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ΣΥΝΕΝΤΕΥΞΗ ΤΟΥ ΛΥΚ ΜΟΝΤΑΝΙΕ

Ο Λυκ Μοντανιέ ανακάλυψε τον ιό HIV;

Στον Τζαμέλ Τάχι
Περιοδικό CONTINUUM Χειμώνας 1997.
Κείμενο από βιντεοσκοπημένη συνέντευξη που διεξήχθη στο Ινστιτούτο Παστέρ, τον Ιούλιο του 1997. Παρακαλώ σημειώστε: Οι απαντήσεις του Λυκ Μοντανιέ έχουν αριθμηθεί για να γίνει ευκολότερη η συσχέτιση τους με τις απαντήσεις που έδωσαν η Παπαδόπουλος-Ηλιόπουλος και οι συνεργάτες της.
Τζαμέλ Ταχί (ΤΤ): Μια ομάδα επιστημόνων από την Αυστραλία υποστηρίζει ότι κανείς μέχρι σήμερα δεν έχει απομονώσει τον ιό του AIDS, τον HIV. Σύμφωνα με την ομάδα αυτή στην περίπτωση του HIV, δεν έχουν γίνει όσο θα έπρεπε σεβαστοί οι νόμοι που ισχύουν για την απομόνωση των ρετροϊών. Οι νόμοι αυτοί είναι: καλλιέργεια, καθαρισμός του υλικού μέσω υπερφυγοκέντρισης, φωτογραφίες ηλεκτρονικού μικροσκοπίου (ΗΜ) του υλικού που συγκολλάται στην πυκνότητα των ρετροϊών, χαρακτηρισμός αυτών των στελεχών, απόδειξη της μολυσματικότητας των στελεχών.

Λυκ Μοντανιέ (ΛΜ): Όχι, αυτό δεν είναι απομόνωση. Πετύχαμε την απομόνωση γιατί ‘μεταδώσαμε’ τον ιό, φτιάξαμε μια καλλιέργεια του ιού. Για παράδειγμα, ο Γκάλλο είπε: ‘Εκείνοι δεν απομόνωσαν τον ιό...και εμείς (ο Γκάλλο και οι συνεργάτες του), εμείς τον αναγκάσαμε να εμφανιστεί σε μεγάλους αριθμούς σε μια αθάνατη κυτταρική γραμμή’. Αλλά πριν τον αναγκάσουμε να εμφανιστεί σε αθάνατες κυτταρικές γραμμές, τον αναγκάσαμε να εμφανιστεί σε καλλιέργειες φυσιολογικών λεμφοκυττάρων που λήφθηκαν από έναν δότη αίματος. Αυτό είναι το βασικό κριτήριο. Υπήρχε κάτι που μπορούσε να μεταδίδεται σε μια σειρά, το οποίο μπορούσε επίσης να διατηρηθεί. Και χαρακτηρίστηκε ως ρετροϊός όχι μόνο από τις οπτικές του ιδιότητες, αλλά και βιοχημικά, από τη δραστηριότητα της ΑΜ (αντίστροφης μεταγραφάσης) που είναι πραγματικά εξειδικευμένη στους ρετροϊούς. Είχαμε ακόμα την αντίδραση των αντισωμάτων σε ορισμένες πρωτεΐνες, πιθανώς τις ενδογενείς πρωτεΐνες. Χρησιμοποιώ τον όρο πιθανώς σε αναλογία της γνώσης μας για άλλους ρετροϊούς. Όπως είναι φανερό, δεν μπορεί κανείς να απομονώσει αυτόν τον ρετροϊό χωρίς να έχει γνώσεις για άλλους ρετροϊούς. Αλλά πιστεύω ότι έχουμε δώσει απάντηση στα κριτήρια της απομόνωσης. Οριστική. (1).
ΤΤ: Επιτρέψτε μου να επιστρέψω στους νόμους της απομόνωσης των ρετροϊών που είναι: καλλιέργεια, καθαρισμός στην πυκνότητα των ρετροϊών, φωτογραφίες ΗΜ του υλικού στην πυκνότητα των ρετροϊών, χαρακτηρισμός των στελεχών, απόδειξη της μολυσματικότητας των στελεχών. Έχουν γίνει όλα αυτά τα βήματα για την απομόνωση του  HIV; Θα ήθελα να προσθέσω, σύμφωνα με πολλές δημοσιευμένες εργασίες που αναφέρονται από την ομάδα από την Αυστραλία, η ΑΜ δεν είναι ιδιάζουσα στους ρετροϊούς και επιπλέον, η εργασία σας για την ανίχνευση της ΑΜ δεν έγινε σε καθαρισμένο υλικό. 
ΛΜ: Πιστεύω ότι δημοσιεύσαμε στο περιοδικό Science (Μάιος 1983) μια βαθμίδα η οποία έδειχνε ότι η ΑΜ είχε ακριβώς την πυκνότητα 1,16. Επομένως είχαμε ένα μέγιστο που ήταν ΑΜ. Άρα το συγκεκριμένο κριτήριο απομόνωσης έχει ικανοποιηθεί. Αλλά είναι δύσκολο να μεταδωθεί σε σειρά γιατί όταν το υλικό τοποθετείται καθαρισμένο σε μια βαθμίδα, οι ρετροϊοί είναι πολύ εύθραυστοι, επομένως ο ένας καταστρέφει τον άλλον και χάνουν σε μεγάλο βαθμό την μολυσματικότητά τους. Αλλά πιστεύω ότι ακόμα και με αυτό το δεδομένο καταφέραμε να διατηρήσουμε ένα μικρό μέρος της μολυσματικότητάς τους. Αλλά δεν ήταν τόσο εύκολο όσο είναι σήμερα, γιατί οι ποσότητες του ιού ήταν πολύ μικρές. Στην αρχή πέσαμε επάνω σε έναν ιό ο οποίος δεν σκότωνε κύτταρα. Ο ιός προήλθε από έναν ασυμπτωματικό ασθενή και έτσι κατατάχτηκε στους ιούς που δεν δημιουργούν συγκύτια και τους μη κυτταροπαθογονικούς ιούς, που χρησιμοποιούν τον συν-υποδοχέα ccr5. Ήταν ο πρώτος ιός από τον ασθενή BRU. Υπήρχε σε πολύ μικρές ποσότητες και δεν μπορούσε να μεταδοθεί σε μια αθάνατη κυτταρική γραμμή. Προσπαθήσαμε για κάποιους μήνες και αποτύχαμε. Με το δεύτερο είδος στελέχους το πετύχαμε πολύ εύκολα. Αλλά εκεί βρίσκεται το μυστηριώδες πρόβλημα της μόλυνσης αυτής του δεύτερου είδους στελέχους από το πρώτο. Το δεύτερο είδος ήταν ο ιός από τον ασθενή LAI (2).    
ΤΤ: Γιατί οι φωτογραφίες ΗΜ που δημοσιεύσατε προέρχονται από την καλλιέργεια και όχι από το καθαρισμένο δείγμα;

