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INTRODUCERE

În anul 2015 Institutul de Virusologie „Stefan S.Nicolau” a continuat promovarea cercetării de excelenţă, rezultatele obţinute fiind posibile datorită unei strategii manageriale adecvate, pe termen scurt şi mediu, ce a cuprins obiective de performanţă pe perioada 2013 – 2017. Obiectivele au vizat atât cercetarea fundamentală cât şi cea aplicativă, cuprinzând domenii prioritare de mare importanţă şi actualitate în specialitate: virusologie moleculară, patologie celulară şi moleculară, terapie antivirală.

Anul 2015 a fost caracterizat în Institutul de Virusologie Ștefan S. Nicolau (IVN) de un efort susţinut în scopul valorificării rezultatelor obţinute din temele de cercetare propuse Academiei Române, proiectele PNII, POS DRU sau POS CCE care s-au finalizat în acest an. 


În vederea eficientizării activităţii, a îmbunătăţirii performanţei şi a realizării obiectivelor propuse s-a urmărit:

1. – Realizarea proiectelor internaţionale şi naţionale în care Institutul de Virusologie „Ștefan S. Nicolau” a fost implicat în anul 2015;

2. – Definirea unor programe multidisciplinare în scopul dezvoltării colaborării cu institute CD din ţară şi străinătate, centre universitare etc.

Astfel, pentru anul 2015, am urmărit realizarea a 4 obiective majore de activitate:

1. Coordonarea îndeplinirii obiectivelor prevăzute în planurile de cercetare fundamentală şi aplicativă în anul 2015.

Ca indicatori de performanţă menţionăm:

7 proiecte de cercetare fundamentală şi un program prioritar aflate în planul Academiei Române;

6 parteneriate în domenii prioritare;

3 cooperări internaţionale;

1 proiect finanţat din fonduri structurale;

7 contracte extrabugetare;

Servicii de consultanţă şi diagnostic.

Îndeplinirea acestui obiectiv a fost posibilă prin urmărirea stadiului de realizare a contractelor, prin analize periodice cu conducătorii proiectelor la nivelul laboratoarelor şi în şedinţe de Consiliu ştiinţific.

2. Monitorizarea procesului de valorificare a rezultatelor cercetării prin difuzarea rezultatelor, concretizate prin elaborarea de tratate, cărţi, lucrări în reviste ISI, reviste ale Academiei Române.

1. În anul 2015 au fost publicate 35 lucrări în reviste ISI, o carte în editura Academiei Române și două cărți în edituri din străinătate.

2. În 2015 au fost citate de 285 ori, în reviste de specialitate din străinătate, lucrări cu autori din institut.

3. Au fost valorificate produse şi tehnologii rezultate din activităţi de cercetare, depunandu-se la OSIM un brevet de invenție.


În cadrul activităţii de cercetare, în anul 2015 cercetătorii institutului au colaborat cu numeroase colective de cercetare din ţară (spitale, universităţi, institute naţionale, institute clinice, fundaţii) și străinătate, OMS.

3. Creşterea nivelului de competenţă profesională a personalului existent prin instruiri periodice, perfecţionare în centre naţionale şi internaţionale, activitate de doctorantură.


În anul 2015 institutul a avut următoarele realizări:

– 3 evaluatori pentru proiecte inernaţionale;

– managementul proiectelor cu fonduri europene – 2 cercetători;

– susţinerea demersurilor necesare pentru continuarea colaborării cu instituţii din alte ţări.


Prin participarea la consorţii de cercetare, desfăşurate în anul 2015, personalul de cercetare din institut a avut ocazia de a face schimburi de experienţă şi informaţii ştiinţifice cu cercetători din institute, în domenii de activitate complementare din Germane, Franţa, Italia, Belgia, Austria şi SUA.

4. Consolidarea situaţiei economico-financiară a Institutului de Virusologie „Ștefan S. Nicolau prin creşterea veniturilor extrabugetare, îmbunătăţirea activităţii de investiţii şi de administrare a patrimoniului institutului.


În anul 2015 alocarea financiară a fost realizată în proporţie de 100%. Au fost judicios cheltuite veniturile serviciilor prestate în institute.


Angajamentele financiare supervizate au fost onorate în termenul legal.


Toate solicitările de prestări servicii pentru pacienti au fost onorate la preţuri minime, fără profit.


Veniturile extrabugetare au fost astfel distribuite încât să acopere 100% din obiectivele contractelor respective şi să contribuie la regia institutului (cca 15%). Am acordat atenţie maximă solicitărilor legate de activitatea de cercetare.


Institutul de Virusologie „Stefan S. Nicolau” este instituţie organizatoare de doctorat în cadrul Şcolii de doctorat a Academiei Române. Coordonarea activităţii doctorale a contribuit la creşterea nivelului calitativ al activităţii de cercetare şi la îmbunătăţirea pregătirii individuale tinerilor cercetători.

În acest an 4 doctoranzi şi-au susţinut public teza de doctorat. In noiembrie 2015 au fost admiși 6 doctoranzi.

În cadrul Catedrei de Virusologie a UMF Carol Davila, care funcţionează în Institutul de Virusologie „Ștefan S. Nicolau”, are loc o susţinută activitate de instruire practică a specialiştilor (studenţi la Facultatea de Medicină Generală, rezidenţi în specialitatea Medicină de laborator şi boli infecţioase, medici ce urmează cursuri de perfecţionare). Cadrele universitare care aparţin colectivului „Viroze emergente au fost implicate, de asemenea, în îndrumarea proiectelor de finalizare a lucrărilor de licenţă şi de absolvire şi evaluarea activităţilor didactice directe/conexe la toate formele de învăţământ.


În anul 2015 s-a desfășurat acţiunea de recertificare şi acreditare a laboratoarelor de cercetare, amenajarea laboratoarelor conform noilor cerinţe ale standardelor în vigoare. Institutul de Virusologie este acreditat ISO 9001 din anul 2007.


Este în curs de actualizare și finalizare documentația pentru Controlul managerial intern, conform ultimilor reglementări (2015).


I. ACTIVITATEA DE CERCETARE STIINTIFICA IN ANUL 2015
Domenii de cercetare
- Monitorizarea virusologică și tratamentul infecțiilor transmise parenteral (HIV, VHC, VHB) 

- Virusologie moleculară
- Genetică şi epigenetică
- Biologie celulară
- Patologie celulară și moleculară
- Terapie antivirală

Proiecte finanţate de Academia Română
Programul 1 Impactul tulpinilor virale circulante asupra evolutiei infectiilor cu transmitere parenterala
1.1. Corelatii intre profilul de susceptibilitate la ARV si evolutia pacientilor infectati/coinfectati HIV – virusuri hepatitice

Responsabil: Dr. Sultana Camelia

Faza 1. Markeri de predictie ai evolutiei hepatitei C cronice sub tratament 

S-a realizat un studiu prospectiv pe 119 pacienti infectati VHC  care au fost testati pentru raspunsul virusologic sustinut, dupa o perioada de 6 luni dupa incheierea tratamentului cu peg-IFN-alpha2a (180 µg⁄sapt) sau peg-IFN-alpha2b (1,5 μg/kg/sapt) plus ribavirina (N=119). S-a evaluat polimorfismul nucleotidic în gena IL28B rs12979860, utilizand  Custom TaqMan 5' allelic discrimination assay (Assays-by-DesignSM Service for SNP Genotyping Assays, Applied Biosystems). Per ansamblul lotului exista un procent extrem de scazut de pacienti homozigoti CC in gena IL28B (15.1%); acest profil este confirmat ca predictor al evolutiei favorabile, fiind asociat cu obtinerea raspunsului virusologic rapid (RVR –ARN VHC nedetectabil la 4 saptamani de tratament; Fischer’s Exact Test, p=0.007), a raspunsului virusologic timpuriu (EVR - ARN VHC nedetectabil la 12 saptamani de tratament; Fischer’s Exact Test, p<0.001) si a raspunsului virusologic sustinut - (SVR - ARN VHC nedetectabil la 6 luni de la oprirea tratamentului; Fischer’s Exact Test; p<0.001).
In analiza univariata pacienţii cu răspuns virusologic sustinut au varste semnificativ mai mici (p=0.004),  provin mai ales din mediul urban (p=0.002), au polimorfism CC al IL28B (p<0.0001) si valori scazute proteinei IP-10 serice la momentul initierii terapiei (p=0.003). De asemenea, acesti pacienti au avut valori reduse semificativ ale incarcarii virale baseline si raspuns virusologic favorabil la 4 si 12 saptamani de tratament.  Semnificatia statistica se mentine in analiza multivariata pentru polimorfismul CC al IL 28B (p=0.003), valoarea scazuta a IP-10 (p=0.023) si rezidenta urbana (p=0.018), indicand acesti markeri ca predictori independenti pentru obtinerea SVR. 
Faza 2. Monitorizarea tulpinilor HIV circulante la pacienti nou diagnosticati

In ultimii ani, principalele schimbari epidemiologice in epidemia HIV-1 din Romania sunt legate de cresterea constanta a numarului de adulti infectati pe cale heterosexuala, de cresterea treptata a procentului de infectii noi asociate cu transmiterea homosexuala si de cresterea exploziva a numarului de cazuri asociate consumului de droguri injectabile. Au fost inclusi in studiu 77 de pacienti nou diagnosticati cu infectie HIV-1 in perioada 2008- 2014, provenind din Constanta, Dobrogea- una din regiunile cele mai afectate de epidemia HIV-1 pediatrica din Romania.. Majoritatea subiectilor (sex masculin 76,9%, varsta mediana 31 ani) au contractat infectia pe cale hetero- sau homosexuala (68%); transmiterea parenterala a fost responsabila pentru 14% din cazurile HIV, in timp ce in 18% din cazuri, calea de transmitere nu a putut fi stabilita datorita informatiilor epidemiologice incomplete. Valoarea mediana a incarcarii virale a fost 4,73 log10 copii ARN HIV/ml, iar valoarea mediana a numarului de celule CD4 a fost de 456 celule/ml, un procent redus de pacient (19,2%) avand imunosupresie marcata (CD4< 200 celule/ml,  caracteristica  prezentarii tardive. Subtipul F ramane dominant (88%) in grupul pacientilor nou diagnosticati din aceasta regiune,  variantele non-F au fost identificate in doar 12% din cazuri: subtipul B- 8%, subtipul C- 2,5% si subtipul A- 1,2%. Valoarea mediana a numarului de celule CD4 a fost semnificativ mai mica la pacientii infectati cu subtip non-F (225,5 vs. 697 celule/mm3, p=0,001). Rezultatele sugereaza ca in ciuda mobilitatii tot mai mari a populatiei, epidemia HIV-1 ramane inalt compartimentalizata, determinata de caracteristicile demografice si  socio-comportamentale ale pacientilor.
Programul 2 

2.1. Factori de remodelare cromatiniană implicaţi în oncogeneza indusă viral

Responsabil: Dr Iulia Virginia Iancu

Faza 1. Evaluarea expresiei histon lizin-demetilazei (KDM) 3 C în leziuni displazice de col uterin

Modificările histonice sunt implicate în diverse procese celulare precum transcrierea, repararea, recombinarea şi replicarea ADN, iar dereglarea lor a fost pusă în evidenţă în numeroase procese maligne umane. În oncogeneza cervicală, studiul modificărilor histonice este relativ recent, o serie de date din  literatura de specialitate susţinȃnd rolul activ al remodelării cromatinei în procesul de transformare. Între  modificările histonice asociate cu tumorigeneza cervicală sunt incluse şi histon demetilazele (KDM) implicate în mentinerea pattern-ului global de metilare, cu consecinţe asupra activării sau represiei expresiei genice, în funcție de reziduul de lizină specific ţintit. Recent s-a arătat că oncoproteinele E6 şi E7 HPV (agentul etiologic al cancerului de col) interecţionează cu enzime modulatoare histonice care reglează capacitatea de transcriere a cromatinei celulei gazdă. KDM3C şi KDM4C sunt reglatori ai  histonei 3 participȃnd la demetilarea reziduului de lizină din poziţia 9 (H3K9). Scopul acestui studiu a constat în evaluarea expresiei unor KDM ca remodelatori cromatinieni. Studiul a fost realizat pe un lot de 82  paciente  HPV pozitive şi negative (n=82; CIN1=22; CIN2=18; CIN3=21; SCC=21), expresia KDM fiind estimată în real-time PCR folosind sistemul SYBR Green. Primerii specifici au fost construiţi cu Primer-BLAST, creați astfel încât să se afle la joncțiunea exon-exon. Pentru comparaţie s-a inclus în studiu un lot control (n=18) fără leziuni cervicale, subiecţi HPV negativi.

Din analiza datelor privind KDM3C, nivelul cel mai ridicat de expresie s-a întâlnit în cazul probelor CIN2+ (medie= 3,010 ± 0,6360); un nivel mai scăzut al expresiei a fost observat în leziunile de tip CIN1 (medie= 0,9412 ± 0,4289) şi cancer cervical (medie= 1,389 ± 0,5307). Nivelul ridicat al KDM3C observat în leziunile CIN2+ comparativ cu grupul CIN1 (p=0,0007) şi SCC (p=0,0002), indică un rol potenţial de biomarker pentru demetilază în acest tip de leziuni.

Implicarea KDM3C în cancerogeneză a fost sugerată de o serie de studii, o expresie redusă de KDM3C fiind raportată în tumorile de sȃn indicând un potenţial rol de tumor-supresor (Wolf S.S. şi colab.2007). 
Faza 2. Evaluarea expresiei histon lizin-demetilazei (KDM) 4 C în leziuni displazice de col uterin

Etapa ulterioară a studiului s-a axat pe determinarea expresiei KDM4C, utilizȃnd acelaşi material biologic şi aceeaşi metodă (real-time PCR cu primeri specifici). O creştere semnificativă a nivelului de expresie a genei KDM4C a fost semnalată pentru probele cu SCC (medie= 1,413 ± 0,8283) comparativ cu CIN1 (medie= 0,193 ± 0,3595; p=0,0029) şi probele cu CIN2+ (medie= 0,5960 ± 0,5088; p=0,0165). Nivelul semnificativ crescut al expresiei KDM4C în  probele cu cancer cervical faţă de leziunile precanceroase (p=0,0010) propun demetilaza ca un marker tumoral adecvat pentru SCC. Datorită rolului pe care îl are în demetilarea heterocromatinei H3K9me3/2 (histona 3 lizina din poziţia 9 tri-/dimetilate), KDM4C poate fi considerată oncogenă. În general prezenţa reziduurilor de H3K9 metilate sunt asociate cu represia transcripţională; o pierdere globală a metilării H3K9 a fost întâlnită în mai multe forme de cancere umane precum carcinomul cu celule scuamoase esofagian, carcinom mamar, de prostată, în carcinomul cu celule scuamoase și carcinomul metastatic pulmonar dar şi unele cazuri de limfom (Varier R.A. şi colab.2010)(Italiano A. şi colab.2006).

Diseminare:

1. Iancu I.V, Botezatu A, Pleşa A, Huică I., Socolov D, Anton G. Histone lysine demethylases as epigenetic modifiers în HPV-induced cervical neoplasia. Romanian Biotechnological Letters.2015; Vol.20 (2):10236- 10244, ISI, IF= 0,351.
2. Iancu IV, Botezatu A, Pleşa A, Huică I, Socolov D, Anton G. Analiza unor histon-demetilaze ca reglatori epigenetici în leziunile displazice de col uterin HPV-induse. Al  8-lea Simpozion National de Patologie, Institutul "Victor Babeş", 19-21 Noiembrie 2015, Bucuresti, Romania, Abstract book pg.56.
2.2. Model global de metilare în infecţiile HPV de col uterin

Responsabil: Dr. Anca Botezatu 

Faza 1. Evaluarea 5-metil citozinei în leziuni displazice de col uterin 

Hipermetilarea ADN are ca rezultat blocarea transcrierii genelor afectate, provocând silenţierea acestora. În procesul de oncogeneză, hipermetilarea este considerată unul dintre cele mai importante mecanisme de silenţiere a genelor tumor-supresoare, a celor responsabile de controlul diferenţierii celulare normale şi/sau inhibarea creşterii celulare. Scopul acestui studiu a constat în evaluarea nivelului global de metilare în  cancerul cervical şi în leziuni precursoare. Ca material biologic s-au utilizat probe cervicale recoltate de la femei (varsta medie 46,5 ani) HPV pozitive şi HPV negative (n=82; CIN1=22; CIN2=18; CIN3=21; SCC=21). Pentru comparaţie s-a inclus în studiu un lot control (n=18) fără leziuni cervicale, subiecţi HPV negativi. Evaluarea nivelului de 5-metil-citozină s-a realizat pe izolate ADN, folosind kit-ul 5-mC ADN ELISA (Zymo Research) urmând instrucţiunile producătorului. Rezultatele au indicat un procent de 5-mC crescut pentru leziunile precursoare: CIN1 (medie= 24,80 ± 7,468) şi CIN2+ (medie= 26,35 ± 6,749) comparativ cu probele normale (medie=19,46 ± 6,589). In tumorile cervicale s-a observat o creştere semnificativă a 5-mC (medie= 31,65 ± 12,01; p= 0,0238) faţă de lotul control. Pentru probele cervicale s-a pus în evidenţă existenţa unei corelaţii între nivelul de metilare al ADN şi infecţia cu HPV, un procent mai mare de 5-mC fiind notat în probele HPV pozitive (medie= 27,7 ± 9,427) vs. probele negative (medie=20,5 ± 6,837), p=0,0258 cu menţiunea că, în cazurile care prezentau infecţie cu genotipurile 16, rezultatele au indicat un nivel al metilării semnificativ crescut (medie= 30,87 ± 10,08), p=0,0129. Aceste observaţii pot sugera că metilarea poate fi utilizată de virus pentru limitarea expresiei unor gene tumor-supresoare în progresia leziunilor HPV induse.
Faza 2. Analiza expresiei unor ADN metil transferaze în probe biologice provenite de la paciente cu leziuni de col uterin

Scopul acestui studiu a constat în evaluarea expresiei unor enzime implicate în menţinerea profilului de metilare (DNMT1-ADN metiltransferaza 1) şi în metilarea de novo (DNMT 3A şi DNMT 3B) în cazul cancerului de col uterin şi a leziunilor precursoare. Ca material biologic s-au utilizat izolate ARN de la subiecţii incluşi în studiu. Expresia ADN metiltransferazelor s-a realizat prin real-time PCR folosind SyBr Green (primerii fiind construiţi cu Primer-BLAST), folosind cȃte 50ng  ADNc. Ca referinţă s-a utilizat expresia genei GAPDH. O creştere semnificativă statistic a expresiei s-a remarcat în cazul DNMT1 şi DNMT3A pentru leziunile precursoare şi cancer (p<0,0001). Pentru DNMT1 s-au constatat diferenţe semnificative ale expresiei între leziunile CIN1 şi CIN2+ (p=0,0312) dar şi între probele CIN2+ şi SCC (p=0,0013). Expresia DNMT3B a fost crescută semnificativ în probele tumorale (medie= 2,406 ± 1,088) comparativ cu leziunile precursoare (p=0,0027). Prin regresie liniară s-a constatat că cea mai bună corelaţie între procentul global de 5-mC şi expresia ADN metiltransferazică este dată de DNMT1 (r2=0,3578, p=0,0053) şi DNMT 3A (r2 = 0,2266, p = 0,0339). 

