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Anotace

Prace se zabyva vlivem G¢inné latky sulforafanu na regionalni pritok krve mozkem. Cilem
bylo ovéfit, zda ma sulforafan protektivni uc¢inky na mozkovou tkan a zda by ho bylo mozné
vyuzit k 1é¢bé epilepsie. Teoretickd ¢ast obsahuje shrnuti zakladnich informaci o sulforafanu,
epilepsii a 0 regionalnim krevnim pratoku. Pouzitou metodou byla transcallosalni elektricka
stimulace a technologie Laser Doppler Flowmetry. Prace potvrdila, Ze sulforafan zvySuje
regionalni mozkovy pritok a ma tak potencial v 1écbé epilepsie.
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Annotation

The study deals with the effect of the active substance sulforaphane on regional blood flow
through the brain. The aim was to verify whether sulforaphane has protective effects on brain
tissue and whether it could be used for the treatment of epilepsy. The theoretical part contains
a summary of basic information about sulforaphane, epilepsy and regional blood flow. The
method used was transcallosal electrical stimulation and Laser Doppler Flowmetry. The work
confirmed that sulforaphane increases regional cerebral blood flow and thus has potential in
the treatment of epilepsy.
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Uvob

Epilepsie je chronické onemocnéni mozku, které se projevuje opakovanymi epileptickymi
zachvaty, tedy nahlou a ptfechodnou dysfunkci mozkové aktivity. Jeji 1écba je doposud
zamétena predevSim na potladeni symptomt, ale nefe$i samotnou pfi¢inu. V na$i praci
chceme vyuzit poznatkli o zménach krevniho pritoku mozkem v prubéhu epileptického
zachvatu a po jeho odeznéni. Po odeznéni zachvatu je v postizené Casti mozku krevni pratok
snizen, coz zpusobuje poskozeni neurondlnich bun¢k v disledku hypoxie a nedostatku
energetickych substrati. Tomu je tfeba zabranit. My se proto budeme v experimentalni ¢asti
prace vénovat vyzkumu ucinku sulforafanu na zvyseni regiondlniho pritoku krve mozkem.
Jedna se o latku, které je v posledni dobé vénovana velkd pozornost kvuli jejimu potencialu
Vv 1écbe kardiovaskularnich a nadorovych onemocnéni.

V teoretické casti jsou shrnuty poznatky o epilepsii, fyziologické regulaci regionalniho
krevniho pratoku mozkem, seznameni se s latkou sulforafanem a jejimi ucéinky. Tyto
teoretické poznatky jsou vyuzity jako vychodisko pro realizaci experimentu a jeho
vyhodnoceni v diskuzni ¢asti prace.



1 TEORETICKA CAST

1.1 Sulforafan

Sulforafan je malad lipofilni molekula patfici mezi isothiokyandty. Pfirozené se nachazi
Vv brukvovité zelenin¢ ve formé¢ glukorafaninu. Sulforafan v rostliné vznika pfi jejim
poskozeni. Ve vakuolach rostlinnych bunék se nachazi glukorafanin. (Sivapalan & kol, 2018)
Pokud dojde k mechanickému poskozeni rostliny, vakuola praskne a dojde kjeho wvyliti.
Glukorafanin pak zreaguje s plazmatickou bilkovinou myrosinem na glukézu a SFN. (Russo
& kol., 2018)

Sulforafan je v posledni dob¢, diky jeho Sirokému spektru biologickych ucinku, predmétem
mimoradného z4djmu. Moznost jeho pouziti je zkoumana v mnoha odvétvich mediciny,
napiiklad jako potencialni 1ék onkologickych, kardiovaskularnich nebo neurodegenerativnich
onemocnéni. (Russo & kol., 2018) Vétsina publikaci se dosud zaméfovala na jeho genomické
ucinky skrze nuclear factor erythroid 2—related factor 2 (Nrf2). (Sandouka & Shekh-Ahmad,
2021) Nedavno byly prokazany i jeho negenomické ucinky v podobé vazodilatace
mozkovych arteriol. (Parfenova & kol., 2019)

Béhem epileptickych zachvati, ptedevsim epileptického statu, dochdzi k tvorbé volnych
kyslikovych radikala (ROS) a indukci oxidativniho stresu (OS). (Geronzi & kol, 2018)
Generace ROS a oxidativni stres jsou béZné nasledky poskozeni bun€k. Jednid se o
cytotoxické mechanismy, které hraji zasadni roli v patofyziologii epilepsie a zpisobuji smrt
neuronalnich bunék. V posledni dob¢ ptibyva dikazl, ze inhibice ROS muize vést ke snizeni
neuronalniho poSkozeni pii zachvatech a epileptickém statu. (Shekh-Ahmad & kol, 2019)
Roli sulforafanu z hlediska jeho vlivu na oxidativni stres popsali ve své studii S. Sandouka a
T. Shekh-Ahmad (2021). Ve studii byl zkouman neuroprotektivni 0U¢inek SFN skrze
upregulaci transkripéniho faktoru nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2), ktery je
hlavnim regulatorem redoxni rovnovahy v burice. Jeho aktivace hraje klicovou roli v bunééné
obrané proti oxidativnimu stresu prostfednictvim transkripéni upregulace obrannych enzymi
faze II a antioxidac¢nich stresovych proteind. (Alfieri & kol, 2011) Vysledky jasné ukazaly, ze
sulforafan snizil tvorbu ROS béhem epileptiformni aktivity, a kromé& toho vyznamné snizil
smrt nervovych bunck, vyvolanou SE. SFN ma tedy potencial skrze stimulaci Nrf2
modifikovat vyvoj epilepsie.

Helena Parfenova a kol. (2019) se ve své studii zabyvali vazodilata¢nimi u¢inky sulforafanu.
Ze studie vyplyvda, Ze sulforafan zvySuje pratok krve mozkem pomoci negenomového
mechanismu, ktery je zprostfedkovan endogenni enzymatickou stimulaci CSE/CBS
katalyzovanou sulforafanem. Vznikly sulfan stimuluje draselné kanaly (BK a Kartp)
endotelidlnich bun€k hladké svaloviny. Influx drasliku vede k hyperpolarizaci membrany a ta
k vazodilataci mozkovych arteriol. Pfitom nedochéazi ke zméné kardiovaskularnich parametrii
(stiedni arterialni tlak, tepova frekvence ...) ani télesné teploty.



