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Acute and late consequences of partial brain irradiation in rats. We detected early 

biochemical signs of peripheral inflammatory activation, and examined the late histological 

consequences of irradiation. Rats were subjected to 40 Gy irradiation of the hippocampus, or 

served as non-treated control (n=6, each). Three hours after the irradiation, TNF-α, IL-6 and 

IL-10 changes were measured, and histopathologic damages were determined after 4 months 

of irradiation. The circulating cytokines were significantly increased after irradiation. 

Histopathological examination revealed important amounts of macrophage density, reactive 

gliosis and necrosis. Brain irradiation induced measurable pro- and anti-inflammatory 

cytokine changes and caused significant histopathological alterations. 
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A sugárterápia fontos szerepet játszik az agyi tumorok kezelésében. Célunk az volt, hogy 

detektáljuk a hippokampusz irradiáció-okozta korai perifériás gyulladásos aktivációt, 
valamint a késıi szövettani elváltozásokat. Patkányok egy-egy csoportját 40 Gy fokális agyi 
sugárkezelésnek tettük ki, míg további csoportok kontrollként szolgáltak (n=6, 
csoportonként). Vizsgáltuk az akutan bekövetkezı TNF-α, IL1-β, IL-6 és IL-10 változásokat 
és a késıi hisztopathológiai károsodásokat. A keringı TNF-α, IL-6, IL-10 szintje 
szignifikánsan megemelkedett a besugárzást követıen. A szövettani vizsgálatokkal jelentıs 
makrofág denzitást, reaktív gliózist és nekrózist mutattunk ki. Az agyi sugárkezelés 
szignifikáns pro-, és anti-inflammatórikus citokin változásokhoz, valamint szövettani 
elváltozásokhoz vezet. 

Kulcsszavak: agyi sugárkezelés, nekrózis, makrofág, reaktív gliózis  

BEVEZETÉS 

Napjainkban, az agyi sugárterápia gyakori és sikeresen alkalmazott módszer különbözı 
elsıdleges agyi tumorok és metasztázisok kezelésében [1-2]. A besugárzási technikák 
fejlıdésével a dózis egyre szelektívebben adható le a kívánt céltérfogatban, azonban a 
mellékhatások nem küszöbölhetık ki teljesen, így a betegek gyakran számolnak be 
mellékhatásokról is, mint például, interstíciális ödéma és megemelkedett intrakraniális 
nyomás [3-4]. A sugárzás-indukálta kedvezıtlen mellékhatások hátterében számtalan 
potenciális mechanizmus állhat a központi idegrendszerben (KIR); megállapították, hogy 
például a de novo képzıdı gyulladást okozó mediátorok, vagy azok elıalakjai 
kulcsfontosságú szerepet játszanak a sugárterápia-asszociált szövetkárosodásban [5]. 
Kimutatták, hogy a tumor nekrózis faktor-α (TNF-α) és az interleukin-1β (IL-1β) gének 
nagyon gyorsan aktiválódnak agyi sugárkezelés után, és ezek a citokinek szerepet játszanak az 
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ödéma kialakulásában is [6-14]. A gyulladást okozó citokinek képzıdésének és 
szétterjedésének egyensúlyát a gyulladás gátló citokinek, mint az interleukin-10 (IL-10) 
tartják fent, mely csökkenti a TNF-α aktivitását és gátolja az interleukin-6 (IL-6) termelıdését 
[15-16]. Korábbi tanulmányok alapján a TNF-α szintje 2-8 óra között tetızik, ami 24 órával a 
besugárzást követıen gyakran visszaáll a kezdeti szintre [17]. A citokinek mérete és 
szerkezete limitáló tényezık, melyek kizárják a passzív diffúziót a vér-agy gáton keresztül. 
Mindazonáltal, egésztest besugárzás után a periférián képzıdött citokinek bejutnak az agyi 
szövetekbe, ez pedig azt feltételezi, hogy átmenetileg megsérül az a mechanizmus, amely 
ezeknek az anyagoknak az átjutását kontrollálja a vérbıl a cerebrospinális folyadékba. Így 
elképzelhetı, hogy az agyi sugárkezelés nem kívánt következményeként sérül a vér-agy gát 
áteresztıképessége, és az agyban képzıdött anyagok kijutnak a perifériára, amennyiben ez a 
barrier mechanizmus kétoldalú. Feltételezésünk szerint, a sugárterápia olyan perifériás 
gyulladást okozó mediátorok megjelenésével jár, melyek eredeti képzıdési helye a 
besugárzott agyszövet.  

