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ABSTRACT 

 

Project Code:   RMU5080074 

Project Title: Green Tea Catechins Potentially Reduce Labile Iron Pools in 

Hepatocytes and Cardiomyocytes in vitro and in vivo 

Investigator: 

Affiliation:      

Somdet Srichairatanakool, Ph.D., Associate Professor 

Department of Biochemistry, Faculty of Medicine, Chiang Mai University 

E-mail Address: ssrichai@med.cmu.ac.th   
Project Period: 3 years (July 2007 – June 2010) 

Background: Secondary iron overload is commonly found in transfusion-dependent patients 

with �-thalassemia and demonstrates nontransferrin-bound iron (NTBI), a toxic form of iron in 

their plasma. Cellular and mitochondrial damage can be caused by labile iron pool (LIP) and be 

mediated by reactive oxygen species (ROS). Liver cells of the thalassemias have greater levels 

of LIP and ROS than those of healthy persons. Thalassemia patients with iron overload are 

treated with iron chelators including desferrioxamine (DFO), deferiprone (DFP) and deferasirox 

(DFX) to remove excess iron, together with antioxidants such as vitamin E to relieve oxidative 

stress in the body. Tea (Camellia sinensis) exerts many beneficial health effects. 

Epigallocatechin (EGC), epicatechin (EC), catechin (C), epigallocatechin 3-gallatte (EGCG) and 

epicatechin 3-gallate (ECG) are commonly found in green tea extract (GTE). Importantly, GTE 

and EGCG exhibit anti-oxidation, inhibition of carcinogenesis, detoxification of CYP2E1-

catalyzed HepG2 cells and iron chelation in vitro and in vivo. 

Objectives: Efficacy of GTE and EGCG on iron status and oxidative stress was examined in 

iron-loaded wild-type (WT), heterozygous beta-knockout (BKO) and double-heterozygous (DH) 

thalassemic mice (C57BL/6) as well as in hepatocyte cultures. Cytotoxic effect of the 

compounds was also determined in the cell cultures. 

Research methodology: GTE and EGCG preparations were identified antioxidant property and 

used throughout the study. The mice were induced iron overload by daily feeding ferrocene-

supplemented diet (FE diet) for 3 months, and orally giving the GTE and EGCG for further 3 

months. Surrogate markers for iron status including NTBI, LIP, liver iron content (LIC), and 

Perl’s iron staining and for oxidative stress such as reduced glutathione (GSH), ROS, 
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mitochondrial membrane potential (m�) and malondialdehyde (MDA) were measured. 

Cytotoxic effect of the GTE and EGCG on the treated cells was determined using 3-(4,5-

dimethylthiazolyl-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) dye. 

Results:The GTE and EGCG reduced levels of plasma NTBI, plasma MDA, erythrocyte ROS, 

and liver iron, but increased levels of reduced glutathione in the FE diet-fed mice effectively. 

Histochemical examination showed leukocyte infiltration nearby hepatic portal vein and high iron 

accumulation in livers of the mice. Perl’s staining result demonstrates that the GTE and EGCG 

were able to decrease the iron deposition clearly in liver and spleen tissues, and slightly in hear 

tissue. The GTE and EGCG significantly reduced levels of LIP, ROS and m� in iron-loaded 

hepatocyte cultures in concentration-dependent manner. At equivalent concentrations, these 

two compounds were more toxic to the primary hepatocytes than the HepG2 cells. GTE and 

EGCG enhanced viability of the cardiomyocytes. 

Discussion and Conclusions: Green tea catechins, particularly EGCG could lower plasma 

NTBI concentration and hepatic iron accumulation in iron-loaded thalassemic mice effectively, 

this can lead to negative iron balance. Possibly, they prevent iron-induced generation of ROS 

via Haber-Weiss and Fenton reactions and relieve liver pathogenesis. The compounds also 

improve antioxidant defense by increasing glutathione production in the cells and the whole 

body. GTE and EGCG used at a high dose would be pro-oxidant rather than antioxidant. 

Suggestively, EGCG would exhibit bi-functions as an iron chelator to sequester the iron from 

cells and a scavenger to get rid of persisting free radicals. 

Comments and Further investigation: Actions of the catechins might be related to iron 

chelation in the cells and patients with iron overload. Whether these effects can improve iron 

overload and oxidative stress in thalassemia patients remains to be seen upon further 

examination. Green tea formulation and standardization is necessary for clinically studying in �-

thalassemia patients. 

 

Keywords: green tea, Camellia sinensis, thalassemia, iron overload, oxidative stress   
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�23�/����?���"'� ?���7�	-�,��0*
�*	�����/8� (��&��� 70 


����
0��'�) 
�*	�*��'���	��%/������	������	. 20-30 �A ���,���%2�"��'��
�23�1,&��"��1��"0���

�2+� ������ 30-40 �A�*+?������*�������	��%-�,��0*
�*	��"��&
�!1:�'&���'"�*+1���:=�1�����"��

%��%.�1,&���"����%���	"��'���%��"��� (screening) "���/�%����="�����#��-."��� (genetic 

counseling) "�������F�	"���%,�� (prenatal diagnosis) 1,&"��������.���-*"����"����"��$����%

�/��*	�+�$=3� (improvement in symptomatic treatment) 
�k�/��	 “�.$��#�*:���/��� (Health for All)” 

$����%�"�������	�,"
�������%-�,��0*
�*	
�����	  

��1:���&
�!'���z
/,����3��*
��"���"
�>���%-�,��0*
�*	
"��$=3���������/,�	#��%���1'�

,&�A 0=+�/,�	z%���������
/,���*3'���"��"����������"��
�>��&	&
�,����
#2+��/��*�*��'�*+	2����$=3� 

%�
�	�*��	#��-."�����%-�,��0*
�*	�*3�	����""��� 10 
����
0��'���	��&��� 0=+�
�>����&1B�-�,��

0*
�*	����'���z�	����&���
"2�� 1 �� 3 $��#,
�2����3���&
�!/�2���&���
"2�� 20 ,���%� (��"

��3�/�� 60 ,���%�) 1,&1�����"
�>�-�,��0*
�*	����1�,6� (�-thalassemia) 1,&-�,��0*
�*	����

�*'� (�-thalassemia) '��'��1/���$��%���?���"'��*+
"��$=3��*+��	�",��������w*���",��� %����." 

(prevalence) $��?���7�	-�,��0*
�*	�����*'�����%'���z$����&
�!
�>�����*3%2� ��%
/�2������� 10 


����
0��'� ��%'&�����"
F*	�
/�2������� 2-6 
����
0��'� ��%",�������� 3 
����
0��'�1,&��%�'�

������ 2-4 
����
0��'� ����%����."$��?���7�	-�,��0*
�*	����w*���",����*#��������%
/�2��*������ 

8 
����
0��'� ��%'&�����"
F*	�
/�2��*������ 20-60 
����
0��'� (��	
F#�&�	���	�+��*+���/����.������

1,&�",�%�#�
��:=����	,& 50-60 $����&��"�) ��%",���*������ 13-17 
����
0��'�1,&��%�'��*

������ 9-11 
����
0��'� ($����,���%��,/�'���	�1/����&
�!
�	 #.!. 2547) 1��������<��.���"��

�����	 "�&������-����.$
���*�%��"������%�1,&�k��"��
���/�?���7�	-�,��0*
�*	�*������
#�+���"

$=3���	"��1�&����/�%������
�����"��'���
,2��"���1'����� (marriage counseling) 1,&"��'���

�����F�	���"��%����"���%,�� (prenatal diagnosis) �	���
�"�'��	��%��*?���7�	-�,��0*
�*	���"���

��	�*+/,.�,��"��'���%��"������",��� �����3�	���*?���7�	-�,��0*
�*	��������"��+��,"�*+'���
�����

"����1,��"����"��1,&#	�-����#
#2+��/������:�*�*��'�*+	2�	��$=3�'�����"�&��+�?���7�	
�*	�*��' 

"����������"�����",����*3'����������&��������.%,�"����"��1#�	� 	���"����% (
���	�

,�
$� 	�����.�
,2�� 	��k��"��"��'��
�23�1,&	�$��
/,�") %��
,2��1,&�.�"���
'��
,2��1,&�2+�z0=+�


�>����&������%�1,&
!��{"�� �*/,�"{���������	�*+	2�	�����"���/�?���7�	-�,��0*
�*	
�����	�$��
/,�"
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�	���'��
�2+��
�>���&��������:���		2���	.?���7�	�/�	2�	�� ���	,���"��1��"0���/,�	�	����*+


"��$=3�
�� �	���
�"�'��	�$��
/,�"�*+���������?���7�	-�,��0*
�*	�*+�*���&
/,�"
"�����<��.����*�	��
#*	� 

2-3 ���� �*��%�1#� �������'�������.�"������	F*���'����'��*+�*��%�1#� '�������	���'��
�2+�� 

��"��"�*3"��
�������1��'���"0�1���� (
�����'����0* ��'�����* �&
0��,0��
'�*�/�2�����"��

-�����'�) �/�"��?���7�	
#2+�,��&�����.��,����&������"�	�/�'+��,�1,&���
�����'��	��"?,"��

���,�	
�23�
	2+��*+
"��$=3�"�	��%��*%������
�>� �	���
�"�'��������	�$��
/,�"1,&���1��'���"0�

1�����*+�/�
$��
�������"�	?���7�	%���	�����������*+
/��&��1,&
#*	�#� 1,&
��%������/�
"��4�-�`

$���
%*	���""�����	� �����3�4�-�
̀�>������"0�1����$�����1��'���"0�1�����*+�������������� 

 �����3��������	1,&#�;�� (R&D) 
#2+�%��/�	�������?���7�	-�,��0*
�*	�*+�*4�-��̀�"��$��
/,�"

��"��"
0,,����	�&���%�8$������"�	�	����*��&���-�?, (effective iron chelating agent) �*4�-�`

���,�	��.��,����&�*+
"��$=3� (free-radical scavenging) ��	������"�	 
�>�?,�'���|�-�����'��*+���

�����%
��1,&
��
�>����'��	'������"�	 �����3��*��%�:�"1,&�*��������"
#*	�#�����&
�!�*+?���7�	

-�,��0*
�*	��!�	�	�� ����/��*%������%�8�	�����"��3�������"����"��1,&�k��"����%1��"0���'���z�*+


"��$=3����
�>�?,����"���&
/,�"1,&��.��,����&��"
"����?���7�	-�,��0*
�*	
/,���*3 ?,�*+
����"

"��!="����/,��,�� ��
0,,�
#�&
,*3	� ����'����,���*+
�2+�:2�
���*3�����:���
���&	."'����
#2+�

"��!="����?���7�	-�,��0*
�*	�,/�'����*+�*��&���-���#1,&���
�2+�:2�
����$�3�'��'��
�  

��������
���� (Literature Reviews) 

�������	�
�����
���������� (Pathophysiology of iron) 

-�'.
/,�"�*%������%�81,&���
�>� (essential transition trace element) "����+��*�*��'�."�����*+

'���
�������"��	��"����"�	
$��
�
#2+������$���"�������w*���",��� 
����",��� 
0�'�%��1,&

�����&"��-�'.
/,�"'���z '���"'�
�2+�-�'.
/,�":�"���
$��
���
0,,�1,&�	��������
0�'#,��0=��*+


�*	"��� Labile iron pool (LIP) 0=+�
�>������&"��
/,�"�*+
"�&'���	���/,��z"��0�
'�� 6��
6' 
�

�*#* "���&����/�2����'*���
#���� -�'.
/,�"��� LIP :�"���
������&�	���'���z/�2�
"���&��
����

���
6�����'�� (ferritin) �	���
�"�'����+��*�*��' (��	
F#�&�	���	�+���.�	�) �*"��%��%.�������-�'.


/,�"��	��
0,,�1,&����"�	 (iron homeostasis) �	���
�>��&
�*	�1,&
$�����
#2+�
���/��*���	
"�� 

(iron deficiency) /�2���"
"�� (iron overload) (Aisen, Enns et al. 2001) �����3�%��%.�
���/�-�'.


/,�"�	�����������& (free /�2� unbound iron) 0=+�����&
��*�������"��
����E�"���	����
%�* 

(Haber-Weiss 1,& Fenton catalyst) 
�� (Emerit, Beaumont et al. 2001; McCord 2004) "��%��%.�

�.,$��-�'.
/,�"��
0,,��*%������#��-�"��"��
"��#	�-����#
�� "��!="������&������	�1����/�


/�����'���*3���������
/,�"������"�	 (body iron markers) 
����&���
6�����'����0*��+�1,&%��%���
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��+�'��������
6��������
0,,�
��%��	�*%������#��-�"���.��'�"����"����%'���z��	
F#�&�	���	�+�

��%/���� (Lee, Liang et al. 1995; de Valk, Addicks et al. 2000) 

���  
��.��� 1 �E����#��-�$��	� DFO "��-�'.
/,�"��� labile iron pool (LIP) ��
0,,�'�� (a) 1,&
0,,�

",���
�23�/���� (b) (Porter, Rafique et al. 2005) 

�����&
/,�"
"��$��?���7�	-�,��0*
�*	�����:'���#�-�'.
/,�"��� non-transferrin bound 

(NTBI) ��#,����1,&��� labile plasma iron (LPI) ��
0,,�
�����������*+���1,&�����:1'"'��
�>�

-�'.
/,�"�������&
�� (Anderson 1999; Cabantchik, Breuer et al. 2005) -�'.
/,�"��� NTBI :�"'��

"�������"��"#,������	",
"/,�	�	����*+:�"'�3����.'�{��
�� (Wright and Lake 1990) ������ 

LIP 1,&w*��0�
����� (hemosiderin) �*+
#�+���"$=3���	��
0,,��*%.�����'�
�'��"��
"���E�"���	��*��

�"0�1,&
�>�#��'��
0,,� (Weir, Gibson et al. 1984) :��������
/,�"��	��
0,,��*��""��&
/�*+	����

�/��*"�����
%��&/�
6�����'��
#�+���"$=3����	 "��!="���*+?������*3
��1�&���:=�%������%�8$��"��

��"��?���7�	-�,��0*
�*	�*+���	����/�"��������$��/�����*$=3���	�.��
��*+"�����	�$��
/,�"
#2+�"�����/�2�

,�������
/,�"��� NTBI ��#,����1,&��� LIP ��
0,,�
�23�
	2+�/�����	���'��
�2+�� (����*+ 1) ���:=�

"�������-*���6���"��
��� SQUID 1,& MRI (%�� T2*) 
#2+�'��'�����������
/,�"�*+�&���	����	��
0,,�

'��1,&
0,,�",���
�23�/���� (Anderson, Holden et al. 2001) �	���
�"�'����-*"����3����"��*$�����"��

������
%�2+���2���
%��&/��*+�*���������"��1,&�*��%�1#� ����/��*
#*	�����:����/�2����
�*	�1#�	�


�����3��*+�����:���"��'������
�����	%��3�1,&'��
�2+��',��"����������"�� 	�
��
6���,�����:

"�����-�'.
/,�"��� LIP ��
0,,�",���
�23�/�����	������
��� �����3������:"�����
/,�"�*+�	����
6�����'��

1,&w*��0�
�����
���	������z (Porter, Rafique et al. 2005) "�����	�$��
/,�"	���*�.��.��/��	
#2+�


���/�������
/,�"��
0,,�'��
"�� 15 ��,,�"���'���3��/��"'��1/�� 1 "��� "��!="��$��
w�����%1,&

%�&1����/�
/�����
0,,�/����
#�&
,*3	��*+:�""�&'.�����	"��
'��-�'.
/,�"�*"��/�'��1,&
'���*+

?���"'�0=+�
�>�?,��" peroxidative damage 
"��$=3�"��������&"��
���0��� (complex) '���z���
��


	2+�/.��
��'%��
��*	��3��� 1,&"��
�,*+	�1�,����",����*3�����:	���",��
�����	4�-�$̀��	�
��
6�

����"0��*� (Link, Pinson et al. 1985; Hershko, Link et al. 2002) %��������
/,�"��
0,,�'�� 

(hepatic liver content, HIC) 
"�� 15 ��,,�"���'���3��/��"1/��$��'�� 1 "���0=+�
�*+	��*+�&
"����%/����
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��?���7�	�*+�*
/,�"
"�� (Brittenham, Griffith et al. 1994) 0=+�?���7�	�*+
�*	�*��'���	��%/�����*������-�'.


/,�"�&����
�23�
	2+�/����'+��"���
�23�
	2+�'����&��� 10 
��� (Maggio, D'Amico et al. 2002) 

 

��.��� 2 ��"��1��"0���1,&"��������%3���.���?���7�	-�,��0*
�*	�*+�*���&
/,�"
"�� (Andrews 1999) 

"����"��?���7�	-�,��0*
�*	���
����	"��
'��
,2�� (multiple blood transfusion) ?���7�	-�,��0*


�*	�����*'�
�
����'���
�����"����"����	"��
'��
,2��
�>���&�����&��� 3-4 �����/�'��%��3�
#2+�

��"���&���w*���",�����
,2���/��	����
"�|� 10 "���'��
�0�,�'� ����?���7�	-�,��0*
�*	����w*���",���

�*���
�>�'���
�����"��
'��
,2��
�>�%��3�%���
�2+��&���w*���",�����
,2��'+��"���
"�|����",��� (����*+ 

2) "�������&���	�"���6,�% (folic acid supplement) 
#2+�
���"�������w*���",�����
���
,2��1�� 

"��'������ (splenectomy) "���,�":��	
$"�&��"1,&
0,,�'��"��
���
����,/�' (bone marrow and 

stem cell transplantation) (%��������	��&��� 100,000-400,000 ���'����	) "��
�����	�$��
/,�" 

(iron chelation therapy) "��
�������/�2�	�'�����.��,����& (antioxidant supplement) ��-*"��

���",���
�>�"����"���*+�,�	
/'.1,&
�>����&�&	&	��
�',���*��' ���:=���3�
�,2��%��������	������

��"��"����"���&	&	��1,&
�������:����/���%/�	$��
�� 

���������� (Iron chelators) 

	�
��
6�����"0��*� (desferrioxamine /�2� Desferal
®
) 
�>�	�$��
/,�"����F*�
��:�"

����������"����"��?���7�	��%-�,��0*
�*	�����"��� 40 �A 
#2+�$��-�'.
/,�"�*+�&���	��'�����
��


�23�
	2+�'���z (��	
F#�&�	���	�+��*+'���
�����'���z '��1,&/����) ��"��"����"�	 1,&���	�/�?���7�	�*
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��	.	2�	��$=3� �	���
�"�'����%/����,��
/,�	��%�
�>���
/'.$��"��'�	��?���7�	�*3:=���&��� 70 


����
0��'� (Borgna-Pignatti and Castriota-Scanderbeg 1991) ?���7�	-�,��0*
�*	��&��� 30 


����
0��'�
"����%/����$=3�
����������	."��� 20 �A (Gabutti and Piga 1996)  "�����������		�$��


/,�"
��
6�����"0��*�����"��	��*
6����#�����	,��&���
6�����'����#,�����/�'+��,� (Daar and 

Pathare 2006) �����3�"��
��+����������		�$��
/,�" "��'��'��'������������
6�����'����
,2��1,&

-�'.
/,�"��
0,,�'��
�>��<���	���%�8�*+�*?,'��#�;��"��
"����%/���� �	���
�"�'��"��'������

������
6�����'����0*���1,&������
/,�"��
0,,�'��
��
��
�>�'�������	#	�-�"��
�����%/���� (Piga, 

Gaglioti et al. 2003) ��"��"?,4�-�`$���
%*	�1,&%��������	1,�� %���
��#=�#���1,&%���
��������

"�����	�
��
6�����"0��*�"�
�>��<8/����%�8 ",.��1#�	�����	�=�
���*?����"1,&��&
������1��	�1,&

"���/�	��*3���	��-*'���z$=3���  

	��*
6����#�� (deferiprone /�2� 1,2-dimethyl-3-hydroxypyridin-4-one /�2� L1) 
�>�	�$��


/,�"���
%��&/����������&����*+�*$������
,�""���
��
6�����"0��*� �*%���
�>�",�������&�.��

����&�*+%��#*
�� 7.4 �=��*!�"	��#?���
$��
0,,�1,&�=�-�'.
/,�"��"��"
0,,�'���z (
���
���
,2��

1�� 
0,,�'��1,&
0,,�",���
�23�/����) 
���*"���	�
��
6�����"0��*� (Parkes and Templeton 1994; 

Parkes, Olivieri et al. 1997; Link, Konijn et al. 2001) 	��*
6����#�����	,�������
/,�"��
�23�
	2+�

/����,�
�� (Kushner, Porter et al. 2001) 1,&���	�/�/����?���7�	�*+�*���&
/,�"
"���������*$=3� 

(Anderson, Wonke et al. 2002) ?,"��!="���*+?�����1����/�
/�����?���7�	-�,��0*
�*	�*+
%	
�����	�


��
6�����"0��*���"��� 1,��
�,*+	���
�����"�����������		��*
6����#���*��"��
�>�/�2���"��

��.�,�$����%/�������	'+��,���&��� 5 
��� �	���
�"�'��4�-�`$���
%*	���""�����	��*
6����#��

���1,&%���
��
�:*	�$�����
���0����&/����	�"��-�'.
/,�"	��%�
�>�����$��	�$��
/,�"�����*3 
�

�
6�����"0��*�
�>�	�$��
/,�"1�� hexadentate 1,&
�>����1��'���"0�1�����*+�*���4�-�?,�*��" 

�����:	��	�3�"��
"����.��,����&
����	"�����"��
����
6�����% (Link, Pinson et al. 1989) 	�$��


/,�"�2+�z�*+
�>� bidentate 1,& tridentate "������:	��	�3�"�����,�	
�23�
	2+���	��.��,����&
�� 

(Richardson and Ponka 1998; Santos, Castilho et al. 2001; Britton, Leicester et al. 2002) �*

��	������	��*
6����#�����	
#�+�%����.�1����"��1'"/�"$���*
���
�$��
0,,�'��/���*+:�"
'��-�'.


