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ABSTRACT 

 

        This study aimed to develop a cationic nanovesicular formulation entrapped with 

tyrosinase DNA plasmid for topical vitiligo gene therapy using luciferase plasmid 

(pLuc) as a model gene.  The liposomes (DPPC/cholesterol/DDAB at 1:1:1 molar 

ratio) and niosomes (Tween61/cholesterol/DDAB at 1:1:0.5 molar ratio) were 

prepared by freeze-dried emptying liposomes (FDELs) method.  The elastic 

nanovesicles were prepared by hydrating the lipid or surfactant film by 25% of 

ethanol instead of distilled water.  The pLuc loaded elastic cationic nanovesicles 

exhibited higher plasmid stability than that plasmid loaded non-elastic cationic 

nanovesicles kept at 4±2 and 25±2
o
C for 8 weeks.  The deformability indices of the 

pLuc loaded elastic liposomes and niosomes were 16.64±2.92 and 20.72±0.82, 

whereas the non-elastic nanovesicles gave 9.35±0.09 and 10.08±0.12, respectively.  

Transdermal absorptions through stratum corneum (SC) stripping rat skin or with 

iontophoresis of pLuc loaded nanovesicles by vertical Franz diffusion cells were 

investigated at 37
o
C for 6 hours.  Without the SC stripping technique or iontophoresis, 

pLuc from the free and pLuc loaded non-elastic cationic liposomes or niosomes was 

not found in all parts of the skin.  The pLuc from pLuc loaded non-elastic cationic 

nanovesicles with SC stripping and iontophoresis and the pLuc loaded elastic cationic 

nanovesicles could be observed in viable epidermis and dermis (VED) and also in the
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 receiving solution.  The pLuc loaded elastic cationic niosomes and the pLuc loaded 

non-elastic cationic niosomes with iontophoresis demonstrated the high delivery of 

the plasmid with the fluxes of 2.84±0.04 and 9.60±1.31 µg/cm
2
/h, respectively in 

VED and 1.96±0.21 and 8.82±0.28 µg/cm
2
/h, respectively in receiving solution.  

Thus, the non-elastic (NE) and elastic (E) cationic niosomes were selected for further 

investigations.  The pMEL34, a human tyrosinase plasmid was loaded in the selected 

NE and E formulations at 100-600 µg/16 mg of the niosomal contents.  The maximum 

loading amount of 150 µg/16 mg of the niosomal contents was observed.  At 8 weeks, 

the remaining plasmid in the pMEL34 loaded E kept at 4±2 and 25±2
o
C were 49.75 

and 38.57%, respectively, whereas at 45±2
o
C, all plasmid were degraded.  For 

transdermal absorption through rat skin, the fluxes of pMEL34 loaded NE and E in 

VED were 0.017±0.01 and 0.022±0.00 µg/cm
2
/h, respectively, whereas in the 

receiving solution, only pMEL34 loaded E was observed.  The pMEL34 loaded E 

showed the highest tyrosinase gene expression with higher tyrosinase activity than the 

free and the plasmid loaded NE of about 4 times.  For pAH7/Tyr (P), a human 

tyrosinase plasmid, the maximum loading amount in the NE and E was 130 and 100 

µg/16 mg of the niosomal contents, respectively.  The PE demonstrated higher 

plasmid stability than the PNE at all temperatures.  The PE exhibited high tyrosinase 

enzyme activity of 1.66 and 1.50 folds in non-tyrosinase producing (M5) cells and 

6.81 and 4.37 folds in tyrosinase producing (B16F10) cells of the P and PNE, 

respectively.  The E formulation was selected for further studies. The P and trans-

activating transcriptional (Tat, T) peptide of human immunodeficiency virus type 1 

(HIV-1) at the T/P ratios of 0.125:1, 0.25:1 and 0.5:1 w/w were loaded in E to obtain 