A KIR sugárkezelését követıen nem csak akut, de szubakut és késıi posztirradiációs reakciók 
is elıfordulnak. A sugárkezeléssel kiváltott késıi agysérülés (late or delayed radiation injury 
(LDRI)) jól dokumentált szövıdmény, amely 3 hónap és 10 év között jelentkezik a 
sugárkezelés után (az esetek 70 százaléka az elsı 2 évben fordul elı). Humán adatok szerint 
az LDRI elıfordulási gyakorisága 5% és 37% között van, és a kialakulás valószínősége 
nagyobb sugárdózisokkal lineárisan nı. A hatékony kezelés hiányában a LDRI rendkívül 
súlyos, irreverzibilis állapothoz vezethet, progresszív állapotromlást és halált okozhat. Az 
LDRI elsıdleges mechanizmusa az endotél (vagy endotélsejtek) sérülése, vagy az 
oligodendroglia közvetlen károsodása. A posztirradiációs minták kórszövettani vizsgálata 
különbözı mennyiségő endotélsejt apoptózist, gliózist, szöveti nekrózist, meszesedést, 
gyulladást, vaszkuláris proliferációt és hyalinizációt, továbbá diffúz CD4+ és CD8+ T-sejt 
infiltrációt mutatott [18-24].  

A hippokampusz az egyik legfontosabb agyi struktúra, sérülése esetén tanulási és memória 
zavarok lépnek fel [25-27]. Korábbi vizsgálatok kimutatták, hogy a sugárkezelés után 
jelentkezı kognitív diszfunkció hátterében a hippokampusz szubgranuláris zónájában 
bekövetkezı neurogenezis károsodása áll [28].  
Korábban kifejlesztettünk egy olyan, jól reprodukálható, megbízható kísérleti modellt, mely 
széles körben alkalmazható fokális agyi sugárkezelés következményeinek feltárására [29]. 
Mindezek ismeretében a célunk az volt, hogy megvizsgáljuk a hippokampusz besugárzás 
korai, biokémiai, és késıi, hisztopathológiai következményeit. 

ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 

Állatok  

A kísérleteket felnıtt Sprague-Dawley hím patkányon (200-230g) végeztük (n=24). Az 
állatokat kontrollált körülmények között, 12 órás fény/12 órás sötét cikluson tartottuk, 
szabadon hozzáférhettek az élelemhez és vízhez. Minden kísérletet az Európai Tanács 
86/609/EGK irányelvének megfelelıen végeztünk, az egyetemi Munkahelyi Állatjóléti 
Bizottság engedélyével. 

