
การประเมินผลของส่วนประกอบของลิโพโซมต่อการนำส่งสารท่ีชอบนำ 
และสารท่ีเป็นสับสเตรทของพี-ไกลโคโปรตีน

นางสาวอารยา ลักขณาวรรณกุล

วิทยานิพนธ์น้ีเป็นส่วนหน่ึงของการศึกษาตามหลักสูตรปริญญาเภสัชศาสตรมหาบัณฑิต 
สาขาวิชาเภสัชกรรม ภาควิชาเภสัชกรรม 

คณะเภสัชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย
ปีการศึกษา 2548 

ISBN 974-14-3311-5
ลิขสิทธิของจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย

I  2 5 1 9 J.29X



EVALUATION OF LIPOSOMAL COMPOSITION ON DELIVERY OF 
HYDROPHILIC SUBSTANCES AND P-GLYCOPROTEIN SUBSTRATES

Miss Araya Lukanawonakul

A Thesis Submitted in Partial Fulfillment of the Requirements 
for the Degree of Master of Science in Pharmacy Program in Pharmaceutics

Department of Pharmacy 
Faculty of Pharmaceutical Sciences 

Chulalongkorn University 
Academic Year 2005 
ISBN 974-14-3311-5

4 8 1 8 5 3



Thesis Title

By
Field of study 
Thesis Advisor 
Thesis Co-advisor

Evaluation of Liposomal Composition on Delivery of 
Hydrophilic Substances and P-glycoprotein Substrates 
Miss Araya Lukanawonakul 
Pharmaceutics
Nontima Vardhanabhuti, Ph.D.
Associate Professor Thitima Pengsuparp, Ph.D.

Accepted by the Faculty of Pharmaceutical Sciences, Chulalongkom 
University in Partial Fulfillment of the Requirements for the Master’s Degree

..... . f f ......................................Dean of the Faculty of
Pharmaceutical Sciences

(Associate Professor Pornpen Pramyothin, Ph.D.)

THESIS COMMITTEE

..... ......................................................................Chairman
(Associate Professor Suchada Chutimaworapan, Ph.D.)

......... ...................................................................Thesis Advisor
(Nontima Vardhanabhuti, Ph.D.)

.............................................................. 11,

(Associate Professor Thitima Pengsuparp, Ph.D.)

........... .^ ? .'\  ะ ^ ^ » .................... Member
(Assistant Professor Wacharee Limpanasithikul, Ph.D.)

............... เ ^ . . . . ................   Member
(Pornpen Werâwatganone, Ph.D.)



IV

อารยา ลักขณาวรรณกุล: การประเมินผลของส่วนประกอบของลิโพโซมต่อการนำส่งสารที่ 
ชอบนํ้าและสารที่เปีนสับสเตรทของพี-ไกลโคโปรตีน. (EVALUATION OF LIPOSOMAL 
COMPOSITION ON DELIVERY OF HYDROPHILIC SUBSTANCES AND 
P-GLYCOPROTEIN SUBSTRATES) อ. ท่ีปรึกษา: อ. ดร. นนทิมา วรรธนะภูติ, อ. ท่ีปรึกษา 
ร่วม: รศ. ดร. ธิติมา เพ็งสุภาพ, 125 หน้า ISBN 974-14-3311-5

