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A b str a ct

B a c k g r o u n d:  We a r e  d e v el o pi n g c yt ot o xi c i m m u n o c o nj u g at e s ( CI C s) t o eli mi n at e  HI V-

i nf e ct e d c ell s.  We i n v e sti g at e d t h e ef f c a c y a n d ki n eti c s of killi n g b y  diff e r e nt f o r m s of  CI C s

t a r g et e d b y t h e s a m e  m o n o cl o n al a nti b o d y ( m A b), a n i m m u n ot o xi n (I T), a nti b o d y- d r u g

c o nj u g at e ( A D C), a n d r a di oi m m u n o c o nj u g at e ( RI C).  M et h o d s:  We c o m p a r e d i n vit r o eff e ct s

of  CI C s  m a d e b y c o nj u g ati n g a nti- g p 4 1  m A b 7 B 2 t o  d e gl y c o s yl at e d ri ci n  A c h ai n ( 7 B 2- d g A),

t h e a nt h r a c y cli n e  d e ri v ati v e  P N U- 1 5 9 6 8 2 ( 7 B 2- P N U), o r t h e α - e mitti n g i s ot o p e a cti ni u m-

2 2 5 ( 7 B 2- 2 2 5 A c).  Ki n eti c a n al y s e s of c ell g r o wt h  w e r e  p e rf o r m e d  m e a s u ri n g el e ct ri c al

i m p e d a n c e e v e r y 1 5  mi n o v e r a 7- d a y  p e ri o d  u si n g c ell s st a bl y e x p r e s si n g t h e  HI V e n v el o p e

a n d  E n v- n e g ati v e  p a r e nt c ell s.  R e s ult s: 7 B 2- d g A a n d 7 B 2- 2 2 5 A c  w e r e  m o r e  p ot e nt a n d

a ct e d  m o r e r a pi dl y t o kill c ell s t h a n 7 B 2- P N U.  B ot h t h e 7 B 2- P N U a n d 7 B 2- 2 2 5 A c i n d u c e d

b y st a n d e r- c ell killi n g,  w h e r e a s t h e I T  di d n ot a n d c o n s e q u e ntl y all o w e d t h e o ut g r o wt h

of  E n v- n e g ati v e c ell s.  L o w  d o s e o r b ri ef e x p o s u r e t o 7 B 2- P N U r e s ult e d i n a n i n c r e a s e d

r at e of c ell g r o wt h.  C o n cl u si o n s:  A n I T,  A D C, a n d  RI C s h o w e d s u b st a nti al  diff e r e n c e s

i n t h e  d e g r e e of s p e ci f c t o xi cit y, ki n eti c s, a n d  m e c h a ni s m s of killi n g.  T h e r e s ult s of t hi s

si d e- b y- si d e c o m p a ri s o n h a v e i m pli c ati o n s f o r t h e  d e v el o p m e nt of  CI C s t o t r e at  HI V, a s

w ell a s ot h e r c o n diti o n s.

K e y w or d s: HI V r e s er v oir er a di c ati o n;  m o n o cl o n al a nti b o d y; c yt ot o xi c i m m u n o c o nj u g at e;

a nti b o d y- d r u g c o nj u g at e; i m m u n ot o xi n; r a di oi m m u n o c o nj u g at e; i m m u n ot h e r a p y;

m et a b ol o mi c s;  R N A s e q;  HI V e n v el o p e  p r ot ei n; g p 1 6 0; g p 4 1

A c a d e mi c  E dit o r: It ai  B e n h a r

R e c ei v e d: 2 5  N o v e m b e r 2 0 2 5

R e vi s e d: 1 3 J a n u a r y 2 0 2 6 1. I ntr o d u cti o n
A c c e pt e d: 2 2 J a n u a r y 2 0 2 6

P u bli s h e d: 2 8 J a n u a r y 2 0 2 6 C yt ot o xi c i m m u n o c o nj u g at e s ( CI C s) a r e bif u n cti o n al  m ol e c ul e s c o n si sti n g of a t a r-

C o p yri g ht: © 2 0 2 6 b y t h e a ut h o r s. g eti n g  d o m ai n, oft e n a  m o n o cl o n al a nti b o d y ( m A b), a n d a t o xi c  m oi et y.  T h e f u n cti o n

Li c e n s e e  M D PI,  B a s el, S wit z e rl a n d. of t h e r a p e uti c  CI C s  wit h t r o pi s m  d e f n e d b y t h e a nti b o d y  m oi et y i s t o t a r g et a n d l y s e
T hi s a rti cl e i s a n o p e n a c c e s s a rti cl e s p e ci f c c ell s s u c h a s c a n c e r c ell s,  w hil e s p a ri n g h e alt h y c ell s.  D e p e n di n g  u p o n t h e t o xi c
di st ri b ut e d  u n d e r t h e t e r m s a n d m oi et y  u s e d, t h e s e  CI C s a r e t e r m e d  diff e r e ntl y: a n i m m u n ot o xi n (I T)  w h e n a  p r ot ei n t o xi n
c o n diti o n s of t h e C r e ati v e  C o m m o n s

of  pl a nt o r b a ct e ri al o ri gi n i s  u s e d, a n a nti b o d y – d r u g c o nj u g at e ( A D C) i n t h e c a s e of a
Att ri b uti o n ( C C  B Y) li c e n s e .

A nti b o dies  2 0 2 6 , 1 5 , 1 2 htt p s: / / d oi. o r g / 1 0. 3 3 9 0 / a nti b 1 5 0 1 0 0 1 2

a nti b o di es 

E) 

E) 

E) 

[ "' > C h e c k f or  u p d at e s j 

https://crossmark.crossref.org/dialog?doi=10.3390/antib15010012&domain=pdf&date_stamp=2026-01-28
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://www.mdpi.com/journal/antibodies
https://www.mdpi.com
https://orcid.org/0009-0007-3017-0448
https://orcid.org/0000-0002-9066-792X
https://orcid.org/0000-0002-9767-9739
https://orcid.org/0000-0003-1622-4386
https://doi.org/10.3390/antib15010012
mailto:seth.pincus@montana.edu
mailto:akuhlman@fredhutch.org
https://doi.org/10.3390/antib15010012
mailto:seth.pincus@montana.edu
mailto:akuhlman@fredhutch.org


A nti b o dies  2 0 2 6 , 1 5 , 1 2 2 of 1 6

s m all c yt ot o xi c  m ol e c ul e s, o r a r a di oi m m u n o c o nj u g at e ( RI C) if a hi g h- e n e r g y n u cli d e i s

b o u n d t o t h e  m A b.  T o f u n cti o n eff e cti v el y, I Ts a n d  A D C s  m u st b e i nt e r n ali z e d t o all o w t h e

t o xi c  m oi et y t o r e a c h it s i nt r a c ell ul a r t a r g et;  RI C s  d o n ot [1 ]. I niti al st u di e s of  CI C s  w e r e

p e rf o r m e d  u si n g I Ts,  w hi c h  p r o v e d t o b e hi g hl y i m m u n o g e ni c a n d t h e r ef o r e of li mit e d

cli ni c al  utilit y [ 2 – 4 ].  W hil e t h e  u s e of  A D C s o r  RI C s a v oi d s t hi s  p r o bl e m t o a l a r g e  d e g r e e,

t h e q u e sti o n r e m ai n s  w h et h e r I Ts  mi g ht still off e r t h e r a p e uti c a d v a nt a g e s if o pti mi z e d t o

d e c r e a s e t h ei r i m m u n o g e ni cit y.  T o t hi s e n d, eff o rt s h a v e b e e n  m a d e t o  d e-i m m u ni z e t o xi n s

t h r o u g h t h e eli mi n ati o n of  B- a n d  T- c ell e pit o p e s, o r b y  u si n g  p h a r m a c ol o gi c al  m e a n s t o

s u p p r e s s t h e a nti- CI C i m m u n e r e s p o n s e [ 3 ,5 ,6 ].

CI C s  h a v e b e e n s u c c e s sf ull y  u s e d i n t h e t r e at m e nt of c a n c e r, i m m u n o s u p p r e s si o n,

a n d  p e r si st e nt i nf e cti o n s [ 7 – 9 ].  We a n d ot h e r s  h a v e  p u r s u e d t h e  u s e of  CI C s t o eli mi n at e

HI V-i nf e ct e d c ell s t h at  p e r si st  d e s pit e y e a r s of f ull y s u p p r e s si v e a nti- r et r o vi r al t h e r a p y

( A R T) [4 ,1 0 – 1 8 ].  T hi s r e s e r v oi r,  w hi c h r e n e w s  HI V r e pli c ati o n a n d vi r e mi a s o o n aft e r t h e

c e s s ati o n of  A R T, r e p r e s e nt s a  m aj o r b a r ri e r t o c u ri n g  HI V i nf e cti o n. If a cti v at e d, t h e s e

i nf e ct e d c ell s e x p r e s s o nl y a si n gl e vi r al  p r ot ei n o n t h ei r s u rf a c e: t h e e n v el o p e  p r ot ei n

( E n v o r g p 1 6 0) c o n si sti n g of a n e xt r a c ell ul a r  d o m ai n, g p 1 2 0, a n d a t r a n s m e m b r a n e s u b u nit

g p 4 1.  A nti- HI V  m o n o cl o n al a nti b o di e s ( m A b) h a v e b e e n  p r o p o s e d a n d t e st e d i n st r at e -

gi e s t o  d e pl et e t h e r e s e r v oi r of  HI V i nf e cti o n t h at  p e r si st s  d e s pit e eff e cti v e a nti r et r o vi r al

t h e r a p y [1 2 ,1 5 ,1 9 – 2 7 ].  C yt ot o xi c  m A b s kill c ell s b y F c- m e di at e d c o m pl e m e nt  f x ati o n,

a nti b o d y- d e p e n d e nt c ell ul a r c yt ot o xi cit y ( A D C C), o r a nti b o d y- d e p e n d e nt  p h a g o c yt o si s.

