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Themen

Virale Infektion

Abstrakt

Die T-Zell-Immunitat ist zentral fur die Kontrolle viraler Infektionen. Zur Charakterisierung der T-Zell-Immunitat, aber auch fir die
Entwicklung von Impfstoffen, ist die Identifizierung von exakten viralen T-Zell-Epitopen von grundlegender Bedeutung. Hier
identifizieren und charakterisieren wir mehrere dominante und subdominante SARS-CoV-2 HLA-Klasse-I- und HLA-DR-Peptide als
potentielle T-Zell-Epitope in COVID-19 rekonvaleszenten und nicht exponierten Personen. SARS-CoV-2-spezifische Peptide
ermoglichten den Nachweis einer postinfektidosen T-Zell-Immunitat, sogar bei seronegativen rekonvaleszenten Personen.
Kreuzreaktive SARS-CoV-2-Peptide wiesen bei 81 % der nicht exponierten Personen bereits vorhandene T-Zell-Antworten nach und
bestatigten die Ahnlichkeit mit Erkaltungs-Coronaviren, was eine funktionelle Grundlage fiir die heterologe Immunitat bei SARS-
CoV-2-Infektionen liefert. Die Diversitat der SARS-CoV-2 T-Zell-Antworten war mit milden Symptomen von COVID-19 assoziiert und




lieferte den Beweis, dass die Immunitat die Erkennung mehrerer Epitope erfordert. Zusammengenommen ermdglichen die
vorgeschlagenen SARS-CoV-2 T-Zell-Epitope die Identifizierung der heterologen und postinfektiosen T-Zell-Immunitat und
erleichtern die Entwicklung von diagnostischen, praventiven und therapeutischen MaBnahmen fir COVID-19.

Haupt

T-Zellen kontrollieren virale Infektionen und sorgen fiir ein immunologisches Gedachtnis, das einen lang anhaltenden Schutz
ermoglicht123. Wahrend CD4+ Helfer-T-Zellen die Immunantwort orchestrieren und B-Zellen befahigen, Antikdrper zu produzieren,
eliminieren CD8+ zytotoxische T-Zellen virusinfizierte Zellen. Fiir beide ist die Erkennung von viralen Antigenen in Form von kurzen
Peptiden, die auf HLAs prasentiert werden, von grundlegender Bedeutung. Folglich ist die Charakterisierung solcher viraler T-Zell-
Epitope4se entscheidend flir das Verstandnis der Immunabwehrmechanismen, aber auch eine Voraussetzung fur die Entwicklung
von Impfstoffen und Immuntherapien37g9.

Das Coronavirus SARS-CoV-2 verursacht COVID-19, das sich zu einer weltweiten Pandemie mit dramatischen sozio6konomischen
Folgen entwickelt hat1011. Die verfligbaren Behandlungsmaoglichkeiten sind begrenzt, und trotz intensiver Bemiihungen ist ein
Impfstoff bisher nicht verfligbar. Erkenntnisse aus den beiden anderen zoonotischen Coronaviren SARS-CoV-1 und MERS-CoV
weisen darauf hin, dass die coronavirus-spezifische T-Zell-Immunitat eine wichtige Determinante fiir die Genesung und den
Langzeitschutz ist12131415. Diese T-Zell-vermittelte Immunantwort ist sogar noch wichtiger, da Studien zur humoralen Immunitat
gegen SARS-CoV-1 den Nachweis erbrachten, dass Antikdrperantworten nur von kurzer Dauer sind und sogar virusassoziierte
Lungenpathologie verursachen oder verschlimmern kénnen1617. In Bezug auf SARS-CoV-2 beschrieben jiingste Studien181920
CD4+ und CD8+ T-Zell-Antworten auf virale Peptid-Megapools bei Spendern, die sich von COVID-19 erholt hatten, und bei
Personen, die nicht mit SARS-CoV-2 exponiert waren, wobei letzteres ein Hinweis auf eine mogliche T-Zell-Kreuzreaktivitat ist2122.
Die genauen viralen Epitope, die diese T-Zell-Antworten gegen SARS-CoV-2 vermitteln, wurden in diesen Studien jedoch nicht im
Detail identifiziert und charakterisiert. Sie sind jedoch Voraussetzung, um (1) die Rolle der postinfektiosen und heterologen T-Zell-
Immunitat bei COVID-19 abzugrenzen, (2) diagnostische Werkzeuge zur Identifizierung der SARS-CoV-2-Immunitat zu etablieren
und, was am wichtigsten ist, (3) Zielstrukturen fir die Entwicklung von SARS-CoV-2-spezifischen Impfstoffen und Immuntherapien
zu definieren. In dieser Studie definieren wir SARS-CoV-2-spezifische und kreuzreaktive CD4+ und CD8+ T-Zell-Epitope in einer
groBen Sammlung von SARS-CoV-2 rekonvaleszenten sowie nicht-exponierten Individuen und deren Relevanz fur die Immunitat
und den Verlauf der COVID-19 Erkrankung.



Ergebnisse

Identifizierung von SARS-CoV-2-abgeleiteten Peptiden

Ein neuer Vorhersage- und Selektions-Workflow, basierend auf der Integration der Algorithmen SYFPEITHI und NetMHCpan,
identifizierte 1.739 und 1.591 vielversprechende, von SARS-CoV-2 abgeleitete HLA-Klasse-I- und HLA-DR-bindende Peptide Gber
alle zehn viralen Open-Reading-Frames (ORFs) (Abb. 1a und Extended Data Abb. 1a,b). Vorhersagen wurden fiir die zehn und sechs
haufigsten HLA-Klasse | (HLA-A*01:01, -A*02:01, -A*03:01, -A*11:01, -A*24:02, -B*07:02, -B*08:01, -B*15:01, -B*40:01 und -C*07:02)
und HLA-DR (HLA-DRB1*01:01, -DRB1*03:01, -DRB1*04:01, -DRB1*07:01, -DRB1*11:01 und -DRB1*15:01) Allotypen, die 91.7% bzw.
70,6% der Weltbevolkerung mit mindestens einem Allotyp23.24 (Erweiterte Daten Abb. 1c und 2a). Um breit anwendbare T-Zell-
Epitope von SARS-CoV-2 zu identifizieren, wahlten wir 100 von SARS-CoV-2 abgeleitete HLA-Klasse-I-bindende Peptide, bestehend
aus zehn Peptiden pro HLA-Klasse-I-Allotyp Uber alle zehn viralen ORFs hinweg, flir das Immunogenitatsscreening aus (Bereich 3-20
Peptide pro ORF, Mittelwert 10; Abb. 1b,c, erweiterte Daten Abb. 1d-m und erganzende Tabelle 1). Zusatzlich wurden 20 von SARS-
CoV-2 abgeleitete promiskuitive HLA-DR-bindende Peptide tber alle ORFs aus Peptidclustern verschiedener HLA-DR-Allotyp-
Restriktionen einbezogen, die 99 verschiedene Peptid-Allotyp-Kombinationen reprasentieren (Abb. 1d.,e, erweiterte Daten Abb. 2b-k
und erganzende Tabellen 2 und 3). Von diesen HLA-DR-bindenden Peptiden enthielten 14 von 20 (70 %) eingebettete SARS-CoV-2-
abgeleitete HLA-Klasse-I-bindende Peptide fir 7 von 10 HLA-Klasse-I-Allotypen. Das komplette Panel von 120 SARS-CoV-2-
abgeleiteten Peptiden umfasste 10 % des gesamten SARS-CoV-2-Proteoms (57 % bzw. 12 % des Nukleokapsid- und Spike-Proteins;
Erweiterte Daten Abb. 2l) und zeigte eine gleichmaBige Verteilung der Herkunft von strukturellen ORF-Proteinen (61 von 120 (51
%)), die Spike-, Hill-, Membran- und Nukleokapsid-Proteine sowie nicht-strukturelle oder akzessorische ORFs (59 von 120 (49 %))
umfassen. Die breite HLA-Klasse-I- und HLA-DR-Allotyp-Restriktion der ausgewahlten SARS-CoV-2-abgeleiteten Peptide, die zehn
gangige HLA-Klasse-I- und sechs gangige HLA-DR-Allotypen abdeckt, ermdglichte eine Gesamtabdeckung von mindestens einem
HLA-Allotyp bei 97,6 % der Individuen der Weltbevolkerung (Abb. 1f). Wiederkehrende Mutationen von SARS-CoV-2 (refs. 2526)
betrafen nur eine Minderheit ausgewahlter SARS-CoV-2-abgeleiteter Peptide mit 14 von 120 (12 %) Sequenzen (1,7 % an der
Ankerposition), einschlieBlich der gemeldeten Mutationsstellen (erganzende Abb. 1 und erganzende Tabellen 4 und 5). Insgesamt
haben wir fir die haufigsten HLA-Allotypen SARS-CoV-2-abgeleitete Peptide Uber alle zehn viralen ORFs vorhergesagt und 100
HLA-Klasse |- und 20 HLA-DR-restringierte Epitopkandidaten fir die weitere immunologische Charakterisierung ausgewahlt.

Abb. 1: Identifizierung und Auswahl von SARS-CoV-2-abgeleiteten HLA-Klasse |- und HLA-DR-bindenden Peptiden.
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a, Schematischer Uberblick tiber unseren Vorhersage- und Selektionsansatz und Arbeitsablauf zur Identifizierung und schlieBlich
Auswahl von 120 breit anwendbaren SARS-CoV-2 HLA-Klasse-I- und HLA-DR-bindenden Peptiden fiir weiteres Screening und
Validierung als T-Zell-Epitope. b, Ausgewahlte HLA-Klasse-I-bindende Peptide fir die zehn haufigsten HLA-Klasse-I-Allotypen. Jede
Farbe steht fur einen bestimmten ORF. spi, Spike-Protein; env, Hillprotein; mem, Membranprotein; nuc, Nukleokapsidprotein. c,
Verteilung der HLA-Klasse-I-Peptide innerhalb des ORF9-Nukleokapsidproteins (fir ORF1-ORF8 und ORF10, siehe Abb. 1e-m,
Erweiterte Daten). Jede Farbe steht fiir einen bestimmten HLA-Klasse-I-Allotyp. d, Ausgewahlte HLA-DR-bindende Peptide fir die
sechs haufigsten HLA-DR-Allotypen. Jede Farbe steht fur einen bestimmten ORF. e, HLA-DR-Peptidcluster-Verteilung innerhalb des
ORF9-Nukleokapsidproteins (fir ORF1-ORF8 und ORF10, siehe Abb. 2c-k, Erweiterte Daten). Jede Farbe steht fiir einen bestimmten
HLA-DR-Allotyp. f, Populationsabdeckung, die durch die Auswahl von zehn gangigen HLA-Klasse-I- und sechs gangigen HLA-DR-
Allotypen fur das SARS-CoV-2-T-Zellepitop-Screening im Vergleich zur Weltbevélkerung erreicht wurde. Der Prozentsatz der
Individuen in der Weltbevolkerung, die bis zu finf HLA-Klasse-I- oder HLA-DR-Allotypen tragen (x-Achse), ist als graue Balken auf
der linken y-Achse dargestellt. Der kumulative Prozentsatz der Bevolkerungsabdeckung ist als schwarze Punkte auf der rechten y-
Achse dargestellt.

