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Abstract  

 The association between iron overload and osteoporosis has been found in many diseases, such as 

hemochromatosis, β-thalassemia and sickle cell anemia with multiple blood transfusion. One of the contributing factors 

is iron toxicity to osteoblasts. Herein, ferric ammonium citrate (FAC) and ferrous ammonium sulfate (FAS) were used 

as ferric and ferrous donors. Our results showed that both iron species suppressed cell survival and proliferation. Both 

also induced osteoblast cell death consistent with the higher levels of cleaved caspase 3 and caspase 7 in osteoblasts 

indicating that iron-induced osteoblast apoptosis. By using ferroptosis inhibitor, ferrostatin-1 as well as the determination 

of glutathione peroxidase 4 expression, our data showed that iron-induced osteoblasts also relied on ferroptosis. 

Additionally, both iron species could induce G0/G1 cell cycle arrest in osteoblasts with the stronger effects from ferric 

than ferrous. Downregulation of osteoblast differentiation genes was observed in osteoblasts exposed to ferric and 

ferrous. Decreased alkaline phosphatase (ALP expression), ALP activity and mineralization in osteoblasts under iron 

overload were also shown with the stronger effects from ferric than ferrous. Cellular ROS production was significantly 

increased in osteoblasts exposed to ferric and ferrous, but antioxidant agent (N-acetyl cysteine; NAC) could not alleviate 

osteoblast cell death. In addition, the expression of NADPH oxidases (NOX1 and NOX4) was also significantly 

increased in iron treated osteoblasts, but NOX inhibitor (diphenylene iodonium; DPI) failed to rescued iron-osteoblast 

cell death suggesting that iron-induced osteoblast cell death did not depend on NOX expression or activity. Iron 

treatments led to the elevated intracellular iron in osteoblasts as determined by flame atomic absorption 

spectrophotometry. Iron chelator (deferiprone; DFP); however, could not rescue iron-induced osteoblast cell death. As 

the common treatment for calcium malabsorption, effects of 1,25 dihydroxyvitamin D3 [1,25(OH)2D3] and exogenous 

calcium on osteoblast cell viability and iron uptake capacity in osteoblasts under iron overload were investigated. While 

1,25 dihydroxyvitamin D3 [1,25(OH)2D3] treatment led to increased levels of intracellular iron in osteoblasts exposed to 

iron, it did not affect osteoblast cell viability under iron overload. These results confirmed the independence of 

intracellular iron level or iron uptake capacity in iron-induced osteoblast cell death. Interestingly, our results showed 

that exogenous treatment of calcium improved osteoblast cell viability under iron overload suggesting the potential 

therapeutic application of exogenous calcium treatment in iron overload-induced osteoporosis. In conclusion, ferric and 

ferrous differentially compromised the osteoblast functions and viability, which can be alleviated by an increase in 

extracellular ionized calcium, but not 1,25(OH)2D3 or iron chelator DFP. This study has provided the invaluable 

information for therapeutic design targeting specific iron specie(s) in iron overload-induced osteoporosis. Moreover, an 

increase in extracellular calcium could be beneficial for this group of patients. Results from this project have been 

published and accepted in 2 international peer-reviewed journals including Biometals (impact factor 2.478, Q1) 

and PLoS One (impact factor 2.776, Q1) Moreover, results have been presented (both oral and poster 

presentation) and published in 4 international conferences both in Thailand and abroad  
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บทคดัย่อ  

 ภาวะกระดกูพรุนถูกพบเป็นภาวะแทรกซอ้นไดม้ากในโรคหลายชนิดทีเ่กดิภาวะเหลก็เกนิ (iron overload) รว่มดว้ย

เช่น โรคธาลสัซเีมยีชนิดเบตา้ โรค sickle cell anemia ทีอ่าจมภีาวะเหลก็เกนิจากการรบัเลอืดอย่างต่อเน่ือง หน่ึงในปัจจยัที่