1.2 Epilepsie

Epilepsii rozumime chronické onemocnéni zptsobené excesivni patologickou synchronni
aktivitou mozkové kury a projevujici se opakovanymi epileptickymi zachvaty. (Rektor &
Oslejskova, 2010) Z této definice jasné vyplyva, ze jeden izolovany zéachvat je povazovan
pouze za syndrom, ktery mize byt zptisoben mnohymi pfi¢inami. Po odstranéni pficiny dojde
periodi¢nost. Projevem epilepsie je epilepticky zachvat. Jedna se o nahlou a piechodnou
dysfunkci mozkové kortikalni aktivity, ktera trva né€kolik sekund, minut, vyjime¢n¢ i hodin.
V interiktalnim neboli mezizachvatovém obdobi muize byt nemocny uplné bez potizi.
Klinicky je epilepticky zéachvat definovan jako intermitentni, paroxysmalni a stereotypni
porucha védomi, chovani nebo motorickych ¢i senzitivnich funkci. (Ambler, 2006)

1.2.1 Epidemiologie

Svétova zdravotnicka organizace (WHO) uvadi, Ze epilepsie postihuje celosvétoveé asi 50
miliontt lidi, coz zni déld jedno znejbéznéjSich neurologickych onemocnéni svéta.
Odhadovany podil v b&ézné populaci se pohybuje mezi 4 a 10 pacienty s aktivni epilepsii na
1000 lidi. Incidence epilepsie je skoro tfikrat vys$si v rozvojovych zemich. To je dané
pfedev§im zvySenym rizikem ndkazy parazitdrnimi onemocnénimi, traumat ¢i neuroinfekci.
Vsechny tyto faktory pak mohou vést k rozvoji epilepsie. ,,Dulezitou roli v incidenci hraje
také veék, coz je dano tim, Ze naprostd vétSina geneticky podminénych epileptickych
syndromt se manifestuje do 25-30 let, a naopak ve vyssim véku, zhruba od 65-70 let nardsta
incidence epileptickych syndromii se strukturdlni pfi¢inou, jakou jsou traumata, cévni
mozkové ptihody, tumory ¢i neurodegenerativni onemocnéni.“ (Busek, 2013)

1.2.2 Etiologie

Pticiny vzniku epilepsie mohou byt rizné a Casto byvaji multifaktoridlni. Na zdkladé revize
Mezinarodni ligy proti epilepsii (ILAE) z roku 2017 rozezname celkem S$est pfi¢in vzniku
epilepsie: strukturalni, genetické, infek¢ni, metabolické, autoimunitni a neznamé etiologie.
Strukturalni etiologie se tyk4 abnormalit viditelnych pomoci zobrazovacich metod, napi. MRI
nebo PET. V piipadg, ze se shoduje strukturalni zména z klinickymi projevy zachvatu, je tato
oblast pravdépodobnou epileptickou 1ézi. Strukturalni epilepsie muze byt ziskana, napi. CMP
nebo uraz, i geneticka, napt. vyvojové malformace kortexu.

V piipadé genetickd etiologie je epilepsie pfimym diisledkem genetické mutace, u které jsou
zachvaty zakladnim projevem. (Perucca & kol, 2020) Ve vétSiné piipadd jesté nejsou
konkrétni geny zodpoveédné za vznik epilepsie zndmy. Obecné se mutace vetSinou objevuji u
gent kodujicich nékteré z podjednotek neurondlnich iontovych kandll, coz vede ke zménam v
excitabilit¢ neurond. (Busek, 2013)

Infekéni etiologie je celosvétové nejcastéj$i pricinou vzniku epilepsie. Mezi piiklady
infek¢énich onemocnéni patti napt. tuberkuldéza, HIV, mozkova malarie a dalsi. (Vezzani &
kol, 2015)



Pti¢inou epilepsii s metabolickou etiologii jsou ptedpoklddand nebo zndma metabolicka
onemocnéni. Ta mohou byt ziskand, ale Casto také geneticky podminénd. Identifikace
konkrétnich metabolickych pfi¢in je zasadni pro pouziti spravnych lé¢ebnych postupl a
prevenci potencialniho kognitivniho poSkozeni. (Reddy & Saini, 2020)

Autoimunitni etiologie se tyka epilepsii vzniklych pifimym disledkem imunitné
zprostiedkovaného zanétu CNS. Vyzkum v této oblasti je tématem hlavné v poslednich
nékolika letech. (Husari & Dubey, 2019)

I pfes pokrocilé diagnostické metody pietrvava skupina pacientd s epilepsii neznamé
etiologie. Urceni etiologie samoziejm¢ zavisi na dostupnosti a rozsahu vySetfeni, coZ se
Vv riznych zemich svéta vyrazné 1isi. (Marusic¢ & kol, 2018)

1.2.3 Epileptogeneze a patogeneticky mechanismus

Epileptogeneze neboli vyvoj epilepsie je proces vzniku hyperexcitabilnich neuronovych siti,
béhem né¢hoz dochazi ke zménam ve fyziologii mozku, zpisobenych nékterou z etiologickych
pfic¢in uvedenych vyse. Obdobi, béhem kterého tyto zmény probihaji se oznacuje jako latentni
perioda. (Lee & kol, 2017) V mozku v tomto obdobi dochazi ke ztraté neuronti a abnormalni
synaptické reorganizaci, coZ vede k nadmérné excitabilité¢ neuronii a naslednému vyskytu
epileptickych zachvati.

Pro rozvoj epilepsie jsou klicové dve oblasti, tzv. iritacni a epileptogenni zéna. Iritaéni zénou
je mysSlena riizné rozsédhld populace neuronti v mozkovém kortexu, kterd je zvySené
excitabilni. Samy o sob& ale nedokazi neurony iritacni oblasti epilepticky zachvat vyvolat,
protoze jejich aktivita nedosahuje nadprahové hodnoty. K synchronizaci a piekroceni
nadprahové hodnoty slouzi epileptogenni zona, které muze, ale nemusi byt soucasti iritaéni
zony. V epileptogenni zo6né dochazi k abnormélnim synchronnim neurondlnim vybojim
s projevy hyperautorytmicity a hypersynchronie. Pokud dojde Kk ptekrofeni nadprahové
hodnoty, vzniké epilepticky zachvat. Ten je charakterizovan vzdy lokalizaci vyboje a jeho
Sifenim.

