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Poskytnuti informace v souladu se zadosti podle zakona ¢. 106/1999 Sb., o svobodném pfistupu k
informacim

Vazeni,

Radé pro rozhlasové a televizni vysilani (dale jen ,Rada“) byla dne 19. unora 2014 pod ¢.j. 1442/2014
dorucena zadost o poskytnuti informace ve smyslu zakona €. 106/1999 Sb. (dale jen ,Zadost®), ve které
Unicampus, z.s. zada o kopii spravniho spisu tykajiciho se spole€nosti WALMARK, a.s. a televizni
reklamy na doplnék stravy Decolen, respektive podnétu Unicampu, z.s. (dfive Unicampus, 0.s.) ze dne
22. ¢ervna 2012,

Zadost byla dostatednym zplGsobem oznadena jako Zadost o poskytnuti informace ve smyslu zakona &.
106/1999 Sb. Ackoliv byla zadost sepsana jako hromadna (pro vice povinnych subjektd), bylo z ni
dostate¢né zfejmé, v jakém rozsahu je uréena Radé.

Soucasti vysSe specifikované zadosti bylo jeji upfesnéni, které znélo:
V pripadech, ve kterych nebyla zahajena spravni fizeni, uvitame zaslani informaci, na jejichz zakladé se
tak stalo a pfedevsim vasi prokazatelnou pisemnou informaci o této skute¢nosti.

V souladu se znénim ustanoveni § 14 odst. 5 pism. d) zakona €. 106/1999 Sb. Vam tedy sdélujeme
nasledujici:

Radé pro rozhlasové a televizni vysilani byl dne 22. ¢ervna 2012 doru€en podnét obanského sdruzeni
Unicampus o. s. ve véci reklamy DECOLEN, ve kterém bylo uvedeno, Ze je spotrebitelum uvadéno
zejména tvrzeni, Ze sloZeni vyrobku ma hormonalni viiv na tkéné lidského prsu ve smyslu Gcinku na
tkané prsni Zlazy, a to do takové miry, Ze dochazi ke tkariovym zménam typu ristu a vyvoje tkané prsni
Zlazy, v jejich dasledku se méni tvar Zenskych prsou. Pokud vyrobek DECOLEN takovymi hormonalnimi
ucinky skutecné disponuje, jedna se zcela jednoznacné o léCivy pripravek ,dle funkce” ve smyslu § 2
odst. 1 pism. b) zakona ¢. 378/2007 Sb., o léCivech. V takovém pfipadé se dopousti spolecnost Walmark
protipravni reklamy vyrobku DECOLEN ve smyslu § 5 odst. 3 zakona ¢. 40/1995 Sb., o regulaci reklamy
a nekalé (klamavé) obchodni praktiky vici spotrebiteli ve smyslu zakona ¢&. 634/1992 Sh., o ochrané
spotrebitele tim, Ze klame spotfebitele o povaze vyrobku uvadénim textu ,doplnék stravy”. Vyrobek
DECOLEN je totiz dle své funkce léCivym pripravkem, neregistrovanym na nasSem trhu. Pokud vyrobek
DECOLEN takovymi hormonalnimi ucinky objektivné nedisponuje, a vyrobce neni schopen unést dukazni
bfemeno spocivajici v diikazu vSeobecné védecké akceptace poznatkii o hormonalnim a prirGstovém
vlivu Gcinnych latek vyrobku DECOLEN na tkané prsni Zlazy (nebo tukovou tkari prsu?), pak zlstava
objektivni skutecnosti, Ze vyrobek DECOLEN byl prezentovan jako Iécivy pripravek. Kdyby vyrobek



DECOLEN skute¢né disponoval vlastnostmi uvadénymi vjeho obchodni prezentaci, tak by se
Jjednoznacné jako léCivy pFipravek ,dle funkce” kvalifikoval, a proto se kvalifikuje jako IéCivy pripravek ,dle
prezentace® ve smyslu § 2 odst. 1 pism. a) zakona &. 378/2007 Sb., o léCivech.

Bylo zjisténo, Ze se jedna o reklamu DECOLEN, odvysilanou premiérové dne 1. 6. 2012 od 7:16:54 hodin
na programu O¢&ko, v celkovém po&tu 1041 repriz za obdobi &ervna 2012 na programech AXN, CS Film,
Nova, Nova Cinema, prima Family, Prima Cool, Prima Love, Spektrum, Universal Channel, Fiim+ a TV
Paprika.

Na zakladé predmétného podnétu pfistoupila Rada k postupu pfed zahajenim spravniho fizeni (podle
ustanoveni § 137 zakona €. 500/2004 Sb., spravni fad) a pozadala zadavatele predmétné reklamy, aby
k obsahu stiZznosti podal vysvétleni.

Zadavatel reklamy, spoleénost WALMARK, a.s., podal prostfednictvim svého pravniho zastupce
vysvétleni, které bylo Radé doru¢eno dne 3. srpna 2012.

Na zakladé posouzeni veskerych ziskanych skuteCnosti, v€etné analyzy audiovizualniho obsahu
obchodniho sdéleni, dospéla Rada k zavéru, Ze zde nejsou dlivody pro zahajeni spravniho Fizeni, nebot
v reklamé nebyly shledany zadné prvky, které by navozovaly Ié€ebny UCinek daného pripravku.

Ve véci namitky uvedené ve vyse specifikovaném podnétu, Ze se jedna o léCivo s ohledem na judikaturu
Evropského soudniho dvora, postoupila Rada podnét Statnimu ustavu pro kontrolu I[éCiv coby
kompetentnimu organu.

Ze strany Rady nedoslo tedy v predmétné véci k zahajeni spravniho fizeni, na zakladé ¢ehoz
nebylo potirebné zalozit spravni spis ve smyslu § 17 zakona €. 500/2004 Sb.

Z tohoto dGvodu neni mozné poskytnout kopii spravniho spisu, nebot ten v predmétné véci neexistuje, a
Rada timto vyhovuje zadosti o informaci ve smyslu jejiho vySe citovaného upfesnéni.

Pro uplnost zasila Rada jako pfilohu tohoto poskytnuti informace podle zakona ¢. 106/1999 Sb.
korespondenci, kterou v pfedmétné véci vedla, a to:

- Zadost o podani vysvétleni adresovanou spole¢nosti WALMARK, a.s.

- podani vysvétleni ze strany spole€nosti WALMARK, a.s.

- postoupeni podnétu Statnimu astavu pro kontrolu 1&&iv

- 0znameni ze strany Statniho Ustavu pro kontrolu 1&€iv o ukonceni Setfeni podnétu

S pozdravem

V Praze dne: 21.2.2014 JUDr. Katefina Kalistova

pfedsedkyné Rady
pro rozhlasové a televizni vysilani

PFilohy: Dokument (ukazka, 21.2.2014, Zadost o podani vysvétleni), Dokument (ukazka,
21.2.2014, Podani vysvétleni), Dokument (ukazka, 21.2.2014, Postoupeni SUKLu), Dokument
(ukazka, 21.2.2014, Oznameni SUKLu)

Digitally signed by JUDr. Katefina Kalistova
Date: 2014.02.24 15:28:15 +01:00
Reason: Podpis dokumentu

697-2 Location: Praha
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Rada pro rozhlasové a televizni vysilani
RADA
PRO ROZHLASOVE A TELEVIZNi
VYSILANI

Skrétova 44/ 6, 120 0o Praha 2

www.rrtv.cz

Tel.: + 420 274 813 830 / Fax: + 420 274 810 885 [ e-mail: info@rrtv.cz

WALMARK a.s.
Oldrichovice 44
739 61 Trinec
Ceska republika

Sp. zn./Ident.: 2012/518/had/WAL
C.j.: had/2375/2012

Rada pro rozhlasové a televizni vysilani (ddle jen ,Rada“) prostfednictvim predsedkyné Rady
vramci své kompetence dané § 5 pism. a)a f) zakona ¢. 231/2001 Sb., o provozovani
rozhlasového a televizniho vysilani a o zméné dalSich zakon(, v platném znéni (dale jen ,,zdkon
¢. 231/2001 Sb.“), ¢lankem 3 odst. 2 Jednaciho fadu Rady a v souladu s ustanovenimi § 46 a §

134 odst. 1 zakona ¢. 500/2004 Sb., spravni rad (dale jen ,,zakon €. 500/2004 Sb.“)
Zada

spole¢nost Walmark, a. s., Oldfichovice 44, 739 61 Trinec, IC CZ00536016 o podani vysvétleni
dle § 137 odst. 1 zdkona ¢. 500/2004 Sb., spravni rad, k objasnéni skutecnosti ve véci reklamy
na pripravek DECOLEN a to ve vztahu k obsahu stiZznosti doruc¢ené Radé dne 22. 6. 2012, kter3 je
soucasti této zadosti, a to ve Ihaté 20 dnl ode dne doruceni této vyzvy.

Soucasné Vas zadame o pripadné poskytnuti
- predmétného pripravku, zejména pak jeho obalu a dalsiho pfislusenstvi (pfibalovy letak,
navod...) dodavaného spotrebiteli.
- Pfipadnych studii potvrzujicich ucinnost pripravku.
- Sdéleni zdali ptipravek je dostupny jen v CR, pfipadné v jakych daldich zemich a pod
jakym ndzvem je prodavan.

Pouceni:
Tomu, kdo bezdivodné odepfe podat vysvétleni, mlze spravni organ ulozit poradkovou dle §
137 odst. 2 zakona ¢. 500/2004 Sb. pokutu az do vyse 5 000,- K¢.

V Praze dne: 27.6.2012 JUDr. Katefina Kalistova

predsedkyné Rady
pro rozhlasové a televizni vysilani

Prilohy: Posta (pfichozi, 27.6.2012, Jan Vavrec€ka, Unicampus, o. s., 6006/2012/P, podnét -
spole¢nost Walmark DECOLEN)
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Odesilatel: unicampus@seznam.cz

Adresat: infoerrtv.cz

Odesléano: 22.6.2012 11:18:03

Zpracovano: 25.6.2012 7:51:50

Predmét: Podani podnétu k zahdjeni sprédvniho r¥izeni DECOLEN

Vazené vedeni RRTV,

zasilame Vam podnét k zahdjeni spravniho ¥izeni proti spolecnosti Walmark
za protipravni zplspb propagace neregistrovaného léc¢ivého pripravkU
DECOLEN v udiovizudlnich obchodnich sdélenich.

S pozdravem,

Jan Vavrecka
Unicampus, o. s.

Centrum vzdélavani, vyzkumu a aplikace prava Kubelikova 1224/42 130 00
Praha 3 - ZiZkov



unicampus

Adresit:

Rada pro rozhlasové a televizni vysildni
Skrétova 44/6, 120 21 Praha 2

Podani podnétu o zahdjeni spravniho fizeni z moci ufedni dle § 46
zékona ¢&. 500/2004, spravniho fadu (dale jen SpR)

a prohlaseni o vedlejsim ucastenstvi Unicampus, o. s. ve smyslu § 27
odst. 2 SpR v zahajeném spravnim fizeni

ve veéci:

Nafizeni zdrzeni se dalSiho protipravniho jednani vaci
spotfebiteli ze strany spolecnosti WALMARLK, a. s., Oldfichovice
¢.p. 44, 739 61 Trinec, v audiovizudlnich obchodnich sdélenich
propagujicich neregistrovany lécivy pfipravek DECOLEN.

Unicampus, o. s. (ddle jen ,zadatel”) timto zddd Radu pro
rozhlasové a televizni vysilani (dale jen RRTV) jako vécné a mistné
prislusny dozorovy orgdn o vydani rozhodnuti nafizujiciho
spolecnosti WALMARK, a. s. (dale jen Walmark), zdrzet se dalsiho
protipravniho  jednani  vtc¢i  spotfebiteli v audiovizudlnich
obchodnich sdélenich propagujicich vyrobek DECOLEN a
v souvislosti s timto spravnim rozhodnutim splnit mezindrodni
oznamovaci povinnost dle ¢l. 7. odst. 1 nafizeni ES ¢. 2006/2004.

Unicampus, o. s. se dale na zdkladé svych prav zalozenych mu
smérnici 2009/22/ES prohlasuje za vedlejsiho ucastnika pfipadné
zahdjeného spravniho fizeni z moci tfedni.

Odtvodnéni zadosti uvadime nize.

Jan Vavrecka

predseda sdruzeni
unicampus@seznam.cz
v Praze. dne 22. 6. 2012

89753
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Ptiloha I.

Opravnéni Unicampus, o. s.

Smérnice 2009/22/ES zaloZila nasemu sdruzeni Unicampus, o. s. pravo jehoZ vykon se pfimo
a vyhradné vaze k véci porusovani zdkont na ochranu spotfebitele, jak jsou uvedeny
v ptiloze I. této smérnice a provedeny do vnitrostatnich pravnich pfedpisti jednotlivych
¢lenskych statti EU.

Vykon tohoto prava md sméfovat zamyslenym uéinkiim smérnice 2009/22/ES - k dosaZeni
ukonceni protipravniho jednani vici spotfebiteli. Nase sdruzeni mtiZe byt dotceno na svych
pravech a souvisejicich povinnostech vyplyvajicich mu ze Stanov tim, pokud by nebylo
dosazeno zdraZeni se protipravniho jedndni spolecnosti Walmark, nebo bylo dosazeno
zdrzeni se protipravniho jedndni v nedostateném rozsahu k objektivnimu rozsahu
porusovani zdkonti na ochranu spotfebitele.

V smyslu § 27 odst. 2 SpR je proto nase sdruZeni Unicampus, o. s. vedlej$im téastnikem
tohoto spravniho fizeni vedeného z moci tifedni, pokud bude ze strany RRTV zahéjeno.

Za vedlejsiho ucastnika fizeni se timto prohlasujeme.
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Priloha II.

Zakladni odiivodnéni podani a souvisejici navrhy

Spolecnost Walmark protipravné propaguje vyrobek DECOLEN v tiSténych i
audiovizudlnich reklamnich materialech.

Viz. napfiklad reklamni spoty TV vysilani na stanici PRIMA COOL 20. 6. 2012 (kolem 19:00 a
20:30). Je v8ak vysoce pravdépodobné, Ze stejny spot byl vysilan v podobném obdobi také na
jinych stanicich.

Vramci propagace vyrobku DECOLEN je spotfebiteliim uvadéno zejména tvrzeni, Ze
sloZzeni vyrobku ma hormonadlni vliv na tkané lidského prsu (mammy) ve smyslu uc¢inku na
tkané prsni zlazy, a to do takové miry, Ze dochdzi ke tkdniovym zménam typu rtstu a vyvoje
tkané prsni zlazy, v jejich dtisledku se méni tvar zenskych prsou.

Pokud vyrobek DECOLEN takovymi hormondlnimi ucinky skutecné disponuje, a jeho
reklama tedy neni pouze dalsi standardné klamavy paskvil spolecnosti Walmark, poté se
jedna zcela jednoznacné o 1é¢ivy pripravek ,dle funkce” ve smyslu § 2 odst. 1 pism. b)
zadkona ¢. 378/2007 Sb., o léc¢ivech. V takovém pripadé se dopousti spole¢nost Walmark
protipravni reklamy vyrobku DECOLEN ve smyslu § 5 odst. 3 zakona ¢. 40/1995 Sb., o
regulaci reklamy a nekalé (klamavé) obchodni praktiky viiéi spotiebiteli ve smyslu zdkona
634/1992 Sb., o ochrané spotfebitele tim, Ze klame spotiebitele o povaze vyrobku uvadénim
textu ,doplnék stravy”. Vyrobek DECOLEN je totiz dle své funkce lé¢ivym piipravkem,
neregistrovanym na nasem trhu.

Pokud vyrobek DECOLEN takovymi hormondlnimi uéinky objektivné nedisponuje, a
vyrobce neni schopen unést dikazni bfemeno spocivajici v diikazu vSeobecné védecké
akceptace poznatkti o hormondlnim a pfirtistovém vlivu téinnych latek vyrobku DECOLEN
na tkané prsni zladzy (nebo tukovou tkan prsu?), pak zlstava objektivni skutecnosti, Ze
vyrobek DECOLEN byl prezentovan jako lé¢ivy pripravek. Kdyby vyrobek DECOLEN
skute¢né disponoval vlastnostmi uvadénymi vjeho obchodni prezentaci, tak by se
jednoznacné jako lécivy pripravek ,dle funkce” kvalifikoval, a proto se kvalifikuje jako
lécivy pripravek ,dle prezentace” ve smyslu § 2 odst. 1 pism. a) zdkona ¢. 378/2007 Sb., o
lé¢ivech.

Vyrobek DECOLEN tedy nelze v zadném, pfipadé kvalifikovat jako potravinu, potazmo ani
jako doplnék stravy, pokud nebude odlisné postulovano a obhdjeno tvrzeni, Ze hormonalni
ucinky na rist a vyvoj tkani lidského téla jsou funkce, které lécivym pripravkim nepiislusi,
a které proto obecné mohou vykazovat potravinarské, kosmetické a jiné vyrobky — pokud se
samozfejmé jedna o skutecnosti dostatecné védecky prokazané.

Proto zadame RRTYV, aby nafidila spolecnosti Walmark zdrZeni se protipravniho jednani
spocivajiciho v jakékoliv dalsi reklamé a propagaci neregistrovaného 1é¢ivého pripravku
DECOLEN a s ohledem na vSechny okolnosti a zavaznost pfipadu udélila spolecnosti
Walmark sankci ve vysi 3 000 000 K¢.



B97586

Dale zadame RRTV, aby posléze informovala o této skutecnosti Statni astav pro kontrolu
1é¢iv (SUKL) a predala mu své rozhodnuti. Je jiz autonomni povinnosti SUKL zajistit
stazeni vyrobku z trhu v takovém piipade.

S ohledem na objektivni skutecnost, Ze tento vyrobek spolecnosti Walmark je nabizen a
distribuovan i v dalsich ¢lenskych statech EU, je naplnéna definice protipravniho jednani

uvnitt Spolecenstvi ve smyslu nafizeni ES ¢. 2006/2004.

http://www .klubzdravia.sk/produkty/decolen 1243.aspx

http://www.walmark.eu/cz/Stranky/walmark v zahranici2.aspx

Proto zadame RRTYV, aby splnila svou oznamovaci povinnost a postupovala v tomto
pfipadé dle ¢l. 7. odst. 1. nafizeni ES 2006/2004, aby pfislusné organy ostatnich clenskych
statt byla taktéz informovany a mohly zasahnout na svych lokalnich trzich ve prospéch
ochrany spotiebitele.
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Ptiloha III.

Doplnéni odiivodnéni zadosti

1)

2.)

V souvislosti se stru¢nou a uspornou formou obsahu TV reklamnich sdéleni
upozoriiujeme RRTV na produktové stranky vyrobku DECOLEN www.decolen.cz.
(Zejména: Jak DECOLEN funguje?) Povazujeme informace na téchto webovych
strankach za dtlezité i pro posuzovani TV reklamnich spotli. Ve spravnim fizeni by
meélo byt kjejich obsahu pfihliZeno. Argumentace vyrobce ve vztahu k vyznéni
sdéleni z TV reklamy bude velmi pravdépodobné tcelové manipulovana smérem
k takovému subjektivnimu zaméru, ktery zamérem vyrobce objektivné nebyl. Diikaz
této skutecnosti, tedy diikaz jak vyrobce skutecné vnima tcinky svého vyrobku, pro
které jej propaguje spotfebitelim, je obsazen pravé na produktovych strankach
vyrobku. Spotfebitelé jsou dnes velmi casto pouze inspirovani TV reklamou a hledaji
doplnujici informace o vyrobcich zejména na internetu. Sdéleni z TV reklamy a
internetové propagace vyrobku DECOLEN vytvafi informacni komplex ptisobeni na
spotfebitele, kdy obsah informaci a claim z TV reklamy je nutné vykladat pravé
v tom smyslu, jaky jim dava mnohem presnéjsi, rozsahlejsi a podrobnéjsi oficialni
internetova propagace téhoz vyrobku provadéna stejnym subjektem.

Diléi informace o ucincich vyrobku DECOLEN uvaddéné na jeho produktovych
webovych strankach:

Decolen je cisté pfirodnim a nechirurgickym fesenim ve formé smési rostlinnych litek, kterd je
védecky vyvinuta s cilem stimulovat riistovou aktivitu tkané prsii a tak pomdhat pfirozenému
ziskdni plného tvaru a zpevnéni poprsi. Rostlinné vytazky obsazené v ptipravku Decolen maji
na prsa obdobny ucinek jako ptirozené Zenské hormony estrogeny a zpiisobuji reaktivaci
riistové Cinnosti prsni tkdné.

V novém Decolenu pro Zeny jsou posileny prave slozky bohaté na fytoestrogeny.
Uéinné latky vyrobku:

Andélika Cinskd: (Angelica sinensis) Jeden z nejvyznamnéjsich prostiedkii klasické Cinské
mediciny. Podporuje zdravou produkci progesteronu.

Smetanka lékatska: (Taraxacum officinale) Tato rostlina vyznamné ovliviiuje sekrecni
a vylucovaci pochody v téle. Tim piisobi na ,cisténi” receptorii a jeji sekrecni icinky jsou
klicem k formovdini novych bunék a tkdni prsou.

Smldinec: (Dioscorea wvillosa) Bohaty zdroj pfirodnich fytoestrogenil, fytonutrientil
a diosgeninu, piisobi vyznamné na normalizaci hormonalnich funkci organismu.

Hormondlni uéinky estrogenti, progesteronu i jejich prekurzort, pfedstavuji velmi

vyznamné a zavazné ovlivnéni fyziologickych pochodil v lidském organismu. Tyto
hormony uzce souviseji sregulaci menstruacniho cyklu, plodnosti Zeny a mnoha

-5-
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dalS$imi vyznamnymi fyziologickymi i patofyziologickymi procesy. Podavani téchto
latek ma prokdzanou prokancerogeni aktivitu, kterd sice neni vyjadfena ve velké
mife, ale je jednou z pficin toho, Ze Zenské hormony estrogeny a progesteron i jejich
funkéni prekurzory jsou vyhrazeny v pouZziti jediné v registrovanych Ilé¢ivych
pfipravcich pro mozné vyznamné dusledky svych fyziologickych ucinkéi a sva
potenciondlni a zndmd zdravotni rizika. Tyto hormondlné ucinné latky se nesmi
pridavat, a to ani v malych mnozstvich, napiiklad do kosmetickych pfipravki, ve
kterych pfitom maji pouze lokdlni ti¢inky v misté své aplikace. Doplnky stravy jako
potraviny jsou vyrobky s celotélovou distribuci acinnych latek, jejichz ucinky se
proto projevi vici vSem tkanim lidského organismu, které jsou hormonalné citlivé
k témto Géinnym latkdm. Je naprosto absurdni viibec uvaZovat o piipustnosti
vyrobku DECOLEN na trhu v EU jako legalni potraviny, pokud by deklarovanou
hormondlni t¢innost skutecné mél.

Skutecnost, ze tento typ farmakologickych uéinka by zakladal vyrobku statut
lé¢ivého piipravku dle funkce per analogiam vyplyva napiiklad z pfipadu Hoodia
Spray a Hoodia patches feseného SUKLem:

http://www.sukl.cz/leciva/informace-o-vyskvtu-nelegalniho-pripravku-
3?highlichtWords=Hoodia

Z4dame RRTV, aby v souvislosti s timto piipadem vychéazela a zohlednila judikaturu
Soudniho dvora EU k véci vykladu definice lé¢ivého pripravku. Implementacni praxe
Statniho tustavu pro kontrolu 1é¢iv je praxe nekonformni a pochybné zakonna. Bude
predmétem soudni zaloby i stiznosti Komisi EU v blizké dobé. RRTV je orgdnem
s vlastni odpovédnosti za vlastni rozhodnuti a neni jeji povinnosti vychazet z pravné
nezévaznych stanovisek SUKL tam, kde existuji diivodné pochybnosti a vyznamné
odlignosti od jiZz podaného vykladu prava EU. (UST-30 SUKL apod.)

V této souvislosti je nejvyznamnéjsi dezinterpretaci prava EU, Ze vyrobek se pro
ucely pravni kvalifikace jako 1éc¢ivého pfipravku musi posuzovat vzdy komplexné.
To je ucelova dezinterpretace a nepravda, protoze pro ucel pravni kvalifikace
vyrobku jako 1é¢ivého pripravku se vzdy zcela zvlast a naprosto samostatné hodnoti
zpusob jeho obchodni prezentace a jeho védecky prokazana fyziologicka funkce.

Z4dame RRTV, aby zohlednila a postupovala sama konformné ve smyslu zejména
této judikatura SDEU

,Uvedend smérnice tak poskytuje dvé definice léCivého pripravku, asice definici ,podle
prezentace” a definici ,podle funkce”. Vyrobek je lé¢ivym piipravkem, pokud se na néj

"1

vztahuje jedna nebo druhd z téchto definic”.

~Podle ustilené judikatury musi byt pojem ,prezentace vyrobku® vykladin extenzivné.
V tomto ohledu je namisté piipomenout, zZe smérnice 2001/83 tim, Ze se opird o kritérium

1 Rozsudek SDEU ze dne 9. ¢ervna 2005, HLH Warenvertrieb a Orthica, C-211/03, C-299/03 a C-316/03 az
C-318/03, Recuelil,. s. I-5141, bod 49.



prezentace vyrobku, mad za cil zahrnout nejen 1éCivé p¥ipravky, které maji skutecny lécebny
nebo lékaisky tcinek, ale rovnéz vyrobky, které nejsou dostatecné 1icinné nebo které nemaji
ucinek, ktery jsou spottebitelé opravnéni oCekdvat s ohledem na jejich prezentaci. Uvedena
smérnice tak sméfuje k ochrané spotvebitelii nejen pred skodlivymi nebo toxickymi lécivymi
pfipravky jako takovymi, ale rovnéz pred riiznymi vyrobky pouzivanymi namisto vhodnych
lékii. "2

2 Rozsudek SDEU, ze dne 30. listopadu 1983, van Bennekom, C-227/82, Recueil, s. 3883, bod 17.
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Priloha IV.

Stanovy
obcanského sdruzeni

PREAMBULE

Obcanské sdruzeni Unicampus bylo zalozeno s cilem vzdélavani, vyzkumu a aplikace prava
v oblasti ochrany prav a opravnénych zajmul spotfebitele a ochrany vefejného zdravi a je
zaméfeno na provadéni systematické odborné Cinnosti zaméfené na vyzkum, analyzu a
feSeni podstatnych problém0 z této oblasti. Z&mérem sdruzeni je angazovat do provadéni
svych aktivit renomované i mladé nastupujici odborniky, zejména studenty oborl s
ekonomickou, pravni ¢i marketingovou orientaci.

Cilem ¢ginnosti sdruzeni je analyzovat, zpracovavat i aktivné vytvaret a vefejné Sifit dulezité
informace z oblasti ochrany spotfebitele a vefejného zdravi a propojit akademickou pudu a
angazované teoretické odborniky se subjekty z komeréni, spravni a soudni praxe v€etné
mezinarodni spoluprace. Timto zplsobem bude odborné posilena a podpofena efektivita
jinych organizaci, které dnes vytvareji protivahu aktivitam poskozujicim prava a zajmy
spotfebiteld a nekalym obchodnim praktikam Cinénych vaci spotfebiteli i nekalému jednani
vuci jinym subjektiim s vefejnym vlivem.

Obc¢anské sdruzeni Unicampus se ktomuto zdrzi jakékoliv odborné c&innosti provadéné
v soukromém zajmu fyzickych ¢i pravnickych osob vuci jinym osobam, pokud se soucasné
nebude jednat o dostatecné silny vefejny zajem a pfedevsim jeho ochranu.
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l. Nazev, sidlo a pravni postaveni sdruzeni

1.
2.
3

Nazev sdruzeni: Unicampus

Sidlo sdruzeni: Kubelikova 1224/42, 130 00 Praha 3 — ZiZkov

Pravni postaveni sdruzeni: Sdruzeni je nezavislé, neziskové a nepolitické ob&anské
sdruzeni s vlastni pravni subjektivitou zalozené dle zakona o sdruzovani ob&anu, a to
na dobu neurcitou. Sdruzeni je pravnickou osobou registrovanou Ministerstvem vnitra
Ceské republiky.

Il. Cil a predmét ¢innosti

1.

