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Ucel poutiti

Enzymova terapie je jednou z moZnosti, jak vyresit problém bakteridlni rezistence. Enzym lysostafin se
uz pred padesati lety pouzival k lé¢eni pacientll se stafylokokovou infekci. Vysoké naklady a nizsi
stabilita enzym( vsak tehdy nemohly konkurovat nastupu levnych antibiotik. Rozvoj rekombinantnich
technologii a novych ptistupl dnes nabizi moZnosti jak vylepsit stavajici enzymy (Biobetter) a zajistit

jejich produkci cenové srovnatelnou s vyrobou antibiotik.

Popis vyrobku

Predkladané feseni si klade za cil poskytnout genovy konstrukt pro efektivni expresi termostabilni
varianty lysostafinu (LYSSTAPH T2) s vysokou aktivitou, stabilitou a snadnou expresi. Technologie
popisuje postup kultivace Escherichia coli bunék BI21 produkujicich lysostafin ve fermentoru,

desintegraci bunék, precisténi cilového proteinu pomoci afinitni chromatografie a jeho uskladnéni.
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Pfiprava mutantniho enzybiotika LYSSTAPH T2 z
plazmidové DNA dodané objednavatelem

Dodavatel: Prijemce:

Enantis s.r.o. Vyzkumny Ustav veterinarniho lékafstvi, v. v. i
Kamenice 34 Hudcova 296/70

625 00 Brno 62100 Brno

Popis pracovni ¢innosti

Ovéfeni postupu vyroby mutantiho enzybiotika LYSSTAPH T2 bylo provedeno na zikladé
dodaného vzorového protokoly vyroby, ktery byl déle upraven pro interni potreby a
plasmidové DNA (plasmid pUBEx nesouci gen LYSSTAPH T2) ptipravené pfijemcem. Prace byla
provedena v plném rozsahu dodaného vyrobniho postupu, tzn. Produkce cilové molekuly
fermentaci, I\'/zé bunék a nasledné ¢isténi cilového protein za Ucelem zjisténi vytézku
enzybiotika LYSSTAPH T2 ze ziskané bakteridlni suspenze. Findlni protokol popisujici pracovni
postup je soucdsti technologického transferu zadavatel;.

Dosazeny vysledek

Lze konstatovat, Ze technologie vyroby mutantiho enzybiotika LYSSTAPH T2 byla lspésné
ovéfena. Mutantiho enzybiotikum LYSSTAPH T2 bylo pomoci rekombinantni technologie
ziskdno s vytézky v fadu 7-8 MBprotein/Bhiomasa, COZ je v souladu s podkladovym protokolem.
Pouzity vyrobni protokol bude zaslan piijemci (221212_LysstaphT2_ProtkoI_Enantis.pdf).

V Brné, dne 12.12.2022
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1. Uvod

Protokol pro pfipravu enzybiotika LYSSTAPH T2 produkovaného v E. coli BL21 z expresniho

vektoru pUbEx, podle zadani Vyzkumného ustavu veterinarniho lékafstvi, v. v. i. Protokol je upravenou
verzi vyrobniho protokolu poskytnutého zadavatelem.
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2. Material

2.1 Kultivaéni média

LB médium [g/L]

Objem 1000 ml
Tryptone 10
Yeast extract 5

NaCl 10
Glucose 1

ZtuZené LB médium [g/L]

Objem 1000 ml
Tryptone 10
Yeast extract 5

NaCl 10

Agar 30
Glucose 1

Autoindukéni médium [g/L]

[Da]
Tryptone -
Yeast extract = --—--
(NH4)2504 132,14
KH2PO4 136,0
Na2HPO4 141,96
Glucose 180,15
Lactose 342,3

MgSO4 120,36

500 ml

2,5

0,5

500 ml

2,5

15
0,5

1,25

100 ml

0,5

0,1

100 ml

0,5

0,1

(g]
10

3,3
6,8
7,1
0,5

0,15
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2.2 Pufry

Desintegracni pufr pH 7,5

[Da]
Tris HCI 121,14
NacCl 58,44
Triton-X-100
Imidazol 68,07
B-merkaptoethanol
Eluéni pufr pH 7,5

