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1 Wprowadzenie i cel pracy

W obecnych czasach pomimo stosowania wielu srodkdw ostroznosci, nadal zda-
rzajg sie wypadki, w ktérych ludzie ulegajg napromieniowaniu wysokimi, nieobojetny-
mi dla zdrowia dawkami promieniowania jonizujgcego. Wedtug Emergency Assistance
Center od 1944 do 2004 miato miejsce 421 powaznych wypadkdéw radiacyjnych na
Swiecie [1]. Istnieje tez obawa przed atakami terrorystycznymi z wykorzystaniem mate-
riatdw radioaktywnych, czego skutkiem moze byé narazenie na niekontrolowane na-
promieniowanie zaréwno personelu wojskowego, jak rowniez ludnosci cywilnej, nie-
wyposazonej w indywidualne dozymetry promieniowania. W takich sytuacjach mozli-
wos¢ szybkiego, indywidualnego pomiaru dawki moze mie¢ kluczowe znaczenie dla
kategoryzacji ofiar w wypadkach masowych w zaleznosci od stopnia ich napromienio-
wania oraz rokowania. Wiedza o pochtonietej dawce ma takze wptyw na planowanie
postepowania medycznego. W zwigzku z tym istnieje ciggta potrzeba udoskonalania
metod okreslania dawki pochtonietego przez ludzi promieniowania.

Zrédta promieniowania, ktére mogg by¢ zagrozeniem dla ludzi wykorzystywane sg
w wielu dziedzinach dziatalnosci cztowieka: w przemysle, nauce, armii czy w medycy-
nie, gdzie promieniowanie wykorzystywane jest zaréwno w diagnostyce jak i terapii. W
rezultacie tak licznych zastosowan promieniowania zdarzajg sie wypadki, w wyniku
ktérych cztowiek moze przyjac niekontrolowang, duzg dawke promieniowania. Jeden z
takich wypadkéw wydarzyt sie na terenie Polski w 2001 roku w Biatostockim Centrum
Onkologii, gdzie podczas prowadzone] radioterapii u pieciu pacjentek z rakiem piersi
doszto do tragicznego w skutkach przedawkowania. Spowodowane byto to uszkodzong
blokadg bezpieczenstwa i przestarzatym systemem zabezpieczen akceleratora liniowe-
go [2].

Istnienie elektrowni jadrowych zawsze zwigzane jest z pewnym ryzykiem awarii,
ktére mogg skutkowac narazeniem ludnosci na dziatanie promieniowania jonizujacego.
Przyktadem moze tu by¢ wybuch elektrowni jadrowej 26 kwietnia 1986 roku w Czarno-
bylu, po ktérym chmura radioaktywnych czastek przeszta nad Europa, w tym takze nad
Polska [3,4]. Do innej awarii elektrowni jgdrowej o wielkiej skali radioaktywnego od-

dziatywania na srodowisko doszto w Fukushimie w Japonii w 2011 roku w wyniku trze-



sienia ziemi u wybrzezy wyspy Honsiu [5]. Duzym potencjalnym zagrozeniem réwniez
jest terroryzm. Moze on przybierac rézne formy: od grozby detonacji bomb jadrowych
przez organizacje terrorystyczne do préb rozprzestrzenienia substancji radioaktywnych
przez tzw. ,brudne bomby”. Powyzsze przyktady pokazujg jak wazng kwestig jest dzisiaj
ochrona ludzi przed skutkami promieniowania jonizujgcego, a wiec i mozliwos¢ ilo-
Sciowej charakterystyki poziomu dawek [6,7].

W wypadkach radiacyjnych dawki otrzymane przez poszkodowanych mogg by¢
wysokie i niejednorodnie rozmieszczone w objetosci ciata i dlatego powinny by¢ okre-
Slone jak najdoktadniej zaréwno co do ich wielkosci jak i rozktadu w ciele aby utatwi¢
diagnoze i wybor najlepszej strategii terapeutycznej [8]. Jedng z metod pomiaru dawek
pochtonietych w tkankach jest dozymetria wykorzystujgca elektronowy rezonans pa-
ramagnetyczny (EPR). Polega ona na detekcji i ilosciowej charakterystyce sygnatéw EPR
pochodzacych od trwatych wolnych rodnikéw wygenerowanych promieniowaniem w
tkankach twardych: szkliwie, kosci lub paznokciach. Metoda ta, obok metod cytogene-
tycznych, [9,10,11], nalezy do jednej z kilku podstawowych metod biodozymetrii, roz-
wijanych w laboratoriach dozymetrycznych na swiecie.

Celem tej pracy jest opracowanie procedury pomiaru ex vivo sygnatow EPR w
probkach kosci w celu retrospektywnej dozymetrii promieniowania jonizujgcego, okre-
Slenie jej dokfadnosci i wptywu na nig techniki pomiaru EPR i oraz weryfikacja stoso-
walnosci dozymetrii EPR dla pomiaru dawek w kosci napromieniowanej in vivo na pod-
stawie porodwnania dawek zmierzonych w prébkach kosci pochodzgcych od pacjentéw
po radioterapii z dawkami obliczonymi przez stosowane rutynowo w planowaniu le-
czenia radiacyjnego komputerowe systemy planowania radioterapii.

