Ptiloha ¢. 3
Pribézna vyroéni zprava projektu specifického vyzkumu zakazka ¢. 2115

Nizev projektu: Zavedeni a rozvoj biochemickych metod ke studiu rekombinantnich enzymi
a in vitro testovani jejich moduléatord

Specifikace reSitelského tymu
Odpovédny fesitel: RNDr. Lucie Vinklafova, doc. PharmDr. Kamil Musilek, Ph.D.

Studenti doktorského studia na UHK: RNDr. Lucie Vinklatova, Mgr. Radomir Jiza
Studenti magisterského studia na PiF UHK: Mgr. Michaela Melikova, Bc. Petr Bzonek,
Be. Nikola Novékovéa, Bc. Anezka Novotna Be. Eliska Chaloupkova

Dal$i vyzkumni pracovnici: doc. PharmDr. Kamil Musilek, Ph.D., Mgr. Monika
Schmidt, Ph.D., PharmDr. Rudolf Andrys, Ph.D., Mgr. et Mgr. Rafael Dolezal, Ph.D.,
RNDr. Lucie Zemanova, Ph.D., PharmDr. Ondiej Benek, Ph.D.

Celkova ¢astka pridélené dotace: 396871 K¢
Struény popis postupu p¥i FeSeni projektu (max. 2 strany).

Projekt specifického vyzkumu se zabyval Sirokym spektrem metod dle zaméteni diplomovych
a dizertanich praci zaCastnénych studentl. Studenti (NMgr., Ph.D.) se zabyvali tématy
piipravy a testovani novych slougenin modulujicich enzymy s potenciondlnim t¢inkem na
nervovou soustavu.

Projekt navazuje na piedchozi projekt SV (2103-2017), kde byly zavedeny metody piipravy,
exprese, a purifikace rekombinantnich enzymu véetné jejich testovani. Tyto metody byly nyni
dale rozvijeny, optimalizovany a pouZity v piipravé a testovani dal§ich enzymt. V soucasné
dobé jsou uspésné piipraveny tyto enzymy: 178-HSD10 (ABAD), 178-HSD1, 173-HSDS, 17B3-
HSD8, MAO-A a MAO-B pro expresi v prokaryontnich expresnich systémech (E. coli); lidska
butyrylcholinesterasa a acetylcholinesterasa pro expresi v sav¢ich expresnich systémech
(HEK293) a komafi acetylcholinesterasa pro expresi ve hmyzich expresnich systémech (SF9).
Tyto enzymy byly Gspé$né produkovany, purifikovany a stanovena jejich enzymova aktivita.
Tyto enzymy jsou déle vyuZivany k testovani novych slou¢enin modulujicich jejich enzymovou
aktivitu.

Rekombinantni mitochondridlni enzym 17B8-HSD-10, ktery byl uspésné piipraven a
purifikovan byl pouZit k testovani novych molekul sinhibi¢nim potencidlem. Vybrané
sloueniny byly podrobné zkoumany a byly zméfeny inhibiéni konstanty ICso vybranych
molekul a urfena kinetika jejich inhibice. Byly provedeny SAR (structure-activity relationship)
studie vybranych skupin inhibitorti. Vysledky jsou nyni zpracovavany do publikace, kterd by
méla byt odeslana v roce 2019. Déle je dokonCovan prehledovy ¢lanek o tomto enzymu, jeho
roli v organismu a patogenezi neurodegenerativnich onemocnéni.

Na zagatku roku 2018 byla navazéana spoluprace s vyzkumnym centrem BIOCEV ve Vestci u
Prahy, kde byly provedeny experimenty metodou HDX (hydrogen-deuterium exchange)
zkoumajici interakci enzymu 17B-HSDI10 s vybranymi latkami. Ziskand data jsou nyni
vyhodnocovana ve vztahu ke krystalové struktufe enzymu.

Priibé&Zné vysledky prace byly prezentovany formou posteru na mezinarodni konferenci ,,43rd
FEBS Congress® v Praze a na ,,XVIII. International meeting of young life scientists*



v Milovech, v lednu 2019 budou prezentovany formou prednasky na konferenci FaF UK
V Hradci Kralové (,,9. Postgradudlni a 7. Postdoktorandska védecka konference Farmaceutické
fakulty UK*).