Programul 3
3.1. Studiul mecanismelor celulare și moleculare implicate în răspunsul la acțiunea unor compuși cu activitate antivirală

Responsabil: Drd. Ioana Mădălina Aldea Pitică
Limitările din domeniul terapiei antivirale sunt strâns legate de următoarele probleme: pe de-o parte, faptul că încă există infecții virale pentru care nu există un tratament direcționat ci doar simptomatic, pe de altă parte, toate tratamentele antivirale noi descoperite sunt costisitoare și ridică probleme de implementare în țările cu venituri mici, problemă dublată de lipsa programelor naționale pentru aceste noi terapii cu antivirale, și nu în ultimul rând rezistența dobândită în cazul tratamentelor clasice. Cercetarea la nivel celular și molecular a îmbunătățit nivelul cunoștințelor în domeniu, și astfel, fie că vorbim de cercetarea fundamentală în ceea ce privește caracterizarea virusurilor și a mecanismelor pe care acestea le abordează în stabilirea infecției și a latenței când este cazul, fie că pe de altă parte discutăm de răspunsul gazdei la infecția virală sau de interacțiile patogen-patogen (suprainfecție) /patogeni-celule gazdă, răspunsul și rezolvarea problemelor ridicate va veni din abordarea holistică. În cercetarea privind descoperirea de noi agenți terapeutici antivirali este necesară integrarea acestor rezultate.

Faza 1. Testarea in vitro a capacității antivirale și a efectului citotoxic a unor derivați nucleozidici

În experimente am utilizat două virusuri: unul din grupul Picornavirus- poliovirus tipul 1 LSc-2ab şi un virus ADN, non-anvelopat din grupul Adenoviridae – adenovirus, tipul 5, tulpina Adenoid 75, ATCC VR – 5. Linia celulară HeLa CCL ATCC, a fost selectată, având în vedere sensibilitatea celulară la virusurile recomandate pentru testare. Am pregatit stocurile de suspensie virală cu un titru de cel puţin 108 TCID50/mL sau suficient de înalt pentru a verifica reducerea titrului viral. Metoda are la baza metoda Quantal de titrare end-point: un experiment control de titrare a virusurilor, un experiment control în care virusul a fost inactivat cu un compus de referință (formaldehidă 1,4%), evaluarea citotoxicității compusului și titrarea virusurilor după ce au fost puse în contact cu compușii de testat. Evaluarea efectului citopatic s-a realizat microscopic. Titrul logaritmic a fost determinat conform metodei statistice nonparametrice Spaerman si Karber.

Testarea pentru evaluarea activității virucide pentru cei doi compuşi luați în studiu (I și II), derivați nucleozidici sintetizați de un institut partener al Institutului de Virusologie, a arătat reducerea cu 3 lgTCID a titrului viral în experimentele cu Adenovirus în cazul ambilor compuși, iar în cazul Poliovirus, titrul viral a fost scăzut cu doar cu 1 lg – la tratamentul cu compusul I, respectiv 1,7 lg – la tratamentul cu compusul II. Cei doi compuși nu au prezentat citotoxicitate pe linia celulară HeLa la concentrațiile testate.

Faza 2. Investigarea mecanismelor de acțiune a compușilor studiați 

Având în vedere activitatea pe care acești compuși au arătat-o în experimentele efectuate în prezența virusului ADN, non-anvelopat din grupul Adenoviridae – adenovirus, tipul 5, tulpina Adenoid 75, și ținând cont că acest virus are capacitatea prin activitatea oncogenelor sale  E1A și E1B de a stimula intrarea celulelor infectate în moarte celulară programată (apoptoza) și de a deregla ciclul celular al acestora am considerat necesară analiza ciclului celular pentru celulele tratate cu cei doi compuși, derivați nucleozidici. Analiza a arătat că la o ora post-tratament, atunci când tratamentul se face cu cea mai mică diluție luată în calcul în experiment, 0.8% din solutia stoc, majoritatea celulelor erau în faza sub G0/G1, fază în care celulele se află fie în apoptoză, fie în necroză, iar aceste rezultate impun efectuarea experimentelor în care se poate discrimina între cele două tipuri de moarte celulară.  

Astfel, cei doi compuși au fost mai activi în experimentele efectuate pe virusul ADN, non-anvelopat din grupul Adenoviridae – adenovirus, tipul 5, un virus ADN foarte rezistent la acțiunea compușilor virucizi, care în standardele europene este considerat drept referință în evaluarea antisepticelor și dezinfectantelor, și de asemenea un virus ADN pentru care nu există tratament antiviral în prezent. Astfel, dacă acești doi compuși vor trece de testările ulterioare ar putea constitui o modalitate de anihilare a virusurilor din grupul Adenoviridae sau al altor virusuri ce folosesc aceleași mecanisme de stabilire a infecției. 

3.2. Evaluarea și validarea unor metode moleculare de diagnostic in infecțiile cu virusuri gripale
Responsabil: Drd. Ana Neagu
Faza 1. Evaluarea unor metode moleculare de diagnostic in infecțiile cu virusurile gripale

Infecțiile cu virusuri gripale reprezintă o problemă de sănătate publică cu implicații socio-economice majore, atât prin costurile inerente spitalizării pacienților din categorii cu imunodeficit (copii, bătrâni), cât și prin afectarea temporară a capacității de muncă a adulților imunocompetenți.

În ultimii ani pe teritoriul României au apărut la păsări virusurile gripale tip A subtip H5N1, existând riscul adaptarii acestui subtip la populația umană, pe lângă cele circulante la om H1N1 si H3N2. Mai mult, identificarea în 2009 în Mexic a subtipului viral H1N1 suin la om, îndreptățește preocupările Institutului de Virusologie pentru diagnosticarea promptă, sensibilă și specifică a infecției cu virus influenza la om, mai ales în eventualitatea nefastă a unei pandemii. În acest context ne-am propus dezvoltarea unor metode moleculare in house de identificare și diferențiere a principalelor subtipuri de virusuri gripale circulante.

Institutul de Virusologie a fost implicat încă din anul 2007 în Programul Organizaţiei Mondiale a Sănătăţii de evaluarea calităţii pentru determinarea virusului gripal tip A prin metode moleculare (WHO External Quality Assessment Programme for the Detection of Influenza Virus Type A by PCR). 

În laboratoarele Departamentului Patologie Celulară și Moleculară am dezvoltat, pornind de la recomandările OMS și CDC (în ceea ce privește selecția primerilor optimi), protocoale eficiente pentru detecția tipului gripal (A și B) și a subtipurilor gripale A prin identificarea hemaglutininei 1, 3, 5 și 1 tip suin (pandemia 2009).

Dezvoltarea metodei a fost realizată cu ajutorul unor izolate virale din colecția Institutului și a eșantioanelor OMS primite în cadrul EQAP în perioada 2007-2014. Extracția ARN viral a fost realizată folosind High Pure Viral Nucleic Acid Kit (ROCHE) cât și ZR Viral RNA Kit (Zymo Research). Folosirea celui de al doilea a generat rezultate superioare, ceea ce recomandă folosirea sa în viitoarele teste. ARN viral a fost reverstranscris cu ajutorul unor primeri de referință OMS, după care a urmat o etapă de amplificare PCR. Tipul viral a fost identificat prin utilizarea unor primeri specifici genelor matricei virale (FluA/M) pentru virusul influenza tip A și hemaglutinina (FluB/HA) pentru tipul B. Subtipurile virale H1, H3, H5, H1swine, H7 au fost identificate folosind metode de amplificare genică și primeri specifici genelor hemaglutininelor specifice subtipurilor virale examinate. Protocoalele PCR au fost optimizate în ceea ce privește limita de detecție. A fost posibilă detecția tipului viral în izolate ce conțin până la 7,41x101 copii virale/µl. În plus, diagnosticul molecular al subtipului H5 a permis identificarea atât a virusului gripal de tip aviar (A/Chicken/Egypt/F9514E/2014-clada 2.2.1) cât și a izolatelor virale umane (A/Hong Kong/6841/2010-clada 2.3.2.1)

Faza 2. Validarea metodelor moleculare de diagnostic in infecțiile cu virusurile gripale

Pentru validarea protocoalelor de detecție a tipului și subtipului viral influenza s-a utilizat metoda de detecție cantintativă prin Real-Time PCR. Probele identificate inițial prin PCR au fost ulterior testate prin qRT-PCR cu Cyber Green. Au fost utilizate comparativ Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix (Applied Biosystems) și FastStart Universal SYBR Green Master (Rox) (Roche) folsind termocycler-ul Applied Biosystems 7300 Real-Time PCR System. FastStart Universal SYBR Green Master (Rox) (Roche) a permis detecția mai sensibila a tipurilor virale testate. Pentru a verifica temperatura de annealing a primerilor, un step suplimentar fost introdus la sfârșitul reacției de amplificare. Analiza curbei de disociere a permis eliminarea amplificărilor nespecifice a dimerilor de primeri. Produșii de amplificare RT-PCR au fost ulterior supuși electroforezei în gel de agaroză 2%.

În concluzie metoda de detecție a tipurilor și subtipurilor de virus gripal dezvoltată local dă rezultate satisfăcătoare. Metoda prezinta avantaje ce decurg din dezvoltarea in house a unor tehnici moleculare moderne vs folosirea unor kituri comerciale: flexibilitate, costuri substanțial reduse, și este în prezent verificată pe loturi extinse de izolate virale.
3.3. Studiul VLP (particule asemănătoare virusurilor) în ecosisteme acvatice glaciare
Responsabil: Dr. Florica Topârceanu

Virusurile acvatice reprezintă cea mai mare sursă de diversitate genetică de pe glob, în mare parte necaracterizată, încă. Necesitatea unui efort conjugat al cercetătorilor pentru dezvoltarea cunoştinţelor despre virusurile acvatice devine tot mai clară pe măsură ce se adună tot mai multe dovezi în sprijinul faptului că mările şi oceanele, care ocupă ¾ din suprafaţa globului, conţin o abundenţă de familii virale necunoscute până în prezent, care trebuie identificate şi determinate taxonomic. În plus, un interes deosebit au suscitat particulele similare virusurilor (VLP) a căror prezenţă a fost semnalată, în ultimii 20 de ani, în lacurile de pe continentul antarctic. Fiind nepoluate (virgine) şi având o structură simplă (arhaică), aceste lacuri au o mare valoare ştiinţifică.
În acest context, studiul nostru a avut ca scop, în faza I, investigarea fizico-chimică a unor ecosisteme glaciare din România în vederea alegerii unui lac glaciar ca model natural de studiu pentru lacul antarctic, şi, în faza a II-a, optimizarea pe acest model a protocolului de izolare şi identificare a VLP în lacurile din Antarctica. 

Astfel, prelevarea de probe din apele de suprafaţă a unor lacuri glaciare (care s-a făcut pe cheltuiala colaboratorilor) şi analiza acestora în ce priveşte trei indicatori chimici (pH, salinitate şi hidrocarburi totale) a condus la selectarea lacului Capra (altitudine 2230 m) din Munţii Făgăraşi ca model de studiu, fiind cel mai puţin poluat (pH=6,5) comparativ cu alte lacuri, ca de ex. lacul Bâlea (pH=12,5-13), în condiţiile în care concentraţiile de hidrocarburi totale (având ca sursă precipitaţiile încărcate cu poluanţi) pentru lacurile investigate nu a fost îngrijorătoare, fiind foarte mici comparativ cu valorile maxime admise (30 mg/dm3) de normativele în vigoare.
Optimizare protocolul de izolare a VLP în vederea identificării lor morfologice (prin microscopie electronică) pe modelul select a vizat etapa de obţinere a concentratelor virale de cca. 5 ml din volume mari de probe, în vederea eliminării dificultăţilor de transport a probelor din Antarctica în laboratorul din România.
Programe fundamentale
STRATEGIA ACADEMIEI ROMÂNE 2016-2035 – Proiectul nr. 7. Sănătatea – De la Biologia Moleculară la Medicina Personalizata de Vârf în România – Coordonator: Acad. Victor Voicu.

Echipa de lucru: Dr Mihai Stoian, CS I, Director, Institutul de Virusologie "Stefan S. Nicolau", Bucuresti

Dr Anca V. Sima, CSI, membru corespondent al Academiei Române, şef al Departamentului Lipidomică, Institutul de Biologie şi Patologie Celulară "Nicolae Simionescu", Bucureşti

Prof Dr Simona Ruta, UMF Carol Davila, Institutul de Virusologie "Stefan S. Nicolau", Bucureşti

Dr Gabriela Anton, CS I, Institutul de Virusologie "Stefan S. Nicolau", Bucureşti

Dr Carmen Cristina Diaconu, CS I Institutul de Virusologie "Stefan S. Nicolau", Bucureşti

Buget 2015: 160 000 lei

Provocările ridicate de schimbările demografice, schimbările climatice şi schimbările în spectrul patologiilor, necesită o abordare complexă în vederea asigurării unei calități mai bune a vieții cetăţenilor și o poziție onorabilă pe plan European. Alinierea rapidă a României la aria europeană implică identificarea şi prioritizarea domeniilor care pot beneficia de investiţii majore pentru a asigura stoparea tendinţelor negative legate de sănătatea populaţiei şi de colaborare internaţională pentru promovarea medicinei moderne. 

În acest context, strategia României în domeniul sănatăţii trebuie orientată către trecerea practicii clinice într-o nouă fază, de la biomarkeri la medicina de precizie, cu accent pe identificarea timpurie, prevenţie şi crearea predictibilităţii asupra eficacităţii terapiei. De aceea, extrem de utilă este descoperirea de noi biomarkeri cauzali şi asociaţi în maladii umane grave (transmisibile, non-transmisibile şi complexe) şi utilizarea lor pentru diagnostic precoce, monitorizarea evoluţiei bolii şi identificarea unor tratamente ţintite. 
Promovarea medicinei personalizate bazată pe identificarea predispoziţiei genetice pentru dezvoltarea unor maladii complexe, permite definirea unui profil individual de risc şi identificarea variaţiilor în raspunsul la un anumit tip de terapie. Astfel, se poate realiza stratificarea pacienţilor nu numai în functie de sex şi vârstă, ci şi în funcţie de profilul genetic, epigenetic, proteomic şi metabolomic, dar şi de modificările acestuia în funcţie de stilul de viaţă şi de condiţiile externe.  
Pentru a fi viabilă, strategia naţională în domeniul sanătaţii trebuie să fie corelată cu starea de sănătate a populaţiei din România. Romania se situează pe ultimele locuri în lista statelor europene atât ca speranţă de viaţă calculată la naştere (74 ani în România vs. 76 ani în regiunea europeana OMS), cât şi ca speranţă medie de viaţă sănătoasă (63 ani, ceea ce implică o medie de 11 ani marcaţi de boli şi dizabilităţi). Mortalitatea generală (12 decese‰ locuitori în 2011) este cu circa 25% mai ridicată comparativ cu media UE (Ministerul Sănătăţii : ms.gov.ro). 
In contextul evoluţiilor prefigurate la nivel European prin programul “Sănătate, schimbări demografice şi bunăstare”, ţintele pe care România trebuie să le urmarească pe termen mediu şi lung pot fi prezentate sintetic astfel:

Inţelegerea, promovarea şi aplicarea principiilor, modelelor şi instrumentelor dezvoltate în cadrul medicinii personalizate şi de precizie pentru asigurarea sănătăţii populaţiei;

Dezvoltarea tehnologiilor multi-omice pentru promovarea şi asigurarea îmbătrânirii sănătoase şi active pe tot parcursul vieţii;

Imbunatăţirea capacităţii şi a sistemelor de biomonitorizare a sănătăţii pentru prevenirea, detectarea timpurie şi tratarea bolilor cronice si transmisibile;

Dezvoltarea de noi metode bioinformatice şi crearea unor platforme ICT pentru integrarea acestora în sistemul European e-Health.