ΛΜ: Είχε παραχθεί τόσο μικρή ποσότητα ιού που ήταν αδύνατο να δει κανείς τι υπήρχε μέσα σε μια συμπύκνωση ιού η οποία είχε ληφθεί από μια βαθμίδα. Δεν υπήρχαν αρκετοί ιοί για να γίνει κάτι τέτοιο. Βέβαια, ψάχναμε να τους βρούμε, ψάχναμε να τους βρούμε, στην αρχή στους ιστούς, όπως και στη βιοψία. Είδαμε κάποια στελέχη αλλά δεν είχαν την τυπική μορφολογία των ρετροϊών. Ήταν πολύ διαφορετικοί. Συγκριτικά διαφορετικοί. Έτσι με την καλλιέργεια μας πήρε πολλές ώρες για να βρούμε τις πρώτες φωτογραφίες. Ήταν κολοσσιαία προσπάθεια! Είναι εύκολο να ασκεί κανείς κριτική εκ των υστέρων. Αυτό που δεν είχαμε και πάντα το αναγνώριζα αυτό, ήταν ότι αυτός ο παράγοντας πράγματι αποτελούσε την αιτία του AIDS. (3)
ΤΤ: Πως είναι δυνατόν χωρίς φωτογραφίες ΗΜ από καθαρισμένο δείγμα, να γνωρίζει κανείς ότι τα στελέχη αυτά είναι ιοί και ανήκουν στους ρετροϊούς, και πολύ  περισσότερο ότι πρόκειται για έναν συγκεκριμένο ρετροϊό;

ΛΜ: Λοιπόν, υπήρχαν οι φωτογραφίες της εκβλάστησης. Δημοσιεύσαμε εικόνες εκβλάστησης οι οποίες είναι χαρακτηριστικές των ρετροϊών. Με αυτό το δεδομένο, δεν μπορούσε να πει κανείς μόνο από τη μορφολογία ότι επρόκειτο πραγματικά για ρετροϊό. Για παράδειγμα, ένας Γάλλος ειδικός στις φωτογραφίες ρετροϊών με ΗΜ μου επιτέθηκε δημόσια λέγοντας: ‘Δεν πρόκειται για ρετροϊό, πρόκειται για αρενοϊό (arena virus)’. Γιατί υπάρχουν και άλλες οικογένειες ιών που εμφανίζουν εκβλάστηση και έχουν εξογκώματα στην επιφάνεια κ.τ.λ. (4) 
ΤΤ: Γιατί τόση σύγχυση; Οι φωτογραφίες ΗΜ δεν έδειξαν ξεκάθαρα έναν ρετροϊό;

ΛΜ: Την περίοδο εκείνη οι πιο γνωστοί ρετροϊοί ήταν εκείνοι τύπου C, οι οποίοι ήταν πολύ χαρακτηριστικοί. Αυτός ο ρετροϊός δεν ήταν τύπου C και οι λεντι-ιοί ήταν ελάχιστα γνωστοί. Εγώ ο ίδιος το αναγνώρισα αυτό κοιτώντας φωτογραφίες στη βιβλιοθήκη του ιού της μολυσματικής αναιμίας Ιπποειδών και αργότερα του ιού βίσνα (visna virus). Αλλά, επαναλαμβάνω, δεν ήταν μόνο η μορφολογία και η εκβλάστηση, υπήρχε ΑΜ....ήταν ο συνδυασμός αυτών των ιδιοτήτων ο οποίος με έκανε να πω ότι ήταν ρετροϊός. (5) 

