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Abstract��
 
)'�� "�����%
� 7.��-8� �������� �+�Mycobacterium� tuberculosis� ��� �9/�����"� ���  �����
"������'
/�9�����"���4:"���������%��9�"�������������
�)����%�����%����������'���'�����

��%������� �'����%��"������� ���'������"������ ������� ��+�%����
� #�� �'������"
�� �������

���/������ 4���� � ������"� ��� �'�� 6;� ����� �������
� ��"�%�"� .��-:�������:��%�"�"�

/�����������+����"������������%
���������
������+������������
��4����/��+����"�������M.�
tuberculosis��/�%�+�%�):%������������"�/���/'���������"�������%�����%�����7�0	�8�+����

�����%������� 7)08� /��������� �����%����� ����� ����� /����� �� 7)�)<8� ��"� �"����� ��"�

����+�%��"� %�������
� ���� 6;� �����%
� ��������� 4���� ����� ��� ��"�%�� /��"�%����� �+�

�����+����:������ 7#�2:�8� �
� ):%���� �����
� ���'����� �����%
� ��������� 4���� �����

��%����=�"� �
� �0	�� �+� M.� tuberculosis���+�%��"� ��"� �"������ 4'�%'� ��"�%�����

�9/���������+��'��.��-:��������"����������������+�%����
�.�++�������������
�����'�4�"�

�'��� )�)<� ��"� �"����� ��%����=�"� ����� �����%
� ��������� ��"� 4��'� �� ���������

%������� ��#�2:>����/������'���)0�/���������4'�����'���//������/��+����4���+���"�+���

%������� +�������� /������:�?
� #�� /����%����� - �@AA%�� - 6?6B%�� - 6C6@%� ��"� - 6C6D�

��"�%�"�������� #�2:>� ���/������ ���)�)<� ��"� �"������4��'�C�E��C�E��;6E���"�A;E�

���/��"����� ���/�%�� ��

� #�� %��%�������� �� ����� ��4�M.� tuberculosis� ��������� 4����

�"����+��"� 4��'��� �'�� .��-:�������
� �����%�����
� ������� #�2:>� ���/������ ��� �����%
�

��������� 4���� ����� �"� ��� �������
� ��+�%��"� ��"� �"������ ����������� �'��� �������

���/�������������� �'���������������
�%�������������%����������� �������M.�tuberculosis�
��+�%����
��
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Introduction�
 
)����%�������7)08��������!����'���������������'����'�4��'��������������+�+����/�������

"
�����+�)0�� ��
�������
���� �
��4��'������%����������������7)�)8����������'������:

�'��"� �+� �'��4���"F�� /�/�������� ��� �������
� ��+�%��"�4��'�Mycobacterium� tuberculosis
�
)'����������������� �����+� �������)0�� +����4'�%'������%������+��%�� ��"��������������

����"���� �� ��!��� �����%��� ��� �%'�� ���� 4���"4�"�� %������� �+� )0� G�H
� #�� /����%�����

4'��� ������ ������%%����� �'��%�������
����������#.��/��"���%�� ��� ����#$:�� ��+�%��"�

��"� �"����� ����� �+� /����������� +���� �� ������� ��+�%����� ��� �%�� �� )0� ��%�������

�����+�%����
�� �/� ��� D:�?E�/��� 
���� G��6H
� )'�� � ��������  �%%���� �������� )0��M.�bovis�
��%��������������:(�I����70�(8�����
�/�� �"��������+�%����/����%��������������� ����)0�

"����������
�������+�������"���������'������+�M.�tuberculosis���+�%�����GAH�������++��"��
������"���"�'��'�
� ��������/����%�������������/�������
�)0�����"������4'�%'���������
�

"���������%�� �������+��������M.�tuberculosis�G5�;H
��
0��'��.5<���"��.D<�):%�������"��'��%
��������#�2:����"�)2�:��/��
������/������������

����'������������/��������������
%���%��������"����%��������������������+�%�����GC�@H
�

.������ ������� ��+�%������ �����%��� ��%����� ���� �
/�%���
� %�������"� 4��'��� ������:

��"����"� ����������� GDH
� ��4� ���� ��+���� �'�� ���� �+� %'����'���/
�� ��� '��� �����

�'�4�� �'��� �� �� �����%��� ��%����� %��� ����� ��� /������� �����%���%�/�%���
� ������� �����

�������GBH
�)'���+��"����4�����%����
�%��+����"��
���:�������-�G�?H�������'���������%���

��%�����%���"�������� ������=�"�������J��'�:2���������������
�#��'����������/����"��'���

�'��� ��� %����"� �
� "�����%�� %���:4���� ������������ �+� �����%��� ��%����� "������ /��������%��

