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ระยะเวลาโครงการ: 3 ปี (15 มถุินายน 2554 – 14 มถุินายน 2557) 
 ภาวะเหลก็เกนิรวมทัง้ผลกระทบเหลก็เกนิต่อภาวะออกซเิดทฟีสเตรท พยาธสิภาพของเน้ือเยือ่ 
และการแสดงออกของยนีทีเ่กีย่วขอ้งกบัการควบคุมเหลก็ ศกึษาในหนูทดลองทีถู่กเหน่ียวนําใหเ้กดิภาวะ
เหลก็เกนิโดยการฉีด iron dextran ขนาด 1 กรมัต่อน้ําหนกัตวัหน่ึงกโิลกรมัในระยะเวลาต่างๆ การ
ทดลองโดยใชเ้ทคนิค Overhauser-enhanced MRI (OMRI) และใช ้carbamoyl-PROXYL เป็นสาร spin 
probe แสดงใหเ้หน็วา่เหลก็สามารถกระตุน้ใหเ้กดิปฏกิริยิาอนุมลูอสิระ หรอืมกีารเปลีย่นแปลง redox 
status ในอวยัวะต่างๆโดยเฉพาะตบัและไตของหนูทีม่ภีาวะเหลก็เกนิ การใหย้าขบัเหลก็ deferiprone มี
แนวโน้มลดปฏกิริยิาอนุมลูอสิระน้ีได ้ 

เมือ่ให ้ iron dextran ต่อเน่ือง 9 ครัง้ในระยะเวลา 2 สปัดาห ์ในหนูปกตแิละหนูธาลสัซเีมยี (-
knockout mice) นอกจากเหลก็จะสะสมในตบัแลว้ยงักระจายไปในสว่นอื่นๆทีส่าํคญัคอืหวัใจ คา่ออกซเิด
ทฟีสเตรทไดแ้ก่ lipid peroxidation และปรมิาณแอนตอิอกซเิดนซ ์ glutathione และการทาํงานของเอน
ซมัย ์glutathione peroxidase และ catalase มกีารเปลีย่นแปลง เชน่กนัการใหย้าขบัเหลก็ deferiprone 
ลดปรมิาณเหลก็ในหวัใจอยา่งมนียัสาํคญัและปรบัภาวะออกซเิดทฟีสเตรทในหวัใจใกลเ้คยีงหนูทีไ่มไ่ดร้บั
เหลก็  
 เหลก็ทีส่ะสมในปรมิาณสงู (iron dextran ต่อเน่ือง 9 ครัง้ในระยะเวลา 2 สปัดาห)์ มผีลต่อการ
แสดงออกของยนีและโปรตนี ของ hepcidin ซึง่เป็นฮอรโ์มนในการควบคุมการดดูซมึเหลก็จากทางลาํไส้
และการปลดปล่อยเหลก็จาก macrophages เหลก็เกนิมผีลใหก้ารแสดงออกของยนี hepcidin (HAMP1) 
เพิม่ขึน้แต่พบวา่ปรมิาณโปรตนี hepcidin ในตบัทีต่รวจวดัโดย immunofluorescence และในซรีัม่ที่
ตรวจวดัโดย ELISA ตํ่าลง การศกึษาชีใ้หเ้หน็วา่ภาวะเหลก็เกนิยบัยัง้การแสดงออกของยนี TfR2 และ 
furin ซึง่เป็นตวัควบคุมการแสดงออกของ HAMP1  นอกจากน้ีการลดลงของการแสดงออก furin ยงัอาจ
มผีลต่อ post translational process ทีเ่ปลีย่น pro-hepcidin เป็น active hepcidin อกีดว้ย  

ผลการศกึษาน้ีอาจอธบิายผลการไมต่อบสนองต่อยาขบัเหลก็ในผูป้ว่ยบางรายกล่าวคอืถา้ 
active hepcidin ลดลงการดดูซมึเหลก็กย็งัคงดาํเนินไปมากกวา่ปกต ิ การใหย้าขบัเหลก็ในขนาดทีใ่ห้
ผูป้ว่ยอื่นๆอาจไมเ่พยีงพอในผูป้ว่ยกลุ่มน้ี ในอนาคตผูป้ว่ยกลุ่มน้ีอาจจาํเป็นตอ้งไดร้บัยาประเภท 
hepcidin agonist รว่มกบัยาขบัเหลก็ดว้ย ทัง้น้ีตวัยาขบัเหลก็ทัง้ deferiprone และ deferoxamine ไม่
รบกวนการแสดงออกของยนีต่างๆทีก่ลา่วมา อยา่งไรกต็ามสมมตฐิานน้ีควรจะไดร้บัการพสิจูน์ต่อไป  
คาํหลกั: beta-knockout, hepcidin, iron chelator, iron overload, thalassemia 



iii 
 

Abstract 
Project Code: RMU5480001 
Project Title: Iron overload related oxidative stress and impact on metabolism and expression of 
iron regulatory gene in thalassemia 
Investigator: Associate Prof. Noppawan Phumala Morales 
 Department of Pharmacology, Faculty of Science, Mahidol University 
E-mail Address: noppawan.phu@mahidol.ac.th 
Project Period: 3 years (15 June 2554 – 14 June 2557) 
 Iron overload and its effects on oxidative stress, pathology and expression of iron 
regulatory genes were studied in iron overloaded mice models using intraperitoneally injection 
of 1 g/kg body weight iron dextran for several periods. Overhauser-enhanced MRI (OMRI) 
together with a spin probe, carbamoyl-PROXYL demonstrated the enhanced free radical 
production in liver and kidney compartments in iron overloaded mice. Deferiprone, an iron 
chelator, reduced free radical production in those compartments. 
 Heavily iron overload was produced by injection of iron dextran for 9 doses in two 
weeks. This model demonstrated iron accumulation in the heart in addition to the liver. 
Reduction of cardiac iron and also improvement of oxidative status were observed in mice 
treated with deferiprone.  
 Hepcidin is a peptide hormone that regulates duodenal iron absorption and iron release 
from macrophages. Heavily iron overload induced hepcidin gene (HAMP1) expression, 
controversial with reduction of hepatic and serum hepcidin protein as demonstrated by 
immunofluorescence and ELISA technique, respectively. This result may be explained by the 
decreasing of TfR2 and furin expression. Furin has important function in post translation 
process of hepcidin. It cleaves pro-hepcidin to active hepcidin before releasing to the 
circulation. Insufficiency of furin activity results in lesser production of active hepcidin, even 
though gene expression is still intact. Our finding may explain the non-responding to iron 
chelator in some thalassemic patients. The low level of active hepcidin causes progression in 
duodenal iron absorption, the regular dosage and regiment of iron chelator may insufficient in 
this case. We propose that hepcidin agonist together with iron chelator may need in some 
patients. It should be noted that defriprone and deferoxamine did not interfere HAMP1 and 
other gene expression.               
.           
Keywords: beta-knockout, hepcidin, iron chelator, iron overload, thalassemia,  
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2.7 Relative Furin expression ในตบัของหนู WT และ BKO    24  

ทีไ่ดร้บัเหลก็และผลของยาขบัเหลก็ 
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บทท่ี 1 

การศึกษาออกซิเดทีฟสเตรท การสร้างอนุมลูอิสระ และผลต่อการเปล่ียนแปลงทางพยาธิวิทยา 

ในหนูปกติและหนูธาลสัซีเมียท่ีได้รบัเหลก็เกิน 

 

บทนํา 
 กลไกทีเ่กีย่วขอ้งกบัการเสยีหายและทาํลายเน้ือเยือ่ในภาวะเหลก็เกนินัน้เกีย่วขอ้งกบัปฏกิริยิา
อนุมลูอสิระโดยเหลก็เป็นตวัเรง่ปฏกิริยิา Fenton reaction อนุมลูอสิระทีเ่กดิขึน้มหีลายชนิด ทีส่าํคญั
ไดแ้ก่ hydroxyl radical (HO) และ superoxide anion (O2

-) อนุมลูอสิระน้ีมคีา่ครึง่ชวีติสัน้ อยูใ่นระดบั 
nano หรอื microsecond ตามลาํดบั อนุมลูอสิระน้ีสามารถทาํปฏกิริยิาต่อกบัสารชวีโมเลกุลอื่นๆ เชน่
ไขมนัไดผ้ลผลติเป็นอนุมลูอสิระของไขมนั (L) และอนุมลูอสิระทีเ่กดิจากการออกซเิดดชัน่ของไขมนั 
(LO, LOO)    

การตรวจวดัอนุมลูอสิระเหลา่น้ีมขีอ้จาํกดั เน่ืองจากคุณสมบตัขิองอนุมลูอสิระทีม่คีา่ครึง่ชวีติสัน้
เกดิปฏกิริยิาและเปลีย่นแปลงเป็นสารอืน่ๆอยา่งรวดเรว็ นอกจากน้ีในรา่งกายสารอนุมลูอสิระมปีรมิาณ
น้อยเครือ่งมทีีใ่ชว้ดัตอ้งมปีระสทิธภิาพสงู 
 เน่ืองจากอนุมลูอสิระมคีุณสมบตัเิป็นแมเ่หลก็ paramagnetic การวดัอนุมลูอสิระทาํไดโ้ดยใช ้
เทคนิค electron paramagnetic resonance (EPR) spectroscopy ต่อมามกีารพฒันาเครือ่งมอืเพือ่
ตรวจวดัระดบัอนุมลูอสิระในสตัวท์ดลองทีม่ชีวีติคอื Overhauser-enhanced MRI (OMRI) เมือ่ใช้
เครือ่งมอืน้ีรว่มกบัการใช ้ nitroxyl spin probe สามารถตรวจวดัอนุมลูอสิระแบบ real time ไดใ้น
สตัวท์ดลอง (Utsumi et al., 2006)    
   การศกึษาในสว่นน้ีจะนําวธิ ีOMRI รว่มกบั nitroxyl spin probe ไดแ้ก่ carbamoyl-PROXYL ซึง่
เป็นสารทีม่โีครงสรา้งเป็นอนุมลูอสิระ (ภาพที ่ 1.1) และใหส้ญัญาณปรากฏและตรวจวดัไดโ้ดย OMRI 
สาร carbamoyl-PROXYL มคีวามสามารถในการละลายน้ําไดแ้ละผา่นเขา้เซลลไ์ดแ้ต่ไมผ่า่น blood 
brain barrier  มคีวามสามารถทาํปฏกิริยิาอนุมลูอสิระอื่นๆไดเ้ชน่ hydroxyl radical และ superoxide ซึง่
เมือ่ทาํปฏกิริยิาจะใหส้ารผลติผลไมเ่ป็นสารอนุมลูอสิระ (hydroxylamine derivative) ผลคอืสญัญานจาก 
nitroxyl จะลดลง การเปลีย่นแปลงน้ียงัขึน้กบัระดบัสาร reducing agent เชน่ glutathione (Morales et 
al., 2012) และ ascorbic acid อกีดว้ยดงันัน้อตัราการลดลงของสญัญาณจาก carbamoyl-PROXYL   
จะสะทอ้นการเกดิปฏกิริยิาอนุมลูอสิระและการเปลีย่นแปลง redox status ในสตัวท์ดลอง 
  การตรวจวดัดว้ย OMRI สามารถสรา้งภาพสญัญาณ carbamoyl-PROXYL จากทัง้ตวั
สตัวท์ดลอง (whole body) การวเิคราะหภ์าพจากสว่นต่างๆกส็ามารถแยกศกึษาปฏกิริยิาจากอวยัวะใน
บรเิวณนัน้ๆได ้ ดงันัน้เทคนิคน้ีจงึมขีอ้ดคีอืสามารถตรวจวดัปฏกิริยิาอนุมลูอสิระไดท้ัง้รา่งกายใน
สตัวท์ดลองทีม่ชีวีติ และตดิตามปฏกิริยิาในสตัวท์ดลองตวัเดมิได ้ ทัง้น้ีการเลอืกชนิดของ nitroxyl spin 
probe กส็ามารถเลอืกคุณสมบตัต่ิางๆเชน่การผา่นเขา้ออกเซลล ์ตามวตัถุประสงคก์ารศกึษาได ้
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หนูจะไดร้บัยาขบัเหลก็ DF หรอื L1 ในขนาด 0.2 มลิลโิมลลต่์อน้ําหนกัตวัหน่ึงกโิลกรมั วนัละ 1 ครัง้
ต่อเน่ืองเป็นเวลา 4 วนัโดยเริม่ครัง้แรกหลงัจากฉีด iron dextran ไปแลว้ 30 ชัว่โมง เชน่เดยีวกนัหนูใน
กลุ่มทีไ่ดร้บัยาขบัเหลก็จะตรวจวดัภาวะออกซเิดทฟีสเตรทโดย OMRI หลงัจากการไดร้บัเหลก็ครัง้
สดุทา้ยแลว้ 72 ชัว่โมง 

หลงัจากสิน้สดุการทดลองในวนัต่อมาจะแยกอวยัวะไดแ้ก่ ตบั หวัใจ ไต เพือ่ศกึษาระดบัเหลก็
และคา่ออกซเิดทฟีสเตรท  
 
2. การตรวจวดัภาวะออกซเิดทฟีสเตรทดว้ย OMRI (Kosem et al., 2012) 

โดยใชส้าร nitroxyl spin probe ไดแ้ก่ carbamoyl-PROXYL 2 มลิลโิมลลต่์อน้ําหนกัตวัหน่ึง
กโิลกรมัโดยฉีดเขา้ทางเสน้เลอืดดาํทีห่าง แลว้บนัทกึภาพของสาร spin probe แบบ whole body image 
ตามเวลาต่างๆแลว้คาํนวณอตัราการลดลงของความเขม้ของสญัญาณ (k) ทีอ่วยัวะต่างๆแสดงหน่วยเป็น 
min-1 
 
3. การตรวจวดั lipid peroxidation 

วดัระดบั lipid peroxidation ในเน้ือเยือ่อวยัวะโดยตรวจวดัระดบั HNE-His adduct คอืสาร
ผลผลติจากการะบวนการ lipid peroxidation (HNE) ทีจ่บักบัโปรตนี โดยใช ้ OxiSelectTM HNE-His 
adduct ELISA Kit (Cell Biolabs, USA) 

การวดั lipid peroxidation โดยวธิ ี thiobarbituric acid reactive substances (TBARs) ทาํได้
โดยใชว้ธิขีอง (Asakawa, 1980). 
 