Dale je provadéna piiprava novych sloudenin cilenych na nervovou soustavu s potenciondlnim
dudlnim udinkem na dopaminergni a serotoninergni receptory a niz§im rizikem
extrapyramidovych a hematologickych vedlejsich u¢inkd. Tyto latky by mohly mit vhodny
terapeuticky efekt u schizofrenich onemocnéni. Jsou pouzivany metody chemické syntézy,
dé&leni reak&nich smési pomoci sloupcové chromatografie a NMR pro uréeni chemické struktur
a Cistoty pfipravenych sloucenin.

Studenti NMgr. studijnich programt vypracovavaji své DP na rtznych typech enzym?, které
jsou rekombinantné produkovany a jejichz modulatory jsou testovany.

Pro studium a tvorbu homolognich modelti orexinového receptoru 2, molekularné-dynamickou
relaxaci té€chto modeld zanofenych do membrany a dynamického dokovani do takto ziskanych
struktur se zahrnutim flexibility ligandu a ¢aste¢né i receptoru byly pouzity metody vypocetni
chemie a in silico modelovani. Ze ziskanych dat studentka vypracovala diplomovou praci na
téma "Molekularné dynamické simulace receptorti spiazenych s G-proteinem v pocitaCovém
navrhu 1€¢iv", ktera byla v srpnu 2019 Uspésné obhéjena.

Byla stanovena farmakokinetika a farmakodynamika oximu K870 u potkanti. Sledovéana je
koncentrace 1é¢iva a jeho metabolitt v plazmé, moc¢i, jatrech, Zluci a ledvinach. K feSeni této
problematiky jsou vyuzivany metody homogenizace biologickych tkéni, liquid-liquid extrakce
a byla vytvofena metoda pro LC-MS/MS stanoveni tohoto oximu a jeho metaboliti.

Déle byla provedena inhibi¢ni studie dvou typt enzymu monoaminooxidazy (MAO-A a MAO-
B) snové piipravenymi latkami s potenciondlnim inhibiénim t¢inkem. Byl proveden
screeningu téchto latek a u vybranych latek s nejvy$si mirou inhibice byla stanovena hodnota
ICso. Vyuzity byly metody stanoveni enzymové aktivity a LC-MS analyza vzniklych
metabolitd.

Vysledky zprace studentt NMgr. studia budou zpracovany do diplomovych praci
s predpokladanym datem obhéajoby v roce 2019. Tyto vysledky budou i soucésti planovanych
publikaénich vystupti v rdmci projektu.



Splnéni cili FeSeni a prinos projektu.

Cile projektu byly splneny Byly optlmahzovany jiz zavedené metody préce s enzymy a tyto
metody pouzity pro piipravu a préci s dal§imi typy rekombinantnich enzymd. U nové
ptipravenych enzymu byly zavedeny metody exprese, purifikace a stanoveni enzymové aktivity
té&chto enzymd, které jsou déle vyuzivany k testovani novych inhibitort.

Ziskané vysledky jsou nyni zpracovavéany do publikacnich vystupt.

Abstrakty postert na konferencich byly publikovany ve sborniku:

e L. Vinklarova, M. Schmidt, O. Benek, M. Hrabinova, K. Musilek; Modulation of 1783-
hydroxysteroid dehydrogenase type 10 activity as a potential target in neurodegenerative
disorders; Czech Chem. Soc. Symp. Ser 16, 1-48 (2018)

e L. Vinklarova, M. Schmidt, O. Benek, M. Hrabinova, L. Zemanova, K. Musilek; Study of
17B-HSD10 inhibitors with implications in neurodegenerative disorders; FEBS Open Bio 8
(Suppl. S1), 256 (2018), DOI: 10.1002/2211-5463.12453

Splnéni kontrolovatelnych vysledkii FeSeni.

Uved'te jen vystupy, které vznikly na zéklad® feSeni tohoto projektu. Dale uved’te, zda byly
publikace skute¢né zadany do OBD s vazbou na RIV.

