
Realizaanismlouva i. l.

aliinek l.

Pfedm€t plnEni

Na z;ikladd Rdmcovd smlouvy o dilo - Wzkum na zakSzku, podepsan6 dne 31. 08. 2017 s ij. VUVet
2220/2017 mezi objednatelem GeneProof a.s. a zhotovitelem - VvrkumnV (stav veterindrniho
ldkaistvi, v. v. i. {VUVel,) budou realizovdny dilai aktivity specifikovan6 v piiloze 1kt6to reatizaini
smlouv6

el6nek ll.

Termin a misto plnEni

1 Tato Realizaini smlouva se uzavir6 na dobu urditou, do 30. 6. 2018

2 Zhotovitel se zavazuje objednateli pfedat dilo dle iliinku l. tdto smlouvy ve lhit6 ne delii nei
je uvedeno v bodE 1 fliinku ll tdto smlouvy, pokud neni dohodnuto jinak.

3. Smluvni strany se dohodly, ie mistem plnEni dle t6to smlouvy je pracovistE zhotovitele.

alitnek l

Cena a platebni podminky

1 Cena za iddnE zhotoven6 Dilo se smluvnE stanovuje ve Wii 210 000, Kd bez DpH a d6le

7 000,- Ka bez DPH x N (poaet kultivaci nutnvch k optimalizaci!.!ttEiku, viz. 5 etapa: Kultivace

a purifikace v poloprovoznich podminkiich v piiloze a 1). Cena bude splatnii na zSkladd

faktury vystaven6 zhotovitelem v 5 spliitkitch niisledovn€:

a. 60 000,-Kt bez DPH po skonieni 1. etapy dle Piilohy i. 1

b. 50 000,-Kt bez DPH po skonieni 2. etapy dle Piilohy t. 1
c. 50 000,-Ka bez DPH po skonaeni 3. etapy dle Piilohy t. 1
d. 50 000,-Ka bez DPH po skonaeni 4. etapy dle Piilohy a. 1

e. 7 000,- Kf bez DPH x N dle Piilohy t. 1

DPH bude poaitiino v sazbE idinn6 k datu zdaniteln6ho plnEni.

Cena za Dilo je lpln;i a koneinii a zahrnuje veike4i materiiil, pojiStdni a vzorky, ktere musi
bvt pro Uaely realizace pouiity.

Splatnost fakturyje 30 dnir po jejim obdrZeni objednatelem

Cena je zaplacena dnem, kdy je vyfakturovani, cena za Dilo pfipsiina na daet zhotovitele.

V pfipadE nedodrieni terminu splatnosti faktury je zhotovitel opriivn6n [atovat Objednateli
smluvni pokutu ve viii 0,05% z fakturovand ceny za kaidi den prodleni.

Faktura musi obsahovat niileiitosti dariov6ho dokladu dle ziikona d. 235/2004 Sb. o dani z

piidand hodnoty ve zndni pozddjiich zmdn a dop|ikt. Faktuar, kterii neobsahuje tyto nebo
jsou-li uvedeny nespriivn6 ti netpln6, je objednatel opriivnEn do data sp lat nosti vriitt.
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eliinek lV.

Odpovddn6 osoby Smluvnich stran
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Ke koordinaci ainnosti pii realizaci niiplnE smlouvy jsou opriivndny tyto odpovedn6 osoby Smluvnich

stran:
OdpovEdnou osobou spolednosti GeneProofje: RNDr. Miloi Dendis, e-mail: dendis@teneproof com;

Odpov€dnou osobou za VoVeLje: RNDr. Lubomir Janda, Ph.D. e-mail: janda@vri.cz

DalEi ujedn5nivVSe uveden6 Rdmcov6 smlouvy o dilo - vizkum na zakiizku nejsou touto smlouvou

dotaena.

V Brnd dne 3 1 -08- 2017

V Brnd dne 31 -08-207

RNDr. Miloi Dendis
GeneProof a s.

yizKuMNf OsTAv
vETtnrNABNiHo LEK iswi, v.vl

Mgr. liii Kohoutek, Ph.D.