Prin aplicarea fermă şi responsabilă a priorităţilor strategice elaborate la nivel naţional şi armonizarea acestora cu normele şi prevederile stabilite pentru statele membre la nivel European se preconizează ca România să se apropie de nivelul mediu privind indicatorii de sănătate prevazuţi la nivelul Uniunii Europene.
Proiecte/programe prioritare
Infectii cu transmitere parenterala la consumatorii de droguri de abuz intravenoase

Responsabil: Prof. dr. Simona Ruta
Faza 1. Studiul genotipurilor virusului hepatitic C circulante la utilizatori de droguri de abuz injectabile 

In România infectiile cronice VHC au fost atribuite in trecut manevrelor parenterale nesterile si transfuziilor de sange, dar in ultimii ani au fost raportate frecvent infectii VHC in randul utilizatorilor de droguri de abuz injectabile (IDU). Pentru a evalua daca aceste schimbari epidemiologice au determinat o modificare in genotipurile VHC circulante am studiat 130 IDU nou diagnosticati cu infectie VHC; 87,7% barbati, cu varsta medie 27,9±6.7 ani si durata medie de utilizare a drogurilor de 8,1±4.8 ani. 80,8% dintre pacienti au fost coinfecti HIV, iar 26,9% triplu infectati HIV-VHC-VHB. 104 pacienti (80%) au prezentat replicare virala activa VHC; mai mult de jumatate dintre IDU ​(54,8%), au prezentat infectii cu genotipuri VHC non-1b, cel mai frecvent detectat fiind subtipul 1a (24%), urmat de 3a (14.4%) si 4 (7.7%). Infectiile mixte cu genotipuri 1a si 1b au fost detectate la 9 subiecti (8,7%). Nu au fost observate diferente statistic semnificative in ceea ce priveste distributia genotipurilor VHC legate de coinfectia HIV sau VHB, durata de utilizare a drogurilor injectabile sau alti factori de risc asociati (tatuaje, piercing, detentie). Prevalenta in crestere a genotipurilor non-1b VHC la utilizatorii de droguri injectabile subliniaza necesitatea supravegherii epidemiologice a acestei categorii de risc, care poate reprezenta veriga de legatura cu populatia generala si adaptarea corespunzatoare a optiunilor terapeutice. 
Faza 2. Studiul genotipurilor virusului hepatitic B circulante la utilizatori de droguri de abuz injectabile si a susceptibilitatii acestora la medicamente antiretrovirale

Introducerea vaccinarii anti-VHB in calendarul de vaccinari obligatorii in 1995 a redus dramatic incidenta hepatitei virale B in Romania, prin reducerea tarnsmiterii perinatale; consumul de droguri injectabile a devenit in acest context un mod important de achizitie a VHB. Au fost testate probe de plasma provenind de la138 utilizatori de droguri injectabile ; timpul median al consumului de droguri a fost de 96 de luni (min-max: 2-216 luni), varsta mediana la debutul consumului de droguri a fost de 18 ani (min-max: 6-39 ani), 58.2% consuma atat heroina cat si substante etnobotanice. 68.1% dintre pacienti au prezentat markeri ai trecerii prin infectia naturala VHB (anticorpi anti-HBc), iar 39.3% dintre pacienti au prezentat infectie cronica VHB (AgHBs prezent), la 6 pacienti fiind evidentiata infectia dubla VHB-VHD. Prezenta anticorpilor anti HBc s-a corelat cu durata mai mare a consumului de droguri [p=0.003; 114 luni (min: 2-max: 216) vs. 60 luni (min: 6-max: 144).

Dintre pacientii infectati cronic VHB, doar 15.7% au prezentat viremie mai mare de 1000 UI/ml, la acestia a fost determinat genotipul viral – 66.6% au fost infectati cu genotipul D, dintre acestia 70% au prezentat mutatii ce confera rezistenta la lamivudina; restul de 33% de pacienti au fost infectati cu genotipul A, doar 1 a prezentat mutatii de rezistenta. Majoritatea IDU sunt coinfectati HIV, VHC VHB, ceea ce genereaza un risc major de morbiditatea asocita bolii hepatice si  o considerabila povara economica si sociala. 

Proiecte finanţate din fonduri structurale

Contract 433/21.12.2012 - Modernizarea unui centru pentru studiul oncogenezei şi al utilizării oncolizei virale ca strategie terapeutică / ONCOIVN
Coordonator: Institutul de Virusologie St. Nicolau 

Director proiect: Dr Gabriela Anton
Durata proiectului : 32 luni  si 10 zile (21.12.2012-31.08.2015)
Proiect POS CCE, Axa prioritară 2: Competitivitate prin Cercetare, Dezvoltare Tehnologică şi Inovare, Operaţiunea 2.2.1. 

Valoare totala: 6.806.873 lei din care 5.489.414 lei fonduri nerambursabile
Valoare 2015: 3 116 051 lei
Scopul proiectului a constat în crearea unui centru de cercetare de excelenţă (ONCOVIR) pentru studiul mecanismelor moleculare implicate în patologia malignă, prin integrarea tehnicilor complexe de imunologie, biologie moleculară şi celulară, dar şi de identificare a unor noi strategii terapeutice. Obiectivul principal a constat în dezvoltarea infrastructurii C-D a Institutului de Virusologie „Ştefan S. Nicolau” prin modernizarea laboratoarelor integrate în centrul de excelenţă, inclusiv a celui de biosecuritate, şi achiziţia unor echipamente de C-D performante.

Programul „Parteneriate in domenii prioritare”
P1. PN-II-PT-PCCA-2011, proiect nr 88/2012 - Investigarea unor markeri virali si de gazda corelati cu lipsa de raspuns la tratamentul antiviral in hepatita cronica C (HepGen)
Coordonator: Institutul National de Cercetare si Dezvoltare in domeniul Microbiologiei si Imunologiei IC Cantacuzino"; Partener: Institutul de Virusologie “St S Nicolau” 
Responsabil pentru IVN: Prof. dr. Simona Ruta
Durata proiect: 2.07.2012 – 30.06.2016
Valoare pe totala: 500 000 lei pentru IVN

Valoare pe anul 2015: 90 000 lei pentru IVN

In aceasta etapa, corespunzator planului de realizare a proiectului HepGen, am fost implicati individual sau impreuna cu coordonatorul proiectului si ceilalti parteneri ai consortiului in evaluarea unor markeri genetici si celulari ca predictori pentru aparitia efectelor adverse si raspunsului la tratament. Rezultatele sugereaza ca absența mutatiilor nucleotidice in codonii 70 si 91 din regiunea Core se asociaza cu polimorfismul favorabil IL28B-CC, fiind markeri importanti de prognostic favorabil petru pacienții tratați cu interferon pegylat și ribavirină, care pot servi pentru a deosebi pacientii care pot beneficia în continuare de biterapie, fata de cei care ar trebui să aștepte un regim terapeutic mai eficient, bazat pe combinatii de antivirale cu actiune directa pe ciclul replicativ viral. 

P2. PCCA 135/2012 - Markeri moleculari ca predictori ai evoluţiei post-terapeutice şi prognosti-cului în managementul carcinomului tiroidian diferenţiat
Perioada: 2012-2016

Coordonator: Institutul Naţional de Edocrinologie C.I. Parhon
Director proiect: Conf. Dr. Corin Badiu

Partener (P1) IVN: Responsabil proiect: Dr. Anca Botezatu
Valoare totala 2012-2016: 700 000 RON

Valoare 2015: 131 537 RON

Etapa IV/2015 Rearanjamente RET/PTC1 şi RET/PTC3, markeri specifici miARN şi proteici tisulari pentru pacienţii cu carcinom tiroidian diferentiat şi controale. Studiul profilului de metilare în carcinomul tiroidian diferentiat. Model experimental pe linii celulare.Validare silentiere genică prin metilare.
Au fost realizate studii privind profilul de metilare a unor gene, validându-se profilul de metilare al genelor PDLIM4, TP73, WIF1 pe un număr de 50 probe pereche (normal vs. tumoral) provenite de la pacienţi cu carcinom tiroidian. Toate genele studiate au prezentat gradul de metilare a promotorilor semnificativ crescut faţă de probele normale p<0.001.  Metilarea promotorului genei TP73 caracterizează foarte bine adenomul folicuar şi carcinomul papilar "varianta foliculară" în timp ce metilarea promotorului genei PDLIM4 caracterizează debutul procesului neoplazic, fiind caracteristic adenomului follicular (present însă şi în cazul carcinomului papilar şi a carcinomului papilar "varianta foliculară"). Metilarea promotorului genei WIF1 este întȃlnită atȃt în cazul neoplaziei benigne cȃt şi în cele două tipuri maligne investigate, la limita semnificaţiei statistice.

Tratamentul cu 5-azacitidina (C) a celulelor K1 (papillary thyroid cancer) arată că acesta influenţează procesul apoptotic atȃt în fazele timpurii cȃt şi în fazele tărzii, într-o maniera dependentă de timp şi de concentraţie. În plus,  5-azacitidina  pare să determine o creştere a numărului de celule aflate în necroza/apoptoza tărzie. 

Evaluarea nivelului de expresie a unor ARNlnc în cancerul papilar tiroidian s-a realizat prin qRT-PCR pe izolatele ARN obţinute din probe de la pacienţi. În urma analizei expresiei a 3 tipuri de ARNlnc s-a observat că MALAT1 este hiperexprimat în carcinomul tiroidian papilar, îndeosebi varianta foliculară (-0,6021 ( 1,957; mean ± SD= 0,3080± 0,521) comparativ cu ţesutul normal. MEG3 a fost semnificativ scăzut în cazul probele cu PTC (-2,17÷0,7225; mean ± SD= -0,1121±0,7364,  p=0,0429), constituind un marker candidat pentru aceasta afecţiune.  Rezultatele obţinute au indicat o corelaţie inversă între nivelurile expresiei MEG3 şi stadiile avansate (coeficientul de corelaţie r= -0.6417, p = 0, 0245). Pe de alta parte, PTCSC3 a manifestat hipoexpresie în probele cu PTC comparativ cu ţesutul normal (-4,602÷0,2100;  mean ± SD= -2,089±1,105, p=0,0002). 

Rezultatele obţinute au fost disemninate prin prezentări la manifestări internaţionale şi publicarea unui capitol de carte într-o editura internaţională. 

1.Botezatu A, Iancu IV, Manda D, Pleşa A, Huica I, Vladoiu S, Anton G, Badiu C. DNA methylation profiles of tumor suppressor genes promoters involved in papillary thyroid carcinoma. European cancer Congress 2015, 24-29 sept, Viena, Austria, P 133.
2.Pleşa A, Iancu IV, Botezatu A, Huica I, Manda D, Vladoiu S, Anton G, Badiu C. Expression profile of microRNA-34b, -21 and -133a in thyroid carcinoma. EACR Conference Series, Berlin, Germany - Basis epigenetic mechanisms in cancer. 8-11 nov, 2015, P30.

3.Iancu IV, Botezatu A, Pleşa A, Huica I, Anton G, Vladoiu S, Manda D. PTCSC3 and MEG3 IncRNAs expression profile in papillary thyroid carcinoma. EACR Conference Series, Berlin, Germany - Basis epigenetic mechanisms in cancer. 8-11 nov, 2015, P16.

4.Iancu IV, Botezatu A, Pleşa A, Huica I, Vladoiu S, Manda D, Badiu C. Long non-coding RNAs (MALAT 1 and MEG3) expression profiles in papillary thyroid carcinoma. EMBO/EMBL Symposium: The non-coding genome. EMBL Advanced training centre, Heidelberg, Germany, 18-21 oct 2015, pg192.
5.Capitol carte:   Botezatu A, Iancu IV, Popa O, Pleşa A, Manda D, Huica I, Vladoiu S, Anton G, Badiu C  Carcinogenesis in Human - The Multifactorial Foundation and Deciphering the Mechanisms-Mechanisms of oncogene activation, Book edited by: Dmitry Bulgin ISBN 978-953-51-4382-6, Publisher: InTech,  ISBN 978-953-51-0858-0.
P3. PN-II-PT-PCCA-2013; 133/2014 - Implementarea unui algoritm de diagnostic bazat pe analiza complexă a profilului genomic pentru pacienții cu anormalități congenitale și de dezvoltare (CONGEN)
Perioada: 2014 - 2016

Coordonator: Institutul de Virusologie Ștefan S. Nicolau
Director proiect: Dr. Carmen C. Diaconu
Parteneri: Institutul pentru Ocrotirea Mamei și Copilului Alfred Rusescu, București, Universitatea de Medicina și Farmacie Grigore T.Popa, Iași, Personal Genetics SRL.

Valoare  totala: 2014-2016: 350 000 lei

Valoare 2015: 154 000 lei

Anomaliile congenitale și de dezvoltare pot fi rezultatul unor factori genetici sau de mediu și a interacțiunilor complexe dintre aceștia. Conform CDC, SUA, unul din 33 de copii se naște cu o anomalie congenitală (http://www.cdc.gov/ncbddd/birthdefects/index.html). În prezent, nu sunt cunoscute suficient cauzele care pot genera astfel de anomalii însă tehnologiile de ultimă generație pe care le utilizăm în cadrul acestui proiect ar putea contribui la dezvoltarea cunoașterii în domeniu și utilizarea informațiilor dobândite în special în prevenție. În această etapă a proiectului au fost examinați din punct de vedere clinic peste 1000 de copii cu patologie genetică sau malformativă. Dintre aceștia au fost selectați pentru extinderea lotului pentru studii moleculare utilizând tehnologii de generație nouă, conform protocolului stabilit în etapa I, un număr de 20 pacienți și 27 membrii ai familiilor, cu completarea biobăncii de probe din România (găzduită în IVN). Cazurile cu anomalii cromozomiale neechilibrate, relevate prin cariotip, au fost selectate pentru investigarea cu metoda array-CGH.

Analiza prin aCGH a probelor ADN de la 24 pacienţi a relevat prezența unor aberații genomice (microdeleții sau microduplicații). Pentru analiza NGS au fost selectați 9 pacienți la care au fost pregătite bibliotecile de fragmente. Protocolul de preparare a bibliotecilor de fragmente va trebui optimizat pentru obținerea unei cantități suficiente de ADN pentru etapele ulterioare. La trei dintre pacienți s-a realizat analiza preliminară a datelor identificându-se mutații considerate patogene în genele IL7R și HSD17B4 (17-beta-hydroxysteroid dehydrogenase IV), ASPM (abnormal spindle-like, microcephaly-associated) și BANK1 (B-cell scaffold protein with ankyrin repeats 1). Unul dintre pacienții analizați atât prin aCGH cât și prin NGS a prezentat anomalii hematologice și a fost selectat pentru analiza aprofundată pe această direcție. Au fost stabilite procedurile standard pentru tehnicile ce vor fi utilizate în validarea rezultatelor (qPCR, Secvenţierea Sanger şi MLPA).
Tot în această etapă au fost efectuate vizite de lucru între parteneri realizând în comun activitățile experimentale din proiect, au fost antamate discuții cu potențiali parteneri, participări la conferințe și simpozioane în vederea diseminării unor ipoteze de lucru și/sau rezultate. Au fost publicate patru articole, trei cotate în Thomson Reuters – ISI și au fost susținute o serie de prezentări orale:
- Mambet C, Necula LG, Neagu AI, Aldea IM, Matei L, Dragu D, Livadariu M, Economescu M, Bleotu C, Ion D, Diaconu CC: HOX genes, reviewing the molecular bridges between developmental anomalies and cancer. Romanian Biotechnological Letters 20:10504-10511, 2015, ISSN 1224 – 5984, IF: 0,404.
- Necula LG, Mambet C, Albulescu R, Diaconu CC: Epigenetics in gastric carcinogenesis: TET genes as important players. J Immunoassay Immunochem 36:445-455, 2015, ISSN: 1532-4230, IF: 0,737.
- Emiliana Teodora Dragomir-Ananie, Camelia Procopiuc, Florea Caliopsia, Maricica Gusa, Carmen Cristina Diaconu: Neonatal Graves-Basedow disease due to long-standing Trab persistence following total thyroidectomy, Journal of Translational Medicine and Research, 20(3) 168-171, Oct 2015, Print ISSN: 2392-7232; Online ISSN: 2393-4999; ISSN-L: 2393-4999
- Botezatu A, Puiu M, Cucu N, Diaconu CC, Badiu C, Arsene C, Iancu IV, Plesa A, Anton G. Comparative molecular approaches in Prader-Willi syndrome diagnosis. Gene 575(2P1): 353-358, 2016, ISSN: 0378-1119, IF 2,235.

Prezentari orale susținute (manifestări internaționale)
- 11th Balkan Congress of Human Genetics, 16-21.09.2015, Belgrad, Comunicarea intitulată „Implementation of a complex genome profiling diagnostic algorithm for patients with congenital and developmental abnormalities”  a avut următorul colectiv de autori: Cristina Rusu, Mihaela Grămescu, Lavinia Caba, Monica Pânzaru, Lăcrămioara Butnariu, Elena Braha, Roxana Popescu, Setalia Popa, Vasilica Plăiaşu, Carmen Diaconu, Monica Stoian, Eusebiu Vlad Gorduza.
- SYNEVO CLINICAL RESEARCH SYMPOSIUM ediția a XIV-a, 13 noiembrie, București – cu participare internațională, axată pe medicina translațională și integrarea informațiilor moleculare în studii clinice. În cadrul acestui simpozion CO a susținut prezentarea orală: Molecularly targeted therapy - translation of genomics and cell biology data to rational therapeutic approaches for complex disorders, Carmen Diaconu, SYNEVO CLINICAL RESEARCH SYMPOSIUM editia a XIV-a, 13 noiembrie, București.

P4. PN-II-PT-PCCA-2011-3.2; 89/2012 - Studiu genomewide al bolii bipolare I și ghid pentru estimarea riscului genetic de boala bipolară I în populația românească (GWASBP)
Perioada: 2012 - 2016

Coordonator: Spitalul Prof. Al.Obregia - Dr. Maria Șerbănescu

Parteneri: Institutul de Virusologie; Universitatea București; Personal Genetics SRL

Responsabil de proiect: Dr. Carmen C. Diaconu
Valoare totala: 2012-2016: 833.000 lei

Valoare 2015: 102.500 lei
Caracterizarea extensivă a evenimentelor moleculare implicate în boala afectivă bipolară și sau schizofrenie este preocuparea majoră a multor grupuri de cercetare europene și americane.