[Da]
Tris HCI 121,14
NacCl 58,44
Imidazol 68,07

B-merkaptoethanol

Lyofilizacni pufr pH 5,5

[Da]
Octan amonny 77,08
Kyselina octova

2.3 Dalsi chemikalie
Kanamycin 50 mg/ml
Anfigoam 204 Sigma
Sterilni 10% glycerol

[mM]
100
300

10

[mM]
100
500
300

[mM]
100

20% Etanol — filtrovany (0,22 um filtr), odplynény

MilliQ voda - filtrovana (0,22 um filtr), odplynéna

20% (m/m) Glukodza - sterilni
SDS-nanaseci pufr

12,5 % SDS-PAGE gel

1 M NaOH

1 M H2504

[g/L]
12,1
17,53

0,68
0,1

[g/L]
12,1
29,22
20,42
0,1

[g/L]
7,7
1,03 ml
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BCA kit na méreni proteinové koncentrace/Bradford

2.4 Pristrojové vybaveni

Laboratorni vahy

Analytické vahy

Zafizeni pro sterilizaci roztokd filtraci
Sonikacni lazen pro odvzdus$néni roztok(
Automaticky Ultrazvukovy Sonikator Q500-220
Autoklav

Flow box s dekontaminaci UV

Inkubdtor 37 °C s rotaéni tfepackou (200 rpm)
Michany fermentor se vzdusnénim, Upravou pH a kyslikovou sondou (BioFlo415 New Brunswick)
Centrifuga min. 20000g

Sonikacni lazen na odplynéni kapalin

FPLC Akta Azura

pH metr

Trepany termoblok —0—-95 °C
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3. Sbér biomasy

3.1 LB médium

1L LB média pfipravime navazenim 20 g praskového LB média do 0,8 L demineralizované vody
a rozmichame. Médium prelijeme do uzaviratelné lahve, doplnime na 1 L a s povolenym vickem
pretazenym alobalem autoklavujeme pfi 121 °C 20 minut. Po vyjmuti vicko lahve dotdhneme.
Do vychladlého média pfiddme ve sterilnim laminarnim boxu 5 ml sterilni 20% glukézy a 1 ml
roztoku kanamycinu (50 mg/ml).

3.2 Ztuzené LB médium

Do 0,8 L demineralizované vody odvazime 30 g praskového LB média s agarem, rozmichdme a
prelejeme do uzaviratelné lahve. Roztok doplnime na 1 L s povolenym vickem pfetazenym
alobalem autoklavujeme pfi 121 °C 20 minut. Po vyjmuti vicko lahve dotahneme. Do
vychladlého média pfidame ve sterilnim lamindrnim boxu 5 ml sterilni 20% glukézy a 1 ml
roztoku kanamycinu (50 mg/ml).

3.3 Autoindukéni médium

Médium je sloZeno ze tfi roztok(. Prvni roztok, zdroj uhliku pfipravime rozpusténim glukdzy a
laktozy (dle tabulky autoindukéni médium) v 180 ml demineralizované vody. Prelejeme do
uzaviratelné lahve, doplnime na 200 ml a s povolenym vickem pretazenym alobalem
autoklavujeme pfi 121 °C 20 minut. Po vyjmuti vicko lahve dotdhneme. Druhy roztok, fosfatovy
pufr, pfipravime rozpusténim soli fosfatu (dle tabulky autoindukéni médium) ve 200 ml
demineralizované vody a sterilizujeme filtraci pfes 0,22 um filtr v laminarnim boxu. Zivny bujon
z kvasni€niho extraktu a tryptonu rozpustime (dle tabulky autoindukéni médium) rozmichame v
2800 ml demineralizované vody a prelejeme do fermentoru, kde probéhne sterilizace
autoklavovanim. Po vychladnuti se sterilné pfidaji zbyvajici roztoky cukrd, antibiotikum a fosfat(
(cca 10% objemu je odpareno v pribéhu autokldvovani).

3.4 PFiprava pufri

Vsechny pouzité pufry se pfipravuji stejnym postupem: v 600 ml milliQ vody rozmichame
vsechny slozky pufru dle vySe uvedenych rozpist a upravime pH. Roztok doplnime na 950 ml,
prekontrolujeme pH (popfipadé upravime titraci) a znovu doplnime vodou do 1000 ml, opét
ovérime pH. Namichany roztok filtrujeme pres 0,22 um filtr a odvzdu$nime v sonikaéni lazni.
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4. Priprava inokula

Jako inokulum byla pouZita suspenze expresnich bunék s viozenym plasmidem pUbEx nesoucim
gen kédujici rekombinantni protein LYSSTAPH T2.