H o w e v e r, n ot all a nti- HI V  m A b s eli cit F c- m e di at e d eff e ct s, o r t h e y  d o s o i n c o m pl et el y  d u e

t o i m p ai r e d c ell ul a r i m m u n e r e s p o n s e s.  A s a n alt e r n ati v e a p p r o a c h,  w e s et o ut t o  d e v el o p

CI C s  wit h e n h a n c e d c yt ot o xi cit y c o m p a r e d t o  u n m o di f e d  m A b s.  We s c r e e n e d  > 2 0 0  m A b s

di r e ct e d a g ai n st t h e  HI V- 1  E n v el o p e ( E n v) a n d i d e nti f e d t h e e xt e r n al h eli x –l o o p – h eli x

r e gi o n of g p 4 1 a s a n o pti m al t a r g et f o r  CI C s [ 1 1 ].

We a n d ot h e r s h a v e t e st e d I Ts, s h o wi n g c yt ot o xi c a n d a nti vi r al a cti vit y i n vit r o at

cli ni c all y o bt ai n a bl e c o n c e nt r ati o n s, a n d t h e r a p e uti c eff e ct s i n h u m a ni z e d  m u ri n e  m o d el s

of  HI V i nf e cti o n [ 4 ,1 8 ,2 8 ,2 9 ].  We  h a v e al s o s h o w n ef f c a c y i n S HI V-i nf e ct e d  m a c a q u e s,

b ut t h e eff e ct  w a s bl u nt e d b y i m m u n o g e ni cit y [ 4 ].  We  h a v e s u b s e q u e ntl y  u s e d s e v e r al

a p p r o a c h e s t o a d d r e s s t h e i m m u n o g e ni cit y of I Ts, i n cl u di n g t h e  d e v el o p m e nt of  A D C s

a n d  RI C s.  A n i m p o rt a nt  diff e r e n c e i n  d e v el o pi n g  A D C s  di r e ct e d a g ai n st  HI V v e r s u s

t h o s e t a r g eti n g  m ali g n a nt c ell s i s t h at c ell s a cti v el y  p r o d u ci n g  HI V o r e x p r e s si n g  HI V  E n v

n e e d  n ot b e  p r olif e r ati n g,  w hil e  m ali g n a nt c ell s a r e, b y  d e f niti o n,  di vi di n g a n d t h e r ef o r e

s u s c e pti bl e t o t o xi n s o r  d r u g s t h at  di s r u pt c ell r e pli c ati o n.  O u r i niti al att e m pt s t o  p r o d u c e

a nti- HI V  A D C s r e s ult e d i n a g e nt s t h at r e q ui r e d hi g h  d r u g c o n c e nt r ati o n s f o r c yt ot o xi c

ef f c a c y [ 4 ].  M o r e r e c e ntl y,  w e i d e nti f e d t h e a nt h r a c y cli n e  d e ri v ati v e  P N U- 1 5 9 6 8 2 ( P N U)

a s a  d r u g t h at kill s r e sti n g l y m p h o c yt e s a n d  u s e d it t o  p r o d u c e a n eff e cti v e  A D C t a r g eti n g

E n v- e x p r e s si n g c ell s.  We al s o s h o w e d t h at t h e  A D C a n d a n i d e nti c all y t a r g et e d I T  diff e r e d

i n t h e ki n eti c s of killi n g,  wit h t h e  A D C r e q ui ri n g  m o r e ti m e t o kill c ell s [3 0 ].  RI C s a r e

p a rti c ul a rl y eff e cti v e r e a g e nt s si n c e t h e y  d o n ot r e q ui r e i nt e r n ali z ati o n f o r c ell killi n g, t h e y

c a n eff e cti v el y kill r e sti n g c ell s, a n d t h e y a r e l e s s i m m u n o g e ni c t h a n t o xi n- o r  d r u g- b a s e d

i m m u n o c o nj u g at e s [2 9 ,3 1 ,3 2 ].  We c o nj u g at e d t h e a nti- HI V  E n v  m A b 7 B 2 t o al p h a- e mitti n g

r a di o n u cli d e s  wit h  diff e r e nt h alf-li v e s a n d i d e nti f e d 7 B 2- 2 2 5 A cti ni u m ( 7 B 2- 2 2 5 A c) a s a n

eff e cti v e  RI C [ 3 3 ].  We  p r o p o s e t h at t h e s e  CI C s c o ul d b e  u s e d i n c o m bi n ati o n  wit h l at e n c y

di s r u pti n g a g e nt s t h at  w o ul d a cti v at e  p e r si st e ntl y i nf e ct e d c ell s t o s e c r et e vi r u s a n d e x p r e s s

E n v, t h e r e b y b e c o mi n g t a r g et s of t h e  CI C s i n a n “ a cti v at e a n d  p u r g e ”  p r ot o c ol.

I n t hi s i n v e sti g ati o n,  w e c o m p a r e d t h e i n vit r o c yt ot o xi cit y of  A D C s, I Ts, a n d  RI C s

m a d e f r o m t h e a nti- g p 4 1  m A b 7 B 2.  We  f r st c o m p a r e d t h e eff e ct s of t w o  diff e r e nt  CI C s,

a  w ell- c h a r a ct e ri z e d I T c o n si sti n g of 7 B 2 c o nj u g at e d t o a  d e- gl y c o s yl at e d ri ci n  A c h ai n

( 7 B 2- d g A) [1 2 ,3 4 ], a n d a n  A D C c o n si sti n g of 7 B 2- P N U [3 0 ].  W h e n  w e  d e v el o p e d t h e

htt p s: / / d oi. o r g / 1 0. 3 3 9 0 / a nti b 1 5 0 1 0 0 1 2
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eff e cti v e al p h a- e mitti n g  RI C, 7 B 2- 2 2 5 A c, it  w a s a d d e d t o t h e c o m p a ri s o n s.  T h e hi g h i o ni zi n g

d e n sit y of α - p a rti cl e s i n d u c e s  d o u bl e- st r a n d e d  D N A b r e a k s t h at i niti at e a c h ai n of e v e nt s

c a u si n g c ell  d e at h; t h e r ef o r e, c yt ot o xi cit y i s i n d e p e n d e nt of c ell c y cl e a n d  d o s e r at e [ 3 5 ].

T h e eff e ct s of t h e s e  CI C s  w e r e t e st e d i n t a r g et c ell s t r a n sf e ct e d t o c o n stit uti v el y e x p r e s s t h e

c ell- s u rf a c e  E n v el o p e of  HI V- 1 ( E n v) [ 1 1 ,1 2 ].  We st u di e d t h e ki n eti c s of c ell killi n g a n d t h e

b y st a n d e r- c ell killi n g eff e ct s of e x p o s u r e t o e a c h  CI C.  Diff e r e n c e s  w e r e o b s e r v e d,  w hi c h

c o ul d aff e ct t h e c h oi c e of  CI C  u s e d f o r f u rt h e r cli ni c al  d e v el o p m e nt.

2. M at eri al s a n d  M et h o d s

2. 1.  Cell  Li nes  a n d  A nti b o dies  

H E K- 2 9 3 T / 9 2 U G c ell s ( h e r e aft e r 9 2 U G) c o n stit uti v el y e x p r e s s  E n v of t h e  Cl a d e  A

cli ni c al  HI V i s ol at e 9 2 U G 0 3 7. 8 i n it s n ati v e c o nf o r m ati o n.  T h e c ell s  w e r e t h e gift of  D r.

Bi n g  C h e n,  B o st o n  C hil d r e n’ s  H o s pit al [ 3 6 ].  T h e e x p r e s si o n of  E n v o n t h e s u rf a c e of

t h e s e c ell s  w a s  m ai nt ai n e d b y  p e ri o di c s el e cti o n  wit h  p u r o m y ci n ( 1 µ g / m L).  C ell s  w e r e

c ult u r e d at 3 7 ◦  i n a  h u mi di f e d  C O2 at m o s p h e r e a n d  m ai nt ai n e d b y s e ri al  p a s s a g e s o

a s n ot t o e x c e e d a c o n c e nt r ati o n of 1 0 ×  1 0 6 c ell s / m L.  H E K- 2 9 3 T (( A T C C,  V A,  U S A)

C R L- 3 2 1 6) a n d 9 2 U G c ell s  w e r e g r o w n i n  D M E M ( Gi b c o  T h e r m o Fi s h e r,  W alt h a m,  M A,

U S A, 4. 5 g m gl u c o s e / L)  wit h 1 0 % f et al b o vi n e s e r u m ( H y cl o n e,  L o g a n,  U T,  U S A), a n d

1 %  p e ni cilli n / st r e pt o m y ci n ( GI B C O).

M A b 7 B 2 bi n d s  C S G K LI C, t h e c o n s e r v e d 7 a mi n o a ci d l o o p  wit hi n t h e h eli x –l o o p –

h eli x r e gi o n of g p 4 1 [ 3 7 ]. 7 B 2  w a s o ri gi n all y  p r o d u c e d b y  D r. J a m e s  R o bi n s o n ( T ul a n e

U ni v e r sit y), a n d  p u ri f e d 7 B 2  w a s t h e gift of  D r.  B a rt o n  H a y n e s ( D u k e  U ni v e r sit y). 7 B 2- d g A

c o n si st e d of  d e gl y c o s yl at e d ri ci n  A c h ai n ( d g A), t h e ki n d gift of  Ell e n  Vit ett a ( U ni v e r sit y of

Te x a s S o ut h w e st e r n), c o nj u g at e d t o 7 B 2  u si n g t h e h et e r o bif u n cti o n al c r o s s-li n ki n g a g e nt

s u c ci ni mi d yl 6-[ 3( 2- p y ri d yl dit hi o)  p r o pi o n a mi d o] h e x a n o at e ( S P D P,  Pi e r c e  Bi ot e c h n ol o g y,

