Rezumat activitate în anul 2019 - Institutul de Virusologie „Ștefan S. Nicolau”

În anul 2019 Institutul de Virusologie „Ștefan S. Nicolau” a continuat promovarea cercetării de excelență în domenii prioritare de cercetare fundamentală și aplicativă în cadrul departamentelor: Viroze Emergente, Virusologie Moleculară și Patologie Celulară și Moleculară.

Cei 28 de cercetători cu normă întreagă şi 4 cercetători cu jumătate de normă au reuşit să publice un număr de 30 articole (in extenso) din care 29 sunt indexate în Web of Science (WOS) care însumează un factor de impact (IF) de 71,593, şi patru capitole de carte la edituri din străinatate. Lucrăarile publicate anterior de cercetătorii din institut au fost citate de 489 ori în anul 2019 în lucrări indexate WOS (ISI). Unul dintre articolele scrise de cercetătorii din institut a atins un număr de 33 de citări în acest an. Alte trei articole au avut fiecare peste 15 citări în WOS.
Institutul a co-organizat 5 manifestări ştiinţifice internaţionale între care menţionăm Ediţia a XIV-a a Simpozionului Academician Nicolae Cajal, la care a fost omagiat marele profesor şi academician cu ocazia împlinirii a 100 de ani de la naştere. 
Un număr de şase dintre cercetătorii din institut sunt membri in colectivele editoriale ale unor jurnale importante în domeniul bio-medical şi opt articole publicate in 2019 au fost premiate de UEFISCDI în cadrul programului PN-III-P1-1.1-PRECISI-2019 iar alte trei articole sunt în evaluare. De asemenea, merită menţionată premierea unui brevet în cadrul PN-III-P1-1.1-PRECBVT-2019, şi obţinerea a două medalii la saloanele Euroinvent ediţia 11 şi ProInvent ediţia 17, 2019.
Departamentul Viroze Emergente a realizat în cursul acestui an cercetări în următoarele domenii majore:

1.Studii virusologice asupra bolilor vectoriale emergente virale - temă inclusă în Programul Academiei Române şi in Proiectul PNIII P1-1.2-PCCDI, Platformă "One Health" multidisciplinară de excelență pentru studiul bolilor vectoriale neglijate și emergente, 2018-2020; contract 57/2018, Coordonator: USAMV Cluj-Napoca
Rezultatele demonstrează că infecţia cu West Nile (WNV) este cea mai frecventă etiologie a cazurilor de meningo-encefalită la adulţi spitalizaţi, virusul fiind reemergent în Romania, asociat cu rate mai mari de mortalitate decât cele raportate anterior. Analiza virusologică a arătat că tulpina circulantă face parte din linia genetică 2, clada Central şi Est Europeană, introdusă după 2015, şi prezintă mutaţii la nivelul genelor ce codifică NS3 şi glicoproteine virale asociate cu neurovirulenţa. O analiză multivariată a indicat vârsta peste 75 ani şi comorbidităţile cardio-vasculare ca factori de risc pentru evoluţia severă, urmând să testăm importanţa unor factori genetici individuali pentru susceptibilitatea la infecţie. Nu am identificat cazuri de infecţie cu virusul TBE (tick- born encephalitis), în ciuda circulaţiei vectorului- căpuşe din specia Ixodes. 
2. Infecţii herpetice latente în populaţia generală şi imunosupresaţi - temă inclusă în Programul Academiei Române 
Rezultatele au aratat o achizitie timpurie a infectiei CMV (seroprevalenţa ridicată - 54%, înca de la grupa de varsta 0-10 ani şi >85% după vârsta de 10 ani), fără o diferenţă semnificativă pe sexe, atât în populaţia generală, cât şi la grupe de risc (gravide cu preclampsie, pacienţi cu infecţie HIV de lungă durată). Nu s-au obţinut asocieri statistic semnificative între prezenţa infecţiei CMV şi valoarea scorurilor de risc cardiovascular Framingham şi Score. Titrurile crescute de anticorpi IgG anti CMV (marker surogat pentru reactivări asimptomatice) se corelează însă pozitiv cu evenimentele cardiovasculare severe la bărbaţi. Pe un lot restrâns la care au fost disponibile şi date imagistice nu a fost evidenţiată o corelaţie între titrul de anticorpi anti CMV şi hipertrofia de ventricul stâng. Un studiu histopatologic pe biopsii de placentă a arătat o incidenţă mai mare a modificărilor la nivelul intimei arteriale la pacientele cu preeclampsie şi infecţie cu CMV uneori aceste leziuni fiind tipice pentru ateromatoza acută. 
3. Studii asupra determinantilor neurotropismului HIV. Studiile noastre anterioare nu au evidențiat o corelație semnificativă între performanţa neurocognitivă şi tropismul viral, stadiul clinic, imunologic şi virusologic. Extinzând analiza, am identificat o tendinţă de asociere a disfuncţiilor neurocognitive cu rezistenţa la antiretrovirale. Intr-o analiză multivariată, deficitul neurocognitiv a fost asociat la amble sexe cu niveluri crescute ale unor citokine proinflamatorii - IL-6 (OR = 2.85) şi TNF-α (OR =1.9), iar la sexul feminin şi cu niveluri ridicate ale unei chemokine-CXCL10 (OR=13.4). Diferenţele între sexe pot fi datorate efectului hormonilor steroizi asupra celulelor plasmacitoide dendritice şi monocitelor care sintetizează CXCL10 ca răspuns la replicarea HIV, atât in vitro, cât şi in vivo. Neuroinflamaţia şi activarea imună persistentă par să fie principalele cauze ale disfuncţiilor cognitive asociate infecţiei HIV de lungă durată.
Membrii colectivului Viroze emergente sunt cadre didactice ale Disciplinei de Virusologie a UMF Carol Davila și instruiesc studenţii din anul III Facultatea de Medicină Generală (în limba Româna și în limba Engleza); îndrumă şi pregatesc lucrările de licenţă; instruiesc rezidenţii în specialitatile Microbiologie Medicală, Medicină de laborator şi Boli infecțioase; evaluează activităţile didactice directe şi conexe la toate formele de învăţământ.

Departamentul de Virusologie Moleculară
Obiectivele propuse de membrii Departamentulului de Virusologie Moleculară au fost realizate integral. Proiectele de cercetare curentă aprobate pentru anul 2019 de Academia Română au ţintit infecţia cu virusurile papilloma umane (HPV). În acest sens s-a evaluat rolul vaginozelor bacteriene şi fungice ca şi cofactori în infecţiile cu HPV (TEMA: Rolul coinfecțiilor cu transmitere sexuală în achiziția/persistența infecției de col uterin cu HPV - Dr. Iulia V. Iancu), rolul inhibitorilor  HDAC în cancerele de etiologie HPV (TEMA: Modulatori epigenetici în oncogeneză - Dr. Anca Botezatu) şi modularea epigenetică a expresiei unor gene ale răspunsului imun antitumoral în vederea eludării sistemului imun. (TEMA: Alterări epigenetice în răspunsul imun antitumoral – Drd. Alina Fudulu). Rezultatele obținute în cadrul temelor cu Academia Română au fost diseminate la 3 manifestări știintifice, una națională (Dr. Anca Botezatu) și două internaționale (Dr. Iulia V. Iancu, Drd. Alina Fudulu). 

Datele rezultate în cadrul altor studii au fost publicate, alături de colaboratori, în 5 reviste indexate ISI și una BDI, sau au fost prezentate sub formă de comunicări la manifestări științifice naţionale şi internaționale (4). Membrii departamentului au contribuit şi la redactarea unui capitol de carte la o editură internațională, InTech (Drd. Adrian Albulescu). Alte date rezultate din activitatea de cercetare s-au concretizat în redactarea unor articole care au fost submise la jurnale ştiinţifice, fiind în curs de evaluare.

