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Secţia  Stiinte  Medicale
Anexa 1
Raportul Centrului de Imunologie al Academiei Române 
pentru anul 2016

1. Membrii Secţiei – lucrări publicate în anul 2016; cea mai importantă lucrare a fiecărui membru apărută în anul 2016:

Marinela Bostan, Mirela Mihaila, Camelia Hotnog, Coralia Bleotu, Gabriela Anton, Viviana Roman, Lorelei I. Brasoveanu, “Modulation of apoptosis in colon cancer cells by bioactive compounds”, Chapter 3 in "Colorectal Cancer - From Pathogenesis to Treatment", book edited by Luis Rodrigo, ISBN 978-953-51-2545-7, Print ISBN 978-953-51-2544-0, Published: September 7, 2016 (Ed.“InTech” - Croatia)

2. Centrul de Imunologie 

a) Domenii de cercetare. 

- Imunologie tumorala: Mecanisme celulare si moleculare implicate in progresia tumorala; expresia genica/antigenica a moleculelor asociate tumoral, molecule de adeziune tumorala, oncoproteine, molecule implicate in angiogeneza si rolul lor functional; 

- Biologie moleculara: biomarkeri asociati cancerelor umane (cancer colorectal, mamar, ovarian, gastric, din sfera ORL, melanom, boli limfoproliferative); 

- Imunoterapia cancerului: studii in vitro ale unor abordari imunoterapeutice in cancer; rolul moleculelor reglatoare ale complementului in rezistenta tumorilor la tratament si impactul in imunoterapia tumorala; efectul modulator al micromediului tumoral asupra tintelor terapeutic.

- Nanomedicina: studii in vitro asupra efectelelor biologice induse de nanoparticule incarcate cu medicamente/ compusi naturali

- Biotechnologie:  studii in vitro asupra efectelelor biologice induse de compusi cu ioni metalici (ex. ruteniu, lantanide), biomateriale

- Preventia/chimiopreventia/rezistenta multipla la medicamente: efectele unor modulatori (compusi biologic activi, citokine, medicamente, citostatice) asupra ciclului celular, apoptozei, expresiei genice/antigenice si rolului functional al moleculelor associate celulelor tumorale; 

- Celule stem tumorale;

- Semnalizare intra- si inter-celulara: proteine fosforilate, MAP-kinaze.

b) Programe de cercetare fundamentala (proiecte de cercetare curenta ale Academiei Romane)

Program I: “MODULAREA UNOR MECANISME CELULARE SI MOLECULARE IMPLICATE IN PROGRESIA TUMORALA SI IN CHIMIO-PREVENTIE” (coordonator program: dr. Lorelei I. Brasoveanu)
1.1. Tema “INFLUENTA MICROMEDIULUI TUMORAL IN PROCESULUI DE ANGIOGENEZA IN CANCERUL MAMAR” (Director proiect Drd. Camelia Hotnog, CS)
1.2. Tema „FACTORI DE PROGNOSTIC IN LLC-B” (Director proiect Dr. Viviana Roman, CS II)

1.3. Tema „STABILIREA UNOR CORELATII  INTRE PROCESELE DE ACTIVARE A PROTEIN-KINAZELOR ACTIVATE DE MITOGENI  SI PROCESELE DE GENERARE ALE SPECIILOR REACTIVE DE OXIGEN INDUSE DE UNII COMPUSI NATURALI ÎN CELULELE TUMORALE”  (Director proiect Dr. Marinela Bostan, CSIII) 
3. Resurse umane: cercetători, doctori, conducători de doctorate 
(vezi tabelul din anexa 2)

( cercetatori: 
5 cercetatori stiintifici atestati 

( doctori: 
4

( conducatori de doctorate: 
2 (1 angajat si 1 pensionar)
4. Activitate formare de tineri cercetători: doctoranzi, post-doctoranzi.

· 1 doctorand, cercetator angajat in Centrul de Imunologie, Institutul de Virusologie „Ştefan S. Nicolau”, Camelia Mia Hotnog, cu tema de doctorat “Factori genetici si imunologici implicati in progresia tumorala si angiogeneza” (coordonator: Dr. L.I. Brasoveanu) in Centrul de Imunologie, IOD: Institutul de Virusologie „Ştefan S. Nicolau” al Academiei Române: 

· 7 doctoranzi externi aflati in faza finala a programului doctoral (5 doctoranzi - coordonator: Dr. L.I. Brasoveanu; 2 doctoranzi - coordonator: Dr. C. Galatiuc/ CSI, pensionata)

5. Infrastructură de cercetare nouă achiziţionată/completată în anul 2016: biblioteca de specialitate, echipamente de cercetare (cu valori peste 10 kEuro), etc.
Biblioteca de specialitate

-  Acces la baze de date nationale si la baze de date bibliografice internationale: prin Institutul de Virusologie „Stefan S. Nicolau” si prin Biblioteca Centrala a Universitaţii de Medicină si Farmacie “Carol Davila” 
- Acces la 4 abonamente anuale CIB (reviste stiintifice de specialitate):
1) „Citometry” part A; 2) „Apoptosis”; 3) „Haematologica - The Hematology Journal”; “Blood”.
6. Rezultatele cercetării desfăşurate în anul 2016 (vezi tabelul din anexa 2)
- 
Brevet de inventie: 

Uivarosi V., Aramă C.C., Bărbuceanu S.F., Brasoveanu L.I., Mihaila MA, Badea EM, Olar RM. “Complecşi de asociere hidroxipropil-b-ciclodextrină/compuşi de ruteniu şi utilizare terapeutică” (Cerere brevet A00944/29.11.2016)