R o c kf o r d, I L,  U S A) at a 1: 1  m a s s r ati o, a s  d e s c ri b e d  p r e vi o u sl y [ 4 ].  D e gl y c o s yl ati n g ri ci n  A

c h ai n a v oi d s t h e n o n- s p e ci f c t o xi cit y of t h e  A c h ai n- a s s o ci at e d gl y c a n t h at bi n d s  m a n n a n

r e c e pt o r s o n h e p at o c yt e s [ 3 8 ].  P r o d u ct s  w e r e c h a r a ct e ri z e d bi o c h e mi c all y b y S D S- P A G E

a n d c o nt ai n e d a  mi xt u r e of 0, 1, 2, a n d 3  d g A  p e r 7 B 2. 7 B 2- P N U  w a s  p r o d u c e d at  L e v e n a

Bi o p h a r m a ( C A,  U S A), a s  d e s c ri b e d el s e w h e r e [ 3 0 ].  T h e  p r e p a r ati o n c o nt ai n e d a  mi xt u r e of

0, 1, 2, a n d 3  P N U s  p e r 7 B 2, si mil a r t o t h at of 7 B 2- d g A. It s h o ul d b e n ot e d t h at t h e li n k e r i n

7 B 2- d g A c o nt ai n s a  di s ul f d e b o n d,  w hi c h  m a y b e cl e a v e d,  w h e r e a s t h e li n k e r i n 7 B 2- P N U

i s n o n- cl e a v a bl e. 7 B 2- P y 4 P a, a n o n- c yt ot o xi c i m m u n o c o nj u g at e  m a d e i n  p r e p a r ati o n f o r  u s e

t h e c o n st r u cti o n of 7 B 2-2 2 5 A c,  w a s  p r e p a r e d b y t h e c o nj u g ati o n of 7 B 2  wit h a n 8-f ol d  m ol a r

e q ui v al e nt of  H 4 p y 4 p a- N C S [ 3 9 ].  C o nj u g at e s  w e r e e xt e n si v el y  d e m et all at e d b y  di al y si s.

P u rit y of t h e c o nj u g at e s  w a s a s s e s s e d b y si z e e x cl u si o n – H P L C. 2 2 5 A c (t 1 / 2  = 9. 9 2  d) w a s

o bt ai n e d f r o m t h e  D O E I s ot o p e  P r o g r a m’ s  N ati o n al I s ot o p e  D e v el o p m e nt  C e nt e r a s a s oli d

nit r at e s alt a n d  w a s  u s e d a s o bt ai n e d.  D e m et all at e d  H E P E S b uff e r ( 0. 0 5  M,  p H 7)  w a s

c o m bi n e d  wit h 7 B 2- P y 4 p a.  T o t hi s, 2 5 – 3 5 µ L of 2 2 5 A c ( 2 1 2 – 4 3 0 µ Ci) i n 0. 1  M  H N O 3  w a s

a d d e d.  T h e  mi xt u r e  w a s i n c u b at e d f o r 1 h at 3 7 ◦ C.  L a b el e d  m A b  w a s s e p a r at e d f r o m

u n b o u n d 2 2 5 A c o n a  P D- 1 0 c ol u m n a n d c oll e ct e d i n  P B S.  T hi n-l a y e r c h r o m at o g r a p h y  w a s

u s e d t o  d et e r mi n e t h e  p r o p o rti o n of l a b el i n c o r p o r at e d i nt o t h e  RI C ( > 9 0 %).  T h e a m o u nt

of r a di o a cti vit y i n t h e  f n al s a m pl e s of  RI C  w a s q u a nti f e d b y g a m m a s p e ct r o s c o p y. Fi n al

l a b eli n g ef f ci e n c y i n di c at e d o n e 2 2 5 A c at o m  p e r 8 2 a nti b o d y  m ol e c ul e s. F ull  d et ail s of  RI C

c o nj u g ati o n  p r o c e d u r e s a n d r e a g e nt s a r e  d e s c ri b e d el s e w h e r e [ 3 3 ].

2. 2.  Cell- S urf a ce  HI V  E n vel o pe  E x pressi o n  b y  Fl o w  C yt o metr y  

F oll o wi n g t r y p si ni z ati o n, 2 ×  1 0 5 c ell s f r o m e a c h c ell li n e  w e r e t a k e n f o r  f o w c yt o m et r y

s u rf a c e- st ai ni n g of t h e  HI V e n v el o p e.  C ell s  w e r e i n c u b at e d  wit h 1  m L of 2 0 % F B S- P B S

f o r 1 0  mi n at 4  d e g r e e s t o bl o c k t h e F c R.  C ell s  w e r e  w a s h e d o n c e  wit h 1  m L 1 X  P B S a n d
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i n c u b at e d  wit h 2 µ g / 1 0 0 µ L of a n  HI V e n v el o p e bi n di n g  m A b ( A nti- HI V- 1 g p 1 2 0  m A b

V R C 0 1,  NI H  AI D S  R e a g e nt  P r o g r a m # 1 2 0 3 3) [ 4 0 ] f o r 2 5  mi n at r o o m t e m p e r at u r e. F oll o wi n g

a s e c o n d  P B S  w a s h, c ell s  w e r e i n c u b at e d  wit h 2 µ g / 1 0 0 µ L of s e c o n d a r y  P E  G o at a nti-

H u m a n I g G F c a nti b o d y ( T h e r m o Fi s h e r,  W alt h a m,  M A,  U S A 1 2- 4 9 9 8- 8 2) f o r 2 5  mi n at

r o o m t e m p e r at u r e.  C ell s  w e r e  w a s h e d a  f n al ti m e  wit h  P B S,  p ell et e d a n d r u n o n a  B D

C el e st a o r F o rt e s s a  f o w c yt o m et e r, a n d a n al y z e d  u si n g Fl o wJ o 1 0. 1 0. 0 s oft w a r e.

2. 3.  Cell ul ar  C yt ot o xi cit y  Ass a y  

We  m e a s u r e d c ell vi a bilit y i n t w o  w a y s:  M T S  d y e r e d u cti o n a s s a y, a  m e a s u r e of

o xi d ati v e  p h o s p h o r yl ati o n; a n d b y c ell ul a r i m p e d a n c e  u si n g t h e x C E L Li g e n c e  R e al- Ti m e

C ell  A n al y si s ( R T C A s oft w a r e  P r o 2. 6. 0,  A gil e nt  Te c h n ol o gi e s, S a nt a  Cl a r a,  C A,  U S A).

M T S  d y e r e d u cti o n  w a s  p e rf o r m e d o n t ri pli c at e c ult u r e s  wit h 2 ×  1 0 4 9 2 U G o r  H E K 2 9 3 T

( h e r e aft e r 2 9 3 T) c ell s s u s p e n d e d i n 0. 2  m L  R P MI 1 6 4 0 ( R P MI  m e di u m  p r o vi d e s a l o w e r n o n -

s p e ci f c b a c k g r o u n d  A 4 9 0 t h a n  D M E M)  + 1 0 % f et al b o vi n e s e r u m ( F B S) i n t h e  p r e s e n c e of t h e

CI C a n d 5 0 0  n g / m L of  C D 4-I g G 2 [ 4 1 ], a gift f r o m  P a ul  M a d d e n ( P r o g e ni c s I n c., N e w  Y o r k ,

N Y,  U S A).  We h a v e  p r e vi o u sl y s h o w n t h at s ol u bl e  C D 4, a n d it s  mi m eti c s,  m a r k e dl y e n h a n c e

t h e c yt ot o xi cit y of 7 B 2- d g A  wit h o ut i n d u ci n g c yt ot o xi cit y al o n e [1 1 ,1 2 ,4 2 ,4 3 ].  C ell s  w e r e

i n c u b at e d f o r t h e ti m e i n di c at e d i n e a c h e x p e ri m e nt.  D u ri n g t h e  f n al 3 h r s of i n c u b ati o n,

M T S / P M S s u b st r at e ( C ell Tit e r  A Q u e o u s,  P r o m e g a,  M a di s o n,  WI,  U S A)  w a s a d d e d.  We

u s e d a  mi c r o pl at e r e a d e r ( Bi o Te k,  Wi n o o s ki,  V T,  U S A) t o r e a d  A b s o r b a n c e ( A) at 4 9 0 n m.

T h e f o r m ul a b el o w  w a s  u s e d t o c al c ul at e  p e r c e nt c yt ot o xi cit y:

{ 1 −  [( Adr u g −  A n o c ell s ) /( An o  d r u g −  A n o c ell s )]} ×  1 0 0.

C ell ul a r t o xi cit y  w a s al s o  m e a s u r e d  u si n g a n x C E L Li g e n c e  R e al  Ti m e  C ell  A n al y si s s y s -

t e m ( R T C A).  C ell li n e s  w e r e t r e at e d  wit h  Trit o n- 1 0 0,  u n c o nj u g at e d 7 B 2, o r t h e  CI C s 7 B 2- d g A,

7 B 2- P N U, o r 7 B 2- 2 2 5 A c at t h e i n di c at e d c o n c e nt r ati o n s. S ol u bl e  C D 4-I g G 2 ( 5 0 0 n g / m L )

w a s  p r e s e nt i n t h e  CI C- c o nt ai ni n g c ult u r e s  u nl e s s s p e ci f c all y i n di c at e d ot h e r wi s e.  E a c h

c o n diti o n  w a s  p e rf o r m e d i n t ri pli c at e. 2 9 3 T c ell s  w e r e  pl at e d at 2 ×  1 0 4 c ell s / w ell a n d

9 2 U G c ell s at 1 ×  1 0 4 c ell s / w ell i n 1 5 0 µ L of c ult u r e v ol u m e 2 0 – 2 4 h b ef o r e a d di n g t h e

i m m u n o c o nj u g at e s of i nt e r e st i n  E- pl at e 1 6  P E T ( A gil e nt  Te c h n ol o gi e s, S a nt a  Cl a r a,  C A,

U S A).  P r e- dil uti o n s of t h e a nti b o di e s, i m m u n o c o nj u g at e s,  C D 4-I g G 2, o r t rit o n  X- 1 0 0  w e r e

f r e s hl y  p r e p a r e d i n c ell c ult u r e  m e di a.  A t ot al of 5 0 µ L of t h e  p r e- dil uti o n  w a s a d d e d t o

e a c h  w ell al r e a d y c o nt ai ni n g 1 5 0 µ L of c ell c ult u r e.  U nl e s s i n di c at e d ot h e r wi s e, 7 B 2- d g A

a n d 7 B 2- P N U  w e r e  p r e s e nt f o r t h e f ull  d u r ati o n of t h e c ult u r e,  w h e r e a s t h e  RI C  w a s  w a s h e d

o ut aft e r o n e h o u r t o a v oi d t h e n o n- s p e ci f c t o xi cit y t h at  w o ul d r e s ult f r o m t h e c o nti n u e d

p r e s e n c e of t h e hi g h- e n e r g y al p h a  p a rti cl e s.  A s c o r b at e ( 2 5  m g / m L)  w a s a d d e d t o  RI C s t o

miti g at e r a di ati o n  d a m a g e t o t h e  m A b.  T h e x C elli g e n c e  R T C A s oft w a r e  w a s s et t o  m e a s u r e

c ell ul a r i m p e d a n c e e v e r y 1 5  mi n o v e r 7  d a y s.  At t h e e n d of t h e e x p e ri m e nt, t h e  d at a  w e r e

e x p o rt e d t o  Mi c r o s oft  E x c el a n d a n al y z e d  u si n g  P ri s m 1 0. 6. 0 s oft w a r e. St ati sti c al a n al y s e s

w e r e  p e rf o r m e d b y c o m p a ri n g t h e a r e a  u n d e r t h e c u r v e ( A U C)  d u ri n g t h e g r o wt h  p h a s e of

u nt r e at e d c ult u r e s ( 1 0 0 h).

