OPIS PRZEDMIOTU ZAMOWIENIA

Przedmiot zamoéwienia: Kompleksowa ustuga wytworzenia peptydowych hydrozeli opartych
na RADA16-I: mieszaniny hydrozeli funkcjonalizowanych mimetykami peptydowymi IL-4-Y i
SDF-1-X oraz niefunkcjonalizowanego hydrozelu RADA16-I.

Opis przedmiotu zamdwienia: Przedmiotem zamodwienia jest sukcesywne $wiadczenie
kompleksowej ustugi wytworzenia dwdch produktéw koricowych:

1. mieszaniny peptydowych hydrozeli RADA16-1 funkcjonalizowanych mimetykami IL-4-Y
oraz SDF-1-X;

2. niefunkcjonalizowanego hydrozelu RADA16-l, przeznaczonego do stosowania jako
kontrola.

Wytworzenie produktéw koncowych obejmuje synteze, oczyszczanie i charakterystyke
peptydu RADA16-l oraz peptyddw hybrydowych zawierajgcych sekwencje SDF-1-X i IL-4-Y,
przygotowanie odpowiednich hydrozeli, ich zelowanie i mieszanie w wymaganych proporcjach,
walidacje fizykochemiczng i biologiczng oraz sukcesywnga dostawe gotowych produktéw.

Zakres kompleksowej ustugi obejmuje w szczegolnosci:

e synteze peptydu RADA16-I;

e synteze i oczyszczanie peptyddéw hybrydowych R1-SDF-1-X i R4-IL-4-Y;

e przygotowanie hydrozeli funkcjonalizowanych poprzez zmieszanie kazdego z peptydow
hybrydowych z niemodyfikowanym RADA16-I;

e przygotowanie koncowej mieszaniny hydrozeli funkcjonalizowanych IL-4-Y i SDF-1-X;

e przygotowanie niefunkcjonalizowanego hydrozelu RADA16-I;

e kontrole jakosci, walidacje fizykochemiczng i biologiczng oraz sukcesywng dostawe
gotowych produktdw.

Zamoéwienie bedzie realizowane sukcesywnie w czterech czesciach, zgodnie z biezagcym
zapotrzebowaniem Zamawiajgcego. taczna objetos¢ produktéw dostarczonych w ramach
wszystkich czesci zamoéwienia wyniesie:

¢ 20 mL mieszaniny hydrozeli funkcjonalizowanych IL-4-Y i SDF-1-X;

e 20 mL niefunkcjonalizowanego hydrozelu RADA16-I.

Objetos¢ pojedynczego produktu dostarczonego w ramach zamdéwienia cze$ciowego bedzie
wynosi¢ co najmniej 2 mL. Kazda dostarczona partia musi stanowi¢ gotowy i zwalidowany
produkt spetniajgcy ponizej okreslone minimalne wymagania jakosciowe, fizykochemiczne i
biologiczne.

Wymagania techniczne dla poszczegdlnych hydrozeli:
1. Mieszanina peptydowych hydrozeli funkcjonalizowanych IL-4-Y i SDF-1-X



Sktad produktu koricowego: Produkt korncowy stanowi mieszanina dwodch hydrozeli
funkcjonalizowanych:

J hydrozelu zawierajgcego R1-SDF-1-X,
] hydrozelu zawierajacego R4-IL-4-Y.

Kazdy z peptyddw hybrydowych musi zosta¢ przygotowany i poddany zelowaniu oddzielnie, a
nastepnie zmieszany z niemodyfikowanym RADA16-l w stosunku objetosciowym 1:1. Tak
przygotowane hydrozele RADA16-1/R1-SDF-1-X oraz RADA16-I/R4-IL-4-Y nalezy nastepnie
zmieszaé ze sobg w stosunku objetosciowym 1:1. Przy jednakowym wyjsciowym stezeniu
wszystkich preparatéw odpowiada to koricowemu stosunkowi objetosciowemu sktadnikéw:
RADA16-I : R1-SDF-1-X : R4-IL-4-Y = 2:1:1.

Peptyd RADA16-l: Peptyd stanowigcy podstawe hydrozelu musi posiada¢ sekwencje:
Ac-RADARADARADARADA-NH,.

Peptyd funkcjonalizowany IL-4-Y — R4-IL-4-Y: Peptyd hybrydowy musi zawiera¢ rdzen
samoorganizujgcy RADA16-I, tréjglicynowy element dystansujacy, sekwencje podatng na
proteolize przez metaloproteinazy typu PAGL oraz mimetyk IL-4-Y. Petna sekwencja peptydu
powinna odpowiadac: Ac-RADARADARADARADA-GGG-PAGL-QLIRFLKRLDRNLWG-NH..
Sekwencja QLIRFLKRLDRNLWG odpowiada fragmentowi IL-4 obejmujgcemu reszty Q78—-W92.
Sekwencja PAGL stanowi motyw podatny na proteolize przez odpowiednie metaloproteinazy,
natomiast tréjglicynowy dystans GGG zwieksza dostepnos¢ przestrzenng obszaru
proteolitycznego.