/,�"
$��
� (Cragg, Hebbel et al. 1998) �*%���
�2+���	��&/����-�'.
/,�"��� NTBI "�����������

��,��
���,�*
w���*+'���#�
���������������#,����$��?���7�	-�,��0*
�*	0=+�1���:=�"��
"��,����


#���"0�
����$=3� (Cighetti, Duca et al. 2002) "���*+?���7�	-�,��0*
�*	
��"����'�����*
$��
��*�������	

����/��.,$���&��1��'���"0�1��������"�	�*$=3� (Dissayabutra, Tosukhowong et al. 2005; 

Tesoriere, Allegra et al. 2006) ����/�
���
,2��1��$��?���7�	�����	�*��	.	2�	��$=3� (Rachmilewitz, 

Weizer-Stern et al. 2005) �����3����	,�"�����/����*+$��
"���
,2��,�0=+��*?,����/�"��$����"0�
��

1,&"���.�'��$��
���
,2���*+���
"��$=3����"����"'� (Unchern, Laoharuangpanya et al. 2003) 
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	��*
6���0���" (deferasirox, DFX, ICL670) 
�>�	�$��
/,�"���������&����*+�*���4�-�?,

�*"���	��*
6����#��1'��*��%�1#�"�����" (Nick, Acklin et al. 2003; Hershko, Link et al. 2005; 

Barton 2007; Cappellini 2008) 1������&	��
���*?,$���
%*	��.�1��1'�#����?�����	��*3�*��"������&��

���
�����/��
��� 
,2����"��"�&
#�&��/�� (����*+ 3)  

                        

��.��� 3 �%����������
%�*$��	�$��
/,�"�����"��?���7�	���&
/,�"
"�� (Wong and Richardson 2003) 

���������
�����3 (�-Fatty acids)  

?,"��!="�����%,���"
��������.������$��"��
$�����
�"�3 (
��1"� eicosapentaenoic 

acid (EPA) 1,& docosahexaenoic acid (DHA)) �*+#���"���3������,�1,&
�23��,���"���k��"��

�.��'�"����"��
"����%/,��
,2��/�����%�����*1,&"��'�	1��
F*	�#,��
�� (Thunell, Andersson et 

al. 1995; Mozaffarian 2005) ��	�*?,'���"��
'��/�����*+?���"'� '���"����"
�� (Mori and Beilin 

2004) ?,'���������?���
$��-��"$���0
�*	�1,&1%,
0*	� 1,&?,'��%���1������$��"�
'��

/���� (heart rate viability, HRV) (Ismail 2005) %��*+�����%"��
$�����
�"�3 �*�&����%
,�
'���,

����%���/��1������ (high-density lipoprotein cholesterol /�2� HDL-cholesterol) ��#,����
#�+�

���$=3�1,&
'�",*
0�
�����#,����,�'+��,��	����*��	���%�8 (Holub and Holub 2004; Okuda, 

Ueshima et al. 2005) /����,���*+"����/��
$�1��?�
����"��
$��� DHA �*������"��
$��������*3


#�+����$=3��*+���
��
	2+�/.��
���
,2��1��1,&
0,,�",���
�23�/���� (Gerbi, Bernard et al. 2004) �*"��

1�&����/������&����������� 250 ��,,�"���'����� (Harris 2005) "��
$�����
"�3 	��#�
����1/,��

-�����'��2+�z
��� ��/���	1,&�.,����*	��&
, �� 
$� 1,&
�,��#2�'���z (,���� ��,���1,&%���,�) 

(Nichols and Bacon 1989; Butarbutar 2004; Covington 2004) �*��	������"�������%��/���*+�*

"��
$�����
�"�3 ���������
���*%������#��-�����"��"��
"����%/,��
,2��/�����%�����*
,	 

(Ebbesson, Risica et al. 2005) w������1,&%�&
��
������%��?,���������"��
$�����
�"�3 DHA 

1,& EPA $��
���
,2��1�� (/�2�����*%��"��
$�����
�"�3) 
�>�'������*3�:��&"��
$�����
�"�3 

$��/����(Harris, Sands et al. 2004) 0=+�:���*%����""���/�2�
���"�� 8 
����
0��'�1�������*"���k��"��

"��
"����%/������"�*+�.� 1,&:�����	"���/�2�
���"�� 4 
����
0��'�1�������*"���k��"��"��
"��

��%/�������	�*+�.�) "��
$������3������,��*?,���	����/� HRV �*%��,�,� (Romieu, Tellez-Rojo et 
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al. 2005) "��
$�����
�"�3 	��	�3�"��
"��,����
#���"0�
�����*+
0,,�'��/��1,&%��%.�"��/,�+��&��

�*100 ��"
0,,�'��
�� (Pan, Cederbaum et al. 2004) '�����:=��<��.����*3	��
���*"��!="��
"*+	�"��

"��
$�����
�"�3 ��?���7�	-�,��0*
�*	
,	 

�������

�������� (Anti-oxidants) 

���1��'���"0�1�������	���
�����.$��#����"�	%���+�
��/������:������
���	���
�>��"'�

�.$ �����3����	�/�����"�	?���7�	���&��"0�
��*6�
'�����
��,�/�2�",��%2�������&�"'��.$
�� ���

'�����"0�
�����*+#�
��������"�	/�2�����"�	�����$=3�
��
��1"� ��,����� "��	���" ��,������1,&
�,���� 

����
��
0��'�����"0�
����
��1"� CAT, SOD, 1,& GPx) (Halliwell and Gutteridge 1988; Halliwell, 

Gutteridge et al. 1992) ���1��'���"0�1����
�>�������&"��$����/��
�����.$��# (functional 

food) ��?�" ?,
��1,&-�8#2�'���z�*+
�>�#4"��
%�* (phytochemicals) ���#�" tannins, catachins, 

resveratrol, chlorophyllin, procyanidin, proanthrocyanidin, myricetin, quecetin, kaempferol, 

curcuminoids, caffeic acid, jusmonic acid, anthocyanin, vitamin C, tocopherol, carotenoids, 

xanthones, coenzyme Q10 1,& polyunsaturated fatty acids (PUFA) (Halliwell 1993; Craig and 

Beck 1999; Komes, Belscak-Cvitanovic et al. 2010; Tang and Halliwell 2010) 
�>�������&"��

���%�8 ?���7�	-�,��0*
�*	�*+"����'�����*
$��
�
�>���&������	�/��.,$���&��'�����"0�
����������"�	�*

$=3� 
���
,2��1����	.	2�	��$=3� "��������
"���
,2��,�,� ���	�&,����&$����"0�
��1,&�.�'��


���
,2���*+��� 

����	�
!�"���#����$"����� (Green tea and catechins) 

��
$*	�
�>�?,�'���|�-�����'��*+��&"�����	�*���%&
'���'���z
��1"� catechins (C), 

epicatechin (EC), epicatechin 3–gallate, (ECG), epigallocatechin (EGC), gallocatechin gallate 

(GCG) 1,& epigallocatechin 3–gallate (EGCG) (����*+ 4) 0=+���� EGCG �*����������*+�.� ���*

%.�����'�����*���#1,&
�������	��*+���%�8%2� ,�%�������,/�'��� '���"����"
�� '���"��


���8
'���'$���.,�*#�*+
�>���� �k��"��
���
,2��1��:�"���,�	��	��.��,����& '������&
$������1,&

,��&����%
,�
'���,��
,2��(Cabrera, Artacho et al. 2006) ����"����
$*	����	,����&��"0�
�

�*6�
'���*+
"��$=3� (Grinberg, Newmark et al. 1997; Wellejus, Poulsen et al. 2000; Rabovsky, 

Cuomo et al. 2006) ��
$*	�1,&��� EGCG �*%.�����'�
�>� antioxidant (Yoneda, Hiramatsu et al. 

1995) 1,& iron-chelating agent (Grinberg, Newmark et al. 1997; Anghileri and Thouvenot 2000; 

Adiv, Mandel et al. 2004; Mandel and Youdim 2004; Reznichenko, Amit et al. 2006) �����:
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?���
$��
0,,��*#���%�� ��� EGCG ���/���1",�,��,���
����-�'.
/,�"
�� (Hayakawa, Ishizu et al. 

2004) �=����,�	"����.��,����&�*+
"��$=3�
�� (Hu and Kitts 2001; Miyanaga, Inoue et al. 2003)   

 

��.��� 4 �%����������
%�*$�����%&
'���'���z (Thephinlap, Ounjaijean et al. 2007) 

������&"��$����
$*	��*4�-�
̀�>����1��'���"0�1���� �k��"��"��
"��"���-������ '���

"����"
��1,&���	�/�
,2��
/,?���/,��
,2���%�����*�*	�+�$=3��=��k��"��/�2�'���"�����,�	
0,,�

",���
�23�/������"��.��,����&
�� (Toschi, Bordoni et al. 2000; Cheng 2006) ����"����
$*	��*4�-�`

'���"��
�,*+	�1�,���%���&"��"��
$���$��
0,,�",���
�23�/����
#�&
,*3	�1,&�k��"��"��'�	$��

",���
�23�/������"���&$����"0�
��
�� (Toschi, Bordoni et al. 2000; Yusufi, Cheng et al. 2003) 

��� EGCG ���	�/�",���
�23�/����/���*+�*"��'�	1���&#�#�'0��1,&���
�����""��$��
,2��
�


,*3	����
��,� (Nakagawa, Ninomiya et al. 1999; Aneja, Hake et al. 2004; Townsend, 

Scarabelli et al. 2004)  �����3�	��	�3�"����������'*�%�,,�
��1,&�k��"��"��
"��#��?2�$��
0,,�'��


�� (Nakamuta, Higashi et al. 2005) �����3��=�����*!�"	��#	��	�3�"��
"��#��?2�$��
0,,�'���*+�*���&


/,�"
"��
�� ����"����
$*	�
������/�
"��%���
�>�#��'��'��$��/����,�� (Bun, Bun et al. 2006; 

Singal, Tirkey et al. 2006) ����*+�*��	�����"���/����*3 (Galati, Lin et al. 2006)  

?,"��!="��������
�,� 2-3 �A�*+?�����1����/�
/���������"��/	��1,&%&
'��� EGCG 

�����:"�����-�'.
/,�"��� NTBI ��#,����$��?���7�	-�,��0*
�*	�����*'�1,&/����,���*+:�""�&'.��

���	-�'.
/,�" (Wickramasinghe, Thein et al. 1999; Hamdaoui, Chahed et al. 2005; Thephinlap 

2007) ��� EGCG ���
�>�#��'��
0,,�'��:��������������z (Penn, Bobrowski et al. 1997; Galati, 

Lin et al. 2006) "��
�,*+	��.������""�������
$*	�
�>�
%�2+���2+�����&	."'������������"�����&


/,�"
"��1,&��"0�
��*6�
'����?���7�	-�,��0*
�*	�����*'��=�
�>��������	�*+���������" ��
$*	����
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�*��&�	������
�����������
,2�" (alternative medicine) ��"�����#2���.�
#���"��?���7�	-�,��0*
�*	

�/��*#	�-���*����	�1,&��"��1��"0���,����	,� "����"1����-*!="��?,$������"��/	��1,&���

%&
'��� EGCG ��"��
$*	�0=+�
�>�?,�'���|�-�����'��*+%������%�81,&�,����	��"�������% 

(Chow, Cai et al. 2003) 
#2+���������
�>�	�$��
/,�"�*+�&����
,2��1,&
�23�
	2+�'���z��"��"����"�	 

����/����&
/,�"1,&��.��,����&��"
"��������"�	,�,� ���?,���	�/�/����,��/�2�?���7�	��%-�,��0*


�*	�*%.���#�*��'�*+�*$=3�1,&��	.	2����$=3� 

 

�	���.�'
��� (Purposes of the study) 

1) 
#2+�'������4�-�`��� GTE 1,&��� EGCG ��"��
$*	���"��,�������-�'.
/,�" LIP 

1,&�&�����"0�
��*6�
'����
0,,�'��
#�&
,*3	� 

2) 
#2+�'������4�-�`��� GTE 1,&��� EGCG ��"��,�������-�'.
/,�" LIP 1,&�&�����"0�


��*6�
'����
0,,�",���
�23�/����
#�&
,*3	� 

3) 
#2+���&
���?,��� GTE '���&���w*���",���1,&��	.$��
���
,2��1�� �&���-�'.
/,�"��� 

NTBI 1,&�&��� TBARS ��
,2��$��/��-�,��0*
�*	�*+"����/��
����-�'.
/,�" 

4) 
#2+�!="��?,��� GTE '�����&-�'.
/,�"1,&��"0�
��*6�
'����
�23�
	2+�'��1,&/����$��

/��-�,��0*
�*	�*+"����/��
����-�'.
/,�" 

5) 
#2+�!="��%���
�>�#��$����� GTE 1,& EGCG '��
0,,�'��1,&
0,,�",���
�23�/����


#�&
,*3	� 

 

%&�*%����"��=���+	� (Outline of study) 

1) !="����
0,,�
#�&
,*3	� mouse primary hepatocytes, HepG2 cells 1,& mouse 

cardiomyocytes �*+:�"
/�*+	�����/��*���&
/,�"
"�����	���,&,�	 ferric ammonium citrate 

(FAC) 

2) !="��?,��� GTE 1,&��� EGCG ��"��
$*	�'���&��� LIP, ROS 1,& mitochondrial 

membrane � ��
0,,�
#�&
,*3	� mouse primary hepatocytes 1,& HepG2 cells 

3) !="��?,��� GTE 1,&��� EGCG '���&��� LIP 1,& ROS ��
0,,�
#�&
,*3	�mouse 

primary cardiomyocytes 
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4) !="��?,?,��� GTE 1,&��� EGCG '���&��� Hb, NTBI, TBARS, GSH ��
,2��$��

/��-�,��0*
�*	�*+�*���&
/,�"
"�� 

5) ��&
����&��� non-heme iron, reduced glutathione, collagen ��
�23�
	2+�'��1,&",���
�23�

/����$��/��-�,��0*
�*	�*+�*���&
/,�"
"��1,&
�����"����"�����	��� GTE 

6) "��!="��%���
�>�#��$����� GTE 1,& EGCG '��
0,,�
#�&
,*3	� hepatocytes 1,& 

cardiomyocytes   

 

�'*������/���+	� (Research Methodology) 


��
�	-4����,'
��&�$���,!,�'*������*,�+����*%��� 

  ������	�������������%������	�
 

  ���"��
'�*	�����"��/	�� (green tea extract, GTE) 1,&���%&
'���������#�1",�,%&
'���

1"
,' (epigallocatechin-3-gallate, EGCG) ��"��
$*	�'����-*"���*+1���
�� (Srichairatanakool, 

Ounjaijean et al. 2006) ��	���	������ (Camellia sinensis) �������� 20 "��,"���������/�1/����

'����
��%�
�6 ("��,��
6 800 ��''� �.�/���� 100 ��!�
0,
0*	�) 
�>�
�,���� 3 ���* ���
��"�����	

�3���.�� 80 ��!�
0,
0*	���� 10 ���* ���
���1/����	�'��.88�"�! (lyophilization) 
��
�>�?��"��

/	����
$*	� (POWDERED GREEN TEA EXTRACT) ��	����/�=+�$�� GTE :�"���
���
%��&/�/�


�",�"������%&
'���'���z�*+
�>���%���&"�����	��-* Analytical HPLC ��	���%�,������
%��&/� 

(Waters SpheroSorb-ODS2, 250x4.7 mm, 5-�m) '�����,&,�	
%,2+���*+���/��� isocratic elution 

(0.05% H2SO4 : acetonitrile : ethyl acetate = 86:12:2, v/v/v) ���	��'��"��
/, 1.0 ��,,�,�'�'�����* 

1,&'��'�������
%��&/�'���z�*+:�"�&��"���	"�����%�����",2�1���*+%���	��%,2+� 280 ����
�'� 

���"�������"��6��'�{��$�����%&
'��� (C, EC, EGC, EGCG 1,& ECG) %���
$��$��'���z

��	�'�����&"����
%��&/�
�*	�"�� 

  ������	�����
���!����$"�����!����%�����������������	�
  

  �*"����/�=+����
�1	"
"�� EGCG Fraction ���	��-* Semi-preparative HPLC (Thephinlap, 

Ounjaijean et al. 2007) ��	���%�,����/,�" (Luna ODS2, 250X10 mm, 5 �m, Phenomenex
®
, 

Torrance, California, USA) '��"��"����%�,���� (Luna ODS2, 50x10 mm, 5 �m, Phenomenex
®
, 

Torrance, California, USA) '�����,&,�	
%,2+���*+1�� isocratic elution with solvent (methanol : 
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H2O = 29 : 71, v/v) ���	��'��"��
/, 1.0 ��,,�,�'�'�����* '��'�������
%��&/�'���z�*+:�"�&��"

���	"�����%�����",2�1���*+%���	��%,2+� 280 ����
�'�  

 

�����
%
��&���'����

�������� 

  ������ GTE �*+
'�*	�
����'������4�-�`'�����"0�
����
�*	�"�������'�{�� trolox (trolox 

equivalent antioxidant capacity, TEAC) (van den Berg, Haenen et al. 1999) 1,&1���%���*+���
��

��"��
�>�/���	 “��,,�"���$����� trolox/�3��/��"��1/�� 1 "���”  

  �3��	�
%�*�*+��� 

1) ���,&,�	 ABTS�+: ,&,�	��� ABTS ���3��",�+��/��*%���
$��$�� 7 ��,,���,��� ��"��3�

���
�����E�"���	�"��?� MnO2 
�>�
�,���� 12-16 ��+�������*+�2�
#2+���"0�
�0� ABTS 

�/�",�	
�>� ABTS�+ 1,�����"��
�2����'�����	���,&,�	 PBS, pH 7.4 ��"�&��+�

���,&,�	 ABTS�+ �*3�*%�����",2�1���*+%���	��%,2+� 734 ����
�'� � �.�/���� 30 

��!�
0,
0*	�
���"�� 0.70+0.02   

2) ���,&,�	 GTE %���
$��$��'���z�*+
'�*	������,&,�	 PBS, pH 7.4  

3) ���,&,�	 trolox %���
$��$��'���z�*+
'�*	������,&,�	 PBS, pH 7.4  

��-*"����,�� 

?�����,&,�	 GTE, EGCG, ECG 1,& trolox (10 
��%�,�'�) "�����,&,�	 ABTS�+ 
(1 

��,,�,�'�) 1,���,��	�/�����E�"���	�"���*+�.�/����/������ 1-6 ���* '��'�����%��"�����",2�1���*+

%���	��%,2+� 734 ����
�'�
�*	�"�����,&,�	 sample blank (GTE 1,& trolox) 0=+�?,"��!="��

#����%��'�����"0�
����$�� GTE 1,& EGCG �*%��
���"�� 9.1 1,& 4.7 ��,,���,��� TEAC/�3��/��"��

1/�� 1 "���'��,����� 

������+��*���'4���-V%�	� (Yamaguchi, Matsunaga et al. 1986; Yamaguchi, Matsunaga et al. 

