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Abstract�

/��	��� 2��	����� 	�-'�	��� ���� (�2�9	'�������� Mycobacterium� tuberculosis� :M.�
tuberculosis;� 92����� �� ��	�� �-�M.� tuberculosis� ����'�� ���	����� +(� �	#� �-� �(	��

������ 6��� ��� 
������ �(� 	##�����	'	��� �-� �� /0"� 
�''	�� �'��	��� �(� M.�
tuberculosis� ����'�����	���*
�<=='��������92�����(�--'���-�2��#��������	
���

���� '��-��#����	��� 6	�(� 2���� :/�����'�	��co����'��	�;� :5�&";� �� 2����(���	#	��

:5�3;� ����2���	'��� :�2;� ��� (���� 	##��	���� �(���'��	���	��� ����	�� 	��	'���� �(���

5�&"�5�3� �2� !2�� �(	�� ����#��� �	�� �-��� '��'�����	��� ���� 6�� 2��	�	
���

'(������+(��2�6�� ���� ���#�����(�#�������	�	'� '���� ���� ��	#������ �(#� ���

�'���3���>�����+0 �?�'�#2����������
�������
���-����	2�2�����''(��	��:�5�;�

��	#����	���� M.� tuberculosis� ����'�� ���	��� *
�<=='� /0"� 2�	#� '�#�	��� 6	�(�

*
�<=='� 2���	�� ������ �(��'�� +� '��� 2���	-���	��� ���� 3 0��� �'��	��� 	��#	'� 	��

��2���� ��� *
�<=='� ����M.� tuberculosis� (�2�9	'� ������� *
�<=='�/0"� �������� ���
5�&"�5�3� �2� ���� �22�	�� ��� �(� ������ 	�'����� +� '��� 2���	-���	��� ���� 3 0���
2����'�	���#���2�������'�#2��������(���#�
�''	���	�����	
��	����#��'��������

+(����������	##�����	'	���6�������	������2��#������2�	#	���6	�(��2���������

*
�<=='�/0"�-����6����������	���6	�(�*
�<=='�2���	���+(���������'��-	�#��(���

5�&"�5�3��2�	�����--	'	���/0"�
�''	����	
�������#�����(��'�+�'�����2�����

�(����(�2��#��������	
���	����/0"�2�	#.2���	��������
�''	����	#���
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Introduction�

+���'����	�� :+�;� 	�� �(� �'���� ���	��� '���� �-� ���(� -��#� ��� 	�-'�	���� �	�����

-����6	���$3A���	�-'�	����+6��#	��	���2�2���	�-��#�+���'(�����6(	������(	����-�

�(� 6����B�� 2�2����	��� 	�� �������� 	�-'��� 6	�(� �(� ����'�� ��'	������ "��(���(� �(�

#����	��� :CD�C@E;� �-� �(�� 2�2�� ���� ���� �'�#� 	���� �(�� 2����� ��� 	##���

���
�	���-���������	�-'���	��	
	������6(��#���2�����������'�	
�+���	����6(��

�(	��	##�������#��'�#���--'���:�����2���$3A���	�-'�	��;�:���>;��+(�-����	��

	�� (	�(��� 	#2������� ��� 92���� �(� �
��2#��� �-� 2����92����� ��� �(��2��	'� +��


�''	����(���'���2���'���������	�-'���	��	
	���������	���������������'�	
��	���

�-�+���	����:=�@;���

5��	��	��� ����'�� ��'	��	� ��� ���	���	��� '����	���6	�(	�� �������#������ ��	���� 	��

	�-'��� �	����� ���� �(	-�� ��� �� ���#��'�� ����� 6	�(� ���'��#�����	'� �'�	
	��� �(���

������ �(#� ��� ���
	
� 	�� '���	�	�����-�����	��������9�����2�	
��	��������	��	'�

�9	�� ��	#����	��� :F�G;�� 3�� 
	���� 92���	��� 2��-	�	��� ����	�� �-� ����'�� ��'	��	� (�
�

�(�6���(���	���(	�����������������	��#���������-�������8G������(������������(�

'��������-�	���2����	
�����������-�'����/��*�:*
=�==';�:G��C;��*'������6�����
��

2�-���	��� �'���	�	��� �-� �(�� ���'����� +�� ����'�� ���	���� 	�� 	��	
	������ 6	�(�

������Mycobacterium�tuberculosis�:M.�tuberculosis;�	�-'�	���'�#2�������+��2��	�����

3�� 2���	'����� �(� /��*� ������� �'���� ���	���� *
�<=='�� *
>D>C'�� *
>F><'� ����

*
>F>G�	���'���������3 0�����2�����	����������	�-'���	��	
	�������+(���������
���������(����(�����	���������������-��(�	##�������#����	���2��	�����M.�
tuberculosis� 	�-'�	�������#��� �(������-� 	���������2����	��� 
�''	�� '���	����� ���

(�2� 2���'�	��� 	��	
	������ ������� 	�-'��� 6	�(� M.� tuberculosis� :�D�� ��;�� /��*�
���	��� *
�<=='� 6��� �(�6�� ��� �� �(� #���� 	##�����#	����� �#������ �(� M.�
tuberculosis� 	�-'��� 	��	
	������ ����� ���� ��2����� ��� �(	�� �	���� ���	��� 6��
�	��	-	'������ (	�(�� 	�� 	��	
	������ 6	�(� ������M.� tuberculosis� 	�-'�	��� '�#2���� ���

�(���	��+��2��	����:�D;��*'���
�''	���	�������	���-�2���#	��/0"��'��	�������'��

���	���� '��-	�#�� �(	�� 	##�����	'	��� ����� 	�� #	'� #����� :�>;�� ����� ��� �(�

(�#�������������(�2��	#	�����#	'�����	���*
�<=='�6�����'��������/0"�
�''	��

���	���-������	�������	��(���

/0"� 
�''	��� ���	���� ����'����	�� ��� 6	���� 92����� ��� 
	���� �-� �(	�� ��	�	��� ���

	���'� ������� '������� 	##��	����6(	'(� 	�� ���� -��� +�� '������� :�=�� �8;�� "��(���(�

�(�� ��� ��#� '��-�	'�	��� �2����� �����	��� �(� --	'	�'�� �-� /0"� 
�''	��� -��� �(�

	##����(��2�� �-� ����'����	�� 	�� ��	#��� 	�-'�	��� #������ 	�� 	�� ��	
�� �(��� �(�

'�#�	���	����-�/0"�
�''	���6	�(����������#���'���(�2�2�
�����	�-'�	�������

��'�	
��	����-��(��	����	���������	�-'���2�2����	����:�@;���

/�2	�� �(� -�'�� �(���/0"� 
�''	��� (�
� �(�6�� 2��#	�	��� ������� 	�� ��	#���#�����

:�=���F���<;����6�	##�����	'	���(����������
��	��(�#���'�	�	'�����	�������-���:�G��

�C;�� +(���� ������	�� ��� ���� ��� �(��'� �(� 	##�����	'	��� �-� /0"� 
�''	����

+(�� 	�'���H� 	#2��
	��� �����-'�	��� �-� (���� '���� ���� ���	��� 92���	��I�

���#��	��� ���	��� 2������	��I� �(��'	��� '����	#����	��� ���� 	�'���	��� +�

��#2(�'��� 92���	��� :�
	6�� 	�� :>D;;�� �
���� ��
�� ��	
��� ����#�� ����

�22�	'��	��� #�(���� ��� �	��� �
��2�� ��� 2����	��� �(� 2�-��#��'� �-� /0"�


�''	���� �	#	������ �(��'�� �����-'�	����-�(���� '���� :>�;��,���-� �(���������	��
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#���	���� -���
�''	����	
��� 	�� �(��	�'�#2��	��������	����������2���#��2����

/�����'�	��co����'��	�� :5�&";�� 5�&"� #	'��2���	'��� 2�2���� 6	�(� �(� '��	��	'�

���-�'����� '�����	#�(���##��	�#� ���#	�� :�+"�;� �(��'�� �(� 2���'�� �-� ���	�

$3A�/0"�
�''	���	��������(�#���2�	#���#����:>>;�����	�'������(�2���'���-���

����'����	�� /0"� 
�''	�� 	�� #	'� :>=;�� +(� 	##����2����	��	��� --'�� �-� �(��

2���	'���6���'��������	�'���	���/0"�2��	���'������'��	�	���2(���'��������(�

	��'�	����	����'�	
��	������	���2����	���'����:"5��;������	�'����2�	#	�������	�	'�

'���� :/��;� :>8�� >@;�� 3�� �� �	#	���� �22���'(�� 6� 2�
	������ ����(�	��� 5�&"�

����2���	'���:�2;�6	�(�2����(���	#	��:5�3;�#�	�	������(	�����-�'��(���'�����

--	'	������������/0"��+(���2�6��	������	������(�#�������'(	���2	�(�	���'����

	��'�����������������	��2���	��92���	����	��	'��	����(	����	�	��������
������/0"�

��	
�������#�-���2��#��������#	�	�����	���:>F;���

3�� �(	�� ������5�&"�5�3� �2�6�� -���(�� '(���'��	��� ��� ��� �(	�� ����	�	��� ���� �(	��

--'�� ���(�#�����	
��/���� +(� 	##�����	'	����-�2���#	��/0"��'��	��� �(�M.�
tuberculosis� ����'�� ���	��� *
�<=='� 6��� 92����� 	�� #	'� 	�� �� 2�	#�������


�''	���	��� ��	#��� ��� '�#�	�	��� 2��#������ ��	
��� ���� �(� ��� �-� 5�&"�5�3� �2�

-��#����	�����

�

Materials�and�Methods�

Materials�
/������'�	�.���'��	��'�2���#�� :5�&"��51*"�,*�J��/�FF= ���#����� ���	�H�@=.8<��

	�(���� 
	�'��	��� D�FC��.�;� 6��� �� ������� �	-�� -��#� 51*"�� :&��	�'(#�� +(�

0�(������;�� +6����-	
� !/�� ����'(�� 6����-�� 2����(���	#	�� :5�3;� ����

+6��GDJ� 6�� 2��'(���� -��#� �	�#��"���	'(� :K6	����'(��� +(� 0�(������;��

5���9�#�� �GG� :�������  FG;� 6��� 2��'(���� -��#� �"� � :���6	��(�-��� &�#���;��

"'���� �-� ������	'��� ����� 6��� -��#�  	�(�� '(#	'���� :�	'����(	��� 1�;� ����

�	'(����#�(��� �-� ������	'��� ����� -��#� �	����
� �A� :A��!��6������ +(�

0�(������;��+�	�.���	'��'	�.�/+"���--��:+��;��������������������	�����--��6��

����	���-��#��	��*������������	��:A��������+(�0�(������;��

�

Preparation�of�DNA�loaded�PLGA�PEI�np�
5�&"�5�3� �2�6�� 2�2���� ��� 2�
	������ ��'�	��� :>F;�� "� �����	��� �-� �DE� :6.
;�

5�&"� 	�� �	'(����#�(��� 6��� ��	���� -��� =D� #	������ 5�3� �����	��� 	�� �'���� 6���

2�2���������-	����'��'�����	����-��E�:6.
;��5�3�6������������(�5�&"������	������

�'(	
� �� 5�&"�5�3� ���	�� �-� �DH��� +6��GDJ� ����� ��� �� -	���� '��'�����	��� �-� �E�

:6.
;������'����������2�����D#���+(	�������	'�2(���6���#	9������2�����	����

����7�����2(����-�>D#���-�D�@E�:6.
;�5���9�#���GG�	��#	��	�LJ��+(����2��	���

6��� ��	���� �
��	�(�� ��� ���#� �#2������ ��� 
�2����� �(� �����	'� ���
���� ����

-	����� �(����(�8�<�#�����	����	��2�2�� -	���� :@C@�.>� -����� -	�������'(�	'(��4�

�'(����� �B$��������'(�� +(� 0�(������;� ��� �#�
� ����� 2���#�� 2���	'���� +(�

-	������2�6��������6	�(�A�%����'��	���M.�tuberculosis�"��	���G@��:"�G@�;����
���	��� �2� ���2��	��� ��� >@M�.#�� /0"� 2���#	�� �����	��� :�(� �#����� �-� �2� 6���

���#	����''���	�������(��7�����5�3�/0"����	�;��+(�#	9����6���
���9��-���

=D��'����������-��������#��#2������-������������(���-�������N�����"�G@��
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2���#	�� ��� �� M.� tuberculosis� /0"� 
�''	�� #���� -��� ���� in� vitro� '(���'��	���	���
����	���'�����-�2�
	����6��!�2�-��#��	�����������������������������
�	�����

-���������	��:><;��+(��	�������2����	����#��2(�����������	���--	'	�'��������	�	������

�����-'�� (�#��� 2	�(�	��� '���� 6�� 9���	
��� ����	�� ���� 2�
	������ �2�����

:>F;���

�

Particle�size�and�zeta�potential�measurements�of�concentrated�formulations�
 ��#����	����6��'��'����������'���	-����	�������=�DDD��2#�-���>D�#	������+(�

�2�6������2����	�����	������'(	
���-	����'��'�����	����-��M�.M���+��
�	-���(�

2(��	'��� ����	�	��� �-� �(� �2� ���2��	��� �-��� '��'�����	���� 2���	'�� �	�� ���� ����

2����	��� #����#���� 6�� 2�-��#�� ��	��� K���	��J� =DDD� $�"� :���
���

3�����#����� ����� �2� K��#�� +(� 0�(������;�� 5���	'�� �	�� 6��� #������ ���

2(�����'������	����2'����'�2��:5��;����>@O�������� -	9��CDO��'����	���������K���

2����	��� ���#	���	���� 6�� ����� ��� �'���2(���	'� #��	�	��� �-� �(� �2� 	�� �(�

�7�����#�	�#��

�

Generation�of�human�monocyte�derived�dendritic�cells�(mo�DCs)�
3##�����#��/���6��2�2�������	�'����	���(�#���2�	2(����������#�����'����

'���� :5���;� -��� �@� #	����� ��� 8O�� 6	�(� �/�8� ����� :�"���� �	����	� �	��'��

&�#���;�� �/�8� 2��	�	
� '����6�� �2������ ��	��� 2��	�	
� ��'�	��� ��P� '���#���

:�	����	� �	��'�� &�#���;� ���� '������� -��� F� ����� 	�� �(� 2���'� �-� �������'���

#�'��2(��� '��������	#����	��� -�'���� :&���� �� �DDD� 1.#��� �	�����'�� ����������

+(� 0�(������;� ���� 3��8� :@DD� 1.#��� ���
��'(�� +(� 0�(������;�� ����� 6��

(��
�����������<�����6���22�	��6	�(��(�/0"�-��#����	�����

�

Analysis�of�mo�DCs�surface�marker�expression�following�exposure�to�PLGA�PEI�
formulation�using�fluorescence�activated�cell�sorter�(FACS)�
3##�����#��/���6��2�������������	����-�@9�D@�'���.6��� 	��>8�6���2���������

	�'������6	�(�"�G@��2���#	��/0"� �����	��� :�M�.6��;�� 5�&"�5�3� �2�6	�(����/0"�

�����2�6	�(�"�G@��2���#	��/0"�:�M�.6��;�-���8G�(�����������6��	�'������6	�(�

'������#�	�#� 	�� �(�����'��-����� -��#����	����������	
�'�������6(����'����

	�'������6	�(� �	2�2�����''(��	�� :�5��� �DD��.#��� �	�#��� ���� ���	����,��1�";�6��

���������2��	�	
�'�����������-�'�#��!��92���	���6���#��������	����������	���

'��'�����	�����-�5��'������������	���	��-����/G=������/GD������-� 3+��'���������

���	�����-����/8D������/GF�:�'����/	'!	��������#����#�����	�#;��"'7�	�	�	���

���� ������	�� 6�� 2�-��#�� ��	��� ��  "��� ���	���� ���� 6	�(� ���L���Q� ��-�6���

:�'����/	'!	��������#����#�����	�#;��

�

Detection�of�IL�12p40�and�TNF���secreted�from�mo�DCs�following�exposure�to�
PLGA�PEI�formulations�
3##�����#��/���6��2�������������	����-�@9�D@�'���.6��� 	��CF�6���2���������

	�'������-���>8�(�����6	�(��(�-��#����	������'�	������
��3�����	�	�����(�--'��

�-�/0"��������'���!	���'��	���6���
��������������>����@�M��/0"�6�����������

�(�6��������'	���� ���5�&"�5�3��2��������������	�����5��:�DD���.#�;�����#�	�#�



Chapter�7�

 

�8G�

������ 6���� 6�� ���� ��� �� 2��	�	
� ���� ����	
� '�������� ��2'�	
���� ��'(�

92�	#�����'���	�	���6�������2� 	����	2�	'���������2���������6��'���'�������

����������>DO�����	��������	���+(�3���>28D�����+0 �?�2����'�	���6�������������

����#��	�!�� 3##����������"����� :��3�"I���������	�����'��0	
��������	�#;�

�''���	�������(�#���-�'����B��	�����'�	�����

�
Loading�PLGA�PEI�np�with�plasmid�DNA�for�in�vivo�studies�
5�&"�5�3� �2�6�� ������6	�(� �� &��6��J� :3�
	�����;� ���2��� 2A�%�����5"� /0"�

2���#	�� �'��	��� M.� tuberculosis� ��� *
�<=='� :�=;�� ��'!� /0"� 2���#	�� '�������


'����'���	�����-��(���#���'!���������6	�(����	������7��'��>DDM��5�&"�5�3�

�2����2��	���6�����������>@DM���-�>DD���.#��/0"�2���#	�������	�������
���9��

-���=D��'������+(	��#	9������
���-	����5�&"�5�3����	���-��DH��������5�3�/0"����	���-�

�H�� :6.6;��  ��#����	���� 6�� �-�� �
��	�(�� ��� ���#� �#2������ ���� �(��

'���	-����-����@�#	���������>�DDD��2#�� 	����/0"�'��'�����	���������������2�-���

in�vivo��22�	'��	���6�����#�.#����

�

Immunizations�
�"��.'� -#��� #	'�� F�G� 6!�� ���� ��� �(� -	���� 
�''	���	���� 6�� 
�''	����� �(��

�	#�� ��� �(�� 6!�� 	���
����� �	'� 6�� 	##��	��� 	����#��'������� :�R=;� ��� ���

������'(�����������22�	'��	���:�R@;�6	�(�@DM���-�/0"�	�������	�����������������

@@DM�� 5�&"�5�3� �2�� 0���	�
��	
� ������� �22�	'��	��� 6��� 2�-��#�� ��	��� �(�

�'(�	7�� ��'�	��� ��� �	
�����	��� �� ���� :>G;� 6(�� #	'� 6�� ������'(�����

	�������� 6	�(� �(� 5���������� �	'���2����J� :5���������� 3�'��� 5(	����2(	���

5�����
��	���1�";������(�-��#����	����2������	�'����	���(��	�6����������	���6���

2�-��#���(��6!���-����(������
�''	���	������	����#��'�����	��'�	����-�>DM���-�

�(� *
�<=='� 2���	�� 	�� 	�'�#2���  ����B�� ����
���� :3 "I� /	-'�� ���������	���

/���	����	'(	�����1�";�:>C;����������#	'�6��	##��	������'����������6	�(�>DM��

�-��(�*
�<=='�2���	��	��3 "���	����(���#�
�''	���	�����	#���

�

Preparation�of�antigens�
*'�#�	����� *
�<=='� 6��� 2����'�� ��� 2�
	������ ��'�	��� :=D;�� ��	-���� �(�

��'���	�� �7��'� �-� *
�<=='� 6��� ����	��� -��#�

(��2H..����	���2������-�.+���'��	����+(����6����#2�	-	�����5�*�-��#����#	'�

/0"� �-�M.� tuberculosis� $=<*
� ���� '����� ��� &��6��� +'(������� :3�
	������� ����
/	�����"��1�";�	��2/��++��<������'��	���92���	���
'����'����	�	������0���#	����

(9��(	��	�	������-�����2	��2��	-	'��	���6	�(��	'!��'(���	�����	���+(�2���	���6��

�
��92����� 	�� Escherichia� coli� ��>�:/�=;� ���� 2��	-	�� ��� 2�
	������ ��'�	���
:=D;���7��'	���6���2�-��#�����'��-	�#��(�	���	����-��(�'�����/0"�-���#����

�	������2��	���6��'('!���������'���2(���	������N����������	���6	�(����	�

$	�����	���	��:3�
	��������������(�0�(������;��+(���	����������9	���
��6���

���#	���6	�(����	#�����"#��'���������������:��#��9��A�
	�������	�#;�����

6��� -����� ��� �� ���6� @D� 31.#�� �'�#�	����� 2���	��� +(� 2���	�� ���'(� 6���

����7������ ����� -��� �����2'	-	'� +� '��� ��	#����	��� ���� -��� 2����	��� '�������

��9	'	��� 	�� ��#2(�'��� ��	#����	��� ������� ��	��� 5�����-�M.� tuberculosis� ��92�����



Pulmonary�delivery�of�DNA�encoding�M.�tuberculosis�DosR�antigen�Rv1733c�in�mice�

�8C�

��&���
�''	������������9��!	����������	
�(���(����������*'�#�	�����*
�<=='�

6����	����
��	��5�����������	����-	����'��'�����	����-�>D���.#���

3��
	�����M.�tuberculosis����2��������6��9�������������'���	�	����(���'	��	����92����
������	��� ������ 	�-'�	�������#������	��� �(�dosR� �������� ��� �(	��������6�������
�������6(	'(�6��� 2�2���� -��#�M.� tuberculosis� $=<*
� '������� ����� ��6� �9����
'���	�	���� ��� �� 2��9�� -��� �(� ���	��	'� �2���	�� �(��� #��� �� 2������ ��� �(�

	##��� ����#� ���	��� ������ 	�-'�	���� ��'��	��6�� ���6�� -��� >8� (����� 	�� �����

6	�(� �	�(���� �'�6�� '�2�� :��6��9���� '������;�� ������	��� 6��� '���	���� ���	�� ���

,/F@D� �-� '��� D�@�6��� ��'(�����'	��	�6�� (��
���� ��� '���	-����	��� ���� ����� ���
��	��� D��� ##� ������ ����� ��� 2�
	������ ��'�	��� :=��==;�� +(	�� ������ 6���

2�'	2	�����6	�(� �'���� ���� �	������ ���	���� 2(��2(�����--��� ���	��� +(� ������

2���	�� '��'�����	��� �-� �(� �����	��� 2�2����	���6��� ���#	��� ��� �(� ��"� ����

:5	�'�� *�'!-����� 3��	��	��� 1�";�� +(� ������ 6��� ���� 	�� ��� ��� '��'�����	��� �-� ��

��.#���+(�M.�tuberculosis�(�2�9	'�������6���!	���������������/��������N��	��(�

����/���5���"������:��3��/�#��!;�� �

�

Proliferation�assay��
�2����6��(��
����=�6!���-����(������
�''	���	�������D�������-����(�2���	��

������ ���� ������� 6	�(� �� <DM#� ������ '��� ����	��� :�/� �	��'	�'��� ��#����#��

���	�#;��������	������	-��#��	����'������2��	�����2���'����6������������D<�

'���.#��6	�(�@�M��'����9�-�����'	���	�'������''	�	#	��������:� ��I����'�����

5������ �	���� +(� 0�(������;� -��� �D� #	����� ��� =<O�� 	�� 5��� 6	�(� D�@E� ��"�

:�	�#��"���	'(�� K6	����'(��� +(� 0�(������;��  ����6	��� ����	���� �DE� (���

	��'�	
����-������
	�����#�: ��I�&�	����"�2(���.��*	����+(�0�(������;�6���

����� ��� �(� '��� ���2��	��� ����6��(�� 	�� 5���6	�(� D�@E� ��"�� �2���'����6��

����2���� 	�� *5�3��F8D�#�	�#� :&	�'��� ������ +(�0�(������;� ��22�#����

6	�(��DE� ���������6����������CF�6���1������#�2�����:����	�����'(	2(���*	�!��

+(� 0�(������;� ��� =9�D@� '���.6��� ���� ��	#������ 	�� ��	2�	'��� 6	�(� ���	�����

�
�����6��(�������������2���������6����!�I���	2�	'����6��2���������������

����>DO�����	��3 0���6�����������������-���	2�	'����6��2���������6��(��6	�(�5���
6	�(�D��E���"�������6��
����������-��6�'���#����6(��'���������-��#����	
�

��#2(�'���2�2����	���6���������� -���� ���2���	-���	����+(��� ��#��	'�#���

6��� ���� ��� �� #����� �-� 2���	-���	���� +(� �� ��#��	'� #��� 6��� ����	��� ���

������'�	��� �(� ��#��	'�#��� � ��� -�����'�'� �-� �(� ������ 2�2����	��� -��#� �(�

��#��	'� #��� � ��� -�����'�'� �-� �(� ���	
	��� '��� 2�2����	��H� *���	
�

2���	-���	��� :��� �� ��#��	'� #��;� R� ��#��	'� #��� :��2���	-���	��� '���;� �

��#��	'�#���:������'���;��

�*���	
� 2���	-���	��� 6��� 92����� ��� �� 2�'����� �-� �(� #�9	#��� 2���	-���	���

#��������	���2(���(�#������	�	��:5$";���	#����	���:���'��'�����	���>���.#�;�

����6���'���'���-����2���������2���	-���	��H��

�

�� geometric mean sample - � geometric mean medium]    
  [� geometric mean PHA- � geometric mean medium] 

* 100 = % of maximal proliferation
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Figure�1.�Maturation�of�mo�DCs�following�incubation�with�PLGA�PEI�np�formulations.��Surface�markers�
on�DCs�were�detected�by�FACS� following� incubation�with�FITC�labeled�CD86�and�CD40�MAb�and�PE�labeled�
CD80�and�CD83�MAb.�
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5���	-���	
� ��2����� �-� �(� �2���'���� -��#� �(� �	--���� ����2�� �-� 	##��	���

��	#���� 6�� 
������� ��	��� � ��� ����� '��� 2���	-���	��� #������ ��� -��6�

'���#����� 3�� 
	���� ���	#����	��� 6	�(� �'�#�	����� *
�<=='� ���	��� 6��� ���� ���


������ ���	��� �2'	-	'� ��2������ 3�� ���	�	����M.� tuberculosis� (�2�9	'� ������ 6���
���� ��� �� 2��9�� -��� �(� ���	��	'� �2���	�� �(���#��� �� 2������ ��� �(� 	##���

����#� ���	��� ������ 	�-'�	���� +(� ��2���	
���� �-� �(� �2���'���� ��� �(	��
��	#����	��� 	��	'���� 	�� 
	
