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ABSTRACT 
 

Project Code:  RMU4880029 
Project Title: Na-K ATPase in muscle of hypokalemic periodic paralysis patients 
Investigator:  Bunyong Phakdeekitcharoen, M.D. 
  Division of Nephrology, Department of medicine, 

Ramathibodi Hospital, Mahidol University, Thailand 
E-mail Address: rabpd@mahidol.ac.th 
Project Period: August 2005 – July 2008  
 
Background:  Thyroid hormone regulates specific Na+- K+ - ATPase isoforms in rodent 
skeletal muscles. No study has examined this relationship in human tissues. This study 
investigated the effect of hyperthyroid status on the expression of the α and β subunits 
of the Na+- K+ - ATPase. 
Methods: The vastus lateralis muscles from 8 hyperthyroid patients were biopsied 
before and after treatment. Ten age-matched euthyroid subjects served as controls. 
Results: In hyperthyroid patients, the average T3 level was 3-times higher in pre-
treatment compared to post-treatment (262 + 75 versus 86 + 21 ng/dl, P = 0.001). The 
relative mRNA expression of the α2, but not α1 or α3, subunit was increased ~ 3 folds 
in pre-treatment (2.98 + 0.52 versus 0.95 + 0.40, P < 0.01) whereas that of β1, not β2 
or β3, subunit was increased ~ 2.8 folds in pre-treatment (2.83 + 0.38 versus 1.10 + 
0.27, P < 0.01). The relative mRNA expression of the α2 and β1 subunits were 
positively correlated with the serum T3 (r = 0.75, P = 0.001 and r = 0.66, P = 0.003, 
respectively). Immunohistochemistry studies revealed an increase in protein abundance 
of the α2 and β1, but not α1 or β2, subunits in the plasma membrane of muscle fibers 
of hyperthyroid patients which decreased after treatment.  
Conclusions: This provides the first evidence that, in human skeletal muscles, thyroid 
hormone up regulated the Na+- K+ - ATPase protein expression at least, in part, at 
mRNA level and the α2 and β1 subunits play the important role in this regulation. 
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วัตถุประสงค: ธัยรอยดฮอรโมนควบคุม Na-K ATPase isoform อยางจําเพาะในกลามเนื้อลาย
หนู ยังไมเคยมีการศึกษาความสัมพันธน้ีในกลามเนือ้ลายมนุษย การศึกษานี้ศึกษาผลของ
ภาวะธยัรอยดเปนพิษตอการแสดงออกของ α และ β subunit ของ Na-K ATPase 
วิธีทดลอง: กลามเนื้อ vastus lateralis จากผูปวยธัยรอยดเปนพิษ 8 ราย ไดรับการตัดชิ้นเนือ้กอน
และหลังการรกัษา กลามเนือ้ของคนที่มีภาวะธยัรอยดปกติ 10 คน ทีมี่อายุเทากันเปนกลุมควบคมุ 
ผลการทดลอง:  ในผูปวยธัยรอยดเปนพิษ คาเฉลีย่ของระดับธยัรอยด T3 เปน 3 เทาในภาวะ
กอนการรักษาเทียบกบัหลงัการรักษา (262±75 versus 86±21 ng/dl, p = 0.001) คา relative 
mRNA expression ของ α2 (แตไมใช α1 หรือ α3) subunit เพ่ิมขึ้น ~ 3 เทา กอนรักษา 
(2.98±0.52 versus 0.95±0.40, p<0.01) ในขณะที ่β1 (ไมใช β2 หรือ β3) subunit เพ่ิมขึ้น ~ 
2.8 เทากอนการรักษา (2.83±0.38 versus 1.10±0.27 ng/dl, p = 0.01) คา relative mRNA 
expression ของ α2 และ β1 subunit มีความสัมพันธโดยตรงกับระดับธัยรอยด T3 (r = 0.75, 
p = 0.001 และ r = 0.66, p = 0.003 ตามลําดับ) การศึกษาทาง immunohistochemistry พบวา
มีการเพิ่มขึ้นของโปรตีน α2 และ β1 แตไมใช α1 และ β2 ใน plasma membrane ของใย
กลามเนื้อในผูปวยธัยรอยดเปนพิษ และลดลงหลังการรกัษา 
สรุป:  การทดลองนี้แสดงใหเห็นเปนครั้งแรกวาในกลามเน้ือลายมนุษยธยัรอยดฮอรโมนควบคมุ
การเพิ่มขึ้นของการแสดงออกของโปรตนี Na-K ATPase อยางนอยที่สุดหรือสวนหนึ่งในระดบั 
mRNA และ α2 และ β1 subunit เปนตวัการสําคัญในการควบคุมน้ี 
  
คําหลัก 
Hyperthyroid, Na+- K+ - ATPase isoforms, skeletal muscle 
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Executive summery 
 
วัตถุประสงค 

1. Identify ผูปวยที่เปนโรคนี ้
- Familial hypokalemic periodic paralysis  
- Thyrotoxic periodic paralysis 
- Grave’s disease (hyperthyroid) 
- Primary hyperaldosteronism 

2 ดูการเปลี่ยนแปลงของ protein Na-K ATPase expression ใน stage ตาง ๆ เฉพาะ
ของผูปวย Grave’s disease ในภาวะตาง ๆ เชน ภาวะ Hyperthyroid & Euthyroid  

3 ดูการเปลี่ยนแปลงของ Na-K ATPase mRNA ใน stage ตาง ๆ เฉพาะของผูปวย 
Grave’s disease ในภาวะตาง ๆ เชน ภาวะ Hyperthyroid & Euthyroid  

4 ดูความสัมพันธระหวางการเปลี่ยนแปลงของ Na-K ATPase mRNA กับ การ
เปลี่ยนแปลงของ protein Na-K ATPase expression ใน stage ตาง ๆของผูปวย 
thyrotoxic periodic paralysis 

 
 

สิ่งที่ดําเนินงานและคนพบ 
 

โครงการที่ 1 
ได Characterize Na-K ATPase antibody (α1, α2 และ β1 และ β2) ที่ซ้ือมาจาก

ตางประเทศ แลวนํา antibodi น้ันมาเปรยีบเทียบโดยมี positive control และ negative control 
รวมทั้งผูปวย Grave’s disease with hyperthyroid and without hyperthyroid (post-treatment) 
ดังภาพที่ 2 พบวา Na-K ATPase α2 และ β1 subunit มีการเปลีย่นแปลงตามระดับ thyroid 
hormone ในขณะที่ไมพบการเปลี่ยนแปลงของ α1 และ β2 subunit   ดังน้ันจะเห็นไดวา α2 
และ β1 subunit ของ Na-K ATPase มีการเปลี่ยนแปลงสัมพันธกบัการเปลี่ยนแปลงของระดบั 
thyroid hormone โดยเฉพาะ T3 

ผลจากการทํา western blot analysis เขาไดกับผลของ immunohistochemistry ซ่ึงแสดงให
เห็นถึงการเพิม่ขึ้นของ α2 subunit (~ 100-100 KDa) และ  β1subunit (~45-52 Kda) แตไมมี
การเปลี่ยนแปลงของ α1 (~100-105 Kda) หรือ β2  (~ 45-52 KDa) subunit ในผูปวย 
hyperthyroid และการเพิ่มขึน้ของ α2 และ β1 subunit จะกลับมาเปนปกตหิลังจากการรักษา 
(รูปที่ 3) ไมมีความแตกตางของปริมาณโปรตีน α2 และ β1 subunit ระหวางผูปวยทีเ่ปน 
euthyroid และกลุมผูปวย controls 
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โครงการที่ 2 
นําชิ้นเนื้อที่ไดจากการเก็บที่ -80°C เพ่ือเตรียมใชในการตรวจทาง mRNA expression ของ

ยีน α1, α2, α3 และ β1 และ β2, β3) แลวนํา mRNA expression ของแตละยีนนั้นมา
เปรียบเทียบโดยมี positive control, negative control รวมทั้งผูปวย Grave’s disease with 
hyperthyroid and without hyperthyroid (post-treatment) ดังภาพที่ 1   พบวา Na-K ATPase 
mRNA α2 และ β1 submit มีการเปลี่ยนแปลงตามระดบั thyroid hormone ในขณะที่ α1, 
α3, β2 และ β3 subunit ไมพบการเปลีย่นแปลงกอนและหลังรักษา ดังน้ันจึงสรุปไดวา mRNA 
exrpession ของ α2 และ β1 submit ของ Na-K ATPase มีความสัมพันธกับการเปลี่ยนแปลง
ของ thyroid hormone โดยเฉพาะ T3 ดังภาพที่ 1 
  
สรุป:  การทดลองนี้แสดงใหเห็นเปนครั้งแรกวาในกลามเน้ือลายมนุษยธยัรอยดฮอรโมนควบคมุ
การเพิ่มขึ้นของการแสดงออกของโปรตนี Na-K ATPase อยางนอยที่สุดหรือสวนหนึ่งในระดบั 
mRNA และ α2 และ β1 subunit เปนตวัการสําคัญในการควบคุมน้ี 
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เนื้อหางานวิจัย 
 
บทนํา 
             จากการศึกษาในโครงการ “กลามเนื้อออนแรงจากโพแทสเซียมต่ําในประเทศไทย” ซ่ึง
ไดรับทุนสนันสนุนจาก ส.ก.ว. พบวากลุมโรคที่เปนสาเหตุและพบบอยในประเทศไทยสามารถ
จําแนกเปน 3 กลุมโรค ดังตอไปน้ี 

1. Familial hypokalemic periodic paralysis (HypoPP)  
2. Thyrotoxic periodic paralysis (TPP) 
3. Renal tubular acidosis (RTA) 

