Odkrycie biatka p53 wyznaczylo nowy kierunek w poszukiwaniu terapii
przeciwnowotworowych. Mutacje genu TP53 oraz oddziatywania z inhibitorami komérkowymi
powoduja, ze biatko p53 pozostaje nieaktywne w wigkszosci ludzkich nowotwordow. Z tego
wzgledu na uwage zastuguje inny cztonek rodziny p53 — biatko p73, ktore jest jego strukturalnym
i funkcjonalnym homologiem. W odpowiedzi na czynniki stresowe aktywne transkrypcyjnie
izoformy biatka p73 (TAp73) aktywuja apoptoze komorek prowadzac do eliminacji zmienionych

chorobowo komorek.

Rosliny stanowig bogate zrédto substancji o dzialaniu terapeutycznym. Indyjska
medycyna ludowa, Ayurveda, postuguje si¢ ckstraktami pozyskiwanymi z rosliny — witanii
ospalej (tac. Withania somnifera). Badania naukowe pozwolity zidentyfikowac¢ szereg zwigzkow
biologicznie czynnych pozyskiwanych z witanii ospalej. W$rdod nich znajduje si¢ lakton
steroidowy — witaferyna A (WA). Zaobserwowano, ze WA wykazuje dzialanie
przeciwnowotworowe, ktére prowadzi do zahamowania wzrostu oraz $mierci komorek
nowotworowych in vitro i in vivo. Wykazano, ze WA powoduje akumulacje reaktywnych form
tlenu (RFT), hamuje sygnalizacj¢ zalezng od czynnika NF-B, kinazy Akt, prowadzi

do modyfikacji biatek cytoszkieletu oraz hamuje aktywnos$¢ proteasomow.

W niniejszej pracy zbadano mechanizm aktywacji biatka TAp73 przez WA w komorkach
nowotworowych pozbawionych funkcjonalnego biatka p53. Analiza formowania kolonii oraz test
proliferacyjny WST-1 potwierdzity, ze WA hamuje wzrost komoérek nowotworowych.
Zaobserwowano, ze WA promuje aktywacje kaspaz, analiza ekspresji genow wykazata wzrost
poziomu transkryptow genow PUMA oraz NOXA, natomiast analiza Western blot potwierdzita
akumulacje¢ pro-apoptotycznego biatka PUMA, biatka TAp73 oraz cigcie biatka PARP.
Jednocze$nie zaobserwowano aktywacje czynnikow II fazy odpowiedzi antyoksydacyjnej
w odpowiedzi na stres oksydacyjny generowany przez WA w badanych liniach komorek.
Zaobserwowano wzrost poziomu ekspresji genow oksygenazy hemowej 1 (HMOX-1) oraz
reduktazy NAD(P)H: chinon 1 (NQO1). Bialko NQO1 w warunkach stresu oksydacyjnego

generowanego przez WA tworzy kompleks z biatkiem TAp73, co prowadzi do jego stabilizacji
i chroni przed proteoliza. Sygnalizacja zwigzana z akumulacjag RFT aktywuje kinazg JNK, co
skutkuje fosforylacja 1 stabilizacjg bialtka TAp73. Zastosowanie inhibitora kinazy JNK
(SP600125), jak rowniez neutralizacja stresu oksydacyjnego przez N-acetylocysteing (NAC)



hamuje aktywnos¢ WA w badanych liniach komorek. Ponadto wykazano, ze stabilne wyciszenie
ekspresji genu kodujacego izoformy TAp73 skutkuje zmniejszong wrazliwoscig komorek na

dziatanie WA.

Przeprowadzone doswiadczenia objasniaja mechanizm aktywacji biatka TAp73 przez
sygnalizacj¢ indukowang stresem oksydacyjnym generowanym przez WA. Podwyzszony poziom
RFT stymuluje kinaze JNK, ktora fosforyluje i stabilizuje biatko TAp73. Stres oksydacyjny
promuje akumulacje¢ biatka NQOL, ktore tworzy kompleks z TAp73 i chroni je przed degradacija
w proteasomach. Dodatkowo, WA wiaze si¢ do podjednostki 20SB proteasomu hamujac jego
aktywno$¢. Przyczynia si¢ to do stabilizacji biatka TAp73 i efektywnej apoptozy. Przedstawione
wyniki sugeruja wielopoziomowy model stabilizacji biatka TAp73, ktora skutkuje $miercig

komoérek nowotworowych niezaleznie od statusu biatka p53.



