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บทสรุปผู้บริหาร 

 ในการศึกษานี้ ทีมวิจัยได้พัฒนาระบบน าส่งลิโปโซมใหมส่องระบบ เพ่ือการรักษามะเร็งปากมดลูกแบบ

มุ่งเป้าอย่างมีประสิทธิภาพ ระบบแรกคือลิโปโซมท่ีดัดแปลงพ้ืนผิวเพ่ือการเกาะติดเยื่อเมือก ด้วยการออกแบบ

และสังเคราะห์อนุพันธุ์ไคโตซาน Quaternized N,O-oleoyl chitosan (QCS) แล้วน ามาร่วมเตรียมเป็นลิโป

โซมเกิดเป็น Lip-QCS ซึ่งเป็นอนุภาครูปร่างกลม มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางเฉลี่ย  171.5 ± 0.8 นาโนเมตร มี

การกระจายตัวของขนาดอนุภาคอยู่ในช่วงแคบ (PDI 0.1 ± 0.0) และมีค่าประจุพ้ืนผิว 11.7 ± 0.7 mV อนุภาค 

Lip-QCS ที่ได้มีความสามารถในการเกาะติดเยื่อเมือก เหมาะส าหรับการส่งผ่านเซลล์ที่มีเยื่อเมือกปกคลุกเช่น

เซลล์เยื่อบุปากมดลูก นอกจากนี้ยังพบว่าการเติม QCS ในระบบน าส่งลิโปโซมนั้น สามารถช่วยเพิ่มค่าประจุ

บวกให้อนุภาคซึ่งมีผลเพ่ิมสามารถในการเข้าเซลล์อีกด้วย จากการตรวจตามอนุภาคที่เข้าเซลล์ที่ระยะเวลาบ่ม 

2 ชั่วโมงพบว่า Lip-QCS สามารถเข้าเซลล์ไดเ้พ่ิมขึ้นถึง 17%  ทีมวิจัยไดใ้ช้ระบบน าส่ง Lip-QCS บรรจ ุ

cisplatin ซึ่งเป็นยาเคมีบ าบัดส าหรับการรักษามะเร็งปากมดลูก พบว่าอนุภาคสามารถบรรจุยาโดยมีค่าการกัก

เก็บ (encapsulation efficiency) เท่ากับ  27.45 ± 0.78 % และยังได้ตรวจสอบประสิทธิภาพในการรักษา

เซลล์มะเร็งในระบบเซลล์มะเร็งปากมดลูกจ าลองสามมิติ (3D spheroid cervical cancer)  พบว่า Lip-QCS-

cis มีความสามารถในการยับยั้งเซลล์มะเร็งและชักน าให้เกิด apoptosis ได้โดยให้ผลการปลดปล่อยแบบระยะ

ยาว ดังนั้นระบบน าส่งยาที่ได้พัฒนาขึ้นนี้ จึงเป็นตัวอย่างที่น่าจะเป็นประโยชน์ในการเพ่ิมประสิทธิภาพการ

รักษามะเร็งปากมดลูก  

 ระบบน าส่งแบบทีส่องคืออิมมูโนลิโปโซม (immune liposome) ซ่ึงมีการเชื่อมแอนติบอดี anti-VEGF 

(ชื่อทางการค้าคือ avastin®) ให้ติดบนพื้นผิวของลิโปโซม เนื่องจาก anti-VEGF สามารถจับอย่างจ าเพาะกับ

โปรตีน VEGF ที่หลั่งรอบจากเซลล์ปากมดลูกที่มีการเปลี่ยนรูปเป็นเซลล์มะเร็ง ดังนั้นหากใช้ระบบน าส่งนี้ส่งยา

เคมีบ าบัดเข้าสู่ร่างกายจึงคาดได้ว่าจะมีการสะสมของอนุภาคท่ีบริเวณเซลล์มะเร็ง ช่วยลดความเป็นพิษของยา

ต่อเซลล์ปกติ การทดลองใช้อนุภาคนาโน PLGA เป็นแกนกลางในการบรรจุยาเคมีบ าบัด cisplatin ได้เป็น 

PLGA-cis มีขนาด 233.5 ± 7.3 nm และมีค่าประสิทธิภาพของการกักเก็บยาเท่ากับ 30.1 % จากนั้นจึงเคลือบ 

PLGA ด้วยลิโปโซมเพ่ือช่วยเสริมการเข้าเซลล์ของอนุภาค ขั้นสุดท้ายคือการเชื่อม anti-VEGF ที่ผิวลิโปโซมเพ่ือ

ช่วยเพิ่มความจ าเพาะและประสิทธิภาพในการรักษา พบว่า 50 % ของ anti-VEGF สามารถเชื่อมติดบนอนุภาค

ได ้เกิดเป็น PLGA-lip-anti-VEGF มีลักษณะกลมและพบชั้นของไขมันเคลือบเมือ่ตรวจสอบด้วย TEM จากนั้น

ทีมวิจัยได้ท าการทดลองในหนูซึ่งปลูกถ่ายเนื้อเยื่อมะเร็งปากมดลูก เพ่ือตรวจสอบความสามารถในการน าส่ง

แบบมุ่งเป้าและตรวจตามผลการยับยั้งเซลล์มะเร็ง ผลการทดลองพบว่า อนุภาคท่ีติดโมเลกุลเป้าหมาย PLGA-

lip-anti-VEGF มีสัญญาณการสะสะของอนุภาคท่ีบริเวณมะเร็งเป้าหมายมากกว่าแบบที่ไม่ติด การทดลองนี้

แสดงให้เห็นถึงศักยภาพของระบบน าส่งยาเพ่ือการรักษามะเร็งแบบมุ่งเป้าส าหรับการรักษามะเร็งปากมดลูก 



Executive summary 

 In this study, two novel surface modified liposomes possessing targeted therapeutic effect against 
cervical cancer were purposed. First, mucoadhesive nanocarrier, possessing cancer therapeutic effect against 
cervical cancer was developed. An amphiphilic chitosan derivative, quaternized N,O-oleoyl chitosan (QCS) 
was designed and synthesized. QCS was incorporated into liposome vesicles, generating QCS liposome (Lip-
QCS). Lip-QCS liposomes were spherical in shape (average size diameter 171.5 ± 0.8 nm), with a narrow size 
distribution (PDI 0.1 ± 0.0) and zeta potential of 11.7 ± 0.7 mV. In vitro mucoadhesive tests indicated that 
Lip-QCS is a mucoadhesive liposome. Moreover, the presence of QCS was able to induce the cationic charge 
on the surface of liposome. Cellular internalization of Lip-QCS was monitored over time, with the results 
revealing that the cell entry level of Lip-QCS was elevated 17 % at 2 h. Following this, Lip-QCS were then 
employed to load cisplatin, a common platinum-containing anti-cancer drug, with encapsulation efficiency 
of  27.45 ± 0.78 % being obtained. The therapeutic potency of the loaded Lip-QCS was investigated using 
a 3D spheroid cervical cancer model (SiHa) which highlighted their cytotoxicity and apoptosis effect, and 
suitability as a controllable system for sustained drug release. This approach has the potential to assist in 
development of an effective drug delivery system against cervical cancer.  

 The second study is related with immuno liposome development. Anti-VEGF (a commercial 
available namely, avastin®) was conjugated on liposome surface. Since anti-VEGF specifically bind to VEGF 
protein secreted around cervix transformed cell. Thus, the developed delivery system would accumulated 
at the tumor target site. We firstly prepared  particle using PLGA as a core for loading cisplatin. PLGA-cis 
particle size diameters were 233.5 ± 7.3 nm in average, and it possessed 30.1 % encapsulation efficiency. 
Liposome was then formulated to coat on PLGA-cis particle in order to facilitate cellular uptake. Finally, 
anti-VEGF was decorated on liposome surface to enhance specificity and promote therapeutic effect. We 
found that 50 %  of anti-VEGF was successfully conjugated. The obtained nanoparticle, PLGA-lip-anti VEGF, 
exhibited spherical shape detected under TEM. Targeting ability and therapeutic effect of PLGA-lip-anti VEGF 
were examined in vivo in cervical cancer xenograft in mouse model. The result revealed that PLGA-lip-anti 
VEGF was significantly accumulated at the tumor xenograft with signal intensity higher than that of non-
targeted one. The tumor volume was also reduced which indicated therapeutic efficacy of PLGA-lip-anti-
VEGF. The study demonstrated the potential to develop an effective drug  delivery system for active target 
therapy cervical cancer.  
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 การวิจัยน้ีมีเปาหมายพัฒนาระบบนําสงยาบําบัดมะเร็งปากมดลูก โดยออกแบบใหยาบรรจุในอนุภาค

นาโนไลโปโซม เพ่ือการนําสงยาที่มีประสิทธิภาพสูง เปนพิษต่ําและมีความจําเพาะกับเซลลเปาหมาย ในการ

ทดลองน้ีไดเนนการดัดแปลงผิวของไลโปโซมใหมีหนาที่จําเพาะสําหรับการรักษามะเร็งปากมดลูกซ่ึงระบบ

นําสงที่ใชจะเปน liposome ที่ไดรับการดดัแปลงพ้ืนผิว 2 ระบบคือ 1) ระบบนําสงยาประจุบวกและเกาะติดเยือ่

เมือกทีด่ัดแปลงผิวของอนุภาคใหมี quaternized N,O-oleoyl chitosan (QCS) เกดิเปนระบบผสม Lip-QCS 

และ 2) ระบบนําสงยาแบบมุงเปาที่ติด anti-VEGF เพ่ืออนุภาคนาโนที่บรรจุยามีความจําเพาะในการนําสงยาสู

เซลลมะเร็งเปาหมาย ไดอนุภาค PLGA-lip+anti-VEGF ระบบนําสงทั้ง 2 แบบน้ี ไดบรรจุยา cisplatin ซ่ึงเปน

ยาเคมีบําบัดที่ใชในการรักษามะเร็งปากมดลูก ในการทดลองน้ีไดทําการตรวจสอบลักษณะทางสณัฐานวิทยา 

ลักษณะทางเคมีกายภาพ คุณสมบัติของพ้ืนผิวของอนุภาคที่เกิดจากการดัดแปลง ความเปนพิษของระบบ 

ความสามารถในการเขาเซลลเปาหมาย ประสิทธิภาพการกักเก็บยา และความสามารถในการยับยั้งเซลลมะเร็ง

เปาหมาย 

  

คําหลัก: ระบบนําสงยาแบบมุงเปา, ลิโปโซม, ซิสพลาติน,  มะเร็งปากมดลูก 
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 This study focuses on development of chemotherapeutic drug  delivery system of cervical 
cancer therapy. Liposome is employed for drug encapsulation, aiming to enhance drug efficacy with 
low toxicity and high specificity to the cell target. Surface functionalization of liposome was the 
approach used to generate the drug delivery vehicle. Accordingly, we purposed two novel 
modification system for targeting approach. The system are including 1) a cationic/mucoadhesive 
liposome which generate though the incorporation of quaternized N,O-oleoyl chitosan (QCS) in 
liposome, resulting in a hybrid system named Lip-QCS and 2) a PLGA coated liposome in which anti-
VEGF, a therapeutic and targeted antibody drug was conjugated resulting, PLGA-lip+anti-VEGF. 
These two delivery systems were employed to load with cisplatin which is a chemotherapeutic drug 
in the cervical cancer treatment. We determined the physical morphology, physicochemistry, 
surface functional property by design, cytotoxicity, cellular uptake and the efficiency in inhibition of 
cancer target cell. 

 

Keywords: Active targeted drug delivery system, liposome, cisplatin, cervical cancer 
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 บทน ำ 

 มะเร็งปากมดลูกเป็นมะเร็งที่ก่อให้เกิดอัตราการตายสูงสุดเป็นอันดับสองในเพศหญิงรองจากมะเร็ง
ทรวงอก ในปี 2008 ได้มีการบันทึกว่าทั่วโลกมีผู้เป็นมะเร็งชนิดนี้ 529,409 ราย จากจ านวนนี้พบว่ามีการ
เสียชีวิต 274,883 ราย ซึ่งคิดเป็น 50% ของผู้ป่วยที่ตรวจพบอาการโรค นอกจากนี้ยังพบว่า 86% ของโรคนี้พบ
ในประเทศท่ีก าลังพัฒนา (WHO report-THAILAND 2010) ส าหรับประเทศไทยนั้น ตามรายงานของ WHO ปี 
2016 พบว่าในหญิงไทยที่มีอายุ 15 ปีขึ้นไปทั้งหมดจ านวน 26.09 ล้านคน ตรวจพบว่ามีประมาณ 9,999 คนที่
เป็นมะเร็งดังกล่าว และจากจ านวนนี้มี 5,216 คนเสียชีวิต เป็นที่ทราบกันดวี่าสาเหตุหลักของการเกิดมะเร็ง
ชนิดนี้คือเชื้อ Human papillomavirus (HPV) โดยเฉพาะ type 16 และ 18 แม้ว่าการตรวจ Pap smear จะ
ช่วยคัดกรองและบรรเทาการลุกลามของโรค อย่างไรก็ตาม ระบบการรักษาที่มีประสิทธิภาพก็เป็นอีกด้านหนึ่ง
ที่ต้องพัฒนาเพ่ือช่วยลดความสูญเสียได้ ในการรักษามะเร็งปากมดลูกนั้น จะมีทั้งวิธีการผ่าตัด ร่วมกับการใช้
แสงและ/หรือการรักษาด้วยยาเคมีบ าบัด กลุ่มยาเคมีบ าบัดที่ใช้ได้แก่ cisplatin, paclitaxel, ifosfamide และ 
topotecan  

 ในการวิจัยนี้ได้ศึกษาการใช้ระบบน าส่งยาที่เป็นอนุภาคนาโนส าหรับกักเก็บ cisplatin ซึ่งเป็นยากลุ่ม 
platinum-based anti-cancer ที่ใช้ชักน าให้เกิดการตายของเซลล์มะเร็ง โดยการรบกวนกระบวนการแปล
รหัสของดีเอ็นเอและกลไกการเพิ่มจ านวนของดีเอ็นเอ เป็นผลให้การส่งสัญญาณของสารต่าง ๆ ในเซลล์ถูก
รบกวนท าให้เซลล์เกิด apoptosis (Siddik., 2003) แม้ว่า cisplatin จะเป็นยาเคมีบ าบัดล าดับแรก (first line 
drug) ที่ใช้ในการรักษามะเร็งปากมดลูก แต่การใช้ก็ยังมีข้อจ ากัดเนื่องจากเป็นยาที่มีความเป็นพิษสูงมาก 
สามารถก่อให้เกิดผลข้างเคียงต่อ ตับ ไต ระบบประสาท การได้ยิน รวมถึงการคลื่นไส้  (Giaccone et al., 
2000) นอกจากนี้แล้วโมเลกุลของยายังมีขนาดเล็กท าให้มีการขับออกจากร่างกายได้เร็ว ยาอยู่ในมะเร็ง
เป้าหมายเป็นเวลาสั้น ๆ แต่สามารถไหลเวียนในกระแสเลือดได้ดีท าให้เกิดการท าลายเนื้อเยื้อปกติ (Konishi et 
al., 2003) 

การวิจัยนี้มีเป้าหมายเพ่ือพัฒนาระบบน าส่งยาบ าบัดมะเร็งปากมดลูก โดยออกแบบให้ยาบรรจุอยู่ใน
อนุภาคนาโนไลโปโซม เพ่ือการน าส่งยาที่มปีระสิทธิภาพสูง เป็นพิษต่ าและมีความจ าเพาะกับเซลล์เป้าหมาย ใน
การทดลองนี้ได้เน้นการดัดแปลงผิวของไลโปโซมให้มีหน้าที่จ าเพาะส าหรับการรักษามะเร็งปากมดลูก ระบบ
น าส่งที่ใช้จะเป็น liposome ที่ได้รับการดัดแปลงพ้ืนผิว 2 ระบบคือ  

1. ระบบน าส่งยาประจุบวกและเกาะติดเยื่อเมือก chitosan-conjugated liposome ซ่ึงบรรจุยา 
cisplatin เพ่ือการรักษามะเร็งปากมดลูก 

2. ระบบน าส่งยาแบบมุ่งเป้า PLGA-liposome บรรจุยา cisplatin เพ่ือการรักษามะเร็งปากมดลูก โดย
ใช้ anti-VEGF เป็นโมเลกุลช่วยในเกิดการจับกับเซลล์เป้าหมายได้ 

ระบบทั้งสองแสดงดังภาพที่ 1 ในเนื้อหารายงานนี้ได้แบ่งการทดลองออกเป็น 2 เรื่อง ตามล าดับ 
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ภำพที่ 1 แสดงระบบน าส่งแบบไขมันที่มีการดัดแปลงผิวของอนุภาคด้วย chitosan-conjugated 

oleic acid (a) และ anti-VEGF (b) เพ่ือการน าส่งอย่างมีเป้าหมาย  
 

วิธีกำรทดลอง 

เรื่องท่ี 1 ระบบน ำส่ง chitosan-conjugated liposome บรรจุยำ cisplatin เพื่อกำรรักษำมะเร็งปำก
มดลูกด้วยระบบน ำส่งแบบเกำะติดเยื่อเมือก 

 เซลล์มะเร็งปำกมดลูกเพำะเลี้ยง 

 เซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด SiHa (ATCC® HTB-35™) เป็นเซลล์เพาะเลี้ยงแบบเกาะ ได้มาจากชิ้นส่วน
เนื้อเยื่อ squamous cell บริเวณปากมดลูก (Squamous cell carcinoma) ภายในเซลล์มีเชื้อ HPV สายพันธุ์
ที่ 16 อาศัยอยู่ 1-2 copies และจัดเป็นเซลล์ในผู้ป่วยมะเร็งปากมดลูกระยะที่ 2  

 กำรสังเครำะห์ quaternized N,O-oleoyl chitosan (QCS) 

 เพ่ือให้ไคโตซานมีประจุบวก ละลายน้ าได้ และมีส่วนที่สามารถเข้าร่วมประกอบกับไลโปโซมได้ ใน
งานวิจัยนี้จึงดัดแปลงไคโตซาน โดยเริ่มจากการเตรียม N,O-oleoyl chitosan แล้วท า quantization ให้เป็น
ประจุบวกถาวรและเพ่ิมค่าการละลายน้ า โดยการเติ่มหมู่ glycidyltrimethyl ammonium chloride  ได้เป็น 
quaternized N,O-oleoyl chitosan (QCS) ซึ่งมี degree of quaternization (DQ) เท่ากับ 27%  

 กำรเตรียม lip และ lip-QCS และกำรตรวจสอบคุณสมบัติทำงเคมีกำยภำพ  

 ละลาย lecithin 10 มิลลิโมล่าร์ PE-PEG 1% โดยน้ าหนัก โดยน้ าหนัก ในสารละลาย diethyl ether 
10 มิลลิลิตร ใน flask ก้นกลม ให้เป็นเนื้อเดียว ระเหยตัวท าละลายอินทรีย์ออกด้วยเครื่อง rotary evaporator 
ที่ความเร็ว 90-150 รอบต่อนาที ในสภาวะที่มีก๊าซไนโตรเจนผ่าน ที่อัตรา 50-100 กิโลกรัมต่อตารางเซนติเมตร 
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25 องศาเซลเซียส จนกระทั่งหมด จะได้เป็นฟิล์มไขมันบาง เรียบ และใส เกาะที่ผิวของขวดก้นกลม ท า
แผ่นฟิล์มให้แห้งด้วยเครื่อง freeze dryer ใช้เวลาประมาณ 18-24 ชั่วโมง ละลายแผ่นฟิล์มด้วยสารละลาย PBS 
pH 7.4 10 มิลลิลิตร ด้วยเครื่องบ่มเขย่า (incubator shaker) จนกระทั่งฟิล์มละลายหมด ประมาณ 1 ชั่วโมง 
ที่อุณหภูมิห้อง ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องหรือ 4 องศาเซลเซียส อย่างน้อย 3 ชั่วโมงเพ่ือให้สารละลายไลโปโซมคง
ตัว ลดขนาดของไลโปโซม ด้วยเครื่อง extruder ผ่าน poly carbonate membrane ขนาด 200 นาโนเมตร 
รอให้ไลโปโซมคงตัวด้วยการตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องหรือ 4 องศาเซลเซียส อย่างน้อย 3 ชั่วโมง ก่อนน าไปใช้ท า
การทดลองต่อไป 

 การเตรียม lip-QCS องค์ประกอบแล้ววิธีการเป็นเช่นเดียวกับ lip โดยจะใส่ QCS ในขั้นตอนเตรียม
ฟิลม์ที่ 2.0 % โดยน้ าหนัก ไดเ้ป็น lip-2.0%QCS 