แตละโรคมีรายละเอียดของดานคลินิกและการตรวจหองปฏิบัติการรวมทั้งขอมูลทางพันธุกรรม
ดังรายงานที่ไดตีพิมพไปแลว [1] 
 ในกลุมโรค Thyrotoxic periodic paralysis (TPP) ซ่ึงมีลักษณะทางคลินิกคลายคลึงกับ
โรค Familial hypokalemic periodic paralysis (Familial HypoPP) แตไมมีลกัษณะการ
ถายทอดทางพันธุกรรมทางคลินิก   ผูปวยกลุมน้ีมักพบในเพศชายมากกวาเพศหญิง [1] และ
พบมากในประเทศแถบเอเซียเชน ไทย จีน  เกาหลี  ฮองกง [2-5]  ขณะเกิดอาการผูปวยจะมี
อาการ hyperthyroidism   รวมกบัมี hypokalemia รวมดวยทุกครั้ง เม่ือรักษาภาวะ 
Hyperthyroid  ดีแลว   อาการแขนขาออนแรงก็จะไมเกิดขึ้นอีก [2-5] 
 มีรายงานพบวา Thyroid hormone สามารถ up regulate expression ของ Na-K 
ATPase ใน  skeletal muscle  ของหนูได [6-10]    อยางไรก็ตามไมเคยมีการศึกษา Na-K 
ATPase expression ในกลามเนื้อของผูปวยทีเ่ปน hyperthyroid ในคนโดยเฉพาะอยางยิ่งใน
ผูปวย TPP 
 Na-K ATPase pump เปน enzyme และเปน protein ที่อยูบนผวิเซลล (cell 
membrane) ของ cell ตาง ๆ ในรางกายแทบทุกชนดิ       เปน membrane protein ที่ใช
พลังงานจาก ATP และมีความสําคัญอยางมากอยางหน่ึงในการดํารงชีวติ [11-13]  หนาที่หลัก
ของ pump น้ีคือแลกเปลี่ยน Na+ และ K+ ระหวาง  intracellular และ extrecellular     ที่เซลล
กลามเนื้อ pump น้ีมีหนาที่ดูด K+ เขา cell และขับเอา Na+ ออกนอก cell 
 ลักษณะทางกายวิภาค pump น้ีประกอบดวย α & β subunit   แตละอวยัวะก็จะมี
ลักษณะโครงสราง subunit และ isoform ที่แตกตางกันออกไป  อยางไรก็ตามขอมูลตาง ๆ ที่
เกี่ยวของกับ subunit และ isoform ยังไมชัดเจนนัก      เชนที่ไตจะมี α1  & β1เดน [14]  แตที่
กลามเนื้อ α2 & β1จะเปน subunit  ที่เดน [15-18] 
 มีการศึกษาพบวาถาเอาหนูที่เปน hypothyroid มา induce ใหเกดิ  euthyroid หรือ 
hyperthyroid โดยฉีดยา thyroid hormone (T3)    แลวตัดกลามเน้ือของหนูน้ันมาตรวจ  จะ
พบวามี  expression ของ  α2  และ β2 subunit ของ Na-K ATPase pump ของหนูในภาวะ 
hyperthyroid เพ่ิมขึ้นเทียบกับภาวะ euthyroid หรือ hypothyroid [6]   นอกจากนั้นแลวยงัมี
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การศึกษาทางดาน  biochemistry  พบวาจํานวน pump ของ Na-K ATPase ในกลามเนื้อของ
มนุษยเพ่ิมขึ้นในภาวะ hyperthyroid และลดลงในภาวะ hypothyroid  และสัมพันธกับระดับ 
thyroid hormone ที่เปลี่ยนไปในเลือด [19]     ยิ่งไปกวานั้นมีการศึกษาพบวา subunit ที่มี
ความสําคัญในกลามเนื้อของมนุษยคือ Isoform α2 และ β1 subunit [15]   และยังพบตอไปวา
การออกกําลังกายและการให insulin สามารถทําใหเกดิการ translocation ของ α2 และ β1 
subunit จาก cytoplasm ไป plasma membrane ในcell กลามเนื้อของมนุษยได [16-18] 
 เม่ือนําขอมูลมารวมกันจึงมีความเปนไปไดวา     ภาวะ hyperthyroid อาจจะมีผล
กระตุนทําใหจํานวนและการทํางานของ Na-K ATPase pump มากขึ้น   มีผลทําใหกลามเนื้อซ่ึง
เปน storage ของ K+ ที่มากที่สุดดูดเอา K+ เขา cell      จึงทําใหเกิดภาวะ hypokalamic 
ตามมาได     อยางไรก็ตามคําถามที่สาํคัญคือ ทําไมผูปวย hyperthyroid ทุกรายไมเกิดภาวะ 
hypokalamia ?      มีกลไกอะไรบางเปนปจจัยที่มีผลตอการเกิด hypokalamia และนําไปสูการ
เกิดโรค TPP ตามมาจึงเปนคําถามที่จะตองทําการศึกษาตอไป? 

มีขอมูลตอมาอีกวาภาวะ hypokalemia ลด expression ของ Na-K ATPase pump 
[20]  จึงมีความนาสนใจวาภาวะ hypokalemia จากสาเหตุของโรคตางๆเชน TPP, HypoPP, 
Hyperaldosteronism จะมี  expression ของ Na-K ATPase ตางกันหรือไมอยางไร ? 
 ในประเทศไทยรวมทั้งตางประเทศไมเคยมีการศึกษาเปรียบเทียบ expresstion ของ 
Na-K ATPase ใน 

1. ในผูปวยที่เปน hyperthyroid เทียบกับกลุม euthyroid 
2. การเปลี่ยนแปลงของ expression ของ Na-K ATPase ในผูปวย hyperthyroid ใน 

step ตาง ๆ  (กอนการรักษา และหลังการรักษา) 
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โครงการที่ 1 การศึกษาการเปรี่ยนแปลงทาง immunohistochemistry & western blot 
analysis ของ protein Na-K ATPase expression ใน Grave’s disease และthyrotoxic 
periodic paralysis 
 
วัตถุประสงค 

1. Identify ผูปวยที่เปนโรคนี ้
- Grave’s disease (hyperthyroid) 
- Normal controls 

2 ดูการเปลี่ยนแปลงของ protein Na-K ATPase expression ใน stage ตาง ๆ 
เฉพาะของผูปวย Grave’s disease ในภาวะตาง ๆ เชน ภาวะ Hyperthyroid & 
Euthyroid 

 
วิธีดําเนินงานวิจัย (ระเบยีบวิธีการวิจยั ขอบเขตงานวิจัย  และแผนการดําเนินงานตลอด
โครง การ) 
 
1. คัดเลือกผูปวยที่ปวยเปนโรค hyperthyroid ตาม criteria คือ 

ตรวจพบ TFT (thyroid function test)  มีคาสูงผิดปกต ิ
คัดเลือกผูปวยที่ปวยเปนโรค Grave’s disease (hyperthyroid) & control 

2. ตัดชิ้นเนื้อผูปวยชิ้นเล็กๆ บริเวณตนขา (Vastus lateralis) ขณะที่ผูปวยมีอาการแขนขาออน
แรงรวมกับ hypo K+ 
(ทั้งน้ีการตัดชิน้เนื้อผูปวยจะตองไดรับการยินยอมจากผูปวยเรียบรอยแลว) 

3. ทําการตรวจชิน้เนื้อซํ้าเฉพาะในผูปวย Grave’s disease & TTP (thyrotoxic periodic 
paralysis) ขณะที่ผูปวยหายจากอาการไทรอยดเปนพิษ (hypertthyroidism) และเขาสูภาวะ
ไทรอยดปกติ (euthyroidism) โดยยาตานไทรอยดหรือการผาตัด thyroid ซ่ึงปกติจะใชเวลา
ประมาณ 3-6 เดือน 

4.   นําชิ้นเนือ้ที่ไดมาเก็บที่ -80°C เพ่ือเตรียมใชในการตรวจทาง immunohistochemistry 
5. Characterize Na-K ATPase antibody (α1, α2 และ β1 และ β2) ที่ซ้ือมาจากตางประเทศ 

เพ่ือดูวาสามารถจะยอมติด muscle ของคนไดหรือไมโดยใช muscle จาก case ผาตัดทาง 
orthopedic ซ่ึงจะตองไดรับการยินยอมจากผูปวยแลว  โดยทดลองปรับ dilution ของ 
antibody และ condition ตางๆ 

6. เม่ือได condition แลวนํา antibodi น้ันมาเปรียบเทียบโดยมี  
positive control ไดแก skelaton  muscle บริเวณตําแหนงเดียวกันจาก   
6.1     case ผาตัดทางจากผูปวยทาง Orthropedic ที่มีการทํา amputation ซ่ึงจะตอง
ไดรับการยินยอมจากผูปวยแลว  
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6.2      ผูปวย Hyperthyroid ที่ไมมี muscle weakness ซ่ึงจะตองไดรับการยิน ยอมจาก 
          ผูปวยเชนกัน  
Negative control ไดแก  
6.3     การยอมโดยไมใส  primary  antibody (ใสแต secondary antibody) 

     6.4     การยอม tissue อ่ืนๆ ที่ไม express Na-K ATPase 
7. เม่ือ verify antibody เรียบรอยแลว เราจะทําการทดสอบ expressive ของ Na – K ATPase 

ในภาวะตางๆ ดังตอไปน้ี 
 Expression  of muscle Na-K ATPase ของผูปวย Grave’s disease ใน stage ตางๆ 
7.1 Hyperthyroid stage (before treatment) 
7.2 Euthyroid stage (after treatment) 
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Protocol Flow Chart (for TPP & HypoPP) 
 
 
Hypo K+ + weakness              Inclusion + Exclusion             Acid loading test + TFT 
 
 
                                                    Hyperthyroid, TPP              HypoPP 
    
 
                    Muscle biopsy     Muscle biopsy 
           
       
                                                            Immunohistochemistry    Immunohistochemistry 
 
                 Follow up 
       
            Muscle biopsy (Euthyroid stage) 
 
      Immunohistochemistry 
 
 
    = blood for investigation 
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วิธีการทํา Muscle Biopsy 
1. การทํา muscle biopsy จะทําที่หองผาตัดเล็ก ณ ตึกหองฉุกเฉนิโดย นพ.ชูศักดิ์ กจิคุณา

เสถียร (Chusak Kijkunasathian, M.D.) ซ่ึงเปนอาจารยภาควิชา Orthropedic 
2. กลามเนื้อบริเวณตนขา (Vastus lateralis) ที่ทํา biopsy ตองมีลักษณะดังน้ี 

2.1 กลามเนื้อที่อยูบริเวณตอนกลาง ไมคอนไปทาง origin หรือ insertion 
2.2 เปนกลามเนื้อที่ถูก involvement ปานกลาง (ไมใชเบา หรือ รุนแรงจนเกินไป) 
2.3 ไมถูกเข็ม E.M.G. ปก ภายในระยะเวลานอยกวา 7 วัน กอนทํา biopsy 

3. ฉีดยาชาดวย 1% xylocain without adrenaline ที่บริเวณผวิหนัง และ subcutaneous 
tissue  

4. ใชมีดเปดผิวหนัง และเนื้อเยื่อ จนถึงกลามเนื้อ แลวเลาะกลามเนื้อ ใหไดขนาดยาว 2 cm. 
กวาง 0.5 cm. และสูง 0.5 cm. จากนั้นผูกดวยเชือกทีบ่ริเวณหวัทาย ตัดกลามเนือ้ ใหเชือก
อยูในตวัผูปวยเพ่ือปองกันเลือดออกหลังผาตัด 

5. หอกลามเนื้อที่ได ดวยผากอสชุบดวย NSS พอหมาด แลวนําสงหองปฏิบัติการ ตรวจชิ้น
เน้ือ ภายใน 15 นาที muscle จะถูกแบงเปน 3 สวน คอื 
4.1   สวนที่ 1 เก็บเปน Snap Freeze 
4.2   สวนที่ 2 Fix 10% buffer Neutral formalin ทํา permanent slide 
4.3   สวนที่ 3 Fix ดวย glutaraldehyde สําหรับตรวจดวยกลองจุลทรรศอิเลกตรอน (E.M.) 