Împreună cu colaboratorii de la Life and Brain Center Germania și coordonatorul proiectului de la Spitalul Obregia, am continuat și în anul 2015 activitatea de recrutare de noi pacienți cu boala bipolară I (BP-I) și martori normali psihic, deoarece dimensiunea eșantionului condiționează semnificația rezultatelor. În acest an s-au recrutat și investigat 57 bolnavi BP-I și 30 martori normali psihic, care au fost adaugați la colecția anterioară de bolnavi și martori cu date fenotipice și ADN.

Validarea rezultatelor obținute pe lotul integrat internațional pentru SNP-urile semnificativ asociate din NCAN pe lotul românesc s-a realizat prin secvențiere Sanger. Pentru secvențierea capilară designul amorselor a fost realizat cu programul Primer3 (http://www.bioinformatics.nl/cgi- bin/primer3plus/primer3plus.cgi/).
În același mod s-a realizat designul amorselor și reacției de amplificare pentru alte regiuni importante identificate în studiul GWAS pe lotul internațional, ca de exemplu: EGFR, ADCY2 (adenylate cyclase 2), TRPC4AP, ANK3, ODZ4, MAD1L1, CSMD1, MMP16/RIPK2 și CNNM2 etc.
Secvențierea capilară s-a realizat utilizând echipamentul: Applied Biosystems 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, California, USA) iar analiza secvențelor s-a realizat cu programul Geneious 7.0.6.

Finalizarea acestui studiu se va realiza în etapa următoare. Toate SNP-urile supuse validării au prezentat în experimentele preliminare acelați genotip ca cel identificat în studiul GWAS. Pentru SNP rs6088662 în gena TRPC4AP identificându-se un OR de 1.4, similar celui obținut și în alte populații Europene. Genele MMP16/RIPK2 și CNNM2, identificate în studii GWAS ca fiind asociate cu schizofrenia, au fost implicate și în BPI (Psychiatry Research, in press). În gena CSMD1 trei alte studii (Sklar et al., 2008; Baum et al., 2008; Xu et al., 2014) au arătat asocierea cu BPI a unor SNP-uri diferite de cele investigate de noi fapt ce indică CSMD1 ca o genă candidat importantă pentru BPI. Genele EGFR și ADCY2 vor fi investigate mai în detaliu în etapa urmatoare datorită potențialului de a fi utilizate în designul rațional sau în screeningul de medicamente. Gena EGFR raportată prima dată de Sklar et al. (2008) ca asociată cu doua SNPs (rs17172438 și rs729969), este foarte interesantă având în vedere că este o genă bine exprimata la nivelul creierului, este implicată în semnalizarea asociată ritmului circadian pe calea GAB1, ErbB3, si PI3K, GSK3b. Acest efect este susținut de faptul că anxioliticile funcționează ca inhibitori GSK3b. Asocierea EGFR cu BPI este însă controversată, existând studii care nu au confirmat-o. 

Parte din rezultatele obținute au fost acceptate și sunt sub tipar sau au fost susținute ca prezentări orale:
- Grigoroiu-Serbanescu M, Diaconu CC, Heilmann-Heimbach S, Neagu AI, Becker T: Association of age-of-onset groups with GWAS significant schizophrenia and bipolar disorder loci in Romanian bipolar I patients. Psychiatry Res, 2015. ISSN: 0165-1781, IF: 2,467.
- Simpozion Academician Nicolae Cajal 2015, București 1-4 aprilie 2015. Predictive power of polygenic risk score in bipolar disorder in the Romanian population. M. Grigoroiu-Șerbănescu, C.C. Diaconu, A. I. Neagu, D. Curtis. 

- SYNEVO CLINICAL RESEARCH SYMPOSIUM editia a XIV-a, 13 noiembrie, București – cu participare internațională, axată pe medicina translațională și integrarea informațiilor moleculare în studii clinice. În cadrul acestui simpozion a fost susținută prezentarea orală: Molecularly targeted therapy - translation of genomics and cell biology data to rational therapeutic approaches for complex disorders, Carmen Diaconu, SYNEVO CLINICAL RESEARCH SYMPOSIUM editia a XIV-a, 13 noiembrie, București.

P5. PN-II- PT-PCCA-2011-3.2; 90/2012 - Rolul S100A si MAP4K4 in progresia adenocarcinomului pancreatic ductal (S100MAP)
Perioada: 2012-2016
Coordonator: Institutul Clinic Fundeni

Partener: Institutul de Virusologie

Responsabil de proiect:Dr. Anca Botezatu
Finantare 2012-2016: 650 000 lei

Finantare 2015: 58 000 lei

Etapa IV. Explorarea căilor de semnalizare în linii celulare de PDAC şi/ sau ţesuturi pentru identificarea de noi ţinte terapeutice. Examinarea expresiei proteice şi reglarea MAP4K4 şi S100A4 în linii de celule stelate pancreatice şi linii celulare de PDAC (continuare Etapa III).
Rezultatele obţinute în urma analizei privind statusul de metilare a genei beta-catenină în probele investigate au arătat o metilare a promotorului semnificativ scazută în probele tumorale faţă de cele nomale. Analiza gradului de metilare în funcţie de stadiul TNM, dimensiunea tumorii şi alţi parametrii clinici permite o mai bună cunoaştere a mecanismelor reglatoare ale acestei gene.  Investigaţiile realizate au arătat că expresia genei beta-catenină creşte odată cu progresia bolii şi gradul tumoral, corelaţia avȃnd semnificaţie statistică (p=0.0048 şi p=0.048, respectiv). Prin regresie liniară s-a demonstrat  o corelaţie semnificativă între expresia genei ERBB2 şi cea a genei beta-cateninei. .

Beta-catenina este ţinta modificărilor epigenetice în cancer, demetilarea sa reprezentȃnd o condiţie importantă în oncogeneză, corelȃndu-se semnificativ cu stadiul tumoral şi cu gradul neoplaziei. 

Pentru evaluarea căilor reglatoare a MAP4K4 şi S100A4 s-a inhibat expresia MAP4K4 în liniile tumorale pancreatice MiaPaCa-2, BxPC-3, respectiv PCI-35 prin transfecţia cu siRNA specific. Inhibarea expresiei genice a fost de 79.78% pe linia MiaPaCa-2, 63.19% pe BxPC-3, respectiv 51.53% pe linia PCI-35, toate valorile fiind semnificativ reduse raportat la controlul de transfectie (p<0.05). Terapia moleculară ţintită anti-MAP4K4 nu afectează capacitatea proliferativă şi viabilitatea,  dar in vitro post-transfecţie, se obţine o scădere a capacităţii de migrare a celulelor tumorale. Pe de altă parte, inhibiţia cu siRNA specific MAP4K4 induce o scădere a capacităţii tumorigene a celulelor de adenocarcinom pancreatic.

Analiza efectelor inhibării MAP4K4 la nivelul proteinelor implicate în calea semnalizării intracelulare prin MAK-kinaze, realizată cu kit-ul Proteome Profiler™ Human Phospho-MAPK Array Kit (ARY002B, R&D System), demonstrază un nivel crescut de fosforilare al AKT pan (S473, S474, S4752), JNK3 (T221/Y223), MKK6 (S208/T211), şi o scădere a gradului de fosforilare al kinazelor: JNK1 (T183/Y186), JNK2 (T183/Y186), p38a (T180/Y183), p38d (T180/Y183), p38g (T183/Y186), RSK2 (S387) şi TOR (S2448). În concluzie, semnificaţia biologică a MAP4K4, explorată prin inhibarea expresiei, a arătat că MAP4K4 pare să medieze în primul rand invazivitatea celulară, sugerȃnd că aceasta poate fi o potenţială ţintă în terapia PDA. 

În ceea ce priveşte caracterizarea co-culturii de celule pancreatice stelate  şi PDAC, în aceasta etapă s-a analizat, prin citometrie în flux, efectul sistemului nostru de co-cultura 3D asupra fazelor ciclului celular. Analiza ciclului celular al co-culturii PSC/PANC-1 în sistemele 2D şi 3D a arătat profile relativ similare cu cele observate în cazul sistemelor de mono-cultură PSC şi PANC-1. In cazul testării unor inhibitori de ciclu celular, co-cultura în sistem 3D permite, pe lȃngă evaluarea celulelor în condiţii similare micromediului tumoral, şi evaluarea inhibării ciclului celular în cele două tipuri de celule fără a fi necesară o sortare a acestora.  Astfel, sistemul nostru de co-cultura 3D este capabil să mimeze condiţiile din micromediului tumoral, susţinȃnd creşterea tumorală.

Datele obţinute au fost disemninate prin prezentări la manifestari naţionale şi internaţionale

1.Necula LG, Chivu-Economescu M, Dragu D, Bleotu C, Constantinescu G, Dima SO , Popescu I, Diaconu  CC. Potenţiale ţinte moleculare pentru terapia cancerului gastric, Simpozion Academician Nicolae Cajal, editia a X-a: Hotel Novotel City Center,Bucuresti, 01-04 aprilie 2015

2.Botezatu A, Iancu IV Pleşa A, Diaconu CC, Anton G, Florea R, Ilie V, Sorop A, Bacalbasa N, Tica V, Duda DG, Dima SO, Popescu I. Factors involved in beta-catenin gene expression deregulation in pancreatic cancer, Simpozion Academician Nicolae Cajal, editia a X-a: Hotel Novotel City Center,Bucuresti, 01-04 aprilie 2015

3.Botezatu A, Iancu IV Pleşa A, Diaconu CC, Anton G, Florea R, Ilie V, Sorop A, Bacalbasa N, Tica V, Duda DG, Dima SO, Popescu I. β-catenin gene expression modulation by key factors in pancreatic oncogenesis, 25 th IASGO, Fouzhou, China,4-6 September 2015, e-Poster ZW-04119   

4.Botezatu A, Iancu IV Pleşa A, Diaconu CC, Anton G, Florea R, Ilie V, Sorop A, Bacalbasa N, Tica V, Duda DG, Dima SO, Popescu I. Deregulation B-Catenin Gene Expression in Pancreatic Cancer. 46th Annual Meeting, American Pancreatic Association,  San Diego, California, 4-7 nov, 2015, P1-33, pag.29

5Botezatu A, Iancu IV Pleşa A, Diaconu CC, Anton G, Florea R, Ilie V, Sorop A, Bacalbasa N, Tica V, Dima SO, Popescu I. Β-catenin gene expression deregulation in pancreatic adenocarcinoma.  EACR Conference Series, Berlin, Germany - Basis epigenetic mechanisms in cancer. 8-11 nov, 2015, P15

Premii:

1.Laura Necula- Premiul Herbert Berler-Barbu pentru tineri cercetători decernat în cadrul Simpozionului Academician Nicolae Cajal, editia a X-a: Bucureşti, 01-04 aprilie 2015

2.Anca Botezatu- Premiul pentru tineri cercetatori- Young Investigator Award, 46th Annual Meeting, American Pancreatic Association,  San Diego, California, 4-7 nov, 2015.
P6. PNII-RU-TE-2014-4-2502 -  Rolul oncogenelor virale E6/E7 HPV16 in reglarea activitatii componentelor complexului de remodelare cromatiniana NuRD (MBD2, MBD3) (Proiect Tinere echipe)
Coordonator: Institutul de Virusologie “Stefan S. Nicolau”
Director proiect: Dr. Anca Botezatu

Valoarea totala a proiectului: 550 000 lei
Valoare 2015: 90 000 lei

Etapa I. Iniţierea şi menţinerea culturilor de celule (SiHa). Dezvoltarea strategiei de silenţiere a oncogenelor de E6/E7 HPV16.. Design-ul şi sinteza siRNA specific E6/E7. 

În vederea silenţierii oncogenelor virale E6 şi E7 HPV16 în model experimental, în această etapă s-a urmărit iniţierea şi optimizarea protocolului de menţinere a linilor celulare necesare pentru experimentele ulterioare (SiHa si C33A, achiziţionate din colecţia ATCC).  O etapă premergatoare importantă pentru silenţierea eficientă a oncogenelor virale în model experimental constă în dezvoltarea şi optimizarea unor protocoale de lucru. Efectul selectiv şi robust al siARN asupra expresiei genice îl face o unealtă valoroasă în cercetare, cu ajutorul tehnologiei ARN de interferenţă putandu-se modula expresia unor gene ţintă implicate în diverse stări fiziologice/patologice. In cadrul acestei etape, prin mijloace bioinformatice s-a urmărit design-ul şi sinteza secvenţelor de siARN specific pentru oncogenele virale E6 şi E7 HPV16. Astfel, s-au identificat secvenţele/ genele care urmează a fi blocate şi a regiunille ţintite de siARN creat si s-a realizat analiza in silico a potenţialului (eficienţei) moleculelor de siARN dar şi a efectelor „off-target” (specificitatea) generate.
Cooperări internaţionale
CI1. NIH grant 5R01MH094159-04 - Long term effects of chronic HIV infection on the developing brain (Efectele pe termen lung ale infectiei HIV-1 cronice asupra creierului in curs de dezvoltare)
Perioada: 16.09.2011-31.05.2016
Coordonator: PI Cristian Achim, M.D, Ph.D, Professor, Psychiatry and Neuropathology, University of California, San Diego, USA
Parteneri: Romania - Institutul de Virusologie „Stefan S Nicolau” PI Prof dr Simona Ruta si Spitalul Clinic „dr Victor Babes” PI Dr.Luminita Ene
Valoare totala (pe toata perioada proiectului pentru toti partenerii): 6 733 853 lei (1 923 958 USD)
Valoare pentru IVN (pe perioada 01.06.2013 - 31.05.2014): 801 833 RON (191 661 USD)
 Valoare pentru IVN (2015): 153 128 lei (36 602 USD) 

Obiectivul general al proiectului este evaluarea disfunctiilor neurocognitive asociate infectiei HIV (HAND); si descifrarea factorilor virali si a celor genetici asociati HAND la subiectii infectaţi cu HIV-1 subtipul F, subtip predominant la supravietuitorii de lunga durata din România, pentru definirea unor eventuale semnaturi genice asociate cu neurotropismul.
In cadrul proiectului au fost recrutati pana in prezent 205 pacienti HIV pozitivi, supravietuitori de lunga durata, dintre acestia 132 (64.3%) au avut nivel ARN HIV detectabil in plasma; in 24.3% din cazuri, valoarea viremiei a fost > 1000 copii ARN HIV/ml, aceste probe vor fi secventiate in regiunea pol. 70 pacienti (34.1%) au acceptat recoltarea de lichid cefalorahidian (LCR), dintre acestia 16 subiecti au avut nivel ARN HIV detectabil in LCR, doar in 6 cazuri valoarea incarcarii virale a depasit pragul de 1000 copii necesar secventierii. A fost optimizat protocolul pentru secventierea genei env, in vederea evaluarii tropismului tulpinilor virale si a obtinerii unor secvente preliminare care sa permita detectia unor eventuale “semnaturi moleculare” asociate neurotropismului. 27 probe au fost secventiate in regiunea V3 dupa reverstranscrierea ARN ului extras din plasma pacientilor.  Analiza subtipurilor utilizand NCBI Genotyping tool (HIV blast on http://www.hiv.lanl.gov) a identicat toate tulpinile ca apartinand  subtip F1, concordant cu datele obtinute la secventierea pol. Analiza pentru predictia utilizarii coreceptorilor, ce permite diferentierea tulpinilor macrofagotrope ce utilizeaza preferential coreceptorul CCR5, de cele limfotrope, ce utilizeaza preferential coreceptorul CXCR4 a identificat un risc scazut de emergenta a tulpinilor X4 (limfotrope) pentru 14 probe, sugerand prevalenta tulpinilor nonsincitizante, cu rata replicativa redusa.  
Studiile realizate in cadrul acestui poiect au fost incluse in teza de doctorat "Afectarea neurocognitiva la copiii si adolescentii cu infectie HIV-1" doctorand Luminita Ene, conducator stiintific: prof dr Simona Ruta. In luna octombruie 2014, teza a fost sustinuta public, comisia recomandand acordarea titlului de doctor in medicina cu distinctia magna cum laude. 
CI2. NIH Grant 5P30 AI036211-20 rev. - Virological research Center for pediatric HIV infection (collaboration with Baylor College of Medicine Texas Children’s hospital, Houston, USA) 
Perioada: 2010-2015
Coordonator: Baylor College of Medicine Texas Children’s hospital
Responsabil pentru partea romana: Institutul de Virusologie -  Prof.dr. Simona Ruta

Valoare totala (2010-2015 ): 836 720 lei (200 000 USD)
Valoare pe an 2015: 167 344 lei (40 000 USD)  

Obiectivul acestei faze a fost studiul relatiilor filogenetice dintre tulpinile virale asociate consumului de droguri injectabile. In contextul in care echipa noastra a raportat anterior un mic cluster de transmitere a subtipului F legat de utilizarea drogurilor injectabile (Temereanca si colab., 2013), am extins studiul in vederea evidentierii existentei unor retele de transmitere HIV la un grup de 37 de consumatori de droguri, nou diagnosticati cu infectiei HIV in perioada 2010-2014. Analiza filogenetica a secventelor pol a indicat faptul ca 27 din cele 37 de secvente disponibile (72,9%) s-au aliniat cu cel putin o alta secventa, formand 2 mari clustere, pentru subtipul F1 si subtipul G. Distanta genetica mica intre secvente si natura monofiletica a clusterelor sugereaza emergenta recenta  a unor retele locale de transmitere a infectiei HIV in acest grup de risc, iar analiza interconexiunilor din cadrul clusterelor (network clustering analysis) a evidentiat secvente inalt interconectate, ceea ce sugereaza multiple transmiteri recente in stadii timpurii ale infectiei sau un episod declansator unic. 