ΤΤ: Σχετικά με την ΑΜ, ανιχνεύτηκε στην καλλιέργεια. Επομένως όπου κάποιος βρει στελέχη ρετροϊών υπάρχει καθαρισμός. Αλλά στην πυκνότητα αυτή υπάρχει ένα πλήθος άλλων σωματιδίων, μεταξύ των οποίων είναι και εκείνα που αποκαλούνται ‘ιο-ειδή’.
ΛΜ: Ακριβώς, ακριβώς. Αν θέλετε, δεν είναι μια μόνο ιδιότητα αλλά ο συνδυασμός των ιδιοτήτων που μας έκανε να πούμε ότι ήταν ρετροϊός της οικογένειας των λεντι-ιών. Κάθε ιδιότητα από μόνη της, πραγματικά, δεν είναι πραγματικά εξειδικευμένη. Αλλά ο συνδυασμός τους είναι. Επομένως είχαμε: την πυκνότητα, την ΑΜ, τις φωτογραφίες της εκβλάστησης και την αναλογία με τον ιό βίσνα. Αυτές είναι οι τέσσερις ιδιότητες. (6)
ΤΤ: Αλλά με ποιον τρόπο όλα αυτά τα στοιχεία αποτελούν απόδειξη ότι πρόκειται για έναν καινούργιο ρετροϊό; Ορισμένα από αυτά τα στοιχεία θα μπορούσαν να ανήκουν σε άλλα σωματίδια, για παράδειγμα ‘ιο-ειδή’...

ΛΜ: Ναι, επιπλέον έχουμε ενδογενείς ρετροϊούς οι οποίοι μερικές φορές δημιουργούν στελέχη – αλλά ενδογενούς προέλευσης, τα οποία επομένως, δεν έχουν παθολογικούς ρόλους, τουλάχιστον όχι στο AIDS. (7)
ΤΤ: Αλλά τότε πώς μπορεί κανείς να τα ξεχωρίσει;

ΛΜ: Γιατί μπορούσαμε να ‘μεταφέρουμε’ τον ιό. Μεταφέραμε τη δραστηριότητα της ΑΜ σε νέα λεμφοκύτταρα. Πετύχαμε ένα μέγιστο αντιγραφής. Παρακολουθούσαμε τα ίχνη του ιού. Ήταν ο συνδυασμός ιδιοτήτων που μας έκανε να πούμε ότι ήταν ένας ρετροϊός. Και γιατί ένας νέος ρετροϊός; Η πρώτη ερώτηση που μας τέθηκε από το περιοδικό Nature ήταν: ‘Δεν πρόκειται για εργαστηριακή μόλυνση;  Δεν είναι ένας ρετροϊός ποντικιού ή άλλου ζώου;’ Στην ερώτηση αυτή μπορούσαμε να απαντήσουμε όχι! Γιατί είχαμε δείξει ότι ο ασθενής είχε αντισώματα εναντίον μιας πρωτεΐνης του δικού του ιού. Ο συνδυασμός είχε μια τέλεια λογική! Αλλά έχει σημασία να πάρουμε τις ιδιότητες συνδυασμένες. Αν πάρει κανείς κάθε ιδιότητα χωριστά, δεν είναι εξειδικευμένες. Είναι ο συνδυασμός που παρέχει την εξειδίκευση. (8)

ΤΤ: Αλλά, παρατηρήσατε στελέχη που έμοιαζαν να είναι ρετροϊοί στην πυκνότητα των ρετροϊών; Που να έμοιαζαν να είναι ένας νέος ρετροϊός;

ΛΜ: Στην πυκνότητα 1,15,  1,16, είχαμε ένα μέγιστο δραστηριότητας της ΑΜ, η οποία είναι το χαρακτηριστικό ένζυμο των ρετροϊών. (9)

ΤΤ: Αλλά δεν θα μπορούσε αυτό να είναι κάτι διαφορετικό;

ΛΜ: Όχι...κατά τη γνώμη μου ήταν πολύ ξεκάθαρο. Δεν θα μπορούσε να είναι τίποτα διαφορετικό παρά ένας ρετροϊός. Γιατί το ένζυμο που ο Φρανσουά Μπαρ-Σινουσί (F. Barr-Sinoussi) χαρακτήρισε βιοχημικά χρειαζόταν μαγνήσιο, όπως συνέβαινε περίπου και με τον HTLV σε μια άλλη περίπτωση. Απαιτούσε τη μήτρα, το περίγραμμα και το πρώτο επίστρωμα που ήταν απόλυτα χαρακτηριστικό μιας ΑΜ. Αυτό δε χωρούσε συζήτηση. Στο Κολντ Σπρινγκ Χάρμπορ τον Σεπτέμβριο του 1983, ο Γκάλλο με ρώτησε αν ήμουν σίγουρος ότι επρόκειτο για ΑΜ. Το ήξερα, ο Φ. Μπαρ-Σινουσί είχε κάνει όλους τους σχετικούς ελέγχους. Δεν ήταν απλά μια κυτταρική πολυμεράση, ήταν ΑΜ. Δραστηριοποιόταν μόνο με επιστρώματα RNA, έφτιαχνε DNA. Αυτό ήταν σίγουρο. (10)  
ΤΤ: Με τους άλλους ρετροϊούς που συναντήσατε στην καριέρα σας, ακολουθήσατε την ίδια διαδικασία και αντιμετωπίσατε τις ίδιες δυσκολίες;