G��H
��

#�� ��� ��������
� �'���'�� �'��� /���������� �����%��� ��%����� ���� ���!�%��"� ��� ��������� ��"�

�9
����"�/�� ���������%����%�"�������%�������%'�������%�� ���9
�����������"��������"�

����������������"���������"�������:��"����"���������7�� ��4�"����G�6��AH8
���4� ����

������� ��� ���4�� ������ �������:�/�%�+�%� '����� ):%���� ���/������ �������� /����������

�
%���%�������/����%�����
�����'��%����9���+����������+�%�������"�/����%�������������)0�

"������
� ��� ����� ���"���� �+� �����%��� ��%����� %������"� ��"��� ��4� �9
���� ��/���� �'���

��/K����������4������C:�.����/'�:%�
��������'��������� 7�%�8����- 6?A�%�� ���'��'�
�

�9/�����"�"�������'����%��"�������G�5��;H
���������� ����������/������ �����/K�'� ��

���������� �"� ��� �������
� ��+�%��"� ��"� �"������4'����������"���� ��� �'�����������4����

/��"��������
�+���"����/�������4��'��%�� ��)0�"�������G�CH
�	������%����
����/K�4���

+���"� ��� ��� /���� �+� �'�� ��:%����"� "�����%
� 7.��-8� �������� �+� M.� tuberculosis�
%��/�������5D�������G�;��@:6?H
��9/���������+��'��.��-����������������� �"����/�����+�

�'�� �"�/�� �� ���/����� �+� M.� tuberculosis� ��� '
/�9���� ��%��"���� ���"���� �9
����
"�/�������� 4'�%'� �������� ��� "�����%�� ������� �+� ���:��/��%������ /��������%�� ��� �'�� ��:

%����"�&�
�����"���G6�H����"������4:"���������%��9�"��������������G�BH
�)'������� �����
%������� ��"���� ��/������� /��9���� �+� %��"������� �'��� �����%��� ��%����� ���� �'���'�� ���

��%������� ���  � �� "������ /��������%�� ��� ������� %��/������ '����� G�A�66H
� )'��� ���

��//����"��
������ ������� �'��� �������+� �'��.��-� �������������/��������"� ��� #�2:>�

�%�� ���"�M.� tuberculosis���+�%��"� ������� ��%��/'����� ��"� ��� ������ �+� %'����%���
�

��+�%��"���%��G6?�66�6AH
�#��'���������%�����"��� �����+��-2���+���/K�4����+���"����

�������+�/��������4��'�%'����%��%�� ��)0�G6AH
��
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)'�� +��%������ �+� ����� .��-� �������� ��%�"�"� /�������� ���� �����4�� G�5�65H
� ���

/������� ��� ��� ����� ���� ���4�� ��� 4'�%'� �9����� .��-� �������� ��%�"�"� /�������� ����

�9/�����"� "������ �'�� "�++������ ������� �+� ��������M.� tuberculosis� ��+�%����� ��� '������

�������������4��4'��'����'����/�������������������"����/�����+��'��/����%�� ���������

���/��������M.�tuberculosis
�)���������""���������'����3���������4��'� ������%��"�6;�

�+� �'������� �������
� �9/�����"� /�������� �+� �'��.��-� ��������� +���'��� ��+����"� ��� ���

�����%
�������������"�� ������"�#�2:>����/��������"�/����+���������+�'�����):%��������

)0�/���������)�)�/����� ��7)�)<8���"� �"�������"�M.�tuberculosis�����+�%��"�%�������
��
�

�

Materials�and�Methods�
 
Study�subjects��
*���/�����
������4��� ���������� �'��/��������� ����������%��
��+� �� ��� %��"�"����M.�
tuberculosis� �����%
� ��������
� )'���+����� 4�� ����%��"� �� 4�"�� �/�%����� �+� M.�
tuberculosis� ��+�%��"� ��"� �"������ ��� ��� "��%����"� ��� "������ ����4
� � #�� ������� �'����
/�/���������4���� ���"��"L� )0� /��������� )�)<� '����'
� ��"� �"����� ��"�M.� tuberculosis�
����+�%��"�'����'
���"� �"����
��

)'�� ����/��+�)0�/�������� 7�M6?8� %�������"��+� ���/�������4��'�)0�"������ ����������

7�����"���������+����������L��?�4������������6:6;8���"�B�4��'�%���"�)0�4'��4����

������"����4����5:CA�
�������+��������"����/�����7����� ����� ���6B�
����8
���� ���

/��������'�"�/�������
���"�B�'�"��9���:/�������
�)0
�)'�����������4���5C�
�����

7�������@:@;�
����8���5�4��������
����'��)0�/��������4�����+�.��%'���������B��+��+��%���

��"� A� �+� ������ ������
� )0� /�������� 4���� ���'��� �#$:�� ���������� �� ��� '�"� ��� �����

+�%�����+����9/����������#$
��

���� 6A�)�)<�'����'
� ��"� �"�����4�����+�.��%'����������"�4��������0�(� �%%�����"
�

)'�
�'�"���"�%������"�)�)���������+����?������"��������������
�7�M�58��+����%����%��

4��'���%�����+������:/����� ��/�������
�)0
�)'�����������4���A@�
�����7������6�N

CA8�� �5�4��������
� ����� �6� /�������� ����"�4��� "��4��4��'��� C�����'�� �+���� )�)�

%�� �������� �+�4'������
� ;�4���� ������"�4��'� ������=�"
� #�� �'�� ���������� ���)�)<�

��"� �"�������'������������ ������4����%�� ���������"�����"����/�����4���;
5�
�����

7������6:D8
�*��
�6��+��'�����������)�)�%�� �������'�"���%�� �"�������=�"
�1/�����'��

����� �+� �'��� 4�������� ����� �+� �'�� )�)<� ��"� �"����� '�"� "� ���/�"� �%�� �� )0� �+���� ��

�����/����"��+�;
;�
�����7������6
;:��8����%��)�)�%�� ������
�)'������"� �"���������

�����"�"�����������
���+�%��"�/�������4'������������
�'� ���%3����"����������������
�

��������"� ���/������+�)0�"������
��

��� �� %������� ����/�� 6�� ����+�%��"� '����'
� ��"� �"�����4���� ���"��"O� ����� �+� 4'���

4����0�(� �%%�����"���� '�"�'�"���
����4���9/������ ���)0
�)'�
�4���� ���'���)�)�

������ �� 7�M�DO� ��� �'�� ��'���� ��� )�)� 4��� "���8� ��"P��� "�"� ���� ���/��"� ��� M.�
tuberculosis��/�%�+�%�/�����������):C���"����:�?�������#�2:>���#��*)�7���4��+������

/�� ����� /��!�%�� G6;H8
� ���� %��������4���� �+� .��%'� �������4��'� ��� � ������ ���� �+� A?�


�����7������66:558��@�4��������
��

0���"� ���/���� 4���� %����%��"� �+���� 4������� ��+����"� %������� 4��� �������"
� �0	��

4���� �������"� ��"� �����"� ��� ��3��"� ��������� ��� /�� �����
� "��%����"� G6CH
� )'�� ���"
�
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/����%��� 7�6?@PBB8� 4��� �//�� �"� �
� �'�� �������������� �� ��4� ����"� �+� �'�� ���"���

1�� �����
�	�"�%���������
��

�
M.�tuberculosis�antigens�and�peptides��
M.� tuberculosis� �A@- �4��� ���4�� +��� 65� '����� ��� ������4��'� ���'��
� �%��4�"� %�/���

'�� ����"� ��"� �
��"� ��� /�� �����
� "��%����"� G�;H
� )'�� %������� +�������� �+� �'��� ��4�

�9
���� %������� 4��� %��%�������"� 4��'� �� %�����/��/:%��%��������� ��"� /�������

%��%����������4���"��������"��
��'��0��������7����%���-�%�+��"��#�������8
�)'���
�����

+����M.�tuberculosis�%������"���"�������"��"�������"�%��"�������4���/�� �"�"��
��'��

-#$	�70���'� �����'��2��'�����"�8
�

.��-�����������%�"�"�������4��������%��"�����������+��'����-2���9/���������� ������

��%������
��9/���������G�BH�����������+��'����5D�����������'
/��'���%����/������"����

+������4��'������4���������%��� +��%����
�)'��6;�������������
� ��"�%�"�������4����

����%��"� ��"� ��3���%��� 4���� �������"� +���� '��/LPP��������
/������
+�P)����%������

7)������8
�(�����4����%����"���"�/��������4����� ���9/�����"����Escherichia�coli���"�
/���+��"�� ��� /�� �����
� "��%����"� G6@H
� ��=�� ��"� /����
� 4���� %'�%��"� �
� ����

���%���/'������� ��"� &������� ��������� 4��'� ����:���� ������"���
� -���"���� ��"���9���

�� ����4����"��������"�4��'����������������%
����
���������
�7������98���"�4����

+���"� ��� ��� ����4� ;?� #1P��� ��%��������� /������
� �������� ���%'���4���� �����"� +���

���:�/�%�+�%�):%��������������������
�/'�%
�������������������
���������0	���+�0�(:

�� �%%�����"��)�):������ ��'����'
�"�����.�
�
��'���%� /�/��"��� +���� %������� +�������� /������� �?� 7���:�?8� 4���� /��"�%�"� ���

/�� �����
�"��%����"�G6CH
��

�

T�cell�lines�
���'������:�����):%����������4������������"�4��'����'����
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Figure�1.�Long�term�T�cell� lines�(n=12)�responding�to�25�M.�tuberculosis� latency�antigens,�hypoxic�M.�
tuberculosis� lysate� and� culture� filtrate� (CF).� Hypoxic� lysate� and� CF� were� prepared� from�M.� tuberculosis�
H37Rv�which�was�grown�for�24�hours�in�tubes�with�tightly�screwed�caps.�8�lines�were�generated�by�stimulating�
PBMC� obtained� from� TST� converters� (n=2)� or� cured� TB� patients� (n=2)� with� either� hypoxic�CF� (n=4,� cross�
hatched�bar)�or�hypoxic�lysate�(n=4,�white�bar).� Additionally,�PBMC�from�one�TST�converter�and�3�cured�TB�
patients�were�stimulated�with�lysate�of�M.�tuberculosis,�which�was�grown�under�standard,�aerated�conditions�
(n=4,� dotted�bar).� � (a)� IFN��� responses� of� all� 12�M.� tuberculosis�specific�T�cell� lines.�Dots� indicate� the� IFN���
response�minus�the�IFN���value� in� the�unstimulated�cultures.�Lines�were�either�generated�from�PBMC�of�TST
converters� (closed� circles� (�))� or� cured�TB�patients� (open� circles� (o)).� (b) Bars� indicate� the� number� of� lines�
responding�to�a�latency�antigen�with�an�IFN���production�of�at�least�50�pg/ml.�The�number�at�the�top�of�each�
bar�indicates�the�median�IFN���production�of�these�responding�lines.�
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Figure� 2.� IFN�� responses� of� M.� tuberculosis� uninfected� healthy� controls� to� 25� latency� antigens,� M.�
tuberculosis�(MTB)�lysate�and�CFP�10.�(a)�Controls�with�a�low�IFN��response�(<�100�pg/ml)�to�standard�M.�
tuberculosis��lysate�(n�=�8)�(b)�Controls�with�a�strong�IFN���response�(>�100�pg/ml)�to�standard�M.�tuberculosis�
lysate�(n�=�13).�None�of�the�controls�responded�to�the�M.�tuberculosis�specific�antigen�CFP�10.�MTB�lysate,�M.�
tuberculosis�lysate.��
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Figure�3.�IFN���response�profiles�to�the�four�best�recognized�M.�tuberculosis�latency�antigens�and�the�
M.�tuberculosis�specific�secreted�antigen�CFP�10.�IFN���production�by�PBMC�from�TB�patients�(TB)�and�TST�
positive� individuals� (TST)� in� response� to� Rv1733c,� Rv2029c,� Rv2627c� Rv2628� and� CFP�10� (peptide� pool)� is�
shown.�Horizontal�lines�indicate�the�median�IFN���production�among�persons�who�are�able�to�respond�to�the�
antigen.�Responses�were�compared�using�a�Mann�Whitney�U�test;�*,�P�<�.05;�**�P�<.01�
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Figure�4.�IFN���response�profiles�to�M.�tuberculosis�lysate�and�the�group�of�25�latency�antigens.�IFN���
production� by� PBMC� from� uninfected� healthy� controls� (HC),� TB� patients� (TB)� and� TST� positive� individuals�
(TST)�in�response�to�(a)�M.�tuberculosis�lysate�and�(b)�the�cumulative�IFN���production�to�25�latency�antigens.�
TB�patients�during�treatment�are�indicated�with�open�circles�(o)�and�cured�TB�patients�with�closed�circles�(�).�
TST+�persons�with�recent�exposure�are�indicated�with�open�circles�(o)�and�TST+�with�a�more�remote�exposure�
with� (�).� Horizontal� lines� indicate� the� median� IFN��� production� among� responders,� and� responses� were�
compared�using�a�Mann�Whitney�U�test;�***,�P<�0.01.��
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