- 
Lucrări publicate:

a. în reviste ISI din străinătate: 
4 (Royal Society of Chemistry, New Journal of Chemistry, Molecular Crystals and Liquid Crystals, Anticancer Research)
b. reviste ISI din România: 
3 (2 in Journal of Biotechnological Letters, 1 in Rom. J.  Morphol Embryol)
c. volume conferinte internationale:
 2  lucrari sub forma de rezumat
d. volume conferinte nationale:
 5 lucrari sub forma de rezumat
- 
Cărţi/ capitole carte publicate în străinătate/ în România - Editura Academiei Române/alte edituri: 

- Capitole publicate in strainatate (2):
1) Coralia Bleotu, Demetra Socolov, Mariana Anton, Anca Botezatu, Adriana Plesa, Iulia Virginia Iancu, Lorelei Irina Brasoveanu, Gabriela Anton, Carmen Cristina Diaconu, “Interplay of epigenetics with gynecological cancer”, Chapter 2 in „Gynecologic Cancers - Basic Sciences, Clinical and Therapeutic Perspectives”, book edited by Samir A. Farghaly, ISBN 978-953-51-2254-8, Published: March 2, 2016 Ed.“InTech” – Croatia, DOI: 10.5772/61032
2) Marinela Bostan, Mirela Mihaila, Camelia Hotnog, Coralia Bleotu, Gabriela Anton, Viviana Roman, Lorelei I. Brasoveanu, “Modulation of apoptosis in colon cancer cells by bioactive compounds”, Chapter 3 in "Colorectal Cancer - From Pathogenesis to Treatment", book edited by Luis Rodrigo, ISBN 978-953-51-2545-7, Print ISBN 978-953-51-2544-0, Published: September 7, 2016 (Ed.“InTech” - Croatia)
- 
Citări ale lucrărilor publicate anterior, în anul 2016: 
19
7. Realizări excelente obţinute în anul 2016 (cca. 3 realizări), ale Secţiei şi institutelor/centrelor coordinate: 
A) Cărţi, capitol carte:

1.  Marinela Bostan, Mirela Mihaila, Camelia Hotnog, Coralia Bleotu, Gabriela Anton, Viviana Roman, Lorelei I. Brasoveanu, “Modulation of apoptosis in colon cancer cells by bioactive compounds”, Chapter 3 in "Colorectal Cancer - From Pathogenesis to Treatment", book edited by Luis Rodrigo, Published: September 7, 2016, ISBN 978-953-51-4644-5, pp.51-84 (Ed.“InTech” - Croatia)
2. Coralia Bleotu, Demetra Socolov, Mariana Anton, Anca Botezatu, Adriana Plesa, Iulia Virginia Iancu, Lorelei Irina Brasoveanu, Gabriela Anton, Carmen Cristina Diaconu, “Interplay of epigenetics with gynecological cancer”, Chapter 2 in „Gynecologic Cancers - Basic Sciences, Clinical and Therapeutic Perspectives”, book edited by Samir A. Farghaly, ISBN 978-953-51-2254-8, Published: March 2, 2016 Ed.“InTech” – Croatia, DOI: 10.5772/61032
B) Lucrări ştiinţifice (publicate în reviste cu factor de impact ridicat): 
1. I. Lacatusu, N. Badea, G. Badea, L. Brasoveanu, R. Stan, C. Ott, O. Oprea, A. Meghea, “Ivy leaves extract based – lipid nanocarriers and their bioefficacy on antioxidant and antitumor activities”, Royal Society of Chemistry Advances, 6:77243-77255, 2016 (IF=3,289), articol premiat in anul 2016 de catre ANCS/ UEFISCDI:

2. Gabriela Badea, Nicoleta Badea, Lorelei I. Brasoveanu, Mirela Mihaila, Raluca Stan, Daniela Istrati, Teodora Balaci and Ioana Lacatusu, „Naringenin improves the sunscreen performance of vegetable nanocarriers” (acceptat, in curs de publicare  New J. Chem., 2016) (IF=3,277)

C) Rapoarte/studii de mare interes national:
1) Brevet inventie: Uivarosi V, Aramă CC, Bărbuceanu SF, Brasoveanu LI, Mihaila MA, Badea EM, Olar RM. “Complecşi de asociere hidroxipropil-b-ciclodextrină/compuşi de ruteniu şi utilizare terapeutică”. Cerere brevet A00944/29.11.2016

D) Alte realizări pe care le consideraţi excelente (dacă este cazul): 

Dr. Lorelei I. Brasoveanu, Dr. Viviana Roman - evaluatori in 2016 ai unor articole reviste internationale (Journal of Immunochemistry and Immunoassays), nationale (Romanian Archives of Immunology and Microbiology) 
9. Cooperări ştiinţifice naţionale şi internationale, inclusiv în cadrul proiectelor (cu menţionarea numărul proiectului şi a partenerilor) 

A. COOPERARI STIINTIFICE NATIONALE IN PROIECTE DE CERCETARE:
- Institutul Oncologic „Prof. Dr. Alex. Trestioreanu”;

- UMF “Carol Davila” Bucuresti

- Universitatea Bucuresti, Facultatea de Biologie
- Universitatea Bucuresti, Facultatea de Chimie
- Spitalul Universitar de Urgenta Bucuresti

- Spitalul Clinic Universitar “Sfantul Ioan”