ทาํใหเ้กดิภาวะกระดกูพรุนแทรกซอ้นกบัภาวะเหลก็เกนิไดแ้ก่ ภาวะทีเ่หลก็ทาํใหเ้กดิการตาย หรอืยบัยัง้การทาํงานของเซลล์

สรา้งกระดกู (เซลลอ์อสตโิอบลาสต;์ osteoblast) ในการศกึษาน้ีเฟอรร์กิแอมโมเนียมซเิตรท และเฟอรร์สัแอมโมเนียมซลัเฟต 

ถูกใชเ้ป็นตวัแทนของเหลก็เฟอรร์กิและเฟอรร์สัตามลําดบั ผลการศกึษาพบว่าเหลก็ทัง้สองรปูแบบสามารถความสามารถใน

การแบง่เซลล ์และทาํใหเ้กดิการตายของเซลลอ์อสตโิอบลาสตไ์ด ้เหลก็ทัง้สองชนิดสามารถทาํใหเ้กดิการเพิม่ขึน้ของ cleaved 

caspase 3 และ cleaved caspase 7 บ่งชี้ว่าภาวการณ์ตายของเซลล์ออสติโอบลาสต์ภายใต้ภาวะเหล็กเกินนัน้เกิดผ่าน

กระบวนการอะพอพโตซสิ (Apoptosis) นอกจากน้ีเมื่อทําการทดลองโดยใชส้ารยบัยัง้กระบวนการตายแบบเฟอรร์อพโตซสิ 

(Ferroptosis) ไดแ้ก่สาร Ferrostatin-1 รว่มกบัการตดิตามการแสดงออกของโปรตนี Glutathione peroxidase 4 (GPX4) ทํา

ใหไ้ดข้อ้มลูเพิม่เตมิวา่การตายของเซลลอ์อสตโิอบลาสตภ์ายใตภ้าวะเหลก็เกนิยงัเกดิผ่านกระบวนการเฟอรร์อพโตซสิอกีดว้ย 

นอกจากน้ีเหลก็ทัง้สองรปูแบบยงัทําใหเ้กดิ cell cycle arrest ทีร่ะยะ G0/G1 ซึ่งนําไปสูก่ารยบัยัง้กระบวนการแบ่งเซลลแ์ละ

ทาํใหเ้กดิการตายของเซลลไ์ด ้การยบัยัง้การแสดงออกของยนีทีเ่กี่ยวขอ้งกบัการพฒันาของเซลลอ์อสตโิอบลาสต ์อกีทัง้การ

ลดลงของการแสดงออกและกิจกรรมของเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส (Alkaline phosphatase; ALP) และการสะสม

แคลเซยีมของเซลลอ์อสตโิอบลาสต์ทีไ่ดร้บัเหลก็ บ่งชีว้่าเหลก็ทัง้สองรปูแบบยบัยัง้การพฒันาและความสามารถในการสะสม

แคลเซยีมของเซลลอ์อสตโิอบลาสต์ อย่างไรกด็ผีลการทดลองทัง้หมดพบว่าเหลก็ในรปูแบบเฟอรร์กิมคีวามเป็นพษิต่อเซลล์

ออสตโิอบลาสตม์ากกวา่เฟอรร์สั นอกจากน้ียงัพบวา่เซลลอ์อสตโิอบลาสตท์ีไ่ดร้บัเหลก็มกีารสรา้ง Reactive oxygen species 

(ROS) เพิม่ขึน้ในเซลลอ์อสตโิอบลาสต ์แต่การไดร้บัสาร antioxidant ไดแ้ก่ N-acetyl cysteine (NAC) กไ็มส่ามารถยบัยัง้การ

ตายของเซลล์ออสติโอบลาสต์ และการแสดงออกของเอนไซม์เอ็นเอดพีเีอชออกซิเดส (NADPH oxidases; NOXs) ได้แก่ 