Pokud se zaméfime na celularni Groven, jsou za vznik epilepsie zodpovédné funkéni zmény
Vv receptorech a iontovych kandlech. Jejich poSkozeni vede k destabilizaci situace na bunécéné
membrang, ktera mize byt zvySené excitabilni. Dal$i urovni poruchy je pak dysregulace
excita¢nich a inhibi¢nich mechanismi. (Rektor & Oslejskova, 2010)

1.2.4 Klasifikace zachvatu

Mezinarodni liga proti epilepsii (ILAE) vydala v roce 2017 revizi ke klasifikaci epileptickych
zachvatd. Jeji snahou bylo zdaraznit, Ze rozhodujici pro urceni, zda je zachvat generalizovany
nebo fokalni, je jeho zacatek. RovnéZ byla pfiddna nova kategorie pro zachvaty, u nichZ neni
pocatek znamy. (Marusi¢ & kol, 2018)

Epileptické zachvaty jsou v prvnim kroku rozdéleny podle zacatku na fokalni, generalizované
a zachvaty sneznamym pocatkem. Ddale jsou vSechny typy déleny podle ptitomnosti
motorickych projevil. Fokalni zachvaty navic rozliSujeme podle stavu védomi.
Generalizované epileptické zachvaty jsou charakterizované rychlym S$ifenim, postihuji
prakticky cely mozek. Pokud jsou zachvaty od pocatku generalizované, oznacujeme je jako



primarn¢ generalizované. Zachvaty, ktera zacaly jako parcidlni a pozd¢ji se rozsifily do
celého mozku oznacujeme jako sekundarn¢ generalizované. (Rektor & Oslejskova, 2010).
NejcastéjSimi typy jsou myoklonické, atonické a tonicko-klonické zachvaty (Busek, 2013)

Pro fokalni zachvaty je typicka lokalizace epileptického vyboje vychazejiciho z epileptického
loziska, jehoz lokalizace je urcujici pro symptomatiku zachvati. (Busek, 2013) Takové
zachvaty se mohou dale S§ifit nebo sekundarné generalizovat. Parcialni zachvaty se déli do
dvou zakladnich skupin: bez poruchy védomi a s poruchou védomi.

Zachvatl s nezndmym pocatek nelze kviili nedostatku informaci zaradit s jistotou ani do jedné
z kategorii. U tohoto typu neni pocatek zpozorovan. Zachvaty s neznamym pocatkem lze po
ziskani potfebnych informaci zaradit mezi fokdlni nebo generalizované. (Marusi¢ & kol,
2018)

1.2.5 Status epilepticus

Status epilepticus je epilepticky zachvat, ktery pietrvava déle nez 30 minut nebo jde o sérii
zachvatd, mezi nimiz nedochazi k nabyti védomi. (Trinka & kol, 2015) Jedna se o velmi
zavazny, zivot ohrozujici stav. Hrozi energetické vyc€erpani organismu, mozkova hypoxie a
mozkovy edém. (Ambler, 2006) V piipadé generalizovaného statu tonicko-klonickych
zachvatl je mortalita kolem 20 % a narlsta s délkou trvani statu. (Rektor & Oslejskova,
2010) Proto se doporucuje zavolat Iékaiskou pomoc uz po 5 minutach od zacatku zachvatu,
pokud nedojde k upraveé védomi.

1.2.6 Diagnostika

Pro spravnou diagnostiku epilepsie jsou kliCové tti otazky: je zadchvatovy stav epileptickym
zachvatem, o kterym typ zachvatu se jedna a o ktery epilepticky syndrom se jednd. Zasadni
vyznam pro spravnou diagnostiku epilepsie ma detailn¢ odebrand anamnéza, kterd miize
pomoci V lokalizaci epileptického loziska. Po klinickém vySetfeni obvykle nasleduje
elektroencefalografie (EEG). (Hasan & Tatum, 2021) V interiktalnim zaznamu je mozné
nalézt abnormality, jako jsou pomalé viny nebo patologicka paroxysmalni aktivita. Normalni
EEG zaznam ale epilepsii nevylucuje, proto je dllezité snimat EEG v pribc¢hu klinického
zachvatu, ktery lze vyvolat napf. fotostimulaci nebo spankovou deprivaci. (Gibbon & kol,
2018) Protoze je dulezité zmény EEG vzdy porovnat s klinickym stavem pacienta, je mozné
zvolit video-EEG, kdy se synchronné zaznamenava obrazovy zaznam a mnohokanalové EEG.
Ze zobrazovacich metod je pouzivana napt. pocitacova tomografie (CT), magnetickd
rezonance (MR) nebo SPECT a PET. (Sidhu, Meneka, & kol, 2018) Na CT se po podani
kontrastni latky miize ukézat strukturdlni porucha, ktera by mohlo byt pficinou epileptickych
Vv pfipad€ negativniho CT nalezu nebo u pacientl na epileptochirurgicky vykon. SPECT a
PET slouzi k zobrazeni zmény prokrveni tkané, které se u epileptického loziska liSi od bézné
tkdné. V interiktdlnim obdobi je pozorovana hypoperfuze, resp. hypometabolismus, zatimco
na zacatku zachvatu dochazi hyperperfuzi. (Lewis, 1997) Posledni metodou pro spravné
diagnostikovani epilepsie je neuropsychologické a psychologické vysSetieni. Epilepticky
proces miize totiz vést ke zméné kognitivnich funkci, proto se zaznamenava vyvoj
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kognitivnich funkci v Case. ZvlaStnim vySetienim je tzv. Wadliv test, kdy dojde
k chvilkovému vyrazeni jedné z hemisfér a zkouma se samostatn¢ funkce druhé hemisféry.
(Rektor & Oslejskova, 2010)

