Vitamin C pusobi cytotoxicky
na nadorové a kmenove bunky
hepatocelularniho karcinomu

Vysokoddvkovany vitamin C se fadu let vyuzivd na nékterych
pracovistich (napriklad v USA) jako komplementdrni terapie,
dopliujici standardni onkologickou lécbu. Jak ukdzala fada
studii, vitamin C poddvany v takovych ddvkdch a takovou for-
mou, aby bylo u pacienti dosazeno farmakologickych hladin
v Fddu milimoli, mize pomoci ochrdnit zdravé tkdné pred ne-
Zddoucimi ucinky chemoterapie, zlepsit jeji sndsenlivost, pri-
padné podporit jeji ucinnost. Laboratorni studie ukdzaly, Ze v
milimoldrnich koncentracich mize vitamin C ptsobit na nékte-
ré typy nddorovych bunék cytotoxicky, pricemz mechanismy
tohoto ucinku mohou byt riizné a jsou predmétem stdle inten-
zivnéjsiho vyzkumu. Prispévkem k této problematice je studie,
publikovand letos v casopise Npj Precision Oncology." Autofi
se ve studii zabyvali otdzkou cytotoxického plisobeni farma-
kologickych hladin vitaminu C na burky hepatoceluldrniho
karcinomu (HCC) a kmenové buriky karcinomu jater (cancer
stem cells, CSCs) a na ucnnost poddvdni vitaminu C pacientim
s HCC. O studii referujeme v ndsledujicim textu.

I Uvod

Karcinom jater je Sesté nejcastéjsi onkologické onemocnéni. Hepato-
celularni karcinom, ktery tvori 80 % téchto pripadu, se vyznacuje hetero-
genitou a zna¢nou cetnosti relapst. Na téchto patologickych rysech se
mohou ve zna¢né mite podilet maligni kmenové buriky, jejichz schop-
nost sebeobnovy a diferenciace souvisi s progresi tumoru, metastazova-
nim a rezistenci vici chemoterapii. Eradikace CSCs se proto stava novym
typem strategie terapie karcinomu jater.

Pourzitf vitaminu C v onkologii mé dnes za sebou uz dlouhou tradici.
V soucasné dobeé jsou k dispozici vysledky fady studii vyuZiti vysoko-
davkovaného vitaminu C. Poprvé se pourziti vitaminu C v onkologické
|é¢bé objevilo v pracich Paulinga a Camerona s onkologickymi pacienty
v pokrocilém stadiu. Podavani vitaminu C (intravendzné a nasledné pe-
roralné) vedlo k prodlouzené dobé preziti ve srovnani se skupinou, které
vitamin C nebyl podavan.

Pozdéji se ukazalo, ze k dosazeni potfebnych Ucinkl je zapotiebi far-
makologickych, milimoldrnich koncentraci askorbdtu v séru. Na zdravé
bunky plsobi askorbdt ochranné (antioxidacné) a tim podporuje jejich
normalni funkci; zlepsuje tim i funkci imunitniho systému, coz ma vy-
znam pro protinddorovou imunitu.

Laboratorni studie ukazaly, ze kromé tohoto ochranného plsobe-
ni vci zdravym bunkdm pasobf vitamin C v milimolarnich koncen-
tracich na nékteré typy nddorovych bunék cytotoxicky, pficemz me-
chanismy tohoto Ucinku mohou byt réizné, napfiklad prostiednictvim
tvorby peroxidu vodiku v okoli malignich bunék, kterym navic chybf

kataldza k odstranéni peroxidu, pficemz normalni bunky jsou kata-
ldzou chradnény.”* Farmakologické hladiny vitaminu C podle studif s
xenograftovymi modely ukézaly, ze farmakologické hladiny vitami-
nu C plsobi cytotoxicky naptiklad na bunky karcinomu pankreatu,
ovaria, prostaty, tlustého streva, karcinomu mammy, mesotheliomu
a neuroblastomu.””’