1986)  

  "��!="���*3�����-* fluorescent-derivatized HPLC �*+�*%���
���"��'�����������" (10
-12

 – 

10
-15

 ��,���) ���/�����
%��&/�"��
$�������& (free fatty acids, FFA) ��"�����'�{��1,&��"

�E�"���	� alcoholic saponification (alcoholic KOH) $�������%���&"�����3������� (Sesame oil) '��

$���,���	�.�� #,����1,&
	2+�/.��
0,,� ��	��!�	�E�"���	�
%�*$��/���%�����"0�,����
,".,"��


$�������&"�����
�2��1�� 3-bromomethyl-6,7-dimethoxy-1-methyl-2(1H)-quinoxalinone (BMMQ) 
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������&�*+�*
������'��
0*	� (��� potassium carbonate) 1,&��� 18-crown-6 ether 
�,*+	�
�
�>�

�����.#��-.�
�2��1�� BMMQ-FFA '���z�*+�����:1	"��"��""��
�����	��-* reversed-phase-HPLC 

��	"���&1�� gradient elution ���	'�����,&,�	
%,2+���*+ ��� 45 ���* 1,&'��'��'�����������.

#��-.�
�2��1��'���z 

  ���������*+�%����,��#���
% 

 ���
�23�
	2+�/����������/�1/��$���%2���	��-* lyophilization ���	
%�2+���2� (Savant Speed-Vac 

Plus) 
'�����,&,�	�3��
",2�,�
�1,������/�
0,,�1'"���	��-* sonication ��� 10-15 ���* ���"���"��

,�������	���,&,�	 methanol 0=+��*��� dichloromethane 
�>� internal standard ���'�����,&,�	��3�

��1	"��"��1,���&
/	�/�1/�����	
�"9�0
��'�
�� 

 ���
���
,2��1�������"���"��,�������	���,&,�	 isopropanol 0=+��*��� dichloromethane 


�>� internal standard (1:30:14.4, v/v/v) ���'�����,&,�	��3���1	"��"��1,���&
/	�/�1/�����	
�

"9�0
��'�
�� ����#,�����/�������"��,�������	���,&,�	 isopropanol 1,& NSS 0=+��*��� 

dichloromethane 
�>� internal standard (1:25:75:50, v/v/v/v) ���'�����,&,�	��3���1	"��"��1,��

�&
/	�/�1/�����	
�"9�0
��'�
�� 

 ,�����*+:�"�"����"�����	'�����,&,�	�����*	�:�"�����
'��/���
��-�,���	���,&,�	 BF3 �*+

�.�/���� 100 ��!�
0,
0*	���� 10 ���* 
�2+�
	��,��/�������"�����	���,&,�	
w�"
0�1,&�3�� 

(1:2:2, v/v/v) ���1	"��3�
w�"
0���"��1,&���
��&
/	�/�1/�����	
�"9�0
��'�
�� �����.#��-� fatty 

acid methyl ester �*+
��:�"�����,&,�	�/����
w�"
0� 1,&���
���
%��&/����������	��-* HPLC 

 ���
��$��"�.��
�
��	 HPLC 

 F*����,&,�	'���	��� (20 
��%�,�'�) 
$��
���
%�2+���2� HPLC ��	�'�����&'��
��*3 

analytical column (NovaPak
	

 C18, 3.9mm x 150mm, 4 �m) �.�/���� 30 ��!�
0,
0*	�, 

continuous gradient elution (70 
100% acetonitrile) (0 
 30 min) ��'��"��
/,�*+ 1.0 ��,,�,�'�

'�����* '��'��'������"��
�2��1��$�������&"�� FFA-BMMQ ���	
%�2+���2� on-line 

spectrofluorometer (� excitation 362 nm/� emission 415 nm) 1,&���'��
"'$����,���	���1"�� ChemStation    

���,&,�	"��
$�����'�{��: ?�����,&,�	 eicosapentaenoic acid (EPA), 

docosahexaenoic acid (DHA), arachidonic acid (ARA) 1,& alpha-linolenic acid (ALA) �/��*%���


$��$��'���z 1,&���
�F*���
%��&/� (50 
��%�,�'�) ���	��-* HPLC 

����������	
��
������������ 0.5 �����������  
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A

FL3000-530nm
Mix0.5_Std
Mix0.5_Std_060350#4.dat

Retention Time
Name

�

�

Standard fatty acids: Retention Time Peak area %Peak area Peak height %Peak height 

EPA 15.788 min 490738 23.84 23584 21.38 

DHA 17.825 min 490123 23.81 25434 23.06 

ARA 19.432 min 561777 27.29 30830 27.95 

LA 21.362 min 515958 25.06 30454 27.61 

�

����������	
��
������������ 1.0 �����������  

Minutes
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FL3000-530nm
Mix_Std
Mix_Std_060350#1.dat

Retention Time
Name

�

 

Standard fatty acids: Retention Time Peak area %Peak area Peak height %Peak height 

EPA 15.957 min 801470 22.31 46454 21.69 

DHA 17.998 min 876135 24.39 51260 23.94 
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ARA 19.650 min 1003852 27.94 59105 27.60 

LA 21.617 min 910949 25.36 57339 26.77 
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  L

A

FL3000-530nm
No74_Unk
No74_Unk_070350#2.dat

Retention Time
Name

�

Detected fatty acids: Retention Time Peak area %Peak area Peak height %Peak height 

DHA 18.243 min 195460 12.12 9922 10.24 

ARA 19.942 min 639063 39.63 37157 38.36 

Unidentified peak 20.833 min 147117 9.12 7801 8.05 

LA 21.973 min 630798 39.12 41978 43.34 

OA 26.511 min ND ND ND ND 

 

��.��� 5 Profile $��"��
$��� ARA, EPA, DHA 1,& LA �*+:�"��
%��&/����	��-* HPLC/Fluorescent 

detection 
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��.��� 6 "��6��'�{��$��"��
$��� ARA, EPA, DHA 1,& LA �*+��
%��&/���"��-* HPLC 

������+Y�/�Z.�.[&��������	�%&�*�6-*,9&-�-���4,&-�-,&� (Albright and White 1982)  

  ��� GTE 1,& EGCG �*4�-�'̀�����"0�
���� (anti-oxidation) 1,&���,�	��.��,����& (free-

radicals scavenging) 
�� �����3��=�%���*%��������:'���/�2��k��"��"��1'"'��$��
0,,�
���
,2��

1����"�����"0�1���� (hydrogen peroxide-induced red cell hemolysis) 
�����	 

  �3��	�
%�*�*+��� 

1) Red blood cell (RBC) suspension: 1	"1,&
'�*	� human normal 1,& thalassemic 

RBC �����,&,�	 PBS �/��*%�� 5% hematocrit  

2) ���,&,�	 Fe-NTA (0.1 mM 
'�*	������,&,�	 5 mM MOPS, pH 7.4) 

3) ���,&,�	 H2O2 (0.1 mM 
'�*	������,&,�	 5 mM MOPS, pH 7.4)   
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��-*"����,�� 

?�� RBC suspension (1 ��,,�,�'�) "�����,&,�	 GTE (12.5-100 mg/dl), EGCG (12.5-100 

�M) 1,& DFP (12.5-100 �M) (50 
��%�,�'�) '�3�
���*+�.�/����/������ 30 ���* ��"��3�
'��

���,&,�	 0.1 mM Fe-NTA (100 
��%�,�'�) 1,&���,&,�	 0.1 mM H2O2 (100 
��%�,�'�) ,�
� 

'�3�
���������3���.�� 37 ��!�
0,
0*	���� 3 ��+���� 
�2+�%��
�,��/�
'�����,&,�	 PBS ,�
� 8 

��,,�,�'� ���
��<��1	"
���
,2��1����"
� ������,&,�	����3���
����%��"�����",2�1���*+%���	��

%,2+� 540 ����
�'� 1,&%�����/�%�� %hemolysis ��	"��/���/�
���
,2��1���*+1'"'�����	 

hypotonic buffer (5 mM phosphate buffer, pH 7.0) �*%�� %hemolysis 
���"�� 100 

4���-,&������8"��=� (Thephinlap, Phisalaphong et al. 2009) 

 /����,���*+���',��"��!="����,�� ����/�=+�
�����%�����.
%��&/�������.���"

�%��"������	-�,��0*
�*	$��!��'�����	� �#. �.��!�� 6�7
���8 �:�����*����	�!��'����
,"., 

�/����	�,�	�/��, ���	�
$'!�,�	� �*"����/�=+�
�����#��#��-.�-1��#��-.���"�%��"������	-�,��0*
�*	

1,�������1#��#��-.�'�� 0=+���&"�����	/��",.���"'� (wild-type, WT) 1,&/��-�,��0*
�*	���� �-

thalassemic (BKO, Hbb
th-3

/Hbb
+
) /�2� �-knockout mice 1,&/��-�,��0*
�*	���� double 

heterozygous knockout (DH, �m+/+
 �m+/-

 �E
) (����*+ 7) ��-*"��!="��'���z��/����,��
��	2+�
���

1,&
�����"����������"%�&"���"�����	�����"�������'����,�� %�&1#�	!��'�� 

�/����	�,�	
�*	��/�� (Reference Number 3/2548)  

 

 

��.��� 7 1?�?��"��?��#��-.�1,&1#��#��-.�/��-�,��0*
�*	 
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���"��
,*3	�/����,����"���
'�
,� (3-4 '��'��"��) �*+���#23����	$*3
,2+�	 ����&/���/����,��:�"

%��%.��/��*�.�/����%��*+ 23+2 ��!�
0,
0*	� %����23����#��-� 60+5% ��������
�,� (",����� 12 

��+����/",��%2� 12 ��+����) ��'����'� 
,*3	������	��/���"'���'���'�{�� (normal formula diet /�2� 

NF diet) 0=+���&"�����	%����23� 12% ���'*� 24% 
$��� 4.5% "�"
	 5% #,����� 3040 "��,

1%,��*'��"��� 1%,
0*	� 1% 6��6���� 0.9% �0
��*	� 0.2% ��'��
0*	� 1.17% 1�"�*
0*	� 

0.23% 1��"��*� 171 #*#*
��� ���1�� 22 #*#*
��� ���"&�* 100 #*#*
��� 
/,�" 180 #*#*
��� �%��,'� 

1.82 #*#*
��� 0*,*
�*	� 0.1% ��'����
� 20000 /���	��",'��"��,"��� ��'�����* 4000 /���	��",'��

"��,"��� ��'�����* 100 ��,,�"���'��"��,"��� ��'����
% 5 ��,,�"���'��"��,"��� ��'�����*/�=+� 20 

��,,�"���'��"��,"��� ��'�����*��� 20 ��,,�"���'��"��,"��� ��'�����*/" 20 ��,,�"���'��"��,"��� 

��'�����*������ 20 ��,,�"���'��"��,"��� niacin 100 ��,,�"���'��"��,"��� "���6,�" 6 ��,,�"���'��

"��,"��� 
���'�� 0.4 ��,,�"���'��"��,"��� 1,&�%,*�%,�
��� 1500 ��,,�"���'��"��,"��� ���/�����/��


����-�'.
/,�" (0.2% w/w ferocene supplemented diet /�2� FE) 
'�*	�$=3�
����	"��
'����� iron 

ferrene /�2� ferocene (0.2 "���% ��	�3��/��") ,�
�����/����'���'�{�� /����,������3��",�+�

����.�-�
̀���*+����.��$��#,��'�" (�#,*
��-�,*�) 
�� 

*-9&����           0     1         2               3     4          5                 6 

�

Control: 

 

 

FE: 

 

FE/GTE: 

 

FE/EGCG: 

 

FE/DFP: 

����"��
/�*+	�����/�
"�����&
/,�"
"�� ����"����"�����		�$��
/,�" 

NF diet 

��<��,	�� (30 ��,,���	�/��!,��	�/�	�) 

��<��,	�� (30 ��,,���	�/��!,��	�/�	�) 

FE�diet�

GTE (300 ��,,���	�/��!,��	�/�	�) 

FE�diet�

EGCG (50 ��,,���	�/��!,��	�/�	�) 

FE�diet�

DFP (50 ��,,���	�/��!,��	�/�	�)�

FE�diet�
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/��	
/'. ����/��-�,��0*
�*	 �E
-transgenic (TG, Tg (LCR�G
A
��E

) Hbb
+
/Hbb

+
) 
��
��

���"��!="��
�2+����"�*�.����%����#��#��-.�-1��#��-.��*+
��������*���#����"�	
��%��	1$��1�� ?,"��

?��#��-.������/8��/��.��,�"�*+
�>�/�� WT (60-75%) 1,&/�� BKO (25-40%) �*���%��3�
���.��,�"�*+
�>�

/�� DH (1-2%) 1'�"��*���#����"�	
���������1,&
�*	�*��',�
�2+��*��	. 1-2 �����/�/�2�:�"1��"��"��

��"���&
%�*	��������"�	 ����/�� TG 1���&
�������:���"��1#��#��-.�,�"/,��
��
,	 �����3�

?������	�=��.��
���!="����/��#��-.��"'� (normal phenotype & genotype) 
��*	�
�*	�"��/��-�,��0*
�*	 

BKO (thalassemia intermedia phenotype) �*+�*���& mild anemia 1,&�*����"�	1$��1��
#*	�#��*+�&

�������&
/,�"
"��
����� 6-8 
�2��   

"��
/�*+	����/����,���/��*���&
/,�"
"�� (Iron loading) ��	"��
,*3	����	��/��-�'.
/,�" 

(ferrene supplemented diet, FE diet) 
�>�
�,� 5 ���'�������/� (������-!."��) ��� 3 
�2�� ����
�,�

�&/������3�
"��
,2����"
���
,2��������
���,�	/�������'�������&��� NTBI (Singh, Hider et al. 

1990) �."�����/���#�����*�&���
"�� 1 
��%���,��� '����"��3��=����"��1���/����,�� WT 1,& 

BKO �*+�*���&
/,�"
"����"
�>�",.��'���z1,&���"����"�����	��� GTE, EGCG 1,&	�$��
/,�"

��'�{�� DFP ���	��-*"��"�� (���1���$���,���) 
�>�
�,���� 3 
�2�� 

���"��
��&
,2�� (whole blood) ��"
���
,2��������
��/��/�� (0.1 ��,,�,�'�'��%��3�) �."
�2��

�����/,����,���*+�*��� lithium heparin 
�>�����k��"��
,2��1$��'�� 
#2+����
�'������%��'���*3���

'���z����*�
%�* (
��1"� NTBI, TBARS) 1,&����,/�'���	� (
��1"� hemoglobin, erythrocyte 

oxidative stress) 
�2+�%��
�,� 3 
�2����"����������"�����		�$��
/,�" �/����"��.8��'/����,��

��	���"���,����	
��*
-��� ���"��
����������� 
��&���
,2����"/���� (cardiac puncture) 
#2+����
�

'�������&���%��'���*3���'���z ���"��'��1	"���	�&���%�8 (
��1"�'�� ����1,&/����) ��"����+��3��/��" 

(wet weight) 1,&1���1	"
�23�
	2+�'���z
/,����3�
#2+����
���
%��&/����#	�-����	� (
��1"� 

Hematoxylin and Eosin (H&E) staining, Perl’s staining 1,& Mason trichrome staining) 1,&���

�*�
%�* (
��1"� Ferrozine colorimetric assay, Ehrich’s reagent-based hydroxyproline assay) 

���"��=�;,%&�
�� GTE �,' EGCG ��&����������%&�*�6-*,9&-�-���4���-,&� 

 ��� catechins (
��� EGCG 1,& ECG) ����
$*	��*4�-�`"�������.��,����&1,&���'�=�-�'.
/,�"


�� �����3��=�%���*!�"	��#���		2���	.$��
���
,2��1�� (RBC survival) ��/�� WT 1,& BKO �/�	2�

	��$=3� (��	
F#�&�	���	�+������&�*+/����,���*���&
/,�"
"��) 
�����"��'��������	.
���
,2��1��

���	"��������
���'��'��F,�"���
",�%6���� (glycophorin) ��
	2+�/.��
0,,�
���
,2��1�� 1,��	���

�*"%��3����	���,&,�	 phycoerythrin (PE)-conjugated streptavidin 1,&���
�'������"��
�2��1���*

1��$��
���
,2��1�� (PE-conjugated streptavidin-biotin-glycophorin=RBC) ���	��-*�6,
0�'
�'�* 
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 ���"��F*����,&,�	
���'�� (EZ-Link Sulfo-NHS-Biotin, Pierce, Rockford, IL, USA) (%���


$��$�� 15 ��,,�"���'����,,�,�'�) �����'� 200 
��%�,�'�
$��
���
,2��������
��/��/�� ��"��3����"��


��&
"��
,2����"
���
,2��������
��/��/����&��� 2-3 
��%�,�'��	����
�,�'���z ���"���<��1	"


���
,2��1����"��1,&,������	���,&,�	 HEPES-buffer saline (HBS) �*+��&"�����	 10 mM 

HEPES, pH 7.4 1,& 165 mM NaCl 
'�*	�1,&��� RBC suspension (5x10
6
 
0,,�'����,,�,�'�) �����

"��	������	���,&,�	 PE-conjugated streptavidin (5 
��%�"���'�� 1 ��,,�,�'������,&,�	 2.5 

mM CaCl2-supplemented HBS) 1,&���
�'������%��"��
�2��1�� (fluorescent unit, FI) ���	


%�2+���2� FACS-Caliber flow cytometer (Becton-Dickinson) (de Jong, Emerson et al. 2001; 

Manodori and Kuypers 2002) 0=+��&�/�?,"����,���������*+ 8 �*+1�����88��"��
�2��$��",.��

��&��"�
���
,2��1��     

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

��.��� 8 Scatter plot 1,& Histogram plot $��"��
�2��1�� (M2) $��
���
,2��1�� (R1) �*+
��
��	��� 

(1:���) 1,&	��� (1:�,���) ���	���
�2��1�� PE 

���*������,'*$�'*,����*7,,��	� 

�/0���!�"
�������"��	/������. 
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 ���,&,�	 10x Leffert’s buffer (250 mM HEPES, 1.15 M NaCl, 50 mM KCl, 10 mM 