6. การเขียนใบ Request ใหใชแบบสงชิ้นเนื้อของ pathology เขียนรายละเอยีดตางๆ (ประวตั,ิ 
ตรวจรางกาย, investigation, progression และการรักษาที่ไดรับ) 

 
การยอม immunohistochemistry 

วิธทีํา 
1. นํา slides จากขั้นตอนการเตรียมเน้ือเยื่อ วางบน staining chamber 
2. หยด 3% normal horse serum จนทวม section และ incubate ที่อุณหภูมิหอง 
นาน 20 นาที 
3. ซับ normal horse serum ออก หยด primary antibody แลว incubate ที่ 4 
overnight 
4. ลาง slide ดวยน้ํายา PBS 2 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที 
5. ซับนํ้าสวนเกินออก หยด secondary antibody (Biotinylated secondary 
antibody ที่จําเพาะเจาะจงกับ primary antibody) 
6. ลาง slides ดวยน้ํายา PBS 2 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที 
7. ซับนํ้าสวนเกินออก หยด streptavidin และ incubate ที่อุณหภูมิหอง นาน 60 
นาที 
8. ลาง slides ดวยน้ํายา PBS 2 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที 



 13

9. หยด chromogen (DAB สีนํ้าตาล หรือ AEC สีแดง) นาน 3-5 นาที 
10. ลางน้ํากอก นาน 5 นาที 
11. ยอมสี hematoxylin นาน 3 นาที 
12.   ลางน้ํากอก นาน 5 นาที 
13. ถาใช AEC ก็ mount ดวย glycerin ไดเลย แตถาใช DAB ใหผานขบวนการ 
dehydrate กอน แลว  mount ดวย permount 

 
 
การทํา Western blot analysis 
 Muscle samples of 30 mg were homogenized on ice in a buffer as previously 
published (23). 20 µg (β1 and β2) or 40 µg (α1 and α2) of protein was loaded in 10 % 
separating gel. After electrophoresis, the protein was transferred to a nitrocellulose 
membrane and blocked with blocking buffer [5% non-fat milk in Tris-buffered saline-
Tween 20 (TBST)]. Membranes were incubated overnight at 4° C in primary antibodies 
diluted in blocking solution. The dilutions of anti-α1 and anti-α2 antibodies were 
1:2,000, anti-β1 and anti-β2 1:5,000. Membranes were washed and incubated for 1 h in 
horseradish peroxidase-conjugated secondary antibodies (goat anti-mouse or goat anti-
rabbit immunoglobulins) diluted 1: 10,000 in TBST solution. After 3 washes, membranes 
were incubated with chemiluminescent substrate (Pierce SuperSignal, West Pico, IL). 
The signal was detected and imaged (Pierce CL-X Posure, West Pico, IL). Resulting 
autoradiographs were densitometrically scanned and quantified. 

 
 
 

ผลงานวิจัยที่ไดรับ 
 

ขณะน้ีไดรวบรวมชิ้นเนื้อผูที่ปวยเปนโรคตาม criteria ไดทั้งสิ้นดังตอไปน้ี   
- Familial hypokalemic periodic paralysis ไดทั้งสิ้น 2 คน   
- TPP (thyrotoxic periodic paralysis) ไดทั้งสิ้น 5 คน  
- Grave’s disease (hyperthyroid) ตาม criteria ไดทั้งสิ้น 8 คน 
- Primary hyperaldosteronism ไดทั้งสิ้น 2 คน 
- Normal control subject case ซ่ึงเปนผูปวยผาตัดทางจากทาง Orthropedics 14 คน (ใช
ชิ้นเนื้อไปแลว 7 รายเหลืออีก 7 ราย) 

-  
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ได Characterize Na-K ATPase antibody (α1, α2 และ β1 และ β2) ที่ซ้ือมาจาก
ตางประเทศ และเริ่มได condition แลว     นํา antibodi น้ันมาเปรียบเทียบโดยมี positive control 
และ negative control ดังภาพที่ 2      จะเห็นวา Na-K ATPase antibody ทั้ง 4 ตัวยอมไมติด
อะไรกรณีไมใส secondary antibody (figure 1 A, E, I, M) และยอมติดกรณีใสทัง้ primary & 
secondary antibody โดยยอมติด plasma memebrane ของ skeletal muscle fiber เปนสวน
ใหญ (figure 1 B, F, J, N) แสดงวา antibody มีความจําเพาะตอ protein α1, α2, β1 และ β2 
subunit ของ Na-K ATPase   อยางไรก็ตามมี nonspecific staining พบเปนจุดสีเขียววาว 
(secondary antibody for monoclonal antibody) และสมวาว (secondary antibody for 
polyclonal antibody) ใน control samples ที่ใสเฉพาะ secondary antibody (figure 1 A, E, I, 
M)   ในผูปวย Hyperthyroid จะพบวา α2 และ β1 submit จะมี expresion มากขึ้นที่ plasma 
memebrane  (ติดสีเขมขึ้น) เม่ือเทียบกับ control (G & K VS F & J) และกลบัมาเปนปกติเม่ือ 
hyperthyroid ไดรับการรักษาแลว (H & L VS F & J)    ในขณะที่ไมพบการเปลี่ยนแปลงของ α1 
และ β2 submit (C & O VS B & N)  ดังน้ันจะเห็นไดวา α2 และ β1 submit ของ Na-K 
ATPase มีการเปลี่ยนแปลงสัมพันธกับการเปลี่ยนแปลงของระดับ thyroid hormone โดยเฉพาะ 
T3  

ผลจากการทํา western blot analysis เขาไดกับผลของ immunohistochemistry ซ่ึงแสดงให
เห็นถึงการเพิม่ขึ้นของ α2 subunit (~ 100-100 KDa) และ  β1subunit (~45-52 Kda) แตไมมี
การเปลี่ยนแปลงของ α1 (~100-105 Kda) หรือ β2  (~ 45-52 KDa) subunit ในผูปวย 
hyperthyroid และการเพิ่มขึน้ของ α2 และ β1 subunit จะกลับมาเปนปกตหิลังจากการรักษา 
(รูปที่ 3) ไมมีความแตกตางของปริมาณโปรตีน α2 และ β1 subunit ระหวางผูปวยทีเ่ปน 
Euthyroid และกลุมผูปวย controls 
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โครงการที่ 2 
การศึกษาการเปลี่ยนแปลงของ Na-K ATPase mRNA expression ในกลามเน้ือผุปวย 
hyperthyroid 
 
วิธีดําเนินงานวิจัย  
 

1. นําชิ้นเนื้อที่ไดจากการเก็บที่ -80°C เพ่ือเตรียมใชในการตรวจทาง mRNA expression 
2. Total RNA จะถูก extract โดย FastRNA reagens (BIO 101, Vista, CA, USA) 
3. RNA pellet was dissolved in EDTA-treated water and stored at –80 °C 
4. Total RNA concentration was determined spectrpphotometrically at 260 nm. 
5. For each sample, 1 µg of RNA was transcribed into cDNA using the Promega 

AMV Reverse Transcription Kit (kit A3500; Promega, Madison, WI, USA) and 
was stored at   –20 °C for subsequent analysis. 

6. Primer and probe optimization and validation of amplification efficiency were 
carried out. 

7. The ABI 7700 real-time PCR system was used for relative quantification 
8. Triplicate wells were run for each sample. 
9. Measurements included a no-template control, as well as a human muscle 

sample endogenous control. 
10. Primer and probe sequences (α1, α2, α3, β1 และ β2, β3) were designed 

from published sequence  
 
Gene   α1 Na-K ATPase       
Forward Primer 5’- GCC AAT GTG CCG GAA GG - 3’   
Reverse Primer 5’- CAT GCG TTT GGC AGT AAG TGT C- 3’ 
Probe   5’- TTG CTG GCC ACT GTC ACG GTC TG- 3’ 
 
Gene   α2         
Forward Primer 5’- GAA TGA GAG GCT CAT CAG CAT G - 3’   
Reverse Primer 5’- CAA AGT AGG TGA AGA AGC CAC CC - 3’ 
Probe   5’- CCT ACG GAC AGA TCG GGA TGA TCC AG - 3’ 

 
Gene   α3         
Forward Primer 5’- GGT GGC TAT GAC AGA GCA CAA G- 3’   
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Reverse Primer 5’- TGC ACA CAG TGT GTG TTG TAT TTC C- 3’ 
Probe   5’- CAAAGCCCAGGAGATCC - 3’ 
   
Gene   β1         
Forward Primer 5’- TCA GTG AAT TTA AGC CCA CAT ATC A - 3’   
Reverse Primer 5’- CTT CTG GAT CTG AGG AAT CTG TGT T - 3’ 
Probe   5’- CGA GTG GCC CCG CCA GGA T - 3’ 
 
Gene   β2         
Forward Primer 5’- CCT GCC AAT TCA ACC GGA - 3’   
Reverse Primer 5’- CTG TAA CCA TAG TGG GTG GAG TCC- 3’ 
Probe   5’- CAGCCCTGTGTCTTCA - 3’ 
  
Gene   β3         
Forward Primer 5’- AGT CTG TCC TGA TGG AGC ACT TT- 3’   
Reverse Primer 5’- GCA TGC TTG AAG TAA TGA AAT AGG AA- 3’ 
Probe   5’- CTGCATGCTTGAAGTAATGA - 3’ 

 
 

11. เม่ือได condition แลวนํา mRNA น้ันมาเปรียบเทียบโดยมี  
positive control ไดแก skelaton  muscle บริเวณตําแหนงเดียวกนัจาก   

