wray GA, Deloukas P.
Convergent adaptation of human lactase persistence in Africa and Europe. Nat

Genet. 2007 Jan;39(1):31-40.

159. Imtiaz F, Savilahti E, Sarnesto A, Trabzuni D, Al-Kahtani K, Kagevi I, Rashed
MS, Meyer BF, Jarvela I. The T/G 13915 variant upstream of the lactase gene

(LCT) is the founder allele of lactase persistence in an urban Saudi population. J

Med Genet. 2007 Oct;44(10):e89.

160. Enattah NS, Jensen TG, Nielsen M, Lewinski R, Kuokkanen M, Rasinpera H,
El-Shanti H, Seo JK, Alifrangis M, Khalil IF, Natah A, Ali A, Natah S, Comas
D, Mehdi SQ, Groop L, Vestergaard EM, Imtiaz F, Rashed MS, Meyer B,
Troelsen J, Peltonen L. Independent introduction of two lactase-persistence

alleles into human populations reflects different history of adaptation to milk

culture. Am J Hum Genet. 2008 Jan;82(1):57-72.



82

161. http://consensus.nih.gov/2010/lactoseabstracts.htm

162. Rasinpera H, Forsblom C, Enattah NS, Halonen P, Salo K, Victorzon M,
Mecklin JP, Jarvinen H, Enholm S, Sellick G, Alazzouzi H, Houlston R,
Robinson J, Groop PH, Tomlinson I, Schwartz S Jr, Aaltonen LA, Jarvela I. The
C/C-13910 genotype of adult-type hypolactasia is associated with an increased
risk of colorectal cancer in the Finnish population. Gut. 2005 May;54(5):643-7.

163. Kuokkanen M, Butzow R, Rasinpera H, Medrek K, Nilbert M, Malander S,
Lubinski J, Jarvela 1. Lactase persistence and ovarian carcinoma risk in Finland,

Poland and Sweden. Int J Cancer. 2005 Oct 20;117(1):90-4.

164. Bodlaj G, Stocher M, Hufnagl P, Hubmann R, Biesenbach G, Stekel H, Berg J.
Genotyping of the lactase-phlorizin hydrolase -13910 polymorphism by

LightCycler PCR and implications for the diagnosis of lactose intolerance. Clin

Chem. 2006 Jan;52(1):148-51.

165. Rasinpera H, Saarinen K, Pelkonen A, Jarvela I, Savilahti E, Kolho KL.
Molecularly defined adult-type hypolactasia in school-aged children with a

previous history of cow's milk allergy. World J Gastroenterol. 2006 Apr
14;12(14):2264-8.

166. Lehtimaki T, Hemminki J, Rontu R, Mikkila V, Rasanen L, Laaksonen M,
Hutri-Kahonen N, Kahonen M, Viikari J, Raitakari O. The effects of adult-type
hypolactasia on body height growth and dietary calcium intake from childhood
into young adulthood: a 21-year follow-up study--the Cardiovascular Risk in

Young Finns Study. Pediatrics. 2006 Oct;118(4):1553-9.

167. Lember M, Torniainen S, Kull M, Kallikorm R, Saadla P, Rajasalu T, Komu
H, Jarvela I. Lactase non-persistence and milk consumption in Estonia. World J

Gastroenterol. 2006 Dec 7;12(45):7329-31.

168. Borinskaia SA, Rebrikov DV, Nefedova VV, Kofiadi IA, Sokolova MV,
Kolchina EV, Kulikova EA, Chernyshov VN, Kutsev SI, Polonikov AV, Ivanov
VP, Kozlov Al, Iankovskii NK. Molecular diagnosis and frequencies of primary



83

hypolactasia in populations of RUSSIA and neighboring countries. Genetika.
2005 Aug;41(8):1132-6.

169. Anthoni SR, Rasinperd HA, Kotamies AJ, Komu HA, Pihlajamaki HK, Kolho
KL, Jarvela IE. Molecularly defined adult-type hypolactasia among working age

people with reference to milk consumption and gastrointestinal symptoms.