- INCDI “Victor Babes”

- INCDI “I. Cantacuzino”

- ICECHIM

- Spitalul Clinic Panduri
a) PN-II - PCCA contract 136/2012 (Biotehnologie): “Conceperea si dezvoltarea unor sisteme de transport si cedare pentru noi compusi de ruteniu cu actiune antitumorala (RuSYST)”, iulie 2012 – decembrie 2016, responsabil proiect P3 Dr. Mirela Mihaila, CSIII (Coordonator proiect UMF Bucuresti - Conf. Dr. Valentina Uivarosi; alti parteneri: Institutul Oncologic „Prof. Dr. Alex. Trestioreanu”; Universitatea Bucuresti, Facultatea de Biologie);

B. COOPERĂRI ŞTIINŢIFICE INTERNAŢIONALE:

1. Institutul Curie, U-365, Paris, Franta (Prof. Jean-Pierre Kolb)

2. Centro di Riferimento Oncologico Aviano, Italia (Dr. Luca Signorelli; dr. Sandra Coral)

3. Spitalul Universitar din Siena, Italia (Dr. Michele Maio, dr. Ester Fonsatti)

4. Cellular Technology, Cleaveland, SUA (Dr. Ioana Moldovan)

5. Universitatea din Pittsburgh (Dr. Iulia Popescu)
10.  Conferinţe (simpozioane)/ manifestări ştiinţifice organizate de institutele/centrele coordinate.

12. ALTE ACTIVITATI: 
Participarea la programe/ workshopuri de perfectionare: 
“SMALL PARTICLE DETECTION USING THE CURRENT GENERATION OF FLOW-CYTOMETERS” organizat de catre Novaintermed SRL si Asociatia de Citometrie din Romania,  participanti - Marinela Bostan   si Mirela Mihaila, 1 noiembrie 2016, Bucuresti
- 
Greutati intampinate in activitatea de cercetare:

Lipsa finantarii activitatilor de cercetare realizate in cadrul proiectelor de cercetare fundamental/ curenta (fonduri pentru reactivi si materiale consumabile);
Concluzii şi propuneri:
· In vederea realizarii in conditii optime a obiectivelor propuse in cadrul planului de cercetare curenta al Academiei Romane, precum si a contractelor de cercetare finantate de Ministerul Cercetarii, solicitam efectuarea de catre Academia Romana a demersurilor necesare suplimentarii posturilor in cercetare din Institutul de Virusologie „Stefan S. Nicolau”, respectiv Centrul de Imunologie. In acest moment exista o mare lipsa de personal cu studii superioare, in special cercetatori tineri, dar si de personal calificat cu studii medii.

· Propunem de asemenea: deschiderea finanţărilor pentru Granturile Academiei Romane in anul 2017; alocarea de fonduri pentru contractele de cercetare curenta. 
· Alocarea de fonduri pentru efectuarea unui studiu de rezistenta a cladirii in care functioneaza Institutul de Virusologie „Stefan S. Nicolau”, respectiv Centrul de Imunologie, avand in vedere vechimea de peste 50 de ani a acesteia.
· Alocarea de fonduri pentru efectuarea de reparatii ale cladirii in care functioneaza Institutul de Virusologie „Stefan S. Nicolau”, respectiv Centrul de Imunologie, precum si a instalatiilor electrice si sanitare, avand in vedere vechimea de peste 50 de ani a acestora.
Coordonator Centrul de Imunologie,

Dr. Lorelei Irina Brasoveanu, CSI
PROIECTE DE CERCETARE

Secţiunea 1
PROIECTE FINANŢATE DE CATRE ACADEMIA ROMÂNĂ
  La realizarea planului de cercetare propus pentru 2016 de catre Centrul de Imunologie Bucuresti a participat in cadrul programului si temelor propuse tot personalul angajat, atat cei cu studii superioare, de la cercetatorii stiintifici gr. I pana la cercetatorii stiintifici, cat si personalul cu studii medii. Rezultatele obtinute prin efectuarea studiilor din cadrul programului major de cercetare curenta al Centrului de Imunologie, reprezentat prin trei teme, precum si prin proiectele cu finantare suplimentara sau colaborarile stiintifice cu alte institutii, au fost valorificate prin comunicari la manifestari stiintifice nationale si internationale, precum si prin publicatii in reviste de specialitate. 

Programul 1 “STUDIUL UNOR MECANISME CELULARE SI MOLECULARE IMPLICATE IN PROGRESIA TUMORALA SI CHIMIO-PREVENTIE”
1.1. Tema “INFLUENTA MICROMEDIULUI TUMORAL IN PROCESUL DE ANGIOGENEZA IN CANCERUL MAMAR” (Director proiect Drd. Camelia Hotnog, CS)
Obiectivul general al proiectului: Evaluarea influentei micromediului tumoral asupra expresiei unor biomarkeri asociati procesului de angiogeneza in cancerul mamar.