 กำรทดสอบควำมเป็นพิษของ lip-QCS  

 เตรียมเซลล์ SiHa ใน 96 well plate โดยใช้เซลล์ปริมาณ 8,000 เซลล์ต่อหลุม บ่มเป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
จนเซลล์เพิ่มจ านวนประมาณ 80% confluence เตรียมทดสอบความเป็นพิษของอนุภาคไลโปโซม (Lip) และ 
Lip-QCS เจือจางด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ให้ได้ความเข้มข้นที่ต้องการ ใส่สารที่เตรียมได้ในปริมาตร 10 ไมโครลิตร
ต่อ 1 หลุม บ่มต่อเป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นล้างเซลล์ด้วย sodium phosphate buffer ที่ pH 7.4 จากนั้น
ดูดออก แล้วเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มีผสม 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-. 2,5-diphenyltetrazolium 
bromide (MTT) ความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 25 ไมโครลิตรต่อ 1 หลุม บ่มไว้ 4 ชัว่โมง ดูด
สารละลายออกแล้วเติม dimethyl sulfoxide ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อ 1 หลุม วัดค่าการดูดกลืนแสงด้วย
เครื่อง Microplate reader (Molecular Devices SpectraMax M2, CA, USA) ที่ความยาวคลื่น 550 นาโน
เมตร เพ่ือหาค่า % cell survival ดังสมการ 

controlofAbsorbance

xsampleofAbsorbance
survivalcell

550

550 100
%   

 กำรทดสอบกำรเกำะติดเยื่อเมือกโดยกำรใช้อนุภำค mucin  

 ความสามารถในการเกาะติดเยื่อเมือกสามารถทดสอบแบบ in vitro ได้ด้วยการตรวจการจับกันของ 
Lip-QCS กับอนุภาค mucin โดยใช้ mucin type III  ซึ่งสกัดจากกระเพาะหมูเตรียมเป็นอนุภาคเพ่ือท าการ
ทดสอบตามวิธีการ (Takeuchi et. al., 2005) ดังนี้ ละลาย mucin 1 % ใน Tris buffer pH 6.8 เป็นเวลา
ข้ามคืนที่อุณหภูมิ 37 oC จากนั้นลดขนาดของสารแขวนลอยที่ได้ด้วย ultrasonication จนกระท้ังได้อนุภาค
ขนาด 200-300 nm ปั่นเก็บอนุภาคท่ี 4,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 20 นาท ีผสมอนุภาค mucin 1 % กับ 
Lip และ Lip-QCS โดยก าหนดปริมาณของ mucin คงท่ีเป็น 1 ส่วน และผสมกับอนุภาคที่ทดสอบให้อยู่ในช่วง 
0.025-0.2 ส่วน ตรวจตามการเปลี่ยนแปลงของขนาดและประจุของอนุภาคท่ีได้ด้วย dynamic light 
scattering (DLS)  
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 กำรตรวจสอบควำมสำมำรถในกำรเข้ำเซลล์ของ lip-QCS  

 การเข้าเซลล์สามารถตรวจสอบได้เชิงปริมาณด้วย flow cytometry โดยเตรียมเซลล์ SiHa ใน 6 well 
plate ใช้เซลล์ปริมาณ 10,000 เซลล์ต่อหลุม บ่มเป็นเวลา 24 ชั่วโมง อนุภาค Lip และ Lip-QCS ที่ติดสีด้วย
สารเรืองแสงสีแดง (dil dye) ในอัตราส่วน 1:1000 โดยน้ าหนักของฟอสโฟลิปิดร่วมกับเซลล์ SiHa ในอาหารที่
ไม่มี serum เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ท าตัวอย่างละ 5 ซ้ า ดูดอาหารที่มีส่วนประกอบของอนุภาคท้ิง ล้างเซลล์ด้วย 
PBS pH 7.4 จากนั้นเก็บเซลล์แขวนลอยไปวัดการเข้าเซลล์ของอนุภาคด้วยเครื่อง Flow cytometry เตรียม
ตัวอย่างกลุ่มควบคุมเป็นเซลล์ SiHa ที่ไม่ได้บ่มด้วยอนุภาค เพ่ือเป็นตัวเปรียบเทียบในหาอัตราการเข้าเซลล์ของ
อนุภาค  

 กำรเตรียมไลโปโซมบรรจุ cisplatin 

 ละลาย cisplatin 60 mg (0.02 mmol) ในสารละลาย siver nitrate solution (66.2 mg/1 mL, 
0.39 mmol) น าสารละลายที่ได้บ่มที่ 60 o C เป็นเวลา 3 ชั่วโมง กวนต่อที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 12 ชั่วโมง 
จากนั้นก าจัดตะกอน siver nitrate ด้วยการปั่นตก 16,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที กรองด้วยตัวกรอง
ขนาด 0.2 µm ได้สารละลาย cisplatin น ามาบรรจุใน liposome ที่เตรียมด้วยวิธีดังบรรยายข้างต้น โดยจะใส่
ภายหลังการเตรียม thin film แล้ว rehydrated ด้วยการเติม phosphate buffer saline (PBS) pH 7.4 และ
สารละลาย cisplatin (100 µg of cisplatin/1 mg of lipid) เขย่าเพ่ือให้เกิดการละลายและการสร้างไลโปโซม 
อนุภาคท่ีได้ถูกลดขนาดด้วย discontinuous extruder Liposo-Fast™-10 (Avestin Inc, Ottawa, Canada) 
ซึ่งมี polypropylene membrane ขนาด 200 nm เป็นตัวกรองคัดขนาด โดยท าการ extrude จ านวน 15-
20 รอบ ได้เป็น Lip-QCS ปั่นตกด้วย ultracentrifugation (Optima L-100 XP Ultracentrifugation 
Beckman Coulter; California, USA) ที่ความเร็ว 80,000 รอบต่อนาที 25 oC เป็นเวลา 1.5 ชั่วโมง แขวนลอย
ตะกอนที่ด้วย PBS ได้ Lip-QCS บรรจุ cisplatin (lip-QCS-cisplatin)  

 ปริมาณของ cisplatin ที่บรรจุใน liposome วัดได้ด้วย Atomic Absorption Spectrometer (AAS; 
Perkin Elmer model PinAAcle 900F, MA, USA) ซึ่งตรวจตามจากปริมาณของ platinum ซึ่งเป็น
องค์ประกอบในโมเลกุล cisplatin  

 กำรวัดปริมำณ cisplatin 

 เตรียมตัวอย่าง cisplatin โดยละลาย cisplatin ด้วยน้ าปราศจากไอออนที่ความเข้มข้น 50.0, 25.0, 
12.5, 6.3, 3.1 และ 1.6 µg/mL เพ่ือใช้ในการเตรียมกราฟมาตรฐานของ cisplatin (standard curve) และ
เตรียมตัวอย่าง liposome ที่ต้องการวัดปริมาณ cisplatin โดยการเจือจางด้วยน้ าปราศจากไอออนที่ 1:10 
จากนั้นน าตัวอย่างที่ได้วัดปริมาณ cisplatin ด้วยเครื่อง atomic absorption spectroscopy โดยเมื่อตัวอย่าง
สารละลายถูกส่งผ่านเข้าสู่เปลวไฟ ท าให้เกิดกระบวนการแตกตัวของโมเลกุล โดยไอออนของโลหะจะแตกตัว
อยู่ในรูปของออกไซด์ ซึ่งจะท าให้อิเล็กตรอนของธาตุเกิดการเปลี่ยนแปลงระดับพลังงานจากสภาวะพ้ืน 
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(Ground stage) ไปสู่สภาวะกระตุ้น (Excited stage) โดยอาศัยการดูดกลืนแสง (Absorption) ที่ความยาว
คลื่นที่เฉพาะเจาะจง ซึ่งข้ึนอยู่กับชนิดของธาตุ เมื่อน าค่าความเข้มข้นเริ่มต้นของแสงมาค านวนผลกับค่าความ
เข้มข้นสุดท้ายหลังจากถูกดูดกลืนแสงจะได้ “ค่าการดูดกลืน (Absorbance, A)” ซึ่งค่าการดูดกลืนแสงจะมาก
หรือน้อยขึ้นอยู่กับความเข้มข้นของธาตุที่อยู่ในสารละลายตัวอย่าง  

 เมื่อน าค่าการดูดกลืนแสงที่ได้มาสร้างกราฟมาตรฐานโดยเทียบกับค่าความเข้มข้นของสารละลายที่
ทราบความเข้มข้น (Standard solution) จะได้สมการที่ได้จากกราฟของสารละลายมาตรฐาน ก็จะสามารถ
วิเคราะห์หาปริมาณโลหะในสารละลายตัวอย่างได้โดยเทียบจากค่าการดูดกลืนแสงที่วัดได้ 

 กำรเตรียม 3D cancer model เพื่อตรวจสอบอัตรำกำรรอดชีวิตและกำรชักน ำ apoptosis 

 เพ่ือทดสอบประสิทธิภาพของระบบในการรักษามะเร็งปากมดลูก จึงทดสอบการยังยั้งเซลล์มะเร็งใน 
3D cancer model เตรียมเซลล์ SiHa 2 x 103 เซลล์ต่อหลุม เลี้ยงในจานอาหารที่มีคุณสมบัติ ultra-low 
attachment เป็นเวลา 4 วัน จนกระทั้งได้ tumor spheroid ขนาดประมาณ 203 ± 6 um ก้อนเซลล์มะเร็ง
ที่ได้จะถูกบ่มกับตัวอย่างดังนี้คือ free cisplatin, Lip, Lip-QCS, Lip-QCS-cisplatin โดยศึกษาที่ความเข้มข้น
ของ cisplatin เท่ากับ 0, 6.25, 12.5, 25, 50, และ 100 µg/ml ตรวจสอบขนาดและลักษณะของก้อนเซลล์
เมื่อเลี้ยงต่อไปเป็นเวลา 3 วัน ตรวจวัดความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งและวัดการเกิด apoptosis ด้วย CellTiter-
Glo Luminescent Cell Viability assay (Promega, WI, USA) ซึ่งวัดทั้งอัตราการรอดของเซลล์ 

เรื่องท่ี 2 ระบบน ำส่งยำแบบมุ่งเป้ำ PLGA-liposome บรรจุยำ cisplatin เพื่อกำรรักษำมะเร็งปำกมดลูก  

 กำรเตรียม PLGA และ PLGA-Liposome บรรจุ cisplatin 

 การกักเก็บยา cisplatin ในอนุภาค PLGA (50:50) เตรียมโดยเทคนิค double emulsion solvent 
evaporation (W1/O/W2) โดยการเตรียมสารละลาย cisplatin เริ่มต้นที่ 1 mg/ml ในสารละลาย PVA เพ่ือ
เป็นส่วนของ Aqueous phase  (W1) จากนั้นน า W1 ที่ละลายเข้ากันแล้วหยดลงในสารละลาย PLGA ใน 
dichloromethane (O) ที่ความเข้มข้น 5% โดยน้ าหนัก ภายใต้แรงสั่นสะเทือนที่ 40% เป็นระยะเวลา 3 นาที 
จะได้เป็น W1/O emulsion จากนั้นน า cisplatin ที่อยู่ ใน W1/O emulsion มาหยดในสารละลาย 2%PVA 
(W2) ด้วยเครื่อง Ultrasonic probe ภายใต้แรงสั่นสะเทือนที่ 40% เป็นระยะเวลา 3 นาที เพ่ือให้เกิดการ 
form ตัวของอนุภาค PLGA โดย cisplatin จะถูกบรรจุอยู่ในอนุภาค PLGA ในรูปของ W1/O/W2 น า 
emulsion ที่ได้นี้ตั้งปั่นทิ้งไว้เป็นเวลา 3 ชั่วโมงเพ่ือระเหย solvent ออกให้หมด จากนั้นน าอนุภาคที่ได้ไปปั่น
เหวี่ยงเพ่ือตกตะกอนและล้างอนุภาคด้วยน้ ากลั่น ด้วยการปั่นเหวี่ยงทีส่ภาวะ 25oC ความเร็วรอบ 10,000 rpm 
เป็นระยะเวลา 30 นาที โดยท าการล้างปั่นอนุภาคเป็นจ านวน 3 รอบ จะได้เป็นอนุภาค PLGA-cisplatin 

 อนุภาค PLGA-cisplatin นี้ จะได้น าไปเคลือบผิวด้วย phospholipid ด้วยกระบวนการเตรียม 
liposome ดังที่ได้กล่าวข้างต้น 
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 กำรติด Ligand ชนิด Anti-VEGF บนฟอสโฟไลปิด 

- กำรติดแอนติบอดีบนไลโปโซม   

เริ่มต้นโดยการติด linker กับแอนติบอดี โดยค่อย ๆ ผสม 2-Imminrothiolane ที่ความเข้มข้น 1 
เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตรลงในแอนติบอดีความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมกรัมต่อมิลลิลิตรในสารละลาย PBS 
pH 7.4 กวนสารผสมที่ความเร็ว 80 รอบต่อนาที เป็นเวลาอย่างน้อย 1 ชั่วโมง ค่อย ๆ เติมสารผสมลงในไลโป
โซมท่ีเตรียมไว้ ในอัตราส่วน 1:1 โดยปริมาตร โดนกวนสารตลอดเวลาขณะเติมที่ความเร็วประมาณ 80 รอบต่อ
นาที ที่อุณหภูมิ 4 หรือ 25 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง แยกแอนติบอดีที่ไม่ติดกับไลโปโซม ด้วย
เครื่องปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 80,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จ านวน 2 รอบ ละลายตะกอนด้วย
สารละลาย PBS ตั้งทิ้งไว้ที่ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12-24 ชั่วโมง ก่อนน าไปวิเคราะห์หาปริมาณไขมัน และ
แอนติบอดี 

 - กำรวัดปริมำณฟอสโฟลิปิดและกำรประเมินผลกำรติด Anti-VEGF บนผิวของไลโปโซม  

 หาปริมาณฟอสโฟลิปิดเพ่ือควบคุมปริมาณเริ่มต้นของไลโปโซมส าหรับการติด Anti-VEGF ในขั้นตอน
ต่อไป โดยการหาจะใช้ Phospholipids C test (Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japan) เพ่ือหา
ปริมาณฟอสโฟลิปิดหลังการเตรียมเป็นไลโปโซม  เริ่มจากการละลาย color reagent ด้วย PBS อัตราส่วน 1:1 
ขวด เตรียมกราฟมาตรฐานจากสารละลายมาตรฐานของชุดตรวจสอบ จากนั้นใส่สารละลายทดสอบ 3 
มิลลิลิตรต่อสารละลายตัวอย่าง 20 ไมโครลิตร เขย่า บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส ทิ้งไว้ 5 นาที วัดสีที่ความยาวคลื่น
ที่ 700 นาโนเมตร สร้างกราฟมาตรฐานและหาค่าเทียบจากกราฟ 

 ประเมินผลการติด Anti-VEGF บนผิวไลโปโซม ท าด้วยการวัดปริมาณโปรตีนโดยใช้ Micro BCA 
Protein Assay Kit (Thermo Scientific Pierce, Rockford, USA) เตรียม reagent โดยผสม reagent A 1 
ส่วนต่อ reagent B 50 ส่วน เตรียมกราฟมาตรฐานจากสารละลายมาตรฐานของชุดตรวจสอบ เติมสารละลาย 
reagent 200 ไมโครลิตรในสารละลายตัวอย่าง 25 ไมโครลิตร ใน 96 well plate  เขย่า 30 วินาที บ่มที่ 37 
องศาเซลเซียส นาน 30 นาที วัดสีที่ความยาวคลื่น 562 นาโนเมตร สร้างกราฟมาตรฐานและหาค่าเทียบจาก
กราฟ น าค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายไลโปโซมท่ีติดแอนติบอดีหักออกจากค่าดูดกลืนแสงของ
สารละลายไลโปโซมท่ีไม่มีแอนติบอดี เพ่ือหาค่าปริมาณโปรตีน 

 กำรทดสอบกำรเข้ำเซลล์อย่ำงจ ำเพำะของอนุภำคด้วย confocal laser scanning microscopy 

เตรียมอนุภาคโดยย้อมสารเรืองแสงสีแดง dill dye ที่อัตราส่วน 1:500 โดยน้ าหนักของฟอสโฟลิปิด 
ผสมให้เข้ากัน ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลาข้ามคืนก่อนทดสอบ เลี้ยงเซลล์ SiHa ปริมาณ 2 x 
104 เซลล์ต่อหลุม 500 ไมโครลิตรลงบน cover slide เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง ล้างเซลล์ด้วยสารละลาย PBS 1 
รอบ ผสมอนุภาคท่ีย้อมสีแล้ว ละลายในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ไม่มี FBS และใส่ลงในหลุมที่มีเซลล์ บ่มที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส, 5% CO2 เป็นเวลา 0.5, 1, 2 และ 4 ชั่วโมง เมื่อถึงเวลาที่ก าหนด ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ออก 
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จากนั้นล้างเซลล์ด้วย PBS 2 รอบ ตรึงเซลล์ด้วย 70% เอทานอลเย็น 2 มิลลิลิตร 10 นาทีที่อุณหภูมิห้อง ใส่
อาหารเลี้ยงเซลล์ 1 มิลลิลิตรแทนที่ 70% เอทานอล เจือจางสีย้อม Hoechst 33258 ให้ความเข้มข้นสุดท้าย
เป็น 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร แล้วน าสีที่เจือจาง 40 ไมโครลิตรเติมลงในเซลล์ จากนั้นเติมอาหารเลี้ยงเซลล์อีก 
1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยการหมุนเพลทเป็นวงกลม บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 30 นาที แล้วล้างด้วย 
PBS 3-4 รอบ น า cover slide ไปประกบกับ slide เก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส ตรวจสอบการเข้าเซลล์ด้วยเครื่อง 
confocal laser scanning microscopy (CLSM) (OLYMPUS FV1000) ที่ก าลังขยาย 60 เท่า  

 

 กำรทดสอบควำมเป็นพิษของ PLGA-lip-cisplatin 

 เลี้ยงเซลล์ SiHa จ านวน 8,000 เซลล์ต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 24 ชั่วโมงให้เซลล์เพิ่มจ านวนส าหรับการ
ทดสอบด้วยวิธี MTT โดยบ่ม PLGA-lip-cisplatin ที่ความเข้มข้นของ cisplatin ดังนี้ 0.10, 1.95, 3.90, 7.81, 
15.62, 31.25, 62.50, 125 และ 250 บ่มเป็นเวลา 24 ชั่วโมง เพ่ือการทดสอบการเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งซึ่งเป็น
ผลมาจากระบบน าส่งยา ด้วยการทดสอบกับน้ ายา MTT  

 กำรทดสอบประสิทธิภำพ PLGA-lip-cisplatin ในหนูทดลอง 

 ในการศึกษานี้ได้ทดลองกับ หนู Nude (BALB/cMlac-nu) เพศเมีย อายุ 8 สัปดาห์ สายพันธุ์จาก  
Central Institute of Experimental Animal; CIEA Japan ทางผู้ศึกษาได้ท าการสั่งซื้อจากศูนย์สัตว์ทดลอง
แห่งชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล และทุกการทดลองที่ท ากับสัตว์ทดลองได้ผ่านการพิจารณาจรรยาบรรณการวิจัย
ในสัตว์จากมหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์(013/2557) โดยปฏิบัติตามกฎกระทรวง ระเบียบ ประกาศตามที่ก าหนด
ใน พ.ร.บ.สัตว์เพ่ืองานทางวิทยาศาสตร์ พ.ศ.2558 อย่างเคร่งครัด   

 ผู้ศึกษาได้ทดลองและเลี้ยงหนูทดลองในห้องปลอดเชื้อที่ ศูนย์สัตว์ทดลอง มหาลัยธรรมศาสตร์ และ
ปลูกถ่ายเซลล์มะเร็งปากมดลูก (SiHa) จ านวน 5,000,000 เซลล์/ตัว ลงบนด้านหลังของหนูทดลองโดยการฉีด 
subcutaneous หลังจากนั้นเลี้ยงหนูทดลองต่อในสภาพปลอดเชื้อเป็นเวลา 2 สัปดาห์ เพ่ือให้ก้อนมะเร็งโต
ประมาณ 2-5 cm (ภาพที่ 2) แบ่งกลุ่มการทดลองออกเป็น 3 กลุ่มกลุ่มละ 6 ตัวเพ่ือดูการน าส่งยาไปยังบริเวณ
เป้าหมายดังนี้ 

กลุ่มท่ี 1 ฉีดด้วย PLGA-lip-cisplatin + anti-VEGF (targeted) ทาง tail vein  ปริมาตร 200 µl ที่
ความเข้มข้น 2.4 mg/ml  

กลุ่มท่ี 2 ฉีดด้วย PLGA-liposome ที่มีไม่โมเลกุลเป้าหมายทาง tail vein  (non-targeted) ปริมาตร 
200 µl ที่ความเข้มข้น 2.4 mg/ml 

กลุ่มท่ี 3 ฉีดด้วย น้ ากลั่น (control) ทาง tail vein  ปริมาตร 200 µl  
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 ทุกกลุ่มท าการฉีดซ้ าอีกครั้งในวันที่สามและหลังฉีดจากครั้งแรกเจ็ดวัน ให้หนูทดลองดมก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์ เปิดช่องท้อง และเก็บตัวอย่างอวัยวะต่าง ๆ เพ่ือตรวจการสะสมของตัวน าส่งยา
เปรียบเทียบกับก้อนมะเร็งต่อไป ปริมาณการสะสมของตัวน าส่งยาในอวัยวะต่างๆ สามารถวิเคราะโดยการใช้
ความเข้มของแสงฟลูออเรสเซน ด้วยเครื่อง in vivo bioluminescence imaging system ท าการวิเคราะห์
ข้อมูลทางสถิติเปรียบเทียบระหว่างกลุ่มด้วยวิธี One-Way ANOVA ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 %  

 

ภาพที่ 2 ก้อนมะเร็งหลังจากการปลูกถ่ายบนหลังหนูทดลองเป็นเวลาสองสัปดาห์ และสภาพห้องปลอดเชื้อที่ใช้
ท าการเลี้ยงหนูทดลองและท าการทดลองในศูนย์สัตว์ทดลอง มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ 

ผลกำรทดลอง 

เรื่องท่ี 1 ระบบน ำส่ง chitosan-conjugated liposome บรรจุยำ cisplatin เพื่อกำรรักษำมะเร็งปำก
มดลูก 

 กำรสังเครำะห์ quaternized N,O-oleoyl chitosan (QCS)  

 การสังเคราะห์ QCS ท าได้โดยเตรียม chitosan ให้เป็น N,O-oleoyl chitosan (OCS) ก่อน จากนั้น
จึงท า quaternization พอลิเมอร์ที่เตรียมได้แล้วน ามาวิเคราะห์  ATFT-IR spectra เปรียบเทียบระหว่าง 
chitosan (CS) , N,O-oleoyl chitosan (OCS) และ quaternized N,O-oleoyl chitosan (QCS) (ภาพที่ 3) 
ผลการทดลองพบพีคท่ีแสดงคุณลักษณจ าเพาะของ CS, OCS และ QCS โดยส าหรับ CS พบพีคที่ค่าการดูดกลืน
แสงที่ช่วงคลื่น 1149, 1057 and 1022 cm-1 ซึ่งเป็น C–O–C และ C–O stretching ในขณะที่ ATR-FTIR 
pattern ของ N,O-oleoyl chitosan พบค่าการดูดกลืนแสงที่ 2924, 2854, 1464 and 1182 cm-1 ซึ่งเป็น
ต าแหน่งของ –CH2- group และท่ี 777 cm-1 เนื่องมาจาก =C-H bending ของ oleoyl group และ 
quaternized N,O-oleoyl chitosan พบพีคท่ี 1477 cm-1 จาก C–H stretching ของ methyl substituent 
of quaternary ammonium group  
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ภาพที่ 3 ATR-FTIR pattern ของ Chitosan, Oleoyl chitosan (OCS) และ Q-Qleoyl chitosan (QCS) 

 ลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำของไลโปโซม  

 QCS ที่สังเคราะห์ได้น ามาใช้ในการดัดแปรผิวของไลโปโซมที่เตรียมให้เป็นประจุบวกด้วยการเติม QCS 
ในขั้นต้องการเตรียมฟิลม์ของไลโปโซม ได้เป็น Lip-QCS  ตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาและขนาดภายใต้
กล้อง TEM โดยเทียบไลโปโซม (Lip) และไลโปโซมที่ผสม QCS (Lip-QCS) ภาพจาก TEM (ภาพที่ 4) แสดงให้
เห็นว่าไลโปโซมทั้งสองชนิดทีเ่ตรียมได้มีลักษณะกลม และมีการกระจายของขนาดสม่ าเสมอ นอกจากนี้ยัง
พบว่าภาพของไลโปโซมท่ีมี QCS มีการหดตัวเล็กน้อย ซึ่งน่าจะเป็นจากการเตรียมตัวอย่างซึ่งต้องมีการท าแห้ง 
และ QCS เป็นพอลิเมอร์จึงเกิดการหดตัว อย่างไรก็ตามผลการทดลองนี้แสดงให้เห็นว่าไลโปโซมท่ีเตรียมได้มี
รูปแบบและขนาดเหมาะสมส าหรับการทดลองขั้นต่อไป  

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4 ภาพถ่าย TEM ของไลโปโซม (Lip) และ ไลโปโซมประจุบวก Lip-QCS 

 ลักษณะทำงกำยภำยเคมีของไลโปโซม 

 

Lip-QCSLip
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 ลักษณะทางเคมีกายภาพของ liposome วิเคราะห์ได้โดยการหาค่าขนาดและประจุของอนุภาคด้วย 
DLS ผลการวิเคราะหโ์ดยวัดตัวอย่าง Lip, Lip-QCS และ Lip-QCS-cisplatin พบว่าอนุภาคท่ีได้มีขนาดในช่วง 
140-165 nm การใส่ QCS และ cisplatin ไม่มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงของขนาด และอนุภาคทุกชนิดมีความ
สม่ าเสมอและมีค่าการกระจายตัวช่วงแคบคืออนุภาคส่วนใหญ่มีขนาดไม่เกิน 0.2 nm ค่าประจุที่ผิวของ Lip มี
ค่าติดลบที่ -7.3 ± 0.5 mV และมีประจุเป็นบวกมากข้ึนจากการเติม QCS 11.7 ± 0.7 mV ซึ่งจะช่วยเพิ่มโอกาส
ในการสัมผัสกันของอนุภาคและผิวเซลล์มากขึ้นด้วยแรงทางประจุ  อย่างไรก็ตามเม่ือเป็น Lip-QCS-cisplatin 
ประจกุลับมีค่าเป็น 0.6 ± 0.0 mV เนื่องจาก cisplatin มีผลต่อค่าประจุของอนุภาค อย่างไรก็ตามการเติม QCS 
ถือเป็นการปรับค่าประจุขึ้นเพ่ือช่วยให้เซลล์และอนุภาคมีแนวโน้มเข้าใกล้กันได้มากข้ึนเพ่ือเพ่ิมความสามารถ
ในการเข้าเซลล์ของอนุภาค 

ตารางที่ 1 ผลการวิเคราะหข์นาดและประจุของไลโปโซม ด้วย hydrodynamic light scattering  

ตัวอย่าง ขนาด  
(nm) 

PDI Zeta potential (mV) 

Lip 141.7 ± 1.7 0.1 ± 0.0 -7.3 ± 0.5 

Lip-QCS 171.5 ± 0.8 0.1 ± 0.0 11.7 ± 0.7 

Lip-QCS-cisplatin 164.6 ± 1.0 0.2 ± 0.0 0.6 ± 0.0 

 

 กำรศึกษำควำมเป็นพิษของ lip และ lip-2%QCS 

 เพ่ือตรวจสอบว่าการเติม QCS ไม่มีผลต่อความพิษของไลโปโซม MTT assay เพ่ือเปรียบเทียบระหว่าง 
Lip-QCS และ Lip โดยได้ควบคุมให้ปริมาณฟอสโฟลิปิดของจากไลโปโซมท้ัง 2 ชนิดมีค่าเท่าความเข้มข้น
เท่ากัน ท า serial dilution ให้ค่าความเข้มข้นเป็น 0, 0.0024, 0.0049, 0.0097, 0.02, 0.04, 0.08, 0.16, 
0.31, 0.62, 1.25, 2.50 และ 5.00 mg/ml เพ่ือบ่มกับเซลล์เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ผลการทดลองพบว่าการเติม 
QCS ไม่ได้มีผลเหนี่ยวน าให้เซลล์เป็นพิษมากข้ึน โดยระดับการยับยั้งเซลล์ของทั้ง Lip และ Lip-QCS มีความ
ใกล้เคียงกัน โดยปริมาณฟอสโฟลิปิดที่ท าให้เซลล์อยู่รอดในระดับ 80 % คือ 0.08 mg/ml และหากเพ่ิมจนถึง 
5.00 mg/ml เซลล์ยังมีอัตราการรอดสูงกว่า 50 % (ภาพที่ 5) 
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 ภาพที่ 5 อัตราการรอดชีวิตของเซลล์มะเร็งปากมดลูก เมื่อบ่มด้วย lip และ lip-QCS 

 กำรทดสอบกำรเกำะติดเยื่อเมือก   

 นอกจากการเติม QCS มีผลท าให้ Lip-QCS มีค่าประจุเป็นบวกข้ึนแล้วยังมีผลให้อนุภาคมีคุณสมบัติ
เกาะติดเยื่อ mucous ได้มากข้ึนเนื่องมาจากคุณสมบัติของ chitosan ดังนั้นจึงไดท้ดสอบคุณสมบัติดังกล่าว
ด้วยวิธี sub-micron mucin test ด้วยการผสมตัวอย่าง Lip-QCS ที่ต้องการทดสอบที่ความเข้มข้นต่าง ๆ กับ
อนุภาค mucin ซึ่งหากเกิดการจับของอนุภาคและ mucin จะได้ complex ที่มีขนาดใหญ่และค่าประจุของ 
complex จะเปลี่ยนไปเมื่อเทียบกับ mucin โดยพบว่าการเพ่ิมข้ึนของที่ขนาดและประจุจะแปรผันตรงกับ
ความเข้มข้นของ QCS ที่เติมเพ่ือทดสอบ (ภาพที่ 6) จึงสรุปได้ว่า Lip-QCS มีคุณสมบัติเกาะติดเยื่อเมือก ในการ
ทดลองนี้ได้ใช้ Lip เป็นตัวอย่างควบคุมเพ่ือเปรียบเทียบพบว่า Lip ไม่มีการเปลี่ยนแปลงของทั้งขนาดและประจุ
ซึ่งแสดงว่า Lip ไม่เกาะติดเยื่อเมือก ดังนั้นการเติม QCS จึงมีผลทั้งเพ่ิมค่าประจุและความสามารถในการ
เกาะติดเยื่อเมือกของอนุภาคไลโปโซม 
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 ภาพที่ 6 ขนาดและประจุของ mucin, mucin-Lip และ mucin-Lip-QCS complex 

 กำรตรวจสอบควำมสำมำรถในกำรเข้ำเซลล์ของ lip-QCS 

 เพ่ือตรวจสอบความสามารถในการเข้าสู่เซลล์ของไลโปโซม Lip และ Lip-QCS ซ่ึงถูกย้อมด้วยสีฟลูออ
เรสเซนต์ น ามาบ่มร่วมกับเซลล์มะเร็งปากมดลูก SiHa โดยควบคุมให้ปริมาณลิปิดในลิโปโซมทั้ง 2 ชนิดเท่ากัน
ที่ 2.5 mg/ml และบ่มอนุภาคร่วมกับเซลล์เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จึงวิเคราะห์ด้วย flow cytometry   

 ตารางที่ 2 ผลการวิเคราะห์การเข้าเซลล์ของอนุภาคไลโปโซม 

ตัวอย่าง % internalization 

SiHa cell control 2.7 

SiHa+Lip 76.6 

SiHa+Lip–QCS 89.6 

 

 ผลการทดลอง (ตารางที่ 2) พบว่า Lip มีความสามารถในการเข้าเซลล์ได้ 76.58% แต่เมื่อดัดแปลง
ประจุให้เป็นบวก Lip-QCS เข้าเซลล์ได้สูงขึ้น คือเข้าได้ 89.6% ณ เวลาบ่มที่ 2 ชั่วโมง แสดงให้เห็นว่าไลโปโซม
ประจุบวกมีความสามารถในการเข้าเซลล์ได้ดี ซึ่งอาจเป็นผลมาจากการลด ionic repulsion ระหว่างอนุภาคซึ่ง
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เป็นบวกและผนังเซลล์ซึ่งมีประจุเป็นลบ ยืนยันถึงผลประจุที่ผิวของอนุภาคท่ีมีผลต่อการเข้าเซลล์ โดยการเพ่ิม
ประจุของอนุภาคให้เป็นบวกจะช่วยเพิ่ม attractive force ระหว่างอนุภาคและผนังเซลล์   

 กำรเตรียมไลโปโซมบรรจุ cisplatin และกำรทดสอบประสิทธิภำพในกำรบ ำบัดเซลล์มะเร็งใน
เซลล์เพำะเลี้ยง 

 เพ่ือทดสอบหน้าที่ของ Lip-QCS ในการเป็นตัวพา cisplatin ส าหรับการบ าบัดมะเร็งปากมดลูกนั้น 
การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์จึงจ าเป็น โดยในการทดลองได้ตรวจสอบปริมาณ cisplatin ที่บรรจุใน Lip-
QCS ด้วยการวัดปริมาณ cisplatin ใน AAS พบว่าจากปริมาณ lipid เริ่มต้น 104 µg/mg สามารถบรรจุ 
cisplatin ได้ 29 µg/mg คิดเป็น 28 % loading efficiency ซึ่งถือว่ายังเป็นปริมาณที่ยังน้อย โดยสันนิษฐาน
ได้ว่าเนื่องจาก cisplatin มีความเป็น hydrophobicity สูง ท าให้ตัวยาส่วนใหญ่ถูกผลักออกจาก hydrophilic 
core ของไลโปโซม และแทรกอยู่ใน hydrophobic surface ซึ่งเป็นส่วนของ lipid bilayer ผลการทดลองนี้
สอดคล้องกับ Huo T et al., 2012 ซึ่งได้เตรียมไลโปโซมบรรจุ cisplatin และพบว่ามี Pt-loading efficiency 
เป็น 25% แต่มีประสิทธิภาพพอเพียงในการรักษา 

 กำรทดสอบผลกำรยับยั้งกำรเจริญของเซลล์มะเร็งใน 3D tumor model  

 ในการตรวจสอบประสิทธิภาพในการรักษาของ Lip-QCS บรรจุ cisplatin จึงเพาะเลี้ยงเซลล์ใน
รูปแบบ 3D เพ่ือให้เซลล์เจริญเป็นก้อนมีรูปร่างคล้ายก้อนมะเร็ง โดยการเพาะเซลล์ 2,000 cell ในจานอาหาร
ที่มีคุณสมบัติ ultra-low attachment ในเจริญเป็นเวลา 3 วัน เพ่ือให้ได้ก้อนเซลล์มะเร็งขนาด 2.1±0.2 x 107 

mm3 แล้วจึงบ่มกับตัวอย่าง ได้แก่  Lip, Lip-QCS, Lip-QCS-cisplatin และ free cisplatin ผลที่ได้แสดงดัง
ภาพที่ 7a  อัตราการรอดชีวิตของเซลล์ได้รับการประเมินเชิงปริมาณด้วยการวัด MTT หลังจากการบ่มตัวอย่าง
กับเซลล์เป็นเวลา 72 ชั่วโมง ผลการทดลองชี้ให้เห็นว่าอัตราการรอดชีวิตของเซลล์เมื่อบ่มด้วย Lip-QCS-
cisplatin และ free cisplatin ลดลงเป็นสัดส่วนแปรผันตรงกับความเข้มข้มของยาดังภาพที่ 6b ในขณะที่ Lip 
control และ Lip-QCS ซึ่งไม่บรรจุยาไม่มีผลต่อการยับยั้งเซลล์ อย่างไรก็ตาม พบว่า Lip-QCS-cisplatin ให้ผล
การยับยั้งได้ต่ ากว่า free cisplatin ผลดังกล่าวนี้เกี่ยวข้องกับความแตกต่างของ bio-distribution ระหว่าง 
free cisplatin และ Lip-QCS-cisplatin   (Newman C et al., 1999, Junior M et al., 2007) โดยผลนี้
สอดคล้องกับการทดลองก่อนหน้านี้ที่ได้รายงานว่ายาที่บรรจุอยู่ในตัวพาจะถูกควบคุมการปลดปล่อยในขณะที่ 
free drug สามารถออกฤทธิ์ได้โดยตรง (Wang X et al., 2013; Ding D., et al, 2013) อย่างไรก็ตาม การกัก
เก็บไว้ในรูปแบบอนุภาคเป็นกลไกท าให้ยามีฤทธิ์ได้ยาวนานขึ้น การทดลองนี้ได้แสดงให้เห็นประสิทธิภาพของ 
Lip-QCS ในการยับยั้งการเจริญของก้อนเซลล์มะเร็ง 

a) 
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b) 

 

ภาพที่ 7 การทดสอบผลของยาที่มีต่อ 3D spheroid แสดงลักษณะของก้อนมะเร็งที่ได้รับผลจากยาความ
เข้มข้นต่าง ๆ (a) การประเมินค่าอัตราการรอดชีวิตของเซลล์ (b) 

 กำรชักน ำให้เกิด apoptosis ใน 3D tumor model 

 เนื่องจาก cisplatin มีผลต่อการชักน าให้เกิด apoptosis กับเซลล์ ดังนั้นจึงได้ทดสอบผลของ 
cisplatin ที่มีต่อเซลล์มะเร็งด้วยการวัด caspase-3 level ซึ่งแสดงออกจากเซลล์ที่เกิด apoptosis ใน
ก้อนมะเร็ง โดยเลี้ยงเซลล์เป็นเวลา 4 วัน จนได้ขนาดเฉลี่ย  3.6±0.2 x 107 mm3  แล้วเติมตัวอย่างของ free 
cisplatin และ Lip-QCS-cisplatin โดยก าหนดให้ความเข้มข้นของ cisplatin อยู่ที่ 25 µg/mL และตรวจวัด
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ตัวอย่างหลังจากการเลี้ยงที่เวลา 12, 24 และ 72 ชั่วโมง จากการวัดปริมาณ caspase-3 ผลการทดลองพบว่า
การเกิด apoptosis แปรผันตรงกับเวลาที่บ่มตัวอย่างกับเซลล์ (ภาพที ่7a) ซึ่งตรงข้ามกับการอยู่รอดของเซลล์
ที่จ านวนเซลล์ที่รอดชีวิตได้ลดลงตามเวลาที่บ่มตัวอย่าง (ภาพที่7b) และพบว่า free cisplatin ชักน าให้เกิด 
apoptosis ได้ดีกว่า Lip-QCS-cisplatin ดังสังเกตได้จากปริมาณ caspase-3 ที่ผลิตในระดับสูงอันเป็นผลจาก
การสัมผัสโดยตรงของยาและเซลล์ การวัดอัตราการอยู่รอดของเซลล์มะเร็งพบว่าทั้ง free drug และ Lip-QCS-
cisplatin ซ่ึงภายในเวลาศึกษา 72 ชั่วโมงนี้จะเห็นผลของความเป็นพิษจาก free cisplatin ได้เด่นชัด(ภาพที่ 
7a and c) ซึ่งเป็นผลจากการที่ cisplatin ไม่ได้ถูกกักเก็บจึงมีผลก่อน และคาดว่า Lip-QCS-cisplatin จะมีผล
ต่อการยับยั้งในรูปแบบ slowed และ sustained release  

 

ภาพที่ 7 การชักน าให้เกิด apoptosis เปรียบเทียบระหว่าง free cisplatin และ lip-QCS-cisplatin a) และ 
c) พร้อมกับการตรวจตามการรอดชีวิตของเซลล์ (b) 

   

เรื่องท่ี 2 ระบบน ำส่งยำแบบมุ่งเป้ำ PLGA-liposome บรรจุยำ cisplatin เพื่อกำรรักษำมะเร็งปำกมดลูก 
กำรเตรียม PLGA และ PLGA-Liposome บรรจุ cisplatin 
 ลักษณะทางกายภายของ PLGA ที่เตรียมได้วิเคราะห์ด้วย TEM พบว่าอนุภาค PLGA ที่เตรียมได้มี
ทรงกลม ขนาดต่ ากว่า 200 nm (ภาพที่ 8a) และเม่ือเคลือบด้วย liposome วิเคราะห์ด้วย TEM พบการ
เคลือบของชั้น lipid รอบผิวของอนุภาค PLGA ได้ชัดเจน (ภาพที่ 8b) เมื่อวัดด้วย AAS พบว่า PLGA สามารถ
กักเก็บ cisplatin ได้ 30.1% 
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ภาพที่ 8 ลักษณะ
ทางกายภาพของอนุภาค PLGA (a) และ PLGA เคลือบด้วยฟอสโฟลิปิด (PLGA-Lip) 

กำรติด Ligand ชนิด Anti-VEGF บนฟอสโฟไลปิด 

 ในการทดลองนี้มีเป้าหมายที่จะให้ anti-VEGF เป็น targeted moieties เพ่ือการน าส่งไลโปโซมให้
จ าเพาะต่อเซลล์มะเร็งปากมดลูก ดังนั้นเพื่อศึกษาความเป็นไปได้ในการเชื่อมแอนติบอดีดังกล่าวกับไลโปโซม
และทดลองสามารถในการเข้าเซลล์ของอนุภาคเม่ือเชื่อมแอนติบอดี จึงได้ดัดแปลงพ้ืนผิวของไลโปโซมโดยวัด
ปริมาณฟอสโฟลิปิดเริ่มต้นที่ใช้ก่อนติดและหลังติด พบว่าจากไลโปโซมตั้งต้นที่เตรียมได้ซึ่งมีความเข้มข้นของ
ฟอสโฟลิปิดเท่ากับ 6-7 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร หรือ 9-10 มิลลิโมลาร์นั้น เมื่อติด anti-VEGF แล้ว มีความเข้มข้น
ของฟอสโฟลิดปิดได้ลดลงเหลือ 3-3.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร คิดเป็นประมาณ 50 % ซึ่งหมายความว่าได้มีการ
สูญเสียปริมาณอนุภาคไลโปโซมไปครึ่งหนึ่ง ในระหว่างกระบวนการติดแอนติบอดี 

การประเมินผลการติด anti-VEGF เพ่ือควบคุมคุณภาพของไลโปโซมท่ีใช้ในการทดลองขั้นตอนต่อไป 
จากการใช้ Micro BCA Protein Assay Kit เพ่ือวัดค่าโปรตีนโดยควบคุมให้ปริมาณฟอสโฟลิปิดของตัวอย่าง
ก่อนและหลังการติด anti-VEGF มีค่าเท่ากัน พบว่าเมื่อใช้แอนติบอดีความเข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิกรัม ไล
โปโซมท่ีติดแอนติบอดี มีค่าการดูดกลืนแสงมากกว่าไลโปโซมท่ีไม่มีแอนติบอดี แสดงให้เห็นว่าสามารถติด
แอนติบอดีบนไลโปโซมได้ โดยความเข้นข้นของโปรตีนที่วัดได้ลดลงประมาณครึ่งหนึ่งจากปริมาณตั้งต้นที่ใช้ 
อนึ่ง การดูดกลืนแสงของไลโปโซมมีผลต่อการวัดปริมาณโปรตีน ดังนั้นในการวัดจึงต้องเจือจางสารละลายไลโป
โซมให้มีการรบกวนน้อยที่สุดแต่ยังสามารถวัดปริมาณโปรตีนได้ 

กำรทดสอบกำรเพิ่มกำรเข้ำเซลล์มะเร็งปำกมดลูกโดยกำรน ำส่งแบบมุ่งเป้ำด้วย lip-anti-VEGF   

ผลการทดลองจาก CLSM พบว่าเมื่อควบคุมให้ความเข้มข้นของฟอสโฟลิปิดของ PLGA-lip และ 
PLGA-lip-anti-VEGF มีความเข้มข้นเท่ากัน แล้วบ่มกับเซลล์เป็นเวลา 2, 4 และ 24 ชั่วโมง โดยวิเคราะห์
สัญญาณของ PLGA-lip และ PLGA-lip-anti-VEGF พบว่าอนุภาคเคลื่อนที่เข้าเซลล์เพิ่มขึ้นแปรผันตรงกับเวลา
ทีบ่่ม และ PLGA-lip-anti-VEGF สามารถเข้าเซลล์ได้ดีกว่า PLGA-lip ซึ่งสามารถยืนยันผลได้ด้วย CLSM (ภาพ
ที่ 9) ความเข้มข้นของอนุภาคท่ีเคลื่อนที่เข้าเซลล์ประเมินได้ดังตาราง 3 ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าการติด 
targeting moiety มีผลต่อการเข้าเซลล์ของอนุภาคซึ่งเกิดจากการเพ่ิมโอกาสในการน าส่งอนุภาคเข้าเซลล์ผ่าน
การเพ่ิมการเกาะติดของอนุภาคบนผิวเซลล์ 

 

a b

% EE of cisplatin = 50-60%



17 
 

 