ΛΜ: Θα έλεγα ότι με τον HIV η διαδικασία είναι εύκολη. Αν συγκριθεί με τις δυσκολίες που συναντά κανείς με τους υπόλοιπους...γιατί ο ιός δεν προκύπτει, ή γιατί πραγματικά, η απομόνωση είναι σπάνια – μπορείς να την επιτύχεις μία φορά στις πέντε. Μιλάω για σύγχρονη έρευνα σε άλλες παθήσεις. Μπορεί να αναφέρει κανείς τον ιό της Σκλήρυνσης κατά Πλάκας του Καθηγητή Περόν. Πριν μια δεκαετία μου έδειξε τη δουλειά του. Του πήρε περίπου δέκα χρόνια για να βρει τελικά μια γονιδιακή ακολουθία η οποία να πλησιάζει πολύ σε έναν ενδογενή ιό. Βλέπεις... είναι πολύ δύσκολο. Επειδή δεν μπορούσε να ‘μεταδώσει’ τον ιό, δεν μπορούσε να τον κάνει να προκύψει σε μια καλλιέργεια. Ενώ ο ΗIV προκύπτει όπως τα αγριόχορτα. Το είδος ιού LAI προκύπτει επίσης όπως τα αγριόχορτα. Γι’ αυτό ακριβώς το λόγο μόλυνε τους άλλους. (11)
ΤΤ: Με ποιο τρόπο καλλιεργήσατε τα λεμφοκύτταρα του ασθενή σας; Με την κυτταρική γραμμή Η9;

ΛΜ: Όχι, γιατί δεν μπορούσε να λειτουργήσει καθόλου με την Η9. Χρησιμοποιήσαμε πολλές κυτταρικές γραμμές και η μόνη που μπορούσε να τα παράγει ήταν τα Λεμφοκύτταρα Τάμπον. (12)

ΤΤ: Αλλά χρησιμοποιώντας τέτοιου είδους σωματίδια είναι πιθανόν να εισαχθούν άλλα πράγματα που είναι ικανά να προκαλέσουν μια ΑΜ και πρωτεΐνες, κ.τ.λ…
ΛΜ: Συμφωνώ απόλυτα. Για αυτό ακριβώς το λόγο τελικά δεν ήμασταν τόσο ένθερμοι σχετικά με την χρησιμοποίηση αθάνατων κυτταρικών γραμμών. Αν πρόκειται για την μαζική καλλιέργεια του ιού, τότε εντάξει. Αλλά όχι για τον χαρακτηρισμό του, γιατί γνωρίζαμε ότι επρόκειτο να εισάγουμε στις καλλιέργειες νέα πράγματα. Υπάρχουν κυτταρικές γραμμές ΜΤ που έχουν βρεθεί από τους Ιάπωνες (ΜΤ2, ΜΤ4) οι οποίες αναπαράγουν τον HIV πολύ καλά, οι  οποίες ταυτόχρονα μεταλλάσσονται από τον ιό HTLV. Επομένως έχεις ένα μείγμα από τον HIV και τον HTLV. Πρόκειται για μια πραγματική σούπα. (13)
ΤΤ: Και επί πλέον, αποκλείεται να είναι οι ασθενείς μολυσμένοι από άλλους μολυσματικούς παράγοντες; 

ΛΜ: Θα μπορούσαν να υπάρχουν μυκοπλάσματα... θα μπορούσε να υπάρχει ένα πλήθος από πράγματα. Αλλά ευτυχώς είχαμε την αρνητική εμπειρία με ιούς που συσχετίστηκαν με καρκίνους και αυτό μας βοήθησε, γιατί είχαμε συναντήσει όλα αυτά τα προβλήματα. Για παράδειγμα, κάποια μέρα είχα ένα ωραιότατο μέγιστο ΑΜ, την οποία μου έδωσε ο Φ. Μπαρ-Σινουσί, με πυκνότητα λίγο μεγαλύτερη, ήταν 1,19. Και την έλεγξα! Επρόκειτο για μυκόπλασμα, όχι για ρετροϊό. (14)

ΤΤ: Πως είναι δυνατόν να διαχωριστεί κάτι που είναι ιός από κάτι που δεν είναι, από το υλικό που είναι καθαρισμένο στην πυκνότητα των ρετροϊών; Γιατί στην πυκνότητα αυτή, υπάρχει ένα πλήθος άλλων πραγμάτων, περιλαμβανομένων ‘ιο-ειδών’ στελεχών, κυτταρικών θραυσμάτων...

