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1993 — 1999: konzultant pro urceni otcovstvi a pribuznosti
soudni znalkyné doc.MUDr.A.Bartove, CSc.

1999 — doposud: soudni znalec pro urCeni otcovstvi a
pribuznosti

2003 — 2003: validace miniSTR kitu pro identifikaci pozustatku
z teroristického utoku 9/11 (Ohio, USA)

2004 — doposud: danska externi kontrola kvality PTW (RTW),
oponent casopisu FSI (FSI:G); vyuka forenzni chemie na UP

2008 — doposud: predseda CSSFG ( ) fesitel
grantu 4N6gen ( )

2011 — doposud: Clen pracovni skupiny ISFG; vyuka forenzni
genetiky na UK


http://www.cssfg.org/
http://www.4n6gen.org/
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CSI efekt

THERE WERE 10 EYEWITNESSES,
HE HAS MOTWVE AND MY CLIENT PLEAD GUILTY.

HE'S GUILTY.
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http://www.scadconnector.com/news/the-csi-effect/




Osnova prednasky

- DNA jako dukaz
. Jak to zacalo, kam to dospélo

. Jak to probiha, co se muze pokazit



Forum

« Starofimské misto setkani kupcu, politikl, u¢enct a ob¢anu
k projednani pravnich veci.

. Forenzni — tykajici se prava, soudni.



DNA jako dukaz



U&el DNA profilovani
« Propojeni individualni osoby se zloCinem nebo mistem zloCinu
(pochazi stopy ze stejneho zdroje?)
- Dite vzesle ze zloCinu
- PohreSované a unesené osoby
- Stopa a podezrely
- Stopa a databaze zloCincu
« Vyvineni podezrelych
- Innocence project
 ldentifikace obéti hromadnych a valeCnych nestesti

- 9/11
- Tsunami
- Vojenska psi znamka.



Dalsi pouziti?

- Populacni a evolucni studie

- UrcCeni zivocisneho druhu, posmrtného stadia zmizelé
osoby



Zivotni cyklus holometabolni mouchy

Oviposition

: " Eclosion:
Maggot
Emerges

Larva
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Larva
Stage Il
Postfeeding

Eclosion:
Adult Fly
Emerges

Puparium



... pouziti?

« Populacni a evolucni studie

« UrcCeni zivocCisneho druhu, posmrtneho stadia zmizele
osoby

- VySetreni otcovstvi a pribuznosti, historicka genealogie
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Carska rodina Romanovcu se pred bolSeviky

nezachrénila

Table 1 STR genotypes® for the nine skeletons

Skeleton HUMVWA/31 HUMTHO1  HUMF13A1 HUMFES/FPS HUMACTBP2

1 (servant) ND

2 (doctor)
3 (child)
4 (Tsar)
5 (child)

6 (child)

7 (Tsarina)
8 (servant)
9 (servant)

2B s aant

tmx Jum)‘
LR, WAl
Servant 1 (?) Femur skeleton 1 760 T L I e ¢ - . ., CGCC
Servant 2 (?) Femur skeleton 8 742 A SR SR I P K SR - C SO o
Servant 3 (?) Femur skeleton 9 650 o owe o B ow Ny o aw KA - ,CG . . C
Royal Physician Femur skeleton 2 736 SN e bR NN NN R . C.GagCCC
Dr Botkin (?7)
Daughter 1 of Tsar/Tsarina (?) ~ Femur skeleton 3 755 T . S < M
Daughterz ofTsarn'sarina (?) Femur skeleton 5 634 _; X . 2 N < T
! 760 - o : . L
744 f R — N —
760 - v el 7 - G -
782 ECY g R [ G -
781 C 1 T G < R
782 - -1 €] (€] T1

of Loulse of Hesse-Cassel

2094.75

http://forum.alexanderpalace.org/index.php?topic



... pouziti?

Populacni a evolucni studie

UrcCeni zivocisneho druhu, posmrtného stadia zmizelé
osoby

VySetreni otcovstvi a pribuznosti, historicka genealogie
Kontrola pravosti bunecnych linii



Krize identity bunecnych linii

The Solution to the Cell Line Identity Crisis

Cell line authentication testing prevents misidentification and cross-contamination,
satisfying NIH recommendations.

Enjoy a complete package of precision and convenience:

«» Detect mycoplasma contamination «» Enjoy multiple-platform technology in accredited facilities
«% Detect viral contamination «% Consult with expert scientific staff free of charge

& Detect known mutations and analyse candidate genes +% Receive rapid and reliable results in two days

% Detect intra- and inter-species contamination % Pay as little as $95/sample



... pouziti?