Bilaterális hippokampusz besugárzást követı korai elváltozások  

Korábbi elıkísérletek és dózis-hatás görbék felállítása után meghatároztuk azt a dózist, 
mellyel egy egyszeri, rész-agy besugárzással olyan neurofunkcionális, morfológiai és 
biológiai elváltozásokat tudtunk kimutatni, amely a kísérleteink számára már releváns lehet. A 
patkányok sugártoleranciája eltér az emberétıl, korábbi tanulmányaink alapján a funkcionális 
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és struktúrális változások, mint a sejt szám csökkenés, vagy demyelinizáció a 40–100 Gy 
dózistartományban figyelhetı meg, így jelen kísérletünkben alkalmazott dózist 40 Gy-ben 
állapítottuk meg [29].  
A sugárkezelés elıtt, a hippokampusz körbehatárolása CT-alapú (Emotion 6, Siemens AG) 
3D konformális XIO™ kezeléstervezı rendszerrel történt. Két ellentétes, izocentrikus, 
laterális, 1 cm átmérıjő kör alakú mezıt alkalmaztunk, mellyel biztosítottuk a homogén 
dóziseloszlást. A mezı profilt és a kollimátor kimeneti faktorát film dozimetriával és pinpoint 
ionizációs kamrával mértük ki. Az állatokat 5%-os klorál-hidrát oldattal elaltattuk, majd 
hanyatt fekvı helyzetben, főtıpárnára helyeztük. Az altatás fenntartására a jobb oldali vena 
jugularisba kanült vezettünk be. A sugárkezelt csoport egyedeit (n=6) egy speciális fektetı 
állványra helyeztük (3 állat/állvány) és mindkét féltekei hippokampusz besugárzást végeztünk 
kobalt 60 ágyú (Terragam K01; SKODA UJP, Prága, Cseh Köztársaság) alkalmazásával, 
mezıellenırzı felvétellel (film), 40 Gy (1 Gy/2.25 perc) dózisban, a két ellentétes, oldalsó 
mezın keresztül. A kontroll állatok (n=6) ugyanezen az elıkészületen estek át, de 
sugárkezelést nem kaptak. 

Plazma TNF-α, IL-1β, IL-6 és IL-10 meghatározás 

Három órával a besugárzást követıen vérmintákat (0.5 ml) vettünk az inferior vena cavan 
keresztül, elıre hőtött EDTA-tartalmú polipropilén csövekbe, 1000 g-n centrifugáltuk 
20 percig, és feldolgozásig -70 °C-on tároltuk. ELISA kitek segítségével meghatároztuk a 
plazma TNF-α, IL-1β, IL-6 és IL-10 (Quantikine ultrasensitive ELISA TNF-α IL-1β, IL-6 és 
IL-10 kitek patkányok számára; Biomedica Hungaria Kft, Magyarország) koncentrációját. A 
legalacsonyabb detektálási szint a TNF-α és IL-1β esetében < 5 pg/ml, az IL-10 esetében 
<10 pg/ml, míg az IL-6 esetében 21 pg/ml volt. 

Az agyi sugárkezelést követı késıi elváltozások 

Egyoldali fokális hippokampusz besugárzás 

Klorál-hidrát altatás mellett az állatok fejének pozícióját rögzítettük, és Emotion 6 CT scanner 
(Siemens AG, Erlangen, Németország) segítségével megterveztük a sugárzás geometriáját. A 
tervezett dózis leadása egyszeri frakcióban, lineáris gyorsítóval (Primus IMRT; Siemens, 
Németország) 300-900 monitoregység/perc dózisrátával történt, dóziseloszlását 6 db 1 cm-es 
elektron nyalábbal, 15x15cm elektron kollimátorba helyezhetı inzerttel, melyet dozimetriai 
mérésekkel ellenıriztünk. 40 Gy dózissal, 6 MeV energiájú laterális elektron nyalábbal 
történtek a besugárzások, 100 cm forrás-bır távolság mellett. Így az elektron nyalábok 
kedvezı dózis gradiense limitálta a releváns sugárdózis elnyelıdését az ellenoldali 
agyféltekében. Tehát, az összdózis nagy része az azonos oldali hippokampuszban és corpus 
callosumban nyelıdött el egy 4x6x8mm-es térfogatban. Szövettani vizsgálataink azt mutatták, 
hogy az ellenoldali féltekét ért szórt sugárzás mértéke elhanyagolható volt (adatot nem 
mutatunk). 
A besugárzás egyszerre 6 állaton történt (n=6), helyzetverifikáció (mezıellenırzı film) után, 
míg a kontroll állatok (n=6) nem kaptak sugárkezelést [29]. A beavatkozást követıen az 
állatok visszakerültek az eredeti ketrecükbe, és 4 hónapon keresztül folyamatos megfigyelés 
alatt éltek tovább; figyeltük az esetleges bırelváltozások mértékét, és hetente testtömeg mérés 
történt. 120 nappal az irradiációt követıen a sugárkezelt és kontroll patkányokat is elaltattuk, 
transzkardiálisan perfundáltuk, és hematoxylin-eozin (H&E) festést alkalmaztunk hisztológiai 
értékelés céljából.  
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Agyi hisztopathológia 