1.2.7 Lécba

K 1é¢b¢ epilepsie se vyuziva 1€kl oznacovanych jako antiepileptika nebo téz antikonvulziva.
(Perucca E. , 2019) Tyto 1éky nelééi epilepsii jako takovou, ale pouze potlacuji jeji projevy,
epileptické zachvaty. Historie antiepileptik saha do poc¢atku 20. stoleti, kdy se objevily prvni
1éky jako je napi. fenobarbital. (Pacifici & Gian, 2016) Od té doby doslo k vyznamnému
posunu jak kvality, tak kvantity léCiv. Antiepileptika upravuji excitabilitu neuronil
prostiednictvim ovlivnéni receptorti a iontovych kanali. Mohou ovliviiovat sodikové,
vapnikové nebo draslikové kandly, posilovat GABAergni inhibici nebo tlumit excitacni
glutamatergni neurotransmisi. Néktera z antiepileptik maji silny Gc¢inek na fokalni zachvaty,
ale mohou zhorSovat nékteré typy generalizovanych zachvat. Takova antiepileptika byvaji
oznacovana jako uzkospektrd. Oproti tomu Sirokospektra antiepileptika ptsobici slab$im
ucinkem na vice molekuldrnich struktur, potlacuji jak fokalni, tak generalizované zachvaty.
(Kuba, 2010) V piipad¢ farmakorezistence mize byt indikovana epileptochirurgicka 1écba.
Chirurgicka 1écba si klade za cil vylécit epilepsii resekci ¢asti mozkové tkang, odpovédné za
vznik zachvatl, nebo zabranéni §ifeni patologické elektrické aktivity do druhé hemisféry
(hemisferotomie). Dal§imi alternativami v ptipadé, Ze resekce nelze provést, je napf.
stimulace nervus vagus (VNS). (B¢lohlavkova & kol, 2018)

Ptes velky pokrok ve farmacii zhruba 20-30 % pacientli nedosahne pti 1é¢bé antiepileptiky
uspokojivé kompenzace. Tento stav nazyvame farmakorezistentni epilepsii. Mezinarodni liga
proti epilepsii (ILEA) definuje farmakorezistentni epilepsii takto: Jedna se o epilepsii, u niz se
nepodafi dlouhodobé plné kompenzovat pacienta za pouziti dvou vhodné zvolenych
antiepileptik v adekvatnich terapeutickych davkach, v monoterapii nebo kombinované terapii.
(Kwan & kol., 2010) Mechanismy vedouci k farmakorezistenci zname jen malo, ale
predpokladéa se souvislost s transportnimi proteiny. Velka nadéje tkvi v pouziti molekuldrné
genetickych metod, identifikaci genti odpovidajicich za transport a recepci AEDs. V CR se
odhaduje pocet farmakorezistentnich pacienti na 25 000. Jak je zminéno vySe, terapii
farmakorezistentni epilepsie mtize byt epileptochirurgicky zakrok, ktery ale nelze provést u
kazdého pacienta. (Rektor & Oslejskova, 2010)
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1.3 Regulace regionalniho prutoku krve mozkem

Regulace prutoku krve mozkem je nezbytnd pro jeho normdlni funkci. Mozek totiz
spotfebovava velké mnozstvi energie, ale nemé dostatek energetickych rezerv. Proto je nucen
pfijimat energetické substraty za chodu skrze své cévni zasobeni. (Kisler & kol, 2017)
Vzhledem k dynamickym a regiondln¢ odlisnym energetickym pozadavkim je tieba, aby byl
pratok krve pfisné¢ regulovan. V piipadé¢ nespravné regulaci by mohlo dojit k fatalnimu
poskozeni mozku. S ohledem na dilezitost této problematiky je o jeji pochopeni dlouhodoby
zajem. (Ladecola, 2017)

Velkym posunem k pochopeni této problematiky byl koncept neurovaskularni jednotky, ktery
vzesel z prvniho setkdni Stroke Progress Review Group z ¢ervence roku 2001. Diky tomu se
zacala neurodegenerativni onemocnéni spojovat s cerebrovaskularnimi onemocnénimi.
Struktura neurovaskularni jednotky se v cerebrovaskularni siti vyznamné lisi. Z Willisova
okruhu odbihaji na povrch mozku pialni arterie a arterioly, tvofici vysoce kolateralizovanou
sit’. Pidlni arterioly jsou tvofené nékolika vrstvami bunék hladké svaloviny a jsou bohaté
inervovany nervovymi vlakny z perifernich autonomnich a senzorickych ganglii. Od pialnich
arterii postupné odbihaji penetrujici arterioly, které jsou tvofeny uz jenom jednou nespojitou
vrstvou bunék hladké svaloviny, postradaji perivaskularni nervy. Penetrujici arterioly jsou
obklopeny perivaskularnim prostorem, na néjz navazuji vybézky astrocyti. U kapilar jsou
bunky hladké svaloviny ¢aste¢né nahrazovany pericyty. (Ladecola, 2017)

Dulezitym pojmem v regulaci regionalniho krevniho prutoku mozkem je neurovaskularni
spojeni (neurovascular coupling). V mozku se CBF méni umérné spotfebe energie kazdé¢ jeho
oblasti. Pritok je tedy vyssi v oblastech s vyssi spotiebou energie a niz$i v oblastech s nizsi
spotfebou energie. Kromé toho zvyseni neuronélni aktivity vede ke zvySeni CBF omezeného
na urcitou malou ¢ast mozku (funkéni hyperémie). Této skutecnosti vyuziva napi. funkéni
magneticka rezonance (fMRI). (Claassen & kol, 2021)

Mozek vyzaduje spravné nacasovani v dodani kysliku a glukézy a odstranéni potencidlné
toxickych latek omezené na aktivované oblasti. Tyto uvahy vedly k formovani mozného
mechanismu regulace pomoci zpétné vazby. Mnohé z metaboliti (CO2, H*, adenosin, laktat)
jsou totiz silné vazodilatatory. Na druhou stranu jiné dikazy podporuji model doptedné
vazby. Glutamat uvolnény synaptickou aktivitou aktivuje postsynaptické glutamatové
receptory, coz vede k aktivaci signalnich drah zavislych na Ca?*, a to nasledné k uvolnéni
vazoaktivnich latek. Oba systémy se vzajemné nevylucuji a mohou byt tedy pfijaty spolecné.
(Ladecola, 2017)
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1.4 Modelovy organismus-laboratorni potkan

V biomedicinském vyzkumu jsou hlodavci diky fyziologické podobnosti s clovékem jiz fadu
let nejvice vyuzivanymi modelovymi organismy. (Bryda, 2013) Hlodavci jsou méné naro¢ni
na chov, jsou mensi nez jini sloziti savci, naptiklad primati, proto jsou ve vyzkumu
vyhodné&jsi volbou. Dnes vdéci hlodavci za svou popularitu piedev§im své snadné
dostupnosti, nizkym nakladim na chov, kratkému reprodukénimu cyklu a schopnosti
prospivat v zajeti. (Bryda, 2013)

Ve vyzkumu jsou pouzivany nejcastéji dvé skupiny hlodavcd, mysi a potkani. Piestoze
Vv posledni dob¢ zaujimaji mySi ve srovnani s potkany stadle vyznamnéjsi roli, zejména v
neurovédich a behaviordlnich vyzkumech maji potkani fadu jasnych vyhod. (Zakowski,
2020) S potkany se snaze manipuluje, v kontaktu s ¢lovékem jsou klidnéjsi, stres se u nich
projevuje Vv nizsi mife, coz méné zkresluje vysledky méteni. (Meijer & kol, 2007) Pro
studium pratoku krve mozkem je dilezité, Ze stavba neurovaskularniho spojeni a regulace
mozkového pritoku je analogicka jako u ¢lovéka.