KH2PO4 pH 7.4) ,&,�	 HEPES 59.57 "��� NaCl 62.27 "���  KCl 3.73 "��� KH2PO4 1.36 "��� ��

�3�����!��"
������&��� 800 ��,,�,�'� ���� pH 
�>� 7.4 ���	���,&,�	 10 N NaOH ����

�����'�
�>� 1 ,�'����	�3�����!��"
���� �����"���?��� filter membrane (0.2 �m) 

 ���,&,�	 1 M CaCl2 ,&,�	 CaCl2·2H2O ������ 73.5 "������3�����!��"
���� ����

�����'�
�>� 500 ��,,�,�'� 1,�����
����
�23���/����=+����
� 

 ���,&,�	 0.2 M EGTA (ethyleneglycol tetraacetic acid) ,&,�	 EGTA ������ 38.04 "��� 

���3�����!��"
���� ���������'�
�>� 500 ��,,�,�'������"���?��� filter membrane (0.2 �m) 

 ���,&,�	 Chelation buffer A (1x Leffert’s/0.5 mM EGTA) 
'�� 0.625 ��,,�,�'� $��

���,&,�	 0.2 M EGTA ,�
� #�������������'�
�>� 250 ��,,�,�'� ���	 1x Leffert’s buffer ����*+ 37 

��!�
0,
0*	� 

 ���,&,�	 Collagenase buffer (1x Leffert’s/1 mM CaCl2) 
'�� 0.5 ��,,�,�'�$�����,&,�	 1 

M CaCl2 ���������'�
�>� 500 ��,,�,�'����	 1xLeffert’s buffer 1 ��+����"��� perfusion ���"��,&,�	 

Collagenase type IV 70 ��,,�"��� ,������,&,�	 buffer (1x Leffert’s/1 mM CaCl2) ����*+ 37 ��!�


0,
0*	� 

 ���,&,�	 Buffer C (1x Leffert’s/2 mM CaCl2) 
'�� 0.5 ��,,�,�'�$�����,&,�	 1 M CaCl2 

���������'�
�>� 250 ��,,�,�'� ���	 1x Leffert’s buffer "������"�� perfusion ���"��,&,�	 BSA 1.5 

"��� ,������,&,�	 buffer (1xLeffert’s/2 mM CaCl2) ����������3��1$�� ��"����,��������
�>�'���


#�+� growth factor �*+���
�>�'��"��
���81,&"���*�*��'���$��
0,,� '���	���
��� epidermal growth 

factor (EGF), insulin, hydrocortisone, transferrin 
#2+��/��*������
0,,�
#*	�#�1,&�	�����
�����

',������"����,�� 

 ������"��	/������.�������*1�24�� (Schmidt, Schmitz et al. 2005) 
���'����"/��
���� (C57/BL6) �*+���"��.8��'1,����,������	��6
6���,����*+��&"�����	 5.4 

mM KCl, 116 mM NaCl, 20 mM HEPES, 25 mM NaHCO3, 5.6 mM glucose pH 7.4 1,& 0.63 

mM EGTA 	��	���	
��
0��%�,,��*
�� (0.025%, w/v 1,&�*������ CaCl2 0.75 g/l) ��� 

hepatocyte pellet �*+
����
'��,������,&,�	��6
6��� Krebs Ringer �*+��&"�����	 3% BSA, 25 

mM NaHCO3, 20 mM HEPES pH 7.4, penicillin 100U/ml 1,& streptomycin 100 mg/ml ��"��3���� 

hepatocyte suspension �*+
��
�
#�&
,*3	�����/��
,*3	�
0,,� Minimum Essential Medium (MEM) �*+

��&"�����	 penicillin 100U/ml, streptomycin 100 mg/ml, Fungizone 3.75 mg/ml, 

dexamethazone 1 mM , insulin 0.2 U/ml, fetal bovine serum 10% (v/v) ��	�'�����&�*+
/��&�� 

������"��	/������.��� HepG2 (Huang, Chen et al. 2001) 
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��� HepG2 cells 
�
#�&
,*3	�����/��
,*3	�
0,,� Minimum Essential Medium (MEM) �*+

��&"�����	 penicillin 100U/ml, streptomycin 100 mg/ml, Fungizone 3.75 mg/ml, 

dexamethazone 1 mM, insulin 0.2 U/ml, fetal craft serum 10% (v/v) ��	�'�����&�*+
/��&�� ���


0,,�'��
#�&
,*3	��*+
����'������"������*��'���	
�%��% Trypan blue dye exclusion ��	"��1���


0,,�'��,������#,��'�"
,*3	����!��"
�23���% ���"������*+ 37 ��!�
0,
0*	� 
�>�
�,� 4 ��+����


#2+��/�
0,,�
"�& 
�2+�%��
�,� ���
�����,&,�	 Buffer C ��"��3� 
'���*	��� trypan blue ,�
��� 

hepatocyte suspension %��	z
$	���/�?��"�� '�3�
���*+�.�/����/��� 2-3 ���* ���
�/	�,���1?��

�
,��1"�� ���"��'������������
0,,�'�	 ('���*�3��
���) 1,&������
0,,��*�*��' (
��'���*�3��
���) 1,��

%�����/� %cell viability 

���*������,'*$�'*,����*7,,��,8��*�9�&4	��+ (O'Connell, Rodrigo et al. 2007) 

�/0���!�"
�������"��	/������. 

 ���,&,�	 Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS), Free Ca
2+

/Mg
2+

, pH 7.4 
'�*	���	

,&,�	  NaCl 8.00 "���  KCl 0.40 "��� Glucose 2.70 "��� NaHCO3 0.35 "��� KH2PO4 5.99 "���

1,& Na2HPO4  4.83 "������3�����!��"
������&��� 800 ��,,�,�'� ���� pH 
�>� 7.4 ���	

���,&,�	 10 N. NaOH 1,&���������'��.����	�/�%�� 1 ,�'����	�3�����!��"
���� �����"���

?��� filter membrane (0.22  m) 

 ���,&,�	 collagenase ,&,�	?�
��
0�� collagenase type II 4 ��,,�"��������,&,�	 

HBSS 2 ��,,�,�'� "�����,&,�	�������3��1$����� 30-60 ���* "���?��� filter membrane (0.22 

 m) 
"��
���*+�.�/���� -20 ��!�
0,
0*	� 

 ���,&,�	 trypsin (0.25 %) ,&,�	?�
��
0�� trypsin 2.5 ��,,�"��������,&,�	 1 mM 

EDTA �����'� 1 ��,,�,�'� 

���,&,�	 fungizone ,&,�		� clotrimazole 10 ��,,�"����� HBSS 4 ��,,�,�'� 

  ���,&,�	 Penicillin/Streptomycin (Pen-Strep) ,&,�	 Penicillin/Streptomycin 10,000 

U/10,000 mg/ml �� HBSS 

 ���,&,�	 serum-free M199 Medium ,&,�	��/��
,*3	�
0,,� M199, HEPES 4.76 "��� (20 

mM), NaHCO3 2.20 "��� (26.2 mM) ���3��",�+����!��"
������&��� 800 ��,,�,�'� ���� pH 
�>� 

7.2 ���	���,&,�	 10 N. NaOH ���������'��.����	�/�%�� 1 ,�'����	�3��",�+����!��"
���� 

�����"���?��� filter membrane (0.22  m) 

���,&,�	 complete M199 Medium ��� Serum-free M199 medium ��
'�� Fetal Bovine 

Serum (20%) 1,& Pen-Strep solution (1%) 

���!������.�������6/
��
7% 
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���"�����,�/��
���� (adult C57BL6 �3��/��" 30 "���) ���	 diethyl ether ��"��3����"��?��


����������� ��"��3��=�'��/����/����"�����,��� Petri dish �*+�* Serum-free M199 ���/����/��
�

1��1,&�.��,��� HBSS 5 ���* 1,&1���� clotrimazole 5 ���* 1,�����/����/��
�,����� HBSS 1-2 

���* ���
�1��1,&�.���� Pen-Strep 5-10 ���* 1,&,����� HBSS �*" 1-2 ���* ��"��3��=����/����/��
�

����� Petri dish �*+�* Serum-free M199 �*" plate /�=+� 1,��'����3�
�23�
��
F#�&����$�� ventricle 

1,&'���/��*$���
,�"��"z ��	��� forceps 1,&�*�?��'��  
��� Media 1,&��3�
�23��*+
������� 15-ml centrifuge tube ���"���<��1	"
0,,�"�� suspension 

��	 centrifuge �*+ 3000 rpm ��� 5 ���* ���
������ supernatant ��3� �����3�
�23������*+
/,2���1	"

��	
'�����,&,�	 collagenase 2 ��,,�,�'� ���$=3�-,� 1,�����
�����*+�.�/���� 37 ��!�
0,
0*	��� 

5%CO2 incubator ��� 15 ���* 
'�� Complete M199 medium ,�
� 4 ��,,�,�'�
#2+�/	.��E�"���	� 

���
��<��1	"�*+ 3000 rpm ��� 5 ���* ���
������ supernatant ��3� 


'�����,&,�	 trypsin ,�
� 2 ��,,�,�'� ���$=3�-,� 1,�����
�����*+�.�/���� 37 ��!�
0,
0*	�

�� 5%CO2 incubator ��� 15 ���* 
'�� complete M199 ,�
� 4 ��,,�,�'�
#2+�/	.��E�"���	� ���
��<��

1	"�*+ 3000 rpm ��� 5 ���* ���
������ supernatant ��3� 

������"��	/������.�������6/
��
7% 

'�� Complete M199 medium ,�
� 5 ��,,�,�'������ centrifuge tube $���%����. 15 

��,,�,�'� 
#2+� resuspend cell pellet 1,��
$	��?�� ��"��3��=���
�' cell suspension �*+�* Complete 

M199 medium �	�� 5 ��,,�,�'� ,��� culture T flask 1,&���
�
#�&
,*3	��*+ 37 ��!�
0,
0*	��� CO2 

incubator 
�2+�
#�&
,*3	�
0,,�/�����{�����
����&��� 10 ��� "��&���"�� trypsinized 
0,,� 1,������

'&"��$��
0,,�
��������'��"������*��'$��
0,,����	
�%��% Trypan blue dye exclusion test 

��"��3��=�1���
0,,�1,&
'����/��
,*3	�
�23�,������
,*3	�
�23� ���"������*+ 37 ��!�
0,
0*	� 
�>�
�,� 

24 ��+���� 
#2+��/�
0,,�
"�&?������&  


�2+�%��
�,� ���
����/��
,*3	�
0,,���3� 
'������"���*+'���"�������%2� GTE, FAC, EGCG 

1,& DFP �*+%���
$��$��'���z,������
,*3	�
0,,� ���
�����*+�.�/���� 37 ��!�
0,
0*	�
�>�
�,� 24 

��+������'���� 5%CO2 incubator 
�2+�%��
�,� ���
�����,&,�	��3� '������%���
�>�#�� 

(Cytotoxicity test) $����������'��
0,,�",���
�23�/�������	
�%��% MTT method ��	"��
'��

���,&,�	 MTT dye ,�
� ���
�����*+�.�/���� 37 ��!�
0,
0*	�
�>�
�,� 4 ��+���� ��"��3��=����

���,&,�	��3�/����3� 1,&
'�����,&,�	 dimethyl sulphoxide (DMSO) ,�
� 1,&���"�����'���*" 10 

���* 1,���=����
����%��"�����",2�1���*+%���	��%,2+� 540/630 ����
�'� 

���"��=�;,%&� GTE �,' EGCG ��&�'-	� LIP ��*7,,�*$�'*,���� 

���
0,,�
#�&
,*3	� primary hepatocytes, HepG2 cells 1,& cardiomyocytes ��
'��

���,&,�	 ferric ammonium citrate (FAC, 1 mM) 
#2+�
/�*+	�����/�
0,,��*���&
/,�"
"�� (Wu and 
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Cederbaum 2008) 1,�����"����"�����	 GTE, EGCG, DFP 1,& DFO �*+�.�/���� 37 ��!�
0,
0*	�


�>�
�,���� 1 ��� ��"��3��=����
0,,�
#�&
,*3	���3�
�'�������&��� LIP �*+�*�	�����	��-* calcein 

fluorescent method  

���"��=�;,%&� GTE �,' EGCG ��&#��' oxidative stress ��*7,,��	�*$�'*,���� 

���
0,,�'��
#�&
,*3	���
'�����,&,�	 FAC (%���
$��$�� 0.1 mM) 
#2+�
/�*+	�����/�
0,,��*

���&
/,�"
"��1,&��"0
��*6�
'�� 1,�����"����"�����	 GTE, EGCG, DFP 1,& DFO �*+%���


$��$��'���z '�3�
���*+�.�/���� 37 ��!�
0,
0*	���� 1 ��� ��"��3��=����
0,,�
#�&
,*3	���3�
�'������

�&��� ROI ���	��-* DCF fluorescent method  

���"��=�����*._�$�=*����$,	�%&� GTE �,' EGCG ��&*7,,��	�*$�'*,���� 

���
0,,�'��
#�&
,*3	���
'�����	���,&,�	 FAC, GTE, EGCG, DFP 1,& DFO �*+%���


$��$��'���z ���"�����
0,,��*+�.�/���� 37 ��!�
0,
0*	�
�>�
�,���� 1 ��� 1,�����
0,,�
#�&
,*3	�

��3�
�'������������
0,,��*+�*�*��'��� (viable cells) ���	��-* MTT method (�����	,&
�*	�$���,���) 

���"��=�����*._�$�=*����$,	�%&� GTE �,' EGCG ��&*7,,��,8��*�9�&4	��+*$�'*,���� 

���
0,,�",���
�23�/����
#�&
,*3	���
'�����	���,&,�	 FAC, GTE, EGCG, DFP 1,& DFO �*+

%���
$��$��'���z ���"�����
0,,��*+�.�/���� 37 ��!�
0,
0*	�
�>�
�,���� 1 ��� 1,�����
0,,�


#�&
,*3	���3�
�'������������
0,,��*+�*�*��'��� (viable cells) ���	��-* MTT method (�����	,&
�*	�

$���,���) 

������+�	-.����
`�!�!�,�����*,9&- (Gambino and Sunderman 1965) 

  
'��
,2�� heparinized blood (20 
��%�,�'�) ,����3��	� Drabkin’s solution (5 ��,,�,�'�) 


$	���/�?��"��1,&'�3�
���*+�.�/����/������ 10 ���* ���
����%��"�����",2�1���*+%���	��%,2+� 540 

����
�'�
�*	�"�� Drabkin’s solution 1,��
�*	�/�������%���
$��$��$��w*���",�����"��6

��'�{��  

������+�	-.����
/���*4,6���. NTBI ��$,�
�� (Singh, Hider et al. 1990)  

  
'�����,&,�	 NTA %���
$��$�� 800 ��,,���,��� (50 
��%���,���) ,���#,����'���	��� 

(450 
��%�,�'�) 
#2+��=�-�'.
/,�"��� NTBI �/�",�	
�>� Fe-(NTA)2 ���
��<��?��� ultrafiltration 

membrane (30-kD molecular weight cut-off) 
#2+�"��������'*�'���z��#,������"
� ������,&,�	

�*+�<��
��
���
%��&/�/�������
/,�"��� NTBI ���	��-* RP-HPLC ��	��!�	/,�""��%2�  ��� 1-methyl-
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2-propyl--3-hydroxypyridin-4-one (/�2�CP22) %���
$��$�� 3 ��,,���,��� ��'�����,&,�	�&�*+

��&"�����	 19% acetonitrile �� 5 mM MOPS, pH 7.0 �&
$��1	�����-�'.
/,�"��"�����&"�� 

Fe
3+

-(NTA)2 ����* 1,��
�,*+	�
�>������&"�� Fe
3+

-(CP22)3 0=+��*�*1��1,&�����:'������"��

���",2�1��
���*+%���	��%,2+� 450 ����
�'� ���%�� peak area $�� NTBI peak �*+1	"
��
�/�

��������	
�*	�"��"��6��'�{�� standard Fe curve �*+�����$=3���"���,&,�	 Fe-NTA %���


$��$�� 0-32 
��%���,��� 

������+�	-�'-	�/���*4,6���. LIP ��*7,,� (Cabantchik, Glickstein et al. 1996) 

��-* calcein-fluorescent technique :�"��������
#2+�'������������
/,�"����&�*+�*�	����
0,,�'�� 

��� calcein acetomethoxy (calcein AM) �*+
'��,�
� �&1#��?���
$��
���
0,,�1,&:�"
w���
,0���	


��
0�� esterase ��
0,,�
��
�>���� calcein 0=+��*%.�����'�
�2��1��:��:�""�&'.�����	,��1��
,
0��� 

�����&"��-�'.
/,�"��	��
0,,�
�*	"��� labile iron pool (LIP) /�2� labile cell iron (LCI) 
"��

�E���%��	'��"�������� calcein ����/�
"��"��
�2��1��$����� calcein ,�,� ��� iron chelator 


���	�$��
/,�"�*
6����#�� (DFP) 1,&����"��/	���*+��&"�����	%&
'��� (green tea catechins) 

�����:1	�����"�� LCI 
�� ����/�"��
�2��1��",��
#�+���"$=3� 

Hepatocyte culture 

���
0,,�'���*+
����	��	���	
��
0�� trypsin 
#2+�1	"
0,,�'���*+
"�&��?������&�/�/,.�

��"�� �<��,������	���,&,�	��6
6��� 3 %��3� 
'�����,&,�	 FAC (1 mM) ,�
�
0,,�'��
#�&
,*3	�


#2+�
/�*+	�����/�
"�����&
/,�"
"��
�>�
�,� 24-48 ��+���� '������������
/,�"��
0,,�"���1,&/,��

"����"�����	��� GTE, EGCG 1,&	� DFP ��	���"��	���
0,,�'�����	���,&,�	 calcein AM 

���
����"��
�2��1�� (calcein) $��
0,,����	
%�2+���2� 96-well plate reader spectrofluormeter 1,��

%�����%���*+���
�>� Fluorescence intensity (FI) unit/10
6
 cells 

Cardiomyocyte culture 

���
0,,�",���
�23�/�����*+
'�*	�
����
'�����,&,�	 FAC (1 mM) ,�
�
#2+�
/�*+	�����/�
"��

���&
/,�"
"��
�>�
�,� 24-48 ��+���� '������������
/,�"��
0,,�"���1,&/,��"����"�����	��� 

GTE, EGCG 1,&	� DFP ��	���"��	���
0,,�'�����	���,&,�	 calcein AM ���
����"��
�2��1�� 

(calcein) $��
0,,����	
%�2+���2� 96-well plate reader spectrofluormeter 1,��%�����%���*+���
�>� FI 

unit/10
6
 cells 

 



���������	
 ���
������������
�����������

����������
����� 4�

� 33

������+�	-�'-	�&����,&�
�'#����*7,,� (Shen, Shi et al. 1996; Amer, Goldfarb et al. 2004)

 
��
0�� esterase ��
0,,��*�*��'�&
w���
,0����
%�* 2’-7’-dichlorofluorescin diacetate 

(DCFH-DA) �*+1#��0=�
$��
���
0,,��/�",�	
�>���� 2’-7’-dichlorofluorescin (DCFH) "��� ��"��3�

�����&"��  ROI �*+�*�	����	��
0,,��&��"0�
�0���� DCFH �/�",�	
�>���� oxidized 

dichlorofluorescein (DCF) �*+�*%.�����'�
�2��1��
�� 0=+�%���
$��$��"��
�2��1���&
�>��������

��	'��"����������.��,����&�*+�*�	����
0,,� 0=+�1���%���*+���
��
�>� FI unit 

  Hepatocyte cultures  

  ���
0,,�'��
#�&
,*3	� (cell suspension) ��
'��,��� 96-well plate ��"��3�
'����� 10  M 

