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Raziskovalna podro¢ja: Funkcijska genomika in biotehnologija za zdravje

* Sklop A: Raziskave molekulskih in celi¢nih vidikov:

- Karcinogeneze:
- glioblastom (R. Komel: TransGlioma)
- gastrient karcinom (P. Hudler)
- hepatocelularni karcinom (T. Rezen, D. Rozman)

- Poskodbe 1n regeneracija tkiva (M. Liovi¢: Era CoSysMed 4D Healing, CELSA Alliance)

- Psihiatricne motnje (A. Videti¢ Paska: J3-1732, J3-7320, [3-9293, bilaterala BI-MK/17-18-
003)

- Progrestvne nealkoholne bolezni jeter (D. Rozman: J7-9776)
- Eritrocitoze (N. Debeljak: 1.3-9297)
MRIC-CFGBC
* Sklop B Sistemski pristopi za opredelitev: ELIXIR
- Prekrivajo¢th bolezenskih mehanizmoyv,

Univerza v Ljubljani
Medicinska fakulteta

- Iskanje biooznacevalcev in tare,
- Nac¢rtovanje novih zdravil in dostavnih sistemow. ]
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Problem: kroniCne vecfaktorske bolezni, ki se s staranjem prepletajo
* Tehnoloska revolucija pogenomske dobe je prinesla eksponentno rast
raznovrstnih podatkov
* Ucinek na medicino je zaenkrat preslab, translacija je pocasna, premalo je
interdisciplinarno izobrazenih strokovnjakov
* Pozornost moramo preusmeriti 1z razumevanja posameznih delov na
razumevanje celote: pristopt sistemske medicine v nasi raziskovalni skupini

Genetika
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Raziskovalna oprema MCMB, Vrazov trg 2 (stara stavba IBK)

* Standardna laboratorijska oprema: naprave za PCR, sistem za elektroforezo in 2D
elektroforezo, sistem za prenos western, robot za izolacijo RNA/DNA, (hlajene)
centrifuge, hladilniki in skrinje za globoko zamtzovanje (-80 °C), oprema za celi¢ni
laboratortj.

* Vecja oprema:

robot za pipetiranje opticni Citalec sistem za qPCR sistem za zajem s]g,r]& s
epMotion 5075 Synergy H4 ViiA7 LLAS 4000 o
(Eppendorf) (BioTek) (Applied Biosystems) (FujiFilm) ]
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Raziskovalna oprema CFGBC, Zaloska 4 (oddaljena enota IBK)

* Standardna laboratorijska oprema: naprave za PCR, Nanodrop ND-1000 in ND-
3300, sistem za elektroforezo in sistem za prenos western, sistem za vizualizacijo
elov oprema za izolacijo RNA/DNA (Fu]lFllm) (hla]ene vakumske) centrifuge,
hladﬂmkl in skrinje za globoko zamrzovanje (-80 °C), oprema za celi¢ni laboratorij,
Epoch (Biotek) in Genios (Tecan) spektrofotometer.

* Vecja oprema: streznik: HP DIL150

NGS sekvenator — sistem za analizo  oprema za analizo  sistem za qPCR  sistem za analizo
MiniSeq Affymetrix/Clariom DNA-mikromrez  LightCycler 480  vzorcev 2100 e,

Medic: ktklm

(Illumina) DNA-mikromrez  (Tecan, Molecular (Roche) Bioanalyzer
(TermoFischer) Devices, Agilent) (Agilent) -

Medicinska fakulteta Univerze v Ljubljani / Faculty of Medicine, University of Ijubljana



Karcinogeneze: Glioma (R. Komel, I. Jovcevska, N. Zupanec Samec, L. Raspor Dall‘Olio,
A. Zottel)

* Fokus dela: mozganski tumorji — glioblastom, maticne celice raka, biooznacevalci, ciljano
zdravljenje.
* BaziCne raziskave z biokemijskimi in molekularno-bioloskimi tehnikami:

A/ Produkcija kamelidnih nano-protiteles in iskanje proteinskih biooznacevalcev
tumorskih mati¢nih celic (inverzna proteomika).

B/ Validacija biooznacevalcev (QPCR, prenos western, imunocitokemija,
imunohistokemija).