World J Gastroenterol. 2007 Feb 28;13(8):1230-5.

170. Torniainen S, Hedelin M, Autio V, Rasinpera H, Balter KA, Klint A, Bellocco
R, Wiklund F, Stattin P, Ikonen T, Tammela TL, Schleutker J, Gronberg H,
Jarvela I. Lactase persistence, dietary intake of milk, and the risk for prostate

cancer in Sweden and Finland. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev. 2007

May;16(5):956-61.

171. Enattah NS, Kuokkanen M, Forsblom C, Natah S, Oksanen A, Jarvela I,
Peltonen L, Savilahti E. Correlation of intestinal disaccharidase activities with
the C/T-13910 variant and age. World J Gastroenterol. 2007 Jul 7;13(25):3508-
12.

172. Enattah NS, Trudeau A, Pimenoff V, Maiuri L, Auricchio S, Greco L, Rossi M,
Lentze M, Seo JK, Rahgozar S, Khalil I, Alifrangis M, Natah S, Groop L, Shaat
N, Kozlov A, Verschubskaya G, Comas D, Bulayeva K, Mehdi SQ, Terwilliger
JD, Sahi T, Savilahti E, Perola M, Sajantila A, Jarvela I, Peltonen L. Evidence of
still-ongoing convergence evolution of the lactase persistence T-13910 alleles in

humans. Am J Hum Genet. 2007 Sep;81(3):615-25.

173. Schirru E, Corona V, Usai-Satta P, Scarpa M, Cucca F, De Virgiliis S, Rossino
R, Frau F, Macis MD, Jores RD, Congia M. Decline of lactase activity and c/t-
13910 variant in Sardinian childhood. J Pediatr Gastroenterol Nutr. 2007
Oct;45(4):503-6.

174. Lehtimaki T, Hutri-Kahénen N, Kahonen M, Hemminki J, Mikkila V,
Laaksonen M, Rasanen L, Mononen N, Juonala M, Marniemi J, Viikari J,

Raitakari O. Adult-type hypolactasia is not a predisposing factor for the early



84

functional and structural changes of atherosclerosis: the Cardiovascular Risk in

Young Finns Study. Clin Sci (Lond). 2008 Nov;115(9):265-71.

175. Waud JP, Matthews SB, Campbell AK. Measurement of breath hydrogen and
methane, together with lactase genotype, defines the current best practice for

investigation of lactose sensitivity. Ann Clin Biochem. 2008 Jan;45(Pt 1):50-8.

176. Krawczyk M, Wolska M, Schwartz S, Gruenhage F, Terjung B, Portincasa P,
Sauerbruch T, Lammert F. Concordance of genetic and breath tests for lactose
intolerance in a tertiary referral centre. J Gastrointestin Liver Dis. 2008

Jun;17(2):135-9.

177. Mottes M, Belpinati F, Milani M, Saccomandi D, Petrelli E, Calacoci M,
Chierici R, Pignatti PF, Borgna-Pignatti C. Genetic testing for adult-type
hypolactasia in Italian families. Clin Chem Lab Med. 2008;46(7):980-4.

178. Jorgensen MK, Thode J, Davidsen B, Gerner C, Bathum L. Diagnosing lactose
intolerance in adults. Ugeskr Laeger. 2008 Oct 13;170(42):3309-12.

179. Bacsi K, Hitre E, Kosa JP, Horvath H, Lazary A, Lakatos PL, Balla B, Budai
B, Lakatos P, Speer G. Effects of the lactase 13910 C/T and calcium-sensor
receptor A986S G/T gene polymorphisms on the incidence and recurrence of

colorectal cancer in Hungarian population. BMC Cancer. 2008 Nov 3;8:317.

180. Nagy D, Bogacsi-Szabo E, Varkonyi A, Csanyi B, Czibula A, Bede O, Tari B,
Rasko 1. Prevalence of adult-type hypolactasia as diagnosed with genetic and
lactose hydrogen breath tests in Hungarians. Eur J Clin Nutr. 2009
Jul;63(7):909-12.