Cilem sdruzeni je odborné, ucelné a prospésné pulsobit v oblasti:

a. ochrany prav a opravnénych zajmu spotrebiteld;

b. ochrany legalni hospodarské soutéze s ohledem na vefejny zajem;

c. pravotvorby a prosazovani prava a kodexu chovani v této oblasti.
Cilem sdruzeni je také rozvoj vzdélavani v této oblasti, efektivni Sifeni informaci a
podpora odborné zpusobilosti uzivatelt téchto informaci, zejména:

a. studentd ekonomickych, pravnich a marketingovych specializaci;

b. odborné vefejnosti;

c. dotcené SirSi a laické vefejnosti.
Cilem sdruzeni je vydat a pribézné aktualizovat ,Kodex obchodnich praktik” (dale jen
Kodex) za ucelem:

a. podpory aplikace teoretickych poznatkl v oblasti mimopravni regulace a

ochrany vefejného zajmui;

b. podpory fadné, korektni a efektivni praxe drziteld kodexd chovani.
Cilem sdruzeni je vyuzZivat k dosazeni cile 1a mj. také podani soudnich Zalob a
zadosti 0 zahajeni spravnich fizeni ve vécech zdrzeni se protipravniho jednani vici
spotrebiteli ve smyslu smérnice 2009/22/ES.
Cilem sdruzeni je hospodafska Cinnost provadéna za ucelem dalsiho financovani
aktivit a Cinnosti sdruzeni naplfujici cile 1-3.

ll. Clenstvi, prava a povinnosti élent

1.

w N

Clenem sdruzeni se mohou na zakladé pisemné prihlagky — Zzadosti o &lenstvi - stat
fyzické i pravnické osoby, pokud prokazi dostate¢nou odbornou zpUsobilost a
dostate€nou nezavislost k fadnému a efektivnimu napliovani cil( sdruzeni.

Odchylné od odst. 1 mlze byt Elenstvi fyzickym i pravnickym osobam nabidnuto.
Clenstvi ve sdruZeni nelze narokovat. Zadost o &lenstvi mdze byt odmitnuta i bez
udani divodu.

Vznik &lenstvi: Clenstvi vznika dnem, kdy Vybor schvali zadost o &lenstvi, nebo dnem
doruceni souhlasného stanoviska fyzické Ci pravnické osoby, které bylo Clenstvi
Vyborem nabidnuto.

Zanik ¢lenstvi: Clenstvi zanikd na pisemnou zadost &lena dnem jejiho dorugeni
Vyboru; vyloudenim ¢&lena rozhodnutim Clenské schiize; dnem zaniku sdruZeni;
dnem umrti ¢lena pfipadné jinym zakonem ustanovenym zpusobem.

Prava a povinnosti ¢len( sdruzeni:

pravo podilet se na €innosti sdruzeni, byt informovan o jeho €innosti,

pravo podavat navrhy, pfipominky a naméty k ¢innosti sdruzeni,

pravo volit a byt volen do organl sdruzeni,

pravo obracet se na organy sdruzeni se zadostmi, podnéty a stiznostmi,
povinnost dodrzovat stanovy sdruzeni,

povinnost dbat dobrého jména sdruzeni.

~P o0 TW®
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IV. Organy sdruzeni

1.
2.
3

5.

Ridici, vykonné a kontrolni organy sdruzeni jsou: Clenska schiize a VVybor
Jménem sdruzeni jedna Vybor
Vybor ma pravo delegovat jednotlivé Cleny sdruzeni i jiné nezavislé odborniky Ci
subjekty k samostatné realizaci odbornych, organizaénich €i podpurnych aktivit
naplnujici cile sdruzeni, v€etné vystupovani jménem sdruzeni v ramci jejich
provadéni.
Clenska schuze (CS) je nejvyssim Fidicim organem sdruzeni.
a. CSje svolavana:
i. Vyborem nejmeéné jednou za 1 rok,
i. drive je svolavana CS Vyborem, pozada-li o to nadpoloviéni vétsina
¢lena.
b. CS se ugastni &lenové sdruzeni, &lenové Vyboru
c. Usnasenischopnost CS a hlasovani:
i.  CS je usnasenischopna pfi pfitomnosti nadpoloviéni vétsiny &lend;
ii. kazdy ¢len ma jeden hlas;
iii.  ¢lenové mohou byt zastoupeni jinou osobou na zakladé piné moci
ovéfené notafem, nebo plné moci udélené v pfitomnosti ¢lena Vyboru
a timto zpUsobem jim ovéfené.
d. Do ptisobnosti CS patfi:
i.  pfijimat, ménit a ruSit stanovy,
ii. pfijimat zakladni zasady strategie Cinnosti sdruzeni,
iii.  volit ¢leny Vyboru
iv.  projednat zpravu o ¢innosti Vyboru.
Vybor (V) je statutarnim organem sdruzeni, fidi sdruZeni v obdobi mezi jednotlivymi
CS a ma nejméné 3 &leny.
a. Zasedani V svolava a fidi pfedseda nebo mistopfedseda, pfip. osoba jimi
povérena.
b. Do plsobnosti V patfi zejména:
i.  volit ze svého stfedu pfedsedu a mistopfedsedu,
i. svolavat a pfipravovat podklady pro CS,
iii. schvalovat vnitini pfedpisy,
iv. schvalovat rozpocet a ucetni zavérku,
v.  pfijimat €leny sdruzeni na zakladé pisemné pfihlasky,
vi.  rozhodovat o dalSich otazkach tykajicich se sdruzeni s vyjimkou véci
spadajicich pod vyhradni ptisobnost CS.
vii.  realizovat cile sdruzeni
vii.  vydat a aktualizovat Kodex. Toto opravnéni mize V delegovat na
zvolené Cleny sdruzeni. Vydani a aktualizace Kodexu m{ize byt
rozhodnutim CS podminéno schvalenim Kodexu a jeho zmén CS.
c. Usnasenischopnost V a hlasovani:
i. Vje usnasenischopny pfi pfitomnosti nadpolovi¢ni vétsiny ¢lenu V,
ii. kazdy ¢len V ma jeden hlas.
d. V pfipadé bodu b) jedna V hlasovanim dle bodu c).
e. V pfipadé aktivit a innosti, které nespadaji pod bod b) jedna za V jeho
prfedseda nebo spolecné alespori dva Clenové V.

-10 -



V. Zasady hospodareni

1. Sdruzeni:
a. pri vyhledavani a vyuzivani zdroji a prostfedk( dba o ucelné hospodareni,
naplfiovani cilt ¢innosti a dobrého jména sdruzeni,
b. dlouhodobé hospodafi s vyrovnanym rozpocétem,
c. pouziva prostfedky pouze pro Ucely, které odpovidaji cilim sdruzeni,
2. Prostfedky na €innost Cerpa sdruzeni zejména z:
a. grantu, dotaci a prostfedkl verejné podpory,
b. z daru fyzickych &i pravnickych osob.
3. Hospodarskou Cinnost provadi a odpovédnost za hospodarskou ¢innost sdruzeni
nese V.

VI. Zanik sdruzeni

1. Sdruzeni maze zaniknout:
a. dobrovolnym rozpusténim, a to na zakladé usneseni CS piijatého vétsinou 2/3
¢lentl uéastnicich se CS,
b. pravomocnym rozhodnutim Ministerstva vnitra CR.
2. Nestanovi-li CS jinak, pak pfi zaniku sdruzeni bez pravniho nastupce se majetkovy
zustatek pfevede na subjekt s obdobnym pfedmétem &innosti.

-11 -
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CALFA, BARTOSIK a partnefi

ADVOKATNI KANCELAR

, ] ATTORNEYS-AE—LAW
BRAUNUV DUM, KARLOVO NAMESTI 24, 110 00 PRAHA 1

URAD RADY
Rada pro rozhlasové a televizni vysilani .
Skrétova 44/6 DOEC -3 -08- 2012

12000 Praha 2
Pocet listl: ......... q

Cislo jednaci: ......T¥ ?’2—‘ .....

pro rozhlasové a televizni vysilani

3

V Praze dne 2. srpna 2012

Sp.zn./Ident.: 2012/518/had/WAL
C.j.: had/2375/2012

Véc: Vyjadieni spoleénosti WALMARK, a.s., k podané stiznosti ve véci TV reklamy na
vyrobek DECOLEN

Piipisem ze dne 27.6.2012, ¢.j. had/2375/2012, vyzvala Rada pro rozhlasové a
televizni vysilani (déle jen ,,RRTV*) spole¢nost WALMARK, a.s., k objasnéni skute¢nosti
ve véci reklamy na piipravek DECOLEN, a to ve vztahu k obsahu stiZnosti ob&anského
sdruzeni Unicampus jednajiciho panem Janem VavreCkou, pfedsedou sdruZeni, ze dne
22.6.2012,

Na zakladé€ vyzvy RRTV pifedkladam v zastoupeni spolecnosti WALMARK a.s. podle
ust. § 137 odst. 1 zakona €. 500/2004 Sb., spravniho fadu, vysvétleni k obsahu TV reklamy na
ptipravek DECOLEN.

WALMARK a.s. se sidlem Tiinec, Oldfichovice & 44, PSC 739 61, IC 005 36 016
(dale jen ,,WALMARK?®"), je obchodni spoletnosti, kterd se vramci svého pfedmétu
podnikani zabyva mimo jiné i vyrobou a distribuci potravin, potravinovych doplskd, 1é¢iv a
1é¢ivych piipravkld. V ramci tohoto pfedmétu podnikani spoleénost WALMARK vyrébi a

TEL: ++ 420-2-22 23 23 80, FAX: ++ 420-2-22 23 23 88, E-MAIL: KANCELAR@CALFABARTOSIK.CZ
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distribuuje na trh v Ceské republice i piipravek DECOLEN, ktery spada do kategorie dopliikt
stravy.

Diikaz: Vypis z webovych stranek koordina¢niho stfediska pro resortni zdravotnické
informaéni  systémy https://snzr.ksrzis.cz/snzr/rrh/, zregistru hlavniho
hygienika

Piipravek DECOLEN je dopln€k stravy uréeny pro Zeny, ktery je zaloZen na ptirodni
bézi a vyvinuty s cilem podporovat prsni tkdn¢ a udrZovat plnost a pevnost poprsi.

Vyse uvedeny piipravek piedstavuje tzv. dopln€k stravy ve smyslu § 2 pism. 1) zdkona
¢. 110/1997 Sb., ve znéni pozd&jSich predpish, tj. potravinu, jejimZ ucelem je dopliiovat
bé&znou stravu a ktera je koncentrovanym zdrojem vitamind a mineralnich latek nebo dalSich
latek s nutricnim nebo fyziologickym u¢inkem, obsazenych v potraviné samostatné nebo v
kombinaci, urena k pfimé spotiebé v malych odméfenych mnoZstvich.

Z prezentace vyrobku vyplyva, Ze tento je urCen vyhradné pro podporu lidského
organismu ve stavu zdravi a nikoliv pro feSeni problémi ve stavu nemoci, tj. neni prezentovan
lé¢ebny ucinek vyrobku.

SloZeni pfipravku DECOLEN neobsahuje Zadnou z latek zakazanych pii vyrobé
potravin dle piilohy €. 4 vyhlasky €. 225/2008 ve znéni pozdéjsich piedpisi.

Ptipravek DECOLEN proto v Zadném pfipad€ nelze kvalifikovat jako 1é€ivy piipravek
ve smyslu ustanoveni § 2 odst. 1 pism. a) nebo b) zakona €. 378/2007 Sb., ve znéni pozdéjsich
piedpisil.

Spole¢nost WALMARK pfedklada RRTV spolu s timto vyjadienim:
- 1x baleni pfipravku DECOLEN v¢etné jeho obalu a piibalového letaku

- studie o pusobeni jednotlivych slozek (latek) obsazenych v piipravku DECOLEN
Zpracovaneé

1. University of Urbino, Ustav hygieny, z kvétna 2005;

2. University of Michigan, katedra farmacie, z kvétna 2010;

3. Laboratoire de Biologie Moléculaire et Cellulaire du Cancer, Luxembourg, ze srpna
2011;

4. Sejong University, Soul, Institute of Biotechnology, z roku 2009;

5. University of Toronto, Department of Nutritional Sciences, z 15.5.2005 (vSe
v anglickém znéni)
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Soucasné se studiemi pfedklada WALMARK i pfeklady studi uvedenych pod body 1.,
2 Dt

1. Mechanismy plisobeni a antiproliferativni vlastnosti §t'dvy zeleniny druhu Brassica
oleracea v bunéénych liniich lidské rakoviny prsu - Universita di Urbino, Institut
hygieny, Centrum biotechnologie, Institut biochemie

5. Klinicky vyzkum rakoviny - Potravinové Inéné semeno vyvolava pfi
postmenopauzalni rakoviné prsu zmény nadorovych biologickych marketd -
University of Toronto, Department of Nutritional Sciences, Princess Margaret
Hospital

2. Klinicky vyzkum rakoviny — Sulforafan, potravinova slozka brokolice a jejich
vyhonkli inhibuje kmenové buriky rakoviny prsu - University of Michigan,
Department of Pharmaceutical Sciences

Spole¢nost WALMARK dale RRTV oznamuje, Ze pfipravek DECOLEN je
v soucasné dobé distribuovan na uzemi Ceské republiky, Slovenské republiky, Polska,
Bulharska a Litvy.

Predmétem posouzeni ze strany RRTV je televizni reklama (reklamni spot)
spoleénosti WALMARK na vySe uvedeny pfipravek DECOLEN. StéZovatel mj. namita, Ze
,, v ramci propagace vyrobku DECOLEN je spotiebitelium uvadéno zejména tvrzeni, Ze sloZeni
vyrobku ma hormonalni viiv na tkané lidského prsu (mammy) ve smyslu ucinku na tkané prsni
Zlazy, a to do takové miry, Ze dochazi ke tkaniovym zméndam typu rustu a vyvoje tkané prsni
Zlazy, vjejich dusledku se méni tvar Zenskych prsou.” St€Zovatel dale poukazuje na
produktové stranky vyrobku DECOLEN.

Dle vyslovného ustanoveni § 7 odst. 1 pism. a) zakona ¢&. 40/1995 Sb., ve znéni
pozdé&jsich predpist, je RRTV orgénem piisluinym k vykonu dozoru nad dodrzovanim tohoto
zakona pro reklamu Sifenou v rozhlasovém a televiznim vysilani a v audiovizualnich
medialnich sluzbach na vyzadani a pro sponzorovéni v rozhlasovém a televiznim vysilani a
audiovizudlnich mediélnich sluzbéach na vyzadani.

Z vyse uvedencho vyplyva, ze RRTV neni orgédnem pfisluSnym k vykonu dozoru pro
reklamu $ifenou jinym zplsobem, neZ jak stanovi citované zakonné ustanoveni. Z tohoto
divodu povazuje WALMARK za zcela irelevantni jakékoliv ndmitky & jind tvrzeni
stéZovatele, jeZ odkazuji na produktové stranky vyrobku DECOLEN, nebot’ RRTV nema
pravomoc obsah uvedenych produktovych stranek, pfipadn€ jiné webové prezentace
posuzovat.

Bez ohledu na vySe uvedené je tfeba konstatovat, Ze ani TV reklama ani tzv.
produktové stranky www.decolen.cz neobsahuji informaci o hormonalnich u€incich
dotéeného produktu.
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V daném piipadé se proto nejednd o léCivy ptipravek dle ,,prezentace, jak uvadi
sté¢Zovatel, nebot’ pfipravek DECOLEN neni jako 1éCivy pfipravek prezentovan a reklama na
piedmétny pfipravek naopak obsahuje dostate¢né zfetelné oznaceni ,,doplnék stravy“. Rovnéz
tak celkové vyznéni reklamy nevzbuzuje u spotiebitele dojem, Ze by DECOLEN mél
vlastnosti 1é¢ivého pripravku.

Piibalovy letdk vyslovné uvadi, Ze ,, Decolen pro Zeny je pFipravek na pFirodni bdzi
vyvinuty s cilem podporovat zdravi prsni thané a udrzovat plnost a pevnost poprsi. Rostlinné
[fvtoestrogeny, obsaZené v pripravku Decolen, maji na prsni thdii obdobny ucinek jako
prirozené fenské hormony estrogeny. Spolu s dal§imi aktivnimi latkami pomdhaji udriovat a
podporovat zdravi, plnost a pevnost prsou”’,

Nejedna se ani o 1é€ivy pfipravek ,.dle funkce”. Reklama na pfipravek v Zadné své
Casti neuvadi tvrzeni, Ze , sloZeni vyrobku md hormondini viiv na tkané lidského prsu
(mammy)..."

Pfedmétna reklama naopak poukazuje na p¥irodni povahu pfipravku DECOLEN a
dile na tzv. fytoestrogeny, jakoZto rostlinné liatky obsaZené ve slozkach pripravku.
WALMARK poukazuje na to, Ze pfipravek DECOLEN obsahuje zdroje rostlinnych
estrogen(l, lignani a steroll, tedy latky, obsaZené v pfirozeném potravnim fetézci (napiiklad
v zeleniné typu brokolice, brukev, chmel apod.). Jiz z tohoto divodu nelze pfipravek oznacit
jako léCivy piipravek ve smyslu zakona o 1é€ivech, jak tvrdi stéZovatel. Jedna se o doplnék
stravy nahrazujici nedostatek vyse uvedenych litek v béZném potravinovém Fetézci, jejichZ
uCinky dokladaji pfedloZené studie, a jenzZ je jako takovy prezentovan i v posuzovaném
reklamnim spotu. Z Zadného pravniho pfedpisu pfitom nevyplyvé, Ze by pouziti téchto latek
bylo vyhrazeno vyhradn€ léivym pripravkiim. Samotna skuteénost, ze ulinky tzv.
fytoestrogenti jsou v mnohém obdobné jako uéinky hormonu estrogen, neznamena, Ze by
pouziti téchto latek bylo vyhrazeno pouze v registrovanych l1é¢ivych ptipraveich.

Estrogenni uCinky latek obsazenych v pfipravku DECOLEN, na néZ predmétna
reklama poukazuje, jsou v daném pfipadé zcela nesporné a potvrzuji je rovnéz predloZzené
studie.

Jiz ze samotného vyznéni reklamniho sloganu ,, Dovolte pfirodé vytvarovat Vase
nadra. Decolen, fadra pinéjsi a krasnéjsi”, jenz poukazuje s patfi¢nou nadsazkou
vyhradné na estetickou stranku a nikoliv hormondlni ¢i jinak lééebnou povahu
pfipravku, je pro primémého spotfebitele zcela zfejmy limitovany udinek propagovaného

ptipravku.

Pifedmétna reklama na pfipravek DECOLEN a zejména v ni pouzita reklamni tvrzeni
proto nenaplfiuji znaky reklamy na humaénni lé¢ive piipravky dle § 5 odst. 3 zakona o regulaci
reklamy ani neklamou spotiebitele o povaze vyrobku.
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Z vySe uvedenych skute¢nosti ma proto WALMARK za to, Ze piedmétnd TV reklama
na doplnék stravy DECOLEN, a to zejména sohledem na formu a zptsob sd&lované
informace, nepfisuzuje dopliiku stravy, jako potraving, vlastnosti 1é¢ivého pipravku a ani
takové vlastnosti nenaznacuje a z tohoto ditvodu proto ani nemuize klamat spottebitele.

Naproti tomu tvrzeni stéZovatele nejsou opfena o Zadné relevantni dikazy, studie &i
analyzy, jeZ by stéZovatelem uvadéné skuteCnosti potvrzovaly. V této souvislosti
WALMARK poukazuje na skuteCnost, Ze ze strany stéZovatele se jedna ve vztahu ke
spole¢nosti WALMARK o opakovany a zcela ucelovy atak s cilem poskodit jeji zajmy, coz
mj. vyplyva i ze zplsobu vyjadfovani stéZovatele v pfedmétné stiZnosti, v niZ pouziva zcela
neadekvatni vyrazy jako ,paskvil“ apod. Z tohoto divodu povazuje WALMARK podani
stéZovatele za zjevné Sikandzni a nedivodné, nebot odvysilanim pfedmétné reklamy
prokazatelné nedoSlo k poruseni zakona o regulaci reklamy ani jiného obecné zivazného
pravniho predpisu.

Veskeré daldi skutenosti uvadéné stézovatelem (napf. uvahy stéZovatele o moznych
hormonalnich G¢incich estrogenu a dalSich latek) jsou v daném piipadé pro Gcely posouzeni
reklamy ze strany RRTV irelevantni, resp. jdou nad ramec ptisobnosti RRTV vymezené vyse
citovanym zakonnym ustanovenim.

WALMARK je proto piesvédCen, Ze odvysilanim pfedmétné reklamy nemohlo dojit
k poruSeni zakona o regulaci reklamy.

za WALMARK a.s.

gr. Vojtéch Novotny
advokat

Ptilohy: plna moc advokata
dale dle textu
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Slozky a vyrobky
Omezujici podminky pro vyhledani vyrobku ve stanovisku a v rozhodnuti.

Vyrobek nazev decolen

Vyrobce jméno Walmark

Vybér podle vyrobk{ a vyrobcl

Vyrobek Vyrobce Zadatel Vyddno Platné do  Cislo jednaci

Decolen pro zeny WALMARK, a.s. WALMARK, a.s. 26.07.2011 Neomezeno OVZ-35.1-13.05.2011-52382

Decolen WALMARK, a.s. WALMARK, a.s. 13.01.2011 Neomezeno OVZ-35.1-26.10.2010-834
@8 ziznam 1afkonec D

507.21 https://snzr.ksrzis.cz/snzr/aps/public/rrh 2.8.2012
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SloZzky a vyrobky

Vyrobek - detail

Nazev
Vyrobce
Zadatel
Vydano
Platné do
Typ

ok,
Davkovani

Upozornéni

Aktivni
latky

Detailni
slozeni

Decolen pro Zeny
WALMARK, a.s.
WALMARK, a.s.
26.07.2011

oznameni

OVZ-35.1-13.05.2011-52382

2 tablety denné

Vyrobek neni urcen pro déti, téhotné a kojici Zeny. Neprekracujte
doporucenou denni davku. Pfipravek neni urcen jako nédhrada pestré
stravy. Ukladat mimo dosah déti!

Skladujte v suchu a temnu, pfi teploté do 25 stupfiti Celsia. Minimalni
trvanlivost do: data uvedeného na bocni strané obalu (EXP).

Doplnék stravy

andélika ¢inska extrakt, fosforeCnan vapenaty, brukev zelna extrakt,
bedrnik anyz extrakt, rostlinné steroly, mikrokrystalicka celul6za, chmel
otacivy extrakt, rajCe jedlé extrakt, smetanka |ékarska extrakt z kofene,
karboxymethylceluléza, seminka z vinnych hroznd extrakt,
hydroxypropylmethylceluléza, kyselina stearova, len sety extrakt, stearat
hofeCnaty, smidinec extrakt z kofene, titanova béloba (barvivo),
cholekalciferol, glycerol

Andélika ¢inska-Angelica sinensis-extrakt: 112,5 mg
Bedrni anyz-Pimpinella anisum-extrakt: 60 mg
Beta-sitosterol: 25 mg

Brukev zelna-Brassica oleracea-extrakt: 62,5 mg
Chmel otacivy-Humulus lupulus-extrakt: 37,5 mg
Cholekaiciferol:

Fosforecnan vapenaty:

Glycerol:

Hydroxypropylmethylcelul6za:
Karboxymethylceluléza:

Kyselina stearova:

Len sety-Linum usitatissimum-extrakt: 7,5 mg
Lycopen: 2,5 mg

Mikrokrystalicka celuldza:

Rajce jedlé extrakt:

Rostlinné steroly:

Smetanka lékarska-Taraxacum officinale-extrakt: 22,5 mg
Smidinec-Dioscorea villosa-extrakt: 5 mg
Stearat horecnaty:

Titanova béloba (barvivo):

Vinné hrozny-seminka-extrakt: 12,5 mg

Vitamin D: 2,5 mikrogram

1 tableta obsahuje:

https://snzr ksrzis.cz/snzr/aps/public/rrh 2.8.2012
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RoHy - Registr rozhodnuti hlavniho hygienika Page 1 of 1

Slozky a vyrobky

Vyrobek - detail

Nazev Decolen
Vyrobce WALMARK, a.s.
Zadatel WALMARK, a.s.
Vydano 13.01.2011
Platné do
Typ oznameni
'l | OVZ-35.1-26.10.2010-834
Davkovani 2 tablety denné.
Vyrobek neni urcen pro déti, téhotné a kojici Zzeny. Neprekracujte
doporucenou denni davku. Pripravek neni uren jako nahrada pestré
stravy. Ukladat mimo dosah déti!
Upozornéni Skladujte v suchu a temnu pfi teploté do 25 stupfid Celsia. Minimaini
trvanlivost do konce: data uvedeného na bolni strané obalu (EXP).
Symboly: po upotfebeni odhodte obal do kose - vloz piktogram, rec.
znacka, logo LEDFERMA s.r.o.
fosforeCnan vépenaty, Saw palmetto extrakt, mikrokrystalicka celuldza,
damiana list, andélika ¢inska koren, fenykl obecny seminka, benedikt
Aktivni lékarsky list a kvét, smetanka |ékarska kofen, potocnice Iékarska list,
latky karboxymethylceluléza, kyselina stearova, chmel otacivy extrakt, stearat
hofecCnaty, oxid kifemicity, jetel lu¢ni, hydroxypropylceluléza, titanova
béloba (barvivo)
Andélika ¢inska-Angelica sinensis-kofen: 100 mg
Benedikt |ékafsky-Cnicus benedictus-list,kvét: 70 mg
Chmel otacivy-Humulus lupulus-extrakt: 20 mg
Damiana-Turnera diffusa-list: 100 mg
Fenykl obecny-Foeniculum vulgare-seminka: 100 mg
Fosfor: 186 mg
FosforeCnan vapenaty:
Hydroxypropylceluléza:
Jetel lucni-Trifolium pratense: 10 mg
Karboxymethylceluléza:
Detailni Kyselina stearova:
slozeni Lopuch vétsi-Arctium lappa: 10 mg
Mikrokrystalicka celuldza:
Oxid kremicity:
Potocnice |ékafska-Nasturtium officinale-list: 50 mg
Saw Palmetto-Serenoa repens-extrakt: 450 mg
Smetanka lékaiska-Taraxacum officinale-koren: 50 mg
Smidinec vétsi-Dioscorea villosa-extrakt: 8 mg
Stearat horecnaty:
Titanova béloba (barvivo):
Vapnik: 240 mg
2 tablety obsahuji:
https://snzr.ksrzis.cz/snzr/aps/public/rrh _ 2.8.2012
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1.J Nutr. 2005 Jun;135(6):1503-9.

Mechanisms of action and antiproliferative properties of Brassica oleracea
juice
in human breast cancer cell lines.

Brandi G, Schiavanc GF, Zaffaroni N, De Marco C, Paiardini M, Cervasi B,
Magnani
M.

Institute of Hygiene, University of Urbino, Italy. brandi@uniurb.it

Cruciferous vegetables are an important source of compounds that may be
useful

for chemoprevention. In this study, we evaluated the antiproliferative
activity

of juice obtained from leaves of several varieties of Brassica oleracea on
both

estrogen receptor (ER)-positive (ER+; MCF-7 and BT474) and ER-negative (ER-
MDA-MB-231 and BT20) human breast cancer cell lines. The effect of juice on
cell

proliferation was evaluated on DNA synthesis and on cell cycle-related
proteins.

Juice markedly reduced DNA synthesis, evaluated by [3H] thymidine
incorporation,

starting from low concentrationg (final concentration 5-15 mL/L), and this
activity was independent of ER. All cauliflower varieties tested suppressed
cell

proliferation in a dose-dependent manner. Cell growth inhikition was
accompanied

by significant cell death at the higher juice concentrations, although no
evidence of apoptosis was found. Interestingly, the juice displayed a
preferential activity against breast cancer cells compared with other
mammalian

cell lines investigated (ECV304, VERO, Hep2, 3T3, and MCF-10A) (P < 0.01).
At the

molecular level, the inhibition of proliferation was associated with
significantly reduced CDK6é expression and an increased level of p27 in ER+
cells

but not in ER- cells, whereas a common feature in all cell lines was
significantly decreased retinoblastoma protein phosphorylation. These
results

suggest that the edible part of Brassica oleracea contains substances that
can

markedly inhibit the growth of both ER+ and ER- human breast cancer cells,
although through different mechanisms. These results suggest that the
widely

available cruciferous vegetables are potential chemopreventive agents.

PMID: 15930460 [PubMed - indexed for MEDLINE]

2. Clin Cancer Res. 2010 May 1;16(9):2580-90. Epub 2010 Apr 13.

Sulforaphane, a dietary component of broccoli/broccoli sprouts, inhibits
breast
cancer stem cells.
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Li ¥, Zhang T, Korkaya H, Liu S, Lee HF, Newman B, Yu ¥, Clouthier SG,
Schwartz
SJ, Wicha MS, Sun D.