Przedstawione w tej pracy wyniki sg czesciowo przedmiotem nastepujacych donie-

sien i publikacji:
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1. “Application of EPR dosimery in bone for verification of doses in radiotherapy pa-
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Jakacka, B. Ciesielski, Radiat. Prot. Dosimetry 2014, 162 (1-2): 38-42



,Effects of water treatment and sample granularity on radiation sensitivity and
stability of EPR signals in x- ray irradiated bone samples” , B. Ciesielski, K. Krefft,
M. Penkowski, J. Kaminska, B. Drogoszewska, 2014, Radiat. Prot. Dosimetry 159:
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2 Odziatywanie promieniowania jonizujgcego w Srodo-
wisku biologicznym

Promieniowanie jonizujgce jest to promieniowanie przenoszgce energie zdolng do
oderwania elektronéw z atomu, czyli jonizacji atomoéw lub czgsteczek osrodka. Rozréz-
niamy promieniowanie jonizujgce bezposrednio i posrednio. Do promieniowania bez-
posrednio jonizujgcego zalicza sie strumienie rozpedzonych czgstek natadowanych ta-
kich jak elektrony, protony, czastki a i wysokoenergetyczne wigzki jondw, ktdére jonizu-
j3 materie poprzez oddziatywania kulombowskie rozpedzonych tadunkow elektrycz-
nych z elektronami osrodka. Promieniowanie posrednio jonizujgce to wysokoenerge-
tyczne fotony jak promieniowanie rentgenowskie i fotony gamma oraz rozpedzone
strumienie neutrondéw. Jonizujg one osrodek wtdrnie poprzez czastki natadowane
(elektrony, protony, produkty rozszczepienia jgder) powstajgce w trakcie pierwotnych
oddziatywan fotondw lub neutronéw z materig. Oba rodzaje promieniowania jonizujg-
cego wywotujg w organizmach podobne skutki chemiczne, a w konsekwencji i biolo-
giczne, choé poziom reakcji radiobiologicznej w ogdlnosci zalezny jest od lokalnej ge-
stosci jonizacji, ktérg ilosSciowo charakteryzuje parametr LET (Linear Energy Transfer),
zdefiniowany jako ilo$¢ energii przekazanej materii na jednostke dtugosci sladu czastki
jonizujacej. Ciezkie czastki takie jak protony, neutrony i czastki a majg wysokie warto-
Sci LET, podczas gdy elektrony majg niskie wartosci LET. Promieniowania o wysokim
LET charakteryzujg sie wyzszg efektywnoscig generowania uszkodzen radiobiologicz-

nych.

Efekty odziatywania promieniowania jonizujgcego na organizmy zywe zalezg od
wielkosci energii przekazanej materii, przez ktérg przechodzi (czyli pochtonietej dawki),
jej rozktadu w czasie (mocy dawki), wielkosci napromieniowanego obszaru i rodzaju
struktur, na ktére dziata promieniowanie oraz rodzaju promieniowania jonizujacego
wptywajgcego na jego skutecznosc radiobiologiczng. Oddziatywanie fotondw z materia-
tem pochtfaniajgcym odbywa sie za posrednictwem nastepujgcych pierwotnych proce-

sOw.



» Rozpraszanie koherentne

Zjawisko rozpraszania zachodzi podczas oddziatywania fotonéw traktowanych jako
fala elektromagnetyczna z elektronami orbitalnymi atomoéw osrodka. Oscylujgce pole
elektryczne fali elektromagnetycznej powoduje chwilowe wibracje elektrondw w ato-
mie. Oscylujgce elektrony emitujg promieniowanie elektromagnetyczne o tej samej
dtugosci fali co padajgca na atom fala elektromagnetyczna. Prawdopodobienstwo zaj-
Scia zjawiska rozpraszania maleje gwattownie wraz ze wzrostem energii fotonéw i jest
pomijalnie mate dla energii wiekszych niz 100 keV w materiatach o niskiej liczbie ato-
mowej. Rozpraszanie koherentne nazywane jest rowniez rozpraszaniem Rayleigha.
Rozktad katowy fotondw rozproszonych w zjawisku rozpraszania Rayleigha opisany jest

wzorem [12,13] :
or(6,E) =%r62(1 + cos?0)F*(0,E,Z) (1)

gdzie:

1‘9:92/127902=2,818*10'15 — promien elektronu,

E—energia padajgcego fotonu,

@ — kat pomiedzy fotonem padajgcym, a rozproszonym,

e—fadunek elektronu,

me— masa spoczynkowa elektronu,

c— predkosc Swiatta,

F(6,EZ) — atomowy wspdtczynnik zalezny od rozktadu tadunkéw w powtoce elek-
tronowej,

Z— liczba atomowa atomu rozpraszajgcego.

W rozpraszaniu koherentnym nie zachodzi przekazywanie energii promieniowania
do osrodka, dlatego w rozwazaniach dozymetrycznych jest ono pomijane, nato-

miast ma ono wptyw na tworzenie sie kontrastu na obrazach radiologicznych [9].



> Efekt fotoelektryczny

W efekcie fotoelektrycznym foton o energii hv zderzajgc sie z atomem wybija elek-
tron z powtoki ulegajgc catkowitemu pochtonieciu. Wybity elektron nazywany jest fo-
toelektronem. Energia kinetyczna wybitego elektronu jest réznicy energii pochtoniete-

go fotonu i energii wigzania elektronu na powtoce i okresla jg wzér:

E, = hv — Ey, (2)
gdzie:

Eix— energia kinetyczna wybitego elektronu,

hv- energia fotonu,

Ew— energia wigzania elektronu na powtoce atomu.

Prawdopodobienstwo o wystgpienia efektu fotoelektrycznego dla energii fotonow
wyzszych od energii jonizacji danej powtoki zalezy od energii padajgcego fotonu i ro-

dzaju atomdw substancji pochtaniajacej, co wyrazi¢ mozna wzorem :
O'f =(C— (3)

gdzie :

Z- liczba atomowa atomu absorbenta,
C- wspotczynnik proporcjonalnosci,

E)- energia fotonu,

dla niskich energii : £&=4.0, n=3.5

dla wysokich energii : k=4.6, n=1.0 [14]

Po wybiciu elektronu atomy pozostajg w stanie wzbudzenia z nieobsadzonym pu-
stymi miejscami na powtokach. W procesie powrotu do stanu podstawowego podczas
zapetniania luk po wybitych elektronach nastepuje emisja nadmiaru energii w postaci
fotondw promieniowania charakterystycznego oraz elektronéw zwanych elektronami
Augera [12]. Ze wzgledu na ich niskg energie elektrony Augera maja niewielki zasieg w
tkankach i mozna uzna¢, ze cata energia fotonu ulegajgcego zjawisku fotoelektryczne-

mu jest pochtonieta lokalnie.