Foszfát pufferes sóoldattal, majd 4%-os paraformaldehid-foszfátpuffer oldattal történı 
perfúzió után a teljes agyakat paraformaldehidben fixáltuk egy napon keresztül, mielıtt 6 
egyforma részre osztottuk volna, amiket azután paraffinba ágyaztunk. 30 µm vastagságú 
metszeteket készítettünk H&E szövettani értékelésre. Axio Imager.Z1 (EC Plan Neofluar 
40x/0.75 M27; Freiburg, Németország) fénymikroszkóppal vizsgáltuk a metszeteket, és 
felvételeket készítettünk AxioCam MR5 kamera segítségével. A digitális fotók analízise ProR 
Plus 6.1 software (MediaCybernetics Inc., Bethesda, MD, USA) használatával történtek.  

A kiértékelés vakon, kódok alapján történt, két gyakorlott patológus segítségével, egymástól 
függetlenül, pontozási rendszer (1 tıl 4-ig, vagy nem értékelhetı) alkalmazásával, melyben a 
vizsgált paraméterek a nekrózis, makrofág denzitás és reaktív gliózis voltak. Nekrózis 
esetében a pontozás a következıképpen alakult: 1: nem detektálható; 2: a látótér kevesebb, 
mint 50%-ban látható nekrózis; 3: a látótér több mint 50%-ban látható nekrózis; 4: a nekrózis 
mértéke kitölti a látóteret, vagy kiterjed mindkét agyféltekére. Makrofág denzitás pontozási 
rendszere: 1: nincs habos makrofág a látótérben; 2: kevesebb, mint 5 habos makrofág a 
látótérben; 3: 5-10 makrofág a látótérben; 4: több mint 10 makrofág/látótér. Reaktív gliózis 
pontozó rendszere: 1: nincs; 2: enyhe; 3: mérsékelt; 4: súlyos. 

Statisztikai analízis 

Az adatok analízise SigmaStat és StatView statisztikai szoftver csomagok (SigmaStat, Jandel 
Scientific, Erkrath, Németország; StatView 4.53, Abacus Concept Inc., Berkeley, CA, USA) 
segítségével történt. A nem-Gauss eloszlású adathalmaz miatt nem-parametrikus módszereket 
alkalmaztunk. Egy utas ANOVA és Fisher’s PLSD post hoc tesztet használtunk a szövettani 
kiértékelés során, a csoportok közötti különbségek kimutatására pedig Kruskal-Wallis egy 
utas ANOVA on ranks, és Dunn-féle post hoc tesztet választottuk. Az ábrákon és az 
eredményekben a medián értékeket (M), és a 25. és 75. percentiliseket, valamint az átlag 
± S.E.M ábrázoltuk. p<0.05 és p<0.001 értékeket tekintettük statisztikailag szignifikánsnak. 

EREDMÉNYEK 

Az agyi sugárkezelés korai hatásai  

3 órával az irradiációt követıen, a pro-, és anti-inflammatórikus citokinek szintje 
szignifikánsan megemelkedett a perifériás keringésben. 

Hippokampusz besugárzás hatására szignifikánsan megemelkedett a plazma TNF-α szintje 
(M:20.7; p25:18.7; p75:23.2) a kontroll csoporthoz képest (M:9.7; p25:9.3; p75:10.06; 
1. ábra). 
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1. ábra. Plazma tumor nekrózis faktor-alfa változás hippokampusz besugárzás után. Medián 
értékeket és a 25. és 75. percentiliseket ábrázoltuk. *p<0.05 a kontroll csoporthoz viszonyított 

szignifikáns emelkedést jelöli. 

 

Az IL-6 koncentráció is jelentısen magasabb volt 3 órával a sugárkezelés után (M:347.2; 
p25:297.4; p75:422.3), mint a nem kezelt csoportban (M:289.6; p25:264.7; p75:323.9; 
2. ábra).   