181. Khabarova YA, Torniainen ST, Nurmi HA, Jarvela IE, Isokoski MK, Mattila
KJ. Prevalence of lactase persistent/non-persistent genotypes and milk

consumption in a young population in north-west Russia. World J Gastroenterol.

2009 Apr 21;15(15):1849-53.

182. Babu J, Kumar S, Babu P, Prasad JH, Ghoshal UC. Frequency of lactose

malabsorption among healthy southern and northern Indian populations by



85

genetic analysis and lactose hydrogen breath and tolerance tests. Am J Clin

Nutr. 2010 Jan;91(1):140-6.

183. Khabarova Y, Torniainen S, Savilahti E, Isokoski M, Mattila K, Jarvela I. The
-13914G>A variant upstream of the lactase gene (LCT) is associated with

lactase persistence/non-persistence. Scand J Clin Lab Invest. 2010 May 31.

184. Olds LC, Sibley E. Lactase persistence DNA variant enhances lactase promoter
activity in vitro: functional role as a cis regulatory element. Hum Mol Genet.

2003 Sep 15;12(18):2333-40.

185. Troelsen JT, Olsen J, Moller J, Sjostrom H. An upstream polymorphism
associated with lactase persistence has increased enhancer activity.

Gastroenterology. 2003 Dec;125(6):1686-94.

186. Bulhoes AC, Goldani HA, Oliveira FS, Matte US, Mazzuca RB, Silveira TR.
Correlation between lactose absorption and the C/T-13910 and G/A-22018
mutations of the lactase-phlorizin hydrolase (LCT) gene in adult-type
hypolactasia. Braz J Med Biol Res. 2007 Nov;40(11):1441-6.

187. Bersaglieri T, Sabeti PC, Patterson N, Vanderploeg T, Schaffner SF, Drake JA,
Rhodes M, Reich DE, Hirschhorn JN. Genetic signatures of strong recent

positive selection at the lactase gene. Am J Hum Genet. 2004 Jun;74(6):1111-
20.

188. Coelho M, Luiselli D, Bertorelle G, Lopes Al, Seixas S, Destro-Bisol G, Rocha
J. Microsatellite variation and evolution of human lactase persistence. Hum

Genet. 2005 Aug;117(4):329-39.

189. Hogenauer C, Hammer HF, Mellitzer K, Renner W, Krejs GJ, Toplak H.
Evaluation of a new DNA test compared with the lactose hydrogen breath test
for the diagnosis of lactase non-persistence. Eur J Gastroenterol Hepatol. 2005

Mar;17(3):371-6.

190. Schirru E, Corona V, Usai-Satta P, Scarpa M, Oppia F, Loriga F, Cucca F, De
Virgiliis S, Rossino R, Macis MD, Jores RD, Congia M. Genetic testing



86

improves the diagnosis of adult type hypolactasia in the Mediterranean

population of Sardinia. Eur J Clin Nutr. 2007 Oct;61(10):1220-5.

191. Kerber M, Oberkanins C, Kriegshauser G, Kollerits B, Dossenbach-Glaninger
A, Fuchs D, Ledochowski M. Hydrogen breath testing versus LCT genotyping

for the diagnosis of lactose intolerance: a matter of age? Clin Chim Acta. 2007

Aug;383(1-2):91-6.

192. Meloni GF, Colombo C, La Vecchia C, Pacifico A, Tomasi P, Ogana A,
Marinaro AM, Meloni T. High prevalence of lactose absorbers in Northern
Sardinian patients with type 1 and type 2 diabetes mellitus. Am J Clin Nutr.
2001 Mar;73(3):582-5.

193. Caspary WF, Rhein AM, Creutzfeldt W. Increase of intestinal brush border
hydrolases in mucosa of streptozotocin-diabetic rats. Diabetologica.