2. 4.  D at a  Dis pl a y  a n d  St atisti cs  

U nl e s s ot h e r wi s e st at e d, all s a m pl e s  w e r e  p r e p a r e d a n d a n al y z e d i n t ri pli c at e.  R e s ult s

a r e s h o w n a s  m e a n a n d st a n d a r d e r r o r of  m e a n ( S E M). If n o e r r o r b a r s a r e vi si bl e, t h e n t h e

s y m b ol o n t h e g r a p h i s l a r g e r t h a n t h e e r r o r. x C elli g e n c e a s s a y s  d o n ot s h o w S E M.  We c ol o r-

c o d e d t h e i m m u n o c o nj u g at e s a s f oll o w s: bl u e f o r n e g ati v e c o nt r ol ( eit h e r  u n c o nj u g at e d

7 B 2 o r n o t r e at m e nt), g ol d f o r 7 B 2- d g A, r e d f o r 7 B 2- P N U, a n d  m a g e nt a f o r 7 B 2- 2 2 5 A c.

C al c ul ati o n s  w e r e  p e rf o r m e d a n d g r a p h s  d r a w n  u si n g  Mi c r o s oft  E x c el a n d  G r a p h P a d

P ri s m v 9 ( G r a p h P a d,  B o st o n,  M A,  U S A).
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3. R e s ult s

T o c o m p a r e t h e c yt ot o xi c eff e ct s of 7 B 2- d g A a n d 7 B 2- P N U i n c ell s e x p r e s si n g  HI V

E n v,  w e e v al u at e d t h e I T a n d  A D C i n 9 2 U G c ell s,  w hi c h a r e 2 9 3 T c ell s t r a n sf e ct e d t o c o n sti -

t uti v el y e x p r e s s c ell- s u rf a c e  E n v i n it s n ati v e c o nf o r m ati o n [3 6 ]. Fi g u r e 1 A  d e m o n st r at e s

t h e  p r e s e n c e of  HI V  E n v o n t h e s u rf a c e of 9 4 % of t h e 9 2 U G c ell s, a n d t h e a b s e n c e of it

o n t h e  p a r e nt al  H E K- 2 9 3 T c ell s ( o r si m pl y 2 9 3 T), a s  d et e ct e d b y i n di r e ct i m m u n o f u o -

r e s c e n c e  u si n g t h e a nti- g p 1 2 0  m A b  V R C 0 1 a n d  f o w c yt o m et r y.  We  p r e vi o u sl y s h o w e d

t h at b ot h 7 B 2- d g A a n d 7 B 2- P N U eff e cti v el y kill  p e r si st e ntl y i nf e ct e d  H 9 / N L 4- 3 c ell s [ 3 0 ].

I n Fi g u r e 1 B ,  w e  d e m o n st r at e a  d o s e – r e s p o n s e of t h e c yt ot o xi c eff e ct s of 7 B 2- d g A a n d

7 B 2- P N U o n 9 2 U G a n d 2 9 3 T c ell s.  C yt ot o xi cit y  w a s  m e a s u r e d a s  di mi ni s h e d o xi d ati v e

m et a b oli s m, a s s a y e d b y  M T S  d y e r e d u cti o n o n  d a y 3 of c ult u r e.  T h e killi n g of 9 2 U G c ell s

b y 7 B 2- P N U r e q ui r e d r o u g hl y 3 0-f ol d hi g h e r c o n c e nt r ati o n s t h a n t h at of 7 B 2- d g A.  T h e

n o n- s p e ci f c t o xi cit y of b ot h a g e nt s o n t h e  p a r e nt al  E n v- n e g ati v e c ell s  w a s e q ui v al e nt, i n -

di c ati n g a  ~ 1 0 0 0-f ol d  diff e r e n c e b et w e e n s p e ci f c a n d n o n- s p e ci f c killi n g f o r 7 B 2- d g A .

T h at r ati o  w a s l e s s f o r 7 B 2- P N U, b ut still  > 1 0 0-f ol d  diff e r e nt.  T hi s e x p e ri m e nt i d e n -

ti f e d t h e o pti m al  w o r ki n g r a n g e of  d r u g c o n c e nt r ati o n s f o r t h e ki n eti c s e x p e ri m e nt s

t h at f oll o w e d.

Fi g ur e 1. E n v e x p r e s si o n a n d c yt ot o xi cit y of  CI C s o n 9 2 U G a n d t h e  p a r e nt al 2 9 3 T c ell s. ( A ) Fl o w

c yt o m et ri c a n al y si s of c ell s u rf a c e  E n v.  C ell s  w e r e st ai n e d  wit h h u m a n a nti- g p 1 2 0  m A b  V R C 0 1, t h e n

wit h a nti- h u m a n I g G s e c o n d a r y  A b l a b el e d  wit h  p h y c o e r yt h ri n ( P E).  T h e v e rti c al a xi s s h o w s si d e

s c att e r o n a li n e a r s c al e.  T h e h o ri z o nt al a xi s o n t h e l eft- m o st  p a n el i s f o r w a r d s c att e r o n a li n e a r s c al e.

T hi s  p a n el al s o s h o w s t h e g at e  u s e d f o r a n al y si s of  f u o r e s c e n c e.  T h e r e m ai ni n g  p a n el s s h o w l o g

f u o r e s c e n c e i nt e n sit y o n t h e h o ri z o nt al a xi s.  T h e  p e r c e nt a g e of c ell s  wit hi n t h e  d e f n e d r e ct a n gl e,

i. e.,  E n v +, i s i n di c at e d. S p e ci f cit y c o nt r ol s i n cl u d e  u n st ai n e d a n d o nl y s e c o n d a r y  A b o n 9 2 U G c ell s

a n d f ull y st ai n e d  E n v −  2 9 3 T c ell s. ( B )  C yt ot o xi cit y of  CI C s.  C ell s  w e r e i n c u b at e d f o r t h r e e  d a y s

i n t h e  p r e s e n c e of t h e i n di c at e d c o n c e nt r ati o n of  CI C a n d 5 0 0 n g / m L  C D 4-I g G 2.  C ell vi a bilit y  w a s

q u a nti f e d a s  M T S  d y e r e d u cti o n o v e r t h e  f n al 3 h of c ult u r e.  N ot e t h e 1 0 0 ×  diff e r e n c e i n  CI C

c o n c e nt r ati o n s t e st e d o n 9 2 U G v e r s u s 2 9 3 T.  R e s ult s s h o w t h e  m e a n a n d S E M of t ri pli c at e c ult u r e s. If

n o e r r o r b a r s a r e vi si bl e, t h e y a r e s m all e r t h a n t h e s y m b ol.
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W e  n e xt e x a mi n e d t h e ki n eti c s of c ell killi n g  u si n g t h e x C E L Li g e n c e  R T C A,  w hi c h

m e a s u r e d  m o n ol a y e r  d e n sit y a s a f u n cti o n of el e ct ri c al i m p e d a n c e, a s s a y e d e v e r y 1 5  mi n

( Fi g u r e 2 ).  A c o m p a ri s o n of t h e  d o s e – r e s p o n s e c u r v e s f o r e a c h a g e nt ( Fi g u r e 2 A, B)  d e m o n -

st r at e s r e m a r k a bl y  diff e r e nt  p att e r n s.  U nt r e at e d c ell s r e a c h e d  p e a k  d e n sit y at  ~ 1 0 0 h a n d

t h e n  d e cli n e d; t h e r ef o r e, st ati sti c al  diff e r e n c e s b et w e e n c u r v e s  w e r e c al c ul at e d o v e r t h e

f r st 1 0 0 h, i. e., t h e g r o wt h  p e ri o d.  C ell s t r e at e d  wit h ≥ 6 2. 5 n g / m L of 7 B 2- d g A e x hi bit e d

g r o wt h a r r e st b y 1 2 h  p o st-t r e at m e nt, b ut b y 6 0 – 7 0 h t h e r e  w a s a n o ut g r o wt h of c ell s.  A n

a n al y si s of a r e a  u n d e r t h e c ell g r o wt h c u r v e s ( A U C) i n di c at e s t h at all c o n c e nt r ati o n s of

7 B 2- d g A ≥ 6 2. 5 n g / m L si g ni f c a ntl y ( p  < 0. 0 1) s u p p r e s s e d g r o wt h c o m p a r e d  wit h  u nt r e at e d

c ell s ( Fi g u r e 2 D). I n c o nt r a st, c ell s e x p o s e d t o 7 B 2- P N U at c o n c e nt r ati o n s ≥ 1 2 5 n g / m L di d

n ot att ai n g r o wt h a r r e st  u ntil 2 4 + h o u r s  p o st-t r e at m e nt, b ut t h e n r e s ult e d i n c o m pl et e killi n g

wit h  n o o ut g r o wt h.  A U C a n al y s e s  d e m o n st r at e d t h at c o n c e nt r ati o n s a b o v e 2 5 0 n g / m L

m e di at e d si g ni f c a ntl y  diff e r e nt l y s e s ef f ci e n c y ( p  < 0. 0 5) f r o m t h at o b s e r v e d i n  u nt r e at e d

c ell s ( Fi g u r e 2 E). S u r p ri si n gl y, l o w e r c o n c e nt r ati o n s of 7 B 2- P N U ( 6 2. 5 a n d 3 1. 3 n g / m L)

si g ni f c a ntl y e n h a n c e d t h e g r o wt h of 9 2 U G c ell s ( p  < 0. 0 5 at 6 2. 5 n g / m L).  T h e  diff e r e n c e

b et w e e n 7 B 2- d g A a n d 7 B 2- P N U i n t h e e a rl y ti m e  p oi nt s  p o st-t r e at m e nt i s hi g hli g ht e d i n

Fi g u r e 2 C, a n d c o n f r m s o u r e a rli e r o b s e r v ati o n s t h at 7 B 2- d g A kill e d c ell s  m o r e r a pi dl y

t h a n 7 B 2- P N U [3 0 ].