Pentru finanţarea unor noi direcţii de cercetare, au fost depuse 2 aplicații la competiţia PN-III-P2-2.1-PED-2019 (Director proiect: Dr. Anca Botezatu şi Dr. Iulia V. Iancu) și o aplicație la PN-III-P1-1.1-TE-2019 (Director proiect: Dr. Anca Botezatu), acestea fiind în curs de evaluare. Recunoşterea activităţii desfăşurate în departament este demonstrată prin numărul de citări ale articolelor publicate (68 din care 57 in jurnale cotate WOS/ ISI).

Nu în ultimul rând trebuie precizat faptul că, în calitate de experţi, unii dintre membrii departamentului (Dr. Gabriela Anton și Dr. Anca Botezatu) au fost solicitaţi de jurnale interne și internaționale ca evaluatori ai unor articole sau au fost incluşi în colectivul editorial al unor reviste (Dr. Anca Botezatu, la J Solid Tumors).   

În cadrul activităţii de formare de tineri cercetători, Dr. Gabriela Anton (coordonator doctorat în cadrul SCOSAAR) a îndrumat 8 doctoranzi atât în formarea teoretică şi practică cât şi în derularea activităţilor experimentale şi diseminarea rezultatelor. De asemenea, Dr Anton este mentorul unui post-doctorand (Dr. Mihaela Lazăr), în cadrul proiectului PN-III-P1-1.1-PD-2016-1726 derulat în Institutul Cantacuzino şi responsabil activitati doctorale in cadrul proiectului POC A1.1.4-E SMIS 106774 MYELOAL-EDIAPROT. În acelaşi context, menţionăm că Dr. Anca Botezatu şi Dr. Iulia Iancu au asigurat instruirea în tehnici de biologie moleculară a medicilor rezidenţi (specialitatea microbiologie), repartizaţi în instituţia noastră. 

Colaborarea interdepartamentală s-a concretizat şi prin participarea la implementarea unor proiecte caştigate prin competiţie de colegi din alte departamente, (Dr Gabriela Anton, Dr Anca Botezatu în POC A1.1.4-E SMIS 106774 MYELOAL-EDIAPROT,  Director Prof. Dr. Ștefan Constantinescu, proiect derulat cu fonduri europene; Dr. Iulia V. Iancu, ca membru in echipa proiectului PN-III-P1-1.2-PCCDI-2017-0005, Responsabil Prof. Dr. Simona Ruță).
Colaborarea Departamentului de Virusologie moleculară cu UMF - Gr. T Popa Iaşi şi Spitalul Bucur- Bucureşti a contribuit la iniţierea unor studii privind identificarea de noi molecule cu potenţial diagnostic/prognostic în diverse patologii, dar şi la acordarea de expertiză moleculară.

Departamentul Patologie Celulară şi Moleculară şi Biobaza (DPCM) a avut ca obiective generale în acest an, dezvoltarea activităților de cercetare în domenii de interes global şi creșterea capacității de cooperare cu sectorul privat. În primul rând, s-a urmărit realizarea obiectivelor propuse in cele 2 proiecte derulare în acest an în departament sau în colaborare cu alte departamente, alte institute CD din țară și străinătate, centre universitare, operatori economici, etc. Menționam proiectul finanțat din fonduri structurale în cadrul POC A 1.1.4.-E: Stabilirea Profilului Molecular al Neoplasmelor Mieloproliferative şi al Leucemiei Acute Mieloide pentru Designul unor Strategii de Diagnostic Precoce, Prognostic și Tratament, Director strain: Prof. Stefan N Constantinescu; Coordonator executiv: Dr. Carmen C. Diaconu); Proiectul a favorizat obținerea de rezultate importante diseminate pana în prezent în unsprezece publicații indexate de Clarivate Analytics (WOS/ISI). In anul 2019 rezultatele obţinute în cadrul acestui proiect au fost diseminate în cadrul unor conferinte internationale cu publicarea rezumatului în jurnale indexate WOS/ISI. De asemenea, o mare parte din colectivul proiectului a participat la publicarea unui capitol de carte la editura Intech, London.