Tyto vysledky vedly ke zvysenému zdjmu o protinddorové ucinky
vitaminu C. Otédzka vlivu vitaminu C na nadorové kmenové bunky
(CSCs, cancer stem cells) byla dosud nejasnda. (Nadorova kmenova
bunka je typ nddorové buriky s nékterymi vlastnostmi bunky kme-
nové — je schopnd proliferovat a ménit se na jakykoliv typ nadorové
buriky v daném nadoru.) Proto se autofi uvedené studie z letosniho
roku zameéfili také na tuto problematiku. Zabyvali se i otdzkou trans-
portu vitaminu C do nddorovych bunék a CSCs. Obecné je tento vita-
min do bunék transportovéan transportnimi molekulami oznacovany-
mi jako SVCT (sodium-dependent vitamin C transporters). Isoforma
SVCT-1 je prevazné v epitelech, SVCT-2 je v rlznych tkénich; prevldda
i v jaternich bunkéch. Genetické variace SVCT-2 jsou spojeny s rizi-
kem rGznych onkologickych onemocnént, ale tyto souvislosti nejsou
jesté dostatecné osvétleny.

Autofi vychézeli ve své studii z hypotézy, Zze mira exprese SVCT-2
v bunkédch karcinomu jater a v naddorovych kmenovych burikach
koreluje s mirou citlivosti téchto bunék na cytotoxické plsobeni
vitaminu C. Zaméfili se na mechanismy cytotoxicity vitaminu C vUci
témto bunkam a souvislost s expresi SVCT-2. Ovérovali tyto mecha-
nismy na xenograftovém modelu (patient-derived xenograft, PDX,
tj. vyzkum na mysich, do kterych se prfenesou nddorové burky od
onkologickych pacientd) a hodnotili retrospektivné tuto problema-
tiku u 613 pacientl s HCC, ktefi prodélali kurativni resekci jater jako
inicidlni lé¢bu.
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I Vysledky

Exprese SVCT-2 v burikach HCC a nadorovych kmenovych bunkach

Prvni ¢ast studie se zabyvala expresi SVCT-2 v burikdch hepatocelu-
larniho karcinomu a jaternich naddorovych kmenovych bunkéch. Vysoka
exprese SVCT-2 v nddorovych burkéch korelovala u pacientd s HCC s
mirou agresivity tumoru. U naddorovych kmenovych bunék korelovala
exprese SVCT-2 s parametry specifickymi pro SCCs (,stemness’, napf.
na urovni mRNA). Pfi umélém vyfazeni (knockdown) SVCT-2 se snizila
vyznamneé i rezistence nadorovych bunék na chemoterapii (cisplatinu a
sorafenib). Z toho vyplyvé souvislost mezi expresi transportni molekuly
SVCT-2 a jeji patologickou roli u bunék hepatoceluldrniho karcinomu,
ale i s rezistenci na chemoterapii.

Laboratorni studie ukazaly, ze
kromeé ochranneho pusobeni viCi
zdravym bunkam pusobi vitamin C
v milimolarnich koncentracich na
nektere typy nadorovych bunek
cytotoxicky, pricemz mechanismy
fohoto Ucinku mohou byt rdzne.

Tato zjisténi in vitro byla ovérfovéna in vivo na xenograftovém mode-
lu. Ukézalo se, ze chybéni SVCT-2 je spojeno se snizenim rlstu tumoru.
Obdobné jako je ve studii in vitro exprese markerd charakteristickych pro
kmenové burky (stemness markers) umeérnd expresi SVCT-2. SVCT-2 je
tedy preferencné exprimovany v jaternich nddorovych kmenovych bun-
kéch (CSCs) a je potiebny pro jejich udrzovani. Deficit SVCT-2 vedl k expre-
si apoptotickych markerd v téchto burkach.

SVCT-2 ovliviiuje citlivost nadorovych bunék viéi protinadoro-
vé cytotoxicité vitaminu C

V daldf ¢asti studie autofi podrobili nddorové bunky HCC plsobenf
vitaminu C v rostoucich koncentracich (do 1,5 milimolu). Viabilita (Zi-
votnost) nadorovych bunék vyrazné klesala po aplikaci vitaminu C v
zavislosti na davce, jednotlivé linie se v citlivosti na tento podnét ale
lisily. Obdobné vysledky byly opét in vivo potvrzeny na xenografto-
vych modelech.

Déle se autofi zabyvali souvislostmi mezi expresi SVCT-2 v bunkach a
citlivosti bunék na protinddorovou cytotoxicitu vitamin C. Vysledky uka-
zaly, Ze tato souvislost je prokazatelnd, ze s mirou exprese SVCT-2 roste
po podani vitaminu C intraceluldrni hladina askorbatu a také pokles vi-
ability téchto bunék.