DCFH-DA ,�
� '�3���3�
����'���� 5%CO2 �.�/���� 37 ��!�
0,
0*	���� 30 ���* ,���
0,,� 
'��

���,&,�	 FAC (100  M) ,�
�
#2+�
/�*+	�����/�
"�����&
/,�"
"��
�>�
�,� 30 ���* ��"��3��=�
'��

��� GTE 1,&��� EGCG ,�
� '�3���3�
����'���� 5%CO2 �.�/���� 37 ��!�
0,
0*	���� 30 ���* 

���
����"��
�2��1��$��
0,,����	
%�2+���2� 96-well plate reader spectrofluorometer (�excitation 488 

nm/ �emission 512 nm) 1,��%�����%���*+�����"��
�>� FI unit 

  Erythrocytes 

  
'�*	� RBC suspension �����,&,�	 PBS, pH 7.4 �/��*������ 1x10
6
 
0,,�'����,,�,�'� 


'�����,&,�	 DCF-DA ,�
� '�3�
���*+�.�/���� 37 ��!�
0,
0*	� (5% CO2 atmospheric condition) 

��� 15 ���* ���
�'������"��
�2��1�����	
%�2+���2� flow cytometer (Becton Dickinson FACScan 

(BD Bioscience, CA) 1,&��
%��&/�$����,�*+���
�����	���1"�� Cell Quest software (Becton 

Dickinson) 

������+�	-���"	���Vzz[����*�
*�9�&4�8�V�!��&�*-��� (Ran, Xu et al. 2007)  

 ���
%�* dihydrorhodamine123 (DHR123) 
�>� oxidant sensitive-fluorescent probe �*+���

'��������� ROS �*+�	����
��'%��
��*	
���*"������ DCF ��� ROS �&��"0�
�0���� DHR123 �/�

",�	
�>���� R123 �*+
�2��1���*1�� ��	���
0,,�
#�&
,*3	���
'��,��� 96-well plate ��"��3�
'����� 

10  M DHR123 ,�
� '�3���3�
����'����  5%CO2 �.�/���� 37 ��!�
0,
0*	���� 30 ���* ,���
0,,� 

1,&
'�����,&,�	 ammonium ferric citrate (100  M) ,�
�
#2+�
/�*+	�����/�
"�����&
/,�"
"��
�>�


�,� 30 ���* ��"��3��=�
'����� GTE 1,&��� EGCG ,�
� '�3���3�
����'���� 5%CO2 �.�/���� 37 

��!�
0,
0*	���� 30 ���* ���
����"��
�2��1��$��
0,,����	
%�2+���2� 96-well plate reader 

spectrofluorometer (�excitation 505 nm/ �emission 529 nm) 1,��%�����%���*+�����"��
�>� FI unit 
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������+�	-����*._�$�=*����$,	���&*7,,� (Jover, Ponsoda et al. 1992) 

  ����"����"��
$*	��*+�*'���
���*%���
�>�#��'��
0,,��*�*��'1,&
���*?,����/�
0,,�
/,����3�'�	


�� (cell viability) ��"����,���*3�=����"��!="��%���
�>�#��$����� GTE 1,& EGCG ��"��
$*	�

'��
0,,�'��
#�&
,*3	����	��-* MTT assay ��	��!�	/,�""���*+
0,,��*�*��'	��%��*"��������1,&
�'���

,��0=����%�8�	���/�=+��*+�����:����������&"���*���0�����,	� (reducing equivalent compounds) 


��� NAD(P)H, FADH2 $=3���	��
0,,��*+�*%.�����'��*���0����
%�* 3-(4,5-dimethylthiazolyl-2)-2,5- 

diphenyltetrazolium bromide (MTT) �/�
��?,�'���|�
�>�?,="�*���� formazan $=3��� :���*"��'�	$��


0,,�
"��$=3�"��&����/�%���
$��$���*�3��
���,�,� 

 ���"��!="����	���
0,,�
#�&
,*3	���
'�����	���,�	 MTT '�3�
���*+�.�/����/���
#2+��/�


"���E�"���	�1,&
��?,="���?,�'���|� formazan ���"��,&,�	?,=" formazan ���	���,&,�	 0.1% 

DMSO ������,&,�	�*�3��
����*+
��
�'������%��"�����",2�1�����	
%�2+���2� Dual UV-VIS 

spectrophotometer (�540 nm/630 nm) 

����	-.����
/���*4,6���. non-heme iron ��*�9�&*�9�&�	� (Fischer 1964; Imbert-Bismut, 

Charlotte et al. 1999) 

������-�'.
/,�"�&����'��:2�
�>�1/,����'�{�� (gold standards) �*+1���:=�����&-�'.


/,�"������"�	$����'��
,*3	�,�"���	�� 1�������-* graphite-furnace atomic absorption spectrometry 

(GF-AAS) 
�>��*+	��������/������'������������
/,�"��
�23�
	2+�'��1'�"��*$���"#���������&"�� 

"��!="��%��3��*3�����-*"������/�
/,�"���
6���� (Fe 
2+

) 
"���*"����� 2,4,6-tripyridyl-s-triazine (TPTZ) 

 �3��	�
%�* 

1) ���,&,�	 1.5 M acetate buffer, pH 5.0  

2) ���,&,�	 TPTZ reagent: ,&,�	��� TPTZ ������ 0.1 "�����"�� conc. HCl 

�����'�
,�"���	 1,��
'����� sodium acetate ������ 40 "��� "�� glacial acetic acid 

�����'� 29 ��,,�,�'�1,&�3��",�+������'� 40 ��,,�,�'�,�
� ����/�,&,�	
$��"���* ��"��3�


'����� hydroxylamine hydrochloride ,�
� 3 "���   

3) ���,&,�	
/,�"��'�{�� (2-10 �g/ml) 
'�*	���"�� perchloric acid (1:10 dilution) 

��-*"����,�� 

���"����1/��
�23�
	2+�'����
'�
?��.�/���� 120 ��!�
0,
0*	���� 24 ��+���� ��+�
�23�
	2+�'��

1/�� 100 ��,,�"��� ���"��	��	���	���,&,�	"��?�� (conc. HCl : conc. HNO3 = 1:1, v/v) �� hot 
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plate ��
/��
�%����*
/,2��
"��$=3� ������,&,�	 hydrolysate �*+
�������������'��� volumetric 

flask �/�%�� 10 ��,,�,�'����	�3��",�+����!��"
���� ?�����,&,�	 hydrolysate "�����,&,�	 

hydroxylamine hydrochloride (1:1, v/v) 1,��'�3�
���*+�.�/����/������ 10 ���*
#2+��*���0�
6���"
�>�


6���� ����%�� pH �/�
���"�� 5.0 ���	���,&,�	 1.5 M acetate buffer 
'�����,&,�	 TPTZ ,�
����

�E�"���	��*+�.�/����/������ 30 ���* ������?,�'���|��*�����*+
"��$=3�
����%����",2�1���*+%���	��

%,2+� 595 ����
�'�
�*	�"�����,&,�	 sample blank (
���* TPTZ) ���%��"�����",2�1���*+���
��
�


�*	�"��"��6��'�{��
#2+�/�������-�'.
/,�"�����,&,�	 liver homogenate 1,&���
�%�����/�

������-�'.
/,�"��
�23�
	2+�'�� (mg Fe/g liver tissue dry weight)  

������+�	-.����
!.����-8����/� dye binding assay (Bradford 1976) 

 �3��	�
%�* 

1) �3��	� BioRad Coomassie Brilliant blue (CBB) G250: ,&,�	��� CBB G250 ������ 

100 ��,,�"�����
��-���, 50 ��,,�,�'� "���?���"�&���"����	1"�� 
'��"�� 85% 

H3PO4 ,�
� 100 ��,,�,�'� 1,&
'���3��",�+�,�
��/�%�������'� 200 ��,,�,�'� 
"����$��

�*�� "������
�����/����"��
�2���� 1:4 ���	�3��",�+� 

2) ���,&,�	���'*� bovine serum albumin (BSA) ��'�{��%���
$��$�� 0.25, 0.5, 1, 2 

��,,�"���/��,,�,�'� 

��-*"����,�� 

������,&,�	���'*�/�2����,&,�	 hydrolysate (40 
��%�,�'�) ������E�"���	�"�����,&,�	 

CBB G250 (2.0 ��,,�,�'�) �*+�.�/����/������ 10-15 ���* ������?,�'���|��*+
"��$=3�
����%��"��

���",2�1���*+%���	��%,2+� 595 ����
�'� 1,&/����������'*���	
�*	�"��"��6��'�{���*+�����

��"���,&,�	 bovine serum albumin (BSA) 

 

������+�	-.����

�� MDA ��*�9�&*�9�&�	� (Chirico, Smith et al. 1993)  

 ��+�
�23�
	2+�'����1/�� (100 ��,,�"���) ����� homogenize "�����,&,�	6��
6'��6
6��� (%��

#*
�� 2.8) �*+�*��� butyrated hydroxytoluene (BHT) ?���	�� (50 ppm) ��� liver homogenate �*+


����'"'&"�����'*����	���,&,�	 10% trichloroacetic acid �*+�*��� butyrated hydroxytoluene 

(BHT) ?���	�� (50 ppm) ���
��<��1	"'&"�����'*���"
� ������,&,�	���*+
����
'��"��6��6�

��" (0.44 ��,���) 1,&���,&,�	"����������% (1%) 
$	��?��"���* ���
�'���������3���.�/���� 90 

��!�
0,
0*	���� 30 ���* ����/�
	��,� 
'�����,&,�	�������, 1.5 ��,,�,�'�,�
� 
$	��1��z�/�
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?��"�� ���
��<�����	
%�2+���<���*+%���
��� 4,000 ���'�����* ��� 20 ���* ������,&,�	?,�'���|��*

��#�����3��������,
����%�����",2�1���*+%���	��%,2+� 532 ����
�'� ���"��/�%����������� 

TBARS (MDA equivalent) ��	���
�
�*	�"��"��6��'�{���*+������ 1,1,3,3-tetramethoxypropane 


�>������'�{�� 

 

������+�	-.����

�� Reduced glutathione ��*�9�&*�9�&�	� (Redegeld, van Opstal et al. 

1988)   

���",�'�
-�������*���0� (reduced glutathione, GSH) ���/����*+�*���0���� 5, 5’-dithiobis 2-

nitrobenzoic acid (DTNB) �/�
�,*+	�
�>����?,�'���|� 5-thio-2-nitrobenzoic acid (TNB) �*+�*�*
/,2��

1,&�*%��"�����",2�1���*+%���	��%,2+� 412 ����
�'� ���"����
%��&/���	��+�
�23�
	2+�'�� (100 

��,,�"���) 1,�����������E�"���	�"�����,&,�	 5-sulfosalicylic acid solution (5%, w/v) 
#2+�'"'&"��

���'*� ���"���<��
#2+�1	"'&"�����'*���"
� ������,&,�	���*+�*��� GSH ������E�"���	�"���3��	� 

DTNB �*+�.�/���� 37 ��!�
0,
0*	���� 10 ���* ������?,�'���|� (TNB) �*+
"��$=3�
����"�����",2�

1���*+%���	��%,2+� 412 ����
�'� ���"��/����������",�'�
-�������*���0���	
�*	�"��"��6

��'�{�� 

 

����	-.����

�� hydroxyproline %&��&,,�*+���*�9�&*�9�&�	� (Reddy and Enwemeka 

1996) 

��+�
�23�
	2+�'����1/�� (100 ��,,�"���) �����	��	���	���,&,�	"��
w���%,���" (%���
$��$�� 

6 ��,���) �*+�.�/����  60 ��!�
0,
0*	�
�>�
�,���� 24 ��+���� ��"��3����"������%��#*
��$��

���,&,�	�/�
�>�",�����	���,&,�	�0
�*	�
w���"
0�� (%���
$��$�� 6 ��,���) ������,&,�	 

hydrolysate ������E�"���	�"�����,&,�	��"0�
�0� (chloramines-T 1,& n-propanol �����,&,�	0�


'����6
6��� %��#*
�� 6.0) �*+�.�/����/������ 5 ���*  
'�����,&,�	 Ehrlich’s reagent ,�
� 1,��

���
�����E�"���	��*+�.�/���� 60 ��!�
0,
0*	� ��� 45 ���* ������?,�'���|��*+
��
����%��"�����",2�

1���*+%���	��%,2+� 570 ����
�'� ���"��/�%�������� collagen ��	���
�
�*	�"��"��6��'�{��

�*+������ hydroxylproline (%���
$��$�� 0 – 50 
��%�"���'����,,�,�'�) 
�>������'�{�� 

 

������+
&�����*�9�&�	�-8����/� Histochemical techniques 
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���
�23�
	2+�'����1�������,&,�	��6
6���6�����,�� (10 % neutral buffered formalin) /,����

"���#���6A� ���
�'��
�>���3�
�23����z (/�� 5 
�%���) ���	
%�2+���2� sliding microtome 1,�����
�

	������	�*#�
!�%2� Hematoxylin and Eosin (H&E) stain 
#2+�'��������{���������$��
0,,�'��0=+�

���
%,*	�$��
0,,��&'���*�3��
���
$��1,&�����2+�$��
0,,��&'���*��#� (Jimenez Brundelet 1973) 1,&

	������	�* Perl’s stain (hydrochloric acid-potassium cyanide) 
#2+�'�����������-�'.
/,�"0=+��&

���
"'
/��'&"���*�3��
������
���*+�*"���&��-�'.
/,�" (hemosiderin) ��
0,,�'�� (Lillie 1976) 

 

�����*���'4�����	�
<��	>���
���� 

?,"����,��1���
�>�%�� mean+SD /�2� mean+SEM 1,&���"����
%��&/�%����	���%�8���

�:�'����	��-* ANOVA /�2� Student t-test 0=+�%�� p<0.05 :2�����*��	���%�8����:�'� 

;,����-,&� (Results) 


��
�	-4����,'
��&�$���,!,�'*������*,�+����*%��� 

 

 

��.��� 9 Profile $�����%&
'���'���z������"��/	����
$*	��*+��
%��&/����	��-* HPLC 

 ��� GTE �*+
'�*	�
���*�����%���&"��/,�"���#�"����#,*6A��,�"",.��%&
'����	������	  

5 ����%2� EGC, C, EC, EGCG 1,& ECG (����*+ 9) ���������*+1'"'���"�� ('�����*+ 1) ����*3%2� 
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�������� 1 ���������%&
'�������'���z�*+
�>���%���&"��/,�"������"��/	����
$*	� GTE)  

&��$	�/��'*���� (mean + SD) ��
��
�	-��*%��� 9 �	�&����  

4����.����
 EGC C EC EGCG ECG Total 

��,,���,��� 7+9 0.3+0.5 4+3 4+2 0.2+0.3 15+8 

��,,�"���/�3��/��"
�A	" 1 "��� 26+31 1.5+2.4 15+12 25+12 1.2+2.1 68+3 

��,,�"���/�3��/��"1/�� 1 "��� 102+140 5.1+7.9 54+43 89+36 4.3+7.3 255+136 

 

?,"��1	"#�����*���%&
'���/,�" 5 ����:�"1	"��"��'��,���������*3%2� gallic acid (GA) 

(Fraction I), EC (Fraction II), EGCG (Fraction III), ECG (Fraction IV) 1,& unidentified 

compounds (Fraction V) (����*+ 10) 1,&#����������������%&
'����*%����&��� 255+136 

��,,�"���'���3��/��"����1/�� 1 "��� 0=+�"�:2����'���	��������*+�����!="���*3�.��
����	���%&
'����*+�*

4�-�'̀�����"0�
����1,&
�>�1/,�� EGCG �*+���%�8 

��.��� 10 Profile $�����%&
'��� GA (Fraction I), EC (Fraction II), EGCG (Fraction III), ECG 

(Fraction IV) 1,& unidentified compounds (Fraction V) �*+1	"���	��-* Semi-preparative HPLC 

 

I II III IV V



���������	
 ���
������������
�����������

����������
����� 4�

� 39

��"��3�������� EGCG �*+1	"
��
�����/�1/����	"�� lyophilization 1,&'���/�%�������.�-�`���	��-* 

analytical HPLC ���",���$���'��
#2+����'��
�#������� EGCG �*%�������.�-��̀�""��� 98% 

������+�	-Y�/�Z.�.[&��������	�%&�*�6-*,9&-�-���4,&-�-,&� 

 ?,"����,��������*+ 11 1����/�
/�������� GTE, EGCG 1,& trolox �*1������	��	�3�"��

1'"'��$��
���
,2��1��$��%��"'�1,&$��?���7�	-�,��0*
�*	��	�'����&��"0�
��*6�
'���*+:�"

"�&'.�����	�����"0�1����
w���
��
#���"
0��
���*"���	� DFP 1,&#������� GTE �*+%���
$��$��

'+���.� 12.5 ��,,�"���'��
�0�,�'� ��� EGCG 1,& DFP �*+%���
$��$��'+���.� 25 
��%���,����*

!�"	��#���		��	�3�"��1'"'��$��
���
,2��1��
�� �	���
�"�'����� GTE 1,& EGCG �����:	��	�3�

"��1'"'��$��
���
,2��1��
���*"������ trolox  

Concentrations
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0

%
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em
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*

 

��.��� 11 ?,$����� GTE 1,& EGCG ���	�"�k��"��1'"'��$��
���
,2��1����"%��"'� (A) 1,&
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��"?���7�	-�,��0*
�*	 (B) 1,&%��������:	��	�3�"��1'"'��$��
���
,2��1�� (C) 
*
p<0.05 
�2+�


��*	�
�*	�"�������'�{�� trolox 

?,"����,��������*+ 12 1���"��
�2��1��$��
���
,2��1��
����	,��#�� (autofluorescent) (��� 12 

0��	�2��.�) $��
���
,2��1���*+	������	���
�2��1�� DCFH (��� 12 ",��) 1,&$��
���
,2��1���*+:�"


/�*+	�����/�
"�����&��"0�
��*6�
'��1,��	������	���
�2��1�� DCFH (��� 12 $���2��.�) 

�

��.��� 12 Scattergram (1:���) 1,& histogram (1:�,��� $��%��"��
�2��1�� (FI) �*+�*3����&��� ROS 

��
���
,2��1���*+������	
%�2+���2� flow cytometer %�,����0��	
�>�
���
,2��1���*+
��
��	������	���


�2��1�� DCFH %�,����",��
�>�
���
,2��1���*+	������	���
�2��1�� 1,&%�,�������
�>�
���
,2��

1���*+:�""�&'.�����	���,&,�	 3% H2O2 1,&	������	���
�2��1�� DCFH 

 

;,%&�
�� GTE �,' EGCG ��&��<�4�	��	�%&�4���-,&� 

 
�2+�/����,�� WT (�3��/��"'��
��+�'�� 21.4+1.9 "���), BKO (�3��/��"'��
��+�'�� 20.3+1.2 

"���) 1,& DH (�3��/��"'��
��+�'�� 22.1+2.0 "���) 
�������/����'��"'� (NF diet) 1,&��/����'�
����

-�'.
/,�" (FE diet) 
�>�
�,���� 3 
�2���&#����/��
/,����3��*�3��/��"'��
#�+�$=3�'��
�,� (23.3+1.7, 

22.3+1.7 1,& 23.6+1.7 "���'��,��������/�����/����'��"'�; 27.4+2.3, 24.2+1.5 1,& 27.2+2.3 

"���'��,��������/�����/����'�
����-�'.
/,�") �	���
�"�'��/����,��",.�� BKO �*�3��/��"'��


#�+�$=3����"���/����,��",.�� WT 
,�"���	 /��",.���*+"����/��
����-�'.
/,�"�*�3��/��"'��
#�+����$=3�
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��""���/��",.���*+"����/����'��"'� ?,"����"��/�� WT, BKO 1,& DH �*+"����/����'��"'�1,&