Mimetyk IL-4-Y zastosowany w konstrukcie musi posiada¢ udokumentowang zdolnos$é
oddziatywania z receptorem IL-4Ra. Dla peptydu IL-4-Y eksperymentalnie okreslona metoda
mikroskalowej termoforezy wartos¢ statej dysocjacji wynosi okoto KD = 349 uM. Za
akceptowalnga nalezy uznaé¢ udokumentowang wartos¢ odpowiadajgcg zakresowi okoto 300—
400 puM, okreslong metoda MST lub rdwnowazng metoda biofizyczna.

Wymaganie dotyczgce aktywnosci biologicznej moze zosta¢ potwierdzone wynikami badan
wtasnych Wykonawcy, recenzowanymi publikacjami naukowymi, dokumentacjg patentowg lub
inng réwnowazng dokumentacjg eksperymentalna.

Nie wymaga sie oznaczania KD dla kazdej partii produktu, o ile tozsamo$¢ i czysto$é peptydu
danej partii zostaty potwierdzone zgodnie z wymaganiami kontroli jakosci.

Peptyd funkcjonalizowany SDF-1-X — R1-SDF-1-X: Peptyd hybrydowy musi zawiera¢ rdzen
samoorganizujgcy RADA16-1, sekwencje VLGL podatng na proteolize przez metaloproteinazy
oraz mimetyk SDF-1-X odpowiadajgcy N-koricowemu fragmentowi SDF-1/CXCL12. Petna
sekwencja peptydu powinna odpowiadaé¢: Ac-RADARADARADARADA-VLGL-KPVSLSYR-NH,.
Sekwencja KPVSLSYR odpowiada resztom K1-R8 biatka SDF-1/CXCL12. Konstrukcja VLGL-



KPVSLSYR umozliwia enzymatyczne uwalnianie peptydu zawierajgcego aktywny fragment SDF-
1-X.

Wykonawca musi posiada¢ dokumentacje potwierdzajgcg aktywnosc¢ biologiczng SDF-1-X lub
hydrozelu R1-SDF-1-X w modelu komdérkowym zwigzanym z regeneracjg miesni szkieletowych.
Za wtasciwe potwierdzenie uznaje sie w szczegdlnosci wykazanie zwiekszonej migracji komorek
miogenicznych w porédwnaniu z niemodyfikowanym hydrozelem RADA16-l, wzglednie
bezposrednie wykazanie oddziatywania lub aktywacji osi SDF-1/CXCR4 przy zastosowaniu
odpowiedniej metody receptorowe;j.

2. Niefunkcjonalizowany hydrozel RADA16-I

Sktad produktu koncowego: Produktem kontrolnym musi by¢ hydrozel przygotowany
wytgcznie z peptydu RADA16-I o sekwencji: AccRADARADARADARADA-NH,, bez dotgczonych
sekwencji biologicznie aktywnych.

Wymagania ogolne

e Podwykonawstwo: Zamawiajgcy dopuszcza pozyskanie peptydéw od podmiotéw
trzecich oraz zlecenie podwykonawcom czesci procesu, w tym syntezy, oczyszczania,
analiz lub przygotowania formulacji. Niezaleznie od udziatu podwykonawcéw,
Wykonawca ponosi petng odpowiedzialno$é za jakos¢, tozsamos¢, czystosé, jakosé
mikrobiologiczng, parametry fizykochemiczne i biologiczne produktu korcowego,
zgodnos¢ ze specyfikacjg oraz terminowag realizacje zamowienia.

e Infrastruktura techniczna: Wykonawca musi dysponowaé, bezposrednio lub poprzez
podwykonawcdéw, infrastrukturg techniczng i analityczng  umozliwiajaca
przeprowadzenie syntezy i oczyszczania peptydow, przygotowanie i mieszanie hydrozeli
oraz wykonanie wymaganych badan kontroli jakosci i walidacji.

o Tozsamosé€ i czystosé peptyddéw: Kazdy peptyd stosowany do przygotowania produktu
koncowego musi charakteryzowaé sie czystoscig nie mniejszg niz 95%, okreslong
metodg RP-HPLC lub UHPLC. Tozsamos¢ kazdego peptydu musi zostaé potwierdzona
metodg spektrometrii mas. Wynik analizy MS musi potwierdzaé zgodnos¢ masy
czgsteczkowej produktu z wartoscia teoretyczng.

e Warunki aseptyczne i jako$¢ mikrobiologiczna: Nie jest konieczne prowadzenie
chemicznej syntezy SPPS w warunkach sterylnych. Natomiast wszystkie etapy
przygotowania koncowej formulacji przeznaczonej do badan biologicznych —
rozpuszczanie oczyszczonych peptyddéw, zelowanie, mieszanie, porcjowanie i
pakowanie — muszg by¢ prowadzone w warunkach aseptycznych, z zastosowaniem
sterylnych odczynnikow i wyposazenia odpowiedniego do przygotowywania
materiatéw stosowanych w hodowlach komadrkowych.



