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ABSTRACT 

 

    This study aimed to develop a high efficiency orally active calcitonin delivery 

system using VP sequence of poliovirus and cell penetrating peptide (CPP) as a ligand 

for poliovirus receptor (PVR) in gastrointestinal tract and transport carrier, 

respectively.  Green fluorescent protein (GFP) was used as a reporter protein in the 

delivery system development step.  Five constructed plasmids encoding protein and 

fusion proteins including GFP, N-terminal Tat-GFP (Tat-GFP), C-terminal Tat-GFP 

(GFP-Tat), N-terminal VP-GFP (VP-GFP) and Tat-GFP-VP were transformed and 

expressed in E. coli BL21 (DE3).  Effects of the N-terminal and C-terminal fusion 

proteins on the cellular uptake efficiency of these fusion proteins were evaluated.  

Tat-GFP fusion protein gave higher cellular uptake than GFP-Tat fusion protein.  VP-

GFP enhanced the uptake of GFP into HT-29 and KB cells, but lower than the Tat-

GFP fusion protein.  The cellular uptake of Tat-GFP-VP fusion protein was lower 

than either Tat-GFP or VP-GFP indicating no synergistic effect of Tat and VP on the 

enhancement of the GFP uptake.  Since the highest GFP cellular uptake efficiency of 

Tat-GFP was lower than 6% which might not be enough for the application in drug 
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delivery systems, the strategies of entrapment in nanovesicles and simple mixing were 

applied.  Neutral, cationic and anionic liposomes and niosomes were prepared by the 

freeze dried empty liposome (FDEL) method. The neutral, cationic and anionic 

liposomes were composed of DPPC/cholesterol (CHL), DPPC/CHL/DDAB and 

DPPC/CHL/DP at the molar ratios of 7:3, 7:2:1 and 7:2:1, respectively, while the 

neutral, cationic and anionic niosomes were composed of Tween 61/ CHL, Tween 

61/CHL/DDAB and Tween 61/CHL/DP at the molar ratios of 1:1, 1:1:0.05 and 

1:1:0.05, respectively.  The Tat-GFP fusion protein was loaded in non-elastic 

nanovesicles by reconstitution the lyophilized blank nanovesicles with the Tat-GFP (1 

µM) in phosphate buffer solution (pH 7.0). The loaded elastic nanovesicles was 

prepared by reconstitution the lyophilized blank nanovesicles with the Tat-GFP in 

phosphate buffer solution containing 25% v/v ethanol. The particle sizes and zeta 

potential of the blank and loaded nanovesicles characterized by DLS were in the 

range of 50.77±0.89 to 777.83±13.95 nm and (-) 17.3±3.33 to 36.6±2.95 mV, 

respectively.  The Tat-GFP loaded in elastic anionic niosomes gave the highest GFP 

uptake of 14.62±0.07 and 15.32±0.96% in HT-29 and KB cells which was 2.81 and 

2.84 folds of the free Tat-GFP, respectively.  However, this niosomal formulation 

demonstrated obviously cytotoxicity with cell viability of only 37.29±0.67 and 

62.48±5.58 in HT-29 and KB cells, respectively.  The low toxic elastic anionic 

niosomes containing lower ethanol contents or the edge activators such as sodium 

cholate (NaC) showed similar uptake efficiency of Tat-GFP in the range of 

13.28±0.48 to 15.95±0.78% in HT-29 cell and 12.74±1.31 to 16.62±1.53 in KB cells.  

The elastic anionic niosomes containing 1 mol% NaC showed the highest cell 

viability of 92.32±3.82 and 96.62±5.96% in HT-29 and KB cells, respectively.  For 

the simple mixing strategy, the cellular uptake of GFP from the Tat/GFP mixture at 

1:1 molar ratio in HT-29 cells after 1 hr incubation was 9.31±0.05% which was 1.79 

folds of the Tat-GFP fusion protein.  The transdermal transport of the Tat/GFP 

mixture was 8.87 folds of the Tat-GFP fusion protein.  By using polioviral capsid 

peptide VP, the enhancement of GFP translocation by mixing with VP or Tat peptide 

at various molar ratios was demonstrated.  GFP/VP mixture increased the cellular 

uptake of GFP into HT-29 and KB cells in the range of 8.52-8.73 and 8.58-8.92%, 

which were 3.89-3.98 and 3.90-4.05 folds of GFP, respectively. For GFP/Tat 
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mixtures, the uptake efficiency of GFP in HT-29 and KB cells were in the range of 