��/��
����-�'.
/,�"���	��� GTE, EGCG 1,&��� DFP ��� 3 
�2��
���*?,'��"��
�,*+	�1�,�

�3��/��"'�� (����*+ 13)   

 

Time (months)
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B
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A

Control
FE diet 
FE diet/GTE (300 mg/kg) 
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Time (months)
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B
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w
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t (
g)

10

20

30

40
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DH mice

Control / FE diet
DI / GTE / EGCG / DFP

C

Control
FE diet 
FE diet/GTE (300 mg/dl) 
FE diet/EGCG (50 mg/kg) 
FE diet/DFP (50 mg/kg) 

��.��� 13 "��
�,*+	�1�,��3��/��"'��$��/����,�� WT (n = 24), BKO (n = 14) 1,& DH (n = 10) �*+


,*3	����	��/���"'� (NF diet) /�2���/��
����-�'.
/,�" (FE diet) ��� 6 
�2�� ��	
�����"����"��

���	��� GTE (300 ��,,�"���/�3��/��"'�� 1 "��,"���), EGCG (50 ��,,�"���/�3��/��"'�� 1 "��,"���) 1,& 

DFP (50 ��,,�"���/�3��/��"'�� 1 "��,"���) ��� 3 
�2�� ��8,�"�����",������ (�) 1���%���3��/��"

$��/��1'�,&'�� 1,&��8,�"�����",��=� (�) 1���%���3��/��"'��
F,*+	 (mean+SD) 

 

;,%&�
�� GTE �,' EGCG ��&�'-	�`�!�!�,���%&�4���-,&� 
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/����,�� BKO �*6A��
�#�%,��	%,=�"��?���7�	-�,��0*
�*	���
'����*
�*	�*+�*���&�,/�'���


,�"���	 (Jamsai, Zaibak et al. 2006) "��!="���*3#����/�� BKO �*�&���w*���",�����
,2��
���"�� 

9.1+1.4 "���'��
�0�,�'�) 
�2+�
�*	�"��/�� WT �*+�*�&���w*���",�����
,2��
���"�� 13.9+2.3 "���'��


�0�,�'�) 1,&/�� DH �*�&���w*���",�����
,2��
���"�� 15.3+1.8 "���'��
�0�,�'�) "��
,*3	�/�����	

��/����'��"'�1,&��/��
����-�'.
/,�"
�>�
�,���� 3 
�2��
���*?,'��"��
�,*+	�1�,��&���

w*���",�����
,2��$��/��
/,����3��	������
�� �����3�"����"�����	��� GTE, EGCG 1,&	� DFP "�


���*?,'���&���w*���",�����
,2�� (����*+ 14)   
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��.��� 14 �&���w*���",�����
,2��$��/����,�� WT, BKO 1,& DH �*+
,*3	����	��/���"'� (NF diet) 

/�2���/��
����-�'.
/,�" (FE diet) ��� 6 
�2�� ��	
�����"����"�����	��� GTE (300 ��,,�"���/

�3��/��"'�� 1 "��,"���), EGCG (50 ��,,�"���/�3��/��"'�� 1 "��,"���) 1,& DFP (50 ��,,�"���/�3��/��"

'�� 1 "��,"���) ��� 3 
�2�� ��8,�"�����",������ (�) 1���%���3��/��"$��/��1'�,&'�� 1,&

��8,�"�����",��=� (�) 1���%���3��/��"'��
F,*+	 (mean+SD) 
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;,%&�
��
�	-��*%�����&#��'/���*4,6���4��.����,'4��/�,	
7�*��� 


�2+�/����,��"����/���*+�*-�'.
/,�"?������������� (FE diet) ����"�	"��&:�"
/�*+	�����/��*

"�����0=�-�'.
/,�"
#�+���"$=3���"�������
�����/��
$�����"�&1�
,2�� ����/�������
6������

#,������+�'�����	-�'.
/,�"
#�+���"$=3��������:'���#�-�'.
/,�"��� non-transferrin bound iron 

(NTBI) 
#�+���"$=3�'���&	&
�,� (����*+ 15) 	� DFP ��� GTE 1,&��� EGCG ��� 3 
�2�������:

,��&��� NTBI ��#,����$��/�� WT (6.81+2.23, 6.83+1.49 1,& 6.80+1.75  
��%���,���

'��,�����) 
��
�2+�
��*	�
�*	�"��",.��%��%.��*+
��
�����"����"�� (11.17+0.26 
��%���,���), /�� 

BKO (11.75+1.21, 10.20+1.92 1,& 10.66+1.60  
��%���,���'��,�����) 
��
�2+�
��*	�
�*	�"��",.��

%��%.��*+
��
�����"����"�� (19.78+1.36 
��%���,���) 1,&/�� DH (7.83+1.41, 7.74+1.38 1,& 

7.81+0.71  
��%���,���'��,�����) 
��
�2+�
��*	�
�*	�"��",.��%��%.��*+
��
�����"����"�� 

(13.41+1.84 
��%���,���) 	� DFP �*���4�-�?,�*"������ GTE 
,�"���	 
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��.��� 15 �&���-�'.
/,�"��� NTBI (mean+SD) ��#,����$��/����,�� WT 1,& BKO �*+
,*3	����	

��/���"'� (NF diet) /�2���/��
����-�'.
/,�" (FE diet) ��� 5 
�2�� ��	
�����"����"�����	��� 

GTE (300 ��,,�"���/�3��/��"'�� 1 "��,"���), EGCG (50 ��,,�"���/�3��/��"'�� 1 "��,"���) 1,& DFP 

(50 ��,,�"���/�3��/��"'�� 1 "��,"���) ��� 2 
�2�� 


�2+�-�'.
/,�"������"��������
6���� (transferrin-bound iron, TBI) 1,���
�����"��������
6�

��� (non-transferrin bound iron, NTBI) :�"���
$��
���
0,,�$��
�23�
	2+�'���z������"�	
#�+���"$=3� "�

#�����*"���&��-�'.
/,�"
#�+���"$=3���'��$��/����,����3���������	������
��1,&�*��	���%�8
�2+�


�*	�"��'��$��/����,���*+
�������/����'��"'� (NF diet) ('�����*+ 2) 0=+�1����/�
/���*'&"���*�3��


���
$��
#�+���"$=3� �	���
�"�'����� GTE 1,&	� DFP �����:,�������-�'.
/,�"�*+�&����


�23�
	2+�'��
���	����*��&���-���#��/����,����3������	#��-.� 

�������� 2 ������
/,�" (mean+SEM) �*+�&����'��$��/���"'� (WT) 1,&/��-�,��0*
�*	 (BKO) �*+


�������/����'��"'� (NF diet) 1,&��/��
����-�'.
/,�" (FE diet) 
�>�
�,���� 3 
�2�� 1,&
�����

"����"�����	����"����
$*	� (GTE) 1,&	�$��
/,�"�*
6����#�� (DFP) 
�>�
�,���� 2 
�2�� 

Liver iron concentrations (LIC)  

Mice 

 

Diet/Treatment �g Fe/mg protein ng Fe/ mg dry weight 

NF diet 0.504+0.070 9.18+1.15 

FE diet/Placebo 1.713+0.648
*
 38.31+15.59

*
 

FE diet/GTE (300 mg/kg) 0.599+0.042
#
 11.03+0.44

#
 

 

 

WT 

FE diet/DFP (50 mg/kg) 0.767+0.111 14.51+14.98 

NF diet ND ND 

FE diet/Placebo 1.950+1.049 42.26+24.45 

FE diet/GTE (300 mg/kg) 0.335+0.154
#
 7.65+3.72

#
 

 

 

BKO 

FE diet/DFP (50 mg/kg) 0.595+0.050
#
 1.08+0.90

#
 

*p <0.05 
��*	�
�*	�"��",.���*+
�������/���"'�; #p <0.05 
��*	�
�*	�"��",.���*+
�������/��
����-�'.
/,�" 
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;,%&�
��
�	-��*%�����&#��'&&�7�*-��z
*��
��4��.����,'4��/�,	
7�*��� 

?,��""��
�����-�'.
/,�"���������
�>��&	&
�,����z����/��*"����������?,�'���|����#�" 

MDA 0=+�
�>�?,?,�''��/�=+�$���E�"���	�,����
#���"0�
����
#�+���"$=3�"���"��
�������/����'��"'�

1,&�*3�/�
/��:=�"��
"�����&
/,�"
"��1,&��"0�
��*6�
'��$=3���/����,����3�������� (����*+ 16) 

��� GTE, EGCG 1,&	� DFP ���	,���������� MDA 
���	����*��	���%�8 #������� GTE 1,& 

EGCG �*%.�����'����",�����/����,�� WT 
���*"�����/����,�� BKO 
�>��*+���
"'
/�����������

��� MDA ��#,����
#�+����$=3���/����,���."",.������
�2���*+ 6 ���
�>�
#��&���
�>��������"��.8

��'�*+'������"���,�/�����	
��*
-���0=+������:����/�/����,��
"��%���
%�*	�$=3��� ���?,�/��*"��

/,�+���� lipid-peroxidation product ��"����""����"'� 
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��.��� 16 �&��� lipid-peroxidation product TBARS (mean+SD) ��#,����$��/����,�� WT 1,& 

BKO �*+
,*3	����	��/���"'� (NF diet) /�2���/��
����-�'.
/,�" (FE diet) ��� 5 
�2�� ��	
�����
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"����"�����	��� GTE (300 ��,,�"���/�3��/��"'�� 1 "��,"���), EGCG (50 ��,,�"���/�3��/��"'�� 1 

"��,"���) 1,& DFP (50 ��,,�"���/�3��/��"'�� 1 "��,"���) ��� 2 
�2�� 

 ��������
�*	�"�� ��/��
����-�'.
/,�"����/�
"�����&
/,�"
"��1,&����/�
���
,2��1���	����

���&��"0�
��*6�
'��$=3���
�� ����/��*�&�����.��,����&��
0,,�
#�+���"$=3����1���������*+ 17 /�� 

BKO �*�&�����.��,����&��
���
,2��1�����"�����/�� WT 1,& DH ?,"����"�����	��� GTE 1,& 

EGCG ���	,��&�����.��,����&��
���
,2��1��
����,�"��&�*+$=3�"��
�,� (time-dependent manner)  
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��.��� 17 �&��� total ROS (mean+SD) ��
���
,2��1��$��/����,�� WT, BKO 1,& DH �*+
,*3	����	

��/���"'� (NF diet) /�2���/��
����-�'.
/,�" (FE diet) ��� 5 
�2�� ��	
�����"����"�����	��� 

GTE (300 ��,,�"���/�3��/��"'�� 1 "��,"���), EGCG (50 ��,,�"���/�3��/��"'�� 1 "��,"���) 1,& DFP 

(50 ��,,�"���/�3��/��"'�� 1 "��,"���) ��� 2 
�2�� 

 ��"��"�*3	��#����
���
,2��1��$��/�� WT, BKO 1,& DH �*+"����/��
����-�'.
/,�"�*

��������� MDA 
#�+���"$=3�1,&��������� GSH '+��"�����/����,��
/,����3��*+��/����'��"'�
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�	����*��	���%�8 ('�����*+ 3 1,&'�����*+ 4 '��,�����) ?,"����"��/����,����3����",.�����	��� 

GTE, EGCG 1,&	� DFP ����/��&������ MDA ,�,�1,&��������� GSH 
#�+���"$=3��	����*

��	���%�8���	 "����"��/����,����3����",.�����	��� GTE, EGCG 1,&	� DFP 	�����	����/��&���

��� GSH ��#,����
#�+������"$=3��	����*��	���%�8 (����*+ 5) ���4�-�?,���",������
"��$=3���"���

�������3���������*3
�����/����&
/,�"
"��1,&��"0�
��*6�
'���*+'��,�,� ����/�'���*"���������*

$=3�1,&�����:���
%��&/���� GSH 
#�+���"$=3�  

�������� 3 �&��� MDA (mean+SD) ��
���
,2��1��$��/����,�� WT, BKO 1,& DH �*+
,*3	����	

��/���"'� (NF diet) /�2���/��
����-�'.
/,�" (FE diet) ��� 5 
�2�� ��	
�����"����"�����	��� 

GTE, EGCG 1,& DFP ��� 2 
�2�� 

Erythrocyte MDA (pmol/g Hb) 
Diet/Treatment 

WT mice BKO mice DH mice 

NF diet 34.69+3.21 46.81+3.50
§
 41.82+2.56

§
 

FE diet 48.23+6.15
*
 60.63+3.28

*
 50.86+1.90

*
 

FE diet/GTE (300 mg/kg) 36.80+3.23
#
 44.26+2.87

#
 42.00+2.85

#
 

FE diet/EGCG (50 mg/kg) 36.82+2.71
#
 44.74+2.79

#
 40.36+2.83

#
 

FE diet/DFP (50 mg/kg) 39.64+3.95
#
 49.74+3.76

#
 45.41+3.05

#
 

*p<0.05 
�2+�
��*	�
�*	�"�� NF diet; #p<0.05 
�2+�
��*	�
�*	�"�� FE diet 

 

�������� 4 �&���",�'�
-�������*���0� (GSH) (mean+SD) ��
���
,2��1��$��/����,�� WT, BKO 

1,& DH �*+
,*3	����	��/���"'� (NF diet) /�2���/��
����-�'.
/,�" (FE diet) ��� 5 
�2�� ��	
�����

"����"�����	��� GTE, EGCG 1,& DFP ��� 2 
�2�� 

Erythrocyte GSH content (�mol/g Hb) Diet/Treatment 
WT mice BKO mice DH mice 

NF diet (Control) 3.64+0.28 2.79+0.24 3.29+0.18 
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FE diet 2.80+0.52
*
 2.56+0.22 2.76+0.18

*
 

FE diet/GTE (300 mg/kg) 3.61+0.32
#
 3.31+0.40

#
 3.49+0.22

#
 

FE diet/EGCG (50 mg/kg) 3.73+0.29
#
 3.24+0.36

#
 3.46+0.19

#
 

FE diet/DFP (50 mg/kg) 3.54+0.26
#
 3.12+0.32

#
 3.21+0.30

#
 

*p<0.05 
�2+�
��*	�
�*	�"�� NF diet; #p<0.05 
�2+�
��*	�
�*	�"�� FE diet
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�������� 5 �&���",�'�
-�������*���0� (GSH) (mean+SD) ��#,����$��/����,�� WT, BKO 1,& 

DH �*+
,*3	����	��/���"'� (NF diet) /�2���/��
����-�'.
/,�" (FE diet) ��� 5 
�2�� ��	
�����"��

��"�����	��� GTE, EGCG 1,& DFP ��� 2 
�2�� 

Plasma reduced glutathione (�M) Diet/Treatment 
WT mice BKO mice DH mice 

NF diet (Control) 11.53+2.50 7.73+4.25 10.97+5.00 

FE diet 7.73+4.70
*
 6.24+3.89 5.81+1.44

*
 

FE diet/GTE (300 mg/kg) 15.15+7.72
#
 15.12+9.76

#
 14.78+5.16

#
 

FE diet/EGCG (50 mg/kg) 16.04+6.61
#
 15.63+7.74

#
 17.03+7.27

#
 

FE diet/DFP (50 mg/kg) 15.89+8.43
#
 16.50+8.75

#
 14.19+4.89

#
 

*
p<0.05 
�2+�
��*	�
�*	�"�� NF diet; 

#
p<0.05 
�2+�
��*	�
�*	�"�� FE diet 

 

 /��-�,��0*
�*	 BKO �*%������*�3��/��"$��'��1,&�������"���/�� WT 1,& BKO 0=+����
�>�?,

����"�&�� reticuloendothelial system (RES) $�����	�&��3�����*3������/��""����"'� "���/�/��

��,��"����/��
����-�'.
/,�"���?,����/�%������*�3��/��"$��'�� ���� /����1,&
'
#�+���"$=3��	����*

��	���%�8 "���/�/����,��"����� GTE 1,& EGCG ��� 3 
�2���*?,����/�%������*�3��/��"$�����	�&


/,����3� (��	
F#�&�	���	�+�'��1,&����) ,�,��	����*��	���%�8 ('�����*+ 6) 

 ?,"����
%��&/���'�����*+ 7 1����/�
/�����/����,���*+
�������/��
����-�'.
/,�"�*"���&��

-�'.
/,�"
#�+���"$=3�/,�	
����	����*��	���%�8��'�� (BKO > DH > WT) "����"��/����,��
/,���*3

���	��� GTE, EGCG 1,&	� DFP ����/�������"���&��-�'.
/,�"�*+'��,�,��	����*��	���%�8 

 ?,��"/����,��"����/��
����-�'.
/,�"
�>�
�,���� ����/�
"�����&
/,�"
"��1,&��"0�
�

�*6�
'�� �*"���������� lipid-peroxidation product 
��� MDA �*+'��
#�+���"$=3��	������
�� �	���
�

"�'��"����"�����	��� GTE, EGCG 1,&	� DFP �*?,����/���������� MDA �*+
#�+�$=3���3�,�,�

�	����*��	���%�8
�2+�
�*	�"��",.��%��%.��*+
��
�������"�� 

 ?,��"���&
/,�"1,&��.��,����&��"
"��������"�	1,&��'��$��/���*+"����/��
����-�'.


