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Lauren Close:

Diapositiva 1

Me gustaria dar la siguiente bienvenida a Cassian que se une a nosotros hoy desde la
Universidad de Texas en el Anderson Cancer Center. Cassian, si quieres empezar, nos
encantaria escuchar tu presentacion.

Cassian Yee:

Diapositiva 2

¢ Pueden ver la pantalla por cierto? ;Y pueden oirme? Bien, lamento haber tenido que ponerme
los los audifonos. Hay un poco de ruido ambiental y sé que los titulos cambian un poco, pero
esta es una diapositiva que describe el tema de esta discusién en particular, que realmente esta
mirando a otro aspecto de la inmunidad COVID. La mayoria de la gente se ha obsesionado en
neutralizar anticuerpos y respuesta seroldgica, y creo que como un testimonio de la flexibilidad y
agilidad de los NIH, que es probablemente un oximoron, pero creo que en este caso en particular
resultdé que fuimos capaces de reutilizar nuestro laboratorio y la financiacion suplementaria
proporcionada por el NIH para pasar de nuestro trabajo de cancer de pancreas a COVID-19.

Diapositiva 3

Esta es una diapositiva muy llena, pero creo que solo quiero sefalar dos cosas aqui. Una es que
la familia de los coronavirus incluye virus no patdégenos. Algunos de ustedes reconocen esto.
Esta nomenclatura y luego también los coronavirus patdégenos. El SARS, el MERS vy luego el
SARS-CoV-2 que estamos discutiendo aqui.
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Diapositiva 4

Solo una breve biologia para que puedan entender de qué estructuras estamos hablando cuando
hablamos de respuestas de células T, y la Glicoproteina Spike es lo que se une al receptor ACE
y entrega el virus. [Lo siento por eso no sé si puedo retroceder una diapositiva. Un poco
desordenado alli. Ahi vamos. ] Pero entonces el coronavirus obviamente tiene una envoltura
nucleocapica de ARN y lo que voy a hablar de las proteinas estructurales frente a las no
estructurales y la mayoria de las respuestas de anticuerpos directa contra las proteinas
estructurales como la glicoproteina espiga y S-proteina o S-respuesta que la mayoria IgM, IgA,
IgG ensayos serologicos estan dirigidos contra.

Diapositiva 5

Esto es otra vez, me voy a concentrar en tres cosas. Una es la carga de antigeno en purpura. Es
de esperar que esta es una respuesta exitosa donde el aumento de la carga del antigeno induce
tanto anticuerpos como respuestas de células T y luego disminuye la carga del antigeno. Ahora,
obviamente, en COVID largo o en COVID que no responde a esto [uy lo siento lo hice de nuevo]-
y van a ver que el antigeno persistira y que se correlaciona con la transmisibilidad. Me concentro
en la respuesta de las células T en el azul claro. Esto es un poco engafoso porque esto no
representa lo que ven aqui necesariamente una respuesta protectora. Es solo una medida
estructural del anticuerpo y en lo que me voy a centrar es en diseccionar la respuesta de las
células T mas de cerca.

Diapositiva 6

Y la pregunta es, ¢por qué estamos interesados en encontrar epitopos de células T para el
SARS-CoV-2? [Y ahora simplemente va por su cuenta. ] Ok, y la razdén es porque queremos
entender la historia natural de la inmunidad de las células T. Es mucho mas dificil medir la
inmunidad de las células T que medir la respuesta seroldgica, y ademas, si se miden estas
respuestas correctamente, tal vez vamos a predecir si esta protegido o no o lo malo que puede
ir para un individuo en particular y también el efecto de una determinada intervencion.

Diapositiva 7

Por lo tanto, este es un documento, en realidad, sélo un afio de trabajo. Un afo y medio de
trabajo. Tengo que felicitar realmente al Dr. Ke Pan y el Dr. Yulun Chiu en el laboratorio que
realmente condujo esta investigacion en un momento muy dificil y que esta mostrando su uso.

Diapositiva 8
Lo siento, necesito un control de tiempo. ¢ Cuanto tiempo tengo? Porque lo olvidé. ; Tengo cinco
minutos o diez minutos?

Lauren:
Tienes 10 minutos y estas a unos tres minutos, asi que tienes mucho tiempo para expandirte.

Diapositiva 9

Si, voy a tratar de no darle demasiado de un discurso presionado aqui, pero quiero sefialar un
aspecto muy importante aqui que es que cuando usted esta viendo la respuesta de la célula T,
usted esta viendo un poco de proteina que se trajo a la superficie de la célula, que es una
secuencia de nueve aminoacidos, un péptido de nueve longitudes, o un 14 [inaudible] si es una



respuesta CD8 de clase 2. Voy a centrarme en la respuesta de la célula CD8 T de clase 1. Asi
que la célula T CD8, a través de su receptor de células T reconoce una secuencia de nueve
péptidos de aminoacidos traidos a la superficie que son pedazos y trozos de una proteina. Y esa
proteina puede venir de cualquier parte.