NOX1 และ NOX4 กเ็พิม่ขึน้ในเซลลก์ลุม่น้ี แต่การใชส้ารยบัยัง้การทาํงานของเอนไซมด์งักลา่วไดแ้ก่ Diphenylene iodonium 

(DPI) ก็ไม่สามารถป้องกนัการตายของเซลล์ออสตโิอบลาสต์ได้ นอกจากน้ีเมื่อทําการวดัความสามารถในการนําเหลก็เขา้

เซลล ์(Iron uptake) ของเซลลอ์อสตโิอบลาสตใ์นภาวะเหลก็เกนิ พบวา่เซลลอ์อสตโิอบลาสตม์กีารนําเหลก็เขา้สูเ่ซลลท์ีเ่พิม่ขึน้

ในภาวะเหลก็เกนิ แต่การลดระดบัของเหลก็ภายในเซลล์โดยใช ้Iron chelator ไดแ้ก่ Deferiprone (DFP) กไ็ม่สามารถช่วย

ป้องกนัการตายของเซลลอ์อสตโิอบลาสตภ์ายใตภ้าวะเหลก็เกนิได ้เป็นการยนืยนัวา่การตายของเซลลอ์อสตโิอบลาสตภ์ายใต้

ภาวะเหลก็เกนิไมข่ึน้กบัปรมิาณของเหลก็ทีเ่ซลลอ์อสตโิอบลาสตนํ์าเขา้สูเ่ซลล ์เน่ืองจากวติามนิด ีและแคลเซยีมเสรมิเป็นอกี

หน่ึงหนทางในการรกัษาผูป่้วยทีอ่าจเกดิภาวะกระดูกพรุนได ้ผลของสารทัง้สองต่อการตายของเซลลอ์อสตโิอบลาสต์ภายใต้

ภาวะเหลก็เกนิจงึถูกทาํการศกึษา ผลการศกึษาพบวา่วติามนิดทีาํใหเ้กดิการนําเขา้เหลก็สูเ่ซลลอ์อสตโิอบลาสตม์ากขึน้แต่ไม่

มผีลต่อการตายของเซลลอ์อสตโิอบลาสต์ภายใตภ้าวะเหลก็เกนิ ในขณะทีก่ารใหแ้คลเซยีมในรปูของ CaCl2 สามารถป้องกนั

การตายของเซลลอ์อสตโิอบลาสต์ภายใตภ้าวะเหลก็เกนิได ้โดยสรุปแลว้ ผลการศกึษาครัง้น้ีพบกว่าเหลก็ทัง้รปูแบบเฟอรร์กิ

และเฟอร์รสัสามารถทําให้เกดิการตาย และยบัยัง้การทํางานของเซลล์ออสตโิอบลาสต์ได้ โดยกระบวนการดงักล่าวไม่ถูก

ยบัยัง้ได้โดยการใช้ DFP หรอืวติามนิด ีแต่จะถูกยบัยัง้ได้โดยการใช้แคลเซยีมเสรมิ ผลการศกึษาน้ีได้ให้ขอ้มูลสําคญัเพื่อ

ประกอบการออกแบบการรกัษาผูป่้วยทีม่ภีาวะกระดกูพรนุจากการมเีหลก็เกนิ (Iron-induced osteoporosis) เชน่ผูป่้วยธาลสั-

ซีเมยีได้ ผลที่ได้การศกึษาได้ถูกเผยแพร่ (Published) และได้รบัการตอบรบั (accepted) ใน international peer-reviewed 

journals 2 เรื่องในวารสาร Biometals (Impact factor 2.478, Q1) และวารสาร PLoS One (Impact factor 2.776, Q1) 

นอกจากน้ีผลการศึกษาที่ได้ยงัได้ถูกเผยแพร่ทัง้ในรูปแบบของโปสเตอร์ การบรรยาย และ proceedings ในงานประชุม

วชิาการระดบันานาชาตทิัง้สิน้ 4 งานทัง้ในและต่างประเทศ 
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