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Identification�of�CD4+�and�CD8+�T�cell�responses�to�
Mycobacterium�tuberculosis�DosR�regulon�

encoded�dormancy�antigens�and�mapping�of�HLA�
class�I�and�II�restricted�peptide�epitopes.�
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Abstract�

�&&�(����� 
#�5�#� �	��6��5��(�#����� 7+08� ������
���� �	��#���� ����#�-��	�� �&� 5������

��((�	���� �	(#���	
�-����	��������9�##����-���6�:-������6����'���-����(6�+0���((�	����

+'�� #������ ���� ��� -����	��	
� +0� ���(�������	� �	� �#������ �	&�(���� �	�������#���

-����(�#��#����	(���'��9���#�������0�"6��((�	��&��#�����-����(���
��	������(�������	�+0��

,���� ;� 5�##��	� -��-#�� ���� �'��
'�� ��� 5�� #���	�#�� �	&�(���� 9��'� Mycobacterium�
tuberculosis� 7M.� tuberculosis8��+��
����	��
�	�������5#�� &���-���6�:-��������((�	����	�
	�������5���:-�������5��M.�tuberculosis�����	
�(#�	�(�#�#���	(��������#�������
���	&�(���	��
$�� -�������#�� ��-������ '���	� +� (�##� �(������� �
��	���M.� tuberculosis� %��*� ��
�#�	�
�	(����� �	��
�	���9'�('� ���� ����	
#�� �-6��
�#���������	
� �'��M.� tuberculosis� �������
���-�	����-�	��	���(�##�#����	&�(���	������	�+�(�##����-�	�������M.�tuberculosis�%��*�
��
�#�	��	(������	��
�	��9��������(������9��'�(�	���#��&�#���	��+0��	&�(���	��5����'��

	������ �&� �'�� ���-�	��� �����	�� �	���	��&����� <����(����� (�##�#��� ����	���� ��� M.�
tuberculosis� �'������ �	� 5��'� �%=>� �	�� �%4>� +� (�##� ��������� ���-�	����� ������ 9��

���	��&�� �'�� -����	(�� �&� 5��'� �%=>� �	�� �%4>� +� (�##� ���-�	���� ��9����� �� ������� �&�

����	�����	�	��M.� tuberculosis� %��*� ��
�#�	� �	(����� �	��
�	�� �	�M.� tuberculosis�
���-�	����� �	�������#���$�� &���'��� �'�9� �'���M.� tuberculosis� %��*� ��
�#�	� �	(�����
�	��
�	�� (�	���	� 5��'� �%=>� �	�� �%4>� +� (�##� �-���-���� 9'�('� ���� ��(�
	�?��� �	� �'��

(�	��:���&����6(#����..����(#����.���#�(�#�������-�(����#���<��#�&�����������-�	����9����

�����#�?������	
����� ��5�������������##�9�	
�����#��	���������(���	��&��%=>����9�##�

����%4>�-��#�&��������+�(�##����-�	��������'��������	��
�	���	��-�-�������+'��������#���

��
	�&�(�	�#�� �	(������ ���� �	������	��	
� �&� �'�� '���	� ����	�� ���-�	��� ��� M.�
tuberculosis�-'���@���
���-�(�&�(��	��
�	����	������'�#-� �	�����
	�	
�M.�tuberculosis�
%��*���
�#�	��	(������	��
�	����-�-�����5�������((�	����	��--���('������+0��

�
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Introduction�

�		��##���+0�(#����������B�3���##��	�#������	��(�������(�����7�	&�(�����8�+0����������	�

�����A���##��	�(������.����������������'��������;�5�##��	�-��-#������#���	�#���	&�(����9��'�

Mycobacterium�tuberculosis�7M.�tuberculosis8���'��(����������
�	���&���5��(�#�����7+08��
+'��� ����� ���������� �&� #���	�#�� �	&�(���� �	�������#�� &����� �������� ����(�� �&� 	�9�+0�

(������ ,	�� �	� ������ BC�M.� tuberculosis� �	&�(���� �	�������#�� 9�##� ���	���##�� ����#�-�

�(����� +0� ����	
� �'���� #�&������9'������ �'�� �����	���� ��� �5#�� ��� (�	���	� �'�� 5�(�##��

9��'���� ����#�-�	
� �	�� (#�	�(�#� ���-������ �����	�� (�	���#� �&� �'�� +0� -�	����(� ���

�������#����-�����5���'������	
��	(�������	�+0����5�������	�������#��������	
��(�����

�.D� (�6�	&�(���	�� �	�� �'�� (�	��	����� ����� �&� ��#��6���
� �������	�� 7�%*8� �	��

�:��	����#�����
6�������	��7E%*8�M.�tuberculosis������	��7F48��
Mycobacterium� bovis� 0�(�##��� ��#�����6"�G��	� 70�"8� ��� �����H�� �	#�� ����#�5#�� +0�

��((�	��� 0�"� -����(��� �
��	��� ������� &����� �&� +0� �	� ���	
� ('�#���	� �	�� �
��	���

#�-������ 5��� ����� 	��� �&&�(��	�#�� �	�� (�	�����	�#�� -����(�� �
��	��� -�#��	���� +0� �	�

���#���74�BF8���&&�(������	��6+0�������
����	����	#����I�����5������-����	�������((�	����

5��� �#��� ��((�	��� �:����	
� -���6�:-�����@�'���-����(� �(������� 7;3�=C8� ��	(�� 0�"� ���

�	�&&�(����� �	� #���	�#�� �	&�(���� �	�������#��� <���6�:-������+0� ��((�	��� �'��#�� ���� ���

-����	��	
� ���(�������	� �&� +0� �	&�(���	� �	� #���	�#�� �	&�(���� �	�������#�� 5�� �	��(�	
�

��5���� ����	���� ��� �	��
�	�� �'��� ���� �:-������� 5�� -�������	
�M.� tuberculosis� 5�(�##��
����	
� #���	�� �	&�(���	��  �('� ����	�� ���-�	���� ���� (�	�������� ����	���#� �	�

(�	���##�	
��������	�5������������(���	
�-�������	
�5�(�##���+'���#���#����I�������	��(���	�

�&� ���I����� �%=>� �	�� �%4>� +6(�##� ���-�	���� �
��	��� �'���� �����	(�� ����(������M.�
tuberculosis� �	��
�	��� *�(�	�#��� 9�� �'�9��� �'��� 
�	��� �&� �'��M.� tuberculosis� %��*�
7*�FBFF(8���
�#�	��	(�����	��
�	���'���(�	��	��(����
	�&�(�	��+�(�##����-�	�����	�M.�
tuberculosis��	&�(�����	�������#��7#���	�#������(����#���	&�(���87B48��+'��=46
�	��%��*�
��
�#�	�����:-�������5����5��(#��5�(�##������	
��	��������:-���������'�-�:����#�9������

	����(� �:���� �	�� (��5�	� ��	�:����� (�	�����	�� �'��
'�� ��� 5�� �	(��	������ 5�� M.�
tuberculosis��	������9'�	�-�������	
��	�����	�6(��-���	��'�����7FJ8���--��:�����#��

'�#&��&� �'��M.�tuberculosis�%��*���
�#�	� ����#����:-������������-��#�	
���-��������&�
����� �	� �'�� ��(�	�#�� -��-����� �	����	
� '�-�:��� ���-�	��� 7��*8� ����#� 7FC8��

.���	���� ���M.� tuberculosis� %��*� ��
�#�	� �	(������	��
�	�� ������ ��� 5�� ����(������

9��'�(�	���#��&�#���	��+0��	&�(���	����	(��������#�%��*���
�#�	��	(������	��
�	��9����

7-��&���	���##�8���(�
	�?���5���	�������#��9��'�#���	��+0��	&�(���	�7�+0.8�7BC�B4�;A8��

$���'���&����'�-��'���?����'�������	�����-�	��������'�����	��
�	����
'��(�	���5����

����'��(�	���#��&�-�������	��M.�tuberculosis��	&�(���	���
��9������ �'�� �:�(�� 	������ �&� �'���� '���	�+� (�##� ���-�	���� ���M.� tuberculosis� %��*�
��
�#�	��	(������	��
�	��'���	���5��	����������	������#��0��'��%=>��	���%4>�+�(�##��

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

	��5����&� ��#���	���	��'�
'#����(�
	�?���M.� tuberculosis�%��*��	��
�	�� �'��� �	��(��
5��'� �%=>� �	�� �%4>� '���	� +� (�##� ���-�	���� �	� ��(�5�(������ -������ �	�������#���

*��-�	����9������--����������������&�M.�tuberculosis�%��*���
�#�	��	(�����-�-�������
9'�('� 9���� ��(�
	�?��� �	� �'�� (�	��:�� �&� ���� (#���� .� �	�� ���� (#���� ..� ��#�(�#����

%����#��� �-���-�� ��--�	
� �&&���� �'�� -���	���#� ��� �#�(������ -����5#�� ��5����	�	��

�-���-��K� �'���� ��
'�� 5�� �:-#������ �	� ����
	�	
� ��-������ ��((�	��� 5�� �	��(�	
�
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����	���� ��� �� 5������� �-���-�� ��-�������� �'�	� 9��#�� 5�� ���	� &�##�9�	
� 	�����#�

�	&�(���	����-�����	���((�	����	�7;;�;=8���

�

Materials�and�Methods�

Study�subjects�
0�&&��(�����&�����9�	��6�	���	�������<<%����-�	�����7<<%>8�'��#�'���	�	�����������

��-��� 5#����5�	����	����9���� �	(#����� �	� �'��� �������2�� -����� ��#�(���	�9��������

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

'��#�'�� ��	���� (�	(��	�	
� +0� �	&�(���	@�:-������� +0� (�	��(�� '������� ��� 0�"�

��((�	����	�� �:(�-�� �'��� �'��� 9���� '��#�'�� �	�� '��� 	�� ('��	�(� ����#� �	&�(���	���

��9������ 
���	� �'�� #�9�+0� �	(���	(�� �	� �'��2��'��#�	���� �	�� �'�� #�(�� �&� �� 	����	�#�

0�"� ��((�	����	� -�#�(��� 	�	�� �&� �'���� -����������9��#�� 5�� �:-�(���� ��� 5�� �&� '�
'�

��
	�&�(�	(�� �	� �'��� (�'����� �������	�##��� <0��� &����3� +0� -����	��� �	�� 4� ��5��(�#�	�

���	������7+ +8�(�	��������9�������������0#�����&� �'����BF���	����9�����5���	���5��

��	�-�	(������&����9�����	� �	&������(�	��	��9����5���	����+'�� ������-����(�#�9���

�--������5���'�� .	��������	�#�*����9�0������&� �'�������	�1	�������������(�#���	����

7�1��8��<0���9�������#��������	
���(�##���	�����
�����	��(�	���&�
����	��	����������	�

#�I����	����
�	��	��#�������

�

M.�tuberculosis�antigens�and�peptides�
*�(��5�	�	��-�����	��9����-����(���������(��5���-�������#�� 7B=8��0���&#��� ��#�(����

M.� tuberculosis��FL*��
�	���9���� ��-#�&����5��<�*� &����
�	���(��FL*��%2���	��

(#�	��� 5�� "���9��� +�('	�#�
�� 7.	�����
�	��  �	� %��
��� ��8�� <�����	�� 9���� ����6

�:-������� �	� Escherichia� coli� �����	� 0�;B7%�F8� �	�� -���&���� ��� ���(��5��� 7B=8�� �##�
��(��5�	�	��-�����	��9������5��(�������I��#����(�	���#���������	(#���	
���I��	(�	
��

��?�� �	�� -������ ('�(��� �������#� �	����:�	� #���#��� 	�	6�-�(�&�(� +6(�##� �����#����	� �	��

-���	���#� (�##�#��� ��:�(���� 7BA8�� <���&���� -�����	� ����������� 7<<%�� 5��('� *+=A8� 9���

-��('�����&���� ����	�� �����.	���������%�	������

 �	�'���(�-�-������9���� ��	�'���?������-�������#�����(��5��� 7BL8��<�-������ &����M.�
tuberculosis� %��*� �	��
�	�� *�BLFF(�� *�;C;A(�� *�;CFB(�� *�;J;L(� �	�� ��&���	(��
�	��
�	� �
430� 9���� ;C6����� -�-������ 9��'� BC� ���	�� �(���� 7��8� ����#�-� �:(�-��

-�-������ ;C6;;� �&� �
430� 9'�('� 9���� B36����� 9��'� BC� ��� ����#�-�� +'�� ;C6����

-�-������ �&� *�BLFF(�� *�;C;A(� �	�� *�;J;L(� 9���� �#�	
����� 9��'� �9�� #���	�� 7�8�

�������������'���6�����	�#������-�������#�5�#�������	����������6�;��-���-���(�	�������

�&� A6����� �	�� (�	����������6%*F� �-���-���9���� B3� ��� BJ6������ +'�����6�C;CB6

������(������.D6B�-BL�"�
LLM43��-���-��7 ��2+D�+�8�9�����������(�	���#�-�-�����7F=8���

�
Generation�of�CD4+�T�cell�lines�
+�(�##�#�	���9����
�	����������-�������#�����(��5���7;8��.	�5���&��<0���9�����	(�5�����

���B6;:BCJ�(�##�@9�##� �	�;=69�##�-#�����72�	(��*����#����%�	����8� �	��'��-����	(���&�

M.� tuberculosis� #������ 73��
@�#8� �	� .�%����--#���	����9��'�3C�1@�#�-�	�(�##�	�� 3C�

�
@�#� ����-����(�	� 7.	�����
�	�� 0������ +'�� 2��'��#�	��8� �	�� BCN� -��#��� '���	�

�����K� &���'��� ���������� ��� (�#����� �������� �&���� J� ������ .�6;� 7;3� 1@�#8� 7�������
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�������##�������1 �8�9����������	��(�#������9����(�	��	����&����	��'���;����F�9�����

�	�-����	(���&�.�6;��+6(�##��9����&��?�	��	����������	�#�I����	����
�	��	��#�������

� �

Generation�of�CD8+�T�cell�lines�
�%4>�+�(�##�#�	���9����
�	�������5�����	
�7����#�
���8���	�����(�(�##��7%�8�����	��
�	�

-����	��	
�(�##�7�<�8��	���'����M.�tuberculosis�%��*���
�#�	��	(�����(�	����������6
�;��-���-����<0���&���������6�;>�+0�-����	��7���6�;���F���	��%*BB8�9��������O����

����6L���%B=>�(�##��9�������#�����5�����	
���� �5�����7��#��	����"����	�8��	��-#�����

�	�J69�##��-#��������F:BCJ��%B=>�(�##���	�*<�.��BCN��� ��(�	���	�	
�4C�	
@�#�"�6� ��

70������(�8� �	�� 3CC� 1@� �#� �.�6=� 7<�-����('8� &���'��� ��&������ ��� ��� %�� (�#�����

�����������FL����	��3N��,;� ��� �	��(�� ���������%��� 7�%�8� 7F38���%4>�+�(�##��9����

���#�����&�����'���%B=6�&��(���	��0��'��%4>��	���%46�&��(���	�9����&��?�	��	���������

�	� #�I���� 	����
�	� �	��#� ����� �%��� 9���� �������� �	� ���� 6B� �	� %�� (�#����� ��������

��--#���	����9��'�3C�	
@�#��< ���������C���������%���7�%��8�9����'����������	��

�����-�	�����	�*<�.�9��'�BN�-��#���'���	��������	��'��-����	(���&�;3��
@�#�-���

���6�;�(�	��������-���-���	��F��
@�#��;6��(��
#�5�#�	�7 �
��6�#���('��P9��	���('���

+'��2��'��#�	��8� &���=�'��������FL����	��3N��,;�9��'�'���#�������-�	���	��&�(�##���

�&����9��'�	
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Figure�1.�Proliferative�T� cell� response�profiles� to�M.� tuberculosis� antigens� compared� to� control� conditions.�
PBMC�from�donor�9�(Table�2,�HLA�A2,��A24,��B35,�B57,��C4,�C6,�DR�7,�DR�14)�were�stimulated�with�PHA�or�HIVgag77�
85b�as�positive�and�negative�controls,�respectively,�or�with�M.�tuberculosis�test�antigens.�After�6�days�of�culturing�CFSE�
proliferation�of�CD4+�(a)�or�CD8+�T�cells�(b)�was�measured:�CD4+�or�CD8+�T�cells�were�gated�from�a�CD3+�T�cell�gate�
combined�with�a� live� lymphocyte� gate.� Individual� histogram�plots� show� the�%� relative� proliferation� ((�� geometric�
mean� sample� �� �� geometric� mean� control� peptide)/� (�� geometric� mean� PHA�� �� geometric� mean� control�
peptide))*100%� =�%� of� maximal� proliferation.� PBMC�were� stimulated� with� Rv1733c� and� corresponding� peptides,�
some�of�which�induced�CD4+�T�cell�proliferation�while�others�did�not�(a)�PBMC�were�also�stimulated�with�four�20�mer�
peptides� of� Ag85B� and� Rv2031c� encoding� identified� and� published�HLA�A2� restricted� epitopes� (see� text)� to�which�
indeed�CD8+�T�cell�proliferation�was�observed�in�this�HLA�A2�positive�donor�(b).��A�relative�proliferation���10%�was�
considered�positive.�
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Table�2.�HLA�class�A,��B,��C�and�–DR�genotypes�and�IFN��responses�to�
M.�tuberculosis �PPD�of�donors�studied�in�current�study�

Donor PPDa

number HLA�A HLA�B HLA�C HLA�DR pg/ml
B B L�4 L ;�F >

; ;�FB 4�== 3��L F�= >

F BB�FC B4�;L B��3 F�= >

= ;�;A =3�3C F��J =�L >

3 ; ==�FA 3��L L�B3 >>>

J ;�F 3B�L  B3�BB >

L ; L�4 L ;�F >

4 F�FB 3J�F3 B��= B�= >>

A ;�;= F3�3L =��J L�B= >>

BC F�;= B=�B4  B�= >>>

BB B�FB 3B�3;  BB�B3 >

B; ;�J4 ==�3B B��3 BB�B= >

BF F L�3B L��= B�B3 >>

B= F�;= L�J; L��A BB�BF >

B3 F�BB B3�F4 B��B; F�BF >

�����6����-���	�	�9	�

�
a,�
*��-�	�������<<%O�>��BCC63CC�-
@�#K�>>��3CC6BCCC�-
@�#K�>>>��YBCCC�-
@�#�

HLA�type
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Table�3a.�Proliferative�CD4+�T�cell�response�to�M.�tuberculosis �peptides�among�all�donors�(n=15,�numbers�
corresponding�with�donors�in�Table�2).�A�relative�proliferation���10%�was�considered�positive.�

  not tested   rel. proliferation < 3%   rel. proliferation 3-10%   rel. proliferation >10%

Mtb, M. tuberculosis 

  not tested   rel. proliferation < 3%   rel. proliferation 3-10%   rel. proliferation >10%
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��	���&����:��-#��*�BLFF(�-�-������B6F��BL6

BA���	���
430�-�-������36BF���

+���	���
��'����9���--#�����'��(�##����(��	
������� ����������#�?���	������#��	����#��

I��	��&��5��'��%=>��	���%4>�+�(�##����-�	��������-�(�&�(�M.�tuberculosis��	��
�	���	��
�	�������#� -�-������� $�� ���	��&�� �� #��
�� ������� �&� 	�9� -����5#�� -�-����� �-���-���

#�(������	�M.�tuberculosis�%��*���
�#�	��	(������	��
�	���9'�('�������(�
	�?���9��'�

'�
'��&&�(��	(��5���%=>��	�@����%4>�+�(�##����

��

Mtb, M. tuberculosis 

 

  not tested   rel. proliferation < 3%   rel. proliferation 3-10%   rel. proliferation >10%

Table�3b.�Proliferative�CD8+�T�cell�response�to�M.�tuberculosis �peptides�among�all�donors�(n=15,�numbers�
corresponding�with�donors�in�Table�2).�A�relative�proliferation���10%�was�considered�positive.

  not tested   rel. proliferation < 3%   rel. proliferation 3-10%   rel. proliferation >10%
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Identification�of�M.�tuberculosis�DosR�regulon�encoded�peptide�epitopes�in�the�
context�of�genetic�HLA�A2�and�HLA�DR3�polymorphism�
+'�� �5���� ���(��5���M.� tuberculosis� %��*� ��
�#�	� �	(����� -�-����� �-���-��� 9����

��(�
	�?���5����&&���	����	����9��'������	
�������-������	���&��'��in�vitro����-�	����
���('���9��'�in�silico��-���-������&�����('���&����'����#���	��������-���7;J87�����	���

�'�9	8�� +'��� ��

����� �'��� ���-�	���� ��� M.� tuberculosis� %��*� ��
�#�	� �	(�����
�	��
�	�� (�	� 	�����##�� �((��� �	� �� 9���� ��	
�� �&� ���� ��-���� � .	� ������ ��� 5������

�	������	���'����#�(�#�����('�	������&�%��*���
�#�	��	(������-���-��-����	�����	��
9�� �:���	��� -�-����� ��(�
	����	� �	� �'�� (�	��:�� �&� ���� (#���� .� �	�� (#���� ..�

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

-�	�#�� 9�� ��(����� ��� &�(��� �	� ;� '�
'#�� &��I��	�� �##�#���� ���6�C;CB� �	�� ���6

%*0BCFCB� 7%*F@BL8� 7&��I��	(���� ���� Z3CN� �	�� Z;CN�� ���-�(����#�� ���	
�

���(����	�87;F8�����	
��'��-�	�#��&�B3�<<%>�5#����5�	����	�����3����6%*F�-��������

�	��L����6�;>���	����9�������	��&�����+�(�##����-�	����7�%=>8����M.�tuberculosis�%��*�
��
�#�	��	(�����-�-���������	
��'��3����6%*F>���	����9����&��	���	�;@3���	�����

�	(#���	
����*�BLFF(�-�-������4��	��;��*�;C;A(�-�-�����;C��	��*�;J;L(�-�-�����BA�

7+�5#��;��	��F�8����	��-�-������9�����#�����(�
	�?���5��7�%4>�+�(�##��&���8����6�;>�

��	�����  ���� -�-������ 9���� ��(�
	�?��� 5�� �-� ��� =@L� ���6�;>� ��	���� ��('� ���

*�;J;L(�-�-������BA��	��F=����	��5����&���'���-�-������ �	��(������-�	���� �	�F@L�

���6�;>� ��	���O� *�;C;A(� -�-����� F;�� *�;J;L(� -�-������ BC�� ;J�� F;�� F46=C� �	��

*�;CFB(� -�-������ =�� L�� BC� �	�� B;� 7+�5#�� ;� �	�� +�5#�� F58�� .	�������	
#��� *�;J;L(�

-�����	�9�����(�
	�?���5���%=>�+�(�##���&��	����	���9'������ �'����	
#��-�-�������&�

*�;J;L(�9���� ��(�
	�?��� 5����	�����6�;>� �	�� 6%*F>� ��	���� ��-#��	
� �'��� ���	
�

-�-����������5���������	��������	��	��
�	����(�������'�	����	
��	��(��9'�#���	��
�	����

�

�

 Table�3c.�Cumulative�CD4+�and�CD8+�T�cell�response�profiles�to�M.�tuberculosis �proteins�and�their�respective�peptides�among�PPD�responsive�donors�(n=15).