Quelldaten

Bild in voller Grof3e

Charakterisierung von SARS-CoV-2-abgeleiteten T-Zell-Epitopen

Interferon (IFN)-y-ELISPOT-Screening von in vitro amplifizierten T-Zellen von Patienten, die von SARS-CoV-2 rekonvaleszieren
(SARS-Gruppe 1, n = 116, Tabelle 1 und erganzende Tabelle 6) und von Spendern, die nie SARS-CoV-2 ausgesetzt waren (PRE-
Gruppe A, n = 104, Proben, die vor der SARS-CoV-2-Pandemie gesammelt wurden; Tabelle 1 und erganzende Tabelle 7) validierten
29 von 100 (29%) SARS-CoV-2-abgeleitete HLA-Klasse-I-Bindungspeptide (3 von 10 HLA-A*01; 2 von 10 HLA-A*02; 3 von 10 HLA-
A*03; 2 von 10 HLA-A*11; 5 von 10 HLA-A*24; 2 von 10 HLA-B*07; 4 von 10 HLA-B*08; 0 von 10 HLA-B*15; 5 von 10 HLA-B*40; und
3 von 10 HLA-C*07) und 20 von 20 (100%) HLA-DR-bindende Peptide als naturlich vorkommende T-Zell-Epitope (Abb. 2a,b, 3a,b,
Tabellen 2 und 3, erganzende Abb. 2 und 3 und erganzende Tabelle 8). Zusatzliche durchflusszytometrische Analysen fur
ausgewahlte SARS-CoV-2-abgeleitete T-Zell-Epitope zeigten, dass T-Zell-Antworten, die gegen HLA-Klasse-I-bindende Peptide
gerichtet waren, hauptsachlich von CD8+ T-Zellen angetrieben wurden und dass HLA-DR-bindende Peptide von CD4+ T-Zellen
erkannt wurden, insbesondere bei einem einzelnen Spender auch von CD8+ T-Zellen (Abb. 3c,d und erganzende Tabelle 9).
Amplifizierte CD4+ T-Zellen zeigten haufig Multifunktionalitat (Expression von IFN-y, Tumor-Nekrose-Faktor (TNF) und CD107a),



wahrend CD8+ T-Zellen nach Peptidstimulation Gberwiegend nur IFN-y produzierten (Abb. 3e und erganzende Tabelle 9). Zwélf von
29 (41%) und 11 von 20 (55%) SARS-CoV-2-abgeleiteten CD8+ und CD4+ T-Zell-Epitopen waren dominante Epitope (erkannt von
>50% der SARS-Spender) mit Erkennungshaufigkeiten bis zu 83% (A01_P01) bzw. 95% (DR_P16) (Abb. 2a,b und Tabellen 2 und 3).
Die T-Zell-Antworten zeigten eine hohe interindividuelle sowie interpeptidische Intensitatsvariation (in Form von Spot-Zahlen pro 5
x 105 Zellen). Insgesamt war die Intensitat der HLA-DR-spezifischen T-Zell-Antworten in der SARS-Gruppe ausgepragter im Vergleich
zu denen, die gegen HLA-Klasse-I-T-Zellepitope gerichtet waren (Abb. 4a,b). Alle von SARS-CoV-2 abgeleiteten HLA-DR-bindenden
Peptide erwiesen sich als immunogen, unabhangig vom Quell-ORF. Die von SARS-CoV-2 abgeleiteten HLA Klasse | T-Zell-Epitope
zeigten eine gleichmalig verteilte Herkunft von strukturellen (13 von 29 (45%)) und nicht-strukturellen oder akzessorischen (16 von
29 (55%)) ORFs (Tabelle 2). Allerdings wurden ORF-spezifische Unterschiede hinsichtlich des Anteils validierter HLA Klasse | T-Zell-
Epitope beobachtet, wobei die hochsten Haufigkeiten flir ORF9 (50%, Nukleokapsidprotein), ORF1 (45%) und ORF3 (38%; Abb. 4c)
festgestellt wurden. Die hochste Erkennung bei SARS-Spendern wurde fir HLA-Klasse-I-T-Zellepitope beobachtet, die von ORF2
(55%, Spike-Protein), ORF5 (52%, Membranprotein) und ORF3 (45%) abgeleitet sind, sowie fiir HLA-DR-T-Zellepitope, die von ORF5
(95%, Membranprotein), ORF8 (68%) und ORF4 (55%, Hullprotein; Abb. 4d) abgeleitet sind. Zusammenfassend haben wir mehrere
dominante und subdominante, von SARS-CoV-2 abgeleitete HLA-Klasse-I- und HLA-DR-T-Zellepitope bei Patienten, die von
COVID-19 rekonvaleszieren, identifiziert und charakterisiert.

Tabelle 1 Spendermerkmale

Tisch in voller GroBBe

Abb. 2: Validierung von SARS-CoV-2-abgeleiteten HLA Klasse | und HLA-DR T-Zell-Epitopen.
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a,b, Erkennungshaufigkeits- und Allotyp-sortierte Tortendiagramme von SARS-CoV-2-abgeleiteten HLA-Klasse | (a) und HLA-DR (b)
T-Zell-Epitopen. Die Erkennungshaufigkeit von T-Zell-Epitopen (Spender mit T-Zell-Antworten/getestete Spender) in Gruppen von
HLA-Klasse I-angepassten rekonvaleszenten Spendern mit SARS-CoV-2-Infektion (SARS-Gruppe 1, insgesamt n = 116, linkes
Tortendiagramm, rot) und Spendern, die nie mit SARS-CoV-2 exponiert waren (PRE-Gruppe A, insgesamt n = 104, rechtes
Tortendiagramm, blau), wurden mittels ELISPOT-Assays nach einer 12-tagigen In-vitro-Vorstimulation untersucht. Dominante
(Immunantworten bei >50% der SARS-Spender) und subdominante T-Zell-Epitope sind mit dunkelgrauem bzw. hellgrauem
Hintergrund markiert. SARS-CoV-2-spezifische T-Zell-Epitope mit Antworten, die ausschlieBlich in der SARS-Gruppe nachgewiesen
wurden, sind mit einem roten Rahmen markiert, kreuzreaktive Epitope mit Immunantworten, die in der PRE-Gruppe nachgewiesen
wurden, sind mit einem blauen Rahmen markiert.
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Abb 3: Immunologlsche Charakterisierung von SARS- CoV 2-abgeleiteten HLA-Klasse-1- und HLA-DR-T-Zellepitopen.
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a-d, IFN-y-ELISPOT-Assay (a,b) und durchflusszytometrlsche Charakterisierung (c,d) von Peptid-spezifischen T-Zellen von
rekonvaleszenten SARS-Spendern nach 12-d In-vitro-Vorstimulation mit SARS-CoV-2-abgeleiteten HLA-Klasse |- (a,c) und HLA-DR-
bindenden (b,d) Peptiden. Durchflusszytometrische Daten der angegebenen Zytokine und Oberflachenmarker sind fiir CD8+ (c) und
CD4+ (d) T-Zellen gezeigt. T-Zell-Antworten wurden als positiv angesehen, wenn die mittlere Spot-Zahl in ELISPOT-Assays oder die
detektierte Haufigkeit in der intrazellularen Zytokinfarbung mindestens dreimal héher war als bei der negativen Kontrolle. ELISPOT-
Daten werden als Streupunktdiagramm mit Mittelwert dargestellt. Neg. pep., Negativkontrolle unter Verwendung eines irrelevanten
HLA-angepassten Peptids. e, Prozentsatz der IFN-y+, IFN-y+TNF+ oder CD107a+CD8+ (flir HLA-Klasse-I-Peptide) oder CD4+ T-
Zellen (fir HLA-DR-Peptide) Uber mehrere Spender. Der angegebene Prozentsatz zeigt die Haufigkeit in der mit dem Testpeptid



stimulierten Probe abzliglich der Haufigkeit der negativen Kontrolle, die mit einem irrelevanten Kontrollpeptid stimuliert wurde.
Jeder Datenpunkt reprasentiert einen einzelnen Spender, der in einem einzelnen Experiment analysiert wurde. Die horizontalen
Linien zeigen den Mittelwert mit s.d. (Fehlerbalken). Die fiir die Auswertung der in dieser Abbildung dargestellten
durchflusszytometrisch gewonnenen Daten angewandte Gating-Strategie ist in der erganzenden Abb. 5 dargestellt.
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Tabelle 2 Immunogene SARS-CoV-2-abgeleitete HLA Klasse | T-Zell-Epitope

Tisch in voller GroBBe

Tabelle 3 Immunogene SARS-CoV-2-abgeleitete HLA-DR T-Zell-Epitope

Tisch in voller GroBe

Abb. 4: Intensitait der T-Zell-Antworten gegen SARS-CoV-2 HLA Klasse | und HLA-DR T-Zell-Epitope und Immunogenitit
verschiedener SARS-CoV-2 ORFs.
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a,b, Intensitat der T-Zell-Antworten in Form von berechneten Spot-Zahlen in IFN-y-ELISPOT-Assays nach 12-d Vorstimulation
gegen die jeweiligen SARS-CoV-2 HLA-Klasse | (a) und HLA-DR (b) T-Zell-Epitope unter Verwendung von peripheren
mononuklearen Blutzellen (PBMCs) von rekonvaleszenten SARS-CoV-2-infizierten Spendern (SARS) sowie nicht exponierten
Spendern (PRE). Die Punkte stellen Daten von einzelnen Spendern dar. Balken stellen Mittelwerte mit s.d. (Fehlerbalken) dar. c,
Haufigkeit der validierten HLA-Klasse-I-T-Zellepitope fir strukturelle (dunkelgrau) und nicht-strukturelle/akzessorische (hellgrau)
OREFs. d, Mittlere Erkennungshaufigkeit von HLA-Klasse-I- und HLA-DR-T-Zellepitopen durch SARS- (rot) und PRE-Spender (blau)
innerhalb der verschiedenen ORFs.

