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Raport privind derularea studiilor în proiectul

“Modificari ale integritaţii genomice în celule senescente care faciliteaza

oncogeneza virala”

 finanţat de Academia Româna

In concordanta cu obiectivele propuse au fost finalizate mai multe lucrari care sunt anexate:

· Detection of HPV gene sequences in cell lines derived from laryngeal tumors. A.Muţiu şi colab. Journal of Cellular and Molecular Medicine 2001, 5:49-59

· A smaller number of larger cells - a step during the immortalization of human senescent cells (abstract în anexa, lucrare în curs de redactare)

· Molecular diagnosis in genital infections with HPV - a choice method in the field” Rom.J.Biochem. 2001,38:00-00, - sub tipar)

Pentru continuarea şi extinderea acestui proiect doua dintre aplicaţiile Institutului de Virusologie la sesiunea din septembrie 2001 oranizata de Ministerul Educaţiei şi Cercetarii (programul VIASAN) au fost apreciate cu calificativul exclent şi acceptate pentru finanţare. Oferta tehnica a acestor aplicaţii este prezentata în rezumat în volumul “Studii şi cercetari de virusologie” 2001:31 p.11 şi  p.35 (anexat la raport).

Titlurile proiectelor sunt:

· Studiul eficienţei inhibitorilor nonsteroidieni ai inflamaţiei asupra modificarilor neurodegenerative în sindroamele demenţiale de tip mixt.

· Expresia  în sistem eukariot a proteinei majore de capsida L1 HPV 18 şi utilizarea ei în profilaxia şi monitorizarea carcinomului de col uterin.

Dupa cum se poate constata aceste proiecte reprezinta o extindere aplicativa a rezultatelor proiectului finanţat de Academie.

 In vederea exprimarii antigenelor HPV, s-au continuat lucrarile privind clonarea genelor L1 HPV18 şi E6/E7 HPV 16. Gena L1 HPV 18, sub forma unui recombinat, a fost  utilizata pentru transfecţia celulelor murine L 929. studiile efectuate prin PCR şi prin hibridizare in situ au dovedit stabilitatea mesajului strain de-a lungul a zece pasaje celulare succesive efectuate pâna în prezent.

Genele E6/E7 HPV 16 în tandem au fost clonate într-un vector procariot de exprimare. Verificarea transformarii E.coli s-a facut şi în acest caz prin PCR, urmând ca verificarea exprimarii şi purificarea proteinei de fuziune rezultate sa se efectueze prin cromotografie de afinitate.

Rezultatele parţiale au fost concretizate prin lucrarea “Clonarea genica – tehnologie de obţinere a antigenelor de HPV cu potenţiale implicaţii în diagnostic, profilaxie, tratament” (prezentata la al 2-lea Simpozion Naţional “Implicaţii ştiinţifice şi bioetice în   analiza şi manipularea genomului”, Buc. 2-3 oct.2001 - în curs de publicaare în volum, in extenso; oranizatori Universitatea Bucureşti  - UASVM - Com. Naţionala UNESCO).

Verificarea exprimarii genei L1 HPV 18 în sistem eucariot s-a realizat prin RT-PCR şi printr-un test imunoenzimatic cu seruri de la paciente infectate cu HPV. Aceste rezultate sunt în curs de redactare (“The L1 major capsid protein of HPV 18 expression in L 929   murine cells”). Obţinerea de fonduri în cadrul VIASAN  face posibila continuarea lucrarilor în domeniu.

In 2001, în cadrul activitaţii de asistenţa tehnica, au fost analizate pâna în prezent 65 de probe de la subiecţi cu leziuni genitale (cervicale, vulvare, peniene) sau orale, cu suspiciune de infecţie HPV (diagnostic clinic: cervicita, condilomatoza, papilomatoza,   diagnosticcitologic - Papanicolau/Bethesda sau colposcopic: CI-CII, LGSIL-HGSIL,displazie, metaplazie, mozaic pavimentar, zone acetoalbe). Au fost decelate 27 de infecţii cu HPV, atât în leziuni genitale, cât şi în cele orale. La cerere, au mai fost efectuate şi cinci genotipari (PCR cu primeri specifici HPV 16/18); în aceste condiţii s-au detectat 3 infecţii cu HPV 16, una cu HPV 18, una - neprecizata.

Rezultatele analizelor efectuate pentru pacienţii infectaţi HPV în 2000 au fost valorificate în lucrarea “Molecular diagnosis in genital infections with HPV - a choice method in the field” (Rom.J.Biochem.38/2,000-000, 2001- sub tipar).

Adaugam ca, spre satisfacţia noastra, premiul Nobel pentru Medicina pe anul 2001 a fost acordat unor studii în domeniu reglarii ciclului celular, domeniu în care se încadreaza şi studiile din proiectul finanţat de Academie. Pentru informarea colegilor din Institut  şi din afara asupra acestor aspecte a fost redactat un material (v.anexa) prezentat la sesiunea Institutului şi care va fi publicat în revista Medicina Moderna.

Responsabil de proiect,
Prof.dr. Costin Cernescu

In anexa: 2 lucrari publicate, volum Studii şicercetari de virusologie” 2001:31, 2 rezumate (lucrari în curs de redactare).

