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o Druh projektu:
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Hlavny zamer/ciele projektu:

o Zalozenie a manazment spolocného vyskumného
pracoviska a maximalizacia spolocenskej pridanej hodnoty
projektu.

o Zavedenie produkcénych a analytickych metéd pre vyskum
novych lieCiv na baze rekombinantnych proteinov.
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Strucna anotacia projektu:

o Realizacia Spickového priemyselného vyskumu na koordinovanom
projektovom principe, pricom implementacia predkladaného projektu
predpokladd, ze nova infrastruktura obstarana v ramci projektu umozni
zvysit participaciu na novych projektovych aktivitach financovanych
z inych financnych zdrojov a celkovo tieto aktivity zvysia hospodarsku
efektivnost a uUspesnost Ziadatela v jeho komerénych aktivitach
zalozenych na vysledkoch priemyselného vyskumu.

o Realizacia tohto projektu umozni ziadatelovi v uzkom prepojeni na
pracovisko partnera realizovat vyvoj novych lieciv, ¢im sa zvysi ponuka
sluzieb a vzrastie jeho schopnost konkurencie. Tiez budu vyvijané nové
inovativne topické aplikacné formy na baze ludskych rekombinantnych
proteinov (ako napr. trombin).

\
.

i ® = N
g K
i |"|II|III ¥

7 openatmj program
3 VISKUMaVive) g

\ \
\ﬁf M \/(
&

Podporujeme vyskumné aktivity na Slovensku/ Eurépska unia
Projekt je spolufinancovany zo zdrojov EU Europsky fond regionsineho rozvoj



UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE

Sposob riesenia projektu:

konstrukcia rekombinantného kmena a definovanie podmienok
jeho dlhodobého uchovavania, navrh postupov pre kultivaciu
produkéného kmena a produkciu rekombinantnych proteinov

optimalizacia expresie a postup izolacie rekombinantného
proteinu

vyvoj purifikacnych a analytickych metdd (1D a 2D SDS PAGE
Elektroforéza, elektroforetické Cipy, FPLC, HPLC — reverzna faza,
Western blot, I1zoelektricka fokusacia)

optimalizacia vlastnosti a stabilizacia rekombinantnych proteinov

3 L VISKUM aVives
Podporujeme vyskumné aktivity na Slovensku/ Eurépska unia % u %
7~

Projekt je spolufinancovany zo zdrojov EU Europsky fond regionsineho rozvoj -



(@)

UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE

Dosiahnuté vysledky v projekte:

V ramci aktivity 1.1 prebehlo vypracovanie a podpis zmluvy a statutu spolocného pracoviska a vypracovanie
podkladov pre definovanie dlhodobého strategického planu spolocného pracoviska. Vykonalo sa verejné
obstaravanie pristrojov a spotrebného materialu.

V ramci aktivity 1.2 prebehla Studentska vedecka konferencia s posterovou prezentaciou dosiahnutych
vysledkov, ktorej vysledkom je prispevok v zborniku. Vo vazbe na interné tematické priority spolo¢ného
pracoviska bol vypracovany zoznam relevantnych studijnych programov a v ramci diplomovych a dizertacnych
prac boli identifikované zakladné témy pre vyskum mladych vedeckych pracovnikov. V ramci rieSenia uloh
spolocného pracoviska prebieha praca so Studentami. Zatial' boli vypracované tri diplomové prace suvisiace s
projektovou problematikou. Informacie o projekte boli odvysielané televiznou stanicou STV 2 v relacii Spektrum
vedy — Molekularna biolégia. Projekt bol prezentovany aj na podujatiach pre verejnost Tyiden vedy a techniky
na Slovensku 2012 a 2013 a Noc vyskumnikov 2013. V july 2014 bola zorganizovana spolocna konferencia
partnerov projektu v priestoroch spolocného pracoviska projektu hameln rds a.s. v Modre pod nazvom
»Industrial research of new drugs based on recombinant proteins and perspective cooperation of hameln rds
Modra and Faculty of Natural Sciences of Comenius University” s medzinarodnou téastou.