10 ml LB média s pfidavkem kanamycinu (10 ul) inokulujeme cerstvé narostlymi koloniemi na
ztuzeném LB médiu (cca 10 kolonii). Kultivujeme ptes noc pti 37 °C. 1 ml bunécéné suspenze
pouZijeme pro inokulaci 100 ml LB média s kanamycinem (50 ug/ml) a kultivujeme do OD600 =
1. Kulturu zchladime na ledu, sterilné centrifugujeme (6000 g/15 min./4 °C), supernatant slijeme
a pelet opatrné na ledu rozpustime v 10 ml sterilniho 10% glycerolu. Suspenzi nechame
odpocivat na ledu 10 min., nasledné alikvotujeme po 1 ml (na ledu) a nechdme odpocivat na -4
°C do pouziti pro inokulaci (max 4 h). Inokulum je mozné Sokové zamrazit v tekutém dusiku a
Ihned prenést do -80°C. 1 ml vysledného inokula slouZi pro inokulaci 1L autoindukéniho média.

Dle potteby laboratofe je mozné poutzit i alternativnich inokulaénich metod.

5. Fermentace

Ke kultivaci je vyuzivan michany bioreaktor BioFlow 415 New Brunswick s pracovnim objemem
6 L. Priprava fermentoru: polarografickou kyslikovou sondu je tfeba nabijet 12 a vice hodin.
Kalibrace je provedena relativné odpojenim sondy (0% kysliku). Po autokldvovani a doplnéni
média provzdusnénim (5 L vzduchu za minutu) za stdlého michani (500 ot. Min.) minimalné 15
minut nebo do ustaleni odectu je nastavena hodnota 100% hladiny rozpusténého kysliku. pH
sonda je kalibrovana proti pufru pH 4,01 a pH 7. Pfesnost ¢teni je ovérena proti pufru o pH 9.
Do sterilizovaného fermentoru jsou pfipevnény sondy a nalito autoindukéni médium (2,8 L) bez
fosfatl, cukrl a antibiotik. Za stalého michdni 200 rpm je spustén program sterilizace. Po
vychladnuti na kultivacni teplotu 26 °C (véetné obalu fermentoru a sond) jsou sterilné pfes 0,22
um filtr pfidany roztoky cukr, fosfatl a kanamycinu. Fermentor je provzdusnén a dokoncena
kalibrace kyslikové sondy.

Po ustaleni odecitanych hodnot je fermentor inokulovan 3 ml bunééné suspenze z bakterialnich
konzerv.

Kultivace probihd v fizeném reZzimu s nastavenim DO kaskady (200 — 700 rpm, 2 — 8 AirFlow) pfi
udrzeni hladiny rozpusténého kysliku na 30%. Doba kultivace je 32 hodin.

Kultivace je ukoncena zchlazenim fermentoru na 10°C . Typické ODego je 10 — 15 po ukonceni
fermentace.
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6. Sbér biomasy

Po ukonceni kultivace je ochlazend bakteridlni suspenze vypusténa z fermentoru a dale chlazena
inkubaci na mokrém ledu cca 10 minut. Kulturu stacime pfi 10000 g/4°C/20 minut. Supernatant
slijeme a pelet je bud ihned zpracovan procesem popsanym v kapitole 7. a nebo zamrazen pfi -
20°C pro pozdéjsi zpracovani.

7. Purifikace

7.1 Desintegrace bakterii
Vsechny kroky provadime na ledu nebo v zafizenich vychlazenych na 4°C.

Cerstvy nebo zamraZeny pelet inkubujeme na ledu a pfiddme Sonika¢ni pufr (na 10g
bakterialniho peletu 50 ml desintegracniho pufru. Pelet dikladné rozsuspendujeme Setrnym
pipetovanim. Roztok umistime na mokry led a zanofime sonikaéni sondu. Spustime program s
celkovym sonika¢nim ¢asem 10 min. pfi amplitudé 50, puls 10 sekundy, pauza 15 sekundy
(pFistroj ma vykon 500W).

Sonikovanou suspenzi nalijeme do kyvet. Kyvety centrifugujeme pfi 15000 g po dobu 1 hodiny.
Supernatant slijeme a prefiltrujeme pres 0,22 um filtr.

