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Tuberkulose og molekylaerbiologi
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Isik Somuncu Johansen & Vibeke Ostergaard Thomsen

Mykobakterier er besveerlige at arbejde med. I saerdeleshed
de sygdomsfremkaldende eksemplarer af arten Mycobacte-
rium tuberculosis og de naert beslegtede medlemmer af
det sakaldte M. tuberculosis-kompleks. Det er langsomt vok-
sende bakterier med en fedtholdig veeg, der er vanskelig at
lysere, bakterierne vokser i pseudosyncytier — dvs. i »klum-
per«, og de skal hindteres i sarlige sikkerhedslaboratorier
pa grund af deres smittefarlighed. M. lepra kan stadig ikke
dyrkes in vitro. Molekylarbiologiske metoder var derfor vel-
komne og oplagte redskaber i tuberkulose- og lepraforsk-
ningen, og har siden begyndelsen af 1980’erne varet an-
vendt inden for neesten alle discipliner. Det viste sig at vaere
forholdsvis ukompliceret at klone og udtrykke mykobakte-
rielle gener i andre prokaryote organismer, mens det at kon-
struere andringer i mykobakteriers genom er mere kompli-
ceret.

Hovedformaélet med tuberkuloseforskning er ultimativt at
bremse stigningen i nye tuberkulosetilfeelde og at bringe
sygdommen under kontrol. Sygdommen herger med storst
kraft i de dele af verden, som har faerrest ressourcer (Asien,
Afrika, Sydamerika og Qsteuropa), og problemer med sam-
tidig hiv-infektion og stigende forekomst af behandlingsresi-
stent tuberkulose gor ikke problemet mindre. Overskriften
pé disse tiltag er derfor ikke overraskende: bedre diagno-
stika til hurtigere diagnoser og hurtigere behandling af
smittefarlige patienter, nye antibiotika til behandling af re-
sistente bakterier og supplement af de eksisterende (fa)
tilgaengelige antibiotika samt en bedre og mere effektiv vac-
cine til erstatning for Calmette-vaccinen, der dels er vanske-
lig at producere og administrere og tilsyneladende heller
ikke er effektiv nok. En rackke basale spergsmaél vedrerende
sygdomspatogenese kraver fortsat belysning. Hvad skal
der til for at gere et individ immun over for tuberkulose? —
Man kan jo godt fa tuberkulose to gange. Hvorfor er det
ikke alle, der smittes med tuberkulose, der bliver syge?

De molekylaerbiologiske metoder var initialt forbeholdt
de ressourcestaerke lande, men tuberkulose er et eksempel

pa et sundhedsproblem, hvor teknologiudviklingen er pa vej
med enkle assays, der kan anvendes i teknologisk mindre
veludrustede laboratorier. Pavisning af DNA fra mykobak-
terier med akkrediterede metoder har siden midten af
1990’erne veaeret anerkendt i tuberkulosediagnostik bade
her i landet og i USA. Mikroskopi er fortsat uovertruffen
med hensyn til pris og hurtighed, men sensitiviteten er selv i
gode laboratorier hejst 50% i forhold til sensitiviteten ved
dyrkning. DNA-baserede diagnostiske test var i flere ar do-
mineret af Roches patent pa omradet, men der konkurreres
til stadighed om at udvikle andre diagnostiske assays. Analy-
serne er dog fortsat teknologikraevende. Selv om smitterisi-
koen for laboratoriepersonalet minimeres, nar der arbejdes
med varmedenatureret DNA, er der behov for faciliteter, der
beskytter preoverne mod krydskontamination. Tendensen
gar alt i alt mod hurtigere og mere brugervenlige analyser,
og nu venter vi blot p4, at prisen skal falde.

Artshestemmelse af mykobakterier ved klassiske mikro-
biologiske metoder er begraenset af bakteriernes lang-
somme vakst. Nu foregar al rutinetypebestemmelse her i
landet ved probeteknik, hvor DNA fra de isolerede myko-
bakterier polymerase chain reaction (PCR)-amplificeres og
hybridiseres i et dot-blot-assay til et panel af de 90% hyppigst
forekommende mykobakterier i et kommercielt tilgaengeligt
assay (1). Selve analysen er tilendebragt i lebet af fa timer,
og de resterende 10% identificeres ved sekventering af ge-
net, der koder for 16S5-RNA. Et mikro-chip-assay til pavisning
og samtidig artsidentifikation af PCR-amplificeret materiale
direkte fra patientpreven er under udvikling.

