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Neurovedni genetické a molekularni analyzy v konsorciu

* A — Metody molekularni neurobiologie
(CEITEC MU — Vyzkum mozku a lidské mysli, VS prof. Milana Brazdila)

* B— CEITEC MU - genomicka core facilita — rezim open access a
genomicky vyzkum

e C - Spoluprace s priimyslem - BioVendor: vyvoj certifikované
molekularni diagnostiky

Spoluprace prof. Roberta Mikulika na vyvaji inovativni diagnostiky CMP



A - Metody molekularni neurobiologie

* Pracovisté: CEITEC MU — Vyzkum mozku a lidské mysli
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* Skupina: Behaviordlni a socidalni neurovédy

* Vedouci: prof. MUDr. Milan Brazdil, Ph.D.
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Metody realizovany ve spoluprdci s genomickou core facilitou CEITEC MU,
vyzkumnymi skupinami Centra Molekularni medicina CEITEC MU a BU LF MU
(viz ddle):
Analyzy molekul v bunkach, tkanich a télnich tekutinach:
a) Identifikace a kvantifikace nukleovych kyselin v bunéénych/
tkanovych lyzatech a télnich tekutinach — PCR, sekvenovani (NGS)
b) Identifikace a lokalizace nukleovych kyselin v bunkach a tkanich —in
situ hybridizace (ISH)
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Baloun J, et al. Epilepsy miRNA profile depends on the age of onset in humans and rats. Obr. 1 miR-132-3p v potkanim
Frontiers in Neuroscience, Accepted August 11t 2020, Rank: Q2 hipokampu: A NGS; B ISH




Molekularni metody v oblasti neuroved realizovany v laboratofich skupiny:
1. Bunécné kultury:
a) Pfiprava a kultivace primarnich neuronalnich/ hipokampalnich
kultur z potkanich mozkd
b) Kultivace a transfekce lidskych kontinualnich kultur — HEK293

2. Analyzy molekul v bunkach, tkanich a télnich tekutinach:
a) Identifikace a lokalizace proteint v bunkach a tkanich —
imunohistochemie
b) Identifikace a kvantifikace proteint v bunéénych/ tkanovych icroRNA
lyzatech a télnich tekutinach — western blot, ELISA

Neurony  Astorocyty

3. Mikroskopie:
a) Svételna, fluorescencni, konfokalni — zobrazovani bunék a tkani od
sub-celuldrni Urovné az po prirezy potkanim mozkem
b) Stanoveni elektrické aktivity neuronli pomoci fluorescencnich
barviv citlivych na zmény potenciald (probiha optimalizace)

Obr. 4 — bunécna lokalizace miRNA




Spoluprace skupiny mimo CEITEC a LF MU:

* Fyziologicky Ustav AVCR — oddeleni vyvojové epileptologie — doc. Hana Kubova
o Animalni experimenty v oblasti epileptologie, testovani chovani, kognice,
klasifikace zachvatl, EEG, priprava tkani pro molekularni analyzy, histologie

* Royal College of Surgeons Ireland (RCSI) — Prof David Henshall, Dr. Cristina Reschke

o Expertiza v oblasti miRNA analyz v mozku — konzultace, pomoc s optimalizaci
metodiky, mozna aktivni spoluprace na projektech

Kontaktni osoby :

e V pripade zajmu o spolecné projekty: prof. MUDr. Milan Brazdil, Ph.D. (milan.brazdil@fnusa.cz)

* Konzultace metodiky a planovani molekularnich experimentu:

Mgr. Petra Bencurova (petrabencurova@mail.muni.cz)
Mgr. Marie Kudlickova Peskova, Ph.D. (252574@mail.muni.cz)



B - CEITEC MU - genomicka core facilita — rezim open access a
genomicky vyzkum

Centralni laborator Genomika (CFG) poskytuje sluzby v oblasti genomické analyzy a
pristup k pristrojovému vybaveni pro genomiku. K technologiim nabizenym centralni
laboratori patri

* masivné paralelni sekvenovani (NGS) na pfristrojich lllumina (2 x NextSeq 500, 2 x MiSeq)
* single-molecule nanoporové sekvenovani

* DNA Cipy (Affymetrix core)

* high-throughput & digitalni PCR

 cell sorter, pratokové cytometry, laser capture microdissection.