TPE.  The PE at P/E ratio of 1:160 w/w and TPE at T/P/E ratio of 0.125:1:160, 

0.25:1:160 and 0.5:1:160 w/w/w demonstrated 100% entrapment efficiency.  By using 

sulforhodamine B (SRB) assay, TP (0.125:1, 0.25:1 and 0.5:1), PE (1:160) and TPE 

(0.125:1:160, 0.25:1:160 and 0.5:1:160) complexes showed slight or no cytotoxic 

effect.  The cells transfected with TPE (0.5:1:160) exhibited high enhancement of 

tyrosinase enzyme activity of 11.82, 7.67, 5.07 and 6.29 folds of control, P (4 ng/µl), 

PE (1:160) and TP (0.5:1) and melanin production of 13.03, 8.46, 5.36 and 6.58 folds 

of control, P (4 ng/µl), PE (1:160) and TP (0.5:1), respectively.  The transdermal 

absorption study of TPE (0.5:1:160) complexes comparing with the P (0.05 µg/µl), 

vi 



vii 

TP (0.5:1) and PE (1:160) was performed.  The highest cumulative amounts and 

fluxes of the plasmid in the VED were observed from TPE complexes of 0.31±0.04 

µg/cm
2
 and 1.86±0.24 µg/cm

2
/h, respectively.  Only plasmid from PE and TPE 

complexes could be found in the receiving solution with the cumulative amounts and 

fluxes at 6 h of 0.07±0.01 µg/cm
2
 and 0.40±0.08 µg/cm

2
/h for PE, and 0.10±0.01 

µg/cm
2
 and 0.60±0.06 µg/cm

2
/h for TPE complexes, respectively.  The elastic 

cationic niosomes demonstrated an increase in thermal stability of the plasmid. At 8 

weeks of storage, the remaining plasmid of P, PE and TPE kept at 4±2
o
C and 25±2

o
C 

were 35.00±0.53, 40.35±1.41 and 44.71±0.72%; and 23.20±0.87, 29.69±0.29 and 

31.91±0.17%, respectively.  At 45±2
o
C, the remaining plasmid was observed only 

from PE and TPE complexes (29.50±0.16 and 28.32±0.36%, respectively), whereas P 

was almost degraded at 6 weeks.  The vesicular size and the zeta potential values of 

PE and TPE complexes were slightly increased but still within the range of stable 

dispersion (out of ±30 mV).  Thirty micrograms of plasmid in P (0.05 µg/µl), TP 

(0.5:1), PE (1:160) and TPE (0.5:1:160) were incorporated into 100 mg of the 

Carbopol 980 gel.  All gel formulations demonstrated the Non-Newtonian, 

pseudoplastic behavior.  For transdermal absorption study, the highest cumulative 

amount and flux of the plasmid in VED at 6 h was observed from the TPE gel of 

4.29±0.40 µg/cm
2
 and 25.73±2.40 µg/cm

2
/h, respectively.  Only plasmid from PE and 

TPE gel was found in the receiver solution with the highest cumulative amount and 

flux in the TPE gel of 1.02±0.05 µg/cm
2
 and 6.13±0.28 µg/cm

2
/h, respectively.  The 

primary irritation index (PII) values demonstrated no skin irritation effect of the P, 

TP, PE and TPE in both forms of solution and gel formulations.  The PE and TPE gel 

exhibited thermal stability of the plasmid.  At the first and second month, the 

percentages remaining of the plasmid from PE and TPE gel kept at all temperatures 

were 51.52-77.65% and 51.25-74.81%, respectively, whereas most of the plasmid in P 

gel kept at 45±2
o
C for 2 months was degraded.  At the third month, the plasmid was 

still observed from all gel formulations kept at 4±2 and 25±2
o
C of about 12.34-

38.31% and 8.63-36.10%, respectively, whereas at 45±2
o
C, all plasmid were 

degraded.  The results of this study indicated the potential application of TPE 

complexes for further investigation as an efficient transdermal gene delivery system 

for vitiligo gene therapy. 
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บทคัดย่อ 

 

        การศึกษาน้ีมีวตัถุประสงค์เพื่อพฒันาต ารับถุงขนาดนาโนท่ีมีประจุบวกซ่ึงเก็บกกัพลาสมิด     