Quelldaten

Bild in voller Grof3e

Kreuzreaktive T-Zell-Reaktionen bei nicht exponierten Personen

Beim Screening der PRE-Gruppe A wurden kreuzreaktive T-Zell-Reaktionen auf 9 von 29 (31 %) der validierten HLA-Klasse-I- und
auf 14 von 20 (70 %) HLA-DR-T-Zellepitopen nachgewiesen. Die Erkennungshaufigkeiten (Spender mit T-Zell-Antworten
normalisiert auf alle getesteten Spender) einzelner SARS-CoV-2 HLA-Klasse-I- und HLA-DR-T-Zellepitope in der PRE-Gruppe A
waren im Vergleich zu denen der SARS-Gruppe 1 niedriger (bis zu 27 % fir BO8_P05 und 44 % fur DR_P0O1; Abb. 2a,b, Tabellen 2 und
3 und erganzende Abb. 4). Die Erkennungshaufigkeiten von HLA-Klasse-I- und HLA-DR-T-Zellepitopen bei einzelnen Spendern
unterschieden sich innerhalb der verschiedenen ORFs deutlich zwischen der PRE- und der SARS-Gruppe. Von ORF1 abgeleitete
HLA-Klasse-I- (9 %) und von ORF8 abgeleitete HLA-DR- (25 %) T-Zell-Epitope wiesen in der PRE-Gruppe die hochsten
Erkennungshaufigkeiten auf, wahrend keines der bei SARS-Spendern haufig erkannten T-Zell-Epitope aus ORF5 (Membranprotein)
und ORF10 von T-Zellen in PRE-Spendern erkannt wurde (Abb. 4d). Spenderspezifische Erkennungsraten (erkannte
Peptide/getestete Peptide) von HLA-Klasse | und HLA-DR SARS-CoV-2 T-Zellepitopen waren in der PRE-Gruppe signifikant
niedriger (HLA-Klasse |, Mittelwert 26 + 9; HLA-DR, Mittelwert 10 + 5) als in der SARS-Gruppe (HLA-Klasse |, Mittelwert 52 + 23;
HLA-DR, Mittelwert 52 + 23; Abb. 5a). Alignments der SARS-CoV-2 T-Zell-Epitope, die von nicht exponierten Personen erkannt
wurden, zeigten Ahnlichkeiten zu den vier saisonalen humanen Erkaltungs-Coronaviren (HCoV-0C43, HCoV-229E, HCoV-NL63,
HCoV-HKU1) in Bezug auf Aminosauresequenzen, physiochemische und/oder HLA-Bindungseigenschaften fir 14 von 20 (70 %) der
Epitope und lieferten damit eindeutige Hinweise auf eine SARS-CoV-2 T-Zell-Kreuzreaktivitat (Abb. 5b, erganzende Tabellen 10 und
11 und erganzende Daten 1). Insgesamt wurden kreuzreaktive T-Zell-Antworten auf SARS-CoV-2 HLA-Klasse | und HLA-DR T-Zell-



Epitope bei nicht exponierten Personen identifiziert. Diese kreuzreaktiven Peptide zeigten Ahnlichkeit mit Erkaltungs-Coronaviren,
was eine funktionelle Grundlage fir die heterologe Immunitat bei SARS-CoV-2-Infektion darstellt.

Abb. 5: Nachweis und Charakterisierung von T-Zell-Antworten auf von SARS-CoV-2 abgeleitete HLA-Klasse-I- und HLA-DR-
T-Zellepitope bei nicht exponierten Personen.
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a, Erkennungsrate von HLA-Klasse-I- und HLA-DR-SARS-CoV-2-T-Zellepitopen (erkannte Peptide/getestete Peptide) in Proben von
Spendern der SARS-Gruppe 1 (n = 116) bzw. der PRE-Gruppe A (n = 104) (Daten dargestellt flir Spender mit T-Zell-Reaktionen,
Mittelwert mit s.d. (Fehlerbalken), zweiseitiger Mann-Whitney U-Test). b, Reprasentative Sequenz- und physiochemische



Eigenschafts-Alignments des kreuzreaktiven SARS-CoV-2 T-Zell-Epitops A24_P02 mit den vier saisonalen humanen Erkaltungs-
Coronaviren (HCoV-0OC43, HCoV-229E, HCoV-NL63, HCoV-HKU1; fur andere kreuzreaktive Peptide siehe erganzende Tabellen 10
und 11 und erganzende Daten 1). Die physiochemischen Eigenschaften wurden mit der Software PepCalc berechnet.
Saulenrichtungen (aufwérts versus abwiérts) zeigen die Hydrophilie gemaB der Hopp-Woods-Skala an. ¢, Schematische Ubersicht
Uber die Definition von SARS-CoV-2-spezifischen und kreuzreaktiven ECs fur die standardisierte Auswertung von SARS-CoV-2-T-
Zellantworten in einer Gruppe rekonvaleszenter Personen nach SARS-CoV-2-Infektion (SARS-Gruppe 2, n = 86) und einer Gruppe
nicht exponierter Personen (PRE-Gruppe B, n = 94). d,e, Erkennungshaufigkeit (Spender mit T-Zell-Antworten/getestete Spender)
von kreuzreaktiven (d) und SARS-CoV-2-spezifischen (e) ECs durch T-Zellen in der SARS-Gruppe 2 und PRE-Gruppe B. f,g,
Berechnete Spotzahlen flir SARS-CoV-2-spezifische (HLA-Klasse |, n = 68; HLA-DR, n = 78) (f) und kreuzreaktive ECs (g) in der
SARS-Gruppe 2 (HLA-Klasse I, n = 51; HLA-DR, n = 86) und PRE-Gruppe B (HLA-Klasse |, n = 15; HLA-DR, n = 73) (Kastchen stellen
Median und 25. bis 75. Perzentile dar, Whisker sind Minimum bis Maximum, zweiseitiger Mann-Whitney U-Test).

Quelldaten

Bild in voller Grof3e

T-Zell-Reaktionen bei rekonvaleszenten und nicht exponierten Personen

Das Epitop-Screening bei SARS- und PRE-Spendern ermdglichte die Identifizierung von SARS-CoV-2-spezifischen T-Zell-Epitopen,
die ausschlieB3lich von rekonvaleszenten Patienten nach einer SARS-CoV-2-Infektion erkannt werden, und von kreuzreaktiven T-Zell-
Epitopen, die sowohl von rekonvaleszenten Patienten als auch von SARS-CoV-2-unbelasteten Personen erkannt werden. Um eine
standardisierte Auswertung und Bestimmung der T-Zell-Reaktionshaufigkeiten auf SARS-CoV-2 zu ermdglichen, entwarfen wir breit
anwendbare HLA-Klasse-I- und HLA-DR-SARS-CoV-2-spezifische und kreuzreaktive T-Zell-Epitop-Zusammensetzungen (ECs) (Abb.
5c und erweiterte Daten Abb. 6). Diese ECs wurden fur IFN-y-ELISPOT-Assays nach 12-d In-vitro-Vorstimulation in Gruppen von
rekonvaleszenten Patienten (SARS-Gruppe 2, n = 86; Tabelle 1 und erganzende Tabelle 6) und nicht exponierten Spendern (PRE-
Gruppe B, n = 94; Tabelle 1 und erganzende Tabelle 7) verwendet. Von den SARS-Spendern zeigten 100% T-Zell-Antworten auf
kreuzreaktive und/oder spezifische ECs (HLA-Klasse | 86%, HLA-DR 100%; Abb. 5d,e), wahrend 81% der PRE-Spender T-Zell-
Antworten auf kreuzreaktive ECs der HLA-Klasse | (16%) und/oder HLA-DR (77%) zeigten (Abb. 5d). In Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen der Screening-Gruppe (SARS-Gruppe 1) war die Intensitat (ausgedrickt als Spotanzahl pro 5 x s Zellen) der HLA-
Klasse-I-T-Zellantworten im Vergleich zu den HLA-DR-T-Zellantworten signifikant niedriger, sowohl flr spezifische (mediane
berechnete Spotanzahl HLA-Klasse | 379, HLA-DR 760) als auch fur kreuzreaktive ECs (mediane berechnete Spotanzahl HLA-Klasse |



86, HLA-DR 846; Abb. 5f,g). In Ubereinstimmung mit den Unterschieden in den Erkennungsraten, die zwischen der SARS-Gruppe 1
und der PRE-Gruppe A beobachtet wurden, war die Intensitat der T-Zell-Antworten auf kreuzreaktive ECs in der PRE-Gruppe
signifikant niedriger (mediane berechnete Spotanzahl HLA-Klasse | 14, HLA-DR 346) als in der SARS-Gruppe (Abb. 5g).

Zusatzlich haben wir die SARS-CoV-2 T-Zell-Antworten auf unsere ECs ex vivo ohne 12-d Vorstimulation ausgewertet. Wahrend die
niedrigfrequenten, praexistenten SARS-CoV-2 T-Zellen, die die kreuzreaktiven ECs detektieren, bei PRE-Spendern (0 von 42) ohne
Vorstimulation nicht abgegrenzt werden konnten, wurden ex vivo T-Zell-Antworten auf SARS-CoV-2 kreuzreaktive und/oder
spezifische ECs bei 96 % (45 von 47) der SARS-Spender beobachtet (58 % HLA-Klasse |, 96 % HLA-DR; Extended Data Abb. 3a,b). Die
Intensitat der T-Zell-Antworten (in Form von Spot-Zahlen pro 5 x s Zellen) war in den Ex-vivo-Analysen geringer und zeigte eine
signifikante Expansion der SARS-CoV-2-spezifischen T-Zellen nach der Vorstimulation (Erweiterte Daten Abb. 3c-f). Zusatzlich zu
unserer rekonvaleszenten SARS-Sammlung, die hauptsachlich Spender mit einem milden Verlauf von COVID-19 enthielt, haben wir
die SARS-CoV-2 T-Zell-Immunitat in einer Gruppe von hospitalisierten SARS-Spendern (n = 21; Erweiterte Daten Abb. 3g) weiter
untersucht. Bei 81 % (17 von 21) der schwer erkrankten Patienten konnten ex vivo T-Zell-Antworten gegen unsere spezifischen (71
%) oder kreuzreaktiven (76 %) ECs nachgewiesen werden (Erweiterte Daten Abb. 3h). Im Vergleich zu den ex vivo analysierten
Spendern der SARS-Gruppe 2 unterschieden sich die Erkennungshaufigkeiten in der hospitalisierten Gruppe am starksten bei den
kreuzreaktiven EC HLA-DR (94% nicht-hospitalisiert versus 71% hospitalisiert). Insgesamt ermoglichten die SARS-CoV-2-T-Zell-
Epitope den Nachweis einer postinfektidsen T-Zell-Immunitat bei 100 % der von COVID-19 rekonvaleszenten Personen und zeigten
praexistente T-Zell-Reaktionen bei 81 % der nicht exponierten Personen.