V ramci aktivity 2.1 sa vzhladom na moiZnosti vyuZitia spotrebného materidlu zakupeného z projektovych
zdrojov zintenzivnili ¢Cinnosti suvisiace s pripravou , konstrukcie rekombinantného kmena producenta proteinu®.
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UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE

Dosiahnute vysledky v projekte:

Produkcia l'udského rekombinantného trombinu
v expresnom systéme E. coli

Trombin - multifunkéna serinova protedza, Stiepenie fibrinogénu na fibrin

Vyuzitie vo farmaceutickom priemysle — vdaka svojim vlastnostiam
a dolezitej ulohe pri tvorbe krvnej zrazeniny ako lokalne hemostatikum

Najidedalnejsiou pripravou trombinu, ktory by spifial vysoké kritéria na to, aby
mohol byt vyuzity ako sucast farmaceutickych pripravkov, je priprava
rekombinantného trombinu vyuzitim technik rekombinantnych DNA

Navrh a dizajn expresného systému na produkciu [udského
rekombinantného trombinu v baktérii E. coli a optimalizaciu podmienok

heterologickej expresie najkratSieho prekurzora trombinu, pretrombinu-2 (PT-
2), v expresnom systéme E. coli.

Podporujeme vyskumné aktivity na Slovensku/ Eurépska unia 3
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UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE

Dosiahnuteé vysledky v projekte:

Produkcia fudského rekombinantného trombinu
v expresnom systéme E. coli

TROMBIN — v krvi ako neaktivna forma protrombin (nedochdadza k tvorbe
krvnych zrazenin vo vnutri ciev), koncentracia 100-150 pg/ml, poléas rozpadu
— 72 hodin, tvorba v peceni

Aktivna forma — Stiepenie protrombinu pomocou protrombokinazového
komplexu

Trombin z fudskej plazmy: potencialna kontaminacia inymi krvnymi faktormi a
patogénmi (HIV, hepatitida)

Alternativa: Trombin produkovany rekombinantymi organizmami —
rekombinantny fudsky trombin

Rekombinantny trombin: minimalizovanie rizika cross-reaktivity a sekvencnych
koagulopatii (sekvencne identicky s prirodzene vytvorenym fudskym
trombinom); minimalizovanie rizika prenosu patogénov
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UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE

Dosiahnuteé vysledky v projekte:

Produkcia fudského rekombinantného trombinu
v expresnom systéme E. coli

SDS-PAGE profil expresie proteinov

v E. coli K12 RV308ai pJK100-PT2 Rekombinantny PT-2 sa v
po indukcii expresie PT-2 (36kDa) bunkach E. coli produkuje vo
cicoerz BT SRR 7 2reHERESPr! ODsyg forme inkldznych teliesok,
3466 bp preto je nevyhnutna izolacia

inkliznych teliesok a nasledny
refolding PT-2 a nasledna

S o aktivacia rekombinantného
) N ;! . pretrombinu-2 na  aktivny
L= Qg droveri expresie .o oo

240n po 5h bola 45%
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Dosiahnuteé vysledky v projekte:

i S e o W)

pl 6,05 =
Optimalizacia expresie, izolacie IT,

revitalizacia - .- - - =

Stiepenie enterokinazou (EKMax,
Invitrogen)

Activity test (Chromogénny
substrat pre trombin (N-(pTosyl)-
Gly-Pro-Arg-p-nitroanilide)
Optimalizacia Stiepenia (pH,
aditiva - CaCl,, SDS, Triton,
Tween20, mocovina)

Podporujeme vyskumné aktivity na Slovensku/
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1. EKPT2 v 10mM TrisHCI pH8
2. EKPT2 v 10mM TrisHCI pH8
1ul EKMax
3. EKPT2 v 25mM TrisHCI pHS,
10%glycerol
4. EKPT2 v 25mM TrisHCI pHS,
10%glycerol
1ul EKMax
5. EKPT2 v 50mM TrisHCI pH8
6. EKPT2 v 50mM TrisHCl pH8
1ul EKMax
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UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE

Dosiahnuteé vysledky v projekte:
SDS-PAGE expresie hPT-2 v E. coli K12 RV308ai
a FPLC IMAC purifikacia hPT-2 (36kDa)

o 151 e T we N R
-— ~
ML - @@ W 1.0h 1. ladder
2508 2.1h 2. FT
3.2h 3. Elucia (prva frakcia)
4. 3h 4. Elucia (peak)
s 5. 4h
12K0s 6. 5h

\
.

i ® = N
g K
i |"|II|III ¥

7 openatmj program
3 VISKUMaVive) g

\ \
\ﬁf M \/(
&

Podporujeme vyskumné aktivity na Slovensku/ Eurépska unia
Projekt je spolufinancovany zo zdrojov EU Europsky fond regionsineho rozvoj



UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE
Dosiahnute vysledky v projekte:

Stidium prométorovej sekvencie
a-glukozidazového génu kvasinky Candida utilis

Candida utilis vzhladom na nizke naroky na kultivaciu a zaradenie do kategdrie GRAS
(Generally Recognize As Safe) predstavuje potencidlne vyznamny expresny systém pre
nadprodukciu rekombinantnych proteinov vhodnych aj pre medicinske/farmaceutické

aplikacie.