ดีเอ็นเอไทโรซิเนสส าหรับใช้รักษาโรคด่างขาวดว้ยยีนบ าบดั โดยใช้ลูซิเฟอเรสพลาสมิด (pLuc) 

เป็นยนีตน้แบบ ในขั้นตอนการพฒันาและคดัเลือกสูตรต ารับ ไดเ้ตรียมไลโปโซม ซ่ึงประกอบดว้ยดี

พีพีซี (DPPC)/ โคเลสเตอรอล (cholesterol)/ ดีดีเอบี (DDAB) ท่ีอตัราส่วนโดยโมล 1:1:1 และนีโอ

โซม ท่ีประกอบด้วยทวีน 61 (Tween61)/ โคเลสเตอรอล (cholesterol)/ ดีดีเอบี (DDAB) ท่ี

อตัราส่วนโดยโมล 1:1:0.5 โดยวิธี freeze-dried emptying liposomes (FDELs) ในการเตรียมไลโป

โซมและนีโอโซมประจุบวกท่ีมีความยืดหยุน่ จะละลายฟิล์มของไขมนัหรือสารลดแรงตึงผิวดว้ย 

25% เอธานอลแทนการใชน้ ้ากลัน่ pLuc ท่ีเก็บกกัในถุงขนาดนาโนท่ีมีความยืดหยุน่มีความคงตวัสูง

กวา่ pLuc ท่ีเก็บกกัในถุงขนาดนาโนท่ีไม่มีความยืดหยุ่นซ่ึงเก็บท่ีอุณหภูมิ 4±2, 25±2 และ 45±2 

องศาเซลเซียส นาน 8 สัปดาห์ ไลโปโซมและนีโอโซมท่ีมีความยืดหยุน่ท่ีเก็บกกั pLuc มีค่าความ

ยดืหยุน่เท่ากบั 16.64±2.92 และ 20.72±0.82 ตามล าดบั ไลโปโซมและนีโอโซมท่ีไม่มีความยืดหยุน่

มีค่าดงักล่าวเท่ากบั 9.35±0.09 และ 10.08±0.12 ตามล าดบั จากการศึกษาประสิทธิภาพในการซึม
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ผา่นผวิหนงัของลูซิเฟอเรสพลาสมิดท่ีเก็บกกัในถุงขนาดนาโนดว้ย vertical Franz diffusion cells ท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 6 ชัว่โมง พบวา่ เม่ือไม่ใช้เทคนิคการก าจดัผิวชั้นสตราตมัคอร์

เนียม หรือเทคนิคไอออนโตโฟเรซิส pLuc ทั้งท่ีไม่ไดเ้ก็บกกัและท่ีเก็บกกัในถุงขนาดนาโนท่ีไม่มี

ความยืดหยุน่ไม่สามารถซึมผา่นผิวหนงัได ้มีเพียง pLuc ท่ีเก็บกกัในไลโปโซมและนีโอโซมประจุ

บวกท่ีมีความยืดหยุน่ และท่ีไม่มีความยืดหยุน่ร่วมกบัการก าจดัผิวหนงัชั้นสตราตมัคอร์เนียม หรือ

เทคนิคไอออนโตโฟเรซิสเท่านั้นท่ีสามารถผา่นเขา้สู่ผิวหนงัชั้นอีพิเดอร์มิสและเดอร์มิส และชั้นรี

ซีพเวอร์ได ้โดย pLuc ท่ีเก็บกกัในนีโอโซมประจุบวกท่ีมีความยืดหยุ่น และท่ีไม่มีความยืดหยุ่น

ร่วมกบัการใชไ้อออนโตโฟเรซิสสามารถผา่นเขา้สู่ผิวหนงัไดม้ากโดยมีค่าฟลกัซ์เท่ากบั 2.84±0.04 

และ 9.60±1.31 ไมโครกรัม/ตารางเซนติเมตร/ชัว่โมงตามล าดบั ในผิวหนงัชั้นอีพิเดอร์มิสและเดอ