Verhaltnis von SARS-CoV-2 T-Zell- und Antikérperantworten

Die Anti-SARS-CoV-2-1gG-Reaktionen bei SARS-Spendern wurden in zwei unabhédngigen Assays analysiert. Der Anti-SARS-CoV-2-
S1-1gG-ELISA-Assay, der gegen die S1-Domane des viralen Spike-Proteins, einschlieBlich der immunologisch relevanten
Rezeptorbindungsdomane, gerichtet war, ergab 149 von 178 (84 %), 7 von 178 (4 %) und 22 von 178 (12 %) Spendern mit positiver,
grenzwertiger bzw. keiner Anti-S1-Reaktion (Abb. 6a). Von den Borderline/Non-Respondern waren 18 von 29 (62 %) auch in einem
zweiten, unabhangigen Anti-Nukleokapsid-Immunoassay negativ (Abb. 6b). Bei 10 von 18 (56 %) der "Antikdrper-Doppelnegativen”
wurden jedoch SARS-CoV-2-spezifische CD8+ und/oder CD4+ T-Zell-Antworten nach einer 12-tdgigen in-vitro-Vorstimulation
nachgewiesen (Abb. 6¢). Die Intensitat der SARS-CoV-2-spezifischen und kreuzreaktiven HLA-DR-T-Zellantworten korrelierte mit
den Antikorpertitern (Abb. 6d,e), wahrend keine Korrelation mit den HLA-Klasse-I-T-Zellantworten beobachtet wurde (Erweiterte
Daten Abb. 4a,b). Es wurde keine Korrelation zwischen den Antikdrpertitern, die gegen das Nukleokapsid der humanen



Erkaltungscoronaviren (HCoV-229E, HCoV-NL63 und HCoV-OC43) gerichtet sind, wie sie mit Bead-basierten serologischen
Multiplex-Assays bestimmt wurden, und der Intensitat der kreuzreaktiven CD4+ und CD8+ T-Zell-Antworten in der SARS-Gruppe
festgestellt (Erweiterte Daten Abb. 4c-h). Zusammenfassend lasst sich sagen, dass SARS-CoV-2-spezifische Peptide den Nachweis
von postinfektiosen T-Zell-Antworten ermoglichen, sogar bei seronegativen Rekonvaleszenten.

Abb. 6: SARS-CoV-2-gerichtete Antikorper- und T-Zell-Antworten im Verlauf von COVID-19.
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a,b, SARS-CoV-2-Serum-IgG-S1-Verhaltnis (EUROIMMUN) bei SARS-Spendern (n = 178) (a) und Anti-Nukleokapsid-Antikorper-Titer
(Elecsys Immunoassay) von SARS-Spendern mit grenzwertigen/negativen Reaktionen im EUROIMMUN-Assay (n = 29) (b). Spender
mit negativen und grenzwertigen Reaktionen sind weiB3 bzw. grau markiert. ¢, Das Tortendiagramm zeigt die T-Zell-Reaktionen
(positiv, n = 15; negativ, n = 3) auf SARS-CoV-2-spezifische (n = 10) und kreuzreaktive (n = 5) T-Zell-Epitope bei Spendern ohne
Antikdrper-Reaktionen (n = 18, bewertet in zwei unabhangigen Assays). d,e, Korrelationsanalyse der IgG-Verhaltnisse
(EUROIMMUN) zu SARS-CoV-2 mit den mittels ELISPOT-Assays ermittelten Spot-Zahlen fiir HLA-DR SARS-CoV-2-spezifische (n =
78) (d) und kreuzreaktive (n = 86) (e) ECs in der SARS-Gruppe 2 (gestrichelte Linien, 95% Konfidenzniveau, Spearman's rho (p) und
P-Wert). f,g, IgG-Antikorper-Reaktion (EUROIMMUN) auf SARS-CoV-2 (n = 178) (f) und T-Zell-Reaktion auf SARS-CoV-2-spezifische
(HLA-Klasse I, n = 68; HLA-DR, n = 78) (g) und kreuzreaktive ECs (HLA-Klasse I, n = 51; HLA-DR, n = 86) bei SARS-Spendern mit
niedrigem und hohem SC (Kombination von objektiven (Fieber >38 °C) und subjektiven Krankheitssymptomen) im Verlauf von
COVID-19. h, Erkennungsrate von T-Zell-Epitopen (erkannte Peptide/getestete Peptide) bei SARS-Spendern (Gruppe 1) mit



niedrigem und hohem SC im Verlauf von COVID-19 (n = 84). Kasten stellen Median und 25. bis 75. Perzentile dar, Whisker sind
Minimum bis Maximum, zweiseitiger Mann-Whitney U-Test (f,g); Kasten stellen Median und 25. bis 75. Perzentile dar, Whisker sind
Minimum bis Maximum, einseitiger Student's t-Test (h).

Quelldaten

Bild in voller Grof3e

Assoziation von Antikdrper- und T-Zell-Reaktionen mit COVID-19

SchlieBlich wurde die Assoziation von Anti-SARS-CoV-2-Antikorper- und T-Zell-Antworten nach einer 12-tagigen in vitro-
Vorstimulation mit dem Krankheitsschweregrad ermittelt, der anhand eines kombinatorischen Symptomscores (SC) aus objektiven
(Fieber >38,0 °C) und patienten-subjektiven Krankheitssymptomen beurteilt wurde (Tabelle 1). Ahnlich wie bei kritisch kranken
Patienten27, unabhangig vom Alter: hohe Antikdrperraten waren signifikant mit der Krankheitsschwere in unserer Sammlung
rekonvaleszenter SARS-Spender (n = 180, Gruppe 1 und 2) assoziiert, die im Allgemeinen in guter Gesundheit waren und nicht
hospitalisiert worden waren (Abb. 6f und Extended Data Abb. 53). Weder die Intensitat der SARS-CoV-2-spezifischen noch der
kreuzreaktiven T-Zell-Antworten auf HLA-Klasse-I- oder HLA-DR-ECs korrelierte mit demografischen Merkmalen (Geschlecht, Alter
oder Body-Mass-Index; erganzende Tabellen 12 und 13) oder der Krankheitsschwere (Abb. 6g). Vielmehr war die Diversitat der T-
Zell-Antworten in Bezug auf die Erkennungsrate von SARS-CoV-2 T-Zell-Epitopen (Anzahl der erkannten Epitope normalisiert auf
die Gesamtzahl der getesteten Epitope des jeweiligen Spenders) bei Patienten mit schwereren COVID-19-Symptomen vermindert
(Abb. 6h und Erweiterte Daten Abb. 5b), was den Nachweis erbringt, dass die Entwicklung einer schiitzenden Immunitat die
Erkennung mehrerer SARS-CoV-2-Epitope erfordert.

Diskussion

Diese Studie berichtet tUber die Charakterisierung mehrerer breit anwendbarer SARS-CoV-2-spezifischer und kreuzreaktiver T-Zell-
Epitope verschiedener HLA-Allotyp-Restriktionen Uber alle viralen ORFs hinweg, die in zwei groBen Sammlungen von Spendern
identifiziert wurden, die sich von einer SARS-CoV-2-Infektion erholt haben, sowie von nicht exponierten Personen. Unsere
Ergebnisse helfen der SARS-CoV-2-Forschung im Hinblick auf das Verstandnis der postinfektiésen und heterologen T-Zell-
Antworten von SARS-CoV-2, aber auch im Hinblick auf die Entwicklung prophylaktischer und therapeutischer MaBnahmen.



Um den Nachweis selbst sehr kleiner SARS-CoV-2-Epitop-erkennender T-Zell-Populationen zu ermdglichen, insbesondere bei nicht
exponierten Spendern, bei denen die SARS-CoV-2-kreuzreaktiven T-Zellen in Ex-vivo-Analysen unterhalb der Nachweisgrenze
lagen, basierte die Epitopdefinition auf einem 12-d-Vorstimulationsprotokoll vor einem routinemaBigen 18-24-h-ELISPOT-Assay.
Die Notwendigkeit dieses Vorstimulationsprotokolls wird durch eine neuere Arbeit zur Charakterisierung von T-Zell-Epitopen, die
vom humanen Cytomegalovirus stammen, unterstutzt, die einen Verlust, sogar von dominanten T-Zell-Epitopen, die vom humanen
Cytomegalovirus stammen, zeigt, wenn T-Zell-Antworten ex vivo ohne vorherige Amplifikation analysiert werden5. Da jedoch die In-
vitro-Kultur die Zytokinproduktion oder die Proportionen spezifischer T-Zell-Subsets verzerren kdnnte, missen weitere Studien das
physiologische Zytokinprofil und den Phanotyp der SARS-CoV-2-spezifischen T-Zellen in umfangreicheren Ex-vivo-Studien
evaluieren. Eine weitere Validierung der vorgeschlagenen T-Zell-Epitope erfordert die Bestatigung der MHC-Bindung der jeweiligen
Peptide, was durch Rickfaltungsexperimente zur Bildung von Monomeren (MHC-Peptid-Komplexe) mit anschlieBender Tetramer-
Farbung von T-Zellen oder durch Zytotoxizitatsexperimente, z. B. mit SARS-CoV-2-infizierten Zelllinien, erreicht werden kdnnte.

Derzeit beruht die Bestimmung der Immunitat gegen SARS-CoV-2 auf dem Nachweis von SARS-CoV-2-Antikorperreaktionen. Trotz
der hohen Sensitivitat, die fir mehrere Assays berichtet wurde, gibt es jedoch immer noch einen erheblichen Prozentsatz von
Patienten mit negativen oder grenzwertigen Antikérperantworten und somit unklarem Immunitatsstatus nach SARS-CoV-2-
Infektion28. Unsere SARS-CoV-2-spezifischen T-Zell-Epitope, die von T-Zellen nicht exponierter Spender nicht erkannt werden,
ermoglichten den Nachweis spezifischer T-Zell-Antworten auch bei Spendern ohne Antikdrperreaktionen und lieferten damit den
Beweis fur eine T-Zell-Immunitat nach Infektion. In zusatzlichen Analysen der T-Zell-Immunitat bei hospitalisierten Spendern
konnten wir SARS-CoV-2 T-Zell-Antworten auch bei schwer kranken Patienten mit COVID-19 nachweisen.