ΛΜ: Ναι, για αυτό το λόγο είναι ευκολότερο με την κυτταρική καλλιέργεια γιατί βλέπει κανείς τις φάσεις της παραγωγής ιών. Έχεις την εκβλάστηση. Ο Σαρλ Ντοζέ (Charles Dauget) (ένας ειδικός στο ΗΜ) προτίμησε να κοιτάξει στα κύτταρα. Βέβαια κοίταξε στο πλάσμα, το συμπύκνωμα, κτλ...δεν είδε τίποτα σημαντικό. Γιατί αν φτιάξεις ένα συμπύκνωμα είναι απαραίτητο να φτιάξεις μια πολύ λεπτή φέτα [για να δεις έναν ιό με το ΗΜ], και για να φτιάξεις μια λεπτή φέτα πρέπει να έχεις ένα συμπύκνωμα τουλάχιστον του μεγέθους του κεφαλιού μιας καρφίτσας. Επομένως χρειάζεται τεράστιο πλήθος ιών. Αντιθέτως, μπορείς πολύ εύκολα να φτιάξεις μια λεπτή φέτα κυττάρων και σε αυτές τις λεπτές φέτες ο Charles Dauget βρήκε τον ρετροϊό, σε διαφορετικές φάσεις εκβλάστησης. (15)

ΤΤ: Όταν κοιτάξει κανείς τις δημοσιευμένες φωτογραφίες ηλεκτρονικού μικροσκοπίου, για εσάς ως ρετροϊολόγο είναι ξεκάθαρο ότι πρόκειται για ρετροϊό, έναν νέο ρετροϊό;

 ΛΜ: Όχι, με τον τρόπο αυτό δεν μπορεί να πει κανείς κάτι τέτοιο. Από τις φωτογραφίες της πρώτης εκβλάστησης θα μπορούσε να είναι ένας ιός τύπου C. Δεν μπορεί να κάνει κανείς το διαχωρισμό. (16)
ΤΤ: Θα μπορούσε να είναι οτιδήποτε άλλο εκτός από ρετροϊό; 

ΛΜ: Όχι...λοιπόν, τελικά, ναι...θα μπορούσε να είναι το εκβλάστημα ενός άλλου ιού. Αλλά υπάρχει... έχουμε έναν άτλα. Μπορεί κανείς να γνωρίζει από την εξοικείωσή του τι είναι ρετροϊός και τι δεν είναι. Από τη μορφολογία μπορεί κανείς να κάνει το διαχωρισμό αλλά χρειάζεται μια ορισμένη εξοικείωση. (17)

ΤΤ: Γιατί όχι καθαρισμός; 

ΛΜ: Επαναλαμβάνω, δεν κάναμε καθαρισμό. Κάναμε καθαρισμό για να χαρακτηρίσουμε την πυκνότητα της ΑΜ, η οποία ήταν με βεβαιότητα εκείνη ενός ρετροϊού. Αλλά δεν πήραμε το μέγιστο...ή δεν λειτούργησε...γιατί αν κάνεις καθαρισμό, τότε καταστρέφεις. Επομένως όταν πρόκειται για μολυσματικά στελέχη είναι καλύτερα να μην τα ακουμπάς πάρα πολύ. Έτσι παίρνεις απλά το επιφανειακό στρώμα (επίστρωμα) από την καλλιέργεια των λεμφοκυττάρων που παρήγαγε τον ιό και βάζεις μια μικρή ποσότητα από αυτή σε καινούργιες καλλιέργειες λεμφοκυττάρων. Επομένως, μεταδίδεις τον ιό διαδοχικά (σε σειρά) και παίρνεις πάντα τα ίδια χαρακτηριστικά και αυξάνεις την παραγωγή κάθε φορά που τον μεταδίδεις. (18)
ΤΤ: Επομένως η φάση του καθαρισμού δεν είναι απαραίτητη;

ΛΜ: Όχι, όχι, δεν είναι απαραίτητη. Αυτό που είναι βασικό είναι να μεταδώσεις τον ιό. Το πρόβλημα που είχε ο Περόν με τον ιό της σκλήρυνσης κατά πλάκας ήταν ότι δεν μπορούσε να μεταδώσει τον ιό από μια καλλιέργεια στην άλλη. Εκείνο είναι το πρόβλημα. Το κατάφερε πολύ λίγο, όχι αρκετά ώστε να τον χαρακτηρίσει. Και, σήμερα, χαρακτηρισμός σημαίνει πάνω από όλα σε μοριακό επίπεδο. Αν θέλεις, η διαδικασία με αυτόν τον τρόπο επιταχύνεται. Επομένως για να το κάνεις πρέπει: να έχεις ένα DNA, να κλωνοποιήσεις αυτό το DNA, να το ενισχύσεις, να κάνεις διαδόχους του, κτλ...Επομένως έχεις το DNA, το διάδοχο DNA που θα σου πει αν πραγματικά είναι ρετροϊός. Είναι γνωστή η δομή της οικογένειας των ρετροϊών, όλοι οι ρετροϊοί έχουν μια γονιδιακή δομή της οικογένειάς τους με εκείνο και εκείνο το γονίδιο που είναι χαρακτηριστική. (19)
ΤΤ: Επομένως, για την απομόνωση των ρετροϊών η φάση του καθαρισμού δεν είναι υποχρεωτική; Μπορεί κανείς να απομονώσει ρετροϊούς χωρίς καθαρισμό;