ภาพที่ 9 เปรียบเทียบการเข้าเซลล์ระหว่างเซลล์ควบคุม SiHa เซลล์ที่ได้รับ PLGA-lip และ PLGA-lip-anti-
VEGF ที่เวลา 2 ชั่วโมง ภายใต้กล้อง CLSM ก าลังขยาย 60 เท่า ย้อมเซลล์ด้วย Hoechst 33258 (สีฟ้า) และ
อนุภาคย้อมสี Dill dye (สีแดง) 

ตารางที่ 3 ปริมาณอนุภาคที่เข้าเซลล์ประเมินที่เวลา 4 ชั่วโมง 

Samples at 4 h Mean fluorescence intensity 
(MFI) 

PLGA-lip 233.51 ± 7.31 

PLGA-lip-anti-VEGF 560.60 ± 10.63 

 

กำรทดสอบผลกำรน ำส่งแบบมุ่งเป้ำด้วย PLGA-lip-anti VEGF ต่อเซลล์มะเร็งปำกมดลูกในหนูทดลอง 

 เบื้องต้นท าการฉีดระบบน าส่งในหนูทดลองเป็นเวลา 30 นาที หลังจากนั้นท าการ Cervical 
dislocation และเก็บตัวตัวอย่างอวัยวะเพ่ือมาวิเคราะห์ ตรวจสอบด้วย in vivo bioluminescence imaging 
system ได้ผลการกระจายของอนุภาคในแต่ละส่วนของอวัยวะดังภาพ 10 เมื่อเปรียบเทียบระหว่างหนูจาก 3 
treatment ได้แก่ control (ฉีดด้วยน้ าเกลือ), PLGA-lip (non-targeted liposome) และ PLGA-lip-anti-

        PLGA-lip              PLGA-lip-anti VEGF 
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VEGF (targeted liposome) พบว่าอวัยวะจากหนู control ไม่ปรากฎสัญญาณเรืองแสงเนื่องจากตัวอย่างที่ฉีด
ไม่มีอนุภาคไลโปโซม เมื่อเปรียบเทียบระหว่างหนูที่ฉีดด้วยตัวอย่าง non-targeted liposome และ targeted 
liposome พบว่ามีสัญญาณจากอนุภาคในส่วนของก้อนมะเร็งจากหนูที่ฉีดด้วย targeted liposome สูงกว่า
หนูที่ฉีดด้วย non-targeted liposome ในขณะที่หนูที่ฉีดด้วยกลุ่ม non-targeted liposome พบว่าอนุภาค
มีการตกค้างที่ตับ ผลการทดลองนี้ยืนยันว่าว่าการติด targeted moiety มีผลเพ่ิม retention time ของ
อนุภาคในก้องมะเร็งท าให้ยาสะสมได้นานขึ้น อย่างไรก็ตามพบสัญณาณของอนุภาคเข้มข้นจากหนูที่ฉีดทั้ง 
non-targeted liposome และ targeted liposome สะสมที่ปอดซึ่งเป็นผลเนื่องจากการที่ปอดมีเส้นเลือด
ฝอยมาอนุภาคสามารถน าส่งเข้ามาได้ และภาพถ่ายนี้เป็นสภาวะเมื่อปอดมีการหดตัวแล้วจึงท าให้ปรากฎ
สัญญาณเข้มมาก การทดลองนี้แสดงให้เห็นแนวโน้นในการน าส่งอนุภาคอย่างมุ่งเป้า ซึ่งในส่วนของผลต่อการ
รักษาต้องตรวจตามการยับยั้งการเจริญของก้อนมะเร็งเมื่อน าส่งอนุภาคที่บรรจุยาในล าดับต่อไป 

 

ภาพที่ 10 ตัวอย่างอวัยวะของหนูทดลอง (หัวใจ ปอด ตับ ม้าม ไต และ ก้อนมะเร็ง)  โดยใช ้ in vivo 
bioluminescence imaging system ภาพทางด้านซ้ายคือภาพ fluorescence ที่แสดงการสะสมของระบบ
น าส่งในอวัยวะ และทางด้านขวาคือภาพขาวด าที่แสดงรูปร่างอวัยวะหนูทดลอง (แถวบน Liposome-non 
target, แถวกลาง Liposome-target, แถวล่าง Control) 

สรุปผลกำรทดลอง 

1. ระบบน ำส่งยำประจุบวกและเกำะติดเยื่อเมือก chitosan-conjugated liposome ซึ่งบรรจุยำ 
cisplatin เพื่อกำรรักษำมะเร็งปำกมดลูก 

  การทดลองนี้ได้ดัดแปลงผิวของไลโปโซมให้เป็นประจุบวกด้วย quaternized N,O-oleoyl chitosan 
(QCS) ซึ่งสังเคราะห์ให้มีส่วนชอบและไม่ชอบน้ าอยู่ในโมเลกุล และใช้ร่วมผสมกับฟอสโฟลิปิดเพ่ือเตรียมเป็นไล
โปโซมประจุบวก Lip-QCS ผลการวิเคราะห์ลักษณะทางเคมีกายภาพพบว่า Lip-QCS มีค่าประจุเป็นบวกแปร
ผันตามปริมาณ QCS ที่ใช้ จึงเลือกเติม QCS 2% โดยน้ าหนัก ซึ่งเตรียมไลโปโซมได้ขนาด 171.5 ± 0.8 nm ค่า
ประจุเป็นบวก 11.7 ± 0.7 ส าหรับใช้เป็นระบบน าส่งยาต่อไป การเติม QCS ไม่มีผลให้ไลโปโซมมีความเป็นพิษ
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กับเซลล์เพิ่มขึ้น นอกจากนี้ยังได้พบว่า Lip-QCS มีความสามารถในการเกาะเยือเมือกได้ดีเมื่อทดสอบการจับ
กับอนุภาค mucin-particle เมื่อวิเคราะห์การเข้าเซลล์ของอนุภาคพบว่าการเติม QCS มีผลท าให้อนุภาคเข้า
เซลล์ได้ดี จากคุณสมบัติข้างต้น Lip-QCS จึงถูกใช้บรรจุยาเคมีบ าบัดส าหรับการรักษามะเร็งปากมดลูก 
cisplatin เตรียมเป็น Lip-QCS-cis พบว่าอนุภาคสามารถกักเก็บ cisplatin ได้ 28 % ซึ่งคาดว่า cisplatin จะ
ถูกกักเก็บไว้ในผนังของ liposome ที่เป็น phospholipid bilayer ประสิทธิภาพของ lip-QCS-cis ได้รับการ
ทดสอบยืนยันในระบบ 3D cell culture โดยตรวจสอบทั้งด้านความสามารถในการยับยั้งเซลล์มะเร็งและการ
ชักน าให้เกิด apoptosis ซึ่งเป็นผลจาก cisplatin  

2. ระบบน ำส่งยำแบบมุ่งเป้ำ PLGA-liposome บรรจุยำ cisplatin เพื่อกำรรักษำมะเร็งปำกมดลูก 

 ระบบน าส่งชนิดนี้เป็น PLGA เคลือบผิวด้วยฟอสโฟลิปิด หรือ PLGA-liposome เตรียมโดยใช้ PLGA 
เป็นแกนกลาง (core) ใช้บรรจุยา cisplatin และเคลือบผิวของอนุภาคด้วย liposome จากนั้นที่ผิวของไลโป
โซมได้เชื่อม targeting moiety ที่เป็น anti-angiogenesis antibody หรือที่เรียกว่า anti-VEGF เพ่ือให้ 
neutralize โปรตีน VEGF (vascular endothelial growth factor) มีผลท าให้ลด angiogenesis, 
progression และ metastasis ของมะเร็ง โดยแอนติบอีดังกล่าวได้เชื่อมต่อกับ PLGA-liposome ด้วยพันธะ
ทางเคมี พบสามารถติดแอนติบอดีได้ 50% ของปริมาณเริ่มต้นที่ใช้ ได้เป็น PLGA-lip นอกจากนี้ยังได้ทดสอบ
การความสามารถของระบบที่เตรียมได้ในการกักเก็บยาพบว่าการบรรจุ cisplatin ลงใน PLGA ได้ 30.1% 
ระบบน าส่งยาชนิดนี้ได้รับการทดสอบประสิทธิภาพในระบบ 3D cell culture และในหนูทดลอง 

บทวิจำรณ์ 
1. ระบบน ำส่งยำประจุบวกและเกำะติดเยื่อเมือก chitosan-conjugated liposome ซึ่งบรรจุยำ 
cisplatin เพื่อกำรรักษำมะเร็งปำกมดลูก 

ปัจจุบันระบบน าส่งยาแบบ vagina admiration ได้รับความสนใจอย่างมากเนื่องจากเป็นแหล่งที่มี
สภาวะเป็นเยื่อเมือกท าให้เป็นอวัยวะเป้าหมายในการน าส่งยาได้ การน าส่งยาผ่าน vagina route นี้มี
ประสิทธิภาพทั้งที่เป็นแบบ systemic และ topical drug delivery ซึ่งในการทดลองนี้ได้สร้างระบบน าส่งยา
ในรูปแบบ liposome-chitosan hybrid system (Ch-QCS) ท าให้ได้ไลโปโซมท่ีมีคุณสมบัติเกาะติดเยื่อเมือก
และมีประจุบวกช่วยในการเข้าเซลล์และเพ่ิมชีวปริมาณออกฤทธิ์ของยา โดยได้ทดสอบกับยาเคมีบ าบัดส าหรับ
มะเร็งปากมดลูก cisplatin ซึ่งเป็นยาต้านมะเร็งปากมดลูดที่มีประสิทธิภาพสูง แต่ก็มีความเป็นพิษและมี
ผลข้างเคียงกับผู้ป่วยสูง การกักเก็บ cisplatin ใน Lip-QCS จึงมีศักยภาพในการรักษามะเร็ง โดยในการทดลอง
นี้พบว่า Lip-QCS บรรจุ cisplatin ได้ด้วย 28 % loading efficiency เนื่องจาก cisplatin มีความเป็น 
hydrophobicity สูงจึงแทรกอยู่ที่ผิวของไลโปโซม การเพ่ิมคุณสมบัติในการเกาะติดเยื่อเมือกและเพ่ิมประจุ
บวกท่ีผิวมีผล Lip-QCS เข้าเซลล์ได้ดีขึ้นซึ่งเป็นผลมาจากการเติม QCS ผลการรักษาทดสอบใน 3D tumor 
model พบว่าการกักเก็บ cisplatin ไว้ในรูปแบบอนุภาคเป็นกลไกท าให้ยามีฤทธิ์ได้ยาวนานขึ้น การทดลองนี้
ได้แสดงให้เห็นประสิทธิภาพของ Lip-QCS ในการยับยั้งการเจริญของก้อนเซลล์มะเร็ง นอกจากนี้ยังพบว่า
ความสามารถในการชักน าให้เกิด apoptosis ซึ่งรูปแบบการชักน าให้เกิดความเป็นพิษกับเซลล์และการเกิด 
apoptosis เป็นรูปแบบ slowed และ sustained release ซ่ึง Lip-QCS สามารถบรรจุยาที่มึความเป็น 
hydrophobic สูงได้ ระบบน าส่งนี้สามารถน าไปผสมหรือขึ้นรูปส าหรับสร้างต ารับยาในรูปแบบ เจล เม็ด หรือ
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ฟิลม์ เพ่ือเพ่ิมชีวปริมาณออกฤทธ์ของสารทั้งเพ่ือการจับเกาะเยื่อเมือก ส าหรับน าส่งยาทั้งแบบ topical และ 
systemic delivery ได้ 

 
2. ระบบน ำส่งยำแบบมุ่งเป้ำ PLGA-liposome บรรจุยำ cisplatin เพื่อกำรรักษำมะเร็งปำกมดลูก 

PLGA ที่เตรียมได้เป็นทรงกลม ขนาดต่ ากว่า 200 nm และเม่ือเคลือบด้วย liposome วิเคราะห์ด้วย 
TEM พบการเคลือบของชั้น lipid รอบผิวของอนุภาค PLGA ได้ชัดเจน เมื่อวัดด้วย AAS พบว่า PLGA สามารถ
กักเก็บ cisplatin ได้ 30.1 % อนุภาคท่ีได้น ามาติด anti-VEGF ได้ 50 % เมื่อตรวจสอบการน าส่งเข้าสู่เซลล์
เปรียบเทียบระหว่าง PLGA-Lip และ PLGA-lip-anti-VEGF พบว่า การติด targeting moiety มีผลต่อช่วยให้
การเข้าเซลล์ของอนุภาคดีขึ้น และได้ทดสอบประสิทธิภาพผลการน าส่งอนุภาคไปก้อนมะเร็งที่ปลูกถ่ายในหนู 
โดยเปรียบเทียบระหว่างหนูจาก 3 treatment ได้แก่ control (ฉีดด้วยน้ าเกลือ), PLGA-lip (non-targeted 
liposome) และ PLGA-lip-anti-VEGF (targeted liposome) ตรวจสอบด้วย in vivo bioluminescence 
imaging พบว่ามีสัญญาณจากอนุภาคในส่วนของก้อนมะเร็งจากหนูที่ฉีดด้วย targeted liposome สูงกว่าหนู
ที่ฉีดด้วย non-targeted liposome ผลการทดลองนี้ยืนยันว่าว่าการติด targeted moiety มีผลเพ่ิม 
retention time ของอนุภาคในก้องมะเร็งท าให้ยาสะสมได้นานขึ้น การทดลองนี้แสดงให้เห็นแนวโน้นในการ
น าส่งอนุภาคอย่างมุ่งเป้า ซึ่งในส่วนของผลต่อการรักษาต้องตรวจตามการยับยั้งการเจริญของก้อนมะเร็งเมื่อ
น าส่งอนุภาคท่ีบรรจุยาในล าดับต่อไป 

ผลการวิจัยนี้ได้แสดงให้เห็นถึงแนวโน้มที่ดีในการใช้ระบบน าส่งยาแบบมุ่งเป้าเพ่ือการรักษาโรคมะเร็ง
ปากมดลูก ซึ่งทีมวิจัยสามารถน าใช้องค์ความรู้ที่ได้มาใช้ในการพัฒนาระบบน าส่งแบบมุ่งเป้าเพ่ือการ พัฒนา
งานด้าน precision medicine ส าหรับโรคชนิดอ่ืนต่อไป อย่างไรก็ตาม ส าหรับการพัฒนายาโดยเฉพาะกลุ่มยา
ใหม่นั้นยังคงต้องใช้กระบวนการอีกมากมายเพื่อพิสูจน์ประสิทธิและความปลอดภัยของยานั้นจนกว่าจะถึง
ขั้นตอนการใช้ได้จริง หนึ่งในกระบวนการนี้คือการศึกษาในระดับ pre-clinic ซึ่งถือว่ามีความส าคัญมาก เช่น 
การสอบฤทธิ์และความเป็นพิษของยาตามขั้นตอนมาตรฐานในสัตว์ทดลองชนิตต่าง ๆ เป็นต้น ในปัจจุบัน
การศึกษาระดับ pre-clinic ในประเทศไทยนั้นยังมีความขาดแคลนในด้าน animal facilities และ
ห้องปฏิบัติการระดับ GLP/GMP รวมถึงผู้เชียวชาญในด้านดังกล่าวอยู่มาก  อีกท้ังการท างานเชื่อมโยงระหว่าง
บุคคลากรด้านสาขาก็เป็นสิ่งจ าเป็นในการผลัดดันการวิจัยด้าน nanomedicine ให้มีความก้าวหน้าอีกด้วย 
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This study emphasizes the development of a novel surface modified liposome as an anticancer drug
nanocarrier. Quaternized N,O-oleoyl chitosan (QCS) was synthesized and incorporated into liposome
vesicles, generating QCS-liposomes (Lip-QCS). The Lip-QCS liposomes were spherical in shape (average
size diameter 171.5 ± 0.8 nm), with a narrow size distribution (PDI 0.1 ± 0.0) and zeta potential of
11.7 ± 0.7 mV. In vitro mucoadhesive tests indicated that Lip-QCS possesses a mucoadhesive property.
Moreover, the presence of QCS was able to induce the cationic charge on the surface of liposome.
Cellular internalization of Lip-QCS was monitored over time, with the results revealing that the cell entry
level of Lip-QCS was elevated at 24 h. Following this, Lip-QCS were then employed to load cisplatin, a
common platinum-containing anti-cancer drug, with a loading efficiency of 27.45 ± 0.78% being obtained.
The therapeutic potency of the loaded Lip-QCS was investigated using a 3D spheroid cervical cancer
model (SiHa) which highlighted their cytotoxicity and apoptosis effect, and suitability as a controllable
system for sustained drug release. This approach has the potential to assist in development of an effective
drug delivery system against cervical cancer.

� 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.
1. Introduction
Development of effective nanocarriers for drug delivery has
become an important factor dictating advances in the field. Several
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types of nanocarriers having novel features aiding drug delivery to
specific target sites, and to overcome biological barriers, have been
designed [1,2]. The advanced nanocarriers devised especially for
tumor treatment include those that are stimuli-responsive, are
active targeting, and have site-specific triggers for localized drug
delivery [3,4]. Many lipid and polymer-based nanoparticles have
been studied as the basis for nanocarriers, and liposomes, neo-
somes, chitosan, poly (lactic-co-glycolic acid), poly-L-lysine and
hybrid classes of these have been investigated to this end. Among
lipid-based nanocarriers, liposomes are considered as the most
conventional for use as drug carriers due to their practicality and
biocompatibility, and the ability to regulate drug release. Addition-
ally, both hydrophilic and hydrophobic drug cargo systems can be
encapsulated within liposomes. However, liposomes have some
limitations being that they are rapidly cleared and suffer from
non-specific targeting, therefore, surface modification of these
remains a key strategy for tailoring these for therapeutic use. In
the polymeric nanocarrier class, chitosan is widely used in drug
delivery as it is naturally occurring and biocompatible, allowing
non-parenteral routes of delivery (nasal, ophthalmic, buccal, vagi-
nal, transdermal and pulmonary) [5,6]. The outstanding advantage
of chitosan over others is its excellent mucoadhesive properties,
which occur via the opening of epithelial tight junctions resulting
in transient permeability of mucosal barriers [7,8]. Therefore, chi-
tosan is considered as a mucosal penetration enhancer for drug
delivery applications [9,10].

Mucus membranes lining cavities and canals in the respiratory,
digestive and urogenital tracts act as barriers to noninvasive drug
administration routes. Drugs need to pass though mucosal surfaces
to avoid hepatic first pass metabolism before reaching their target
sites. Therefore, fabricating novel drug delivery systems to over-
come these issues is a major theme of research in medical science.
Mucus membranes have been recently highlighted as a focal point
for targeted delivery in mucus-associated diseases [11,12]. A
mucoadhesive nanocarrier designed for tumor therapy showed
potential, with the drug-carrier system being able to pass through
mucosal membranes such as pollen-mimetic porous microspheres
[13] and PVA-coated PLGA [14]. The advantages of this type of
cancer treatment are most obvious in cervical cancer, as the endo-
cervix and exocervix have extensive amounts of mucosal lining
[15]. Most invasive cervical cancers are induced by Human
Papilloma Virus (HPV) type 16 or 18, which are the high-risk types
[16]. HPV infection in keratinocytes at the basal layer of the muco-
sal cervix epithelium causes abnormal cells to cover the opening of
the cervix muscular canal where the mucous membranes of the
vagina and cervix meet. Therefore, mucous membranes are a
potential target site for drug delivery against cervical cancer since
the location of the cervix allows ease of access and the vagina is a
favorable site for both local and systemic delivery [17,18].
Recently, Yang et al. (2014) demonstrated that incorporating PVA
into polystyrene particle resulted in enhanced mucoadhesion
[14]. This experiment demonstrated the use of a surfactant to
formulate the drug carrier, and investigated the transport of
nanoparticles in human cervicovaginal mucus. Berginc et al.
(2014) developed mucoadhesive liposomes for vaginal delivery of
curcumin. An in vitro model of vaginal mucus was developed
allowing monitoring of curcumin permeability under conditions
mimicking the vaginal environment [19]. This study showed that
coating the liposomes with bioadhesive polymers chitosan and
carbopol significantly increased the level of curcumin permeabil-
ity, resulting in a superior drug delivery formulation over conven-
tional vaginal delivery systems.

Cisplatin is a platinum-based anti-cancer drug which induces
cytotoxicity by interfering with transcription and/or DNA replica-
tion. The interaction of cisplatin and DNA forms platinum-DNA
adducts, resulting in the activation of several signal transduction
pathways involved in apoptosis [20]. Although cisplatin has been
selected as a primary drug for treating cervical cancer, it has some
significant drawbacks. Firstly, cisplatin has been proved to be
extremely toxic [21] such that treatment often induces severe side
effects including nephrotoxicity, neurotoxicity, ototoxicity, nausea
and vomiting [22]. Additionally, as cisplatin is a low molecular-
weight drug the retention time in tumor tissue is very short and
it can be easily circulated causing damage to normal cells [23].
Resistance to cisplatin can also develop [20,24]. Several approaches
have been developed to reduce the side effects of cisplatin such as
using it in mixed drug formulations, and chemical modification of
the cisplatin structure to produce less toxic analogs [25,26].
Efficient targeting of cisplatin to the required tissue would greatly
enhance treatment effectiveness; directly targeting the tumor
tissue using specific nano-drug delivery systems would prevent
some of the aforementioned problems.

