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Figure� 1.� IFN��� production� against�
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PBMC� of� 17� TB� patients� (TB),� 18�
tuberculin� skin� test� positive� (TST+)�
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Figure� 2.� Intracellular� IFN��� staining� of� HLA�A*0201+,�
CD8+� human� T� cell� lines� generated� by� stimulation� of�
PBMC� with� seven� peptide� pools,� each� containing� four�
HspX�15�mers.�T�cell� lines�were�co�cultured� for�6�h�with�
the� HLA�A*0201�positive� EBV�BLCL� JY,� that� had� been�
pulsed�overnight�with�one�single�HspX�peptide�(indicated�
on� the� left).� Cells� were� incubated� with� PE�labeled� anti�
IFN��� and� APC�labeled� anti�CD8� MAb.� For� the� analysis,�
only� lymphocytes�were�used�with� the�exclusion�of�CD19�
positive�cells�to�avoid�contamination�of�the�JY�cells.��

�Table�1.�HspX/Ag85B�ratios�

 ,�)������� 0�;;

 � 
=

0�77

,�	����� ><@��F>/0�)�������
a

0�7;

,�	����� ><@��F>/0���������
b

0�0<0

������
���M.�tuberculosis ����3)������ 0�00<6

a� In�vitro�responsive�to�ESAT�6�and/or�CFP�10
b� In�vitro�unresponsive�to�ESAT�6�and/or�CFP�10

 ��������)
������!�)4@�

��:;,���
��



T�cell�responses�to�M.�tuberculosis�DosR�antigen�HspX�

///�

%�

�%���� ���� %�>%�
������ $��� <� #�2��#� !��>�B060/>)�������� �,H>,����� �#��� #��� 9����

)�
���� �������#�� 2��#� ����
�� !�)4� )�)������� ���� ����%����� �$� �����%�

�
��� *�.>�� 2���
��������� 9�� ����� ���
����� 5������� 68�� *����%�

�
��� *�.>�� )����%���� �(:=�  � %�

��2����
����%��������#�� �%�

�
��������������2��#�)��
�;��*���#���)��
���
������)�)������!�)4�)A/>

/0;������%��������$�%����
���
���$������%�

�
���*�.>J�)����%�����5�������68���

�

Murine�HLA�A*0201�restricted�epitopes�
!��>�6@�9���%�� ��)������� �� �����9
������
� $��� �#�� ����%����� ��������%������$� #��#�

�$$������!��>�B060/>������%�����(:=�� �����)�������������5//��608�� #�����#������%��

2����������?����#����������2��#�)
������(.����%������hspX������)�����%����(.���
 #����2����� �$���� �#�� 
���� (.�� ����%������ �)
���%�����2���� ��%�9�����2��#� )�)�����

)�
�����;/��>
�9�
���!��>�B060/>)��������S��%�

��52#�%#��3)�����!��>�B060/�9�������

!6>�9����!6>(98����������������
�?���#����%���
���%�)�������
��S��%�

��)�
����2��#�!�)4�

)A/>/0;�2����
�����9���)
���%������$�������?�����%��5�������78���)
���%�������������

$������%��������?�������
��
��2��#���)�����%����(.�����������#�2�����
�����5�����

���� �#�2�8��  #���� ����� �#�2� �#��� �#�� ����� !��>�B060/>������%���� %�����3�%�  �


��)#�%����5� �8��)���)�����������$�������!��>�B060/�#�������������!��>�6@�9���

 #����
�����
��
�2�
���
��$� 
�����9���#��� ������������!��>�6@�9���%��5��3���
�6;�C8�

%��
��9����������#��)�����%���$��#��%#�����%�!��>�B060/@�9����������#�������%��� #���

�3)��������#��!6>�9��7>������#��!��>�B060/��/������6���
�%�
����

�2�����$$�%�����
�(:� ������%����� �$� ������� �(:=�  � %�

�� ���� �#��� ������%��� 
���� �$$�%����
�� 2��#� �#��

#�����!��>�B060/���
�%�
���3)�����������#��S���������%�

���

�

 