VeEtsi velikost potkanll je uziteCna zejména v experimentech, které zahrnuji chirurgii a
zobrazovaci metody. (Jonckers & kol, 2011) Navic moznost pfesné orientace na mozku
potkanti, diky jeho velmi dobie zmapované podobnosti s lidskym mozkem, je ve vybéru
modelového organismu zasadni. (Swanson & kol, 2018) Behavioralni vyzkum ukazuje, ze
potkani jsou vhodngjsi pro studium ucéeni a poznavani, protoze jsou schopné&jsi uéit se tikolim
Iépe nez jiné druhy. (Moulin & kol, 2020) To umoznuje védcim nahlédnout do zékladnich
principl uceni a chovani.
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2 CIiL PRACE A HYPOTEZY

21 Cil
Cilem naseho vyzkumu je zjistit, zda podani ucinné latky sulforafanu zvySuje regionalni

pritok krve mozkem pii vyvolané odpovedi na transcallosalni elektrickou stimulaci potkana
24 hodin po aplikaci.

2.2 Hypotéza

U skupiny potkant, kterym byl sulforafan podan, dojde k signifikantnimu navySeni
regionalniho pritoku krve mozkem v porovnani s kontrolni skupinou a sulforafan bude mit
protektivni G¢inek na mozkovou tkan.
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3 METODICKA CAST

Veskeré experimenty byly provadény na oddéleni vyvojové epileptologie FGU AVCR. Cely
experiment byl schvalen resortni komisi AVCR (&.j. 50/2017). V praktické asti seminarni
prace je zkouman vliv G¢inné latky sulforafanu na regionalni pritok krve mozkem. Cilem
experimentu bylo zjistit, zda aplikace sulforafanu ovliviiuje regulaci regionalniho mozkového
pratoku krve (rCBF).

3.1 Materialy a metody

Do vyzkumu bylo zafazeno 8 dospélych samct laboratornich potkani kmene Wistar, jejichz
hmotnost se pohybovala mezi 250 a 260 g.

K méfeni byl vyuzit Laser Doppler Flowmeter a digitaliza¢ni jednotka CED Power 1401.
V praci byly pouzity latky dimethylsulfoxid (DMSO), sulforafan (SFN), fosfatovy pufr
(PBS), urethan a mesocain.

3.2 Chirurgicka priprava

Potkani byli uspani intraperitonealnim podanim celkového anestetika urethanu v mnozstvi 1,2
g/kg vahy zvifete. Pfed zah4jenim kozni incize byl jesté lokalng aplikovan mesocain. Rez byl
veden sagitalné¢ v medialni linii na lebce potkana. Nasledn¢ byly v oblasti opera¢ni rany
odstranény prebytecné mekké tkan€. Obnazené kosti neurokrania byly dikladné ocistény a
jejich povrch vysusen. Do lebky nad pravou senzomotorickou ktirou, cca 2 mm lateralné od
bregmy byly vyvrtany 2 otvory vzdalené od sebe 2 mm v kraniokaudalnim sméru. Nasledné
do nich byly epiduralné umistény stimula¢ni stiibrné elektrody. Nad kontralateralni hemisféru
byla ve stejné vzdalenosti umisténa sonda Laser Doppler Flowmeter (LDF). Ta byla umisténa
do spongiosni kostni tkané tak, aby detekovala signdl z pfiléhajici mozkové kiliry. Timto
zpusobem pfipravena experimentalni zvifata byla uloZena do stereotaktického ramu. Jejich
télesna teplota byla udrzovana na 37 °C pomoci vyhiivaci podlozky a pravidelné
kontrolovana pomoci rektalniho teploméru.

Interaural Line

Obr. 1: Schéma ulozeni stimula¢nich elektrod a sondy LDF na lebce experimentalniho potkana. 1. Stimulaéni
elektroda 2. Stimulaéni elektroda 3. Sonda LDF (Paxinos & Watson, 1998)
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3.3 Postup

Pro provedeni experimentu byl sledovany soubor (n=8) rozdélen do tii skupin, u nichz byly
monitorovany zmény regionalniho mozkového pritoku v prabéhu transcallosalni stimulace se
vzrustajici frekvenci (5, 10, 15, 20 Hz) po dobu 2-ms. Prvni skupiné potkant (n=3) byl
aplikovan roztok sulforafanu (SFN), dimethylsulfoxidu (DMSO) a fosfatového pufru (PBS), o
vysledné koncentraci dimethylsulfoxidu 0,5 %. Roztok byl podan 24 hodin pted méfenim.
Druhé skupiné¢ (n=3) bylo aplikovano samotné rozpoustédlo dimethylsulfoxid (DMSQO) s
fosfatovym pufrem (PBS). Tteti skupin€ (n=2) nebyl aplikovan zadny roztok.

Stimulator vytvarel stimulacni bifazické pulzy o délce 2-ms a sile 2,5 mA. Mezi kazdou
stimulaci byla pauza o délce 2 minut. Pulzy o stejné frekvenci nasledovaly u jednoho jedince
vzdy tfikrat po sobé. Vysledky vsech tfi méteni byly zprimérovany. Po skonceni experimentu
byla vSechna zvirata predavkovana anestetikem.

Pro zjisténi odpovédi pii epilepsii byly napodobeny stavy jednotlivého zachvatu (SS) a
epileptického statu. Jednotlivy zachvat byl simulovan pomoci stimulace 20 Hz po dobu 10-s a
epilepticky status (SE) pomoci 5x zopakovaného stimulaéniho protokolu jednotlivého
zachvatu s pauzami 5-s.

3.4 Vyhodnoceni méreni

K méfeni byla pouzita digitaliza¢ni jednotka CED Power 1401 a software CED Spike2.