Department of Pharmaceutical Sciences, College of Pharmacy, University of
Michigan, Ann Arbor, MI 48109, USA.

PURPOSE: The existence of cancer stem cells (CSCs) in breast cancer has
profound

implications for cancer prevention. In this study, we evaluated
sulforaphane, a

natural compound derived from broccoli/broccoli sprouts, for its efficacy
to

inhibit breast CSCs and its potential mechanism.

EXPERIMENTAL DESIGN: Aldefluor assay and mammosphere formation assay were
used to

evaluate the effect of sulforaphane on breast CSCs in vitro. A nonobese
diabetic/severe combined immunodeficient xenograft model was used to
determine

whether sulforaphane could target breast CSCs in vivo, as assessed by
Aldefluor

assay, and tumor growth upon cell reimplantation in secondary mice. The
potential

mechanism was investigated using Western blotting analysis and beta-catenin
reporter assay.

RESULTS: Sulforaphane (1-5 micromol/L) decreased aldehyde dehydrogenase-
positive

cell population by 65% to 80% in human breast cancer cells (P < 0.01) and
reduced

the size and number of primary mammospheres by 8- to 125-fold and 45% to
75% (P <

0.01), respectively. Daily injection with 50 mg/kg sulforaphane for 2 weeks
reduced aldehyde dehydrogenase-positive cells by >50% in nonobese
diabetic/severe

combined immunodeficient xenograft tumors (P = 0.003). Sulforaphane
eliminated

breast CSCs in vivo, thereby abrogating tumor growth after the
reimplantation of

primary tumor cells into the secondary mice (P < 0.01). Western blotting
analysis

and beta-catenin reporter assay showed that sulforaphane downregulated the
Wnt/beta-catenin self-renewal pathway.

CONCLUSIONS: Sulforaphane inhibits breast CSCs and downregulates the
Wnt/beta-catenin self-renewal pathway. These findings support the use of
sulforaphane for the chemoprevention of breast cancer stem cells and
warrant

further clinical evaluation.

Copyright 2010 AACR.

PMCID: PMC2862133
PMID: 20388854 [PubMed - indexed for MEDLINE]

3. Free Radic Res. 2011 Aug;45(8):925-40. Epub 2011 May 26.

Antioxidant and anti-proliferative properties of lycopene.
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Kelkel M, Schumacher M, Dicato M, Diederich M.

Laboratoire de Biologie Moléculaire et Cellulaire du Cancer, Hépital
Kirchberg ,
L-2540 Luxembourg , Luxembourg.

The recent search for new anti-cancer drugs focuses more on natural
compounds

from the regular human diet because these compounds rarely exhibit severe
side-effects yet efficiently act on a wide range of molecular targets
involved in

carcinogenesis. One promising compound, which is now being tested in
clinical

studies, is the tomato-derived carotenocid lycopene. This review summarizes
the

current knowledge about the cellular action of lycopene and presents the
molecular targets responsible for its remarkable chemopreventive and
anti-proliferative activity. Its antioxidant effects include a considerable
reactive oxygen species (ROS) scavenging activity, which allows lycopene to
prevent lipid peroxidation and DNA damage. Simultaneously, lycopene induces
enzymes of the cellular antioxidant defense systems by activating the
antioxidant

response element transcription system. As another chemopreventive strategy,
lycopene increases gap junctional communication, which is suppressed during
carcinogenesis. This review focuses also on the synergistic effects of
lycopene

with other natural antioxidants that might be important for its future
application in anti-cancer treatment. Lastly, this review provides evidence
for

the biological activity of some oxidized lycopene metabolites, which seem
to be

partially responsible for the strong and manifold anti-cancer potential of
lycopene.

PMID: 21615277 [PubMed - indexed for MEDLINE]

4. Am J Chin Med. 2009;37(1):159-67.

Estrogen activities and the cellular effects of natural progestercne from
wild
yam extract in mcf-7 human breast cancer cells.

Park MK, Kwon HY, Ahn WS, Bae S, Rhyu MR, Lee Y.

Department of Bioscience and Biotechnolgy, College of Engineering,
Institute of
Biotechnology, Sejong University, Seoul, Korea.

We studied the estrogenic activity and cellular effect of wild yam extract
in

MCF-7 human breast cancer cells. The extract increased the activity of the
progesterone receptor and pS2 genes at the mRNA levels in human breast
cancer

MCF-7 cells, although the effects were not as prominent as those of
l7beta-estradiol (E(2)). Western blot analysis showed that the level of
estrogen

receptor alpha protein was down-regulated after treatment with E(2) or wild
yam
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extract. Wild yam extract also inhibited proliferation of MCF-7 cells.
These data

indicate that wild yam extract acts as a weak phytoestrogen and protects
against

proliferation in human breast carcinoma MCF-7 cells.

PMID: 19222119 [PubMed - indexed for MEDLINE]

5. Clin Cancer Res. 2005 May 15;11(10):3828-35.

Dietary flaxseed alters tumor biological markers in postmenopausal breast
cancer.

Thompgon LU, Chen JM, Li T, Strasser-Weippl K, Goss PE.

Department of Nutritional Sciences, Princess Margaret Hospital, University
of
Toronto, Toronto, Ontario, Canada.

PURPOSE: Flaxseed, the richest source of mammalian lignan precursors, has
previously been shown to reduce the growth of tumors in rats. This study
examined, in a randomized double-blind placebo-controlled clinical trial,
the

effects of dietary flaxseed on tumor biological markers and urinary lignan
excretion in postmenopausal patients with newly diagnosed breast cancer.
EXPERIMENTAL DESIGN: Patients were randomized to daily intake of either a
25 g

flaxseed-containing muffin (n = 19) or a control (placebo) muffin (n = 13).
At

the time of diagnosis and again at definitive surgery, tumor tissue was
analyzed

for the rate of tumor cell proliferation (Ki-67 labeling index, primary end
point), apoptosis, c-erbB2 expression, and estrogen and progesterone
receptor

levels. Twenty-four-hour urine samples were analyzed for lignans, and 3-day
diet

records were evaluated for macronutrient and caloric intake. Mean treatment
times

were 39 and 32 days in the placebo and flaxseed groups, respectively.
RESULTS: Reductions in Ki-67 labeling index (34.2%; P = 0.001) and in c-
erbB2

expression (71.0%; P = 0.003) and an increase in apoptosis (30.7%; P =
0.007)

were observed in the flaxseed, but not in the placebo group. No significant
differences in caloric and macronutrient intake were seen between groups
and

between pre- and posttreatment periods. A significant increase in mean
urinary

lignan excretion was observed in the flaxseed group (1,300%; P < 0.01)
compared

with placebo controls. The total intake of flaxseed was correlated with

changes

in c-erbB2 score (r = -0.373; P = 0.036) and apoptotic index (r = 0.495; P
<

0.004).

CONCLUSION: Dietary flaxseed has the potential to reduce tumor growth in
patients

with breast cancer.



PMID: 15897583 [PubMed - indexed for MEDLINE]
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Klinicky vyzkum
rakoviny

Sulforafan, potravinova slozka brokolice a jejich vyhonk, inhibuje
kmenové buriky rakoviny prsu

Yanyan Li, Tao Zhang, Hasan Korkaya, et al.
Clin Cancer Res 2010;16:2580-2590. Publikovano online poprve 13. 4. 2010.
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Lécba rakoviny: Predklinicka

Sulforafan, potravinova slozka brokolice a jejich vyhonku, inhibuje
kmenové buiky rakoviny prsu

Yanyan Li'®, Tao Zhang', Hasan Korkaya®, Suling Liu?, Hsiu-Fang Lee', Bryan Newman', Yanke Yu',
Shawn G. Clouthier?, Steven J. Schwartz®, Max S. Wicha® a Duxin Sun'

Abstrakt
Utel: Existence rakavinovych kmenovych bunék (RKB) pfi rakoving prsu ma zdsadni vyznam pro prevenci
rakaviny. V této studii jsme hodnctili sulforafan, piirodni slozku ziskanou z brokolice a jejich vyhonkd, z
hlediska jeho schopnosti inhibovat RKB a jejiho potencialniho mechanismu.
Experimentalni uspofadani: K hodnoceni Géinku sulforafanu na prsni RKB in vitro bylo pouZit Aldeflucr test
a test na tvorbu mammosfér. Ke stanoveni, zda se sufforafan mize zaméfovat na prsni RKB in vivo, s
hodnocenim Aldefluor testem a podle ristu nadoru po reimplantaci bun&k sekundarnim mysim, byl pouZit
xenoStépovy model s vyuZitim NOD/SCID (nonobese diabetic/severe combined immunodeficient) mysi.
Potencialni mechanismus byl zkouman za pouZitim analyzy Western blot a B-kateninového reporter testu.
Vysledky: Sulforafan (1-5 upmol/l) snizoval v lidskych bufikach rakoviny prsu populaci aldehyd
dehydrogenaza—pozitivnich bunék o 65 az 80 % (P < 0,01) a snizoval velikost primarnich mammosfér 8- aZ
125n4asobné a jejich podet 0 45 — 75 % (P < 0,01). Kazdodenni injekce 50 mg/kg sulforafanu po dobu 2 tydnl
snizovaly u xeno$tépovych nadord NOD/SCID mysi aldehyd dehydrogenaza—pozitivni bufiky o vice nez 50 %
(P = 0,003). Sulforafan eliminoval prsni RKB in vivo, éimZ po reimplantaci primarnich nadorovych bunék do
sekundarnich mysi zabranil ristu nadoru (P < 0,01). Analyza Western blot a B-kateninovy test prokazaly, Ze
sulforafan sniZzuje (down-reguluje) samoobnovovaci mechanismus Wnt/B-katenin.
Zavéry: Sulforafan inhibuje prsni RKB a snizuje (down-reguluje) samoobnovovaci mechanismus Wnt/B-
katenin Tato zji$téni podporuji pouZivani sulforafanu pfi chemoprevenci kmenovych bunék rakoviny prsu, je2
si proto zasluhuje daisi klinické hodnoceni. Clin Cancer Res; 16(9); 2580-90. ©2010 AACR.

Brokolice a jeji vyhonky obsahuji velkd mnozstvi glukosinolat (1). Cetné studie pfinesly doklady chemopreventivniho
Géinku zvySenéha piijmu brukvovité zeleniny proti rakoving, jenz se pfipisuje aktivit® riznych isothiokyanatd, které jsou
z glukosinolatll enzymaticky hydrolyzovany (2). Bylo zjisténo, ze sulforafan vznika z glukorafaninu, jednoho z hlavnich
glukosinolath pfitomnych v brokolicovych vyhongich (3). Chemopreventivni viastnosti sulforafanu vici rakoviné thvi v
"biokovacich” | "potla&ovacich" ugincich (2). Blokovaci funkce sulforafanu se dosahuje pfes enzymy metabolismu
1. inhibiéni faze, které pfeménuiji prokarcinogeny na karcinogeny, a indukci enzymi metabolismu 2. faze, kieré
napomahaji exkreci karcinogent {2). Pozd&jsimi studiemi byl zjistén potladujici Gginek sulforafanu pfi modulaci riznych
bun&&énych aktivit k inhibici riistu transformovanych bunék {2, 4). Schopnost sulforafanu vyvolavat apoptézu a zastavu
bunééného cyklu je spojena s regulaci mnohych molekul, jako jsou proteiny skupiny Bcl-2, caspasy, p21, cykliny a
cyklindependentni kindzy (4). Bylo také zji$téno, Ze sulforafan potlafuje angiogenezi a metastazu sniZzovanim
(downregulating) vaskularniho endotelidinihe ristového faktoru, HIF-1a, matrix metaloproteindzy-2 a maltrix
metaloproteinazy-9 (4).

Stale vice dokladl potvrzuje, 2 mnoho druhl rakoviny, véetné rakoviny prsu, je iniciovanych a udrZzovanych malou
populaci rakovinovych kmenovych bunék (RKB} (5, 6). Tato mala populace produkuje néadorovou hmotu soustavnym
samoobnovovanim a diferenciaci, které mohou byt regulovany podobnymi signalnimi drahami, jaké se uplatiuji u
normalnich kmenovych bunék (5-8). Jako kritické pro samoobnovovaci chovani RKB byla zjisténa fada cest, jako jsou
Wnt/B-katenin, Hedgehog a Notch (7, 9, 10).

Pracovisté autort: 'Department of Pharmaceutical Sciences, College of Pharmacy, University of Michigan, a *Comprehensive
Cancer Center, Department of Internat Medicine, University of Michigan; a *Department of Food Science and Technalogy, The Ohio
State University, Columbus, Ohio

Autofi pro korespondenci: Duxin Sun, Department of Pharmaceutical Sciences, University of Michigan, 428 Church Street, Room
2020, Ann Arbor, Ml 48109, USA, tel. 734-615-8740, fax 734-615-6162; E-mail: duxins@umich.edu, Max S. Wicha, Department of
Internal Medicine, University of Michigan Comprehensive Cancer Center, 1500 East Medical Center Drive, Room 6302, Ann Arbor, Ml
48109, USA, tel. 734-936- 1831, fax 734-615-3847, e-mail: mwicha@umich.edu, a Steven J. Schwartz, Department of Food
Science and Technolegy, The Ohio State University, 2015 Fyffe Ct., 235 Parker Food Science & Technology Building, Columbus, OH
43210, USA, tel. $14-292-2034, fax 614-292-4233, e-mail: schwartz.177@osu.edu.

doi: 10.1158/1078-0432.CCR-09-2937

©2010 American Association for Cancer Research.
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Anotace

Bylo prokdzano, Ze sulforafan, pfirodni sloucenina pfitomna v brokolici a jejich vyhoncich, se vyznaduje
protirakovinovou aktivitou. V této studii je ukdzano, Ze sulforafan inhibuje jak in vitro, tak in vivo kmenové buriky
rakoviny prsu, takZe si sulforafan nebo vytaZzek z brokolice nebo jejich vyhonkli zasluhuje dalsi klinické hodnoceni
jako latka k chemoprevenci rakoviny prsu. Rakovinu prsu vyvolava a udrZzuje mala populace kmenovych bunék
rakoviny prsu. Soucasna chemoterapie ani radiacni terapie nedokaze populaci rakovinovych kmenovych bunék
potladit. Aldefluor test a test tvorby mammosfér prokazaly, Zze sulforafan inhibuje kmenové bufiky rakoviny prsu in
vitro. Model s NOD/SCID (nonobese diabetic/severe combined immunodeficient) mySmi ukazal, Ze sulforafan
eliminuje kmenoveé bunky rakoviny prsu in vivo.

Dale se soudi, Ze RKB pfispivaji k rezistenci a relapsu nadoru, protoZe je chemoterapie ani radiacni terapie nedokaze
vymytit (6, 11, 12). Zacileni na tyto samoobnovovaci mechanismy tak miZe vést k G&inné strategii proti RKB a tak
pfekonat rezistenci nadoru a omezovat relaps (5). Jako potencialné Gc€inna proti samoobnovovani RKB byla nalezena
fada latek pfitomnych v potravinach, jako je kurkumin (13, 14), kvercetin nebo epigalokatechin-gallat (15).

Jednim ze zakladnich mechanisml podporujicich samoobnovovani prsnich RKB je signalizace Wnt/B-katenin (5).
Aktivace cilovych geni Wnt je zprostfedkovana B-kateninem, ktery se translokuje do jadra a vaze na transkripéni
faktory TCF/LEF (5, 16). Hladina nitrobun&&éného B-kateninu je modulovana multiproteinovym komplexem sestavajicim
z glykogen syntaza kinazy 3B (GSK3p), adenomatozni polyposis coli, kasein kindzy 1a a axinu (17). GSK3B napomaha
ubikvitin-proteazomové degradaci B-kateninu fosforylaci tfi specifickych aminokyselin, Ser33/Ser37/ Thr41, na B-
kateninu (17).

V jedné zpravé z posledni doby bylo prokazéano, ze se sulforafan zaméfuje na bufiky vyvolavaijici rakovinu slinivky
bifigni (18). V predkladané studii jsme zkoumali G€innost sulforafanu proti RKB jak v bunéénych liniich rakoviny prsu,
tak v xenostépech rakoviny prsu. Prokazali jsme, Ze sulforafan eliminuje RKB in vivo, coz se odrazi na inhibici ristu
nadoru v recipientnich mysich o&kovanych nadorovymi bufikami ziskanymi z primarnich xeno$tépu vystavenych
pusobeni sulforafanu. Dale, jelikoZ bylo publikovano, Ze sulforafan vyvolava downregulaci B-kateninu v lidskych HelLa
burikach rakoviny déloZniho hrdla a HepG2 burikach karcinomu jater (19), zkoumali jsme potlacujici G€inek sulforafanu
na drahu Wnt/B-katenin.

Materialy a metody

Bunécné linie a reagencie. Lidska bunécna linie rakoviny prsu MCF7 pochazela z American Type Culture Collection a
linii SUM159 poskytl Dr. Stephen Ethier (Karmanos Cancer Center, Detroit, Michigan). Zdrojem bunééné linie SUM159
je primarni prsni anaplasticky karcinom. Tato bunécna linie je estrogen-receptor (ER) negativni, progesteron-receptor
(PR) negativni a nema overexpresi Her2. Obé& buné&éné linie byly otestovany a osvédéeny ve svych plvodnich zdrojich.
Osvédceni spocivalo v morfologické analyze, analyze rGstové kfivky, isoenzymové analyze, short tandem repeat
analyze a detekci mykoplazmy. Obé bunécné linie byly v nasi laboratofi po méné nez 6 mésicich po obdrzeni
pasézovany. K zachovani celistvosti kolekce byly buriky z nejdfivéjsi pasaze uchovany a bunééné linie byly opatrné
udrZovéany v kultivaci, jak je popséano nize. Linie MCF-7 byla udrzovana v RPMI 1640 (Invitrogen) suplementovaném
10% fetalnim hovézim sérem (Fisher Scientific), 1% antibiotikem-antimykotikem (Invitrogen) a inzulinem 5 pg/ml
(Sigma-Aldrich). Linie SUM159 byla udrzovana v Ham's F12 meédiu (Invitrogen) suplementovaném 5% fetalnim
hovézim sérem, 1% antibiotikem/antimykotikem, inzulinem 5 pg/ml, hydrokortizonem 1 pg/ml (Sigma-Aldrich) a
gentamycinem 4 pg/ml (Invitrogen).
Sulforafan byl ziskan od LKT Laboratories. Propidiumjodid pochazel od Invitrogen. LiCl pochazel od Fisher Scientific;
BIO (GSK3 inhibitor IX) od Calbiochem (EMD Biosciences) a MG132 od Assay Designs (Stressgen).
Protilatky proti B-kateninu, fosfo-B-kateninu Ser33/ Ser37/Thrd1, fosfo-GSK3B Ser9 a GSK3p byly zakoupeny od Cell
Signaling Technology.

Protilatky proti cyklinu D1 a B-aktin byly ziskany od Santa Cruz Biotechnology.
MTS test proliferace bunék. MCF7 a SUM159 byly naockovany na 96jamkové mikrodestiky v hustoté 3 000 az
5000 bunék na jamku. Bunky byly vystaveny rostoucim koncentracim sulforafanu, jak je uvedeno. Po 48 hodinach
inkubace byla Zivotaschopnost bunék hodnocena MTS testem (Promega) podle navodu vyrobce. Pocet Zivych bunék je
pfimo imérny absorbanci u 490 nm formazanového produktu redukovaného z MTS Zivymi burfikami.
Test aktivity caspase-3. Buiiky byly vystaveny riznym koncentracim sulforafanu a po 24 hodinach byly shromazdény.
Test aktivity caspase-3 se provadél za pouZiti soupravy Caspase-3/CPP32 Fluorometric Assay kit (Biovision Research
Products) podle navodu vyrobce. Bunéény protein byl extrahovan dodanym lyza€nim pufrem a jeho koncentrace byla
stanovena za pouZiti BCA Protein Assay Reagents (Pierce). Stépeni DEVD-AFC, substratu caspase-3, bylo
kvantifikovano pomoci étecky mikrodesticek s 400nm excitagnim filtrem a 505nm emisnim filtrem.
Test tvorby mammosfér. Kmenové/progenitorové buiky jsou obohaceny v mammosférach bunék rakoviny prsu (20)
na zakladé jejich jedineéné schopnosti se rozmnozovat a vytvaret sféry v prostfedi bez séra (21).
Kultivace mammosfér probihala, jak bylo uvedeno dfive (22, 23), v mammary epithelium basal médiu bez séra (Lonza,
Inc.) suplementovaném B27 (Invitrogen), 1% antibiotikem-antimykotikem, inzulinem 5 pg/ml, hydrokortizonem 1 pg/ml,
gentamycinem 4 pug/ml, EGF 20 ng/ml (Sigma-Aldrich), bazickym fibroblastovym ristovym faktorem 20 ng/ml (Sigma-
Aldrich), a B-merkaptoethanolem 1:25000 000 (Sigma-Aldrich). Jednotlivé buriky pfipravené mechanickou a
enzymatickou disociaci byly naotkovany na Sestijamkové ultralow attachment desticky (Cormning) v hustoté 500 az
1000 bunék/ml pfi primami kultivaci a 100 az 500 bunék/ml pfi dalSich pasaZich. K primami kultufe byly pfidany rizné
koncentrace sulforafanu, kdezto druha a tfeti pasaz byla péstovana za nepfitomnosti pfipravku. Po 7 dnech kultivace
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byl potet mammosfér spo&itan pod mikroskopem Nikon Eclipse TE2000-S a pomoci zafizeni MetaMorph 7.6.0.0 byly
pofizeny fotografie.

Aldefluor test. Bylo publikovano, ze buné&na populace s vysokou aktivitou enzymu aldehyd dehydrogenazy (ALDH)
obohacuje kmenové/progenitorové bufiky mléénych zlaz (23). Aldefluor test byl proveden podle pokynd wyrobce
{StemCell Technologies). Jednotiivé burtky ziskané z bunéénych kultur xencétépovych nadorl byly po dobu 40 az 50
minut inkubovany pfi teploté 37 °C v pufru pro Aldefluor test obsahujicim ALDH substrat, bodipy-aminoacetaldehyd (1
umol/l na 1 000 000 bunék). Jako negativni kontrola byl z kaZzdeho vzorku odebran podil a inkubovan za stejnych
podminek za pfitomnosti ALDH inhibitoru diethylaminobenzaldehydu. Ke stanoveni populace ALDH-pozitivnich bunék
byla pouZita pratokova cytometrie.

Priméarni model s neobéznimi diabetickymi mysmi s téZkou kombinovanou imunodeficienci. Pokusy na mysich
byly provadény v souladu se standardnim protokolem schvalenym University Committee on the Use and Care of
Animals pfi University of Michigan. Bufky SUM159 {2 000 000) smisené s Mairigelem (BD Biosciences) byly injikovan
do prsnich tukovych polstarkll Stydenich neobéznich diabetickych mySi s téZkou kombinovanou imunodeficienci
{nonobese diabetic/severe combined immunedeficient, NOD/SCID) (The Jackson Laboratory), jak bylo uvedeno dfive
(24). Nadory byly méFeny posuvnym meéfidlem a objem byl vypoditavan podle vzorce V =2 (8itka® x délka). Po dvou
tydnech od injekce byly mysi nahodné& rozdéleny do dvou skupin. Denné po dobu dvou tydni byla jedné skuping
aplikovana i.p. kontrola {0,9% roztok NaCl), druhé skupin& byl nastfikovan sulforafan v mnoZstvi 50 mg/kg (rozpustény
v 0,9% roztoku NaCl}.

Disociace nadord. Po skon&eni aplikace léku byly mySi humanné utraceny a byl jim odebran nador. Nadorova tkan
byla mechanicky a enzymaticky oddélena, &¢imZ hyla ziskana suspenze jednotlivych bunék, jak bylo popsano dfive
(25). Struéné feceno, nador byl rozmé&linén skalpelem a po dobu 15 az 20 minut inkubovan pfi teplot& 37 °C v médiu
199 (Invitrogen) smisenym s kolagenazouthyaluronidazou (StemCell Technologies). Tkar byla dale disociovana
trituraci pipetou a zfiltrovana pfes 40pm nylonovy filtr, §imz byla ziskana suspenze jednotlivych bunék, déle pouzitych
pro Aldefluor test a pritokovou cytometrii. _

Model sekundérnich NOD/SCID mys$i, Zivé buiky z disociovanych nadorll byly rozifidény metodou fluorescenéné
aktivovaného tfidéni bunék. Dvéma skupindm mysi — Etyfem ze skupiny 1 a tfem ze skupiny 2 - byly samostatné
implantovany nadorové bufiky. Kazdé sekundarni NOD/SCID my3i bylo do jedné strany inguinalniho prsniho tukového
pol&taiku nastfiknuto 50 000 bunék z nadorl kontroinich mysi a do kontralateralniho prsniho tukového polétarku
dalgich 50 000 bunk z nador vystavenych pisobeni

sulforafanu. Rist nadoril byl sledovan a jejich objem méfen dvakrat tydné. Kdyz néktery z obou nadorl dosahl objemu
300 az 500 mm°, byla my3 humanné utracena.

Analyza Western blot. Buiiky byly po dobu uvedenou v legenddch k obrazkim vystaveny plsobeni sulforafanu v
riznych koncentracich. Buiiky byly shromazdény, lyzovany v pufru pro radicimunoprecipitaéni test [20 mmol/l Tris-HC,
150 mmol/l NaCl, 1% NP40, 5 mmal/l EDTA, 1 mmol/l Nazv0O4 (pH 7,5)] suplementovaném kokiejlem inhibitort
proteazy {(Pierce} a inhibitorem fosfatazy (Calbiochem, EMD Biosciences} a po dobu 30 minut inkubovany na ledu
Bunéény lyzat byl centrifugovan rychlosti 14 000 ot/min a byl odebran supematant.

Zivotnost bunék (%)
Koncentrace SF (pmolfl)

Nésobny narlst aktivity caspase-3
Koncentrace SF (Umoifl)

Obr. 1. Sulforafanem inhibovana proliferace a vyvolana apoptoza

v bufikdach rakoviny prsu. A — bufiky SUM159 a MCF7 rozmnoZujici se v log fazi
byly po dobu 48 hodin vystaveny rostoucim koncentracim sulforafanu.
Antiproliferaéni Uginek sulforafanu byl méfen MTS testem.

B — sulforafanem zvy&ena akfivita caspase-3 v buitkach SUM159. Hodnety jsou
priméry (n & 3}; Gsecky = smérodatna odchylka; SF = sulforafan.
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A Primarni mammosféry B Velikost mammosfér
Tvorba sfér normalizovand vadi kontrole (%)

Koncentrace SF (pmol/l)

C 2. pasaz 3. pasaz
Tvorba sfér normalizovand na kontrolu (%) Tvorba sfér normalizovana vidi kontrole (%)
Koncentrace SF (pmol/l) Koncentrace SF (pmol/l)

Obr. 2. Inhibiéni G&inek sulforafanu na tvorbu mammaosfér. Buiiky MCF7 a SUM158 byly péstovany v padminkach tvorby mammosfér.
A - primarni mammosféry byly inkubovany 7 dni se sulforafanem (0,5, 1 a 5 ymol/} nebo DMSO. Pusobenim suiforafanu se podet
primarnich mammosfér snizil. B — suiforafan zmensoval velikost primamich mammaosftér (zvétSeni 100x). Objem mammosfér byl
odhadnut podle vzorce V = {(4/3) w R®, C — za nepfitomnosti [é¢iva poskytta druha a tieti pasaz plvodné primamich mammosfér
vystavenych sulforafanu méné sfér ne2 kontrola. Body - primeér (n = 3); uselky = smérodatna odchylka. *, P < 0,05; **, P < 0,01; §F =
sulforafan.

Koncentrace proteinu byla stanovena pomoci BCA Protein Assay Reagents (Pierce). Stejnd mnozZstvi proteinu byla
podrobena SDS-PAGE a pfenesena na polyvinyliden-diflusridovou membranu (Bio-Rad, Richmond, CA, USA), ktera
pak byla inkubovana s pfislusnymi protilatkami.