11.1 Case ผาตัดทางจากผูปวยทาง Orthropedic ที่มีการทํา amputation 
ซ่ึงจะตองไดรับการยินยอมจากผูปวยแลว  
11.2 ผูปวย Hyperthyroid ที่ไมมี muscle weakness ซ่ึงจะตองไดรับการยิน 
ยอมจากผูปวยเชนกัน  

Negative control ไดแก  
11.3 การทํา Real-time PCRโดยไมใส template (ใสแต reagens)      

12 เม่ือ verify condition เรียบรอยแลว เราจะทําการทดสอบ mRNA expressive ของ Na–K 
ATPase ในภาวะตางๆ ดังตอไปน้ี 

(I) mRNA expression of muscle Na-K ATPase ในภาวะตางๆ 
1. muscle คนปกติที่ euthyroid (ไดจาก case ผาตัดทาง orthopedic) 
2. muscle คนทีมี่ hyperthyroid 
3. muscle คนทีมี่ TPP (hyperthyroid + hypo K+) 
4. muscle คนทีมี่ HypoPP (euthyroid + hypo K+) 
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5. muscle คนทีมี่ euthyroid + hypo K+ จากสาเหตุอ่ืนเชน 
Hyperaldosteronism 

 
  (II) mRNA expression  of muscle Na-K ATPase ของผูปวย thyrotoxic periodic 

paralysis ใน stage ตางๆ 
1. TPP in hyperthyroid stage (before treatment) 
2. TPP in euthyroid stage (after treatment) 

 
ผลงานวิจัยที่ไดรับ 
 

เม่ือได condition real-time PCR ของยีนทั้ง 6 ยีนเรียบรอยแลว แลวนํา mRNA 
expression ของแตละยีนนัน้มาเปรียบเทยีบโดยมี positive control, negative control รวมทั้ง
ผูปวย Grave’s disease with hyperthyroid and without hyperthyroid (post-treatment) ดัง
ภาพที่ 1 

ภาพที่ 1 จะเห็นวา relation mRNA expression ของ Na-K ATPase α2 และ β1 subunit 
จะสูงขึ้นในผูปวย hyperthyroid กอนรักษาประมาณ 3 เทาเทียบกบั control และกลับสูคาปกติ
หลังจากรักษาภาวะ hyperthyroid แลว (รูป 1B, 1C) ในขณะที่ α1, α3, β2 และ β3 submit 
ไมพบการเปลีย่นแปลงกอนและหลังรักษา ดังน้ันจึงสรุปไดวา mRNA exrpession ของ α2 และ 
β1 subunit ของ Na-K ATPase มีความสัมพันธกบัการเปลี่ยนแปลงของ thyroid hormone 
โดยเฉพาะ T3 

 
Results 

The characteristics of the patients are shown in Table 1. The duration of the 
treatment of hyperthyroid to reach the euthyroid status ranged from 10-24 months (mean 
= 13.3 months). 

In hyperthyroid patients, the relative mRNA expression of the α2 subunit of the 
Na+- K+ - ATPase was increased ~ 3 folds in pre-treatment compared to post-treatment 
(2.98 + 0.52 versus 0.95 + 0.40, P < 0.01) and was different compared to the normal 
controls (2.98 + 0.52 versus 1.0 + 0.23, P = 0.02) (Figure 1). There was no difference in 
the relative mRNA expression of the α2 subunit between the post-treatment patients 
(euthyroid) and the control subjects (0.95 + 0.40 versus 1.0 + 0.23, P = 0.95). For the 
β1 subunit, the relative mRNA expression in hyperthyroid patients was also increased ~ 
2.8 folds before treatment (2.83 + 0.38 versus 1.10 + 0.27, P < 0.01) and was also 
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different compared to the normal controls (2.83 + 0.38 versus 1.0 + 0.28, P < 0.01). 
There was no difference in the relative mRNA expression of the β1 subunit between 
euthyroid patients and control subjects (1.10 + 0.27 versus 1.0 + 0.28, P = 0.74) (Figure 
1). 

For the α1,α3, β2 and β3 subunits, there were no differences in the relative 
mRNA expression between pre- and post-treatment in hyperthyroid patients. There were 
also no differences in the relative mRNA expression of the α1, α3, β2 or β3 subunits 
between hyperthyroid patients and control subjects (Figure 1). 

 
Correlations between thyroid hormone and the relative mRNA expression of the 
Na+- K+ - ATPase 

In hyperthyroid patients and control subjects, the relative mRNA expression of 
the α2 and β1 subunits were positively correlated to serum T3 (r = 0.75, P = 0.001 for 
α2 and r = 0.66, P = 0.003 for β1), T4 (r = 0.63, P = 0.006 for α2 and r = 0.48, P = 
0.04 for β1) and FT4 (r = 0.64, P = 0.005 for α2 and r = 0.58, P = 0.01 for β1). No 
correlation was found between the relative mRNA expression of the α1, α3, β2 or β3 

subunits and serum T3, T4, or FT4. 
 
Effects of thyroid hormone on human skeletal muscle membrane Na+- K+ - ATPase 
expression 

The immunofluorescent staining of the α1, α2, β1 and β2 subunits of the Na+- 
K+ - ATPase using antibody recognized human skeletal muscle Na+- K+ - ATPase protein 
largely in the plasma membranes of muscle fibers. However, there was also some non-
specific FITC and TRITC labeling (observed as bright yellow and bright orange staining) 
as this was also present in muscle sections incubated with secondary antibody alone 
(Figure 2A, E, I, M). The plasma membrane staining was negative using only secondary 
antibody in control muscle fibers (Figure 2A, E, I, M).  The membrane protein 
abundance of the α2 and β1 subunits were increased in muscle fibers of hyperthyroid 
patients (Figure 2 G and K) and decreased after treatment (euthyroid) (Figure 2 H and 
L). There was no difference in membrane protein abundance of the α2 and β1 subunits 
in muscle fibers of euthyroid patients and control subjects (Figure 2 H vs. F and L vs. 
J).  In contrast, there was no difference in membrane protein abundance of both α1 and 
β2 subunits in muscle fibers between hyperthyroid and euthyroid patients (Figure 2 C 
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vs. D and O vs. P). There was also no difference in membrane protein abundance of 
both α1 and β2 subunits in muscle fibers between hyperthyroid patients and control 
subjects (Figure 2 C vs. B and O vs. N). These results were consistent with the results 
from western blot analysis that showed the increase in the expression of the α2 (~ 100-
105 kDa) and β1 (~ 45-52 kDa), but not α1 (~ 100-105 kDa) or β2 (~ 45-52 kDa), 
subunits in hyperthyroid patients and decrease after treatment (Figure 3). There was no 
difference in protein abundance of the α2 and β1 subunits in muscle fibers of euthyroid 
patients and control subjects. 
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Discussion 
 The present study demonstrated, for the first time, that thyroid hormone up 
regulates Na+- K+ - ATPase α2 - and β1 - mRNA and protein expression in human skeletal 
muscles of hyperthyroid patients and the expression of the Na+- K+ - ATPase returns to 
normal level after treatment of hyperthyroidism. In this study, the expression of the α2 and 

β1 mRNA correlated well with thyroid hormone levels especially T3 levels. In hyperthyroid 
patients, the average T3 level increased 3 folds in pre-treatment compared to post-
treatment whereas the average relative mRNA expression of the α2 and β1 subunits 
increased  ~ 3 and ~ 2.8 folds, respectively. The elevation of mRNA expression of the α2 
and β1 subunits was confirmed in protein levels by both immunoblotting and 
immunohistochemical studies. Immunohistochemical study showed that the intensity of 
plasma membrane staining of the α2 and β1 subunits were higher in pre-treatment and 
decreased after treatment. The correlation of thyroid hormone and both mRNA and 
protein abundance of the α2 and β1 subunits of the Na+- K+ - ATPase implied that thyroid 
hormone up regulates the Na+- K+ - ATPase protein expression at least, in part, at mRNA 
level. These results were in agreement with a previous study by Horowitz et al. and 
Azuma et al. who reported the increase in the α2, not α1, mRNA and protein abundance 
during transition from hypothyroid to hyperthyroid state in rat skeletal muscles. For the β 

subunit, we observed an increase in β1, not β2, mRNA and protein abundance when 
patients were hyperthyroid and a decrease to normal level after treatment. These results 
contrasted to the previous study by Azuma et al. who reported the coordinate increase in 
β2, not β1, mRNA and protein abundance with that of α2 isoform in transition from 
hypothyroid to hyperthyroid in rat skeletal muscles. In the previous study, the investigators 
used the skeletal muscle from the whole hind limb whereas vatus lateralis was used in 
this study. It is known that β subunit in rat skeletal muscles is muscle-type specific. 
Hundal et al. reported that pooled membrane from muscle enriched in slow twist oxidative 
fibers express β1, not β2, whereas pooled membranes from muscles composed of fast 
twist glycolytic fibers express β2, not β1. It is possible that the difference in the results of 
β subunit expression in this study and the previous one might be due to the difference in 
the tissue used in the particular experiment or related to the difference in isoform 
expression of the muscles between rodents and humans.  
 In human skeletal muscle disease, thyrotoxic periodic paralysis (TPP) is typically 
seen in hyperthyroid males developing hypokalemia due to shift of K+ from extracellular 
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water space and paralysis during the disease attacks . Thyroid hormone up regulates 
the number of the Na+- K+ - ATPase pump in human skeletal muscles . However, most 
of the hyperthyroid patients, except TPP, do not have hypokalemia. It is possible that 
there might be some defects related to the quantity or quality of the pump in muscles of 
TPP patients. Studies in the effect of thyroid hormone on the Na+- K+ - ATPase in 
muscles of TPP patients may provide knowledge to answer the above questions. 
 In summary, our study demonstrates that thyroid hormone up regulates mRNA 
and protein expression of the α2 and β1 subunits of the Na+- K+ - ATPase in human 
skeletal muscles and this regulation is operated at least, in part, at mRNA level.  
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บทวิจารณเพิ่มเติม 
  
 ปจจุบันคณะผูวิจัยยังไดเกบ็ตวัอยางชิ้นเนื้อผูปวยทีป่วยเปนโรค TPP, conn’s syndrom 
และ hypokalemia periodic paralysis ซ่ึงผูปวยดังกลาวมีลักษณะสาํคัญที่คลายคลึงกันคือมี 
hypokalemia และ muscle weakness แตเน่ืองจากเงินทุนและเวลาไมเพียงพอที่จะใชใน
การศึกษา คณะผูวิจัยจึงหวังเปนอยางยิง่วาจะไดรับการสนับสนุนในการขอทุนวจัิยในครั้งตอๆไป 
เพ่ือคณะผูวิจัยจะไดมีโอกาสศึกษาโรคตางๆดังกลาวไดละเอียดลึกซึ้งขึ้น และนํามาซึ่งองคความรู
ใหมดานวิทยาศาสตรพ้ืนฐานการแพทย เปนชื่อเสียงของประเทศ และนําไปสูการคิดคนยา หรือ
วิทยาการใหมในการรักษาหรือปองกันโรคซึ่งจะเปนประโยชนแกผูปวยในที่สุด 
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Table 1: The clinical features and thyroid hormones in 8 Grave’s disease patients and 10 control subjects 
 

 Grave’s disease  
 

P-value 
 

Controls P-value 

  Hyperthyroid 
 

Euthyroid 
 

Hyper. VS Eu.  Hyper. VS Con. Eu. VSCon. 