/,�" ����/� antioxidant mechanism 
������������ GSH �*+��
0,,�'��,�,��	������
�� 
�2+�/��

��,��
/,���*3
�����"����"�����	��� GTE, EGCG 1,&	� DFP �����:����/�
0,,�'�����/����*+
���*
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$=3�1,&�����:�������� GSH 
#�+���"$=3�
#2+��*+�&���
�������,�	��.��,����&��
�23�
	2+�1,&��"�&1�

�,/�'
�� 
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�������� 6 %������*�3��/��" (weight index) (mean+SD) $�����	�&'�� ���� /����1,&
'��"/��

��,�� WT, BKO 1,& DH �*+
,*3	����	��/���"'� (NF diet) /�2���/��
����-�'.
/,�" (FE diet) ��� 

5 
�2�� ��	
�����"����"�����	��� GTE, EGCG 1,& DFP ��� 2 
�2�� 

Weight index (% w/w) of vital organs Mice/Diet/Treatment 

Liver  Spleen  Heart  Kidneys  

NF diet 6.10±0.68 0.37±009 0.36±0.07 1.17±0.09 

WT: FE diet 10.36±1.89
*

0.75±013
*
 0.51±0.07

*
 1.45±0.17

*
 

WT: FE diet/GTE (300 mg/kg) 8.97±0.71
#
 0.52±010

#
 0.47±0.13 1.38±0.20 

WT: FE diet/EGCG (50 mg/kg) 8.89±0.63
#
 0.48±013

#
 0.46±0.07 1.38±0.21 

 

WT 

WT: FE diet/DFP (50 mg/kg) 9.66±0.84 0.56±007
#
 0.50±0.10 1.39±0.15 

BKO: NF diet 8.73±1.08 1.48±014 0.53±0.05 1.33±0.09 

BKO: FE diet 11.09±1.62
*

2.07±029
*
 0.70±0.07

*
 1.45±0.06

*
 

BKO: FE diet/GTE (300 mg/kg) 9.34±1.05
#
 1.75±034

#
 0.57±0.09

#
 1.33±0.18 

BKO: FE diet/EGCG (50 mg/kg) 9.56±0.92
#
 1.78±029

#
 0.57±0.09

#
 1.38±0.14 

 

BKO 

BKO: FE diet/DFP (50 mg/kg) 10.21±0.69
#

1.93±015 0.64±0.06 1.39±0.08 

DH: NF diet 7.14±0.55 0.38±007 0.42±0.06 1.20±0.09 

DH: FE diet 10.09±0.39
*

0.69±020
*
 0.52±0.07

*
 1.48±0.16

*
 

DH: FE diet/GTE (300 mg/kg) 8.97±0.70
#
 0.54±011

#
 0.49±0.06 1.41±0.13 

DH: FE diet/EGCG (50 mg/kg) 9.03±0.58
#
 0.50±007

#
 0.47±0.05 1.38±0.08 

 

DH 

DH: FE diet/DFP (50 mg/kg) 9.42±0.72
#
 0.62±006 0.51±0.05 1.39±0.07 

*p<0.05 
�2+�
��*	�
�*	�"�� NF diet; #p<0.05 
�2+�
��*	�
�*	�"�� FE diet 

 

 ���&
/,�"
"�������:
/�*+	�����/�
0,,�'����������'*�%�,,�
��
#�+���"$=3�
�� 0=+����

���
����"��
"�����&
6���0���*+'��
�� �����3��������/�
"�����&'��1$��1,&�&
���'��
�� ?,"����,��

#����/��",.���*+"����/��
����-�'.
/,�"�*�&���%�,,�
���*+'��
#�+����$=3� �	���
�"�'��"����"�����	

��� GTE, EGCG 1,&	� DFP ���	,��&���"�������%�,,�
���*+'��,�
�� 
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WT liver iron

TG liver iron

BKO liver iron

DH liver iron

WT splenic iron

TG splenic iron

BKO splenic iron

DH splenic iron
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��.��� 18 ������"���&��-�'.
/,�"��
�23�
	2+�'��1,&����$��/���"'� (WT) 1,&/��-�,��0*
�*	���� 

BKO, DH 1,& TG �*+
�������/��
����-�'.
/,�" (FE diet) ��� 1 
�2�� 

 

 
�2+����"��
,*3	�/����,�� WT, BKO, TG 1,& DH ���	��/��
����-�'.
/,�"��� 1 
�2��

#�����*"���&��-�'.
/,�"�*+����$��/�� BKO ��"�*+�.�1,&�*+����$��/�� DH ���,��� �����3��*"��

�&��-�'.
/,�"�*+'��$��/�� WT 1,& DH ��""����*+'��$��/�� WT 1,& TG (����*+ 18) ?,"��	����* 

H&E $��
�23�
	2+�'��$��/�� WT 1,&/��-�,��0*
�*	 BKO 1����/�
/�����/����3���������*+
�������/��


����-�'.
/,�"�*"�����0=�
/,�"��� Fe
2+

 ���
��,��
��
,�"���"����"'� "���/�
"�����&
/,�"
"����

����"�	$��/����,��$=3�
�2+�
�*	�"��/��",.���*+
�������/����'��"'� ����/�
"�����&��"
��$=3��*+

���
��
0,,�'�� 0=+����
"'
����""���*
0,,�
���
,2��$�� (Kuffer’s cells) 	���'���*�3��
�����������"


$���� (leukocyte infiltration) 	��1:����
�� portal vein $��
�23�
	2+�'�� (����*+ 19) 
�2+�/����,�� WT 

1,& BKO �*+�*���&
/,�"1,&��.��,����&��"
"��
�����"����"�����	��� GTE "������:���	�k��"��

"����"
�����",���
�� (���
"'��"
���
,2��$����������"/�	
�) "����"�����		� DFP "�����/�

���&��"
��$��
�23�
	2+�'��
�����	
���"�� (
��
��1���?,�/�
/��)
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Diet/Treatment WT mice BKO mice 

 

NF diet 

  

 

FE diet 

  

 

FE diet/GTE (300 

mg/kg) 

  

FE diet/DFP (50 

mg/kg) 

ND ND 

 

��.��� 19 ?, H&E $��
�23�
	2+�'��/���"'� (WT) 1,&/��-�,��0*
�*	 (BKO) �*+
�������/����'��"'� (NF 

diet) 1,&��/��
����-�'.
/,�" (FE diet) ��� 3 
�2�� 1,&
�����"����"�����	��� GTE 1,&	�$��


/,�" DFP ��� 2 
�2�� 

 

 ?,"����,��������*+ 20 1���
�23�
	2+�'�� ����1,&/����$��/����,�� WT, BKO 1,& DH �*+

:�"	������	 Perl’s stain 
#2+�'�����������-�'.
/,�"�*+�&����
�23�
	2+�
/,���*3 ��	#����/����,����3� 

3 ",.���*+
�������/��
����-�'.
/,�" (WT/FE diet, BKO/FE diet 1,& DH/FE diet) �*������"���&��

-�'.
/,�" ("��	���'��
�>�'&"���*�3��
���) ��
�23�
	2+�'�� ����1,&/����
#�+���"$=3�
�2+�
�*	�"��/��

��,��
/,����3��*+
�������/����'��"'� �	���
�"�'��?,"����"��/����,���*+�*���&
/,�"
"�����	���  
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��.��� 20 Perl’s Prussian blue staining ��"
�23�
	2+�'�� ����1,&/������"/���"'� (WT) /��-�,��0*


�*	 BKO 1,&/��-�,��0*
�*	 DH �*+
�������/����'��"'� (NF diet) 1,&��/��
����-�'.
/,�" (FE 

diet) ��� 3 
�2�� 1,&
�����"����"�����	��� GTE, EGCG 1,&	�$��
/,�" DFP ��� 2 
�2�� 

WT mice/Diet/Treatment Liver Spleen Heart 

NF diet 

FE diet 

FE diet/GTE (300 mg/kg) 

FE diet/EGCG (50 mg/kg) 

FE diet/DFP (50 mg/kg) 
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BKO mice/Diet/Treatment Liver Spleen Heart 

NF diet 

  

FE diet 

 

FE diet/GTE (300 mg/kg) 

  

FE diet/EGCG (50 mg/kg) 
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FE diet/DFP (50 mg/kg) 

  

DH mice/Diet/Treatment Liver Spleen Heart 

NF diet 

   

FE diet 

   

FE diet/GTE (300 mg/kg) 
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FE diet/EGCG (50 mg/kg) 

 

FE diet/DFP (50 mg/kg) 

 

 

GTE, EGCG 1,& DFP �����:,��&���"���&��-�'.
/,�"��
�23�
	2+�����1,&'��
���	������
�� 1'�


��%��	
/��?,���
����",���
�23�/���� 


	�Y�/�;,%&�
�� GTE �,' EGCG ��&�'-	� LIP ��*7,,�*$�'*,���� HepG2 cells �,' mouse 

hepatocytes 


0,,�'�����-�'.
/,�"��� transferrin-bound iron 1,&��� NTBI ��"1/,����	��"
0,,� (
���

#,����1,&��/��
,*3	�
0,,�) ?���
	2+�/.��
0,,�
$��
�������
0�'#,��0=�$��
0,,���	?�����:*��� 

transferrin receptor-dependent mechanism 1,& transferrin receptor-independent mechanism 

(
��� facilitate diffusion) 
#2+����
������&�	������
�'���,��0=�/�2�
"���&��
�������'*�
6���'�� 

?,"��
'�����,&,�	 1 mM FAC ,�
���
0,,�'��
#�&
,*3	� HepG2 cells 1,& mouse 

hepatocytes ����/��&��� LIP ��
0,,�'��
#�+����$=3�0=+�1��?"?��"��%�� FI �*+���
�� ��	#����������

-�'.
/,�"
$��
���
0,,�'�� HepG2 cells 
#�+���"$=3��	����*��	���%�8'��
�,� (time dependence) �*+

��� incubate "�����,&,�	 FAC ��� 6 ��+���� (FI = 302+10), 12 ��+���� (FI = 163+9) 1,& 24 

��+���� (FI = 112+12) 
�*	�"���*+ 0 ��+���� (FI = 666+105 unit) (����*+ 21 %�,����0��	�2�) "����"��


0,,� HepG2 cells �*+�*���&
/,�"
"�����	���,&,�	 DFP (25 �M), DFO (25-200 �M) 1,& EGCG 

(25-200 �M) ��� 6 ��+���������:,��&��� LIP ��
0,,�
���	����*��	���%�8 �	���
�"�'��
�2+����"�� 

incubate 
0,,�'��"������������� 12 1,& 24 ��+���� ��&���-���#"��$��
/,�"��� LIP ��"��"


0,,�,�,�
�2+�
�*	�"���*+
�,� 6 ��+���� 
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��������
�*	�"�� 
0,,� mouse hepatocytes �����:���-�'.
/,�"
$��
���
0,,�
#�+���"$=3�

�	����*��	���%�8
�2+� incubate "�����,&,�	 FAC ��� 6 ��+���� (FI = 59+2), 12 ��+���� (FI = 

128+18) 1,& 24 ��+���� (FI = 112+12) 
�*	�"���*+ 0 ��+���� (FI = 339+32 unit) (����*+ 21 %�,����

$���2�) "����"��
0,,� primary hepatocytes �*+�*���&
/,�"
"�����	���,&,�	 DFP (25-50 �M) 

1,& DFO (100-200 �M) ��� 6 ��+���������:,��&��� LIP ��
0,,�
���	����*��	���%�8 �	���
�"�

'����&���-���#"��$��
/,�"��� LIP ��"��"
0,,�,�,�
�2+����"�� incubate 
0,,�"����������

���$=3�
�>� 12 1,& 24 ��+���� ��� GTE 
��%��	�*��&���-�?,��"��,��&��� LIP ��"��"
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independent experiments) ��
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,*3	� HepG2 1,& mouse hepatocytes �*+�*���&
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"�� ��� 6, 12 1,& 24 ��+���� 
****

p<0.001 
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�*	�"�� control cells; 
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p<0.05, 
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p<0.01, 
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p<0.005, 
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p<0.001 
�2+�
��*	�
�*	�"�� iron-loaded cells  

Chelation treatment 

%
FI

0

25

50

75

100

125

150

175

200

      25         25          50         100        200        12.5         25          50         100
�M DFP                      �M EGCG                                     mg/dl GTE

Mouse hepatocytes : 6 hours

&

� Chelation treatment 

%
FI

0

25

50

75

100

125

150

175

200

&&

&

      25         25          50         100        200        12.5         25          50         100
�M DFP                      �M EGCG                                     mg/dl GTE

HepG2 cells : 6 hours

 

� Chelation treatment 

%
FI

0

25

50

75

100

125

150

175

200

      25         25          50         100        200        12.5         25          50         100
�M DFP                      �M EGCG                                     mg/dl GTE

HepG2 cells : 12 hours

  



63�

�

� 63

Chelation treatment 

%
FI

0

25

50

75

100

125

150

175

200

      25         25          50         100        200        12.5         25          50         100
�M DFP                      �M EGCG                                     mg/dl GTE

HepG2 cells : 24 hours

� Chelation treatment 

%
FI

0

25

50

75

100

125

150

175

200

      25         25          50         100        200        12.5         25          50         100
�M DFP                      �M EGCG                                     mg/dl GTE

Mouse hepatocytes : 24 hours

 

��.��� 22 ���4�-�?,$����� GTE 1,& EGCG ����"�� 25 �M DFP '���&��� LIP (mean+SEM of 

five independent experiments) ��
0,,�'��
#�&
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experiments) ��
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��.��� 24 ?,"����"�����	��� GTE, EGCG, DFO 1,& DFP '���&��� total ROS (mean+SEM of five 

independent experiments) ��
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,*3	� HepG2 1,& mouse hepatocytes �*+�*���&
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�>�
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p<0.001 
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p<0.001 
�2+�
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(mean+SEM of five independent experiments) ��
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 ?,"����,��1���������*+ 25 ������.��/�
/�������� GTE 1,& EGCG �*%.�����'�
�>����

1��'���"0�1�����*+�����:$���/�2����,�	��.��,����&
���*"������ DFP 1,& DFO �*+�*'.�����'���

"�����1,&'�=�
/,�" 


	�Y�/�;,%&�
�� GTE �,' EGCG ��&�'-	� mitochondrial membrane � ��*7,,�*$�'*,����

HepG2 cells !�" mouse hepatocytes 

��� GTE 1,& EGCG �*!�"	��#�*"���	� DFP 1,& DFO ��"���"�k��"�����,�	
	2+�/.��
�

�'%��
��*	$��
0,,�'�� HepG2 cells 1,& mouse hepatocytes ��"�����.��,����& ����/�%�
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�>�'��$���"�3� (barrier) ���/�2�
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$��-��"��3�
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��*	 "�����

��� GTE 1,& EGCG ���������	z (
��� 12.5 1,& 25 ��,,�"���'��
�0�,�'� /�2� 25 1,& 50 
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��,���'��,�����) �/�?,�"�k��
	2+�/.��
��'%��
��*	�*"���"�������������������z (
��� 100 
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�0�,�'� /�2� 200 
��%���,���'��,�����) (����*+ 26) 
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��.��� 26 ?,"����"�����	��� GTE, EGCG, DFO 1,& DFP '���&��� mitochondrial membrane 

potentials (�) (mean+SEM of five independent experiments) ��
0,,�'��
#�&
,*3	� HepG2 1,& 

mouse hepatocytes �*+�*���&
/,�"
"�� 
�>�
�,���� 6, 12 1,& 24 ��+���� 
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p<0.001 
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control cells; 
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p<0.05, 
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p<0.005, 
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p<0.001 
�*	�"�� iron-loaded cells 
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12.5    25      50     100
mg/dl GTE + 25 �M DFP

&

� 
��.��� 27 ?,"����"�����	��� GTE 1,& EGCG ����"����� 25 �M DFP '���&��� mitochondrial 

membrane potentials (�) (mean+SEM of five independent experiments) ��
0,,�'��
#�&
,*3	� 

HepG2 1,& mouse hepatocytes �*+�*���&
/,�"
"�� 
�>�
�,���� 6, 12 1,& 24 ��+���� 
&
p<0.05, 

&&
p<0.01, 

&&&
p<0.005, 

&&&&
p<0.001 
��*	�
�*	�"��"����"�����		� 25 �M DFP 
#*	��	���
�*	� 

;,����*._�$�=%&�
�� GTE �,' EGCG ��&*7,,�*$�'*,���� 

��� GTE, EGCG 1,& DFO �*?,
/�*+	�����/�
0,,�'���{�����
#�&
,*3	���� 24 1,& 48 

��+�����*�*��'�����"$=3� (GTE>EGCG>>>DFO) ��,�"��&�*+$=3��	��"�����������
�2+�
�*	�"��
0,,�

",.��%��%.��*+
��
��������
/,���*3 ������� FAC 1,&	� DFP �*%���
�>�#��'��
0,,�'���{��������	

��" (%cell viability >95%) 	� DFP �*?,����/�"���*�*��'$��
0,,�'���{������*+
�������� GTE 1,& 

EGCG ,�'+��,� (����*+ 28 1:���) 


�2+����"��
,*3	�
0,,�'�� HepG2 ������&�*+�*�������� GTE, EGCG, FAC, DFO 1,& 

DFP %���
$��$��'���z
�>�
�,���� 24 1,& 48 ��+����#����
"��%���
�>�#��'��
0,,� ����*3 

GTE>>DFO>DFP>EGCG>FAC ��,�"��&�*+$=3�"��
�,�1,&%���
$��$��$������*+��� 1����/�
/�����
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0,,� HepG2 cells 
�>� human hepatocellular carcinoma cells �*+�*%������
�>�'������-�'.
/,�" 

(FAC) �������*+�����"��
�'���,��0=� �����3�"��1���'��1,&
���8
'���'$��
0,,� �����3��=�
������/�


"��%���
�>�#��'��
0,,� (cell viability >20%) �	���
�"�'����� EGCG �*?,����/�"���*�*��'���$��


0,,�,�,�
�2+����������
#�+���"$=3� 	�$��
/,�" DFO 1,& DFP �*4�-��̀��"��������
/,�" (iron 

depletion) ����/��
,*3	���"
0,,�
�� 	� DFP 	�������:?���
$��
���	��
0,,�1,&"�����
/,�"�*+�*

�	����	��
0,,�1,&�*?,����/�
0,,�'�	
#�+���"$=3� 1,&�*+�������%2���� GTE �*!�"	��#���%,��	"��

	� DFP �=��*?,����/�
0,,� HepG2 cells '�	��"�*+�.� (����*+ 28 1:�",��) 

	� DFP 1,&�����&"��
/,�" FAC 
��"���/�
"��%���
�>�#��'��
0,,�",���
�23�/�����*+


#�&
,*3	���� 24 1,& 48 ��+���� �	���
�"�'��
��#������� GTE %���
$��$�� 25 1,& 50 ��,,�"���

'��
�0�,�'� �����3���� EGCG %���
$��$�� 25 1,& 50 
��%���,����*?,
#�+�"���*�*��'$��
0,,�

",���
�23�/�����*+
#�&
,*3	�
���	����*��	���%�8 (����*+ 28 1:�,���) 

?,"����,���*+
���*31����/�
/�������� GTE 1,& EGCG �*%.�����'�
�>���3����1��'���"0�

1����1,&���-�'.
/,�" �=����	�"�k��1,&���,�	��.��,����&�*+
"��$=3�1,&
�>����'��	'��
0,,�'���"'�


�� ���� DFP 
�>�	�$��
/,�"�*+�*�E����#��-�"��-�'.
/,�"��	��
0,,�1,&���
�>�#��'��
0,,�'��
�� 

��� GTE 1,& EGCG �*%���
�>�#��'��
0,,��&
���'�� (HepG2 cells) �=�����*?,�*������"��	��	�3�

"��
���8
'���'$��
0,,��&
���'��
�����	
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Cardiomyocytes : 24 hours    0 mg/dl

  25 mg/dl
  50 mg/dl
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   0 �M
 25 �M
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GTE EGCG DFP FAC

*
*

 
��.��� 28 ?,$����� GTE (0-200 ��,,�"���'��
�0�,�'�), EGCG, DFP, DFO 1,& FAC DFP (0-200 


��%���,���) ��� 24 1,& 48 ��+����'��"���*�*��'��� (%cell viability) $��
0,,�
#�&
,*3	� mouse 

primary hepatocyte, mouse primary hepatocyte
&
 (in vivo iron loading), HepG2 cells 1,& 
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cardiomyocytes %���*+��
%��&/�
��1���
�>� mean+SD (three independent triplicate experiments) 

0=+� 
*
p<0.05; 

**
p<0.01; 

***
p<0.005 1,& 

****
p<0.0005 
��*	�
�*	�"��",.��%��%.��*+
��
�����"����"��
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 ?,"����,������*+ 29 1���"��
�,*+	�1�,�������
���
,2��1�� (1���
�>�
����
0��'�) ��

/����,�� WT �*+
�������/����'��"'� (NF diet) ��/��
����-�'.
/,�" (FE diet) 1,&��/��
����-�'.


