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  ABSTRACT 

        Terpinen-4-ol, a monoterpene, is found as the main component of essential oil 

extracts from many plants.  In this study the apoptogenic and autophagic activities and 

mechanisms of cell death induced by terpinen-4-ol were investigated in human 

leukemic MOLT-4 as p53 wild-type and HL-60 as p53-null cell line models.  

Terpinen-4-ol exhibited cytotoxicity in both human leukemic cells, which showed 

characteristic morphology of apoptosis in MOLT-4 cells and autophagy in HL-60 

cells by Wright’s staining and transmission electron micrographic examination.  The 

mode of cell death in MOLT-4 cells was confirmed to be apoptosis by flow 

cytometric analysis after staining with annexin V-FITC/propidium iodide and the 

increase of caspase-3 activity.  Terpinen-4-ol induced-MOLT-4 cell apoptosis was 

mediated through mitochondrial intrinsic pathway involving the loss of mitochondrial 

transmembrane potential (MTP) and release of cytochrome c into the cytosol.  In 

addition, terpinen-4-ol also induced apoptosis via extrinsic pathway by caspase-8 

activation resulting in the cleavage of cytosolic Bid.  Truncated-Bid (tBid) 

translocated to mitochondria and activated mitochondrial pathway in conjunction with 
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the down-regulation of Bcl-2 and Bcl-xL proteins and activation of Bax protein 

expression.   

Nevertheless, the development of autophagic features in HL-60 cells following 

exposure to terpinen-4-ol was observed with the increased formation of 

autophagosomes.  At the molecular levels, the results from Western blot analysis 

showed that terpinen-4-ol significantly induced accumulation of LC3-I/II, ATG5 and 

Beclin-1, the regulatory proteins required for autophagy in mammalian cells. The 

dynamic effect of apoptotic response in HL-60 cells to terpinen-4-ol was the release 

of cytochrome c from mitochondria and the cleavage of Bid protein without caspase-3 

activation. There was no alteration of Bcl-2 and Bax protein expression but slightly 

decrease of Bcl-xL protein level by immunoblot.  Autophagic cell death occurred 

after terpinen-4-ol exposure in HL-60 cells and amplified the terpinen-4-ol-mediated 

apoptotic-related program.  An alternative mechanistic death pathway through 

autophagic cell death and apoptosis induced by terpinen-4-ol as a potential way of 

cancer treatment was proposed to enhance cancer cell death.  The relationship of both 

types of cell death, viz. apoptosis and autophagic cell death, in human leukemic cells 

requires further study, such as the role of p53.   

        In conclusion, terpinen-4-ol induced-human leukemic p53-wild type MOLT-4 

cell apoptosis was via both intrinsic and extrinsic pathways and treated-human 

leukemic p53-null HL-60 cells underwent autophagic and apoptotic cell death. This 

study not only reported terpinen-4-ol-induced modes of cell death regulators but also 

highlighted the existent relationship of apoptosis-related mechanism and autophagy in 

p53 models of human leukemic cells
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บทคัดย่อ 

        สารเทอร์พินีน-4-ออลเป็นสารท่ีอยูใ่นกลุ่มโมโนเทอร์พีน พบไดใ้นน ้ ามนัท่ีสกดัจากพืชหลาย
ชนิด การศึกษาน้ีมีจุดประสงค์เพื่อตรวจสอบฤทธ์ิเหน่ียวน าการตายแบบอะพอพโทซิส และออ
โตฟากี ในเซลลม์ะเร็งเมด็เลือดขาวมนุษยช์นิด MOLT-4 ท่ีมีการแสดงออกของ p53 และ ชนิด HL-
60 ท่ีไม่มีการแสดงออกของ p53 พบวา่สารเทอร์พินีน-4-ออลมีความเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็งเม็ดเลือด
ขาวมนุษยท์ั้งสองชนิด โดยเซลล์ชนิด MOLT-4 ตายแบบอะพอพโทซิส และเซลล์ชนิด HL-60 ตาย
แบบออโตฟากีโดยวิธีการยอ้มสี Wright และรูปภาพจากกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอน การตรวจโดย
เคร่ืองโฟลไซโทมิเตอร์หลงัจากยอ้มเซลล์ดว้ย annexin V ร่วมกบัโปรพิเดียมไอโอไดด์ และการ
ท างานของเอนไซม์แคสเปส-3 ท่ีเพิ่มมากข้ึน ยืนยนัผลการตายแบบอะพอพโทซิสในเซลล์ชนิด 
MOLT-4 สารเทอร์พินีน-4-ออลเหน่ียวน าให้เกิดการตายแบบอะพอพโทซิสในเซลล์ MOLT-4 ผา่น
วถีิภายใน(ทางไมโทคอนเดรีย) เกิดการสูญเสียความต่างศกัยไ์ฟฟ้าท่ีเยื่อหุ้มชั้นนอกของไมโทคอน
เดรีย และมีการหลัง่ของโปรตีนไซโตโครมซีออกมายงัไซโทพลาซึม นอกจากน้ี สารเทอร์พินีน-4-
ออลยงัสามารถเหน่ียวน าการตายแบบอะพอพโทซิสผา่นวิถีภายนอก โดยกระตุน้เอนไซมแ์คสเปส-
8 มีผลท าใหโ้ปรตีน Bid ถูกตดักลายเป็น  โปรตีน tBid เคล่ือนยา้ยมาท่ีไมโทคอนเดรีย และกระตุน้
วิถีไมโทคอนเดรีย ลดการแสดงออกของโปรตีน Bcl-2 และ Bcl-xL และเพิ่มการแสดงออกของ
โปรตีน Bax  