TOP-dGFP lentiviral B-catenin reporter test. TCF/LEF-1 (TOP-dGFP, FOP-dGFP)} lentiviralni signaini systém byl
laskav& darcvan Dr. Wiessmanem z Ludwig Center, Stanford University School of Medicine (Stanford, CA, USA)(26).
Buiiky byly infikovany TOP-dGFP nebo kontrolnim FOPdGFP se zmutovanymi vazebnymi misty TCF/LEF-1. TOP-
dGFP MCF7 a FOP-dGFP MCF? burky byly uchovavany v témze RPMI| 1640 jakc MCF7 bufiky. MCF7, TOP-dGFP
MCF7 a FOP-dGFP MCF7 bufky byly po dobu 5 dni kultivovany v témze séra prostém mamrnary epithelium basal
médiu jako mammosféry v Sestijamkovych ultralow attachment destiCkach v hustoté 1000 az 1500 bunék/mi. Jednotlivé
buriky pfipravené z primamich sfér byly 48 hodin inkubovany v médiu obsahujicim 5 pmolfi sulforafanu nebo/a 0,5
umol/l BIO. Po disociaci byla suspenze jednotlivych bunék pouZita k pritokové cytometrické analyze na popuiaci
dGFP-pozitivnich bunék. Matefské bufiky MCF7 slouZily jake kontrola na autofluorescenci. Pomoci mikroskopu Nikon
Eclipse TE2000-S ve spojeni s pfistrojem MetaMorph 7.6.0.0 byly pofizeny fotografie mammosfér.

Statisticka analyza. Statistické rozdily byly stanoveny pomoci dvoustranného Studentova t-testu. Udaje jsou
prezentovany ve formé priméru + smérodatna odchylka (n z 3).

Vysledky

Sulforafan inhibuje proliferaci a vyvolava apoptdzu bunék rakoviny prsu. Jiz minule bylo ukdzano, Ze sulforafan inhibuje
v bufikach rakoviny prsu proliferaci (27) a vyvolava apoptdzu (28). Poprvé jsme antiproliferativni Ucinek sulforafanu na
dvou bun&énych lintich fidské rakoviny prsu, SUM189 a MCF7, vyhodnotili MTS testem. Bufky byly vystaveny
rostoucim koncentracim sulforafanu po dobu 48 hodin; pomérmy poéet Zivotaschopnych bunék po tomto pisobeni v
porovnani s kontrolou je vynesen na obr. 1A. Pfezivani bunék s rostouci koncentraci sulforafanu klesalo; hodnota ICsp
ginila u bunék SUM159 pfibliZné 10 pmol/l a u bunék MCF7 16 pmol/l. Fluorometricky test na caspase-3 ukazal, Ze
sulforafan (10 umoll) vyvolava vyznamné (P = 0,005) aktivaci caspase-3 (obr. 1B).

Sulforafan inhibufe in vitro kmenové/progenitorové bunky rakoviny prsu. Bylo prokdzano, Ze prsni
kmenové/progenitorové jsou obohaceny nonadherentnimi sférickymi buné&nymi shluky, tzv. mammosférami (22). Tyto
bufiky jsou schopny poskytovat sekundami sféry a diferencovat se podél nasobnych linii (22). K posouzeni, zda by
sulforafan mohl potlatovat tvorbu mammosfér in vitro, jsme primami MCF7 a SUM159 sféry vystavili rlznym
koncentracim suiforafanu a potom je kultivovali ve dvou dal8ich pasazich za nepfitomnosti latky. Jak ukazuje obr. 2A a
2B, sulforafan tvorbu primarnich sfér inhiboval. Nejen Ze podet siér poklesl o 45-75% (P <0,01; obr. 2A), ale
8nasobné aZz 125nasobn& se zmensila také jejich velikost (obr. 2B}. Dale, vyznamny pokles poctu bunék tvoficich sféry
v naslednych pasazich prokazal u téchic kmenovych/progenitorovych bunék sniZenou schopnost samoobnovovani
{obr. 2C) (22). MCF7 buiky plvodné rozmnoZované za piitomnosti 5 pmol/l sulforafanu téméf neprodukovaly
sekundami sféry a 2zadné bufky neprodly do tfeti generace {(obr. 2C). Je tfeba poznamenat, Ze koncentrace
sulforafanu, které postatovaly k potlageni tvorby mammosfér (ICgy, zhruba 0,5-1 pmold u sfér jak SUM159, tak MCF7),
byly pfibliZné 10nasobné niZdi nez koncentrace vykazujici antiproliferativni uéinky v MTS testu (ICsg, ~10 pmolll v
pfipadé SUM159 a 16 pmol/l v pfipadé MCFT).

U karcinomu prsu bylo ukazano, ze bunéénd populace s vysokou ALDH aktivitou podle Aldefluor testu cbohacuje
tumorigenni kmenove/progenitorové bufiky (23). Tato buné&fna populace je schopna samoobnovovani a dokdze
generovat nadory podobné matefskému nadoru (23). JelikoZ SUM159 ma pomémé vyscky podil ALDH-pozitivnich
bungk, zvolili jsme SUM159 ke zkoumani, zda sulforafan inhibuje nador-iniciujici ALDH-pozitivni bufiky in vitro. Jak
ukazuje obr. 3A, 1 pumol/l sulforafan vyznamné snizuje ALDH-pozitivni populaci bunék SUM159 o vice nez 65 %
(P =0,008) a 5 umol/l vyvolava u ALDH-pozitivni populace pokles pfes 80 % (P < 0,008). Typické grafy pritokoveé
cytometrie jsou prezentovany na obr. 3B. Tyto Udaje ukazuji, Ze sulforafan inhibuje ALDH-pozitivni buriky v podobnych
koncentracich, jako ve kterych inhibuje tvorbu mammosfér, a v koncentracich 10krat nizdich, nez ve kterych v MTS
testu inhibuje rakovinové buriky.
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Tato zjisténi tedy prokazuji, Ze sulforafan redukuje populaci kmenovych/progenitorovych bunék rakoviny prsu

in vitro. Zajimavym zjisténim je, ze sulforafan dokaZe kmenové/progenitoroveé buriky inhibovat v koncentracich 0,5-5
pmolil, které prakticky neovliviuji hiavni (bulk) populaci nadorovych bunék, z &ehoz Ize vyvodit, Ze se sulforafan ziejmé
pfednostné zaméfuje na kmenové/progenitorove buriky v porovnani s diferencovanymi rakovinovymi bufikami.

A

ALDH-pozitivni bufiky
Koncentrace SF {(umol/)

B.
Kontrola 1 pmol/l SF 5 umol/l SF

Obr, 3. inhibi¢ni G&inek sulforafanu na ALDH-pozitivni

bunéénou populaci. Buiiky SUM159 byly po dobu 4 dnl vystaveny

sulforafanu (1 a 5 pmolfL) nebo DMSO a zkoumany Aldefluor testem

a pritokovou cytometrii. A — suiforafan sniZuje podil

ALDH-pozitivnich bunék. Sloupce = pramér {n = 3}; Usecky =

smérodatna odchylka. B — reprezentativni grafy pritokové cytometrie. R2 pokryva
oblast ALDH-pozitivnich bunék. SF = sulforafan.

A 1. generace B 1. generace
Objem nadoru {mm®) Télesnd hmotnost (g)
Dnd po odkovani Dnl po ofkovani
c D Kontrola Plsobeni
% AL DH-pozitivnich bunék Boéni rozptyl Bocni rozptyl

Kontrola Plasobeni

Obr. 4. Sulforafan {SF) snizuje velikost ndderu a populaci ALDH-pozitivnich bunék v primarnich xeno&tépech rakoviny prsu.
NOD/SCID mysim nesoucim v tukovych poltafcich jako xeno$tépy buriiky SUM159 byly po dobu 2 tydnl denné aplikovany i.p.
injekce kontroly nebo 50 mg/kg sulforafanu. Objem nadoru (A) a télesnd hmotnost my5i (B) byly stanoveny, jak je uvedeno v Casti
Materialy a metody. Koncem 16Eby Cinila velikost nadorl u mysi, jimz byl aplikovan sulforafan, 50 % velikosti u kontrolnich my3i. C -
sulforafan snizuje v xeno$tépovych nadorech prsu podil ALDH-pozitivnich bunék. D — soubor reprezentativiich grafl pritokové
cytometrie. Data jsou ve tvaru primér + smérodatna odchylka (n = 6).

Sulforafan eliminuje prsni RKB in vivo. Ke stanoveni, zda se sulforafan miiZze zaméfovat na prsni RKB in vivo, jsme
pouzili xenodtépovy model bunék SUM159 u NOD/SCID mysi. Dva tydny po naockovani bunék byl zvifatdm denné
injekéné& aplikovan sulforafan v davce 50 mg/kg. Po 2 tydnech aplikace Cinila velikost nddoru u mysi, jimZ byl aplikovan
sulforafan, 50 % velikosti u kontrolnich mysi, jimz byl aplikovan 0,9% roztok NaCl (P =0,018; obr. 4A), pfitemz
sulforafan zjevné neplsobil toxicky, jak vyplyva z télesné hmotnosti (obr. 4B). Nadory byly z tél zvifat izolovany a
nadorové bufky byly analyzovany Aldefluor testem. Jak ukazuje obr. 4C a D, sulforafan snizoval ALDH-pozitivni
populaci v porovnani a kontrolnimi mySmi o vice nez 50 % (P = 0,003).

Pokles populace ALDH-pozitivnich bunék v nadorech po pusobeni sulforafanu sice naznaduje, Ze se sulforafan mize
zaméfovat na kmenové/progenitorové burky rakoviny prsu, rozhodnéjdim testem je vSak schopnost rezidualnich
nadorovych bunék iniciovat nador po reimplantaci do sekundarnich my$i (6). Proto jsme zkoumali rist sekundamich
nadord u NOD/SCID mysi naotkovanych bufikami primamiho nadoru ziskanymi z primarnich xeno$tépl. Abychom
predesli pfipadnym vykyvim v disledku heterogenity mysai, bylo kazdé recipientni mysi do jedné strany inguinalniho
prsniho tukového palétarku injekéné aplikovano 50 000 bunék z nadorl vystavenych sulforafanu a do kontralaterainiho
tukového polstafku dalich 50 000 bunék z kontrolnich nadori. Vysledky ukazaly, Ze zatimco rakovinové bunky z
kontrolnlch zvifat vyvolaly u sekundarnich NOD/SCID mysi rychly rist nadoru, Jehoz kone€ny objem &inil 300 az 500
mm?®, rakovinové buiiky z my3i, jimZ byl apllkovan sulforafan, jiz v recipientni my3i do 33 dni po implantaci Zadny nador
nevyvolaly {obr. 5A). Obr. 5A a B ukazuji, Ze nadorove burky z my3i o3etfovanych sulforafanem vyvolavaly po sedmi
ockovanich 19. dne pouze jeden maly nador {6 mm ) zatimco kontrolni nadorové buriky poskytovaly nadory fiz2 7. dne
(P < 0,01). Viechna kontrolni otkovani vyvolala do 15. dne nédor (obr. 5B). Z t&chto vysledkil lze vyvadit, Ze sulforafan
dokaZe v primarnich xenoétépech eliminovat RKB, ¢imZ u sekundamich mysi vyluéuie rist novych nadorl. Ve spojeni
s vysledky Aldefluor testu in vivo ize z téchto zjisténi vyvodit, Ze se sulforafan zaméfuje na prsni RKB s vysokou
potenci.
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Sulforafan omezuje v burikdch rakoviny prsu drahu Wnt/8-katenin. Dale jsme zkoumali mechanismy, jez se
mohou na G€inku sulforafanu na prsni RKB podilet. Vyznamnym regulatorem samoobnovovani kmenovych bunék je
draha Wnt/B-katenin (B). Jelikoz bylo publikovano, ze sulforafan omezuje (downreguluje) B-katenin v lidskych
buné&cénych liniich rakoviny délozniho &ipku a karcinomu jater {19), zkoumali jsme, zda B-katenin a Wnt/$-katenin
downstream od cild jsou sulforafanem omezovany (downregulovany) také v lidskych bufikach rakoviny prsu. Jak
ukazuje obr. 8A, sniZoval suiforafan v burikdch MCF7 a SUM159 proteinovou hladinu B-kateninu az o 85 % a také
exprese cyklinu D1, jedngho z cilovych gend Wnt/B-katenin, poklesla az o 77 %. K dalSimu potvrzeni, Ze downregulace
proteinovych hiadin B-kateninu sniZuje jeho transkripéni aktivity, jsme pouzili TCF/LEF TOP-dGFP lentivirdini reporter
systém. B-katenin aktivuje v jadfe TCF/LEF, &mz podporuje transkripci destabilizovaného genu zelené fluoreskujiciho
proteinu (dGFP). Exprese dGFP byla dale analyzovana fluorescenéni mikroskopii a kvantifikovana pritokovou
cytometrii. Podle pritokové cytometrie jsou piiblizZné 3 % transfikovanych bunék dGFP pozitivni a sulforafan v
koncentraci 5 pmol/l tuto populaci snizoval o 30-40 % (P = 0,002} (cbr. 68).

A 2. generace

Objem nadoru (mm3) Kontrolnl skupina 1
Kontrolni skupina 2
SF skupina 1
SF skupina 2

Dny po inokulaci

B 2. generace

% my3i bez nadoru Kontrola
50 myg/kg SF

Dny po inokulaci

Obr. 5. Sulforafan (SF) vymytil prsni RKB in vivo, jak bylo vyvozeno

z reimplantace do sekundarnich mysi. Kazdé sekundarni NOD/SCID mysi

bylo do jedné strany pol3taiku prsniho tuku vpravenc 50 000 bunék z kentrolnich nador(
a do kontralateralniho tukového poistafku daldich 50 000 bunék z nadori

po pusobeni sulforafanu. A — kfivky rlistu nadoru u pfijmovych

NOD/SCID mysi. Body = prumér (skupina 1: n = 4, skupina 2: n = 3); Usectky =
smérodatna odchylka. Sulforafan zabranil tumorigenité prsnich RKB.

B — podii mysi bez nadoru ke dni utraceni jednotlivych

skupin. Ctyfi my3i byly utraceny 20. dne a tfi byly

utraceny 33. dne kvlili masivni nddorové zatdzi na kontraini strané.

Nitrobuné&na hladina B-kateninu je regulovana jeho fosforylaénim statusem a naslednou proteazomalni degradaci.
Kdyz je B-katenin fosforylovan na Ser33/Ser37/ Thrd1 plUscbenim GSK3B, okamzité podléha ubikvitin-proteazomové
degradaci (17). Fosfarylaci GSK3f na Ser@ se miZe snizovat aktivita GSK38, ¢imz se B-katenin stabilizuje (29, 30).
Pouzili jsme tedy inhibitor proteazomu MG132 k zablokovani funkce proteazomu a zjisfovali akumulaci fosfo-B3-
kateninu (Ser33/ Ser37/Thr41} v reakci na sulforafan (obr. 6C nahofe). Za pfitomnosti LiCl jakozto inhibitoru GSK38 se
sulforafanem indukovana fosforylace P-kateninu obratila (obr. 6C nahofe) {31). Jak ukazuje obr. 6B, 0,5 pymol/l BIO,
dalsi specificky inhibitor GSK3B (31, 32), zvysoval populaci dGFP-pozitivnich bunék vice nez pétinasobné (P < 0,0001)}
a suHorafan {5 pmol/l} tuto populaci za pfitomnosti BIO sniZoval o vice neZ 60 % (P < 0,0001). Déle, nade vysledky
ukazuji, ze s rostouci koncentraci sulforafanu klesa v bufikéch hladina fosfo-GSK3B (Ser9) az o 74 % (obr. BC,
uprostied). Bylo zZiisténo, Ze LiCl inaktivuje GSK3p fosforylaci Ser9, &imZ se potladuje fosforylace B-kateninu na Ser33/
Ser37/Thrd1 a jeho degradace (31, 32). Jak vidime na dolnim panelu obr. 6C, sulforafan dokaZe potlacovat LiCl-
indukovanou fosforylaci GSK3p a akumulaci B-kateninu.
V souhrnu ize z téchto Gdaju vyvodit, Ze downregulace samoobnovovaci drahy Wnt/B-katenin miZe piispivat k
inhibiénim G&inkum sulforafanu na prsni RKB.

Bylo by tedy Uelné provést dalsi studie ke stanoveni této vyrazné Ulohy downregulace pfi inhibici prsnich RKB
plsobenim sulforafanu.

Diskuse

Uginnost sulforafanu, pfirodni slougeniny ziskévané z brokolice a jejich vyhonk, proti rakoving byla hodnocena u
riiznych typl rakoviny. Napfiklad perorélni nebo i.p. aplikace sulforafanu inhibuje rist nadoru v prostatickych PC-3 a
pankreatickych Panc-1 xeno3tépech (33, 34). Bylo prokdzano, Ze riziko premenopauzaini rakoviny prsu je ve vztahu
nepfimé Gaméry ke konzumaci brokolice (35). Peroralné podany sulforafan se dostavé do prsnich zlaz a zvySuje aktivitu
detoxifikaéniho enzymu (36). Dale byla vyslovena domnénka, Ze sulforafan ma potencial k tomu, aby branil rezistenci a
relapsu/recidivé nadoru (37). Jedna studie z posledni doby prokazala U€innost sulforafanu pfi snizovani rezistence
nadoru slinivky bfigni vO&i ligandu indukujicimu apoptézu spojenou s nekrotickym faktorem a tim, Ze interferuje s NF-
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kB—indukovanou antiapoptotickou signalizaci (18). Z jiné studie vyplyvd, Ze sulforafan dokaZe pfekonavat
doxorubicinovou rezistenci a cbnovovat v burikach indukci apoptézy (38).

A

B TOP-dGFP TOP-dGFP+SF
% dGFP-pozitivnich bunék

¢

Qbr. 6. Sulforafan downreguluje samoobnovavaci

drahiu Wnt/B-katenin. A - sulferafan snizuje v bun&éné linii SUM159 i MCF7
proteinové hladiny B-kateninu a cyklinu D1. B — MCF7 mammosféry infikované TOP-dGFF reporter lentivirem
byly po dobu 2 dnil vystaveny plisobeni

vyznatenych sloucenin {0.5 umol/l BIO a 5 umol/l sulforafan)

jednotlivé nebo v kombinaci. Sulforafan snizuje pedil

dGFP-pozitivnich bunék o 30—40%. BIO tute populaci

zvysuje, kdeZto sulforafan ji za pfitomnosti BIO snizuje

o vice nez 60 %. Vpravo: reprezentativni vysledky priitokové cytometrie
mammostér TOP-dGFP a jejich vzhled pod fluorescenénim

mikroskopem {zvétSeni x100). C — sulforafan napomaha fosforylaci
R-kateninu na Ser33/37/Thrd1, zatimco LiCl fosforylaci

potladuje inaktivaci GSK3B (nahofe). Sulforafan snizuje

hiadinu fosfo-GSK3B (Ser9), zatimeo celkovy GSK3B zhstava

nezménény (uprostied). LiCl zvySuje proteinovou hladinu B-kateninu
fosforylacifinaktivaci GSK3pB na Ser9, kdezto suiforafan

LiCl-indukovanou fosforylaci GSK3p a akumulaci

B-kateninu snizuje (dole). SF = sulforafan, dGFP = destabilizovany zelené
fluoreskujici protein.

Z techto zjisténi je zfejmé, Ze k vyzkumu chemapreventivnich viastnosti sulforafanu nebo brokolice &i jejich vyhonkd v
klinickych studiich jsou padné dlivody.

Existuje stale vice doklad(i na podporu tearie RKB, podle niZ je celd fada typl rakoviny podnécovana a udriovana
malym podilem RKB (8). Koncepce RKB ma zasadni klinické implikace pro lécbu a prevenci rakoviny (8, 39). Ze studii
z posledni doby vyplyvd, Ze RKB maji schopnost rezistenci a relapsfrecidivu nadoru podnécovat (40, 41).
Nepostadujici Géinnost soudasnych 1€kl proti pokrogilému a metastazujicimu onemaocnéni si vyZaduje nové pfistupy,
které se zaméfii specificky na cilovou populaci RKB (8, 42, 43). Lécivé pfipravky zaméfené jak proti diferencovanym
rakovinovym bufikam, tak proti RKB, se tedy mohou pfi 1é&b& té&chto onemocnéni vyrazné osvédEéit. Vyzkumni
pracovnici Zjistili, Ze mnohé slougeniny pfitomné ve stravé jsou perspektivnimi latkami G&innymi proti RKB; patfi k nim
napfiklad kurkumin {13, 14). Proto jsme s ohledem na chemopreventivni aktivitu sulforafanu a implikace teorie RKB
pouzili sulforafan v systémech jak in vitro, tak in vivo ke zji$téni, zda tato latka plsobi proti prsnim RKB.

K izolaci a charakterizaci prsnich RKB in vitro byla vyvinuta fada technik. Kulturu mammosfér pouZili k izolaci a expanzi
prsnich kmenovych/progenitorovych bunék Dontu et al. (22) s ohledem na skuteCnost, Ze kmenové/progenitoravé
bufiky se dokaZi rozmnoZovat v suspenzi bez séra, zatimco diferencované bufiky v téchto podminkach nepfezivaji
(21). Pouzitim této metody jsme prokazali, Ze sulforafan (0,5-5 umol/l} vyrazné potlaCuje tvorbu mammosfér u bunék
jak SUM159, tak MCF7 (obr. 2). Dal$i metoda spodiva ve vyuziti buné&nych markerd, napf. CD44"CD24"*"lin" a ALDH
pozitivnich {21, 23, 25}, k odliseni prsnich kmenovych/progenitorovych bunék od diferencovanych rakovinovych bunék.
Bylo publikovano, Ze pouhych 500 ALDH-pozitivnich bunék dokaze b&hem 40 dni vygenerovat nador prsu, zatimco
50 000 ALDH-negativnich bunék nador nevytvofi (23). ALDH-pozitivni bufiky a CD44°CD24""lin” byly identifikovany
jako malé prekryvy, které maji nejvy&si tumorigenni schopnosti — dokazi vytvafit nador z pouhych 20 bun&k (23).
Naproti tomu ALDH—Pozitivm’ buriky bez markeru CD44'CD24™lin” dokazi vyprodukovat nador z 1500 bunék, coZ ani
50 000 CD44"CD24"*lin” ALDH-negativnich bun&k nedokaze {23). K vyhadnoceni schopnosti sulforafanu zacilit se na
kmenové/progenitorové burnky rakoviny prsu jsme pouzili Aldefluor test. Ukazali jsme, Ze v koncentraci 1-5 pmol/l
dokaze sulforafan inhibovat nador-iniciujici ALDH-pozitivnl bufiky in vitro o 65-80 % (obr. 3). Zvlastni pozornost si
zaslouzi skutecnost, Ze v Koncentracich, v nichZ inhibuje kmenové/progenitorové bufiky jak v testu tvorby mammosfér,
tak v Aldefluor testu, ma sulforafan jen minimalni vliv na hromadnou (bulk} populaci bun&énych linii rakoviny prsu, z
¢ehoZ prednostni zacileni na kmenové/progenitorové bufiky vyplyva.

Spolehlivy a citlivy systém in vivo pro studium lidské rakoviny prsu pfedstavuje injekce bunék lidské rakoviny prsu do
prsnich tukovych poldtaikh imuncdeficientnich NOD/SCID mysi (25, 44). Pomoci tohoto xenostépového modelu jsme
prokdzali, Ze se sulforafan dokédZe zamé&fovat na prsni RKB in vivo. Denni injekce sulforafanu aplikované po dobu
2 tydn( potlauje u primarnich NOD/SCID my3f rlst nadoru a zhruba o 50 % redukuje populaci ALDH-pozitivnich
nadorovych bunék (obr. 4). DlleZitéj$ je nade zjidténi Zze nadorové bufiky z mysi odetfovanych sulforafanem nedokazi
do 33 dni vytvofit u recipientnich my3i sekundarni nador {obr. 5). Pro rozdil mezi 50% poklesem ALDH-pozitivni
populace a nevyvolanim ristu naderu u sekundarnich mysi jsou dvé moZna vysvétlenl. Jedno spotiva v tom, Ze i kdyz
jsou ALDH-pozitivni buriky obohaceny kmenovymi/progenitorovymi bufikami, ne vSechny z nich jsou schopny vyvolat
nador. Druhym divodem miZe byt experimentalni uspofadani, které jsme u primamich NOD/SCID mysi pouZili.
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Primarni NOD/SCID mysi jsme naockovali 2 000 000 burikami SUM159 a lé€ivo jsme jim aplikovali po dobu 2 tydnl od
inokulace, coZ oboji mohlo vést k podhodnoceni Géinku sulforafanu na populaci ALDH-pozitivnich bunék, Ovsem
schopnost RKB se samoobnovovat a diferencovat stanovena reimplantaci primarnich nadorovych bunék do
sekundarnich mysi je spolehlivéjdim funkénim testem (6). Ty jsou v souladu se zjiSténim in vitro, Ze se sulforafan
zaméfuje pfednostng na rakovinové kmenové/progenitorové burfiky a nikoli na hromadnou bunénou populaci.
Preference sulforafanu ve smyslu likvidace RKB mize mit vyznam pro chemoprevenci.

U znamého kurkuminu bylo zjiSténo, Ze v rakovinovych bufikach tlustého stfeva a slinivky bfisni narusuje
samocbnovovaci drahy Wnt resp. Notch (13, 14}. Bylo publikovano, Ze jableny kvercetin a epigalickatechin-gailat ze
zeleného &aje reguluji v lidskych bufikach rakoviny tlustého stfeva zakladni elementy drah Wnt a Notch (15). Podle
Parka et al. (19) je B-katenin downregulovan v HeLa a HepG2 bunkach. V sculadu s touto studii jsme prokazali, Ze
sulforafan dokéZe v bufkach rakoviny prsu downregulovat samoobnovovaci drahu Wnt/B-katenin a Ze sulforafanem
vyvolana fosforylace B-kateninu (Ser33/Ser37/Thr41} a degradace proteazomu probihd mozna pres akfivaci GSK3B
{obr. 8). Podle Myzaka et al. (45) zvy3uje sulforafan u HDAC1-transfikovanych bunék HEK293 aktivitu B-kateninu, aniz
by ménil jeho proteinovou hladinu. Rozdily mezi studiemi mohou byt zplisobeny pouZitymi bunédnymi liniemi a
podminkami zpracovani.

Jako chemopreventivnl latka ma sulforafan fadu vyhod, jako je vysoka biologicka dostupnost a nizka toxicita (4).
Sulforafan z brokolicovych vytazk( se v lidském tenkém stievé UCinné a rychle vstiebava a distribuuje v téle (2, 46).
Ekvivalentni plazmatické koncentrace sulforafanu v lidském téle dosdhly vrcholu 1 hodinu po podani jednordzové
davky 200 pmol isothiokyanatd z brokolicovych vyhonkd (hlavné sulforafanu), a to 0,94-2,27 umolfl (47). V jedné
nedavné pilotni studii byla u osmi Zen, které konzumovaly pfipravek z brokolicovych vyhonk( obsahujici 200 pmol
sulforafanu, zjisténa zhruba 1 hodinu pfed operaci akumulace sulforafanu v lidské prsni tkani v mnoZstvi 1,45 1,12
pmolimg u pravého prsu a 2,00 + 1,95 pmol/mg u levého prsu (36). Podie nadich vysledkl in vitro |ze pfedpokladat, ze
v téchto koncentracich je sulforafan ucinny proti prsnim RKB. Sulforafan sam sice nebyl na &lovéku hodnocen,
brokolicové vyhonky v3ak byly na toxicitu hodnoceny v klinickych studiich (4). V hodnoceni faze 1 byle prokazéno, Ze
brokolicové vyhonky podavané po dobu 7 dni peroralné v davce 25 pmol isothiokyanatll (hlavné sulforafanu)
nevyvolavaji Zadnou vyznamnou toxicitu (48). V jiné studii byl tolerovan 200 dospé&lymi osobami, které kazdou nac po
dobu 2 tydnl kenzumovaly roztok z brokolicovych vyhonk( obsahujicl 400 pmol glukorafaninu (prekurzeru sulforafanu)
{49). Dale, sulforafan v koncentracich pod 10 pmol/l nevykazoval zadny vyznamny viiv na zastavu bunééného cyklu a
indukci apoptdzy lidskych netransformovanych T lymfocytd (50).

Zavérem Ize tedy shmout, Ze jsme prokazali, Ze se sulforafan dokaze zaméfit na prsni RKB, jak bylo stanoveno testem
tvorby mammosfér, Aldefluor testem a mé&fenim ristu nadoru po reimplantaci sekundamim my&im.