1-
15

6-
20

11
-2

5

16
-3

0

21
-3

5

26
-4

0

31
-4

5

36
-5

0

41
-5

5

46
-6

0

51
-6

5

55
-7

0

61
-7

5

65
-8

0

71
-8

5

76
-9

0

81
-9

5

86
-1

00

91
-1

05

96
-1

10

10
1-

11
5

10
6-

12
0

11
1-

12
5

11
6-

13
0

12
1-

13
5

12
6-

14
0

13
1-

14
4

0

10

20

30

  12.5:1
     25:1
     50:1
   100:1
E:T

overlapping hspX peptides

%
 sp

ec
ifi

c l
ys

is

Figure�3.�Cytotoxic�activity�of�splenocytes�derived�from�HLA�A2/Kb�mice,�immunized�with�HspX�plasmid�DNA.�M.�
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��/>60 �  �FHO'!F'���F���� /; 66 R/00
��//>70 F'���F���������F���	 P�0�E P�0�E 16
��21�40 �����F���	�'F �( '� ; 0.9 <:
��31�50 �'F �( '�'L�(EK�	' 61 7; 0.5
��1/><0 '��(���	'��H'���F	H : /7 1/
��;/>E0 ��H'���F	H(F(�(H(*H /6 /E 7;
��</>:0 (F(�(H(*H'(	O� *��� ; 7 1
��E/>A0 '(	O� *���' �O�(�(	' /1 A R/00
��:/>/00 ' �O�(�(	'�����	��H' < / R/00
��91�110 �����	��H' H��FH	�(� <�0.7 <�0.7 1;
/0/>/60  H��FH	�(�((*�� �(�	 R/00 R/00 R/00
///>/70 ((*�� �(�	*� H�H�H�� R/00 E0 R/00
/6/>/10 *� H�H�H��	�F ��!*O* R/00 R/00 R/00
/6;>/11 �H�H��	�F ��!*O*'� . R/00 R/00 R/00

a� T�cell�epitopes�and�associated�values�are�depicted�in�boldface.
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Figure�4.�T�cell�proliferation�of�HLA�DR1+� (A),� �DR2+� (B)�or� �DR3+� (C)�human�T�cell� lines�responsive� to� the�
HspX� protein,� or� of� splenocytes� from�HLA�DR3.Ab0� tg�mice� immunized�with� recombinant� protein� of�HspX� (D).�������
T�cell�proliferation�(in�counts�per�minute��[cpm])�corrected�for�medium�values�is�shown�on�the�y�axis.�The�SEM�
were�<�12%.�The�amino�acid�numbering�of�the�overlapping�HspX�peptides�from�Table�2�is�given�on�the�x�axis.��
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Figure�5.�(A)�Cytotoxic�activity�of�splenocytes�derived�from�HLA�A2/Kb�mice,�immunized�with�BCG.�Ten�days�after�
immunization,� splenocytes�were�harvested�and�analyzed� for� their�ability� to� lyse�human�HLA�A*0201�positive�
target� cells� (JY).�HLA�A*0201�restricted�peptides�used�to�pulse� target�cells�are� indicated�on� the�x�axis.�The�HLA�
A*0201�binding�peptide�of�influenza�A�matrix�(F58�66)�was�used�as�a�control.�E:T,�effector�to�target�ratio.�The�
sequences� of� peptides� used� in� the� CTL� assay� were� as� follows:� hsp65p369�377:� KLAGGVAVI,� Ag85B� p143�152:�
FIYAGSLSAL,�Ag85B�p199�207:�KLVANNTRL,�HspX�p91�105:�SEFAYGSFVRTVSLP,�HspX�p21�29:�LFAAFPSFA,�HspX�
p120�128:�GILTVSVAV�and�influenza�A�matrix�p58�66:�GILGFVFTL.�(B).�IFN���production�of�splenocytes�of�HLA�
DR3.Ab0�mice�immunized�with�BCG�in�PBS�(BCG)�or�with�PBS�only�(mock).�The�antigens�used�for�in�vitro�challenge�
are�given�on�the�x�axis.�
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