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Abbreviations

RNA - Ribonukleinsyra

mRNA — budbédrare Ribonukleinsyra
miRNA — mikro Ribonukleinsyra
siRNA — litet interfererande ribonukleinsyra
DNA - deoxiribonukleinsyra

HSPG - heparansulufatproteoglykan
LNP - lipidbaserade nanopartiklar
LDL - Betalipoprotein

WT - wild type

PEG - polyetylenglykol-lipider
ApoE - Apolipoprotein E

Cy5 - Cyanin 5

GFP — Gront florucerande protein
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Abstract

Introduction

The use of RNA therapies had major breakthroughs during the Covid-19 pandemic, where
several mRNA vaccines were developed. Multiple studies have concluded that mRNA
therapies have plenty of potential benefits. Packaging mRNA into lipid-nano particles (LNPs)
allows mRNA to enter the cell through endocytosis, but there are still questions about what
regulates this process and how to modulate it. Heparan sulphate proteoglycan (HSPG), found
on the cell membrane, acts as a co-receptor for the LDL-receptor in the process of lipid
nanoparticles endocytosis. The aim of this study is to investigate whether HSPG has a
significant function in the internalization of mRNA packaged LNPs and mRNA activity in the

cytosol.

Methods

To investigate the function of HSPG on LNP-mediated mRNA delivery and cytosolic release
we compared wild type Chinese Hamster Ovarian cells (CHO-K 1) with mutants that are
deficient in heparan sulphate proteoglycan (PGSA-745). Cells were incubated with four
different concentrations of LNPs, containing mRNA labelled with a Cy5 fluorescent
fluorophore to measure internalization, and encoding green fluorescent protein (GFP) to
measure mRNA activity in the cytosol. Flowcytometric analyses were used to measure LNP

internalization and mRNA activity.

Results

Our result shows that internalization and cytosolic mRNA activity increases as the
concentration of LNPs increases in WT and mutant CHO-K1 cells. Furthermore, we observed
that internalization and activity decrease in mutant cells compared to WT cells, for every

concentration of LNP.

Discussion

The results from these experiments indicates that the negatively charged carbohydrates on the
heparan sulphate has an impact on both internalization of LNP, and mRNA activity. However,
we saw some uptake of LNPs in the mutant cells, suggesting that uptake is not completely
dependent on the negative charged carbohydrates. Further research on this topic is needed to

understand how to maximize the uptake of mRNA therapies into cells.
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Popularvetenskaplig sammanfattning

For att cellerna i var kropp ska fungera behdver de producera komponenter kallade proteiner.
For att skapa protein anvinds mRNA, en form av kod for alla proteiner som byggs. Vanligtvis
skrivs vart DNA om till mRNA, men man kan ocksa tillféra mRNA till kroppen utifran. Det
kan man till exempel gora med hjélp av en form av nanopartikel som bestar av lipider, och
kallas for LNP. Syntetiskt mRNAt kan i labb tillséttas till LNP, och pa s sétt transporteras 1
kroppens cirkulationssystem. Nar LNP ska ta sig fran cirkulationen in i cellen behdvs
specifika receptorer som sitter pa cellens yta och fingar upp LNP. En av dessa receptorer far
hjilp av en makromolekyl som dr sammansatt av protein och kolhydratskedjor, kallad
heparansulfatproteoglykan (HSPG). P4 HSPG sitter negativa laddningar. Vért experiment gar
ut pé att ta reda pa hur dessa negativa laddningar paverkar hur mycket mRNA frdn LNP som

tar sig in 1 cellen och slépps ut i cytosolen.

Vi undersokte tva olika cellinjer fran kinesiska hamstrars dggstockar. Den ena, CHO-K1 ir sa
kallade vildtypceller med de flesta celluldra funktioner intakta. Den andra typen, PGSA-745,
ar muterad sa att den saknar de negativa laddningarna pa HSPG. Bada celltyperna odlades,
och sedan tillsattes LNP i olika koncentrationer. I LNP fanns mRNA som kodade for GFP,
som fluorescerar i gront niar man lyser pa cellerna med en laser. Dessutom var mRNAt fargat
med Cy5 som fluorescerar i rott. Det roda ljuset symboliserar upptag av mRNA in till cellen,
och det grona ljuset visar pa det mRNAt som har slippts ut i cytosolen och bildat proteinet

GFP.

Efter ett dygn 1 inkubationsskap anvidnde vi en flodescytometer for att méta just fluorescensen
genom att belysa cellerna med en laser som gor att de exciterar, och ddrmed avger ljus.
Experimentet upprepades en géng till med samma forutsittningar. Datan analyserades och
resultatet presenterades 1 tabeller och diagram for att visa hur fluorescensen beror pa de olika

cellinjerna.

For alla koncentrationer av LNP hade celltypen CHO-K1 en hogre fluorescens Cy5 och GFP,
jamfort med PGSA-745. Det indikerar att celltypen som har de negativa laddningarna ar
bittre pa att bade ta upp mRNALt, och att sldppa ut det i cytosolen. Det verkar alltsé vara en
fordel for cellens upptag av LNP att ha de negativa laddningarna som sitter pa HSPG till
hjalp.
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Nyligen har man borjat experimentera med mRNA-terapi, det vill séga ldkemedel som
administreras 1 form av mRNA till kroppen. Att veta hur mycket mRNA som tas upp i cellen
ar avgorande for att kunna genomfora den hér administreringen pa ett bra sitt. Da kan
resultatet 1 var studie, det vill sdga betydelsen av de negativa laddningarna pa cellytan, vara av

stor betydelse. Forhoppningsvis kan denna kunskap vara en del i utvecklingen av framtidens

mRNA-terapi.
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Introduktion

Bakgrund
I cellen transkriberas DNA till mRNA som i det endoplasmatiska retiklet syntetiseras till olika

aminosyrasekvenser; proteiner som har olika funktioner i cellen (1). Att kunna framstélla
lakemedel 1 form av mRNA har ldange varit ett mal och fick sitt genombrott under Covid-19-
pandemin nér det framstélldes tva olika mRNA-vaccin mot viruset. Detta fick stor betydelse
eftersom det tidigare endast haft fas 1- och fas 2-studier pA mRNA-vaccin mot olika virus (2).
Det finns flera typer av RNA med olika funktioner; mRNA, miRNA, siRNA och i respektive
fall kan det vara inhiberande eller imiterande. Forskning kring detta har bland annat lett till att
lovande resultat med miRNA-terapi i form av tumorsuppressorer och onkogener vid

lungcancer och melanom (3).

Utmaningen med RNA -terapi ar transporten fram till, och in i cellen. Olika lipid-
formuleringar har testats varvid ett exempel dr Covid-19-vaccinen som anvéndes
lipidbaserade nanopartiklar (LNP) med god effekt for lokal transport (4). LNP har dven visats

kunna undvika immunforsvaret (5).

LNP ar homogena vesiklar med en lipid kédrna, och &r vanligtvis ca 60—-150 nm stora.
Nanopartiklarna anvinds bland annat vid leverans av ldkemedel till det inre av cellen
(cytosolen). Att kapsla in mRNA i sddana LNP forhindrar nedbrytning av extracelluléra
nukleaser, som RNase, och motverkar d4ven hydrolysering (6). RNA-LNP skapas genom att
lipider och komponenter av RNA blandas under mixning med hog flodeshastighet vid ett lagt
pH-vérde (7).