C/ Funkcionalne analize:

- na celi¢nih kulturah (metabolni testi, testi apoptoze/nekroze, imunocitokemija,
migracijski testi, 7 vitro imunotluorescencna mikroskopija);

- na zivalskih glioblastomskih modelih (riba cebrica — sodelovanje z NIB; misji model —
sodelovanje z ASUIUD).

D/ Preucevanje sistemov za dostavo nano-teles: nacrtovanje ciljanega zdravljenja
(artheosomi, eksosomi).

Medicinska fakulteta Univerze v Ljubljani / Faculty of Medicine, University of 1jubljana



Karcinogeneze: Gastricni karcinom (P_Hudler, P. Puzar Dominkus)

* Fokus dela: Molekularno ozadje raka zelodca, raka jeter in drugih rakov prebavnega
trakta v sodelovanju s UKC, Ljubljana, SPS Kirursko kliniko, KO za abdominalno
kirurgijo in SPS Interno kliniko, Klinicnim oddelkom za gastroenterologijo ter
Onkoloskim institutom Ljubljana

* Raziskave z biokemijskimi in molekularno-bioloskimi tehnikami:

Bio-oznacevalci,

Bolniki @ terapevtske tarCe
@ Mehanizmi
Raven RNA: razvoja
© Izrazanje raka,
Raven DNA: genov, tveganje za
Genetske miRNA razvoj raka Rezultati sodelovanja:
variacije, -~ 10 objav v revijah z IF
mutacije - 2 PreSernovi fakultetni nagradi

- Zakljuceni doktorati

MozZnosti - Predstavitve na kongresih

sodelovanja
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Karcinogeneze: Hepatocelularni karcinom-HCC (T. ReZen, R. Razpotnik;
D. Rozman, K. Blagotinsek Cokan)

* Fokus dela: molekularni vzroki razvoja HCC, biooznacevalci v krvi, nekodirajoce
RNA, holesterol

* Sodelovanje: Institut za biokemijo ME, Univerza v Kaliforniji
* Raziskave z biokemijskimi, molekularno-bioloskimi in ,,omskimi* pristopi:
A/ Identifikacija biooznacevalcev v krvi (eksosomi) in jetrih

B/ Molekularni vzroki razvoja HCC: nekodirajoce RNA in RNA vezavni proteini, s
holesterolom povezani geni/proteini

C/ Translacija zivalskih/celicnih modelov na ¢loveka

Zivalski
, " modeli
* Dobra praksa: 2 mlada raziskovalca, 4 N~
PKP projekt Celigni
modeli Translacija | Paclentt
S — >>"”>»»>>\ _— B AI;r;i;\‘/;rza}f/Ltjukhljl'an‘i
* Iskanje sodelovanja: vzorci pacientov!
B | 0 “ G

_ oznacevalci _/
_— . -
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Poskodbe in regeneracija tkiva (M. Liovi¢, M. Rogar, R. Komel)

Molekularna in regenerativha medicina bolezni
vezanih na citoskeletne proteine

Testiranje izbranih

Raziskovalne teme: Bolnik- donor P uéinkovin
* Epitelijska tkiva o o _
P : . . . . . EB tkivni model(i)
* Citoskelet in nanj vezane bolezni (npr. bulozna epidermoliza) — : . S———
. . . .. . . . M i Mut_ante za taré_ne = = =
* Novi terapevtski pristopi in dostavni sistemi - K ey SIGNAINE ROUL. S
. . . . . . . o) (CRISPR/Cas9)
* Mezenhimske in inducirane pluripotentne mati¢ne celice s
[ . |
. Differeniation Korelacija in vitro modela
Te b ni 1{6‘.‘ ommdcsternei otimizacija in N in.klini¢nih.pedatkov za EB
. . . . . . { i Val | d@gﬂanESEvoﬁ// ‘v\\ lhechml\\hla:mmi\l) patients
* Reprogramiranje somatskih v pluripotentne celice (iPSC) IOUER, momentma
° IH ‘q.tto diferenciacija Keratinocyte Dermal fibroblast-like cell ¢ &‘;\\\JME‘%EE‘?E‘L" ’//,)
. . . . . . . . . . Langerhans-like cell ”»,7)/ N /
* 3D in vitro tkivni ekvivalenti kot modelni sistemi za bolezni N4