การศึกษานีมีวัตอุประสงค์เพ่ือประเมินผลของส่วนประกอบของลิโพโซมในการเพ่ิมการนำส่งของสารท่ีละลาย 
นำได้ดีและสารท่ีเป็นสับสเตรทของพี-ไกลโคโปรตีนเข้าสู่เซลล์และผ่านเซลล์ของเน้ือเย่ือบุผิว โดยทำการตรวจสอบเพ่ือ 
ยืนยันว่าเซลล์คาโค-2 ซ่ึงเรียงตัวเป็นชันเดียวท่ีใช้เป็นเคร่ืองมือในการศึกษามีการเรียงตัวท่ีสมบุรฌ์ และมีการแสดงออก 
ของ พี-ไกลโคโปรตีนที่เหมาะสม การศึกษาน้ีใช้แคลซีนและโรดามีน 123 เป็นตัวแทนของสารท่ีละลายน้ีาได้ดีและสารท่ี 
เป็นสับสเตรทของพี-ไกลโคโปรตีนตามลำดับ ลิโพโซมช๋ึงบรรจุแคลซีนและโรดามีน 123 ท่ีใช้ในการศึกษาเตรียมข้ึนด้วย 
วิธีพีล์มไฮเดรชันและนำมาลดขนาดด้วยการกดอัดผ่านเมมเบรนท่ีทํๅจากโพลีคาร์บอเนตซ่ึงมีขนาดของช่องเปิดเท่ากับ 100 
นาโนเมตร ผู้วิจัยได้ศึกษาการนำส่งสารเข้าเซลล์และการขนส่งสารผ่านเชลล์ของสารท่ีใช้เป็นตัวแทนท้ังสองชนิด โดย 
เปรียบเทียบในลิโพโซมท่ีมีประจุแตกต่างกันและสารละลาย นอกจากน้ีได้ใช้ผลของอุณหภูมิและเทคนิคโฟลว์ไซโทเมทร ี
เพ่ือศึกษาเพ่ิมเติมถึงกลไกในการนำส่งลิโพโซมเข้าสู่เชลล์ จากผลทดลองพบว่าเซลล์คาโค-2 ท่ีเพาะเล้ียงข้ึนมีการเรียงตัวท่ี 
แน่นและมีการแสดงออกของพี-ไกลโคโปรตีนท่ีเหมาะสมสำหรับนำมาใช้ในการศึกษา ลิโพโซมทุกชนิดท่ีใช้ในการศึกษา 
สามารถเพ่ิมการนำส่งแคลชีนเข้าสู่เชลล์คาโค-2 ได้ โดยลิโพโซมท่ีมีประจุบวก (ซ่ึงประกอบด้วยฟอสฟาทิดิลโคลีน/
สเตอริลเอมีน/โคเลสเทอรอล) และลิโพโซมท่ีไม่มีประจุ (ซ่ึงประกอบด้วยฟ่อสฟาทิติลโคลีน/โคเลสเทอรอล) สามารถ 
นำส่งสารเข้าสู่เซลล์ได้อย่างมีประสิทธีภาพมากกว่าลิโพโซมท่ีมีประจุลบ (ซ่ึงประกอบด้วยฟ่อสฟาทิดิลโคลีน/ไดเซทิล
ฟอสเฟต/โคเลสเทอรอล) โดยกลไกในการนำลิโพโซมเข้าสู่เซลล์สอดคล้องกับกระบวนการเอนโดไซโทซิส แม้ว่า
ลิโพโซมจะสามารถเพ่ิมการนำส่งแคลซีนเข้าสู่เซลล์ได้ แต่พบว่ากระบวนการนำสารออกจากเซลล์ไม่มีประสิทธิภาพเพียง 
พอท่ีจะเพ่ิมการขนส่งสารซ่ึงละลายน้ีาได้ตีผ่านเชลล์ คาโค-2 ท่ีเรียงตัวเป็นช้ันเคียวได้ สำหรับในกรณีของโรดามีน 123 
พบว่า ลิโพโซมท่ีไม่มีประอุสามารถเพ่ิมการนำส่ง โรดามีน 123 ซึ่งเป็นสับสเตรทของพี-ไกลโคโปรตีนและละลายใน 
ไขมันได้ตีเข้าเซลล์ได้ และยังเพ่ิมการขนส่งสารน้ีผ่านเซลล์คาโค-2 ท่ีเรียงตัวเป็นช้ันเดียวอีกด้วย ส่วนการนำส่งโรดามีน 
123 เข้าสู่เซลล์ของลิโพโซมท่ีมีประอุบวกและลิโพโซมท่ีมีประอุลบกลับลดลงเม่ือเทียบกับกลุ่มควบคุม ผลการศึกษา 
โดยรวมช้ีให้เห็นว่าลิโพโซมมีประโยชน์ในการช่วยให้สารท่ีละลายนํ้าได้ตีและสารท่ีเป็นสับสเตรทของพี-ไกลโคโปรตีน 
ผ่านเข้าสู่เซลล์ได้ตีข้ึน และช่วยเพ่ิมการขนส่งสารท่ีเป็นสับสเตรทของ พี-ไกลโคโปรตีนผ่านเซลล์คาโค-2 ท่ีเรียงตัวเป็น 
ช้ันเดียว คุณสมบัติทางเคมีและกายภาพของลิโพโซม เช่น ประจุท่ีผิวและสารท่ีบรรจุอยู่ในลิโพโซม มีผลต่อประสิทธิภาพ 
ในการนำสารเข้าสู่เซลล์ อย่างไรก็ตามควรมีการศึกษาเพ่ิมเติมในเซลล์ชนิดอ่ืนและควรศึกษาถึงปิจจัยอ่ืนๆท่ีเก่ียวข้องกับ 
สูตรตำรับ เช่น ชนิดของฟ่อสโฟลิพิดและสารเสริมท่ีใช้ในตำรับ เพ่ือเพ่ิมความเข้าใจเก่ียวกับ อันตรกิริยาระหว่างลิโพโซม 
กับเซลล์ในการพัฒนาสูตรตำรับท่ีเหมาะสมสำหรับเพ่ิมการนำส่งของสารเหล่าน้ีต่อไป