I n Fi g u r e 3 A, w e r e p o rt t h e s p e ci f cit y of killi n g,  d e m o n st r at e t h e  C D 4- m e di at e d

e n h a n c e m e nt of t h e  CI C eff e ct s, a n d r e pli c at e t h e o ut g r o wt h of c ell s f oll o wi n g 7 B 2- d g A

t r e at m e nt, b ut n ot aft e r 7 B 2- P N U. S p e ci f cit y  w a s i n di c at e d b y t h e l a c k of eff e ct of  CI C s

o n t h e g r o wt h of t h e  E n v- n e g ati v e 2 9 3 T c ell s a n d b y t h e f ail u r e of a n o n- c yt ot o xi c c o n -

j u g at e, 7 B 2- P y 4 p a ( u s e d f o r c o nj u g ati n g r a di o n u cli d e s), t o aff e ct 9 2 U G c ell s. St ati sti c al

a n al y s e s  p e rf o r m e d o n  A U C s  d e m o n st r at e t h at t h e  CI C ef f ci e n ci e s o n  E n v + 9 2 U G c ell s

a r e st ati sti c all y si g ni f c a nt ( p  < 0. 0 0 1) ( Fi g u r e 3 B).  We h a v e r e p e at e dl y s h o w n t h at  diff e r e nt

f o r m s of s ol u bl e  C D 4 c a n e n h a n c e t h e c yt ot o xi c a n d a nti vi r al eff e ct s of 7 B 2- d g A [ 4 ,1 2 ,4 2 ,4 3 ].

H e r e,  w e  d e m o n st r at e a si mil a r eff e ct of  C D 4-I g G 2  wit h 7 B 2- P N U.  N o e n h a n c e m e nt of

g r o wt h a r r e st b y a d di n g  C D 4-I g G 2 t o 7 B 2- d g A  w a s o b s e r v e d b e c a u s e at t h e  d o s a g e  u s e d

( 5 0 n g / m L), a  m a xi m al eff e ct  w a s al r e a d y o bt ai n e d  wit h o ut  C D 4-I g G 2.

I n t h e  u nt r e at e d  p o p ul ati o n of 9 2 U G c ell s, a p p r o xi m at el y 5 % of t h e c ell s  w e r e  E n v -

n e g ati v e ( Fi g u r e 1 A).  We p o st ul at e d t h at t h e o ut g r o wt h o b s e r v e d f oll o wi n g t r e at m e nt  wit h

7 B 2- d g A ( Fi g u r e s 2 A a n d 3 A) c o n si st e d of t hi s  E n v- n e g ati v e s u b p o p ul ati o n, a n d t h at 7 B 2 -

P N U eli mi n at e d t h e s e c ell s t h r o u g h b y st a n d e r eff e ct s. Fi g u r e 3 C  d e m o n st r at e s c ell s u rf a c e

E n v e x p r e s si o n o n t h e c ell s s h o w n i n Fi g u r e 3 A aft e r t h e y  w e r e c o nti n u o u sl y e x p o s e d t o t h e

CI C f o r 1 8 5 h.  T h e c ell s g r o wi n g o ut aft e r 7 B 2- d g A t r e at m e nt  w e r e l a r g el y  E n v- n e g ati v e.

Ve r y f e w c ell s s u r vi v e d 7 B 2- P N U t r e at m e nt, s u g g e sti n g  u n s p e ci f c l y si s of  E n v- n e g ati v e

c ell s b y 7 B 2- P N U,  w hi c h  w a s n ot o b s e r v e d i n 2 9 3 T c ell s o nl y ( Fi g u r e s 1 B a n d 3 A) .  We

p o st ul at e t h at t h e r el e a s e of f r e e  P N U f r o m c ell s i n g e sti n g t h e  A D C t h u s kill s n e a r b y

E n v- n e g ati v e c ell s. F oll o wi n g e x p o s u r e t o eit h e r  CI C, t h e r e  w e r e l o w n u m b e r s of  E n v +

c ell s.  P r e vi o u s st u di e s h a v e e x a mi n e d t h e  m ulti pl e  m e c h a ni s m s  u n d e rl yi n g r e si st a n c e t o I T

killi n g t h at  m a y e x pl ai n t hi s  p h e n o m e n o n [ 1 0 ,4 4 – 4 6 ].

T o t e st f u rt h e r f o r b y st a n d e r- c ell killi n g,  w e  p e rf o r m e d a  mi xi n g e x p e ri m e nt i n  w hi c h

9 2 U G  w a s t e st e d al o n e o r  mi x e d i n a 1 0: 1 r ati o  wit h  p a r e nt al 2 9 3 T c ell s; killi n g  w a s

m e a s u r e d aft e r e x p o s u r e t o v a r yi n g c o n c e nt r ati o n s of 7 B 2- d g A o r 7 B 2- P N U ( Fi g u r e 4 ).

Fi g u r e 4 A s h o w s 9 2 U G c ell s t r e at e d f o r  diff e r e nt l e n gt h s of ti m e.  At 3  d a y s, b ot h  CI C s kill

t h e v a st  m aj o rit y of c ell s,  wit h 7 B 2- d g A b ei n g  ~ 1 0×  m o r e  p ot e nt t h a n 7 B 2- P N U.  B y 5  d a y s,

7 B 2- P N U kill e d a g r e at e r  p r o p o rti o n of c ell s t h a n 7 B 2- d g A a n d  w a s e q u all y  p ot e nt, a n d

at 7  d a y s 7 B 2- P N U kill e d all t h e c ell s a n d  w a s 1 0 ×  m o r e  p ot e nt.  T h e r e s ult s  w e r e e v e n

m o r e  p r o n o u n c e d  w h e n t h e  E n v- p o siti v e a n d  E n v- n e g ati v e c ell s  w e r e  mi x e d i n a 1 0: 1 r ati o

( Fi g u r e 4 B).  B y 3  d a y s, 7 B 2- P N U kill e d all t h e c ell s,  w h e r e a s 7 B 2- d g A kill e d 5 0 – 6 0 %.  At

htt p s: / / d oi. o r g / 1 0. 3 3 9 0 / a nti b 1 5 0 1 0 0 1 2
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4. Di s c u s si o n

A  m aj o r g o al of c u r r e nt a nti- HI V t h e r a p y i s t o s u p p r e s s i nf e cti o n s uf f ci e ntl y s u c h

t h at  p ati e nt s  mi g ht r e m ai n f r e e f r o m a nti- r et r o vi r al t h e r a p y ( A R T) f o r e xt e n d e d  p e ri o d s,

i. e., o bt ai n a  d u r a bl e r e mi s si o n.  T h e r e s e r v oi r of c ell s c a r r yi n g a f u n cti o n al  p r o vi r u s

t h at  p e r si st s i n t h e f a c e of y e a r s of s u p p r e s si v e  A R T i s a b a r ri e r t o a c hi e vi n g t hi s o ut -

c o m e.  O n e a p p r o a c h t o w a r d s eli mi n ati n g t hi s r e s e r v oi r i s t o a cti v at e l at e nt vi r u s  wit h

l at e n c y- di s r u pti n g a g e nt s, l e a di n g t o t h e i m m u n e- m e di at e d killi n g of a cti v at e d c ell s  w hil e

p r ot e cti n g  u ni nf e ct e d c ell s  wit h  A R T, s o m eti m e s c all e d “ a cti v at e- a n d- p u r g e ” o r “ ki c k- a n d -

kill ” [ 2 2 ,4 7 – 4 9 ]. I niti all y, it  w a s h o p e d t h at vi r al c yt o p at hi c eff e ct o r h o st i m m u n e r e s p o n s e s

w o ul d eli mi n at e t h e r e s e r v oi r c ell s, b ut  w hil e e vi d e n c e of vi r al a cti v ati o n h a s b e e n o b s e r v e d,

t h e  d e cli n e i n t h e r e s e r v oi r o v e r ti m e  w a s n ot cli ni c all y  m e a ni n gf ul.  R e c e nt st u di e s  utili zi n g

m o n o cl o n al a nti b o di e s i n c o m bi n ati o n  wit h l at e n c y  di s r u pti o n h a v e s h o w n s o m e s u c c e s s,

p r e s u m a bl y  wit h t h e a nti b o di e s f u n cti o ni n g t h r o u g h F c- m e di at e d c yt ot o xi c eff e ct s [ 1 9 – 2 1 ].

O u r a p p r o a c h  u s e s  CI C s t o f u rt h e r e n h a n c e t h e c yt ot o xi c ef f c a c y of a nti- HI V a nti b o di e s.