Jak wynika ze wzoru (3) prawdopodobienstwo zajscia zjawiska fotoelektrycznego
ro$nie ze wzrostem liczby porzadkowej Z i szybko maleje wraz ze wzrostem energii
promieniowania. Gdy energia fotonu przekracza 100 keV, udziat efektu fotoelektrycz-
nego w catkowitym oddziatywaniu z materiatami biologicznymi jest znikomy. W dozy-
metrii zamiast prawdopodobienistwa oddziatywania wprowadza sie proporcjonalne do
niego wielkos$ci: masowy wspdfczynnik ostabienia i masowy wspétczynnik absorbcji.
Okreslajg czes¢ energii promieniowania, ktéra odpowiednio ulega ostabieniu i pochto-
nieciu przez materie o jednostkowej masie powierzchniowej. Zjawisko fotoelektryczne
jest w znacznym stopniu odpowiedzialne za tworzenie kontrastu radiologicznego mie-
dzy tkankami i powoduje, ze dawka pochtonieta w kosci jest kilkakrotnie wyzsza od

dawki w tkankach miekkich dla promieniowania w zakresie do kilku-kilkudziesieciu keV

(Rys. 1)
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Rys. 1 Zaleznos¢ masowego wspdtczynnika absorpcji u dla kosci zbitej (linia kropkowana), tkanki miekkiej (linia
przerywana) i ich stosunku (linia ciagta, prawa os rzednych) od energii promieniowania fotonowego
[http://physics.nist.gov/PhysRefData/XrayMassCoef/]. Dwustronne strzatki zaznaczajg obszary dominowania
posczegdlnych typdw oddziatywan.
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> Zjawisko Comptona

Zjawisko Comptona polega na sprezystym zderzeniu sie fotonu z elektronem, w
rezultacie ktérego czesc energii fotonu przekazywana jest elektronowi. Powstaje kwant
promieniowania rozproszonego o mniejszej energii zaleznej od kierunku rozproszone-
go fotonu. Kierunek ruchu elektronu comptonowskiego lezy w jednej ptaszczyznie z
fotonem rozproszonym i pierwotnym. Réznica energii pomiedzy energig fotonu pada-
jacego a energig fotonu rozproszonego zostaje pochfonieta przez elektron (tzw. elek-
tron comptonowski), ktérego energia moze wynosi¢ od zera do maksymalnej wartosci

(przy rozproszeniu wstecznym fotonu) danej wzorem:

2a
1+2«x

Enax = hv (4)

gdzie:

hv- energia fotonu

a - stosunek energii fotonu do energii spoczynkowej elektronu moc’
moy-masa elektronu

c— predkosc¢ Swiatta

Bilans energetyczny w zjawisku Comptona przedstawia wzor 5:

E, = hv- hv’ (5)

gdzie :
Ex— Energia kinetyczna elektronu comptonowskiego
hv— Energia pierwotnego fotonu

hv’— Energia rozproszonego fotonu

Ze wzgledu na stosunkowo wysokg energie elektrondw comptonowskich genero-
wanych przez promieniowanie X stosowane w radioterapii, ich zasieg w tkankach moze
siegaé kilku centymetrdéw, co jest odpowiedzialne za przesuniecie obszaréw depozycji

energii kinetycznej przez elektrony wtérne wzgledem miejsca ich generacji w odziaty-
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waniu comptonowskim. Efekt ten jest istotng przyczyng wystepowania zjawiska nara-
stania dawki (tzw. build-up’u) w obszarze wlotowym wigzek fotonowych o energii po-
wyzej 1 MeV.

Prawdopodobienstwo zajscia zjawiska Comptona dla catego atomu jest proporcjo-
nalne do ilosci elektrondw w atomie, a masowe wspoétczynniki ostabiania i absorpcji sg
proporcjonalne do gestosci elektronowej absorbentu (ilosci elektronéw w jednostce
masy). Poniewaz gestosci elektronowe wszystkich pierwiastkdw (poza wodorem) sg
podobne, prawdopodobienstwo zajscia zjawiska Comptona praktycznie nie zalezy od
sktadu pierwiastkowego absorbentu. Prawdopodobieistwo zajscia tego zjawiska male-
je wraz ze wzrostem energii powyzej kilkudziesieciu keV. W tkankach miekkich jak i w
kosci efekt Comptona jest dominujgcy w zakresie energii od 100 keV do 10 MeV. To
gtownie za jego posrednictwem nastepuje depozycja w tkankach energii promieniowa-

nia X stosowanego obecnie w radioterapii.