Tab. 1 Sumar vystupi FeSeni projektu

Typ vystupu Plan | Plan | Plan | Poznédmka
1.rok |2.rok | 3.rok

Hodnocené vystupy projektu 2 1

Jimp (databaze WoS) 3 v piipravé

Jsc (databaze Scopus)

B (recenzovana odbornd kniha)*

C (kapitola v recenzované odborné knize)*

D (¢lanek ve sborniku ve WoS, Scopus)

P (patent)

Pocet vysledki 0 3

Nehodnocené vystupy projektu

Pocet obhajenych dizertacnich praci

Pocet obhajenych diplomovych praci 1 2 Mgr. Melikova

obhéjila 08/2018
Pocet vysledkii 1 3

Vysledek ¢erpani rozpoctu:

a)  SpotFeba materidlu (polozka dle IS Magion ¢. 501):

* Pouze renomovana nakladatelstvi Elsevier, Springer, Bentham apod.




Materialové naklady Strucné zdivodnéni | Cena véetné DPH (K<)
(nutno  soutézit v ramci | ndkupu
DNS)
Ultrazvukova lazenl Rozpousténi, michani, 23564
odplyiovani a zahiivani
roztokli pomoci
ultrazvuku
Automatické pipety Pipety pro piesné 90178
s nastavitelnym objemem | pipetovani malych
objem1
Mala suché lazen Temperovani roztokd pro | 3231
s vyménitelnymi bloky praci s bunéénymi
kulturami (eukaryotické
expresni vektory)
Termomixer véetné Zatizeni na ohfev 44540
termoblokl v malych objemech,
uréeno pro tfepani a
ohiev vzorkd, blok pro
termomixer pro ohfev a
tiepani v malych
objemech mikrotitracnich
desti¢kach
Laboratorni vahy Piesné véazeni 13262
Pipetovaci nastavec véetné | Pipetovani roztoki 10056
piisluSenstvi pomoci sklenénych a
plastovych pipet
Vortex Michéani kapalin a 17276
roztokl
Podstavna lednice Uchovavani chemikalii a | 3981
roztokti v danych
podminkéch
Zatizeni pro zamrazovani Setrné zamrazovani 4845

bunék

bunéénych kultur




Vakuometr digitalni Meéfeni vakua pii 15672
laboratornich operacich
za snizeného tlaku
(destilace, suseni za

snizeného tlaku)

Horizontalni elektroforéza | Separace DNA pii 16859

veetné prisluSenstvi a klonovani

zdroje

Tube Roller Promichavani roztokt 7442

Spotiebni naklady Strucné zdtvodnéni | Cena véetné DPH (K¢&)

(spotfebni a  kancelaiské | nakupu

potieby)

Spottebni material Chemikalie (chemikalie | 93595
pro piipravu roztokl a
pufii, média pro bunééné
kultury, substraty pro
enzymy, apod.) a
spotiebni material
potiebny pro feSeni
projektu (plast pro
bunééné kultury,
laboratorni plast a sklo,
ochranné pomucky,

desinfekce, apod.)

kurzové ztraty 650

b)  Cestovné (polozka dle IS Magion ¢. 512):
cestovné zameéstnanci a jeho struéné zdtivodnéni;

titul, jméno a | konferenéni | ubytovani | cestovné | stravné | celkem konference
piijmeni poplatek (ccaKé) | (ccaKCe) | (cca (K<) (ndzev, misto a

zamé&stnance | (cca K¢&) K¢) datum konani)




¢)  Ostatni sluzby (polozka dle IS Magion ¢. 518):
naklady nebo vydaje na sluzby a jejich struéné zdiivodnéni

Typ sluzby Struéné zdtivodnéni sluzby Cena v¢etné DPH (K<)
tisk posteru prezentace vysledki na | 386
konferenci
d) Mazdové naklady (polozka dle IS Magion €. 521):
titul, jméno a piijmeni odména zdtivodnéni Celkem (K¢&)
(Ko
e) Zakonné pojisténi (polozka dle IS Magion €. 524):
titul, jméno a piijmeni odvody z odmeén 34,52 % (K<) Celkem (K<)
f)  Jiné ostatni naklady (polozka dle IS Magion ¢. 549):
zejména stipendia a jejich struéné zdiivodnéni
Stipendium studenti za praci na reSeni projektu
titul, jméno a | Cislo typ studia obor bankovni stipendium (K¢&)
piijment studenta/tky | (Mgr./PhD.)/ | studia spojeni
studenta/tky ro¢nik studia
RNDr. Lucie S16BI003D | Ph.D./3. 1501V028 11000
Vinkléfova P
Mgr. Radomir | S17BI001D | Ph.D./2. 1501v028 11000
Jaza P
Bc. Michaela | 1407T017 | NMgr./2. 1407T017 3000
Melikova
Be. Petr 1407T017 | NMgr./2. 14077017 3000
Bzonek
Be. Eliska 1407T017 | NMgr./2. 140771017 3000
Chaloupkova
Bc. Nikola 1407T017 | NMgr./2. 1407T017 3000
Novakové
Bc. Anezka 1407T017 | NMgr./2. 1407T017 3000
Novotna