Dale jsme ve studii zjistili downregulaci samoobnovovaci drahy Wnt/B-katenin zptsobenou sulforafanem jakozto
jeden z moznych mechanismil jeho Géinnosti. Tyto studie podporuji pouZiti sulforafanu k chemoprevenci rakoviny
prsu. Jsou padnym diivodem pro piedklinické a klinické sulforafanu nebo brokolice &i jejich vyhonki jako pfipravkl pro
I&Chu rakoviny prsu.
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Lééba rakoviny: klinicka

Potravinové Inéné semeno vyvolava pfi postmenopauzalni rakoviné prsu zmény
nadorovych hiologickych markeru

Lilian U.Thompson', JianMin Chen', Tong Li?, Kathrin Strasser-Weippl® a Paul E. Goss®

Abstrakt Ugel: Bylo prokazano, e Inéné semeno, nejbohatsi zdroj savé&ich prekurzorii lignanu, brzdi u
potkand rist nadord. V predkladané randomizované dvojité zaslepené placebem kontrolované
klinicke studii byl u postmenopauzalnich pacientek s nové diagnostikovanou rakovineu prsu zkouman
vliv potravinového Inéného semene na nadorove biologické markery a vyluSovani lignanu modi,
Experimentalni uspofadani: Pacientky byly randomizovdny k denni konzumaci bud muffinu
obsahujiciho 25 g Inéného semene (n = 19) nebo kontrolniho (placebového) muffinu (n = 13). V dobé
diagnézy a znovu pii konedném chirurgickém zakroku byla nadorova tkan analyzovana z hlediska
miry proliferace nadorovych bunék {proliferaéni index Ki-67, primarni hodnoceny parametr),
apoptézy, exprese c-erbB2 a hladin  estrocgenového a  progesteronového  receptoru.
Ctyfiadvacetihodinové vzorky moéi byly analyzovany na lignany a tfidenni stravovaci zaznamy byly
hodnoceny z hlediska pfijmu makronutrientt a kalorické hodnoty. Doba hlavni 16&by &inita u skupiny s
In&nymi semeny 32 dni a u skupiny s placebem 39 dni.

Vysledky: U skupiny se Inénymi semeny byl zjistén pokles indexu Ki-67 (34,2 %; P =0,001) i
exprese c-erbB2 (71,0 %; P =0.003) a narlst apoptozy (30,7 %; P =0.007); u kontralni skupiny k
témto jevim nedoslo. Mezi ob&ma skupinami ani mezi obdobimi pfed 1éEbou a po ni nebyly zjigtény
Zadné vyznamné rozdily v kalorickém pfijmu nebo v pfijmu makronutrientl. U skupiny se Inénymi
semeny byl v porovnani s kontrolni skupinou pozorovan vyznamny narust vylugovani lignanu modi
{1 300 %; P <0.01). Ceikovy pfijem In&nych semen byl korelovan se zménou skore c-erbB2 (r=-
0,373; P = 0,036) a apoptotického indexu (r = 0,495; P < 0,004).

Zavér: Lnéné semeno ve stravé ma schopnost brzdit u pacientek s rakovinou prsu rist nadoru.

Byl zjistén vyrazny kladny vztah mezi vysokymi koncentracemi estrogenu v plazmé a zvySenym rizikem vzniku rakoviny
prsu (1-3). Antagonizaci OGinku esfrogenu pomoci antiestrogenickych 1ékd, jako je tamoxifen nebo inhibitory
aromatazy (estrogen-syntetazy), se &etnost i riist invazivni | neinvazivni rakoviny prsu snizuje (4, 5). Tamoxifen viak
ma nepfiznivé (€inky, jako je tromboembolie nebo endometriaini rakovina, takZe jeho pouziti k chemoprevenci u zen
nenl zcela vhodné. Je proto Z2adouci pouZivat pfi 16Eb& a prevenci rakoviny prsu jiné antiestrogenické latky. Plsobenim
bakterialni flory v tlustém stfevé jsou z prekurzorl, jako je sekoisolariciresinol-diglukosid z rostlinné stravy,
produkovany savEi lignany, zejména enterolakton a enterodiol (6) (obr. 1}. Ty se G&astni enterohepatické cirkulace a
nékteré jsou vyluGovany moéi. Mnozstvi rostlinnych lignanl ve stravé pfimo koreluje s plazmatickymi koncentracemi a
urinami exkreci savéich lignanll {6, 7). Lignany maji podobnou chemickou strukturu jako estradiol a selektivni
modulator estrogenového receptoru tamoxifen, z ¢ehoZ ize usoudit, Ze by mohly mit hormonalni (estrogenické nebo
antiestrogenické) vlastnosti.

V ramci studii in vitro bylo zjisténo, Ze lignany: vyvoldvaji v rakovinovych bufikdch MCF-7 mRNA expresi estrogen
responsivniho proteinu pS2 (8); v placentalnich mikrozomech, burkach lidského choriokarcinomu JEG-3,
preadipocytech a bufkach MCF-7 inhibuji aromatazu (9-11); vazi se na potkani i lidsky o-fetoprotein a soupefi o
vazebné misto s estradiolem a estronem (12); za nepfitomnosti estrogenu stimuluji rist estrogen-dependentnich
lidskych bunék rakoviny prsu a za pfitomnosti estrogenu rast inhibuji {13-15}; stimuluji syntézu sexuaini hormony
vazajicino globulinu (16); u potkanil soupefi s estradiolem o vazebné misto uterinniho jaderného estrogenu typu Il {16)
a vazi se na estrogenovy receptor (ER), zejména ER-B (17). Lignany maji také neendokrinni vliastnosti, vietn&
antioxidantniho {18-21) a antiangiogenického Uginku (22). Epidemiologickymi studiemi byl zjidtén vyznamny pokles
hladin enterolaktonu (25) a pfijmu lignan( (26).

Ln&né semeno je nejbohatim zdrojem prekurzord savéiho lignanu, s koncentracemi 100krat az 600krat vy$$imi neZ u
66 jinych rostlinnych potravin ve vegetarianské stravé (27). Ln&né semeno obsahuje také ve vyjimeéné vysokych
koncentracich kyselinu a-linolenovu (57 % v8ech mastnych kyselin), jejiz ochranné G€inky vi&i rakoviné prsu byly
prokazany ve studiich na zvifatech i v epidemiologickych studiich (28).

Pracovi&té autor(: 'Department of Nutritonal Sciences, “Princess Margaret Hospital, University of Toronto, Toronto, Ontario,
Kanada, a *Massachusetts General Haspital Cancer Center, Harvard Medical School, Bostan, Massachusetts Do$lo 15. 11, 2004,
revidovano 4, 2. 2005, piijato 23. 2. 2005.

Grantovad podpora: Granty American Institute for Cancer Research a Canadian Breast Cancer Research Foundation (L.U.
Thompson a P.E. Goss).  Naklady na publikaci tohoto &lénku byly z&asti pokryty z poplatkl ze stranky. Proto musi byt &lanek podle
ustanoveni zakona 18 U.S.C. Section1734 oznalen jako inzerce.
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stfevni stfevni
bakterie bakterie

sekoisolariciresinol-diglukosid {SDG) enterodiol (ED) enierolakton (EL)
Obr. 1. Metabolismus rostlinnych lignand na savéi lignany.

Na zakladé téchto 0dajd byla vyslovena domnénka, Ze by inéné semeno mohio byt uginné pii 1éché a prevenci
rakoviny. Kdyz bylo Inéné semenc podavanao v preiniciaénim nebo promoénim stadiu potkanim, na néz bylo pusobeno
karcinogeny, byl zji§tén vyznamny pokles incidence a velikosti nadord {29-31). KdyZ bylo podavano v dobé, kdy se
prsni nador jiZ vytvofil, zmensila se velikost nadoru (32). Rlst nddoru a/nebo incidence metastaz se také sniZovaly u
athymickych mysi, jimZ byly vstfiknuty lidské ER-pozitivni (MCF-7} (33) nebo ER-negativni (MDA MB 435) (34, 35)
buriky rakeviny prsu. Uginek Zistého sekoisolariciresinol-diglukosidu izolovaného z Inéného semene byl podabny
jako u Inéného semene samého (32, 36), coZ ukazuje, Ze UEinek Inéného semene je pfinejmensim z&asti zplsobeny
lignany. Celkové Ize z téchto zjidténi vyvodit, Ze Inéné semeno mlize mit u pacientek s rakovinou prsu viiv na vyvoj
nadoru.

Schopnost inhibovat kinetiku ristu nadoru pfi neoadjuvantni l6¢bé byla dfive pouzita jako mira (€innosti latky v jinych
klinickych situacich (37-39). Korelace mezi bunéénym proliferaénim markerem Ki-67 a klinickym vysledkem byla
ovéfena v fadé situaci, v€etné porovndni mezi inhibitorem aromatazy letrozolem a tamoxifenem (40). Nade studie se
zaméfila na stanoveni viivu Inéného semene ve stravé na parametry odrazejici kinetiku ristu nadoru a vylucovani
lignanu moéi po pfedoperaénim podavani pacientkdm s nové diagnostikovanou rakovinou prsu.

Materialy a metody

Pacientky a uspofadani studie. Provedli jsme randomizovanou placebem kontrolovanou dvejité zaslepenou
prospektivni studii, do které byly zafazeny postmenopauzaini pacientky s primarni rakovinou prsu. Pacientkami (z
University Health Network v Torontu) byly Zeny s nové diagnostikovanou bulkou s podezienim na rakovinu, kde byla
zapotfebi potvrzujici biopsie. Kritéria pro zafazeni byla tato: menopauza alespoft 6 mésich; histologicky (core biopsii)
diagnostikovany karcinom prsu; pacientka v dobé do 90 dni pfed prvni biopsii neuZivala hormanaini 1éky a nepoZivala
sojové potraviny ani In&na semena; v dob& 3 dnd pfed prvni biopsii neuZivala antibiotika; nema znamou alergii na
inéné semenoc, laktdzu, pdenici ani na uréité druhy kofeni; pfi core biopsii ji byl odebran dostate&ny vzorek tkané k
posouzeni biomarkeru. Plihlasilo se 65 postmenopauzainich pacientek, aviak po vychozi biopsii jich 18 nespliovalo
kritéria pro zafazeni, protoZe jejich plvodni nador byl vyhodnocen jako benigni. DalSich 15 G&astnic odstoupilo kviili
problémim s konzurnaci objemného muffinu, obtiZzim s cestovanim do zdravotnického zafizeni, depresim z nedédvné
diagnézy rakoviny prsu nebo nedostatku ¢asu. Nakaonec tedy bylo zafazeno 32 pacientek, které do této randomizované
studie pfedoperaéni stravovaci intervence nastoupily a absolvovaly ji. Charakteristika pacientek je shrnuta v tab. 1. V
2adné z proménnych pfi nastupu (baseling) nebyly vyznamne rozdily.

Tab. 1. Charakteristika pacientek a doba lééby

Placebo Lnéné
semeno

Vék, roky (rozsah)
Hmotnost, kg (rozsah)
Doba légby, dny (rozsah)
Typ nadoru (%)

dukalni

loburaini

smiseny

Histologicky stupefi (%)
3

2

1
ER+ a PR+ (%)
ER- nebo PR- (%)

Pozn.: Mezi cbé&ma skupinami nebyly testem X’ zjistény zadné vyznamné rozdily.
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V dobé& mezi prvni biopsii a chirurgickym vykonem byly pacientky randomizovany do skupiny s lédivem nebo s
placebem. Pacientky nebyly stratifikovany, z hlediska node-pozitivity resp. negativity viak byly obé skupiny vyvazené.
Interval mezi prvni core biopsii a koneénou chirurgickou excizi nadoru nebyl protokolem studie pfedepséan, nybrz byl
uréen standardnim l&éebnym pestupem zavedenym v nasi instituci. Pacientky v 1é6ené skupiné (n = 19) konzumovaly
v rdmci své béiné stravy denné jeden muffin obsahujici 25 g Inénych semen. Pacientky v kontrolni skupiné (s
placebem) (n = 13) konzumovaly stejny typ muffinu, ovdem bez Inénych semen. Aby se zachoval dvojité zaslepeny
status studie, byly muffiny zabaleny do neprlisvitného obalu, takZe rizné muffiny nebylo mozno vizudlné rozlisit. Pred
pfedanim pracovnikovi z vyzkumné skupiny byly balicky s muffiny oznageny Ciselnym kddem. Pracovnik vyzkumné
skupiny obdrZel seznam, podle kterého pak kodované baliky rozdal Géastnicim studie. Ani on, ani pacientky tedy
nevédéli, které muffiny kdo dostava. V3echny pacientky byly pou€eny o stravovacich zasadach, tak aby jim muffin, at
jiZ s Inénymi semeny nebo hez nich, nepfivodil zvySeny pFilem kaloril nebo narist télesné hmotnosti.

Tkain z core biopsie provedené v rémci diagnostiky a pfi operaci byla analyzovana z hlediska proliferace bunék
{proliferacni index Ki-67), apoptdzy, exprese c-erbB2 a exprese ER a progesteronového receptoru (PR). Pred léébou a
pfed jejim ukoncenim byly odebrény 24hodinové vzorky moéi ke stanoveni lignant a 3denni zaznamy o stravé k
posouzeni pfijmu Zivin.

Studii schvalila Human Subjects Ethics Committee pfi University of Toronto a Toronto Hospital Human Experimentation
Committee. V&echny pacientky poskytly pfed nastupem pisemny informovany souhlas.

Muffiny. Muffiny pro studii vyrobila b&Znym postupem spole€nost Canada Bread Co. {Toronto, ON, Kanada}. Muffiny
mély podobné sloZeni; muffiny s Inénymi semeny byly pfipraveny z 20,7 g bilé pSeniéné mouky, placebové muffiny z
20,7 g celozmné pdenitné mouky. Mnogstvi pfidavanych mletych Ingnych semen &inilo 25 g. Celozrnna pseniéna
mouka misto bilé pseniéné mouky byla u placebovych muffin(i pouzita proto, aby se zvysil obsah vlakniny a pfiblizil se
v fomte ohledu muffiniim s Inénymi semeny. Receptura zajidtovala u véech muffind stejnou kalorickou hodnotu a
ekvivalentni obsah tukd, bilkovin a vlakniny. Za timto U¢elem byl k placebovym muffinim pfidavan v mnoZstvi 10 g
fepkovy olej. K lepdimu zachovani zaslepenosti byly muffiny ochuceny muskatovym ofiSkem, skofici a vanilkovym
vytazkem. VSechna Inéna semena pochazela z jednoho zdroje {Omega Products, Melfort, Saskatchewan, Kanada) a z
jedné $arZe a obsahovala v jednom gramu 2 mg sekoisolariciresinol-diglukosidu. Pacientky uchovévaly sv(j tydenni
pfidél muffind pfi teploté -20 °C a podle potfeby je rozmrazovaly. Konzumovaly k snidani denné jeden muffin. Pokud
néktery muffin nejedly nebo nedojedly, byly zbytky vraceny a zvaZeny. Denni pfijem Inénych semen byl cdhadnut jako
25 g krat pocet dni 1é&by minus nesnédeny podil.

Imunohistochemicka analyza nadord. Ke stanoveni Ki-687, c-erbB2, ER a PR byly imunohistochemicky obarveny
Sum fezy tkané fixované formalinem a zalité do parafinu (33, 34). Struéné fedeno byio na fezy plsobeng 3% vodnym
roztokem HzOz a poté byly vzorky zpracovany v mikrovinné troub@ s citrdtovym pufrem 10 mmol/l (pH 8,0). Primarni
protilatky (Dako, Mississauga, Ontario, Kanada) byly zfedény fedicim pufrem firmy Dako v téchto pomérech: Ki 67
(MIB-1) 1:100, c-erbB2 (krali¢ protilidsky) 1:500, ER (ID5) 1:100 a PR (PgR 636) 1:100. Rezy s protilatkou byly
inkubovany pfes noc pfi teploté 4 °C a pak na né bylo plsobeno soupravou Dako se znadenym systémem streptavidin-
biotin (Universal LSAB 2 Kit) a AEC+ substrat-chromogenem (Dako) se svétiym kontrastnim barvenim hematoxylinem.
Pro testy apoptézy byl pouzit postup in situ terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP-biotin nick end-
labeling za pouZiti soupravy ApopTag Detection Kit {Intergen, Purchase, NY) podle protokolu vyrobce. Struéné feceno,
fezy byly nejprve zpracovany proteinazou K (20 pg/ml) a potom po dobu 1 hodiny inkubovany pfi teploté 37 °C v
reakéni smési obsahujici terminalni transferdzu a digoxigenin dUTP, po ¢emz nasltedovala po dobu 30 minut protilatka
proti digoxigeninu spojena s kfenovou peroxidazou. K detekci imunoreaktivity byl pouzit diaminobenzidin, s kontrastnim
barvenim methylovou zeleni.

U kazdé barvici 8arze byla pouZita pozitivni i negativni (fedici pufr) kontrola. Rezy od kazdé pacientky pFed 1é&bou a po
ni byly abarveny ve stejnou dobu. Preparéty byly prohlizeny pod svételnym mikroskopem pfi 400 (sic.) a bylo poditano
minimainé 1000 bunék z 5 aZ 10 nahodné& vybranych poli. Vzorky byly pro pracovnika zaslepeny, pokud jde o skupinu
a dobu (pfed/po iécbé). Proliferacni index Ki-67 a apoptoticky index byly vypoditany jako procenticky podil pozitivnich
bunék ze viech pocitanych bunék. K hodnoceni exprese c-erbB2, ER a PR bylo pouZite H-skoére. Intenzita zbarveni
byia hodnocena na stupnici negativni {0}, slaba (1), stfedni (2) a silna (3), nasobeno poétem bunék dané intenzity.
Skore bylo vypoéitano jako: [(1 x podet bunék + 2 x podet bunék + 3 x podet bunék) / celkovy potet bungk] (34, 41},
Skorovaci systém, kde se nasobi podil pezitivhich bunék a intenzita zbarveni, poskytuje smyslupInéjsi zmény vyvolané
Ié&bou nez intenzita samotna.

Zaznamy o stravé a analyza lignani v moéi. Pfijem Inénych semen byl zaznamenavan denné. Ve vychozim stavu a
pfed operaci pofidily pacientky tfi zaznamy o stravé — za 2 pracovni dny a 1 vikendovy den; ty pak byly hodnaceny z
hlediska pfijmu kalorii a makronutrientd podle kondenzovaného Canadian Nutrient File {42). Lignany v mogi byly
analyzovany kombinaci plynova chromatografie-hmotnostni spektrometrie, jak nase skupina popsala dfive (7, 43).
Statisticka analyza. Hodnocené subjekty byly ndhodné roziazeny do skupin se Inénymi semeny nebo placebem
pomoci metody nahodné permutace. Studie byla uspofddana tak, aby detekovala minimainé 20% zménu ve
specifikovanych pied- a polédebnych vétvich a 30% rozdil mezi obéma léCebnymi skupinami v procentické zméné
biclogickych markertl, konkrétné indexu Ki-67 jako primarniho hodnoceného parametru. Cilem tedy bylo ziskat alespof
10 az 15 pacientek v kazdé skupiné, aby se dosahlo sily 80 % pro oboustranny test s a-hednotou 0,05.

Rozdily mezi ob&ma léSebnymi vétvemi ve vychozim stavu (pfed |é€bou) byly posuzovany pomoci Mann-Whitneyho
testu. Zmény jednotlivych biologickych proménnych pied |é&bou a po ni v jednotlivych |&€ebnych vétvich byly
analyzovany Wilcoxonovym parovym (signed rank} testem, jenZ bere v Gvahu jak velikost, tak smér (narist ¢ pokles)
pozorovanych zmén. U kazdé pacientky v kazdé skuping byla vypolitana procentickd zména hodnoty kazdého
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biolagického markeru a porovnana Mann-Whitneyho testem. Ke stanoven( vztahl mezi parovymi proménnymi, jako
jsou biomarkery versus demagrafické charakteristiky nebo délka lé€by, byl pouzit Spearmanilv korelaéni koeficient.
Véechny statistické testy vyznamnosti (P < 0,05) byly dvoustranné. Statistické analyzy byly provedeny za pouZiti
SigmaStat (Jandel Scientific, San Rafael, CA, USA).

Vysledky

Kompliance pfijmu muffind byla dobra (95,4 % ve skupiné s placebem a 92,5 % ve skupiné s Inénymi semeny) a mezi
obéma skupinami se vyznamné neligila. To se promitio do vyznamného naristu (1 300 %, P < 0,01) primérné hodnoty
lignandl v modi ve skuping s Inénymi semeny, nikoli viak ve skupiné s placebem (tab. 2). Jedinymi hlasenymi
nezadoucimi Og€inky byla plnost bficha a zvy$eny pohyb stfev. Ani mezi 1é€ebnymi skupinami, ani mezi obdobimi pfed
lé&bou a po ni nebyly zji§tény vyznamné rozdily v piijmu kalorii nebo makronutrientdl (daje nejsou znazornény).
Priméma doba lécby ve skupiné s Inénymi semeny byla 32 dni (median 30 dni) a ve skupiné s placebem 39 dni
(median 37 dni) {tab. 1).

Vysledky biologickych markertl méfenych ve vzorcich nadorld pfed 1éEbou a po ni jsou shruty v tab. 2 a na obr. 2. Ve
vychozich {baseline) hodnotach nebyly u zadného markeru zjistény mezi cb&ma skupinami vyznamné rozdily.

Tab. 2. Viiv Inénych semen na vyluCovani lignanii moé&i a na biomarkery karcinomu prsu

Placebo . Lnéné semeno
pred po pied po
Median
Pramér
Skore

Zkratky: pfed = pfed lé€bou, po = po |éCbé; ER = estrogenovy receptor; PR = progesteronovy receptor.
* P < 0,01 po 1&8bé versus prred |é¢bou Wilcoxonovym paravym (signed rank) testem {podrobnosti na obr. 2).

Po skoncteni 1&é&by byl v obou skupinach zjistén pokles proliferace nadorovych bunék a exprese c-erbB2 a nardst
buné&éné apoptozy, ovSem ve skupiné se Inénymi semeny byly tyto zmény zjidi&ny u v&tsiho podilu pacientek (74—
84 %) nez ve skupiné s placebem (54-61 %). Ve skupiné se Inénymi semeny proliferace nadorovych bunék (index Ki-
67: abr. 2A) vyznamné poklesla o 34,2 % {median), apoptoticky index {obr. 2B} vyznamné vzrostl az o 30,7 %
(median), exprese c-erbB2 (obr. 2C) vyznamné poklesla o 71,0 % (median), zatimco ve skupiné s placebem tyto
zmény pozorovany nebyly. V zadné ze skupin nebyly pfi porovnani doby po 'éébé s dobou pfed 1&Ebou pozorovany
vyznamné zmé&ny ER nebo PR hladin.

Porovnani obou skupin z hlediska procentickych zmén pfed 1&Ebou a po ni u jednotlivych subjektl hodnoceni je
ilustrovanc na obr. 3. Procento zmén vyluCovani lignant s modi (obr. 3A), apoptotického indexu (obr. 3C) a skore
cerB2 (obr. 3D) bylo ve skupiné se Inénymi semeny vyznamné vy35i (P < 0,05) nez ve skupiné s placebem.

Také procenticka zména indexu Ki-67 (obr, 3B} byla ve skupiné se Inénymi semeny vyi§i nez ve skupiné s placebem,

rozdil viak nedosahoval statistické vyznamnosti. V procentické zméné hladin ER a PR nebyly mezi obéma skupinami
zjistény vyznamné rozdily {obr. 3E a F).
Celkovy prijem Inénych semen koreloval vyznamné se zmé&nami skére c-erbB2 {r = -0,373; P = 0,036} a apoptotického
indexu (r= 0,495; P <0,004), nikoli v8ak se zmé&nami proliferaéniho indexu Ki-67, hodnoty ER nebo PR. Zédny
vyznamny vztah nebyl zjistén mezi vékem a télesnou hmotnosti pacientky, vychozimi (baseline) charakteristikami
nadoru, jako je jeho stupefl, a stavem ER nebo PR, a zménami pozorovanymi v pribéhu lécby {Udaje nejsou
zZnazomeény).

Diskuse

Nase studie ukazuje, Zze denni pfijem 25 g Inénych semen dokdZe u lidskych bunék rakoviny prsu vyznamné snizit
proliferaci bunék, zvysit apoptozu a ovlivnit signalizaci bunék sniZzenim exprese c-erbB2. Procenticky pokles exprese
nadorového c-erbB2 a procenticky narost bunétné apoptézy nemély vztah k vychozim charakteristikam nadoru, {j.
véku a télesné hmostnosti pacientky, stupni nadoru, statusu ER a PR, vyznamné v3ak korelovaly s celkovym
mnoZstvim zkonzumovanych Inénych semen. Pokles proliferace bunék a exprese c-erbB2 a narist apoptézy byly sice
zjistény i u nékterych pacientek ve skupiné s placebem, tyto zmény v3ak byly malé a nevyznamné. Lze je pfipsat
daldim fytochemikaliim, jako jsou antioxidanty, kyselina fytova, fytoestercly, mineraly a vitaminy v celozrnné mouce
placebovych muffind, u nichZ byl zjistén vztah s poklesem rizika rakoviny (44).

Exprese c-erbB2 (HER2) se poji s agresivnéjimi fenotypy rakoviny prsu a vy38i moZnosti tvorby metastaz (45-47).
Hraje také dlohu pfi diferenciaci, adhezi a motilité bunék (48, 49). V nedavnych studiich byla prokazana negativni
korelace mezi expresi HER1/2 a odezvou na antiestrogenickou 1é¢bu, nikoli v8ak na 1é€bu inhibitorem aromatazy (39).
Z nasich vysledkl Ize tedy vyvodit, Ze pfijem Inénych semen miize zpomalit progresi preinvazivni nebo invazivni
rakoviny prsu zménou fenotypu rakovinnych bunék na méné agresivni formu. Zmény zplsobené Inénymi semeny
vykazovaly také daldi endokrinni latky, jako je tamoxifen (37, 40, 50}, faslodex (51), raloxifen (41) nebo inhibitory
aromatézy vorozol (52), letrozol (37, 38, 40) a anastrozol {38). V jedné nedavné studii bylo zji§téno, Ze velikost poklesu
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indexu Ki-67 lze pfi 1é&bé rakoviny prsu brat jako nahradni end-pointovy biomarker Géinnosti endokrinnich latek a ze
acinnost 16&by rakoviny prsu endokrinnimi pfipravky zavisi na uspésném vyvolani blokovani proliferace bunék (40).

To je zakladem &etnych sougasnych hodnoceni novych endokrinnich pfipravkl a inhibitor( bun&gné signalizace v
pfedoperaénich situacich.

Vysledky vétsiny pfedchozich studii nejsou s pfedkladanou studii porovnatelng, protoze doba é€Eby v neoadjuvantnich
studiich byva pfingjmendim 12 tydnl. Ve studiich s krat$i dobou 1é&by (fj. v pFedoperagnich studiich) byl pokles
proliferaéniho indexu Ki-67 vyvotany tamoxifenem vy35i, neZ jaky byl dosaZen se Inénymi semeny v nasi studii (50).
Napfiklad pfi podobném experimentalnim uspofadani vedla kazdodenni lécba 20 mg tamoxifenu po dobu (median) 21
dni (rozsah 6-65 dni) k poklesu indexu Ki-67 0 46,4 % (50).

Proliferagni index Ki-67 (%)
Apoptoticky Index (%)

Skére c-erbB2

Placebo Lné&né semeno

Obr. 2. Individualni zmeény (A) preliferaéniho indexu Ki-67; (B} apoptotického indexu;
{C) skore c-erbB2 u pacientek po 16Ebé placebem neb Inénymi semeny (Wilcoxonlv
parovy test).

To je vice, neZ 34,2% pokles zji§tény pfi l6thé davkami 25 g Inénych semen v nasi studii. V jiné studii vedla 14denni
lé&ba raloxifenem k poklesu indexu Ki-67 o 21 % (41). Lnéna semena pfedstavuji oviem dobfe snasenou intervenci
stravou a nikoli &k s privodnimi neZadoucimi GCinky. Jedinymi neZadoucimi uginky, které subjekty hodnoceni hlasily,
byla zvySena plnost bficha a pohyby stfev zplisobené zvySenym obsahem vidkniny ve Inénych semenech. Jelikoz u
pacientek s nizkym pfijmem viakniny a chronickou zacpou mbze byt zvyseny pohyb stfev dokonce Zadouci, neni tfeba
povaZovat tenfo U€inek za nezadouci, zejména v porovnani s nezadoucimi Uginky vyvolavanymi léky na rakovinu prsu,
jako jsou tamoxifen nebo inhibitory aromatazy (4). U ovariektomizovanych athymickych mySi krmenych po dobu 21 dni
10% potravinafskymi Inénymi semeny nebyl pozorovan Zadny neZadouci iéinek na dlleZité organy, vdetné uteru (33)
a kostl®, coZ ukazuje, Ze stfedni pfijem In&nych semen je relativné bezpeény.