มิส และ 1.96±0.21 และ 8.82±0.28 ไมโครกรัม/ตารางเซนติเมตร/ชัว่โมง ตามล าดบั ในชั้นรีซีพ

เวอร์ ดงันั้นจึงคดัเลือกนีโอโซมประจุบวกทั้งท่ีไม่ยืดหยุ่น (NE) และท่ีมีความยืดหยุ่น (E) ไป

ท าการศึกษาต่อ โดยน าไทโรซิเนสดีเอ็นเอพลาสมิด (pMEL34) มาเก็บกกัใน NE และ E ใน

อตัราส่วน 100-600 ไมโครกรัม/ 16 มิลลิกรัมของปริมาณนีโอโซม ซ่ึงปริมาณ pMEL34 ท่ีสามารถ

เก็บกกัไดสู้งสุดเท่ากบั 150 ไมโครกรัม/16 มิลลิกรัมของปริมาณนีโอโซม เม่ือศึกษาความคงตวัของ 

pMEL34 ท่ีเวลา 8 สัปดาห์ พบวา่ pMEL34 ท่ีเก็บกกัใน E ซ่ึงเก็บท่ีอุณหภูมิ 4±2 และ 25±2 องศา

เซลเซียส มีปริมาณคงเหลือเท่ากบั 49.75 และ 38.57% ตามล าดบั ในขณะท่ี pMEL34 อุณหภูมิ 

45±2 องศาเซลเซียสนั้นสลายตวัไปทั้งหมด ส าหรับการศึกษาการซึมผ่านผิวหนงั พบวา่ ค่าฟลกัซ์

ในผวิหนงัชั้นอีพิเดอร์มิสและเดอร์มิสของ pMEL34 ท่ีเก็บกกัใน NE และ E มีค่าเท่ากบั 0.017±0.01 

และ 0.022±0.00 ไมโครกรัม/ตารางเซนติเมตร/ชั่วโมง ตามล าดับ ส าหรับชั้นรีซีพเวอร์ มีเพียง 

pMEL34 ท่ีเก็บกกัใน E เท่านั้นท่ีสามารถพบไดใ้นชั้นดงักล่าว เซลล์ B16F10 ท่ีไดรั้บ pMEL34 ท่ีเก็บ

กกัใน E มีประสิทธิภาพในการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนสสูงกว่าเซลล์ท่ีไดรั้บ pMEL34 ท่ี

ไม่ไดเ้ก็บกกั และท่ีเก็บกกัใน NE ประมาณ 4 เท่า ส าหรับไทโรซิเนสพลาสมิดซ่ึงมีไทโรซิเนสยีน

ของมนุษย ์(pAH7/Tyr, P) ท่ีเก็บกกัใน NE และ E นั้น มีปริมาณ P ท่ีสามารถเก็บกกัไดสู้งสุดเท่ากบั 

130 และ 100 ไมโครกรัม/ 16 มิลลิกรัมของปริมาณนีโอโซม ตามล าดบั จากการศึกษาความคงตวั

ของพลาสมิด พบวา่ PE มีความคงตวัสูงกวา่ PNE ในทุกอุณหภูมิ นอกจากน้ี PE ยงัมีประสิทธิภาพ

สูงในการเพิ่มการท างานของเอนไซมไ์ทโรซิเนส คิดเป็น 1.66 และ 1.50 เท่า ในเซลล์ท่ีไม่สร้างไท
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โรซิเนส (M5) และ 6.81 และ 4.37 เท่า ในเซลล์ท่ีสร้างไทโรซิเนส (B16F10) เม่ือเปรียบเทียบกบั P 

และPNE ตามล าดบั จากผลการทดลองขา้งตน้ ไดค้ดัเลือก E เพื่อไปพฒันาในขั้นตอนต่อไป โดย P 

และแทท (Tat, T) เปปไทด ์ท่ีอตัราส่วนโดยน ้าหนกัของ T/P 0.125:1, 0.25:1 และ 0.5:1 ไดถู้กน าไป