CI3. Programul Organizaţiei Mondiale a Sănătăţii de evaluarea calităţii pentru determinarea virusului gripal tip A prin metode moleculare (WHO External Quality Assessment Programme for the Detection of Influenza Virus Type A by PCR)

Perioadă nederminată – reînnoire anuală

Responsabil: Dr. Mihai Stoian

 Finanțare 2015: 0 lei

În anul 2015 în cadrul Programului Organizaţiei Mondiale a Sănătăţii de evaluarea calităţii pentru determinarea virusului gripal tip A prin metode moleculare (WHO External Quality Assessment Programme for the Detection of Influenza Virus Type A by PCR)-Panelul 14, în Departamentul Patologie Celulară și Moleculară s-au realizat testări pentru identificarea tipurilor și subtipurilor de virusuri gripale primite de la OMS. Tipul viral a fost corect diagnosticat în 100% din cazuri, iar subtipul gripal în 7 din 10 cazuri.

În luna octombrie 2015 OMS –Centre for Health Protection, Hong Kong SAR a acordat Institutului de Virusologie Certificate of Completion prin care atestă participarea IVN la EQAP panelul 14.

Institutul de Virusologie a fost invitat să participe şi în anul 2016 la acest program multicentric al OMS.

Vizitatori din strainatate
In octombrie 2015 a avut loc vizita Investigatorului principal din proiectul  MH094159, "Long term effects of chronic HIV infection on the developing brain", Prof Cristian Achim, UCLA San Diego, impreauna cu o echipa formata din Prof Ron Ellis, Dr Tom Marcotte- Universitatea din California, San Diego, USA. 
Donaţii primite

1. Fundatia Baylor Marea Neagra, Constanta - truse pentru determinarea incarcarii virale HIV, VHB – 25 880 lei.
2. Antisel - sponsorizare participare Dr Aura Temereanca la curs analiza filogenetica - 20th International Bioinformatics Workshop on Virus Evolution and Molecular Epidemiology (VEME), University of the West Indies, St. Augustine Campus, Trinidad Tobago, 8- 14 august 2015 – 3772,81 RON (850 euro).
Contracte extrabugetare
1. Dr Mihai Stoian, Dr. Simona Ruta, Dr. Carmen Diaconu si Dr Gabriela Anton au facut parte din colectivul de experti care a participat la elaborarea Strategiei Academiei Române de dezvoltare a României pentru domeniul Sanatate  (coordonator Acad. Victor Voicu) text aparut in volumul Strategia Academiei Române de dezvoltare a României în următorii 20 de ani / coord.: Valentin-Ionel Vlad. Editura Academiei Române, Vol. 1. - 2015. - ISBN 978-973-27-2556-6.
2. Transplantul de celule stem hematopoietice CD34+ reprezintă în ultima decadă o modalitate curentă de tratament la pacienții cu diferite afecțiuni hematologice și genetice, incluzând leucemii limfoide și mieloide, anemii aplazice și deficiențe metabolice. Printre sursele de celule stem, sângele de cordon ombilical reprezintă o opțiune viabilă datorită cantității mari de celule CD34+ pozitive și a disponibilității acestui produs după naștere fără a necesita o metodă invazivă. Drept urmare, colectarea și stocarea sângelui de cordon ombilical a devenit o practică curentă în ultimii ani. Pentru a evita stocarea unui produs necorespunzător se impune testarea în prealabil a numărului de celule CD34 pozitive, precum și a viabilității acestora.
Institutul de Virusologie oferă posibilitatea testării numărului și a viabilității celulelor CD34+ prin citometrie în flux. Rezultatele testelor obținute în urma colaborării cu SC CBC LABORATORIES SA au arătat că procentul de celule CD34+ a fost de 0.70±0.48% cu o viabilitate de 90.28±12.15%. Viabilitatea celulelor CD45+ a fost în medie de 81.29±7.07%. Aceste rezultate au arătat o viabilitate crescută după procedura de prelucrare și înghet, ceea ce poate indica o grefare reușită în urma unei eventuale proceduri de transplant.
Determinarea viabilităţii celulelor CD34+ şi CD45+ prin metoda citometriei în flux. 

Beneficiar: SC CBC Laboratories SA.

Numar analize in 2015: 26
Valoare incasata in 2015: 7 800 lei
3. Descoperirea mutației JAK2 V617F în 2005 de către patru grupuri independente de cercetători a revoluționat înțelegerea mecanismelor patogenice care stau la baza neoplasmelor mieloproliferative (NMP) BCR-ABL1 negative.

Mutația punctiformă caracterizată printr-o substituție a guaninei cu timidina în poziția 1849 în exonul 14 al genei JAK2, determină înlocuirea valinei cu fenilalanină la nivelul codonului 617 si activarea constitutivă a semnalizării JAK/STAT urmată de o proliferare independentă de citokine a liniilor celulare mieloide (eritrocitară, granulocitară, megakariocitară).

JAK2V617F reprezintă una din cele trei mutații somatice driver majore în NMP BCR-ABL1 negative, fiind întâlnită în aproximativ două treimi din cazuri, având prevalență variabilă în funcție de subtipul NMP: >95% în policitemia vera și 50-60% în trombocitemia esențială și mielofibroza primară. Mutația mai poate fi înregistrată și în alte neoplazii mieloide (în special anemia refractară cu sideroblaști inelari și trombocitoză) precum și la pacienți cu tromboză de venă portă, fără anomalii hematologice. 

Genotiparea moleculară face parte din criteriile de diagnostic WHO 2008 pentru NMP, testarea mutatiei JAK2V617F fiind indicată în evaluarea inițială a pacienților cu suspiciune clinică de NMP și BCR-ABL1(-), precum și a celor cu poliglobulie, împreună cu nivelul seric de eritropoietină. Un rezultat pozitiv stabilește cu certitudine prezența unei boli clonale, dar nu permite diferențierea subtipurilor NMP.

În lotul de 83 pacienți cu suspiciune clinică de MPN trimiși spre testare în departamentul nostru în cursul anului 2015 s-a inregistrat o prevalență a mutației JAK2V617F de 44.5%.
Determinarea mutatiei V617F in JAK2 la pacientii cu neoplasme mieloproliferative.

3.1. Beneficiar: SC Personal Genetics SRL.

Numar analize in 2015: 52
Valoare incasata (pentru analize grupate) in 2013: 4 160 lei

3.2. Beneficiar: Pacienti trimisi de clinicile de hematologie din Bucuresti (Colea, Colentina, Urgenta, Fundeni, CFR2)

Numar analize in 2015: 15
Valoare incasata (pentru analiza individuala) in 2015: 1 950 lei

4. Extractia ADN de calitate superioara pentru studii genomice

4.1. Beneficiar: SC Personal Genetics SRL.

Numar analize in 2015: 52
Valoare incasata in 2015: 2 600 lei

4.2. Beneficiar: Pacienti trimisi de clinicile de hematologie si clinici ORL din Bucuresti (Colea, Colentina, Urgenta, Fundeni, CFR2 etc)

Numar analize in 2015: 15
Valoare incasata in 2015: 750 lei
5. Obtinerea de granulocite si PBMC pentru utilizarea in studii moleculare si celulare-

5.1. Beneficiar: SC Personal Genetics SRL.

Numar analize in 2015: 52
Valoare incasata in 2015: 6 240 lei

5.2. Beneficiar: Pacienti trimisi de clinicile de hematologie din Bucuresti (Colea, Colentina, Urgenta, Fundeni, CFR2)

Numar analize in 2015: 15
Valoare incasata in 2015: 1 800 lei
6. Monitorizarea infecțiilor virale, active și cronice, la pacienți ce s-au prezentat la Institutul de Virusologie în anul 2015, în urma recomandării unui medic specialist din clinică: total 208 pacienți. Pacienților li s-au prelevat probe biologice: sange, secreții conjunctivale, exudat nazal, exudat faringian, din leziuni cutanate, secreții vaginale, secreții uretrale, urină, lichid seminal; care au fost procesate conform instrucțiunilor producătorilor de teste de diagnostic și interpretate în funție de tipul de test utilizat (imunofluorescență sau ELISA).

Detecție Antigen Herpes simplex tip 1

Număr analize în 2015:  244 

Valoare încasată în 2015: 10980 lei

Din cele 244 probe, 121 au fost pozitive, iar 123 negative.

Detecție Antigen Herpes Simplex tip 2 

Număr analize în 2015:  175

Valoare încasată în 2015: 7875 lei

Din cele 175 probe doar 15 au fost pozitive.

Detecție Adenovirus 

Număr analize în 2015:  94

Valoare încasată în 2015: 4982 lei

Toate cele 94 de probe au fost negative.

Detecție Chlamidia Trahomatis 

Număr analize în 2015:  78

Valoare încasată în 2015: 2574 lei

Toate probele au fost negative.

Detecție Antigen pp65 CMV

Număr analize în 2015: 15 

Valoare încasată în 2015: 1050 lei

7. In perioada ianuarie-decembrie 2015 in cadrul laboratorului “Viroze emergente” au fost efectuate 686 teste virusologice pentru diagnosticul infectiilor cu herpesvirusuri, cu virusuri hepatitice si al virozelor cu transmitere materno-fetala. Valoarea incasata pentru aceste teste este de  28 480 lei. 

Detecția Virusului hepatitei B (VHB); Număr analize în 2015: 8; Valoare încasată în 2015: 280 lei; Toate cele 8 probe au fost negative.

Detecție AcHBs; Număr analize în 2015: 11; Valoare încasată în 2015: 385 lei

Detecție AcHBc; Număr analize în 2015: 5; Valoare încasată în 2015: 175 lei

Detecție ADN VHB; Număr analize în 2015: 1; Valoare încasată în 2015: 390 lei

Detecția Virusului Hepatitei C (VHC); Număr analize în 2015: 6; Valoare încasată în 2015: 210 lei; Toate probele au fost AcHCV negative.

Detecția HIV; Număr analize în 2015: 5; Valoare încasată în 2015: 150 lei; Toți pacienții au fost AcHIV 1, 2 negativi.

Detecție AcHSV1 IgM; Număr analize în 2015: 39; Valoare încasată în 2015: 1560 lei

Detecție AcHSV1 IgG; Număr analize în 2015: 39; Valoare încasată în 2015: 1560 lei

Detecție AcHSV2 IgM; Număr analize în 2015: 35; Valoare încasată în 2015: 1400 lei

Detecție AcToxoplasma gondi IgM; Număr analize în 2015: 17; Valoare încasată în 2015: 680 lei

Detecție Ac Toxoplasma gondi IgG; Număr analize în 2015: 17; Valoare încasată în 2015: 680 lei

Detecție Ac CMV IgM; Număr analize în 2015: 10; Valoare încasată în 2015: 400 lei

Detecție Ac CMV IgG; Număr analize în 2015: 10; Valoare încasată în 2015: 400 lei

Detecție Ac EBV IgM; Număr analize în 2015: 5; Valoare încasată în 2015: 200 lei

Detecție Ac EBV IgG; Număr analize în 2015: 5; Valoare încasată în 2015: 200 lei

Detecție Ac Treponema palidum Ig M; Număr analize în 2015: 2; Valoare încasată în 2015: 80 lei

Detecție Ac Treponema palidum IgG; Număr analize în 2015: 2; Valoare încasată în 2015: 80 lei
Realizări/activităţi care nu sunt cuprinse în alte secţiuni

1. Monitorizarea infecţiei CMV, prin testarea antigenemiei pp65 la celulele mononucleare izolate din probele de sânge periferic, la pacienţii cu transplant. Au fost testate 352 de probe de sânge periferic pentru evidenţierea celulelor pp65 pozitive, probe primite pentru controlul statusului infecţiei CMV şi pentru suspiciunea de infecţie activă CMV. Majoritatea probelor (337) au provenit de la secţia de transplant renal din Institutul Clinic Fundeni. Din probele de sânge testate pentru pacienţii cu transplant renal s-a observat ca 42% au fost pozitive şi 58% negative. Datele obţinute se înscriu în cadrul valorilor obţinute şi de alte echipe de cercetători la nivel internaţional. 

2. Colaborare cu Spitalul Victor Babes pentru urmarirea complicatiilor pe termen lung ale infectiilor cu virus varicelo zosterian.
3. Colaborarea cu Facultatea de Biologie  Universitatea Bucuresti, pentru monitorizarea etiologiei infectioase a parodontopatiilor cronice.
4. Colaborarea cu Fundatia Baylor Marea Neagra pentru evaluarea aderentei la tratamentul antiretroviral, pantru evaluarea eficientei programului de preventie a transmitere materno-fetala a infectiei HIV, pentru confirmarea rezultatelor obtinute in cadrul testarii voluntare pt infectiile cu HIV VHB VHC in populatia generala din Constanta.
5. Colaborare cu Institutul de Biochimie al Academiei Romane pentru marcarea virusului hepatitic B in vederea descifrarii fazelor initiale ale replicarii virale.
6. Membrii colectivului Viroze emergente sunt cadre didactice ale Disciplinei de  Virusologie a UMF Carol Davila, realizand instruirea studenţilor an III Facultatea de Medicina Generala (in limba romana si in engleza); indruma si pregatesc lucrările de licenta; instruiesc rezidenţii în specialitatea Medicina de laborator şi Boli infectioase; evalueaza activitatile didactice directe si conexe la toate formele de invatamant. 
Modul de valorificare a rezultatelor de cercetare si gradul de recunoastere a acestora
Valorificarea rezultatelor de cercetare a fost realizata prin publicarea de articole, postere si comunicari orale in cadrul conferintelor nationale si internationale (a se vedea Anexele la acest Raport).
Participarea  membrilor institutului la conferinte si congrese nationale si internationale. 
Instruirea studenţilor Facultatea de Medicina Generala si a medicilor rezidenti/specialisti.
Participarea  membrilor unor departamente stiintifice la diferite cursuri/specializari.
Rezultatele obţinute de Departamentul de Virusologie moleculară au fost valorificate prin publicarea a 7 articole din care 4 în reviste internaţionale (2) şi naţionale (2) cotate ISI, cu factor de impact. În plus, s-a publicat un capitol de carte într-o editură din străinatate. De asemenea, date preliminare obţinute în cadrul unor teme de cercetare au fost disemninate prin comunicări la manifestari internaţionale (8) şi naţionale (3). De altfel, lucrarea prezentată de Dr Anca Botezatu la o manifestare desfăşurată sub egida American Pancreatic Association la San Diego, California  a fost premiată cu Young Investigator Award. Recunoşterea activităţii desfăşurată în departament provine din numărul de citari (13)  ale articolelor publicate, citari în reviste de prestigiu: Trends Genet (IF=9,9), Tumour Biol (IF=3,6), Int J Clin Oncol (IF=2,12) sau PlosOne (IF=3,23). Nu în ultimul rând trebuie precizat faptul că suita de articole publicate de Dr. Adriana Pleşa, Dr. Anca Botezatu şi Dr. Iulia V. Iancu a fost răsplătită cu premiul Ştefan S Nicolau al Academiei Române, demonstrând gradul de recunoştere a contribuţie adusă de acestea la elucidarea mecanismelor oncogenezei HPV indusă.

In Departamentul de Patologie celulara si moleculara rezultatele cercetării au fost valorificate în 28 de articole publicate în anul 2015 dintre care 24 în reviste cotate Web of Science – Thomson Reuters, care totalizează un factor de impact de 42,581. Numai în acest an, articolele publicate de membrii departamentului de Patologie Celulară și Moleculară au fost citate de un număr de 230 publicații internaționale. Rezultatele cercetării au fost valorificate și prin comunicări științifice la 16 manifestări internaționale (9 comunicari orale și 7 postere) și 9 naționale (6 comunicari orale si 3 postere. Doua comunicari orale au fost premiate in cadrul acestor manifestari. De asemenea, unele din rezultatele cercetărilor noastre, au fost lansate ca servicii de expertiza, la solicitarea clinicienilor sau beneficiarilor privați, atragand peste 50 000 lei la bugetul institutului. Articole în reviste internaționale: 16 (15 ISI). – (doua articole ISI in comun cu dep de Virusologie moleculara); Articole în reviste din țară: 12 (9 ISI); Comunicări stiinţifice la manifestări internaţionale: 16 (9 prezentări și 7 postere); Comunicări stiinţifice la manifestări nationale: 9 (6 prezentări și 3 postere).
II. RESURSE UMANE
Activitatea prezentată pentru anul 2015 a fost realizată cu participarea tuturor cadrelor cu studii superioare în cercetare, în număr de 34, din cei 77 de salariaţi angajaţi. In activitatea de cercetare sunt 34 cercetători ştiinţifici atestaţi (6 CSI, 4 CSII, 10 CSIII, 14 CS), din care 5 la Centrul de Imunologie, care funcţionează în cadrul IVN. In activitatea de cercetare mai lucreaza 7 asistenţi de laborator, (din care unul la Imunologie), 4 tehnicieni. In compartimentul financiar-contabil sunt angajate 7 persoane cu studii superioare si 18 de salariati în compartimentul administrativ (funcţionari, operatori PC, muncitori). Datele privind personalul auxiliar cercetarii, financiar-contabil si adminstrativ însumează şi colectivul Centrului de Imunologie din cadrul Institutului de Virusologie. Acest Centru raporteaza activitatea stiintifica într-un raport separat.

III. BIBLIOTECA


Biblioteca întreţine relaţii de coolaborare cu alte biblioteci, instituţii academice, ştiinţifice  de cercetare, şi documentare din ţara si străinătate, în interesul sporirii bazei informaţionale şi documentare: biblioteca Institutului Cantacuzino, biblioteca Institutului de Biologie şi Patologie Celulară “ Nicolae Simionescu”, Biblioteca Centrala UMF Carol Davila Bucureşti,cu Ludwig Institute for Cancer Research.


In anul 2014 Institutul de virusologie a avut acces gratuit  la baze de date naţionale (legislaţia României – Indaco) si  la baze de date bibliografice internaţionale, platforme de reviste ştiinţifice de cercetare în format on line furnizate  prin intermediul internetului.

Accesul  gratuit la resurse informaţionale  internaţionale este asigurat prin proiectul structural “ Acces Naţional Electronic la Literatura Stiinţifică de Cercetare- ANELIS” (ScienceDirect, SpringerLink, Wiley Blackwell, ProQuest, OVID LWW High Impact Collection, Taylor and Francis,Oxford Journals Collection,Cambridge Journal Online).