For en optimal mRNA-leverans vid mRNA-terapi anvédnds ofta joniserbara lipider i LNP.
Dessa idr neutralt laddade vid extracellulért pH-vdrde, men protoniseras vid ldgre pH-vérden. I
endosomen far de joniserbara lipiderna darfor en positiv laddning (8). Utdver de joniserbara
lipiderna dr LNP ocksd uppbyggda av bland annat fosfolipider, kolesterol och
polyetylenglykol-lipider (PEG-lipider). De tvé forstndmnda bidrar till stabilitet och struktur
(9). PEG-lipider ér viktiga for LNP nér partikeln ska avlidgsnas fran endosomen inuti cellen

med hjélp av dess dialkylkedjor med 14 kolatomer (10).
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LNP interagerar med apolipoproteiner 1 plasman under cirkulationen. Dessa tillsammans
bildar en biomolekyldr corona i vilken ApoE ar en av huvudkomponenterna (6).
Lipidkomplexet binder in till LDL-receptorn som sitter pé cellens yta, vilket i sin tur triggar
receptormedierad endocytos (2, 5). P4 sé sétt internaliseras LNP frén cirkulationen till cellens

insida.

Pé cellytan sitter, utéver LDL-receptorerna, heparansulfatproteoglykaner (HSPG). Dessa
utgdrs av proteoglykaner med kovalent bundna heparansulfatkedjor (11). Proteoglykaner har
en eller flera glukosaminoglykaner (kolhydrater) bundna till aminosyran serin i proteinets
aminosyrakedja. Det finns flera undergrupper av proteoglykaner, varav den stdrsta gruppen
hittas i extracelluldra matrix. De som dr bundna till heparansulfat innehaller specifikt
perlekan, arginin och kollagen typ XVIII (12, 13). Tva exempel pd HSPG som sitter pd

cellytan dr syndecans och glypicans. De bdda kan endocyteras tillsammans med sin ligand.

Funktionen f6r HSPG som sitter pé cellytan ér frimst att finga in signalmolekyler som
interagerar med heparansulfatbindning in till omréadet kring cellen (14). Heparansulfat har
ocksa en aktiv roll 1 signalering kopplat till vissa receptorer (15, 16). Nyligen genomforda
studier visar pa att HSPG dessutom spelar roll i internaliseringen av mRNA till cellen (11).

For att internalisera mRNAt behdver det ta sig forbi cellens yttre barridr; cellmembranet.

Cellmembranet ar ett lipidlager med en specifik komposition. Det dr impermeabelt for de
flesta hydrofila molekyler och makromolekyler, da dessa kriaver transportproteiner. mRNA &r
ett exempel pa en sddan makromolekyl, och har darfor svart att ta sig igenom cellmembranet
pa egen hand (17). Transport dver cellmembranet av makromolekyler sker via endocytos till
det endolysosomala systemet, som &r avgdrande for internaliseringen av mRNA trots den

starka barridren i form av cellmembranet.

Systemet bestar av tvd loopar; en “dteranvindande” och en “degraderande”. Looparna
medieras av /ate endosomes (LE), som bildas fran early endosomes (EE) nir de mognar (18).
For att LE ska bildas och fusionera med trans-golgi-nétverket behdvs acidering av
endosomen, vilket innebér sdnkning av pH-vérdet. Detta sker genom att V-ATPas pumpar in
H+ 1 cellen. Denna acidering utgér mognaden av EE till LE. EE har ett pH-virde pa 6.1-6.8
och LE har ett pH-virde pa 4.8-6.0 (19). Nér endosomen far en tillrdckligt sur intralumenal
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miljo blir LNP positivt laddat, vilket triggar ruptur och ddrmed mRNA-internalisering till
cytosolen (11).

Det dr sedan tidigare ként att endast en liten del av allt internaliserat innehall fran LNP nér
cytoplasman. Detta kan till exempel bero pé att endosomen inte ar sur nog for att jonisera de
joniserabara lipiderna, som da inte rupterar endosomen. Man vet ocksa att perioden for uttride
ur endosomen (sa kallad endosomal escape) ér kort (20). Flera olika faktorer spelar in i
mekanismen for uttrdde ur endosomen kopplat till LNP. Sddana faktorer ar till exempel pKa-
virdet och andelen av de joniserbara lipiderna (21), de lipida svansarna (22), och fordelningen
av de lipida komponenterna (23). En del av mRNAt fortsétter binda till membranet pa LNP da
det bildar ett saltkomplex med de joniserande lipiderna, och slédpps darfor inte heller ut i

cytoplasman (24).

I enighet med ovanstaende finns det manga olika faktorer som péverkar hur mycket av LNPs
innehall som slutligen nér cytosolen. En sadan faktor 4r HSPG pé cellytan. Dessa verkar
utifrdn tidigare forskning ha en central roll 1 processen didr LNP anvénds for administrering av
mRNA in till cellen. En nyligen publicerad studie visar pé att HSPG pdverkar méngden
mRNA som slutligen nér cytosolen. Heparansulfaten ar starkt negativt laddade och har mer

specifikt visat sig involverade 1 det LDL-receptorberoende upptaget (25).

De LNP som anvénds i studien innehaller mRNA som kodar for gront fluorescerande protein
(GFP). Under flodescytometri bestralas cellerna med en laser, vilket gor att de exciteras. Da
avges ljus som sedan mits utifran intensiteten pa fluorescensen. GFP ger ett gront
fluorescerande ljus, medan mRNAt dr fargat med CyS5 fluorofor som rott ljus. Att méta bade

Cy5 och GFP motsvarar dels hur mycket mRNA som tagits upp i cellen (Cy5), dels uttrycket
av GFP.

Syfte
Syftet r att jimfora tva olika celltyper sett till deras formaga att ta upp nanopartikel-

formulerat mRNA i cellen samt frisétta det i cytosolen dir det utdvar sin biologiska aktivitet.
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Fréagestallning

Har den lipidbaserade nanopartikeln innehdllandes mRNA léttare att gora sonder endosomens
membran utan starka negativa laddningar som kan konkurrera for inbindning av

membransdestabiliserande nanopartikelkomponenter?

Metod
Cellkultur

De tva celltyperna som anvinds i studien ar en wild type kallad CHO-K 1, samt en mutant
kallad PGSA-745. De bada harstammar frén etablerade cellinjer frin kinesiska hamstrar, mer
specifikt ovarieceller. Skillnaden pa de bada cellerna ér att PGSA-745 saknar det enzym som 1
cellen syntetiserar heparansulfatet som vanligtvis sitter bundet till proteoglykanen pa cellytan.
Tillsammans utgdr heparansulfat och proteoglykan en ko-receptor (HSPG) till LDL-receptorn,
for vilken LNP binder in till varpé den internaliseras. Pa sa sétt utgér HSPG en central del 1
leveransen av mRNA i LNP in till cytosolen. Eftersom PGSA-745 &r muterad saknar den
heparansulfatet, och har darfor inte heller dess starkt negativa laddningar, som eventuellt kan

paverka mRNA-leveransen fran LNP.