4. Total glutathione, glutathione peroxidase และ catalase  
 Total GSH ตรวจวดัใน tissue homogenate โดยวธิ ีDTNB-glutathione reductase recycling 
(Kondo and Sawada, 2000) การทาํงานเอนซมัย ์glutathione peroxidase (GPx) ตรวจวดัโดยวธิขีอง 
Takahashi, 2000 และการทาํงานของ catalase ตรวจวดัโดยวธิ ีKawamura, 2004       
 
5. การตรวจวดัระดบัเหลก็ในเน้ือเยือ่โดยวธิ ีของ Foy et al., (1967) และใช ้ferrozine เป็นสารใหเ้กดิส ี
   
6. ตรวจวดัโปรตนีใน tissue homogenate samples  

โดยใช ้Pierce® 660 nm Protein assay (Thermo scientific, USA) 
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เมือ่ใหย้าขบัเหลก็ DF และ L1 ในขนาดทีเ่ทา่กนัพบวา่ยาขบัเหลก็ทัง้สองสามารถลดอตัราการ
ลดลงของสญัญาณไดโ้ดยยา L1 มแีนวโน้มทีด่กีวา่ ทัง้น้ีอาจเน่ืองจาก L1 สามารถผา่นเขา้เซลลไ์ดด้กีว่า 
DF  เมือ่ตรวจวดัปรมิาณ HNE-protein-adduct ในตบัหนูปกตมิปีรมิาณ 0.160±0.488 ไมโครกรมัต่อ
กรมัโปรตนีซึง่ไมต่่างจากหนูทีไ่ดร้บัเหลก็เกนิ 0.166±0.326 ไมโครกรมัต่อกรมัโปรตนี 

 
 

  
 
 
 
 

 (mean ±SD; n=5-6) 
 
ภาพท่ี 1.3 อตัราการลดลงของความเขม้สญัญาณ carbamoyl-PROXYL ในอวยัวะต่างๆคาํนวณจาก 

whole body image ในหนูปกต ิ (แทง่สฟ้ีา) หนูภาวะเหลก็เกนิโดยไดร้บั iron dextran ครัง้
เดยีวแลว้ทิง้ไว ้ 72 ชัว่โมงก่อนตรวจวดั (แทง่สแีดง) หนูภาวะเหลก็เกนิทีไ่ดร้บัยา 
deferoxamine (DF, แทง่สเีขยีว) และ deferiprone (L1, แทง่สมีว่ง)    

 
 
2. ภาวะออกซเิดทฟีสเตรทในหนูภาวะเหลก็เกนิโดยให ้iron dextran ซํ้าและวเิคราะหโ์ดยใช ้OMRI 
 เมือ่ใหเ้หลก็ทางชอ่งทอ้ง 3 ครัง้และวเิคราะหโ์ดยใช ้ OMRI คา่อตัราการลดลงของสญัญาณ 
carbamoyl-PROXYL ในหวัใจ ตบั และไตสรปุในตารางที ่ 1.1  จากตารางจะเหน็วา่ในสตัวท์ดลองที่
ไดร้บัเหลก็เกนิอตัราการลดลงของความเขม้สญัญาณมแีน้วโน้มสงูขึน้ในตบัและไต การไดร้บัยาขบัเหลก็ 
deferiprone (L1) ไมม่ผีลต่อการเปลีย่นแปลงคา่อตัราน้ี ปรมิาณเหลก็ในเน้ือเยือ่ คา่ออกซเิดทฟีสเตรท
ในตบัและไตแสดงในตารางที ่1.2 และ 1.3 ตามลาํดบั จากผลการทดลองอาจสรปุไดว้า่ในภาวะทดลองน้ี
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เมือ่ใหเ้หลก็ 3 ขนาด สามารถทาํใหเ้กดิปฏกิริยิาอนุมลูอสิระหรอืการเปลีย่นแปลงทาง redox status ใน
สตัวท์ดลองแต่การเปลีย่นแปลงน้ียงัไมช่ดัเจน ไมพ่บนยัสาํคญัทางสถติ ิ
 
ตารางท่ี 1.1 อตัราการลดลงของความเขม้สญัญาณ carbamoyl-PROXYL (k, min-1) ในหวัใจ ตบั และ
ไต วเิคราะหโ์ดยใช ้OMRI ที ่72 ชัว่โมงหลงัจากไดร้บัเหลก็ครัง้สดุทา้ย  
Group (n) Heart Liver Kidney 
Control (16) 0.225  ± 0.029 0.222 ± 0.061 0.231 ± 0.042 
Iron overload (16) 0.231 ± 0.030 0.245 ± 0.050 0.275 ± 0.058 
Iron overload + L1 (10) 0.213 ± 0.037 0.243 ± 0.063 0.278 ± 0.060 
Mean ± SD  
 
ตารางท่ี 1.2 ปรมิาณเหลก็และคา่ออกซเิดทฟีสเตรทในตบั 
Group (n) Iron content 

(mg) 
TBARs 

(nmol/mgP) 
GPx 

(M/min/mgP) 
Catalase 

(M/min/mgP) 
Control (10) 1.8 ± 1.5 2.5 ± 0.1 650.6 ± 54.6 186.4 ± 30.1 
Iron overload (10) 119.5 ± 51.2 4.4 ± 0.8 724.1 ± 82.3 190.3 ± 42.2 
Iron overload + L1 (10) 109.7 ± 38.2 4.1 ± 1.2 588.8 ± 96.2 77.9 ± 10.7 
Mean ± SD 
 
ตารางท่ี 1.3 ปรมิาณเหลก็และคา่ออกซเิดทฟีสเตรทในไต 
Group (n) Iron content 

(mg) 
TBARs 

(nmol/mgP) 
GPx 

(M/min/mgP) 
Catalase 

(M/min/mgP) 
Control (10) 0.5 ± 0.6 2.8 ± 1.4 629.4 ± 64.6 115.2 ± 33.4 
Iron overload (10) 1.0 ± 0.8 3.4 ± 0.7 484.2 ± 104.2 50.6 ± 8.7 
Iron overload + L1 (10) 1.6 ± 1.0 2.8 ± 1.2 419.8 ± 91.8 44.9 ± 18.5 
Mean ± SD 
 
การทดลองท่ี 1.2 การศกึษาผลของภาวะเหลก็เกนิและออกซเิดทฟีสเตรทต่อพยาธสิภาพของตบัและ
หวัใจ ในหนูปกตแิละหนูธาลสัซเีมยี 
1. สตัวท์ดลองและการสรา้งภาวะเหลก็เกนิ 
  หนู C57BL/6 (wild type, WT) และ heterozygous -globin knockout (BKO) อาย ุ 7-8 
สปัดาห ์ ไดร้บัจาก ศนูยว์จิยัธาลสัซเีมยี มหาวทิยาลยัมหดิล หนูทัง้สองชนิดแบ่งเป็นชนิดละ 4 กลุ่ม 
ไดแ้ก่กลุ่มควบคุม กลุ่มทีไ่ดร้บัเหลก็ กลุม่ทีไ่ดร้บัเหลก็และยาขบัเหลก็ deferoxamine (DF) และกลุ่มที่
ไดร้บัเหลก็และยาขบัเหลก็ deferiprone (L1)  
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 ในหนูทีไ่ดร้บัเหลก็จะได ้ iron dextran ขนาด 1 มลิลกิรมัต่อน้ําหนกัตวัหน่ึงกโิลกรมั 9 ครัง้ใน
เวลา 2 สปัดาห ์ หลงัจากการไดร้บัเหลก็ครัง้สดุทา้ยแลว้ 3 วนั ใหย้าขบัเหลก็ deferoxamine หรอื 
deferiprone ขนาด 0.2 และ 0.6 มลิลโิมลต่์อน้ําหนกัตวัหน่ึงกโิลกรมัตามลาํดบัต่อเน่ืองเป็นเวลา 7 วนั 
หลงัการใหย้าครัง้สดุทา้ย 24 ชัว่โมง หนูจะถูก sacrificed โดยการสลบก่อนโดยให ้ Nembutal®  และ
ตามดว้ย cardiac puncture เพือ่เกบ็เลอืด หลงัจากนัน้เกบ็อวยัวะต่างๆ  

 
2. การศกึษาทางพยาธวิทิยา 
 ชิน้เน้ือตบัและหวัใจแยกแชใ่น 4% paraformaldehyde, 5% sucrose และ 150 mM PBS pH 
7.4. และ embedded บน paraffin ตดัเป็นแผน่ขนาด 5 ไมครอน แลว้นํามายอ้มดว้ย hematoxylin/ 
eosin (H&E) เพือ่ศกึษา morphology และ ยอ้มดว้ย Perl’s Prussian blue เพือ่ศกึษาการสะสมเหลก็  
  
ผลการศึกษา 
 
1.  ลกัษณะทัว่ไปของหนูทีไ่ดร้บัเหลก็เกนิ 
 จากตารางที ่1.4 หนู WT และ BKO เมือ่ไดร้บัเหลก็ในรปู iron dextran และไดร้บัยาขบัเหลก็มี
น้ําหนกัตวัไมแ่ตกต่างกนัในระหวา่งกลุ่ม สาํหรบัหนู BKO มภีาวะมา้มโตน้ําหนกัมา้มสงูกวา่หนู WT แต่
น้ําหนกัตบัไมแ่ตกต่างจากหนู WT   

เมือ่ทาํใหห้นูมภีาวะเหลก็เกนิน้ําหนกัตบัและมา้มของหนู WT และ BKO จะเพิม่ขึน้ในระดบัที่
เทา่ๆกนั การใหย้าขบัเหลก็ทัง้สองชนิดในเวลา 7 วนัหลงัจากการใหเ้หลก็ทัง้ DF และ L1 ไมม่ผีลต่อ
น้ําหนกัตวั น้ําหนกัตบัและมา้ม 
 
ตารางท่ี 1.4 น้ําหนกัตวั น้ําหนกัตบัและมา้มของหนู WT และ BKO ทีไ่ดร้บัเหลก็และผลของยาขบัเหลก็ 
Mice Group Body weight (g) Liver (g) Spleen (mg) 
WT Control 23.8 ± 0.9 1.0 ± 0.3a 73.8 ± 7.1c,d 
 Iron overload 21.6 ± 1.1 2.7 ± 0.2a 145.3 ± 29.3c 
 Iron overload +DF 23.8 ± 1.4 2.8 ± 0.2 167.3 ± 23.7 
 Iron overload +L1 20.5 ± 1.5 2.4 ± 0.2 109.2 ± 15.5 
BKO Control 23.1 ± 0.8 1.1 ± 0.1b 441.8 ± 37.7d 
 Iron overload 21.9 ± 1.1 2.6 ± 0.2b 528.5 ± 28.3 
 Iron overload +DF 19.8 ± 1.5 2.4 ± 0.3 492.2 ± 75.8 
 Iron overload +L1 21.5 ± 0.7 2.5 ± 0.2 568.9 ± 56.5 
Data are mean ± SEM (n=4-5). Comparisons for significant differences are indicated by the 
same alphabet; a…p<0.01; b,c,d…p<0.05.  
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2.  ระดบัเหลก็ การกระจายของเหลก็และ oxidative status ในตบั 
ระดบัเหลก็ในรปู non-heme iron ในตบัแสดงในตารางที ่ 1.5 และ รปูเหลก็สะสมในตบัโดยวธิี

Perls’ Prussian blue staining แสดงในภาพที ่1.4 จากขอ้มลูแสดงใหเ้หน็วา่เมือ่ให ้iron dextran เหลก็
เพิม่ขึน้ในตบัอยา่งมนียัสาํคญั เมือ่ใหย้าขบัเหลก็ในระยะเวลา 7 วนั ปรมิาณเหลก็สะสมไมล่ดลง แต่เมือ่
วเิคราะหภ์าพทางพยาธวิทิยาพบวา่การกระจายของเหลก็มคีวามแตกต่างอยา่งมนียัสาํคญั โดยเฉพาะ
อยา่งยิง่เมือ่ใหย้าขบัเหลก็ L1   
  
ตารางท่ี 1.5 ระดบัเหลก็ (non-heme iron) ในตบัของหนู WT และ BKO ทีไ่ดร้บัเหลก็และผลของยาขบั
เหลก็ 

Mice Group Liver iron (mg/g liver) 
WT Control 0.03 ± 0.0a 
 Iron overload 14.5 ± 1.2 
 Iron overload +DFO 13.8 ± 0.8 
 Iron overload +L1 14.5 ± 1.3 
BKO Control 0.21 ± 0.03a 
 Iron overload 14.6 ± 1.9 
 Iron overload +DFO 13.0 ± 1.4 
 Iron overload +L1 14.0 ± 0.7 

Data are mean ± SEM (n=5). Comparisons for significant differences are indicated by the same 
alphabet; a…p<0.01. 
 