Jakmile byl v burikdch uméle inhibovan SVCT-2, jejich citlivost na vi-
tamin C klesla, resp. doslo k jejich rezistenci na cytotoxicitu askorbatu.
Ukazalo se tedy, ze citlivost nddorovych bunék na cytotoxicitu vitaminu
C zavisi na influxu vitaminu C do bunék, a tedy i na expresi SVCT-2.

Vitamin C preferencné zabiji jaterni kmenové nadorové buriky

Na zakladé zjisténi, Ze jaterni nddorové kmenové burky maji bohaté
exprimovany transportér SVCT-2, autofi zkoumali, zda jsou tyto bunky
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citlivé na cytotoxicitu vitaminu C. Vysledky ukazaly, Zze tomu tak je, na
rozdil od cisplatiny, vici které jsou rezistentni?

Plsobeni vitaminu C vyrazné snizilo expresi gent specifickych pro
kmenové bunky (stemness), tvorbu tzv. nddorovych sfér (tumor spheres)
a jejich dalsi rGst. Vitamin C ve farmakologickych koncentracich plsobf
cytotoxicky na jaterni kmenové nadorové bunky.

Mechanismy cytotoxicity vitaminu C, zavislé na SVCT-2

Intraceluldrni koncentrace reaktivnich sloucenin kysliku (ROS) u bu-
nék vyrazné exprimujicich SVCT-2 po plsobeni vitaminu C vzrostla;
prave tento mechanismus zprostfedkuje cytotoxicitu vitaminu C vaci
n&dorovym bunkam. Tento mechanismus byl potvrzen tim, Ze po po-
dani antioxidantu N-acetyl-L-cysteinu (NAC), ktery snizoval koncentraci
ROS, vzrostla opét viabilita bunék. Vitamin C u téchto bunék zputsobil
poskozeni DNA v zavislosti na déavce. Vyfazeni (knockout) SVCT-2 toto
pusobeni vitaminu C inhibovalo.

Poskozeni DNA nadorovych bunék je tedy zavislé na expresi SVCT-2 v
bunkach. Pridanf cisplatiny k vitaminu C a jejich spolecné plsobeni na
nadorové bunky jesté zvysilo miru poskozeni DNA oproti samotnému
vitaminu C a samotné cisplatiné, coz ukazuje na synergicky Ucinek obou
latek. Podobné synergicky pUsobilo spole¢né podani vitaminu C s dal-
$im protinddorovym Iécivem, inhibitorem PARP olaparibem.

Je zndmo, ze silny intraceluldrni oxida¢ni stres zpUsobuje depleci ade-
nosintrifosfatu (ATP). Prave tento pokles hladiny ATP byl pozorovan u na-
dorovych bunék po plsobeni vitaminu C a byl vyraznéjsi u bunék s vyssi
expresi SVCT-2. Tato deplece byla reverzibilni po podéni antioxidantu
(NAC), nebo po vyfazeni SVCT-2.

Dalsi mechanismus cytotoxického plsobenf vitaminu C na nddorové
bunky predstavuje zastava bunécného cyklu ve fazi G2/M, vyrazné sni-
Zeni fazi GO/G1 a zvysend exprese cyklin-dependentniho inhibitoru ki-
nédzy p21 s naslednou apoptdzou téchto bunék. Tyto pochody bylo opét
mozno inhibovat vyfazenim transportéru SVCT-2. Vitamin C indukoval
na kaspdaze zavislou apoptédzu u nddorovych bunék, v zavislosti na mire
exprese SVCT-2 a indukoval jejich autofagii.

Souhrnné feceno: u nadorovych bunék exprimujicich SVCT-2 vstu-
puje vitamin C (pokud je k dispozici ve farmakologické koncentraci) do
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bunky, vyvolavé intracelularni produkci ROS a nésledné dochézi k posko-
zeni DNA, depleci ATP, coz vede k bunécné smrti zéstavou bunécného
cyklu s ndslednou apoptézou.