Genomforande

Sétta celler 1 brunnar

Materialet som behdvdes desinficerades lades under dragskap. De bada cellodlingsflaskorna
(CHO-K1 och PGSA-745) togs ut ur inkubationsskapet och sattes dven de under dragskap.
Mediet (F12K, 1% streptomycin, 1% glutamat, 10% FBS) sogs ut med hjilp av en slang forst
ur ena cellodlingen, och sedan med ett nytt munstycke ur den andra. PBS hélldes ner i de bada
flaskorna sé att det precis tickte hela botten. Dérefter sogs all vdtska bort med en slang, dar
olika munstycken anvéndes for de olika flaskorna. Samma tvéttning med PBS upprepades en

géng for bada cellodlingarna.
Med hjélp av en pipett tillsattes 1 ml trypsin till vardera flaska. Sedan lades de bada flaskorna

1 inkubationsskap. Efter 5 min togs de ut och 2 ml medium pipetterades ner i de bada

flaskorna. Med hjélp av uppsugning och utslépp ur pipetten blandades vitskan 1 flaskorna.
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Mellan de bada flaskorna byttes pipettspetsen. Vétskan hilldes sedan ner 1 mindre ror, som

maérks efter celltyp likt flaskorna.

Ur vardera r0r pipetteras 10 pl i tvd omgéngar, som sétts i en cellrdknare. Det gjordes alltsd
tva prov per celltyp. Antalet celler per milliliter antecknades, och anvindes sedan for att rikna
ut hur mycket av vitskan 1 roret som skulle tillforas till varje brunn i ett senare steg (se

berdkning 1 nedan).

Resterande innehall centrifugerades pa 1000xg i 5 minuter. Darefter sogs median ut ur de
bada roren, med byte av munstycke mellan. 1 ml media resuspenderades i de bada réren, med

byte av munstycke mellan.

Tva nya ror namngavs enligt de olika celltyperna. 6 milliliter media pipetterades ner i de bdda,
och sedan dven 56,7 ul ur det ursprungliga roéret markt CHO-K1, respektive 60,0 ul ur det
mérkt PGSA-745. Volymerna av cellosningarna berdknades utifrén att varje brunn senare
skulle innehalla 35 000 celler (se berdkning 1 nedan). Med hjélp av respektive pipettspetsar
blandades innehallet i roren. Dérefter namngavs locket till en 48-brunnars cellodlingsplatta
med en spritpenna enligt féljande: bokstiaverna A-J dir varje bokstav far varsin brunn - en tom
rads mellanrum — bokstdverna K-T dér varje bokstav far varsin brunn. I brunnarna mérkta A-J
pipetterades 500 pl i varje, ur det nya roret miarkt CHO-K1. Pipettspetsen byttes. I brunnarna
markta K-T pipetterades sedan 500 pl i varje, ur det nya roret markt PGSA-745. Slutligen

stilldes 48-brunnars cellodlingsplattan in i inkubationsskap i 20 timmar.

CHO-K1:
2.4 x 108 x3 =72 x 106
35000 18l
72 % 1006) oK
48x12=57.6ul
PGSA-745:

2.35 x 1010 x 3 =7.05 x 10

Sida 11 av 27



35000 _
705 x 1006 > H

50x12=60pul
Berdkning 1 anvinder data fran cellriknaren for CHO-K1, och tar i forsta steget reda pa hur
manga celler som finns i 3 ml viitska, utifran att cellrdknaren ger antalet celler i 1 ml viitska.
I andra steget berdknas hur stor volym som ska tillsdtts till varje brunn utifran att varje brunn

ska innehdlla 35 000 celler. I det sista steget ges hur mycket av cellblandningen som totalt
behovs for att fylla 12 st brunnar. Samma berdkningar gors dven for PGSA-745.

Seriespddning av LNP i medium

Ett ror med medium placerades 1 vattenbad med temperaturen 37° Celsius. Materialet som
behovde desinficerades och placerades i dragskapet. Nar mediet upplevdes ha samma
temperatur som vattenbadet placerades dven det 1 dragskipet. 7 ml medium pipetterades ner 1
ett ror. Pipettspetsen byttes. Sedan tillsattes 42 ul ApoE3 med hjélp av en pipett, for att {4 en

koncentration pa 3 pg/ml.
Vg % Gy = Vip X (i

Viayx 05 (27) = 7GmD) x 3 (55)

Berdkning 2 tar reda pa hur mycket av ApoE3 som mdste tillsdttas till mediet (7 ml) for att fa
koncentrationen 3 ug/ml. Spddningsformeln anvindes och volymen ApoE3 Iéstes ut.

4 eppendorfror namngavs med siffrorna 1-4 med en spritpenna. Dérefter pipetterades 1600 pl
av mediet med ApoE3 till rér 1. Aven 6 ul LNP med koncentrationen 0,4 pug/ml tillsattes.
Vitskan 1 ror 1 doptes till 16sning 1, som utgjorde grundlosningen i den kommande

spadningsserien (se tabell 1 nedan). Vidare pipetterades 1200 pl av mediet med ApoE3 ner till

ror 2, 3 respektive 4.

Sedan gjordes en seriespadning i storleksordningen 1:4 enligt foljande tillvigagangssitt:

Sida 12 av 27



400 pl frén ror 1 flyttades 6ver till ror 2 med hjilp av en pipett, dar vitskan i ror 2 utgjorde

16sning 2. Vidare byttes pipettspetsen varpa 400 ul flyttades fran ror 2 till ror 3 med hjélp av

en pipett. Efter att pipettspetsen byttes flyttades slutligen 400 ul fran ror 3 till ror 4, och dér

vitskan dé utgjorde 16sning 4. Koncentrationen LNP for respektive 10sning blev da foljande:

16sning 1 = 1,5 ug/ml, 16sning 2 = 0,375 pg/ml, 16sning 3 = 0,09375 och 16sning 4 =
0,0234375 pg/ml.

C:Losning | D:Losning | E:Losning | F: Losning | G:Losning | H:Losning
A:Kontroll | B:Kontroll | 1 (1,5 1(1,5 2 (0,375 2 (0,375 3 (0,09375 | 3 (0,095
CHO-K1 CHO-K1 png/ml) pug/ml) ug/ml) pg/ml) ug/ml) pg/ml)
CHO-K1 CHO-K1 CHO-K1 CHO-K1 CHO-K1 CHO-K1
I: Losning | J: Losning
4 4
(0,0234375 | (0,0234375
pg/ml) pg/ml)
CHO-K1 CHO-K1
M:Losning | N:Losning | O:Losning | P: Losning | Q:Losning | R:Losning
K:Kontroll | L: Kontroll | 1 (1,5 1(1,5 2 (0,375 2 (0,375 3(0,09375 | 3 (0,09375
PGSA-745 | PGSA-745 | ng/ml) ug/ml) ug/ml) ug/ml) ug/ml) ug/ml)
PGSA-745 | PGSA-745 | PGSA-745 | PGSA-745 | PGSA-745 | PGSA-745
S: Losning | T: Losning
4 4
(0,0234375 | (0,0234375
pg/ml) pg/ml)
PGSA-745 | PGSA-745

Tabell 1 visar en 6versikt 6ver 48-brunnars cellodlingsplattan som anvindes for inkubation
av celler i ndrvaro av LNP. De olika brunnarna dr namngivna med bokstdver, och innehaller
celler som behandlas med olika koncentrationer av LNP. Tva olika celltyper har satts i
brunnarna, hdlften har en wild type kallad CHO-K1, och hdlften en muterad kallad PGSA-
745. Fdrgerna symboliserar spddningsgrad, ddr mérk fdrg innebdr hogre koncentration LNP
dn ljus fdarg. De grdaa rutorna i tabellen innebdr kontroller for de bada celltyperna, som dd

inte har ndgon LNP alls.