Mtb, M. tuberculosis 

 

Mtb, M. tuberculosis 

Table�3d.�Cumulative�CD4+�and�CD8+�T�cell�response�profiles�to�M.�tuberculosis �proteins�and�their�respective�
peptides�among�heterozygous�HLA�DR3+�(n=5,�CD4+�T�cell�responses)�and�HLA�A2+�(n=7,�CD8+�T�cell�responses)
PPD�responsive�donors.
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Table�4a.�List�of�M.�tuberculosis �DosR�regulon�encoded�candidate�HLA�DR3�epitopes�

Rv1733c +�*�*�<�*+.�*D� B3 ;A ;J

�+�.+�*�*�<�*+. BB ;3 BA

D".$D% �"S�D%�<� B=B B3J BA

Rv2029c +���*�"�<*�%<"" F3 =A BB

".2D�*.D�D�""� 3B J3 B;

�*�D�<"< �+D��S BB= B;4 B3

�� D*��*��D" �� BA= ;C4 B4

DD �" S"����+*� ;FB ;=3 B=

� .<�+�D "D"�"%� ;3; ;JJ BF

Rv2031c +�<DS*�<* ��<�� = B4 ;J

 D�D �"�<+���.S B;3 BFA B;

Rv2627c D��"����"2**$��� AF BC4 BL

�"*�<�%��D�*�$� B4J ;CC BF

*�+D����<."*�. FBJ FFC BF

a
���-���-������&��(������	��(�	��������-���-����I��	(��������5���	���&����999���&-���'����

score�in�silico�
predictiona

M.�tuberculosis�
DosR�antigen �epitope�sequencea start�aa end�aa

Table�4b.�List�of�M.�tuberculosis�DosR�regulon�encoded�candidate�HLA�A2�epitopes�

*�BLFF( +*�<�+�+D 4B 4A B4 Y�;3C �6 �6

�D���S�S+ LF 4B BB 3�3 �> �6

S�S+*�<�+ L4 4J BC Y�;3C �> �6

"�$� D��D BLC BL4 ;A C�BB �> �6

���"�$� D BJL BL3 ;= F �6 �6

.�%������ BJB BJA ;F ;�4�6�F= �> �>

�����+*�. B4B B4A ;J C�=; �> �>

�+*�.�.*D B43 BAF ;C 3F �> �6

�.�.*D*2� B44 BAJ ;C ;�4 �> >

*�;C;A( �����<+�D FB= F;; ;B B�4 �> �6

+�D"S%S�D F;C F;4 B; Y�;3C �6 �6

*�;CFB( ��" �D*+D A= BC; BA BF �6 �6

" �D*+D � AJ BC= B4 3A �> �6

*+D �<D"� BCC BC4 B; ;�3 �> �6

*�;J;L( +�22*���� B3A BJL BL =�= �6 �6

" S*$� �+ B3B B3A A ;CA �6 �6

"����.�"D ;4J ;A= ;A C�CC=B �6 �>

.�"D<D�%� ;AB ;AA ;A C�L; �6 �6

 ���"���� ;4; ;AC ;3 C�;= �6 �6

<."*�. <� F;= FF; BA ;CC �6 �6

� �+<�D<� FF; F=C B3 A �6 �6

 �+<�D<�< FFF F=B BA =A �6 >

<�<"*�.�� FFA F=L BB 4�J �> �6

����S "�� FA= =C; ;C F �> �6

"��%�<*+S =CC =C4 BJ ;J �> �6

a ���-���-������&��(������	��(�	��������-���-����I��	(��������5���	���&����999���&-���'�����
b ��(�	���#�-�-�����7(�#��-�-����8��	�5�	��	
�������'������D �&�C�CCJ
c ��-��������.�2�����-�	������(�	��������-���-�O�>��-�����������-�	�����:(#�����#��&��	���	����6�;>

7'�����?�
���8���	����7	TBB8K�

�6��-�����������-�	����&��	���	���	����9��'���&&���	������(#�������##�#���7	T38�
d
���%4

>
�+�(�##�-��#�&������	�&�##�9�	
������#����	�9��'�(�	��������-���-��7N�-��#�&�����	
��%4

>
(�##�8O�>���-�����������-�	�����:(#�����#��

�&��	���	����6�;
>
�7'�����?�
���8��	�����$'�	�N�-��#�&�����	
��%4

>
(�##��9���Y�W�������>�F %X����9���(�	��������-���������

K D �<IC50>�

mMb

ELISA�
responsec

CFSE�
proliferationd

score�in�silico�
predictiona

M.�tuberculosis��
DosR�antigen �epitope�sequencea start�aa end�aa
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�C;CB� ������(���� �-���-����  ���#��#��� *�;CFB(� -�-����� =� �'��� (������� �� ���6%*F�

�-���-��9����	�������(�
	�?���5�����6%*F>�-����������	����7��
����B��	��+�5#��F�8��

�'��� (�	&����	
� �	(������� �'��� �'�����'���9������ '���� ��� �5#�� ��� ���	��&�� -�-�����

�-�(�&�(����-�	�����

����5���	���#�	��5����&�-�-������9�����(�
	�?���5���'����#�(�������6%*F>��	�����6

�;>���	�����+'����-�-������9����	�:����5��(���� ��� &���'��� �	���#�(����	���#��-���-��

����&� ����('��� 7;J8� �	� �'�� (�	��:�� �&� ���6�;� ��� ���6%*F� ��� ��#�(�� �'�� -��(����

�-���-��� ��5������ �	� �'�� ��(�
	�?��� ;C6������ %��-���� �'�� #������� 	��5��� �&�

�	�������#�� �	�����
������9��9�����5#�� ��� ���	��&��B=�M.� tuberculosis� (�	�������%��*�
��
�#�	� �	(����� ���6%*F� -����	���� �-���-��� 7+�5#�� =�8� �	�� ;3� M.� tuberculosis�
(�	�������%��*���
�#�	��	(��������6�;�-����	�����-���-���7+�5#��=58��

�

In�vitro�verification�of�candidate�M.�tuberculosis�DosR�regulon�encoded�epitopes�
in�the�context�of�HLA�DR3�
�##�&������	�(�	����������6%*F�M.�tuberculosis�%��*���
�#�	��	(������-���-���9����

	�:�� ��	�'���?��� ��� B36���� -�-������ 7+�5#�� =�8�� �	�� ��������� &��� ��(�
	����	� 5��

<0��� &���� �9��	�9#�� �������<<%� ���-�	�������	���� 7�B4O����6%*F�� 3K��BAO����6

%*F�� ;8�� 5��'� �&� 9'�('� 9���� 	��� �	(#����� �	� +�5#�� ;�� 0��'� ��	���� 9���� &��	�� ���

��(�
	�?������5���	���#�	��5����&��'����M.�tuberculosis�(�	����������6%*F�-����	����
�-���-��� 7BC� �	�� =�� ���-�(����#�8� ��� �'�9	� �	� ��
���� ;��� 9'������ ��(�5�(�������

	�[��� ��	���� ;C� 7���6%*B�� F8� �	�� ;B� 7���6%*F�� L8� ���� 	��� ��(�
	�?�� �	�� �&� �'��

�-���-�����������-����	�#����'��������#����'�9��'������-�	����	�������M.�tuberculosis�
(�	������� ���6%*F� �-���-��� ���� (#���#�� �5������� �	� �	�������#�� �:-����@�	&�(����

9��'���(�5�(������5���	����	���(�5�(������	�[����<<%�	�
��������	�����

2�:��� M.� tuberculosis� %��*� ��
�#�	� �	(����� �	��
�	�� �	�� ��#�(���� �-���-��� 9����

-����	������������6%*F>��%=>�+�(�##�#�	��7+��8�9'�('�'���5��	�
�	�������&����<0���

�&� �� �������� +0� -����	�� 7���6%*F�� B38� 5�� �����#����	� 9��'�M.� tuberculosis� #�������
�	��
�	��9���� -����	���� ���� 7'���?�
���8����6%*F����('��� ���������('����<���

���� �##� �	��
�	��� �:(�-�� *�BLFF(�� 5��'� -�����	� �	�� -�-����� ���-�	���� (��#�� 5��

��������������*�BLFF(����-�	����9�������	��
��	���-�-����6�-���-���*�BLFF(-B36;A�

�	��*�BLFF(-B=B6B3J��+'�������#�����(��-���5#��9��'��'��	����	��'���-�-����������#����	�

(�	� �����#�?�� �#��� �� \��5����	�	�]� �-���-�� ��-�������� 9'�('� ���� 	��� 5�� ����5#��

&�##�9�	
� ��5�-����#� �����#����	� 9��'� 9'�#�� -�����	�� 2���5#��� 	�� ���-�	���� 9����

&��	�� ��� -�-����6�-���-�� *�BLFF(-BB6;3� ���-���� ���� #��
�� ����#�-�9��'� *�BLFF(-B36;AK�
�'���-��	��� ������6�����	�#� #�(����	��&�����	���#���������� �	��#���� �	����'������6%*F�

5�	��	
��	�@���+�*�#�
����	���

.	� �'��� +���� ���-�	���� ��� BB� ���� �&� �'�� B=� M.� tuberculosis� (�	������� ���6%*F�
-����	���� �-���-���9���� �5�������� 2�� ��� ����� #�9� ���-�	����9���� �5�������9'�	�

�	��
�	�� ��� -�-������ 9���� -����	���� ���� ���6%*F� ������('��� �<�� 7��
���� ;56�8��
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Figure�2.�Recognition�of�candidate�HLA�DR3�epitopes�by�assessment�of�IFN���responses�in�PBMC�and�
in�CD4+�T�cell�lines.�PBMC�from�PPD+�HLA�DR3+�(heterozygous)�donors�(donor�18�and�19)�both�recognized�
a�substantial�number�of�candidate�HLA�DR3�epitopes,�in�contrast�to�PPD��HLA�DR3+�(heterozygous)�donors�
(black�box,�response,�white�box,�no�response)�(a).�Immunodominant�M.�tuberculosis�dosR�antigens�and�their�
respective�candidate�HLA�DR3�epitopes�were�tested,�using�a�CD4+�M.�tuberculosis� lysate�induced�T�cell� line�
(TCL)� with� HLA�DR3�matched� (homozygous)� APC� (black� bars)� (b�e).� For� Rv2029c� (d),� Rv2031c� (c)� and�
Rv2627c� (e)� responses� to� both� protein� and� candidate� epitopes� were� observed.� For� Rv1733c� (b)� only�
responses� to� its� respective�candidate�epitopes�were�observed� (see� text� for�discussion).� �When� the�TCL�was�
tested�with�DR3�mismatched�APC� (white�bars),�no�or� strongly� reduced�responses�were�observed�(b�e).�An�
IFN��response���100�pg/ml�was�considered�positive�for�PBMC�and�for�M.�tuberculosis�antigen�specific�T�cell�
lines�when�IFN��response�was���50�pg/ml.�
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Figure�3.� Cytotolytic� activity� of� a�
CD8+� polyclonal� T� cell� line�
against� the�HLA�A2� restricted�M.�
tuberculosis� epitope�Rv1733cp181�
189.� The� results� show� specific�
recognition� of� peptide� epitope�
Rv1733cp181�189�by�CD8+�T�cells�when�
peptide�was� loaded�onto�EBV�BLCL�
JY� target� cells� (compared� to�
medium� control).� CD8+� T� cells� also�
recognized�EBV�BLCL�JY�target�cells�
that� had� been� transduced� with� an�
expression� plasmid� encoding�
Rv1733c,� thus� facilitating�
endogenous� expression� and�
presentation� of� Rv1733c� in� the�
context� of�HLA�A*0201.� In� contrast�
EBV�BLCL� JY� target� cells� which�
were� transduced� with� an� empty�
plasmid� (a)� were� killed� to� a� much�
lesser� extent.� Specific� lysis� of� EBV�
BLCL� JY� target� cells� loaded� with�
Rv1733cp181�189� could� be� inhibited�
partly� by� addition� of� anti�HLA�
class�I� but� not� anti�HLA�class�II�
antibody� (b).� The� %� specific� lysis�
was�calculated�as�follows:�[(release�
spontaneous� release)/� (maximum�
release�spontaneous� release)]� x�
100%.��

a�

b�
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�
Table� Ia�e.� Overlapping� peptide� sets� of� antigens� selected� for� this� study.� Table� Ia�d,� overlapping� peptide� sets�
from�DosR�antigens�Rv1733c,�Rv2029c,�Rv2031c�and�Rv2627c,�respectively.�All�DosR�peptides�are�20�aa� long�
with�10�aa�overlap.�All�DosR�derived�peptides,�with�exception�of�peptides�derived�from�DosR�antigen�Rv2031c�
were� elongated� with� two� lysine� (K)� residues� at� the� C�terminal� to� improve� solubility.� Table� Ie� shows� the�
overlapping�peptide�set�of�reference�(non�DosR)�antigen�Ag85B.�Ag85B�peptides�are�also�20�aa�long�with�10�aa�
overlap�with�exception�of�Ag85B�peptide�numbers�20�22�which�were�15�aa�long�with�10�aa�overlap�(see�text�in�
Table�Ie).�

Table�I�a.�Overlapping�peptide�set�of�DosR�antigen�Rv1733c

peptide DosR�antigen�Rv1733c position

	��5�� �����I��	(� �����6�	�

B �.�++*%*�"�+�.+�*�*��� B6;C

; �+�.+�*�*�<�*+.�*D� �� BB6FC

F <�*+.�*D� *2<�D*"+%*�� ;B6=C�

= *2<�D*"+%*���DD����D�� FB63C�

3 ���DD����D+D ��+.<���� =B6JC

J +D ��+.<�����"+�DS% �� 3B6LC

L ���"+�DS% * �D���S�S�� JB64C

4 * �D���S�S+*�<�+�+D.�� LB6AC

A +*�<�+�+D.%��"D.% 2+�� 4B6BCC

BC %��"D.% 2++�+ �<<*+��� AB6BBC

BB +�+ �<<*+�.+D<�*$DD2�� BCB6B;C

B; .+D<�*$DD2".�* "�D2��� BBB6BFC

BF ".�* "�D2��<"+� "%*D�� B;B6B=C

B= �<"+� "%*D".$D% �"S��� BFB6B3C

B3 ".$D% �"S�D%�<�<<�*��� B=B6BJC�

BJ D%�<�<<�*�.�%������"�� B3B6BLC

BL .�%������"�$� D��D�"�� BJB6B4C

B4 �$� D��D�"�����+*�.��� BLB6BAC

BA �����+*�.�.*D*2� $S��� B4B6;CC

;C .*D*2� $S�%.% ���+S*�� BAB6;BC
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Table�I�b.�Overlapping�peptide�set�of�DosR�antigen�Rv2029c

peptide DosR�antigen�Rv2029c position

	��5�� �����I��	(� �����6�	�

B �+�<��$%�"�<*..+�+�2�� B6;C

; �<*..+�+�2<��%.++ D%�� BB6FC

F <��%.++ D%DD*<+���*��� ;B6=C

= DD*<+���*�"�<*�%<"""�� FB63C

3 "�<*�%<"""".2D�*.D�D�� =B6JC

J ".2D�*.D�D�""� +���<�� 3B6LC

L �""� +���<�"" +" ����� JB64C

4 �"" +" ������"%�"D<��� LB6AC

A ���"%�"D<�*D.<.�� +*�� 4B6BCC

BC *D.<.�� +*� �+D2� *+�� AB6BBC

BB � �+D2� *+��S�*�D�<"�� BCB6B;C

B; ��S�*�D�<"< �+D��S�S�� BBB6BFC

BF < �+D��S�S��%��*"����� B;B6B=C

B= ��%��*"��� ���DD� " �� BFB6B3C

B3  ���DD� " �<<"D��%���� B=B6BJC

BJ �<<"D��%��S*D�%.�** �� B3B6BLC

BL S*D�%.�**  +<�.�%+ "�� BJB6B4C

B4  +<�.�%+ """�S�.  "D�� BLB6BAC

BA ""�S�.  "D����� D*���� B4B6;CC

;C ����� D*��*��D" ���+�� BAB6;BC

;B *��D" ���+�<�S�������� ;CB6;;C

;; �<�S�������.%*"*��DD�� ;BB6;FC

;F �.%*"*��DDDD �" S"���� ;;B6;=C

;= DD �" S"����+*�� �*��� ;FB6;3C

;3 ��+*�� �*�  .<�+�D "�� ;=B6;JC

;J   .<�+�D "D"�"%��D���� ;3B6;LC

;L D"�"%��D��.+D"� *"$ �� ;JB6;4C

;4 .+D"� *"$ �.� D*�"2��� ;LB6;AC

;A �.� D*�"2��"�����+<"�� ;4B6FCC

FC �"�����+<"+���2*%%D��� ;AB6FBC

FB +���2*%%D�*�������<+�� FCB6F;C

F; *�������<+�D"S%S�D$��� FBB6FFC

FF +�D"S%S�D$�<.D2<�� <�� FB46FFA
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Table�I�c.�Overlapping�peptide�set�of�DosR�antigen�Rv2031c