อยา่งไรก็ตาม พบการตายแบบออโตฟากีในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวมนุษยช์นิด HL-60 ท่ี
เหน่ียวน าดว้ยสารเทอร์พินีน-4-ออล สังเกตเห็นออโตฟาโกโซมเพิ่มข้ึน ผลจาก Western blot แสดง
กลไกในระดบัโมเลกุลพบว่า สารเทอร์พินีน-4-ออลสามารถเหน่ียวน าให้เกิดการเพิ่มข้ึนอย่างมี
นยัส าคญัของโปรตีน LC3-I/II, ATG5 และ Beclin-1 ซ่ึงเป็นโปรตีนควบคุมกระบวนการออโตฟากี
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ท่ีส าคญัในเซลล์สัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนม ผลกระทบแบบพลวตัส่งเสริมให้เซลล์มะเร็งชนิด H-60 เกิด
กระบวนการตายแบบอะพอพโทซิสร่วมดว้ย จากหลกัฐานพบวา่มีการหลัง่ไซโตโครมซีและการตดั
โปรตีน Bid โดยไม่มีการกระตุน้ของเอนไซม์แคสเปส-3 จากอิมมูโนบลอทพบว่า ไม่มีการ
เปล่ียนแปลงระดบัของโปรตีน Bcl-2 และ Bax แต่ระดบัโปรตีน Bcl-xL ลดลงเล็กนอ้ย  สารเทอร์
พินีน-4-ออลท าให้เซลล์ชนิด HL-60 เกิดการตายแบบออโตฟากี และเก่ียวขอ้งกบัการตายแบบอะ
พอพโทซิสท่ีมีการโปรแกรมไว ้วถีิการตายท่ีมีกลไกทางเลือกผา่นทางออโตฟากีและอะพอพโทซิส
ท าให้เพิ่มศกัยภาพของการรักษาโรคมะเร็งในการท าให้เซลล์มะเร็งตาย ความสัมพนัธ์ของการตาย
ทั้งสองชนิด กล่าวคือ การตายแบบอะพอพโทซิส และออโตฟากีในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวมนุษย์
ยงัตอ้งมีการศึกษาต่อไป เช่น บทบาทของ p53 

       โดยสรุป สารเทอร์พินีน-4-ออลเหน่ียวน าให้เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวมนุษยช์นิด MOLT-4 ท่ีมี
การแสดงออก p53 เกิดการตายแบบอะพอพโทซิส ผา่นทั้งวถีิภายใน และภายนอก และเหน่ียวน าให้
เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวมนุษยช์นิด HL-60 ท่ีไม่มีการแสดงออก p53 เกิดการตายแบบออโตฟากี
และอะพอพโทซิส การศึกษาน้ีไม่เพียงแต่รายงานชนิดของการตายและตวัควบคุมชนิดการตายท่ี
เหน่ียวน าโดยสารเทอร์พินีน-4-ol แต่ยงัอธิบายถึงความสัมพนัธ์ของการตายแบบอะพอพโทซิส 
และการตายแบบออโตฟากี ท่ีมี p53 เป็นตวัแปรในแบบจ าลองในเซลลม์ะเร็งเมด็เลือดขาวมนุษย ์