Vitamin C inhibuje rist tumoru a eradikuje nadorové kmenové
bunky

Na xenograftovych modelech byly in vivo ovéfeny vyse uvedné vy-
sledky ziskané v podminkach in vitro. PGsobeni vitaminu C a jeho kombi-
nace s cisplatinou byly v kmenovych nadorovych burkéch redukovény
geny charakteristickymi pro CSCs (,stemness”), vitamin C tedy pUsobi na
CSCs inhibi¢né. Kombinace vitaminu C s cisplatinou inhibovala rist na-
doru vyraznéji nez kazdé z léciv samostatné. Vitamin C ved| k zpomalenf
rlstu tumoru v zavislosti na mire exprese SVCT-2 v bunkach.

Vitamin C ve farmakologické koncentraci snizuje riziko progre-
se HCC: klinicka studie

Autofi kromé laboratorniho vyzkumu in vitro a in vivo ovéfovali cyto-
toxické pasobeni vitaminu C v klinické retrospektivni studii. Skupina 613
pacientl, kterym byla provedena inicidlni kurativni resekce jater pro
HCC, byla v rdmci retrospektivni hodnoceni rozdélena na ty, kterym byl
podavan vitamin C (intravendzni aplikace v davce 2 g, 4 ¢i vice dni po
provedené hepatektomii), a na skupinu pacientd, ktefi vitamin C po he-
patektomii nedostavali.

Citlivost nadorovych bunek na
cytotoxicitu vitaminu C zavisi na
influxu vitaminu C do bunek, a
tedy i na expresi SVCT-2,

Pracovni hypotéza predpokladala, ze podéavani vitaminu C sniZi riziko
relapsu HCC. Sledovéani ukazalo, ze po dobu 5 let prezivalo bez projevi
maligniho nemocnéni (tzv. disease-free survival, DFS) 24 % pacientl ve
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skupiné, kde byl podédvan vitamin C, zatimco ve skupiné bez vitaminu C
jen 15 % (rozdil byl statisticky vyznamny, p<0,001). Medidn DFS byl ve
skupiné lécené vitaminem C 25,2 mésice, zatimco ve skupiné bez vita-
minu C byl median DFS 18 mésicl (p<0,001). Multivariantni analyza uka-
zala, Ze intravendzni podavani vitaminu C (resp. plsobeni farmakologic-
kych, milimolarnich koncentraci tohoto vitaminu) predstavuji nezavisly
faktor pro zlepseni hodnot DFS (p<0,001), tedy pro pravdépodobnost
prodlouzeni obdobi bez relapsu onemocnént.

Zaver

Vysledky této studie autofi shrnuji konstatovanim, ze farmakologic-
ké hladiny vitaminu C plsobi cytotoxicky na burky hepatoceluldrniho
karcinomu (HCC), majf schopnost eradikace jaternich kmenovych nado-
rovych bunék, a navic, jak ukézala retrospektivni klinicka studie, snizujf
riziko progrese HCC. Studie dale ukézala, ze jak nddorové bunky HCC, tak
jaterni nadorové kmenové buriky exprimuji ve vysoké mife transportni
molekulu SVCT-2, kterd hraje vyznamnou roli v citlivosti uvedenych bu-
nék na cytotoxické pdsobeni vitaminu C.

Viyznamné zjisteni je, ze nadorové kmenové bunky, které hraji vyznam-
nou roli v tumorigenez, relapsu onemocnéni a chemorezistenci, jsou
citlivé na farmakologické hladiny vitaminu C, ktery vyrazné snizuje jejich
schopnost sebeobnovy a exprese pro tyto buriky charakteristickych gen,
a dokéze snizit zastoupeni kmenovych nadorovych bunék v HCC.

Studie je téz prispévkem k objasnéni nékterych mechanism( cytoto-
xicity farmakologickych hladin vici nddorovym bunkam: u nadorovych
bunék exprimujicich SVCT-2 vstupuje vitamin C do bunky, vyvolavé in-
traceluldrni produkci ROS, vznikly intraceluldrni oxidativni stres poskozu-
je DNA, vyvolava depleci ATP, coz vede k bunécné smrti zéstavou bunéc-
ného cyklu a na kaspéaze zavislé apoptdze. Vitamin C ve farmakologické
koncentraci tak predstavuje slibnou lé¢ebnou strategii pro terapii he-
patoceluldrniho karcinomu; vyhodnd je jeho kombinace s chemoterapif
(napt. cisplatinou), s niz plisobi synergicky.
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