ตารางท่ี 1.6 Oxidative status ในตบัของหนู WT และ BKO ทีไ่ดร้บัเหลก็และผลของยาขบัเหลก็ 

Mice Group TBARs 
 nmol/mg P 

GSH 
nmol/mg P  

GPx 
uM/min/mg P  

Catalase 
uM/min/mg P 

WT Control 2.5 ± 0.4a 57.7 ± 10.5 724.1± 75.4b 107.9 ± 10.6 
 Iron overload 5.9 ± 0.4a 52.4 ± 6.6 588.0 ± 33.8 94.9 ± 8.9 
 Iron overload +DF 4.5 ± 0.4 51.9 ± 5.9 521.2 ± 39.6 76.9 ± 9.6 
 Iron overload +L1 4.8 ± 0.4 46.4 ± 10.0 556.8 ± 58.6 90.4 ±12.1 
BKO Control 4.4 ± 0.7 42.8 ± 5.9 496.4 ± 48.2b 123.7 ± 17.7 
 Iron overload 5.9 ± 0.5 41.8 ± 5.2 540.1 ± 62.2 96.1 ± 8.3 
 Iron overload +DF 4.8 ± 0.5 31.3 ± 3.7 320.8 ± 37.4 75.5 ± 8.4 
 Iron overload +L1 4.5 ± 0.3 34.9 ± 4.5 348.1 ± 23.8 88.5 ± 13.1 

Data are mean ± SEM (n=9-10). Comparisons for significant differences are indicated by the 
same alphabet; a…p<0.001, b…p<0.05 
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2.  ระดบัเหลก็ การกระจายของเหลก็และ oxidative status ในหวัใจ 
ระดบัเหลก็ในรปู non-heme iron ในหวัใจแสดงในตารางที ่1.7 และ รปูเหลก็สะสมในหวัใจโดย

วธิPีerls’ Prussian blue staining แสดงในภาพที ่ 1.5 จากขอ้มลูแสดงใหเ้หน็วา่ในหนู BKO มเีหลก็
สะสมในหวัใจอยูแ่ลว้ เมือ่ให ้ iron dextran เหลก็เพิม่ขึน้อยา่งมนียัสาํคญัในหนูทัง้สองกลุ่ม การใหย้าขบั
เหลก็ L1 สามารถลดเหลก็ในหวัใจได ้โดยเฉพาะอยา่งยิง่ในหนู BKO พบนยัสาํคญัทางสถติ ิ 
 
ตารางท่ี 1.7 ระดบัเหลก็ (non-heme iron) ในหวัใจของหนู WT และ BKO ทีไ่ดร้บัเหลก็และผลของยา
ขบัเหลก็ 

Mice Group Cardiac iron (mg/g heart) 
WT Control 0.0 ± 0.0 
 Iron overload 5.5 ± 1.8 
 Iron overload +DFO 5.7 ± 2.0 
 Iron overload +L1 3.5 ± 2.0 
BKO Control 0.1 ± 0.0a 
 Iron overload 4.5 ± 1.1b 
 Iron overload +DFO 3.5 ± 1.5 
 Iron overload +L1 2.5 ± 0.7b 

Data are mean ± SEM (n=5). Comparisons for significant differences are indicated by the same 
alphabet; a…p<0.01, b…p<0.05 
 
ตารางท่ี 1.8 Oxidative status ในหวัใจของหนู WT และ BKO ทีไ่ดร้บัเหลก็และผลของยาขบัเหลก็ 

Mice Group TBARs 
 nmol/mg P 

GSH 
nmol/mg P  

GPx 
M/min/mg P  

Catalase 
M/min/mg P 

WT Control 4.8 ± 0.2a 15.3 ± 1.5 32.2 ± 2.7 4.1 ± 0.8 
 Iron overload 8.0 ± 0.8a 13.5 ± 1.1 35.8 ± 4.9 7.4 ± 0.9 
 Iron overload +DF 6.4 ± 0.4 13.9 ± 1.4 26.2 ± 1.1 5.9 ± 0.4 
 Iron overload +L1 6.0 ± 0.3 12.8 ± 2.7 27.9 ± 2.7 5.9 ± 0.4 
BKO Control 3.8 ± 0.3 18.0 ± 2.3 32.2 ± 1.86 5.3 ± 0.7 
 Iron overload 5.4 ± 0.2 16.2 ± 1.1 27.4 ± 2.2 6.8 ± 0.5 
 Iron overload +DF 4.4 ± 0.4 15.2 ± 1.2 23.6 ± 2.5 6.1 ± 0.6 
 Iron overload +L1 4.4 ± 0.3 15.5 ± 1.6 25.2 ± 1.2 5.2 ± 1.2 

Data are mean ± SEM (n=9-10). Comparisons for significant differences are indicated by the 
same alphabet; a…p<0.001. 
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สรปุและวิจารณ์ผลการศึกษา 
จากการศกึษาภาวะออกซเิดทฟีสเตรทโดยใช ้ OMRI และ carbamoyl-PROXYL เป็น spin 

probe ซึง่สามารถแสดงคา่สะทอ้นถงึปฏกิริยิาอนุมลูอสิระทีอ่วยัวะต่างๆนัน้ พบวา่เมือ่สตัวท์ดลองไดร้บั
เหลก็เพยีงขนาดเดยีว หรอืไดร้บัเหลก็ 3 ครัง้ต่อเน่ืองจะเหน็แนวโน้มการเปลีย่นแปลงทีต่บัมากกวา่ที่
อวยัวะสว่นอืน่ๆทัง้น้ีอาจเน่ืองจากตบัเป็นอวยัวะหลกัและอวยัวะแรกทีเ่หลก็เขา้ไปสะสม และการไดร้บั
ยาขบัเหลก็สามารถลดปฏกิริยิาอนุมลูอสิระได ้ 

แต่จากผลการศกึษาการใหเ้หลก็ในปรมิาณน้อย ยงัไมม่ผีลต่อการเปลีย่นแปลงทางพยาธวิทิยา
อยา่งชดัเจน ในโครงการน้ีจงึศกึษาโดยการใหเ้หลก็เพิม่มากขึน้ จากการศกึษาที ่1.2 เมือ่ใหเ้หลก็รวม 9 
ครัง้ มเีหลก็สะสมในตบัและอวยัวะอื่นๆอยา่งชดัเจน ในทีน้ี่พบวา่มเีหลก็มากพอทีจ่ะสะสมในหวัใจดว้ย 
แมก้ารศกึษาเมือ่ใหเ้หลก็ในปรมิาณสงูไมส่ามารถ ทดลองเพือ่ตรวจวดัโดย OMRI ได ้ แต่โดยภาพรวม
เหน็วา่ระดบัเหลก็สะสมแปรผนักบัปรมิาณเหลก็ทีใ่หเ้ขา้ไป คาดวา่ปฏกิริยิาอนุมลูอสิระน่าจะมากขึน้ดว้ย 
คา่ lipid peroxidation มคีา่สงูขึน้เมือ่สตัวท์ดลองไดร้บัเหลก็มากขึน้    

 เป็นทีน่่าสงัเกตคอืเมือ่สตัวท์ดลองไดร้บัเหลก็มากขึน้ มกีารเปลีย่นแปลงเอนซมัยท์ีเ่กีย่วขอ้งกบั
การกาํจดัอนุมลูอสิระไดแ้ก่ glutathione peroxidase (GPx) และ catalase การเปลีย่นแปลงการทาํงาน
ของเอนซมัยข์ึน้อยูก่บัชนิดของหนูและอวยัวะทีเ่หลก็สะสม เชน่ในหวัใจ การทาํงานของ catalase มี
แนวโน้มสงูขึน้ในภาวะเหลก็เกนิ และยาขบัเหลก็ทาํใหก้ารทาํงานของเอนซมัยน้ี์ลดลง ในขณะทีใ่นตบั
การทาํงานของเอนซมัย ์ catalase มแีนวโน้มลดตํ่าลง (การทดลอง 1.2) อยา่งไรกต็ามการเปลีย่นแปลง
ของเอนซมัยไ์มม่คีวามแตกต่างอยา่งมนียัสาํคญั ซึง่อาจเกีย่วขอ้งกบัการปรบัตวัเมือ่มภีาวะออกซเิด
ทฟีสเตรท ซึง่น่าสนใจทีจ่ะศกึษากลไกต่อไป 

สาํหรบัแบบทดลองภาวะเหลก็เกนิน้ีนําไปศกึษาถงึผลของภาวะเหลก็เกนิต่อกระบวนการ
ควบคุมเหลก็โดย hepcidin ซึง่ผลการศกึษาจะกล่าวในบทต่อไป 
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บทท่ี 2 

การศึกษาผลของภาวะเหลก็เกินและปฏิกิริยาอนุมลูอิสระต่อ hepcidin mRNA expression  

และยีนอ่ืนๆ ท่ีเก่ียวข้องกบัการควบคมุปริมาณเหลก็ในร่างกายของหนูธาลสัซีเมีย 

 
บทนํา 

ภาวะเหลก็เกนิมบีทบาทสาํคญัต่อการความเสือ่มของอวยัวะต่างๆ ซึง่เป็นสาเหตุการตายใน
ผูป้ว่ยธาลสัซเีมยี ภาวะเหลก็เกนิในผูป้ว่ยนอกจากมผีลมาจากการไดร้บัเลอืดเพือ่แกไ้ขภาวะเลอืดจาง
แลว้ ยงัมสีาเหตุมาจากการเพิม่ขึน้ของดดูซมึเหลก็จากทางเดนิอาหาร ซึง่เป็นผลสบืเน่ืองมาจากการ
สงัเคราะหเ์มด็เลอืดแดงไมส่มบรูณ์ (ineffective erythropoiesis) กระบวนการทีม่ผีลต่อการควบคุมเหลก็
ทีส่าํคญัคอื กระบวนการทาํงานของเปบไทดฮ์อรโ์มน “hepcidin”  
 Hepcidin ในรปู active form ประกอบดว้ยกรดอะมโิน 25 ตวั สงัเคราะหใ์นเซลลต์บัในรปูของ 
pre-pro-hepcidin และเปลีย่นเป็น pro-hepcidin และ hepcidin ตามลาํดบั เมือ่หลัง่เขา้สูก่ระแสเลอืด 
hepcidin จะจบักบัตวัรบับน iron transporter คอื ferroportin ซึง่อยูบ่นผนงัเซลลข์องเซลลล์าํไสแ้ละ
เซลลเ์มคโครฟาส การจบัระหวา่ง hepcidin และตวัรบั มผีลทาํให ้ ferroportin ถูกทาํลาย ซึง่ผลสดุทา้ย
คอืการนําเหลก็เขา้สูก่ระแสเลอืดโดยทางการดดูซมึผา่นเซลลล์าํไสแ้ละการนําเหลก็ออกจากเมคโครฟาส
ลดลง และเหลก็ในกระแสเลอืดลดลง กระบวนการน้ีมคีวามสาํคญัในการควบคุมสมดุลเหลก็ในรา่งกาย 
 การสงัเคราะห ์ hepcidin ถูกควบคุมโดยกลไกหลายระดบั คอืมกีารควบคุมในระดบั 
transcriptional regulation และ post-translational regulation สาํหรบัระดบั transcriptional regulation 
ถูกควบคุมโดยระดบัเหลก็ในตบัและในกระแสเลอืด ระดบัเหลก็ในตบัควบคุมผา่นทาง Bone 
Morphogenetic Protein 6 (BMP6) และ hemojuvelin (HJV) บนผนงัเซลลต์บั สว่นเหลก็ในกระแสเลอืด
ควบคุมผา่น Transferrin Receptor 2 (TfR2) ซึง่อาจทาํงานรว่มกบั hemochromatosis protein (HFE) 
นอกจากน้ีการควบคุมในระดบั transcriptional regulation น้ีสามารถควบคุมดว้ยกระบวนการที่
เกีย่วขอ้งกบัการอกัเสบโดยผา่น IL6 receptor และ JAK/STAT signaling pathway และกระบวนการที่
เกีย่วขอ้งกบั erythropoiesis activity ซึง่ขึน้กบัระดบัของ erythropoietin (EPO) อกีดว้ย สาํหรบัการ
ควบคุมในระดบั post translational regulation ทีส่าํคญัคอืการเปลีย่นจาก inactive เป็น active 
hepcidin โดยผา่น proprotein convertases (PCs) ไดแ้ก่เอนซมัย ์ furin ซึง่เอนซมัยน้ี์ถูกควบคุมโดย
ผา่น TfR2 ดว้ยเชน่กนั (Ganz and Nemeth, 2012)   
 ถงึแมว้า่รา่งกายจะมกีลไกการควบคุมระดบัเหลก็ในรา่งกายทีม่ปีระสทิธภิาพ แต่หากเหลก็เพิม่
สงูขึน้เชน่จากการไดร้บัเลอืดเป็นประจาํในผูป้ว่ยธาลสัซเีมยี อาจทาํใหก้ลไกเหล่าน้ีเปลีย่นแปลงไป
เน่ืองจากเหลก็สามารถทาํลายการทาํงานของเซลลไ์ดใ้นระดบัต่างๆ ดงันัน้จงึสนใจศกึษาผลของภาวะ
เหลก็เกนิต่อการแสดงออกของยนี hepcidin และการควบคุม hepcidin ทัง้ในหนู wild type และหนู 
heterozygous -globin knockout (BKO) รวมทัง้ศกึษาผลของยาขบัเหลก็ไดแ้ก่ deferoxamine (DF) 
และ deferiprone (L1) ดว้ย   
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วตัถปุระสงค ์
1. ศกึษาการแสดงออกของยนี hepcidin (Hamp1) ในตบัและปรมิาณของโปรตนี hepcidin ในซรีัม่

ของหนูปกตแิละหนูธาลสัซเีมยีทีไ่ดร้บัเหลก็เกนิ 
2. ศกึษาผลของยาขบัเหลก็ต่อการแสดงออกของยนี hepcidin (Hamp1) ในตบัและปรมิาณของ

โปรตนี hepcidin ในซรีัม่ของหนูปกตแิละหนูธาลสัซเีมยีทีไ่ดร้บัเหลก็เกนิ 
3. ศกึษาปจัจยัการควบคุมการแสดงออกของ hepcidin ไดแ้ก่ erythropoietin, transferrin receptor 

2 (TfR2) และ furin ในหนูปกตแิละหนูธาลสัซเีมยีทีไ่ดร้บัเหลก็เกนิ และผลของยาขบัเหลก็ 
 