Na genomickém neurovédnim vyzkumu v ramci Centra neurovéd LF MU se podili také
* Vyzkumna skupina Marka Mraze (CEITEC MU) a

* Vyzkumna skupina Ondreje Slabého (CEITEC MU a Biologicky ustav LF MU,
oslaby@med.muni.cz)



mailto:oslaby@med.muni.cz

C - Spoluprace s prumyslem — BioVendor: vyvoj certifikované

molekularni diagnostiky

HLAVNIi OBLASTI:

= Biomarkery

o mikroRNA a dalsi nekddujici RNA
(ncRNASs)

o Proteiny
o Vlastni vyzkum diagnostickych panelt
o Transfer novych biomarker( do praxe

miRNA

e Length 19-23 nucleotides
» Short non-coding RNAs

e Post-transcriptional regulators of gene
expression

e |Involved in virtually all physiologic
processes

e Involved in pathology of many diseases

= Technologie

o Vyvoj metod detekce proteinu a
NCRNA

o Imunoassaye miREIA

o RT-qPCR metody

o ELISA soupravy

o CLIA automatizace

o Next Generation Sequencing (NGS)

Glial Fibrillary Acidic
S100B Human Protein Human ELISA
ELISA (GFAP)

Phosphorylated
Neurofilament H
Human ELISA

Wunderlich, M., et al. "Release of glial fibrillary acidic
protein and protein S100B are related to the
neurovascular status in acute ischaemic stroke." Aktuelle
Neurologie 33.S 1 (2006): P434.

= Servis
o Vyvoj metod na zakazku
o Méreni na zakdzku

BioVendor
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BIOVENDOR — METODY — MOLEKULARNI
BIOLOGIE

= miREIA = RT-gPCR

o, ELISA“ pro absolutni o Knowledge panely (MIRXES) —
kvantifikaci miRNA méreni az 352 cilovych miRNA

(piRNA) najednou
o Vhodna pro tkang, o Single gPCR miRNA assays = NGS
bunky, bunecné linie o Two-tailed qPCR metoda pro o Nové platforma od
detekci kratkych RNA 9/2020
(Genapsys Sequencer)
& ﬁ & . o Amplikonové
s oadess
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FORWARD primer =
2 qPCR cycle =

Two-tailed AT primer

Krepelkova, Iveta, et al. "Evaluation of miRNA detection methods for Androvic, Peter, et al. "Two-tailed RT-qPCR: a novel method for Esfandyarpour, Hesaam, et al. "High accuracy DNA
the analytical characteristic necessary for clinical highly accurate miRNA quantification." Nucleic acids research 45.15 sequencing on a small, scalable platform via electrical
utilization." Biotechniques 66.6 (2019): 277-284. (2017): e144-e144. detection of single base

incorporations." Biorxiv (2020): 604553.



SPOLUPRACE BIOVENDOR MIMO

KONTAKT:

Masaryk Neuroscience Hub

Martina Hlozankova (hlozankova@biovendor.com)
Reditelka divize BioVendor R&D

Joan Montaner (Spanélsko)
Vyzkum biomarkeri CMP
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NEUROVEDNI GENETICKE A MOLEKULARNI ANALYZY V KONSORCIU
— SOUHRN

Centrum neurovéd LF MU/ Masaryk Neuroscience Hub
disponuje dostatecnym infrastrukturnim zazemim umoznujicim moderni
neurobiologicky, genomicky a molekularni vyzkum v oblasti neurovéd.

V této oblasti jiz vznikla rada prioritnich odbornych publikaci, predevsim v
oblasti vyzkumu epilepsie, a byla navdzana Uspésna spoluprace s prumyslem
(inovativni diagnostika CMP) prospektivné umoznujici transfer ziskanych
poznatku do klinické praxe.