Vysledky tohoto klinického hodnoceni jsou v souladu s pfedchozimi kinickymi i predklinickymi studiemi, které prokazuji
protinadoroveé O&inky In&nych semen u pacienti s rakovinou prostaty (53), potkand, jimZ byly podavany karcinogeny
{32), athymickych mysi se zjiSténou ER-pozitivni (33) nebo ER-negativni rakovinou prsu (34, 35) a nador nesoucich
transgenickych myai (54). Strava s 5 % nebo 10 % Inénych semen pouZivana ve studiich se zvifaty odpovida zhruba
25 az 30 gramdm Inénych semen podavanych pacientkdm s rakovinou prsu nebo pacientiim s rakovinou prostaty, v
zavislosti na zkonzumovaném mnozstvi ostatnich potravin. Nase vysledky jsou také v souladu s epidemiologickymi
studiemi prokazujicimi, 2e se vysoké Grovné piijmu lignant (26}, plazmatické hladiny nebo urinarni exkrece savgich
lignan( (23-25) nebo vysoké hladiny a-linclenové kyseliny v adipéznich tkanich {28} poji se snizenym rizikem rakoviny
prsu.

Mechanismy ochranného Gcinku lignani viéi druhGm rakoviny spojenymi s hormony nejsou dosud zcela objasnény. V
pFedchozich studiich se autofi zamé&fovali na schopnost lignan( antagonizovat metabolismus a plsoben( estrogenu (9—
11, 55, 56). V nasich pfedchozich studiich jsme prokazali, Ze denni pfijem 25 g Inénych semen u postmenopauzalnich
Zen zvy3uje hladinu 2/18aOHE1 v modi, coZ poukazuje na pokles estrogenickych a potenciainé karcinogennich Géinka
{56). Byla vyslovena domnénka, Ze lignany plisobi jako antiestrogeny tim, Ze soupefi s estradiolem o vazbu na ER. Je
prokézano, Ze savéi lignan enterclakton inhibuje aktivitu aromatazy (9—11), coZ vede k poklesu syntézy endogenniho
estrogenu.

Uginek Inénych semen u pacientek s ER-pozitivnim nadorem lze &astetné pfipsat vysoké koncentraci lignand kyseliny
a-linolenové v téchto semenech (32) a jejich Udinku na metabolismus estrogenu. Pokles proliferace bunék a narust
apoptozy viak byl pozorovan i u ER-negativnich nadori, coZ ukazuje, Ze Inéna semena mohou na nador plsobit jak
endokrinnimi, tak neendokrinnimi mechanismy. Hormonaing nezavislé (&inky Inénych semen mohou byt disiedkem
antioxida&nich a antiangiogennich vlastnosti jejich lignand nebo mohou byt zplsobeny jinymi mechanismy. Enterodiol
a enterolakton i jejich prekurzory sekoisolariciresinol-diglukosid a hydroxymatairesinol maji schopnost vychytavat
hydroxylové radikaly (18-20). Jsou-li napfiklad miadym potkanim kratkodobé poddvéna Inénd semena nebo
sekcoisolariciresinol-diglukosid, projevuje se u nich mimy Ginek na hepaticky endogenni antioxidantni status {21).

‘K. Power, N. Saarinen, J. M. Chen, W.E. Ward, L.U.Thompson: nepublikované udaje.
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Vyilucovani lignand Index Ki-67

Zména Zména

Placeho . Ln. semena Placebo L.n. semena
Apoptoticky index Skédre C-erbB2

Zména Zména

Placebo Ln. semena Placebo Ln. semena
Estrogenovy receptor Progesteronovy receptor

Zména Zména

Placebo Ln. semena Placebo Ln. semena

Obr. 3. Median procentickych zmén

vylu€ovani lignand modi a biomarkerd

v obdobi pfed léébou a po ni

ve skupiné s placebem a s Inénymi semeny.

A = lignan v modi, B = proliferaéni index Ki-67,

C = apoptaticky index, D = skére c-erbB2,

E = index estrogenovéeho receptoru, F = index
progesteronového receptoru. *, P < 0,05 versus placebo podie
Mann-Whitneyho testu.

Antiangiogenni (&inky Inénych semen potvrzuji Setné pfedklinické studie. Pozorovali jsme napfiklad pokles rlistu
lidského nadoru, metastdz a vaskutdrniho endoteliainiho ristového faktoru u athymickych mysi krmenych Inénymi
semeny (33-35). Savii lighan enterolakton také sniZuje proliferaci endotelidlnich bunék in vitro (22) a inhibuje
aromatazu (9—11).

Neendokrinni (éinek Inénych semen na nadorové bufiky mize také zahrnovat inhibici cest ristového faktoru. Vedle
zjisténi, Ze Inéna semena snizuji expresi nadorového c-erbB2 (nade studie} a v mlégnych Zlazach potkanl (57), jsme
dfive zjistili, Ze u potkanQ, na néz bylo plisobeno karcinogeny, sni2uji tato semena vyznamné plazmatickou hladinu
inzulinu-podobného ristového faktoru 1 (58) a u athymickych mySi, jimzZ byly injikovany ER-negativni buriky rakoviny
prsu, hladiny naderového inzulinu-podobného ristového faktoru 1 a receptoru epiderméiniho ristového faktoru (34).
Daldi mozny antitumorigenni Uginek Inénych semen mé vztah k a-linolenové kyseling, coz je mastna kyselina n-3. Bylo
zjisténo, Z2e ekvivalentni mnoZstvi oleje bohatého na a-linclenovou kyselinu v 5 % Inénych semen sniZuje u potkanu, na
néz bylo plsobeno karcinogeny, rist vzniklych nadoril {32), moZna pfispénim k antiangiogennim G&inklim Inénych
semen {59-61) nebe jinymi protinadorovymi mechanismy, jako jsou Géinky na humoraini a bufikami zprostfedkovanou
imunitu, pozménénim mist vézajicich rUstovy faktor a tvorba cytotoxickych lipidickych peroxidagnich produktl (62).
Dfive byla vyslovena domnénka, Ze Inéna semena mohou naru3ovat antiestrogenni (€inky tamoxifenu v dlsledku
endokrinnich vlastnosti (33). Nade studie athymickych my3i se vzniklym ER-pozitivnim lidskym nadorem prsu (MCF-7)
vBak prokazaly, Ze pfi kratkodobém pidsobeni inéna semena zvyduji (innost tamoxifenu pfi snizovani ristu nadoru, a
to za pfitomnosti jak vysokych, tak nizkych hladin estrogenu (33). In vitro studie také prokazaly, Ze kroky ziCastnéné
na metastéze rakoviny, ti. invazivita a adhezivita lidskych nadorovych bunék, se Uinkem lignanti v kombinaci s
tamoxifenem snizuji ve vé&t&i mife, neZ kazdou z téchto latek samotnou (63).

Nase studie je mala, takze nez bude moZno s konetnou platnosti tvrdit, Ze Inéna semena maii schopnost omezovat
rOst a invazivnost rakoviny prsu, bude tfeba vysledky potvrdit na vét§im poltu pacientek a za pouZiti deldi doby |&éby.
Diky tomu, Ze jsou vyborné tolerovana, jsou Inéna semena cbzvlasté atraktivni pro studie prevence rakoviny prsu, kde
bude mozno nabidnout zdravym Zenam dobfe snasenou intervenci pro dlouhodohé uZivani. V budoucnu bude také
tfeba se zabyvat interakcemi Inénych semen a jgjich lignanovych a olejovych sloZek s dal$imi hormonalné aktivnimi
latkarmi. Pokud se bude lé€ebny pfinos zjistény v ramci této studie udrZovat dlouhodobé, mohou se levna a shadno
dostupna Inéna semena stat potravinovou alternativou nebo dopliikem souéasnych lédiv proti rakoviné prsu.
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VyZiva a rakovina

Mechanismy pusobeni a antiproliferativni vlastnosti St'avy zeleniny druhu
Brassica oleracea
v bunéénych liniich lidské rakoviny prsu'?

Giorgio Brandl , Giuditta F. Schiavano’, Nadia Zaffaroni*, Cinzia De Marco*, Mirko
Paiardini Barbara Cervasi a Mauro I\/Iagnanfr

*Institut hygieny, TCentrum biotechnologe, **Institut biochemie "G. Fornaini”, Universita di Urbino,
61029 Urbino, Htélie, a *Ustav experimentaini onkologie, jednotka 10, Istituto Nazionale per lo Studio e
fa Cura dei Tumori, Milano, Italie

ABSTRAKT Brukvovita zelenina je dileZitym zdrojem slougenin, jez mohou hrat vyznamnou dlohu pfi
chemaoprevenci. V této studii jsme vyhodnocovali antiproliferativni Gdinky $tavy fady odrid Brassica
oleracea na estrogen-receptor (ER)-pozitivhi (ER+; MCF-7 a BT474) i ER-negativni (ER—; MDA-MB-
231 a BT20) bunégné linie lidské rakoviny prsu. Uginek $tavy na buné&cnou proliferaci byl
vyhodnocovan na syntéze DNA a na proteinech spojenych s bunéénym cyklem. Stava vyrazné
snizovala syntézu DNA, hodnocenou pomoci inkorporace [3H]thymidinu, poéinaje od nizkych
koncentraci (kone¢na koncentrace 5-15 mifl), pfitemz tato aktivita byla nezavisla na ER. Viechny
zkousené odridy kvétaku pottaCovaly proliferaci bunék v mife zavislé na koncentraci. Inhibice
bunééného rozmnoZovani byla pfi vy$sich koncentracich $tavy provazena vyznamnou smrti bunék,
apoptdza vak nebyla prokazana. Zajimavé je, Ze §tava vykazovala preferenéni aktivitu vigi bufikam
rakoviny prsu v porovnani s ostatnimi zkoumanymi sav€imi bun&&nymi liniemi (ECV304, VERO, Hep2,
3T3 a MCF-10A) (P < 0,01). Na molekularni Grovni se inhibice proliferace pojila s vyznamné sniZenou
expresi CDK6 a zvy3enou hladinou p27 v ER+ burikach, avéak nikoli v ER— bufikach, pficem3s
spolednou viastnosti u vBech buné&nych linii byla vyznamné snizena fosforylace retinoblastomového
proteinu. Z téchto zavérl |ze vyvodit, Ze pozivatelna &ast brukve Brassica oleracea obsahuje latky, je2
dokazi vyznamné brzdit rist ER+ i ER- buné&&nych linii lidské rakoviny prsu, ov8em rlznymi
mechanismy. Tyto vysledky naznacuji, Ze b&Zne druhy brukvovité zeleniny jsou potencialnimi zdroji
chemopreventivnich latek. 135: 1503-1509, 2005.

KLICOVA SLOVA: e rakovina prsu e §tava z brukvovité zeleniny « CDK6 & p27 & chemoprevence

V poslednich letech si chemoprevence ziskala pozornost jako na prostiedek k blokovani zhoubné
transformace v ranych stadiich a postupu choroby v pozdéjsich stadiich. Bylo zji§téno, 2e mnoho
potenciainé antikarcinogennich slou¢enin je pfitomno v ovoci a zelening, zvlasté v rostlinach rodu
Brassica {brukev), napflk!ad v kvétaku a brokolici (1-3). Tyto kfizaté rostliny obsahuji znatné
mnozstvi glukosinolatl (GLS)*, o jejichz hydrolytickych produktech bylo zjigténo, Ze brani, brzdi nebo
vyvolavajl reverzi karcinogeneze vyvolané riznymi chemickymi slouéeninami (4-8). V &erstvych
rostlinach jsou GLS pfitomny ve stabilni formé&, kompartmentalizované na rliznych mistech z
endogenniho enzymu myrosinazy; kdy jsou tkané rozrudené, pfichdzi myrosinaza s GLS do siyku a
hydrolyzuje je na fadu rozkladnych preduktd, napfiklad isothiokyanaty (ITC; isothiokyanaty sulforafan,
benzylisothiokyanat a propylisothiokyanat, fenethylisothiokyanaty), a indoly (3,3 -diindolylmethan,
askorbagen, indol-3-karbinol, indolo-[3,2-blkarbazol) (7).

Mechanismus & mechanismy chemoproventivniho (€inku brukvovité zeleniny nejsou v&tSinou zcela
znamy, byla ovSem pfedioZena fada hypotéz, z nichZ prvni pfedpoklada; Ze n&které &inné latky v této
zeleniné vykazuji ochranny Ucinek modulaci aktivity enzym( metabolizujicich drogy faze Il a faze |
Zejmeéna bylo prokdzano, Ze ITC a indol-3-karbinol indukuji tzv. enzymy faze |, (glutathion S-
transferazu,chinon reduktdzu, glukoronosyl transferdzu), jez hraji vyznamnou dlohu pfi detoxifikaci
toxinh a karcinogen( (4,8 —11) a inhibuji enzymy faze |, odpovédné za metabolickou aktivaci vé&tsiny
chemickych karcinogen(l {10,12).

1 Castetnd prezentovana na "40° Congresso Nazionale Slt,” zaf 2002, Cemnobbio, Italie [Brandi, G., Cervasi, B., Amagliani, 3., Schiavanc, G, F., Sisti, M. a Paiardini, M.
(2001} Valutazione dell'attivita’ antiproliferativa di succo di Brassica Oleracea in cellule di tumore mammario umane. Panerama della Sanita’. PO7-P09 (8bs.)].

2 7a podpory Banca di Credito Cooperalivo di #ano and Fanoateneo.

3 Korespondecni autar. E-mail: brandi@uniurb.it.

4 Pougité zkratky: COK - cyklin-dependentni kindza, DMSO — dimethylsulfoxid, ER - estrogenovy receptor, FCS - fetéini teleci sérum, GLS — glukosinolaly, 13C - indol-3-
karbinal, IC50 — 56% inhibidni koncentrace, ITC — isothiokyanat, pRb — retinoblastomovy protein
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V posledni dobé& byla k vykladu ochranného Géinku spojeného s konzumaci brukvovité zeleniny vigi
rakoviné prsu navrZzena fada dalsich mechanismU, napfiklad interakce mezi agens obsazenymi v této
zeleniné a estrogenovym metabolismem (nebo drahami pfenosu signall) (13,14), navozeni
apoptotické smrti bunék {15—18} nebo interference s regulacnimi proteiny bunééného cyklu (19 -22).
V pfedchozi praci {22) jsme prokazali, ze tetramerni derivat (tetramer) indol-3-karbinolu (13C), coz je
pfirodni latka pfitomna v brukvovité zelening, dokaZe inhibovat rist bunék rakoviny prsu. Tento u€inek
spociva v tom, Ze indukuje jejich zadrz v G1 fazi bunétného cyklu v disledku inhibice exprese a
aktivity CDK8, zvySeni expresni Grovné p27 a sniZzeni exprese a fosforylace retinoblastomového
proteinu (pRb).

Vétdina dokladll antikarcinogennich G&ink( produktl hydrolyzy GLS pochazi z experimentd na
zviratech, kde indoly a ITC redukuji Eetnost a multiplicitu experimentalng navozenych nadorll (4, 6,
23-26). Naproti tomu u Elovéka je uloha konzumace brukvovité zeleniny v prevenci rakoviny stéle
nejasna (6). Rada epidemiclogickych studii poukazuje na pokles vyskytu riiznych typl lidské rakoviny
u osob konzumujicich velka mnozstvi zeleniny bohaté na GLS, jako jsou brukvovité druhy (2,3,27-31),
pfitemz stupen vysledné ochrany byl imé&rny mife konzumace této zeleniny (6). V jinych kohortovych
studiich byla zji§téna spojitost mezi celkovym pfijmem zeleniny nebo ovoce a kolorektalnim
karcinomem slaba nebo nebyla zadna (32-34). Uginek stravy bohaté na brukvovitou zeleninu na
prevenci rakoviny se ovéem mUze lisit podle typu a mista karcinomu (24,35). Mimoto je spojitost mezi
spotfebou brukvovité zeleniny a rakovinou prsu u Clovéka stale nejasna, protoZe zatimco nékteré
studie prokazaly pfi konzumaci brukvovite zeleniny vyznamny ochranny Gginek, jiné naprosto zadnou
takovou spojitost nezjistily (31, 36—40). V nékterych pfipadech mohou byt tyto rozpory disledkem
rozdilnosti pouZitych metod nebo hodnocenych parametrl  (41). Uloha pfirodnich slouenin
nachazejicich se v brukvovité zeleniné jako chemoprotektivnich latek si tedy zasluhuje dal$i vyzkum.
Existuje sice cela fada studii antikarcinogenni aktivity indoldt & ITCs nebo jinych samaostatnych
komponent, ovéem studii provadénych s celou brukvovitou zeleninou je jen velmi malo. Nelze vylouéit,
Ze diky moznym interakcim mezi slou¢eninami pfitomnymi v celistvé zeleniné jsou chemaopreventivni
vlastnosti celé zeleniny z &eledi brukvovitych viagi rakoving G¢inn&jsi, nez jak je tomu u izclovanych
sloZek.

V pfedkladané studii jsme zkoumali U¢inek a mechanismus plsobeni Stavy z Cerstvého celého
kveétaku na rust a Zivotaschopnost bunék lidské rakoviny prsu.

MATERIALY A METODY

Materialy. DMEM, inzulin, Hoechst 33342, a ethidiumbromid pochazely od firmy Sigma Chemical.
Fetalni teleci sérum (FCS) bylo ziskano od firmy Mascia Brunelli. [PH]thymidin byl zakoupen od firmy
NEN Life Science Products.

Priprava kvétakové $tdvy. Cerstvé listy kvetaku byly ziskany v zimnich a jarnich mésicich od
mistnich péstitell. Plna §tava byla pfipravena mechanickym rozmélnénim listh s naslednou
homogenizaci. Homogenizat byt po dobu 10 minut za teploty 4°C odstfedovan pfi 8000 x g a
supernatant byl dekantovan, sterilizovan filtraci na filtrech 0,22 ym a ihned pouZit ke zpracovani.
Priprava suchych vytazki kvétskové $tavy. Cerstvé listy kvétaku byly omyty roztokem 0,4 mg/l
chlory, oplachnuty steriini vodou a dehydrovany pfi 40 °C pfi vzduchove ventilaci. Dale byly tyto listy
nasekany nadrobno a zpracovany k extrakci ethanclem nebo vodou. Suché vytaZky ohsahovaly <5 %
vody. Vytazek byl ze Stavy z listd ziskan sprejovym suSenim (Model B-191-Buchi, Milano) pfi vstupni
teploté 180 °C a vystupni teploté 90 °C.

Kultivace bunék. Bunécné linie lidského adenokarcinomu prsu ER+ (MCF-7 a BT474) a ER- (MDA-
MB-231 a BT 20) byly ziskany od Centro di Biotecnologie Avanzate. Buriky byly péstovany v DMEM
suplementovaném 10% FCS, 2 mmol/t L-glutaminu, 10 g/l neesencialnich aminokyselin, 50 mg#
streptomygcinu, 1000 U/ penicilinu, s (MCF-7) nebc bez 10 mg/l inzulinu. VERQ fibroblastoidni buriky
ledvin afrického kolkodana zeleného, permanentni buftky ECV304, lidské epitelidini buiky Hep2,
my3i embryonélni fibroblastické bufiky 3T3 a netumorigenni lidské prsni buriky MCF-10A byly
kultivovany na pfislu$nych pldach suplementovanych 10 % FCS, 50 mg/l streptomycinu a 1000 U/l
penicilinu. V8echny bunécné linie byly péstovany ve formé& monovrstev pfi teploté 37 °C ve zvlh¢ené
atmosféfe s 5 % COQ,. Experimenty byly provedeny s bufikami v logaritmické fazi ristu.

Inkorporace [PHjthymidinu. Buiky byly naotkovany v hustoté 30 000/jamku v 24jamkovych
kultivaénich miskach a ponechany pfes noc. Duplicitni vzorky mnoZicich se bunék byly po dobu 48 h
(ECV304, VERO, Hep2 a 3T3) nebo 72 h (MCF-7, MDA-MB-231 a MCF-10A) vystaveny Stavé v
koncentraéni Fadé od 0,5 do 60 ml/l. V prib&hu poslednich 4 hedin byly bunky pulzovany 111 MBg/
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? H}thymidinu {962 Bg/mmol) a zpracovany podle Brandiho et al. (22). Vysledky byly vyjadieny jako
primérna hodnota dpm vzorki, na néZ bylo plsobeno §tavou, v porovnani s kontrolnimi vzorky.

Test na Zivotaschopnost bunék. Bufiky MCF-7 byly naotkovany v hustoté 6 x 10° bunék/60mm
misku a ponechany pfes noc. Bufiky byly vystaveny rostoucim koncentracim kvétakove §tavy a po 72
hodinach od zahajeni zpracovani byly viechny bufiky (plovouci i pfipojené bunky shromazdéné
trypsinizaci) charveny 0,4% trypanovou modfi a spocitany na hematocytomedtru,

Hodnoceni morfologie apoptickych bunék. Buiiky byly sebrany v riznych intervalech od plsobeni
§tavou; plovouci a pfilnuvai bunky byly shromazdény zvlast a apoptéza byla posouzena barvenim
bunék ginidlem Hoechst 33342 {2 mg/l; Sigma) pfi teploté 37 °C po dobu 15 minut a pfibarvenim
ethidiumbromidem (5 mg/l) pfidanym po dobu 5 min t&sné pfed pozorovanim. Po obarveni byly
preparaty pozorovany pod fluorescenénim mikroskopem. Procenticky podil bunék s apoptickou
jadernou morfologii byl stanoven skérovanim alespef 300 bunék z kaZzdeho vzorku.

Analyza obsahu DNA pratokovou cytometrii. Buiky byly naotkovany na plastové bafiky 75 cm? a
vystaveny rostoucim koncentracim $tavy. V ruznych intervalech (24, 48 a 72 h) od zadatku plsobeni
§tavou byly bunky shromazdény a vzorky 1 x 108 bunék byly fixovany v 70% ethanolu, promyty PBS a
po dobu 30 minut barveny pfi teploté 4 °C roztokem obsahujicim 50 mg/l propidiumjodidu, 50 g/l
RNAzy a 0,05 % NP40. Nasledn& byly analyzovany na prltokovém cytometru FACScan (Becton
Dickinson). Distribuce buné&éného cyklu byla hodnocena na grafech DNA pomaci softwaru CellFit
podle modelu SOBR (Becton Dickinson).

Méreni aktivity caspase. Katalyticka aklivita caspase byla stanovena u bunék vystavenych po dobu
72 hodin kvétakové stavé o koncentraci 10 ml/l pomoci soupravy Caspase-8/Mch6 Fluorometric
Protease Assay Kit (MBL) a Caspase-3 Assay Kit (BD Biosciences, Pharmingen). Celkovy protein a
specificky fluorogenni substrat (leu-glu-hisasp-7-amino-4-trifluoromethylkumarin, LEHD-AFC, v
pfipadé caspase-9 a N-acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-aldehyd-7-amino-4-methylkumarin, Ac- DEVD-AMC, v
ptipadé caspase-3) byly miseny pfi teploté 37 °C po dobu 1 hodiny. V testu na aktivitu caspase-3 byla
negativni kontrola ziskéna inkubaci kaZdého vzorku za pfitomnosti inhibitoru Ac-DEVD-CHO.
Hydrolyza substratl pro caspase-9 a caspase-3 byla monitorovana spektrofluorometricky pfi vinové
déice 505 resp. 440 nm.

Analyza Western blot. Exprese CDKB, p27™" a proteinu pRb byla hodnocena analyzou Western biot.
Jak neexponované vzorky, tak vzorky vystavené plscbeni dtavy byly lyzovany na ledu po dobu
20 minut postupem podle Brandiho et al. (22). Z celkovych extrahavanych proteini bylo 25 g
frakcionovano na SDS-PAGE, elektricky pfeneseno na nitroceluiézové membrany a inkubovéno s
protilatkami proti CDK6 (1:200), p27“°! (1:500) a pRb (1:1000) (Santa Cruz Biotechnology). Proteiny
detekované s Cinidly se zvy$enou chemiluminiscenci byly stanoveny na pfistroji ChemiDoc {Bio-Rad).
K potvrzeni rovné proteinové zatéze byl pouzit aktin.

izolace a hybridizace RNA a makroarray analyza dat. Genova exprese byla analyzovana za pouZiti
komeréné dostupného array zafizeni pro nukleové kyseliny Panorama™ Human Apoptosis Gene
Array (Sigma Genosys), sestavajiciho ze 198 rlznych lidskych genli souvisejicich s apoptédzou.
Viechna RNA byla izolovana reagencii Trizol LS z bunék MCF-7 zpracovanych nebo nezpracovanych
kvétakovou Stavou. Potom byly pfipraveny komplexni sondy reverzni transkripci za pfitomnosti 740
kBq [a->2P] dCTP, Neinkorporované nukleotidy byly odstran&ny na rotaéni koloné& s napini Sephadex
G-25.

Generovana cDNA byla inkubovana v hybridizaénim roztoku a po dobu 10 minut denaturovana pifi
teploté 95 °C. Membrana byla hybridizovana pfes noc a nakonec exponovana phosphorimageru.
Vysledky byly normalizovany vydélenim intenzity signéalniho genu primérnou intenzitou signdld
5 housekeeping genil, které mély mezi jednotlivymi vzorky pomérné stalou Uroven exprese.
Statisticka analyza. Vysledky jsou uvedeny ve tvaru primér + SEM z minimalné tfi samostatnych
experimentld, z nichz kazdy byl proveden dvojme. Data byla analyzovana podle situace pomoci
1cestné nebo 2cestné ANOVA s naslednym Tukeyho post hoc testem. Rozdily byly povazovany za
vyznamné pli P < 0,05.

kip1

VYSLEDKY

Viiv kvétikové Stdvy na proliferaci bunék. Kvétakova §tava vyrazné sniZovala u bunék MCF-7
syntézu DNA (obr. 1A). Inhibice zavisela na davce; zhruba 50% inhibice buné&cné proliferace bylo
dosaZeno pfi koncentraci 3,5 mi/l, vice nez 90% inhibice pak pfi koncentraci 25 mlil. Stava aplikovana
po dobu 72 h v téZe koncentraci jako v pfipadé bunék MCF-7 inhibovala v zavislosti na koncentraci
rist ER— bunék (obr. 18). K potvrzeni téchto (dajl jsme plsobeni §tavy zopakovali i na daidich ER+
(BT20) i ER- (BT474) buné&Cnych liniich lidské rakoviny prsu. Ziskané vysledky (zde neuvedene) byly
podobné jako v obr. 1 a potadi citlivosti vi&i $tavou vyvolané inhibici inkorporace [*H]thymidinu,
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sestavené za pouziti hodnot 50% inhibiéni koncentrace (ICs), bylo nasledujici: BT474 > MCF-7 =
MDA-MB-231 > BT20 (BT474 vs. MCF-7, P < (,05; MCF-7 vs. BT20, P < 0,05).

Zatimco u bunék rakoviny prsu MCF-7 byla |nh|b|ce syntézy DNA v zavislosti na davce zjevna, byl u
dal$ich savéich bunéénych linii pokles inkorporace [H]thymidinu jen mirny (P < 0,01) (obr. 2).

OBR. 1 Syntéza DNA v bufikach rakoviny prsu MCF-7 (4) a MDA-MB-231 (B},

a na néz bylc po dobu 72 hodin plsobeno stavou v uvedenych

koncentracich. V prilbéhu posiednich 4 hodin pisopeni byly buiiky pulzovany [PH]thymidinem
a byla stanovena jeho inkorporace do DNA. Hodnoty jsou uvedeny ve tvaru

primér + SEM, n = 5. Hodnoty bez spoleéného pismena jsou rlzne, P < 0,05.

OBR. 2 Viiv §tavy kvétaku na syntézu DNA v rlznych

sav&ich buné&&nych liniich, Na buriky bylo plsobeno §tavou ve znazom&nych koncentracich
po dobu 48 hodin a dale byly zpracovény, jak je uvedeno v legendé k obr. 1.

Hodnota ICs, pro buriky MCF-7 &inila ~ 5 mi/l, oproti hodnotam > 20 mil/l

u ostatnich bunéénych linii. Hodnoty jsou ve tvaru primér £+ SEM, n = 3. *Odliné od

viech ostatnich bunéénych linii, P < 0,01.