Age (year) 37.4 + 8.7 
 
 

 
 39.9 + 6.1 0.5  

Weight (Kg) 59.4 + 6.1 
 
  59.8 + 6.3 0.9  

Body mass index (Kg/m2) 23.5 + 1.2 
 
  23.2 + 0.7 0.5  

T3 (normal 80-160 ng/dl) 262 + 75  
 

86 + 21 0.001 89 + 8 0.001 0.7 

Free T4 (normal 0.9-2.0 ng/dl) 3.4 + 0.8 
 

1.2 + 0.3 0.001 1.3 + 0.2 0.001 0.5 

T4 (normal 4.0-12.0 µg/dl) 12.1 + 0.3 
 

5.2 + 1.5 0.005 5.2 + 0.9 0.001 0.9 

TSH (normal 0.3-4.0 µIU/ml ) <0.01 
 

1.2 + 0.3 0.001 1.2 + 0.5 0.001 0.9 

  
  

   
 

Notes. Hyper. = hyperthyroid, Eu. = euthyroid, Con. = control, T3 = 3,5,3’ –triiodothyronine, 
T4 = thyroxine, TSH = thyroid stimulating hormone 
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Figure legends 
 
 

Figure 1: The changes of the relative mRNA abundance of the α1 (A), α2 (B), β1 (C), 

and β2 (D) isoforms of the Na+- K+ - ATPase to the house keeping gene 

(GAPDH) in skeletal muscles of hyperthyroid patients (Hyper, N=8) and 

euthyroid patients (Eu, N=8) compared to the control subjects (Con, N=10). 

The expression level obtained in control samples was set as 1 for 

comparison. The values are showed in mean + SE (bars). Paired t-tests were 

used for comparison (P values) between hyper- and euthyroid patients and 

unpaired t-tests were used for comparison between control and hyperthyroid 

or euthyroid patients. * P < 0.05 greater than euthyroid, # P < 0.05 greater 

than control. 

  Hyperthyroid patients  
  Euthyroid patients 
 
      Control subjects    
 
   
 
Figure 2: Immunohistochemistry of the α1, α2, β1, and β2 subunits of the Na+- K+ - 

ATPase in 10 µm transverse sections of the vastus lateralis muscle samples 

from Grave’s disease patients and control subjects. Muscle sections were 

fixed and either treated with no primary antibody (negative control) or with 

specific antibody followed by secondary antibody. The specific antibodies 

included anti-α1, anti-α2, anti-β1, and anti-β2 antibodies as described in the 

in the Method. All images were visualized at a magnification of x 200.  

Neg, Skeletal muscle samples from control subjects treated with only 

secondary antibody (no primary antibody)  
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Con, Skeletal muscle samples from control subjects treated with specific 

primary antibody 

Hyper, Skeletal muscle samples from hyperthyroid patients treated with 

specific primary antibody 

Eu, Skeletal muscle samples from euthyroid patients treated with specific 

primary antibody 

 

Figure 3: The representative of immunoblotting analysis and the relative protein 

expression of the α1, α2, β1, and β2 subunits of the Na+- K+ - ATPase in 

skeletal muscles of hyperthyroid patients (Hyper), euthyroid patients (Eu) 

and control subjects (Con). 

Arrows indicated the molecular weight of the protein. kDa, kilodalton. 

The bars on the right show the relative protein expression in each group. 

Data are mean + SE (bars); n = 8 for hyperthyroid and euthyroid patients, 

n = 10 for control subjects. All results were normalized against controls. 

* P < 0.05 greater than euthyroid group. # P < 0.05 greater than control 

group. 

  Hyperthyroid patients  
  Euthyroid patients 
 
      Control subjects   
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การนําผลงานวิจัยไปใชประโยชน  
       
        เชิงวิชาการ  

1. โครงการนี้จะกอใหเกิดองคความรูใหมทางดานวิทยาศาสตรพ้ืนฐานการแพทย
ของโรคกลุมกลามเนื้อผิดปกติ ซ่ึงเปนกลุมโรคที่มีความชุกสูงในประเทศไทย   
การศึกษาโรคในกลุมดังกลาวจะนําไปสูองคความรูใหม ซ่ึงจะเปนชิ้นสวนของ
ภาพเล็กๆที่จะประกอบเปนภาพใหญที่จะนําไปสูความเขาใจใน muscle 
physiology ในระดับ molecular level ซ่ึงจะนําไปสูการคิดคนยาหรอืวิธีการ
ตาง ๆ ที่จะนาํไปสูการรักษาหรือปองกันโรคตาง ๆ ที่เกี่ยวของกับกลุมโรค
ดังกลาวหรือโรคอ่ืน ๆ ที่สัมพันธกันที่มีพ้ืนฐานทางดาน muscle physiology 
เดียวกัน  

2. ตอบสนองนโยบายมหาวิทยาลัยเพ่ือกอใหเกิดผลงานวจัิยในระดับสากลเพื่อ
องคความรูใหมๆ และการประยุกตใช        ทําใหประเทศไทยสามารถที่จะ
แขงขันทางดานวิจัยกับตางประเทศไดภายใตขอจํากัดตาง ๆ ทางดาน 
กําลังคน ทุนวจัิยและเทคโนโลยี  การศึกษาโรคดังกลาวในบานเราจะทําให
เกิดความไดเปรยีบทั้งทางดานการศึกษาทางคลินิกและการศึกษาทาง
วิทยาศาสตรพ้ืนฐาน 

3. นําเอาความรูที่ไดไปใชในการวินิจฉัยดูแลรักษาผูปวยโรคนี้    การศึกษาโรค
ดังกลาวมีความสําคัญเพราะเปนปญหาของผูปวยในประเทศไทยโดยตรง ซ่ึง
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ยังไมเคยมีใครศึกษาโรคนี้ในแงมุมน้ีมากอน การศึกษาดังกลาวจะนํามาสู
ประโยชนตอการวินิจฉัยและดูแลผูปวยโรคกลุมน้ีในที่สุด 

4. นําความรูตางๆ ที่ไดมาพัฒนาเพื่อการเรียนการสอนแกแพทยรุนหลงั   ทําให
เกิดองคความรูใหมทางดานการแพทยเพ่ือถายถอดแกแพทยรุนหลังและเปน
ประโยชนตอการดูแลผูปวยโรคกลุมน้ีในที่สุด 

5. พัฒนาเทคนิคการตรวจเพื่อสามารถนํามาประยุกตใชในทาง clinic ในที่สุด     
สามารถพฒันาเทคนิคการตรวจดังกลาวมาวินิจฉัยแยกโรคในกรณีทีมี่ปญหา
จากการวินิจฉยัโรคกลามเนือ้ออนแรงจากโปรแตสเซีย่มต่ําได  

 
ผลงานตีพิมพในวารสารวิชาการในประเทศ 
 

1. Phakdeekitcharoen B. Hypokalemic periodic paralysis (Editorial review) in: Pipop 
Jirapinyo Editor. Siriraj Medical Journal 60(1): 1-3, 2008 
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(N.T.), Research Center (W.K.), Ramathibodi Hospital, Mahidol University, Bangkok 10400, Thailand; and Department of
Pathology (S.P.), Prasat Neurological Institute, Bangkok 10400, Thailand

Context: Thyroid hormone regulates specific Na�-K�-ATPase iso-
forms in rodent skeletal muscles. No study has examined this rela-
tionship in human tissues.

Objective: This study investigated the effect of hyperthyroid status
on the expression of the �- and �-subunits of the Na�-K�-ATPase.

Design: The vastus lateralis muscles from eight hyperthyroid pa-
tients were biopsied before and after treatment. Ten age-matched
euthyroid subjects served as controls.

Results: In hyperthyroid patients, the average T3 level was three
times higher in pretreatment compared with posttreatment (262 � 75
vs. 86 � 21 ng/dl, P � 0.001). The relative mRNA expression of the
�2, but not �1 or �3, subunit was increased approximately 3-fold in

pretreatment (2.98 � 0.52 vs. 0.95 � 0.40, P � 0.01), whereas that of
�1, not �2 or �3, subunit was increased approximately 2.8-fold in
pretreatment (2.83 � 0.38 vs. 1.10 � 0.27, P � 0.01). The relative
mRNA expression of the �2 and �1 subunits was positively correlated
with the serum T3 (r � 0.75, P � 0.001 and r � 0.66, P � 0.003,
respectively). Immunohistochemistry studies revealed an increase in
protein abundance of the �2 and �1, but not �1 or �2, subunits in the
plasma membrane of muscle fibers of hyperthyroid patients, which
decreased after treatment.

Conclusions: This provides the first evidence that, in human skel-
etal muscles, thyroid hormone up-regulates the Na�-K�-ATPase pro-
tein expression at least, in part, at mRNA level, and the �2 and �1
subunits play the important role in this regulation. (J Clin Endo-
crinol Metab 92: 353–358, 2007)

THE NA�-K�-ATPase is an integral membrane protein
responsible for maintaining transmembrane ionic and

electrochemical gradients (1). The enzyme is comprised of
two subunits that are present in an equimolar ratio (2) that
is a heterodimeric molecule consisting of a catalytic �-sub-
unit and a glycosylate �-subunit (3, 4). Different species and
different tissues have different isoforms of the �- and �-sub-
units (5, 6). In mammals, the �-subunit exists in at least four
isoforms, �1–�4 (7, 8). By immunological and biochemical
studies, �2 is the major catalytic isoform expressed in rodent
skeletal muscles (2, 9, 10). Hundal et al. (11) have also shown
that the �2 subunit is a prominent subunit in human skeletal
muscles. In contrast, the �-subunit exists in at least three
isoforms, �1–�3 (8, 12), and appears to be important for the
preservation of the stability of the �-subunits and transport
of mature enzyme complexes to the plasma membrane (6, 13,
14). The �1 subunit is an important subunit in rodent (15, 16)
and human skeletal muscles (11, 17).