9.29-10.05 and 9.67-11.19% which were 4.24-4.59 and 4.39-5.09 folds of GFP 

respectively.  GFP/VP/Tat mixtures showed similar cellular uptake efficiency to 

either VP or Tat indicating no synergistic effect of VP and Tat on the translocation of 

GFP into HT-29 and KB cells.  The simple mixing strategy was selected for further 

investigation with salmon calcitonin (sCT) due to the inadequate data of in vivo 

toxicity after oral administration of the niosomal formulation which contained non-

ionic surfactants.  The mixtures of Tat/sCT, VP/sCT and VP/Tat/sCT at various molar 

ratios were prepared.  The physico-chemical interaction between sCT and VP or Tat 

of Tat/sCT, VP/sCT and VP/Tat/sCT mixtures was investigated by dynamic particle 

sizes determination, DSC thermogram and FT-IR spectrum.  The enhancement of in 

vitro and in vivo sCT bioactivity by mixing with Tat and/or VP was determined from 

the increase of intracellular calcium level and the decrease of serum calcium, 

respectively.  In vitro calcitonin bioactivity was determined in HT-29 and KB cells.  

When mixed with Tat, the in vitro activity of sCT was increased with the maximum 

relative intracellular calcium of 116.46±0.57% and 172.14±4.12% at 3:1 and 1:1 

molar ratio of Tat/sCT mixture in HT-29 and KB cell lines, respectively.  The VP/sCT 

mixture at 6:1 molar ratio showed a significant increase of intracellular calcium in 

HT-29 cells of 152.07% of the control resulting from the ligand-receptor mediated 

cellular delivery of sCT by the interaction between VP and PVR (poliovirus receptor) 

in HT-29, the cells harbouring the extracellular domain CD155 which is the receptor 

for VP.  The oral hypocalcemic activity in rats of sCT and the mixtures (Tat/sCT 

mixtures at 3:1 and 1:1; VP/sCT mixtures at 6:1 and 3:1; and VP/Tat/sCT mixture at 

6:1:1 molar ratios) which showed the highest sCT activity in HT-29 and KB cells 

were investigated.  The Tat/sCT mixture at the dose of 50 µg/kg (1:1 molar ratio) 

demonstrated hypocalcemic effect with the reduction in the serum calcium level of 

about 18-31% of the control and the prolonged activity of over 24 hr.  However, the 

hypocalcemic effect was not observed in the VP/sCT mixtures due to the lack of PVR 

in rats. The potential of the Tat/GFP mixture for the application in transdermal 

delivery was also evaluated by Franz diffusion cell at 37±2C for 6 hours.  The result 

showed that the Tat/sCT mixture gave higher cumulative amounts and fluxes both in 

the VED and the receiver compartment than the sCT solution.  The higher percentage 
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remaining of sCT than the sCT solution after the 1 month storage at 4±2, 25±2 and 

45±2C was observed, indicating the improved sCT stability of the Tat/sCT mixture.  

This study has demonstrated that the Tat peptide, a CPP can efficiently both orally 

and transdermally deliver sCT into the cell by the simple mixing strategy. For VP, an 

appropriate animal model bearing PVR are needed for the in vivo study. The 

application of the Tat peptide and VP for the enhancement of sCT delivery to increase 

the in vitro intracellular calcium level, in vivo hypocalcemic activity and the chemical 

stability of sCT can be also applied for further development of other efficient peptide 

drugs delivery systems. 
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บทคัดย่อ 