เก็บกกัใน E เพื่อเตรียมเป็น TPEโดย PE ท่ีอตัราส่วนโดยน ้าหนกัของ P/E เท่ากบั 1:160 และ TPE ท่ี

อตัราส่วนโดยน ้ าหนกัของ T/P/E กบั 0.125:1:160, 0.25:1:160 และ 0.5:1:160 มีประสิทธิภาพใน

การเก็บกกั P ได ้100% ผลการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ดว้ยวิธี SRB assay พบวา่ TP (0.125:1, 

0.25:1 และ 0.5:1), PE (1:160) และ TPE (0.125:1:160, 0.25:1:160 และ 0.5:1:160) complexes นั้น

ไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ ส าหรับเซลล์ท่ีไดรั้บ TPE (0.5:1:160) มีประสิทธิภาพในการเพิ่มการ

ท างานของเอนไซมไ์ทโรซิเนสไดสู้งท่ีสุด คิดเป็น 11.82, 7.67, 5.07 และ 6.29 เท่าของกลุ่มควบคุม 

และเซลล์ท่ีไดรั้บ P (4 นาโนกรัม/ไมโครลิตร) TP (0.5:1) และ PE (1:160) ตามล าดบั และมีการ

สร้างเมลานินคิดเป็น 13.03, 8.46, 5.36 และ 6.58 เท่าของกลุ่มควบคุม และเซลล์ท่ีไดรั้บ P (4 นาโน

กรัม/ไมโครลิตร) TP (0.5:1) และ PE (1:160) ตามล าดบั จากการศึกษาการซึมผา่นหนงัหนูของ TPE 

(0.5:1:160) เปรียบเทียบกบั P (0.05 ไมโครกรัม/ไมโครลิตร) TP (0.5:1) และ PE (1:160) พบว่า 

TPE มีปริมาณและค่าฟลกัซ์ของพลาสมิดในผิวหนงัชั้นอีพิเดอร์มิสและเดอร์มิสสูงท่ีสุด เท่ากบั 

0.31±0.04 ไมโครกรัม/ตารางเซนติเมตร และ 1.86±0.24 ไมโครกรัม/ตารางเซนติเมตร/ชั่วโมง 

ตามล าดบั และมีเพียง PE และ TPE เท่านั้นท่ีสามารถผา่นเขา้สู่ชั้นรีซีพเวอร์โดยมีปริมาณและค่า 

ฟลักซ์ของพลาสมิดท่ีเวลา 6 ชั่วโมง เท่ากบั 0.01±0.01 ไมโครกรัม/ตารางเซนติเมตร และ 

0.40±0.08 ไมโครกรัม/ตารางเซนติเมตร/ชัว่โมง ส าหรับ PE และ 0.10±0.01 ไมโครกรัม/ตาราง

เซนติเมตร และ 0.60±0.06 ไมโครกรัม/ตารางเซนติเมตร/ชัว่โมง ส าหรับ TPE ตามล าดบั ทั้งน้ี E 

สามารถเพิ่มความคงตวัต่ออุณหภูมิของ P ได ้โดยท่ีเวลา 8 สัปดาห์ ปริมาณ P ท่ีคงเหลือส าหรับ P ท่ี

ไม่ไดเ้ก็บกกั (0.05 ไมโครกรัม/ไมโครลิตร) PE (1:160) และ TPE (0.5:1:160) ซ่ึงเก็บท่ีอุณหภูมิ 

4±2 และ 25±2 องศาเซลเซียส มีค่าเท่ากบั 35.00±0.53, 40.35±1.41 และ 44.71±0.72%; และ 

23.20±0.87, 29.69±0.29 และ 31.91±0.17% ตามล าดบั ท่ีอุณหภูมิ 45±2 องศาเซลเซียส มีเพียง PE 

และ TPE ท่ียงัคงเหลืออยู ่29.50±0.16 และ 28.32±0.36% ตามล าดบั ในขณะท่ี P นั้นสลายตวัไป