Faza I: 
Stabilirea modelului experimental „in vitro”.
Faza II:  
Evaluarea modularii expresiei unor biomarkeri asociati procesului de angiogeneza de catre micromediul tumoral.
Personal implicat: Drd. Mia Camelia Hotnog (director proiect), dr. Lorelei Irina Brasoveanu, dr. Mirela Mihaila, dr. Marinela Bostan, dr. Viviana Roman, asist. Elena Nicolae, lab. Aneta Doncea (colaboratori interni)

Faza I: Stabilirea modelului experimental „in vitro”

Cancerul mamar reprezinta una dintre afectiunile maligne cu incidenta si mortalitate ridicata, etiologia sa implicand factori genetici, imunologici si biochimici. Examinarea prin citometrie in flux a limfocitelor periferice utilizând unii anticorpi monoclonali poate completa datele clinice asupra starii de imunitate a pacientului cu cancer colorectal, stare ce influenteaza evolutia ulterioara a bolii. Angiogeneza tumorala reprezinta un proces esential in dezvoltarea si metastazarea cancerului de san; acest proces include destabilizarea vaselor de sange existente, proliferarea celulelor endoteliale, migrarea si tubulogeneza. In timpul progresiei tumorale, angiogeneza are loc atunci cand expresia moleculelor pro-angiogenice este mai mare decat cea a inhibitorilor de angiogeneza. Expresia moleculelor pro-angiogenice este crescuta de stimuli fiziologici, cum ar fi hipoxia - indusa de o masa tisulara crescuta- si activarea oncogenelor sau mutatii ale genelor supresoare de tumori.
Citometria în flux reprezintă o abordare tehnică de mare complexitate, ce permite determinarea simultană a mai multor parametri fizici şi chimici caracteristici unei singure celule aflate în mişcare într-un curent de lichid. Molecule cum ar fi factorul de crestere a endoteliului vascular (VEGF), moleculele de adeziune celulara (ICAM-1, VCAM-1, E-caderina, endoglina/ CD105) sau mucinele (MUC-1) sunt considerate biomarkeri de interes si posibile tinte imunoterapeutice. In vivo, expresia moleculelor membranare a acestora poate fi modulata de factori solubili secretati atat de celulele tumorale, cat si de endoteliu, cum ar fi citokinele (IL-1, IL-6, IL-8, TNF-alpha, IFN-gamma, alpha 2a, TGF-beta, etc.). Dintre acestea, co-expresia in celulele tumorale a unor molecule implicate in interactiunile celulare si modificarile ce intervin la nivelul adeziunii si mobilitatii celulare pot influenta agresivitatea si potentialul metastatic al unei tumori. De aceea, modularea expresiei acestor molecule si a receptorilor acestora in celulele tumorale, si stabilirea inter-relatiei intre nivelul expresiei si progresia tumorala este de un real interes.

Astfel, intr-o prima etapa s-a pus la punct modelul experimental ce a constat din cultivarea liniilor celulare mamare umane  cu grade diferite de agresivitate (MCF-7, MDA-MB-231 si T47D) in mediu de cultura DMEM/F12 suplimentat cu 10% FBS sau in mediu conditionat din culturi de celule endoteliale umane (HUVEC, “human umbilical vein endothelial cords”. Alternativ, celulele HUVEC au fost cultivate atat in mediu DMEM:F12, cat si in medii conditionate ale culturilor de celule mamare MCF-7, MDA-MB-231 sau T47D. Dupa 24-72 h de tratament s-a evaluat expresia modulata a unor molecule de adeziune celulara sau factori de crestere implicate in progresia tumorala si/ sau angiogeneza (ICAM-1, VCAM-1, E-caderina, beta-catenina, endoglina/CD105, VEGF) pe liniile tumorale de san (MCF-7MDA-MB-231, T47-D cultivate in mediu conditionat de HUVEC), comparativ cu expresia constitutiva a acestora pe liniile crescute in mediu DMEM. In acest scop s-a utilizat tehnica de imunofluorescenta indirecta (marcare cu anticorp monoclonali sau policlonali specifici, iar apoi cu anticorpi secundari marcati fluorescent) urmata de achizitia datelor si analiza acestora prin citometrie in flux. Celulele viabile (1x104 achizitionate cu poarta) au fost colectate pentru analiza cu ajutorul citometrului în flux FACS Canto II (Becton Dickinson, USA). Analizarea datelor si prelucrarea lor grafica s-a realizat prin utilizarea programului DIVA 8 si WinMDI. Datele obtinute au demostrat o expresie variabila a moleculelor studiate asociata diferitelor linii celulare mamare.
Faza II:  Evaluarea modularii expresiei unor biomarkeri asociati procesului de angiogeneza de catre micromediul tumoral
Procesul de angiogeneza poate fi reglat la nivel local de celulele endoteliale care produc factori de crestere, citokine, enzime, molecule de adeziune. Astfel, interactiile intre celulele sistemului imun si celulele endoteliale au un rol ce nu ar trebui neglijat. Celulele cu rol in procesele inflamatorii, adica macrofagele, limfocitele T si monocitele, participa la procesul de angiogeneza prin secretia de citokine pro- si/sau anti-inflamatoare care pot controla atat migrarea celulelor endoteliale, cat si activarea si proliferarea acestora. 

Modularea expresiei unor biomarkeri asociati procesului de angiogeneza (ICAM-1, VCAM-1, E-caderina, beta-catenina, endoglina/ CD105, VEGF) de catre micromediul tumoral s-a evaluat in culturile celulare de HUVEC cultivate in mediile conditionate de la culturile de celule mamare, comparativ cu celulele HUVEC cultivate in mediu DMEM:F12, prin imunofluorescenta indirecta urmata de achizitia datelor si analiza acestora prin citometrie in flux cu ajutorul citometrului în flux FACS Canto II (Becton Dickinson, USA). Analizarea datelor si prelucrarea lor grafica s-a realizat prin utilizarea programului DIVA 8 si WinMDI. 