ภาควิชา............. เภสัชกรรม............  ลายมือชื่อนิสิต....................น์ฟ้.-...........................
สาขาวิชา........... เภสัชกรรม............ ลายมือชื่ออาจารย์ที่ปรึกษา โ ! ? ^ r โ:.........
ปีการศึกษา........  2548



V

##4676609533 MAJOR; PHARMACY
KEYWORD: LIPOSOMES/ DELIVERY/ HYDROPHILIC/P-GLYCOPROTEIN

ARAYA LUKANAWONAKUL: EVALUATION OF LIPOSOMAL
COMPOSITION ON DELIVERY OF HYDROPHILIC SUBSTANCES AND 
P-GLYCOPROTEIN SUBSTRATES. THESIS ADVISOR: NONTIMA
V ARDHAN ABHUTI, Ph.D. THESIS CO-ADVISOR: ASSOC. PROF.
THITIMA PENGSUPARP, Ph.D. 125 pp. ISBN 974-14-3311-5

The aim o f  this study was to evaluate the effects o f liposome compositions on the delivery o f  
hydrophilic substances and P-glycoprotein (P-gp) substrates into and through epithelial cells. As the study 
tool, Caco-2 monolayers were validated for the integrity o f  the monolayer and the expression o f functional 
P-gp. Calcein and rhodamine 123 were used as model molecules for hydrophilic substances and P-gp 
substrates, respectively. Calcein and rhodamine 123 containing liposomes were prepared by film hydration 
method followed by extrusion through 100 nm polycarbonate membranes. Uptake and transport o f the 
model molecules were compared among liposomes with different surface charges and solution. The effect 
o f temperature and flow cytometry were used to deduce further the mechanism o f  cellular uptake o f  
liposomes. The results show that Caco-2 monolayers cultivated in this study were tight and expressed 
functional P-gp, which were appropriate for the purposes o f the study. All liposome types could enhance 
uptake o f  calcein into Caco-2 cells. Positively charged (phosphatidylcholine/stearylamine/cholesterol) and 
neutral (phosphatidylcholine/cholesterol) liposomes were taken up by Caco-2 cells more efficiently than 
negatively charged (phosphatidylchoiine/dicetylphosphate/cholesterol) liposomes. The mechanism of  
liposome uptake was consistent with endocytosis. Although, liposomes could increase the uptake o f  calcein 
into Caco-2 cells, transcytosis did not occur efficiently enough to enhance transport o f the hydrophilic 
molecule across Caco-2 monolayers. For rhodamine 123, neutral liposomes could both increase the cellular 
uptake and facilitate the transport o f the hydrophobic P-gp substrate across Caco-2 monolayers. On the 
other hand, the cellular uptake o f both negatively and positively charged liposomes decreased from that o f  
the control. Overall results indicate that liposomes should be useful in enhancing cellular uptake o f both 
hydrophilic substances and P-gp substrates and in facilitating transport o f  P-gp substrates across Caco-2 
monolayers. Physicochemical properties o f liposomes such as surface charge as well as the properties o f  the 
substances contained in liposomes affected the efficiency o f  cellular uptake by Caco-2 cells. However, 
other cell types as well as other formulation factors, such as type o f  phospholipid and other additives, 
should be further explored to gain more insights in liposome-cell interaction in order to develop proper 
formulations to enhance delivery o f  such substances.
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CL18 = C3H mouse myeloma
COS-7 = African green monkey kidney fibroblast
CV1 = African green monkey kidney cell line
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DODPC = di-2,4-octadecadiene phosphatidylcholine
DOTAP = 1,2-dioleoyl-3-trimethylammoniumpropane
DMEM = Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
DMSO = dimetyl sulphoxide
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DPPE = dipalmitoyl phosphatidylethanolamine
EDTA = ethylenediaminetetraacetic acid
FBS = fetal bovine serum
FL1 = light scatter angle
FSC = forward angle light scatter
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MES = 2- [N-morpholino]ethanesulfonic acid
mg = milligram
ml = milliliter
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