Puede venir de la superficie, venir de proteinas no estructurales vienen de factores de
transcripcion, lo que tienes. Asi que la respuesta de las células T es mucho mas amplia que una
posible respuesta de anticuerpos y el problema es que no se puede predecir lo que esto es solo
haciendo analisis ciclico [?], y creo que ese es el punto de esta discusion en el documento es
que si quieres averiguar lo que ese péptido, Sabes dénde esta el dinero, robas ese péptido del
MHC de SARS-CoV-2 para infectar las células o expresar células y luego corres a través del tipo
de espectrometria de masas, hay un monton de algoritmos que usamos para priorizar los
péptidos que tenemos. Esto se supone que es una célula T con un receptor de células T y lo que
estoy mostrando aqui es que no solo sacamos el peéptido sino que validamos su
inmunogenicidad, lo que significa que ese péptido no sblo se procesa y se presenta en la
superficie de una célula infectada por el virus, pero que puedes inducir una respuesta de células
T y que la respuesta de células T proviene de células mononucleares de sangre periférica
humana normal. Esa respuesta de la célula T es suficiente para reconocer una célula infectada.
Por lo tanto, tiene suficiente afinidad para reconocer que el objetivo y que el péptido esta presente
con suficiente densidad que esta interaccion ocurrié conduce a matar, y voy a hablar de la TCRT
en sélo un minuto.

Diapositiva 10

Pero creo que esta es la estructura de la que estamos hablando. Este es el SARS-CoV-2 genoma
ORF1ay 1b. Hay un pico de proteina que todo el mundo sabe sobre pegarse en la superficie. Y
luego un montén de genes accesorios que estan asociados con la estructura, recordando la
capsula nuclear de la proteina MGP, de este vamos a hablar sélo un minuto. Ahora recuerden,
hay una gran parte del gen dedicado sélo a la supervivencia y funcién del virus SARS-CoV-2.
La proteina de la espiga, resulta que la gente ha ido y mirado las respuestas de las células T,
s6lo mirando esta parte de la proteina de la espiga porque, bueno, ya sabes, es accesible, vamos
a por ello. Y vienen a través de un numero de péptidos por lo que se puede ver estas son listas
de péptidos algunos nueve o algunos mas largo se muestra a lo largo de aqui y un numero de
diferentes individuos han publicado sobre esto y han hecho un gran problema el hecho de que
hay inmunesrespuestas dominantes que son respuestas principales de células T dominantes. No
so6lo las personas estan infectadas con el SARS-CoV-2, sino que aparentemente también estan
en donantes sanos, y asi que si nos fijamos visualmente estas barras altas aqui representan lo
que los otros cientificos han llamado respuestas inmunodominantes. Y resulta, oh Dios mio, que
también se encuentran en individuos sanos que nunca han estado expuestos a SARS-CoV-2
como saben, asi que dicen oh wow, hay alguna reactividad cruzada y asi sucesivamente y esto
lo hace como una gran historia. Y no estoy diciendo que no sea cierto, pero estoy diciendo que
es defectuoso. Y la razén por la que es defectuosa es que la gente esta tomando un montén de
epitopos péptidos diferentes, y pueden ver aqui toda la lista que viene de diferentes partes de la
proteina y han mirado las respuestas en los pacientes y ven respuestas variables y eso es genial
y de hecho si miran en el archivo metabdlico hay 2.000 epitopos de clase 1y 1,400 epitopos de
clase 2 por lo que todos ellos se predicen. Ahora, para que entiendas ain mas profundamente
por qué estoy un poco apasionado con esto es que puedes tomar cualquier péptido que se une
al MHC muy bien, que se predice que se une. Por lo tanto, sélo un mapa a lo largo de la secuencia



de lanzar que en PBMC, vas a obtener una respuesta de células T. Ahora, si ese péptido se
presenta realmente con esa respuesta de células T es relevante o no, en su mayor parte y usted
sabe que esta es una declaracion controvertida, probablemente, es que todos estos estudios
ignoran ese hecho. Ellos solo quieren saber esta reactividad y algunos de ellos pueden ser
golpeados algunos de ellos puede que no.

Diapositiva 11

Pero decidimos, bien, vamos a ir a por ello. Vamos a ver para estos epitopos inmunodominantes,
la gente se predice bien que todos estan predichos. ;Realmente generan una célula

T que reconoce el objetivo? Y por desgracia, hicimos todo este trabajo, él hizo en realidad,
generar células T, los sacamos a cabo, ampliamos, los ordenamos; se puede ver que es un buen
cumulo lo que significa que son todos y sélo especifico para este péptido. Ellos no reconocen el
SARS-CoV-2 expresando objetivos tan cero plano, completamente plano, se puede ver que aqui,
por lo que no es relevante, en lo que a nosotros respecta desde el punto de vista [murmullos].
Por lo tanto, estos se predicen, pero no provocan la respuesta de reconocimiento de la célula T.