Heterologicka expresia proteinov v kvasinkovych expresnych systémoch je zalozena na
presnej charakterizacii silnych promoétorov.

Mapovanie promotorovej sekvencie a-glukozidazového génu C. utilis pomocou
integracného vektora.

Dizajn a konstrukcia integracného plazmidu pPICZa-glc, transformacia divého kmena,
C. utilis a detekcia inzercie vektora.
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UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE
Dosiahnuteé vysledky v projekte:

Stidium prométorovej sekvencie
a-glukozidazového génu kvasinky Candida utilis

Konstrukcia mutacnej kazety na deléciu promadtora a-glukozidazového génu C. utilis

Klonovanie mutacnej kazety do vektora pUC19 cez Hindlll

1. HighRanger 1kb DNA

Ladder (Norgen Biotek)

loxP PTEF1 2ZEOQ CYCLTT IloxP 2. pUC19/Hindlll (2,7 kb)

- 3. pUC19+mutacna kazeta/
- > Hindlll (2,7+2,4 kb)
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UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE
Dosiahnuté vysledky v projekte:%.:s

Dizajn a konstrukcia mutacnej kazety na deléciu promaétora

a zacCiatku génu a-glukozidazy (maltazy) Candida utilis

s «

—> MAL532‘“—M—Chromozc’>m1 C. utilis

Hindlll

Hindlll \
—\\ ’ ! —!\\
Fuzna "N _ I Klonovanie

Mutacna kazeta
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Dosiahnute vysledky v projekte:

Priprava mutantného kmena Candida utilis deléciou vSetkych
kopii génu a promotora pre a-glukozidazu (maltazu)

“vasxumwvw_ /
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Dosiahnuté vysledky v projekte: <
Priprava konstruktov s reportérovym génom pre
sledovanie sily maltazovéeho promatora

pGLC-lac4

9814 bp

B-galaktozidaza Rezistencia na zeocin

Podporujeme vyskumné aktivity na Slovensku/ Europska unia
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UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE

Dosiahnuteé vysledky v projekte:

Stidium a navrh RP-HPLC metddy s DAD detekciou na robustnt
separaciu proteinov pritomnych v komplikovanych zmesiach

Vyber reprezentativnej modelovej zmesi proteinov
v proteinovom vyzivovom doplnku Wobenzym

H optimum Relativna
) , Mnozstvo Substratova : p_ . Izoelektric ky )
Nazov enzymu . , katalytickej molova
(mg) Specifickost . bod ,
aktivity hmotnost
amylaza 10 polysacharidy 7Y 6,3418 55 90519
roteiny, peptide
bromelain 45 : ) o [petp 4,5-7,5%0 9,5520 28 50021
amidy
eptidy amides
chymotrypsin 1 e J 822 8,8% 25 000%?
estery
triglycerides, fats
lipaza 10 sl 7,72 5,825 45 0006
and oils
papain 60 proteins, peptides  4-727 9,528 23 45329
trypsin 24 peptides 7,5-8,5%0 10,5%0 23 50081
pankreatin 100 - - - -

Enzymové zlozenie produktu Wobenzym a niektoré fyzikalnochemické vlastnosti pritomnych enzymov:
a Mnoistvo enzymu v 1 tabletke uvadzané vyrobcom.

B Pankreatin je zmes pankreatickych enzymov v cicavcoch. Zahffia proteazy (trypsin a chymotrypsin) a
exokrinné pankreatické enzymy (a-amylaza a lipaza). Pankreatin tieZz obsahuje dalSie enzymy a iné
latky bez enzymovej aktivity.
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Separation of various human insulin analogues and insulir
solution using RP-HPLC method

Structural differences between insulin analogues and regular human insulin produced by recombinant

techniques: A (21amino acids)

Regular human insulin: two polypeptide chains <
B (30 amino acids)

A (21amino acids)
Insulin glulisine: two polypeptide chains <
B (30 amino acids) differences at position
B3 asparagine is replaced by lysine and
B29 lysine is replaced by glutamic acid

A (21amino acids) differences at position
Insulin glargine: two polypeptide chains < A21 asparagine is replaced by glycine

