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Caro Fabio,
È un piacere poterti aiutare. Ci scusiamo per il ritardo nel risponderti. Il motivo è che non riesco a recuperare la mia copia del libro di Neville da un amico che è in vacanza, e la copia della biblioteca è in prestito a qualcuno fuori dall'ospedale. Non ricordo cosa c'è a pagina 380 nel libro di Neville.  Nel manoscritto, che ci ha inviato, aveva un paragrafo che era molto simile al tuo, ma abbiamo attirato la sua attenzione su di esso e credo che l'abbia corretto.

Né Montagnier né Gallo, né nessun altro, da allora, hanno clonato, o addirittura isolato l'HIV, ma hanno clonato "HIV DNA". La domanda è come abbiano ottenuto l'RNA (DNA) di un retrovirus unico, per iniziare.

Montagnier
I linfociti stimolati e ottentui da un individuo, RF, sono stati infettati da EBV. Le cellule di questa coltura sono state "infettate con LAV" (cioè sono state coltivate con sopranatanti dalle loro colture precedenti con linfociti stimolati ed ottenuti da cordone ombelicale, colture contenenti tessuto derivato dal loro paziente gay con linfodenopatia, BRU. In questa coltura hanno rilevato transitoria attività di RT (trascriptasica inversa), che è stata interpretata come prova che la coltura è stata infettata da LAV.  A questa coltura hanno aggiunto più linfociti stimolati da RF. Questo ha portato a più RT. Il surnatante di questa coltura è stato separato e il materiale da uno o più bande (è difficile dedurlo dal loro testo) sono state incubate con i quattro nucleotidi e un primer oligo (dT).

Dal DNA in questo esperimento hanno ottenuto 3 cloni di 2,5, 0,6 e 0,8 Kb che hanno dimostrato di avere un modello di restrizione comune a un'estremità. È stato dimostrato che i frammenti di restrizione comuni contengono oligo (dA) e "quindi (erano] copie dei 3 e di un poli (A) RNA". Il frammento da 2,5 Kb è stato considerato DNA dell'HIV ed è stato utilizzato per gli studi di ibridazione. '·
Montagnier non ha mai usato il "genoma HTLV-1 o HTLV-2" nel suo lavoro sull'HIV.

2. Gallo ha coltivato la linea cellulare HT con tessuto di pazienti affetti da AIDS (È impossibile dire con quali tessuti o da quanti pazienti). La scoperta della RT è stata considerata una prova di infezione da un retrovirus. Un clone della linea cellulare HT, H9, è stato coltivato con il surnatante dalla coltura HT "infetta". Quando la RT è stata rilevata nella cultura H9, il suo supernatante è stato separato in gradiente di saccarosio. Per sintetizzare il cDNA è stato utilizzato l'RNA contenente: poli (A) che era legato a 1, 16 g / ml.  Si diceva che questo cDNA (RNA) fosse il genoma dell'HIV ed è stato utilizzato per studi di clonazione e ibridazione, inclusa l'ibridazione con i genomi HTLV-1 e HTLV-2.

Al momento stiamo scrivendo un articolo sull'AZT, ma purtroppo procede molto lentamente. L'articolo della Thailandia è stato inviato a due riviste, ma, come previsto, entrambi lo hanno respinto.

Buona fortuna con la tua nuova ristampa del libro e tieniamoci in contatto.

Ti auguro il meglio,
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COMMENTS

Dear Fabio,

Ttis 3 pleasure 10 be able 1o help you. Sorry for the delay in answering you The reason is that I cannot recover my copy of Neville's
book from a friend who is on holiday, and the library copy is on loan to someone outside the hospital. I cannot remermber what is on
page 380 in Neville's book. In the manuscript, which e sent us, he had a parsgraph which was very similar to yours, but we have
drawn his attention to it, and I believe he corrected it

Neiter Montagnier nor Gallo, nor anybody else, since then, has cloned, or even isolated HIV, but they did clone "HIV DNA". The
question is how did they obtain the RNA (DNA) of a unique retrovirus, 10 start with,

1 Montagaier

Stirlated lymphocytes frotm an individual, RF were infected with EBV, Cells from this culture were inficted with LAV
(that s, they were cultured with supernatants from their previous cultures with stimulated umbilical cord Iymphocytres,
containing tissue derived from their gay patient with lympodenopathy, BRU, In this culture they detected transicat RT
activity, which was interpreted as proof that the culture was infected with LAV. To this culture they added more stimulated
lymphosytes from RF. This lead to more RT. The supernatant from this culture was banded, and the material from one or
more bands (it is hard to deduce from their text) was incubated with the four mucleotides, and an oligo (dT) primer.

From the DNA in this experiment they had 3 clones of 2.5, 0.6 and 0.8Kb which were shown to have a common restriction
pattem at one end. The common restriction fragments were shown to contain oligo (4A), and "thus [were] copies of the 3 and
of a poly (A) RNA". The 2 SKb fragment was considered to be HIV DNA and was used for hybridisation studies

Montagnier never used the "HTLV-1 or HTLV-2 genome," in his KIV work

Gallo cultured the HT cell line with tissue from AIDS patients. (It is impossible to say with what tissues or from how many
patients). The finding of RT was considered proof of infection with a retrovirus. A clone of the HT cell line. HO, was
cultured with supernatant from the "infected" HT culture. When RT was detected in the HS culture, its supemataat was
‘banded in sucrose gradients. The poly (A) containing RNA which banded at 1.16 g/ml was used to synthesise cDNA, This
cDNA (RNA) was said t0 be the HIV genome and was used for cloning and hybridisation studies, including hybridisation with
the HTLV-1 and HTLV-2 genomes.

At present we are writing 2 paper on AZT, but unfortunately i is progressing very slowly. The Thailand paper was submitted to two
journals, but as expected, both of them rejected it

Good huck with your new reprint of the book and please keep in foch

All the best,