1972;8:412-4.

194. Madara JL, Wolf JL, Trier JS. Structural features of the rat small intestinal
microvillous membrane in acute experimental diabetes. Dig Dis Sci.

1982;27:801-6.

195. Enattah NS, Forsblom C, Rasinpera H, Tuomi T, Groop PH, Jarvela 1. The
genetic variant of lactase persistence C (-13910) T as a risk factor for type I and

II diabetes in the Finnish population. Eur J Clin Nutr. 2004 Sep;58(9):1319-22.

196. Almon R, Alvarez-Leon EE, Engfeldt P, Serra-Majem L, Magnuson A, Nilsson
TK. Associations between lactase persistence and the metabolic syndrome in a

cross-sectional study in the Canary Islands. Eur J Nutr. 2009 Oct 22.

197. Simoons FJ. A geographic approach to senile cataracts: possible links with
milk consumption, lactase activity, and galactose metabolism. Dig Dis Sci. 1982

Mar;27(3):257-64.

198. Stambolian D. Galactose and cataract. Surv Ophthalmol. 1988 Mar-
Apr;32(5):333-49.



87

199. Couet C, Jan P, Debry G. Lactose and cataract in humans: a review. ] Am Coll
Nutr. 1991 Feb;10(1):79-86.

200. Reddy VN, Schwass D, Chakrapani B, Lim CP. Biochemical changes
associated with the development and reversal of galactose cataracts. Exp Eye

Res. 1976 Nov;23(5):483-93.

201. Mackic JB, Ross-Cisneros FN, McComb JG, Bekhor I, Weiss MH, Kannan R,
Zlokovic BV. Galactose-induced cataract formation in guinea pigs: morphologic
changes and accumulation of galactitol. Invest Ophthalmol Vis Sci. 1994
Mar;35(3):804-10.

202. Obermayer-Pietsch BM, Bonelli CM, Walter DE, Kuhn RJ, Fahrleitner-
Pammer A, Berghold A, Goessler W, Stepan V, Dobnig H, Leb G, Renner W.
Genetic predisposition for adult lactose intolerance and relation to diet, bone

density, and bone fractures. J] Bone Miner Res. 2004 Jan;19(1):42-7.

203. Enattah N, Valimaki VV, Valimaki MJ, Loyttyniemi E, Sahi T, Jarvela L.
Molecularly defined lactose malabsorption, peak bone mass and bone turnover

rate in young finnish men. Calcif Tissue Int. 2004 Dec;75(6):488-93.

204. Esterle L, Sabatier JP, Guillon-Metz F, Walrant-Debray O, Guaydier-
Souquieres G, Jehan F, Garabedian M. Milk, rather than other foods, is

associated with vertebral bone mass and circulating IGF-1 in female adolescents.

Osteoporos Int. 2009 Apr;20(4):567-75.

205. Enattah NS, Sulkava R, Halonen P, Kontula K, Jarvela I. Genetic variant of
lactase-persistent C/T-13910 is associated with bone fractures in very old age. J

Am Geriatr Soc. 2005 Jan;53(1):79-82.

206. Laaksonen MM, Impivaara O, Sievanen H, Viikari JS, Lehtimaki TJ, Lamberg-
Allardt CJ, Karkkainen MU, Valimaki M, Heikkinen J, Kroger LM, Kroger HP,
Jurvelin JS, Kahonen MA, Raitakari OT; Cardiovascular Risk in Young Finns
Study Group. Associations of genetic lactase non-persistence and sex with bone

loss in young adulthood. Bone. 2009 May;44(5):1003-9.



88

207. Piepoli A, Schirru E, Mastrorilli A, Gentile A, Cotugno R, Quitadamo M,
Merla A, Congia M, Usai Satta P, Perri F. Genotyping of the lactase-phlorizin
hydrolase c/t-13910 polymorphism by means of a new rapid denaturing high-
performance liquid chromatography-based assay in healthy subjects and

colorectal cancer patients. J Biomol Screen. 2007 Aug;12(5):733-9.