B (32 amino acids) differences at position
B31,B32 two additional arginine molecules
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UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE

nnnnnn

Chromatographic results from separation of the mixture insulin analogues and regular insulin
Chromatographic column C18, the injected volume of sample solutions 50 ul, mobile phase A: buffer
from formic acid and amonium formate, mobile phase B: MeOH/H,O (90/10, V//V), appropriate gradient
at a flow rate 0.5 ml min, UV detection at 280 nm.
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Dosiahnuté vysledky v projekte:%w:#

ITP-CZE separacie produktov enzymatickej hydrolyzy
Cytochrému C po ich HPLC frakcionacii

HPLC frakcionacia produktov enzymatickej
hydrolyzy Cytochromu C

o s 2, Off-, resp. on-line spajanie vysokoucinnych

separacnych ortogonalnych metod
rozliSenie vacsieho poctu produktov
enzymatickej hydrolyzy Cytochrému C

R - ziskanie komplexnejSich informacii o
produktoch

R ﬁ ITP-CZE separacia produktov enzymatickej

, o ]L hydrolyzy Cytochromu C a jednotlivych HPLC

P = frakcii
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UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE

Dosiahnuté vysledky v projekte:’
ITP-CZE separacie produktov enzymatickej hydrolyzy
Cytochromu C na elektroforetickom cipe

Cytochrom C
40 pg/ml
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UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE

Dosiahnuté vysledky v projekte: %s
Separacie proteinov na elektroforetickom cipe

nasmg || [|.CC HH
!T.\l‘ ||I ‘\l"',‘ ’A'.'C l. A Tl
1A ,v"l."“(" l \
TRTAS / / \./ E—
Ca* ‘ \ AW, NS o
K
. “.TJ " gip 1
A\-"‘r’ r
!ﬂ !I‘l I‘rg R
ln | ,‘l l"\
“.\\ \ ‘\_/\\_/ (VAN ]
NV AN |
ALY .
‘. fll , N aip 2 CyC = Cytochrome C
|

w

150 450

A

750
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A = Avidin

C = Conalbumin

HH = Human hemaoglobin
Tl = Trypsin inhibitor
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Dosiahnuté vysledky v projektet,

Izotachoforeticka francionacia SDS/PAGE kontrola Cistoty
a vyber frakcie s 2-protrombinom preparatu po izotachoforetickej
purifikacii

~—TE |

Pozicia Protrombinu 2

1 - kyselina L-glutamova

2 — kyselina L-2-aminoadipova
3 - MOPSO

4 — taurin

1 1 1 1 1 1 1 1
538.45 561.55 584.64 607.74 630.84 653.93 677.03 700.13 72322 746.32

Europska unia

Eurdpsky fond regiondineho rozvoja



UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE

Dosiahnuté vysledky v projekte:%.s

HPLC-MS analyza - tryptic digest modelového proteinu (myoglobin)

'u."“-E
H
i MA_JL_J
™ ) L T119-133 - HPFGDFGADAQGAMTK
o f T32-42 — LFTGHPETLEK
ul I I T17-31 — VEADIAGHGQEVLIR
o ! r T134-139 — ALELFR
o L%“ R T64-77 — HGTVVLTALGGILK
¥ T103-118 — YLEFISDAIIHVLHSK
- T97-102 — HKIPIK
o | It T1-16 — GLSDGEWQQVLNVWGK
ol
- "
o [13 1 [ [ [ [~ [ [ 5

HPLC-MS zaznam separacie zmesi peptidov ziskanych enzymatickym stiepenim myoglobinu
trypsinom. HPLC kolona — Reprosil Gold C18 (100x2,0 mm; 5 um); injektovany objem 5 pl;

prietok mobilnej fazy 0,2 mL/min. oK
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UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE

Dosiahnuté vysledky v projekte:

HPLC-MS analyza - tryptic digest modelového proteinu (myoglobin)

Inten. (x1,000,000

175
424.5498
150
125
100

0.75

ool 1850096

025 9.

otol L1 HGMI\ \\\EW\l el it

100 200 300 0 500 600 700 300 900 1000 1100 1200 1300 1400 mz

MS spektrum peptidu T32-42 (m/z 424,54)

Inten. (x100,000)

35 418.5455
506.2443

571.2718

T 1 LCMS-IT-TOF analyzator pouZity na analyzu peptidov
255;2%33 WS\ L Ll wgrsﬁz mpn g ziskanych enzymatickym Stiepenim trypsinom