วิธีดาํเนินการทดลอง 
1. สตัวท์ดลองและการสรา้งภาวะเหลก็เกนิ 
  หนู C57BL/6 (wild type, WT) และ heterozygous -globin knockout (BKO) อาย ุ 7-8 
สปัดาห ์ ไดร้บัจาก ศนูยว์จิยัธาลสัซเีมยี มหาวทิยาลยัมหดิล หนูทัง้สองชนิดแบ่งเป็นชนิดละ 4 กลุ่ม 
ไดแ้ก่กลุ่มควบคุม กลุ่มทีไ่ดร้บัเหลก็ กลุม่ทีไ่ดร้บัเหลก็และยาขบัเหลก็ deferoxamine (DF) และกลุ่มที่
ไดร้บัเหลก็และยาขบัเหลก็ deferiprone (L1)  
 ในหนูทีไ่ดร้บัเหลก็จะได ้ iron dextran ขนาด 1 มลิลกิรมัต่อน้ําหนกัตวัหน่ึงกโิลกรมั 9 ครัง้ใน
เวลา 2 สปัดาห ์หลงัจากการไดร้บัเหลก็ครัง้สดุทา้ยแลว้ 3 วนั ใหย้าขบัเหลก็ DF หรอื L1 ขนาด 0.2 
และ 0.6 มลิลโิมลต่์อน้ําหนกัตวัหน่ึงกโิลกรมัตามลาํดบัต่อเน่ืองเป็นเวลา 7 วนั หลงัการใหย้าครัง้สดุทา้ย 
24 ชัว่โมง หนูจะถูก sacrificed โดยการสลบก่อนโดยให ้Nembutal®  และตามดว้ย cardiac puncture 
เพือ่เกบ็เลอืด หลงัจากนัน้เกบ็ตวัอยา่งตบั  

 
2. การตรวจวดัเหลก็ในตบั 
 โดยใชว้ธิ ีcolorimetric method ของ Foy et al. (1967) โดยใช ้ferrozine เป็นสารทาํใหเ้กดิส ี 
 
3. การตรวจวดัระดบัซรี ัม่ hepcidin  
 ระดบั hepcidin-25 ในซรีัม่ตรวจวดัโดยวธิ ี ELISA โดยใช ้ Mouse hepcidin ELISA kit 
(BlueGene Biotech, China) ตรวจวดัคา่การดดูกลนืแสงที ่ 405 นาโนเมตรโดย microplate reader 
(Biotex, USA)  
 
4. การตรวจวดัระดบัซรี ัม่ erythropoietin  
 โดยใช ้ Mouse EPO ELISA kit (Abcam, UK) ตรวจวดัคา่การดดูกลนืแสงที ่ 450 นาโนเมตร
โดย microplate reader (Sunrise-Basic Tecan, Switzerland) 
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5. การศกึษาการแสดงออกของยนี  
การศกึษาการแสดงออกของยนีในตวัอยา่งตบั เมือ่หลงัจากเกบ็ตบัแลว้ตดัแบ่งตบัที ่ left lobe 

เกบ็ใน RNA later® และเกบ็ในตูเ้ยน็อุณหภมู ิ20ºC ก่อนนํามา homogenate และ centrifuge ที ่3,000 
rpm สว่น supernatant นํามาสกดั RNA โดยใชชุ้ดสกดัสาํเรจ็ (UltracleanTM Tissue and cells RNA 
isolation kit, MO BIO Laboratories (California) และศกึษาการแสดงออกของยนีโดย real-time 
reverse transcription-polymerase chain reaction (real time RT-PCR) โดยใช ้SYBR® Green One-
step qRT-PCR kit (Life Technologies Co. (California). และใช ้primers ดงัแสดงในตารางที ่2.1 

ยนีทีศ่กึษา amplified โดย ABI PRISM 7500 thermo cycler: 50ºC for 3 min, 95ºC for 5 min 
ตามดว้ย 95ºC for 15 sec, 60ºC for 30 sec, 40ºC for 1 min ทัง้หมด 40 cycles และตามดว้ย 
melting curve analysis และวเิคราะห ์ relative quantification ดว้ย PCR amplification efficiency 
correction (or Pfaffl) method (Pfaffl, 2001) และใช ้-actin เป็น normalizer       

   
ตารางท่ี 2.1 Primers สาํหรบัการศกึาการแสดงออกของยนี 
Gene Primer sequence (5’ 3’) 
Hamp1 Forward: AGAGCTGCAGCCTTTGCAC 

Reverse: ACACTGGGAATTGTTACAGCATT 
TfR2 Forward: CCTCTATGAACAAGTGGCACTCA 

Reverse: CCCGATCATCCTCCATGAAG 
Furin Forward: CAGCCTCGGTACACACAGAT 

Reverse: AGCTACACCTACGCCACAGA 
-actin Forward: TCCTGGCCTCACTGCTCCAC 

Reverse: GTCCGCCTAGAAGCACTTGC 
 
6. การแสดงออกของโปรตนี hepcidin ในตบัโดยวธิ ีimmunofluorescence 
 ตวัอยา่งตบัจาก formalin-fixed, paraffin-embedded (FFPE) นํามาศกึษาปรมิาณโปรตนี 
hepcidin โดยวธิ ีimmunofluorescence  
 ตวัอยา่งตดั slide section ความหนา 5 m จากนัน้นํามาใหค้วามรอ้น 80ºC เวลา 30 นาท ี
และ deparafininzed ใน Unyhol Plus® solution (Bio Optica Milano, Italy) จากนัน้ผา่นกระบวนการ 
rehydration และ retrieve antigen โดยแชใ่น Tris-EDTA buffer, pH 9 เป็นเวลา 40 นาท ีทีอุ่ณหภมู ิ
95ºC หลงัจากนัน้แชใ่น 0.1% Triton-X 10 นาท ี ลา้งดว้ย PBS และ block ดว้ย 5% normal goat 
serum in 3% BSA-containing PBS เป็นเวลา 1 ชัว่โมงทีอุ่ณหภมูหิอ้ง หลงัจากนัน้เตมิ rabbit anti-
mouse hepcidin-25 (Abcam, UK) ความเขม้ขน้ 20 ไมโครก์รมัต่อมลิลลิติร ใน 3% BSA-containing 
PBS ที ่4ºC ขา้มคนื (Ohtake et al., 2007) 
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 หลงัลา้งดว้ย PBS เตมิ 100 ไมโครล์ติร ChromeoTM 488 labeled-goat anti-rabbit IgG 
antibody (1:10000, diluted with 2% normal goat serum in 3% BSA-containing PBS) เป็นเวลา 1 
ชัว่โมงในทีม่ดื หลงัจากลา้งดว้ย PBS แลว้แชใ่น 0.1% Sudan black in 70% ethanol เป็นเวลา 30 
นาท ีก่อนลา้งและปิด slide ดว้ย antifade mounting medium 
 ภาพจาก fluorescence วเิคราะหโ์ดย Olypus Fluoview FV 1000 laser-scanning confocal 
microscope (oil-immersion) with a 60x 1.35 NA (numerical aperture). การวเิคราะหค์วามเขม้ของ 
fluorescence ใชโ้ปรแกรม ImageJ Ver 1.47i และความเขม้รวมของ fluorescence จากภาพทีไ่ดจ้าก
ใน 10 non-overlapping field นํามาคาํนวณและเทยีบกบักลุ่มควบคุม  
 
ผลการศึกษา 
1. คา่เหลก็ในตบั และระดบั hepcidin ในซรีัม่และในเน้ือเยือ่ตบั 

ระดบัเหลก็ในตบัหนูปกตแิละหนู BKO เมือ่มภีาวะเหลก็เกนิและไดย้าขบัเหลก็แสดงในตารางที ่
2.2 สาํหรบัคา่ serum hepcidin พบวา่หนู BKO มแีน้วโน้มของระดบั serum hepcidin สงูกวา่กลุ่ม WT 
แต่เมือ่ใหเ้หลก็ พบวา่ serum hepcidin ลดตํ่าลงทัง้สองกลุ่ม การใหย้าขบัเหลก็ทาํใหค้า่ serum 
hepcidin กลบัเขา้สูร่ะดบัเดยีวกบั control ในแต่ละกลุม่ ไมม่คีวามแตกต่างอยา่งมนียัสาํคญัสาํหรบัระดบั 
hepcidin ในเน้ือเยือ่ตบั  
  
ตารางท่ี 2.2 ระดบัเหลก็ ระดบั hepcidin ในซรีัม่และในเน้ือเยือ่ตบัของหนูปกตแิละหนูธาลสัซเีมยี 
Group Total liver iron  

(mg/g tissue) 
Serum hepcidin  

(ng/ml) 
Liver hepcidin  

(ng/mgP) 
WT    
     Control 0.03 ± 0.00a 2.6 ± 1.8 0.20 ± 0.04 
     Iron overload 14.5 ± 1.2 1.5 ± 0.8 0.20 ± 0.03 
     Iron overload + DF 13.8 ± 0.8 3.0 ± 1.6 0.16 ± 0.04 
     Iron overload + L1 14.5 ± 1.3 1.6 ± 1.2 0.19 ± 0.00 
BKO    
     Control 0.21 ± 0.03a 3.4 ± 1.3 0.15 ± 0.03 
     Iron overload 14.6 ± 1.9 1.9 ± 0.4 0.18 ± 0.04 
     Iron overload + DF 13.0 ± 1.4 3.3 ± 2.1 0.20 ± 0.08 
     Iron overload + L1 14.0 ± 0.7 4.0 ± 0.5 0.21 ± 0.06 
Mean ± SEM (n=5). Comparison for significant differences are indicated by the same alphabet; 
a…p<0.01. 
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ตารางท่ี 2.4 Relative hepcidin protein ในตบั และ ปรมิาณในซรีัม่ของหนู WT และ BKO ทีไ่ดร้บั
เหลก็และผลของยาขบัเหลก็ 
 

Mice Group Fluorescence intensity 
 (fold change) 

Serum hepcidin 
(ng/ml) 

WT Control 1.0 ± 0.1 2.6 ± 1.8 
 Iron overload 1.1 ± 0.2 1.5 ± 0.8 
 Iron overload +DF 0.6 ± 0.1 3.0 ± 1.6 
 Iron overload +L1 0.9 ± 0.3 1.6 ± 1.2 
BKO Control 1.5 ± 0.4 3.4 ± 1.3 
 Iron overload 0.7 ± 0.1 1.9 ± 0.4 
 Iron overload +DF 0.6 ± 0.1 3.3 ± 2.1 
 Iron overload +L1 0.8 ± 0.2 4.0 ± 0.5 

Data are mean ± SEM (n=5).  
 
3. ปจัจยัทีเ่กีย่วขอ้งกบัการแสดงออกของ hepcidin ในภาวะเหลก็เกนิ 
 ปจัจยัหน่ึงของการควบคุมการแสดงออกของ Hamp1 คอืภาวะ ineffective erythropoiesis ซึง่
ภาวะน้ี สง่ผลใหม้ ี erythropoietin (EPO) เพิม่มากขึน้ และมกีารดดูซมึเหลก็จากทางเดนิอาหารเพิม่ขึน้ 
และ EPO จะกระตุน้การสรา้งเมด็เลอืดแดง ทัง้น้ี EPO เป็นปจัจยัซึง่ยบัยัง้การแสดงออกของ Hamp1  

จากการศกึษาพบวา่หนู WT ม ีEPO ในซรีัม่ในระดบัทีไ่มส่ามารถตรวจวดัไดใ้นขณะที ่หนู BKO 
มรีะดบั EPO ในซรีัม่สงู (ตารางที ่2.5)   

เมือ่มภีาวะเหลก็เกนิในหนู WT พบวา่ EPO ในซรีัม่สงูขึน้อยา่งชดัเจนทัง้น้ีเพือ่เป็นการกระตุน้
การใชเ้หลก็เพือ่สรา้งเมด็เลอืด และการใหย้าขบัเหลก็ในกลุ่มน้ีคา่ EPO ในซรีัม่ลดลงอยา่งมนียัสาํคญั 
สาํหรบัหนู BKO ซึง่มรีะดบั EPO ในซรีัม่สงูอยูแ่ลว้การใหเ้หลก็หรอืยาขบัเหลก็ไมม่ผีลต่อระดบั EPO  
 ปจัจยัเสรมิใหม้กีารแสดงออกของ Hamp1 ไดแ้ก่ การแสดงออกของ transferrin receptor 2 
(TfR2) ผลการศกึษาพบวา่ในหนู BKO มกีารแสดงออกของ TfR2 เพิม่ขึน้ประมาณ 1.5 เทา่ ซึง่
สอดคลอ้งกบัผลการแสดงออกของ Hamp1 ในหนู BKO ซึง่เพิม่ขึน้ประมาณ 1.4 เทา่ แต่เมือ่มภีาวะ
เหลก็เกนิพบวา่ การแสดงออกของ TfR2 กลบัลดลงอยา่งมนียัสาํคญั และการใหย้าขบัเหลก็ไมม่ผีลต่อ
การแสดงออกของ TfR2 (ภาพที ่2.4 และ ตารางที ่2.6)   
 Furin เป็นเอนซมัยท์ีส่าํคญัในการเปลีย่น pre-pro- และ pro-hepcidin ใหอ้ยูใ่นรปู active form 
(hepcidin-25) Furin ถูกควบคุมโดย TfR2 จากการศกึษาพบวา่ การแสดงออกของ furin เป็นไปตามการ
แสดงออกของ TfR2 กล่าวคอื เมือ่แสดงออกของ TfR2 ลดลง การแสดงออกของ furin ลดลงตามกนั 
ทัง้น้ีภาวะเหลก็เกนิมผีลใหก้ารแสดงออกของ furin ลดลง (ภาพที ่2.5 และ ตารางที ่2.7)   
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ตารางท่ี 2.7 Relative Furin expression ในตบัของหนู WT และ BKO ทีไ่ดร้บัเหลก็และผลของยาขบั
เหลก็ 

Mice Group Hamp1 (fold change) 
WT Control 1.0 ± 0.1a,b 
 Iron overload 0.7 ± 0.1a 
 Iron overload +DF 0.9 ± 0.1 
 Iron overload +L1 0.7 ± 0.1 
BKO Control 1.5 ± 0.1b,c 
 Iron overload 0.5 ± 0.0c 
 Iron overload +DF 0.8 ± 0.2 
 Iron overload +L1 0.6 ± 0.1 

Data are mean ± SEM (n=5). Comparisons for significant differences are indicated by the same 
alphabet; a…p<0.05; b,c…p<0.01 
 