This research aimed to prepare and investigate the therapeutic
effects of mucoadhesive liposomes containing cisplatin for cervical
cancer treatment. The modification of phospholipids through
chemical conjugation with chitosan generates quaternized
N,O-oleoyl chitosan (QCS) for incorporation in liposome. The
QCS-incorporated liposome (Lip-QCS) is a hybrid of polymer and
lipid-based drug delivery system. The core of Lip-QCS is considered
as a lipid-based delivery system which has fast and high endocyto-
sis capacity. Therefore, our system is designed to be an active and
biocompatible nanocarrier which possesses a mucoadhesive
property as well. Encapsulation of cisplatin within Lip-QCS results
in high therapeutic efficiencies. This approach is applicable for the
development of an effective drug delivery system for local or
topical administration against cervical cancer which is a mucus-
associated disease. The purposed system is able to be further
incorporated into cervix and vaginal delivery formulations such
as gels [27], fibers [12], tablets [28] or creams [29] to increase
the drug retention of cisplatin and promote active drug internaliza-
tion into the target tissue.
2. Materials and methods

2.1. Materials

Phosphatidylcholine of soybean origin (Epikuron 200) was
purchased from Cargill (Hamburg, Germany) which contains
phosphatidylcholine about 92%. Chitosan (Mw of 600 kDa) was
purchased from Seafresh Chitosan Lab, Thailand. Triton X-100 was
supplied by Merck (Darmstadt, Germany). Phosphate buffer saline
pH 7.4 (PBS) used in this study contained the following concentra-
tions: 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4; 2 mM KH2PO4.
Minimum Essential Medium-Alpha (MEM-a) was supplied by
GIBCO Invitrogen (NY, USA). cis-Diamineplatinum(II) dichloride
(cisplatin) was purchased from Sigma-Aldrich (MO, USA). Fetal
bovine serum (FBS) was obtained from Biochrom AG (Berlin,
Germany). Trypsin–EDTA, L-glutamine, penicillinG sodium, strepto-
mycin sulfate, and amphotericin B were obtained from Invitrogen
Corp. (NY, USA). Mucin type III extracted from porcine stomach
wasobtained fromSigma-Aldrich (MO,USA). CellTiter-Glo Lumines-
cent Cell Viability kits were purchased from Promega (WI, USA).
SiHa (HPV type 16 positive cells) were purchased from American
Type Culture Collection (ATCC number HTB-35). ApoLive-GloTM

Multiplex kits were obtained from Promega (WI, USA).
2.2. Synthesis of quaternized N,O-oleoyl chitosan (QCS)

To synthesize QCS, two chemical modification steps were
performed. N,O-oleoyl chitosan was first synthesized, and then
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quaternized to enhance its water solubility. The following proce-
dures outline these steps.

2.2.1. Synthesis of N,O-oleoyl chitosan
0.5 grams of chitosan (600 kDa) was dissolved in 80 mL of

methanesulfonic acid. Oleoyl chloride (0.4 mL) was then added
into the chitosan solution with vigorous stirring. The reaction mix-
ture was stirred at room temperature for 5 h and then crushed ice
(150 g) was added to stop the reaction. The acidic mixture was
dialyzed against DI-water for 1 day to remove most of the acid,
followed by neutralizing the remaining acid with NaHCO3. The
mixture was then continuously dialyzed against DI-water for
another 3 days. Lyophilization of the mixture afforded the
N,O-oleoyl chitosan as a powder.

2.2.2. Synthesis of QCS
Five grams of powdered N,O-Oleoyl chitosan was dissolved in

40 mL of 1% (v/v) acetic acid. Glycidyltrimethyl ammonium
chloride (GTMAC) (3 ml) was then added. The mixture was
refluxed at 52 �C for 6 h. After cooling to room temperature the
clear solution was dialyzed against DI-water for 3 days, and then
lyophilized to give powdered QCS. The structure of the obtained
QCS was confirmed by ATR-FTIR and 1H-NMR spectoscopy.

2.3. Preparation of liposomes and cisplatin-loaded liposomes

Since the cisplatin is poor solubility drug, in this study, we
prepare the aqueous cisplatin by dissolving in silver nitrate. An
aqueous solution of cisplatin was prepared in accordance with
the procedure from a previous study [30]. The cisplatin solution
was prepared by adding 60 mg (0.02 mmol) of cisplatin to 1 mL
of silver nitrate solution (66.2 mg/1 mL, 0.39 mmol). The suspen-
sion was heated at 60 �C for 3 h, and then stirred at room temper-
ature overnight. The mixture was centrifuged at 16,000 rpm for
15 min to remove insoluble AgCl. The supernatant was collected
and filtered through a 0.2 lm filter, yielding a clear solution of
aqueous cisplatin (cis-[Pt(NH3)2(H2O)2](NO3)2) for use in loading
experiments. Cisplatin loaded-liposome-2% QCS were fabricated
using a thin film method as follows: lecithin, 1,2-distearoyl-sn-
glycero-3-phosphoethanolamine-N-[amino(polyethylene glycol)-
2000] (ammonium salt) (PE-PEG) and QCS modified-phospholipid
(9:1:1.5 mg) were dissolved in a 10 mL mixture of chloroform-
diethyl ether (3:1 v/v). The solvent was removed by rotary evapo-
ration at 25 �C under 50–100 kg/cm2 nitrogen flow to obtain a thin
lipid film. The film was rehydrated with 5 mL of phosphate
buffered saline (PBS, pH 7.4) and aqueous cisplatin (100 lg of
cisplatin/1 mg of lipid) with shaking. The particle size of liposome
samples was reduced using a Liposo-FastTM-10 discontinuous extru-
der (Avestin Inc, Ottawa, Canada) operating at 200 bar, 15–20
cycles with a 200 nm pore size polypropylene membrane (Milli-
pore GmbH, Eschborn, Germany). Cisplatin-loaded liposomes were
concentrated by ultracentrifugation (Optima L-100 XP Ultracen-
trifugation Beckman Coulter; California, USA) at 80,000 rpm,
25 �C for 1.5 h. The pellets were collected and then re-dispersed
in PBS. Loading of cisplatin was quantified through measurement
of platinum concentrations using atomic absorption spectroscopy
(Perkin Elmer PinAAcle 900F, MA, USA). Liposome controls (bare
liposomes, Lip) were obtained by undertaking the preparation
method without cisplatin loading.

2.4. Physicochemical characterization of liposomes

Morphologies of Lip and Lip-QCS particles were investigated
using Atomic Force Microscopy (AFM). Five microliters of liposome
sample was placed on a mica slide and allowed to dry for up for
15 min under vacuum, followed by further drying in a desiccator
overnight. All images were recorded at room temperature with a
scanning speed of 1.0 Hz using AFM (Seiko SPA400, Chiba, Japan).
Measurements were carried out using silicon rectangular
cantilevers with a spring constant of 20 N/m2. The topology images
were used to determine the morphologies of the obtained
liposomes.

The hydrodynamic diameter, polydispersity index (PDI) and
zeta potential of liposomes were determined using dynamic light
scattering (DLS) (NanoZS4700 nanoseries, Malvern Instruments,
Malvern, UK). Liposome samples were diluted with 1 mL of filtered
distilled water. PDI and zeta potential values were obtained as the
average of three measurements at 25 �C. The refractive indices of
liposomes and water were set at 1.42 and 1.33, respectively.
2.5. In vitro mucoadhesive testing of Lip-QCS by the mucin-particle
method

The adsorption of mucin on the surface of Lip and Lip-QCS was
measured using the protocol of Takeuchi et al., 2005 to evaluate
the in vitro mucoadhesive properties of each [31]. Colloidal mucin
was firstly prepared in particulate form as follows; 1% w/v mucin
type III was added to pH 6.8 Tris buffer and the mixture stirred
continuously for 10 h. The suspension was incubated at 37 �C over-
night, then the mucin particle size was reduced by ultrasonication
(VCX750, Sonics & Materials, Inc., CT USA) to a range of
200–300 nm. Particles were then purified by centrifugation at
4000 rpm for 20 min to separate colloidal mucin out of large pre-
cipitants. One milliliter aliquots of 1% (w/v) mucin suspension
were mixed with different concentrations (0.025–0.2% w/w) of
liposome solution under mild magnetic stirring. The particle size
and zeta potential values of these suspensions were then measured
using dynamic light scattering (DLS) (NanoZS4700 nanoseries,
Malvern Instruments, Malvern, UK).
2.6. Cellular internalization of Lip and Lip-QCS

Internalization of liposomes was monitored using flow cytome-
try in SiHa. For visualization of liposome uptake into cells, conven-
tional Lip and Lip-QCS were labeled with Dil dye tracer (Invitrogen,
Paisley, UK) at a ratio of 1:1000 v/v. Dil-labeled Lip and Dil-labeled
Lip-QCS were obtained after labeling. Cells were cultivated in 6-
well plates until they reached 90% confluence, after which they
were washed with PBS and then incubated with 2.5 mg/mL of
Dil-Lip for 24 h. After incubation, the cells were washed 3 times
with PBS to remove unbound liposomes. Internalization signals
were analyzed using a flow cytometer (BD FACSCaliburTM, BD
biosciences, CA, USA) at excitation and emission wavelengths of
488 and 600 nm, respectively.
2.7. In vitro drug release study

The experiment was performed to evaluate the amount of
cisplatin released from liposome vesicles compared with free
liposome. Five milliliter of liposome suspension was loaded in dial-
ysis bag with a molecular weight cutoff at 500 Dalton, Cellulose
Ester Irradiated Membrane (Spectra/Por CE, Spectrum Laboratories,
Inc., Rancho Dominguez, CA, USA) and immersed in 100 ml of PBS,
which was accurately controlled under shaking condition of
150 rpm at 37 �C in shaking incubator. At fixed time intervals,
1 ml of the samples was withdrawn from the receptor phase and
replaced with equal volumes of medium of PBS buffer. The amount
of cisplatin was determined by ICP-OES compared with the plat-
inum standard. The measurements were performed in triplicate.



Fig. 1. Structure of quaternized N,O-oleoyl chitosan (a) and ATR-FTIR spectra of chitosan, N,O-oleoyl chitosan and quaternized N,O-oleoyl chitosan (b).
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2.8. Apoptosis assays

Cellular apoptosis was examined by determination of caspase-3
activity. The cisplatin-loaded Lip-QCS, and free cisplatin were
treated with 4-day old spheroids at a level of 25 lg/mL of cisplatin
concentration. The treated spheroids were incubated for different
Fig. 2. 1H NMR spectra of chitosan, N,O-oleoyl chitosan and quaternized N,O-oleoyl
chitosan.
time periods (12, 24, and 72 h) followed by determination of the
caspase-3 activity using the ApoLive-Glo Multiplex assay
(Promega, WI, USA).
2.9. Spheroid toxicity of Lip-QCS

In order to evaluate the cytotoxicity of cisplatin-loaded
liposomes, a 3D model was used to mimic tumor mass. A 3D
culture of SiHa cells was prepared. An initial seeding of 2 � 103

SiHa cells/well was added to each well of a 96 ultra-low attach-
ment well plate (Corning Incorporated, MA, USA). Cells were grown
for 4 days until the spheroid diameter was approximately
203 ± 6 lm. The spherical cells were treated with free cisplatin,
cisplatin-loaded Lip-QCS or liposomes (Lip, or Lip-QCS) in the
absence of cisplatin as controls. After 3 days of incubation, cells
were harvested and the viability was determined by CellTiter-Glo
Luminescent Cell Viability assay (Promega, WI, USA). Data from
the test samples were normalized with those of the untreated con-
trol for each condition, and expressed as a percentage (% viability).
3. Results and discussion

3.1. Characterization of N,O-oleoyl chitosan and its quaternized
derivative

The preparation of N,O-acyl chitosan in methanesulfonic acid as
solvent was performed according to the protocol reported by
Sashiwa et al. [32]. In this study, chitosan was dissolved in
methanesulfonic acid, and the oleoyl chloride was added dropwise.
The homogenous mixture was neutralized with sodium hydrogen
carbonate, and then dialyzed and lyophilized to obtain the N,O-
oleoyl chitosan having O-substitution as the major product
(Fig. 1a). A noteworthy point is that obtaining both a moderate
degree of N,O-acyl substitution, and moderate molecular weight
is necessary to ensure that the material shows high biological
activity. Although selective O-acylation of chitosan in methanesul-
fonic acid (believed due to protonation of the primary amino
group) has been reported [33], the chemical structure of the



Table 1
Physicochemical characteristics of liposomes.

Sample Sizea (nm) PDIa Zeta potentiala

(mV)
Drug loadingb

(%)

Lip 141.7 ± 1.7 0.1 ± 0.0 �7.3 ± 0.5 –
Lip-QCS 171.5 ± 0.8 0.1 ± 0.0 11.7 ± 0.7 –
Lip-QCS-

cisplatin
164.6 ± 1.0 0.2 ± 0.0 0.6 ± 0.0 27.6 ± 0.8

PDI = polydispersity index.
a The standard deviations were obtained from triplicates during size

measurements.
b The standard deviations were obtained from three independent experiments.
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material has not been fully characterized. To address the chemical
structures of chitosan and its derivatives were characterized by
ATR-FTIR. Fig. 1b displays the ATR-FTIR spectra of chitosan,
N,O-oleoyl chitosan and quaternized N,O-oleoyl chitosan. The
characteristic absorption at 4000–3000 cm�1 is due to OH and
NH2 group stretching frequencies. The absorption bands at 1647
and 1375 cm�1 correspond to the C@O and CAO stretching of the
amide groups, whereas the absorption band at 1585 cm�1 is attrib-
uted to NAH amino group deformation. Moreover, the chitosan
spectrum shows absorption bands at 1149, 1057 and 1022 cm�1

which correspond to CAOAC and CAO stretching. The ATR-FTIR
spectrum of N,O-oleoyl chitosan exhibits clear absorption bands
at 2924, 2854, 1464 and 1182 cm�1 due to the presence of methy-
lene ACH2- groups, and the absorption at 777 cm�1 relates to the
@CAH bending of the oleoyl group. The spectrum of quaternized
N,O-oleoyl chitosan exhibits a diagnostic absorption at
1477 cm�1, arising from CAH stretching of the methyl substituent
of the quaternary ammonium groups.

In comparison with the 1H NMR spectra of chitosan which con-
tains no aliphatic protons, that of N,O-oleoyl chitosan exhibits a
singlet at d 0.77 ppm, a broad multiplet at d 1.08–1.94 ppm, and
a doublet of doublet at d 5.56 ppm due to the presence of the
methyl, methylene, and methine protons of the oleoyl group,
respectively, while the spectrum of quaternized N,O-oleoyl
chitosan was similar to that of N,O-oleoyl chitosan except for addi-
tional proton signals at d 2.88, 3.11, 3.34 and 4.32 ppm due to the
glycidyltrimethyl ammonium moieties (Fig. 2) [34]. From the 1H
NMR spectra, the degree of N,O-substitution (DS) was calculated
using the following equation:

DS ¼ ðIMt=2Þ=ðIH2Þ;
where IMt represents the total area (integration) of the oleoyl group
methine protons, and IH2 represents the peak area of C2 protons
from the chitosan backbone. Based on 1H-NMR spectra, the degree
of N,O-substitution (DS) value was calculated using the equation.
The DS value was found to be 0.025 which was in good agreement
with that obtained from elemental analysis. The degree of quater-
nization (DQ) for the prepared quaternized N,O-oleoyl chitosan
was determined by potentiometric titration with silver nitrate
(AgNO3) solution, and found to be 70 ± 3% [35].

3.2. Morphological and physicochemical characterization of liposomes

The hydrodynamic size and surface charges for Lip, Lip-QCS, and
cisplatin-loaded liposomes (Lip-QCS-cis) were determined and are
shown in Table 1. Lip has a mean diameter of 141.7 ± 1.8 nm and a
Lip

Fig. 3. AFM images of liposome (lip) and ch
polydispersity index (PDI) of 0.1 ± 0.0, and exhibits a slightly
negative zeta potential (�7.3 ± 0.5 mV). The incorporation of 2%
QCS into liposomes resulted in an increase in diameter, and change
in zeta potential from negative to positive. This result confirmed
the insertion of a hydrophobic component, the oleoyl group, into
the phospholipid bilayer, and decoration of positive charges from
QCS onto the liposome surface as reflected by the positive zeta
potential value. Lip-QCS proved suitable for loading of cisplatin,
although it is known that cisplatin is strong hydrophobic drug.
The cisplatin in this study was transferred to aqueous form by
dissolving in AgNO3. Therefore, the aqueous cisplatin would be
encapsulated in the inside liposome core. However, the charge of
size and zeta potential probably influenced the non-encapsulated
cisplatin remained in the suspension.

AFM was employed to investigate the morphologies of Lip and
Lip-QCS particles although under these conditions the liposome
samples were dehydrated. The images identified that liposome
nanoparticles have discrete and spherical shapes (Fig. 3) and no
significant differences between the size and shape of Lip and
Lip-QCS particles are noticeable.

3.3. Mucoadhesive test

Incorporation of quaternized N,O-oleoyl chitosan into lipo-
somes resulted in the Lip-QCS particles having a positively charged
surface, as described above. The presence of surface chitosan
results in the liposomes having mucoadhesive properties. To con-
firm this, the interactions between Lip-QCS and mucin particles
were investigated using the sub-micron mucin method. For control
mucin, particle sizes and zeta potentials were in the range of 260–
280 nm and �5 mV, respectively. Changes in zeta potential and
particle diameter were monitored as mucin particles were mixed
with various concentrations of Lip-QCS. The binding of mucin
Lip-QCS

itosan incorporated liposome (lip-QCS).
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particles and Lip-QCS resulted in complex formation, as reflected
by changes in surface charge and particle size. Considering particle
size, the diameter was observed to increase with Lip-QCS quantity,
until micron-sized particles of the complex were obtained (Fig. 4).
This change is dependent on the amount of supplemented Lip-QCS,
indicating that Lip-QCS has a binding affinity for mucin. Remark-
ably, control Lip showed no significant changes in size on testing
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Fig. 5. Cytotoxicity test of liposomes and cisplatin on SiHa spheroid at 72 h-post treatme
forms after treated with cisplatin (a). Percentage of cell viability measuring from 3D tum
with mucin. Monitoring of the surface charge also confirmed that
Lip-QCS particles are mucoadhesive. Increases in zeta potential
value were observed on treatment of Lip-QCS with mucin. Addi-
tionally, complexation resulted in observable turbidity, with the
level of turbidity being significantly higher for complexation
between mucin and Lip-QCS over that of the Lip control.

3.4. Intracellular uptake of Lip and Lip-QCS

To investigate the intracellular uptake of Lip-QCS, the amount of
liposome entry into SiHa cells was evaluated using flow cytometry.
The experiment was conducted at 24 h post-transfection, with the
percentage internalization being 76.6% and 89.6% in Lip and
Lip-QCS, respectively. These results indicated that intracellular
uptakeof Lip-QCSwas considerablyhigher than that of Lip, anobser-
vation related to the cationic Lip-QCS surface charge inducing
electrostatic interactionswith theSiHacellularmembrane, andsubse-
quent endocytosis. In contrast the negatively charged Lip surface pro-
motes electrostatic repulsion with the cellular membrane, retarding
endocytosis [36]. In summary, the surface charge is an important fac-
tor for liposome-mediated cellular internalization, and these results
correlate well with those previously reported [37,38].

3.5. Encapsulation efficiency and loading capacity of cisplatin in
Lip-QCS

To examine the role of Lip-QCS as a therapeutic drug carrier, we
selected cisplatin as a model drug due to its importance in cancer
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therapy. With an initial loading of cisplatin per lipid 104 lg/mg the
recovered yield (as analyzed by AAS) indicated a Pt-loading yield of
29 lg/mg, which is a 28% loading efficiency (Table 1). This result is
consistent with those of Huo et al. [39], who developed a liposome
formulation showing Pt-loading efficiency of 25% as the basis for a
potent brain tumor treatment.

3.6. Therapeutic effect on 3D tumor model spheroids

To assess the therapeutic effect of Lip-QCS-cisplatin, in vitro
assays on 3D spheroid cervical cancer models were undertaken.
A 3D cervical cancer model was obtained by seeding 2000 SiHa
cervical cancer cells into each well of an ultra-low attachment
96 well-plate. Cells were allowed to aggregate and form 3D
spheroids for 3 days, to reach a tumor volume of
2.1 ± 0.2 � 107 lm3. The spheroid cultures were exposed to the
drug and liposome samples, with subsequent incubation (72 h).
Cell viability was determined and compared among spheroids
treated with Lip, Lip-QCS, Lip-QCS-cisplatin and free cisplatin.
Fig. 5a shows the effect of various cisplatin concentrations on
spheroids, compared to the untreated control. Morphological
charge of 3D tumor spheroid occurred, resulting in destabiliza-
tion forms which could be observed after treatments with cis-
platin and Lip-QCS-cisplatin. The percent viability of each
individual spheroid sample was determined, as shown in
Fig. 5b. After 72 h-post treatment the viability of cells treated
with Lip-QCS-cisplatin and free cisplatin showed a dose depen-
dent decrease while no cytotoxic effect was evident in those
treated with Lip, or Lip-QCS alone. Lip-QCS-cisplatin has lower
toxicity and is less effective on spheroids compared to free cis-
platin, believed attributable to the difference in bio-distribution
between free cisplatin and liposome containing cisplatin
[40,41]. Furthermore, some previously reported studies have
shown that encapsulated drugs are released through controlled
mechanisms prolonging drug efficacy, whereas free drug mole-
cules show rapid release profiles. Our results are consistent with
previous studies in this area [42,43], however, these results
highlight the development and use of an effective non-
cytotoxic modified liposome that is suitable for drug loading. A
key advance is to further modify the liposome to specifically
target cellular uptake by tumor cells.
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3.7. In vitro release study of Lip-QCS-cisplatin

To examine the cisplatin release profile, in vitro release study
was performed with the free cisplatin and Lip-QCS-cisplatin at
the initial concentration of cisplatin approximately 40 lg/mL. Both
free cisplatin and encapsulated cisplatin released from liposomes
reached to the maximum% cumulative release profile at 48 h as
follows; 79% and 91%, respectively (Fig. 6). The result indicated
that encapsulation of cisplatin in liposome can slow and sustain
the release of cisplatin. This could be due to retardation of drug
release from liposome barrier.
3.8. Apoptosis assay on cervical cancer spheroids

The therapeutic effects of cisplatin through cell apoptosis were
observedbyevaluationof caspase-3 levels expressed in cervical can-
cer. The studywas done together with the observation of cell viabil-
ity. Cells were grown for 4 days until the spheroid volumes were
3.6 ± 0.2 � 107 lm3. Caspase-3 activitywas determined from spher-
oids treated with free cisplatin, and Lip-QCS-cisplatin at a concen-
tration of 25 lg/mL. The results indicated that apoptosis was
induced as a time-dependent manner, within 72 h post-
incubation. This correlates with the cell viability result, which also
decreases in a time-dependent manner (Fig. 7a). For the non-
correlated result of apoptosis and cell viability of free drug at 24 h
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post treatment, It is possible that the level of activated caspase-3
was not ready yet to induce cell dead, so that we could detect the
higher cell viability. Normally, caspase-3 plays the role to regulate
other signalingmolecules until the cell died. Therefore, in our result,
we detected the high level of caspase-3 activity at 24 h after treat-
ment which consequently decreased the cell viability at 72 h-post
treatment.Moreover,we found that free cisplatin induced apoptosis
in spheroids at a higher level compared to Lip-QCS-cisplatin, as a
consequence of the slower release of cisplatin from the Lip-QCS
(Fig. 7b). This result related to the in vitro release study of free cis-
platin and Lip-QCS-cisplatin which exhibited an encapsulated form
showing slower release of drug (Fig. 6), so that the therapeutic effect
was delayed butmore sustained therapeutic effects. Cisplatin needs
to be initially released from the carrier to reach the tumor whereas
free cisplatin is available for direct diffusion to the cancer cells.
These results correspondwellwith those of drug cytotoxicity testing
and are consistent with previous studies demonstrating that
cisplatin-loaded nanoparticles are capable to induce apoptosis in
cervical cancer cells via caspase-3 induction [44–46].
4. Conclusion

Several mucoadhesive nanocarriers have been reported, how-
ever, most of them are mainly focused on non-cancerous mucus-
associated diseases [47–49]. In this study, we purposed the novel
mucoadhesive nanocarrier, possessing cancer therapeutic effect
against cervical cancer. An amphiphilic chitosan derivative, quater-
nized N,O-oleoyl chitosan (QCS) was designed and synthesized.
QCS was incorporated into liposome vesicles, generating QCS-
liposome (Lip-QCS). Cisplatin, a model drug, was loaded inside
Lip-QCS. The multiple characteristics of Lip-QCS were studied
including physicochemical, mucoadhesive and therapeutic effects.
The presence of QCS-chitosan on the liposome surface enhances its
mucoadhesive properties and may allow for more efficient target-
ing. Lip-QCS has the potential for use against cervical cancer as a
component in vaginal formulations. Encapsulation of a hydropho-
bic chemotherapy drug such as cisplatin was achieved, and its
therapeutic effects demonstrated in 3D cervical cancer models.
This system is beneficial for the incorporation of the particle into
other formulations such as gels, tablets or films for therapeutic
applications, and to further increase the drug retention time.