2 Zjawisko tworzenia par elektron — pozyton

W zjawisku tworzenia par nastepuje catkowite pochtoniecie fotonu w wyniku jego
oddziatywania z polem elektrycznym jadra atomu lub, duzo rzadziej, z polem elektrycz-
nym elektronu. Energia Eo fotonu promieniowania elektromagnetycznego zostaje za-
mieniona w mase i energie kinetyczng dwdch czastek: elektronu i pozytonu. Energia
kinetyczna Ey powstatych czastek jest rdznicg energii odziatywujgcego fotonu i energii

spoczynkowej (2moc’® = 1,02 MeV) powstatych czastek, czyli

E, = E, — 1,02MeV (6)

Prawdopodobienstwo zajscia tego zjawiska rosnie wraz ze wzrostem liczby po-
rzadkowej Z i z energig promieniowania powyzej energii progowej 1,02 MeV. Wytwo-
rzone pozytony ulegajg anihilacji z elektronami o$rodka pochtaniajgcego, co prowadzi
do emisji dwdch fotondw gamma o energii 0,511 MeV. Z tego powodu za pochtonietg
lokalnie przyjmuje sie nie catg energie Eq oddziatujgcego fotonu lecz tylko energie kine-

tyczng wytworzonych czastek, dang wzorem (6).
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W substancjach biologicznych zjawisko to odgrywa istotng role dla fotonéw o wy-

sokich energiach powyzej kilku MeV.

» Efekt fotojadrowy

Reakcje fotojgdrowe majg miejsce wtedy, gdy foton o wysokiej energii jest absor-
bowany przez jagdro atomu. Rezultatem tej reakcji jest transformacja jadra w radioak-
tywny produkt i emisja neutronu badz protonu. Prawdopodobienstwo reakcji fotojg-
drowej zalezy od energii fotonu i dla wiekszosci jader zachodzi przy energiach rzedu 10
MeV lub wyzszych. Wyjatkiem jest deuteron i 9Be, dla ktdrych reakcje te zachodza
przy energiach rzedu 2 MeV. Prawdopodobienstwo zajscia reakcji fotojgdrowej jest
znacznie mniejsze niz prawdopodobienstwa reakcji fotonowych omdwionych wyzej, a
ich udziat w catkowitym wspotczynniku ostabiania wynosi tylko kilka procent (dla ener-
gii fotondw powyzej progu reakcji). Uwzglednienie reakcji fotojgdrowych jest istotne w
radioterapii z powodu neutronéw wytwarzanych w reakcjach (x,n), ktére stwarzajg
zagrozenie zdrowotne dla personelu i muszg by¢ wziete pod uwage w projektowaniu
sal i urzgdzen do radioterapii. Stosowanie oston pochtaniajgcych promieniowanie neu-
tronowe, zainstalowanie systemu wentylacji w salach i uzycie odpowiednich materia-
téw zmniejszajacych zagrozenie reakcjami aktywacji neutronowej pozwala na zminima-

lizowanie problemu radioaktywnosci.

2 QOdziatywanie czastek natadowanych

Przedstawione powyzej pierwotne procesy odziatywania fotonéw prowadzg do
wygenerowania w materii strumienia elektrondw wtérnych jonizujgcych osrodek bez-
posrednio poprzez ich oddziatywanie kulombowskie z elektronami o$rodka. Do czgstek
jonizujgcych stosowanych w medycynie zaliczcamy takze elektrony wygenerowane
przez przyspieszacze medyczne dla celéw radioterapii, czgstki a (np. wytworzone przez
izotopy stosowane w medycynie nuklearnej), protony i jony stosowane w tzw. terapii

hadronowe;.
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Konsekwencjg opisanych powyzej procesdow oddziatywania fotondéw i czgstek na-
tadowanych jest zdeponowanie w osrodku pewnej ilosci energii jednostce jego masy.

Wielkos¢ tg nazywamy dawka promieniowania (D) i wyraza jg wzor

D =—"— (7)

gdzie:
AFE — energia zdeponowana przez promieniowanie jonizujgce w elemencie objeto-

$ci osrodka o masie 4m.

Jednostkg dawki pochtonietego promieniowania jest grej (1 Gy =1 J/kg). Dawka ok.
4 Gy (na cate ciato) powoduje Smierc u ok 50% ludzi pozbawionych pomocy medyczne;j.
Dawki podawane na niewielkie obszary ciata w radioterapii siegajg 60-70 Gy. Wielko$¢é
efektow biologicznych promieniowania i ich rodzaj sg $cisle zwigzane z wartoscig daw-
ki, dlatego mozliwos¢ jej doktadnego okreslenia ma istotne znaczenie zaréwno dla ra-
dioterapii jak i ochrony radiologicznej. Dziat fizyki zajmujgcy sie obliczeniami i pomia-

rami dawek promieniowania jonizujgcego nazywa sie dozymetria.

3 Elektronowy Rezonans Paramagnetyczny (EPR)

3.1 Zjawisko elektronowego rezonansu paramagnetycznego

Spektroskopia elektronowego rezonansu paramagnetycznego (EPR) jest metoda
badawczg coraz bardziej rozpowszechniang w badaniach medycznych na Swiecie ze
wzgledu na rosngce zainteresowanie Srodowiska naukowego okresleniem roli i konse-
kwencji proceséw biochemicznych i biologicznych, w ktdrych udziat biorg struktury
zawierajgce niesparowane wolne elektrony, w szczegdlnosci wolne rodniki [12,15].

Pierwszy raport na temat elektronowego rezonansu paramagnetycznego ukazat
sie w 1945 roku. Pracujgcy na Uniwersytecie w Kazaniu J.K. Zawojski zaobserwowat, ze

probka posiadajgca niesparowane elektrony pochtania promieniowanie elektromagne-
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tyczne po umieszczeniu jej w zewnetrznym polu magnetycznym [16,17]. W ciggu
ostatnich kilkudziesieciu lat metoda spektroskopii EPR szybko sie rozwijata i obecnie
jest wykorzystywana w rdéznych obszarach nauki, o czym swiadczy¢ mogg liczne publi-

Zjawisko elektronowego rezonansu paramagnetycznego zachodzi tylko w substan-
cjach, ktére posiadajg niesparowane elektrony. Niesparowane elektrony mogg wyste-
powac w rdznych czastkach - nazywane sg one centrami paramagnetycznymi. Przykta-
dem centréw paramagnetycznych s3: jonorodniki, wolne rodniki, jony metali przej-
Sciowych i ziem rzadkich, defekty sieci krystalicznej, elektrony przewodnictwa oraz
molekuty, u ktorych naturalnie w budowie wystepujg niesparowane elektrony (O,, NO,

NO, ) [19].