ΛΜ: Ναι...δεν είναι υποχρεωμένος κανείς να μεταδώσει καθαρό υλικό. Θα ήταν καλύτερα έτσι, αλλά υπάρχει το πρόβλημα ότι έτσι το καταστρέφει και ελαττώνει τη μολυσματικότητα του ρετροϊού. (20)

ΤΤ: Αν δεν περάσει κανείς από το στάδιο του καθαρισμού, δεν υπάρχει κίνδυνος να γίνει σύγχυση σχετικά με τις πρωτεΐνες που προσδιορίζει κανείς και επίσης σχετικά με την ΑΜ η οποία θα μπορούσε να προέλθει από κάτι άλλο;
ΛΜ: Όχι...εξάλλου, επαναλαμβάνω ότι αν έχουμε ένα μέγιστο της ΑΜ σε πυκνότητα 1,15, 1,16, υπάρχει πιθανότητα 999 στις 1000 να πρόκειται για ρετροϊό. Αλλά θα μπορούσε να είναι ρετροϊός διαφορετικής προέλευσης. Επαναλαμβάνω, υπάρχουν ορισμένοι ενδογενείς ρετροϊοί, ψευδο-στελέχη που μπορεί να εκλυθούν από τα κύτταρα, αλλά ακόμα και έτσι, από την πλευρά του γονιδιώματος αυτό παρέχει ρετροϊούς. Και το οποίο το αποκτά κανείς διαμέσου της κληρονομικότητας, μέσα στα κύτταρα για πολύ μεγάλο χρονικό διάστημα. Αλλά τελικά πιστεύω ότι για την απόδειξη – γιατί τα πράγματα εξελίσσονται καθώς η μοριακή βιολογία επιτρέπει ακόμα πιο εύκολο χαρακτηρισμό στην εποχή μας – είναι απαραίτητο να προχωρήσουμε πολύ γρήγορα στην κλωνοποίηση. Και αυτό έγινε πολύ γρήγορα, τόσο από τον Γκάλλο όσο και από την ομάδα μας. Κλωνοποίηση και δημιουργία διαδόχων, έτσι έχει κανείς τον ολοκληρωμένο χαρακτηρισμό. Αλλά επαναλαμβάνω, ο πρώτος χαρακτηρισμός είναι η κατάταξη στην οικογένεια των λεντι-ιών, η πυκνότητα, η εκβλάστηση, κτλ...οι βιολογικές ιδιότητες, η συσχέτιση με τα κύτταρα Τ4. Όλα αυτά είναι τμήματα του χαρακτηρισμού, και εμείς ήμασταν εκείνοι που τον κάναμε. (21)
ΤΤ: Αλλά έρχεται μια στιγμή που πρέπει να γίνει ο χαρακτηρισμός του ιού. Αυτό σημαίνει: ποιες είναι οι πρωτεΐνες από τις οποίες αποτελείται; 

ΛΜ: Ακριβώς. Έτσι τότε, η ανάλυση των πρωτεϊνών του ιού απαιτεί μαζική παραγωγή και καθαρισμό. Είναι απαραίτητο να γίνει αυτό. Και εκεί θα μπορούσα να πω ότι αυτό απέτυχε μερικά. Ο  Σερμάν (J. C. Chermann) ήταν επικεφαλής αυτής της προσπάθειας, τουλάχιστον για τις εσωτερικές πρωτεΐνες. Και είχε δυσκολίες στην παραγωγή του ιού και δεν λειτούργησε. Αλλά αυτός ήταν ο ένας πιθανός τρόπος, και ο άλλος τρόπος ήταν να ληφθεί το νουκλεϊνικό οξύ, να κλωνοποιηθεί κτλ. Αυτός είναι ο τρόπος με τον οποίο δούλεψε πολύ γρήγορα. Ο άλλος τρόπος δεν δούλεψε γιατί εκείνη την εποχή το σύστημα παραγωγής δεν ήταν αρκετά ισχυρό. Δεν ήταν δυνατό να παραχθούν πολλά στελέχη για να καθαριστούν και να χαρακτηριστούν οι πρωτεΐνες του ιού. Δεν μπορούσε να γίνει. Δεν μπορούσαν να παραχθούν πολλοί ιοί εκείνη την εποχή γιατί αυτός ο ιός δεν προέκυπτε στην αθάνατη κυτταρική γραμμή. Θα μπορούσαμε να το κάνουμε με τον ιό LAI, αλλά εκείνη την εποχή δεν το γνωρίζαμε αυτό. (22)
ΤΤ: Ο Γκάλλο το έκανε; 