    การศึกษาน้ีมีวตัถุประสงคเ์พื่อพฒันาระบบน าส่งยาประสิทธิภาพสูงส าหรับการให้แคล
ซิโตนินโดยการรับประทานดว้ยการใชส่้วนของวพีีจากโปลิโอไวรัสและเปปไทดน์ าส่งท่ีเรียกวา่ซีพี
พีเพื่อเป็นลิแกนด์ส าหรับตวัรับของโปลิโอไวรัสในทางเดินอาหาร และเป็นตวัพาของระบบน าส่ง 
ตามล าดบั จีเอฟพีใช้เป็นโปรตีนตวัติดตาม (รีพอร์ตเตอร์) ในขั้นตอนของการพฒันาระบบน าส่ง 
พลาสมิด 5 ตวัของจีเอฟพีและฟิวชัน่โปรตีนระหวา่งแททเปปไทด์กบัจีเอฟพีท่ีปลายอะมิโน (แทท-
จีเอฟพี) และปลายคาร์บอกซี (จีเอฟพี-แทท) ฟิวชัน่โปรตีนระหวา่งวพีีเปปไทด์กบัจีเอฟพีท่ีปลายอะ
มิโน (วีพี-จีเอฟพี) และฟิวชัน่โปรตีนระหว่างแทท จีเอฟพีและวีพี ไดจ้ากการผลิตในแบคทีเรียอี
โคไลสายพนัธ์ุ BL21 (DE3) ผลของการเช่ือมต่อของโปรตีนน าส่งท่ีปลายอะมิโนและปลายคาร์
บอกซีต่อประสิทธิภาพของการน าส่งเขา้สู่เซลล์ พบว่าการเช่ือมต่อของแททท่ีปลายอะมิโนของจี
เอฟพีสามารถน าส่งฟิวชัน่โปรตีนเขา้สู่เซลล์ไดม้ากกว่าท่ีปลายคาร์บอกซี การเช่ือมต่อกบัวีพีท่ี
ปลายอะมิโนสามารถน าส่งจีเอฟพีเขา้สู่เซลล์มะเร็งช่องปาก (KB) และเซลล์มะเร็งล าไส้ (HT-29) 
ได้น้อยกว่าฟิวชั่นโปรตีนระหว่างแททกับจีเอฟพี นอกจากนั้น การน าส่งเขา้สู่เซลล์ของฟิวชั่น
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โปรตีนระหว่างแทท จีเอฟพี และวีพีก็น้อยกว่าฟิวชัน่โปรตีนระหว่างแททกบัจีเอฟพีและวีพีกบัจี
เอฟพี ซ่ึงแสดงให้เห็นวา่ไม่มีการเสริมฤทธ์ิกนัระหวา่งการน าส่งจีเอฟพีดว้ยแททและวีพี เน่ืองจาก
ประสิทธิภาพสูงสุดในการน าส่งจีเอฟพีเขา้สู่เซลล์ของแทท-จีเอฟพียงัมีค่าต ่ากวา่ 6% ของปริมาณ
เร่ิมตน้ซ่ึงไม่เพียงพอต่อการน าไปใช้เป็นระบบน าส่งยา ดงันั้นจึงได้น าเทคนิคการเก็บกกัในถุง
ขนาดนาโนและการเตรียมของผสมมาประยกุต ์ไดเ้ตรียมไลโปโซมและนีโอโซมทั้งชนิดไม่มีประจุ 
ประจุบวกและประจุลบโดยวิธีการแบบท าให้แห้ง (FDEL) ไลโปโซมชนิดไม่มีประจุ ประจุบวก
และประจุลบประกอบด้วย ดีพีพีซี/ คอเลสเตอรอล, ดีพีพีซี/คอเลสเตอรอล/ดีดีเอบีและดีพีพีซี/
คอเลสเตอรอล/ไดซิติลฟอสเฟต ท่ีอตัราส่วนโมลาร์เท่ากบั 7:3, 7:2:1 และ 7:2:1 ส่วนนีโอโซม
ประกอบด้วย ทวีน61/คลอเลสเตอรอล, ทวีน61/คลอเลสเตอรอล/ดีดีเอบีและทวีน61/คลอ
เลสเตอรอล/ไดซิทิลฟอสเฟต ท่ีอตัราส่วน 1:1, 1:1:0.05 และ 1:1:0.05 ตามล าดบั ไดน้ าแทท-จีเอฟพี
เก็บกักในถุงขนาดนาโนแบบไม่ยืดหยุ่นโดยน าผงแห้งของถุงขนาดนาโนเปล่ากระจายตัวใน
สารละลายของแทท-จีเอฟพีท่ีความเขม้ขน้ 1 ไมโครโมลาร์ในฟอสเฟตบฟัเฟอร์ท่ีพีเอช 7.0 ส าหรับ
การเก็บกกัแทท-จีเอฟพีในถุงขนาดนาโนแบบยืดหยุน่ไดเ้ตรียมโดยกระจายผงแห้งของถุงขนาดนา