Other advantages of in this delivery system are, first, it is very
effective in intracellular internalization because the mechanism
of cell entry of Lip-QCS occurs via endocytosis. Even Lip-QCS is a
hybrid of chitosan and lipid-based nanocarrier, but the major com-
ponent of the carrier is lipid-based. Thus, this system is considered
as an effective carrier in cell trafficking. Contrastingly, chitosan-
based nanocarrier is recognized as a polymeric-based which is
not aggressive for cell entry [50]. Second, the presence of an
amphiphilic chitosan on the carrier surface causes the carrier to
become a site for conjugation with the targeting ligand to promote
specific interaction of cell and nanoparticles. With this approach,
Lip-QCS are feasible to be an active targeting nanoparticle which
is useful for cancer therapy [51].

In conclusion, this drug delivery system is in the potential to
specifically target the nanoparticles to mucus-associated cancer-
ous cells. We have proposed the novel choice of mucoadhesive
nanocarrier having the potency for cancer therapy. The system
can be implemented in the development of drug for treating cervix
or vagina-associated disease via local administration.
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a  b  s  t  r  a  c  t

Despite  advances  in  neuroscience  cancer  research  during  the  past  decades,  the survival  of  cancer  patients
has  only  marginally  improved  and  the cure  remains  unlikely.  The  blood-brain  barrier  (BBB)  is  a  major
obstacle  protecting  the  entry  of therapeutic  agents  to  central  nervous  system,  especially  for  primary  cen-
tral  nervous  system  lymphoma  (PCNSL).  Thus,  the  use  of small  nanoparticle  as  a  drug  carrier  may  be new
strategies  to  overcome  this  problem.  In this  study,  we fabricated  liposome  consisting  of  superparamag-
netic  iron  oxide  nanoparticles  (SPIONs)  functionalized  with  anti-CD20  (Rituximab;  RTX).  The  designed
nanoparticles  have  a theranostic  property  which  is  not  only  to  improve  drug delivery,  but  also  to  offer
diagnostic  and  monitoring  capabilities.  TEM  images  revealed  the  spherical  shape  of  liposome  with  the
approximately  average  diameters  about  140–190  nm  with  slightly  negatively  charge  surfaces.  Super-
rain lymphoma
uperparamagnetic iron oxide nanoparticle
SPIONs)
ituximab
nti-CD20

paramagnetic  property  of SPIONs-loaded  liposomes  was  confirmed  by  VSM.  Liposome  colloidal  could  be
prolonged  at  4 ◦C and  25 ◦C  storages.  RTX  conjugated  liposome  induced  cell  internalization  and  apoptosis
effect  in  B-lymphoma  cells.  Drug  targeting  and  therapeutic  effect  was  investigated  in  BBB  model.  The
result  confirmed  that  liposome  nanocarrier  is required  as  a  drug  carrier  for  effectively  RTX  across  the
iposome
heranostics

BBB.

. Introduction

Despite advances in the understanding of genetic and molec-
lar abnormalities relating to cancer, and in development of new
herapies, the prognosis of patients with primary central nervous
ystem lymphoma (PCNSL) remains poor when compared to other
ymphoma types (median survival 3–5 years) [1]. For immunocom-
romised patients, such as those with AIDS or in cases of organ
ransplantation, median survival times are often markedly reduced

typically less than 1 year) [2]. Due to this, and the rising incidence
f PCNSL over the past decades there is a need to develop new

∗ Corresponding author.
E-mail address: nattika@nanotec.or.th (N. Saengkrit).

ttps://doi.org/10.1016/j.colsurfb.2017.11.003
927-7765/© 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.
© 2017  Elsevier  B.V.  All  rights  reserved.

diagnostic and therapeutic strategies which are applicable to these
patients, including the wider population [3].

PCNSL accounts for 3–5% of primary brain tumors in adults,
and occurs with an incidence of 5 per 1,000.000 people in devel-
oped countries [1]. Most (>95%) PCNSL cases are of the diffuse
large B-cell type. Genetic abnormalities in PCNSL cells are dis-
tinct from those occurring in other lymphomas; this factor may
relate to observed differences in prognosis and treatment response
[4]. Non-invasive imaging studies such as magnetic resonance
imaging (MRI) and positron-emission tomography (PET) scans
can support an initial diagnosis of PCNSL, however confirmation
usually requires a stereotactic biopsy. Alternatively, cytology of

cerebrospinal fluid, or ocular vitreous, may  confirm diagnosis in
20–30% of patients. Diagnosis of AIDS-associated PCNSL represents
an important challenge in clinical practice. Radiographic findings
of PCNSL in immunocompromised patients are often indistinguish-
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ble from infections, particularly toxoplasmosis. In these cases,
iopsies are often deferred until the empiric treatment for toxo-
lasmosis fails, causing delays in diagnosis. Therefore, non-invasive
iagnostic approaches, such as neuroimaging probes, for PCNSL in
IDS patients may  hasten diagnosis allowing early treatment. High-
ose methotrexate (HD-MTX)-based chemotherapy regimens are
he standard treatment for PCNSL [5], and these combined with
ther chemotherapies (cytarabine, procarbazine, vincristine, or
fosfamide) have been shown to provide superior results in some
ases, although the higher toxicity is a serious issue. Rituximab
RTX), a monoclonal antibody against CD20, has demonstrated
romising activity as a single agent in PCNSL [6], despite the inher-
nt limitation of such a large molecule in traversing the blood-brain
arrier [7,8]. Employing nanoparticles as a carrier for RTX may  help
vercome this challenge, and result in increased efficacy in PCNSL
reatment.

The blood-brain barrier represents a major obstacle for drug
elivery to the CNS [9,10]. The use of a small lipophilic carrier,
uch as a nanoparticle system, may  overcome this problem, with
anoparticles allowing for improved drug delivery metrics as well
s diagnostic and monitoring capabilities. This emerging molec-
lar platform, “theranostics” [11], employs nanoparticle systems
ased on liposomes [12], micelles [13], and dendrimers [14] to
rotect drugs and deliver them to targets in a controlled man-
er. In addition, they can be decorated with “molecular antennae”
uch as antibodies or aptamers on their surface to allow target
pecificity. Imaging probes are an important group of theranostic
articles: these can be detected in vivo through various imag-

ng modalities [15]. Superparamagnetic iron oxide nanoparticles
SPIONs) and radioisotopically labeled nanoparticles are com-

on  imaging probes detectable by magnetic resonance imaging
nd positron emission tomography, respectively. Among the var-
ous nanoparticle classes available, liposomes have shown real
romise in the treatment of brain disorders [16–18], having been
hown to enhance the delivery of neuroprotective agents to the
eri-infarct area in experimental ischemic stroke models [17,18].
urface-modified liposomes have been developed to increase drug
elivery into the brain. So far, surface conjugation of liposome
ith transferrin is a common BBB delivery system by exploiting

ransferrin receptors at the blood-brain barrier to mediate tran-
cytosis of liposomes. [19]. Liposome conjugated with transferrin
ntibody containing P53 plasmid (SGT-53, SynerGene Therapeu-
ics, USA) has been advanced into phase II clinical trial evaluation
n patients with recurrent glioblastoma. In addition, transferrin-
europrotective agents [20–22] have been tested in preclinical
odels of Alzheimer’s disease.
Other surface modification platforms to improve BBB pene-

ration of liposomes include lactoferrin [23], glucose [24] and
lutathione [25]. At present, diagnosis and treatment of CNS lym-
homa remains a significant challenge and represents an unmet
linical need. Diagnosis relies on brain biopsy. Non-invasive imag-
ng technique that can aid diagnosis is urgently needed particularly
or immunocompromised patients e.g. AIDS, whom clinical and
onventional radiographic findings of CNS lymphoma are indistin-
uishable from other mimics such as toxoplasmosis. In addition,
ovel treatment strategies to improve survival outcome with less
oxicity are critically required for patients with advanced age or
oor functional status. In this study, we have successfully designed
nd fabricated a novel theranostic nanoparticle system consisting
f liposome containing SPION (for tracking and treatment monitor-
ng) functionalized with RTX (for specific targeting and treatment)
nd coated with a surfactant, tween 80 (to improve BBB penetra-

ion). In addition, our nanoparticle system has potential to exhibit
nti-cancer immune response [26] and serve as a substrate (SPI-
Ns) for thermal ablation.
Biointerfaces 161 (2018) 497–507

2. Materials and methods

2.1. Materials

Soybean lecithin (Soya Phosphatidylcholin; PC) was
purchased from Degussa (Hamburg, Germany). 1,2-Distearoyl-
sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-[amino(polythylene
glycol 2000)] (DSPEG-PE), and 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-
phosphoethanolamine-N-[4-(p-maleimidophenyl)butyramide]
(MPB-PE, linker) were purchased from Avanti Polar Lipids, Inc
(Alabama, USA). Lipid molecular structures used in this study
were showed in Supplementary materials. Cholesterol was  also
obtained from Avanti Polar Lipids, Inc (Alabama, USA). Polysorbate
80 (Tween 80) was obtained from Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO,
USA). Phosphate buffered saline (pH 7.4) (PBS; containing 137 mM
NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4; 2 mM KH2PO4), and Triton
X-100 were obtained from Merck (Merck Millipore, Darmstadt,
Germany). Anti-CD20 (RTX) was purchased from Roche (Basel,
Switzerland). Roswell Park Memorial Institute media (RPMI 1640)
was from GIBCO Invitrogen (New York, USA). Fetal bovine serum
(FBS) was obtained from Biochrom AG (Berlin, Germany). Trypsin-
EDTA, L-glutamine, penicillin G sodium, streptomicin sulfate, and
amphotericin B were obtained from Invitrogen Corp. (New York,
USA). MTT  [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide] was purchased from GIBCO Invitrogen (NY, USA).
Dimethylsulfoxide (DMSO) was  procured from Sigma-Aldrich, Inc,
(Dorset, UK). The Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit was
obtained from NeXins Research BV (Rotterdam, the Netherlands).
Distilled water was  generated using an ELGA system (PureLab Ultra,
Illinois, USA). Z138C and Granta519 lymphoma cell lines were gra-
ciously provided by Dr. Siwanon Jirawatnotai (Bangkok, Thailand).
SPIONs-PVA nanoparticles were synthesized from maghemite
(�-Fe2O3), affording SPIONs having a diameter less than 20 nm.
All SPIONs were coated with PVA (Polyvinyl alcohol)-OH for
stabilization [27–29] and called SPION-PVA.

2.2. Lymphoma cell cultivation

Granta and Z138C cell lines were cultured in RPMI 1640
medium. The medium was supplemented with 10% FBS contain-
ing 0.1 mM non-essential amino acids (100 �g/ml L-glutamine,
100 �g/ml streptomycin and 100 U/ml penicillin). Cells were grown
and propagated in 75 ml  T-flasks, and incubated at 37 ◦C in a humid-
ified atmosphere containing 5% CO2. The medium was changed
every other day.

2.3. Preparation of liposomes and conjugation of RTX

A series of liposome nanoparticles were prepared by con-
ventional thin film hydration, which involved the mixing of PC,
DSPEG-PE, Tween 80 and MPB-PE (linker) in various propor-
tions, as indicated in Table 1. Each mixture was then dissolved
in chloroform-diethyl ether (3:1 v/v, 10 ml), and upon solvent
removal by rotary evaporation at 25 ◦C under 50–100 kg/cm2 nitro-
gen flow thin lipid films were obtained. After drying, lipid films
were rehydrated with 0.2 mgFe/ml  of SPION-PVA dissolved in PBS
(pH 7.4), and re-suspended with shaking at room temperature.
Particle sizes of all liposome samples were reduced using a discon-
tinuous extruder (Liposo-FastTM-10, Avestin Inc, Ottawa, Canada)
operating at 200 bar pressure over 15–20 cycles, through a 200 nm
pore size polypropylene membrane (Millipore GmbH, Eschborn,
Germany). The SPIONs-PVA loaded liposomes were purified by

centrifugation (TomyMX-301, Tokyo, Japan) at 9840 g for 30 min,
prior to collection. The obtained pellets were re-suspended in
PBS (pH 7.4) for measuring of SPION entrapment. Additionally,
in order to obtain an optimized formulation for BBB delivery, the
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Table  1
Physicochemical characterization of liposomes and SPIONs encapsulation efficiencies (mean ± SD, n = 3).

Formulation %w/w Size (nm) PDI Zeta potential (mV) % EE of SPIONs-PVA

w/o
SPIONs-
PVA

w/t
SPIONs-
PVA

w/o
SPIONs-
PVA

w/t
SPIONs-
PVA

w/o
SPIONs-
PVA

w/t
SPIONs-
PVA

Lip (liposome) 100 141.9 ± 1.0 129.9 ± 5.6 0.1 ± 0.1 0.3 ± 0.0 −0.1 ± 0.0 −2.3 ± 0.1 30.0 ± 4.1
Lip/PEG 90:10 169.7 ± 11.3 140.5 ± 16.2 0.1 ± 0.0 0.3 ± 0.0 −2.3 ± 0.3 −5.1 ± 0.7 27.3 ± 3.3
Lip/Tween80 90:10 161.0 ± 12.6 123.8 ± 19.5 0.2 ± 0.1 0.3 ± 0.1 −0.3 ± 0.0 −2.7 ± 0.4 41.4 ± 0.0
Lip/PEG/ 80:10:10 157.2 ± 9.1 136.4 ± 4.1 0.2 ± 0.0 0.2 ± 0.0 −2.2 ± 0.2 −5.6 ± 0.7 45.6 ± 8.2
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Tween80
Lip/PEG/
Tween80/Rituximab

79:10:10:1 182.0 ± 6.3 158.2 ± 13.3 0.2 ±

ollowing liposome series were initially prepared: liposome (Lip),
ip/PEG, Lip/Tween80, Lip/PEG/Tween80, Lip/PEG/Tween80 and
ip/PEG/Tween80/RTX.

Immobilization of RTX was performed via chemical conjuga-
ion. Thiolated RTX was firstly prepared by mixing RTX with
-iminothiolane at 25 ◦C for 30 min. The conjugation of RTX and

iposomes was achieved via the coupling of thiolated RTX and MPB-
E onto the liposome surface. This required gradual addition of
PB-PE-liposomes into the freshly prepared thiolated RTX, fol-

owed by incubation of the solution at 4 ◦C overnight under nitrogen
tmosphere, with continuous stirring. The resultant RTX conju-
ated liposomes were purified by ultracentrifugal sedimentation at
88,691 g for 90 min, and the obtained pellets were re-suspended
nd washed twice with PBS (pH 7.4). The amount of RTX bound on
iposome can be identified by subtracting the calculated amount of
nbound RTX from the initial amount that was added to the lipo-
ome solution. Based on this approach, we found that the value of
TX/lipid was approximately 180 �g/mg.

.4. Morphology and physicochemical characterization of
iposomes

The morphology of liposomes was investigated using transmis-
ion electron microscopy (TEM). Samples were prepared by placing

 �l of liposome solution onto a 200-mesh carbon copper grid (EMS
quipment, Berks, UK). After 10 min, the droplet was removed from
he edge of the grid using filter paper. Samples were dried by stand-
ng at room temperature prior to imaging: TEM (model JEM 2010;
EOL, Peabody, MA)  accelerating voltage 120 KV, 50 K magnifica-
ion.

Hydrodynamic diameter, polydispersity index (PDI) and zeta
otential of liposomes were determined by dynamic light scatter-

ng (DLS) (NanoZS4700 nanoseries, Malvern Instruments, Malvern,
K). Twenty microliters of the samples were diluted with 1 ml  of
ltered distilled water prior to measurements being taken to elim-

nate viscosity effects caused by the ingredients. Hydrodynamic
iameter (based on volume measurement), PDI and zeta potential
ere obtained from the average of three measurements at 25 ◦C.

he refractive indices of liposomes and water were set at 1.42 and
.33, respectively.

.5. Determination of SPIONs-PVA encapsulation

The encapsulation of SPIONs-PVA within liposomes was quan-
ified using the Prussian Blue assay, where samples were diluted
or preparation of a calibration curve (at least 3 serial dilutions
equired). Particle iron concentrations ([Fe] in mg  Fe mL−1) were
easured through a colorimetric assay. SPIONs-PVA were first
igested by incubation overnight with an equal volume of 6 M HCl.
hen, 25 �l of digested particles was mixed with 50 �l of 5% w/v
4Fe(CN)H2O in water (freshly prepared and covered with alu-
inium foil). The sample was then shaken continuously for 15 min,
0.3 ± 0.0 −7.2 ± 0.4 −9.0 ± 0.1 44.6 ± 3.4

followed by measurement of the iron content, which measured
from the reaction between K4[Fe(CN)6] and Fe3+ to give an intense
blue product (Prussian blue, Fe4[Fe(CN)6]3) whose optical density
was measured at 690 nm using a microplate spectrophotometer
(SpectraMAX2, Molecular Devices GmbH, CA, USA). The encapsula-
tion efficiency was calculated using the equation below.

%EE = Total amount of de ter mi ned SPION

Initial amount of SPION loading
× 100

2.6. MTT assay

To evaluate the toxicity of SPIONs-PVA loaded liposomes, cells
were plated in 96-well plates, each containing 90 �l of RPMI with
10% fetal bovine serum at a density of 8000 cells/well. When the
cultures had reached confluency (typically 24 h after plating) they
were exposed to SPIONs-PVA loaded liposomes at SPIONs-PVA con-
centrations of 0.0005, 0.001, 0.0025, 0.005, 0.01 or 0.02 mgFe/ml.
The treated cells were then incubated for 24 h at 37 ◦C in a CO2
atmosphere. After washing twice with PBS (pH 7.4), 25 �l of MTT
solution was  added into each well, followed by further incubation
(4 h). The medium was then removed and replaced with 100 �l
of dimethylsulfoxide, followed by further incubation for 30 min  at
37 ◦C. Following this, the absorbance of the colored solution was
measured at 550 nm using a microplate reader (SpectroMAX, Cal-
ifornia, US), and the percentage cell viability was calculated and
compared with that of the control.

2.7. Stability of liposomes

Liposome samples were stored in PBS (pH 7.4) at 4 ◦C, and 25 ◦C
for prolonged periods to gauge their stability. Samples were taken
periodically at intervals of 1, 3 and 4 months and liposome stability
monitored using particle diameter, polydispersity index (PDI) and
zeta potential measurements. Each measurement was performed
in triplicate, and expressed as an average value.

2.8. Magnetization analysis by VSM

The magnetic properties of SPIONs-PVA and SPIONs-PVA loaded
into Lip, Lip/PEG, Lip/Tween80 and Lip/PEG/Tween80/linker lipo-
somes were assessed using vibrating sample magnetometry (VSM,
LakeShore Model 7404, USA). For this, all samples were freeze-dried
in liquid nitrogen and lyophilized under vacuum. The magnetic field
was applied at 10 kOe in all measurements.

2.9. Cellular uptake of liposomes
Internalization of liposomes was monitored by confocal laser
scanning microscopy (CLSM), and flow cytometry. To monitor lipo-
some uptake, Lip/PEG-PE and Lip/PEG-PE/RTX were labeled with Dil
dye tracer (Invitrogen, Paisley, UK) at a ratio of 1:1000 v/v. Granta
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nd Z138C cells (1 × 106 cells) were seeded onto sterilized glass
overslips and allowed to adhere overnight in a 6-well plate. At
ransfection, Dil labeled liposomes were added to the cells at a
oncentration of 0.4 mg/ml, which corresponds to the IC80 value
ndicating 80% cell viability. For CLSM, cell and liposome particles

ere incubated together for 2 h at 37 ◦C under an atmosphere of
% CO2. Cells were then washed twice with PBS (pH 7.4), fixed
ith 4% w/v paraformaldehyde for 10 min, and then twice washed

gain with PBS (pH 7.4). For cellular DNA staining, Hoechst dye
Molecular Probes, OR, USA) was diluted in PBS (pH 7.4) at a ratio
f 1:1500 v/v, then incubated with the cells for 10 min. Cells were
ashed twice with PBS pH 7.4 after staining then observed under

onfocal microscope. Images were acquired using a laser scanning
onfocal microscope (Nikon, ECLIPSE Ti-Clsi4 Laser Unit, Japan),
sing the 60 objective lane. SPIONs-PVA detection was achieved
y reflecting laser scanning, with laser excitation at 488 nm.