N1} Stim S1 / Smax S2 S3

1 L/ Nl
s i SR

Graf 1: Ukazkovy prub&h odpovédi na stimulaci po podani sulforafanu

Na nasledujicim grafu je zndzornén ukazkovy pribéh odpovédi po stimulaci. Je na ném
znazornéno nékolik kurzort: SO — zadatek méfeni, Stim — zacatek stimulace, S1 — zadatek
odpovédi, Smax — lokalni maximum, S2 — konec odpovédi, S3 — konec méieni. Celkovy Cas
méteni odpovida 20 sekundam (S0-S3). Zakladni linie byla uréena primérem vsech hodnot 5
sekund pred poc¢atkem stimulace (SO-Stim)

Pro stimulaci se zvySujici se frekvenci byly hodnoceny nésledujici parametry (béhem
20sekundového casového okna pocinaje zaCatkem stimulace) - plocha pod kiivkou
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(umoziujici urcit zvysSeni/snizeni pratoku krve), lokdlni maximum (nejvétsi pozorované
zvySeni pratoku krve); Lmax), amplituda (Lmax - Lmin), primérna odchylka (pramérny
rozdil oproti vychozi hodnoté¢ béhem celého zdznamu, stanoveny v absolutni hodnot¢), ¢as k
dosazeni Lmax (Casy byly pocitany od zacatku stimulace; TLmax) a rychlost amplitudy
((Lmax - Lmin)/(TLmax - TLmin)). Uplné stejné parametry byly pouzity pro analyzu
stimulace podobné SE (graf 9-18) s tim rozdilem, ze ¢asové okno bylo 120 s. V této praci jsou
uvedeny pouze parametry, u nichz vysel faktor skupiny u dvoucestné ANOVY signifikantné.
Dvoucestna ANOVA byla vyuzita k rozhodnuti, zda je efekt skupiny signifikantni naptic
¢asovymi body. Poté byl proveden post hoc uncorrected Fisher’s LSD test, ktery jednotlivé
body (5, 10, 15, 20 Hz) porovnal.

Vysledky byly vyhodnocovany v programu GraphPad Prism 9.3.0. Hladina statistické
signifikance byla stanovena na p=0,05 (* P<0.05, ** P<0.01, # P<0.001, ## P<0.0001).
Vsechna data jsou reprezentovana primérem + SEM, mimo SE a nepierusovany SE (graf 9 a
18), k jejichz hodnoceni byl pouzit neparovy jednovybérovy t-test.
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4 \/YSLEDKY

V praktické c¢asti jsme sledovali zmény pratoku krve mozkem na zvysujici se frekvenci
transcallosalni stimulace senzomotorické kiury u tifi skupin potkanli — experimentélni,
kontrolni a naivni kontroly. Experimentalni skupiné byl aplikovan roztok sulforafanu (10
mg/kg vahy zvitete), dimethylsulfoxidu a fosfatového pufru. Kontrolni skupiné byl aplikovan
pouze roztok dimethylsulfoxidu a fosfatového pufru a tfeti skupina, tzv. naivni kontroly,
nedostala zadny roztok. Vzhledem k tomu, Ze mezi kontrolni skupinou a naivnimi kontrolami
nebyly patrné rozdily, jsou znazornény spole¢né a Vv textu dale uvedeny jako kontrolni
skupina.

Vysledky jsou rozdéleny do dvou casti. Prvni se sklada z jednotlivych zachvati (SS), druha
z epileptického statu (SE) a nepierusovaného epileptického statu. Uvedeny jsou pouze
vysledky, u nichz vysel faktor skupiny u dvoucestné¢ ANOVY signifikantn¢.

Blood flow changes upon increasing frequency of the stimulation

200
E — 5Hz-SFN

==+ 5Hz- Control
— 10Hz-SFN
==+ 10 Hz - Control

—— 15Hz-SFN
==+ 15Hz - Control
—— 20Hz-SFN

150+ ==+ 20Hz- Control

Blood flow (% of baseline)

100+

Stimulation

Time (s)

Graf 2: Souhrnny graf zavislosti zmény CBF na zvySovani frekvence stimulace a podani sulforafanu. Zobrazeny
jsou primérné hodnoty vSech méteni.

Z uvedeného souhrnného grafu jednotlivych zachvati vyplyva, Ze u experimentalni skupiny
dochazi ke zvyseni regionalniho prutoku krve mozkem. Tento narist je u vSech frekvenci
stimulace vyss§i nez u kontrolni skupiny. Graf tedy dokazuje benefi¢ni ucinky SFN na zvySeni
pritoku krve mozkem (rCBF).
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Graf 3: Vliv podani sulforafanu na objem krve, ktery prote¢e monitorovanou oblasti, po elektrické stimulaci

Graf znazoriiuje plochu pod kiivkou, tedy integral pritoku. Plocha pod kiivkou je dana
objemem krve, ktery prote€e monitorovanou oblasti za definovany usek casu. Plocha pod
ktivkou je vétsi u SFN. Nejvétsi rozdil mizeme pozorovat pii stimulaci 10 Hz. Pfi dalSim
zvySovani frekvence stimulace k dal§imu nariistu nedochézelo, pravdépodobné z divodu
dosaZeni maximalni vazodilatace cév v monitorované oblasti.

Local maximum
200+
€ SFN
4 Control

180 #
i

**

=

D

(=}
1

% of baseline

1404

120+

100 T T T T
10 15 20

Stim frequency
Graf 4: Vliv podani sulforafanu na hodnoty lokalniho maxima po stimulaci

Lokélni maximum je maximalni pritok indukovany stimulaci. Byl uréen v tseku 20 sekund
po zacatku stimulace jako bod s nejvyssi hodnotou. Roste témér rovnomérné s velikosti
stimulace. Pro SFN vychazi ve vSech bodech vyssi, coz je dikazem, ze sulforafan zvySuje

rCBF.
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Graf 5: Vliv podani sulforafanu na primérnou odchylku pritoku od zakladni hodnoty
Na grafu vidime primérnou odchylku. Jeji hodnota je absolutnim rozdilem rozdilem priméru

vSech bodi v méfeném useku 20 sekund a hodnoty zakladni linie (100 %). Nejvétsi rozdil
mezi experimentalni a kontrolni skupinou byl pfti stimulaci 10 Hz.
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Graf 6: Vliv podani sulforafanu na hodnotu amplitudy priitoku po elektrické stimulaci