100 20 30 400 50 600 700 30 %0 1000 100 1200 130 0

MSMS spektrum peptidu T32-42 (m/z 424,54)
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UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE
Dosiahnuteé vysledky v projekte:

Kinetika nového spdsobu tryptic digestu testovana na Apomyoglobine
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arginin hexametyléndiamin
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UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE
Dosiahnuté vysledky v projekte:

Kinetika nového spdsobu tryptic digestu testovana na Apomyoglobine
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Dosiahnuteé vysledky v projekte:

Novy spdsob tryptlc digestu testovany na réznych proteinoch za identickych podmienok

Transferin
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Zamer/vyhlad dalSieho postupu riesenia
projektu v nasledujucom obdobi:

o Priprava vystupov (publikacii ako aj rieseni z vysledkov ziskanych
z produkcie rekombinantnych proteinov a analytickych metadd)

o Nadalej bude prebiehat kazdodenny manaZment spolo¢ného
pracoviska a jeho vedeckych aktivit, iniciovanie a schvalovanie
zapajania pracoviska do medzinarodnych vedecko-vyskumnych
Struktur a sledovanie vzdeldvania a vychovy mladych vedeckych
pracovnikov v oblasti biomedicinskeho, molekularno biologického,
analytického vyskumu a suvisiacich oblasti.
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Publikacie a dalSie vystupy z vysledkov ziskanych z produkci

UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE

MOk

rekombinantnych proteinov a analytickych metéd - rok 2014

1.

Biofarmaceutika a lieky na baze rekombinantnych proteinov / Stuchlik Stanislav, Muranyi Andrej, Hutta Milan,
Muckova Marta, Masar Marian, Turia Jan, 2014. In: Lekarnik. - ISSN 1335-924X. - Roc. 19, ¢. 3 (2014), s. 18-20
Studium separacie klinicky vyznamnych fudskych hemoglobinov / Komorowska Veronika, Hutta Milan, Fabryova
Viera, BoZek Peter, Labuda Jan (Recenzent), Hroborova Katarina (Recenzent), 2014. In: Stcasny stav a perspektivy
analytickej chémie v praxi. Zbornik abstraktov. - Bratislava : STU, 2014. - ISBN 978-80-227-4169-9. - S. 134-135.
Sequential Determination of Inorganic Cations and Anions in Cerebrospinal Fluid by Microchip Electrophoresis. Jasna
Hradski, Rébert Bodor & Marian Masar. In: Chromatographia. DOI 10.1007/s10337-014-2711-z

PREPARATIVNA A KAPILARNA ELEKTROFOREZA AKO VYSOKOROZLISOVACI NASTROJ PRE FOTOMETRICKU DETEKCIU
PROTEINOV. Rébert Bodor, Barbara Rybarova a Marian Masar. In: Spravodaj SSS, Roénik 21, Cislo 1, 2014

Modern analytical approaches to analysis of recombinant proteins. Milan Hutta, Marian Masar, Peter Troska,
Veronika Komorowska. In: Chemzi 10/1 (2014)

Optimization of expression of untagged and histidine-tagged human recombinant thrombin precursors in Escherichia
coli. M. Osadska, H. Borikova, J. Krahulec, S. Stuchlik, J. Turiia. Applied microbiology and biotechnology 05/2014;
DOI:10.1007/s00253-014-5840-2

Application Possibilities of Capillary Electrophoresis on a Chip in Separations of Selected Amino Acids and Their
Enantiomers in Body Fluids. Uhlarova K., Masar M., Bodor R. Book of Abstracts, 13th international symposium and
summer school on bioanalysis, Debrecen, June 27th — July 7th 2013. 5.8

Upstream regulatory regions controlling the expression of the Candida utilis maltase gene. Krahulec J., Halaszova H.,
Osadska M., Liskova V., Stuchlik, S., Turfia, J. Journal of Biotechnology 09/2014; DOI: 10.1016/j.jbiotec.2014.09.006
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Kolektiv riesitelov z Katedry molekularnej biologie
a Katedry analytickej chémie PriFUK

Vyskumni pracovnici: Doktorandi a diplomanti:
Jan Turna Milan Hutta Michaela Kandri¢akova-
Stanislav Stuchlik Jozef Marak Osadska

Jan Krahulec Marian Masar Hana Halaszova

Hana Drahovska Pavol Kruk Veronika Komorowska

Viera Cimova Janka Réaczova

Zdenko Levarski Peter Troska

Lucia Bocanova Andrea Vojs Starova
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