3.2 Efekt Zeemana

Podstawg spektroskopii EPR jest zjawisko Zeemana. Jest ono spowodowane od-
dziatywaniem niesparowanego elektronu z przytozonym zewnetrznym polem magne-
tycznym By. Swobodny elektron umieszczony w zewnetrznym polu magnetycznym mo-
ze przyjmowac rézng orientacje ze wzgledu na zwrot jego spinu w stosunku do kierun-
ku pola magnetycznego. Reguty fizyki kwantowej narzucajg dwa dozwolone stany elek-
tronu charakteryzujace sie rzutem jego spinu na kierunek pola magnetycznego o war-
tosciach Mg = +%h/2n iMg = —%h/Zn (gdzie h- stata Plancka, +% i —%sq liczbami
spinowymi elektronu w obu tych stanach). Ze wzgledu na posiadany moment magne-
tyczny W, ktdry jest przeciwny do spinu elektronu s, oba te stany réznig sie energia.
Elektron jest w stanie o nizszej energii kiedy jego spin skierowany jest przeciwnie do
kierunku pola magnetycznego oraz w stanie o wyzszej energii kiedy jego spin jest skie-
rowany zgodnie z kierunkiem pola magnetycznego. Réznica energii AE pomiedzy tymi
dwoma stanami zalezy liniowo od natezenia pola magnetycznego (Rys. 2) i opisana jest

rownaniem.
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AE = g1-Bo (8)

gdzie :
g= 2,0023 wspdtczynnik giromagnetyczny, wspodfczynnik rozszczepienia spektro-
skopowego swobodnego elektronu

Wg = (9,2740755(31) 102*JTY) - stata zwana magnetonem Bohra

Bo - indukcja pola magnetycznego

M¢=1/2

M¢=-1/2

Bp ——»

Rys. 2 Zjawisko Zeemana — rozszczepienie poziomow energetycznych elektronu w polu magnetycznym. Strzat-
ki symbolizujqg orientacje wektora momentu magnetycznego elektronu zgodnq i przeciwng z zewnetrznym

polem magnetycznym rozniqgce sie stanem energetycznym. energie.

Zjawisko rezonansu paramagnetycznego zachodzi, gdy energia kwantéw promie-
niowania elektromagnetycznego hv oddziatujgcego na uktad elektronéw w polu ma-
gnetycznym jest réwna réznicy AE energii pomiedzy dwoma rozszczepionymi pozio-

mami energetycznymi elektronu. Warunek ten przedstawia rownanie [20]:

AE = hv = g-ug-B, (9)

gdzie :
h=6,626176(36) - 10>* Js'— stata Plancka

v— czestotliwosc

Poniewaz réznica energii pomiedzy dwoma stanami elektronéw moze zmieniaé sie w

zaleznosci od indukcji pola magnetycznego, istniejg teoretycznie dwa sposoby na uzy-
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skanie zjawiska rezonansu: dostrojenie czestotliwosci v fali elektromagnetycznej do
ustalonej wartosci indukcji Bo pola magnetycznego lub dopasowanie indukcji pola ma-
gnetycznego do ustalonej energii kwantéw promieniowania (czyli jego czestotliwosci).
Ze wzgleddéw technicznych spowodowanych wysokg czestotliwoscig stosowanych fal
elektromagnetycznych (w zakresie mikrofalowym) propagujgcych w ukfadzie pomiaro-
wym falowodem o ustalonej geometrii, w spektrometrach EPR stosuje sie tg druga

metode.

3.3 Budowa spektrometru EPR

Spektrometry sktadajg sie z trzech podstawowych elementéw potgczonych falo-
wodem: zrédta promieniowania elektromagnetycznego (klistronu lub diody Gunna),
wneki rezonansowej z probka i detektora (diody) [21]. Schemat blokowy spektrometru
EPR przedstawia Rys 3.

cyrkulator

Rejestrator

Whneka
rezonansowa

Rys. 3 Schemat ideowy budowy spektrometru EPR.

Mierzong prébke umieszcza sie pomiedzy biegunami elektromagnesu we wnece rezo-
nansowej bedgcej zakonczeniem falowodu. Wytworzone przez klistron lub diode Gun-

na promieniowanie mikrofalowe kierowane jest falowodem do cyrkulatora i nastepnie
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do wneki rezonansowej gdzie znajduje sie badana prdébka. Odbite od wneki mikrofale
kierowane sg poprzez cyrkulator do detektora. Rejestrowana przez detektor zmiana
mocy fali odbitej jest funkcjg zmieniajgcego sie pola magnetycznego Bg wytworzonego
przez elektromagnes, a wielkos¢ zmiany pradu detektora odzwierciedla energie mikro-

fal zaabsorbowang przez prébke we wnece.