สรปุและวิจารณ์ผลการศึกษา 

ในหนูธาลสัซเีมยี (BKO) มเีหลก็สะสมอยูใ่นตบัและมภีาวะมา้มโตเน่ืองจาก ineffective 
erythropoiesis และมคีา่ erythropoietin (EPO) สงูขึน้ในเลอืด สาํหรบัการแสดงของยนี Hamp1 และ
โปรตนี hepcidin ในตบัและในซรีัม่มคีา่สงูกวา่หนู WT เลก็น้อย (ประมาณ 1.4 เทา่)  โดยผลน้ีสอดคลอ้ง
กบัการเพิม่ขึน้ของแสดงออกของยนี TfR2 และ furin ซึง่เพิม่ขึน้ประมาณ 1.4-1.5 เทา่เชน่กนั ซึง่แสดง
ใหเ้หน็วา่ iron pathway โดยผา่น TfR2 ยงัมบีทบาทในหนูกลุ่มน้ี  

ตามทฤษฏรีะดบั EPO ทีส่งูขึน้ในหนู BKO น่าจะกดการสงัเคราะห ์ hepcidin ใหม้รีะดบัตํ่ากวา่
หนูในกลุ่ม WT แต่ผลการศกึษาไมเ่ป็นไปตามทีค่าด แต่ยงัพบวา่ในหนู BKO มเีหลก็สะสมอยูใ่นตบัและ
มา้มแสดงใหเ้หน็วา่ระดบั hepcidin ทีเ่พิม่ขึน้เลก็น้อยน้ี อาจไมเ่พยีงพอทีจ่ะยบัยัง้การดดูซมึของเหลก็ได้
อยา่งมปีระสทิธภิาพ แต่ในขณะเดยีวกนัการเพิม่ขึน้ของ hepcidin อาจทาํใหเ้หลก็สะสมในเมคโครฟาส
มากขึน้ดงัจะเหน็ไดจ้ากขนาดของมา้ม ซึง่น่าสนใจทีจ่ะศกึษาการตอบสนองของลาํไสแ้ละเมคโครฟาสต่อ 
hepcidin ในภาวะน้ีดว้ย   

การศกึษาภาวะเหลก็เกนิในหนู wild-type และ BKO เพือ่ศกึษาผลของภาวะเหลก็เกนิอยา่ง
เดยีวและภาวะเหลก็เกนิรวมกบั ineffective erythropoiesis ตามลาํดบั การไดร้บัเหลก็ในหนู WT 
กระตุน้การสรา้ง EPO เพือ่นําเหลก็ไปใชใ้นการสรา้งเมด็เลอืดแดง ภาวะตบัโตมา้มโตพบไดใ้นหนูทัง้ 
WT และ BKO 

การไดร้บัเหลก็ในหนูทัง้สองกลุ่มมผีลให ้การแสดงออกของ Hamp1 สงูขึน้อยา่งมนียัสาํคญัทาง
สถติ ิ แต่การแสดงออกของโปรตนีในตบัและในซรีัม่ไมเ่ปลีย่นแปลงหรอืกลบัลดลงโดยเฉพาะอยา่งยิง่ใน
หนู BKO  และเมือ่พจิารณาการแสดงออกของ TfR2 และ furin ลดลงเชน่เดยีวกนั 
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การลดลงของ TfR2 ในหนูไดร้บัเหลก็เกนิน่าจะสง่ผลใหก้ารแสดงออกของ  Hamp1 ลดลงแต่ผล
การศกึษากลบัพบวา่แสดงออกของ  Hamp1 สงูขึน้อยา่งมนียัสาํคญัอาจกล่าวไดว้า่มปีจัจยัอื่นๆทีน่่าจะ
เกีย่วขอ้งกบัการแสดงออกของ  Hamp1  เชน่ inflammatory pathway โดยผา่น IL6  

การที ่ TfR2 ลดลงนัน้น่าจะมผีลกระทบโดยตรงต่อการแสดงออกของ furin ซึง่ทาํหน้าทีเ่ป็น 
convertase และมบีทบาทในการเปลีย่น pro-hepcidin เป็น hepcidin ในรปูออกฤทธิ ์ ดงันัน้การลดลง
ของการแสดงออกของ furin  อาจมผีลทาํใหป้รมิาณโปรตนีทีอ่อกฤทธิล์ดลง ดงันัน้อาจสรปุไดว้า่ภาวะ
เหลก็เกนิน้ีเปลีย่นแปลง hepcidin ทัง้ในเชงิปรมิาณและคุณภาพ  

ปจัจยัทีนํ่ามาสูก่ารเปลีย่นแปลง TfR2 นัน้ยงัไมช่ดัเจน แต่คาดวา่น่าจะเกีย่วขอ้งกบัภาวะออกซิ
เดทฟีสเตรท น่าสงัเกตุวา่หากระดบัของเอนซมัย ์ convertase ลดลงในภาวะเหลก็เกนิ โปรตนีอื่นๆทีถู่ก
สงัเคราะหใ์นรปู pro-protein กน่็าจะถูกกระทบเชน่เดยีวกบั hepcidin 
 ถงึแมว้า่การไดร้บัยาขบัเหลก็สง่ผลใหร้ะดบั EPO ลดลงในหนู WT ทีไ่ดร้บัเหลก็เกนิ แต่ยาขบั
เหลก็ไมส่ง่ผลต่อการแสดงออกและการสงัเคราะห ์ hepcidin ในภาวะทีศ่กึษา ทัง้น้ีการไดร้บัยาใน
ระยะเวลาสัน้ๆและหลงัจากภาวะเหลก็เกนิอาจจะยงัไมไ่ดล้ดระดบัเหลก็ในตบัไดเ้พยีงพอ  
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บทท่ี 3 

การพฒันาการตรวจวดั hepcidin โดยวิธี Liquid chromatography/Mass spectroscopy 

 

บทนํา 
 Hepcidin มหีน้าทีส่าํคญัในการควบคุม body iron homeostasis ความผดิปกตขิอง hepcidin 
เกีย่วขอ้งกบัพยาธสิภาพหลายโรค ไดแ้ก่ภาวะเหลก็เกนิซึง่ระดบั hepcidin ในเลอืดจะลดตํ่าลง ภาวะ
เลอืดจางทางพนัธุกรรมหรอืการอกัเสบเรือ้รงั เกีย่วขอ้งกบัระดบั hepcidin สงูขึน้อยา่งผดิปกต ิ ดงันัน้
การรกัษาโรคเหล่าน้ีตอ้งอาศยัการตรวจวดัระดบั hepcidin อยา่งแมน่ยาํ     

แต่อยา่งไรกต็ามการศกึษา hepcidin ในปจัจุบนัยงัมขีอ้จาํกดัในการตรวจวดั คอืการใชว้ธิ ี
immunoassays ซึง่มขีอ้จาํกดัคอื ไมส่ามารถบ่งชีจ้าํเพาะ hepcidin ในรปูต่างๆไดแ้ก่ pro-hepcidin, 
hepcidin-25 ซึง่เป็น active hepcidin และ hepcidin-22 ซึง่เชือ่วา่มฤีทธิท์างชวีภาพทีแ่ตกต่างจาก 
hepcidin-25 ได ้(Ruchala and Memeth, 2014)   

วตัถุประสงคห์น่ึงของการศกึษาในโครงการน้ีคอื การพฒันาการตรวจวเิคราะห ์hepcidin ในซรีัม่
และปสัสาวะโดยใชว้ธิ ี liquid chromatography และ electrospray ionization/liner ion trap mass 
spectrometer (LC/MS/MS) เพือ่ใชว้เิคราะหแ์ละตดิตามการเปลีย่นแปลงระดบั hepcidin ในซรีัม่ใน
ผูป้ว่ยธาลสัซเีมยีทีไ่ดร้บัยาต่างๆ  

จากการศกึษาพบวา่การตรวจวดั hepcidin ในซรีัม่ โดยใช ้ LC/MS/MS  กม็ขีอ้จาํกดัในดา้น
เทคนิคต่างๆ เชน่ hecidin ซึง่ม ี disulfide bond ถงึ 4 bond สามารถเกาะกบัโปรตนีในซรีัม่หรอืมี
ปฏกิริยิาอื่นๆและทาํใหก้ารตรวจวดัคอ่นขา้งยาก นอกเหนือจากขอ้จาํกดัดา้นเครือ่งมอื 

ในรายงานน้ีจงึกล่าวแต่ผลการศกึษาโดยใช ้ hepcidin จากการสงัเคราะห ์ เพือ่หาภาวะการ
ตรวจวดัทีเ่หมาะสมในซรีัม่และปสัสาวะต่อไปในอนาคต   
 
วิธีดาํเนินการทดลอง 
ภาวะการทดลองทีใ่ชพ้ฒันาและปรบัปรงุจาก Li et al., 2009; Bansal et al., 2009 และ Bansal et al., 
2010 

Standard hepcidin: สาร hepcidin-25 มาตรฐาน (DTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT; 
Peptide Institute, Inc. Osaka, Japan) ละลายเป็น stock solution 1 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร ใน 
50/50/0.1 (v/v/v) methanol/water/formic acid และเกบ็ไวท้ีอุ่ณหภมู ิ 2-8ºC การเตรยีมสารละลาย
มาตรฐานนัน้เตรยีมทีค่วามเขม้ขน้ต่างๆตัง้แต่ 10-1000 นาโนกรมัต่อมลิลลิติรใน mobile phase   

LC system: Stationary phase โดยใช ้ Varian Polaris C18A (5m, 75x2.1 mm; Lake 
Forest, CA, USA). Mobile phase A, 0.1% formic acid in water; mobile phase B 0.1% formic acid 
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in acetonitrile โดยใช ้gradient ที ่flow rate 200 ไมโครลติรต่อนาท ีโดยใช ้mobile phase B ที ่10% 2 
นาท ีและเพิม่เป็น 40% ภายใน 2 นาท ีคงสดัสว่นน้ี 8 นาท ีแลว้ลดลงเป็น 10%  ภายใน 0.5 นาท ี 

Mass spectroscopy: โดยใช ้ Electrospray ionization (ESI)/linear iron trap mass 
spectrometer (Agilent 1100, Germany), ESI spray voltage +4500 V, source temperature 300 ºC, 
nebulizer gas 20 psi, dry gas flow rate 8 l/min.   

Blank serum: เตรยีมโดยนําตวัอยา่งซรี ัม่เตมิดว้ย activated charcoal ทิง้ไวเ้ป็นเวลา 30 นาที
แลว้นําไป centrifuge ที ่15,000 g เป็นเวลา 5 นาท ีแยกซรีัม่ออกแลว้ทาํซํ้าขัน้ตอนดงักล่าวขา้งตน้อกี
ครัง้   

การสกดัตวัอยา่งซรี ัม่และปสัสาวะ: สกดัโดย solid phase extraction โดย Oasis® HLB 1cc 
(10 mg, Waters Corporation, Mailford, Massachusets, USA)   
 
ผลการศึกษาทดลอง และบทวิจารณ์ 
1. Mass spectrum โดย direct infusion   
 Mass spectrum ของ hepcidin ทีค่วามเขม้ขน้ 2 g/ml ใน 50/50/0.1 (v/v/v) 
methanol/water/formic acid โดยฉีดตรงเขา้ mass spectrometer (direct infusion) แสดงในภาพที ่3.1 
จากภาพสามารถตรวจพบ [M+4H]4+ ที ่ m/z 698.2,  [M+5H]5+ ที ่ m/z 558.6 และ [M+3H]3+ ที ่ m/z 
930.7 โดยมคีวามเขม้ของสญัญาณ (intensity) เรยีงตามตามลาํดบั 
 เมือ่นํา m/z 698.2, m/z 558.6 และ m/z 930.7 มาทดสอบการเกดิ fragmentation โดยใช ้
fragment amplitude (collision energy) ต่างๆ พบวา่ที ่ amplitude 0.80 ให ้ product mass ทีม่ ี
intensity สงูและยงัคง intensity ของ precursor ไวใ้นปรมิาณทีเ่หมาะสม ภาพที ่3.2  

ตารางที3่.1 แสดง intensity ของ precursor และ product mass ต่างๆ ซึง่ขอ้มลูน้ีจะนํามาใชใ้น
การวเิคราะหป์รมิาณและโครงสรา้งของ hepcidin แบบ MS/MS ต่อไป 
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ตารางท่ี 3.1 แสดงความเขม้ของสญัญาณของ precursor และ product mass หลงัจาก fragmentation 
ที ่amplitude 0.8  

Mass precursor (m/z) Intensity Product mass-m/z Intensity 
558.9 5.02 x 104 (y16)

5+  342.2 2.95 x 104 
  (y20)

5+  439.4 1.02 x 104 
  (y19)

3+  693.2 9.0 x 104 
  (y21)

3+  763.6 4.61 x 104 
  (y22)

3+  812.8 1.36 x 104 
  (y19)

2+  1039.4 7.34 x 103 
698.4 4.97 x 105 (y16)

5+  342.2 1.57 x 105 
  (b4)  501.2 1.03 x 105 
  (y23)

4+  644.0 1.19 x 105 
  (y24)

4+  669.4 1.07 x 106 
  (y19)

3+  693.6 1.02 x 106 
  (y21)

3+  763.6 3.25 x 105 
  (y22)

3+  813.2 4.38 x 105 
  (y23)

3+  858.2 2.74 x 105 
  (y19)

2+  1039.8 2.22 x 105 
  (y21)

2+  1144.8 1.03 x 105 
930.8 3.62 x 104 (b3)  354.2 6.18 x 103 

  (b4)  501.2 1.26 x 104 
  (y16)

2+  858.6 3.16 x 104 
  (y24)

3+  892.2 3.91 x 104 
  (y21)

2+  1145.0 9.90 x 104 
  (y22)

2+  1218.4 4.01 x 104 
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สรปุโครงการวิจยั 
 
 โครงการวจิยัน้ีเป็นการศกึษาในสตัวท์ดลอง วตัถุประสงคเ์พือ่ศกึษาภาวะเหลก็เกนิและ
ผลกระทบของภาวะเหลก็เกนิต่อการเกดิปฏกิริยิาอนุมลูอสิระ ภาวะออกซเิดทฟีสเตรท  พยาธวิทิยา 
และการแสดงออกของยนีทีเ่กีย่วขอ้งกบัการควบคุมเหลก็ในรา่งกาย  