Populacni a evolucni studie

UrcCeni zivocisneho druhu, posmrtného stadia zmizelé
osoby

Vysetreni otcovstvi a pribuznosti, historicka genealogie
Kontrola pravosti bunecnych linii
Monitorovani po transplantaci kostni drene



Monitorovani uspéesn stl transplantace kostni
dre

Recipient Healthy donor Recipient

@
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Healthy bone
marrow cells
injected

Healthy bone
marrow cells
removed

Allogeneic bone marrow fransplant



... pouziti?

Populacni a evolucni studie

UrcCeni zivocisneho druhu, posmrtného stadia zmizelé
osoby

Vysetreni otcovstvi a pribuznosti, historicka genealogie
Kontrola pravosti bunecnych linii

Monitorovani po transplantaci kostni drene

Mapovani dedicnych chorob.



Mapovani dediénych chorob
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Recom bu nant

Copyright € American Psychiatric Publishing, Inc.,
or American Psychiatric Association, unless otherwise
indicated in figure legend. All rights reserved.



Jak to zacalo

Frank and Ernest

[ T

I DON'T NEED
ANY DNA
EVIPENCE!

Copvrightic) by Thaves, Diskibubed from wwawthecomics . com.




Osmdesata leta: Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP)

« Vyuzivano pro genetické mapovani

« Zmena v rozpoznavacich mistech pro stipaci
enzym restriktazu vede ke zméneé spektra
délek restrikCnich fragmentu

Sir Alec Jeffreys



RestrikEni stépeni




RFLP

Polymorfismus v délce restrikCnich fragmentu

gDNA nastepime restriktazou
Fragmenty rozdélime elektroforeticky
Z gelu je presajeme na membranu
Membranu hybridizujeme se sondou

Navazanou sondu detekujeme



Restriktaza rozpoznavajici ,,je“

DNA |e totiz dlouha molekula, ktera je husté namotana.

! [



Sonda pro: ,,kula, ktera je huste

DNA |e totiz dlouha molekula, ktera je husté namotana.

! !



Standardni alela po nastéepeni

DNA j
e totiz dlouha molekula, ktera |

e husté namotana.



Mutantni alela

DNA je totiz dlouha molekula, ktera jo Qnamotané.

X) ztrata restrikéniho mista

(nezabrani vazbé sondy)



Mutantni alela po nastépeni

DNA |

e totiz dlouha molekula, ktera jo huste namotana.



Po elektroforéze, presati a hybridizaci
(Southern blotting)

1.alela 2.alela



0 I 2 3 4 5

6 kb

| PROBE ——
| —T(“iGA TAG A s TClﬁA—TCGA—
*
|
2 —T(FGA TAGA TTGA—TC'GA—
3 =TCGA TCGA TCGA muTCGA s
| |
P 0.5 kb insertion
| |
4 =TCGA TAG A ee— TClﬁA—TCGA—
| | | | | |
0 | 2 3 4 5

Do

Size of fragments in kb

. nas
I RV}

RFLP — detekcni
krok

Genotypes
/1 _1/2 2/3 3/4 4/4
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Pripad Colin Pitchfork (1983 a 1986)

« Dve sleCny znasilneny a zavrazdeny v hrabstvi
Leicestershire v Anglii

. Mentalné zaostaly mladik Richard Buckland, ktery
nahlasil nalez druhého tela, se priznal k zavrazdeni této
divky

. Na zakladé RFLP vyloucen

« 5000 mistnich muzu bylo pozadano o vzorek krve nebo
bukalni ster

« Pekar exhibicionista Colin Pitchfork za sebe k odbéru
poslal (za 200 liber) kamarada lana Kellyho, ktery se tim
pochlubil v hospodé

« Prvni omilostnéni a prvni obvinéni pomoci DNA dukazu.



Nevyhody RFLP

- Pozadavek velkého mnozstvi intaktni DNA (50 ng odpovida ~ 10 000
bunék)

- Metoda malo robustni (interpretacni potize)



Dancing NaKke
s s W Nastup molekularni kopirky -
& PCR

« Polymerase Chain Reaction - Polymerazova
retezova reakce

¥ . Zacyklovane tri teplotni kroky
vV programovatelném termostatu —

KaRY MULLIS termocykléru

T e~ B Replikace (amplifikace) chténého DNA
{has written] 3 chatty, rambiag, funny, icosockastic toer theough the wanderland frag me ntu

hat &5 [Ns] mind?® —THE WASHINGTON POST



http://biochemden.in/student-notes/polymerase-chain-reactionpcr.htmi
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PCR

Prvni forenzni aplikace PCR byla amplifikace HLA-DQAL1
(bodové polymorfismy)

DalSim krokem byl multiplex Polymarker™ (DQA1 soucasti) pfi
pouziti hybridizaCni metody ve formatu dot-blot

Pro PCR vystaCuje mensi mnozstvi templatové DNA (1-2ng),
ktera muze byt fragmentovana

Diskriminacni sila jesté neni dostateCna pro kriminalisticke
databaze.