In Ubereinstimmung mit friiheren Daten zu akuten und chronischen Virusinfektionen2930 deuten unsere Daten auf eine wichtige
Rolle von SARS-CoV-2 CD4+ T-Zell-Antworten im nattrlichen Verlauf der Infektion hin, wobei mehrere dominante HLA-DR T-Zell-
Epitope identifiziert wurden, die im Vergleich zu den HLA-Klasse | T-Zell-Epitopen eine haufigere und intensivere Immunantwort bei
SARS-Spendern auslosen. Dies fuhrt zur Auswahl von T-Zell-Epitopen fiir das Design von Impfstoffen, auch im Hinblick auf die
CD4+ T-Zell-abhangige Stimulation einer schiitzenden Antikdrperantwort.

Die Kreuzreaktivitat von T-Zellen flr verschiedene Virusspezies oder sogar zwischen verschiedenen Erregern ist ein bekanntes
Phanomen3132, das postuliert wird, um eine heterologe Immunitat gegen einen Erreger nach Exposition gegentber einem nicht
identischen Erreger zu ermoglichen21.2233. Diese heterologe Immunitat, die durch kreuzreaktive T-Zell-Antworten ermoglicht wird,



kann entweder vorteilhafte oder nachteilige Wirkungen vermitteln343s wie z. B. bei der Epstein-Barr-Virus-Infektion, bei der die
Influenza-Immunitat und das kreuzreaktive T-Zell-Antigenrezeptor-Repertoire zu einer schiitzenden Immunitat gegen die Epstein-
Barr-Virus-Infektion36 oder zu schweren Symptomen der infektiosen Mononukleose37 fihren kénnen. Unter Verwendung von
vorhergesagten oder zufalligen SARS-CoV-2-abgeleiteten Peptidpools berichteten jlingste Studien lGber bereits vorhandene SARS-
CoV-2-gerichtete T-Zell-Antworten in kleinen Gruppen von nicht exponierten sowie von Personen, die seronegativ fiir SARS-CoV-2
sind, was auf eine Kreuzreaktivitat zwischen humanen Erkaltungs-Coronaviren und SARS-CoV-2 hindeutet (refs. 181920). In unserer
Studie haben wir die genauen T-Zell-Epitope identifiziert und charakterisiert, die flr die Kreuzreaktivitat von SARS-CoV-2
verantwortlich sind, und die Ahnlichkeit mit humanen Erkaltungs-Coronaviren in Bezug auf individuelle Peptidsequenzen,
physiochemische und HLA-bindende Eigenschaften nachgewiesen3839. Insbesondere konnten wir SARS-CoV-2 kreuzreaktive T-
Zellen in 81 % der nicht exponierten Personen nach einer 12-d-Vorstimulation nachweisen. Darliber hinaus wurde eine geringere
Erkennungshaufigkeit kreuzreaktiver HLA-DR EC bei hospitalisierten Patienten im Vergleich zu Spendern mit mildem COVID-19-
Verlauf nachgewiesen, was auf einen Mangel an praexistenten SARS-CoV-2 T-Zellen bei schwer kranken Patienten hindeuten
kdnnte. Um festzustellen, ob expandierbare, kreuzreaktive T-Zellen tatsachlich eine vorteilhafte heterologe Immunitat vermitteln
und ob dies den relativ geringen Anteil schwer kranker oder sogar generell infizierter Patienten wahrend dieser Pandemie
erklart4041, ware eine spezielle Studie erforderlich, die z. B. ein gematchtes Fallkontroll- oder retrospektives Kohortendesign unter
Anwendung unserer kreuzreaktiven SARS-CoV-2-T-Zellepitope verwendet. Dartuiber hinaus muss betont werden, dass der Ansatz der
Sequenzalignments mittels National Center for Biotechnology Information (NCBI) BLAST4243 hauptsachlich die Erkennung von
kreuzreaktiven Epitopen mit hoher Sequenzahnlichkeit ermdglicht, wahrend kreuzreaktive Epitope mit Ahnlichkeiten in den
physiochemischen Eigenschaften innerhalb anderer ORFs von humanen Erkaltungscoronaviren sowie in anderen humanen Viren wie
Influenza44 maoglicherweise nicht identifiziert werden.

Unsere Beobachtung, dass die Intensitat der T-Zell-Antworten und die Erkennungsrate der T-Zell-Epitope bei rekonvaleszenten
Patienten im Vergleich zu nicht exponierten Personen signifikant héher war, deutet darauf hin, dass bei aktiver Infektion nicht nur
eine Expansion, sondern auch eine Ausbreitung der Diversitat der SARS-CoV-2 T-Zell-Antwort stattfindet.

Die pathophysiologische Beteiligung der Immunantwort am Verlauf von COVID-19 wird intensiv diskutiert. Wir zeigten eine
Korrelation von hohen Antikdrpertitern mit verstarkten COVID-19-Symptomen in unserer Kohorte von nicht-hospitalisierten
Patienten. Dieser Befund steht im Einklang mit aktuellen Daten, die eine Korrelation von hohen Antikdrpertitern mit dem
Schweregrad der Erkrankung bei hospitalisierten Patienten beschreiben27. Unsere Daten liefern zusammen mit einer kirzlich



veroffentlichten Studie20 den Beweis, dass die Intensitat der T-Zell-Antworten nicht mit dem Schweregrad der Erkrankung
korreliert. Dieser Befund ist von hoher Relevanz fir das Design von Impfstoffen, da er Hinweise darauf liefert, dass
krankheitsverschlimmernde Effekte die Entwicklung von prophylaktischen und therapeutischen Impfansatzen, die auf die Induktion
von SARS-CoV-2-spezifischen T-Zell-Antworten abzielen, nicht behindern. Im Gegensatz zur Intensitat der T-Zell-Antwort konnten
wir zeigen, dass die Erkennungsraten von SARS-CoV-2 T-Zell-Epitopen durch einzelne Spender bei Personen mit schwereren
COVID-19-Symptomen geringer waren. Diese Beobachtung, zusammen mit unseren Daten uber erhéhte Erkennungsraten von T-
Zell-Epitopen nach einer SARS-CoV-2-Infektion im Vergleich zu vorbestehenden T-Zell-Antworten bei nicht exponierten Personen
und Berichten von anderen aktiven oder chronischen Virusinfektionen, die die Diversitat der T-Zell-Antwort mit der antiviralen
Abwehr in Verbindung bringen454647, liefert Hinweise darauf, dass die naturliche Entwicklung und die impfstoffbasierte Induktion
der Immunitat gegen SARS-CoV-2 die Erkennung mehrerer SARS-CoV-2-Epitope erfordert. Die Bestatigung dieser Beobachtung in
einer groBBeren SARS-Kohorte, die mehr hospitalisierte Patienten einschlieBt, ist gerechtfertigt und erfordert auf Einzelepitopen
basierende Methoden zur Bestimmung der Erkennungsraten von T-Zell-Epitopen, wie es unsere SARS-CoV-2 T-Zell-Epitope
ermoglichen. Darlber hinaus unterstreichen unsere Daten die hohe Bedeutung der identifizierten T-Zell-Epitope flr weitere
Untersuchungen der SARS-CoV-2-Immunitat, aber auch fur die Entwicklung von praventiven und therapeutischen COVID-19-
MaBnahmen. Unter Verwendung der SARS-CoV-2 T-Zell-Epitope bereiten wir derzeit zwei klinische Studien (EudraCT 2020-002502-
75; EudraCT 2020-002519-23) zur Evaluierung eines Multi-Peptid-Impfstoffs zur Induktion einer breiten T-Zell-Immunitat gegen
SARS-CoV-2 zur Bekampfung von COVID-19 vor.

Methoden

Patienten und Blutproben

Blut- und Serumproben sowie eine fragebogenbasierte Erfassung von Spendercharakteristika und Krankheitssymptomen von
rekonvaleszenten Probanden nach einer SARS-CoV-2-Infektion wurden am Universitatsklinikum Tibingen und der Krebsforschung
Rhein-Main (Krankenhaus Nordwest) von April bis Juli 2020 gesammelt (SARS-Sammlung, n = 180). Die Sammlung der nicht
exponierten Personen (PRE-Sammlung, n = 185) umfasst Proben von gesunden Blutspendern (Blutspenden zu Forschungszwecken
aus der Abteilung Transfusionsmedizin, Universitatsklinikum Tubingen), die nie gegenuber SARS-CoV-2 exponiert waren, da die
PBMCs dieser Spender vor der SARS-CoV-2-Pandemie (Juni 2007 bis November 2019) isoliert und bestatigt wurden (Abteilung
Immunologie, Tibingen). Die informierte Zustimmung wurde gemaB dem Protokoll der Deklaration von Helsinki eingeholt. Die
Studie wurde von den lokalen Ethikkommissionen genehmigt und nach deren Richtlinien durchgefiihrt (179/2020/BO2, MC
288/2015). Aus den SARS- (n = 180) und PRE- (n = 185) Kollektionen wurden zwei Gruppen gebildet fiir (1) Single-Peptid-basiertes



T-Zell-Epitop-Screening (SARS-Gruppe 1 und PRE-Gruppe A) und (2) standardisierte Immunitatsevaluierung von ECs mittels IFN-y-
ELISPOT-Assays nach in vitro-Expansion sowie direkt ex vivo (SARS-Gruppe 2 und PRE-Gruppe B). Die Spender wurden den Gruppen
nach dem Zeitpunkt der Probengewinnung und der verfligbaren Probenzellzahl zugeordnet. Einige Spender wurden in beiden
Gruppen analysiert (1 und 2 bzw. A und B flr SARS bzw. PRE). Zusatzlich wurden Proben von hospitalisierten, schwer erkrankten
SARS-Spendern fir die Auswertung der ex vivo T-Zell-Immunitat gesammelt. Die SARS-CoV-2-Infektion wurde mittels PCR-Test
nach Nasopharyngealabstrich bestatigt. Die Rekrutierung von SARS-Spendern erfolgte durch Online- und Papieraufrufe. Die
Probenentnahme fiir SARS-Spender der Gruppen 1 und 2 erfolgte ca. 3-8 Wochen nach Ende der Symptome und/oder negativem
Virusabstrich. Die Probenentnahme von hospitalisierten SARS-Spendern erfolgte 5-112 d nach positiver SARS-CoV-2 PCR. PBMCs
wurden durch Dichtegradientenzentrifugation isoliert und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert. Das Serum wurde
durch Zentrifugation fiir 10 min abgetrennt und der Uberstand bei -80 °C gelagert. Die HLA-Typisierung wurde von der Immatics
Biotechnology GmbH und der Abteilung fir Hamatologie und Onkologie des Universitatsklinikums Tibingen durchgefiihrt. Der SC
wurde durch die Kombination objektiver (Fieber >38,0 °C) und subjektiver Krankheitssymptome (keine/milde/moderate versus
schwere, per Fragebogen berichtet) der einzelnen Spender bestimmt. Spender mit schweren Krankheitssymptomen und/oder Fieber
wurden als "hoher SC" und alle anderen als "niedriger SC" klassifiziert. Detaillierte SARS- und PRE-Spendercharakteristika sowie
Informationen Uber die Zuteilung der Spender zu den experimentellen Gruppen finden Sie in Tabelle 1, den erganzenden Tabellen 6
und 7 und in der erweiterten Datenabbildung 3g.