3.4 Podstawy techniki pomiaru sygnatu EPR

W spektrometrach EPR stosowane sg rézne pasma czestotliwosci promieniowania
mikrofalowego : pasmo L (1-2 GHz), S (2-4 GHz), X (9 — 10 GHz), K (24 GHz), Q (34 GHz),
W (94 GHz) [17]. W wiekszos$ci komercyjnych spektrometréw EPR stosowane jest pa-
smo mikrofalowe X o czestosci rezonansowej 9,4 GHz. We wspodfczesnych spektrome-
trach stosuje sie metode detekcji fazoczutej sygnatu poprzez modulacje indukcji pola
magnetycznego By o regulowanej amplitudzie i czestotliwosci i w konsekwencji reje-
struje sie sygnat pierwszej pochodnej krzywej absorpcji w funkcji indukcji pola magne-
tycznego Bo. W konsekwencji ilos¢ centréw paramagnetycznych w prébce jest propor-
cjonalna do drugiej catki rejestrowanego sygnatu. Ta metoda rejestracji widm EPR
zwieksza stosunek sygnatu do szumu i znaczgco poprawia zdolno$é rozdzielenia po-

szczegolnych sktadowych widma, co wyraznie przedstawia Rys. 4.
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Sygnat absorpcji

Bo

BG
pierwsza RIS

pochodna

Bo

Rys. 4 Wykres krzywej absorpcji sygnatu EPR napromieniowanej probki kosci (a) i jej pierwszej pochodnej, czyli sy-
gnatu rejestrowanego przez spektrometr (b). Widmo EPR (b) wyraZnie wskazuje na ztozonos¢ catkowitego rejestro-
wanego sygnatu z dwdch jego komponentéw: tta BG i sygnatu radiacyjnego RIS.

Metoda EPR charakteryzuje sie duzg czutoscig wykrywania wolnych rodnikéw (na
poziomie 10%° spinéw), a jej ograniczenia wynikajg gtéwnie z nietrwatosci centréw pa-
ramagnetycznych w badanych substancjach oraz obnizonej czutosci ich detekcji dla
probek zawierajgcych wode [12,19].

Rozszczepienie poziomdéw energetycznych niesparowanego elektronu pod wpty-
wem pola magnetycznego wytworzonego przez sgsiadujgce jadra atomowe o niezero-

wym momencie magnetycznym (np. 1H, 2H, 14N, >

Mn) nazywane jest oddziatywaniem
nadsubtelnym. Po przytozeniu zewnetrznego pola magnetycznego w ukfadzie, ktéry
zawiera jeden niesparowany elektron i jadro o spinie 1=}4, dochodzi do rozszczepienia
nadsubtelnego poziomdéw energetycznych elektronu, a absorpcja fal elektromagne-
tycznych w takim uktadzie moze zachodzi¢ przy dwdch wartosciach indukcji pola (Rys.

5).
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A me=+1/2  m3=+1/2
E me=+1/2 m=-1/2

me=-1/2 m3=-1/2
me=-1/2 m3=+1/2

|

|
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|
v

B

Rys. 5 Rozszczepienie poziomdw energetycznych i schemat powstawania struktury
nadsubtelnej widma EPR w uktadzie zawierajgcym niesparowany elektron i jgdro
o spinie m=1/2

Wystepowanie struktury nadsubtelnej w widmach EPR i ich analiza pozwala na
uzyskanie cennych informacji o budowie czgsteczkowej rodnikéw i wzajemnych oddzia-

tywaniach atoméw tworzgcych centa paramagnetyczne [20].

3.5 Zastosowania spektroskopii EPR w badaniach biologicznych

Spektroskopia elektronowego rezonansu paramagnetycznego pozwala na wykrycie
oraz ilosciowg i jakosciowg charakterystyke molekut posiadajacych niesparowane elek-
trony. Technika ta nie niszczy i nie zmienia struktury badanych molekut czy materiatéw,
umozliwiajgc wielokrotny pomiar tej samej probki, o ile nie zachodzg w niej zmiany
spowodowane innymi czynnikami, np. uptywem czasu, reakcjami chemicznymi jej
sktadnikéw. Wolne rodniki sg wysoce reaktywne, chemicznie agresywne i nietrwate ze
wzgledu na to, ze dgzg do uzupetnienia swojej pary i przez wigzanie sie z innymi mole-
kutami osiggniecia sparowania elektronédw na wszystkich orbitalach. Jest to stan bar-
dziej stabilny. Istniejg jednak stabilne wolne rodniki, np. zakotwiczone w strukturze
krystalicznej materiatéw w fazie statej, a takze techniki pomiaru, ktore stabilizujg reak-
tywne wolne rodniki w celu umozliwienia ich pomiaru EPR [22,23], s3 to tzw. techniki
putapkowania spinowego (spin-trapping). Naturalnie wolne rodniki tworzg sie podczas

podstawowych proceséw enzymatycznych, a zwtaszcza podczas transportu elektronéw
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i w reakcjach utleniania i redukcji. Biochemia metaloenzymoéw jest obszarem badan,
gdzie spektroskopia EPR wykorzystywana jest efektywnie i dzieki niej, razem z klasycz-
nymi badaniami biochemicznymi, uzyskane zostaty bardzo dokfadne informacje na te-
mat funkcjonowania niektérych enzymdéw. Wolne rodniki odgrywajg istotng role w
procesach starzenia i kancerogenezy, ktérych badania czesto oparte sg na spektrosko-
pii EPR [24,25,26,27]. Spektroskopia EPR odegrata réwniez istotng role w zrozumieniu
procesu fotosyntezy; w procesie tym w trakcie absorpcji Swiatta przez chlorofil tworzg
sie niesparowane elektrony [28].

Badania EPR obiektéw biologicznych prowadszi sie réwniez stosujgc technike sond i
znacznikdw spinowych (spin labelling ), ktéra polega na wprowadzeniu sztucznie do
badanych uktadéw (np. komérek lub ich fragmentdéw ) trwatych paramagnetycznych
molekut, ktére w normalnych warunkach w nich nie wystepujg, np. nitroksylowe
znaczniki spinowe w badaniach struktury biatek i bton komdrkowych [29,30]. Metoda
spektroskopii EPR bada sie zmiany ich stezenia i struktury widm EPR, odzwierciedlajgce
wptyw na sonde (np. na stopien jej unieruchomienia) najblizszego otoczenia chemicz-
nego.