Po sonikaci ihned pristoupime k purifikaci.

7.2 Purifikace

K purifikaci se vyuZiva pristroj pro proteinovou kapalinovou chromatografii s ventilem pro
zménu nasavaného roztok(. Purifikaci provadime s vyuZzitim 5 ml Ni-NTA kolonou (pouZita 1 ml
His-Trap FF, Cytiva) pro zachyceni proteint s histidinovou kotvou. VSechny pouZité roztoky jsou
filtrovany pres 0,22 um filtr odvzdusnény a schlazeny na 4°C.

K pfistroji ekvilibrovaném nanasecim a elu¢nim pufrem pfipojime kolonou o objemu 5 ml a
hadicky pump ponofime do roztoki:

Hadice 1: MilliQ voda

Hadice 2: Sonikacni pufr

Hadice 3: Eluéni pufr

Hadice 6: 20% etanol
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Hadice 0: vzorek po sonikaci

Do sbérace frakci umistime stojanek s 1 ml zkumavkami. Po zaddani odpovidajici drzdku
zkumavek v ovlddacim softwaru spustime program ....... (viz. Priloha 1). Potvrdime provedeni
vsech pfipravnych kroka. Purifikace probiha automaticky. HisTrap kolona je promyta 25 objemy
vody pro FPLC a ekvilibrovana 25 ml nanaseciho pufru. Vzorek je nandsen pomoci automatické
pumpy rychlosti 3 ml/minutu. Odmyti nespecificky navdzanych proteind je dosaZzeno
proplachnutim kolony 100 ml nanaseciho pufru, nebo dokud absorbance A280 neklesne po 25
A jednotek. Nasledné je kolona proplachnuta smési nanaseciho a elu¢niho pufru v poméru 1:9
s vyslednou koncentraci imidazolu 40 mM. Uvolnéni Cistého proteinu je dosazeno zvySenim
koncentrace imidazolu na finalnich 300 mM. Soubéiné zacind sbér frakci obsahujicich
rekombinantni protein LYSSTAPH T2.

Program obsahuje mimo purifikacnich a ekvilibrac¢nich krokt i krok pro regeneraci kolony a jeji
konzervaci v 20% etanolu.

Po ukonceni purifikace vzorek ihned dialyzujeme.

7.3 Dialyza
Vyména pufru probihd s vyuZzitim pristroje pro proteinovou kapalinovou chromatografii za
pouziti odsolovaci kolony (pouZzita HiPrep 26/10 Desalting GE Health Care).

Vsechny poutzité roztoky jsou filtrovany pres 0,22 um filtr odvzdusnény.

K pfistroji ekvilibrovaném Dialyzaénim pufrem pfipojime kolonou a hadi¢ky pump ponofime do
roztok(:

Hadice 1: MilliQ voda

Hadice 2: Lyofiliza¢ni pufr

Hadice 6: 20% etanol

Hadice 0: vzorek proteinu LYSSTAPH T2 po purifikaci

Do sbérace frakci umistime stojanek s 1 ml zkumavkami. Po zadani odpovidajiciho drzaku
zkumavek v ovladacim softwaru spustime program. Potvrdime provedeni vSech pfipravnych
krok. Purifikace probiha automaticky.
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Frakce obsahujici enzybiotikum LYSSTAPH T2 jsou zamraZzeny v kapalném dusiku. Oteviené
zkumavky obsahujici enzybiotikum LYSSTAPH T2 jsou prekryty perforovanym parafilmem a

zamrazeny v kapalném dusiku. Poté jsou umistény do laboratorniho lyofilizatoru a lyofilizovany.
Lyofilizované proteiny uchovdvame pfi -20 °C.

Obrazovy doprovod pro zhodnoceni purifikace je obsahem prilohy (Obrazek A1-A3, sekce
Appendix).

8. Zhodnoceni fermantace

Hodnoceni fermentace je provedeno pomoci polyakrylamidové gelové elektroforézy a
stanoveni koncentrace ziskaného proteinu a vypocitanim vytézku ziskaného z gramu biomasy.

Z jedné kultivace z fermentoru byly precistény dvé SarZe proteinu, které poskytly priamérny
Vvtéiek \' Fédu 7'8 mgprotein/gbiomasa.