 

2. ábra. Plazma interleukin 6 változás hippokampusz besugárzás után. Medián értékeket és a 
25. és 75. percentiliseket ábrázoltuk. *p<0.05 a kontroll csoporthoz viszonyított szignifikáns 

emelkedést jelöli. 

 

A plazma IL-1β esetében nem találtunk különbséget a csoportok között (kontroll: M:126.5; 
p25:119.8; p75:129.9; sugárkezelt: M:122.3; p25:116.7; p75:143.8; 3. ábra). 
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3. ábra. Plazma interleukin 1-beta szintek hippokampusz besugárzás után. Medián értékeket 
és a 25. és 75. percentiliseket ábrázoltuk. 

 

Az IL-10 plazma szintje szignifikánsan magasabb volt a sugárkezelést követıen (M:90.7; 
p25:82.6; p75:102.1; 4. ábra), mint a sugárkezelést nem kapott csoportban (M:4.1; p25:1.2; 
p75:5.04).  

 

4. ábra. Plazma interleukin 10 változások hippokampusz besugárzás után. Medián értékeket és 
a 25 és 75 percentiliseket ábrázoltuk. *p<0.05 a kontroll csoporthoz viszonyított szignifikáns 

emelkedést jelöli. 
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Agyi sugárkezelés késıi hatásai 

Kísérleteink során a hippokampusz-besugárzás késıi következményeit vizsgáltuk 4 hónappal 
a sugárkezelést követıen. A nekrózis jeleit, makrofág denzitást és reaktív gliózist értékeltük a 
40 Gy dózisú sugárkezelésnek kitett agyi régiókban. Besugárzás után mérsékelt nekrózist 
tapasztaltunk, mely kiterjedt a szürke és fehér állományra is (5. ábra). A habos makrofágok 
jelenléte (6. ábra), és a reaktív asztrogliózis mértéke (7. ábra) is szignifikánsan megemelkedett 
a sugárkezelt csoportban, a kontroll csoporthoz képest.  

 

5. ábra. Nekrózis mértéke 120 nappal a sugárkezelés után. Az ábrákon az átlag ± S.E.M. 
értékeket ábrázoltuk. ***p<0.001 a kontroll csoporthoz viszonyított szignifikáns emelkedést 

jelöli. 

 

 

6. ábra. A makrofágok jelenléte 120 nappal a sugárkezelés után. Az ábrákon az átlag ± S.E.M. 
értékeket ábrázoltuk. ***p<0.001 a kontroll csoporthoz viszonyított szignifikáns emelkedést 

jelöli. 
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7. ábra. Reaktív gliózis mértéke 120 nappal a sugárkezelés után. Az ábrákon az átlag ± S.E.M. 
értékeket ábrázoltuk. ***p<0.001 a kontroll csoporthoz viszonyított szignifikáns emelkedést 

jelöli. 