* Gene editing in in vitro mutageneza
* Celitni (2D) modeli za bolezni

* Oznacevanje tarénih genov s fluorescen¢nimi sondami Zdravi tkivni model(i)
* Live cell imaging

Sodelovanja:
* Dermatoveneroloska klinika, UKC L]J

Medicinska fakulteta Univerze v Ljubljani / Faculty of Medicine, University of 1jubljana



Psihiatricne motnje (A. Videti¢ Paska, K. Kouter)

* Fokus dela: Epi)genetika dusevnih motenj, predvsem samomorilno vedenje (samomor) in depresivna
motnja

* Raziskave z biokemijskimi in molekularno-bioloskimi tehnikami: gen etika

A/ Proucevanje prisotnosti SNP-jev pri samomorilnem vedenju

B/ Epigenomske in epigenetske raziskave, predvsem metilacije DNA in mi RNA pri polimorfizmi

(SNP)

samomorilnem vedenju

C/ Vloga SNP-jev pti depresivni motnji

(D
Vse v sodelovanju z InStitutom za sodno medicino in O g
Katedro za psihiatrijo, oba UL MF in = @
Univerzitetno psihiatri¢no kliniko Ljubljana. —E‘) g

=~
* Dobra praksa: trije projekti ARRS, projekt PKP, 6 diplomskih/magistrskih nalog, -
Presernovo priznanje MF, doktorska naloga, mlada raziskovalka MF.
e Zelimo si razsiritve sodelovanja z UKC L], kar bi nam omogo¢ilo §tudij psihopatologij tudi na drugih Ve ki

kohortah bolnikov, s ¢imer bi zeleli doprinesti k boljemu razumevanju kompleksnih bolezni in sodelovati pri i

e

razvoju novih pristopov pri njihovem zdravljenju in odkrivanju.
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Progresivne nealkoholne bolezni jeter (D, Rozman , K. Blagotin§ek Cokan, U.
Kovac. C. Skubic, T. Rezen)

* Fokus dela: molekularni vzroki razvoja HCC, biooznacevalci, razlike med spoloma
* Raziskave s pristopi sistemske medicine

- Dolociti omrezje in regulatorna vozlisca (transkripcijske faktorje in njthove tarce) v
hepatocitih z aktivirano ali zmanjSano signalizacijo ROR. Pripravili bomo hepatocite, kjer
bomo s pomocjo tehnologije CRISPR 1zbili izbrane gene sinteze Holesterola. To bo privedlc
do razlicnih linij hepatocitov z aktivirano ali zmanjSano signalizacijo RORC zaradi
prisotnosti ali odsotnostt sterolnih aktivatorjev.

: ,,,,,,,, 1 \ { A RORC spremenjene
£/ kst celitne linije hepatOCitOV . |

Ty

* Vzpostaviti mehanisticni model omrezja HolesteROR in o a&. AAAY & |
modelom SzeatoNet. B

< Izwrnajétra misi
. Modeli bolezni
Jetrni bolmkl i

* Ugotoviti, katera regulatorna vozlisca HolesteROK odra:
modelu misi in predlagati znacilne vzorce.

* Validirati vzorce NAFLD pri bolnikih in predlagati tare
NAFLD na podlagi eksperimentalnih podatkov in moc

Medicinska fakulteta Univerze v Ljubljani / Faculty of Medicine, University of 1jubljana



Ad1) Ad2) Hepatocite bomo opredelili biokemijsko in z globalnim izrazanjem genov (mikromreze
ali sekvenciranje RNA), vkljucili bomo tudi analizo sterolov. Razvozlali bomo znacilne vzorce
transkripcijskih faktorjev in njthovih tar¢ v hepatocitih z modulirano signalizacijo RORC in jih
prezrealili v razpolozljive zbirke podatkov iz mi§jih jeter z zmanjsano signalizacijo RORC in
razlicnimi stopnjami NAFLD.

Ad3) Znacilne vzorce transkripcijskih faktorjev in njthovih tar¢ bomo skupaj z literaturnimi
podatki in podatki o zdravih posameznikih uporabili za rekonstrukcijo univerzalnega modela
mreze HolesteROR, ki temelji na objektno orientiranem modeliranju?7. Model bo povezan s
SteatoNet -om in prilagojen s podatki bolnikov, da bo omogocal nadaljnje poskuse in silico.

