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Abstract��
�
4#�� �"� ������� �"��� �"� �� ��++�	�� �
��	"�� ��8��+���"�"� ?-4@� ��"2���� ��"� �����8���

2����+����� �//�+�+��� 1���������� ������� �"� �	��	� �8���� ���� ����	�� ��"2�	"�� 2��/���"�

/������	
� 4#�� ��++�	����	� �	� �������	� ��� 2����+���	� �
��	"�� -4�� ����� ��� ��"����

�������� 4#�� ��++�	����	� ��"���"� �	� ����	�� ��"2�	"�"� ��� *�"1� ?1�����+@� ��
���	�

�	+����� 2�����	"�� -��"�� "�:+������ -4� ����	+�� �	��
�	"� ���� ���
����� 8�� ���� ����	��

"�"���� ����	
� 2��"�"��	�� Mycobacterium� tuberculosis� �	/�+���	� �	�� ����� 8��	�
�""�+���������������	�����
��	"������	��M.�tuberculosis��	/�+���	��
In�silico��	���"�"��/�����*�"1���
���	��	�4#���	��M.�tuberculosis�"������������"��ABC�

������
�� �	� ���	�� �+��� "�D��	+�� ����� ,�� ���� �/� ,<� 
�	�"� 8��	
� ���	��+����

-��	"+��2���	���2��/���	
��/��,���//���	��4#��"����	"��	������2�E����	��	����+��E����

�E2�"���� in� vitro,� ����������� /�	+���	���*�"1� ��
���	� "������� ��� ������8"������ �	�M.�
tuberculosis���
6�E�� ��� �""�""��� ����	� ����	�� ��"2�	"�"� ��� �� "����"� �/� ����	�:����	�	�� -4�

����	+���	��
�	"��	��/��	�������4#����++�	����	�/���"�����	��+��"�
	�/�+�	����"2�	"�"�
��� ����	+�� �	��
�	"�� �������� ��"���"� ����� /��	�� �	� 4#�� ��++�	����� 4��4F+���+��� (	�

+�	���"�� ��"2�	"�"� ��� ����	+���	��
�	"�������8"������ �	� �	��������"������"�"2�+����

�E2�"�������-4�?�"��	��+�����8��2�"������( 6����"2�	"�"����-4�"2�+�/�+��	��
�	"�&��-:
>��	��# ;:�=@� �	�� �	���+�� ��++�	����������2��"����*6���	+���	
� "���+���� ����	+��

�	��
�	"���

��	+������	����"2�	"�"����-4�����	+���	��
�	"������8��	��""�+�����������+�	������/�

����	��M.� tuberculosis� �	/�+���	����� /�	��	
"�"�22���� ����������2��	���/���++�	����	�

"�����
��"� �	+��2�����	
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���	� �	��
�	"� ��� +��2����	�� �	�� ��2����� ����
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Introduction�

-�8��+���"�"�?-4@������	"�����'���
��8������������������&�+��������8������
���������	�

	���-4�+�"�"��++����	������������	�2��2�������/����-4��(���"��"��������������	��������

�/�����������2�2������	��"�����	�����	/�+���������Mycobacterium�tuberculosis�� �������"�

��"�� ����	����"��������8�����=C��/� �	/�+����2��2��������E2�+�������������2�������-4�

��"��"������	
���������/�������������������������E2�	��	
��(%:�F�(*��2�	����+����"�

	��8����"��E2�+�������"�����	�����	�E��/�����+���"�?��,�@���

-���+����	��-4���++�	���"��������������	������8�+�������Mycobacterium�bovis�4�+����"�
#�������:��G��	�?4#�@��4#���"��	��	����2����+���
��	"��"������/���"��/�-4��	����	
�

+������	��	���
��	"����2��"�����������������"�	����//�+��	�����	��+�	"�"��	����2����+��

�
��	"�� 2����	���� -4� �	� �����"� ���� ��"�� 2������	�� �	�� +�	��
���"� /���� �/� -47�

	����������"�4#���//���2����+���	�/�������+�������	��/�����	��-4��	/�+���	��-��"�2������

�E2���	"�����4#����"����������2�+���	�����
��8���-4��2�����+���"2������"�����"2�����

�"���"���2��2����+��+�-4���++�	��?,�@��.������������"���	����2����"�"������8��	�2���

/�����������E2���	������22���	�������8�������	�2����+������//�+�+���/�4#�����+�������"�

/���� =� ��� <=C� ?�>@�� &E2��	����	"� /��� ���"� �	+�	"�"��	+�� �	+����� ��//���	+�"� �	� ������

���������
�� 2�2������	� ��"�� 
�	���+"� �"�� �/� ��//���	��4#�� ��++�	�� "����	"� ?�@� �	��

������
�	���"� ����	���� ��� �� �������� �/� �	����	��	���� ��+�8�+������ ����� ����

�	���/��������������"������2����+���	�2��������8��4#��?B�>@���

(���	�� ��"2�	"�� 2��/���"� /������	
� 4#�� ��++�	����	� +��2��"�� ������� �//�+����

��+��	�"�"������2��� -:+���� "�8"��"� �	����	�� ���
����� �	��
�	"�� 4#�� �"� +�2�8��� �/�

�	��+�	
� -��� ��"2�	"�"� ?�<@����+�� ���� +����+��� �	���+�8�+������� �	/�+���	"� ?�B@�� (	�

�������	� 4#�� �"� ��"�� +�2�8��� �/� �	��+�	
� 8���� #*,H� �	�� #*<H� -� +���� ��"2�	"�"� ���

�	��
�	"� "������ ����� M.� tuberculosi"� "�+�� �"� "�+������ �	��
�	"� �/� ���� ��+�����

���	"/���"��/������?�
<I@�?�A�=��@��	��	�	:�����������8��"��/�����&��-:>�/������

?e.g.�-4�=�,@�?��@�8�����"�������"��+��2�����	"�������"2>I��	���"2B=�?�I@����������
��� �"� "����� 	��� +��2������� �	��	� ���� ���"�� �	�� ������ �	��
�	:"2�+�/�+� ����	��

��"2�	"�"�+�	���8�������2����+���	��
��	"��-4���

1�+�	���� ��� "������� ����	� -:+���� ��"2�	"�"� ��� *�"1� ?1�����+@� ��
���	� �	+�����

�	��
�	"� ?��/������ ��� �"� -4� ����	+�� �	��
�	"@� �/�M.� tuberculosis� ?�,@�� 9�� �8"������

2��/���	�������+�
	����	��/�����	+���	��
�	"�8����	���E�"��	���"��2�"�������	��������"�

����� ����	��-4�+��2����� ���2����	�"������-4���"��"�� "�

�"��	
� ����� ���"�� ����	��

��"2�	"�"� ���� �""�+������ ����� ����	�� -4� ��"��"�� ?�,�,@�� -��� *�"1� ��
���	� �"�

�E2��""���8����8��+���8�+������	���� in�vitro�+�	�����	"��/���2�E����	��������"��	����+�
�E���� �E2�"���� ?,=@� �	�� �	� ( 6�:�+����������+��2��
�"� ?�=@�� -��"�� +�	�����	"� ����

����
��� ��� ����+� ���� �	����	��	�� �	+��	������ 8�� ��8��+��� 8�+����� in� vivo� ���	�
2��"�"��	
��	�����	�:+��2���	����"�"�?��@���

.	�� �/� ���� ��"�� �8�	��	���� 2����+��� 2�����	"� ����	
� ��2�E��� �"� ���� �>:�*�� �:
+��"�����	�������
��"2J�?1��=��+@�?��@���"2J��"�2�����/�����*�"1���
�������
�	�"��	��

�"� ���
����� 8�� 8���� #*,H� -� +���"� ?A,�@� �	�� #*<H� -� +���"� ?�=@�� (	����"��	
��� �	/�	�"�

��++�	����� ����� 4#�� ��� 	��� ���	�� ����	�� ��"2�	"�"� ��� �"2J� ������"� ����� ����

+�2�8��� �/� 
�	�����	
� ����	�� ��"2�	"�"� ��� ������-4� �	��
�	"� ?�A@�� -��� �8"�	+�� �/�

����	����"2�	"�"�������"�2����+����� ����	+���	��
�	������"��������/���������	��/�����

��2����"�"��(	����"�"����������"����������2����"�"������4#����++�	����	��	�����	"��	��
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�	����������

-4� ����	+�� �	��
�	"� ����� ���� ���
����� 8�� ���� ����	�� "�"���� ����	
� ����	�� M.�
tuberculosis��	/�+���	��
�

Materials�and�Methods�

In�vitro�expression�of�the�BCG�DosR�regulon��
&E2��""��	��/�����*�"1���
���	�8��M.�tuberculosis�"����	���B1���	���,���//���	��4#��
"����	"� ?#�		��
��� ?$;�@� ;�"������,=� �����	� #�		��
��� $�2�	�#�	����%���	���

*�	�"�� ��(� ����� 1�""��	� 4��)��� -�+�� ��"+��� ;�"����� ����� �	�� ;�"����� ��B��

?��	����2��������8��*����	
����())��#��������������5	����"����5��@���"��������	���

�"�	
� "��	����� ������"� �/� ��+�������� 16�� �E2��""��	� �	���"�"� �"� 2������"���

��"+��8��� ?,=@�� 4���/��� ��+�8�+������ ����� 
���	� �	� B�A� ������� ?"�22����	����

����� 8���	�� "����� ��8���	� 6�#�� 
��+�"�� �	�� 
��+����@� �	� �I=� ��� ��	���� ��""���

+�������/��"�"��	��"����	
�A=��2��������+�������.*�=��I��=����+������"������2��+����	�

�	� �	����8�+� ��";��� +���8��� ?4�+��	� *�+��	"�	� �	�� #��2�	�@� �	�� +�	��	���� ���

"������ 1�/���	+�� +������"� ����� �������� �	� ���� "���� ��		��� 8��� 	��� 2��+��� �	� ����

�	����8�+� +���8�����/���� /��������"�16����"� �"��������	����+���������	���"�"���"�

+�	��+�����"�2������"�����2������?,=@������-4����
�	�+����������+�������"�2��������

8��#��������������5	����"���������
������-�8��+���"�"�%�++�	��-�"��	
��	��1�"���+��

��������"�+�	���+����

�

Study�subjects�
Cross�sectional�study�(The�Netherlands)�+��2��"�	
�,����������������2��"�	"�?�=������

���/�����@������������++�	����������4#��8�����	����	���B�����"�8�/�������"�"�����

?�����	� ����� �/���� ��++�	����	� �I� ����"@�� -��� �
�� ��� ���� ����� �/� 8����� "��2��	
�

��	
���/�����=:>=�����"��-�����:��
����	��������"�������/�*��+�����
�	7����������	�	
�

I� �	��������"� ����� �/� �����	� 4����"�� 6�������	�"� �	������	� ;����22�	�� �	�� ������

!����	� ��"+�	��� 4����� "��2��"������ �8���	��� /���� ���� "����� "�8'�+�"� �/����������	�

�	/������+�	"�	����"��8���	����"�	
�"��	�������	��"�2�	+������	��8�����+����+���	�

�	���2���	�)�����8�"����8"�D��	����2���2������8�������	�	�+�����+���"�?;4�#@������

�"������� �"�	
� ��  �+���� ��	"���� 
�����	�� �	�� "������ �	� ��D���� 	����
�	� �"� ��"+��8���

2������"��� ?�,@�� -��� "����� 2����+��� ?;�=BFAA@���"� �22������ 8�� ���� ����+��� �������

8������/����������	�5	����"��������+���#�	������
Longitudinal� BCG� vaccination� study� (United� Kingdom)� +��2��"�	
� �����"+�	�"� ����

�������+������������
������5!�"+����"K�4#����++�	����	�;��
������?,@�������<�2�2��"�

?�
����:�������"@������ �	/���������8����� �	��8���	� �	/�������	� "������/� ���� "�����

�	�� ��+������	�� 2��+������ /������	
� ������	� �	/������ +�	"�	�� /���� 2���	�� ���


������	� �	�� ���8��� +�	"�	�� /���� ���� +������ &E+��"��	� +�������� ����� �����	+�� �/�

2������"�4#����++�	����	�?4#��"+��������++�	����	���+���"@����"�����"����	�""��&��	�+���

8�+�
���	�"��/�2����+�2�	�"�������"�/�����"L�9�����4����"��?�=C@�9�����(��"��?�C@�

4��+��#���88��	�?��C@�4��+���/��+�	�?��C@�4��+��������?BC@��"��	�;���"��	�?��C@�

�"��	�������?IC@��	����E��F������?<C@��
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1��8���
�� �	�� 9�������  ���"�� ������� ���������� ?139 ��@� �	�� 8�� ���� &���+"�

#����������/�������	��	��+������/���
��	��3�-��2�+�������+�	����
4�"���	��8�����"��2��"������+����+����/����2����+�2�	�"��������������/���8��+���	�"��	�

��"��	
�����	���"��	
���"�+������������	�����������"��/�+���/�����/��������"�	
��������/�

��+�	�D�������� ��8��+���	�;;*����8�"���	���/��=�����/� �	�����	��"�8�������"� ����	�

�	�� ���	"/������ �	��� ��8�"� +�	���	�	
� �==� 5� �/� 2��"��������:/���� "������ ��2���	�

?��	�2���	�#;�;�����+����+��"������9��E����5!@��4�����"��2��"������"����2��	�����

������8������""����"�"��	��"�2�""�8����	�����"���������"���	�2�	+������-������/���"��

�	�������	� ��"� �	"2�+���� �/���� B� ���"� �	�� 
������ �22��2�������� 8�� �E2����	+���

	��"�"�� -��"�� ���� ��� ��+����� 4#�� /������	
� �� 	�
������ ���/� ��"�� ��+������ 4#��

������������?	M��@��-������/��������"�/������	
���++�	����	���2�	��	
��2�	�"+�����
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M.�tuberculosis�antigens�
1�+��8�	�	��2�����	"������2����+����"�2������"�����"+��8���?�<@��4���/���	�+��������

"�D��	+�"� �/� "���+���� M.� tuberculosis� ��B1�� 
�	�"� ����� �8���	��� /����

���2LFF
�	���"��2�"�����/�F-�8��+���"��� ��	�"� ����� ��2��/���� 8�� ;#1� /���� 
�	���+�

*6�� �/�M.� tuberculosis� ��B1�� �	�� +��	��� 8�� �������� -�+�	���
�� ?(	�����
�	� ��	�
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Figure�1.�Expression�of�DosR�genes�(RNA).�RNA�transcript�expression�profiles�(fold�induction)�of�nine�DosR�
encoded� genes� induced� during� low� oxygen� conditions� in�Mycobacterium� tuberculosis� H37Rv� (n=4)� and� BCG�
Pasteur�1173� (n=4).�The�RNA�expression�profiles� of� both� strains�are�highly� similar,� except� for�Rv1738.�Data�
shown�as�mean�+�SD�
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Figure� 2.� IFN��� responses� to� M.� tuberculosis� latency� antigens� in� a� longitudinal� BCG� study.� Box� and�
Whisker� plot� of� IFN�� responses� to� the� latency� antigens� in� schoolchildren� pre�� and� post�BCG� vaccination.�
Horizontal� black� line� in� the� box� represents� the� median;� lower� boundary� of� the� box� represents� the� 25th�
percentile�and�upper�boundary� the�75th�percentile.�Whiskers� extend� from� the�box� to� the�highest�and� lowest�
value�with� exclusion�of� the� extreme� values�and� the�outlier� values.� Supernatants�were� taken�after�6�days� for�
measurement� of� IFN�� production.� (A)� IFN�� responses� of� the� pre�BCG� vaccinated� group� to� tested� latency�
antigens.�(B)�Responses�to�PHA�and�control�antigens�PPD,�Ag85A�and�ESAT�6/CFP�10�fusion�protein.�E/C�FP,�
ESAT�6/CFP�10�fusion�protein.�Vaccinated�adolescents,�n=22,�except�for�antigen�Rv1733c�in�the�pre�vaccinated�
group� where� 12� individuals� were� tested.� An� IFN�� response� � 62.5� pg/ml� was� considered� positive.� The�
McNemar's�test�for�paired�samples�was�used�to�compare�the�proportions�of�responders�per�group,��**�P=0.001.�
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Figure� 3.� IFN��� responses� to�M.� tuberculosis� latency� antigens� in� a� cross�sectional� BCG� study.� Box� and�
Whisker�plot�of�IFN��responses�to�the�latency�antigens�by�BCG�vaccinated�individuals.�Horizontal�black�line�in�
the�box�represents�the�median;�lower�boundary�of�the�box�represents�the�25th�percentile�and�upper�boundary�
the�75th�percentile.�Whiskers�extend�from�the�box�to�the�highest�and�lowest�value�with�exclusion�of�the�extreme�
values�and�the�outlier�values.�Supernatants�were�taken�after�6�days�for�measurement�of�IFN��production�(A)�
IFN�� responses� to� the� latency� antigens� of� the� group� that� is� BCG� vaccinated� without� TB� exposure� (no� IFN��
production�to�ESAT�6�or�CFP�10)�and�with�exposure�to�TB�(positive�IFN��production�to�ESAT�6�or�CFP�10).�(B)�
IFN��responses�to�control�stimuli��PHA,�PPD,�MTB,�Ag85B,�ESAT�6�and�CFP�10.�
MTB,� lysate� of� M.� tuberculosis� cultured� under� low� oxygen� conditions.� BCG� vaccinated� group� without� TB�
exposure,�n=23,�BCG�vaccinated�group�with�TB�exposure,�n=16.��An�IFN��response��100�pg/ml�was�considered�
positive.��2�test,*�P<0.05,�**�P<0.01,�†�Fishers�exact�test.�
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Figure� 4.� IFN��� responses� to� M.� tuberculosis� latency� antigens� in� BALB/c� mice� following� BCG�
vaccination�(s.c.)�or�vaccination�(i.m.)�with�plasmid�DNA.� �Supernatants�were�taken�after�3�days�(72�
hours)� for� measurement� of� IFN�� production.� (A)� Naïve,� non�BCG� vaccinated,� tested� as� a� pool,� n=3.� (B)�
Animals� 4�weeks� post� BCG� vaccination,� mice� tested� as� a� pool,� n=3.� (C)� Animals� 3�months� post� BCG�
vaccination,� n=3.� (D)� Mice� were� immunized� 3x� with� plasmid� DNA� encoding� for� one� the� eight� latency�
antigens,�Ag85A�or�ESAT�6/CFP�10.�Splenocytes�were�in�vitro�restimulated�with�their�respective�antigens,�
n=4.�
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