Datenabruf

Die vollstandige hochkonservierte und reprasentativ annotierte Proteomsequenz des SARS-CoV-2-Isolats Wuhan-Hu-1, die zehn
verschiedene ORFs enthalt, wurde aus der NCBI-Datenbank mit der Zugangsnummer MN908947 (Ref. 48) abgerufen. Die
Aminosauresequenz ist identisch mit der Referenzsequenz (EPI_ISL_412026), die von Wang et al. durch multiple Sequenzalignments
und phylogenetische Analysen von 95 Genomsequenzen in voller Lange definiert wurde25.

Vorhersage von SARS-CoV-2-abgeleiteten HLA-Klasse-I-bindenden Peptiden

Die Proteinsequenzen aller zehn ORFs wurden in 9-12 Aminosauren lange Peptide aufgeteilt, die das komplette Proteom des Virus
abdecken. Die Vorhersagealgorithmen NetMHCpan 4.0 (Ref. 495051) und SYFPEITHI 1.0 (Ref. 52) wurden verwendet, um die Bindung
von Peptiden an HLA-A*01:01, -A*02:01, -A*03:01, -A*11:01, -A*24:02, -B*07:02, -B*08:01, -B*15:01, -B*40:01 und -C*07:02

vorherzusagen. Nur Peptide, die von beiden Algorithmen als HLA-bindende Peptide vorhergesagt wurden (SYFPEITHI-Score >60%,



NetMHCpan-Rang <2), wurden flr den jeweiligen Allotyp weiter untersucht. Peptide, die Cysteine enthalten, wurden
ausgeschlossen, um eine Dimerisierung in einem moglichen spateren Impfstoffproduktionsprozess zu vermeiden. Peptide, die vom
ORF1-Polyprotein abgeleitet sind, das die Spaltstellen der enthaltenen unterschiedlichen Proteinketten tberspannt, wurden
ausgeschlossen. Ein gemittelter Rang, der die von NetMHCpan und SYFPEITHI abgeleiteten Vorhersageergebnisse kombiniert,
wurde berechnet, und die Peptide wurden fir jeden Allotyp und ORF separat eingestuft. Durch die rangbasierte Auswahl wurde
jeweils ein Peptid fir jeden ORF und jeden Allotyp ausgewahlt. Flr Peptide mit gleichen gemittelten Rangen wurden Peptide mit
hoheren SYFPEITHI-Scores nominiert. Fur einige HLA-Allotypen ergab nicht jeder ORF ein geeignetes HLA-bindendes Peptid. Um
zehn Peptide pro HLA-Allotyp und ORF zu erhalten, wurden die verbleibenden Slots mit zusatzlichen Peptiden aus dem ORF9-
Nukleokapsidprotein, dem ORF2-Spike-Protein und ORF1 gefiillt.

Vorhersage von SARS-CoV-2-abgeleiteten HLA-DR-bindenden Peptiden

Fir die HLA-DR-Vorhersagen wurden alle zehn ORFs in Peptide von 15 Aminosauren aufgeteilt, was insgesamt 9.561 Peptide ergab.
Der Vorhersagealgorithmus SYFPEITHI 1.0 wurde verwendet, um die Bindung an HLA-DRB1*01:01, -DRB1*03:01, -DRB1*04:01, -
DRB1*07:01, -DRB1*11:01 und -DRB1*15:01 vorherzusagen. Die 5 % (2 % fiir ORF1) Peptide mit der hdchsten Punktzahl jedes ORFs
(basierend auf der Gesamtlange jedes ORFs) und jedes HLA-DR-Allotyps wurden ausgewahlt. Die positionsbasierte Sortierung der
Peptide innerhalb jedes ORFs ergab Peptidcluster von promiskuitiven Peptiden, die an mehrere HLA-DR-Allotypen binden. Durch
clusterbasierte Selektion wurden Peptidcluster von promiskuitiven Peptiden mit einer gemeinsamen Kernsequenz von neun
Aminosauren ausgewahlt. Dabei wurden zehn bzw. zwei Cluster fur das ORF9-Nukleokapsid und das ORF2-Spike-Protein sowie
jeweils ein Cluster flr die Gbrigen ORFs ausgewahlt. Von jedem ausgewahlten Cluster wurde ein reprasentatives Peptid fur die
Immunogenitatsanalyse ausgewahlt, wobei cysteinhaltige Peptide ausgeschlossen wurden.

Sequenz- und physiochemische Eigenschaftsanpassungen an humane Erkaltungscoronaviren

Potenzielle kreuzreaktive Epitope der von SARS-CoV-2 abgeleiteten Peptide der vier saisonalen humanen Erkaltungs-Coronaviren
(HCoV-0C43, HCoV-229E, HCoV-NL63 und HCoV-HKU1) wurden durch Sequenzalignments der von SARS-CoV-2 abgeleiteten
Peptidsequenzen mit den Sequenzen der Erkaltungs-Coronaviren mittels NCBI BLAST4243 identifiziert. Die HLA-Bindung der von
den Erkaltungs-Coronaviren abgeleiteten Peptide an das HLA-Allel des entsprechenden SARS-CoV-2-Peptids wurde mit den
Algorithmen NetMHCpan 4.0 (Ref. 49 50 51) und SYFPEITHI 1.0 (Ref. 52) vorhergesagt. Physiochemische Eigenschaftsalignments der



von SARS-CoV-2 abgeleiteten Peptidsequenzen mit den humanen Erkaltungscoronaviren wurden mit PepCalc
(https://pepcalc.com/) durchgefihrt.

IFN-y-ELISPOT-Assay nach 12-d In-vitro-Stimulation oder ex vivo ohne Vorstimulation

Synthetische Peptide wurden von EMC Microcollections und INTAVIS Bioanalytical Instruments bereitgestellt. Fir die 12-tagige In-
vitro-Stimulation wurden PBMCs mit HLA-Klasse-I- oder HLA-DR-Peptidpools (1 pg ml-1 pro Peptid fir Klasse | bzw. 5 pg ml-1 far
HLA-DR) gepulst und 12 Tage lang kultiviert, wobei an den Tagen 3, 5 und 7 20 U ml-1 Interleukin-2 (Novartis) hinzugefigt wurde.
Peptid-stimulierte (expandierte/in vitro vorstimulierte) oder frisch aufgetaute (ex vivo) PBMCs wurden mittels Enzyme-linked
Immunospot (ELISPOT)-Assay in Duplikaten analysiert (falls nicht anders angegeben). Insgesamt 2-8 x = Zellen pro Well wurden mit
1 ug ml-1 (Klasse I) oder 2,5 pg ml-1 (HLA-DR) Einzelpeptiden in 96-Well-Platten inkubiert, die mit Anti-IFN-y (Klon 1-D1K, 2 pg ml-
1, MabTech) beschichtet waren. PHA (Sigma-Aldrich) diente als Positivkontrolle, irrelevante HLA-angepasste Kontrollpeptide als
Negativkontrolle (negative Kontrollpeptide sind in der erganzenden Tabelle 14 aufgefiihrt). Nach 22-24 h Inkubation wurden die
Spots mit dem biotinylierten Anti-IFN-y-Detektionsantikorper (Klon 7-B6-1, 0,3 pg ml-1, MabTech), ExtrAvidin-alkalischer
Phosphatase (1:1.000 Verdiinnung, Sigma-Aldrich) und BCIP/NBT (5-Brom-4-chlor-3-indolyl-phosphat/Nitro-Blau-
Tetrazoliumchlorid, Sigma-Aldrich) nachgewiesen. Die Spots wurden mit einem ImmunoSpot S5-Analysegerat (CTL) gezahlt und die
T-Zell-Antworten wurden als positiv eingestuft, wenn die mittlere Spotanzahl mindestens dreimal hoher war als die mittlere
Spotanzahl der Negativkontrolle. Die Intensitat der T-Zell-Antworten wird als berechnete Spotanzahl dargestellt, die als mittlere
Spotanzahl der Duplikate, normalisiert auf 5 x % Zellen, minus der normalisierten mittleren Spotanzahl der jeweiligen
Negativkontrolle berechnet wurde. Im Gegensatz dazu gibt die Erkennungshaufigkeit von T-Zell-Antworten innerhalb einer
Spendergruppe die relative Anzahl der Spender an, die die jeweiligen Peptide oder ECs erkennen kénnen (positive
Spender/getestete Spender) (Abb. 2a,b, 4d und 5d.e). Die Haufigkeit (Erkennungsrate) flir einzelne Spender stellt die Anzahl der
erkannten SARS-CoV-2-abgeleiteten Peptide (positive Peptide/getestete Peptide) dar (Abb. 5a und 6h). Fir HLA-C*07-restringierte
Peptide wurde das Screening bei PRE-Spendern aufgrund der nicht verfligbaren HLA-C-Typisierung und des bekannten
Kopplungsungleichgewichts von HLA-B*07 und -C*07 mit Proben von HLA-B*07+ durchgefihrt (refs. 5354).

Intrazellulare Zytokin- und Zelloberflachenmarker-Farbung

Peptid-spezifische T-Zellen wurden weiter durch intrazellulare Zytokin- und Zelloberflachenmarker-Farbung charakterisiert. PBMCs
wurden mit 10 pg ml-1 Peptid, 10 pg ml-1 Brefeldin A (Sigma-Aldrich) und einer 1:500 Verdiinnung von GolgiStop (BD) fiir 12-16 h



inkubiert. Die Farbung erfolgte mit Cytofix/Cytoperm-L6sung (BD), APC/Cy7 anti-human CD4 (1:100 Verdiinnung, BioLegend),
PE/Cy7 anti-human CD8 (1:400 Verdiinnung, Beckman Coulter), Pacific blue anti-human TNF (1:120 Verdliinnung, BioLegend), FITC
anti-human CD107a (1:100 Verdiinnung, BioLegend) und PE anti-human IFN-y monoklonale Antikdrper (1:200 Verdiinnung,
BioLegend). PMA (5 pg ml-1) und lonomycin (1 uM, Sigma-Aldrich) dienten als Positivkontrolle. Lebensfahige Zellen wurden mit
Aqua live/dead (1:400 Verdiinnung, Invitrogen) bestimmt. Alle Proben wurden auf einem FACS Canto Il Zytometer (BD) analysiert
und mit der FlowJo Software v.10.0.8 (BD) ausgewertet. Die fiir die Auswertung der durchflusszytometrisch gewonnenen Daten
angewandte Gating-Strategie ist in der erganzenden Abb. 5 dargestellt.