Na grafu je znazornéna amplituda. Je déna jako rozdil mezi lokalnim minimem, ktery byl
ur¢en zékladni linii, a lokdlnim maximem. Amplituda je vy$si u SFN. Oproti normalni situaci
dojde pfi aplikaci SFN k nértstu do vyssich hodnot rCBF.
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Graf 7: Vliv podani sulforafanu na ¢as potfebny k dosazeni lokalniho maxima po stimulaci

Graf ukazuje ¢as do lokalniho maxima, ur¢eny jako rozdil hodnoty ¢asu od zacatku stimulace
do lokéalniho maxima. Vysledky nejsou v Zadném bod¢ signifikantni.
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Graf 8: Vliv podani sulforafanu na rychlost stoupani priitoku po stimulaci

Graf udava rychlost stoupani a je méfen od pocatku stimulace do lokdlniho maxima. Hodnoty
byly urceny jako podil amplitudy a ¢asu do lokdlniho maxima. U experimentdlni skupiny
dosahuje rychlost stoupani vyssich hodnot, protoze je lokdlni maximum vyssi.
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SE LDF smoothed
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Graf 9: Vliv podani sulforafanu na pribéh prutoku u napodopeni epileptického statu

Graf je napodobenim pribehu epileptického statu. Status epilepticus je oznaceni pro zachvat
trvajici déle nez 5 minut nebo pro sérii min 2 zachvati, mezi nimiz nedojde k nabyti védomi.
Dtvodem, pro¢ jsme zatadili SE-like do naseho vyzkumu je, Ze pfi ném dochézi k nejvétsimu
poskozeni mozku a bylo tedy dulezité zjistit, zda by mohla aplikace SFN v tomto ptipadé¢
pomoci. Zjistili jsme, ze efekt SFN se od SS vyznamné nelisi. Opét dochazi ke
stejnému benefiénimu pisobeni SFN na rCBF.
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Graf 10: Vliv podani sulforafanu na objem krve, ktery protec¢e monitorovanou oblasti 0-120 vtetin po elektrické
stimulaci napodobujici epilepticky status
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Graf 11: Vliv podani sulforafanu na objem krve, ktery prote¢e monitorovanou oblasti 0-60 vtefin po elektrické
stimulaci napodobujici epilepticky status
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Graf 12: Vliv podani sulforafanu na objem krve, ktery prote¢e monitorovanou oblasti 60-120 vtefin po elektrické
stimulaci napodobujici epilepticky status
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Graf 13: Vliv podani sulforafanu na hodnoty lokalnich maxim po stimulaci napodobujici epilepticky status
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Graf 14: Vliv podani sulforafanu na primérnou odchylku pratoku od zakladni hodnoty po stimulaci
napodobujici epilepticky status
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Graf 15: Vliv podani sulforafanu na hodnoty amplitud prutoku po elektrické stimulaci napodobujici epilepticky
status
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Graf 16: Vliv podani sulforafanu na ¢as potfebny k dosaZeni lokalniho maxima po stimulaci napodobujici
epilepticky status
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Graf 17: Vliv podani sulforafanu na rychlost stoupani pritoku po stimulaci napodobujici epilepticky status

Na prvnich tfech grafech vidime plochu pod ktivkou. Graf 10 reprezentuje plochu pod
kiivkou v celkovém méfeném tseku (120 sekundach od pocatku stimulace), na grafech 11 a
12 byl ¢asovy usek rozdélen od pocatku stimulace do konce stimulace a od konce stimulace
do konce méteni. VSechny hodnoty vysly signifikantné.

Na zbylych grafech mizeme vidét lokalni maximum, praimérnou odchylku od zakladni linie,
amplitudu a rychlost stoupani. VSechny dosahuji u experimentalni skupiny vyssich hodnot.
Naopak podani sulforafanu nema Zzadny vliv na ¢as do prvniho lokalniho maxima.

K statistickému hodnoceni byl pouzit neparovy jednovybérovy t-test.
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Graf 18: Vliv podani sulforafanu na prubéh pritoku u napodobeni nepierusovaného epileptického statu

Graf ukazuje stimulaci 20 Hz po dobu 50 sekund. Statistickd analyza neni mozna pro
nedostatecn¢ pocetny soubor. K dispozici byly pouze tfi méfeni proti Ctyfem.
Zamérem tohoto méfeni bylo zjistit, zda se vysledek bude lisit od SS nebo SE.
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5 Diskuze

V nasem vyzkumu jsme vychdzeli z poznatki Parfenové a kol. (2019), jejichz vyzkum se
vénoval akutnimu ucinku sulforafanu na pritok krve mozkem a mechanismu jeho ptsobeni.
Jejich studie ale nerozpracovava konkrétni terapeuticky pifinos. Nas proto zaujalo mozné
vyuziti jejich poznatkd v 1é¢bé epileptogeneze. Pii epileptickém zachvatu dochazi v dasledku
snizené¢ho prutoku krve mozkovou tkani k hypoxii a nedostate¢nému zasobeni energetickymi
substraty. To ma za nasledek vznik volnych kyslikovych radikali (ROS) a oxidativniho stresu
(0S), coz muze vést k poSkozeni nervovych bunék. Pokud zvySime pritok krve mozkem,
muzeme zabranit tomuto poskozeni a tim 1 dalSimu rozvoji epilepsie.

Parfenova a kol. zkoumali ve své studii pfimy vasodilatacni efekt sulforafanu na cévy mozku.
Sulforafan podavali systémové v davee 0,4 mg/kg vahy zvifete soucasné se zahdjenim méteni
nebo lokéln¢ v davce od 10 pM do 1 mM. Jako experimentalni soubor zvolili mldd’ata prasat
(1-5 dni; 1,5-3,0 kg; ob¢& pohlavi). Pro svou praci pouzili metodu kranidlniho okna.
V experimentalni ¢asti méfili hladinu H2S Vv periarachnoidedlnim kortikalnim mozkomisnim
moku a zmény pratoku pomoci méfeni priméru pidlnich arteriol. K celkové anestézii vyuzili
a-chlorazu (50 mg/kg + 5 mg dle potieby iv). Méfeni probihala v intervalech 10 minut po
dobu 2 hodin. Systémové podani sulforafanu zpasobilo vazodilataci pidlnich arteriol, ke které
doslo 5-10 minut po aplikaci a pretrvavala déle nez 2 hodiny. Maximalni vasodilata¢ni
odpoveéd’ (cca 25% nartst) byla pozorovana 20-80 min po podani. V zavéru své prace uvadi
vysvétleni mechanismu akutniho pisobeni sulforafanu na krevni pritok mozkem. Sulforafan
ma schopnost stimulovat endogenni enzymatickou produkci vasodilatacniho mediatoru H2S
prostfednictvim akutni aktivace CSE/CBS v neurovaskularni jednotce. Vyvolana enzymaticka
tvorba H2S aktivuje BK a Katp kanaly, coz vede k vazodilataci mozkovych arteriol. Timto
zav€rem vyvraci pivodni mySlenku, Ze by sulforafan sdm byl donorem H2S. V neposledni
fad€ dokazuji propustnost sulforafanu skrze hematoencefalickou bariéru.