Waznym obszarem zastosowan spektroskopii EPR jest biologia radiacyjna. Gtow-
nym posrednim skutkiem dziatania promieniowania jonizujgcego w materiatach biolo-
gicznych jest generacja wolnych rodnikéw. Technika EPR wniosta istotny wktad w ba-
dania mechanizmu zniszczen biomolekut, komodrek i tkanek wywotanych dziataniem

promieniowania jonizujacego [17,31,32,33].

3.6 Dozymetria EPR promieniowania jonizujgcego

Dozymetria promieniowania jonizujgcego metodg EPR polega na pomiarze nate-
zenia widm EPR w substancjach petnigcych role detektora/dozymetru. Natezenie wid-
ma jest uzaleznione od stezenia stabilnych wolnych rodnikéw, ktére powstaty w wyni-
ku odziatywania promieniowania z materiatem dozymetru. Materiat, ktéry moze by¢
stosowany jako dozymetr EPR, powinien spetniaé nastepujace praktyczne kryteria:

- stabilno$¢ generowanego radiacyjnie sygnatu umozliwiajgca jego wiarygodny

pomiar w czasie co najmniej kilkudziesieciu minut po napromieniowaniu,
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- monotoniczna zaleznos¢ natezenia sygnatu dozymetrycznego EPR od pochtonie-

tej dawki,

- wysoka wydajnosc¢ radiacyjna generowanych rodnikéw,

- niezaleznos¢ od mocy dawki w szerokim zakresie jej wartosci.

Czutos¢ radiacyjna materiatu detektora okresla tez jego minimalny rozmiar (mase)
gwarantujgcy wiarygodny odczyt dawki. Pozgdang wazng cechg jest to, aby naturalny
sygnat EPR tta materiatu dozymetrycznego (tzn. sygnat natywny z nienapromieniowa-
nego detektora) nie maskowat sygnatu generowanego radiacyjnie.

Ogdlnie w dozymetrii EPR wykorzystuje sie materiaty wyprodukowane sztucznie
oraz materiaty wystepujace naturalnie. Wsrdd tych pierwszych nalezy przede wszyst-
kim wymienié krystaliczng alanine, ktéra wykazuje wysoka czuto$é na promieniowanie i
stabilnos¢ rodnikow generowanych radiacyjnie. W alaninie rodnikiem, ktory jest gtow-
nie odpowiedzialny za generacje sygnatu dozymetrycznego jest CH;C"HCOO—- powstaty
wskutek rozerwania wigzania grupy aminowej z weglem o w czasteczce alaniny [34].
Sygnat dozymetryczny w detektorach alaninowych utrzymuje sie latami, jest mato
wrazliwy na warunki sSrodowiskowe z wyjgtkiem ekspozycji na silne swiatto [35] i wyso-
kg wilgotnos$¢ powietrza [36]. Dozymetria alaninowa jest wiarygodng metoda dozyme-
tryczng, uznang i uzywang przez takie instytucje jak IAEA czy NIST [37,38,39]. Wykaza-
no réwniez jej przydatnos¢ w dozymetrii medycznej [40,41,42,43] oraz dla pomiardw
promieniowania o wysokim LET [44,45,46]. Z innych materiatéw majgcych zastosowa-
nie w dozymetrii EPR mozna wymieni¢ cukier i szkto. Cukier zostat dostrzezony jako
potencjalny uniwersalny dozymetr dla ludnosci w przypadku wypadkéw radiacyjnych
ze wzgledu na powszechnos$¢ wystepowania. Promieniowanie generuje w cukrze dfugo
zyjace sygnaty EPR, a minimalny poziom detekcji w cukrze oscyluje pomiedzy 5 cGy do
10 cGy [47,48]. Witasciwosci dozymetryczne ma rowniez szkto komercyjne zaréwno
bezbarwne jak i barwione. Obecne w szkle zelazo jest w wiekszosci pod postacig jondw
Fe®. Napromieniowanie indukuje powstawanie w szkle jonéw Fe*, ktorych sygnat wi-
doczny jest w widmie mierzonej prébki szkta. Badania pokazaty, ze prébki szkta prze-
zroczystego, brgzowego i zielonego moga by¢ uzywane jako y-dozymetry EPR wysokich
dawek (do kilkudziesieciu kGy) do pomiaréw dawek w procesach dezynfekcji, oczysz-
czania wody i sterylizacji zywnosci [49]. Trwajg réwniez badania nad wykorzystaniem w

dozymetrii szkta z powszechnie stosowanych urzadzen elektronicznych takich jak tele-
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fony komodrkowe, zwtaszcza szkta z ciektokrystalicznych wyswietlaczy LCD. Wykazano
generacje w tych szktach stabilnych sygnatéw EPR umozliwiajgcych detekcje dawki na
poziomie 1 Gy [50,51].

Szczegdblnie wazng dla dozymetrii powypadkowej jest mozliwos¢ pomiaru induko-
wanych radiacyjnie sygnatdw EPR w napromieniowanych materiatach pochodzenia
biologicznego. W wiekszosci tkanek biologicznych wygenerowane radiacyjnie wolne
rodniki sg nietrwate i zanikajg po kilku sekundach. W tkankach twardych, takich jak np.
kosci i szkliwo zebdéw, wygenerowane radiacyjnie wolne rodniki sg niezwykle trwate, a
ich pofowiczny okres zaniku in vitro jest dtugi, siegajacy 10° lat w temperaturze poko-

jowej [8,52]. Szkliwo zebdw moze petni¢ role dozymetru poniewaz promieniowanie
jonizujace generuje w nim stabilne jonorodniki CO, powstajgce z weglandw znajduja-