H e r e,  w e c o m p a r e d t h e c yt ot o xi c a cti vit y of t h r e e  di sti n ct f o r m s of  CI C s, e a c h t a r g et e d

b y t h e s a m e  m A b a n d t e st e d o n t h e s a m e t a r g et c ell s: a n I T, 7 B 2- d g A, a n  A D C, 7 B 2- P N U,

a n d a  RI C 7 B 2- 2 2 5 A c.  U si n g a t e c h n ol o g y t h at all o w s f o r  d et ail e d ki n eti c a n al y s e s,  w e

o b s e r v e d  diff e r e n c e s i n t h e r at e s of killi n g, t h e e m e r g e n c e of a nti g e n- n e g ati v e v a ri a nt s,

b y st a n d e r killi n g, a n d e v e n t h e e n h a n c e m e nt of c ell g r o wt h.  T o o u r k n o wl e d g e, t hi s i s

t h e  f r st  di r e ct c o m p a ri s o n of t h e c yt ot o xi c a cti vit y of a n I T,  A D C, a n d  RI C.  T h e s e i n vit r o

f n di n g s  m a y h a v e cli ni c al r el e v a n c e,  p o si n g t h e f oll o wi n g q u e sti o n:  d o e s t h e  m a n n e r of

c ell killi n g  pl a y a r ol e i n t h e ef f c a c y of  CI C t r e at m e nt ?  Alt h o u g h t h e s e st u di e s  di r e ctl y

a d d r e s s t h e  u s e of  CI C s t o eli mi n at e  HI V-i nf e ct e d c ell s, t h e y al s o h a v e i m pli c ati o n s f o r t h e

d e si g n of  CI C s i n t r e ati n g c a n c e r, ot h e r  p e r si st e nt vi r al i nf e cti o n s, a ut oi m m u n e  di s o r d e r s,

a n d ot h e r ill n e s s e s.

T h e c o n st r u cti o n of t h e  A D C a n d I T  w a s si mil a r,  wit h e a c h c a r r yi n g 0 – 3 t o xi c  m ol e c ul e s

p e r a nti b o d y b ut  diff e ri n g i n t h e li n k e r  u s e d [ 3 0 ].  T h e  RI C h a s a  m u c h l o w e r r ati o of t o xi c

m oi et y t o  A b, o n e 2 2 5 A c at o m  p e r 8 2  m A b  m ol e c ul e s. I n e a rli e r  w o r k  d e v el o pi n g a nti-

HI V I Ts  w e ( a)  d e m o n st r at e d i n vit r o ef f c a c y a g ai n st a v a ri et y of c ell t y p e s, ( b) i d e nti f e d

a n o pti m al a nti b o d y f o r t a r g eti n g  CI C s t o  HI V-i nf e ct e d c ell s [ 1 1 ,4 2 ,5 0 ], ( c) s h o w e d t h at

s ol u bl e  C D 4 a n d l o w- m ol e c ul a r- w ei g ht  C D 4  mi m eti c s e n h a n c e t h e ef f c a c y of a nti- g p 4 1

CI C s [ 4 ,1 2 ,4 2 ,4 3 ], a n d ( d)  d e m o n st r at e d t h e i n vi v o ef f c a c y of 7 B 2- d g A i n S CI D  mi c e c a r r y -

i n g t u m o r s of  HI V-i nf e ct e d c ell s a n d i n S HI V-i nf e ct e d vi r e mi c  m a c a q u e s  wit h  AI D S [4 ,5 1 ].

I n t h e s e st u di e s, 7 B 2- d g A  w a s  w ell t ol e r at e d, e v e n i n t h e si c k e st a ni m al s, b ut i m m u n o -

g e ni cit y li mit e d t h e  d u r ati o n of it s eff e ct i n t h e  m a c a q u e s.

Ri ci n’ s eff e ct o n c ell s h a s b e e n st u di e d f o r o v e r a c e nt u r y [ 5 2 – 5 5 ].  Ri ci n  A c h ai n i s a n

N- gl y c o si d a s e t h at i n a cti v at e s t h e l a r g e ri b o s o m al  R N A s u b u nit, h alti n g  p r ot ei n s y nt h e si s

a n d i n d u ci n g a p o pt o si s.  A ri ci n- b a s e d I T i s i nt e r n ali z e d f r o m t h e c ell s u rf a c e i nt o e n d o c yti c

v e si cl e s,  w h e r e r e d u cti o n r el e a s e s t h e f r e e  A c h ai n. F r o m t h e r e, it i s t r a n s p o rt e d i n a

r et r o g r a d e f a s hi o n, vi a t h e  G ol gi a n d  E R, i nt o t h e c yt o pl a s m, it s sit e of a cti o n,  w h e r e a

si n gl e ri ci n  A c h ai n i s c a p a bl e of cl e a vi n g 3 0 0 0 ri b o s o m e s  p e r  mi n ut e. 7 B 2- d g A’ s r a pi dit y

of a cti o n,  p ot e n c y, a n d a bilit y t o  d eli v e r a l et h al hit i n a b ri ef ti m e  m o st li k el y r e f e ct s t h e

p ot e nt e n z y m ati c a cti vit y of t h e ri ci n  A c h ai n.

P N U- 1 5 9 6 8 2 i s a n at u r al  m et a b olit e of t h e a nt h r a c y cli n e c h e m ot h e r a p e uti c, n e m o r u -

bi ci n,  p r o d u c e d i n t h e li v e r t h r o u g h t h e  mi c r o s o m al  C Y P 3 A- m e di at e d o xi d ati o n of n e m o r u -

bi ci n [ 5 6 ].  P N U i s r e p o rt e d t o b e  > 6 0 0 0 ×  m o r e c yt ot o xi c t h a n  d o x o r u bi ci n [ 3 0 ,5 7 ].  A D C s

c o n st r u ct e d  wit h  P N U h a v e b e e n t e st e d i n a ni m al s a n d e a rl y cli ni c al t ri al s [ 5 7 – 6 2 ].  A n-

t h r a c y cli n e s a r e  w ell r e c o g ni z e d t o f u n cti o n b y i nt e r c al ati n g i nt o  D N A a n d i n hi biti n g

t o p oi s o m e r a s e II [6 3 ], a n d t hi s i s a s s u m e d t o b e t h e  m e c h a ni s m of  P N U’ s c yt ot o xi cit y a s

w ell [ 5 8 ].  H o w e v e r,  d u e t o it s e xt r e m e t o xi cit y, it h a s b e e n s u g g e st e d t h at  P N U al s o aff e ct s
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ot h e r c ell ul a r f u n cti o n s, b e si d e s t o p oi s o m e r a s e II i n hi biti o n [ 6 4 ].  B e c a u s e  P N U i s b o u n d t o

t h e a nti b o d y b y a n o n- cl e a v a bl e li n k e r,  p r ot e a s e s  m u st  f r st  di g e st t h e a nti b o d y b ef o r e f r e e

P N U i s r el e a s e d [ 5 7 ].  T hi s e xt r a st e p of  d e g r a d ati o n  m a y, i n  p a rt, a c c o u nt f o r t h e  d el a y e d

eff e ct of 7 B 2- P N U o n c ell g r o wt h r el ati v e t o 7 B 2- d g A. It al s o a p p e a r s t h at 7 B 2- P N U r e q ui r e s

a l o n g e r e x p o s u r e t o  d eli v e r t h e c yt ot o xi c hit t h a n  d o e s 7 B 2- d g A, s u g g e sti n g t h at s u st ai n e d

i nt r a c ell ul a r c o n c e nt r ati o n s of  P N U a r e r e q ui r e d t o kill a c ell.  T h e r e  w e r e t w o  u n e x p e ct e d

o b s e r v ati o n s r e g a r di n g 7 B 2- P N U.  T h e  f r st  w a s t h e o b s e r v ati o n of b y st a n d e r c ell killi n g,

alt h o u g h t hi s  h a s b e e n  p r e vi o u sl y s h o w n f o r  A D C s [ 5 8 ,6 5 ]. I n t hi s c a s e, t h e  E n v- n e g ati v e

b y st a n d e r c ell s  w e r e eit h e r  p r e s e nt i n t h e o ri gi n al 9 2 U G  p o p ul ati o n o r a d d e d 2 9 3 T c ell s.  T o

o b s e r v e t hi s b y st a n d e r killi n g i n vit r o, t h e  n u m b e r of  E n v + t a r g et c ell s  m u st o ut n u m b e r

t h e  E n v- n e g ati v e c ell s.  We  p o st ul at e t h at t h e b y st a n d e r killi n g r e s ult e d f r o m t h e r el e a s e of

hi g hl y t o xi c f r e e  P N U i nt o t h e  p e ri c ell ul a r  mili e u a s t h e t a r g et e d c ell’ s  p r ot e a s e s  di g e st e d it

a w a y f r o m t h e a nti b o d y, f oll o w e d b y  u pt a k e of t h e f r e e  d r u g b y a dj a c e nt  E n v- n e g ati v e c ell s.

D e p e n di n g  u p o n t h e cli ni c al sit u ati o n, t h e n o n s p e ci f c killi n g of n ei g h b o ri n g c ell s  m a y b e

c o n si d e r e d b e n e f ci al o r a n  u n w a nt e d si d e eff e ct. I n  HI V i nf e cti o n,  w h e r e n ei g h b o ri n g c ell s

m a y al s o  h a r b o r t r a n s c ri pti o n all y sil e nt  p r o vi r u s, b y st a n d e r killi n g c o ul d b e of b e n e ft. I n

a d diti o n, it s h o ul d b e n ot e d t h at  d u e t o t h e r a rit y of  HI V-i nf e ct e d c ell s i n  A R T- s u p p r e s s e d

i n di vi d u al s, e v e n i n ti s s u e s a n ct u a ri e s, t hi s c o n stit ut e s a ri s k of t a r g eti n g n o n-i nf e ct e d

n ei g h b o ri n g c ell s.  T hi s  will r e q ui r e f u rt h e r i n v e sti g ati o n s i n vi v o i n  HI V-i nf e ct e d a n d

A R T- s u p p r e s s e d a ni m al  m o d el s.  T h e s e c o n d  u n e x p e ct e d o b s e r v ati o n  w a s t h at l o w  d o s e s

o r s h o rt e x p o s u r e t o 7 B 2- P N U l e d t o e n h a n c e d g r o wt h of  E n v + c ell s ( Fi g u r e s 2 B a n d 5 ).