โนเปล่าดว้ยสารละลายแทท-จีเอฟพีในฟอสเฟตบฟัเฟอร์ท่ีมีเอธานอลความเขม้ขน้ 25% ปริมาตร/
ปริมาตร ไดศึ้กษาขนาดอนุภาคและศกัยซี์ตา้ของถุงขนาดนาโนท่ีเตรียมได ้ดว้ยเทคนิคการกระเจิง
ของแสง (DLS) พบวา่มีขนาดอยูใ่นช่วง 50.77±0.89 ถึง 777.83±13.95 นาโนเมตร และค่าศกัยซี์ตา้
เท่ากบั (-) 17.3±3.33 ถึง 36.6±2.95 มิลลิโวลท ์Tat-GFP ท่ีเก็บกกัในนีโอโซมประจุลบแบบยืดหยุน่
ใหค้่าการน าส่งจีเอฟพีสูงสุดเท่ากบั 14.62±0.07 และ 15.32±0.96% ในเซลล์ HT-29 และ KB ซ่ึงคิด
เป็น 2.81 และ 2.84 เท่าของ Tat-GFP ท่ีไม่ไดเ้ก็บกกั อยา่งไรก็ตาม นีโอโซมประจุลบแบบยืดหยุน่มี
ความเป็นพิษต่อเซลล์โดยพบการอยู่รอดของเซลล์ HT-29 และ KB เท่ากับ 37.29±0.67 และ 
62.48±5.58% ได้ลดความเป็นพิษต่อเซลล์ของนีโอโซมประจุลบแบบยืดหยุ่นโดยลดปริมาณ
เอธานอลหรือใชส้ารในกลุ่ม edge activator เช่น โซเดียมโคเลท (NaC) ซ่ึงให้ประสิทธิภาพในการ
น าส่งแทท-จีเอฟพีเขา้สู่เซลล์ไดใ้กลเ้คียงกนัในช่วง 13.28±0.48 ถึง 15.95±0.78% ในเซลล์ HT-29 
และ 12.74±1.31 ถึง 16.62±1.53% ในเซลล์ KB อยา่งไรก็ตาม นีโอโซมประจุลบแบบยืดหยุน่ท่ีมี
โซเดียมโคเลทอยูใ่นปริมาณ 1% โมล มีเปอร์เซ็นตก์ารอยูร่อดของเซลล์สูงเท่ากบั 92.32±3.82 และ 
96.62±5.96% ในเซลล ์HT-29 และ KB ตามล าดบั ส าหรับเทคนิคการผสม พบวา่ของผสมของแทท
กบัจีเอฟพี (แทท/จีเอฟพี) ในอตัราส่วนโมลาร์ 1:1 ให้ค่าประสิทธิภาพในการน าส่งจีเอฟพีเท่ากบั 
9.31±0.05% ซ่ึงคิดเป็น 1.79 เท่าของฟิวชัน่โปรตีนในเซลล์ HT-29 และสามารถเพิ่มการน าส่งจีเอฟ
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พีผา่นชั้นผวิหนงัไดม้ากกวา่ฟิวชัน่โปรตีนถึง 8.87 เท่า ไดศึ้กษาการเพิ่มการน าส่งจีเอฟพีเขา้สู่เซลล์
ดว้ยการผสมจีเอฟพีกบัวพีีหรือแททท่ีอตัราส่วนโมลาร์ต่างๆ ในการผสมกบัวีพี (วีพี/จีเอฟพี) พบวา่
ค่าการน าส่งจีเอฟพีเขา้สู่เซลล์ HT-29 และ KB เท่ากบั 8.52-8.73 และ 8.58-8.92% ซ่ึงคิดเป็น 3.89-
3.98 และ 3.90-4.05 เท่าของจีเอฟพีเด่ียวๆ ในการผสมกบัแทท พบวา่ค่าการน าส่งจีเอฟพีเขา้สู่เซลล ์
HT-29 และ KB เท่ากบั 9.29-10.05 และ 9.67-11.19% ซ่ึงคิดเป็น 4.24-4.59 และ 4.39-5.09 เท่าของ
จีเอฟพี ตามล าดบั ของผสมของจีเอฟพีกับทั้งวีพี และแทท (วีพี/แทท/จีเอฟพี) ให้ค่าการน าส่ง
ใกล้เคียงกับแทท/จีเอฟพีหรือวีพี/จีเอฟพี ซ่ึงแสดงให้เห็นว่าไม่มีการเสริมฤทธ์ิกันระหว่างแท
ทและวพีีเปปไทดใ์นการน าส่งจีเอฟพีเขา้สู่เซลล์ ไดน้ ารูปแบบของผสมมาศึกษาต่อกบัแคลซิโตนิน 
เน่ืองจากความเป็นพิษเม่ือใหโ้ดยการรับประทานของนีโอโซมท่ีประกอบดว้ยสารลดแรงตึงผิวชนิด
ไม่มีประจุ ไดเ้ตรียมของผสมของแทท/แคลซิโตนิน วีพี/แคลซิโตนิน และวีพี/แทท/แคลซิโตนินใน