Cestovni stipendia studenti

titul, jméno a | konferencni ubytovani cestovné | stravné | celkem | konference
pi{jment poplatek (K<) (ndzev, misto a
studenta/tky datum kondni)
RNDr. Lucie | 6480 0 396 705 7581 FEBS, Praha,
Vinkditovd 7.-12.7.2018
RNDr. Lucie | hrazeno hrazeno 400 815 1215 XVIIIL
Vinkldfova pofadatelem | poradatelem Interdisciplinary
meeting of
young life
scientist,
Milovy,
14.—-17.5.2018
RNDr. Lucie 1012 492 796 2300 Kurz zékladt
Vinkldtova védecké prace,
Brno,
17.-21.9.2018
RNDr. Lucie 1450 80 1530 méfeni vzorkl
Vinklatova na HDX, tinor
2018, BIOCEV,
Vestec u Prahy
RNDr. Lucie 1450 80 1530 meéfeni vzorka
Vinklatava na HDX, biezen
2018, BIOCEV,
Vestec u Prahy
RNDr. Lucie 1450 80 1530 méfeni vzork
Vinklafova na HDX, kvéten
2018, BIOCEV,
Vestec u Prahy
RNDr. Lucie 1450 80 1530 ,Instruct/CIISB
Vinklafova COULSE on

fragment




screening using
crystallography
laboratory
equipment®,
5.4.2018,
BIOCEV,
Vestec u Prahy
g)  Dalsi polozky (uved'te ¢isla dle IS Magion):
dalsi polozky a jejich struéné zdivodnéni
Vysledek &erpani finanénich prostiedkt uved'te v jednotné piehledné tabulce 2.
Tab. 2 Cerpani finanénich prostiedkii v K&
= | Polozka Plan K¢ Zadost o [Skutecnost | Poznamka
E zménu
& | Poget ¢lent fesitelského tymu 0 0 0
5 Cerpajicich mzdové prostiedky
2
'S | Podet studenti Eerpajicich 7 7 7
& | mzdové prostiedky
501 | Spotieba materidlu DHIM 342231 342269 342269
512 | Cestovné 17120 17216 17216
518 | Ostatni sluzby 1500 386 386
521 | Mzdové néklady 0 0 0
524 | Zéakonné pojisténi 0 0 0
549 | Jiné ostatni naklady (stipendia) | 36000 37000 37000
*
Celkové naklady 396871 396871 396871

Ke zpravé prilozte:
a) kopie publikacnich vystupt,

b) vypis z OBD — vystupy podpoiené timto projektem,
¢) vysledovku z ekonomického informaéniho systému Magion — vyuctovani dotace.

Datum: 4.1.2019 Podpis odpovédného fesitele:

AL

. p—
,/‘, PL [ 7)) A7) ///7
/ /.;l,/—»./ 4 =

*V pripadé potieby piidejte dalsi Fadky s polozkami dle IS Magion.
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Pracovisté: 04450 Katedra chemie