U bunék MCF-7 &inila hodnota ICs; 5,1 ml/l, oproti hodnotdam u ostatnich bun&énych linii, kde
dosahovala vySe 44,3 (VERQ), 19,8 (373), 29,6 (Hep2) a 255 (ECV304) ml/l. U netumorigennich
Ildskych prsnich bunék MCF-10A neméla expozice 15l Stavy po dobu 72 h na inkorporaci
[ H]thymidinu viiv (89 + 4,5 % kontroly), zatimco 30 pl Stavy mkorporacl inhibovato (P < 0,05) (38,8 +
3,4 % kontroly). Pfi této koncentraci byla ovéem inkorporace [ H]thymidinu do bunéénych linii rakoviny
prsu MCF-7 a MDAMB- 231 prakticky nulova (obr. 1). Vysledky tedy ukazuji, Ze Stava rostliny
Brassica oferacea je potentnim inhibitorem syntézy DNA v lidskych bunkach rakoviny prsu. Také jsme
prokazali, do rizné miry jsou tyto antiproliferativni viastnosti zachovany ve véech odridach této
rostliny (obr. 3)

Piusobeni stdvy kvétaku. Suché vodné nebo vodno-alkohclické extrakty $tavy kvétaku ziskané
vymrazenim mély znatelny (P < 0,05) vliv na syntézu DNA v buftkach MCF-7, pfitemz tento vliv byl
zavisly na koncentraci (obr. 4A). Aktivita vodného extraklu uchovavaného v suchu byla po dobu
1 mésice stald (obr. 4B). Oproti tomu u buneék exponovanych pomérné wvysokym koncentracim
extraktu ziskaného sprejovym susenim nebyla pozorovana zadna antiproliferativni aktivita, z &ehoz Ize
vyvodit, Ze tyto aktivni latky jsou labilni vidi zvySenym teplotam.

OBR. 3 Syntéza DNA v bufikdch MCF-7, na néz bylo po dobu

72 hodin piscbeno riznymi kgncentracemi §tav ziskanych

z riznych odriid Brassica oferacea. Hodnoty jsou uvedeny ve tvaru primér £ SEM, n =3.
Haodnoty pro jednotlivé odridy bez spole¢ného pismene se lisi, P < 0,05.

OBR. 4 Syntéza DNA v buitkach MCF-7, na néz2 bylo po dobu

72 h pusabeno zvySovanymi koncentracemi {A) vymrazeného extraktu bezprostfedné
po pfipravé a (B) vymrazeného vodného extraktu uchovavangho

po riznou dobu za nizké teploty. Hodnoty jsou ve tvaru pramér

+ SEM; n = 3. Hodnoty pro extrakt (A) nebo pro stejnou dobu (B) bez

spoledného pismene se lisi, P < 0,05.

Pusobeni na bunéény cyklus. K posouzeni vlivu §tdvy kvétaku na bunéény cyklus jsme pouZili
koncentrace v rozmezi od 2,5 do 10 ml/, které dokazi inhibovat inkorporaci [ H]thymidinu do DNA v
bufikach MCF-7 z 10 — 71 % a v bufikdch MDA-MB-231 z 22 — ¥ %. Z prltokové cytometrickych
profill jaderného obsahu DNA v bufikach ER+ a ER- vyplynulo, Ze u bunék MCF-7 §tava bunéény
cyklus nenaruduje a u bunék MDA-MB-231 byla po plsobeni vy3si koncentrace stavy (10 mifl)
zjisténa pouze mirna akumulace bunék v S-kompartmentu {tab. 1). Z téchto vysledkl lze vyvodit, Ze
pfinejmensim pfi nizkych koncentracich potladuje $tdva buné&ény rist, aniz by vyvolavala specifické
blokovani buné&ného cyklu. Kdyz v8ak byly ER+ a ER- bunfiky vystaveny vy$3im koncentracim $tavy
(> 20 mifl), byl po 48 hodindch plsobeni naakumulovan v S a Gy/M fazich zna&ny podet bunék.
Soub&zné s tim doslo k poklesu podtu bunék v G5y/G, fazi a naristu procentického obsahu debris
(Udaje zde nejsou znazornény).

Cytostatické a cytotoxické uéinky. K posouzeni, zda k poklesu inkorporace [*HJthymidinu u bunék
vystavenych §tavé doslo v disledku cytotoxického nebo cytostatického Géinku, jsme vyhodnotili
Zivotaschopnost bunék MCF-7 po plisobeni §tavy v linearnim rozmezi zavislosti odezvy na davce
ziskaném v ramci testu antiproliferativniho uginku (obr. 1). Plsobenim &tavy doslo pii nizSich
koncentracich (s 1Cs;) k davkové zavislé inhibici proliferace bunék (P<0,05) bez poklesu
Zivotaschopnosti bunék, Kdezto pfi koncentracich dokonce nad ICs; byl zjistén proporcionaini narist
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procentickeho podilu nekrotickych bunék {(pfi koncentraci tavy 20 ml/l az 25 %, P < 0,05), jak ukazuje
pokles Zivotaschopnosti a narlst debris (obr. 5).

TAB. 1
Plusobeni stavy kvétaku na bunétne cykly ER-pozitivnich
(MCF-7) a ER-negativnich (MDA-MB-231) bunéénych linii'?

48 h 72h

Stava, Debris G 8 G:M Debris Gy 5 G:M
%

MCF-7
0 5 57 34 9 8 59 32 9
2,5 18 58 32 10 19 59 29 12
5,0 32 58 31 10 25 63 25 13
10,0 42 60 29 11 38 54 25 1
MDA-MB-231
0 7 50 31 19 12 55 30 15
2.5 12 51 29 20 15 58 28 14
5,0 17 45 33 22 20 52 29 19
10,0 KIH 35 45 20 34 38 40 22

' Udaje jsou vyjadieny jako procenticky podil viech bunék a piedstavuji priméry dvojitych méfeni, jeZ se nelidily vice neZ o
10 %.
2 Pre-Gqn peak apoptotickych bunék byl u vEech vzorkl nedetekovatelny.

Jelikoz pritokové cytometrické analyzy u buné&k MCF-7 a MDA-MB-231 po plscbeni stavy v
koncentracich, které dokazi snizit proliferaci bunék (210 mil/l), nepoukazovaly na pfitomnost
detekovatelné populace pre-G; apoptotickych bunék (tab. 1}, analyzovali jsme apoptdzu; také jsme
vyhodnocovali kondenzaci jaderného chromatinu a fragmentaci jader, coZ jsou obé bézné
charakteristiky apoptotickych bunék. Po 48 a 72 hodinadch plsobeni bylo na zdkladé analyzy
fluorescentnich jader zjisténo, Ze typické apoptotické vlastnosti vykazuje pouze velmi maly podit
{< 3 %) bunék exponovanych 3tavé. Ani na molekularni Grovni nebyl zjistén zadny doklad apoptdzy
vyvolané plsobenim stavy; expozici bunék MDA-MB-231 5tavé kvétaku o koncentraci 10 mlfl po dobu
72 hodin se katalyticka aktivita caspase-9 a caspase-3 v porovnani s kontrolnimi vzorky nijak
nezvysila (vysledky zde nejsou znazornény). Podobné se u bunék MCF-7 nezvysila aktivita caspase-9
(vysledky zde nejsou znazornény).

OBR. 5 inhibice ristu bunék vyvolana &tavou kvétaku u bunék

MCF-7, na néZ bylo pusobeng riznymi kencentracemi §tavy; po 72 hodinach

kultivace byl zjitovan pocet Zivotaschopnych a mrtvych bunék. Hodnoty jsou uvedeny ve tvaru
prumér £ SEM, n = 3. Hodnoty bez spoleéného pismena jsou riizné, P < 0,05.

U téchto bunék se analyza omezovala na caspase-9, protoZze caspase-3 neexprimuji (42).
Tyto vysledky ukazuji, Ze zastaveni rustu bunék vystavenych 3tavé se poji s cytostatickym
mechanismem a se smrti nekrotickych bunék, k €emuz dochazi pfi pouziti vy$Sich
koncentraci.

Viiv na proteiny zavislé na bunééném cyklu. Analyza Western blot provedena u ER+
bunék ukazala, Zze se vlivem pUsobeni §tavy vyrazné zvysily hladiny p27 CDK inhibitoru, a to
u bunék jak MCF-7 (P < 0,01) (obr. 6), tak BT474 (P < 0,01; zde neuvedeno) a selektivné —
zejména u bunék MCF-7 - sniZila hladina CDK6 proteinu (P < 0,01). U bunék MCF-7 se
hladina proteinu p27 zvySovala v zavislosti na davce az na 200 % vychozi hodnoty
pusobenim 10 pl 8tavy (obr. 6). U nékterych bunék se 72hodinovym plsobenim 5 a 10 pl
gtavy snizila vychozi hladina CDK6 po fadé na 20 a 15 %. Naproti tomu nitrobunééna
hladina CDK4 se pusobenim &tavy nezménila (neukazano). Analyzovali jsme také expresi
p27"*" a CDK6 u ER— bunék (MDA-MB-231 a BT20). Je zajimavé, Ze u téchto bunék nemély
tytéZ koncentrace $tavy na expresi p27 a CDK6 zadny vliv (obr. 7A).

Jednim ze zdakladnich substratt pro G; CDKs je retinoblastomovy protein (pRb).
Antiproliferativni aktivita Rb je regulovana posttranslacni modifikaci; pro progresi buné&nym
cyklem je zejména kriticka fosforylace pRb (43). V ER+ buikach, a kupodivu také v ER-
burikach, vystavenych stavé bylo mnoZstvi celkového a hyperfosforylovaného pRB vyrazné
snizené (v obou pfipadech P < 0,01) (obr. 64, B a obr. 7B). Za pokles fosforylace Rb a tedy
za zastavu proliferace bunék v pfipadé ER+ a ER- bunék tak nejspiSe odpovidaji razné
mechanismy.
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Exprese genl spojenych s bunéénym cyklem a apoptozou. U exponovanych bunék byla
exprese fady genu spojenych s apoptozou regulovdna smérem vzhuru (udaje nejsou
znazornény). Z genl, jejichz produkty maji antiapoptotickou funkci, jsme overexpresi zjistili u
survivinu (150% narust).

OBR. 6 Exprese proteinu zavislého na Gy bun&&ném cyklu a

aroven endogenni fosforylace Rb proteinu v bufikach MCF-7

vystavenych pe dobu 22 a 72 hodin 8tavé. (A) Celkové bung&éné extrakty byly

analyzovany na Cdke, p27""' pRb a aktinové proteiny metodou Western blot.

Hyperfosforylovany Rb (ppRb} vykazuje v porovnani se samotnym

hypofosforylovanym (pRb) charakteristicky posun mobility. (8) Relativni

hladina Cdks, p27“*" a ppRb proteinl v buitkach MCF-7 po piisobeni riiznych

koncentraci §tavy byla stanovena na piistreji ChemiDoc,

normalizovana na aktin a vyjadiena jako procenticky podil hodnoty bez plscbeni

(definované jako 100). Hodnoty jsou ve tvaru prameér £ SEM, n = 3. *Odlisne od

neexponovanych bunék, P < 0,01.

OBR. 7 Exprese proteinu zavisiého na G4 bunééném cyklu a

Groven endogenni fosforylace Rb proteinu v ER- bufikach. Bufiky

byly exponovany a zpracovany, jak je uvedeno v legendé k obr. 7. (A)

Analyza Westem blot Cdk6, p27*" a aktinovych proteini v buftkéch MDA-MB-

231 (vieve) a BT20 (vpravo} po pUsobeni 10 mi/l §tavy. (B) Reprezentativni
Western blot analyza pRb a ppRb {vlevc) a hladiny

ppRE (vprave) v burikach MDA-MB-231 a BT20 peo 72hodinovém plsobeni
riznych koncentraci &tavy. Hiadiny protein byly normalizovény

na aktin. Hodnoty jsou ve tvaru prilmér £ SEM, n = 3. *Odli&né od neexponavanych
bunék, < 0,01,

Z genu, jejichz produkty se vyznacuji proapoptotickou funkci, jsme Zjistili overexpresi TRADD
(tumor necrosis factor receptor associated death domain, 180% narust), TRAF-2 (tumor
necrosis factor receptor associated factor 2, 120% narust) a BID (170% narust) a pokles
exprese FAAD (Fas-associated death domain, 50% pokles).

DISKUSE

Béhem posledniho desetileti zaujala ve vyvinutych zemich rakovina prsu prvni misto jako
ptiina rakoviny u Zen. Hlavnimi zpUsoby boje proti tdmto novotvarim jsou chirurgické
odstranéni nadoru a chemoterapie. Chirurgicky zékrok je v8ak ve fazi metastazi asto
neG¢inny. Pokud jde o chemoterapii, je znatny pocet pacientek k antiestrogenovym
slouéeninam od poéatku rezistentnich nebo rezistenci k beéznym lékim ziskaji pfi
dlouhodobé |ECbé. V poslednich letech byla z hlediska potencialni ucinnosti jako zdroje
chemopreventivnich latek studovéna fada druhd zeleniny; z epidemiologickych studii pak
vyplyva, Ze druhy brukve maji protektivni G&inky in vivo vi&i riznym typGm rakoviny, véetné
rakoviny prsu (3, 31, 44). Byla vyslovena domnénka, Ze antitumorigenni aktivita nékterych
l4tek pfitomnych v této zelening ma spojitost s indukei detoxifikaénich enzymu, inhibici
aktivace prekancerogenl, plUsobenim antioxidanti a zachytem karcinogenli vlakninou v
travicim Ustroji {5). V této study jsme prokazali, Ze surova $tava kvétdku je potentnim
inhibitorem rdstu bunék lidské rakoviny prsu in vitro a Ze jeji antiproliferativni vlastnosti jsou
spoleénym rysem ruznych kultivart rostliny Brassica oleracea, i kdyz s riznou G&innosti.
Tyto rozdily v G¢innosti mohou byt dany genotypem, podminkami ristu, dobou sbéru a
klimatem (45,46) a zasluhuji si dal8i vyzkum.

Nade (daje ukazuji, Zze §tava dokéze blokovat proliferaci ER+ i ER— bunék rakoviny prsu, a
naznaduji, ze se na tom mohou podilet rizné cesty inhibice rustu, s jedineénym spoleénym
cilem, jimz je vyrazny pokles endogenni fosforylace Rb.

Na molekularni urovni snizuje $tdva v ER+ bunkach selektivné hladiny CDK6 a zvysuje
hladinu CDK6 inhibitoru p27. Jelikoz endogennim substratem pro G, CDK-6 je Rb, klesa
vlivem sniZzené hladiny CDK-6 rozsah fosforylace Rb, v dusledku ¢ehoz se Rb ve formé
hypofosforylatu vaze a inaktivuje transkripci E2F, Cimz zastavuje bunéCny cyklus. V ER-
bufikdch zlstavaji CDK6 a p27 po expozici nezménéné, z £ehoz |ze vyvozovat, Ze se na
poklesu drovné fosforylace Rb, a tedy blokovani proliferace bunék, mohou podilet dalsi
proteiny nebo kinazy. Hong et al. (47) uvadi, Zze 3,3 -diindolylmethan, coz je indol odvozeny z
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rostlin druhu Brassica, indukuje v bufikach rakoviny prsu zastavu G; bunééného cyklu
mechanismem zahrnujicim p21 a Ze indukce exprese p21 zavisi na estrogenovém receptoru.
Mechanismus zastaveni rUstu v burikach rakoviny prsu zahrnujici proteiny p27 a CDK6
bunééného cykiu G; publikovali Cover et al. (19) pro 13C a my pro tetramerni derivat 13C
(22). Tyto slou€eniny indukuji overexpresi p27 a také snizuji hladinu CDK6 v ER+ burkach.
Dale, zastava proliferace bunék se pojila s blokovanim bunék v G1 fazi bunééného cyklu,
coZ je situace, kterd u a bunék exponovanych 3$tavé pozorovana nebyla. Je oviem tfeba
poznamenat, Zze v pfedchozi studii jsme také zjistili, Ze je k tetrameru vysoce citliva pRb-
negativni bun&énd linie rakoviny prsu (BT-549), a to i za nepfitomnosti akumulace bunék G1
faze (22). Proto, v souladu s udaji ziskanymi s tetramerem u bunék BT-549, neni
pravdépodobné, Ze by CDK6 byl jedinym dullezitym molekularnim teréem aktivity s$tavy
brukve.

Antiproliferativni aktivita Stavy se jevi jako zplUsobena jak cytostatickym, tak cytotoxickym
mechanismem, v zavislosti na jaji koncentraci. Pfi niZ8ich koncentracich (= ICsg) vyvolava
&tava znacnou inhibici proliferace bez vyraznéjsiho poklesu Zivotaschopnosti bunék, z éehoz
lze vyvodit, Ze k zastavé dochazi cytostatickym mechanismem, zatimco pfi vy$sich
koncentracich (> 1Csy} zpUsobuje Stava vyznamnou smrt bunék. V této studii jsme také stavu
pouzili v koncentracich > 1Cy; a Zjistili jsme, Ze se znaény podil bunék akumuluje v S a G,/M
fazi. Smrt bunék pfi nejvyssich koncentracich mize byt oviem také zpusobena specificky
toxickym uéinkem tavy, jak bylo publikovane v pfipadé ITC (48). V ramci nékolika studii byio
zjisténo, Ze nékteré latky pfirozené pfitomné v kvétaku, jako jsou indoly, ITC a sulforafan,
vyvolavaji apoptézu v rlznych druzich rakovinovych bunék (15, 17, 48-53), v€etné bunék
rakoviny prsu (15,17,50). V na8i studii jisme prokazali, ze surova kvétakova &tava nedokaze
v ER+ a ER- buiikach rakoviny prsu vyvolat apoptdzu (pfinejmensim po dobu pozorovani,
kterou jsme v praci pouzili) a ze smrt bunék je v nadich pokusnych podminkach zplsobena
nekrotickymi udalostmi. To, Ze plUscbenim &tavy kvétaku neni vyvolana apoptdza, je v
souladu s Udaji makroarray analyzy u bunék MCF-7, coz poukazuje na zvySenou expresi jak
anti-, tak pro-apoptotickych gena.

Shrneme-li tyto vysledky, muZeme z nich vyvodit, Ze inhibice rlstu bunék rakoviny prsu
vystavenych U&inku 3tavy kvétdku moZe byt zpusobena vice mechanismy a Ze
antikarcinogenni aktivita $tavy se alespon ¢asteéné lisi od mechanismu pfedpokladaného u
I3C a jeho tetrameru (19, 22).

Vyznamnym zjist€nim v této studii je skutednost, ze Stava kvétaku vykazuje preferenéni
aktivitu vi&i bufkam rakoviny prsu. Porovname-li totiz hodnotu ICs, u bunék MCF-7 a u
dalsich zkoumanych savéich bunéénych linif, zjistujeme, 2e prsni buriky jsou k plsobeni
Stavy 3,7krat az 8,7krat citlivj§i. Jelikoz jsme pouZili bunééné linie s vysokou mirou
replikace, lze z tohoto zjisténi vyvodit, Ze je nepravdépodobné, Ze by v koncentracich
blokujicich rust bunék rakoviny prsu mohla §tava poskozovat in vivo normalni bufiky. Jelikoz
véak byly ke kultivaci riznych buné&énych linii pouzity rozdilné pady, nemuzeme vyloucit
moznost, ze k rlzné citlivosti zjisténé u rlznych bunék pfispiva alespori ¢asteéné interakce
mezi extraktem a nékterou slozkou ¢&i slozkami jednotlivych plud. Mensi antiproliferativni
aéinek byl v netumorigenni linii lidskych prsnich bunék pozorovan pouze pfi vysokych
koncentracich extraktu; tento Géinek neni fyziologicky relevantni a potvrzuje selektivitu
aktivity $tavy kvétaku vOci bufikam rakoviny prsu.

Mnoché druhy kiizaté zeleniny, k nimz kvétak patfi, se pfed konzumaci tepelné upravuiji.
Tepelnou Upravou se v8ak niCi myrosindza, ¢imZ se sniZuje biologicka dostupnost ITC a
dalSich potencialnich chemopreventivnich slouéenin. K feSeni tohoto problému jsme
zpracovali kvétakové listy na suchy extrakt a prokazali, Ze suchy prasek ziskany postupem
za nizké teploty si po deidi dobu uchovava stabilitu. Extrakt by tedy mohl byt nutraceutickym
prumyslem vyuzivan k chemoprevenci. Naproti tomu sprejovym susenim se tato aktivita niéi.
Nevime, kterd je to slouenina, jeZ je timto postupem naruSena. Nicméné doslo ke ztraté
fady slou€enin, véetné téch, jeZ jsou odpovédné za antioxidatni aktivitu (neznazornéno).

V této studii je podle nasich znalosti poprvé prokazano, Zze kvétak puUsobi jako potentni
inhibitor ristu jak ER+, tak ER— bunék rakoviny prsu. Mechanismus
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inhibice rustu je sice tfeba dale zkoumat, ovdem vysledky ukazuji, ze kvétak obsahuje
slou¢eniny vykazujici antikarcinogenni Uginky, jez nejspiSe puscbi mechanismy jak ER-
independentnimi, tak ER-dependentnimi. V této studii nebyla pouzita jedna izolovana &ista
slou€enina, nybrz plna §tava, diky ¢emuz byly vyuZity vechny aktivni slouceniny. MozZnost
vyuZziti této jedlé rostliny, v pfirodé velice rozsifené, k chemoprevenci nékterych druhu
rakoviny u vysoce chroZzenych osob nebo jako chemoterapeutického materialu je vysoce
zajimava a je tieba ji dale zkoumat.
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100 41 Praha 10

Ceska republika

Sp. zn./Ident.: 2012/518/had/WAL
C.j.: BUR/3140/2012
Zasedani Rady €. 15 - 2012 / po¥.€.: 18

Vazeni,

Rada pro rozhlasové a televizni vysilani (dale jen ,,Rada‘) postupuje Statnimu tustavu pro
kontrolu 1é¢iv podnét obcanského sdruzeni Unicampus o. s. ve véci reklamy DECOLEN, ktery
byl Rad¢ dorucen dne 22. Cervna 2012. Zaroven si Vas dovolujeme pozadat o posouzeni
skute¢né klasifikace tohoto ptipravku.

Stézovatelé¢ uvedli, ze je spotrebitelum uvadéno zejména tvrzeni, zZe sloZeni vyrobku ma
hormonalni vliv na tkané lidského prsu ve smyslu ucinku na tkané prsni zlazy, a to do takové
miry, Ze dochazi ke tkanovym zmenam typu rustu a vyvoje tkané prsni zlazy, v jejich dusledku se
meéni tvar zenskych prsou. Pokud vyrobek DECOLEN takovymi hormonalnimi ucinky skutecné
disponuje, jedna se zcela jednoznacne o lécivy pripravek ,,dle funkce* ve smyslu § 2 odst. 1
pism. b) zakona ¢. 378/2007 Sb., o lécivech. V takovém pripadé se dopousti spolecnost Walmark
protipravni reklamy vyrobku DECOLEN ve smyslu § 5 odst. 3 zakona ¢. 40/1995 Sb., o regulaci
reklamy a nekalé (klamavé) obchodni praktiky viici spotrebiteli ve smyslu zdakona
C. 634/1992 Sb., o ochrané spotiebitele tim, Ze klame spotrebitele o povaze vyrobku uvadenim
textu ,,doplnek stravy“. Vyrobek DECOLEN je totiz dle své funkce lécivym pripravkem,
neregistrovanym na nasem trhu. Pokud vyrobek DECOLEN takovymi hormondlnimi ucinky
objektivné nedisponuje, a vyrobce neni schopen unést dikazni biremeno spocivajici v ditkazu
v§eobecné védecké akceptace poznatkii o hormondlnim a priristovém vlivu ucinnych latek
vyrobku DECOLEN na tkané prsni Zlazy (nebo tukovou tkan prsu?), pak zustava objektivni
skutecnosti, ze vyrobek DECOLEN byl prezentovan jako lécivy pripravek. Kdyby vyrobek
DECOLEN skutecne disponoval viastnostmi uvadenymi v jeho obchodni prezentaci, tak by se
Jjednoznacne jako lécivy pripravek ,,dle funkce* kvalifikoval, a proto se kvalifikuje jako lécivy
pripravek ,,dle prezentace * ve smyslu § 2 odst. I pism. a) zakona ¢. 378/2007 Sb., o lécivech.

Bylo zjisténo, ze se jedna o reklamu DECOLEN, odvysilanou premiérové dne 1. 6. 2012 od
7:16:54 hodin na programu Ocko, v celkovém poétu 1041 repriz za obdobi &ervna 2012, na
programech AXN, CS Film, Nova, Nova Cinema, prima Family, Prima Cool, Prima Love,
Spektrum, Universal Chanell, Film+ a TV Paprika.

Rada se s podnétem sezndmila na svém 13. zasedani 2012, a nasledn¢ bezodkladné vyzvala
zadavatele predmétné reklamy, aby k obsahu stiznosti podal vysvétleni, coz také ucinil.

Nasledna analyza reklamy na ptipravek DECOLEN neshledala zadné prvky, které by
navozovaly 1é¢ebny ucinek tohoto pfipravku. Taktéz neni na zdklad¢é analyzy sporu o tom, Ze
piredmétny ptipravek je dopln€k stravy a nikoliv 1é¢ivo.
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Pokud jde o ndmitku, Ze se jedna o 1é€ivo s ohledem na judikaturu Evropského soudniho dvora,
Rada rozhodla postoupit stiznost Statnimu ustavu pro kontrolu léCiv a pozadat o posouzeni
skute¢né klasifikace pfipravku.

Stiznost je ptilozena, stejné jako obrazoveé-zvukovy zaznam predmétné reklamy.

Dékujeme Vam za spolupraci.

S pozdravem

V Praze dne: 21.8.2012 JUDr. Katefina Kalistova

predsedkyné Rady
pro rozhlasové a televizni vysilani

Pfilohy: Posta (pfichozi, 6.9.2012, Jan Vavrecka, Unicampus, o. s., 6006/2012/P, podnét -
spole¢nost Walmark DECOLEN)
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Odesilatel: unicampus@seznam.cz

Adresat: infoerrtv.cz

Odesléano: 22.6.2012 11:18:03

Zpracovano: 25.6.2012 7:51:50

Predmét: Podani podnétu k zahdjeni sprédvniho r¥izeni DECOLEN

Vazené vedeni RRTV,

zasilame Vam podnét k zahdjeni spravniho ¥izeni proti spolecnosti Walmark
za protipravni zplspb propagace neregistrovaného léc¢ivého pripravkU
DECOLEN v udiovizudlnich obchodnich sdélenich.

S pozdravem,

Jan Vavrecka
Unicampus, o. s.

Centrum vzdélavani, vyzkumu a aplikace prava Kubelikova 1224/42 130 00
Praha 3 - ZiZkov



unicampus

Adresit:

Rada pro rozhlasové a televizni vysildni
Skrétova 44/6, 120 21 Praha 2

Podani podnétu o zahdjeni spravniho fizeni z moci ufedni dle § 46
zékona ¢&. 500/2004, spravniho fadu (dale jen SpR)

a prohlaseni o vedlejsim ucastenstvi Unicampus, o. s. ve smyslu § 27
odst. 2 SpR v zahajeném spravnim fizeni

ve veéci:

Nafizeni zdrzeni se dalSiho protipravniho jednani vaci
spotfebiteli ze strany spolecnosti WALMARLK, a. s., Oldfichovice
¢.p. 44, 739 61 Trinec, v audiovizudlnich obchodnich sdélenich
propagujicich neregistrovany lécivy pfipravek DECOLEN.

Unicampus, o. s. (ddle jen ,zadatel”) timto zddd Radu pro
rozhlasové a televizni vysilani (dale jen RRTV) jako vécné a mistné
prislusny dozorovy orgdn o vydani rozhodnuti nafizujiciho
spolecnosti WALMARK, a. s. (dale jen Walmark), zdrzet se dalsiho
protipravniho  jednani  vtc¢i  spotfebiteli v audiovizudlnich
obchodnich sdélenich propagujicich vyrobek DECOLEN a
v souvislosti s timto spravnim rozhodnutim splnit mezindrodni
oznamovaci povinnost dle ¢l. 7. odst. 1 nafizeni ES ¢. 2006/2004.

Unicampus, o. s. se dale na zdkladé svych prav zalozenych mu
smérnici 2009/22/ES prohlasuje za vedlejsiho ucastnika pfipadné
zahdjeného spravniho fizeni z moci tfedni.