จากการศกึษาแสดงใหเ้หน็วา่เมือ่สตัวท์ดลองไดร้บัเหลก็โดยการฉีดทางชอ่งทอ้งในขนาดต่างๆ 
สามารถตรวจวดัปฏกิริยิาอนุมลูอสิระหรอืการเปลีย่นแปลง redox status ไดโ้ดยใช ้ Overhauser-
enhanced MRI ยาขบัเหลก็ deferiprone สามารถลดปฏกิริยิาเน่ืองจากเหลก็เกนิได ้นอกจากน้ียงัพบวา่
ปฏกิริยิาอนุมลูอสิระทีเ่กดิขึน้มคีวามแตกต่างในแต่ละอวยัวะ ในตบัจะเหน็ปฏกิริยิาอนุมลูอสิระมากทีส่ดุ
เน่ืองจากตบัเป็นอวยัวะหลกัในการสะสมเหลก็ ซึง่สอดคลอ้งกบัการเปลีย่นแปลงคา่ออกซเิดทฟีในตบั 
 สาํหรบัในหวัใจ เมือ่ใหเ้หลก็ในขนาดตํ่า ยงัไมพ่บวา่มปีฏกิริยิาอนุมลูอสิระหรอืการเปลีย่นแปลง
ของ redox status หรอืคา่ออกซเิดทฟี แต่เมือ่ใหเ้หลก็ปรมิาณสงูกพ็บเหลก็สะสมในหวัใจ และมภีาวะ
ออกซเิดทฟีสเตรท การใหย้าขบัเหลก็โดยเฉพาะอยา่งยิง่ deferiprone สามารถลดระดบัเหลก็ในหวัใจได้
อยา่งมนียัสาํคญั  
 ภาวะเหลก็เกนิมผีลกระทบต่อการแสดงออกของยนีและโปรตนีทีค่วบคุมเหลก็ในรา่งกายคอื 
hepcidin โดยทัว่ไป hepcidin gene (HAMP1) expression จะเพิม่ขึน้เมือ่มภีาวะเหลก็เกนิ ซึง่จาก
การศกึษาน้ีกพ็บวา่ HAMP1 expression เพิม่ขึน้ดว้ยเชน่กนั แต่ทีน่่าสนใจคอืปรมิาณโปรตนี hepcidin 
ในตบัและในซรีัม่ ไมเ่ป็นไปตามผลของ HAMP1 expression ดงันัน้จงึตรวจสอบกลไกการควบคุมการ
แสดงออกของ HAMP1 ผลการศกึษาพบวา่ภาวะเหลก็เกนิ มผีลต่อ furin expression ซึง่ เกีย่วขอ้งกบั 
post translational process ของ hepcidin อาจจะกล่าวไดว้า่ในภาวะเหลก็เกนิดงัในการทดลองน้ี ถงึแม้
ไมม่ผีลต่อการแสดงออกของยนีแต่ มผีลกระทบต่อกระบวนการสรา้ง active hepcidin หรอื post 
translation ถา้รา่งกายสรา้ง active hepcidin ไมเ่พยีงพอ กระบวนการดดูซมึเหลก็ยงัดาํเนินต่อไปและ
อาจเพิม่มากขึน้ในกรณทีีม่ภีาวะเหลก็เกนิสงูขึน้ ผลการศกึษาน้ีอาจสามารถอธบิายปรากฏการณ์ใน
ผูป้ว่ยทีไ่มต่อบสนองต่อยาขบัเหลก็ และอาจสนบัสนุนการใชย้า hepcidin agonist รว่มกบัยาขบัเหลก็ใน
ผูป้ว่ยกลุ่มน้ี 
 สดุทา้ยงานวจิยัน้ีพยายามพฒันาวธิกีารตรวจวดัระดบั hepcidin ในซรีัม่เพือ่นําไปใชต้ดิตาม 
ระดบั hepcidin ของผูป้ว่ยในอนาคตแต่เน่ืองจากอุปสรรคเกีย่วกบัเครือ่งมอืทาํใหง้านในสว่นน้ีไม่
สมบรูณ์ แต่อยา่งไรกต็ามยงัมกีารพฒันางานในสว่นน้ีต่อไป 
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The  liver  and  heart  are the  major  target  organs  for iron  accumulation  and  iron  toxicity  in  �-thalassemia.
To  mimic  the  phenomenon  of heavy  iron  overload  resulting  from  repeated  blood  transfusions,  a  total
of  180  mg  of iron  dextran  was  intraperitoneally  injected  into  C57BL/6J  mice  (WT) and  heterozygous  �-
globin  knockout  mice  (mu�th-3/+, BKO).  The  effects  of  deferiprone  and  deferoxamine  in this  model  were
investigated.  The  iron  was  distributed  homogenously  throughout  the 4 liver  lobes  (left,  caudate,  right
and  median)  and  was  present  in hepatocytes,  Kupffer  cells  and the sinusoidal  space.  Iron  accumulation
in  phagocytic  macrophages,  recruitment  of  hepatic  lymphocytes  and  nucleus  membrane  degeneration
were  observed  as  a  result  of  iron  overload  in  the  WT  and  BKO  mice.  However,  the  expansion  of hepatic
extramedullary  hematopoiesis  was  observed  only  in the  BKO  mice  with  iron  overload.  In the  heart,  the
iron  accumulated  in  the  cardiac  interstitium  and  myocytes,  and  moderate  hypertrophy  of the  myocardial
fibers  and  cardiac  myocyte  degeneration  were  observed.  Although  the  total  liver  iron  was  not  significantly

altered  by  iron  chelation  therapy,  image  analysis  demonstrated  a difference  in  the  efficacies  of  two  iron
chelators.  The  major  site  of  chelation  was  the  extracellular  compartment,  but  treatment  with  deferiprone
also  resulted  in  intracellular  iron  chelation.  Interestingly,  iron  chelators  reversed  the  pathological  changes
resulting  from  iron  overload  in  WT  and BKO  mice despite  being  used  for  only  a  short  treatment  period.  We
suggest  that  some  of these  effects  may  be  secondary  to the  anti-inflammatory  activity  of the  chelators.

© 2014  Elsevier  GmbH.  All  rights  reserved.
. Introduction

Organ dysfunction and fatal complications in patients with
-thalassemia are primarily caused by heavy iron deposition in
ital organs (Rund and Rachmilewitz, 2005; Beutler, 2007). Iron
Please cite this article in press as: Yatmark P, et al. Iron distrib
heart of �-thalassemic mice with parenteral iron overload: Effects
http://dx.doi.org/10.1016/j.etp.2014.03.002

verload occurs as a result of therapeutic blood transfusions and
ncreased intestinal iron absorption secondary to ineffective ery-
hropoiesis (Taher, 2005). Several factors influence the distribution
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and storage of iron in the liver and other organs of �-thalassemia
patients, such as the total body iron concentration, the rate of RBC
transfusions and the chelation therapy protocol (Kolnagou et al.,
2013). The altered iron deposition pattern in iron overload patients
has been previously described (Ambu et al., 1995; Anderson et al.,
2001; Hankins et al., 2010).

In  transfusional iron overload, as occurs in �-thalassemia major,
iron typically accumulates in the reticuloendothelial system of the
spleen, liver and bone marrow (Ghugre et al., 2009). Liver biopsies
from patients show massive iron deposition in the majority of the
Kupffer cells. In contrast to thalassemia intermedia and hereditary
hemochromatosis, in which iron overload is caused by increased
ution and histopathological characterization of the liver and
 of deferoxamine and deferiprone. Exp Toxicol Pathol (2014),

gut iron absorption, iron predominantly accumulates in the hepa-
tocytes (Deugnier et al., 1992; Origa et al., 2007).

The degree of iron overload and the pattern of tissue and cellular
iron deposition are important because different cell types exhibit

dx.doi.org/10.1016/j.etp.2014.03.002
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arying levels of tolerance to iron-mediated toxicity (Nemeth,
010; Britton et al., 2002). Furthermore, the localization of iron in
arious compartments can affect the ability of an iron chelator to
each the iron. Likewise, the efficacy of iron chelators is determined
y physicochemical properties, including lipid solubility; efficacy is
ffected by iron mobilization from various intracellular compart-
ents, tissues and organs (Kontoghiorghes et al., 2000, 2003). The

ariability in disease severity, complications and the response to
ron chelation therapy may  be partially attributed to individual
atterns of iron distribution.

Heterozygous  �-knockout mice (mu�th-3/+, BKO) were gen-
rated to study the pathophysiology of �-thalassemia and to
valuate novel therapeutic interventions. Their phenotypic char-
cteristics are comparable to those of thalassemia intermedia,
ncluding hypochromic microcytic anemia with hemoglobin levels
f 7–9 g/dl, splenomegaly, reticulocytosis and ineffective erythro-
oiesis with progressive liver iron accumulation (Yang et al., 1995;
reda and Rivella, 2003; Jamsai et al., 2005). However, the degree
f iron accumulation in these mice was far lower than in human
atients (Gardenghi et al., 2007; Huo et al., 2009) Therefore, exoge-
ous iron administered either through diet or by parenteral iron
verload has been used to mimic  the iron status of these patients.
ron dextran has been used for parenteral iron loading to mimic
evere iron overload in �-thalassemia intermedia patients with
ardiac iron accumulation (Bartfay et al., 1999) and a marked induc-
ion of hepatic iron accumulation (McCullough and Bartfay, 2007).
ecently, Moon et al. demonstrated that intraperitoneal injection
f iron dextran into C57BL/6 mice resulted in dose-dependent iron
ccumulation in the liver and heart. This model could be used to
haracterize cardiomyopathy in patients with secondary iron over-
oad (Moon et al., 2011).

In  an attempt to simulate the iron status of thalassemic
atients, a murine model of BKO with iron dextran loading was
eveloped to represent iron overload due to repeated blood trans-
usions together with ineffective erythropoiesis. On the other hand,
ron overload in wild-type mice can demonstrate secondary iron
verload without ineffective erythropoiesis. The patterns of iron
istribution in varying tissues and its toxic consequences were
bserved in the liver and heart. Image analysis was applied to eval-
ate the efficacy of tissue iron mobilization with two  clinically
vailable iron chelators, deferoxamine (DF) and deferiprone (L1).

.  Materials and methods

.1.  Experimental animals

Male  and female wild-type C57BL/6J mice (WT) and heterozy-
ous �-globin knockout mice (mu�th-3/+, BKO) 7 weeks of age
nd weighing 17–25 g were obtained from the Institute of Sci-
nce and Technology for Research and Development, Mahidol
niversity, Thailand. The animals were acclimatized for 1 week
efore the experiments and were housed under conventional ster-

le conditions. The rodent diet (082G/15) and water were provided
d libitum. The temperature and humidity were maintained at
5 ± 2 ◦C and 60 ± 5%, respectively, and the animals were kept on a
2 h light/dark cycle. These experimental protocols were approved
y the Animal Ethics Committee at the Faculty of Science, Mahidol
niversity of Thailand (Protocol No. 229).

.2. Iron overloading and treatment with iron chelators
Please cite this article in press as: Yatmark P, et al. Iron distrib
heart of �-thalassemic mice with parenteral iron overload: Effects
http://dx.doi.org/10.1016/j.etp.2014.03.002

WT  and BKO mice were intraperitoneally loaded with iron dex-
ran (Sigma, St. Louis, MO)  once daily at a dose of 20 mg  iron/mouse
or 9 doses over a period of 2 weeks for a total iron administration of
80 mg/mouse (Moon et al., 2011). Mice in the iron chelator-treated
 PRESS
logic Pathology xxx (2014) xxx–xxx

groups  were injected with either 0.2 �mol  (125 �g)/g body weight
deferoxamine (DF, deferoxamine mesylate, Merck, San Diego, CA)
or 0.6 �mol  (80 �g)/g body weight deferiprone (L1, The Govern-
ment Pharmaceutical Organization, Bangkok, Thailand) for 7 days
beginning 3 days after receiving their last intraperitoneal dose of
iron. The mice were sacrificed 24 h after iron chelation by exsan-
guination from the heart and were perfused with 10 ml  saline
before removing the organs to determine the tissue iron content.
For histopathological studies, the organs were removed without
perfusion. Control mice received placebo treatment with saline on
the same schedule as the iron-overloaded groups.

2.3. Assay for tissue iron content

The levels of non-heme iron in the liver and heart were deter-
mined using a modification of the method described by Foy
et al. (1967). In brief, the tissue samples were homogenized in
0.1 M PBS, pH 7.2, with a Qiagen TissueLyser (USA). The iron was
extracted three times by boiling 0.5 ml  of the homogenate with
0.5 ml  of an acid mixture (equal volumes of 1 N HCl and 10%
trichloroacetic acid). Aliquots of the supernatant were mixed with
chromogen solution (0.5 mM ferrozine in 50 mM sodium ascorbate
and 1.05 mM sodium acetate) and left at room temperature for
30 min  before measuring the absorbance at 562 nm with a spec-
trophotometer (GBC Cintra 10e, USA).

2.4. Assay for serum labile iron concentrations

The serum labile iron concentration was  measured using the flu-
orometric method described by Srichairatanakool et al. The method
is based on the conversion of the non-fluorescent dihydrorho-
damine (DHR) to the oxidized form rhodamine (R), resulting in
an increase in fluorescence intensity (FI) (Esposito et al., 2003).
Briefly, 20 �l of a serum sample was  incubated with and without
deferiprone at 37 ◦C for 30 min, and then the DHR solution (Biotium,
Hayward, CA) containing ascorbic acid was added. The kinetics
of increasing fluorescence was  followed immediately for 40 min
using a spectrofluorometer at an excitation wavelength of 485 nm
and an emission wavelength of 530 nm.  The serum labile iron con-
centration was calculated from the calibration curve relating the
difference in slopes with and without DFP versus the standard iron
concentration (Srichairatanakool et al., 2013).

2.5. Histopathological studies

The left, caudate, right and median lobes of the liver and the
left ventricle of the heart were dissected and preserved for rou-
tine histology by fixation in 4% paraformaldehyde, 5% sucrose and
150 mM PBS, pH 7.4. The fixed samples were embedded in paraffin,
sectioned to 5 �m,  and stained with hematoxylin/eosin for mor-
phological analysis and with Perl’s Prussian blue for iron deposition.
The tissue slides were examined by light microscopy on a Nikon
ECLIPSE E200 (Tokyo, Japan)

The  accumulation of iron in the liver was  evaluated using the
following grading system described by Barton et al. (1995): grade
0, no visible iron deposition; grade 1, small, slight iron deposition
in the cytoplasmic space of Kupffer cells; grade 2, prominent iron
accumulation in Kupffer cells; grade 3, iron deposition in hepato-
cytes was  observed; and grade 4, same as in 3, with additional iron
deposition in the fibrous tissue of the portal tracts or septa.