Soucasny standard: autozomalni mikrosatelity
(Short Tandem Repeats, STRS)

« Nekodujici ctyrnukleotidové, tandemove se opakujici repetice.
Variabilita v populaci je délkova, dana pocCtem repetic.



Mikrosatelity jako text (PCR)
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Alela 2: ie dlouha, dlouhé ie
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Alela 3: e dlouha, dlouha, dlouha je




Sekvence mikrosatelitu THO1

PTAT T TECTCATTOATTCATT R
TTCATTCATTCACCATGGAGTCTG




Mikrosatelity

TPOX: §, 11

vWA: 16, 17




Vyhody mikrosatelitu

Vysoka diskriminacni schopnost (vystacCuje pro databazovani),
pravdepodobnostni modely

Kompetitivhi cena
Snadna interpretace
— za splnéni predpokladu
Standardnost (databaze) a zaroven rozmanitost
SluCovani testu (multiplexing)
Citlivost (<1 ng DNA), smési a degradované vzorky
Pouzivané forenzni mikrosatelity nejsou ve vazbe s nemocemi

Malé naroky na odbér a na vzorek.



Forenzni zpracovani DNA

Ziskani vzorku, pfesuny vzorku (a zapis)
|zolace a kvantifikace DNA (a zapis)
Namnozeni pomoci PCR (a zapis)
Elektroforéza (a zapis)

Detekce a urCeni genotypu (a zapis)

Interpretace, vypocCet, referovani vysledku (protokol, svédceni
u soudu)



Kazdy krok je dulezity

« Obhajci O. J. Simpsona a jinych bohatych prominentu
prokazali, ze zavahani v jakémkoliv kroku forenzniho vyuziti
DNA je mozno uspesne napadnout.

BK4013970 061794
, *LOS"GLB]!UFF.-;_MJL,IU k




Kontrola kvality




Akreditace dle 1ISO17025

« VysSetreni vzorku provadi proskolena a externe kontrolovana
osoba



Akreditace dle 1ISO17025

« VySetreni vzorku provadi proskolena a externe kontrolovana
osoba dle standardniho operacniho protokolu



Akreditace dle 1ISO17025

« Vysetreni vzorku provadi proskolena a externe kontrolovana
osoba dle standardniho operacniho protokolu ve vhodneée
laboratori



Akreditace dle 1ISO17025

« VySetreni vzorku provadi proskolena a externe kontrolovana
osoba dle standardniho operacniho protokolu ve vhodné

laboratori za pouziti kalibrovanych pfistroju a validovanych
metod



Akreditace dle 1ISO17025

« Vysetreni vzorku provadi proskolena a externe kontrolovana
osoba dle standardniho operacniho protokolu ve vhodné
laboratofi za pouziti kalibrovanych pfistroju a validovanych
metod; vysledky interpretuje dle odbornych doporuceni.



Akreditace dle 1ISO17025

« VysSetreni vzorku provadi proskolena a externe kontrolovana
osoba dle standardniho operacniho protokolu ve vhodné
laboratofi za pouziti kalibrovanych pfistroju a validovanych
metod; vysledky interpretuje dle odbornych doporuceni.



Applied Biosystems 310 Genetic Analyzer
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Applied Biosystems 310 Genetic
Analyzer
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Kapilara
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InjekCni strikacka
S polymerem

.7'.

: Injeké&ni
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Schéma kapilarni elektroforezy (CE)

Kapilara naplnéna Argonovy
polymerem LASER

~. /

50-100 um x 27 cm

DNA se rozdéluje v radu minut...

Sbér dat a analyza



Kapilarni elektroforeza

Amplikony se elektrokineticky vstriknou do
kapilary a elektroforeticky putuji (DNA je
zaporne nabita)

Pri pruchodu okénkem kapilary jsou
osviceny laserem

Fluorescencni znaceni se laserem excituje a
vyda signal, ktery se nahrava a prevadi
softwarove na vrcholy krivky (piky).