Resistensundersogelser er pa vej i samme retning. I de
seneste ar er den molekylarbiologiske basis for de fire stan-
dardantituberkulese stoffer: rifampicin, isoniazid, etham-
butol og pyrazinamid blevet kortlagt. Virkningsmekanis-
merne er forskellige og resistensmekanismerne ligesa.
Indtil videre er kun rifampicinresistensbestemmelse som
PCR-baseret analyse kommercielt tilgeengelig, men forslag
til pavisning af resistensgivende mutationer for de tre andre
stoffer er blevet publiceret.

Gennem arene har man fiet delvis indblik i mykobakte-
riers genom gennem kloning og sekventering af stadig
starre fragmenter. I 1998 blev den komplette genomsekvens
fra M. tuberculosis publiceret: laboratoriestammen H37Rv



(2) og senere et klinisk isolat fra USA (Oshkosh isolatet
= CDC1551) takket veere to malrettede sekventeringspro-
grammer. Siden er genomsekvensen for M. lepra, M. bovis
og M. smegmatis blevet tilgaengelig og sekventeringen af M.
avium og M. paratuberculosis forventes afsluttet i lobet af
2002. Adgang til disse data giver helt nye muligheder for at
fa indblik i, hvor mykobakterier adskiller sig fra andre
mikroorganismer. M. tuberculosis-genomet er pa storrelse
med E. coli-genomet (4,4 x 108 basepar), og der er fundet ca.
4.000 dbne laeserammer dvs. mulige genprodukter. 15% af
disse har homologi med genprodukter med en kendt funk-
tion i andre bakteriearter, mens 42% af disse ikke umiddel-
bart minder om noget, man kender. En stor del af genomet
koder for enzymer, der har betydning for cellevaegssyntese
og lipogenese eller lipolyse. Studier af metaboliske pathways
giver forhabentlig ideer til nye antituberkulose midler.

Repetitive elementer med forskellige kendetegn findes
spredt over hele det mykobakterielle genom. Nogle er tilsy-
neladende unikke for mykobakterier, mens andre har lighed
med transposons- eller insertions (IS)-elementer, som de
kendes fra andre prokaryote organismer. Selv om disse
repetitive elementer bidrager til den genetiske evolution, og
transposons i deres natur har evnen til at »transposere« —
dvs. flytte sig til et andet sted pa kromosomet eller give
anledning til duplikationer eller deletioner - er et af disse IS-
elementer, IS6110, sa stabilt, at det er praktisk anvendeligt
som genetisk marker. IS-elementernes relative placering pa
kromosomet kan erkendes visuelt ved restriktionsfragment-
analyse med efterfolgende probning med et meerket 1S6110
fragment (southern blot-teknik). Herved frembringes et sa-
kaldt DNA-fingeraftryk af de enkelte bakterieisolater. Ana-
lysen har vundet stor udbredelse internationalt, og det er
muligt elektronisk at udveksle disse data med andre labora-
torier (3). I Danmark er der foretaget DNA-typning af alle
nye tuberkulosetilfeelde siden 1992, hvilket har givet en ny
vinkel til den klassiske epidemiologi. Metoden har kunnet
bekrafte gamle teorier, men ogsa sat spergsmalstegn ved
andre. DNA-profilerne har dokumenteret velkendte smitte-
veje mellem f.eks. familiemedlemmer, men de har ogsa pa-
vist nye og uventede smitteveje f.eks. efter meget kortvarig
kontakt med smittekilden. Det er dermed vist, at man ikke
nedvendigvis skal dele husstand for at blive smittet. Aldre
patienter, hvis sygdom ofte opfattes som forarsaget af reak-
tivering af tidligere erhvervet tuberkulose, har i overra-
skende hej grad vist sig at veere nysmittede. For nylig er der
dog ogsa fundet molekylerbiologisk evidens for reaktive-
ring artier efter den primeere infektion. Metoden anvendes i
populationsbaserede studier til at beskrive sygdommens ud-
vikling, og myten om, at indvandrere udger en risikofaktor
for danskere, er afkreeftet ved denne metode. Overvigning
af stammer med searlige kendetegn f.eks. den sakaldte Bei-
jingstamme, der ofte er multiresistent, kan ske med denne
metode. Ud over de konkrete epidemiologiske oplysninger
belyser disse resultater sygdommens naturhistorie og har
dermed ogsi interesse for vaccineforskningen.