Appendix

Obrazva pfiloha ilustrujicic proces purifikace LysstaphT2 ze ziskané biomasy.
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llustrativni chromatogram zndzornujici purifikaci LysstaphT2 ze solubilni frakce za pouZiti afinitni chromatografie.
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Obrazek A2. llustrativni chromatogram zndzornujici odsoleni purifikovaného LysstaphT2 za pouZiti nizkotlakové kapalinové
chromatografie.

1 2 3 4 5 M
116 kDa

66 kDa

45 kDa
35 kDa

25 kDa

18 kDa

Obrdzek A3. Gel zndzornujici priabéh purifikace. 1, Celkovy obsah proteini po fermentaci; 2, Solubilni frakce biomasy po
fermentaci; 3, Nesolubilni frakce biomasy po fermentaci; 4, Purifikovany LysstaphT2 po afinitni chromatografii; 5, Cisty protein
po odsoleni; M, Proteinovy marker (Pierce Unstained Protein MW Marker, Thermofisher Scientific).
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SMLOUVA O VYUZITi VYSLEDKU
Ovérenad technologie s ndzvem: Priprava mutantniho enzybiotika LYSSTAPH T2,
DOSAZENEHO V RAMCI RESENi PROJEKTU VYZKUMU A VYVOIJE €. NV19-05-00214“
(dale jen ,smlouva")

Smluvni strany:

Vyzkumny Ustav veterinarniho lékafstvi, v. v. i.

Hudcova 296/70

621 00 Brno

IC: 00027162

DIC:CZ00027162

Zastoupend: MVDr. Martinem Faldynou, Ph.D., feditelem

(dale jen "poskytovatel")
a

Enantis, s.r.o.

Se sidlem: INBIT, Kamenice 34, 625 00 Brno

ICO: 27676013,

DIC: CZ 27676013

spole¢nost zapsana v obchodnim rejstiiku vedeném KS v Brné, oddil C, vlozka 51150
Jednajici: Mgr. Roman Badik, MPA.

(dale jen ,,zhotovitel”, téZ jako "uzivatel")
(spolecné téz jako ,,smluvni strany®)

uzavrely nize uvedeného dne, mésice a roku tuto Smlouvu podle ustanoveni § 1746 zdkona 89/2012 Sh.,
obcansky zakonik, v platném znéni.

1. Uvodni ustanoveni

1.1. Poskytovatel bude jednat jako zastupce partnerd projektu dle bodu 1.2 €l. I. této smlouvy a v této
roli bude zodpovidat za dodrzeni pozadavku projektu a zavazk( dle této smlouvy.

1.2. Poskytovatel v ramci projektu Agentury pro zdravotnicky vyzkum Ceské republiky (AzV CR) ,,Studium
terapeutické aplikace antibakteridlniho kryti rany pro infekce kGze a mékkych tkani u
epidemiologicky relevantnich kmenl S. aureus — rezistentnich na meticilin® vyvinul a ovéfil
technologii: ,Pfiprava mutantniho enzybiotika LYSSTAPH T2 2z plazmidové DNA dodané
objednavatelem”. Tento poznatek oznaceny jako know-how poskytovatel prohlasuje za své
obchodni tajemstvi ve smyslu § 504 zdkona ¢. 89/2012 Sb. Obcansky zakonik. Souhrn téchto
poznatk( umozZnuje zavést vyrobu tohoto enzybiotika.

1.3. UZivatel ma zdjem o uplatnéni tohoto zplsobu vyroby a akceptuje zavazkové vztahy upravené dale
v této smlouvé. S nabytymi poznatky bude zachazet tak, aby nebylo naruseno obchodni tajemstvi
poskytovatele. UZivatel pred uzavienim této smlouvy posoudil kladné vlastnosti know-how.
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. Predmét smlouvy

Pfedmétem této Smlouvy je vyuziti vySe vysledku uvedeného projektu ¢. NV19-05-00214 - ovéfené
technologie, specifikovaného v bodé 1. 2. ¢l. I.

Obsahem ovérené technologie je Know-how pro technologii vyroby preparatu. Popis a konkrétni
Know-how jsou uvedeny v pfilozené Ovérené technologii.

I, ZpuGsob a doba vyuZiti

UZivatel ovérené technologie je opravnén vyuzivat veskeré poznatky Know-how pro vlastni potiebu,
vcetné komercéniho vyuziti.