In plus, in modelele celulare experimentale (cultivare in medii conditionate vs. DMEM:F12) s-a determinat prin citometrie in flux nivelul speciilor reactive de oxigen (SRO) din celule, in prezenta sau absenta unor concentratii scalare de inhibitor de angiogeneza. Datele au fost corelate cu evaluarea SRO in supernatantele de cultura.
Personal implicat: Drd. Mia Camelia Hotnog (director proiect), dr. Lorelei Irina Brasoveanu, dr. Mirela Mihaila, dr. Marinela Bostan, dr. Viviana Roman, asist. Elena Nicolae, lab. Aneta Doncea (colaboratori interni)

1.2. Tema „ FACTORI DE PROGNOSTIC IN LLC-B”
 (Director proiect Dr. Viviana Roman, CS II)
Obiectivul general al proiectului: Determinarea unor corelatii intre diversi factori de prognostic in leucemia limfocitara de tip B (LLC-B)

Cancerul este a doua cauza a mortalitatii, cauzand anual 25% din decesele inregistrate in Europa, cu aproximativ 3 milioane de noi cazuri diagnosticate pe an (sursa: European Cancer League). Desi se fac eforturi si investitii masive pentru imbunatatirea terapiei cancerului, in scaderea mortalitatii progresele inregistrate sunt insuficiente.


Limfoproliferarile maligne cronice sunt reprezentate in peste 75% din cazuri neoplazii care afecteaza de obicei limfocitele B, fiind reprezentate de limfoame maligne nonhodgkiene (LMNH) si de leucemia limfocitara cronica (LLC). In ultimul deceniu incidenta lor a crescut alarmant, cu cel putin 5% pe an. Limfoproliferarile cronice (LC) cu celula B se prezinta deseori cu leucocitoza cu limfocitoza, ceea ce impune un diagnostic diferential precis. 

In ultimii ani s-au facut evidente progrese in identificarea unor markeri celulari si moleculari-biomarkeri- care sa aiba valoare predictiva in progresia bolii la pacientii diagnosticati cu limfoproliferari cronice sau care sa ajute la determinarea bolii minime reziduale dupa terapie. 

Biomarkeri sau “markeri ai cancerului” sunt entitati celulare, moleculare, biochimice, comune multor, daca nu celor mai multe tipuri de cancere. Mediatorii semnalizarii celulare cum ar fi proteinele anti/proapoptotice, kinazele, speciile reactive de oxigen, proteinele reglatoare ale ciclului celular etc. sunt tinte atractive pentru tratarea cancerului.

Din acest motiv tema realizata in acest an a vizat in primul rand stabilirea unr factori cu semnificatie in prognosticul B-LLC (Faza I) si apoi gasirea unei corelatii intre biomarkerii cu niveluri ridicate de expresie si semnificatia lor in prognosticul B-LLC (Faza II).

Faza I:   
Stabilirea unor factori cu semnificatie in prognosticul LLC-B


In ultimii ani comunitatea stiintifica a facut, si continua sa faca eforturi, in directia gasirii de noi biomarkeri in diverse tipuri de cancer, in gasirea de noi metode pentru prevenirea, supresia sau reversarea carciogenezei. Acest lucru presupune gasirea unei palete de biomarkeri care pot, prin corelarea nivelelor lor de expresie, sa ne ajute sa diagnosticam mai usor boala si in acelas timp sa ne ajute in prognosticul bolii.

Din acest motiv in aceasta faza am analizat prin metode de biologie celulara, o serie de markeri specifici ai limfoproliferarilor cronice cum ar fi CD38, ZAP-70 (70 kD zeta associated protein) si influenta asupra nivelurilor de expresie ale acestora, a parametrilor biologici si clinici precum si raspunsul la tratament si evolutia bolii. 

Faza II:  
Analiza corelatiei dintre factorii cu niveluri semnificative de expresie cu rol in prognosticul LLC-B.


In urma studiilor efectuate putem spune ca expresia marita a markerului CD38 pe suprafata celulelor leucemice conduce la o rata a supravietuirii scazuta datorata, in mare parte lipsei de raspuns la tratament. La randului ZAP-70 este un foarte bun marker in prognosticul bolii, prezenta sa conducand deasemenea la o rata scazuta a supravietuirii. 

Putem spune deci ca intre cei doi biomarkeri ai limfoproliferarilor cronice luati in discutie, markerul de suprafata CD38 si markerul intracelular ZAP-70,  functie de nivelurile lor de expresie, exista bune corelatii vizand prognosticul bolii si ca aceasta buna corelatie este de un mare ajutor in identificarea subgrupurilor de pacienti in diferite stadii clinice. 

Personal implicat: Dr. Viviana Roman (Director proiect), Dr. Lorelei Irina Brasoveanu, Dr. Marinela Bostan, Drd. Camelia Hotnog, Dr. Mirela Mihaila, asist. Elena Nicolae, lab. Doncea Aneta (colaboratori interni)

1.3. Tema „STABILIREA UNOR CORELATII INTRE PROCESELE DE ACTIVARE A PROTEIN-KINAZELOR ACTIVATE DE MITOGENI  SI PROCESELE DE GENERARE ALE SPECIILOR REACTIVE DE OXIGEN INDUSE DE UNII COMPUSI NATURALI ÎN CELULELE TUMORALE”  (Responsabil tema DR. MARINELA BOSTAN, CSIII)
Obiectivul general al proiectului:  In studiul propus s-a urmarit stabilirea modului in care procesele de generare a speciilor reactive de oxigen pot influenta mecanismele implicate in procesele de activare a protein-kinazelor activate de mitogeni (MAPK-ze) in celulele tumorale. In acest scop s-au utilizat metode moderne de citometrie de flux, ELISA si spectrofotometrie. Rezultatele obținute pot fi suportul dezvotării unor noi directii terapeutice in scopul cresterii ratei de supravietuire cat si al calitatii vietii bolnavilor de cancer. 