Diapositiva 12

¢, Qué hacemos en su lugar? Fuimos por el dinero. Fuimos tras el péptido. Hicimos el analisis del
espectrometro de masas. Miramos todos estos genes. Y con el fin de hacer esto lo mas eficaz
posible, hemos disefiado las células angio que presentan para expresar estas diferentes partes
del SARS-CoV-2 y con diferentes alelos HLA para ser lo mas amplio posible en una cobertura.
Pueden ver que resaltamos aqui la glicoproteina de membrana proteica no estructural.

Diapositiva 13

Nosotros hicimos el analisis. Lo comparamos con la base de datos para asegurarnos de que
estos genes realmente se expresan, y asi es como lo sustituimos lo que soliamos usar tumores
ahora pero ahora usamos la célula de ingenieria SARS-CoV-2 y luego corrimos a través de este
protocolo como te expliqué antes. Generamos células T contra estos epitopos peptidicos y luego
probamos que estas células T de hecho matan a la célula de ingenieria.

Diapositiva 14
Y este es un ejemplo de un espectrémetro de masa y se puede [deconfluente? ]. Se obtiene una
secuencia peptidica.

Diapositiva 15

Y esto es lo que tenemos. Bien, publicamos cinco de estos. En realidad hay 18 de estos y se
puede ver que cuatro de ellos se encuentran en una proteina no estructural. Uno de ellos se
encuentra en la glicoproteina de membrana, y la linea superior es la secuencia. Tomamos la
secuencia de SARS-CoV-2. Lo comparamos con todas las secuencias de las otras familias de
coronavirus. Vemos que hay algo de identidad y también hay algo de error. Es posible que usted
sepa que si usted estuvo previamente expuesto a uno de estos- Lo siento uno de estos otros
virus, todavia puede obtener una respuesta a la la célula T especifica de SARS-CoV-2

Diapositiva 16

Eso es interesante. Esto es interesante, pero lo que es mas interesante es que resulta estos
objetivos y he mostrado de nuevo los mismos cinco objetivos aqui en la regién de la proteina no
estructural y también la regién de la glucoproteina de memoria es que estan altamente



conservados entre todas las variantes- Variante alfa, y no muestro la variante delta, sino la
variante delta también. Estas son las variaciones, pero pueden ver que no hay ninguna variacion.
Usted sabe que es altamente conservado en parte porque las proteinas no estructurales pueden
ser responsables de la actividad de la helicase y asi sucesivamente.

Diapositiva 17
Asi que hicimos todo este proceso que hice antes para el inmunodominante predicho. No
encontramos respuestas.

Diapositiva 18

Pero aqui lo hicimos y demostramos que, en resumen, que estas células T- que si responden a
los péptidos objetivos de flujo, pero también responden contra el [endégeno caro? ] glicoproteina
de membrana. Mucha matanza aqui. Mucha matanza aqui.

Diapositiva 19

Y puedo mostrarles lo mismo para los cuatro- cinco de ellos juntos. El asesinato agradable.
Entonces, creemos en el multigrafo y para completar el multigrafo, lo siento por 30 segundos. El
ultimo punto que voy a hacer aqui es que vamos a sacar el receptor de células T y demostrar de
hecho que el receptor de células T puede transferir especificidad. Asi que aqui estamos clonando
nuestra transferencia de receptores de células T, especificamente células T no especificas
simplemente aleatorias [murmullos] y también reconocidas y lo hacemos.

Diapositiva 20

Se publica solo para probar de tuercas a tornillos que sabes que la prediccion no conduce a la
codificacion SARS-CoV-2, pero de hecho, lo que tienes que hacer es hacer el péptido eluido.
Algunos de ellos se predicen, por supuesto, entre los cuatro miles son predecibles, pero hay que
ir después de los especificos que se eluden y en realidad tenemos un montén ahora, no sélo
contra la espiga y la proteina, pero los casos de HLA no NSP.

Diapositiva 21-22

Y creo que la pregunta que queremos responder es, ,saben que este ensayo con un grupo mas
selecto de epitopos péptidos estos epitopos de células T seran relevantes para ver estas
respuestas de células T con mas detalle? No anades esos tres o cuatro mil y luego esperas tener
algo de relevancia. Y creo que estas son las preguntas que vamos a hacer a medida que
avanzamos.

Diapositiva 23

Y lo ultimo que quiero hacer. No todo el mundo sabe de Maurice Hilleman. Es un héroe. Deberia
ser considerado un superhéroe. Salvé millones de vidas literalmente debido a las estrategias de
vacunacion que implementd para muchas enfermedades infantiles, rubéola y demas. Paperas,
sarampion, rubéola. Y también, Zhang Yongzhen que literalmente dentro de 48 horas dio vuelta
sobre el genoma del SARS-CoV-2 en el dominio publico para el cual por nuestro impacto Pfizer,
y todos los demas han hecho miles de millones de ddlares haciendo estas vacunas y salvando
vidas y fue gracias a su trabajo que realmente llegamos a donde estamos tan rapido

Diapositiva 24



Y solo quiero agradecer a todos los presentes, y demostrar de hecho que este fue un suplemento
que sali6é de una subvencion para el cancer de pancreas y condujo a este tipo de colaboracion.
Asi que agradezco al centro por permitirnos mostrar parte de este trabajo. Muchas gracias.
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