ทั้งหมดท่ีเวลา 6 สัปดาห์ นอกจากน้ีขนาดอนุภาคและค่าศกัยซี์ตา้ของ PE และ TPE นั้นมีค่าเพิ่มข้ึน

เล็กน้อย แต่ยงัคงอยู่ในช่วงท่ีมีความคงตวัคืออยู่นอกช่วง ±30 มิลลิโวลต์ จากนั้นน า P (0.05 



xi 

 

ไมโครกรัม/ไมโครลิตร) TP (0.5:1) PE (1:160) และ TPE (0.5:1:160) ซ่ึงมีปริมาณ P เท่ากบั 30 

ไมโครกรัมมาเตรียมเป็นต ารับเจล 100 มิลลิกรัม โดยใช้คาร์โบพอล (Carbopol) 980 เป็นสารก่อเจล 

ซ่ึงทุกต ารับมีสมบติัการไหลแบบนอน-นิวโตเนียน ชนิดซูโดพลาสติก ผลการศึกษาการซึมผ่าน

หนงัหนูของต ารับเจล พบวา่ เจล TPE มีปริมาณ P และค่าฟลกัซ์ในผิวหนงัชั้นอีพิเดอร์มิสและเดอร์

มิสท่ีเวลา 6 ชั่วโมงสูงท่ีสุด เท่ากบั 4.29±0.40 ไมโครกรัม/ตารางเซนติเมตร และ 25.73±2.40 

ไมโครกรัม/ตารางเซนติเมตร/ชัว่โมง ตามล าดบั รองลงมาคือ เจล PE ส าหรับปริมาณและค่าฟลกัซ์

ของ P จากต ารับเจล P และเจล TP มีค่าใกลเ้คียงกนั และมีเพียง P จากต ารับเจล PE และเจล TPE 

เท่านั้นท่ีสามารถผา่นเขา้สู่ชั้นรีซีพเวอร์ โดยเจล TPE มีปริมาณและค่า ฟลกัซ์ของ P สูงท่ีสุด เท่ากบั 

1.02±0.05 ไมโครกรัม/ตารางเซนติเมตร และ 6.13±0.28 ไมโครกรัม/ตารางเซนติเมตร/ชั่วโมง 

ตามล าดบั จากการทดสอบความระคายเคืองต่อผิวหนงักระต่าย พบวา่ P, TP, PE และ TPE ทั้งใน

รูปแบบสารละลายและต ารับเจลไม่ก่อให้เกิดความระคายเคืองต่อผิวหนงั ต ารับเจล PE และเจล 

TPE สามารถเพิ่มความคงตวัต่ออุณหภูมิของพลาสมิดได ้โดยท่ีเวลา 1 และ 2 เดือน พบว่า มี

ปริมาณพลาสมิดท่ีคงเหลือจากต ารับเจล PE และเจล TPE ในทุกอุณหภูมิประมาณ 51.52-77.65% 

และ 51.25-74.81% ตามล าดบั ในขณะท่ีพลาสมิดในต ารับเจล P ท่ีอุณหภูมิ 45±2 องศาเซลเซียส นั้น

สลายตวัไปทั้งหมดท่ีเวลา 2 เดือน ในเดือนท่ี 3 สามารถพบพลาสมิดท่ีคงเหลือไดใ้นทุกต ารับท่ี

อุณหภูมิ 4±2 และ 25±2 องศาเซลเซียส ประมาณ 12.34-38.31% และ 8.63-36.10% ตามล าดบั และ

ท่ีอุณหภูมิ 45±2 องศาเซลเซียสนั้น พบวา่ พลาสมิดในทุกต ารับสลายตวัไปทั้งหมด ผลการทดลองน้ี

แสดงให้เห็นแนวโน้มในการประยุกต์ TPE เป็นระบบน าส่งยีนท่ีมีประสิทธิภาพสูง ส าหรับการ

ประยกุตเ์พื่อการรักษาโรคด่างขาวดว้ยยนีบ าบดัต่อไป 