Faza I: Studiul efectelor induse de compuși naturali asupra viabilităţii și a proceselor de proliferare în culturi celulare tumorale.

Procesul de generare al radicalilor liberi ai oxigenului are loc ca urmare a acţiunii unor factori interni şi externi pe care mecanismele naturale  existente in organismele biologice vii nu le pot controla. Astfel, procesele metabolice din organism sau procesele ce insotesc perturbarile metabolice asociate diferitelor tipuri de patologii reprezinta adevarate surse interne de radicali liberi ai oxigenului. In acest context studiul radicalilor liberi ai oxigenului a luat o mare amploare incercandu-se evidentierea rolului pe care acestia il pot avea in etiopatologia multor afectiuni din diverse domenii de cercetare biomedicala, neurobiologie, cardiologie si oncologie. In plus, recent s-a aratat ca speciile reactive de oxigen (ROS) pot indeplini si rolul de molecule de semnalizare, astfel pot avea un rol cheie in cadrul cailor de semnalizare, fiind raspunzatoare de inductia sau supresia proliferarii celulare, precum si de declansarea sau inhibarea apoptozei. In general statusul oxidativ al celule canceroase este unul ridicat si prin folosirea unor compusi naturali cu proprietati antioxidante s-ar putea interveni in procesul de proliferare celulara. 

De asemenea, protein-kinazele activate de mitogeni (MAPK) sunt o familie de serin/treonin kinaze, care mediaza transmiterea semnalelor si coordoneaza realizarea raspunsul celular.  Odata activate MAP Kinazele mediaza transmiterea semnalelor si coordoneaza realizarea raspunsului celular, fiind posibil sa intervina in anumite etape ale evolutiei proceselor neoplazice.

Astfel, obiectivul general al Temei 1.3 a fost stabilirea modului in care procesele de generare a speciilor reactive de oxigen ar putea influenta mecanismele implicate in procesele de activare a protein-kinazelor activate de mitogeni (MAPK-ze) in  celulele tumorale. 

Astfel in prima faza s-au studiat citotoxicitatea indusa de compusi naturali cum ar fi –Resveratrol-  (Res) si  Ganoderma lucidum (GL) in comparatie cu efectul indus de un agent chimioterapeutic – cisplatina - , asupra proceselor de proliferare si a viabilitatii celulare in culturi celulare tumorale din sfera ORL. Influenta tratamentului cu Res, GL sau cisplatina a fost studiat pe linia celulara tumorala standardizata FaDu  (celule de carcinom scuamos de hipofaringe uman -HTB-43) prin utilizarea testului de proliferare celulara non-radioactiva. Analiza rezultatelor obtinute prin tratarea celulelor tumorale cu Res, GL sau cisplatina in diferite concentratii si pentru perioade de timp variabile, a aratat o scadere semnificativa a proliferarii celulare intr-un mod dependent de doza si timp. Aceste date au permis selectarea concentratiilor de lucru pentru experimentele din faza a doua  si anume concentratia de lucru de 50 uM pentru Res, 100ug/ml GL si  10 uM pentru cisplatina. Rezultate semnificative statistic s-au obtinut atunci cand celulele tumorale au fost tratate cu Res, GL sau cisplatina timp de 24 ore.

Faza II:  Analiza eliberarii speciilor reactive de oxigen si a activarii unor protein- kinaze (MAPK-ze) induse de unii compusi naturali in celulele tumorale.

Analiza eliberarii speciilor reactive de oxigen s-a realizat prin utilizarea metodei chemiluminiscenţei amplificate cu lucigenină pentru evaluarea in vitro  a eliberării superoxid anionului sau cu luminol pentru evidentierea celorlalte specii reactive de oxgen(peroxidul de oxigen, radicalul hidroxil). Celulele FaDu tratate cu Res, GL sau cisplatina in concentratiile mentionate timp de 24 h au eliberat o cantitate mai mare SRO comparativ cu celulele netratate ( martor). Cu ajutorul tehnicii ELISA prin utilizarea unor  kituri specifice s-a analizat nivelul de activarea al p38MAPK. Celulele tumorale au fost tratate cu Res, GL sau cisplatina in prezenta sau absenta unui inhibitor specific p38MAPK (SB203580). Tratamentul cu 100 ug / ml GL, Res 50uM sau cu cisplatina 10uM a determinat o crestere a nivelului de fosforilare a p38MAPK-zei dupa 24h de tratament. In cazul celulelor pretratate 2h cu inhibitorul SB203580 s-a inregistrat o cantitate mai mica de SRO comparativ cu celulele martor. Aceste date sustin posibilitatea unei co-relatii intre nivelul de activare al p38 MAPK si procesul de generare a SRO. Rezultatele obținute ar putea asigura suportul dezvotării unor noi direcțtii terapeutice în scopul creșterii ratei de supraviețuire a bolnavilor de cancer. 