V\jizkumni istavveterinitrniho l6kafstvi, v. v. i.
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PniroHA 1

specitikace piedmEiu dila

. Purifikovani Taq DNA polymeriza vyprodukovan6 ve ferrnentoru (mikrofermentoru)

. Expresni plasmid obsahujici Senetickou informaci pro expresi Taq polymeriizv (vietnE plnd

sekvence plasmidu a insertu)
. Expresni buiky
' Virobni postup ve !k6le mikrofermentoru
. Postup puritikace enzyme

Poiadovan6 vlastnosti

Vlastnost Charakteristika ZD0sob oviieni
Tvo enzvmu Taq DNA Polvmerase
Modifikace Hot Start - v dist6m stavu

bude aktivita enzymu
minim6lnia k pln6 aktivaci
dojde ai po zahiati na cca 95
"C Tato vlastnost bude
zajiStena kovalentni
modfikaci.

Bude oveieno na refetenani
ceneProof PCR reakci
srovn6nim visledku tepelne
aktivovan6ho a
neaktivovan6ho enzymu

Aktivita 5'-3' DNA polymerizaeni
aktivita

Bude ov6iena schopnost
PCR polymerace na
referendni GeneProof reakci

5'-3' exonukbazova aktivita Bude ov6fena schopnost
odbourat f luorescenan6
znadenou sondu na
referen6ni GeneProof PCR
reakcl

Stabilita Pokojove teplota ('16-22 'C):
72 hodin
Lednidkov6 teplota (2-8 'C):
14 dni
Opakovan6 zmra:eni a
rozmraZeni: 15 cykltl

Parametry stanoveny ve
formd kompozice 1x
koncentrovan6ho PCR mxu
ve srovn6nis GeneProof
referen6ni reakci

Cistota Nebude vykazovat
endodeoxyribonucleasovou
aktivitu

Testovano na schopnosti
relaxovat cirkularni plasmid

Nebude vykazovat
deoxyribonucleasovou
aktivitu

DNase free test

Nebude vykazovat
nbonucleasovou aktivitu

RNase free test

Patentov6 a licenani
zavazK\

Nebude zatizeno dusevnim
vlastnictvim tietich st|an

Bude provdieno patentovou
kanceldii
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Viechny pliinovan6 operacejsou rozd6leny do etap. vvsled kV jed n otliwch etap budou konzultov6ny

s objednatelem (tzv kontrolni bod) a dalSi etapa bude zahiijena ai po schv6leni etapy piedchozi.

seznam plSnovanvch operaci praci, aasow harmonogram a cena

'. 
etapa: Biointormatiaki analiza

Zhotovitel provede anal'izu dostupn'ich produktnich informaci, patentovou re5erii, analVzu

aminokvselinowch sekvenci a strukturnich dat termostabilnich Taq polyme16z Na z;ikladE tdto

analvzv navrhne vhodnou modifikaci(napf 5 5 m0stkY) zajiitujici minimiilni aktivitu dodandho

enzymu, k jejichi rozruieni postaiivystavit enzym ptsobeniteploty cca 95'C po dobu maximiilnE 20

mrnuI.

z visledku reierie a analvzy vznikne ndvrh k6dujici sekvence pro piipravovanou Taq polyme162u

vtetn6 niivrhu expresniho vektoru, expresniho systdmu a modelu enzymu v inaktivni a aktivniform6

Tento niivrh bude konzultovdn se ziistupcem firmy GeneProofa s tak,abybYlodosazenoshodyna:

k6dujici sekvenci, ujasnEni expresni strategie z hlediska N- a c-terminiilniho konce proteinu, nutnost

odstranEni friznich proteini, 26n stability / nestability proteini a vibdru bakteriiilniho expresniho

sVst6mu

1. kontrolni bod v\istupem bude zpritva shrnujici dosaiend vvstupy schv6lenii ob€ma ziaastndnvmi

stranami- doba nutnS pro wpracovini - cca 2 mEsiae

2. etapa: zadiini a provedenigenove syntdzy

Schviilen\i konstrukt Taq polymerdzy bude zadiin k virob6 a niisledn€ inkorporoviin (ligoviini) do

dohodnut6ho expresniho vektoru (dle 1. kontrolniho bodu). Kontrola a spr6vnost manipulace

s kddujici sekvenci bude ovdiena sekvenovdnim.