Cinnost: i V8echny vybrané analytiky

Fullcost: ek V8echny vybrané analytiky

Zakazka: 2115 SPEV - katedra chemie

Podzakazka: Tk V8echny podzakazky
Jéet Nazev Gétu Ma dati Dal Zlistatek
i01 008 Spotieba materialu DHIM DU
Jocatecni stav 0,00
NAJ/0407/00019/18 29.06.2018 15 672,00 0,00 000016535 VAKUOMETR DVR pPro
NAJ/0407/00019/18 29.06.2018 15 839,00 0,00 000016523 PIPETA
NAJ/0407/00019/18 29.06.2018 4 319,00 0,00 000016534 TREPACKA GRANT PV-1, 750-3000 rpm
NAJ/0407/00019/18 29.06.2018 10 056,00 0,00 000016530 NASTAVEC PIPET. ACCUJET/ MAGENTA
AJ/0407/00019/18 29.06.2018 3332,00 0,00 000016528 STOJANEK OTOCNY PRO 6 PIPET
NAAJ/0407/00019/18 29.06.2018 4 319,00 0,00 000016532 TREPACKA GRANT PV-1, 750-3000 rpm
NAJ/0407/00019/18 29.06.2018 15 839,00 0,00 000016524 PIPETA
NAJ/0407/00019/18 29.06.2018 4 319,00 0,00 000016533 TREPACKA GRANT PV-1, 750-3000 rpm
1AJ/0407/00019/18 29.06.2018 4 845,00 0,00 000016537 ZARIZENI PRO ZAMRAZOVANI BUNEK 12
NAJ/0407/00019/18 29.06.2018 6 325,00 0,00 000016527 MIKROPIPETA 1-10 ml
NAJ/0407/00019/18 29.06.2018 3 332,00 0,00 000016529 STOJANEK OTOCNY PRO 6 PIPET
NAJ/0407/00019/18 29.06.2018 6 325,00 0,00 000016526 MIKROPIPETA 500-5000 ul
NAJ/0407/00019/18 29.06.2018 3917,00 0,00 000016521 VAHY 440-43N, 400g/0,1g
NAJ/0407/00019/18 29.06.2018 4 319,00 0,00 000016531 TREPACKA GRANT PV-1, 750-3000 rpm
NAAJ/0407/00019/18 29.06.2018 15 839,00 0,00 000016525 PIPETA
NAJ/0407/00019/18 29.06.2018 6 738,00 0,00 000016536 MINI HORIZONTAL, ELEKTROFOREZA
NAJ/0407/00019/18 29.06.2018 23 564,00 0,00 000016522 LAZEN ULTRAZVUK. FISHERBRAND1505
NAJ/0407/00035/18 18.09.2018 3231,00 0,00 000017324 INKUBATOR PRO SUCHOU LAZEN
NAJ/0407/00035/18 18.09.2018 31 738,00 0,00 000017325 TREPACKA INKUBOVANA ,MIKROZKUMA'
NAJ/0407/00035/18 18.09.2018 6 522,00 0,00 000017327 BLOK PRO 96 JAMKOVOU MIKROTIT.DES
NAAJ/0407/00035/18 18.09.2018 3981,00 0,00 000017328 LEDNICE ETA 91L
NAJ/0407/00035/18 18.09.2018 6 280,00 0,00 000017326 BLOK PRO 24x2ML
N1AJ/0407/00045/18 06.11.2018 7 659,00 0,00 000017552 ELEKTRARNA ENDURO 230 V
NAJ/0407/00045/18 06.11.2018 7 442,00 0,00 000017551 ROLLER ROTATOR MX T6
NAJ/0407/00049/18 20.11.2018 4 162,00 0,00 000017604 PIPETA 0,5-10ul BIOPETTE PLUS
NAJ/0407/00049/18 20.11.2018 9 345,00 0,00 000017601 VAHY PRECISION BALANCE L423
NAJ/0407/00049/18 20.11.2018 6 697,00 0,00 000017602 PIPETA 10-100ul
NAJ/0407/00049/18 20.11.2018 4 163,00 0,00 000017605 PIPETA 0,5-10ul BIOPETTE PLUS
NAJ/0407/00049/18 20.11.2018 4 162,00 0,00 000017603 PIPETA 0,5-10ul BIOPETTE PLUS
NAJ/0407/00049/18 20.11.2018 4 163,00 0,00 000017606 PIPETA 0,5-10ul BIOPETTE PLUS
i01 008 Spotieba materialu DHIM DU 248 444,00 0,00 248 444,00
i01 099 Spotieba materialu ostatni DU
>o¢atedni stav 0,00
’AV/0411/00303/18 15.06.2018 1431,40 0,00 filtry
’AV/0411/00310/18 18.06.2018 2 942,00 0,00 fyziologicky roztok
'AV/0411/00483/18 18.09.2018 2 226,20 0,00 chemikalie
’AV/0411/00486/18 19.09.2018 7 523,60 0,00 chemikalie
'AV/0411/00497/18 24.09.2018 632,00 0,00 40159-CP0-G0250-1 Tris(hydroxymethyl) aminomethan
’AV/0411/00506/18 26.09.2018 692,12 0,00 material
’AV/0411/00507/18 26.09.2018 14 800,12 0,00 material
’AV/0411/00511/18 01.10.2018 8292,13 0,00 material
'AV/0411/00528/18 03.10.2018 5 893,31 0,00 spotiebni material
"AV/0411/00542/18 05.10.2018 920,00 0,00 material
’AV/0411/00551/18 08.10.2018 5448,63 0,00 material
trana 1.z 3 (c) Magion 03.01.2019 10:04:24
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Pracovisté: 04450 Katedra chemie