Personal implicat: Dr. Marinela Bostan (Director proiect), Dr. Lorelei Irina Brasoveanu, Dr. Viviana Roman, Dr. Mirela Mihaila, Drd. Camelia Hotnog, As. Nicolae Elena, lab. Aneta Doncea (colaboratori interni)
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Sectiunea 2: 
PROIECTE FINANTATE DIN FONDURI EXTRABUGETARE

1. Program PCCA contract 136/2012 (Biotehnologie): “Conceperea si dezvoltarea unor sisteme de transport si cedare pentru noi compusi de ruteniu cu actiune antitumorala (RuSYST)”, iulie 2012 – decembrie 2016, responsabil proiect P3 Dr. Mirela Mihaila, CSIII (Coordonator proiect UMF Bucuresti - Conf. Dr. Valentina Uivarosi; alti parteneri: Institutul Oncologic „Prof. Dr. Alex. Trestioreanu”; Universitatea Bucuresti, Facultatea de Biologie); (Finantare totala: 200.000 RON, Finantare 2016 –19.623 RON)
Personal implicat: Dr. Mirela Mihaila (Responsabil proiect P3), Dr. Lorelei Irina Brasoveanu, Dr. Marinela Bostan, Dr. Viviana Roman, Drd. Mia Camelia Hotnog, Asist. Elena Nicolae, Ec. Gabriela Nebunu.
Obiectivul general al proiectului: Studiul isi propune investigarea la nivel celular si molecular, pe linii celulare tumorale standardizate ale unor compusi pe baza de ruteniu in vederea evaluarii potentialului lor terapeutic. Proiectul isi propune testarea efectului acestor compusi de ruteniu si a citostaticelor asupra proliferarii tumorale, apoptozei si progresiei ciclului celular.
Obiectivul fazei V / 2016: Evaluarea toxicităţii generale a compuşilor de ruteniu sub forma complecşilor cu ciclodextrine. Corelarea şi analizarea rezultatelor generale.
Etiologia cancerelor implica mai multi factori genetici, imunologici si biochimici. Principalul obstacol in succesul terapiei pare a fi imposibilitatea eradicarii tuturor celulelor tumorale. Chimioterapia tumorilor solide este limitata de lipsa selectivitatii medicamentelor anti-canceroase si recurenta tumorilor rezistente la tratament. Terapiile traditionale anti-cancer au efecte limitate, de aceea actiunea citotoxica exercitata de citostaticele clasice in tumori ar putea fi potentata de noi medicamente care pot afecta mai multe tinte majore si mecanisme moleculare. Utilizarea clinica a cisplatinului (Cis-Pt) este limitata de rezistenta tumorii la medicamente si efectele adverse, deci alti compusi cu ioni metalici poseda activitate anti-tumorala. Complexele pe baza de ruteniu sunt considerate ca fiind mai putin toxice si capabile sa depaseasca rezistenta indusa de medicamente de platina in celulele canceroase, fata de cisplatin. Numeroasele proprietati ale ruteniului, o califica drept un pretendent medicament antineoplazic. Scopul principal al proiectului este acela de a dezvolta noi compusi pe baza de ruteniu, substante potente, cu efecte secundare reduse, o potentiala alternativa la terapia cu citostatice. Combinatiile complexe ale unor metale tranzitionale reprezinta o clasa distincta de agenti chimioterapeutici, utilizati pe scara larga ca agenti antitumorali si antivirali in practica clinica. Cu toate acestea, instalarea rezistentei tumorilor la medicament si efectele adverse, au limitat utilizarea clinica a compusilor chimioterapeutici. Aceste limitari au determinat orientarea cercetarilor spre gasirea unor agenti antitumorali non-chimioterapeutici pe baza de metale tranzitionale, mai activi si mai putin toxici. Cercetarile au fost extinse pentru compusii de Ru (III) si ciclodextrine (HpbetaCD) in scopul imbunatatirii farmacocineticii lor.

Activitatile fazei actuale a proiectului s-au axat pe determinarea citotoxicitatii induse de catre compusi cu ruteniu cu ciclodextrine, in paralel cu evaluarea proliferarii prin analiza fazelor ciclului celular si a evenimentelor apoptotice, utilizand cisplatinul drept substanta de referinta.

	Substanta
	Apoptoza

timpurie (%)
	Apoptoza tarzie /

secundara (%)
	Apoptoza

totala (%)

	NT
	6.89
	9.11
	16

	Cis-Pt (10 uM)
	9.83
	17.38
	27.21

	Cis-Pt (50 uM)
	15.22
	22.31
	37.53

	Ru-enro + HPbetaCD (10 uM)
	63.28
	1.95
	65.23

	Ru-enro + HPbetaCD (50 uM)
	83.52
	3.94
	87.46

	Ru-cipro + HPbetaCD (10 uM)
	65.90
	3.37
	69.27

	Ru-cipro + HPbetaCD (50 uM)
	71.99
	4.88
	76.87

	Ru-enoxa + HPbetaCD (10 uM)
	75.00
	3.59
	78.59

	Ru-enoxa + HPbetaCD (50 uM)
	69.64
	5.51
	75.15

	Ru-pip + HPbetaCD (10 uM)
	58.24
	12.57
	70.81

	Ru-pip + HPbetaCD (50 uM)
	69.50
	2.55
	72.05


Evaluarea potentialului apoptotic
Distributia procentuala a nucleilor celulelor LoVo in fazele ciclului celular
	Substanta
	Go/G1 (%)
	S (%)
	G2/M (%)