Odtvodnéni zadosti uvadime nize.

Jan Vavrecka

predseda sdruzeni
unicampus@seznam.cz
v Praze. dne 22. 6. 2012
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Ptiloha I.

Opravnéni Unicampus, o. s.

Smérnice 2009/22/ES zaloZila nasemu sdruzeni Unicampus, o. s. pravo jehoZ vykon se pfimo
a vyhradné vaze k véci porusovani zdkont na ochranu spotfebitele, jak jsou uvedeny
v ptiloze I. této smérnice a provedeny do vnitrostatnich pravnich pfedpisti jednotlivych
¢lenskych statti EU.

Vykon tohoto prava md sméfovat zamyslenym uéinkiim smérnice 2009/22/ES - k dosaZeni
ukonceni protipravniho jednani vici spotfebiteli. Nase sdruzeni mtiZe byt dotceno na svych
pravech a souvisejicich povinnostech vyplyvajicich mu ze Stanov tim, pokud by nebylo
dosazeno zdraZeni se protipravniho jedndni spolecnosti Walmark, nebo bylo dosazeno
zdrzeni se protipravniho jedndni v nedostateném rozsahu k objektivnimu rozsahu
porusovani zdkonti na ochranu spotfebitele.

V smyslu § 27 odst. 2 SpR je proto nase sdruZeni Unicampus, o. s. vedlej$im téastnikem
tohoto spravniho fizeni vedeného z moci tifedni, pokud bude ze strany RRTV zahéjeno.

Za vedlejsiho ucastnika fizeni se timto prohlasujeme.
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Priloha II.

Zakladni odiivodnéni podani a souvisejici navrhy

Spolecnost Walmark protipravné propaguje vyrobek DECOLEN v tiSténych i
audiovizudlnich reklamnich materialech.

Viz. napfiklad reklamni spoty TV vysilani na stanici PRIMA COOL 20. 6. 2012 (kolem 19:00 a
20:30). Je v8ak vysoce pravdépodobné, Ze stejny spot byl vysilan v podobném obdobi také na
jinych stanicich.

Vramci propagace vyrobku DECOLEN je spotfebiteliim uvadéno zejména tvrzeni, Ze
sloZzeni vyrobku ma hormonadlni vliv na tkané lidského prsu (mammy) ve smyslu uc¢inku na
tkané prsni zlazy, a to do takové miry, Ze dochdzi ke tkdniovym zménam typu rtstu a vyvoje
tkané prsni zlazy, v jejich dtisledku se méni tvar zenskych prsou.

Pokud vyrobek DECOLEN takovymi hormondlnimi ucinky skutecné disponuje, a jeho
reklama tedy neni pouze dalsi standardné klamavy paskvil spolecnosti Walmark, poté se
jedna zcela jednoznacné o 1é¢ivy pripravek ,dle funkce” ve smyslu § 2 odst. 1 pism. b)
zadkona ¢. 378/2007 Sb., o léc¢ivech. V takovém pripadé se dopousti spole¢nost Walmark
protipravni reklamy vyrobku DECOLEN ve smyslu § 5 odst. 3 zakona ¢. 40/1995 Sb., o
regulaci reklamy a nekalé (klamavé) obchodni praktiky viiéi spotiebiteli ve smyslu zdkona
634/1992 Sb., o ochrané spotfebitele tim, Ze klame spotiebitele o povaze vyrobku uvadénim
textu ,doplnék stravy”. Vyrobek DECOLEN je totiz dle své funkce lé¢ivym piipravkem,
neregistrovanym na nasem trhu.

Pokud vyrobek DECOLEN takovymi hormondlnimi uéinky objektivné nedisponuje, a
vyrobce neni schopen unést dikazni bfemeno spocivajici v diikazu vSeobecné védecké
akceptace poznatkti o hormondlnim a pfirtistovém vlivu téinnych latek vyrobku DECOLEN
na tkané prsni zladzy (nebo tukovou tkan prsu?), pak zlstava objektivni skutecnosti, Ze
vyrobek DECOLEN byl prezentovan jako lé¢ivy pripravek. Kdyby vyrobek DECOLEN
skute¢né disponoval vlastnostmi uvadénymi vjeho obchodni prezentaci, tak by se
jednoznacné jako lécivy pripravek ,dle funkce” kvalifikoval, a proto se kvalifikuje jako
lécivy pripravek ,dle prezentace” ve smyslu § 2 odst. 1 pism. a) zdkona ¢. 378/2007 Sb., o
lé¢ivech.

Vyrobek DECOLEN tedy nelze v zadném, pfipadé kvalifikovat jako potravinu, potazmo ani
jako doplnék stravy, pokud nebude odlisné postulovano a obhdjeno tvrzeni, Ze hormonalni
ucinky na rist a vyvoj tkani lidského téla jsou funkce, které lécivym pripravkim nepiislusi,
a které proto obecné mohou vykazovat potravinarské, kosmetické a jiné vyrobky — pokud se
samozfejmé jedna o skutecnosti dostatecné védecky prokazané.

Proto zadame RRTYV, aby nafidila spolecnosti Walmark zdrZeni se protipravniho jednani
spocivajiciho v jakékoliv dalsi reklamé a propagaci neregistrovaného 1é¢ivého pripravku
DECOLEN a s ohledem na vSechny okolnosti a zavaznost pfipadu udélila spolecnosti
Walmark sankci ve vysi 3 000 000 K¢.
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Dale zadame RRTV, aby posléze informovala o této skutecnosti Statni astav pro kontrolu
1é¢iv (SUKL) a predala mu své rozhodnuti. Je jiz autonomni povinnosti SUKL zajistit
stazeni vyrobku z trhu v takovém piipade.

S ohledem na objektivni skutecnost, Ze tento vyrobek spolecnosti Walmark je nabizen a
distribuovan i v dalsich ¢lenskych statech EU, je naplnéna definice protipravniho jednani

uvnitt Spolecenstvi ve smyslu nafizeni ES ¢. 2006/2004.

http://www .klubzdravia.sk/produkty/decolen 1243.aspx

http://www.walmark.eu/cz/Stranky/walmark v zahranici2.aspx

Proto zadame RRTYV, aby splnila svou oznamovaci povinnost a postupovala v tomto
pfipadé dle ¢l. 7. odst. 1. nafizeni ES 2006/2004, aby pfislusné organy ostatnich clenskych
statt byla taktéz informovany a mohly zasahnout na svych lokalnich trzich ve prospéch
ochrany spotiebitele.
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Ptiloha III.

Doplnéni odiivodnéni zadosti

1)

2.)

V souvislosti se stru¢nou a uspornou formou obsahu TV reklamnich sdéleni
upozoriiujeme RRTV na produktové stranky vyrobku DECOLEN www.decolen.cz.
(Zejména: Jak DECOLEN funguje?) Povazujeme informace na téchto webovych
strankach za dtlezité i pro posuzovani TV reklamnich spotli. Ve spravnim fizeni by
meélo byt kjejich obsahu pfihliZeno. Argumentace vyrobce ve vztahu k vyznéni
sdéleni z TV reklamy bude velmi pravdépodobné tcelové manipulovana smérem
k takovému subjektivnimu zaméru, ktery zamérem vyrobce objektivné nebyl. Diikaz
této skutecnosti, tedy diikaz jak vyrobce skutecné vnima tcinky svého vyrobku, pro
které jej propaguje spotfebitelim, je obsazen pravé na produktovych strankach
vyrobku. Spotfebitelé jsou dnes velmi casto pouze inspirovani TV reklamou a hledaji
doplnujici informace o vyrobcich zejména na internetu. Sdéleni z TV reklamy a
internetové propagace vyrobku DECOLEN vytvafi informacni komplex ptisobeni na
spotfebitele, kdy obsah informaci a claim z TV reklamy je nutné vykladat pravé
v tom smyslu, jaky jim dava mnohem presnéjsi, rozsahlejsi a podrobnéjsi oficialni
internetova propagace téhoz vyrobku provadéna stejnym subjektem.

Diléi informace o ucincich vyrobku DECOLEN uvaddéné na jeho produktovych
webovych strankach:

Decolen je cisté pfirodnim a nechirurgickym fesenim ve formé smési rostlinnych litek, kterd je
védecky vyvinuta s cilem stimulovat riistovou aktivitu tkané prsii a tak pomdhat pfirozenému
ziskdni plného tvaru a zpevnéni poprsi. Rostlinné vytazky obsazené v ptipravku Decolen maji
na prsa obdobny ucinek jako ptirozené Zenské hormony estrogeny a zpiisobuji reaktivaci
riistové Cinnosti prsni tkdné.

V novém Decolenu pro Zeny jsou posileny prave slozky bohaté na fytoestrogeny.
Uéinné latky vyrobku:

Andélika Cinskd: (Angelica sinensis) Jeden z nejvyznamnéjsich prostiedkii klasické Cinské
mediciny. Podporuje zdravou produkci progesteronu.

Smetanka lékatska: (Taraxacum officinale) Tato rostlina vyznamné ovliviiuje sekrecni
a vylucovaci pochody v téle. Tim piisobi na ,cisténi” receptorii a jeji sekrecni icinky jsou
klicem k formovdini novych bunék a tkdni prsou.

Smldinec: (Dioscorea wvillosa) Bohaty zdroj pfirodnich fytoestrogenil, fytonutrientil
a diosgeninu, piisobi vyznamné na normalizaci hormonalnich funkci organismu.

Hormondlni uéinky estrogenti, progesteronu i jejich prekurzort, pfedstavuji velmi

vyznamné a zavazné ovlivnéni fyziologickych pochodil v lidském organismu. Tyto
hormony uzce souviseji sregulaci menstruacniho cyklu, plodnosti Zeny a mnoha

-5-
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dalS$imi vyznamnymi fyziologickymi i patofyziologickymi procesy. Podavani téchto
latek ma prokdzanou prokancerogeni aktivitu, kterd sice neni vyjadfena ve velké
mife, ale je jednou z pficin toho, Ze Zenské hormony estrogeny a progesteron i jejich
funkéni prekurzory jsou vyhrazeny v pouZziti jediné v registrovanych Ilé¢ivych
pfipravcich pro mozné vyznamné dusledky svych fyziologickych ucinkéi a sva
potenciondlni a zndmd zdravotni rizika. Tyto hormondlné ucinné latky se nesmi
pridavat, a to ani v malych mnozstvich, napiiklad do kosmetickych pfipravki, ve
kterych pfitom maji pouze lokdlni ti¢inky v misté své aplikace. Doplnky stravy jako
potraviny jsou vyrobky s celotélovou distribuci acinnych latek, jejichz ucinky se
proto projevi vici vSem tkanim lidského organismu, které jsou hormonalné citlivé
k témto Géinnym latkdm. Je naprosto absurdni viibec uvaZovat o piipustnosti
vyrobku DECOLEN na trhu v EU jako legalni potraviny, pokud by deklarovanou
hormondlni t¢innost skutecné mél.

Skutecnost, ze tento typ farmakologickych uéinka by zakladal vyrobku statut
lé¢ivého piipravku dle funkce per analogiam vyplyva napiiklad z pfipadu Hoodia
Spray a Hoodia patches feseného SUKLem:

http://www.sukl.cz/leciva/informace-o-vyskvtu-nelegalniho-pripravku-
3?highlichtWords=Hoodia

Z4dame RRTV, aby v souvislosti s timto piipadem vychéazela a zohlednila judikaturu
Soudniho dvora EU k véci vykladu definice lé¢ivého pripravku. Implementacni praxe
Statniho tustavu pro kontrolu 1é¢iv je praxe nekonformni a pochybné zakonna. Bude
predmétem soudni zaloby i stiznosti Komisi EU v blizké dobé. RRTV je orgdnem
s vlastni odpovédnosti za vlastni rozhodnuti a neni jeji povinnosti vychazet z pravné
nezévaznych stanovisek SUKL tam, kde existuji diivodné pochybnosti a vyznamné
odlignosti od jiZz podaného vykladu prava EU. (UST-30 SUKL apod.)

V této souvislosti je nejvyznamnéjsi dezinterpretaci prava EU, Ze vyrobek se pro
ucely pravni kvalifikace jako 1éc¢ivého pfipravku musi posuzovat vzdy komplexné.
To je ucelova dezinterpretace a nepravda, protoze pro ucel pravni kvalifikace
vyrobku jako 1é¢ivého pripravku se vzdy zcela zvlast a naprosto samostatné hodnoti
zpusob jeho obchodni prezentace a jeho védecky prokazana fyziologicka funkce.

Z4dame RRTV, aby zohlednila a postupovala sama konformné ve smyslu zejména
této judikatura SDEU

,Uvedend smérnice tak poskytuje dvé definice léCivého pripravku, asice definici ,podle
prezentace” a definici ,podle funkce”. Vyrobek je lé¢ivym piipravkem, pokud se na néj

"1

vztahuje jedna nebo druhd z téchto definic”.

~Podle ustilené judikatury musi byt pojem ,prezentace vyrobku® vykladin extenzivné.
V tomto ohledu je namisté piipomenout, zZe smérnice 2001/83 tim, Ze se opird o kritérium

1 Rozsudek SDEU ze dne 9. ¢ervna 2005, HLH Warenvertrieb a Orthica, C-211/03, C-299/03 a C-316/03 az
C-318/03, Recuelil,. s. I-5141, bod 49.



prezentace vyrobku, mad za cil zahrnout nejen 1éCivé p¥ipravky, které maji skutecny lécebny
nebo lékaisky tcinek, ale rovnéz vyrobky, které nejsou dostatecné 1icinné nebo které nemaji
ucinek, ktery jsou spottebitelé opravnéni oCekdvat s ohledem na jejich prezentaci. Uvedena
smérnice tak sméfuje k ochrané spotvebitelii nejen pred skodlivymi nebo toxickymi lécivymi
pfipravky jako takovymi, ale rovnéz pred riiznymi vyrobky pouzivanymi namisto vhodnych
lékii. "2

2 Rozsudek SDEU, ze dne 30. listopadu 1983, van Bennekom, C-227/82, Recueil, s. 3883, bod 17.
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Priloha IV.

Stanovy
obcanského sdruzeni

PREAMBULE

Obcanské sdruzeni Unicampus bylo zalozeno s cilem vzdélavani, vyzkumu a aplikace prava
v oblasti ochrany prav a opravnénych zajmul spotfebitele a ochrany vefejného zdravi a je
zaméfeno na provadéni systematické odborné Cinnosti zaméfené na vyzkum, analyzu a
feSeni podstatnych problém0 z této oblasti. Z&mérem sdruzeni je angazovat do provadéni
svych aktivit renomované i mladé nastupujici odborniky, zejména studenty oborl s
ekonomickou, pravni ¢i marketingovou orientaci.

Cilem ¢ginnosti sdruzeni je analyzovat, zpracovavat i aktivné vytvaret a vefejné Sifit dulezité
informace z oblasti ochrany spotfebitele a vefejného zdravi a propojit akademickou pudu a
angazované teoretické odborniky se subjekty z komeréni, spravni a soudni praxe v€etné
mezinarodni spoluprace. Timto zplsobem bude odborné posilena a podpofena efektivita
jinych organizaci, které dnes vytvareji protivahu aktivitam poskozujicim prava a zajmy
spotfebiteld a nekalym obchodnim praktikam Cinénych vaci spotfebiteli i nekalému jednani
vuci jinym subjektiim s vefejnym vlivem.

Obc¢anské sdruzeni Unicampus se ktomuto zdrzi jakékoliv odborné c&innosti provadéné
v soukromém zajmu fyzickych ¢i pravnickych osob vuci jinym osobam, pokud se soucasné
nebude jednat o dostatecné silny vefejny zajem a pfedevsim jeho ochranu.
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l. Nazev, sidlo a pravni postaveni sdruzeni

1.
2.
3

Nazev sdruzeni: Unicampus

Sidlo sdruzeni: Kubelikova 1224/42, 130 00 Praha 3 — ZiZkov

Pravni postaveni sdruzeni: Sdruzeni je nezavislé, neziskové a nepolitické ob&anské
sdruzeni s vlastni pravni subjektivitou zalozené dle zakona o sdruzovani ob&anu, a to
na dobu neurcitou. Sdruzeni je pravnickou osobou registrovanou Ministerstvem vnitra
Ceské republiky.

Il. Cil a predmét ¢innosti

1.

Cilem sdruzeni je odborné, ucelné a prospésné pulsobit v oblasti:

a. ochrany prav a opravnénych zajmu spotrebiteld;

b. ochrany legalni hospodarské soutéze s ohledem na vefejny zajem;

c. pravotvorby a prosazovani prava a kodexu chovani v této oblasti.
Cilem sdruzeni je také rozvoj vzdélavani v této oblasti, efektivni Sifeni informaci a
podpora odborné zpusobilosti uzivatelt téchto informaci, zejména:

a. studentd ekonomickych, pravnich a marketingovych specializaci;

b. odborné vefejnosti;

c. dotcené SirSi a laické vefejnosti.
Cilem sdruzeni je vydat a pribézné aktualizovat ,Kodex obchodnich praktik” (dale jen
Kodex) za ucelem:

a. podpory aplikace teoretickych poznatkl v oblasti mimopravni regulace a

ochrany vefejného zajmui;

b. podpory fadné, korektni a efektivni praxe drziteld kodexd chovani.
Cilem sdruzeni je vyuzZivat k dosazeni cile 1a mj. také podani soudnich Zalob a
zadosti 0 zahajeni spravnich fizeni ve vécech zdrzeni se protipravniho jednani vici
spotrebiteli ve smyslu smérnice 2009/22/ES.
Cilem sdruzeni je hospodafska Cinnost provadéna za ucelem dalsiho financovani
aktivit a Cinnosti sdruzeni naplfujici cile 1-3.

ll. Clenstvi, prava a povinnosti élent

1.

w N

Clenem sdruzeni se mohou na zakladé pisemné prihlagky — Zzadosti o &lenstvi - stat
fyzické i pravnické osoby, pokud prokazi dostate¢nou odbornou zpUsobilost a
dostate€nou nezavislost k fadnému a efektivnimu napliovani cil( sdruzeni.

Odchylné od odst. 1 mlze byt Elenstvi fyzickym i pravnickym osobam nabidnuto.
Clenstvi ve sdruZeni nelze narokovat. Zadost o &lenstvi mdze byt odmitnuta i bez
udani divodu.

Vznik &lenstvi: Clenstvi vznika dnem, kdy Vybor schvali zadost o &lenstvi, nebo dnem
doruceni souhlasného stanoviska fyzické Ci pravnické osoby, které bylo Clenstvi
Vyborem nabidnuto.

Zanik ¢lenstvi: Clenstvi zanikd na pisemnou zadost &lena dnem jejiho dorugeni
Vyboru; vyloudenim ¢&lena rozhodnutim Clenské schiize; dnem zaniku sdruZeni;
dnem umrti ¢lena pfipadné jinym zakonem ustanovenym zpusobem.

Prava a povinnosti ¢len( sdruzeni:

pravo podilet se na €innosti sdruzeni, byt informovan o jeho €innosti,

pravo podavat navrhy, pfipominky a naméty k ¢innosti sdruzeni,

pravo volit a byt volen do organl sdruzeni,

pravo obracet se na organy sdruzeni se zadostmi, podnéty a stiznostmi,
povinnost dodrzovat stanovy sdruzeni,

povinnost dbat dobrého jména sdruzeni.

~P o0 TW®
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IV. Organy sdruzeni

1.
2.
3

5.

Ridici, vykonné a kontrolni organy sdruzeni jsou: Clenska schiize a VVybor
Jménem sdruzeni jedna Vybor
Vybor ma pravo delegovat jednotlivé Cleny sdruzeni i jiné nezavislé odborniky Ci
subjekty k samostatné realizaci odbornych, organizaénich €i podpurnych aktivit
naplnujici cile sdruzeni, v€etné vystupovani jménem sdruzeni v ramci jejich
provadéni.
Clenska schuze (CS) je nejvyssim Fidicim organem sdruzeni.
a. CSje svolavana:
i. Vyborem nejmeéné jednou za 1 rok,
i. drive je svolavana CS Vyborem, pozada-li o to nadpoloviéni vétsina
¢lena.
b. CS se ugastni &lenové sdruzeni, &lenové Vyboru
c. Usnasenischopnost CS a hlasovani:
i.  CS je usnasenischopna pfi pfitomnosti nadpoloviéni vétsiny &lend;
ii. kazdy ¢len ma jeden hlas;
iii.  ¢lenové mohou byt zastoupeni jinou osobou na zakladé piné moci
ovéfené notafem, nebo plné moci udélené v pfitomnosti ¢lena Vyboru
a timto zpUsobem jim ovéfené.
d. Do ptisobnosti CS patfi:
i.  pfijimat, ménit a ruSit stanovy,
ii. pfijimat zakladni zasady strategie Cinnosti sdruzeni,
iii.  volit ¢leny Vyboru
iv.  projednat zpravu o ¢innosti Vyboru.
Vybor (V) je statutarnim organem sdruzeni, fidi sdruZeni v obdobi mezi jednotlivymi
CS a ma nejméné 3 &leny.
a. Zasedani V svolava a fidi pfedseda nebo mistopfedseda, pfip. osoba jimi
povérena.
b. Do plsobnosti V patfi zejména:
i.  volit ze svého stfedu pfedsedu a mistopfedsedu,
i. svolavat a pfipravovat podklady pro CS,
iii. schvalovat vnitini pfedpisy,
iv. schvalovat rozpocet a ucetni zavérku,
v.  pfijimat €leny sdruzeni na zakladé pisemné pfihlasky,
vi.  rozhodovat o dalSich otazkach tykajicich se sdruzeni s vyjimkou véci
spadajicich pod vyhradni ptisobnost CS.
vii.  realizovat cile sdruzeni
vii.  vydat a aktualizovat Kodex. Toto opravnéni mize V delegovat na
zvolené Cleny sdruzeni. Vydani a aktualizace Kodexu m{ize byt
rozhodnutim CS podminéno schvalenim Kodexu a jeho zmén CS.
c. Usnasenischopnost V a hlasovani:
i. Vje usnasenischopny pfi pfitomnosti nadpolovi¢ni vétsiny ¢lenu V,
ii. kazdy ¢len V ma jeden hlas.
d. V pfipadé bodu b) jedna V hlasovanim dle bodu c).
e. V pfipadé aktivit a innosti, které nespadaji pod bod b) jedna za V jeho
prfedseda nebo spolecné alespori dva Clenové V.

-10 -



V. Zasady hospodareni

1. Sdruzeni:
a. pri vyhledavani a vyuzivani zdroji a prostfedk( dba o ucelné hospodareni,
naplfiovani cilt ¢innosti a dobrého jména sdruzeni,
b. dlouhodobé hospodafi s vyrovnanym rozpocétem,
c. pouziva prostfedky pouze pro Ucely, které odpovidaji cilim sdruzeni,
2. Prostfedky na €innost Cerpa sdruzeni zejména z:
a. grantu, dotaci a prostfedkl verejné podpory,
b. z daru fyzickych &i pravnickych osob.
3. Hospodarskou Cinnost provadi a odpovédnost za hospodarskou ¢innost sdruzeni
nese V.

VI. Zanik sdruzeni

1. Sdruzeni maze zaniknout:
a. dobrovolnym rozpusténim, a to na zakladé usneseni CS piijatého vétsinou 2/3
¢lentl uéastnicich se CS,
b. pravomocnym rozhodnutim Ministerstva vnitra CR.
2. Nestanovi-li CS jinak, pak pfi zaniku sdruzeni bez pravniho nastupce se majetkovy
zustatek pfevede na subjekt s obdobnym pfedmétem &innosti.

-11 -
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r
. Statni Ustav pro kontrolu 1éCiv tel.: +420 272 185111 e-mail: posta@sukl.cz
’ ‘ Srobdrova 48, 100 41 Praha 10 fax: +420 271732 377 web: www.sukl.cz/
Statni ustav pro kontrolu Ié&iv

Rada pro rozhlasové a televizni vysilani
Skrétova 44/6
120 00, Praha 2

VAS DOPIS C.J./ZE DNE SP.ZN VYRIZUJE/LINKA DATUM
BUR/3140/2012/12. 9. 2012 sukls208556/2012 Kalendova/718 4.6.2013

Oznameni o0 ukondeni Setfeni podnétu — vyrobek Decolen

Vazeni,

pii posuzovani vyrobku podle prezentace Ustav vychazel z textu na obalu a v piibalovém letéku, které byly Ustavu
predlozeny vyrobcem v ramci Setieni podnétu. U vyrobku je vymezen el pouZiti ,,pro plny a pevny tvar zenského
poprsi diky obsahu chmelu“. V textu je uvedeno, Ze vyrobek obsahuje mj. i rostlinné fytoestrogeny, a v tomto
kontextu je zdGraznén obsah Inéného seminka a chmelu. K fytoestrogentim se uvadi, Ze ptisobi podobné jako
ptirozené Zenské hormony estrogeny. Chrani a podporuji zdravi prsni tkdné, a tim pozitivn€ ovliviyji zdravi prsou.
Stimuluji prsni tkan a mohou podpofit pevnost a plnost prsou. V piibalovém letaku se uvadi, ze ,,Decolen pro zeny je
navrzen specialné pro udrzeni zdravi (diky obsahu lignanii ze Inu) a tvaru (diky fytoestrogeniim z chmele) Zenskych
prsou.®.

Ve vyse uvedené prezentaci vyrobku na obalu a v piibalovém letaku, stejn¢ jako v televizni reklamé, ktera je
predmétem podnétu obcanského sdruzeni UNICAMPUS o.s., Ustav neshledal, ze by u vyrobku byly prezentovany
1écebné ¢i preventivni vlastnosti v ptipadé onemocnéni lidi.

ProtoZe obanské sdruzeni UNICAMPUS o.s. ve svém podnétu napada i propagaci vyrobku DECOLEN PRO ZENY
na jeho produktovych strankach, Ustav posoudil i informace k vyrobku prezentované na strankach www.decolen.cz
(stazeny 23.5.2013) a v Katalogu produktti Walmark 2011-12 dostupném na strankach
http://www.walmark.eu/cz/Stranky/produkty.aspx (stazeno 23.5.2013). Text na téchto strankach je shodny ¢i velmi
podobny textu na obalu a v piibalovém letiku & prezentaci v televizni reklamé a dle nazoru Ustavu nedeklaruje
1éCebné ¢i preventivni vlastnosti v pfipadé onemocnéni lidi.

S ohledem na vyse uvedené skuteénosti Ustav nepovazuje vyrobek DECOLEN PRO ZENY za lé¢ivy ptipravek podle
§ 2 odst. 1 pism. a) zakona o 1é¢ivech.

Ke slozeni vyrobku a jeho posouzeni podle funkce Ustav uvadi:

Vyrobek DECOLEN PRO ZENY obsahuje latky, které se b&Zn& pouzivaji v dopliicich stravy ¢ jsou b&znou soucéasti
potravin. Rostlinné fytoestrogeny se prirozené vyskytuji v fade¢ rostlin, kromé chmelu a Inéného seminka, které jsou
ve vyrobku obsazeny, také napt. v s6ji (Glycine max) ¢i v jetelu luénim (Trifolium pratense), jez jsou rovnéz béznou
soucasti potravin ¢i se pouzivaji v dopliicich stravy. U zadné rostlinné slozky obsazené ve vyrobku DECOLEN PRO
ZENY se nejedna o latku zakdzanou v dopliicich stravy.

Z hlediska slozeni Ustav nepovazuje vyrobek DECOLEN PRO ZENY za 1é&ivy ptipravek podle § 2 odst. 1 pism. b)

zékona o 1é¢ivech. Ustav je toho nazoru, Ze ptitomnost rostlinnych slozek, které jsou ve vyrobku obsazeny, je
v doplicich stravy akceptovatelna.
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' Statni Ustav pro kontrolu 1éCiv tel.: +420 272 185111 e-mail: posta@sukl.cz
. ' Srobdrova 48, 100 41 Praha 10 fax: +420 271732 377 web: www.sukl.cz/
Statni Gstav pro kontrolu lé&iv

Zavérem Ustav uvadi, ze na zakladé vyse uvedenych skuteénosti vyrobek DECOLEN PRO ZENY nepovaZuje za
1écivy pripravek, jeho slozeni i prezentaci ve vyse uvedenych materialech (obal, piibalovy letak, televizni reklama,
citované webové stranky) Ustav povazuje za akceptovatelné pro dopliky stravy.

Dékujeme Vam za spolupraci.

S pozdravem

MUDr. Michaela Hajkova
vedouci oddéleni
dozoru nad reklamou
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