Fluorescené&né znaéené Schéma odectu

amplikony
signhalu
Kapilara
CCD Panel
Separace podle Detekce
delky
B [ ]
DetekCni
okénko
Ar+ LASER
(488 nm)

Hranol

Separace barev

Fluorescence




Zaostreno na podavac zkumavek
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STR data
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...5 TR data s alelickym zebrikem
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...5 TR data prevedeny na Cisla

STR TYPING SUMMARY SHEET

Date: DNA Analyst / Serial #: DR #:
9/24/1999 MATTHIES V9780 00-00-00001
tem # AMEL D3S1358 VWA FGA D8S1179 | D21S11 D18S51 D5S818 | D13S317 | D7S820 | D16S539 THO1 TPOX
XY 17 8, 10
25(S) 15,17 | 23,26 | 14, 15 26 12, 15 10 9, 13 9,10 8,9 9,10
X, Y 17 8, 10
X 15, 17 28 11
25(E) 16, 18 | 19, 26 15 ! 14,16 | 8, 13 12 11, 12 7,8 11
X | 15,17 322 11
X 15, 17 28 11
VICTIM 16, 18 | 19, 26 15 ! 14,16 | 8,13 12 11,12 | 7,8 11
X | 15,17 32.2 11
XY 17 8, 10
SUSPECT 15,17 | 23,26 | 14, 15 26 12, 15 10 9, 13 9,10 8,9 9,10
XY 17 8, 10




The Combined DNA Index System (CODIS)

Mohutny nastroj prevence a represe zavaznych trestnych ¢inu
Databaze DNA profilu kriminalniku a stop z mist Cinu
Americky software, pouzivany i u nas

DNA zakon se lisi mezi USA staty, u nas chybi

The National DNA Index (NDIS) ma vice nez 10,269,778 DNA
profilu kriminalniku a 399,071 profilu stop (fijen 2011).

CODIS poskytl 164,000 zasaht a pomohl pfi 158,000
vySetrovani (fijen 2011).



Komplikace



Kontaminace




Pik bez adeninu

« Nedokonalé pridani beztemplatového adeninu (adeninu
Z pilnosti)

4200
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2400
1200

ol Al
CE 156 D12C171-7 12-1B(E) 93-12-10807 f5a / 171




Prokluz polymerazy (stutter)

4000 4200 00

iy

[¥1-7 12-1BCE) 93-12-10207




Preteceni (pull-up)

Nedokonala softwarova filtrace spektralniho prekryvu
fluorescencnich barvicek v detekCnim systemu.
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...preteceni
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http://www.bioforensics.com



Elektricky vyboj (spike)

kel | 0251179 | | 021511 | | D1g551 |

Spike
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http://cafe419.daum.net/



i’- 2 Nevyvazené piky
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DNA smesi
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Degradované stopy
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300
200
100
=

ski slope, allele drop out, alelle drop In



Interpretace

Principy

- Pro zhodnoceni nejistoty tvrzeni je nutné zvazovat nejméné jedno
alternativni tvrzeni.

- Interpretace je zalozena na otazce: Jaka je pravdépodobnost dukazu za
predpokladu platnosti tvrzeni?

- Interpretace je podminena nejen soutezicimi tvrzenimi, ale take
zaramovanim do konkretnich podminek.



Interpretace

» Jedna se o dukaz, ktery podporuje verzi obzaloby nebo verzi
obhajoby?

. Jak silny je to dukaz?




Sila dukazu se vyjadruje vérohodnostnim
pomeérem

Pravdépodobnost dukazu (DNA profilu vySetfovanych osob) za
predpokladu prvniho tvrzeni (prvni verze, prvni hypotézy, verze
obzaloby)

Pravdépodobnost dukazu za pfedpokladu druhé verze (verze
obhajoby)

Verze (hypotézy) se navzajem vylucuiji.

.Pozn.: Nevypada to zaludne, ale Casto se plete, co je
hypotéza a co dukaz.



Logicky trik: zaména podminky a dusledku
Tvrzeni, Zze P (dukazu/H) = P (H/dukazu), cozZ neni
pravda
Pr.1: P(zvire ma Ctyri nohy/zvire je pes) #
P(zvire je pes/zvife ma Ctyri nohy)




Soud za pomoci znaleckého posudku urcuje,

 Jaka je pravdepodobnost, ze nevylouCeny narceny
- je biologickym otcem ditéte - probanda

- spachal souzeny zlocin



...a provadi to podle Bayesovy vety

Aposteriorni podil Sanci = apriorni podil Sanci x
verohodnostni pomer

Jednotlivé dukazy se skladaji



http://www.ryanrodrickbeiler.com/

Jenom soud nakonec

« ... rozhoduje, zda tato pravdepodobnost dostacCuje pro

vyneseni rozsudku ,vinen® nebo zda je zalovany vyloucen
Z kruhu podezrelych.