Flow cytometry was employed to quantify cell internalization of
iposomes. Cells were cultivated in 6-well plates until growth levels
eached 80% confluence. After washing with PBS, cells were incu-
ated with Dil-labeled SPION-PVA loaded liposomes (phosphatidyl
holine: Dil 1:500 w/w) at a concentration corresponding to the
C80 value. Cellular internalization of liposomes was quantified with
ime: after incubation for 30 min, 1, 2 and 4 h unbound liposomes
ere removed by washing three times with PBS. At each time point,

nternalization signals were analyzed using a flow cytometer (BD
ACS CaliburTM, BD biosciences, CA, USA) at excitation and emission
avelengths of 488 and 600 nm,  respectively.

.10. Apoptosis assay

Cells treated with liposomes were double stained with
nnexinV-FITC (AV-FITC) and propidium iodide (PI) to detect

poptotic, and necrotic cells. AV-FITC/PI co-labeling was  per-
ormed according to the standard protocol as recommended
y the manufacturer (BD PharmingenTM, BD Biosciences, San
ose, CA, USA). Cells were seeded in a 6-well plate at a den-

Fig. 1. SPIONs-PVA, liposome morphologies magnified by T
Biointerfaces 161 (2018) 497–507

sity of 1 × 106 cells/well, and were allowed to attach for 24 h.
After medium refreshment, cells were exposed to either RTX,
Lip, Lip/PEG-PE/SPIONs-PVA, Lip/PEG-PE/Tween80/SPIONs-PVA or
Lip/PEG-PE/Tween80/SPIONs-PVA/RTX at a concentration corre-
sponding to the IC20 for 24 h at 37 ◦C. Cells were then detached
using trypsin–EDTA solution, re-suspended in fresh medium, and
centrifuged at 1000 rpm for 5 min. The obtained pellets were
re-suspended in PBS (pH 7.4), centrifuged for a further 5 min
(1000 rpm), and then collected and re-suspended in AnnexinV
binding buffer. All samples were stained with 5 �l of AV-FITC and
10 �l of PI, and then incubated for 15 min  in the dark at 25 ◦C.
After addition of 250 �l of AnnexinV binding buffer to each, cells
were analyzed using flow cytometry (BDFACS CaliburTM, BD bio-
sciences, San Jose CA, USA). The flow cytometer was equipped with
filters capable of detecting PI at excitation/emission wavelengths
of 520/570 nm,  while FITC was detectable at excitation/emission
wavelengths of 485/535 nm.  Results are presented in a dot plot of
AV-FITC versus PI with quadrant gating. The percentage apoptosis
in cells was  determined using the FACSDiva software package.

2.11. In vitro model BBB of PCNSL for permeability and
therapeutic testing

Permeability of the BBB can be gauged by measuring the
transendothelial electrical resistance (TEER), which affords a direct
relation to its structural integrity. An in vitro co-culture model
of BBB was set up according to protocol of Imamura et al. [30].
For this, bEnd3 cells were seeded onto 0.4 �m pore size polyester
membrane inserts (density of 20,000 cells/insert) contained in a
12-well plate transwell tray (Corning, NY, USA). The cells were
allowed to grow on the membrane for 8 days, with the DMEM
medium being changed every 2 days. With this system, the drug

targeting, and therapeutic effect, of RTX and liposomes on B cell
lymphoma cells was  evaluated: for this, Granta cells were seeded at
the bottom of the culture dish and were allowed to grow for 4 days.
After this time the TEER values were monitored until they reached

EM at 12,000 and 40,000 magnification as indicated.
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Fig. 2. Superparamagnetic properties of SPION

40–150 � cm2 (approximately 7–10 days), after which the model
as ready for use in testing. Testing involved loading either free
TX, Lip/PEG/Tween80/SPIONs-PVA or Lip/PEG/Tween80/SPIONs-
VA/RTX into separate apical compartments of the co-culture
odel, with final concentrations of RTX (17.5 �g/ml) coinciding
ith that of the IC50 of free RTX against Granta cells.

Determination of RTX concentrations in the membrane model
as undertaken at set time points (1, 2, 3, 5, 7 and 24 h) using the PK

LISA Kit (MyBioSource, CA, USA), with harvesting of Granta cells
t these times allowing evaluation of therapeutic effects. During
he 24 h period, the TEER value was also monitored using a Milli-
ell ERS-2 Voltohmmeter (Millipore, MA,  USA) for analysis of the
ermeability efficiency.

.12. MRI  of mice bearing intracranial lymphoma xenografts

Approximately 1,000.000 cells in a volume of 10 uL were inoc-
lated intracranially into five athymic nude mice (4–6 weeks
ld) to establish PCNSL model for preclinical experiments as
reviously described. Any mouse showing distress or neurolog-

cal signs (lethargy, hemiparesis, ataxia or seizures) underwent
RI  study approximately 48 h following tail vein injection of

ip/PEG/Tween20/SPIONs/RTX (100 ul; SPION concentration of

.3 mg/kg). Assessment was performed using an Ingenia 3 T human
RI  (Philips, The Netherlands) with a wrist coil. T1 and T2 axial and

oronal sequences were obtained. Mice were euthanized after MRI
nd brains were harvested for further analysis.
, liposome and SPIONs-PVA-loaded liposome.

2.13. Statistical analysis

Data are presented as mean values ± standard deviation
(SD).Differences among group means were determined by t-test
followed by SPSS and p-values (p < 0.05) were taken as the level of
significance.

3. Results and discussion

3.1. Morphology, physicochemical characterization and
encapsulation efficiency

TEM was  employed to observe sizes and morphologies of
SPIONs-PVA, bare liposomes and SPIONs-PVA loaded liposomes.
While all samples were dehydrated for imaging, the nanopar-
ticles could be observed as having discrete spherical shapes
(Fig. 1). Size averages estimated under TEM indicated that SPIONs-
PVA nanoparticle was  7–10 nm with a narrow size distribution
(<20 nm). Liposomes fabricated in the absence of added nanopar-
ticles are spherical in shape but show slight, while SPIONs-PVA
loaded liposomes exhibit a more pristine spherical profile as a result
of tight cargo packing, and enhanced stability, under TEM voltage
exposure.
Average hydrodynamic diameters, PDI and zeta potentials
for bare, and SPIONs-PVA loaded liposomes were obtained
using DLS, with data summarized in Table 1. In the absence
of cargo, the diameters of Lip (control), Lip/PEG, Lip/Tween80,
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Fig. 3. Confocal imaging indicated liposome internalization in Z138c and Granta. Cell nuclei locations were indicated by Hoechst labeling (Blue), SPION nanoparticles were
detected  in green. Liposomes were labeled with Dil dye (Red). Signal intensities were detected after incubation of liposomes with cell for 2 h (a). Signal intensities of liposome
entering into Z138c and Granta. (asterisk indicated the statistic difference (P-value <0.05) (b)). (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader
is  referred to the web version of this article.)
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etected in cells. (mean ± SD, n = 3).

ip/PEG/Tween80 and Lip/PEG/Tween80/RTX liposomes were
41.9 ± 1.0 nm,  169.9 ± 11.3 nm,  161.0 ± 12.6 nm,  157.2 ± 9.1 nm
nd 182.0 ± 6.3 nm,  respectively. Consistent with TEM results, load-
ng of SPIONs-PVA induces liposome contraction, an effect perhaps
elated to strong hydrophilic interactions between liposome phos-
holipids and the PVA coating of SPIONs, which would underpin
heir stability under TEM conditions [31]. The PDI index of all
iposomes, being in the range of 0.1–0.3, is indicative of homogene-
ty and narrow size distribution, which is again consistent with
ndings from TEM. Loading of SPIONs-PVA results in no signifi-
ant changes in liposome surface charges. Surface modification of
iposomes via RTX conjugation also did not affected their physico-
hemical properties: the zeta potential of bare liposome (Lip) was
0.1 mV,  whereas that of Lip/PEG/Tween80/RTX became slightly
egative (−7.2 mv)  (Table 1).

SPIONs-PVA liposome loadings were quantified using the Prus-
ian Blue assay as described in section 2.5. From this data
ncapsulation efficiencies (%EE) for each liposome formula were
btained (Table 1). A notable effect resulted from inclusion of
ween 80 into the liposome structure: this resulted in remarkably
igher entrapment (higher%EE) of SPIONs-PVA relative to other

iposome formulations. It is assumed that Tween80 incorporation
nto the film helps to promote liposome stability, and prevents
gress of SPIONs-PVA during preparation [32].

.2. Cytotoxicity of liposomes

In order to evaluate their safety, the toxicity of SPIONs-loaded

iposome formulas was analyzed by MTT  assay using Z138c as

 lymphoma cell model. All liposomes showed concentration-
ependent cytotoxicity, although no significant effects to cells
ere evident on exposure to bare SPIONs-PVA. Liposome solutions
metry at 30 min, 1, 2 and 4 h. The data presented as a means fluorescence intensity

having SPIONs-PVA concentrations less than 0.0025 mg/ml were
considered safe, as exposure to these resulted in greater than 80%
cell survival rates (Fig. S2). Higher cytotoxicities were found for
Tween80 fabricated liposomes; addition of Tween 80 may  enhance
cellular uptake via ApoE ligand-mediated endocytosis [33]. How-
ever, for these systems cell viabilities are still in the acceptable
range (over 70% viability) although optimization of liposome con-
centrations needs to be addressed to further their use in theranostic
applications.

3.3. Stability of liposomes

In this study, we determined the stability of liposomes on stor-
age at 4 ◦C and 25 ◦C. Particle diameter, PDI and zeta potential of Lip,
Lip/PEG/Tween20/SPIONs and Lip/PEG/Tween20/SPIONs/RTX were
measured periodically (1, 3 and 4 months) after storage (Table 1S).
In regards to diameter and zeta potential of colloidal liposomes, for
both temperatures all formulations were stable for up to 3 months.
Liposome stability could be prolonged for a further month at 4 ◦C,
in contrast to results at 25 ◦C which show dramatic changes in
zeta potential during the 4th month of storage. This would indi-
cate aggregation of liposome particles over time, as reflected by
an increase in particle diameter. However, diameter increases, and
zeta potential changes are less marked in Tween80 supplemented
liposomes, the enhanced stability of these being consistent with
previous work highlighting the use of Tween80 as a non-ionic sur-
factant to improve liposome stability [32]. However, the use of

Tween80 needed to be optimized regarding to the toxicity of Tween
80 against B cell lymphoma as shown in Fig. S2. The optimiza-
tion of the drug efficacy, cytotoxicity and drug stability need the
be evaluated in the future for implementation.
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.4. Magnetic property analysis by vibrating scanning
agnetometry (VSM)
Vibrating scanning magnetometry (VSM) was performed to
onfirm the superparamagnetic properties of SPIONs-loaded lipo-
omes. Fig. 2 highlights magnetization curves, and saturation
agnetization of SPIONs-PVA (inset in Fig. 2), and the series of
y using flow cytometry in Z138c (a) and Granta (b).

liposomes: Lip, Lip/PEG/SPION-PVA, Lip/PEG/Tween80/SPION-PVA,
and Lip/PEG/Tween80/SPION-PVA/RTX. The hysteresis curves of
SPIONs-loaded liposomes showed an absence of remanence, and

this, in conjunction with the magnetization on average being zero,
indicates that the SPIONs exhibit superparamagnetic behavior.
Although the saturated magnetization value of SPIONs-PVA was
found to be 52.6 emu/g, loading SPIONs-PVA into liposomes results
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ig. 6. Transportation ratio of RTX across BBB model observed at 1, 2, 3, 5, 7 and 

BB  model on Granta cell indicated that RTX conjugated on liposome carrier effecti
0.05)  (b)).

n a drastic magnetization decrease (0.2–0.5 emu/g). This effect
as been noted previously, for example in PVA coated magnetite
agnetic [34], and silica coated magnetic nanoparticles [35]. The

ifferences in saturation magnetization between colloidal mag-
etic nanocrystals and micelle- or polymer-encapsulated magnetic
anoparticles might depend on the amount of magnetic nanopar-
icles encapsulated inside the vesicles [36]. [36] In addition, the

agnetization measurement is based on the mass of whole vesi-
les i. e. SPIONs-PVA loaded liposome which is at least 90% of the
ass is not magnetic. Together with the increase of the vesicles size

from 8 nm of SPIONs-PVA to 120–160 nm of SPIONs-PVA loaded
nto Liposome), the magnetic response of the vesicles decrease
esulting in dramatic decrease in the saturation magnetization of
he vesicles. This magnetization range corresponds to those of SPI-
Ns obtained from maghemite (�-Fe2O3), the values of which are

hought to be lower than those from magnetite (Fe3O4) [37]. These
ndings are a preliminary step in the characterization of these sys-
ems, however for actual implementation as theranostics further
ptimization of the magnetization value is necessary.

.5. Liposome cellular internalization and uptake
Cellular uptake, and distribution of liposomes and SPIONs-PVA
as monitored by confocal microscopy. Cells were treated with

ip/PEG/Tween80/SPIONs-PVA and Lip/PEG/Tween80/SPIONs-
VA/RTX, according to the protocol described in section 2.9. At
fter application. (mean ± SD, n = 3) (a). Therapeutic effect of RTX delivered across
duced cytotoxic on cancer cells (asterisk indicated the statistic difference (P-value

2 h post incubation, SPIONs-PVA were detectable within cells (as
shown in green) by reflecting laser scanning (excitation at 488 nm)
[38] while liposome nanoparticles appear red due to the presence
of Dil (Fig. 3).Confocal imaging indicated that signal intensities
of Lip/PEG/Tween80/SPIONs-PVA/RTX were significantly higher
than those of Lip/PEG/Tween80/SPIONs-PVA, both in Z138c and
Granta cell lines (Fig. 3a). The signal intensity data was quantified
and confirm the statically differences (Supplementary material)
(Fig. 3b). These results imply that conjugation of RTX promotes
liposome internalization and provides evidence supporting that
binding of RTX occurs selectively on CD-20 presenting lymphoma
cells. Z-stack imaging analysis confirmed internalization of lipo-
some. Cells was magnified to confirm the particle internalization
under 60X (Fig. 3a and b).

To confirm targeting of RTX conjugates with CD-20 lymphoma
cells, we then monitored the cellular uptake of liposomes quan-
titatively by flow cytometry. Lip/PEG/Tween80/SPIONs-PVA and
Lip/PEG/Tween80/SPIONs-PVA/RTX were incubated with cultured
cells, and uptake was  monitored at times of 30 min, 1, 2, and 4 h. The
signal intensity was quantitated by flow cytometry analysis indi-
cate that cellular internalization of liposomes is time-dependent
(Fig. 4). In both Granta and Z138c cell lines the signal intensity from
Lip/PEG/Tween80/SPIONs-PVA/RTX proved higher than that result-
ing from Lip/PEG/Tween80/SPIONs-PVA, which confirmed that RTX

functions as a specific antibody for selective binding to anti-CD20
receptors in lymphoma cells.
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.6. Apoptosis induction by RTX conjugated liposomes

RTX is a mainstay in therapies for a broad variety of B-cell
alignancies [39,40]. It induces direct apoptosis through bind-

ng to CD20 on the surface of lymphoma cells. In order to verify
argeting, and therapeutic effects of Lip/PEG/Tween80/SPIONs-
VA/RTX, annexinV-FITC/PI staining was employed to monitor
TX-induced cell death. For this, Granta and Z138c cell lines
ere incubated with free RTX (7.9 �g/ml), bare liposomes

Lip), Lip/PEG/SPIONs-PVA, Lip/PEG/Tween80/SPIONs-PVA and
ip/PEG/Tween80/SPIONs-PVA/RTX (at the IC80 concentration) for
4 h at 37 ◦C. Cells were then removed to determine the degree of
poptosis using flow cytometry. In Fig. 5a and b, the lower right
uadrant shows annexin positive cells (early apoptotic stage) and
he upper right quadrant shows annexin and PI positive cells (late
tage apoptosis). Lip/PEG/Tween80/SPIONs-PVA/RTX induced apo-
tosis by a significantly high degree in both Granta and Z138c cells
by 65.4% and 43.1%, respectively), while free RTX resulted in lower
evels of apoptosis induction (18.3% and 16.7% in Granta and Z138c
ells, respectively). These results not only suggest that RTX exerts
herapeutic effects, but also illustrates the effect of liposome conju-

ation on the efficacy of apoptosis induction. The presence of RTX
n the surface of liposomes allows for advantageous binding with
he target cells in addition to facilitating its cellular uptake, in line
Biointerfaces 161 (2018) 497–507

with its role as a therapeutic agent. Notably, treatment of cells with
RTX-free liposomes results in less than 10% apoptosis, suggesting
that the carrier itself is relatively benign.

3.7. Transport of RTX across the BBB model

In order to demonstrate transportation of our formulated lipo-
some across the BBB, an in vitro BBB model was established
according to a previous protocol [30]. During the investigation (over
24 h), TEER values of the cell control were constantly maintained at
140–150 � cm2. After model development, it was  loaded with free
RTX and Lip/PEG/Tween80/SPIONs-PVA/RTX, and these samples
were allowed to pass the cell monolayer for a set time period. The
extent of transported RTX was quantified by ELISA measurements
at set time points, up to 24 h post-loading. The results revealed
that free RTX is not readily transported through the BBB mem-
brane, although liposomes act as a facile delivery system promoting
cross-barrier transport (Fig. 6a). Tween 80 may  play a crucial role in
fabrication of this delivery system: previous work has highlighted
its binding with ApoE on bEnd3endothelial cells [33]. Concentra-
tions of RTX detected across the membrane were time-dependent
and were consistent with TEER values, except for the period at 5 h
post incubation where the level of permeable RTX may have been
affected by the charge on the bEnd3endothelial membrane.

3.8. Evaluation of drug targeting therapeutic effect

As the ability of RTX to be transported across the BBB is a major
factor dictating its therapeutic effects, the capacity of RTX to target
Granta cells was evaluated in the BBB model by analysis of cellu-
lar viability. Free RTX and Lip/PEG/Tween80/SPIONs-PVA/RTX were
loaded onto the BBB model, at an RTX concentration correspond-
ing to the IC50 (17.5 �g/ml). At 24 h post incubation, Granta cells
located at the basal layer were collected to evaluate cell viability,
in comparison with the control. The results shown in Fig. 6b indicate
that, during the incubation period, no therapeutic effects relating
to free RTX were observed. In contrast, exposure to RTX-conjugated
liposomes resulted in toxic effects after 5 h explosion with the tar-
geting cell, with the level of toxicity being time-dependent. This
result confirmed that effective delivery of RTX across the BBB
requires a delivery system, and accordingly modified liposomes
may  be considered as an appropriate vehicle for promoting thera-
peutic effects.

3.9. MRI  of intracranial lymphoma by
Lip/PEG/Tween20/SPIONs/RTX

To investigate the potential for clinical use of
Lip/PEG/Tween20/SPIONs/RTX to detect CNS lymphoma, we
exploited the MRI  to detect SPIONs in mice bearing intracranial
lymphoma xenografts. Robust hypointense signal was  observed
on both T1- and T2-weighted sequences in the lymphoma
xenografts approximately 48 h following intravenous injection
of anti-CD20-liposome-SPIONs (Fig. 7). This signal abnormality
was consistent with iron accumulation in the tumor and lent a
support that our liposome-SPIONs with RTX conjugation may
represent a new diagnostic approach for central nervous system
lymphoma. Of note, there were no side effects such as behavioral
changes observed in mice that received intravenous injection of
Lip/PEG/Tween20/SPIONs/RTX.

4. Conclusion
This is the first theranostic nanoparticle specifically developed
for CNS lymphoma. This nanoparticle system consists of lipo-
some containing SPION (for tracking and treatment monitoring)
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unctionalized with RTX (for specific targeting and treatment)
nd coated with a surfactant, tween 80 (to improve BBB pen-
tration). We  have successfully demonstrated that it can cross
he blood-brain barrier and exert anti-lymphoma activities in an
n vitro model. Preliminary imaging studies have confirmed that
ur nanoparticles can localize at human lymphoma xenografts in
he brain of immunocompromised mice following systemic admin-
stration. Taken together, this new nanoparticle system has high
otential for clinical translation to use in patients in primary CNS

ymphoma and CNS metastasis from systemic lymphoma that still
epresent unmet clinical needs.
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A B S T R A C T

Nanoparticle targeting of cancer cell surface markers to allow the specific delivery of chemotherapeutic agents is
an attractive concept in cancer treatment. Prior to in vivo studies, newly developed nanomedicines must be tested
in preclinical in vitro models fully representative of physiological conditions. The aim of this study was to de-
velop an in vitro method for characterizing the cell binding properties of active targeting nanoparticles, using an
integrated flow chamber. Anti-vascular endothelial growth factor (VEGF) antibody conjugated liposome/PLGA
hybrid nanoparticles were generated, characterized, and utilized in binding studies with three different VEGF-
positive cancer cell lines, in addition to VEGF-negative fibroblasts. Binding, and subsequent VEGF expression
was examined through immunostaining, confocal microscopy and Western blot analysis. Our results indicated
that targeted and non-targeted nanoparticles cannot be distinguished under static in vitro cell binding conditions,
but that selective binding of targeted nanoparticles to VEGF-positive cells was more prominent under conditions
of laminar flow. The flow chamber described herein thus provides a platform for cell-based assays, allowing
effective evaluation of cell adhesion using active targeted nanoparticles.