The  heart iron content was graded using the following crite-
ria: grade 0, no visible iron deposition; grade 1, small iron deposits
ution and histopathological characterization of the liver and
 of deferoxamine and deferiprone. Exp Toxicol Pathol (2014),

in the cardiac muscle; grade 2, detectable dense aggregates of iron
granules in the cardiac muscle; grade 3, visible clumps of iron accu-
mulation; and grade 4, same as in 3, with frequent iron clumps
observed in the cardiac muscle.

dx.doi.org/10.1016/j.etp.2014.03.002
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Table  1
Body  weight, liver weight and heart weight.

Group Body weight (g) Liver weight(g) LW and BW ratio Heart weight (g) HW and BW ratio

Initial After

Wild type
Control 20.5 ± 2.1 25.0 ± 2.1 1.5 ± 0.3 0.06 ± 0.02 0.12 ± 0.02 0.005 ± 0·001
Iron  overload 19.9 ± 2.8 21.1 ± 2.8 2.6 ± 0.8* 0.13 ± 0.02* 0.11 ± 0.02 0.005 ± 0·001
Iron  overload + DF 20.9 ± 2.2 22.8 ± 3.3 3.0 ± 0.7 0.13 ± 0.01 0.11 ± 0.02 0.005 ± 0·001
Iron  overload + L1 19.9 ± 2.3 22.1 ± 3.6 2.7 ± 0.6 0.12 ± 0.02 0.10 ± 0.01 0.005 ± 0·001

�-Knockout
Control  19.9 ± 1.1 21.9 ± 1.2 1.4 ± 0.5 0.06 ± 0.02 0.14 ± 0.02 0.007 ± 0·001
Iron  overload 21.3 ± 2.8 21.2 ± 3.2 2.5 ± 0.6* 0.12 ± 0.02* 0.12 ± 0.02 0.006 ± 0·001
Iron  overload + DF 18.3 ± 2.5 19.9 ± 3.4 2.4 ± 0.6 0.12  ± 0.02 0.13  ± 0.03 0.007 ± 0·001
Iron  overload + L1 19.8  ± 2.0 21.4 ± 2.9 2.6 ± 0.7 0.12  ± 0.02 0.14  ± 0.04 0.006 ± 0·001
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Table 2
Labile serum iron and tissue iron content.

Group Labile serum
iron  (�M)

Tissue iron content (mg/g
tissue)

Mean
(min–max)

Liver Heart

Wild type
Control 0 0.1 ± 0.1 0.0 ± 0.0
Iron overload 1.3 (0.6–1.9)* 15.6 ± 2.0* 5.5 ± 1.8*

Iron overload + DF 1.5  (0.6–3.3) 17.0 ± 2.3 5.7 ± 2.0
Iron overload + L1 1.2 (0.0–3.1) 17.3 ± 2.2 3.5 ± 2.0

�-Knockout
Control 0 0.4 ± 0.5 0.1 ± 0.0
Iron overload 0.4 (0.0–1.1) 18.0 ± 2.6* 4.5 ± 1.1*

Iron overload + DF 0.3  (0.0–0.6) 15.2 ± 5.2 3.5  ± 1.5
Iron overload + L1 0.2 (0.0–0.8) 16.3 ± 7.4 2.5 ± 0.7#

Fig.  1 shows a representative image of the Prussian blue staining
of the left liver lobes of WT and BKO mice. In BKO mice, spontaneous
iron deposition was observed in the Kupffer cells and hepatocytes
with a grade of 1 in all of the liver lobes (Fig. 1b and Table 3).

Table 3
Iron  deposition score.

Group Iron deposition score

Liver Heart

Wild type
Control 0 0
Iron overload 3 3 or 4
Iron overload + DF 3 3 or 4
Iron overload + L1 3 3 or 4

�-Knockout
Control 1 1
alues are mean ± SD (n = 9–10).
* Significant difference from the control group (p < 0.05)

The numbers of infiltrating mononuclear and polymononuclear
ells and hematopoietic cells in the liver were counted. The average
cores from ten non-overlapping areas were determined using the
ollowing criteria: score 0, absent; score 1, mild with 1–10 cells;
core 2, moderate with 11–50 cells; and score 3, severe with more
han 50 cells.

.6.  Image analysis

Semi-quantitative analysis of the iron accumulation in tissues
as also performed by analyzing images obtained by Perl’s Prus-

ian staining. For each tissue section, 5 non-overlapping fields were
hotographed with a 400× objective with a Nikon ECLIPSE E200
icroscope (Tokyo, Japan). The digital images were analyzed with

mageJ Ver.1.47i software (developed at the National Institute of
ealth, Maryland). First, a true color image was transformed to an
-bit grayscale image in which the grayscale intensity ranged from

 to 256. The gray values of individual pixels were analyzed, and
 histogram was constructed. The minimal gray value detected in
ontrol tissue was considered as the threshold for detection of areas
epresenting iron (Ortega et al., 2005). Then, the gray values of the
ixels above the threshold were integrated. The values presented
re the average of 5 areas.

.7.  Statistical analysis

Statistical  analysis was performed with SPSS software version
9.0. The data were expressed as the means ± SD unless otherwise

ndicated. The comparisons were analyzed by one way  analysis of
ariance (ANOVA) with Tukey’s test as a post test. Statistical signif-
cance was considered when the p-value <0.05.

. Results

.1. Body, liver and heart weights

The initial body weight of all animal groups showed no sig-
ificant difference. After the study period, the body weight in all
roups was slightly increased, but this increase was only signifi-
ant in the WT  control mice. Hepatomegaly but not cardiomegaly
as observed in all of the iron loaded WT  and BKO mice. The ratio

etween the liver weight and the body weight increased by approx-
mately 2-fold during the study period, and treatment with iron
helators for 1 week had no effect on the liver weight or the ratio
Table 1).
Please cite this article in press as: Yatmark P, et al. Iron distrib
heart of �-thalassemic mice with parenteral iron overload: Effects
http://dx.doi.org/10.1016/j.etp.2014.03.002

.2.  Labile serum iron and tissue iron content

The labile serum iron and total iron levels in the liver and heart
re shown in Table 2. Naturally, BKO mice revealed a slight iron
Values are the mean ± SD (n = 9–10).
* Significant difference from the control group (p < 0.05).
# Significant difference from the iron overload group (p < 0.05).

accumulation in the tissues even without iron loading. Loading
with iron dextran markedly increased the labile serum iron levels
and the liver and heart iron contents. The total loading of 180 mg
of iron produced the same degree of tissue iron accumulation in
both WT  and BKO mice. Interestingly, the labile serum iron was
significantly higher in WT mice than in BKO mice. Treatment with
deferiprone reduced heart iron content in WT (p = 0.052) and BKO
(p = 0.028) mice.

3.3. Liver histopathology

3.3.1.  Iron deposition
ution and histopathological characterization of the liver and
 of deferoxamine and deferiprone. Exp Toxicol Pathol (2014),

Iron overload 3 4
Iron overload + DF 3 3 or 4
Iron overload + L1 3 3 or 4

Values are mean ± SD (n = 5).

dx.doi.org/10.1016/j.etp.2014.03.002
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Fig. 1. Prussian blue staining of the left liver lobes of wild-type (left panel) and BKO mice (right panel). Control (a and b), iron overload (c and d) and iron-overloaded mice
t  �m,  a

p
w
a
w
i
g
a

reated with deferoxamine (e and f) or deferiprone (g and h). The bar represents 50

After iron loading, the iron was largely confined to clusters of
hagocytic cells such as the Kupffer cells. Hemosiderin granules
ere observed in the cytoplasm of hepatocytes with a grade of 3 in

ll liver lobes (Fig. 1c, d and Table 3). Image analysis of tissue stained
Please cite this article in press as: Yatmark P, et al. Iron distrib
heart of �-thalassemic mice with parenteral iron overload: Effects
http://dx.doi.org/10.1016/j.etp.2014.03.002

ith Prussian blue demonstrated the homogenous distribution of
ron accumulation in the whole liver. The average of the integrated
ray values were approximately 40–50 × 104 in left, caudate, right
nd median liver lobes.
nd the images were taken at 400× original magnification.

Treatment with iron chelators significantly decreased the size
of the clusters of phagocytic cells (Fig. 1e–h). Although high iron
accumulation persisted in hepatocytes (grade 3), image analysis
indicated that the total liver iron decreased in response to the iron
ution and histopathological characterization of the liver and
 of deferoxamine and deferiprone. Exp Toxicol Pathol (2014),

chelators. The efficacy of the iron chelators varied among the liver
lobes and between the two  strains of mice used in this study. Treat-
ment with deferoxamine significantly decreased iron in the left and
caudate lobes of WT  mice, and significant effects of iron chelation

dx.doi.org/10.1016/j.etp.2014.03.002
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ig. 2. Image analysis of iron accumulation in the left (a), caudate (b) right (c) an
ifference from the iron overload group (p < 0.05).

ere observed in all of the liver lobes of both WT  and BKO mice
fter treatment with deferiprone (Fig. 2).

.3.2. H&E staining
Signs  of liver injury, including fatty liver and nuclear mem-

rane degeneration, were observed in the BKO mice (Fig. 3b).
hanges in morphology were observed in the iron-overloaded WT
nd BKO mice, including the presence of clumps of brown pigment
n sinusoid-lining cells and swollen Kupffer cells and hepatocytes.

 higher frequency of nuclear degeneration in the hepatocytes was
bserved in iron-overloaded mice (Fig. 3c and d). Interestingly, the
uclear degeneration and hepatocytes swelling was reversed by
reatment with the iron chelators (Fig. 3e–h).

In addition to morphological changes, mononuclear cell infil-
ration and increased hematopoietic cells were observed in the
ron-overloaded mice. The mononuclear cell infiltration scores
or the 4 liver lobes of WT  mice are presented in Fig. 4a. Lym-
hocytes were the major population in all of the liver lobes of
he iron-overloaded WT mice. Treatment with deferoxamine and
eferiprone significantly decreased the score in all of the liver lobes.

n contrast, the iron-overloaded BKO mice presented characteris-
Please cite this article in press as: Yatmark P, et al. Iron distrib
heart of �-thalassemic mice with parenteral iron overload: Effects
http://dx.doi.org/10.1016/j.etp.2014.03.002

ics of hepatic extramedullary hematopoiesis with a higher number
f erythroblasts adjacent to the iron-laden macrophages (Ginzburg
t al., 2009; Sonoda and Sasaki, 2012). Because this study did not
ifferentiate types of the cells, we used the same scoring criteria
dian (d) liver lobes. The data are expressed as the mean ± SD (n = 5). *Significant

as  for WT  mice to quantify hematopoietic cells. The results showed
that the score was not decreased after iron chelation in BKO mice
(Fig. 4b). However, treatment with deferiprone decreased the size
of the foci, and they became more ellipsoidal than spherical in
shape.

3.4. Heart histopathology

3.4.1.  Cardiac iron
The  Prussian blue staining of the left ventricular tissues is shown

in Fig. 5. A slight iron deposition (score of 1) was found in the car-
diac myocytes of the control BKO mice. The heart tissues of the
iron-overloaded mice had iron deposits in the interstitium and
scattered throughout the cardiac muscle (score of 4). Treatment
with deferoxamine and deferiprone diminished the iron deposition
observed in the cardiac cells. Although the image analysis showed
no significant effect between the two  iron chelators, deferiprone
seemed to be more effective than deferoxamine at removing the
iron from the interstitium. However, iron deposition in cardiac
myocytes remained detectable even after treatment, with a score
of 3 or 4 (Table 3).
ution and histopathological characterization of the liver and
 of deferoxamine and deferiprone. Exp Toxicol Pathol (2014),

3.4.2.  H&E staining
Without  iron loading, the BKO mice demonstrated mild to mod-

ulate hypertrophy of the myocardial fibers and cardiac myocyte

dx.doi.org/10.1016/j.etp.2014.03.002
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Fig. 3. Hematoxylin and eosin staining of the left liver lobes of wild-type (left panel) and BKO mice (right panel). Control (a and b), iron overload (c and d) and iron-overloaded
mice treated with deferoxamine (e and f) or deferiprone (g and h). The bar represents 50 �m,  and the images were taken at 400× original magnification. The degeneration
o  indic

d
s
c
I
t
n
m

f the nuclear membrane is indicated by an arrow ( ). Hepatocyte hypertrophy is

egeneration. The cardiac muscles of the iron-loaded mice showed
cattered brown pigments, hypertrophy of the myocardial fibers,
ardiac muscle degeneration and nuclear membrane degeneration.
n the mice treated with deferoxamine or deferiprone, the heart
Please cite this article in press as: Yatmark P, et al. Iron distrib
heart of �-thalassemic mice with parenteral iron overload: Effects
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issue showed small scattered brown pigments. Deferiprone sig-
ificantly reversed the pathologic changes in iron-overloaded BKO
ice (Fig. 6).
ated by ( ). Mononuclear cells and hematopoietic cells are indicated by (→).

4. Discussion

Iron chelation therapy is a mainstay in preventing and delay-
ing iron toxicity-related complications in thalassemia and genetic
ution and histopathological characterization of the liver and
 of deferoxamine and deferiprone. Exp Toxicol Pathol (2014),

hemochromatosis. An improved quality of life and longevity after
chelation therapy has been demonstrated in several clinical studies
(Borgna-Pignatti et al., 2005; Maggio et al., 2009). Although at least

dx.doi.org/10.1016/j.etp.2014.03.002
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ig. 4. Quantitative analysis of the mononuclear cells and hematopoietic cells in the
n  = 5). *Significant difference compared to the iron overload group (p < 0.05).

hree iron chelators have been proven effective in the clinic, animal
odels are still needed to further evaluate the efficacy and toxicity

f iron chelators.
Our  study used iron loading via intraperitoneal injections of iron

extran to mimic  heavily iron overload due to repeated blood trans-
usions. The dose of iron was easily to be controlled, and the liver
ron content of the WT  and BKO mice was comparable to a previous
eport by Moon et al. (2011). Iron-overloaded Kupffer cells with ele-
ated phagolysosomal function were a major microscopic feature.

 mixed pattern of parenchymal and mesenchymal iron overload
as observed in the liver loaded with iron dextran (Meguro et al.,

005; Deugnier and Turlin, 2011). Moreover, iron accumulated in
he myocytes, and cellular damage was observed within 2–3 weeks
f iron loading.