�� 92���	��� �-� �(� *
�<=='� 	�� ��'	��	� ���6�� ����� ��6�

�9���� '���	�	����� +(� ������ 2���	-���	��� �-� �2���'��� '������� ���	#������ 6	�(�

*
�<=='� 6��� 	�'����� 	�� ���� �(� ����2�� �(��� �'	
�� �(� �'�#�	����� *
�<=='�

2���	���������-����(�(�#��������/0"�	##��	���	����'�#2�������/0"�
�''	���	���

6	�(���� 2���	�� ������ : 	���� 8�;�� ,-� 	������ 6��� �(��� �(� ����2� �(��� �'	
��

*
�<=='� 2���#	�� /0"� �������� ��� 5�&"�5�3� �2� ������'(����� -����6�� ��� ��

����7����2���	��������(����	��	-	'������(	�(��2���	-���	
���2������(���6(��

�(���#�
�''	���	�����	#��6�����#	�	�����	����#��'�������:PTD�D@;��3�����	�	����
�(	��2��#������
�''	���	�����	#��	���'���(����������*
�<=='�������

Figure�2.�IL�12�secretion�from�mo�DCs�following�incubation�(24hrs)�with�different�formulations.�IL�12�
levels�were�measured�using�ELISA�and�LPS was�used�as�a�positive�control.�The�results�are�the�mean�of�duplicate�
samples�from�one�representative�experiment�out�of�two�performed.�

 

Figure�3.�TNF���secretion�from�mo�DCs�following�incubation�(24�hrs)�with�different�formulations.�TNF�
�� levels� were� measured� using� ELISA� and� LPS� was� used� as� a� positive� control.� The� results� are� the� mean� of
duplicate�samples�from�one�representative�experiment�out�of�two�performed.�

 



Pulmonary�delivery�of�DNA�encoding�M.�tuberculosis�DosR�antigen�Rv1733c�in�mice�

�@=�

��

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

2���	-���	
�+�'�����2������#������������2������	��(���3����������9'�����(���

	�(���� ����
���� �'�	
	��� �(����(� +�*�C� ��	���	��� ��� �2&� #��	-�� '���	�� ��� �(�

2���#	�� 
'����#	�(�� (�
� �''������ -��� �(� ����
��*
�<=='� ��2������6� �����

���� #2��� ����'��	��� 
'���� /0"� ��� �� '�������� +(	�� �	�� ���� 	���'� �	��	-	'����

2���	-���	
�: 	����8�;���2������6(	'(�	��	'�����(�����2��������	���'������(�

�2'	-	'����	����'��	����7��'�	���(�'���9���-��(���	
���2���-��#��

�	#	�����������-���������2���	-���	���6������	����-������	#����	����-��2���'����

-��#��(���#�#	'�6	�(�M.�tuberculosis�(�2�9	'�������: 	����8�;��+�'���2���	-���	���

Figure�4.�T�cell�proliferation�of�immunized�mice�in�response�to�Rv1733c�protein�(a)�and�M.�tuberculosis
hypoxic� lysate� (b)� restimulation.� Relative� proliferation� is� represented� as� the� mean� percentage� of� the
measured�relative�proliferation�per�group�±�SEM�(n=3�5).�Statistical�significant�differences�as�compared�to�the�
DNA+np�e.t.�+�boost�vaccinated�group�are�represented�by�*�(P�<�0.05),�**�(P�<�0.01)�and�***�(P�<�0.001).�
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Figure�5.�IFN����production�from�spleen�cell�cultures�of�immunized�mice�in�response�to�Rv1733c�protein�
(a)� and� M.� tuberculosis� hypoxic� lysate� (b).� IFN�� levels� from� splenocytes� culture� supernatants� were�
measured� by� ELISA� and� represented� as� mean� concentration� values� ±� SEM� (n=3�5).� Statistical� significant�
differences�as�compared�to�the�DNA+np�e.t.�+�boost�vaccinated�group�are�represented�by�*�(P�<�0.05),�**�(P�<
0.01)�and�***�(P�<�0.001). 
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