peptide DosR�antigen�Rv2031c position

	��5�� �����I��	(� �����6�	�

B ��++�<DS*�<* ��<�� � B6;C

; <* ��<�� ������< ��" BB6FC

F �����< ��"�*<+�%+*�� ;B6=C

= �*<+�%+*��*��%����"* FB63C

3 *��%����"*��D*���<"D =B6JC

J ��D*���<"D%<%�%D%.�D 3B6LC

L %<%�%D%.�D*%"S�+.��� JB64C

4 *%"S�+.���*+�S�%�%"* LB6AC

A *+�S�%�%"* ����" �D* 4B6BCC

BC  ����" �D*+D �<D"�%� AB6BBC

BB +D �<D"�%�%%.��+�%�" BCB6B;C

B; %%.��+�%�".�+D D�D � BBB6BFC

BF .�+D D�D �"�<+���.S. B;B6B=C

B=  D�D �"�<+���.S.* +2 B;36B==
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Table�I�d.�Overlapping�peptide�set�of�DosR�antigen�Rv2627c

peptide DosR�antigen�Rv2627c position

	��5�� �����I��	(� �����6�	�

B ��  � %"+��* ��*� <<�� B6;C

; �* ��*� <<D� "��"<���� BB6FC

F D� "��"<���+"��D�S $�� ;B6=C

= �+"��D�S $*%��"SS<%��� FB63C

3 *%��"SS<%��<.�*<+.���� =B6JC

J �<.�*<+.����S��*%�.D�� 3B6LC

L ��S��*%�.D��"���**<D�� JB64C

4 ��"���**<D 2�*D��*. �� LB6AC

A  2�*D��*. S�D��"������ 4B6BCC

BC S�D��"����"2**$���< �� AB6BBC

BB "2**$���< "���S<<<�+�� BCB6B;C

B; "���S<<<�+�D�D*�D�%*�� BBB6BFC

BF �D�D*�D�%*** ��*.��%�� B;B6B=C

B= ** ��*.��% "�+<�<"�<�� BFB6B3C

B3  "�+<�<"�<" S*$� �+��� B=B6BJC

BJ " S*$� �+�22*������*�� B3B6BLC

BL 22*������*�<�<*<$�D��� BJB6B4C

B4 �<�<*<$�D�D�"+��"*�<�� BLB6BAC

BA D�"+��"*�<�%��D�*�$��� B4B6;CC

;C �%��D�*�$���%��"�2.D�� BAB6;BC

;B ��%��"�2.D�<D�<��"<*�� ;CB6;;C

;; �<D�<��"<*"S"�<�"�D��� ;BB6;FC

;F "S"�<�"�D�<"�%D�%%D��� ;;B6;=C

;= <"�%D�%%D�"+�S�D$%.*�� ;FB6;3C

;3 "+�S�D$%.**�� $.* S��� ;=B6;JC

;J *�� $.* S��� �."�2"��� ;3B6;LC

;L �� �."�2"� �""�.� �D�� ;JB6;4C

;4  �""�.� �D� ���"������ ;LB6;AC

;A � ���"����.�"D<D�%�.�� ;4B6FCC

FC .�"D<D�%�.���"*��"�*�� ;AB6FBC

FB ���"*��"�*��%<**�+D��� FCB6F;C

F; ��%<**�+D����<."*�. �� FBB6FFC

FF ���<."*�. <� �+<�D<��� F;B6F=C

F= <� �+<�D<�<"*�.��".��� FFB6F3C

F3 <"*�.��".�%*�D�<*�SD�� F=B6FJC

FJ %*�D�<*�SD+*�$��$"�<�� F3B6FLC

FL +*�$��$"�<�.D$�<""�+�� FJB6F4C

F4 �.D$�<""�+"��S *<D**�� FLB6FAC

FA "��S *<D**�DS����S "�� F4B6=CC

=C �DS����S "��%�<*+S*%�� FAB6=BC

=B ����S "��%�<*+S*%* ��� FA=6=BF



Chapter�3�

 

4=�

�

�

�

�

�

Table�I�e.�Overlapping�peptide�set�of�early�secreted�antigen�
Ag85B�(Rv1886c)

peptide �antigen�Ag85B position

	��5�� �����I��	(� �����6�	�

B � *<"�<D���SD< < �"*�������� =B6JC

; �SD< < �"*%.�DS�S "" 3B6LC

F %.�DS�S ""22 <�D���%������������ JB64C

= 22 <�D���%"�*�S%%�2"����������� LB6AC

3 "�*�S%%�2"$%.2+<���$���������� 4B6BCC

J $%.2+<���$��S "� .D������������� AB6BBC

L ��S "� .D�<D""S  �� ����������� BCB6B;C

4 <D""S  �� %$� <��"�������������� BBB6BFC

A %$� <��"��"�S+��$�+���������� B;B6B=C

BC "�S+��$�+��+ ��<S$� ��������� BFB6B3C

BB �+ ��<S$� �2*�D�<+" ����������� B=B6BJC

B; �2*�D�<+" ��."� ��" ������������ B3B6BLC

BF ��."� ��"  ��.�����<������������ BJB6B4C

B=  ��.�����<SS�.��" � ����������� BLB6BAC

B3 SS�.��" � ���%< S"�"����������� B4B6;CC

BJ ���%< S"�"< �."���"%����������� BAB6;BC

BL < �."���"%�""����%�$������������ ;CB6;;C

B4 �""����%�$"<  %<�$�*������������ ;BB6;FC

BA "<  %<�$�*2%<+SS.<�������������� ;;B6;=C

;C 2%<+SS.<��D�22+�
������������

;FB6;=3

;B S.<��D�22+*�$D��
�

;FJ6;3C

;; D�22+*�$D��"2"+�
�

;=B6;33

;F D�22+*�$D��"2"+<2��"������������ ;=B6;JC

;= �"2"+<2��""�2.<���������������� ;3B6;LC

;3 "�2.<�����2�D*  2��������������� ;JB6;4C

;J 2�D*  2���S%��2��""������������ ;LB6;AC

;L S%��2��""�2�D�2�<<2"������������ ;4B6FCC

;4 2�D�2�<<2"+� $��$"�S������������� ;AB6FBC

;A +� $��$"�S�2���"%�S �������������� FCB6F;C

FC �$"�S�2���"%�S  �"�"����������� FCJ6F;3

�
��B36������BC��������#�-�

���I��	(���
430�(�	�������&�F;3�����������=C�������#��������I��	(�K
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