อตัราส่วนโมลาร์ต่างๆ และไดศึ้กษาการปฏิกิริยาทางกายภาพและเคมีระหวา่งแคลซิโตนินและวีพี
หรือแททในแทท/แคลซิโตนิน วพีี/แคลซิโตนิน และวพีี/แทท/แคลซิโตนินดว้ยการวดัขนาดอนุภาค 
ดิฟเฟอเรนเชียล แคลอริเมททรี และเอฟที-ไออาร์สเปกตรัม ในการเพิ่มฤทธ์ิทางชีวภาพของแคลซิ
โตนินในหลอดทดลองและสัตวท์ดลองโดยผสมกบัแททและ/หรือวีพี ไดพ้ิจารณาจากการเพิ่มข้ึน
ของระดบัแคลเซียมในเซลลแ์ละการลดลงของแคลเซียมในเลือด ในการศึกษาในหลอดทดลองโดย
ใชเ้ซลล์ HT-29 และ KB พบวา่เม่ือผสมแคลซิโตนินกบัแททสามารถเพิ่มฤทธ์ิทางชีวภาพ โดยให้
ความเขม้ขน้ของแคลเซียมในเซลล์สูงสุดเท่ากบั 116.46±0.57 และ 172.14±4.12% จากของผสม
แทท/แคลซิโตนินท่ีอตัราส่วนโมลาร์ 3:1 และ 1:1 ในเซลล์ HT-29 และ KB ของผสมวีพี/แคลซิ
โตนินท่ีอตัราส่วนโมลาร์ 6:1 ให้ความเขม้ขน้แคลเซียมสูงถึง 152.07% ในเซลล์ HT-29 ซ่ึงมีการ
แสดงออกของตวัรับของโปลิโอไวรัส ไดน้ าของผสมแทท/แคลซิโตนินท่ี 3:1 และ 1:1, วีพี/แคลซิ
โตนินท่ี 6:1 และ 3:1 และวีพี/แทท/แคลซิโตนินท่ี 6:1:1 ซ่ึงให้ฤทธ์ิสูงสุดในเซลล์ทั้ง 2 ชนิดมา
ศึกษาในหนูทดลอง ซ่ึงพบวา่แทท/แคลซิโตนินท่ีอตัราส่วนโมลาร์ 1:1 สามารถลดระดบัแคลเซียม
ในซีรัมได ้ 18-31% ของระดบัเร่ิมตน้และให้ฤทธ์ิลดระดบัแคลเซียมในเลือดหนูได้มากกว่า 24 
ชัว่โมงท่ีขนาด 50 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม อย่างไรก็ตาม ของผสมวีพี/แคลซิโตนินไม่ให้ฤทธ์ิลด
ระดบัแคลเซียมเน่ืองจากไม่มีตวัรับส าหรับโปลิโอไวรัสในหนูซ่ึงเป็นสัตวฟั์นแทะ นอกจากน้ียงั
พบว่าแทท/แคลซิโตนินเพิ่มการน าส่งแคลซิโตนินผ่านทางผิวหนังได้ โดยแทท/แคลซิโตนินท่ี
อตัราส่วนโมลาร์ 1:1 สามารถน าส่งแคลซิโตนินผา่นผวิหนงัไดดี้กวา่แคลซิโตนินเด่ียวๆ และยงัเพิ่ม
ความคงตวัของแคลซิโตนิน โดยพบปริมาณแคลซิโตนินท่ีเหลืออยูม่ากกวา่สารละลายแคลซิโตนิน
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เม่ือเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4, 25 และ 45 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 เดือน การศึกษาน้ีไดแ้สดงให้เห็นถึง
ประสิทธิภาพของแททเปปไทด์ในการน าส่งแคลซิโตนินทั้งทางปากและผิวหนงัดว้ยเทคนิคการ
ผสม ส าหรับประสิทธิภาพของวพีีนั้น จ  าเป็นจะตอ้งมีการศึกษายืนยนัอีกคร้ังในสัตวท์ดลองท่ีมีการ
แสดงออกของยีนตวัรับของโปลิโอไวรัส การใชแ้ททเพื่อเพิ่มการน าส่งแคลซิโตนินในการเพิ่มข้ึน
ระดบัแคลเซียมในเซลล์ ลดระดบัแคลเซียมในเลือดหนู และเพิ่มความคงตวัทางเคมีของแคลซิ
โตนินสามารถน าไปประยกุตใ์นการพฒันาระบบน าส่งเปปไทดอ่ื์นไดต่้อไป 
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