2. kontrolni bod vvslednV klonovaci a expresni vektor, protokol o sekvenaci a postup ligoviini bude

piediin zhotovitelem objednateli ve formE purifikovan6 plazmidov6 DNA a zamraten6 hakteriilni

kultury vhodni pro pomnoieni tohoto plasmidu objednatel se zavazuje, ie s timto materiilem bude

zachSzet v re:imu divdrn6 a neposkytne ho tfeti stranE s vijimkou kontroly DNA sekvenci dodanich

vektor0 - lbbe jsfypre!9sDiE!-! l4tqsis

3. etapa: Pilotni exprese a purifikace Taq polymer6zy

s€rie pokusnich bakteri6lnich expresi zahrnujici rtzn6 podminky, m6dia, riznd produkfni klonY,

r0zn6 koncentrace induktort, produktnich teplot, pH apod , vedouci k uraeni optimiilnich podminek

pro produkciTaq polymerijzy ve vybran6m expresnim kmenu a zajiitEni poiadovan6 produkce Pfi

stanoveni oDtimiilnich podminek bude briin zietel na stabilitu a aktivitu enzymu lJ podminek

vyhodnocenich jako optimiilni bude provedena pilotni p'lrifikace

3. kontrolni bod vistupem bude zprdva (protokol) o provedenich experimentech vtetn6

vyhodnoceni vvtEik0 a visledki kultivaci. AktivniTaq polymeriiza z pilotni purifikace (aistota
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minimeln6 75 %) bude piediina zadavateli k ov€ienipozadovanvch vlastnosti, zejmdna aktivity pied a

po tepelnd aktivaci, schopnostisynt6zy DNA a exonukleiizov6 aktivity-doba na wpracovdnicca 2

m6riae

4. etapa: Optimalizace purifikainiho procesu

Bude provedena s6rie experimenti vedouci k definov6ni izolainiho postupu vhodnEho purifikaci
po:adovan6ho enzymu s ohledem na maximelni v,it6iek a aktivit!. Souiiisti experimentrj bude i

stanoveni optimiilniho postupu pro extrakci proteinu z bakteriiilniho lyziitu a definoviini pufru pro

uchoviiniTaq polymer62y dle zadanvch krit6rii stability.

4. kontrolni bod - Wstupem bude protokol umoiiujici tfetim straniim ziskat poiadovanou Taq

polymerijzu s Hot Start aktivitou v aistot6 minimdlnd 95 % s WUiitim materiiilu pfedan6ho v 1. a 2.

kontrolnim bodd. Objednatel se zavazuje, U e se piedanou zpriivou bude jednat v reiimu dtv6rnd
s Wjim kou ovdie n i p u rifika in iho postupu - d9b!_E_!ryEIe!9VUgaZ tDt4gllq

5. etapa: Kultivace a purifikace v poloprovoznich podminkdch

V ndvaznosti na 4. etapu bude provedena s6rie experiment0, jei povede k pienosu kultivainiho
protokolu z formy tiepan6 kultury do experimentiilniho bioreaktoru za Iaelem zvyieniWtEZku
produkce a zajiltEni stabilnich podminek exprese. V t6to fiizi bude ov6iena moznost kultivace do

vysokich hodnot optickd denzity a d0sledek toho postupu na aktivitu enzymu. Z6rovei bude ovoiena
moznost vyuiiti autoindukanich a definovanvch mddii, sb6r biomasy a extrakce poiadovan6ho

enzymu v poloprovoznich podminkiich. Taq polymerd2a izolovand v t6to iiisti projektu bude pied;ina

k uiivitni objednateli.

5. kontrolni bod - vistupem bude protokol umoiriujici tfetim strandrn kultivaci produkini kultury
v bioreaktoru o maximdlnim objemu 50 L a nijslednd ziskiini biornasy, extrakci proteinu a jeho
purifikaci do aistoty minimdln6 95% se zachovanou Hot Start aktivaci, DNA syntetickou aktivitou 5'-
>3'a DNA exonukle6zovou aktivitou 5'->3'. ytdto Jdzi bude moin€ dodtitvot optimolizovdnou Tdq
polymerdzu k testovdni, nebo dokonce jdko lindlni vircbek do kiti - dpb3|l4Jyg!2]!j6!i@3
misice

t
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