e Formulacja, samoorganizacja i stabilno$é: Gotowe hydrozele muszg wykazywac
zdolnos$¢ do samoorganizacji i tworzenia struktury bogatej w B-kartki (B-sheet) oraz
stabilnej nanowtdknistej sieci hydrozelowej. Produkt nie moze wykazywad
makroskopowego wytrgcania, gwattownej dysocjacji ani utraty wtasciwosci zelowych
podczas przygotowania, jak i ekspozycji na roztwor soli fizjologicznej lub standardowe
medium hodowlane.

o Biokompatybilnos¢ i brak cytotoksycznosci: Wykonawca musi wykazaé, ze
zastosowana technologia pozwala na otrzymanie hydrozeli biokompatybilnych,
niewykazujacych istotnego dziatania cytotoksycznego wobec ludzkich komdrek
miogenicznych. Biokompatybilnos¢ moze zosta¢ potwierdzona przy uzyciu
zwalidowanych metod oceny zywotnosci, cytotoksycznosci lub apoptozy, takich jak
LDH, XTT/MTT, Annexin V lub metod réwnowaznych. Ponadto Wykonawca musi
posiada¢ dokumentacje potwierdzajgcg biologiczng aktywnos$¢ zastosowanych
mimetykéw IL-4-Y i SDF-1-X oraz brak szkodliwego wptywu funkcjonalizowanych
hydrozeli na komérki istotne dla regeneracji miesni szkieletowych. Za wtasciwe dowody
uznaje sie recenzowane publikacje naukowe, zgtoszenia lub patenty, raporty z badan
wilasnych albo inng réwnowaing dokumentacje eksperymentalng opartg na
zweryfikowanej metodyce.

Walidacja fizykochemiczna

Wykonawca jest zobowigzany do przeprowadzenia walidacji produktu korncowego

potwierdzajgce;j:

tozsamos¢ i czystosc sktadnikow peptydowych;

obecno$é struktury wtornej charakterystycznej dla hydrozeli RADA16-I;
obecnos¢ nanowtdknistej/mikroporowatej struktury hydrozelu;
stabilnos¢ fizyczng formulacji.

Walidacja powinna obejmowa¢ komplementarne metody analityczne, w szczegdlnosci:

CD i/lub FTIR/ATR-FTIR — do oceny struktury wtérnej;

TEM, AFM lub cryo-SEM — do oceny morfologii sieci;

analize stabilnosci;

w przypadku petnej charakterystyki witasciwosci zelowych — reologie oscylacyjng,
umozliwiajgcg potwierdzenie zachowania charakterystycznego dla hydrozelu, w tym
przewagi modutu zachowawczego G’ nad modutem stratnosci G” w odpowiednim zakresie
liniowej lepkosprezystosci.

Do kazdej partii powinien zosta¢ dostarczony Certyfikat Analizy (CoA) zawierajacy co

najmnie;j:

oznaczenie produktu i numer partii;

sekwencje peptydu;

wynik oznaczenia czystosci metodg HPLC/UHPLC;
wynik analizy MS.



Warunki transportu i zabezpieczenia przedmiotu zaméwienia:

Dostawa przedmiotu zamoéwienia odbywa sie na koszt Wykonawcy do siedziby
Zamawiajacego.

Wykonawca zobowigzany jest do zapewnienia warunkéw transportu i opakowania
ochronnego gwarantujgcych zachowanie peftnych witasciwosci fizykochemicznych,
biologicznych oraz strukturalnych hydrozeli.

Z uwagi na wtasciwosci materiatu opakowanie oraz sposdb transportu musza
bezwzglednie zapobiegaé spienieniu (napowietrzeniu) preparatu oraz zmianom jego
homogenicznosci. Zamawiajacy wymaga, aby Wykonawca zastosowat rozwigzania
technologiczne/opakowaniowe catkowicie eliminujace ryzyko uszkodzenia probek w
trakcie przewozu.

Dopuszcza sie realizacje dostawy transportem dedykowanym Wykonawcy, za
posrednictwem wyspecjalizowanej firmy kurierskiej zapewniajgcej warunki chronigce
probki przed wstrzgsami i spienieniem lub w formie odbioru osobistego przez
Zamawiajgcego — po uprzednim obustronnym uzgodnieniu terminu i sposobu
przekazania.

W przypadku stwierdzenia przy odbiorze braku homogenicznosci materiatu, w tym
spienienia hydrozeli uniemozliwiajgcego lub utrudniajgcego ich prawidiowe
wykorzystanie do prowadzonych badan, Zamawiajgcy ma prawo odmowic¢ przyjecia
dostawy, a Wykonawca zobowigzany jest do dostarczenia nowej, petnowartosciowe;j
partii na wtasny koszt.
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