T hi s  w o ul d n ot h a v e b e e n o b s e r v e d i n c o n v e nti o n al 3- d a y c yt ot o xi c a s s a y s b ut  w a s r e a dil y

a p p a r e nt i n o u r ki n eti c a n al y si s. S h o ul d t hi s  p h e n o m e n o n b e g e n e r ali z a bl e t o ot h e r c ell

t y p e s a n d ot h e r t o xi c  m oi eti e s, it c o ul d h a v e i m pli c ati o n s f o r t h e cli ni c al a p pli c ati o n of

A D C s.  D o si n g a n d a nti b o d y f o r m ul ati o n of t h e  A D C  m a y n e e d t o b e a dj u st e d t o a v oi d t h e

s h o rt e x p o s u r e o r s u b o pti m al  d o si n g t h at t ri g g e r s  D N A r e pli c ati o n a n d c ell g r o wt h.
2 2 5 A c i s a n α - e mitti n g i s ot o p e  wit h a h alf-lif e of  ~ 1 0  d a y s. It  d e c a y s t h r o u g h a c h ai n

of s h o rt-li v e d  d a u g ht e r s, c oll e cti v el y e mitti n g f o u r α - p a rti cl e s  p e r  d e c a y a n d r el e a si n g a

t ot al e n e r g y of a p p r o xi m at el y 2 8  M e V.  T h e e mitt e d α - p a rti cl e s h a v e hi g h li n e a r e n e r g y

t r a n sf e r ( L E T  ~ 1 0 0 k e V /µ m), r e s ulti n g i n  d e n s el y i o ni zi n g r a di ati o n t h at c a n i n d u c e

d o u bl e- st r a n d e d  D N A b r e a k s t h at i niti at e a c h ai n of e v e nt s l e a di n g t o c ell  d e at h.  U nli k e I Ts

a n d  A D C s, t h e i nt e r n ali z ati o n of  RI C s i s n ot r e q ui r e d; o nl y c ell- s u rf a c e bi n di n g i s n e c e s s a r y

f o r c ell killi n g.  T h e hi g h- e n e r g y α  p a rti cl e s c a n t r a v e r s e t h e  di st a n c e f r o m t h e c ell s u rf a c e

t o t h e  n u cl e u s, a s  w ell a s t h e n u cl ei of i m m e di at el y a dj oi ni n g c ell s [3 5 ].  T h u s,  RI C s c a n

kill b ot h  di vi di n g a n d n o n- di vi di n g c ell s, a n d e xt e n d t h ei r eff e ct s t o a dj oi ni n g c ell s.  O u r

d at a ( Fi g u r e 5 ) i n di c at e t h at killi n g b y 7 B 2-2 2 5 A c  w a s s p e ci f c, r a pi d, c o ul d b e e n h a n c e d b y

s C D 4, a n d  di d n ot r e s ult i n o ut g r o wt h of v a ri a nt c ell s, li k el y i n di c ati n g b y st a n d e r killi n g.

T h e e n h a n c e d g r o wt h of  E n v- n e g ati v e 2 9 3- T c ell s i n t h e  p r e s e n c e of 7 B 2- 2 2 5 A c,  w h e r e t h e

RI C i s  m o stl y f r e e i n t h e  m e di u m a n d n ot att a c h e d t o t h e c ell s u rf a c e, t h u s  d eli v e ri n g a

l o w e r  d o s e of r a di o a cti vit y, i s c o n si st e nt  wit h o u r h y p ot h e si s r e g a r di n g e n h a n c e d g r o wt h

f oll o wi n g l o w- d o s e o r s h o rt e x p o s u r e t o 7 B 2- P N U: t h e o b s e r v e d e n h a n c e d g r o wt h r at e i s a

c ell ul a r r e s p o n s e t o s u b-l et h al i nj u ri e s.  RI C s, i n cl u di n g t h o s e i n c o r p o r ati n g 2 2 5 A c [ 6 6 ,6 7 ],

h a v e b e e n i n v e sti g at e d i n cli ni c al s etti n g s f o r c a n c e r t h e r a p y a n d c o n diti o ni n g  p ri o r t o st e m

c ell t r a n s pl a nt ati o n,  d e m o n st r ati n g e n c o u r a gi n g r e s ult s t h at hi g hli g ht t h e  p ot e nti al of t hi s

r a di o n u cli d e f o r cli ni c al a p pli c ati o n s.

T h e s e  CI C s  w e r e e v al u at e d o n 9 2 U G c ell s, a c ell li n e st a bl y t r a n sf e ct e d  wit h t h e

HI V  E n v.  T h e a d v a nt a g e of t hi s c ell li n e r eli e s o n it s st a bl e e x p r e s si o n of t h e  HI V  E n v

at t h e c ell s u rf a c e  wit h o ut c yt o p at hi c eff e ct s. F ut u r e st u di e s ai mi n g t o t e st t h e cli ni c al

ef f c a c y of a nti- HI V  CI C s  will b e  p e rf o r m e d e x vi v o i n  HI V-i nf e ct e d  p ri m a r y  T c ell s o r

T c ell s f r o m  A R T- s u p p r e s s e d  p e o pl e li vi n g  wit h  HI V ( P L W H), a s  w ell a s i n vi v o i n  HI V-
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i nf e ct e d a n d  A R T- s u p p r e s s e d h u m a ni z e d  mi c e a n d / o r n o n- h u m a n  p ri m at e  m o d el s.  CI C s

c o ul d b e i d e al r e a g e nt s f o r t a r g eti n g t h e  HI V r e s e r v oi r si n c e t h e y c a n eli mi n at e r a r e,

wi d el y  di s p e r s e d c ell s s u c h a s t h o s e t h at c o n stit ut e t h e  p e r si st e nt r e s e r v oi r i n  p ati e nt s

i nf e ct e d  wit h  HI V.  T o  d at e,  m o st cli ni c al t ri al s  u si n g a nti- HI V  m A b s h a v e e m pl o y e d

b r o a dl y n e ut r ali zi n g a nti b o di e s ( b N A b s), r e a s o ni n g t h at t h ei r n e ut r ali z ati o n  p ot e nti al i s

k e y t o t h ei r eff e cti v e n e s s.  H o w e v e r, n e ut r ali zi n g a nti b o di e s f r e q u e ntl y s el e ct f o r vi r al

e s c a p e v a ri a nt s,  w hi c h c a n r a pi dl y  di mi ni s h t h ei r eff e cti v e n e s s [ 6 8 – 7 0 ]. I n c o nt r a st, t h e

n e ut r ali z ati o n  p ot e nti al ( a n d t h e r ef o r e t h e  p r o b a bilit y of vi r al e s c a p e) of  m A b s  u s e d t o

c o n st r u ct I Ts i s n ot a d et e r mi n a nt of t h ei r eff e cti v e n e s s [ 4 2 ]. It i s  pl a u si bl e t h at t h e  u s e

of n o n- n e ut r ali zi n g a nti b o di e s, s u c h a s 7 B 2, t o c o n st r u ct  CI C s  will  p r e s e nt a l o w e r ri s k

f o r a nti b o d y- d ri v e n vi r al e s c a p e, alt h o u g h t hi s h a s y et t o b e t e st e d i n vi v o.  A d diti o n all y,

c o m bi n ati o n s of n e ut r ali zi n g a n d / o r n o n- n e ut r ali zi n g  m A b s c o ul d b e  u s e d t o g e n e r at e  CI C s

t a r g eti n g v a ri o u s  E n v e pit o p e s.  T h e o b s e r v ati o n s  m a d e h e r e  w a r r a nt f u rt h e r i n v e sti g ati o n

a n d c o m p a ri s o n of t h e s e  CI C s i n vi v o. F ut u r e st u di e s a r e  pl a n n e d t h at  will f o c u s o n

i m p r o v e m e nt s i n  CI C  d e si g n, t e sti n g c o m p a r ati v e ef f c a c y,  u si n g c o m bi n ati o n s of  CI C s,

a n d o pti mi zi n g t h e a d mi ni st r ati o n of  CI C s i n  HI V-i nf e ct e d h u m a ni z e d  mi c e a n d i n S HI V-

i nf e ct e d  m a c a q u e s t o a s s e s s t h e i m m u n o g e ni cit y of e a c h  CI C a n d t h ei r a nti vi r al f u n cti o n

a g ai n st  HI V i n t h e s e  m o d el s.

A ut h or  C o ntri b uti o n s: Y. L.,  B. M. S.,  H.- P. K.,  D. S. W.,  R. D. H. a n d S. H. P. a r e  p ri n ci p al i n v e sti g at o r s

of t h e st u d y.  D. S. W.,  R. D. H., S. H. P. a n d  A.- S. K.  d e si g n e d t h e st u d y a n d c o o r di n at e d t h e o v e r all

e x e c uti o n of t h e  p r oj e ct.  A.- S. K. a n d  D. K. H. c o n c ei v e d,  d e si g n e d, c o o r di n at e d t h e e x p e ri m e nt s a n d

a n al y z e d e x p e ri m e nt al  d at a.  H.- P. K. a n d  B. M. S.  p r o vi d e d f e e d b a c k a n d c riti c al i n p ut.  A.- S. K. a n d

S. H. P. w r ot e t h e  m a n u s c ri pt,  w hi c h  w a s c riti c all y r e vi e w e d b y  H.- P. K.,  Y. L.,  B. M. S.,  D. S. W. a n d  R. D. H.

A.- S. K.,  T. P.,  D. K. H.,  X. W.,  M. S., F. M. C. a n d J. M.- R.  p e rf o r m e d a n d a n al y z e d t h e e x p e ri m e nt s.  All

a ut h o r s h a v e r e a d a n d a g r e e d t o t h e  p u bli s h e d v e r si o n of t h e  m a n u s c ri pt.