De asemeni, a avut acces la urmatoarele baze de date: Baza de date bibliografica si bibliometrica – Thomson Web of Science ; Baza de date bibliografica si bibliometrica – Thomson Journal Citation Reports; baza de date bibliografica – Thomson Derwent Patent Index; 


Biblioteca are în vedere  achiziţionarea publicaţiilor româneşti şi străine de profil în măsura în care bugetul permite acest lucru şi în măsura în care se cunoaşte apariţia lor.  Publicaţiile străine de mare actualitate în domeniu cu valoare documentară vor fi propuse spre achiziţionare  de către personalul de cercetare din institut.


Acordarea de asistenţă utilizatorilor pentru clarificarea nevoilor de informare, identificarea

surselor unde pot fi găsite informaţiile dorite, direcţionarea şi facilitarea accesului la documentele şi resursele care vin în întâmpinarea nevoii lor de informare in sprijinirea activităţii de cercetare.

IV. FINANCIAR – ADMINISTRATIV
Totalul alocaţiilor bugetare pentru anul 2015 a fost de 6.545.827 lei, iar cheltuielile au fost de 6.545.827 lei, din care salarii 2.841.373 lei. Modificarile salariale fata de anul 2014 reprezinta un surplus in 2015 de 188.529 lei. Bunurile si serviciile au prevazut o alocare de 364.478 lei, care s-au primit si au fost cheltuiti in totalitate (100%). Alocari din programe structurale au fost in valoare de 3.238.000 lei, din care s-aufacut cheltuieli in valoare de 3.116.052 lei. Fondurile provenite din temele de cercetare suplimentare au fost: sold la 01.01.2015 – 113.468 lei, incasat in 2015 – 1.071.951 lei, cheltuieli in 2015 – 1.071.951 lei.
***

Ca și în anii precedenți, Institutul de Virusologie Ștefan S. Nicolau este prezent pe Internet, atât prin site-ul propiu, www.virology.ro, cât și prin informații și link-uri țn alte site-uri, ca de exemplu în Pagini aurii (http://www.paginiaurii.ro, secțiunea Medicină – laboratoare, analize).



D I R E C T O R,




  Secretar ştiinţific,



CSI Dr. Mihai Stoian




CSI Dr. C.N. Zaharia



ANEXE

Anexa A 

Publicaţii, comunicări, postere, rapoarte in cadrul temelor de cercetare
Programul 1
1.1. Impactul tulpinilor virale circulante asupra evolutiei infectiilor cu transmitere parenterala
1. Simona Ruta. Noi opțiuni terapeutice în infecția cu virusul hepatitic C - va fi rezistența la antivirale o problemă? Oral presentation. The VIIIth Microbiology and Epidemiology national conference. 12-14 November, 2015, Bucharest. Publicat in: Bacteriologia, Virusologia, Parazitologia, Epidemiologia, Vol 60, Iulie-Decembrie 2015, ISSN 1220-3696.
2. Adelina Rosca, Luminita Ene, Gabriela Anton, Iulia Iancu, Claudia Dita, Carmen Diaconu, Aura Temereanca, Cristian Achim, Simona Ruta. mir-29a influences HIV-1 infection progression through multiple mechanisms. Oral presentation. Xth “Academician Nicolae Cajal" Symposium, 01-04 April, 2015, Bucharest. Published in: Jouirnal of Translational Medicine and Research, Vol 20, Suppl II, April 2015, ISSN 2392-7232.

Programul 2 

2.1. Factori de remodelare cromatiniană implicaţi în oncogeneza indusă viral

1.Iancu I.V, Botezatu A, Pleşa A, Huică I., Socolov D, Anton G. Histone lysine demethylases as epigenetic modifiers in HPV-induced cervical neoplasia. Romanian Biotechnological Letters.2015; Vol.20 (2):10236- 10244, ISI, IF= 0,351.
2.Iancu IV, Botezatu A, Pleşa A, Huică I, Socolov D, Anton G. Analiza unor histon-demetilaze ca reglatori epigenetici în leziunile displazice de col uterin HPV-induse. Al  8-lea Simpozion National de Patologie, Institutul "Victor Babeş", 19-21 Noiembrie 2015, Bucuresti, Romania, Abstract book pg.56.
2.2. Model global de metilare în infecţiile HPV de col uterin

Raport de cercetare.
Programul 3

3.1. Studiul mecanismelor celulare și moleculare implicate în răspunsul la acțiunea unor compuși cu activitate antivirală

Raport de cercetare.
3.2. Evaluarea și validarea unor metode moleculare de diagnostic in infecțiile cu virusuri gripale

Raport de cercetare.
3.3. Studiul VLP (particule asemănătoare virusurilor) în ecosisteme acvatice glacia
Raport de cercetare.
Programe fundamentale

STRATEGIA ACADEMIEI ROMÂNE 2016-2035 – Proiectul nr. 7. Sănătatea – De la Biologia Moleculară la Medicina Personalizata de Vârf în România
Voicu V (coordonator); colectiv : Stoian M, Sima A, Ruta S, Diaconu CC, Anton G, Constantinescu SN, Capitolul Sanatatea- de la biologia moleculara la medicina personalizata de varf in Romania, aparut in volumul Strategia Academiei Române de dezvoltare a României în următorii 20 de ani / coord.: Valentin-Ionel Vlad. Editura Academiei Române, Vol. 1, 2015, ISBN 978-973-27-2556-6.
Proiecte/programe prioritare

Infectii cu transmitere parenterala la consumatorii de droguri de abuz intravenoase

1. Ruta S, Cernescu C. Injecting drug use: A vector for the introduction of new hepatitis C virus genotypes. World J Gastroenterol. 2015;21(38):10811-23. doi: 10.3748/wjg.v21.i38.10811. PMID: 26478672, revista ISI, FI=2.36.
2. Claudia Dita, Aura Temereanca, Cristiana Oprea, Camelia Sultana, Adelina Rosca, Ana-Maria Schweitzer, Simona Ruta. HIV subtypes in newly diagnosed patients in Romania. The 9thth Balkan Congress of Microbiology, Thessaloniki, Greece, October 22-24,  2015, P53B, publicat in  Acta Microbiologica Hellenica, 60 (3),  2015, pg 199.
3. Camelia Sultana, Camelia Grancea, Cristiana Oprea, Emanoil Ceausu, Simona Ruta. Noi genotipuri ale virusului hepatitic C (VHC) circulante la utilizatorii de droguri injectabile din România. The VIIIth Microbiology and Epidemiology national conference. 12-14 November, 2015, Bucharest. Publicat in: Bacteriologia, Virusologia, Parazitologia, Epidemiologia, Vol 60, Iulie-Decembrie 2015, ISSN 1220-3696.

Proiecte finanţate din fonduri structurale

Contract 433/21.12.2012 - Modernizarea unui centru pentru studiul oncogenezei şi al utilizării oncolizei virale ca strategie terapeutică / ONCOIVN
Raport de progres.
Programul ”Parteneriate in domeniile prioritare”
P1. PN-II-PT-PCCA-2011-proiect nr 88/2012, HepGen, cu titlul: “Investigation of viral and host markers of non-response to anti-viral treatment in chronic hepatitis C” (Investigarea unor markeri virali si de gazda corelati cu lipsa de raspuns la tratamentul antiviral in hepatita cronica C).

1. Sultana Camelia, Oprea Cristiana, Ianache Irina, Rosca Adelina, Dita Claudia, Grancea Camelia, Ruta Simona. A new pattern of HIV-HBV coinfections in Romania ECCMID Editia 25 Copenhaga, Denmark, 25-28 Aprilie 2015, Publicat in ESCMID Online Lecture Library.
2. S. Ruta, C. Sultana, C. Grancea, S. Florescu, M. Voiculescu, G. Cardos, C. Hepgen Project, G Oprisan. Interferon-gamma inducible protein 10 and soluble CD26 as prognostic markers for the treatment outcome in chronic hepatitis C virus infection. ECCMID, 24th Edition, P 1951, pg 246, 10-13 May 2014, Barcelona, Spain, Publicat in ESCMID Online Lecture Library.
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Anexa I

Cooperări ştiinţifice naţionale şi internaționale, inclusiv în cadrul proiectelor, vizitatori din străinătate
1. Universitatea din California, San Diego, USA;  Grant NIH 5R01MH094159-04:  Long Term Effects of Chronic HIV Infection on the Developing Brain/ Efectele pe termen lung ale infectiei HIV-1 cronice asupra dezvoltarii creierului; PI: Cristian Achim, M.D, Ph.D, Professor, Psychiatry and NeuropathologyParteneri Romania: Institutul de Virusologie „Stefan S Nicolau”:  PI Prof. Dr. Simona Ruta, Spitalul Clinic de Boli Infectioase si Tropicale „Dr. Victor Babes”: PI Dr Luminita Ene.

2. Baylor College of Medicine Texas Children’s Hospital, Houston, USA- Grant NIH 5P30 AI036211-20:  Virological research Center for pediatric HIV infection. PI Janet Butell; Partener Romania: Institutul de Virusologie „Stefan S Nicolau”:  PI Prof. Dr. Simona Ruta.

3. Baylor International Pediatric AIDS Initiative- Director: Mike Mizwa; Texas Children’s Hospital, Houston, USA- Director: Prof Mark Kline si Fundatia Baylor Marea Neagra -Director Ana Maria Schweitzer.

Anexa J
Manifestări știinţifice internaţionale/naționale organizate în 2015 de institut

1. A Xa ediție Simpozion Academician Nicolae Cajal, 01 –04 aprilie 2015, București, Medicină și cercetare translațională.
2. Workshop Sci-Fun with an Inversion Medist Life Science. În data de 16 iunie 2015, în cadrul Institutului de Virusologie a fost organizat Workshop-ul Sci-Fun with an Inversion împreuna cu Medist și Leica. La dispoziția participanților au fost puse microscoapele achiziționate în cadrul proiectului POSCCE 433/2012 și în plus a fost prezentată și pusă la dispoziția participanților noua platformă de microscoape inversate Leica DMi8. În cadrul acestui seminar au fost prezentate metode de digitizare, arhivare, identificare, măsurare și analiză prin intermediul noii platforme, și avantajele practice ale tehnicilor de izolare și selecție prin microdisecție cu laser. Tehnica de microdisecție cu laser a permis participanților efectuarea manipulării controlate microscopic pentru secționarea precisă a unor celule cu ajutorul unui fascicul laser focalizat ghidat. În prezent, aceasta este o metodă utilizată într-un număr mare de aplicații, în special în biologie moleculară, de cercetare a acizilor nucleici specifici, cercetare în domeniul cancerului, neuroștiinte, biologie de dezvoltare, criminalistică, proteomică, cercetare de plante, pentru secționarea și izolarea unei singure celule dintr-o populație menținută in vitro. 

3. În 25 septembrie 2015, Institutul de Virusologie a organizat conferinţa de închidere a proiectului „Modernizarea unui centru pentru studiul oncogenezei şi al utilizării oncolizei virale ca strategie terapeutică / ONCOIVN”. Cu acest prilej au fost invitaţi colaboratori din unităţi de cercetare aparţinând Academiei Romane (Institutul de Biologie şi Patologie Celulara, Institutul de Biochimie), Ministerului Sanătăţii (Institutul Clinic Fundeni, Institutul Oncologic, Instiutul de Endocrinologie, Spitalul Clinic de Boli Infecţioase Victor Babes), Ministerului Educaţiei şi Cercetării (Universitatea Bucureşti, INCD Victor Babeş, Universitatea de Medicină şi Farmacie Carol Davila, Institul Cantacuzino) dar şi din mediul privat (Personal Genetics)  pentru a fi prezentată noua infrastructură creată, în vederea realizării de noi parteneriate.
4. Assessment of Resources and Opportunities for NeuroAIDS Research - ARROW 2015, 5-6 Octombrie 2015, Bucuresti, Romania- organizatori: Spitalul Clinic de Boli Infectioase Victor Babes, Societatea Romana de Boli Infectioase, Institutul de Virusologie Ștefan S Nicolau, University of California, San Diego, USA.
5. Prof.dr. Simona Ruta – membru in Comitet Stiintific de organizare a 8a Conferinta Nationala de Microbiologie si Epidemiologie, Bucuresti, 12-14 nov 2015.
6. In cadrul proiectului nr. 7. al Academiei Romane: Sănătatea – De la Biologia Moleculară la Medicina Personalizata de Vârf în România  au fost organizate 5 seminarii tinute la Institutul de Virusologie, dupa cum urmeaza:

a. Stabilirea elementelor de bază ale Strategiei AR pentru sanatate 2016-2035 pentru integrarea in Raportul de Sinteză;
b. Atingerea convergenței în cele doua livrabile si redactarea unui document extins al Fazei I a proiectului nr. 7. Sănătatea – De la Biologia Moleculară la Medicina Personalizata de Vârf în România;
c. Stabilirea metodologiei prin combinarea diferitelor metode, în cadrul proiectului nr. 7. Sănătatea – De la Biologia Moleculară la Medicina Personalizata de Vârf în România;
d. Precizarea tintelor (borne) ce trebuie atinse în perioada initiala (primii doi – trei ani) pentru inversarea proceselor negative evidentiate în analizele SWOT realizate în faza a doua a proiectului strategiei;
e. Tintele ce trebuiesc atinse după cca. 10 ani când Romania ar urma sa ajungă la nivelul mediu de dezvoltare în rândul tarilor U.E. 12.10.2015.
Anexa K
Conducere de doctorate, activități în teme de doctorat și post doc
Activitate formare de tineri cercetători

A. In Institutul de Virusologie activeaza 5 conducatori ştiinţifici de doctorat in doua domenii:
Medicină - Virusologie



Prof. dr. Costin Cernescu, m.c.Acad. Românã



Acad. Victor Voicu



Prof. dr. Nicolae Manolescu



CSI dr. Mihai Stoian



Prof. dr. Simona Ruţă



CSI dr. Gabriela Anton

Medicină - Imunologie



CSI dr. Lorelei Irina Braşoveanu

B. Doctoranzi admisi in 2015: Carmen Cristescu la Prof. dr. Simona Ruţă (6 doctoranzi admisi in total).
Doctoranzi in curs de formare: Ruxandra Burlacu, Irina Ianache, Corneliu Petru Popescu, Catalin Tucureanu.
C. Teze de doctorat sustinute in anul 2015
- Cristiana Antipa-„Implicarea agenților infecțioși în boala parodontală.
- Cristian Comanescu “Diagnosticul virusologic al virusului hepatitic C prin metode minim invazive în medicina dentară”.
- Iulia Virginia Iancu “Mecanisme moleculare virale şi celulare implicate în oncogeneza”.
- Lilia Matei “Sinteze de Noi Derivati ai Izoniazidei cu Posibile Implicatii in Terapia individualizata a Tuberculozei”.
C1. Teza doctorandului Cristian Comanescu (“Diagnosticul virusologic al virusului hepatitic C prin metode minim invazive în medicina dentară”) a urmărit evaluarea performanţelor testelor rapide pentru decelarea anticorpilor anti-VHC în fluide orale, realizarea unui screening anti-VHC în salivă. Cuantificarea ARN VHC în salivă şi lichid crevicular şi corelarea cu statusul oral. Evaluarea nivelurilor de IL-6 şi IL-10 în lichid crevicular comparativ cu plasma la pacienți cu hepatită C cronică. Utilizând fluidele orale ca material biologic testele rapide au permis decelarea anticorpilor anti-HCV în 83,72% din probele de lichid crevicular şi în 55,8% probe de saliva. Evaluarea performanţelor testelor rapide comparativ cu testele clasice ELISA pentru fluide orale arată o concordanţă a rezultatelor în 95,3% din cazuri.  Doctorandul a demonstrat că screening-ul fluidelor orale cu ajutorul testelor rapide este util pentru o diagnosticare primară în cabinetele de medicină dentară, având avantajul obţinerii unor rezultate rapide, al costurilor reduse şi al recoltării neinvazive. În plus, fluidele orale pot constitui materiale biologice pentru cuantificarea ARN VHC. Teza Dr. Comanescu a dovedit că nivelurile IL-6 ridicate în lichidul crevicular (LC) comparativ cu plasma pot reflecta atât boala virală cât și statusul dentar. Prin comparație, nivelurile plasmatice de IL-10 mai crescute decât cele din lichid crevicular, sugerează asocierea cu viremia şi mai puţin cu sănătatea orală. IL-10 în LC s-a corelat cu indicele CPITN mărit şi viremia crescută, arătând că poate fi un indicator în monitoirzarea infecţiei VHC.

C2. Teza doctorandei Iulia Virginia Iancu (“Mecanisme moleculare virale şi celulare implicate în oncogeneza”) a adus contribuşii noi privind remodelarea cromatinei şi descifrarea rolului ARN necodificator de dimensiuni mari (ARNlnc) în oncogeneza cervicală. Folosirea moleculelor de ARN de interferenţă ca în model experimental pe linii celulare HPV transformate a constituit  o metodă de investigare a funcţiilor unor gene sau a unor mecanisme implicate în oncogeneză.  Evaluarea prin microarray a expresiei genice indusă de silenţierea E6/E7 HPV18 în linia celulară HeLa, a evidenţiat profile distincte pentru un număr de 6000 de gene. Căile de semnalizare cu modificări semnificative ale expresiei genice sunt Wnt (p=0,02), calea MAPK (p<0,0001), căile implicate în apoptoză (p=0,0107) şi modularea apoptozei (p=0,015). 
Studiile au evidenţiat şi o asociere semnificativă între oncogeneza cervicală HPV indusă şi nivelul unor ARNlnc (H19 vs HPVpozitiv, p=0.0003, respectiv GAS5 vs HPV pozitiv, p=0.0042). Expresia unor moleculele ARNlnc se corelează cu severitatea leziunilor displazice induse viral, existând diferente statistice între leziunile precursoare (pentru MALAT, CIN1 şi CIN2+, p= 0,0016 şi între leziuni precursoare şi cancer (pentru H19, diferenţele între CIN2+ şi SCC, p= 0,0142). 