Tillsattning av LNP till celler

48-brunnars cellodlingsplattan med cellerna togs ut fran inkubationsskapet och placerades i

dragsképet. Aven PBS och relevanta pipetter placerades i dragskapet. Mediet i brunn A-J sogs
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forsiktigt bort med hjélp av en slang. Dérefter pipetterades langsamt 3 pl PBS ner i respektive

brunn. Vidare byttes munstycket pa sugen och PBS s6gs upp fran ovan ndmnda brunnar.

Sedan skulle brunnarna fyllas med ritt koncentration LNP (se tabell 1 ovan). Detta gjordes pa
foljande sitt:

250 pl av medium med ApoE3 pipetterades ner i brunn A och B. 250 pl av 16sning 1
pipetterades ner 1 brunn C och D. 250 pl av 16sning 2 pipetterades ner 1 brunn E och F. 250 pl
av 16sning 3 pipetterades ner i brunn G och H. 250 pl av 16sning 4 pipetterades ner i brunn I

och J. Vid varje ny losning byttes pipettspetsen.

Samma procedur for tillsdttning av LNP upprepades for brunnarna K-T; uppsugning av
medium, tillsidttning och borttagning av PBS, pipettering av medium och l6sningar till
brunnarna enligt stigande ordning (K och L med medium, M och N med 16sning 1, O och P
med 16sning 2, Q och R med 16sning 3, S och T med 16sning 4). Slutligen sattes 48-brunnars

cellodlingsplattan in i inkubationsskap i 24 timmar.

Infor flodescytometri

Under foljande del av experimentet var belysningen i dragsképet avstingd. 48-brunnars
cellodlingsplattan togs ut ur inkubationsskapet och sattes under dragskép tillsammans med
Ovrigt relevant material som forst spritats av. Med hjélp av en sug tillhorande munstycke sdgs
mediet ur samtliga brunnar. Dérefter pipetterades PBS ner i alla brunnar sé att det precis
tackte botten. Efter 2 minuter sogs dven PBS bort fran samtliga brunnar med sugen. Med en
pipett tillsattes sedan 60 pl trypsin till varje brunn, varpa hela cellodlingsplattan sattes in i
viarmeskdp i 2 minuter. Efter 2 minuter pipetterades 300 pl tillvixtmedium i samtliga brunnar,
och med en ny pipettspets for varje brunn blandades innehéllet genom att suga upp och sliappa

ut vitskan upprepade ganger.

20 stycken FACS-tuber sattes i en provhallare, som sedan placerades i en balja med is.
Tuberna namngavs med bokstidverna A-T. Darefter 6verfordes brunnarnas innehall till
respektive tub med en pipett; brunn A till tub A osv. Pipettspetsen byttes mellan varje brunn.
Samtliga ror sattes in i centrifugen och centrifugerades sedan i 5 minuter pa 400xg. Efter det
togs supernatanten forsiktigt bort fran alla tuber genom att luta tuben och forsiktigt suga upp
vitskan. Samtliga tuber drogs dver en metallhéllare, varpd 500 pl FACS-buftert (0,5%
BSA/PBS) tillsattes i alla tuber med hjdlp av en pipett.
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Aterigen centrifugerades tuberna i 5 minuter p4 400xg, varpa supernatanten togs bort enligt
ovanstaende tillvigagingssatt. Darefter drogs tuberna dver metallhallaren igen, for att
slutligen fa ytterligare 200 pl av FACS-bufferten pipetterat vardera. Innehéllet i tuberna
resuspenderades en sista gdng med en pipett, och ny pipettspets mellan varje. Dérefter kordes

de i1 flodescytometern enligt nedanstaende.

Flodescytometri

FACS-tuberna holls kylda med is. Tuberna i form av kontroller (A och B) for CHO-K 1
cellinjen placerades i vortexmixer i 2 sekunder vardera. Sedan gjordes en analys med
flodescytometern (BD Accuri C6 Plus flow cytometer) av tub A. Med hjilp av analysens data
valdes en gate ut, med utgéngspunkt i var granulationen var hogst (SSC-A, side scatter area).
Denna kallades P1. For resterande prov placerades de tva dubbletterna (C tillsammans med D,
E tillsammans med F osv) 1 vortexmixern 1 2 sekunder for att sedan analyseras i
flodescytometern efter varandra med f6ljande instéllningar: 5000 celler, volymbegriansning
150 pl, gate P1. Den datan som samlades in var linje 1 = GFP, samt linje 4 = Cy5 fran
mRNA. Detta upprepades for samtliga dubbletter i bada cellinjerna.

Duplicering
Hela experimentet genomfordes en gang till pd samma sétt som ovanstaende metoddelar,
med undantag for “sétta celler 1 brunnar” dér utrdkningarna baserades pa nya métvirden (se

berdkning 3 nedan). De bada utférandena sammanstills i resultatet.

CHO-K1:
1.35 x 108 x 3 = 4.05 x 106
35000 66l
4.05 x 1016)  OOH
86x12=104pul
PGSA-745:

445x 1063 x 3 =72 x 100
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35000 _ .
72x 1006) oK

35x 12 =41,6ul

Berdkning 3 anvinder data fran cellrdknaren for CHO-K1, och tar i forsta steget reda pa hur
manga celler som finns i 3 ml viitska, utifran att cellrdknaren ger antalet celler i 1 ml viitska.
1 andra steget berdknas hur stor volym som ska tillsdtts till varje brunn utifran att varje brunn
ska innehdlla 35 000 celler. I det sista steget ges hur mycket av cellblandningen som totalt
behovs for att fylla 12 st brunnar. Samma berdkningar gors dven for PGSA-745.

Bearbetning av data

Analysen frén samtliga experiment kopierades over fran flodescytometern till en Excel-fil.
Virdena som sparades ner var medelvirde pa den fluorescerande intensiteten for samtliga 20
prover; 4 olika koncentrationer med dubbletter for de bada cellinjerna, samt 2 kontroller for
varje. Utifran kontrollernas medelvarden rdknades bakgrundsfluorescensen ut, och
subtraherades fran ovriga varden. Dérefter berdknades medelvérdet for de bada dubbletterna.
For varje koncentration LNP gavs da en intensitet pa fluorescensen for bade Cy5 och GFP.
Aven standardavvikelse riknades ut for dessa virden. Sedan analyserades resultatet i bade

stapeldiagram och linjediagram.