F u n di n g: F u n di n g f o r t hi s st u d y  w a s  p r o vi d e d b y t h e  N ati o n al I n stit ut e of  All e r g y a n d I nf e cti o u s

Di s e a s e s ( R 0 1  R 0 1 AI 1 3 6 7 5 8 t o S. P a n d  R. H).  T hi s r e s e a r c h  w a s s u p p o rt e d b y t h e Fl o w  C yt o m et r y

( R RI D: S C R _ 0 2 2 6 1 3) a n d t h e I m m u n e  M o nit o ri n g ( R RI D: S C R _ 0 2 2 6 1 5) S h a r e d  R e s o u r c e s of t h e F r e d

H ut c h / U ni v e r sit y of  W a s hi n gt o n / S e attl e  C hil d r e n’ s  C a n c e r  C o n s o rti u m ( P 3 0  C A 0 1 5 7 0 4).  H.- P. K.

r e c ei v e d s u p p o rt a s t h e i n a u g u r al r e ci pi e nt of t h e J o s e  C a r r e r a s / E.  D o n n all  T h o m a s  E n d o w e d  C h ai r

f o r  C a n c e r  R e s e a r c h a n d t h e St e p h a n u s F a mil y  E n d o w e d  C h ai r f o r  C ell a n d  G e n e  T h e r a p y.  T h e 2 2 5 A c

u s e d i n t hi s r e s e a r c h  w a s s u p pli e d b y t h e  U. S.  D e p a rt m e nt of  E n e r g y I s ot o p e  P r o g r a m,  M a n a g e d b y

t h e  Of f c e of S ci e n c e f o r I s ot o p e  R & D a n d  P r o d u cti o n.  T hi s  m a n u s c ri pt i s t h e r e s ult of f u n di n g i n

w h ol e o r i n  p a rt b y t h e  N ati o n al I n stit ut e s of  H e alt h ( NI H). It i s s u bj e ct t o t h e  NI H  P u bli c  A c c e s s  P oli c y.

T h r o u g h a c c e pt a n c e of t hi s f e d e r al f u n di n g,  NI H h a s b e e n gi v e n a ri g ht t o  m a k e t hi s  m a n u s c ri pt

p u bli cl y a v ail a bl e i n  P u b M e d  C e nt r al  u p o n t h e  Of f ci al  D at e of  P u bli c ati o n, a s  d e f n e d b y  NI H.

I n stit uti o n al  R e vi e w  B o ar d  St at e m e nt: N ot a p pli c a bl e.

I nf or m e d  C o n s e nt  St at e m e nt: N ot a p pli c a bl e.

D at a  A v ail a bilit y  St at e m e nt: T h e o ri gi n al c o nt ri b uti o n s  p r e s e nt e d i n t hi s st u d y a r e i n cl u d e d i n t h e

a rti cl e. F u rt h e r i n q ui ri e s c a n b e  di r e ct e d t o t h e c o r r e s p o n di n g a ut h o r s.

A c k n o wl e d g m e nt s: We t h a n k  H el e n  C r a wf o r d f o r h el p  p r e p a ri n g a n d f o r m atti n g t hi s  m a n u s c ri pt.

We t h a n k  Bi n g  C h e n,  B a rt o n  H a y n e s,  Ell e n  Vit ett a,  M a r vi n  R eit z,  P a ul  M a d d o n, a n d J a m e s  R o bi n s o n

f o r t h ei r ki n d gift s of  m a n y of t h e  u ni q u e  m at e ri al s a n d c ell li n e s  u s e d i n t h e s e e x p e ri m e nt s.  We al s o

t h a n k  Lill y  Li a n d  C h ri s  O r vi g f o r  p r o vi di n g t h e o ct a p a- N C S a n d  p y 4 p a- N C S r e a g e nt s f o r t h e st u di e s.

C o n fi ct s of I nt er e st: H.- P. K. i s o r  w a s a c o n s ult a nt t o a n d h a s o r h a d o w n e r s hi p i nt e r e st s  wit h  R o c k et

P h a r m a c e uti c al s,  H o m ol o g y  M e di ci n e s,  V O R  Bi o p h a r m a a n d  E n s o m a I n c.  H.- P. K.  h a s al s o b e e n a

c o n s ult a nt t o  C S L  B e h ri n g a n d  M a g e nt a  T h e r a p e uti c s.  N o n e of t h e s e c o m p a ni e s  w e r e i n v ol v e d i n t h e

d e si g n, e x e c uti o n, i nt e r p r et ati o n, o r  p u bli c ati o n of t h e  w o r k i n t hi s  m a n u s c ri pt.
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A b br e vi ati o n s

T h e f oll o wi n g a b b r e vi ati o n s a r e  u s e d i n t hi s  m a n u s c ri pt:

2 9 3 T  H E K 2 9 3 T c ell s

7 B 2 a nti- g p 4 1  m A b

7 B 2- 2 2 5 A c a nti- g p 4 1  m A b 7 B 2 c o nj u g at e d t o t h e α - e mitti n g i s ot o p e a cti ni u m- 2 2 5

7 B 2- d g A a nti- g p 4 1  m A b 7 B 2 c o nj u g at e d t o  d e gl y c o s yl at e d ri ci n  A c h ai n

7 B 2- P N U a nti- g p 4 1  m A b 7 B 2 c o nj u g at e d t o a nt h r a c y cli n e  d e ri v ati v e  P N U- 1 5 9 6 8 2

a n o n- c yt ot o xi c i m m u n o c o nj u g at e  m a d e i n  p r e p a r ati o n f o r  u s e t h e
7 B 2- P y 4 P a

c o n st r u cti o n of 7 B 2- 2 2 5 A c

9 2 U G  H E K- 2 9 3 T / 9 2 U G c ell s

A D C a nti b o d y – d r u g c o nj u g at e

A D C C a nti b o d y- d e p e n d e nt c ell ul a r c yt ot o xi cit y

A R T a nti- r et r o vi r al t h e r a p y

A U C a r e a  u n d e r t h e c u r v e

b N A b s b r o a dl y n e ut r ali zi n g a nti b o di e s

CI C s c yt ot o xi c i m m u n o c o nj u g at e s

E n v e n v el o p e of  HI V- 1

H P L C hi g h- p e rf o r m a n c e li q ui d c h r o m at o g r a p h y

I T i m m u n ot o xi n

L E T li n e a r e n e r g y t r a n sf e r

m A b  m o n o cl o n al a nti b o d y

P L W H  P e o pl e  Li vi n g  Wit h  HI V

P N U  P N U- 1 5 9 6 8 2

RI C r a di oi m m u n o c o nj u g at e

R T C A x C E L Li g e n c e  R e al- Ti m e  C ell  A n al y si s s y st e m

S E M st a n d a r d e r r o r of  m e a n

R e f er e n c e s

1. U m ot o y, J. C.;  d e  T a e y e, S. W.  A nti b o d y c o nj u g at e s f o r t a r g et e d t h e r a p y a g ai n st  HI V- 1 a s a n e m e r gi n g t o ol f o r  HI V- 1 c u r e.
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e pit o p e s. Pr o c.  N atl.  A c a d.  S ci.  U S A  2 0 1 4 , 1 1 1 , 8 5 7 1 – 8 5 7 6. [C r o s s R ef ]
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t r a n sf o r mi n g g r o wt h f a ct o r al p h a a n d  P s e u d o m o n a s e x ot o xi n. C a n cer  Res.  1 9 9 3 , 5 3 , 4 5 8 8 – 4 5 9 4.

7. F u e nt e s- A nt r a s, J.;  G e nt a, S.;  Vij e nt hi r a,  A.; Si u,  L. L.  A nti b o d y- d r u g c o nj u g at e s: I n s e a r c h of  p a rt n e r s of c h oi c e. Tre n ds  C a n cer  

2 0 2 3 , 9 , 3 3 9 – 3 5 4. [C r o s s R ef ]

8. C h a u,  C. H.; St e e g,  P. S.; Fi g g,  W. D.  A nti b o d y- d r u g c o nj u g at e s f o r c a n c e r. L a n cet  2 0 1 9 , 3 9 4 , 7 9 3 – 8 0 4. [C r o s s R ef ]

9. C a rt e r,  P.J.;  L a z a r,  G. A.  N e xt g e n e r ati o n a nti b o d y  d r u g s:  P u r s uit of t h e ‘ hi g h- h a n gi n g f r uit’. N at.  Re v.  Dr u g  Dis c o v.  2 0 1 8 , 1 7 ,
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1 2. Pi n c u s, S. H.; St a c k h o u s e,  M.;  W att,  C.;  O b e r,  K.;  C ol e, F. M.;  C h e n,  H. C.; S mit h,  A. B., III;  P et e r s,  T. S ol u bl e  C D 4 a n d l o w  m ol e c ul a r

w ei g ht  C D 4- mi m eti c c o m p o u n d s s e n siti z e c ell s t o b e kill e d b y a nti- HI V c yt ot o xi c i m m u n o c o nj u g at e s. J. Vir ol.  2 0 2 3 , 9 7 , e 0 1 1 5 4 2 3.

[C r o s s R ef ] [P u b M e d ]

1 3. C h a u d h a r y,  V. K.;  Mi z u k a mi,  T.; F u e r st,  T. R.; Fit z G e r al d,  D.J.;  M o s s,  B.;  P a st a n, I.;  B e r g e r,  E. A. S el e cti v e killi n g of  HI V-i nf e ct e d

c ell s b y r e c o m bi n a nt h u m a n  C D 4- Pse u d o m o n as  e x ot o xi n h y b ri d  p r ot ei n. N at ure  1 9 8 8 , 3 3 5 , 3 6 9 – 3 7 2. [C r o s s R ef ]

1 4. A s h o r n,  P.;  M o s s,  B.;  Wei n st ei n, J. N.;  C h a u d h a r y,  V. K.; Fit z G e r al d,  D.J.;  P a st a n, I.;  B e r g e r,  E. A.  Eli mi n ati o n of i nf e cti o u s h u m a n

i m m u n o d e f ci e n c y vi r u s f r o m h u m a n  T- c ell c ult u r e s b y s y n e r gi sti c a cti o n of  C D 4- P s e u d o m o n a s e x ot o xi n a n d r e v e r s e t r a n s c ri pt a s e
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