SZCZEGÓŁOWY OPIS ZADAŃ
RFP 027286 – Ocena efektu terapii skojarzonej molekuły testowej oraz wybranej terapii stosowanej w standardzie leczenia w trójwymiarowych modelach nowotworowych z uwzględnieniem mikrośrodowiska immunologicznego
Etap 1:
Opracowanie modelu 3D dla wybranych linii nowotworowych, które zostaną wskazane przez Zamawiającego przed przystąpieniem do realizacji usługi. Zakres badań obejmuje realizację na ośmiu lub czterech liniach komórkowych, w zależności od potrzeb Zamawiającego, dlatego kosztorys obejmuje warianty wyceny zakładające realizację zamówienia zarówno dla 8, jak i dla 4 linii komórkowych, które Wykonawca zobowiązany jest wycenić.
Do obowiązków Wykonawcy będzie należeć zakup wskazanych linii komórkowych oraz potrzebnych licencji, jeśli będą wymagane. Zakres jakościowy linii nie jest znany na etapie postępowania, a ich dobór nastąpi po wyborze Wykonawcy, w toku realizacji zamówienia co wynika z obiektywnych przesłanek merytorycznych. Zamawiający przewiduje wybór standardowo dostępnych, komercyjnych linii nowotworowych pochodzących z uznanych banków komórek (np. ATCC) o standardowych wymaganiach hodowlanych i dopuszczonych do wykorzystania w badaniach przedklinicznych.
Wykonawca wykorzysta technologię hydrożelu do opracowania modeli 3D. 
Zakres badań:
1. Ustawienie i optymalizacja warunków hodowli 3D dla każdej linii komórkowej, obejmująca m.in.: dobór odpowiedniego żelu do tworzenia struktur 3D. 
2. Wyznaczenie krzywej wzrostu każdej linii komórek nowotworowych w optymalnych warunkach hodowli 3D.
3. Ustawienie i optymalizacja warunków współhodowania linii komórek nowotworowych z PBMC.
Dla każdej linii nowotworowej zostanie określony wpływ komórek PBMC na proliferacje komórek nowotworowych niezależnie od badanych związków. W przypadku, gdy któraś linia komórkowa wykaże znaczące zmiany spowodowane wyłącznie obecnością PBMC, zostanie ona zastąpiona inną linią w dalszych eksperymentach. PBMC powinny pochodzić ze stacji krwiodawstwa.
4. Walidacja ekspresji markerów
Uzyskane hodowle zostaną poddane walidacji pod kątem ekspresji wybranych markerów docelowych dla badanych cząsteczek. Analiza zostanie przeprowadzona metodą cytometrii przepływowej. W przypadku, gdyby któraś z linii nie wykazywała oczekiwanej ekspresji docelowych markerów w hodowlach linia ta zostanie zamieniona na inną. 
Uwagi:
W przypadku linii problematycznych zaproponowana zostanie zmiana warunków lub linii komórkowej.
Rezultat Etapu 1
Elektroniczny raport (PDF) dla każdej z testowanych linii komórkowych. Raport powinien zawierać:
· fotograficzną dokumentację morfologii komórek dla modelu 3D,
· krzywą wzrostu komórek na wybranym typie hydrożelu,
· szczegółowy protokół opisujący przygotowanie komórek, wysiewanie i prowadzenie hodowli 3D.
Etap 2.
Ocena efektu pojedynczej ekspozycji na badany związek (molekuła testowa oraz wybrana terapia stosowanak w standardzie leczenia - „Molekuła B”) oraz wyznaczenie krzywej odpowiedzi dawka-efekt (IC50/GR50) w hodowli 3D wybranych linii nowotworowych w obecności lub braku komórek PBMC
Grupy badawcze:
1. Pojedyncza ekspozycja na molekułę testową w obecności lub nieobecności komórek PBMC. Na podstawie minimum ośmiu stężeń molekuły testowej zostanie wyznaczona krzywa odpowiedzi dawka-efekt oraz określenie wartości IC50 i GR50 dla każdej linii komórkowej. 
2. Pojedyncza ekspozycja na molekułę B linii nowotworowych w obecności i braku komórek PBMC. Na podstawie minimum ośmiu stężeń molekuły B zostanie wyznaczona krzywa odpowiedzi dawka-efekt (IC50/GR50), oraz optymalne stężenie inhibitora PD-(L)1 do dalszych badań terapii skojarzeniowej.
3. Odpowiedni układu kontrolny dla zastosowanych warunków eksperymentalnych.
4. Analiza indukcji ekspresji markerów odpowiednich dla molekuły B oraz molekuły testowej w komórkach nowotworowych z wykorzystaniem cytometrii przepływowej; pomiar ekspresji dla wybranego stężenia badanych molekuł w trzech punktach czasowych.  
Etap 3.
A. Ocena efektu równoległej ekspozycji na kombinację obu badanych związków oraz wyznaczenie krzywej odpowiedzi dawka-efekt (IC50/GR50) w hodowli 3D wybranych linii nowotworowych w obecności lub braku komórek PBMC
Warunki:
· osiem stężeń molekuły testowej,
· trzy stężenia molekuły B, dobrane w etapie 3,
· w każdym z warunków hodowlanych (z PBMC i bez PBMC),
· oraz odpowiednia kontrola negatywna.

B. Ocena efektu sekwencyjnej ekspozycji na kombinacje obu badanych związków. Optymalny czas między podaniem pierwszej cząsteczki terapeutycznej a drugiej zostanie wyznaczony w etapie 2. 
Rezultat z Etapu 2 i 3 
Elektroniczny raport (PDF) zawierający dane oraz wykresy zostanie dostarczony do Zamawiającego.
Molekuła testowa w wymaganych ilościach zostanie dostarczona przez Zamawiającego. Pozostałe niezbędne odczynniki oraz materiały konieczne do realizacji pełnego zakresu badania powinny zostać zapewnione przez Dostawcę, a ich koszt uwzględniony w kosztorysie
Metodologia
1. Obserwacje morfologiczne komórek oraz dokumentacja fotograficzna przeprowadzone przy użyciu mikroskopu świetlnego. 
2. Profilowanie wrażliwości na lek (IC50 / GR50) dla każdego z wariantów powinno zostać wykonane w czterech powtórzeniach (quadruplicates). Pomiar żywotności komórek (np. metodą CellTiter-Blue) wykonany w jednym punkcie czasowym: 96 lub 120 h po podaniu danej cząsteczki lub ich kombinacji.
Dodatkowe opcjonalne analizy:
· badania obecności wybranych markerów metodą immunochemiczną lub/oraz cytometrią przepływową.
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