C3. Temă de doctorat – Sinteze de Noi Derivati ai Izoniazidei cu Posibile Implicatii in Terapia Individualizata a Tuberculozei; Lilia Matei; Coordonatori: Universitatea din Bucureşti şi Institutul de Virusologie Ştefan S. Nicolau, Academia Română.
Activitatea izoniazidei, utilizată în tratamentul tuberculozei, și toxicitatea ei este influențată de metabolismul ei în organismul uman. Calea principală de metabolizare a acestui medicament presupune acetilarea de către N-acetiltransferaze (NAT), metabolismul izoniazidei fiind influențat de polimorfismele genelor ce codifică NAT. Astfel, populația umană poate fi clasificată în acetilatori lenți, intermediari și rapizi. Acetilarea rapidă a izoniazidei micșorează concentrația substanței active și afectează eficiența terapiei, în special în cazul pacienților cu doze săptămânale unice. La polul opus, în cazul acetilatorilor lenți crește riscul apariției efectelor adverse determinate de acumularea metaboliților toxici ai izoniazidei, de exemplu hepatotoxicitatea. 

Conform datelor din literatură, modificarea moleculei izoniazidei prin adiția unei grupări funcționale la unitatea hidrazinică ar putea bloca acetilarea acestui medicament de către NAT, influențându-i activitatea și toxicitatea. Astfel, scopul acestei teze a constat în sinteza și caracterizarea de noi derivați ai izoniazidei pentru îmbunătățirea terapiei antituberculoase a acetilatorilor lenți, iar obiectivele propuse au fost analiza corelațiilor genotip / fenotip / parametri farmacocinetici privind genele implicate în metabolizarea medicamentelor antituberculoase si sinteza și bioevaluarea unor noi compuși derivați ai izoniazidei cu potențială activitate antimicobacteriană. 

Din cei 37 de pacienți cu tuberculoză luați în studiu, 24 au prezentat reacții hepatotoxice după administrarea medicației antituberculoase. Analiza genetică a constatat modificări față de gena de referință NAT2 care încadrează 21 de pacienți în genotipul acetilator lent, în timp ce doi pacienți au prezentat genotip acetilator intermediar, unul prezentând genotip acetilator rapid. În ceea ce privește genotipul NAT1, doar 18,92% din pacienții genotipați au prezentat polimorfisme heterogene, prezența acestor polimorfisme nefiind corelate cu efectele adverse induse de tratamentul antituberculos administrat. Deși majoritatea pacienților care au prezentat efecte adverse hepatotoxice prezintă și un genotip acetilator lent, în unele cazuri hepatotoxicitatea pare a fi determinată de alți factori. 
Pentru realizarea celui de-al doilea obiectiv au fost sintetizați 19 noi derivați ai izoniazidei: 5 N′-[1-amino-1-mercapto-3-(fenil-p-substituit)-alil]-hidrazide ale acidului izonicotinic, 6 hidrazide N-substituite și N,N’-disubstituite ale acizilor 2-(fenoximetil-4-substituit)-benzoici, N-(1,5-dimetil-3-oxo-2-fenil-2,3-dihidro-1H-pirazol-4-il)-3,5-dinitro-4-[N-(piridin-4-carbonil)hidrazino]-benzamida și 7 (2-hidroxi-8-substituit-triciclo[7.3.1.02.7]tridec-13-iliden)-hidrazide ale acidului izonicotinic, structura lor fiind confirmată prin analize fizico-chimice. Acești compuși au fost evaluați din punct de vedere al activității antibacteriene (asupra M. tuberculosis și a altor tulpini non-tuberculoase), a posibilelor căi de metabolizare, a citotoxicității (prin evaluarea capacității de inducere a apoptozei) și a influenței asupra ciclului celular. 

Cea mai bună activitate anti-M. tuberculosis a fost prezentată de (2-hidroxi-8-substituit-triciclo[7.3.1.02.7]tridec-13-iliden)-hidrazidele acidului izonicotinic, iar cel mai activ compus antibacterian este derivatul N-[2-(4-etil-fenoximetil)-benzoil]-N’-(piridin-4-carbonil)-hidrazida acidului 2-(4-etil-fenoximetil)-benzoic care a inhibat creșterea majorității tulpinilor bacteriene non-tuberculoase testate. Majoritatea derivaților de izoniazidă nou sintetizați au determinat o creștere atât a nivelului de expresie al genelor NAT în cele două linii celulare utilizate, HT-29 și HCT-8, cât și a altor gene implicate în metabolism, sugerând faptul că noii compuși ar putea fi metabolizați pe alte căi decât izoniazida, ceea ce indică posibilitatea utilizării lor în combinație cu izoniazida cu scopul de îmbunătăți rata de metabolizare a acesteia în acetilatorii lenți, evitând efectele adverse. 

 Dintre noii derivați sintetizați, N-[2-(4-metil-fenoximetil)-benzoil]-N’-(piridin-4-carbonil)-hidrazida acidului 2-(4-metil-fenoximetil)-benzoic, N-[2-(4-metoxi-fenoximetil)-benzoil]-N’-(piridin-4-carbonil)-hidrazida acidului 2-(4-metoxi-fenoximetil)-benzoic, N-[2-(4-etil-fenoximetil)-benzoil]-N’-(piridin-4-carbonil) -hidrazida acidului 2-(4-etil-fenoximetil)-benzoic, (2-hidroxi-8-propil-triciclo [7.3.1.02.7]tridec-13-iliden)-hidrazida acidului izonicotinic și (8-fenil-2-hidroxi-triciclo[7.3.1.02.7]tridec-13-iliden)-hidrazida acidului izonicotinic determină o blocare a ciclului celular în faza G1 și au potențial anti-tumoral. 
Deși unii compuși cu activitate antibacterială sau antitumorală prezintă toxicitate crescută, aceasta poate fi explicată parțial de formarea unor metaboliți toxici, dar care, în același timp, pot fi eliminați din organism, evitându-se acumularea lor.
D. Activitate de pregatire a tezelor de doctorat
Activitatea de conducător de doctorat desfăşurată de Dna Dr. Gabriela Anton în anul 2015 a constat în:

- coordonarea doctoranzilor înmatriculaţi în anii precedenti (prin pregătirea pentru examenele din cadrul Şcolii doctorale, analiza datelor obţinute în urma cercetărilor efectuate, identificarea unor noi metodologii de investigare şi valorificarea rezultatelor prin comunicări sau publicaţii), 

- coordonarea doctoranzilor înscrişi în programe POSDRU pentru doctoranzi (Aldea (Pitica) Ioana, Vlădoiu Suzana, Adelina Roşca) 

- înmatricularea unui doctorand (Roxana Viezuina). 
- coordonarea susţinerii a două teze de doctorat
E. Teme de doctorat

E1. Temă de doctorat – Studii privind rolul limfocitelor T reglatoare în patogeneza şi persistenţa unor infecţii virale si microbiene; Drd. Ana-Iulia Neagu; 2008 – prezent; Coordonator: Institutul de Virusologie Ştefan S. Nicolau, Academia Română, Conducător științific Dr Mihai Stoian, CSI. 

Lucrarea propune în principal cercetarea rolului limfocitelor T reglatoare în patogeneza și persistenţa unor infecţii virale si bacteriene. În vederea definirii acestui rol, limfocitele T reglatoare provenite de la pacienţii cu infecţii virale şi bacteriene (la debut, în timpul tratamentului, după oprirea tratamentului) sunt izolate, caracterizate fenotipic şi numeric şi supuse unor teste funcţionale. Studiul poate contribui la identificarea unor metode terapeutice care sa moduleze numărul şi funcţia celulelor T reglatoare cu un potenţial efect de amplificare a răspunsului imun contribuind la creşterea ratei de vindecare.

E2. Temă de doctorat – Studiul profilului molecular al celulelor stem tumorale; Drd -  Laura-Denisa Dragu, 2009 – prezent; Coordonator: Institutul de Virusologie Ştefan S. Nicolau, Academia Română, Conducător științific Dr Mihai Stoian, CSI.

Una din preocupările principale în cercetarea oncologică este reprezentată de identificarea și izolarea unei populații de celule tumorale care posedă proprietăți funcționale asemănătoare cu cele ale celulelor stem, fiind capabile de regenerare și diferentiere. 

Date recente au arătat că doar o populație minoră de celule din masa tumorală este capabilă de inducerea procesului tumoral. Teoria celulelor stem tumorale este susținută și de rezultatele unor studii privind tumorile maligne hematologice, în care s-a observat că doar o fracție redusă de celule tumorale CD34+CD38- (fenotip de celule stem) poate induce formarea unei noi tumori. În cazul tumorilor solide, în cancerul de sân, s-a reusit identificarea unor celule cu fenotip CD44+CD24-/low, capabile de tumorigeneză în șoareci imunodeficienți, în timp ce restul de celule din masa tumorală nu au indus formarea unei noi tumori, chiar și injectate în număr mult mai mare. 

În mod tradițional, tratamentul cancerului se bazează pe distrugerea celulelelor proliferante, fără discriminare. Terapiile antitumorale actuale nu țin cont de potențialele diferențe existente între CSC și celelalte celule tumorale, în ceea ce privește capacitatea de proliferare sau rezistența la medicamente. 

Teorie celulelor stem tumorale are profunde implicații teoretice și terapeutice. Terapiile antitumorale actuale au drept țintă celulele aflate în fază poliferativă, care constituie cea mai mare parte a masei tumorale neafectând fracția de celule stem care ulterior reușește să refacă masa tumorală. Datorită exprimării pompelor de eflux capabile să elimine diferite medicamente antitumorale, CST sunt în general rezistente la terapiile convenționale și se pare că sunt responsabile de natura incurabilă a multor tumori solide. 

Scopul principal al acestei lucrări este studiul celulelor stem tumorale în vederea indentificării unor gene/proteine modificate care ar putea constitui ținte moleculare în elaborarea unor noi terapii antitumorale și elaborarea unor strategii terapeutice.

E3. Temă de doctorat – Biomarkeri in Neoplasmele Mieloproliferative; Drd: Cristina Mambet; 2012 prezent; Coordonator: Universitatea de Medicină şi Farmacie „Carol Davila” Bucureşti, Disciplina de Biologie Celulară, Moleculară și Histologie, Conducător ştiinţific: Prof. Dr. Ştefan N. Constantinescu 

Scopul studiului este de a identifica biomarkeri moleculari și proteomici cu valoare prognostică la pacienţi cu neoplasme mieloproliferative (NMP) BCR-ABL1 negative clasice și de a stabili corelații ale acestora cu diverse fenotipuri de boală, cu riscul de a dezvolta complicații  (evenimente trombotice sau hemoragice, transformarea în mielofibroză sau în leucemie acută secundară) și cu susceptibilitatea de a răspunde la un anumit tratament. O direcție importantă de cercetare este studierea contribuției componentei inflamatorii la patogenia NMP, prin analiza de citokine, chemokine și factori angiogenici.

Participare la proiectul  POSDRU „CERO – PROFIL DE CARIERĂ: CERCETĂTOR ROMÂN”, ID 135760  inițiat în august 2014 – bursă doctorală.

În cadrul acestui proiect au fost urmate modulele de instruire (participare și absolvire cursuri): 

- “Dezvoltarea capacităţii de informare, realizarea lucrărilor ştiinţifice şi valorificarea rezultatelor cercetării: diseminarea rezultatelor (publicare); exploatarea rezultatelor“, Institutul Naţional de Cercetare în Domeniul Patologiei şi Ştiinţelor Biomedicale “Victor Babeş”, 15-18.01.2015 şi 29.01-01.02.2015.
- “Egalitatea de şanse. Comunicare“, Institutul Clinic Fundeni, 10.06-17.06.2015.

A fost efectuat un stagiu de mobilitate externă la Signal Transduction & Molecular Hematology Unit. De Duve Institute. Universite Catholique de Louvaine, Bruxelles, Belgia. Profesor Ştefan N Constantinescu – perioada 20.06.-20.07.2015 cu prezentarea unui raport privind mobilitatea internațională. A fost facută o prezentare raport de cercetare științifică (în cadrul ședinței desfașurată la disciplina de Biologie Celulară, Moleculară și Histologie a Universității de Medicină şi Farmacie „Carol Davila” Bucureşti, 25 noiembrie 2015, cu tema: Testarea prin secventiere Sanger a mutațiilor genei calreticulinei pe un lot de 90 pacienți cu neoplasme mieloproliferative - trombocitemie esentiala și mielofibroză primară - negative pentru mutatia JAK2V617F).

E4. Temă de doctorat - Studiul mecanismelor celulare şi moleculare implicate în răspunsul la acţiunea unor compuşi cu activitate antivirală – Ioana- Mădălina Aldea-Pitica, noiembrie 2013 – prezent; Coordonator: Institutul de Virusologie Ştefan S. Nicolau, Academia Română, Conducător ştiinţific: Dr. Gabriela Anton, C.S. I

Scopul principal al lucrării constă în explorarea mecanismelor celulare și moleculare prin care compușii cu activitate virucidă și/sau antivirală își exercită această acțiune precum și evaluarea răspunsului celular ca urmare a tratamentului cu acești compuși anterior sau postinfecție virală. Mecanismele implicate vor fi studiate prin teste de identificare fenotipică, teste funcționale, evidențierea modificărilor ce apar la nivelul căilor de semnalizare, precum și a potențialului efect imunomodulator al compușilor. Studiul poate astfel contribui la identificarea unor compuși cu activitate antivirală precum și a mecanismelor ce stau la baza acestei acțiuni.

Doamna Aldea Ioana Mădălina (căsătorită Pitică), cercetător doctoral, a fost membru al grupului țintă al proiectului “Cercetarea doctorală şi postdoctorală prioritate a învăţământului superior românesc (Doc-Postdoc)”, POSDRU/159/1.5/S/137390, având ca temă de cercetare: “Studiul mecanismelor celulare şi moleculare implicate în răspunsul la acţiunea unor compuşi cu activitate antivirală” din iunie 2014, timp de 18 luni. În cadrul proiectului s-a urmărit obținerea de rezultate ce urmează a fi folosite în cadrul tezei de doctorat. Astfel, obiectivele proiectului au fost: testarea in vitro a capacităţii virucide a unor compuşi; evaluarea efectelor citotoxice ale acestora; evaluarea căilor de semnalizare activate prin tratamentul celulelor cu compușii studiați.

F. Activitati postdoc 
- POSDRU/159/1.5/S/137390: Cercetarea doctorală şi postdoctorală prioritate a învăţământului superior românesc (Doc-Postdoc), Prof. dr. Ruta Simona Maria - expert stiintific pe termen lung implementare, conducator nucleu de cercetare infectii cu virusuri cu transmitere prepondernt parenterala;
- Dr. Necula Laura Georgiana, CSIII, a obținut in iunie 2014 o bursă postdoctorală de 18 luni, finanțată prin proiectul „Cercetarea doctorală şi postdoctorală prioritate a învățământului superior românesc (Doc-Postdoc)" POSDRU/89/1.5/S/137390. Tema de cercetare postdoctorală propusă a fost: Mecanisme moleculare implicate în transformarea malignă. Proiectul a reprezentat o continuare a studiilor realizate în cadrul stagiului de doctorat și a urmarit analizarea mai multor căi de semnalizare cu posibil rol în transformarea malignă, în scopul identificării unor biomarkeri cu utilitate clinică. Rezultatele obtinute au evidențiat mai multe gene semnificativ supra-exprimate în țesutul tumoral gastric și totodată o activare a căilor de semnalizare STAT3, MAP kinaze, Wnt/b-catenina și Akt, asociate cu proliferarea, migrarea și angiogeneza. Rezultatele obținute folosind tehnologia ARN de interferență au arătat că inhibarea expresiei genelor S100A2 și KRT17 scade semnalizarea în cazul cascadelor de semnalizare activate și aceste gene ar putea fi posibile ținte pentru dezvoltarea de noi strategii terapeutice în cancerul gastric.

Anexa L
Membri în comitetul editorial al unei reviste de specialitate internaţională sau a Academiei Române

- Prof. dr. C Cernescu este membru al colectivului de redactie Proceedings of the Romanian Academy, series B.
- Prof. dr. Simona Ruta este membru al colectivului de redactie Bacteriologia, Virusologia, Parazitologia, Epidemiologia, indexata Pub Med, Infectio.ro, indexata EBSCO.
- Dr. Carmen Cristina Diaconu - Membru in Colectivul Editorial al revistelor: Romanian Biotechnological Letters (ISI) http://www.rombio.eu/editorial%20board.pdf, Journal of Contemporary Clinical Practice ISSN 2457-7200 http://www.jccp.ro/en/Pages/Editorial-board-19.
- Dr. Mihaela Chivu-Economescu - Membru in Colectivul Editorial al revistelor: „World Journal of Stem Cells (WJSC)” (ISSN1948-0210 (online) din 2011. http://www.wjgnet.com/1948-0210/edboard_425.htm; Journal of biotherapy din 2015 http://www.journalofbiotherapy.org/index.php/JBT/about/editorialTeam.
- Dr. Coralia Bleotu - Membru in Colectivul Editorial al revistei: Journal of Contemporary Clinical Practice ISSN 2457-7200 http://www.jccp.ro/en/Pages/Editorial-board-19.
Anexa M
Aprecieri din străinătate/țară, premii din țară sau străinatate

A. Premiul Ştefan S. Nicolau al Academiei Române acordat pentru anul 2013 Dnelor Adriana Pleşa, Anca Botezatu şi Iulia V Iancu pentru suita de lucrări consacrată studiului mecanismelor de oncogeneză HPV induse.
B. Anca Botezatu - Premiul pentru tineri cercetători - Young Investigator Award, 46th Annual Meeting, American Pancreatic Association,  San Diego, California, 4-7 nov, 2015/

C. Lucrari premiate UEFISCDI 2015:

1. Beuran M, Negoi I, Paun S, Ion AD, Bleotu C, Negoi RI, Hostiuc S: The epithelial to mesenchymal transition in pancreatic cancer: A systematic review. Pancreatology 15:217-225, 2015. (ISSN 1424-3903) IF: 2.837.
2. Bleotu C, Chifiriuc MC, Pircalabioru G, Bertesteanu SG, Grigore R, Ruta SM, Banu O, Lazar V: Significance of serum antibodies against HSP 60 and HSP 70 for the diagnostic of infectious diseases (vol 5, pg 828, 2014). Virulence 6:101-101, 2015. (ISSN 2150-5594)  IF: 4.216.
3. Calu L, Badea M, Chifiriuc MC, Bleotu C, David G-I, Ionita G, Marutescu L, Lazar V, Stanica N, Soponaru I, Marinescu D, Olar R: Synthesis, spectral, thermal, magnetic and biological characterization of Co(II), Ni(II), Cu(II) and Zn(II) complexes with a Schiff base bearing a 1,2,4-triazole pharmacophore. Journal of Thermal Analysis and Calorimetry 120:375-386, 2015. (ISSN 1388-6150) IF: 2.042.
4. Ficai D, Sonmez M, Albu MG, Mihaiescu DE, Ficai A, Bleotu C: Antitumoral materials with regenerative function obtained using a layer-by-layer technique. Drug Design Development and Therapy 9:1269-1279, 2015. (ISSN 1177-8881) IF: 3.028.
5. Matei L, Bleotu C, Baciu I, Diaconu CC, Hanganu A, Banu O, Ionita P, Paun A, Tatibouet A, Zarafu I: Synthesis and biological activities of some new isonicotinic acid 2-(2-hydroxy-8-substituted-tricyclo 7.3.1.0(2.7) tridec-13-ylidene)-hydr azides. Bioorganic & Medicinal Chemistry 23:401-410, 2015. ISSN: 0968-0896, IF: 2.793.