	NT
	22.74
	57.99
	19.26

	Cis-Pt (10 uM)
	18.30
	60.38
	21.32

	Cis-Pt (50 uM)
	20.24
	63.75
	16.01

	Ru-enro + HPbetaCD (10 uM)
	23.62
	56.73
	19.66

	Ru-enro + HPbetaCD (50 uM)
	28.91
	51.05
	20.04

	Ru-cipro + HPbetaCD (10 uM)
	22.23
	62.69
	15.08

	Ru-cipro + HPbetaCD (50 uM)
	23.35
	59.09
	17.56

	Ru-enoxa + HPbetaCD (10 uM)
	23.51
	64.55
	11.94

	Ru-enoxa + HPbetaCD (50 uM)
	24.19
	60.22
	15.59

	Ru-pip + HPbetaCD (10 uM)
	10.81
	46.96
	42.23

	Ru-pip + HPbetaCD (50 uM)
	1.80
	58.32
	39.88


Sensibilitatea celulelor tumorale la tratamentul cu diferite concentratii de cisplatin (Cis-Pt) si compusi cu ruteniu cu ciclodextrine (Ru-enro, Ru-cipro, Ru-enoxa, Ru-pip) a fost evaluata prin determinarea citotoxicitatii prin tehnica MTS si prin sistemul xCELLigence.

Utilizand sistemul xCELLigence RTCA se poate realiza o monitorizare dinamica in timp real a proliferarii celulelor, prin masurarea impedantei celulelor aderate. Monitorizarea citotoxicitatii vs. proliferarii celulare permite calcularea valorilor IC50 dependente de timp, astfel incat se pot selecta timpii si concentratiile optime pentru atingerea raspunsului maxim. Curbele de proliferare / citotoxicitate sunt specifice pentru compusul utilizat la tratament si depind de mecanismul biologic de actiune al compusului respectiv.
Citotoxicitatea indusa de catre compusii cu ruteniu cu ciclodextrine in linii celulare tumorale umane a fost analizata in paralel cu evaluarea proliferarii celulare prin analiza fazelor ciclului celular si a evenimentelor apoptotice, utilizand cisplatinul drept substanta de referinta. Rezultatele obtinute prin testarea efectului proliferativ vs. citotoxic al compusilor de Ruteniu au variat functie de compusul utilizat, concentratie, perioada de timp de tratare. Efectele tratamentului cu Cis-Pt sau cu compusii cu ruteniu asupra proliferarii a fost investigat prin evaluarea potentialului apoptotic, prin tehnica dublei marcari cu anexina V si iodura de propidiu (PI), urmata de analiza prin citometrie in flux. Rezultatele obtinute ar putea fi folosite in viitor in elaborarea unor noi strategii bioimunoterapeutice antitumorale in scopul diminuarii tumorii primare si controlului/eliminarii metastazelor.
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Brevet inventie: Uivarosi V, Aramă CC, Bărbuceanu SF, Brasoveanu LI, Mihaila MA, Badea EM, Olar RM. “Complecşi de asociere hidroxipropil-b-ciclodextrină/compuşi de ruteniu şi utilizare terapeutică”. Cerere brevet A00944/29.11.2016
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2. Mirela Mihaila, Camelia Hotnog, Marinela Bostan, Viviana Roman, Valentina Uivarosi, Lorelei Irina Brasoveanu, “Evaluation of potential therapeutic role of ruthenium (III) compounds associated to cyclodextrins in human cancer”, pg. 407-408, Conferinta Institutului Regional Iasi, Iasi, 24 - 27 noiembrie 2016.
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1. Mirela Mihaila, Camelia Hotnog, Marinela Bostan, Lorelei I. Brasoveanu, Valentina Uivarosi, „In vitro anticancer activity of novel ruthenium (III) complexes with co-solvents” (in evaluare, Anticancer Research) (IF=1,826)
2. PN-II-ID-PCE-2012-4-0111 “Nanotransportori lipidici bioactivi pentru co-incapsularea extractelor vegetale selective cu performanta farmacocosmetica amplificata“  (Director proiect : Prof. dr.Aurelia Meghea, Universitatea Bucuresti, Facultatea de Chimie; Dr. Lorelei I. Brasoveanu, Mirela Mihaila - Colaboratori externi)
Activitatile desfasurate de catre colectivul Centrului de Imunologie din Institutul de Virusologie “Stefan S. Nicolau” au urmarit evaluarea eficientei biologice in vitro a unor compusi dezvoltati de catre coordonatorul de proiect, ce includ extracte vegetale, cum ar fi uleiul de zmeura (UZ), uleiul de orez (UO), extract de salcie (ES), dar si compusi anti-inflamatori de sinteza, indometacinul (IND). Testarea activitatii biologice s-a facut in vitro prin evaluarea efectului proliferativ vs. citotoxic al acestor compusi prin tehnici colorimetrice (tehnica MTS) utilizand linia celulara murina L929 (derivata din fibroblaste). Experimentele efectuate au inclus concentratii scalare intre 3,12 si 200 ug/ml, tratamentele pe linia celulara fiind effectuate pentru diferite perioade de timp (24, 48 sau 72 h). Drept model pentru evaluarea activitatii anti-inflamatorii a compusilor studiati s-a utilizat inducerea inflamatiei in cellule de catre peroxidul de hidrogen. Efectul protector al compusilor cu extracte vegetale s-a masurat prin evaluarea procentului de inhibare a producerii de citokine pro-inflamatorii (IL-6, TNF-alpha). Prin tehnica ELISA s-a masurat nivelul citokinelor in supernatantele de cultura ale liniei L929 tratate cu compusi nanolipidici incarcati cu extracte vegetale si/ sau peroxide de hidrogen.
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