1. Introduction

Over the last few decades development of cancer treatments based
on nanoparticle systems for drug delivery has generated intense interest
[1]. Such nanoparticle platforms can be categorized as organic-based
(e.g., liposomes, nanoemulsions, and biodegradable polymeric nano-
particles), inorganic-based (e.g., metallic nanostructures, silica nano-
particles, quantum dots), or organic-inorganic hybrid systems [2]. Of
these, liposomes are the most extensively used in nanomedicine, as a
therapeutic model, drug carrier, or diagnostic tool [3].

Recent efforts have focused on developing active targeted nano-
particles, formulated by modifying nanoparticle surfaces with anti-
bodies, peptides, oligonucleotides or aptamers [4]. Of these targeting
molecules, immunoglobulins G (IgG) and their derivatives are the most
widely used targeting ligands for liposomes, being able to be covalently
attached without affecting liposome integrity, or antibody function [5].
These active targeted nanoparticles are promising delivery vehicles for
chemotherapeutics in cancer treatment, being able to increase drug
efficacy, reduce the required drug dosage, and minimize cytotoxic drug
side effects by ensuring specific delivery of payload [6,7]. As a

consequence, numerous active targeted nanoparticle platforms are
being developed [8], although these require preclinical in vitro
screening under physiological conditions to ensure their safety prior to
use.

The main purpose of this study was to evaluate the cell adhesion of
active targeted nanoparticle. Poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA)/li-
posome hybrid nanoparticles were used as the nanocarrier, along with
humanized anti-vascular endothelial growth factor (anti-VEGF) anti-
body as a targeting moiety. The VEGF-conjugated PLGA/liposome hy-
brid system was generated. Cell adhesion and uptake were observed
under static and laminar flow conditions in cancer cell compared to
fibroblast. For the flow condition, the experiment was done using an
integrated flow chamber which is an effective device to determine cell
adhesion characteristics under shear stress imitated blood circulation
condition.
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2. Material and methods

2.1. Synthesis of nanoparticles

PLGA nanoparticles were prepared using a double emulsion solvent
evaporation method (W/O/W) whereby PLGA in dichloromethane (1%
w/w) was added to 1% aqueous PVA solution, followed by stirring for
2 h. The obtained PLGA nanoparticles were purified by centrifugation
at 5313 g for 10min, followed by 17,712 g for 10min. The pelletized
nanoparticles were collected and washed twice with PBS (pH 7.4) prior
to freeze drying and storage at −20 °C. Passive loading of PLGA na-
noparticles into liposomes was carried out using a thin film hydration
method (70mg of lecithin and 0.1 mg of MPB-PE in 30ml of diethyl
ether), as previously described [9]. Conjugation of PLGA/liposome
hybrids with anti-VEGF antibodies was performed using Traut's re-
agent; antibodies were first thiolated with 2-iminothiolane and then
reacted with maleimide-activated liposomes following the manu-
facturer protocol (ThermoScientific, IL, USA) [10,11]. Control PLGA/
liposome hybrids were prepared in the same manner, although without
conjugation with anti-VEGF antibodies. For analysis under fluorescence
microscope, the lipid compartment of liposome was labeled with Dil
dye tracer (Invitrogen, Paisley, UK). Throughout this paper, the term
“VEGF-targeted nanoparticle” is used to refer to anti-VEGF conjugated
PLGA/liposomes. The term “control nanoparticle” refers to non-con-
jugated PLGA/liposomes.

2.2. Physical characterization of nanoparticles

After dilution with distilled water, the hydrodynamic size of pre-
pared nanoparticles was measured using dynamic light scattering
(NanoZS4700 nanoseries, Malvern Instruments, Malvern, UK) and re-
ported as Z-average (d.nm) ± standard deviation, for three replicate
samples. Zeta potentials were also determined and are reported as the
mean value ± standard deviation, for three replicate samples. Sizes
and morphologies of neat nanoparticles were also investigated using
transmission electron microscopy (TEM).

2.3. Cell cultures

All cancer and fibroblast cell lines were maintained in complete D-
MEM medium (GIBCO Invitrogen, NY, USA). supplemented with 10%
FBS (Biochrom AG, Berlin, Germany), Penicillin (100 units/ml),
Streptomycin (100 g/ml) and L-glutamine (2mM). All these antibiotics
was from Invitrogen Corp. (NY, USA).

2.4. Determination of level of anti-VEGF immobilization

Flow cytometry (BD FACSAria II, BD Bioscience, San Jose, CA, USA)
was utilized for quantification of targeting ligand surface densities. For
this, nanoparticles were stained using anti-human IgG-FITC (Sigma, St.
Louis, MO, USA) at a 1:128 dilution factor following the recommended
protocol. This involved mixing the samples with IgG-FITC solution and
subsequent incubation at room temperature for 1 h. After centrifugation
at 12,000 rpm (room temperature) for 15mins and twice washing with
PBS, all samples were subjected to flow cytometry. The measured
fluorescence signal intensity correlates directly with the level of bev-
acizumab conjugated sites on the nanoparticles, as calibrated using a
bead fluorescence standard (Sphero Rainbow Calibration Particles, BD
Bioscience, San Jose, CA, USA).

2.5. Western blot analysis

Whole-cell extracts, as required for electrophoresis [12], were ob-
tained by lysis of cells in RIPA buffer (Invitrogen, CA, USA). Anti-VEGF
antibody (ab46154) was purchased from Abcam (MA, USA). Anti-β-
Actin (C4: sc-47778) antibody was purchased from Santa Cruz

Biotechnology (TX, USA). Primary antibodies were detected using
horseradish peroxidase-linked anti-mouse, or anti-rabbit conjugates, as
appropriate (Dako, Glostrup, Denmark), and visualized using the ECL
detection system (Amersham Biosciences, Pollards Wood, UK). D-MEM
medium was obtained from GIBCO Invitrogen (NY, USA), with fetal
bovine serum (FBS) manufactured by Biochrom AG (Berlin, Germany).
Penicillin, streptomycin and L-glutamine were purchased from In-
vitrogen Corp. (NY, USA).

2.6. Immunofluorescence staining and confocal microscopy

Cells from each cancer cell line were seeded, on separate rounded-
glass slides (10,000 cells/slide), and left to culture for 2 days. Cells were
then fixed with 4% paraformaldehyde (Thermo Scientific, IL, USA) for
15min prior to washing three times with cold PBS. All cells were then
permeabilized with 0.2% Triton X-100 in PBS for 10min, and then
blocked with 5% BSA for 30min at room temperature. After incubation
with a 1:250 dilution of primary antibody anti-VEGF in 1mg/ml BSA/
PBS overnight at 4 °C, the slides were washed twice with PBS and then
stained with a 1:500 dilution of Goat Anti-Rabbit IgG H&L (Alexa Fluor®

488) in 1mg/ml BSA/PBS (ab150077, Thermo Scientific, USA) for 1 h
in the dark at room temperature. Cells were then washed twice with 1%
BSA, then 10%FBS/PSB, prior to nuclear staining (1 h) with Hoechst
33258 (1:2500 in 1%BSA, 10% FBS in PBS) in the dark at room tem-
perature. All slides were then washed twice with PBS and stored in the
dark prior to analysis by fluorescent or confocal microscopy.

2.7. Parallel plate flow chamber fabrication

All cancer cell lines were seeded and cultured in 6-well plates until
90% confluency was reached, prior to experiments. The in vitro flow
adhesion assay employed a parallel plate flow chamber (PPFC),
equipped with silicone rubber gaskets forming the flow channel
(GlycoTech, MD, USA). Nanoparticles in PBS buffer were added and
allowed to flow through the chamber, as in previous studies [13,14]. In
brief, the flow chamber utilized a single straight flow channel (125 μm
height) which was placed over the cultured cancer cells and vacuum-
sealed to the flow deck. The wall shear rate ( γ ;WSRw ) in the system
may be calculated from the volumetric flow rate (Q) according to the
equation:

=
−γ s Q

wh
( ) 6

w
1

2

where h is the channel height (125 μm), and w represents the channel
width (1000 μm). The assays were conducted under laminar flow con-
ditions through the channel at a WSR of 100 s−1 [15].

2.8. Nanoparticle binding measurements

Nanoparticles suspended in flow buffer (1% BSA in PBS, fixed
concentration of 6.5× 106 particles/mL), were introduced into the
flow channel from an inlet reservoir (WSR 100 s−1) via a syringe pump
(ProSence NE-1000, Oosterhout, Netherlands). After 10min, the system
was washed with excess flow buffer, and nanoparticle adhesion was
observed using an Olympus IX71 inverted microscope fitted with a
digital camera (Olympus DP71). Digital data recording was achieved
using the DP manager/controller software. Static assays were under-
taken for comparative purposes. Cell lines as well as fibroblasts were
incubated with nanoparticles (identical concentration to flow assays),
after which unbound particles were removed by washing (three times)
with flow buffer prior to observation by fluorescence microscopy. A
schematic diagram of the flow chamber setup and fluorescence micro-
scope system is shown in Fig. 1.

Particle binding densities (#/mm2) were obtained by manual
counting of bound particles on cells after 10min of flow. The obtained
number was then divided by the area of the field of view (20x
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magnification, A=0.125mm2) [13]. In all experiments data was col-
lected at a constant position, along the entire length of the chamber.
Each data point thus represents an average binding density from at least
three independent experiments, and includes at least 10 fields of view
per experiment. Standard error bars were plotted unless otherwise
stated. Differences in adhesion levels were analyzed using a student t-
test, and one-way ANOVA with Tukey post-test. A value of p < 0.05
was considered statistically significant.

3. Results

3.1. Nanoparticle characterization

Hydrodynamic size-distributions of active targeted and control na-
noparticles were analyzed by dynamic light scattering (Table 1). No
significant differences in the hydrodynamic mean size were observed
between VEGF-targeted and control nanoparticles, indicating that
conjugation does not result in significant size increases. However, the
zeta-potential of VEGF-targeted nanoparticles decreased in comparison
with control nanoparticles, reflecting surface conjugation of the nega-
tively charged anti-VEGF antibodies [16].

The surface density of conjugated anti-VEGF antibodies on nano-
particles was quantitatively determined by flow cytometry. As shown in
Table 1, anti-VEGF antibodies were immobilized with high density on
the surface of VEGF-targeted nanoparticles, but these were absent in the
control, thus confirming successful surface modification.

TEM images of control, and anti-VEGF antibody conjugated nano-
particles are shown in Fig. 2. The average size of prepared nanoparticles
was approximately 350 nm, although no morphological differences

were evident between the control (Fig. 2a) and VEGF-targeted nano-
particles (Fig. 2b), which both appear roughly spherical in appearance.

3.2. Analysis of VEGF protein expression in fibroblast and cancer cell lines

Western blotting was exploited to assess VEGF protein expression,
specifically to allow comparisons between normal fibroblast cell lines
and cancer cells. As shown in Fig. 3a, VEGF expression in fibroblast
cells was significantly lower than in cancer cell lines. Therefore, we
used fibroblasts as a representative of VEGF-negative cells in further
experiments. VEGF expression was also confirmed by confocal micro-
scopy (Fig. 3b), and in accordance with Western blot results, images
revealed much higher expression in cancer cells over that in fibroblasts.
Moreover, Z-stack images (as determined using ImageJ software) con-
firmed high VEGF expression levels in all cancer cell lines, in contrast to
very low or barely detectable levels in normal fibroblast cells. To fur-
ther verify these findings, immunofluorescence staining of cells was
performed, which, on imaging, revealed significantly higher intensity
fluorescent signaling profiles in cancer cells than in primary fibroblasts.
Profiles of VEGF expression were calculated as an area average of
fluorescence intensity, from 3 different fields. From this, VEGF ex-
pression profiles in HT29, Hela, A549 cancer cell lines were approxi-
mately 250, 200, 150 and 149, respectively, whereas fibroblasts ex-
hibited far lower signaling levels (around 25) (Fig. 3c).

3.3. Effect of applied flow environment on kinetics of nanoparticle adhesion
to VEGF-expressing cancer cells

To study the binding of nanoparticles to cancer cells, anti-VEGF
conjugated nanoparticles in flow buffer were exposed to cultured cells
under laminar flow through PPFC, and in comparitive fashion under

Fig. 1. Schematic diagram showing the arrangement of the flow chamber perfusion system. The instrument utilizes VEGF expressing cells cultured on a tissue culture plate. A flow
chamber is then assembled over the cultured cells and VEGF-targeted nanoparticles are passed in flow over the cultured cells.

Table 1
Hydrodynamic size, polydispersity index, and zeta-potential of prepared nano-
particles, and surface density of anti-VEGF antibodies. Nanoparticles were either
unmodified (non-targeted) or conjugated (targeted) with anti-VEGF antibodies. Results
are stated as averages ± standard deviations (SD).

Sample Z-average
(d.nm)

PDIa zeta-potential
(mV)

anti-VEGF
Densityb

(sites/μm2)

Targeted 340.63 ± 0.59 0.30 ± 0.01 −1.24 ± 0.01 1700
Non-targeted 356.83 ± 3.91 0.35 ± 0.04 −0.39 ± 0.05 –

a PDI-Polydispersity Index.
b Density of surface ligands (anti-VEGF) as determined by flow cytometry.

Fig. 2. TEM images of a) control (non-targeted), and b) VEGF-targeted nanoparticles.
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static conditions. Overall, adhesion levels of targeted nanoparticles
were significantly higher than those of non-targeted particles, for all
cancer cell lines (Fig. 4a). HeLa cells exhibited highest binding levels
(110 #/mm2), while A549 and HT29 cell lines showed lower affinity for
targeted particles (44 #/mm2). The variations in degree of VEGF ex-
pression shown by different cancer cell lines are suggestive of dis-
parities in the mode of interaction of these cell types with anti-VEGF
conjugated nanoparticles under conditions of laminar flow.

In contrast (Fig. 4b), no differences in cellular adhesion were evi-
dent between active targeted and control nanoparticles under static
conditions. However, overall binding densities under these conditions
proved higher than those found in flow assays, due to the longer ex-
posure time in the static environment, and absence of shear forces oc-
curring in flow which could lead to particle detachment.

To further examine the targeting efficiency of anti-VEGF nano-
particles, the results discussed above were expressed as a ratio of tar-
geted particle binding to that of non-targeted nanoparticles, shown in
Fig. 5. Primary fibroblasts were employed as a control due to their low
level of VEGF expression. From these results, the adhesion of targeted

nanoparticles was 3.8–4.9 times higher relative to non-targeted nano-
particles. Interestingly, no statistical significance of these ratios was
observed among cancer cell lines, implying that nanoparticles show
consistancy in targeting efficency for these cancer cell line, irrespective
of differences in binding profiles. The targeting efficiency is dependent
on anti-VEGF antibody surface site density as well as molecular inter-
actions between antibodies and VEGF proteins on the cell surface.

4. Discussion

Advances in nanotechnology and cancer biology have led to the
development of various nanocarrier-mediated anticancer agents. [17] A
preclinical model that can accurately mimic physiological conditions is
of utmost importance for evaluating interactions between these na-
noengineered particles and their targeted cells [18–20].

It is well established that shear stress generated by blood flow in our
circulatory system can lower the binding capacity of nanoparticle sys-
tems, reducing their therapeutic efficacy [21]. Enabling strong and
selective binding of these nanoparticles is thus of great importance to
their use in intravenously administered nanomedicines.

Cell-based assays to assess binding efficacies and selectivity have
been developed for nanoparticle screening, in order to avoid large-scale
and cost-intensive animal testing [22]. However, the static nature of
these standard methods captures only certain aspects relevant to the
in vivo environment. Accordingly, recent emphasis has been placed on
utilizing microfluidic devices as a versatile tool to complement con-
ventional assays [23–25].

One extensively used approach for targeted anti-cancer drug de-
livery takes advantage of elevated levels of VEGF expression in tumors.
VEGF has been found in several tumor types, as well as tumor-asso-
ciated endothelial cells during formation of new capillary blood vessels
(angiogenesis) [26]. Therefore, the significance of VEGF in affecting
tumor progression has made this process an appealing target for
therapies related to these tumor types [27]. Several VEGF-targeted
agents have been shown to benefit patients with advance-stage malig-
nancies [28], with nanocarrier-mediated delivery of chemotherapeutics
targeting VEGF, and applications of VEGF related molecular imaging
being of interest [29]. A number of previous studies have demonstrated
the use of VEGF-targeted nanoparticles as contrast agents for cancer
detection and diagnosis [30], and as vehicles for the delivery of ther-
apeutic agents for cancer treatment [31,32]: in both cases nanoparticle
accumulation occurs in tumours expressing VEGF.

Herein, we present a simple and self-contained flow chamber to-
gether with standard cell culture plates for assessment of VEGF-tar-
geting drug delivery systems under dynamic flow conditions. The de-
vice utilizes VEGF-expressing cells cultured in a culture dish, over
which a suspension of VEGF-targeted nanoparticles is passed in a flow
chamber. This allows for association or dissociation kinetics to be stu-
died, providing estimates of the targeting efficacy of the nanoparticles
for VEGF protein.

We engineered two PLGA/liposome nanoparticle systems (control,
and antibody conjugated VEGF-targeted nanoparticles), evaluated their
interactions with several cancer cell lines under laminar flow, and
compared the results with those from conventional static culture assays.
A significant difference was apparent in how nanoparticles interact
with cells under both conditions.

Under static conditions, we observed non-specific adhesion of con-
trol nanoparticles to a layer of confluent VEGF-expressing cells. A
possible explanation for this observation is the sedimentation effect
[33,34], where particles in close proximity to cells may sediment, re-
sulting in non-specific adherence.

The main advantage of flow chamber cell culture over static con-
ditions relates to its greater similarity to the cellular physiological mi-
croenvironment [35]. Many previous studies have demonstrated the
utility of flow chambers to complement standard cell-based assays.
Such culture systems can be employed for characterization of drug

Fig. 3. Analysis of VEGF protein expression in three different cancer cell lines and
fibroblasts. (a) Western blot analysis, (b) Representative images from confocal micro-
scopy highlighting VEGF expression (first three columns). Nuclei are stained blue, and cells
testing immunopositive for VEGF are red. Quantification of the VEGF expression level
from Z-stack images using ImageJ software (the last column) (c) Quantification of fluor-
escence intensity for different cancer cell lines in comparison with fibroblasts.
(A549= lung carcinoma, HT29= colorectal adenocarcinoma, and HeLa= cervical
adenocarcinoma). (For interpretation of the references to color in this figure legend, the
reader is referred to the Web version of this article.)
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absorption and evaluation of cytotoxicity [36], cell migration and in-
vasion assays [37], and assessing cell-cell [38] and cell-particle inter-
actions [39]. Specifically, the current study highlights how standard
static cell assays can be complemented by an in-flow technique, which
enables a more comprehensive assessment of the targeting ability of
VEGF-targeted nanoparticles. Interestingly, our observations that
VEGF-targeted nanoparticles were able to discriminate between tar-
geted and non-targeted cells within the flow chamber suggests that
laminar flow conditions may prevent non-specific binding via particle
sedimentation, promoting desired specific interactions between anti-
VEGF and VEGF proteins. The flow chamber device discussed here thus
represents an appropriate cell-based method for evaluating the efficacy
of VEGF-targeted drug delivery systems.

5. Conclusions

Nanoparticles which selectively bind to the VEGF protein can be
used in diagnostic imaging and as vehicles for efficient anticancer drug
delivery. We have developed anti-VEGF antibody conjugated nano-
particles which specifically bind to associated cancer cells. Liposomes,
the most extensively used, and the most successful nanocarrier system
for drug delivery known to date, were employed as carriers, in con-
junction with the targeting anti-VEGF antibody. Anti-VEGF-conjugated
liposomes were prepared, and their in vitro binding efficacy towards
VEGF-expressing cancer cells was assessed under static, and flow,
conditions. Results indicated that the prepared nanoparticles showed
different levels of association with cells under each of these conditions.
Additionally, nanoparticle-cell interactions under flow (shear stress)
can be studied more efficiently than is possible under static conditions.

Fig. 4. Adhesion of nanoparticles to cancer cells under static or flow conditions.
VEGF-expressing cancer cells (A549, HT29, HeLa) were exposed to VEGF-targeted, or control, nanoparticles under flow conditions (a), or static conditions (b). Normal fibroblast cells
were employed as negative control. Fluorescent labelling of nanoparticles allowed binding to cells to be visualized and analyzed by fluorescence microscopy. Particle concentra-
tion= 6.5× 106 particles/mL. * = p < 0.05 relative to other groups via one-way ANOVA. n≥ 3.
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Therefore, the flow model reported herein allows for more accurate
information to be obtained from targeting assays, leading to potential
improvements and optimization of cancer drug delivery systems prior
to in vivo studies.
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 In this study, we purposed the novel biomaterial nanocarrier, possessing 

cancer therapeutic effect against cervical cancer. An amphiphilic chitosan 

derivative, quaternized N,O-oleoyl chitosan (QCS) was designed and 

synthesized. QCS was incorporated into liposome vesicles, generating QCS-

liposome (Lip-QCS). Cisplatin, a model drug, was loaded inside Lip-QCS. The 

multiple characteristics of Lip-QCS were studied including physicochemical 

property, mucoadhesive property and therapeutic effects. Encapsulation of a 

hydrophobic chemotherapy drug such as cisplatin was achieved, and its 

therapeutic effects demonstrated in 3D cervical cancer models. The result 

confirmed that the presence of QCS-chitosan on the liposome is able to promote 

the mucoadhesive properties, and allow for more efficient targeting at mucus 

membrane. Lip-QCS has the potential for use against cervical cancer as a 

component in vaginal formulations. In conclusion, the modified surface liposome 

has the potential to specifically target the nanoparticles to mucus-associated 

cancerous cells. This approach is applicable for the development of an effective 

drug delivery system for local or topical administration against cervical cancer 

which is a mucus-associated disease. 

 

 Fabrication concept of a hybrid modified chitosan and liposome generating Lip-QCS, a 

nanocarrier possesses mucoadhesive property. A Lip-QCS containing cisplatin showed the 

advantage in therapeutic of cervical cancer.  
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