ΛΜ: Ο Γκάλλο;...δεν γνωρίζω αν έκανε πραγματικά τον καθαρισμό. Δεν νομίζω. Νομίζω ότι στράφηκε πολύ γρήγορα στην μοριακή πλευρά, σαν να λέμε στην κλωνοποίηση. Αυτό που σίγουρα έκανε ήταν το Γουέστερν Μπλοτ. Χρησιμοποίησε την τεχνική RIPA, επομένως το καινούργιο που έκαναν ήταν ότι έδειξαν ορισμένες πρωτεΐνες που δεν είχαν ειδωθεί καλά με την άλλη τεχνική. Αυτός είναι ένας άλλος τρόπος χαρακτηρισμού του ιού. Δεν μπορείς να τον καθαρίσεις, αλλά αν ξέρεις κάποιον που να έχει αντισώματα ενάντια στις πρωτεΐνες του ιού, μπορείς να καθαρίσεις το σύμπλεγμα αντισωμάτων/αντιγόνων. Αυτό έγινε. Και έτσι είχαμε μια ορατή περιοχή, χαρακτηρισμένη με τη βοήθεια ακτινολογικών μεθόδων, η οποία ονομάστηκε πρωτεΐνη 25, p25. Και ο Γκάλλο είδε άλλες. Υπήρχε η p25 την οποία ονόμασε p24, υπήρχε η p41 που είδαμε εμείς...(23)
ΤΤ: Σχετικά με τα αντισώματα, πολυάριθμες έρευνες έχουν δείξει ότι τα αντισώματα αυτά αντιδρούν με άλλες πρωτεΐνες ή στοιχεία τα οποία δεν είναι τμήματα του HIV. Και ότι δεν είναι επαρκή για να χαρακτηριστούν οι πρωτεΐνες του HIV.
ΛΜ: Όχι! Γιατί έχουμε ελέγχους. Έχουμε ανθρώπους που δεν είχαν AIDS και δεν είχαν αντισώματα ενάντια σε αυτές τις πρωτεΐνες. Και οι τεχνικές που χρησιμοποιήσαμε ήταν τεχνικές που βελτίωσα εγώ ο ίδιος μερικά χρόνια πριν, για να ανιχνευτεί το γονίδιο src. Bλέπεις το γονίδιο src ανακαλύφθηκε και αυτό με ανοσοκατακρήμνιση. Ήταν η p60 [πρωτεΐνη 60]. Ήμουν πολύ δεξιοτέχνης, και ο τεχνικός μου επίσης, με την τεχνική RIPA. Αν πάρει κανείς μια συγκεκριμένη αντίδραση, είναι εξειδικευμένη. (24)
ΤΤ: Αλλά γνωρίζουμε ότι οι ασθενείς με AIDS είναι μολυσμένοι με πληθώρα άλλων μολυσματικών παραγόντων οι  οποίοι  είναι ευάλωτοι...

ΛΜ: Α ναι, αλλά τα αντισώματα είναι πολύ εξειδικευμένα. Γνωρίζουν πως να ξεχωρίσουν ένα μόριο ανάμεσα σε ένα εκατομμύριο μόρια. Υπάρχει μια πολύ στενή σχέση. Όταν τα αντισώματα έχουν αρκετά στενή σχέση, τότε ανασύρεις κάτι πολύ εξειδικευμένο. Με τα μονόκλωνα αντισώματα ανασύρεις μόνο ΜΙΑ πρωτεΐνη. Όλα αυτά χρησιμοποιούνται για τη διαγνωστική ανίχνευση αντιγόνων. (25)

ΛΜ: Για εσάς η p41 δεν είχε ιική προέλευση και επομένως δεν ανήκε στον HIV. Για τον Γκάλλο ήταν η πιο χαρακτηριστική πρωτεΐνη του HIV. Γιατί υπάρχει αυτή η αντίφαση; 

ΛΜ: Και οι δυο μας ήμασταν αρκετά σωστοί. Είναι σαν να λέμε ότι εγώ με την τεχνική μου την τεχνική RIPA…στην πραγματικότητα υπάρχουν κυτταρικές πρωτεΐνες που συναντά κανείς παντού – είναι μη εξειδικευμένος ‘θόρυβος υποβάθρου’, και ανάμεσα σε αυτές τις πρωτεΐνες, μια είναι πολύ διαδεδομένη, η οποία είναι η ακτίνη. Και η πρωτεΐνη αυτή έχει μοριακό βάρος 43000kd. Επομένως, ήταν εκεί. Επομένως ήμουν αρκετά σωστός, αλλά αυτό που είδε ο Γκάλλο από την άλλη ήταν η gp41 του HIV, γιατί χρησιμοποιούσε το Γουέστερν Μπλοτ. Και το έχω αναγνωρίσει αυτό. (26)
ΤΤ: Για εσάς η p24 ήταν η πιο χαρακτηριστική πρωτεΐνη του HIV, για τον Γκάλλο δεν ήταν καθόλου χαρακτηριστική. Χάρη σε άλλες μελέτες αναγνωρίζει κανείς ότι τα αντισώματα που είναι ενάντια της p24 βρέθηκαν συχνά σε ασθενείς που δεν είχαν προσβληθεί από τον HIV, ακόμα και σε ορισμένα ζώα. Στην πραγματικότητα σήμερα, μια αντίδραση αντισωμάτων με την p24 δεν θεωρείται εξειδικευμένη. 