Etiska reflektioner

I projektet anvénds redan etablerade cellinjer som hirstammar fran ovarieceller fran kinesiska
hamstrar. Enligt etikprovningsmyndigheten behovs inget tillstind savida cellerna inte kommer
frén levande identifierbara djur, och si ér inte fallet. Darfor behovs inget etiskt tillstand.
Utifrén resultaten i var studie sa vdl som andra inom samma forskningsomrade, kan etiska
tillstdnd och sékerhetsatgirder bli aktuella ndr man applicerar fynden mer kliniskt kopplat till

upptag av mRNA-ldkemedel hos ménniskor.

Resultat

Syftet med studien var att underséka hur HSPGs negativa laddningar paverkar upptaget av
mRNA frén LNP in i cellen, samt utslédppet till cytosolen. Detta gjordes genom att jamfora tva
olika celltyper, dir CHO-K1 &r en wild type och PGSA-745 en mutant som saknar HSPG och
didrmed dess negativa laddningar. De bada cellinjerna blev behandlade med olika

koncentrationer av LNP som innehdll mRNA kodandes for GFP, och sedan analyserades
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samtliga prover i flodescytometer. Da fluorescerar mRNAt i rott ljus genom fargning med
CyS5 fluorofor, och GFP som gront ljus. Det Cy5 symboliserar dr darfor mdangden mRNA som
tagit sig in i1 cellen genom LNP; internaliseringen, och GFP hur mycket av mRNAt som

slappts ut frdn endosomen och didrmed uttryckts som proteinet GFP; aktiviteten.

Tva identiska experiment utfordes for att ta reda pa 1 vilken utstrdckning HSPG faktiskt
paverkar LNP-upptaget. Figur 1 och 2 redovisar resultatet fran experiment 1, och figur 3 visar
en sammanstillning for resultaten i bdde experiment 1 och 2. Ovriga figurer och tabeller for
endast experiment 2 samt ytterligare jamforelser av resultatet mellan de bada experimenten

finns 1 bilagor (se bilagor).

Internalisering och mRNA-aktivitet ar beroende av LNP-
koncentrationer for bdda cellinjer

I figur 1 visas hur mycket fluorescens som kan métas vid en viss koncentration LNP (se figur
1). Mélet var att undersoka hur de tvé olika cellinjernas internalisering av mRNA och aktivitet
i cellen paverkas av olika koncentrationer av LNP. Vi observerar da att samtliga staplar
sjunker med minskad koncentation LNP, det vill sdga blir lagre ju ldngre at hoger i varje
delfigur man tittar. Det indikerar att méngden internalisering samt aktivitet &r beroende av
koncentrationen av LNP som fanns 1 16sningen for respektive prov. Alltsd minskar bade

internalisering och aktivitet i cellen med en minskad koncentration av LNP.

A#1 CHO-K1 B #1 PGSA-745
120 000,00 120 000,00

: 100 000,00 f 100 000,00

R 80 000,00 80 000,00

0 000,00 60 000,00

40 000,00

cence intensity (2

40 000,00

o
151
2
9]
2
5]

20 000,01

0 oy o S 20000,00 =
) ;
0,00 - - 2

15 0375 0.09375 00234375 0,00

Fluores

1.5 0.375 0.09375 0.0234375
Koncentration LNP (ug/mL) Koncentration LNP (ug/mL)

Aktivitet ®Internalisering Aktivitet mInternalisering

Figur 14 illustrerar hur olika koncentrationer av LNP (ug/ml) paverkar CHO-KI-cellernas
upptag av mRNA (internalisering) samt uttryck av GFP (aktivitet) vid flodescytometri. 1B
illustrerar hur olika koncentrationer av LNP (ug/ml) paverkar PGSA-745-cellernas upptag av
mRNA (internalisering) samt uttryck av GFP (aktivitet) vid flodescytometri. I A och B dr Y-
axeln fluorescence intensity (u.a) och X-axeln visar koncentrationen av LNP som tillsatts till
cellerna. De svarta strdcken symboliserar standardavvikelsen for varje enskilt prov.

Sida 17 av 27



Jamforelse av cellinjernas mRNA-internalisering samt aktivitet vid
olika LNP koncentrationer

Vidare kan vi se en direkt jimforelse av de bada celltypernas fluorescens bade vad géller
internalisering av mRNA (se figur 2A) och aktiviteten (se figur 2B). De bléa linjerna, vilka
representerar wild type, tenderar att ha ett hogre virde pé y-axeln dn de réda linjerna, vilka
representerar mutanten, for samma x-virde. For en viss koncentration LNP ges bade en hogre
internalisering och en hogre aktivitet hos wild type jamfort med mutanten. Det visar pé att de
muterade cellerna som saknar HSPGs negativa laddningar har en sémre internalisering och
aktivitet i cellen, &n wild type som har de negativa laddningarna pé cellytan, for en given

koncentration av LNP.

A #1 Internalisering B #1 Aktivitet

__ 120000 120000
£ 100000 & 100000
2 2
Z 80000 ‘@ 80000
g 5
S 60000 £ 60000
o o
= g
S 40000 S 40000
] 2
3 20000 S 20000
= =

0 0

1.5 0.375 0.09375 0.0234375 1.5 0.375 0.09375 0.0234375
Koncentration LNP (ug/ml) Koncentration LNP (ug/ml)
w——CHO-K| e—PGSA-745 e CHO-K ] e PGS A-745

Figur 24 jamfor de olika celltyperna CHO-K1 och PGSA-745 sett till deras formdga att ta
upp mRNA (internalisering) vilken mdts som Cy5, och 2B jamfor aktiviteten i cellen vilken
mdts som GFP (aktiviteten), beroende pa koncentrationen av LNP (ug/ml) som tillsatts till
cellerna. Detta mdits i fluorescence intensity (a.u.) som visas pd y-axlen.

Sammanstillning av experiment 1 och 2

I figur 3A jamfors upptaget av mRNA for de bdda celltyperna, det vill sdga internaliseringen, i
de bada experimenten som genomforts (se figur 3). De bada blaa linjerna, som symboliserar
cellinjen CHO-K1, f6ljer varandra mer eller mindre 1 bade lutning och form, och detsamma
géller for den roda och gula linjen som visar upptaget hos PGSA-745. De bada experimenten
ger alltsd samma foréndring i upptag av mRNA, dér det gemensamma &r att mRNA-upptaget
sjunker med ldgre koncentration LNP. Vid jamforelse dem emellan ser vi ocksa en stor
skillnad mellan de béda celltyperna, dir CHO-K1 verkar ha hogre upptag av mRNA for

samtliga koncentrationer.

I figur 3B ser vi en sammanstéllning av de bdda experimenten sett till aktiviteten, det vill séga
uttrycket av GFP, beroende pa celltyp och koncentration LNP. Vid jamforelse av hur mycket

aktivitet som fanns vid olika koncentrationer for CHO-K 1 vid de bada experimenten, det vill
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sdga de bada blaa linjerna, ser resultatet i princip likadant ut. Detsamma géller for PGSA-745
1 de bada experimenten, det vill sdga den gula och den roda linjen. Att linjerna for experiment
1 och 2 ligger sa néra varandra och dessutom har liknande lutningar, visar pé att vi fatt
likvirdiga resultat i bdda experimenten. Vid jimforelse mellan de bada celltyperna ser vi, likt
internaliseringen, att dven aktiviteten verkar vara hogre for wild type dn for mutanten, for

samtliga koncentrationer av LNP.