Smluvni strany se pfi komercializaci Vysledku zavazuji postupovat souladné s ust. § 16 zdkona ¢.
130/2002 Sh., o podpofe vyzkumu, experimentalniho vyvoje a inovaci z verejnych prostfedkd a o
zméné nékterych souvisejicich zdkonl, ve znéni pozdéjsich predpisi a v souladu s Radmcem
spoledenstvi pro statni podporu vyzkumu, vyvoje a inovaci ¢. 2014/C 198/01.

Smluvni strany se dohodly, Ze pfipadna komercializace know-how bude ujednana zvlastni smlouvou
mezi Smluvnimi stranami.

V. Uprava vlastnictvi a sjednany rozsah prava povinnosti

Vlastnikem know — how vytvoreného v ramci projektu dle bodu 1. 2. €l. I. je Poskytovatel.

UzZivatel ma v souladu s touto Smlouvou nasledujici povinnosti:

ucini veskeré kroky k utajeni Know-how predanych poznatk;

neposkytne pravo k vyrobé treti osobé;

povede evidenci o produkci a umozZni poskytovateli do této evidence nahliZet;

uzivatel poskytne informace o vyuzivani ovérené technologie a jejim ekonomickém pfinosu
potvrzené statutarnim zastupcem;

uzivatel ovérené technologie je povinen postupovat pfi nakladani s ovérenou technologii v souladu
se zakonem €. 121/2000 Sh., autorsky zékon, ve znéni pozdéjsich predpisa.

V. Zaruky a odpovédnosti
Poskytovatel je opravnén poskytovat uvedené Know-how a prohlasuje, Ze v den nabyti platnosti této
Smlouvy mu neni nic zndmo o pravech treti osoby k pfedmétnému Know-how, uvedeném v ovérené

technologii.

UZivatel ruci za pripravu vyrobkd a za technologicky postup tak, jak je uvedeno v ovérené technologii.

VI. Zavérec€na ujednani

Tato smlouva je v souladu s ustanovenimi Ministerstva zdravotnictvi a Smlouvy o poskytnuti ucelové
podpory na reseni projektu ¢. NV19-05-00214.



6.2

6.3

6.4.

6.5.

6.6.

6.7.

6.8.

6.9.

Za poskytovatele:

Poskytovatel a partnefi dodaji idaje o ovérené technologii pro evidenci v RIV. Tato smlouva bude
uvedena ve zpraveé o fesSeni vyzkumného projektu NV19-05-00214 za rok 2022.

Tato Smlouva nabyva platnosti a U¢innosti dnem podpisu smluvnich stran.

Zmény a doplniky této smlouvy lze Cinit pouze formou pisemnych dodatk( podepsanych vsemi
smluvnimi stranami.

V pripadé jakéhokoliv poruseni bodl uvedenych ve smlouvé je strana, ktera Smlouvu porusila,
povinna ostatnim stranam pokutu ve vysi 50 tis. K¢ a ndhradu Skody v prokazatelné vysi ztrat.

Tato Smlouva se uzavira na dobu neurcitou.

Kazda ze stran je opravnéna smlouvu vypovédét. Vypovédni Ihdta ¢ini 3 mésice a zacina plynout od
prvniho dne mésice nasledujiciho po doruceni vypovédi.

Pokud je tato smlouva uzavirana elektronickymi prostredky, je vyhotovena v jednom originale. Pokud
je tato Smlouva uzavirdna v pisemné formé, je sepsdna ve dvou vyhotovenich s platnosti originalu, z
nichZ kazda strana obdrZi po 1 vyhotoveni.

Smluvni strany prohlasuji, Ze si tuto Smlouvu pred podpisem precetly, porozumély jejimu obsahu, s
obsahem souhlasi, a Ze je tato Smlouva projevem jejich svobodné vdle.

Digitalné podepsal
MVDr. Martin MvDr. Martin Faldyna

. Ph.D.
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: givenName=Roman,
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Roman Badík
Text napsaný psacím strojem
19.12.2022

Roman Badík
Text napsaný psacím strojem


Vyzkumny tstav veterinarniho 1ékatstvi, v.v.i.
Hudcova 296/70
621 00 Brno
Czech Republic
Tel.: +420 5 3333 1111; www.vri.cz; e-mail: vri@vri.cz




	Stránky 1
	Stránky 2
	Prázdná stránka