Ad4) V vzorcih jeter bomo dolocili sterole in globalne profile izrazanja genov (z mikromrezami ali
sekvenciranjem RNA) pri bolnikih s kliniécno dolocenimi stopnjami NAFLD in pri kontrolah.
Cloveski nabori podatkov bodo vzporejeni s podatkovnimi zbirkami iz zgoraj opisanih
hepatocitov in misjih jeter. Predlagali bomo s HolesteROR povezane transkripcijske faktorje in /
ali entitete 1z metabolicnih poti kot mozne tarce za modulacijo razlicnih stopenj NAFLD.
Predlagane tarce bodo validirane s personaliziranim SteatoNet -om, ki se bo uporabljal za
dolocitev §irSega obsega NAFLD tarc za vsako fazo fibroze.

Univerza v Ljubljani
Medicinska fakulteta

£
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Genetsko ozadje eritrocitoz (\. Debeljak, A. Kristan, P. Hudler, T. Rezen)

* Fokus dela: genetski vzroki druzinskih eritrocitoz, klinicna diagnostika

* Sodelovanje: Klinicni oddelek za hematologijo UKCL), Biotehniska fakulteta
UL, Fakulteta za racunalnistvo in informatiko UL, Kemomed d.o.o.

* Raziskave z biokemijskimi in molekularno-bioloskimi tehnikami:

* A/ Genetska diagnostika (NGS, Sanger)
* B/ Funkcionalna analiza
* C/ Modeliranje bolezni

* Dobra praksa: projekt ARRS,
projekt STIPK in PKP, 4 magistrske naloge,

PreSernovo priznanje ME, mlada raziskovalka.

Medicinska fakulteta Univerze v Ljubljani / Faculty of Medicine, University of Ijubljana

Opredelitev bolnikov

1. Kliniéni in laboratorijski pregled 2. Dopolnitev diagnostiénega algoritma

3. Baza za vodenje klinicnih vzorcev

U( - 0 M
4 |  Genetska analiza | h
Sanger

1. Diagnoza 2. Validacija NGS J a L 1. Izbor panela 2. Analiza 3. Validacija

] ] ’

v

Analiza in modeliranje
1. Funkcionalna analiza 2. Model bolezni

e
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Tekoca sodelovanja

Medicinska fakulteta:

- Institut za patologijo (imunohistokemija),

- Institut za biofiziko (gostovanje celicnega laboratorija MCMB).

- InStitut za biostatistiko in medicinsko informatiko — baze podatkov in Elixir

- Medicinski eksperimentalni center (zivalski poskust)

Onkoloski institut (sodelovanje pri funkcionalni analizi 7 vitro)

UKC

Nevrokirurski oddelek (pridobivanje tumorskih vzorcev bolnikov),

Medicinska fakulteta Univerze v Ljubljani / Faculty of Medicine, University of Ijubljana



Zelje po tesnej$em sodelovanju

Medicinska fakulteta

Znotraj Instituta za biokemijo (pridobitev eksosomov iz krvi, metabolomika steroidov, vzpostavljanje
skupne biobanke vzorcev pacientov in referencnih vzorcev)

Katedra za druZinsko medicino (pridobitev referenénih vzorcev krvi zdravih oseb za primerjave

genetskega ozadja; sistemska medicina z vidika druzinske medicine: izobrazevanje zdravnikov)

InsStitutom za patologijo (pridobivanje vec vzorcev mozganovine iz avtopsij)

Institutom za biologijo celice (elektronska mikroskopija)

InsStitutom za patofiziologijo (sodelovanje pri genski karakterizaciji vzorcev).

InStitutom za mikrobiologijo in imunologijo (preiskave mikrobioma pacientov)

InStitutom za biostatistiko in medicinsko informatiko (poglobiti sodelovanje pri bioinformatksih
analizah in integraciji podatkov)

Onkoloski institut (krvni vzorci bolnikov).

UKC:

* Pediatricna klinika — nealkoholne bolezni jeter

* Gastroenteroloska klinika — nealkoholne bolezni jeter

* Klinike za pridobivanje vzorcev razliénih vrst rakov in s Katedro za druzinsko medicino UL
MF za pridobivanje vzorcev zdravih oseb za primerjave genetskega ozadja.
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