A Internalisering B Aktivitet
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Figur 34 jamfor de olika celltyperna CHO-K1 och PGSA-745 frdn bdde experiment 1 och 2
sett till deras formdga att ta upp mRNA (internalisering), samt i 3B dess uttryck av GFP
(aktivitet), beroende pd koncentrationen av LNP (ug/ml) som tillsatts till cellerna. Detta mdts

i fluorescence intensity (a.u.) som visas pd y-axeln. Siffran som stdr efter # symboliserar vilket
av experimenten datan dr hamtad ur, bade for CHO-K1 och for PGSA-745.

Diskussion

Sammanfattning av fynd

Viért resultat visar pa att hogre koncentrationer av LNP innebir storre internalisering och
aktivitet i cellen, oberoende av celltyp. Vi ser dessutom att de negativa laddningarna i HSPG
verkar frimja upptaget av LNP, eftersom wild type har hogre fluorescens dn mutanten som
helt saknar de negativa laddningarna. Mutanten har lagre aktivitet an wild type, vilket
antingen kan bero pa det lagre upptaget av LNP, eller att 4ven utsléppet till cytosolen paverkas
av HSPGs negativa laddningar. Sa vdl Cy5 som GFP ar hogre i CHO-K1, vilket indikerar att
bade upptaget av LNP in till cellen och utsldppet av mRNA till cytosolen skulle kunna gynnas
av de negativa laddningarna. Det verkar alltsd som bdde internaliseringen och aktiviteten

paverkas av de negativa laddningarna, som saknas hos mutanten.

Vart resultat tyder alltsd pd att HSPG och dess negativa laddningar underléttar for LDL-
receptorn vid upptaget av LNP, men dven for forstoringen av endosomen. Daremot ser vi att
de negativa laddningarna inte dr en forutsdttning for att kunna internalisera LNP, eftersom vi
far fluorescens av bade Cy5 och GFP dven hos mutanterna vid hog koncentration av LNP.

Detta innebdr att de negativa laddningarna verkar 6ka effektiviteten vid internalisering av
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LNP, men att de inte dr en forutséttning for att processen ska kunna genomforas. Det skulle
ocksa kunna innebéra att det finns andra mekanismer for internaliseringen av LNP som inte ar
kopplade till LDL-receptorn 6ver huvud taget. Sddana mekanismer hade kunnat vara upptag
genom makropinocytos eller upptag genom endocytos med hjélp av scavenger-receptorer (2,

5).

En egen teori kring varfor vi har fitt det resultat vi har fatt, det vill séga att framfor allt
upptaget till cellen gynnas av de negativa laddningarna, baseras pd olika elektrostatiska
laddningar och dess attraherande krafter till varandra. HSPG sitter pa cellytan och agerar som
ko-receptor till LDL-receptorn. HSPGs starka negativa laddningar attraherar LNP som ar
positivt laddade pa grund av de joniserbara lipiderna. Detta gor att det kan tas upp en storre
méangd LNP, eftersom de attraherande krafterna gor att de nér cellytan och pé sa sitt kan
fdngas in av LDL-receptorerna. HSPG effektiviserar alltsd inbindningen av LNP till LDL-

receptorn pa cellytan. Darfor kan de negativa laddningarna leda till en 6kad internalisering.

Nér LNP har bundit in till LDL-receptorn endocyteras hela detta komplex och bildar, genom
det endolysosomala systemet, en endosom. I endosomen pumpar V-ATPaset in protoner (H+)
och skapar darfor en sur miljo, vilket i sin tur gor att de joniserbara lipiderna i LNP far en
starkare positiv laddning. Eftersom HSPG, som sitter pa endosomens intralumenala membran,
har starkt negativa laddningar innebér detta att LNP som &r positivt laddat, kan binda till
HSPGs negativa laddningar. Den hér starka bindningen leder till ruptur av endosomens
membran genom att membranets lipidbindningar destabiliseras, och pé sa sitt sker ett utsldpp
av mRNA. Diarmed skulle HSPGs negativa laddningar kunna gynna &ven aktiviteten i cellen,

vilket vi ser tendenser till 1 vart resultat.

Koppling till tidigare studier

En nyligen publicerad studie kring regleringen av mRNAs upptag till celler i terapeutiskt syfte
har konstaterat att HSPG 4r en mediator. Denna studie gjordes med hjilp av clustered
regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR) for att kartldgga de protein som
hade en paverkan vid upptaget samt frisdttningen av LNP frdn endosomen ut till cytosolen. I
enlighet med vart resultat har dven det i den tidigare studien visat att HSPG som ko-receptor
okar upptaget av LNP till cellen. De kunde dven identifiera vikten av ett ubiqutinligas,
TRIM?25, som kunde aktiveras vid ett lagt pH och da minska mRNAts effekt i cellen. Vidare
kunde detta undvikas om mRNA modifierades pa specifika sitt. Samtliga fynd fran denna

studie okar forstaelsen kring hur framtidens mRNA terapi skall utformas (11).
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Styrkor, svagheter och begriansningar

En styrka med vér studie dr att den genomfordes tva ganger, och dd med identisk metod bada
gangerna. Detta gor att risken for felkdllor minskar kraftigt jamfort med att endast genomfora
det laborativa en gang. Att fa tva pa varandra foljande resultat dir samma slutsats kan dras ar

en styrka ur ett tillforlitlighetsperspektiv.

Att studien genomfordes endast tva ganger kan ocksé ses som en begrinsning. Det hade
kravts ett tredje experiment for att statistiskt kunna analysera datan med t-test, och dirmed fa
ut signifikans. Detta dr avgorande for att kunna avgora reproducerbarhet och dven med hjélp
av p-vérdet kunna bestimma signifikansen for resultatet. Det optimala hade darfor varit att
genomfora allting en tredje, och kanske dven en fjirde gdng. Vi hade tyvirr inte mojlighet att
upprepa metoden mer dn en gang, pa grund av den begrinsade tiden for projektet. Om vi hade
genomfort allting igen och med mer tid hade vi gédrna sett att experimentet utférdes en tredje

gang just for att kunna gora ett t-test.

Att det gjordes dubbletter for samtliga prov infor flodescytometrin, for varje LNP-
koncentration och for kontrollerna, &r ytterligare en styrka med studien. Att testa tva prover
som behandlats pd exakt samma sétt for varje métning, och sedan ta ett medelvérde pd dessa,
Okar ocksa trovirdigheten 1 resultatet. Det 6kar sannolikheten for att ett tredje prov, om ett
sadant skulle tas, ocksa skulle ge ett liknande vérde, eftersom vi nu har anpassat efter tva
olika virden istéllet for bara ett. Risken for felkéllor s& som kontamination och liknande

minskar vid dubbel métning av varje enskild del.