Proiectul s-a derulat şi în aceasta etapa cu obiectivul general de a stabili profilul molecular al neoplasmelor mieloproliferative şi al modului în care acestea pot evolua spre leucemie acută mieloidă secundară, cu intenţia finală de a identifica noi strategii de diagnostic precoce, prognostic şi management terapeutic. Astfel, în această etapă a fost extinsă biobanca și baza de date corespunzătoare cu cazuri noi și au fost continuate experimentele de genotipare a mutațiilor driver JAK2 V617F, JAK2 exonul 12, CALR exon 9 şi MPL W515K/L, folosind tehnicile ARMS-PCR, secvențiere Sanger şi Real-Time PCR. Analiza mutaţiilor driver la pacienţii cu diagnostic sau suspiciune NMP (atât în faza cronică cât şi în faza leucemică) evaluaţi în studiu până în prezent arată că 47.7% prezintă mutaţia JAK2 V617F, 5.8 % prezintă del52 CALR, 1.7 % prezintă ins5 CALR, 0.4 % prezintă o deleţie combinată cu o inserţie în gena CALR exon 9, 0.8% prezintă mutaţia MPL W515L şi 0.4 % prezintă o deleţie în gena JAK2 exon 12. 
Analiza profilului mutaţional al pacienţilor investigaţi prin secvenţiere NGS a continuat şi în această etapă şi de asemenea testarea nivelurilor plasmatice de calreticulină (CALR). Astfel, au fost testaţi pacienţi cu NMP în faza cronică (cu trombocitemie esenţială - TE, policitemie vera - PV şi mielofibroză primară - MFP) – alături de pacienţi cu leucemie acută mieloidă secundară NMP (LAMs) şi un lot martor alcătuit din subiecţi sănătoşi, fără modificări ale parametrilor hemogramei. Rezultatele au arătat că pacienţii cu LAMs prezintă valorile cele mai ridicate de CALR plasmatică, fiind urmaţi de cei cu MFP, diferenţele fiind statistic semnificative comparativ cu lotul martor. In acelaşi timp, pacienţii cu TE şi PV nu s-au diferenţiat de controale pe baza valorilor CALR în plasmă. Rezultatele obţinute de noi pot avea importanţă deosebită şi impun necesitatea continuării studiilor pe un număr mai mare de pacienţi cu NMP în diverse stadii de boală, pentru a analiza dacă nivelurile plasmatice CALR ar putea reprezenta un indicator de progresie a bolii.