SARS-CoV-2 IgG ELISA

Der 96-Well-SARS-CoV-2-1gG-ELISA-Assay (EUROIMMUN, 2606A_A_DE_CO03, in der Fassung vom 22. April 2020) wurde auf einem
automatisierten BEP 2000 Advance-System (Siemens Healthcare Diagnostics) gemal3 den Anweisungen des Herstellers
durchgefiihrt. Der ELISA-Assay weist Anti-SARS-CoV-2-1gG nach, das gegen die S1-Domane des viralen Spike-Proteins gerichtet ist,
und basiert auf einem Assay-spezifischen Kalibrator, der ein Verhaltnis von Probenabsorption zu Kalibratorabsorption meldet. Die
endgultige Interpretation der Positivitat wird durch das Verhaltnis oberhalb eines vom Hersteller angegebenen Schwellenwerts
bestimmt: positiv (Verhaltnis >1,1), grenzwertig (Verhaltnis 0,8-1,0) oder negativ (Verhaltnis <0,8). Die Qualitatskontrolle wurde
gemal den Anweisungen des Herstellers an jedem Testtag durchgefiihrt.

Elecsys Anti-SARS-CoV-2-Immunoassay

Der Elecsys anti-SARS-CoV-2-Assay ist ein elektrogenerierter Chemilumineszenz-Immunoassay (Roche Diagnostics) und wurde
gemal der Anleitung des Herstellers (v.1.0, Stand Mai 2020) verwendet. Er ist fir den Nachweis von hochaffinen Antikorpern
(einschlieBlich 1gG) gegen das Nukleokapsidprotein von SARS-CoV-2 in Humanserum bestimmt. Die Auslesung erfolgte auf einem
Cobas e411-Analysegerat. Negative Ergebnisse wurden durch einen Cutoff-Index von <1,0 definiert. Die Qualitatskontrolle wurde
gemal den Anweisungen des Herstellers an jedem Testtag durchgefiihrt.

Herstellung von Expressionskonstrukten fiir die Produktion von viralen Antigenen

Die komplementaren DNAs, die flr die Nukleokapsidproteine von HCoV-0C43, HCoV-NL63 und HCoV-229E kodieren (NCBI-
Genbank-Zugangsnummern YP_009555245.1; YP_003771.1; NP_073556.1) wurden mit einem N-terminalen Hexahistidin (His6)-Tag




durch Gensynthese (Thermo Fisher Scientific) hergestellt und mit Standardtechniken in Ndel/HindllI-Stellen des bakteriellen
Expressionsvektors pRSET2b (Thermo Fisher Scientific) kloniert.

Proteinexpression und -aufreinigung

Zur Expression der viralen Nukleokapsidproteine wurden die jeweiligen Expressionskonstrukte in Escherichia coli BL21(DE3) Zellen
transformiert. Die Proteinexpression wurde in 1 | TB-Medium bei einer optischen Dichte (OD600) von 2,5-3 durch Zugabe von 0,2
mM Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid fiir 16 h bei 20 °C induziert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation (10 min, 6.000 g)
gesammelt und die Pellets in Bindungspuffer (1x PBS, 0,5 M NaCl, 50 mM Imidazol, 2 mM PMSF, 2 mM MgCI2, 150 pg mil-1
Lysozym (Merck) und 625 pg ml-1 DNase | (Applichem)) suspendiert. Die Zellsuspensionen wurden fir 15 min auf Eis beschallt
(Bandelin Sonopuls HD70, Leistung MS72/D, Zyklus 50%), 1 h bei 4 °C im Rotationsschuittler inkubiert und erneut beschallt. Nach
Zentrifugation (30 min bei 20.000 g) wurde dem |6slichen Proteinextrakt Harnstoff in einer Endkonzentration von 6 M zugesetzt. Der
Extrakt wurde durch einen 0,45-um-Filter filtriert und auf eine voraquilibrierte 1-ml HisTrapFF-Saule (GE Healthcare) geladen. Die
gebundenen His-markierten Nukleokapsidproteine wurden durch einen linearen Gradienten (30 ml) von 50 bis 500 mM Imidazol in
Elutionspuffer (1x PBS, pH 7,4, 0,5 M NaCl, 6 M Urea) eluiert. Elutionsfraktionen (0,5 ml), die die His-markierten
Nukleokapsidproteine enthalten, wurden gepoolt und in PBS dialysiert (D-Tube Dialyzer Mega, Novagen). Alle gereinigten Proteine
wurden mittels Standard-SDS-PAGE analysiert, gefolgt von einer Farbung mit InstantBlue (Expedeon) und einem Immunoblotting
mit einem Anti-His (1:1.000-Verdinnung, QIAGEN) in Kombination mit einem mit AlexaFluor647 markierten Esel-Anti-Maus
(1:2.000-Verdliinnung, Invitrogen) auf einem Typhoon Trio (GE Healthcare, Anregung 633 nM, Emissionsfiltereinstellungen 670 nM
BP 30) zur Bestatigung der Proteinintegritat.

Vorbereitung von Beads fiir serologische Multiplex-Tests

Die Antigene wurden kovalent auf spektral unterschiedlichen Populationen von carboxylierten paramagnetischen Beads (MagPlex
Microspheres, Luminex Corporation) unter Verwendung der 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-Carbodiimid/Sulfo-N-
Hydroxysuccinimid-Chemie immobilisiert. Fir die Immobilisierung wurde ein Magnetpartikelprozessor (KingFisher 96, Thermo Fisher
Scientific) verwendet. Die Bead-Bestande wurden griindlich vortexen und 15 s lang beschallt. Eine 96 Deep-Well-Platte und ein
Spitzenkamm wurden mit 1,1 ml 0,5% (v/v) Triton X-100 fir 10 min blockiert. AnschlieBend wurden 83 pl 0,065 % (v/v) Triton X-100
und 1 ml Bead Stock in jede Vertiefung gegeben. SchlieBlich enthielt jede Vertiefung 0,005 % (v/v) Triton X-100 und 12,5 x 7 Beads
einer einzelnen Bead-Population. Die Beads wurden zweimal mit 500 pl Aktivierungspuffer (100 mM Na2HPO4, pH 6,2, 0,005 % (v/v)



Triton X-100) gewaschen und die Beads wurden 20 Minuten lang in 300 pl Aktivierungsmischung aktiviert, die 5 mg ml-1 1-Ethyl-3-
(3-dimethylaminopropyl) carbodiimid und 5 mg ml-1 Sulfo-N-hydroxysuccinimid in Aktivierungspuffer enthielt. Nach der
Aktivierung wurden die Beads zweimal mit 500 pl Kopplungspuffer (500 mM MES, pH 5,0 + 0,005% (v/v) Triton X-100) gewaschen.
Antigene wurden in Kopplungspuffer auf 39 ug ml-1 verdiinnt und mit aktivierten Beads fir 2 h bei 21 °C inkubiert, um Antigene
auf der Oberflache zu immobilisieren. Antigen-gekoppelte Beads wurden zweimal mit 800 pl Waschpuffer (1x PBS + 0,005% (v/v)
Triton X-100) gewaschen und schlieBlich in 1 ml Lagerpuffer (1x PBS + 1% (w/v) BSA + 0,05% (v/v) ProClin) resuspendiert. Die Beads
wurden bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C gelagert.

Bead-basierter serologischer Multiplex-Assay

Zum Nachweis von humanem IgG, das gegen Nukleokapsidproteine von drei verschiedenen Coronavirus-Spezies (HCoV-229E,
HCoV-NL63 und HCoV-0OC43) gerichtet ist, wurde ein Bead-basierter Multiplex-Assay durchgefiihrt. Alle Antigene wurden wie oben
beschrieben auf verschiedenen Bead-Populationen immobilisiert. Die einzelnen Bead-Populationen wurden in einem Bead-Mix
kombiniert. Insgesamt 25 pl verdiinnte Serumprobe wurden zu 25 pl des Bead-Mixes gegeben, was eine endglltige
Probenverdiinnung von 1:400 ergab, und fir 2 h bei 21 °C inkubiert. Ungebundene Antikérper wurden durch dreimaliges Waschen
der Beads mit 100 pl Waschpuffer (1x PBS + 0,05% (v/v) Tween20) pro Vertiefung in einem Mikroplattenwaschgerat (Biotek 405TS,
Biotek Instruments) entfernt. Gebundene Antikoérper wurden durch Inkubation der Beads mit PE-markierten Ziegen-Anti-human-
|lgG-Detektionsantikérpern (Jackson Dianova) in einer Endkonzentration von 5 pg ml-1 fir 45 min bei 21 °C nachgewiesen. Die
Messungen wurden mit einem Luminex FlexMap 3D-Gerat unter Verwendung der Luminex xPONENT Software v.4.3 durchgefihrt
(ProbengrolBe, 80 ul; 100 Ereignisse; Gate, 7.500-15.000; Reporterverstarkung, Standard PMT). Die Datenanalyse wurde anhand der
mittleren Fluoreszenzintensitat durchgefihrt.

Software und statistische Auswertung

Die Populationsabdeckung der HLA-Allotypen wurde mit dem IEDB Population Coverage Tool (www.iedb.org) berechnet. Die
durchflusszytometrischen Daten wurden mit FlowJo v.10.0.8 (BD) analysiert. Die Daten werden als Mittelwert mit s.d., Boxplots als
Median mit 25. oder 75. Quantil und Min/Max-Whisker dargestellt. Kontinuierliche Daten wurden auf ihre Verteilung getestet und
einzelne Gruppen wurden mit einem ungepaarten Student's t-Test, Mann-Whitney U-Test oder Kruskal-Wallis-Test getestet und wie
angegeben fur Mehrfachvergleiche korrigiert. Spearman's rho (p) wurde fir die Korrelation zwischen kontinuierlichen Daten
berechnet. Ein logistisches Regressionsmodell wurde zur Berechnung von Odds Ratios und 95%-Konfidenzintervallen verwendet.



Faktoren vor dem Ergebnis und gemessene kontinuierliche Variablen wurden in das Modell einbezogen. Fehlende Daten wurden in
Tabellen und in der deskriptiven Analyse bertcksichtigt. Diagramme wurden mit GraphPad Prism v.8.4.0 gezeichnet. Statistische
Analysen wurden mit der Software GraphPad Prism v.8.4.0 und JMP Pro (SAS Institute, v.14.2) durchgefiihrt. P-Werte <0,05 wurden
als statistisch signifikant angesehen.