Studien blir ddremot begriansad i hur langt man kan dra kliniska slutsatser utifrdn resultatet.
Detta eftersom studien endast behandlade cellinjer med ursprung i kinesiska hamstrar, och da
specifikt ovarieceller. Mer kunskap kring hur dessa celler skiljer sig fradn 6vriga celler 1
hamstern, och ocksa fran ménskliga celler behovs for att studien ska kunna 3 ett brett

anvandningsomrade kopplat till terapeutiskt bruk.

Felkallor

En viktig faktor som skulle kunna ha en negativ paverkan pa resultatet, eller till och med ge
en nagot felaktig bild av hur verkligheten ser ut, &r att det i ndgra av proverna fanns for fa
celler. Vi valde att stélla in flodescytometern pé att méta fluorescensen pa 5000 celler for varje
prov, men i nagra av proven kom antalet métta celler endast upp till ca 1000 st. Det paverkar i

sin tur méngden fluorescens som méttes ur provet. Det skulle till exempel kunna bero pa att
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det fanns for fa celler vid starten i just det provet, och att en stor del av dem da tvittades bort 1
samband med PBS som skulle tvitta cellerna. Aven tillsatsen av trypsin, ett enzym som
forstor cellforbindelserna och ddarmed far cellerna att lossna frén ytan pa brunnen infor
flodescytometern, skulle eventuellt kunna skada cellerna. Enzymet dr ett proteas som
dessutom skulle kunna forstora andra komponenter av cellerna dn de initialt avsedda.
Ytterligare en faktor som kan paverka om cellerna &r kdnsliga &r att ndgon vitska, sd som
medium eller spddningen, pipetterades ner for hart och snabbt mot cellerna som da skulle
kunna forstoras. Alla dessa faktorer skulle kunna ha en inverkan i de prover som i slutdndan

hade for fa celler att méita.

For att undvika denna felkédlla hade vi kunnat stilla in flodescytometern pé ett ldgre antal
celler, som da ticks samtliga prover. Samtidigt ger ett l4gre antal celler en mindre bred

undersokning och ddrmed ett resultat som &r svérare att dra en generell slutsats fran.

En annan felkilla &r att ett av kontrollproverna i andra experimentet pa négot sétt blev mitt pd
fel sétt 1 flodescytometern. Det kan handla om att instillningarna inte var korrekt instéllda,
eller att provet inte mixades ordentligt pd vortexmixern innan métningen. Resultatet blev
siffror for fluorescensen som inte alls stimde dverres med varken det forsta experimentet, den
andra kontrollen i samma experiment som behandlats pd samma sétt under odling och tillvéxt,
eller det forvédntade resultatet. Darfor valde vi att utesluta detta virde i sammanstéllningen av
samtliga resultat fran det andra experimentet, och endast utga fran det andra kontrollprovet
som fungerade som det skulle. Det fanns alltsd ingen dubblett for denna kontroll, vilket &r en

svaghet och ndgot som paverkar trovirdigheten i resultatet.

Det bésta vi hade kunnat gora i det hir ldget for att inte basera kontrollens vérde pa endast en
av proverna i dubbletten hade varit att gora om hela experimentet en gang till. Da hade vi
forhoppningsvis lyckats fa ett rimligt virde pa bada kontrollerna, och sedan kunnat ta ett
medelvirde precis som tanken var. Ddaremot hade vi inte den tiden under projektarbetet, utan

fick 16sa det sa bra som mojligt utifrén vara forutséttningar.

Forslag pa framtida forskning

For att lyfta vart resultat vidare hade man kunnat gora en bredare studie dar ménskliga celler
undersoktes utifrdn samma fragestillning. Att veta hur de starka negativa laddningarna pa
HSPG paverkar upptaget av nanopartikelns innehall i minniskor dr avgérande for att kunna

administrera lakemedel pa ett sa effektivt sdtt som mojligt. Att veta exakt hur de negativa
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laddningarna paverkar upptaget in till cellen dr avgdrande for att kunna administrera rétt doser

for framtidens mRNA-ldkemedel, och dirmed undvika toxicitet.

Ett rimligt forsta steg i den vidare forskningen dr dérfor samma typ av studie for ménniskans
celler, som dé ger en bredare och mer anvédndbar slutsats. Darefter skulle forskning kunna
goras med specifika mRNA-ldkemedel 1 nanopartikeln, for att se om ldkemedlen i sig ocksa
paverkar upptaget till cytosolen. Det skulle kunna leda till en stor utveckling inom

lakemedelsadministrering och ddrmed ldngsiktigt den globala hilsan.

Svar pa syfte och fragestillning

Syftet med studien var att underséka hur HSPGs negativa laddningar pdverkar upptaget av
mRNA frén LNP in i cellen, samt utslédppet till cytosolen. I resultatet ser vi att wild type som
har de negativa laddningarna uppmaéter en hogre niva av bdde Cy5 och GFP, det vill sdga tar
upp LNP och frigor dess mRNA, i mycket hogre utstrackning dn vad mutanten som saknar

laddningarna gor, for varje given koncentration av LNP.

Fragestéllningen kopplad till studien ifrdgasétter huruvida LNP har léttare att gora sonder
endosomens membran utan de starka negativa laddningarna 1 HSPG som eventuellt skulle
kunna paverka utsldppet. Samtliga resultat tyder pa att internaliseringen av mRNA sé vil som
utsldppet i cytosolen som kommer till uttryck som GFP, &r hogre for wild type én for
mutanten. Eftersom skillnaden mellan mutanten och PGSA-745 &r just de negativa
laddningarna, besvaras fragestillningen med ett nej; resultatet tyder pa att LNP tas upp och

frigor sitt mRNA 1 storre utstrackning i ndrvaro av HSPGs negativa laddningar.

Deklaration av arbetsfordelning

Sigrid och Mina har under hela processen fordelat arbetet jamnt, i s& vél det laborativa som
skrivandet. Bada forfattarna kdnner sig delaktiga i projektarbetet, och har bidragit lika mycket
till den slutgiltiga produkten.

Nir vi startade vart laborativa arbete var LNP redan fuserat med mRNA kodandes fér GFP,
som darmed direkt kunde tillsdttas till mediet och sedan cellerna. Detsamma géller for

ApoE3-16sningen, som redan var forberedd.
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Ett avslutande tack

Vi vill rikta ett stort tack till Wesley Sturgess som har varit till stor hjdlp under den laborativa

delen sa vl som ett fint stod 1 skrivandet. Det &r vi mycket tacksamma f6r.