ΛΜ: Δεν είναι επαρκής για τη διάγνωση της μόλυνσης από τον HIV. (27)

ΤΤ: Καμία πρωτεΐνη δεν είναι επαρκής; 

ΛΜ: Καμία πρωτεΐνη δεν είναι επαρκής έτσι κι αλλιώς. Αλλά εκείνη την εποχή το πρόβλημα δεν είχε παρουσιαστεί με αυτό τον τρόπο. Το πρόβλημα ήταν να μάθουμε αν ήταν ένας ιός HTLV ή όχι. Ο μοναδικός ανθρώπινος ρετροϊός που γνωρίζαμε ήταν ο HTLV. Και δείξαμε ξεκάθαρα ότι δεν ήταν ένας HTLV, ότι τα μονοκλωνικά αντισώματα του Γκάλλο ενάντια στην p24 του HTLV δεν αναγνώριζαν την p25  του HIV. (28)
ΤΤ: Στην πυκνότητα των ρετροϊών, την 1,16, υπάρχουν πολλά στελέχη, αλλά μόνο το 20% από αυτά ανήκουν στον HIV. Γιατί το 80% των πρωτεϊνών δεν προέρχονται από ιούς  ενώ οι υπόλοιπες προέρχονται; Πως μπορεί να τις διαχωρίσει κανείς;
ΛΜ: Υπάρχουν δύο εξηγήσεις. Από τη μια, στην πυκνότητα αυτή έχεις αυτά που αποκαλούνται μικροκύστες κυτταρικής προέλευσης, οι οποίες είναι περίπου του ίδιου μεγέθους με τον ιό, και ακόμα ο ίδιος ο ιός, κατά την εκβλάστηση, φέρει κυτταρικές πρωτεΐνες. Επομένως ουσιαστικά αυτές οι πρωτεΐνες δεν είναι ιικής προέλευσης, αλλά κυτταρικής προέλευσης. Επομένως, πως μπορεί να γίνει ο διαχωρισμός; Ειλικρινά, με αυτή την τεχνική δεν μπορούμε να τον πετύχουμε με ακρίβεια. Αυτό που μπορούμε να κάνουμε είναι να καθαρίσουμε στον μέγιστο δυνατό βαθμό τον ιό με επαναλαμβανόμενες βαθμίδες, και τότε πάντα πέφτεις πάνω στις ίδιες πρωτεΐνες. (29)

ΤΤ: Οι υπόλοιπες εξαφανίζονται;
ΛΜ: Ας πούμε ότι οι υπόλοιπες ελαττώνονται λίγο. Αφαιρείς τις μικροκύστες, αλλά κάθε φορά χάνεις πολλούς ιούς, επομένως είναι απαραίτητο να έχεις από την αρχή πολλούς ιούς ώστε να σου μείνουν λίγοι όταν φτάσεις στο τέλος. Και τότε, και πάλι υπάρχει η μοριακή ανάλυση, είναι η διαδοχή αυτών των πρωτεϊνών που πρόκειται να επιτρέψει να πούμε αν είναι ιικής προέλευσης ή όχι. Αυτό το ξεκινήσαμε με τον p25,  και απέτυχε...και η άλλη τεχνική είναι να κάνεις την κλωνοποίηση, και έτσι τότε έχεις το DNA και από το DNA παίρνεις τις πρωτεΐνες. Συμπεραίνεις τη διαδοχή των πρωτεϊνών και το μέγεθός τους και πέφτεις πάλι επάνω σε αυτό που έχεις ήδη παρατηρήσει με την ανοσοκατακρήμνιση ή με την ηλεκτροφόρηση κολλοειδούς. Και γνωρίζουμε ότι κατ’ αναλογία με τα μεγέθη των πρωτεϊνών άλλων ρετροϊών, μπορεί κανείς να συμπεράνει με καλή ακρίβεια αυτές τις πρωτεΐνες. Έτσι έχεις την p25 η οποία πλησιάζει στην  p24 του HTLV, έχεις την p18...στο τέλος έχεις τις υπόλοιπες. Από την άλλη εκείνη που ήταν πολύ διαφορετική ήταν η πολύ μεγάλη πρωτεΐνη, η p120. (30)
ΤΤ: Σήμερα, έχουν λυθεί τα προβλήματα σχετικά με τη μαζική παραγωγή του, τον καθαρισμό, τις φωτογραφίες ΗΜ σε 1,16; 

ΛΜ: Βεβαίως. (31)

ΤΤ: Υπάρχουν φωτογραφίες ΗΜ από το καθαρισμένο δείγμα;

ΛΜ: Βεβαίως. (32)

ΤΤ: Έχουν δημοσιευτεί;

ΛΜ: Δεν μπορώ να σας πω με σιγουριά...κάπου έχουμε κάποιες...αλλά δεν έχουν ενδιαφέρον, κανένα ενδιαφέρον. (33)
ΤΤ: Σήμερα, με την μαζική παραγωγή του ιού, είναι εφικτό να δει κανείς μια φωτογραφία από ΗΜ, μετά τον καθαρισμό, ενός μεγάλου αριθμού ιών;

ΛΜ: Ναι, ναι. Σίγουρα. Μπορεί κανείς να τους δει, μπορεί να δει ακόμα και ορατές ταινίες. (34)

ΤΤ: Επομένως για εσάς ο HIV υπάρχει;

 ΛΜ: Α, είναι σαφές. Τον έχω δει και τον έχω συναντήσει. (35)
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