Zusammenfassung der Berichte

Weitere Informationen zum Forschungsdesign finden Sie in der mit diesem Artikel verlinkten Nature Research Reporting Summary.

Datenverfugbarkeit

Daten, die sich auf die Ergebnisse dieser Studie beziehen, sind auf Anfrage beim entsprechenden Autor erhaltlich. Die Quelldaten
werden mit dieser Arbeit zur Verfligung gestellt.
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Beitrage

AN, H.-GR, SS., C.G. und J.S.-W. entwarfen die Studie; A.N., S.S. und J.S.-W. fihrten die In-silico-Vorhersage und die Auswahl der
Kandidatenpeptide durch; T. Bilich, Y.M., M.L, AN., J.B,, J.R, M\W., M.F., LH. und M.M. fihrten In-vitro-T-Zellexperimente durch. B.P.,



R.K. DJ.K. und V.S.-Z. fihrten HLA-Allotyp-Analysen durch. B.T., P.D.K. und U.R. generierten Expressionsplasmide und reinigten
Proteine fur den serologischen Multiplex-Luminex-Assay, der von M.B., D.J., G.K,, M.S., N.S.-M. entwickelt und durchgefihrt wurde,
M.F.T. und T.0.J. SARS-CoV-2 IgG wurde von S.H. und A.P. nachgewiesen. J.S.H., M.R,, AR, V.M., JK, EJ., T. Bakchoul, L.-C.G,, D.R,,
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Erweiterte Daten
Erweiterte Daten Abb. 1 Vorhersage von SARS-CoV-2-abgeleiteten HLLA-Klasse-I-bindenden Peptiden.

a, Ubersicht tGiber die Aminosaurelangen der SARS-CoV-2-ORFs, die Gesamtzahl der 9-12 Aminosiuren langen Peptide und die
Anzahl der vorhergesagten HLA-Klasse-I-Bindungspeptide. aa, Aminosaure; spi, Spike-Protein; env, Hullprotein; mem,



Membranprotein; nuc, Nukleokapsidprotein. b, Anzahl der vorhergesagten HLA-Klasse-I-Bindungspeptide fiir jeden HLA-Klasse-I-
Allotyp. ¢, HLA-Klasse-I-Allotyp-Populationsabdeckung, die mit der Auswahl der HLA-Klasse-I-Allotypen im Vergleich zur
Weltbevolkerung erreicht wurde. Die Haufigkeiten der Individuen innerhalb der Weltbevoélkerung, die bis zu finf HLA-Allotypen
tragen (x-Achse), sind als graue Balken auf der linken y-Achse angegeben. Der kumulative Prozentsatz der Bevolkerungsabdeckung
ist als schwarze Punkte auf der rechten y-Achse dargestellt. d, Verteilung der verschiedenen HLA-Klasse I-restringierten Peptide
innerhalb der SARS-CoV-2 ORFs. Jede Farbe steht fiir einen bestimmten HLA-Klasse-I-Allotyp. e-m, Verteilung der HLA-Klasse-I-
bindenden Peptide innerhalb der verschiedenen SARS-CoV-2-ORFs. Ketten (grau) und Domanen (rot) von ORF1 und ORF2 sind
angezeigt. Jede Farbe steht flr einen bestimmten HLA-Klasse-I-Allotyp. nsp, Nicht-Strukturprotein; p, Proteinase; poly., Polymerase;
heli., Helikase; G-tra., Guanin-N7-Methyltransferase; endo., Endoribonuklease; O-tra., 2'-O-Methyltransferase; sig. pep., Signalpeptid;
RBD, Rezeptorbindungsdomane. Quelle Daten

Erweiterte Daten Abb. 2 Vorhersage von SARS-CoV-2-abgeleiteten HLLA-DR-bindenden Peptiden und ORF-Abdeckung mit
vorhergesagten HLLA-Klasse I- und HLA-DR-bindenden Peptiden.

a, HLA-DR-Allotyp-Populationsabdeckung, die mit der Auswahl der HLA-DR-Allotypen im Vergleich zur Weltpopulation erreicht
wurde. Die Haufigkeiten der Individuen innerhalb der Weltbevélkerung, die bis zu zwei HLA-DR-Allotypen tragen (x-Achse), sind als
graue Balken auf der linken y-Achse dargestellt. Der kumulative Prozentsatz der Bevolkerungsabdeckung ist als schwarze Punkte auf
der rechten y-Achse dargestellt. b, Anzahl der vorhergesagten HLA-DR-bindenden Peptide fiir jeden HLA-DR-Allotyp, die mit den
ausgewahlten Peptidclustern abgedeckt sind. Jede Farbe steht fiir einen bestimmten HLA-DR-Allotyp. spi, Spike-Protein; env,
Hullprotein; mem, Membranprotein; nuc, Nukleokapsidprotein. c-k, Verteilung der Peptidcluster, die fir das
Immunogenitatsscreening innerhalb der verschiedenen SARS-CoV-2-ORFs ausgewahlt wurden. Ketten (grau) und Doménen (rot)
von ORF1 und ORF2 sind angegeben. Jede Farbe steht flir einen bestimmten HLA-DR-Allotyp. nsp, Nicht-Strukturprotein; p,
Proteinase; poly., Polymerase; heli., Helikase; G-tra., Guanin-N7-Methyltransferase; endo., Endoribonuklease; O-tra., 2'-O-
Methyltransferase; sig. pep., Signalpeptid; RBD, Rezeptorbindungsdomane. |, Proteinabdeckung des gesamten SARS-CoV-2-
Proteoms und einzelner SARS-CoV-2-ORFs mit ausgewahlten HLA-Klasse |- und HLA-DR-bindenden Peptiden (linke y-Achse). Die
gestreiften Balken zeigen den Anteil der einzelnen ORF-Proteinlangen am gesamten SARS-CoV-2-Proteom (rechte y-Achse). Die
Proteinabdeckung von HLA-DR-abgeleiteten Peptiden fir ORF1 (markiert mit #) betragt 0,3%. Quelle Daten

Erweiterte Daten Abb. 3 Ex vivo T-Zell-Antworten auf SARS-CoV-2-abgeleitete HLLA Klasse I und HLA-DR T-Zell-Epitop-
Zusammensetzungen bei SARS-CoV-2 Rekonvaleszenten und hospitalisierten COVID-19 Patienten.




a,b, Ex-vivo-Erkennungshaufigkeit (Spender mit T-Zell-Antworten/getestete Spender) von (a) kreuzreaktiven und (b) SARS-CoV-2-
spezifischen ECs durch nicht-expandierte T-Zellen von SARS-Spendern (n = 47) der Gruppe 2, analysiert mittels ex vivo IFN-y
ELISPOT-Assay. Rote Balken zeigen die Erkennungshaufigkeit in Ex-vivo-Analysen, wahrend die weillen Balken die Haufigkeit nach
einer 12-d-Vorstimulation angeben. c-f, Intensitat der T-Zell-Antworten in Form von berechneten Spot-Zahlen gegen die (c¢,d)
kreuzreaktiven und (e f) SARS-CoV-2-spezifischen (c,e) HLA-Klasse-I- bzw. (d, f) HLA-DR-ECs, direkt ex vivo und nach einer 12-d-
Expansion in Proben von SARS-Rekonvaleszenten (n = 47). Jeder Spot reprasentiert einen einzelnen Spender, gepaarte Proben sind
durch durchgehende Linien verbunden, zweiseitiger Wilcoxon-Test. Nur positive Spender sind abgebildet. T-Zell-Antworten wurden
als positiv angesehen, wenn die mittleren Spot-Zahlen mindestens dreifach héher waren als die der negativen Kontrolle. g,
Merkmale der hospitalisierten Spender (n = 21), die im ex vivo IFN-y-ELISPOT-Assay analysiert wurden. ECMO, extrakorporale
Membranoxygenierung; n, Anzahl; n.a., nicht verfligbar. h, Ex-vivo-Erkennungshaufigkeit (Spender mit T-Zell-Antworten/getestete
Spender) von SARS-Spendern der Gruppe 2 im Vergleich zu hospitalisierten Spendern, die im Ex-vivo-IFN-y-ELISPOT-Assay
analysiert wurden. Quelle Daten

Erweiterte Daten Abb. 4 Korrelation der Antikorperantwort mit der semessenen T-Zell-Intensitiit.

a,b, Korrelationsanalyse der IgG-Serum-ELISA-Verhaltnisse (EUROIMMUN) zu SARS-CoV-2 und der berechneten Spot-Zahlen, die in
IFN-y-ELISPOT-Assays nach einer 12-tagigen In-vitro-Vorstimulation fir HLA-Klasse I-restringierte (a) SARS-CoV-2-spezifische (n =
68) und (b) kreuzreaktive (n = 51) ECs in SARS-Gruppe 2 ermittelt wurden (gestrichelte Linien: 95% Konfidenzniveau, Spearman's
rho (p) und P-Wert). c-h, Korrelationsanalyse von IgG (MFI-Signale) gegen Nukleokapsidprotein von drei Erkaltungs-Coronaviren
(HCoV-0C43, HCoV-229E, HCoV-NL63) und berechnete Spot-Zahlen, die in IFN-y-ELISPOT-Assays nach einer 12-tagigen In-vitro-
Vorstimulation fiir (c-e) HLA-Klasse | (n = 51) und (f-h) HLA-DR (n = 86) kreuzreaktive ECs in SARS-Gruppe 2 bewertet wurden
(gestrichelte Linien: 95% Konfidenzniveau, Spearman's rho (p) und P-Wert). MFI, mittlere Fluoreszenzintensitat. Quelle Daten

Erweiterte Daten Abb. 5 Priadiktoren der Symptomschwere in der Patientensammlung.

a,b, Odds Ratios (ORs) fur Alter, Geschlecht, Body-Mass-Index (BMI)-Gruppen, IgG-Antikdrper-Reaktionen (EUROIMMUN) und (a)
Intensitat der T-Zell-Reaktionen auf HLA-Klasse | und HLA-DR SARS-CoV-2-spezifische ECs bzw. (b) Erkennungsrate basierend auf
einem adjustierten Modell der Pradiktoren fir niedrigen bzw. hohen Symptomscore (SC) bei SARS-Spendern der Gruppe (a) 2 bzw.
(b) 1. * adjustierte OR pro Einheitsanstieg der kontinuierlichen Variable.

Erweiterte Daten Abb. 6

SARS-CoV-2-spezifische und kreuzreaktive HLA-Klasse | und HLA-DR T-Zell-Epitop-Zusammensetzungen.
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