Der har i mange ér veeret ydet en stor indsats for at defi-
nere, hvilke dele af mykobakterier der stimulerer immunsy-
stemet i en retning, der er relevant, for at man kan bekeempe
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disse overvejende intracellulaere mikroorganismer. Med ad-
gang til den totale genomsekvens er vejen fra at have fundet
et potentielt interessant antigen, til at genet er isoleret, af-
kortet betydeligt. Mikrosekventeringsteknikker muligger,
at den N-terminale aminosyresekvens kan bestemmes pé
blot picogrammaengder (en plet pd en 2-D gel). Ud fra ami-
nosyresekvensen kan der konstrueres en rakke mulige
DNA-sekvenser, som enten kan identificeres direkte i gen-
omsekvensen eller bruges til at klone genet fra et genbiblio-
tek. En gruppe secernerede overfladeantigener fra M. tuber-
culosis undersoges i disse ar intensivt for deres mulige vac-
cineegenskaber (4). Konstruktionen af den vaccine, der i en
forhabentlig ikke al for fiern fremtid skal udfordre Calmette-
vaccinen, vil ske ved hjelp af molekylarbiologiske teknik-
ker. En mulighed vil veere at tilfaje ekstra antigener til den
eksisterende Calmette-vaccine: M. bovis, bacille Calmette-
Guérin, ved kloning. En anden mulighed er at ssmmensatte
vaccinen som en 100% rekombinant »komponent«vaccine af
udvalgte immundominante antigener. Hermed ville man
vaere ude over de holdbarheds- og sikkerhedsproblemer,
som en levende vaccine har. Endelig ville en sakaldt DNA-
vaccine vaere en mulighed, hvor relevante gener underlaeg-
ges en promotor, der vil fungere i en eukaryot (f.eks.
muskel) celle. En DNA-vaccine vil vaere stabil og kraver
ikke som Calmette-vaccinen en ubrudt kelekaede.

Ikke alle individer kan forventes at genkende alle antige-
ner lige effektivt, sa vaccinen skal formuleres som en cock-
tail af forskellige antigener. Kendskab til individuelle for-
skelle i vaevstyper og de dele af immunforsvaret, der ikke
henherer til det erhvervede immunforsvar, udbygges i disse
ar. Den slags undersogelser kan nu gennemfores, fordi de
teknikker, der er udviklet til identifikation af polymorfier i
forskellige gener, kan ske i halvautomatiserede PCR-opseet-
ninger og sekventeringsudstyr, der muligger, at store popu-
lationer undersoges.

Molekylaerbiologien er i dag en integreret del af stort set
alle forskningsdiscipliner vedrerende tuberkulose. Mole-
kyleerbiologien som selvsteendig disciplin — hvis den findes -
har undergéet en kaempe teknologisk udvikling i den for-
lebne dekade. Pa grund af de store spergsmal og den store
sundhedsmaessige trussel, tuberkulose udger, er teknologi-
erne grebet med det samme og afprevet i tuberkulosesam-
menhang. Inden for det diagnostiske omrade, kan resulta-
terne allerede maerkes i daglig praksis, og de andre — nok
mere komplicerede discipliner — er sterkt pa vej.

Summary

Ase Bengard Andersen, Troels Lillebak,
Christian Sgborg, Isik Somuncu Johansen &
Vibeke @stergaard Thomsen:

Tuberculosis and molecular biology.

Ugeskr Lager 2003;165:920-2.