Proiectul complex de cercetare de frontieră (PN-III-P4-ID-PCCF2016-0158) Mecanisme si biomarkeri de raspuns si rezistenta la terapiile curente tintite ale cancerului gastric / THERRES Implementat în parteneriat cu CEMT / Institutul Clinic Fundeni (coordonator) şi UMF Craiova (partener) investighează asocierea imunoterapiei cu medicamente orientate molecular în cancerul gastric. Obiectivul principal este identificarea și caracterizarea reglatorilor activării funcției imunitare (immune checkpoints) în cadrul unui sistem nou, actualizat, de clasificare pe baze moleculare a cancerului gastric, pentru implementarea unui tratament personalizat în scopul îmbunătățirii ratei de supraviețuire a pacienților. In cadrul etapei curente 2019 a fost analizata incidenta tumorilor gastrice care prezintă instabilitate la nivelul microsateliţilor MSI (microsatellite instability), rezultatele studiului arătând o incidenţă de 12,65% a cazurilor MSI pozitive (respectiv 10 din 79 probe). Rezultatele obţinute în cadrul acestei teme au fost valorificate prin 4 prezentări la conferinţe naţionale şi internaţionale şi publicarea unui articol în World J Gastroenterol (IF: 3.579).
Proiectele de cercetare curentă aprobate pentru anul 2019 de Academia Româna au ţintit evaluarea virusologică a pacienților cu infecții HTLV-1, fiind constituită banca de probe (plasma/ser, PBMC, acizi nucleici) provenite de la pacienţi cu infectii HTLV-1 (purtători asimptomatici şi pacienți cu neoplazii ale limfocitelor T mature) şi evaluarea încărcării de ADN proviral HTLV-1 ca factor de risc pentru progresia leucemică. Rezultatele obtinute in cadrul acestei teme la care colaborăm cu majoritatea clinicilor de hematologie din Bucureşti, au fost valorificate prin acceptarea unui rezumat spre a fi publicat la American Society of Hematology (ASH) - 61st Annual Meeting and Exposition (December 7-10, 2019).
Tot în cadrul proiectelor de cercetare curentă, am investigat rolul hipoxiei în susținerea celulelor stem în glioblastom analizând atat hipoxia ca promotor al expresiei markerilor CSC cat şi căile de semnalizare activate de hipoxie. Astfel, In prima faza a studiului a fost analizată expresia markerilor specifici celulei stem canceroase (CSC). Odată cu creşterea volumului neurosferelor şi, deci a statusului hipoxic, s-a observat creşterea expresiei ARNm Nestin, OLIG2, NEOROD1, BMP în glioblastoma. Totusi, expresia ARNm GFAP (Glial fibrillary acidic protein) şi CD133 a fost scăzută în neurosfere comparativ cu expresia acestor marker în celulele în monostrat. In celulele provenite din astrocitom (grad III), expresia GFAP a fost crescută în prezenţa hipoxiei. In faza 2 a studiului a fost analizată influenţa micromediului hipoxic asupra unor căi de semnalizare. Creşterea volumului neurosferelor a fost asociat cu cresterea expresiei moleculelor implicate în calea Notch precum şi VEGFA şi TIMP3. In plus, s-a remarcat creşterea expresiei ARRB1 (arrestin beta 1), CHI3L1 (Chitinase 3 like 1), KCNQ1 (potassium channel protein), CSPG5 (chondroitin sulfate proteoglycan 5), molecule ale matrixului extracelular associate cu invazia. In plus, având în vedere rezultatele studiilor noastre anterioare care au demonstrat că prin injectarea stereotactică a neurosferelor în creierul soarecilor CD1nude se produc tumori cerebrale care pot invada contralateral, putem concluziona că menţinerea nișei celule stem, şi implicit a stării hipoxice este asociată cu agresivitatea tumorii, iar studii mai aprofundate sunt necesare pentru stabilirea strategiei raţionale şi dezvoltarea de terapii eficiente împotriva glioblastomului. 