Vi vill dven tacka var handledare Anders Wittrup for ett bra samarbete ldngs hela processen.
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Bilagor

CHO-K1
FL1-A FL4-A
Vérden fran flodescytometern | Varden minus bakgrundsfluorescens Medelvérde [Standardavvikelse |Vérden fran flodescytometern  |Vérden minus bakgrundsluorescens | Medelvérde |Standardavvikelse
Konc LNP
0 (kontroll) 1795,64 282,17
0 (kontroll 1724,18 1759,91 280,88 281,525
1,5 59201,70 57441,79 94 173,59 93892,065
15 57768,07 56 008,16 56724,975 1013,729495 94 007,71 93726,185 93809,125 117,2948729
0,375 24982,16 23222,25 20001,69 19720,165
0,375 18 833,39 17073,48 20147,865 4347,836963 17 636,95 17355,425 18537,795 1672,12369
0,09375 7089,58 5329,67 2719,11 2437,585
0,09375 8599,55 6839,64 6084,655 1067,710026 2537,67 2256,145 2346,865 128,2974544
0,0023475 3776,98 2017,07 787,03 505,505
0,00234375 3394,58 1634,67 1825,87 270,3976331 850,88 569,355 537,43 45,14876798
PGSA-745
FL1-A FL4-A
Virden fran flsdescytometern | Varden minus bakgrundfluorescens Medelvirde [Standardavvikelse |Vérden fran flddescytometern Varden minus bakgrundsfluorescens | Medelvérde |Standardavvikelse
Konc LNP.
0 (kontroll) 1541,84 260,07
0 (kontroll 1591,75 1566,8 264,29 262,18
15 24210,71 22643,915 35778,54 35516,36
15 25074,08 23507,285 23075,6 610,4947817 26 806,24 26544,06 31030,21 6344,374173
0,375 8764,39 7197,595 2305,92 2043,74
0,375 9615,20 8048,405 7623 601,6135205 2351,09 2088,91 2066,325 31,94001331
0,09375 3811,74 2244,945 559,49 297,31
0,09375 3458,05 1891,255  2068,1 250,0965974 562,94 300,76 299,035 2,439518395
0,0023475 2170,29 603,495 352,09 89,91
0,00234375 2217,13 650,335 626,915 33,12088163 341,8 79,62 84,765 7,276128778

Tabell 2 sammanstdller flodescytometri-analysen for celltyperna CHO-K1 och PGSA-7435,
frdn experiment 1. Datan avser medelvdrde av fluorescence intensity (a.u.), samma virden
fast ddr man tagit hdnsyn till bakgrunds-fluorescensen som finns oberoende av LNP,
medelvdrde for de tvd dubbletterna vid varje koncentration LNP, samt standardavvikelse for
varje prov. Datan anvdnds i samtliga figurer for experiment 1.

CHO-K1
FL1-A FL4-A
Virden fran flodescytometern [Varden minus bakgrundsfluorescens [Medelvirde [Standardavvikelse |Varden fran flodescytometern [varden minus bakgrundsluorescens [Medelvirde [standardavvikelse
Konc LNP
0 (kontroll) 2179,68 335,96
0 (kontroll 2619,13 2179,68 240,92 335,96
1,5 55 715,49 53535,81 86 304,43 85968,47
15 64 147,28 61967,60 57751,71 5962,175887 151080,53 150744,57 118356,52 45803,61957
0,375 18535,36 16 355,68 14 336,99 14001,03
0,375 22059,41 19879,73 18117,705 2491,879652 21528,54 21192,58 17596,805 5085,193772
0,09375 6453,44 4273,76 3180,19 2844,23
0,09375 8645,81 6466,13 5369,945 1550,239694 3460,51 3124,55 2984,39 198,2161729
0,0023475 3355,64 1175,96 811,56 475,6
0,00234375 3054,50 874,82 1025,39 212,9381361 758,25 422,29 448,945 37,69586251]
PGSA-745
FL1-A FL4-A
Virden fran flodescytometern [Varden minus bakgrundsfluorescens [Medelvirde [Standardavvikelse |Varden fran flodescytometern [varden minus bakgrundsluorescens [Medelvirde [standardavvikelse
Konc LNP
0 (kontroll) 1499,59 259,18
0 (kontroll 1638,40 1568,995 269,91 264,545
15 22317,13 20748,14 28066,31 27801,765
15 19816,41 18247,42 19497,775 1768,27607 25294,14 25029,595 26415,68 1960,220206)
0,375 6424,52 4855,53 1704,77 1440,225
0,375 6857,39 5288,40 5071,96 306,0853124 1965,74 1701,195 1570,71 184,5336567|
0,09375 2996,40 1427,41 619,4 354,855
0,09375 2693,19 1124,20 1275,8 214,4018471 563,9 299,355 327,105 39,24442636
0,0023475 2095,94 526,95 333,62 69,075
0,00234375 2021,64 452,65 489,795 52,53803384 325,82 61,275 65,175 5,5154328&'

Tabell 3 sammanstdller flodescytometri-analysen for celltyperna CHO-K1 och PGSA-745,
fran experiment 2. Datan avser medelvirde av fluorescence intensity (a.u.), samma vérden
fast ddr man tagit hdnsyn till bakgrunds-fluorescensen som finns oberoende av LNP,
medelvdirde for de tva dubletterna vid varje koncentraion LNP, samt standardavvikelse for
varje prov. Datan anvinds i samtliga figurer for experiment 2.
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A #2 CHO-K1 B #2 PGSA-754

_120000,00 120 000,00
& 100 000,00 & 100 000,00
2 2
z 80 000,00 g 80 000,00
] 2
£ 60 000,00 - - 60 000,00
o )
S S
5 40 000,00 g 40 000,00
2 2
2 8
§ 20 000,00 = . ;o: 20 000,00 L '
= 0,00 T — - = 0,00 - -— - -
L5 0.375 0.09375 0.0234375 L5 0.375 0.09375 0.0234375
Koncentration LNP (ug/ml) Koncentration LNP (ug/mL)
Aktivitet ®Internalisering Aktivitet mInternalisering

Figur 44 illustrerar hur olika koncentrationer av LNP (ug/ml) paverkar CHO-K I-cellernas
upptag av mRNA (internalisering) samt uttryck av GFP (aktivitet) vid flodescytometri under
experiment 2. Figur B visar samma forhadllanden for PGSA-745-cellerna. Y-axeln visar
fluorescence intensity (a.u.) och X-axeln visar koncentrationen av LNP som tillsatts till
cellerna. De svarta strdcken symboliserar standardavvikelsen for varje enskilt prov.

A #1 och #2 - CHO-K1 B #1 och #2 - CHO-K1
120000 25000
3 3
& 100000 < 20000
2 2"
Z 80000 2
5 5 15000
£ 60000 B
8 2 10000
5 40000 54
51 3
£ 20000 5 5000
= | =
2, = - _ &, m= —_
15 0.375 0.09375 0.0234375 0.375 0.09375 0.0234375
Koncentration LNP (ug/ml) Koncentration LNP (ug/ml)
Aktivitet #1 Aktivitet #2  mInternalisering #1 ~ ®Internalisering #2 Aktivitet #1 Aktivitet #2  mInternalisering #1 ~ ®Internalisering #2

Figur 54 jamfor de bada experimenten for CHO-K1 sett till dess formaga att ta upp mRNA
(internalisering), samt att uttrycka GFP (aktivitet), beroende pd koncentrationen av LNP
(ug/ml) som tillsatts till cellerna. Figur B visar samma forhallanden for PGSA-745-cellerna.
Detta mdits i fluorescence intensity (a.u.) som visas pa y-axeln. Den hégsta koncentrationen
som anvindes; 1,5 ug/ml, dr i figur 5B borttagen for att tydliggora skillnaden i upptag och
uttryck vid sjunkande koncentration av LNP. Siffran som stdr efter # symboliserar vilket av
experimenten datan dr hdamtad ur.
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