Cinnost: BEEE V8echny vybrané analytiky

Fullcost: ok VSechny vybrané analytiky

Zakazka: 2115 SPEV - katedra chemie

Podzakéazka: ek V8echny podzakazky
J&et Nazev Gétu Ma dati Dal Zstatek
i01 099 Spotieba materialu ostatni DU
>oc¢atelni stav 0,00
’AV/0411/00563/18 10.10.2018 10 747,83 0,00 material
’AV/0414/00019/18 17.04.2018 26 483,79 0,00 chemikalie
'AV/0414/00019/18 17.04.2018 5 561,60 0,00 chemikalie
i01 099 Spotieba materialu ostatni DU 93 594,73 0,00 93 594,73
i01 Spotieba materialu 342 038,73 0,00 342 038,73
118 009  Sluzby - tisk, graf.prace DU
Jocatecni stav 0,00
'AV/0411/00348/18 02.07.2018 385,99 0,00 tisk posteru
118 009 Sluzby - tisk, graf.prace DU 385,99 0,00 385,99
18 Ostatni sluzby 385,99 0,00 385,99
45 001  Kurzové ztraty DU
>ocatecni stav 0,00
'AV/0414/00019/18 17.04.2018 649,68 0,00 0000000000 chemikalie
45 001 Kurzové ztraty DU 649,68 0,00 649,68
45 Kurzové ztraty 649,68 0,00 649,68
49 006 Jiné ostatni naklady mimof.stip. DU
Yocatecni stav 0,00
3AN/0802/12921/18 04.06.2018 7 335,00 0,00 1 Vinklafova Lucie
3AN/0802/13041/18 06.06.2018 3 000,00 0,00 1 Melikova Michaela
3AN/0802/19410/18 03.08.2018 7 581,00 0,00 2
3AN/0802/23392/18 02.10.2018 2 300,00 0,00 2 Vinklarova Lucie
3AN/0971/00383/18 09.10.2018 34 000,00 0,00 2 mimoréadna stipendia
49 006 Jiné ostatni naklady mimof.stip. D 54 216,00 0,00 54 216,00
49 Jiné ostatni naklady 54 216,00 0,00 54 216,00
laklady celkem 397 290,40 0,00 397 290,40
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Pracovisté: 04450 Katedra chemie

Cinnost: AR VSechny vybrané analytiky

Fullcost: Fhkkkx VSechny vybrané analytiky

Zakazka: 2115 SPEV - katedra chemie

Podzakéazka: Hox VSechny podzakazky
Jget Nazev Gctu Ma dati Dal Zlstatek
i91 006 Provoz.dotace véda MSMTspecificky vyzkum
>ocatecni stav 0,00

NAN/0910/00005/18 05.02.2018 0,00 396 871,00 Specificky vyzkum na VS
i91 006 Provoz.dotace véda MéMTspeciﬂc 0,00 396 871,00 396 871,00
i91 Pfijaté pfis. mezi ziét.mezi org.slc 0,00 396 871,00 396 871,00
fynosy celkem 0,00 396 871,00 396 871,00
J&etni hospodaisky vysledek: -419,40
{ospodaisky vysledek véetné otekavanych nakladi: -419,40
J&etni hospodarsky vysledek za vybrané: -419,40
{ospodarsky vysledek vietné otekavanych nakladl za vybrané: -419,40

fyb&rova kritéria (omezeni sestavy se fidi pravy uzivatele herrmma (uvedena v zavorce))

racovisté: 04450 (04[45|90]*|0447*)
Sinnost: (***1210)

‘ullcost:

‘akazka: 2115 (%)

>odzakazka:

‘ahrnuty v8echny pfedpokladané naklady

itrana 3.z 3
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