6. Nitulescu GM, Draghici C, Olaru OT, Matei L, Ioana A, Dragu LD, Bleotu C: Synthesis and apoptotic activity of new pyrazole derivatives in cancer cell lines. Bioorganic & Medicinal Chemistry 23:5799-5808, 2015, ISSN: 0968-0896, IF: 2.793.

7. Janković A, Eraković S, Ristoscu C, Mihailescu Serban N, Duta L, Visan A, Stan GE, Popa AC, Husanu MA, Luculescu CR, Srdić VV, Janaćković Dj, Mišković-Stanković V, Bleotu C, Chifiriuc MC, Mihailescu IN. Structural and biological evaluation of lignin addition to simple and silver-doped hydroxyapatite thin films synthesized by matrix-assisted pulsed laser evaporation. J Mater Sci Mater Med. 26(1):5333, 2015. IF 2.587.
D. Comunicari orale premiate:

1. Potențiale ținte moleculare pentru terapia cancerului gastric. Laura G. Necula, Mihaela Chivu-Economescu, Denisa Dragu, Coralia Bleotu, Gabriel Constantinescu, Simona O. Dima, Irinel Popescu, Carmen C. Diaconu. Simpozionul „Academician Nicolae Cajal”. Hotel Novotel City Center, București, 01 – 04 aprilie 2015. Lucrarea prezentata in cadrul Simpozionului „Academician Nicolae Cajal” a primit Premiul Herbert Berler –Barbu (pentru tineri cercetători).
2. Evidence-based management of staphylococcal infections. Săndulescu O, Bleotu C, Aldea IM, Streinu-Cercel A, Chifiriuc MC, Rafila A, Tălăpan D, Dorobăț O, Neguț AC, Berciu I, Streinu-Cercel. The 11th Edition of the Scientific Days of the National Institute of Infectious Diseases “Prof.Dr. Matei Balş”, București, Romania, 14-16 Octombrie 2015. Abstract volume ISSN 2457-8525, pag. 25-26 – lucrare premiata in cadrul conferintei.

Anexa N
Realizări importante/excelente
A. Lucrări ştiinţifice
1. Ozaras R, Corti G, Ruta S, Lacombe K, Mondelli M, Irving W, Puoti M, Khalighi A, Santos ML, Harxhi A, Lazaravic I, Soriano V, Gervain J, Leblebicioglu H, Salmon D, Arends J, on behalf of ESCMID Study Group for Viral Hepatitis, Differences in Availability of Diagnostics and Treatment Modalities for Chronic Hepatitis B Across Europe. Clin Microbiol Infect. 2015, pii: S1198-743X(15)00692-8.doi: 10.1016/j.cmi.2015.07.002. [Epub ahead of print] PMID:26166544., revista ISI, FI=5,768 (publicata în revista cu factor de impact ridicat).
2. Lucrarea prezentată de Dr Anca Botezatu la o manifestare desfăşurată sub egida American Pancreatic Association la San Diego, California  a fost premiată cu Young Investigator Award. 

3. Suita de articole publicate de Dr. Adriana Pleşa, Dr. Anca Botezatu şi Dr. Iulia V Iancu induse a fost răsplătită cu premiul Ştefan S Nicolau al Academiei Române, demonstrând gradul de recunoaştere a contribuţiei adusă de acestea la elucidarea mecanismelor oncogenezei HPV indusă.

B. Acceptarea spre publicare a unei carti intr-o editura straina si inregistrarea unui brevet de inventie. Peste 230 de citari in 2015.
C. Rapoarte/studii de mare interes național
Voicu V (coordonator); colectiv: Stoian M, Sima A, Ruta S, Diaconu CC, Anton G, Constantinescu SN. Capitolul Sanatatea- de la biologia moleculara la medicina personalizata de varf in Romania, aparut in volumul Strategia Academiei Române de dezvoltare a României în următorii 20 de ani / coord.: Valentin-Ionel Vlad. Editura Academiei Române, Vol. 1., 2015., ISBN 978-973-27-2556-6.
D. Castigarea unui proiect cu finantare europeana  in competitia HIVERA Joint Transnational Call 2014 - HIV-NANOVA: Rationally designed therapeutic vaccine against HIV-1 based on a novel formulation of nanoparticle-protected mRNA, (PI: Joeri AERTS, Vrije Universiteit Brussel; consortiul: Guido Vanham, ITM Antwerp; Bernard Verrier, CNRS Lyon; Simona Ruta, Institute of Virology Stefan S. Nicolau Bucharest Felipe Garcia, Hospital Clinic Barcelona; Felipe Garcia, Hospital Clinic Barcelona).
E. Lucrari propuse pentru premiere
1. Suita de lucrări în domeniul geneticii și epigeneticii în carcinogeneză.

- Necula LG, Mambet C, Albulescu R, Diaconu CC: Epigenetics in gastric carcinogenesis: TET genes as important players. J Immunoassay Immunochem 36:445-455, 2015, ISSN: 1532-4230, IF: 0,73.
- Tanase C, Albulescu R, Codrici E, Calenic B, Popescu ID, Mihai S, Necula L, Cruceru ML, Hinescu ME: Decreased expression of APAF-1 and increased expression of cathepsin B in invasive pituitary adenoma. Onco Targets Ther 8:81-90, 2015, ISSN: 1178-6930, IF: 2,31.
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Anexa O

Brevete

Patent BOPI 6/2014:  Inventatori: Nițulescu George Mihai, Aldea Ioana Mădălina, Bleotu Coralia, Matei Lilia, Harjau Mircea, Velescu Bruno Ștefan, Olaru Octavian Tudorel, Agenți antitumorali derivați ai N-(4-hidroxi-4-metil-3-feniltiazolidin-2-iliden)-1-metil-1H-pirazol-4-carboxamidei.
Anexa P
Granturi/proiecte câștigate în competiții naționale/europene
1. Proiect cu finantare europeana in competitia HIVERA Joint Transnational Call 2014 - HIV-NANOVA: Rationally designed therapeutic vaccine against HIV-1 based on a novel formulation of nanoparticle-protected mRNA, (PI: Joeri AERTS, Vrije Universiteit Brussel; consortiul: Guido Vanham, ITM Antwerp; Bernard Verrier, CNRS Lyon; Simona Ruta, Institute of Virology Stefan S. Nicolau Bucharest Felipe Garcia, Hospital Clinic Barcelona; Felipe Garcia, Hospital Clinic Barcelona)
2. Proiect Tinere Echipe PNII-RU-TE-2014-4-2502, Rolul oncogenelor virale E6/E7 HPV16 în reglarea activităţii componentelor complexului de remodelare cromatiniană NuRD (MBD2, MBD3)
Coordonator: Institutul de Virusologie “Ştefan S. Nicolau” 
Director proiect: Dr. Anca Botezatu

Finantator: MEC prin UEFISCDI

Durata proiectului: 2015-2017
Valoarea totală a proiectului: 550 000 lei
Valoare 2015: 90 000 lei

Anexa Q
Alte activități științifice

1. Cercetătorii din echipa Departamentului Patologie Celulară și Moleculară sunt cooptați ca experți evaluatori în Comisia Europeană  (Carmen C. Diaconu) și UEFISCDI (Carmen C. Diaconu, Coralia Bleotu, Mihaela Chivu Economescu), în comisia profesional – ştiinţifică, învăţământ şi legislaţie - Ordinul biochimiștilor, biologilor și chimiștilor în sistemul sanitar din România (Coralia Bleotu), Carmen C. Diaconu, Mihaela Chivu Economescu, Coralia Bleotu au un index-Hirsh peste 9.

2. Dr. Carmen C. Diaconu, Dr. Coralia Bleotu, sunt experți, coordonatori de nuclee științifice de doctoranzi și cercetători postdoctorali în proiectul “Cercetarea doctorală şi postdoctorală prioritate a învăţământului superior românesc (Doc-Postdoc)”, POSDRU/159/1.5/S/137390. Proiectul este cofinanţat din Fondul Social European prin Programul Operaţional Sectorial Dezvoltarea Resurselor Umane 2007 – 2013; Axa prioritară 1: Educaţia şi formarea în sprijinul creşterii economice şi dezvoltării societăţii bazate pe cunoaştere; Domeniul major de intervenţie 1.5: Programe doctorale şi post-doctorale în sprijinul cercetării; Beneficiar: Universitatea de Medicină şi Farmacie „Carol Davila” din Bucureşti.

3. Participari la cursuri si simpozioane:
- Primul Congres al Asociației de Medicină de laborator din România cu participare internaţională, Sighișoara 20-23 mai 2015: Mambet Cristina

- Beckman Coulter Astrios Customer Training, Nyon, Elveția, 30 martie – 1 aprilie 2015: Diaconu Carmen Cristina, Bleotu Coralia, Matei Lilia
4. Cercetatoarea Claudia Dita se afla in curs de a finalizare a tezei de doctorat cu titlul “Valoarea examenelor de laborator in stabilirea grupelor de risc, a tratamentului si a prognosticului in leucemiile acute limfoblastice la copil”, sub conducerea Prof Dr Arion Constantin, in cadrul Universitatii de Medicina si Farmacie Carol Davila, Bucuresti

5. Dna drd. Adelina Rosca beneficiaza de o bursa doctorala in cadrul proiectului CERO – Profil de carieră: cercetător român, cofinanţat din Fondul Social European prin POSDRU 2007-2013, Axa Prioritară 1  „Educaţia  şi formarea în sprijinul creşterii economice şi dezvoltării societăţii bazate pe cunoaştere”, Domeniul Major de Intervenție 1.5 „Programe doctorale şi post-doctorale în sprijinul cercetării”.
6. „Monitoring and Control Based on Image Processing” Organizers: dr. Loretta Ichim and Dan Popescu în cadrul conferinţei „The 19th International Conference on System Theory, Control and Computing” (ICSTCC 2015), 14-16 October 2015, Caile Gradistei - Fundata, Romania.

7. Membru în comitetul ştiintific la 3rd International Workshop on Systems Safety and Security - IWSSS 2015, dr. Loretta Ichim.
8. Editor la “The 19th International Conference on System Theory, Control and Computing” 14-16 October 2015, Caile Gradistei - Fundata, Romania, dr. Loretta Ichim.

9. Chair la “The 19th International Conference on System Theory, Control and Computing” 14-16 October 2015, Caile Gradistei - Fundata, Romania.
10. Dr. dr. Loretta Ichim a fost recenzor la conferinţele: “The 19th International Conference on System Theory, Control and Computing” 14-16 October 2015, Caile Gradistei - Fundata, Romania; “23rd Mediterranean Conference on Control and Automation, MED 2015”, June 16th – 19th, 2015, orremolinos, Spain; “3rd International Workshop on Systems Safety and Security - IWSSS 2015”, 25-27 June, Bucureşti, Romania; The 20th International Conference on Control Systems and Computer Science – CSCS 19”, 27-29 May, 2015, Bucureşti, Romania
11. Recenzor știinţific la Journal TBME / IEEE Transactions on Biomedical Engineering, dr. Loretta Ichim.
12. Dr. Loretta Ichim a participarea ca membru în echipă din partea UPB la proiecte naționale Program PARTENERIATE - Proiecte colaborative de cercetare aplicativă: CALCULOS PN-II-PT-PCCA-2013-4-2123 Contract Nr.: 257/2014 şi la proiecte tip CDI prin Programul de Cercetare, Dezvoltare şi Inovare STAR – 71/2013 „Multisensory robotic system for aerial monitoring of critical infrastructure systems - MUROS”
Anexa R
Infrastructura de cercetare nouă achiziţionată/completată în anul 2015
In cadrul proiectului POSCCE-Contract 433/21.12.2012, in Institutul de Virusologie s-au achizitionat urmatoarele echipamente:
· citofluorimetru cu sortare cu sistem de management al aerosolilor
· autoclav Systec (65 litri)
· Sistem purificare apă arium Sartorius
· Maşină spălat sticlărie laborator cu accesorii (Smeg GW 4060SC)

Toate aceste echipamente au intrat în dotarea laboratoarelor care alcătuiesc centrul de excelenţă pentru studiul oncogenezei şi al oncolizei virale ca strategie terapeutică. 
Anexa S
Greutăţi

- Personal de cercetare insuficient, care să poată realiza activitățile propuse în cadrul proiectelor în desfășurare și să poată participa la proiectele internaționale la care suntem solicitați, propunem: creșterea numărului de cercetători; scoaterea la concurs de posturi de CSIII, CSII și CSI pentru cercetători științifici cu doctorat și realizări deosebite;
- Imposibilitatea participării la programele nucleu și la programele finanțate de Minsterul Sănătății, lipsa integrării direcțiilor de cercetare în direcțiile majore din sănătatea publică;
- Insuficiența conexiune instituțională cu instituții medicale și cu alte institute ale Academiei Române, vizibilitate redusă (absența unor manifestări științifice periodice, a unei publicații tip newsletter) a Institutului;
- Lipsa demersurilor pentru indexarea ISI a revistei Academiei – Proceedings of the Romanian Academy series A;
- Statut neclar al clădirii Institutului, generator de probleme pentru acreditare, obținere de autorizații, acces de programe;
- Lipsa finanțării din bugetul Academiei Române pentru reactivi și echipamente pentru realizarea temelor propuse Academiei Române.

Nemulţumiri
· Lipsa Granturilor Academiei Române care ar oferi șansa tinerilor cercetători să capete experiența necesară pentru participarea la proiecte naționale și internaționale;
· Suprasolicitarea unor cercetători prin cumularea sarcinilor administrative, de cercetare, publicistice, didactice și de reprezentare;
· Birocrație internă excesivă;
· Lipsa prioritizării cheltuielilor și lipsa unui program coerent de renovare și investiții;
· Lipsa unor manisfestări științifice interne, fapt ce duce la cunoașterea parțială și segmentată a direcțiilor de cercetare și realizărilor obținute de cercetători din alte departamente;
· Vizibilitatea scăzută a realizărilor obținute în Institutul de Virusologie, accentuată de absența unei manifestări periodice de tipul Zilele Institutului de Virusologie.
Anexa T
Propuneri

La nivel intern:
· Organizarea unor întâlniri șiințifice periodice în care să se prezinte rezultatele și direcțiile de cercetare ale Institutului;
· Dezvoltarea autofinanțării, prin înființarea unei Fundații a IVN care să permită desfășurarea de servicii de analize medicale, inclusiv (în timp ) acreditate de Casa de asigurări;
· Asigurarea unui sistem informațional pentru colectarea, centralizarea şi raportarea datelor provenite din toate departamentele;
· Asigurarea vizibilităţii rezultatelor obţinute prin publicarea lor pe website-ul instituției;
· Creșterea numerică a personalului de cercetare, inclusiv asistenți de cercetare, cu atragerea de medici tineri – salarii competitive;
· Asigurarea unui personal tehnico-administrativ calificat care să asigure funcționarea corectă a laboratoarelor (în mod particular BSL3) și echipamentelor;
· Simplificarea procedurilor birocratice.
La nivelul Academiei Române: 

· O mai mare implicare a Academiei Române în creșterea vizibilității rezultatelor cercetării din cadrul Institutelor sale, asigurand interfața între comunitatea științifică din institutele de cercetare și alte foruri naționale și internaționale;
· Demersuri pentru indexarea ISI a revistei Academiei – Proceedings of the Romanian Academy series A;
· Creșterea numărului de cercetători; scoaterea la concurs de posturi de CSIII, CSII și CSI pentru cercetători științifici cu doctorat și realizări deosebite;
· Lansarea unor competiții pentru proiecte de cercetare finanțate de Academia Română, organizarea unor proiecte interne de colaborare între institutele de cercetare afiliate Academiei Române;
· Reînfințarea Granturilor Academiei Române;
· Lansarea unor competiții de burse pentru tineri cercetători.
La nivel extern:

· Organizarea unor campanii de informare a publicului larg cu privire la principalele activități desfășurate de Academie și rezultatele de interes public obținute;
· Atragerea populației în procesul de cercetare științifică prin intermediul unei platforme online sau offline de “cercetare alimentată de oameni” (people-powered research) asemanător platformei “www.zooniverse.org” susținută de Royal Society, Academia de Științe a Marii Britanii.
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