Thyroid hormone regulates the activity (18) and the number

(19) of the Na�-K�-ATPase pumps in rodent skeletal muscles.
In human skeletal muscles, thyroid hormone correlates with the
number of the pumps (20). Isoform �2- and �2-mRNA and
protein abundance are increased significantly in rat skeletal
muscles when there is a transition from the hypothyroid to the
euthyroid stage (21). No information is currently available con-
cerning the correlation of thyroid hormone and Na�-K�-
ATPase mRNA and protein abundance in human skeletal mus-
cles. Therefore, this study aimed to examine the expression of
the �- and �-subunits of the Na�-K�-ATPase and thyroid hor-
mone levels in the skeletal muscle of hyperthyroid patients.

Subjects and Methods
Subjects

Six females and two males with first diagnosis of Graves’ disease were
enrolled for the studies. The diagnosis of Graves’ disease was based on
symptoms and signs of clinical thyrotoxicosis, laboratory confirmation,
and positive antithyroid antibodies. Seven patients had medical treat-
ment with either propylthiouracil or methimazole. One patient was
treated with subtotal thyroidectomy. For a control group, 10 age-
matched subjects undergoing elective knee or hip surgery with euthy-
roid were included for the study.

Muscle biopsy

Muscle biopsies were taken before and after treatment of thyrotox-
icosis. After local anesthesia, a small incision was made through the skin
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and fascia. A vastus lateralis muscle sample was then excised and
divided into two parts for quantitative mRNA expression assay, and for
immunoblotting and immunohistochemical studies. Muscle samples
were immediately snap frozen in liquid nitrogen and stored at �80 C.
For control subjects, only skeletal muscles that showed no sign of ne-
crosis and that were judged to be well perfused and oxygenated were
used. All participants gave their written informed consent after receiv-
ing oral and written information concerning the study according to the
Declaration of Helsinki II. The study protocol was approved by the
Ethical Committee for Research Involving Human Subjects of the Ra-
mathibodi Hospital, Mahidol University.

Real-time RT-PCR study

Muscle samples were weighed and minced into small pieces. Total
RNA was extracted from 10–50 mg muscle using a commercially avail-
able kit (TRIzol; Life Technologies Inc., Carlsbad, CA). The purity of the
RNAs measured by the UV spectrophotometer 260/280 was approxi-
mately 1.8–2.0. For each sample, 1 �g of RNA was transcribed into
cDNA using the Promega AMV RT kit (Promega, Madison, WI). The
cDNA was stored at �20 C.

Specific primers and probes as previously published (22) were used
to amplify mRNA sequences of the �1, �2, and �1 subunits. The primer
sequences for amplifying the �3, �2, and �3 subunits included 5�-AG-
ACTGTGTGCAGGGTTTGAC-3� and 5�-TGGCGTGAGTGCGTTAGG-
3�, 5�-GGACTCCACCCACTATGGTTACA-3� and 5�-CATAGAAGTTG-
ATGACCCGGTTCA-3�, and 5�-GTCCAGTTTATGTTGCATGTCAGTT-3�
and 5�-GGGTTTCCTTGAGAATAGCCAAAATC-3�, respectively. Specific
probes of �3, �2, and �3 were 5�-CAAAGCCCAGGAGATCC-3�, 5�-CAG-
CCCTGTGTCTTCA-3�, and 5�-CTGCATGCTTGAAGTAATGA-3�, respec-
tively. Probes were labeled with 6-carboxyfluorescein at the 5� end and
6-carboxy-N,N,N�,N�-tetramethylrhodamine at the 3� end. Glyceralde-
hyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) mRNA content was deter-
mined by using commercially available primers and probes (P/N
4326317E; Applied Biosystems, Foster City, CA). Primers and probe
optimization and validation of amplification efficiency were carried out.
The ABI 7000 real-time PCR system was used for relative quantification.
The PCR and condition were used as previously published (22). The
comparative cycle threshold method (multiplex PCR, same tube) was
used to calculate the relative gene expression (Applied Biosystems). The
average cycle threshold of GAPDH mRNA in each group was 27.1 � 2.2
for �1, 27.2 � 2.2 for �2, 28.1 � 1.4 for �3, 28.2 � 1.6 for �1, 26.8 � 2.2
for �2, and 27.5 � 2.9 for �3. There was no statistical difference among
the groups (P � 0.13).

Immunohistochemistry study

Muscle samples were fixed with cryomatrix (Thermo Shandon, Pitts-
burgh, PA) at �20 C and were used to generate ultra-thin transverse
cryostat sections (10 �m). Muscle sections were then either treated with
no primary antibody or with specific antibodies overnight at 4 C. The
specific antibodies included anti-�1 monoclonal antibody (lot no. 05369),
anti-�2 polyclonal antibody (lot no. 06168), anti-�1 polyclonal antibody
(lot no. 06170), and anti-�2 polyclonal antibody (lot no. 06171; Upstate
Biotechnology, Lake Placid, NY). The dilution of anti-�1 antibody is 1:40,
anti-�2 is 1:20, anti-�1 is 1:40, and anti-�2 is 1:100. After two washes, the
sections were incubated with secondary antibodies for 1 h at room
temperature and washed again. The secondary antibody for monoclonal
and polyclonal antibodies were fluorescein isothiocyanate-conjugated

antimouse IgG dilution 1:100 and tetramethylrhodamine isothiocyanate-
conjugated antirabbit IgG dilution 1:50 (Dako, Glostrup, Denmark),
respectively. All sections were viewed using an inverted Nikon phase/
fluorescence microscope and photographed using Fujichrome (ISO
50/18 degree) slide color films.

Western blot analysis

Muscle samples of 30 mg were homogenized on ice in a buffer as
previously published (23). Twenty (�1 and �2) or 40 �g (�1 and �2) of
protein was loaded in 10% separating gel. After electrophoresis, the
protein was transferred to a nitrocellulose membrane and blocked with
blocking buffer [5% nonfat milk in Tris-buffered saline-Tween 20
(TBST)]. Membranes were incubated overnight at 4 C in primary anti-
bodies diluted in blocking solution. The dilution of anti-�1 and anti-�2
antibodies was 1:2000, and the dilution of anti-�1 and anti-�2 was 1:5000.
Membranes were washed and incubated for 1 h in horseradish perox-
idase-conjugated secondary antibodies (goat antimouse or goat anti-
rabbit immunoglobulins) diluted 1:10,000 in TBST solution. After three
washes, membranes were incubated with chemiluminescent substrate
(Pierce SuperSignal, West Pico, IL). The signal was detected and imaged
(Pierce CL-X Posure). Resulting autoradiographs were densitometrically
scanned and quantified.

Statistical analysis

Statistics were analyzed with SPSS 11.0. Numerical data were shown
with mean � sd. The relative mRNA expression and protein expression
were shown in mean � se. Comparisons used the two-tailed paired
(within group) and unpaired t test (between groups). Correlations were
determined by linear regression. There was a significant difference if the
P value was less than 0.05.

Results

The characteristics of the patients are shown in Table 1. The
duration of the treatment of hyperthyroid to reach the eu-
thyroid status ranged from 10–24 months (mean � 13.3
months).

In hyperthyroid patients, the relative mRNA expression of
the �2 subunit of the Na�-K�-ATPase was increased approx-
imately 3-fold in pretreatment compared with posttreatment
(2.98 � 0.52 vs. 0.95 � 0.40, P � 0.01) and was different
compared with the normal controls (2.98 � 0.52 vs. 1.0 � 0.23,
P � 0.02) (Fig. 1). There was no difference in the relative
mRNA expression of the �2 subunit between the posttreat-
ment patients (euthyroid) and the control subjects (0.95 �
0.40 vs. 1.0 � 0.23, P � 0.95). For the �1 subunit, the relative
mRNA expression in hyperthyroid patients was also in-
creased approximately 2.8-fold before treatment (2.83 � 0.38
vs. 1.10 � 0.27, P � 0.01) and was also different compared
with the normal controls (2.83 � 0.38 vs. 1.0 � 0.28, P � 0.01).
There was no difference in the relative mRNA expression of

TABLE 1. The clinical features and thyroid hormones in eight Graves’ disease patients and 10 control subjects

Graves’ disease
Controls

P value

Hyper Eu P value Hyper vs. Eu Hyper vs. Controls Eu vs. Controls

Age (yr) 37.4 � 8.7 39.9 � 6.1 0.5
Weight (kg) 59.4 � 6.1 59.8 � 6.3 0.9
Body mass index (kg/m2) 23.5 � 1.2 23.2 � 0.7 0.5
T3 (normal 80–160 ng/dl) 262 � 75 86 � 21 0.001 89 � 8 0.001 0.7
Free T4 (normal 0.9–2.0 ng/dl) 3.4 � 0.8 1.2 � 0.3 0.001 1.3 � 0.2 0.001 0.5
T4 (normal 4.0–12.0 �g/dl) 12.1 � 0.3 5.2 � 1.5 0.005 5.2 � 0.9 0.001 0.9
TSH (normal 0.3–4.0 �IU/ml) �0.01 1.2 � 0.3 0.001 1.2 � 0.5 0.001 0.9

Hyper, Hyperthyroid; Eu, euthyroid.
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the �1 subunit between euthyroid patients and control sub-
jects (1.10 � 0.27 vs. 1.0 � 0.28, P � 0.74) (Fig. 1).

For the �1, �3, �2, and �3 subunits, there were no differ-
ences in the relative mRNA expression between pretreat-

ment and posttreatment in hyperthyroid patients. There
were also no differences in the relative mRNA expression of
the �1, �3, �2, or �3 subunits between hyperthyroid patients
and control subjects (Fig. 1).

FIG. 2. Immunohistochemistry of the
�1, �2, �1, and �2 subunits of the Na�-
K�-ATPase in 10-�m transverse sec-
tions of the vastus lateralis muscle sam-
ples from Graves’ disease patients and
control subjects. Muscle sections were
fixed and treated either with no pri-
mary antibody (negative control) or
with specific antibody followed by sec-
ondary antibody. The specific antibod-
ies included anti-�1, anti-�2, anti-�1,
and anti-�2 antibodies as described in
Subjects and Methods. All images were
visualized at a magnification of �200.
Neg, Skeletal muscle samples from con-
trol subjects treated with only second-
ary antibody (no primary antibody).
Con, Skeletal muscle samples from con-
trol subjects treated with specific pri-
mary antibody. Hyper, Skeletal muscle
samples from hyperthyroid patients
treated with specific primary antibody.
Eu, Skeletal muscle samples from eu-
thyroid patients treated with specific
primary antibody.