« Pozor: stopa na misté Cinu nemusi znamenat ,vinen®,
nepritomnost stopy na misté Cinu nemusi znamenat ,,nevinen®.



DalsSi typy markeru

« MtDNA
e Y-STRS
« SNPs



Lidsky genom: 23 paru chromozomu + mtDNA
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Butler, J.M. (2005) Forensic DNA typing, 2" Edition, Figure 2.3, ©Elsevier Science/Academic Press



Mitochondrialni DNA (mtDNA)

cytochrome oxidase subunits

|
subumts of
ATP synthase

NADH dehydrogenase
subunits NADH dehydrogenase

= protein-coding regions (13 total) subunits
L =tRNA gene (22 total)
total length of genome = 16,569 base pairs

16S rRNA 12SrRNA  origin of replication  cytochrome b

Figure 14-60 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



Po preslici, matrilinearné, matroklinne

http://www.old-picture.com/europe/Spinning-Spinner-lrish-Wheel



Srovnani dedi¢cnosti markeru

CODISové STR markery Rodokmenové markery
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Butler, J.M. (2005) Forensic DNA typing, 2" Edition, Figure 9.1, ©Elsevier Science/Academic Press



Mitochondrialni DNA (mtDNA)

Vyhody

- Citlivost na urovni jediné bunky, protoze kazda burika ma stovky
mitochondrii a kazda mitochondrie ma desitky mtDNA

- Pouzitelné i u vlasu, spalenych tél
Nevyhody

- Riziko kontaminace

- Heteroplazmie

- Matroklinni dedi¢nost

- Sekvenovani metodou volby

- Kvalita databazi



Y-STRS

. Vyhody

- Testovanim znaku pfitomnych jen v muzském biologickém
materialu lze resit problém smesi po znasilneni, kde je ve stope vic
zenskeho materialu

. Nevyhody

- Jednotlivé markery jsou ve vazbe, vytvareji haplotyp

~ Niz8i diskriminaéni sila (wicked uncle Ernie, Cingischandv
haplotyp C3)




Po meci, patrilinearne, agnatsky

. {ExcaLiBur (@

http://www.aceros-de-hispania.com



Geneticka mapa chromozomu Y

11.32 Q"'_ TDF: Testis determining factor
Ll ~— MAC: hrani si s elektronikou

FLP: pfepinani TV kanalu

ISHO: neschopnost vidéet ziejmé
BLZ-1: kopani do kulateho nesmyslu
BS: (sprosté) nadavky

12

BLZ-1: (nepodlozené) sebevedomi

GOT-1: vykladani vtipu

BUD-E: zaostreni na sportovni stranku novin
Anti-stop: odmitani zeptat se na cestu

T-2: pfitahovani k destrukénim filmum

DC10: schopnost rozpoznat typ letadla
MOM-4U: fascinace pavouky a hady v detstvi
P2E: odplivovani si

SIT: Cteni na zachodeée

ME-2: neschopnost vyjadreni citu

HUH: selektivni hluchota

OOPS: zapominani rodinnych vyrocCi

1.21

1.22

1.23

T TR

Jane Gitschier, Science 1993



STR markery na chromozomu Y

DYS458 DYS450 DYS459a
DYS463 DYS449 DYS464b DYS464c
DYS455 DYS454 DYS464a DYS464d
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http://familypedia.wikia.com/wiki/List_of DYS_ markers



Pro nadsence

(chromozom Y)
(MtDNA)


http://www.ysearch.org/
http://www.mitosearch.org/
http://www.dna.ancestry.com/

Bodové mutace - Single Nucleotide
Polymorphisms (SNPs)

« Zamena jednoho nukleotidu (A, C, T, G) za jiny

. dbSNP Database of Short genetic variation

« Detekovany mikrocCipovou technologii

Sample DNA
sequence \ Complementary

\ W’(% ) ) “‘ probe sequence

£3N
-

Microarray cell

http://www.hematology.org/


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp

SNPs
« Vyhody

- Snadna automatizace
— Miliény jednotlivych markeru

« Nevyhody

- 50 SNPs poskytuje diskriminacni silu stejnou jako 15
STR

- Nelze pouzit u smesi
- Vyzaduje vice DNA

- Neéekteré SNP maji diskriminacCni potencial pro urceni
etnicity a jsou asociovany s nemocemi

- Nejsou ve forenznich databazich



Podekovani

. CZ.1.07/1.1.00/14.0016

« Lida Zajoncova, John Butler, Harry Klann, Carl
Matthies etc.

« Vam za pozornost!