ÖSSZEFOGLALÁS 

Rágcsálókkal végzett kísérleteink során sikerült kifejlesztenünk egy olyan speciális, részleges 
agyi besugárzási technikát, mely jól definiálva csak az egyik félteke hippokampusz és a 
corpus callosum területét érinti, hasonlóan a humán gyógyászatban alkalmazott agyi 
sugárterápiához [30]. A kísérletes elrendezés és a pro-, és anti-inflammatórikus citokinek 
kiválasztása a központi idegrendszeri akut gyulladásos reakciók során betöltött 
kulcsfontosságú szerepük alapján történt [31-32]. Számtalan tanulmány leírta, hogy a TNF-α 
és IL-1β gének overexpressziója összefüggésben állhat az agyi sugárkezelésre bekövetkezı 
molekuláris válaszokkal [8, 10, 33]. Vice versa, azt is kimutatták, hogy a perifériás TNF-α 
termelıdés káros szerepet játszik az idegi túlélésben, vagy a hippokampuszban zajló 
differenciációban [22, 34-35], habár a hippokampusz besugárzás perifériás biokémiai 
következményeit korábban nem vizsgálták. 
A kísérleti elrendezés lehetıvé tette, hogy különbséget tegyünk az agyi sugárkezelés direkt, 
helyi és a távoli (abszkópális), perifériás hatásai között. Mi figyeltük meg elıször, hogy 
3 órával az agyi sugárkezelést követıen, a gyulladásos citokinek szintje szignifikánsan 
megemelkedik a perifériás keringésben, mely következtében egyes távoli szervekben is 
tapasztaltunk elváltozásokat, mint például a máj homeosztázisban, ahol jelentıs eltéréseket 
mutattunk ki [36]. Ezt a jelenséget azzal magyarázhatjuk, hogy az irradiáció után egy 
szignifikáns, lokális pro-inflammatórikus válasz aktiválódik az agyban, aminek következtében 
a vér-agy gát ideiglenesen megnyílik, és az aktivált gyulladásos mediátorok (például, a 
vizsgálatunkban periférián detektált citokinek) a keringésbe kerültek.  
Az IL-6 egy multifunkcionális gyulladást okozó citokin, melynek szerepe van az egésztest 
besugárzás utáni gyulladásos válaszok közvetítésében [37], és néhány tanulmány szerint a 
megemelkedett IL-6 fehérje expressziója lehet a felelıs a sugárzás-indukálta gyulladásért az 
agyban [33, 38-39]. Ezen kívül, arról is beszámoltak, hogy az egésztest besugárzásnak kitett 
rágcsálókban szelektíven aktiválódott az NF-κB, és ennek következtében megemelkedett a 
TNF-α, IL-1α, IL-1β és IL-6 mRNS expressziója nyirokszövetben [40].  
A gyulladást okozó mediátorok megemelkedése befolyásolhatja az IL-10 emelkedését, mely 
alulszabályozza a TNF-α aktivitását, gátolja a hosszú idejő IL-6 produkciót [15-16], blokkolja 
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az NF-κB aktivitást és közrejátszik a JAK-STAT szignalizációs útvonal szabályozásában; 
ezért gyulladásgátló citokinnek minısül agyi sugárreakció esetén [41]. Az akut mellékhatások 
molekuláris pathomechanizmusa nem áll közvetlen összefüggésben a késıi hatásokkal, 
melyek egy része azonban visszavezethetı az endotélsejt apoptózis indukcióra, és 
következményes mikrokeringési zavarokra, valamint a neuronok homeosztázisát fenntartó 
gliális elemek károsodására. Az idegsejtek közül a hippokampusz területén található 
neurogenezisben szerepet játszó neuroprogenitor ıssejtek a legérzékenyebbek. [42-43].   
A hippokampusz az agy legfıbb területe, mely kritikus szereppel bír a tanulás és memória 
folyamatok során [44], és számtalan adat bizonyítja, hogy a sugárkezelés ezekben a 
funkciókban károsodást okoz [28, 45-46]. A hippokampuszon belül, a Gyrus Dentatus (GD) 
az a régió, amely a legérzékenyebb az irradiációra [47]. Szövettani elváltozások korábbi 
vizsgálata ahhoz a felfedezéshez vezetett, miszerint az agyi sugárkezelés módosította a GD 
szemcsés sejtjeinek dendritjeit, valamint idı-függıen a CA1 régió piramis sejtjeinek bazális 
dendritjeit is [48].  A kísérleteink során az adott dózissal besugárzott agyterületen 4 hónappal 
az irradiáció után nemcsak a hippokampusz szövetében, hanem az elıírt dózissal ellátott teljes 
térfogatban szignifikáns patológiai eltéréseket detektáltuk. A patológiás zavarok, úgy, mint a 
vaszkuláris károsodás és a demyelinizáció az irradiáció késıi következményei, ami szövettani 
vizsgálatokkal feltárható [49, 50]. 
Sikerült kidolgoznunk egy olyan megbízható, jól reprodukálható rágcsáló modellt, mellyel 
fokális agyi besugárzás korai és késıi hatásait, valamint esetleges sugármódosító anyagok és 
eltérı sugárminıségek biológiai hatásait egyaránt vizsgálhatjuk. 
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