FIG. 1. The changes of the relative mRNA abundance of the �1 (A), �2 (B), �1 (C), and �2 (D) isoforms of the Na�-K�-ATPase to the housekeeping
gene (GAPDH) in skeletal muscles of hyperthyroid patients (Hyper, n � 8) and euthyroid patients (Eu, n � 8) compared with the control subjects
(Con, n � 10). The expression level obtained in control samples was set as 1 for comparison. The values are shown in mean � SE (bars). Paired
t tests were used for comparison (P values) between hyperthyroid and euthyroid patients, and unpaired t tests were used for comparison between
control and hyperthyroid or euthyroid patients. *, P � 0.05 greater than euthyroid; #, P � 0.05 greater than control. Dark gray box, Hyperthyroid
patients; light gray box, euthyroid patients; white box, control subjects.
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Correlations between thyroid hormone and the relative
mRNA expression of the Na�-K�-ATPase

In hyperthyroid patients and control subjects, the relative
mRNA expression of the �2 and �1 subunits were positively
correlated to serum T3 (r � 0.75, P � 0.001 for �2 and r � 0.66,

P � 0.003 for �1), T4 (r � 0.63, P � 0.006 for �2 and r � 0.48,
P � 0.04 for �1), and free T4 (r � 0.64, P � 0.005 for �2 and
r � 0.58, P � 0.01 for �1). No correlation was found between
the relative mRNA expression of the �1, �3, �2, or �3 subunits
and serum T3, T4, or free T4.

FIG. 3. The representative of immunoblotting analysis and the relative protein expression of the �1, �2, �1, and �2 subunits of the Na�-K�-
ATPase in skeletal muscles of hyperthyroid patients (Hyper), euthyroid patients (Eu), and control subjects (Con). Arrows indicated the molecular
weight of the protein. The bars on the right show the relative protein expression in each group. Data are mean � SE (bars); n � 8 for hyperthyroid
and euthyroid patients, n � 10 for control subjects. All results were normalized against controls. *, P � 0.05 greater than euthyroid group; #,
P � 0.05 greater than control group. Dark gray box, Hyperthyroid patients; light gray box, euthyroid patients; white box, control subjects.
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Effects of thyroid hormone on human skeletal muscle
membrane Na�-K�-ATPase expression

The immunofluorescent staining of the �1, �2, �1, and �2
subunits of the Na�-K�-ATPase using antibody recognized
human skeletal muscle Na�-K�-ATPase protein largely in
the plasma membranes of muscle fibers. However, there was
also some nonspecific fluorescein isothiocyanate and tetra-
methylrhodamine isothiocyanate labeling (observed as
bright yellow and bright orange staining) as this was also
present in muscle sections incubated with secondary anti-
body alone (Fig. 2, A, E, I, and M). The plasma membrane
staining was negative using only secondary antibody in con-
trol muscle fibers (Fig. 2, A, E, I, and M). The membrane
protein abundance of the �2 and �1 subunits were increased
in muscle fibers of hyperthyroid patients (Fig. 2, G and K)
and decreased after treatment (euthyroid) (Fig. 2, H and L).
There was no difference in membrane protein abundance of
the �2 and �1 subunits in muscle fibers of euthyroid patients
and control subjects (Fig. 2, H vs. F and L vs. J). In contrast,
there was no difference in membrane protein abundance of
both �1 and �2 subunits in muscle fibers between hyperthy-
roid and euthyroid patients (Fig. 2, C vs. D and O vs. P). There
was also no difference in membrane protein abundance of
both �1 and �2 subunits in muscle fibers between hyperthy-
roid patients and control subjects (Fig. 2, C vs. B and O vs. N).
These results were consistent with the results from Western
blot analysis that showed the increase in the expression of the
�2 (�100–105 kDa) and �1 (�45–52 kDa), but not �1 (�100–
105 kDa) or �2 (�45–52 kDa), subunits in hyperthyroid pa-
tients and decrease after treatment (Fig. 3). There was no
difference in protein abundance of the �2 and �1 subunits in
muscle fibers of euthyroid patients and control subjects.

Discussion

The present study demonstrated, for the first time, that
thyroid hormone up-regulates Na�-K�-ATPase �2- and �1-
mRNA and protein expression in human skeletal muscles of
hyperthyroid patients and the expression of the Na�-K�-
ATPase returns to normal level after treatment of hyperthy-
roidism. In this study, the expression of the �2 and �1 mRNA
correlated well with thyroid hormone levels, especially T3
levels. In hyperthyroid patients, the average T3 level in-
creased 3-fold in pretreatment compared with posttreatment,
whereas the average relative mRNA expression of the �2 and
�1 subunits increased approximately 3- and 2.8-fold, respec-
tively. The elevation of mRNA expression of the �2 and �1
subunits was confirmed in protein levels by both immuno-
blotting and immunohistochemical studies. Immunohisto-
chemical study showed that the intensity of plasma mem-
brane staining of the �2 and �1 subunits were higher in
pretreatment and decreased after treatment. The correlation
of thyroid hormone and both mRNA and protein abundance
of the �2 and �1 subunits of the Na�-K�-ATPase implied that
thyroid hormone up-regulates the Na�-K�-ATPase protein
expression at least, in part, at mRNA level. These results were
in agreement with previous studies by Horowitz et al. (21)
and Azuma et al. (10), who reported the increase in the �2, not
�1, mRNA and protein abundance during transition from
hypothyroid to hyperthyroid state in rat skeletal muscles (10,

21). For the �-subunit, we observed an increase in �1, not �2,
mRNA and protein abundance when patients were hyper-
thyroid, and a decrease to normal level after treatment. These
results contrasted to the previous study by Azuma et al. (10),
who reported the coordinate increase in �2, not �1, mRNA
and protein abundance with that of �2 isoform in transition
from hypothyroid to hyperthyroid in rat skeletal muscles. In
the previous study, the investigators used the skeletal muscle
from the whole hind limb, whereas vatus lateralis was used
in this study. It is known that �-subunit in rat skeletal mus-
cles is muscle-type specific (15, 24, 25). Hundal et al. (24)
reported that pooled membrane from muscle enriched in
slow twitch oxidative fibers express �1, not �2, whereas
pooled membranes from muscles composed of fast twitch
glycolytic fibers express �2, not �1. It is possible that the
difference in the results of �-subunit expression in this study
and the previous one might be due to the difference in the
tissue used in the particular experiment (26, 27) or related to
the difference in isoform expression of the muscles between
rodents and humans.

In human skeletal muscle disease, thyrotoxic periodic pa-
ralysis (TPP) is typically seen in hyperthyroid males devel-
oping hypokalemia due to shift of K� from extracellular
water space and paralysis during the disease attacks (28).
Thyroid hormone up-regulates the number of the Na�-K�-
ATPase pump in human skeletal muscles (20). However,
most of the hyperthyroid patients, except TPP, do not have
hypokalemia. It is possible that there might be some defects
related to the quantity or quality of the pump in muscles of
TPP patients. Studies on the effect of thyroid hormone on the
Na�-K�-ATPase in muscles of TPP patients may provide
knowledge to answer the above questions.

In summary, our study demonstrates that thyroid hor-
mone up-regulates mRNA and protein expression of the �2
and �1 subunits of the Na�-K�-ATPase in human skeletal
muscles and this regulation is operated at least, in part, at
mRNA level.
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Editorial

T

Hypokalemic Periodic Paralysis

he group of diseases that cause periodic paralysis
are important and still problematic for  the Thai
population especially in the north-eastern part of

the country. Hypokaelimic periodic paralysis is one of the
subgroups among this group. We can classify this subgroup
into 3 diseases as follows:

1. Hypokaelimic periodic paralysis (HypoPP)
2. Thyrotoxic periodic paralysis (TPP)
3. Renal tubular acidosis (RTA)

Hypokalemic periodic paralysis (HypoPP) is a genetic
disease that causes transient weakness of limb muscles
along with a  low serum potassium level (hypokalemia).1
The incidence is reported to be ~ 1/100,000 in the European
population.  The epidemiologic data in the Thai population
is not available.  The disease is transmitted by an autosomal
dominant trait (AD). It is less penetrance and expression
in females. Female patients might not have any clinical
signs and symptoms even though there is an abnormality
of the gene.  The proportion of the disease seen in male:
female is expected to be 3:1. A research by Fontaine et al,
found that the penetrance in male = 100% and female ~
80%.2 The data collected from the Division of Nephrology,
Department of Medicine, Ramathibodi Hospital, Bangkok
found that this disease is less common in females. The
proportion of male to female is 13:2.3 The genetic
transmission has not been clearly documented in the Thai
population. Most of the patients do not have familial
history.3 HypoPP can be classified into 2 groups; 1) Familial
hypokalemic periodic paralysis (Familial HypoPP) and 2)
Sporadic hypokalemic periodic paralysis (Sporadic HypoPP).
Familial HypoPP usually occurs in patients with periodic
paralysis or proximal muscle weakness and the family
history of autosomal dominant traits. Sporadic HypoPP
does not have any family history of muscle weakness and
is much more frequent in males. The average age of onset
of the disease in Sporadic HypoPP is older than Familial
HypoPP.3

HypoPP occurs in the patients aged between 20-30
years old.  Sixty percent of patients will have the first
symptoms before the age of 16. However, the authorûs
own experience found that in some patients the onset of
disease can occur after the age of 16 or even higher than
30 years old in the Thai population.3 The provacative
factors are; a rest after strenuous exercise, a high carbohy-
drate meal, stress, cold exposure and alcohol intake. The
symptoms usually occur during the patientûs sleep and
have a paralysis attack when they wake up.  The swallowing
muscles and eye muscles are usually normal as well as
the diaphragm.  The intercostal muscle may also be weak.
HypoPP does not affect the cardiac muscle, only the ECG
change due to hypokalemia can be observed.

The frequency of attack is varied between patients.
Some patients might have only one attack in their life
time while others may have almost daily attacks, which

cause permanent muscle weakness. The pathology of the
muscle is reported to be vacuolar myopathy which is
more frequent in patients age 40-50 years old. However,
vacuolar myopathy is also found in other muscle diseases
such as end-plate myopathy, myotubular myopathy or
polymyositis. The data from the authorûs own observation
in Thai patients are listed in Table 1.