Deferoxamine and deferiprone are widely used for iron chela-
ion therapy. Because it is a smaller molecule and has a higher
ipid solubility, deferiprone has an advantage over deferoxamine in
he mobilization of intracellular iron, especially in cardiac muscle,
hich is a standard goal for iron chelation therapy (Kontoghiorghes
Please cite this article in press as: Yatmark P, et al. Iron distrib
heart of �-thalassemic mice with parenteral iron overload: Effects
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t al., 2003). In agreement with a previous report, the primary sites
f chelation were the reticuloendothelial compartment and inter-
ellular spaces such as the liver sinusoid and cardiac interstitium
Wood et al., 2005, 2006). Although histological grading provides
r lobes of wild-type (a) and BKO mice (b). The data are expressed as the mean ± SD

information  that can describe the severity and cellular sites of iron
storage, this method was not able to differentiate between the effi-
cacies of deferiprone and deferoxamine in the tissues. Deugnier
et al. (1982) and Ortega et al. (2005) have introduced image anal-
ysis for quantifying iron content during liver iron overload. Their
results showed significant correlations between image analysis and
histological and biochemical parameters.

In this study, we  performed image analysis with the freeware
“ImageJ” (NIH). Treatment with equimolar doses of two iron chela-
tors resulted in equal mobilization effects on the liver iron stores
in the WT  mice. Interestingly, deferiprone was  significantly more
effective than deferoxamine in reducing the iron content of the left
and caudate liver lobes of BKO mice. Deferiprone is able to pass
through the cell membrane (Kontoghiorghes et al., 2003), and this
may  explain its ability to chelate intracellular iron in the liver of
BKO mice (Esposito et al., 2003; Sohal et al., 1999). It should be
noted that iron complexes with deferiprone are mainly excreted
via the urine, and biliary excretion is the major route for iron com-
plexes with deferoxamine (Kontoghiorghes et al., 2003). Therefore,
ution and histopathological characterization of the liver and
 of deferoxamine and deferiprone. Exp Toxicol Pathol (2014),

the metabolic and pathologic changes in the livers of BKO mice may
also influence iron excretion. In addition, the image analysis clearly
showed that both iron chelators, with slightly more effectively of
deferiprone, reduced iron content in the heart. As mention earlier,

dx.doi.org/10.1016/j.etp.2014.03.002
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Fig. 5. Prussian blue staining of the left ventricular myocardium of wild-type (left panel) and BKO mice (right panel). Control (a and b), iron overload (c and d) and iron-
overloaded mice treated with deferoxamine (e and f) or deferiprone (g and h). BKO mice demonstrated mild to moderate hypertrophy of the myocardial fibers and displayed
cardiac myocyte degeneration (�). The iron accumulated primarily in the cardiac interstitium (→) and to a lesser extent in the cardiac myocytes (�). Treatment with iron
chelators primarily removed iron from the cardiac interstitium. The image analysis demonstrated significant differences in the cardiac iron content after chelation therapy
(i).  The bar represents 50 �m,  and the images were taken at 400× original magnification.

dx.doi.org/10.1016/j.etp.2014.03.002
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ig. 6. Hematoxylin and eosin staining of wild-type (left panel) and BKO mice (righ
eferoxamine (e and f) or deferiprone (g and h). The bar represents 50 �m,  and the 

s  indicated by ( ). Cardiac muscle degeneration is indicated by ( ). Nuclear memb

he major site of iron mobilization was the extracellular cardiac
nterstitium, and the superior effect of deferiprone was  likely due
o its ability to permeate membranes.

In addition to iron mobilization, the ultimate goal of chelation
herapy is the reversal of cellular injury and damage. Redox-active
Please cite this article in press as: Yatmark P, et al. Iron distrib
heart of �-thalassemic mice with parenteral iron overload: Effects
http://dx.doi.org/10.1016/j.etp.2014.03.002

ron catalyzes the formation of reactive oxygen species via the Fen-
on and Haber–Weiss reactions and results in lipid peroxidation
nd oxidation of other macromolecules. Oxidative stress dis-
urbs cellular functions and can result in abnormal morphologies,
l). Control (a and b), iron overload (c and d) and iron-overloaded mice treated with
s were taken at 400× original magnification. Hypertrophy of the myocardial fibers
degeneration is indicated by (→).

including  hypertrophy of hepatocytes, cardiac myocytes and hep-
atic lipocytes, all of which were observed in the iron overload
mice (Friedman, 1993; Monte, 2005; Park et al., 1987; Wood et al.,
2006; Yang et al., 2003). The end stages of hepatic and cardiac
iron overload are hepatic cirrhosis and hepatocellular carcinoma
ution and histopathological characterization of the liver and
 of deferoxamine and deferiprone. Exp Toxicol Pathol (2014),

and cardiomyopathy and cardiac failure, respectively. The mech-
anisms of these conditions have been reviewed by others (Ramm
and Ruddell, 2005; Anderson et al., 2001; Zurlo et al., 1989; Olivieri
et al., 1994). In this study, without the presentation of end-stage

dx.doi.org/10.1016/j.etp.2014.03.002
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orphology (e.g., fibrosis), signs of hepatocyte and myocyte injury
ere observed throughout the tissues.

Liver inflammation and recruitment of mononuclear cells was
lso observed in iron-overloaded mice. Iron may  contribute to the
ctivation of the Kupffer cells and can induce the chemotaxis of
ononuclear cells toward the area of damage. Kartikasari et al.

2004) showed that intracellular iron enhanced the adhesion of
onocytes to endothelial cells. Similar to hemochromatosis, lym-

hocytes were present in the liver tissue. Lymphocyte-derived
ytokines activate the Kupffer cells, leading to the increased pro-
uction of cytokines and growth factors involved in stellate cell
ctivation (Lewindon et al., 2002) and finally resulting in the devel-
pment of fibrosis.

Interestingly, the iron chelators used in this study were able to
everse the abnormal cell morphology, cell damage, and inflam-
ation, even after a short period of treatment. We  should note

hat this schedule of chelation did not significantly reduce the total
ody iron store (e.g., total liver iron was not changed), but these
ffects may  result from the reduction of redox-active iron and a
ubsequent decrease in inflammation. Furthermore, iron chelators
ay possess intrinsic anti-inflammatory activity. Lastly, the inhi-

ition of adhesion molecule expression and T-cell proliferation in
esponse to iron chelation have been reported in other non-iron
verload experimental models (Sweeney et al., 2011; Li and Frei,
006).

BKO mice have characteristics of ineffective erythropoiesis and
arkedly increased erythropoietin (Ramos et al., 2010). The spon-

aneous iron accumulation may  result from increased gut iron
bsorption as it does in �-thalassemia. In agreement with a report
y Ginzburg et al. (2009), the expansion of hepatic extramedullary
ematopoiesis was observed in iron-overloaded �-thalassemic
ice and the mechanism was explained by hepcidin suppression
ur results demonstrated that iron chelation had no effect on the
umber of hematopoietic cells despite changes in the size and
hape of the foci. This effect of iron chelators may  partly relate to
he alteration of erythropoietin level after chelation therapy (data
ot show).

In  conclusion, our study demonstrated the sites of iron depo-
ition and iron chelation in WT  and BKO mice with iron overload.
reatment with deferiprone had effect in intracellular iron mobi-
ization. Interestingly, iron chelators reversed the pathological
hanges in iron overloaded mice despite being used for only a short
reatment period. We  suggest that the effects may  partly contribute
y the anti-inflammatory activity of the chelators.
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Iron overload and oxidative stress are associated with expression and release of hepcidin, a liver peptide 
hormone that regulates systemic iron homeostasis. In this study, effects of iron overload on liver expression of 
hepcidin gene (Hamp1) and serum level of hepcidin were investigated in C57BL/6 mice (WT) and a β-
thalassemic mice model (β-knockout mice, BKO). Iron overload was induced by intraperitoneally injection of 
iron dextran for 3 weeks. Two weeks after the last dose, mice were sacrificed and blood was withdrawn by 
cardiac heart puncture. Liver expression of Hamp1 was assessed by quantitative real-time polymerase chain 
reaction (qPCR). Serum concentration of hepcidin was determined by ELISA technique. The results showed that 
iron overloading enhanced Hamp1 expression in both WT and BKO mice. On the other hand, serum 
concentration of hepcidin was decreased. This controversy may be precipitated by post-transcription process of 
hepcidin. Our study also showed that gene expression of a pro-protein convertase, furin, was also decreased in 
iron overloaded mice. Hence, the cleavage pro-hepcidin to active hepcidin may be disturbed. The results 
suggested that iron may implicate hepcidin regulation via transcription and post-transcription pathway. 
 
Keywords: hepcidin, furin, iron overload, β-thalassemia  
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INTRODUCTION RESULTS

MATERIALS and METHODS

Hepcidin is a 25 amino acid peptide hormone synthesized in hepatocytes as
inactive pre-prohepcidin. Pro-hepcidin is cleaved by prohormone
convertase, furin, to generate mature hepcidin. Hepcidin inhibits iron entry
into the plasma compartment by regulation of an iron transporter,
ferroportin that locates on plasma membrane of duodenum and
macrophages .

There are 3 pathways for hepcidin regulation; iron-regulated pathway,
inflammatory pathway and erythroid pathway. Figure 1 shows iron-
regulated pathway in which bone morphogenetic protein receptor (BMPR)
and its SMAD pathway are central regulatory mechanisms. Holotransferrin
by binding to transferrin receptor 2, TfR2, induces Erk1/2 phosphorylation
and induces furin expression. Furin participates in the maturation of
hepcidin and BMP. Furin also produces the soluble HJV which has
inhibitory effect on hepcidin expression.

References
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Figure 1: Iron-regulated pathway for hepcidin

OBJECTIVE

To study effects of intra-peritoneal injection of iron dextran on iron-
regulated pathway of liver expression of hepcidin gene (Hamp 1) and
hepcidin release to circulation in C57BL/6 (WT) and -thalassemic mice
model (-knockout mice, BKO).

DISCUSSION and CONCLUSION

C57BL/6 (WT) & -knockout (BKO)
Male/female, age 8 weeks

(n =5)

i.p. 1 mg/kg Iron dextran 
(9 doses in 3 weeks) 

Liver Serum

Quantitative real-time PCR
Hamp1 Forward: AGAGCTGCAGCCTTTGCAC

Reverse: ACACTGGGAATTGTTACAGCATT
TfR2 Forward: CCTCTATGAACAAGTGGCACTCA

Reverse: CCCGATCATCCTCCATGAAG
Furin Forward: CAGCCTCGGTACACACAGAT

Reverse: AGCTACACCTACGCCACAGA
-actin Forward: TCCTGGCCTCACTGTCCAC

Reverse: GAGGGACACAATGTGATG

Hepcidin: ELISA

Two weeks 
after the last injection

Intra-peritoneal iron loading caused an increased hepcidin gene expression

that can be explained by the iron-regulated pathway. Reduction of gene

expression of furin may result in decreased production of a inhibitor for

hepcidin expression, soluble hemojuvelin (sHJV). In addition, furin acts as a

pro-protein convertase. Hence, the cleavage of pro-hepcidin to active

hepcidin and its release may be disturbed. The results suggested that iron

may implicate hepcidin regulation via transcription and post-transcription

processes.
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Figure 3: Total liver hepcidin (a) serum hepcidin (b) in WT and BKO mice

0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

Normal Iron overload

WT
BKO

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

1.6

Normal Iron overload

WT
BKO

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

1.6

Normal Iron overload

WT
BKO

(a) Hamp 1                            (b) TfR2 (c) Furin

R
el

at
iv

e 
fo

ld
 in

cr
ea

se

Figure 2: Liver expression of hepcidin, HAMP1 (a) transferrin receptor 2, 
TfR2 (b) and furin (c) in WT and BKO mice

Iron overloading enhanced Hamp 1 expression, approximately 2 fold, in
both WT and BKO mice. Corresponding with Hamp 1 expression, total liver
hepcidin was significantly increased. However, serum hepcidin level was
decreased in iron overloaded mice. Reduction of liver expression of TfR2
and furin expression was observed.
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Abstract  
Hepcidin plays a key role in the regulation of systemic iron homeostasis. Erythropoietic activity 
and iron signaling via transferrin receptor 2 (TfR2) are the major regulators in anemia with iron 
overload condition such -thalassemia. In addition, furin, a convertase enzyme, is important for 
hepcidin maturation. This study aimed to investigate the changes of gene expression hepcidin 
(Hamp1) and its regulators, in C57BL/6 mice (WT) and -knockout mice (BKO) with iron 
overload. Iron overload was induced by intraperitoneally (i.p.) injection of iron dextran for 2 
weeks, and following by i.p. injection of deferoxamine (125 mg/kg) or deferiprone (80 mg/kg) 
for 7 days in order to evaluate their effects on hepcidin production. Comparing with WT, BKO 
mice showed a slightly increase (1.4 fold) in Hamp1 expression, corresponding with increased 
levels of liver and serum hepcidin. Elevated erythropoietin (EPO), TfR2 and furin expression 
was observed in BKO. Although iron overload caused a significant increase in Hamp1 
expression in WT (2.5 fold), it had a slightly effect in BKO (< 1 fold). Moreover, levels of 
hepcidin in liver and serum were also decreased in iron overload condition. Down-regulation of 
TfR2 and furin may contribute in such consequences. Treatment with deferoxamine and 
deferiprone did not affect hepcidin synthesis. In conclusion, both quantity and furin-mediated 
biological activity of hepcidin may be diminished in iron overload circumstance. 
 

Keywords: deferoxamine, deferiprone, furin, hepcidin, iron overload, thalassemia  
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