O alta direcţie investigată în cadrul programelor aprobate de Academia Romana in 2019 a fost analiza profilului de expresie al citokinelor și chemokinelor în dermatita de contact profesională. Astfel, au fost investigate nivelurile citokinelor și chemokinelor circulante la pacienții cu boli dermatologice profesionale şi polimorfismele mononucleotidice din secvenţa genică a citokinelor IL-10, IL-6, IFN-γ, TNF-α care au fost asociate cu susceptibilitatea la diferite infecţii şi persistenţa anumitor boli. Profilul de citokine şi chemokine, este foarte important pentru un diagnostic precis al dermatitei de contact profesionale. In lotul studiat de noi, IL-3, IL-10, IL-13, şi IL-19, FGF-7 şi GDF-15 au prezentat o expresie plasmatică crescută la pacienţii diagnosticaţi cu dermatita de contact profesională vs lucrători expusi, fără leziuni. Rezultatele obţinute până în prezent în cadrul acestei teme au fost valorificate prin prezentarea unui poster la ” Simpozionul Academician Nicolae Cajal” 2019, şi trimiterea spre evaluare în vederea publicării, a unui articol la un jurnal din circuitul WOS (ISI) realizat împreună cu colaboratori din clinică.
Cea mai importantă bogăţie a DPCM este resursa umană constituita din 14 cercetători (3 CSI, 3CSII, 5 CSIII, 3CS). Dintre aceştia, 11 sunt doctori în ştiinţe (un doctorand şi-a susţinut teza in decursul lunii octombrie 2019). Trei cercetători sunt membri ai unor colective editoriale: Dr. Carmen Cristina Diaconu - Journal of Cellular and Molecular Medicine (ISI) IF 4,658, Romanian Biotechnological Letters IF: 0,59, Journal of Contemporary Clinical Practice; BioAccent BAOJ HIV; Herald Scholarly Open Access Journal of Virology and Antivirals; Dr. Coralia Bleotu - Journal of Contemporary Clinical Practice; Romanian Archives of Microbiology and Immunology; Letters in Applied NanoBioScience. Dr. Economescu Mihaela - World Journal of Stem Cells; IF: 3,534. Trends in Immunotherapy, şi International Journal of Gastroenterology. Unul din membrii colectivului DPCM, Dr. Cristina Mambet face parte din structura consiliului director al Asociației de Medicină de Laborator din România (AMLR) in calitate de presedinte.
Rezultatele cercetărilor au fost valorificate în 22 articole publicate în anul 2019 în reviste cotate Clarivate Analytics (WOS), care totalizează un factor de impact de 58,738. Numai în acest an, articolele publicate de membrii departamentului de Patologie Celulară și Moleculară au fost citate de un număr de 349 publicații din WOS. Rezultatele cercetării au fost valorificate şi prin comunicări științifice la 10 manifestări internaționale (trei prezentari și 7 postere) şi 5 naționale (5 postere). Au fost propuse spre premiere 11 articole (3 în evaluare) pentru rezultatele cercetării în 2019 de către UEFISCDI. Un articol a avut 33 de citări în 2019 iar alte trei articole peste 16 citări. Lucrarea „Procedeu de obținere a unui extract total concentrat de rostopască (Chelidonium majus) cu activitate antimicrobiană, antivirală, antitumorală și imunomodulatoare / cerere de brevet A00846/6.10.2018” a primit două la premii la: Euroinvent ediţia a 11-a şi la salonul Pro Invent, ediţia a 17-a 2019. 
Cercetătorii din DPCM au contribuit şi la redactarea a 3 capitole de carte publicate la editurile IntechOpen, London, UK; Elsevier Inc., Academic Press.
Unele din rezultatele cercetărilor noastre, au fost lansate ca servicii de expertiză, la solicitarea clinicienilor sau beneficiarilor privați, atragând peste 70.052 lei la bugetul institutului. Rezultatele obținute în acest an, vor putea fi lansate ca noi servicii de evaluare moleculară şi celulară, la solicitarea clinicienilor sau beneficiarilor privați, fiind recunoscută deja expertiza noastră în domeniu. 

Trebuie să menționăm şi obținerea Certificatului de recunoastere a participarii la WHO Influenza EQAP panel 18 (2019) in cadrul Programului Organizaţiei Mondiale a Sănătăţii de evaluare a calităţii pentru determinarea virusului gripal tip A prin metode moleculare - WHO External Quality Assessment Project (EQAP).

Perspective

IVN beneficiaza de o infrastructura modernizata recent în cadrul proiectului ONCOVIR (POSCCE O2.2.1 - Ctr. 433/2012-2015) şi a proiectelor MYELOAL-EDIAPROT (POC A1.1.4 –E Ctr. 149/2016-2020), PNIII P1-1.2-PCCDI (Ctr 57/2018 -2020), THERRES (PN-III-P4-ID-PCCF2016-0158, Ctr 17/2018-2022), etc, şi urmarește consolidarea capacității de cercetare, dezvoltare și inovare pentru participarea în proiecte internationale. Unele din rezultatele cercetărilor noastre, au fost lansate ca servicii de expertiză, la solicitarea clinicienilor sau beneficiarilor privați, activitate care va continua și în anii urmatori.