Mycobacterium tuberculosis, the causative agent of tuber-
culosis (TB) haunting millions worldwide, is a challenge to
work with in the laboratory. Modern molecular biology has
provided extremely useful tools which have changed con-
ventional diagnostic procedures in the TB laboratories. Re-
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search in molecular epidemiology is currently expanding
our knowledge of the natural history of TB. Access to the
genome sequence has opened new avenues for research in
drug development and new vaccines. However, we are still
awaiting the impact of these efforts in the resource-poor TB
endemic countries.
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Retsgenetik
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Niels Morling

Resumé

I denne oversigt gives der forst en kort status over de mo-
lekylaerbiologiske metoder, som i dag anvendes ved rets-
genetiske undersogelser i Danmark. [ straffesager er der
international konsensus om at undersege short tandem
repeat (STR)-regioner med polymerasekadereaktion (PCR)-
baserede metoder, som er blevet standardiseret gennem in-
ternationalt samarbejde. I faderskabs- og familiesammenfo-
ringssager undersoges badde STR-regioner med PCR-base-
rede metoder og variable number of tandem repeat-regioner
med restriktions-fragment-laengde-polymorfi-teknik. Der-
efter redegeres der kort for nogle af de mest lovende retsge-
netiske forsknings- og udviklingsomrader, heriblandt under-
segelser af stadig mindre maengder DNA fra biologiske
spor, single nucleotide polymorphism mhp. identifikation, pa-
visning af faktorer, som kan bidrage til signalementoplysnin-
ger og farmakogenetiske undersagelser.

Udviklingen inden for molekylaerbiologien har revolutione-
ret retsgenetikken, og i dag foretages stort set alle retsgene-
tiske undersegelser med DNA-teknik. I denne oversigt gives
der forst en kort status over de molekylaerbiologiske meto-
der, som i dag anvendes ved retsgenetiske undersggelser i
Danmark. Derefter redegores der kort for nogle af de mest
lovende retsgenetiske forsknings- og udviklingsomrader.

DNA-undersggelser i straffesager
I straffesager bestir den retsgenetiske opgave oftest i at
afklare, hvorvidt DNA-undersegelserne taler for eller imod,
at biologisk materiale i et spor (f.eks. sad, blod eller vav)
hidrerer fra en given person.

I straffesager er der for tiden international konsensus om

at undersoge repeteret DNA i mikrosatellitregioner — ogséa
kaldet short tandem repeat (STR). Undersogelserne fore-
tages med enzymatisk mangfoldiggerelse med polymerase
chain reaction (PCR)-teknik af STR-regioner og efterfol-
gende analyse af lengderne af STR-regionerne med DNA-
sekvensanalysator (1). De undersogte DNA-omréder ligger
mellem de kodende regioner i DNA’et og koder ikke for
kendte egenskaber. Polymorfien inden for en STR-region
bestar primeert i forskelle i antal af repeterede DNA-sekven-
ser. Polymorfien betyder derfor ogséa variation i den sam-
lede lengde af en STR-region fra person til person. PCR-ba-
serede metoder kan anvendes pd meget sma meengder spor-
materiale, fordi man med PCR-teknikken kan opna millioner
til milliarder kopier af det DNA, som onskes undersogt.
PCR-metoderne kraever imidlertid ogsé, at der treffes en
lang rackke seerlige forholdsregler ved indsamling af spor-
materialet og udferelsen af de PCR-baserede undersogelser
for at sikre mod forurening med uvedkommende DNA.
Metoden er blevet standardiseret gennem internationalt
samarbejde (1). Retsgenetisk Afdeling foretager for tiden
undersogelser af ti STR-systemer og det kensspecifikke
DNA-omrade amelogenin.

En velgennemfert DNA-undersegelse er meget effektiv
til at udelukke personer, sifremt de ikke er naert beslag-
tede med den person, som afsatte sporet. Match mellem
DNA-typer i spor og en undersegt person efter en velgen-
nemfort DNA-undersogelse er et meget vaegtigt bevis for, at
spormaterialet er afsat af den undersegte person, frem for at
sporet er afsat af en tilfaeldig person. Den preacise vaegt af
DNA-undersogelserne beregnes i hvert enkelt tilfeelde ud
fra kendskab til fordelingen af de undersegte DNA-egen-
skaber i befolkningen. DNA-undersogelserne tillegges
saedvanligvis en hertil svarende bevismeessig veegt i straffe-
sager (2).

Det danske DNA-profil-register, som blev oprettet i 2000,
bestar af den ovennaevnte type DNA-profiler. Ved udgangen
af 2002 indeholdt DNA-profil-registret lidt over 1.000 DNA-