208. Goodman MT, Wu AH, Tung KH, McDuffie K, Kolonel LN, Nomura AM,
Terada K, Wilkens LR, Murphy S, Hankin JH. Association of dairy products,
lactose, and calcium with the risk of ovarian cancer. Am J Epidemiol

2002;156:148-57.

209. Bidoli E, La Vecchia C, Talamini R, Negri E, Parpinel M, Conti E, Montella
M, Carbone MA, Franceschi S. Micronutrients and ovarian cancer: a case-

control study in Italy. Ann Oncol 2001;12:1589-93.

210. Timpson NJ, Brennan P, Gaborieau V, Moore L, Zaridze D, Matveev V,
Szeszenia-Dabrowska N, Lissowska J, Mates D, Bencko V, Foretova L, Janout
V, Chow WH, Rothman N, Boffetta P, Harbord RM, Smith GD. Can lactase
persistence genotype be used to reassess the relationship between renal cell
carcinoma and milk drinking? Potentials and problems in the application of
Mendelian randomization. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev. 2010

May;19(5):1341-8.
211. Green PH, Jabri B. Celiac disease. Annu Rev Med. 2006;57:207-21.

212. Dieterich W, Esslinger B, Schuppan D. Pathomechanisms in celiac disease. Int

Arch Allergy Immunol. 2003 Oct;132(2):98-108.

213. Jones RB, Robins GG, Howdle PD. Advances in celiac disease. Curr Opin
Gastroenterol. 2006 Mar;22(2):117-23.

214. Wahab PJ, Meijer JW, Dumitra D, Goerres MS, Mulder CJ. Coeliac disease:
more than villous atrophy. Rom J Gastroenterol. 2002 Jun;11(2):121-7.

215. See J, Murray JA. Gluten-free diet: the medical and nutrition management of

celiac disease. Nutr Clin Pract. 2006 Feb;21(1):1-15.



89

216. Chorzelski TP, Beutner EH, Sulej J, Tchorzewska H, Jablonska S, Kumar V,
Kapuscinska A. IgA anti-endomysium antibody. A new immunological marker
of dermatitis herpetiformis and coeliac disease. Br J Dermatol. 1984

Oct;111(4):395-402.

217. James MW, Scott BB. Endomysial antibody in the diagnosis and management
of coeliac disease. Postgrad Med J. 2000 Aug;76(898):466-8.

218. Gheller-Rigoni Al, Yale SH, Abdulkarim AS. Celiac Disease: celiac sprue,
gluten-sensitive enteropathy. Clin Med Res. 2004 Feb;2(1):71-2.

219. http://www.nlm.nih.gov/medlineplus/ency/article/003500.htm

220. http://www.foodscience.uoguelph.ca/dairyedu/yogurt.html




90

6
ATATURK UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI DEKANLIGI
TIBBI BIYOKIMYA ANABILIM DALI

LAKTOZ INTOLERANSI BULUNANLARDA LAKTAZ (-13910 T/C VE 2248 A/G)
GEN POLIMORFiZMININ BELIRLENMESI

Dr. Canan YIiGIT

Uzmanhk Egitimine Baglama Tarihi: 01.08.2006
Uzmanlhk Egitimini Bitirme Tarihi : 18.08.2010

Uzmanlik Sinavi Tarihi : 18.08.2010

Tez Danisman : Prof. Dr. Ebubekir BAKAN Jﬁtgﬁu%

Jiiri Uyesi : Prof. Dr. Yasar Nuri SAHIN . W,@‘g’,‘
Jiiri Uyesi : Prof. Dr. Nuri BAKAN ™ =

Jiiri Uyesi : Prof. Dr, Zuhal UMUDU

Jiiri Uyesi : Prof. Dr. Halil YAZGI Va—’”"‘””)’ '

-

Prof. Dr| Ebubekir BAKAN
Tibbi Biyokimya AD Bagkam

Agustos-2010
ERZURUM