/,�"����"��"����"�����	��� DFP, EGCG 1,& GTE ��� 30 ��� ��	#����
���
,2��1��$��/�� 

WT �*+"����/��
����-�'.
/,�" (RBC survival half-life, T½, = 23 ���) �*��	.��3�"���
���
,2��1��$��

/�� WT �*+"����/����'��"'� (T½, = 30 ���) �	����*��	���%�8 "����"��/����,�� WT �*+�*���&
/,�"


"�����		� DFP ��� EGCG 1,& GTE ���	����/�
���
,2��1���*��	.	2�	��$=3��	����*��	���%�8 (T½, 

= 24, 25 1,& 26 ���'��,�����) (����*+ 29 "��61���) 

Day
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WT: NF diet

y = 1.7388x+103.16
r2= 0.9926

Day
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WT: FE diet

y = -7E-05x3+0.0124x2-1.172x+59.021

r2 = 0.9907

�
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 (%

)
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WT: FE diet/GTE

y = -1E-04x3+0.0171x2-1.3606x+62.926
r2= 0.9956
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at
ed

 R
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 (%
)
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100
WT: FE diet/EGCG

y = -8E-05x3+0.0142x2-1.2301x+61.905
r2= 0.9945
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Day
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C
 (%

)

0
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WT: FE diet/DFP

y = -6E-05x3+0.0108x2-1.1133x+60.526

r2 = 0.9944

Control FE
FE/GTE

FE/EGCG
FE/DFP

R
B

C
 su

rv
iv

al
 h

al
f-

lif
e 

(T
1/

2)
 (d

ay
s)

0
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15
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25

30

35
WT mice

*

#
#

#

��.��� 29 "��6"���*�*��' (survival) 1,&%�=+��*��'$��"���*�*��' (survival half-life, T1/2) $��
���
,2��

1��$��/���"'� (WT) (n = 5) �*+"����/����'��"'� (NF diet) 1,&��/��
����-�'.
/,�" (FE diet) 

1,&
�����"����"�����	��� GTE, EGCG 1,&	� DFP 
*
p <0.05 
�2+�
��*	�
�*	�"�� NF diet; 

#
p 

<0.05 
��*	�
�*	�"�� FE diet ��8,�"�����",������ (�) 1���%��$��/��1'�,&'�� 1,&��8,�"���

��",��=� (�) 1���%��
F,*+	 (mean+SD) 

  ?,"����,������*+ 30 1���"��
�,*+	�1�,�������
���
,2��1�� (1���
�>�
����
0��'�) ��

/����,�� BKO �*+
�������/����'��"'� (NF diet) ��/��
����-�'.
/,�" (FE diet) 1,&��/��
����

-�'.
/,�"����"��"����"�����	��� DFP, EGCG 1,& GTE ��� 60 ��� ��	#����
���
,2��1��$��

/�� BKO �*+"����/��
����-�'.
/,�" (RBC survival half-life, T½, = 13 ���) �*��	.��3�"���
���
,2��1��

$��/�� WT �*+"����/����'��"'� (T½, = 17 ���) �	����*��	���%�8 "����"��/����,�� BKO �*+�*���&


/,�"
"�����		� DFP ��� EGCG 1,& GTE ���	����/�
���
,2��1���*��	.	2�	��$=3��	����*��	���%�8 

(T½, = 15, 15.5 1,& 16 ���'��,�����) (����*+ 30 "��61���) 
�2+�
��*	�
�*	���	.
���
,2��1��$��/�� 

WT "��/�� BKO �&
/��
�����
���
,2��1��$��/�� WT �*��	.	2�	��"���
���
,2��1��$��/�� BKO 

��&��� 40-50% 0=+����%,���"����+��*+��1,�����
���
,2��1��$��?���7�	-�,��0*
�*	�*��	.��3�"���
���

1��$��%��"'� ���
�>�?,����"
���
,2��1��$��?���7�	-�,��0*
�*	�*��������.��,����&���"���1,&�*

�&���",�'��
-���'+��"��� �����3��	��������&#,�����*+�*������
/,�"���"����"'� (95-105% 

transferrin saturation) 1,&�*-�'.
/,�"��� NTBI (2-20 
��%���,���) �*+
�>�'��"��
/�*+	����"�������

��.��,����&$=3��� 



���������	
 ���
������������
�����������

����������
����� 4�

� 75

Day
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BKO: NF diet

y = 136.30e-0.058x

r2 = 0.9757
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BKO: FE diet
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r2 = 0.9506
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BKO: FE diet/GTE

y = 141,35e-0.064x

r2 = 0.9656
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BKO: FE diet/EGCG

y = 144.78e-0.067x

r2 = 0.9737
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BKO: FE diet/DFP

y = 139.41e-0.068x

r2 = 0.9761
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2)
 (D

ay
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BKO mice

*

#
# �

��.��� 30 "��6"���*�*��' (survival) 1,&%�=+��*��'$��"���*�*��' (survival half-life, T1/2) $��
���
,2��

1��$��/��-�,��0*
�*	 WT (n = 5) �*+"����/����'��"'�1,&��/��
����-�'.
/,�" 1,&
�����"����"��

���	��� GTE, EGCG 1,&	� DFP 
*
p <0.05 
�2+�
��*	�
�*	�"�� NF diet; 

#
p <0.05 
��*	�
�*	�"�� 
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FE diet ��8,�"�����",������ (�) 1���%��$��/��1'�,&'�� 1,&��8,�"�����",��=� (�) 1���

%��
F,*+	 (mean+SD)  
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��+��
��,'
��.;,����-,&����V-8 (Discussion and Conclusions)  

 ��
$*	�
�>�?,�'���|�-�����'��*+��	���������
�>�
%�2+���2+�0=+���&"�����	����#,*6A��,",.��

%&
'����*+�*4�-�`����*���#1,&
�������	����%�8/,�	�	��� "��!="��%��3��*3
�����'��
��%�
�6������

�/�1/���	������
�����	��
�,� 3 ���* (Srichairatanakool, Ounjaijean et al. 2006) 1,&���,�	


��
0�� polyphenol oxidase �*+�*�	����������
#2+�
���/�
����,�	���%&
'����*+�*�	�� ����"��/	����


$*	� (GTE) 1,&�����%���&"��/,�"$����
$*	�%2� EGCG �*+
'�*	�1	"$=3���
�� (Thephinlap, 

Ounjaijean et al. 2007) ����������3�����*3�*4�-�`'�����"0�
�������1,&���'�=�-�'.
/,�"
���* Xu 

1,&%�&�����-* Semi-preparative HPLC 1	"���%&
'���'���z��" GTE #�����E�"���	� 

epimerization $�����%&
'���
/,����3�
"��$=3�
���&/����"��
'�*	�?,�'���|���
$*	�1'�
���*

?,"�&��'��������1,&4�-�`'�����"0�
�����*+�*�	��
��� (Xu, Yeung et al. 2004) ��� EGCG 1,& 

ECG ����
$*	�
"�������&"��
���0���"�������&"��-�'.
/,�"
��:=� 4 ����1,&�*"��:��	���

��
,%'���
�	��
����-�'.
/,�"
"��$=3�'���� (Ryan and Hynes 2007) "��!="��$�� Yoneda 1,&

%�&���A %!. 1995 1����/�
/���������"����
$*	���&"�����	����*'�%&
'����*+�*%.�����'�
�>����

1��'���"0�1����1,&�����:,��&������ TBARS 1,&
#�+�"��������$��
��
0�� superoxide 

dismutase (SOD) ������/����,���*+
�>���%,���"
�� (Yoneda, Hiramatsu et al. 1995) ���%&
'

�����"��
$*	�	��	�3�"��
"���E�"���	�,����
#���"0�
�����*+
/�*+	������	-�'.
/,�"�*+
0,,�����%0�

���
��,��
���/8�$��/��$��
��1,&����������"����/���*+�.�����	"��
$���
����+�'��/�=+�#��-&%�� 

(Yamamoto, Miyamoto et al. 2006) 

����"����
$*	�1,&��� EGCG �����:,����&
/,�"
"����/����,���*+"����/��
����-�'.


/,�" (
���,��&��� NTBI ��#,����1,&"���&��
/,�"��
�23�
	2+�'��) ��	��!�	",
"	��	�3�"�����

0=�-�'.
/,�"��"��/�����
��,��
��
,�" (Zeyuan, Bingying et al. 1998; Samman, Sandstrom et al. 

2001) ����"����
$*	�	���*!�"	��#���	,�"���&��-�'.
/,�"��
�23�
	2+�'��$��/��-�,��0*
�*	�*+�*

���&�,/�'���1,&
�������/��
����-�'.
/,�"
�>�
�,���� (Saewong, Ounjaijean et al. 2010) 

�	���
�"�'��"�������%��
$*	� �����1,&����"����
���*?,"�&��'���&���-�'.
/,�" ���1��1,&

���"&�* (	"
��� ���"��*�) ������"�	 (Record, McInerney et al. 1996) �	���
�"�'��"��!="���*+

$��1	��"��$�� Chen 1,&%�&�*+��	��������
$*	�
�������:	��	�3�"�����0=�-�'.
/,�"
�� (Cheng 

2009) "��!="���*+?�����$��?������	�*+���"��
/�*+	�����/�/��$��
"�����&
/,�"
"�����	"��F*�

���,&,�	 ferric citrate 
$���'�?��/������
��/�������1,&���"����"����	"���k������"�����/�"�� 

0=+�#����"��F*����,&,�	 ferric citrate 
��
������/�/����,���*���&
/,�"
"�������" (Ounjaijean, 

Thephinlap et al. 2008) "��!="��%��3��*3�=����/��
�����*+
�'��"��"�&'.���/�
"�����&
/,�"
"����	"��

�/�/����,��"����/��
����-�'.
/,�"��� 2-3 
�2�� (Thephinlap, Phisalaphong et al. 2009) 
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"��!="��%��3�
���/�/����,���"'� (WT) /����%-�,��0*
�*	 BKO 1,& DH "����/��
����-�'.
/,�"

��������� (FE diet) 1,&#�����*�&��� NTBI ��#,����
#�+����$=3� 15-20 
��%���,���1,&�*������


/,�"�&����'��
#�+���"$=3��	����*��	���%�80=+�
�>�?,����""�����0=�
/,�"���
��,��
����"$=3� 

/��-�,��0*
�*	���� BKO �*���&�,/�'���
,�"���	 (%��w*���",�����
,2�� 8.5-10 "���'��
�0�,�'�) �*6A

��
�#�
�*	�
��"��?���7�	-�,��0*
�*	���
'����*
�*	 "��!="��%��3��*3������ EGCG ������ 300 

��,,�"���/�3��/��"'�� 1 "��,"���0=+�
����"��"�����0=�-�'.
/,�"��%��"'� (Ullmann, Haller et al. 

2005) 

��� EGCG 1,& ECG ������"����
$*	��*/���6<����/,�"%2�"��,��, (galloyl group) 
�>�

�%��������*+������"��
�����,/& (
��� Fe 1,& Zn) 
�����	1�� hexadentate co-ordination bond �=�

���	"�����1,&���
�����&
/,�"
"��������"�	1,&������"���&��-�'.
/,�"��
�23�
	2+�'��,�,��	���

���
�� 4�-��̀��,�	��.��,����&�*+
"��$=3�1,&	��	�3�$���"���������.��,����&��	?����E�"���	� Haber-

Weiss 1,& Fenton reaction ���	�k��"��%���
�*	/�	/�2����'��	'������*���
,".,��%���&"��$��


0,,� (
��1"�
$��� ���'*� "�����%,���"1,&%�����
w
��') 1,&��%���&"��$��
0,,� (
���
	2+�/.��


0,,� 
	2+�/.��
��'%��
��*	 
,�0�0�1,&���
%�*	�) "��/	.�	�3��E�"���	���"0�
����"��
$���
��

��+�'����"���	����/�������?,�'���|� MDA (/�2� TBARS) ��
�23�
	2+�'��,�,�
�� �=������:���	

�k��"��"��
"��#	�-����#$��'�� (
���"����"
�� "��
"��
6���0��1,&"��
"��'��1$��) $=3�'����


�� ��� EGCG �*4�-�`'�����"0�
��������.��*+�����:	��	�3�"��
"���E�"���	�,����
#���"0�
�����*+

����$��/��
����,
�� (Lee, Im et al. 2003) "�������%���*+�*������%&
'���������	�k��"��'��

��"
��1,&'��
"��
6���0����/����,��
�� (Abe, Ijiri et al. 2005; Abe, Suzuki et al. 2007) 

��"��"�*3����"����
$*	�
���*?,����/��&������'*�%�,,�
����
�23�
	2+�'��$��/����,����3����",.��


�,*+	�1�,��	������
�� ����#,*6A��,������"����
$*	�����&	��	�3�"��
"����"0�
��*6�
'����


0,,���	"��������?��� ROS-NO pathway (Guo, Bezard et al. 2005) 

����"����
$*	�1,&��� EGCG ���		��	�3�"��1'"'��$��
���
,2��1���*+���&��"0�
�

�*6�
'�� ,������� ROS 1,& TBARS 
#�+����������",�'�
-�����
���
,2��1��$��/��-�,��0*


�*	 BKO 1,& DH �����3����		2���	.
���
,2��1��$��/����,�� ����������3����������/����*+���	

���,�	��.��,����&�*+�*�	����
���
,2��1�� 
#�+����������",�'�
-�������*���0� (GSH) ��	��"4�-�`

"�&'.��"��������$��
��
0�� glutathione synthase ��
0,,�'�����	
���"�����
%��&/����",�'�
-���

��"���'�3�'�� (%2� glutamic acid, cystein 1,& glycine) /�2����/����*+
�>� reducing agent %,��	"��

�%
��
0�� NADPH �*+���	���E�"���	�"���*���0� (redox recycling) GSSG ",����
�>� GSH 0=+�
���

"����������	
��
0�� glutathione reductase "��!="��$�� Grinberg 1,&%�&���A %.!. 1997 

1����/�
/���������#,*6A��,",.��%&
'�������
$*	�1,&�����
�>������&"���*+�����:���
/,�"
�� 

�=��*4�-�`'�����"0�
������
���
,2��1��
�� (Grinberg, Newmark et al. 1997) "��!="����/,��



���������	
 ���
������������
�����������

����������
����� 4�

� 79

��,����	����������"����
$*	������:	��	�3��E�"���	�,����
#���"0�
����$��
���
,2��1���*+:�"


/�*+	������	���
6��,
w���0*�1,&
w���
��
#���"
0���*+
�>������"0�1���� (Biswas, 

Bhattacharyya et al. 2005)  

���%&
'�������
$*	��*%.�����'�
�>�1��'���"0�1�����*+�����:���,�	��.��,����&��

#,���� 
0,,�'��1,&/��-�,��0*
�*	�*+�*
/,�"
"��
���	����*��&���-���#
�2+�������������*+
/��&�� 

�	���
�"�'�����%&
'��� EGC 1,& EC ������"����
$*	�1,&���������*%.�����'�
�>������"0�

1���� (pro-oxidant) �*+
/�*+	����"������������"0�1���� (
���
w���
��
#���"
0��1,&��.��,
w��

�"0�,) 
��:�������������'+��z (Shin, Kim et al. 2007) ��"��"��
$*	��*����#,*6A��,�*+�����:���

1,&����������&"��
���0���"��-�'.
/,�"1,�� 	��'���#�����*-�'.�,���
�*	�
�>���%���&"���*+

�����:1$��"�����0=�"��-�'.
/,�"
�� (Marouani, Chahed et al. 2007) ����/�/��1,&?���7�	-�,��0*


�*	�*"�����0=�-�'.
/,�",����	,� ��� EGCG ���"�� Zn
2+

 �����,&,�	�*��"1,&�����:���"�� 

labile zinc ��
0,,�'�� HepG2 cells 
�� �=����	�k��"��"��������$�� Zn-metalloprotein �*+���/����*+

%��%.�"�� signal transduction 1,& metabolic pathway ��	��
0,,������3�������	�k��"��"��

��"
��$��
0,,�'��
�����	 (Quesada, Bustos et al. 2010) "��!="���*+?�������	���%���
�>�#��

$�����%&
'���'���z'��
0,,�'��
#�&
,*3	�'��,���������*3%2� EGCG>propyl gallate>ECG>GA, 

EGC>EC ��	"������/�%���'���!�"	����
��
	2+�/.��
��'%��
��*	#��,�1,&���%&
'���
�>�'��


/�*+	����"������� ROS (Galati, Lin et al. 2006; Babich, Zuckerbraun et al. 2007) �	���
�"�'�� 

/��$���*+"������"����
$*	����������z (100-500 
��%�"���$������"��/��,,�,�'�) �����:
"��

%���
�>�#��1��
F*	�#,��'��'��
��0=+����
�>�?,��"��� EGCG (Schmidt, Schmitz et al. 2005) 

"��!="��$�� Chan 1,&%�&
��1����/�
/��������
�'���
,'��*+
����"����"����
$*	������:


/�*+	�����/�
"��%���
�>�#��'��'��$��/��$��1,&/��
����
�� (Chan, Ramot et al. 2010) 

?,"��!="��%��3��*3��.�
�������� GTE �* EGCG 
�>�������&"��/,�"1,&�*%��������:���	

,��&���-�'.
/,�"��� NTBI ��#,���� ��� hemosiderin ��
�23�
	2+�'��1,&����$��/����,���*+�*���&


/,�"
"�� ��� LIP ��
0,,�'��
#�&
,*3	� mouse primary hepatocytes 1,& HepG2 cells �*+�*���&


/,�"
"��
����,�"��&$=3�����������*+��� ���?,����/�
"�� negative iron balance ������"�	1,&

���	�&'�� ����������3�����*3���	,��&�����.��,����&��
���
,2��1�� ,��&������?,�'���|���"

�E�"���	�,����
#���"0�
���� (
��� MDA) ��#,����1,&
�23�
	2+�'�� 1,&,��&������1��'���"0�

1���� (
��� GSH) ��
�23�
	2+�'��$��/����,���*+�*���&
/,�"
"���	����*��&���-���# ��� EGCG 

1,& GTE �����:,��&�����.��,����&1,&���	�"�k��"�����,�	
	2+�/.��
��'%��
��*	$��
0,,�'��


#�&
,*3	��*+�*���&
/,�"
"��
�� ���	����/�
���
,2��1��$����/����,���*+�*���&
/,�"
"���*��	.	2�	��

$=3�1'�
���*?,"�&'.��"�������w*���",��� ���	,�"����������'*�%�,,�
�� ('���*3���"��"��
"��
6��

�0���*+'��) ��
�23�
	2+�'��$��/����,�� WT, BKO 1,& DH 
�� 1,&
��"���/�
"��%���
�>�#��'��
0,,�
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Green�tea�extract�and�epigallocatechin�3�gallate�reduced�labile�iron�pool�and�protected�oxidative�
stress�in�iron�loaded�HepG2�cells�

�

1Kulprachakarn�Kanokwan,�1Thaokaen�Yuwasara,�2Fuchaeron�Suthat�&�1Srichairatanakool�Somdet�

1Department�of�Biochemistry,�Faculty�of�Medicine,�Chiang�Mai�University,�Chiang�Mai�Thailand�

2Thalassemia�Research�Center,�Institute�of�Research�and�Development�in�Science�and�Technology,�Mahidol�
University�Salaya�Campus,�Nakornprathom�Thailand�

�

E�mail:�ssrichai@med.cmu.ac.th�� 

 

Abstract�

�

Green� tea� (GT)� contains� polyphenolic� catechins,� which� epigallocatechin� 3�gallatte� (EGCG)� is� the�
major� active� ingredients.� Their� free�radical� scavenging� and� iron�chelating� activities� can� protect�
human� beings� from� many� pathogeneses� such� as� cancer,� hypertension,� diabetes� and� aging.� ��
thalassemia� patients� suffer� from� secondary� iron� overload� caused� by� regular� transfusions� and�
increase� of� duodenal� iron� absorption.� Iron� is� a� chemical� catalyst� of� Haber�Weiss� and� Fenton�
reactions� that� contributes� reactive� oxygen� species� (ROS)� production� and� oxidative� stress.� In� this�
study�we�purposed�to�investigate�effect�of�GT�crude�extract�and�EGCG�on�oxidative�stress�and�iron�
overload� in� cultured� HepG2� cells� and� primary� hepatocytes.� Levels� of� labile� iron� pool� (LIP)� in� the�
treated�hepatocytes�were�measured�with�calcein�fluorescence�technique.�Toxicity�of�the�green�tea�
product� to� the� treated� cells� was� determined� using� MTT� assay.� Apparently,� the� crude� extract� and�
EGCG� reduced� the� LIP� concentration� in� concentration�dependent� manner� and� showed� lower�
cytotoxicity�than�used�standard�iron�chelators,�desferrioxamine�and�deferiprone.�

�

Keywords:�Green�tea,�catechin,���thalassemia,�oxidative�stress,�iron��
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