Oproti tomu my jsme se v nasi praci zabyvali dlouhodobym efektem sulforafanu, ktery zustal
neprozkoumany. Podavali jsme davku 10 mg sulforafanu/kg vahy zvifete, a to 24 hodin pted
zahajenim méteni. Narozdil od Parfenové v naSem piipad€ neSlo o sledovéani spontanniho
ucinku sulforafanu na kontinudlni pritok, ale o sledovani ucinka sulforafanu na pribch
odpovédi po elektrické stimulaci. Tomu odpovidala i zvolend metoda. V nasi préaci byla
vyuzita technologie Laser Doppler Flowmeter, kterd ndm sice neumoziiuje zméfit aktudlni
prutok, ale mizeme pomoci ni zaznamenat jeho relativni zménu po stimulaci. Tato metoda
nam ale na druhou stranu neumoznila vyloucit ani potvrdit trvaly vazoaktivni efekt
sulforafanu.

Podatilo se nam prokazat, ze sulforafan ma uc¢inek na regionalni pritok krve mozkem pfi
vyvolané odpovédi na transcallosalni elektrickou stimulaci potkana i 24 hodin po aplikaci. Je
vysoce pravdépodobné, ze Vv této fazi (24 hodin po aplikaci) se jiz nejedna o piimy
vazoaktivni efekt sulforafanu, jak ho popsala Parfenova a kol., ale spise o dusledek indukce
Nrf2/Keapl dependentnich enzymi.

Nrf2 je za normélnich okolnosti vazany na protein Keap 1. Reaktivni formy kysliku, reaktivni
formy dusiku a dalsi endogenni nebo exogenni latky, napt. sulforafan mohou komplex Nrf2-
Keap 1 rozdélit. Po fosforylaci cytoplazmatickymi kinazami se Nrf2 dostane do jadra, kde se
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navaze na prvek antioxidac¢ni ochrany (ARE). Nasleduje upregulace obrannych enzymu faze
II a antioxidacnich stresovych proteint, napt. hem oxygenazy-1 (HO-1) nebo NAD(P)H-
chinon oxidoreduktazy-1 (NQO1). Tyto antioxidacni proteiny vazané na Nrf2/ARE obnovuji
bazalni redoxni stav v bunikach vystavenych oxidativnimu stresu a zanétlivym medidtoram.
Vzhledem k tomu, ze vétSina volnych radikala jsou vazoaktivni latky, dojde pravdépodobné k
ovlivnéni regulace prutoku krve mozkovymi oblastmi. Tento mechanismus by vysvétloval i
nase pozorovani ucinka sulforafanu na pratok 24 hodin po aplikaci, kdyz uz je sulforafan
z organismu vyloucen. Sulforafan vysoce specificky aktivuje Nrf2/Keapl systém, coz vede
k indukci antioxida¢nich enzymid a v koneéném duasledku muze dojit k ovlivnéni regulace
mozkové cirkulace.

Hlavnim pfinosem nasi prace je zjisténi, ze sulforafan piisobi protektivné na mozkovou tkan,
protoze dokaze lépe pokryt energetické potfeby mozku skrze mechanismus zvyseni
regionalniho krevniho pritoku. Tato jeho schopnost je klicova pifi extrémni, vétSinou
patologické aktivité mozku, jakou ptedstavuje naptiklad epilepticky zachvat.

Ptesny mechanismus, ktery by vysvétloval zvySené odpovédi sulforafanu na stimulaci zastava
neobjasnény a bude vyzadovat dalsi vyzkum.
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6 ZAVER

Hlavnim cilem experimentalnich méteni bylo zjistit, zda podani sulforafanu zvysuje rCBF pfi
vyvolané odpovédi na transcallosalni elektrickou stimulaci potkana 24 hodin po aplikaci. Dale
jsme chtéli ovéfit, zda ma sulforafan protektivni G¢inky na mozkovou tkan a zda by ho bylo
mozné vyuzit k 16€b¢ epilepsie.

Meéieni byla prikazna a jasn¢ ukéazala rozdil ve zméné regiondlniho mozkového prutoku krve.
Vysledna data, tedy potvrzuji, Ze u potkanti, kterym byl sulforafan podéan, je hodnota
regiondlniho krevniho pritoku v mozku signifikantné vyssi. Byly zaznamenany protektivni
ucinky sulforafanu na mozkovou tkan, coz ukazuje jeho potencial v 1é¢bé epilepsie.

Provadény experiment byl soucasti dlouhodobéjsi prace na oddéleni Vyvojové epileptologie
FGU AVCR, ale celou experimentalni &ast této prace jsem provadél samostatné. V dalsi fazi
bude nasledovat zhodnoceni biodistribuce glukdézy pomoci pozitronové emisni tomografie
(PET), kde by se méla ukazat spojitost s epileptogennimi lozisky.
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SEZNAM ZKRATEK

AEDs antiepileptika

CBF prutok krve mozkem

CBS cysathionin beta syntaza

CNS centrdlni nervova soustava

CSE cystathionin gama-lyaza

CT vypocetni tomografie

DMSO dimethylsulfoxid

EEG elektroencefalografie

fMRI funkéni magneticka rezonance
HO-1 hem oxygenaza-1

ILAE Mezinarodni liga proti epilepsii
LDF Laser Doppler Flowmeter

NQO1 NAD(P)H-chinon oxidoreduktazy-1
Nrf2 Nuclear factor erythroid 2-related factor 2
0S oxidativni stres

PBS fosfatovy pufr

PET pozitronova emisni tomografie
rCBF regionalni prutok krve mozkem
ROS volné kyslikové radikaly

SE epilepticky status

SFN sulforafan

SPECT jednofotonova emisni vypocetni tomografie
SS jednotlivy zachvat

VNS stimulace nervus vagus

WHO Svétova zdravotnickd organizace
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