Fontaine et al, reported the use of positional cloning
with a linkage study in three Portuguese families who had
the disease and found positive lod-scores of markers on
Chromosome 1 [1q31-32].2  The following study by Ptacek
et al, found that the HypoPP gene is the skeletal muscle
voltage gate L-type calcium channel α1-subunit gene
(CACN1AS) or dihydropyridine receptor (DHP) gene.4
Voltage-gate calcium channel consists of 4 subunits ; α1,
α2/δ and β in the proportion  1:1:1:1. The α1 is the most
important part. It acts as the calcium channel independently.
If there is a co-expression of α1 with α2/δ and β subunits
in xenopus oocytes, it will activate their functions
dramatically.

The α1-subunit of the calcium channel consists of 4
homologous transmembrane domains.  Each domain consists
of 6 transmembranes α helices (Fig 1). The amino-and
carboxy-termini and linker regions between domains are
located in cytoplasm. All four domains of the calcium
channel are encoded by the CACN1AS gene. Each domain
is located on the cell membrane and is separated by the
membrane pore (Fig 1). The forth unit of transmembrane
(S4) is important for the voltage-dependence of activation.
The genetic abnormality in HypoPP patients was found to
be a mutation of an amino acid on the S4 segment of the
second and fourth domains of the α1 subunit, which were
changed from arginine to histidine in position 528 and
from arginine to histidine or glycine in position 1239,
(D2/S4, Arg 528 → His), (D4/S4, Arg 1239 → His) and
(D4/S4, Arg 1239 → Gly).  The mutation of the calcium
channel causing familial hypokalemic periodic paralysis
surprised the medical science societies, since the clear
mechanism of hypokaelemia still cannot be explained by
this mutation (Fig 1).

The following study by Bulman, et al found that the
mutation of the α-subunit of sodium channel (SCN4A)
can also cause HypoPP.5 The mutation was found on D2/
S4 Arg 669 → His and Arg 672 → Gly. Both calcium
and sodium channel mutations share the same phenotype.
Up until now there is no data to explain why the mutation
on the sodium channel and calcium channel share the
same phenotype and how they can cause hypokalemia and
periodic paralysis.

Lastly, Abbott et al, reported on two families with
HypoPP that are not related to Ca2+ or Na+ channel
mutation.6 The mutation occurs on the voltage gate K+

channel called MiRP2 (Mink-related peptide-2). The mutation
changes the amino acid on position 83 from Arginine to
Histadine (R83H).
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TABLE 1. Summary the clinical features of patients in HypoPP, TPP and dRTA group.

HypoPP = hypokalemic periodic paralysis, TPP = thyrotoxic periodic paralysis
dRTA = distal renal tubular acidosis

HypoPP TPP dRTA

Numbers 15 11 8
Male : female 13:2 10:1 1:3
Northeastern origin 11 (73%) 3 (27%) 5 (62%)
Positive family history 5 (33%) 1 (9%) 0
Age of first attack (yr)

11-20 6 1 0
21-40 8 6 5
> 40 1 4 3

Mean age of first attack (yr) 22.4 ± 8.0 31.9 ± 12.4 40.8 ± 11.7
Number of attacks

1 5 (33%) 3 (27%) 4 (50%)
2-10 6 (40%) 7 (63%) 2 (25%)
> 10 4 (26%) 1 (9%) 2 (25%)

Precipitating causes of first attack
Exercise/heavy work 8 3 2
High carbohydrate intake 4 3 2
Emotional stress 2 5 0
Alcohol intake 1 0 1
Unknown 0 0 3

Time of first attack
Day (6 am-6 pm) 3 (20%) 6 (54%)   3 (37.5%)
Night (6 pm-midnight) 3 (20%) 1  (9%) 2 (25%)
During sleep 9 (60%) 4 (36%)   3 (37.5%)

Recovery time after treatment
< 24 hours 14 9 2
1-3 day  1 2 6

Previous history of hyperthyroidism  0 2 (18%) 0
Exopthalmos  0 2 (18%) 0
Goiter  0 1  (9%) 0
Kidney stone/nephrocalcinosis  0 0 3 (37%)
Serum potassium level at the time of
  presentation (mmol/L) 2.39 ± 0.46 2.61 ± 0.68 2.36 ± 0.37

The voltage-gate potassium channel controls the passage
of K+ ions. This channel is important in controlling neurons
and muscle cells through the changes of action potential.
The voltage-gated potassium channel consists of four pore-
forming proteins call α subunits. In order to function
properly, it requires the auxiliary peptide subunit called
Mink-related peptides (MiRPs). The voltage-gated potassium
channel controls the efflux of K+ at the action potential
phase. The abnormal blockage of the efflux of K+ †leads to
the abnormal  action potential phase and muscle paralysis.6
Blockage of the K+ efflux also causes hypokalemia and
further weakens the muscle strength. The skeletal muscle
α-subunit protein (pore forming subunit) called Kv 3.4 is
the product of the KCNC4 gene. The auxiliary subunit
protein called MiRP2 is derived from the KCNE3 gene.6
The mutation on KCNE3, which causes the Familial HypoPP
in these 2 families was reported by Abbott et al.6 The
same researchers also reported that MiRP2 together with
Kv 3.4 forms a potassium channel.6 Moreover, they also
demonstrated that the mutation on MiRP2 can cause the
abnormality of potassium current in the cell culture system.6

Therefore, there are 3 main genetic abnormalities
observed in familial HypoPP.

1. Skeletal muscle voltage gate L-type calcium channel
α1-subunit gene (CACN1AS) or dihydropyridine receptor
(DHP receptor) gene mutation on the following positions:

A. D2/S4 R528H
B. D2/S4 R1239H/ R1239G

2. Skeletal muscle voltage gate
sodium channel gene (SCN4A)
mutation on:
D2/S4 R669H & R672H / R672C

3. Skeletal muscle voltage gate
potassium channel gene (KCNE3)
mutation on:

R83H
The author has studied the gene-

tic description of HypoPP in Thai
patients and found that most of
HypoPP patients are male and are
sporadic cases. Furthermore, the
author has screened the reported
mutation in familial and sporadic
HypoPP in Thai patients and found
that there were no common muta-
tions detected in both groups of
patients. It is possible that HypoPP
in different ethnic backgrounds might
have different types of mutations.

There is another disease that
has the same phenotype as HypoPP.
Most of the patients do not have a
family history of the disease and it
is 70 times more frequent in males.
This disease is common among Asian
countries e.g. China, Korea, Hong
Kong and Thailand. The clinical mani-
festation usually presents with hyper-
thyroid when the disease attacks.
When the hyperthyroid is under con-
trolled, the weakness disappears. The
disease is called Thyrotoxic Periodic
Paralysis (TPP). The summary of
patient characteristic is in Table 1.
There were no common mutations
of CACN1AS gene observed in TPP
patients.

In RTA, the difficulties to differentiate this disease
from HypoPP and TTP is that it usually co-manifests and
shares common characteristics as follows:

1. Some RTA patients present with muscle weakness
and hypokaelemia. Some proportions of patients
have the symptoms on and off.

2. Some RTA patients have familial forms of either
AR or AD.

3. The HypoPP in Thailand is sporadic cases and
the genetic transmission is unclear.

The authorûs experience is based on examining 47
patients presented at Ramathibodi Hospital following the
criteria of proximal muscle weakness and serum K+ < 3.0
meq/L during the onset of symptoms. Thirty four patients
fall into the criteria and have been followed. Eleven patients
had abnormal thyroid function tests, defined as hyperthyroid
and were diagnosed as thyrotoxic periodic paralysis (TPP).
Eight patients had an acidification defect and were diagnosed
as distal RTA and 15 patients were classified as hypokalemic
periodic paralysis (Table 1).

In the TPP group, 2 of 11 patients (18%) had a
previous history of hyperthyroidism while the rest (82%)
never had a thyroid disease before. Seven of eleven patients
(63%) had clinically overt hyperthyroidism at presentation
while the other four patients (37%) had subtle clinical
hyperthyroidism despite biochemical confirmation of
thyrotoxicosis. This can lead to the misdiagnosis if the
thyroid function test had not been performed.
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Fig 1.  L-type calcium channel α1-subunit structure
(A)  Schematic representation of the α1-subunit, and localization

of the two predominant hypoPP mutations. The α1-subunit
consists of four homologous repeats (domains I-IV). Each
domain contains six spanning α-helices (S1 - S6). The
position of the SS1 and SS2 segments implicated in ion
selectivity.

(B) Schematic representation of the tertiary structure of the α1-
subunit. Each homologous repeat is located within the mem-
brane surrounding a central transmembrane pore.

In the dRTA group, two patients had spontaneous
systemic acidosis. Six patients did not show metabolic
acidosis (serum bicarbonate < 18 mmol/L) at presentation,
but had abnormal long acid loading tests, which is consistent
with incomplete dRTA. Three of 8 dRTA patients presented
with nephrocalcinosis. Five out of 8 patients showed neither
metabolic acidosis nor stone/nephrocalcinosis despite
abnormal urinary acidification. This could be implied that
more than half of the dRTA patients who presented with
hypokalemia and paralysis might have been misdiagnosed.
This finding indicated that an acid loading test should be
a part of the investigation for the syndromes of hypokalemia
and paralysis.

From the clinical manifestation we can roughly estimate
that if the patient is female, the opportunity to be dRTA
is high. For male patients, the primary diagnosis will
depend on the residential area and age. If the patient came

from northeastern Thailand and is of a young age, HypoPP
is more likely. On the other hand,  if the male patient did
not live in the northeastern area of Thailand and advanced
age, the diagnosis is more likely to be TPP.

In summary
In Thailand, a syndrome of hypokalemia and severe

paralysis may result from HypoPP, TPP, or dRTA. Most
HypoPP patients are sporadic and are not associated with
any common mutations reported previously. HypoPP in
different ethnic backgrounds may have different types of
mutations or may result from environmental factors. There
are some clinical clues, including age at onset, gender,
residence, and associated findings, for the differentiation
among HypoPP, TPP and dRTA. However, clinical features
alone cannot definitely differentiate one from the others.
The  absence of any previous history of thyroid disease or
clinical thyrotoxicosis does not exclude the diagnosis of
TPP. In addition, the absence of stone/nephrocalcinosis or
metabolic acidosis does not exclude the diagnosis of dRTA.
It is emphasized that awareness of the causes and necessary
evaluations are essential for definite diagnosis.

Bunyong Phakdeekitcharoen, M.D.
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