cych sie w hydroksyapatycie, gtéwnym skfadniku budulcowym szkliwa zebdéw. Sg one
zrodtem charakterystycznego, asymetrycznego sygnatu EPR, a dozymetria oparta jest
na pomiarze intensywnosci zarejestrowanego sygnatu [53]. Brak metabolizmu tkanki
szkliwa lub wolny przebieg procesow przebudowy w kosci zbitej umozliwiajg pomiar
sygnatu EPR w szkliwie i kosci i okreslenie indywidualnej lokalnej dawki pochfonietego
in vivo promieniowania nawet po uptywie lat od napromieniowania. Przyktadem moze
by¢ retrospektywna dozymetria EPR w szkliwie przeprowadzona po prawie 40 latach
od napromieniowania u oséb ocalatych po wybuchach bomb atomowych w Hiroshimie
i Nagasaki [54,55], a takze u ludzi napromieniowanych w rezultacie wybuchu reaktora
jadrowego w Czarnobylu, zardwno u mieszkancéw tego obszaru, pracownikdéw jak i
0s6b, ktore pracowaty przy usuwaniu skutkow wybuchu [3,4]. Dozymetrie EPR w szkli-
wie wykorzystano réwniez do okreslenia dawek u ludnosci zamieszkujgcej region daw-
nego rosyjskiego poligonu nuklearnego w okolicach Semipatatyriska w Kazachstanie
[56,57]. Historia dozymetrii EPR opartej na szkliwie siega 1963 roku, kiedy Cole i Silver
zaobserwowali sygnaty generowane radiacyjnie we fragmencie siekacza od 7 letniego
dziecka. Autorzy zarejestrowali sygnaty EPR przynajmniej trzech typéw centréw para-
magnetycznych [58]. Po raz pierwszy uzycie szkliwa zebdw jako dozymetru zapropo-
nowat w 1968 roku Brady i wspoétpracownicy [59]. Wykazali oni, ze sygnat radiacyjny
EPR w szkliwie ro$nie liniowo z dawka pochfonietego promieniowania, a minimalna

wykrywalna dawka metodg EPR to 1 Gy. Jedynym istotnym ograniczeniem stosowalno-
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$ci dozymetrii EPR ex vivo w szkliwie jest pozyskiwanie materiatu badawczego wymaga-
jace ekstrakcji zeba lub czesci szkliwa [60]. Obecnie jednak trwajg intensywne prace
nad opracowaniem metod pomiaru EPR in vivo w zebach, jednak ich czutos¢ wciaz jest
o rzad wielkosci nizsza niz dla pomiaréw metoda tradycyjng [61,62].

Ostatnio wznowiono badania nad wykorzystaniem paznokci jako materiatu do
okreslania dawki pochfonietego promieniowania. W przypadku paznokci jednym z
czynnikdw ograniczajgcych jest obecnos¢ artefaktéw pochodzgcych od mechanicznych
naprezen powstajgcych w trakcie pobierania materiatu. Sygnaty EPR generowane me-
chanicznie naktadajg sie na sygnat radiacyjny i zaktécajg identyfikacje sygnatu dozyme-
trycznego. Dodatkowym utrudnieniem jest podobienstwo spektralne sygnatu radiacyj-
nego do sygnatéw tta. Zgodnie z doniesieniami literaturowymi, minimalna dawka wy-
krywalna metoda dozymetrii EPR w paznokciach to 1-2 Gy [1].

Potencjalnie, jako naturalny dozymetr EPR mogg by¢ wykorzystywane ludzkie wto-
sy, w ktérych promieniowanie generuje wolne rodniki w strukturze o — keratyny. Jed-
nak silny sygnat tta, pochodzacy od rodnikdw melaninowych, o natezeniu zaleznym od
koloru wtoséw oraz niska wydajnos¢ radiacyjna rodnikéw dajg w konsekwencji niska
czutos¢ detekcji dawki na poziomie kilkudziesieciu Gy [32], co wyklucza praktyczne wy-
korzystanie wtosdw jako materiatu dozymetrycznego w wiekszosci wypadkéw radia-
cyjnych. Dodatkowo, utrudnieniem jest zaleznos$¢ szybkosci zaniku sygnatu dozyme-
trycznego w ludzkich wiosach od koloru wtoséw i ich wilgotnosci, wskutek czego po-
miary EPR napromieniowanych wioséw powinny rozpoczgé sie do 24 h po napromie-
niowaniu [63].

W 1955 roku W. Gordy i inni zarejestrowali po raz pierwszy sygnat EPR w kosci po-
chodzacy od wygenerowanych radiacyjnie wolnych rodnikéw. Sygnat ten zarejestro-
wany zostat w napromieniowanych kosciach czaszki. Pierwszy pomiar wykonany byt
zaraz po napromieniowaniu, kolejne po trzech tygodniach, co wykazato, ze generowa-

ny radiacyjnie sygnat EPR w tkance kostnej jest stabilny w czasie [31].
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4 Tkanka kostna jako dozymetr

Gtéwnym sktadnikiem mineralnej czesci kosci i szkliwa zebdw jest hydroksyapatyt.
Z powodu braku proceséw metabolicznych w szkliwie, sygnat EPR rodnikdw generowa-
nych przez promieniowanie w szkliwie zebdéw jest staty przez caty okres zycia cztowie-
ka, natomiast w kosci w warunkach in vivo zachodzg procesy remodelingu, co moze
wptywac na zanik intensywnosci sygnatu dozymetrycznego z uptywem czasu po na-
promieniowaniu. Fragmenty tkanki kostnej usuwane z okreslonego miejsca mogg by¢
wykorzystane do okreslenia punktowej dawki pochtonietego promieniowania zaraz po
napromieniowaniu, co moze by¢ bardzo przydatne w celu okreslenia wielkosci napro-
mieniowanego obszaru kiedy przebieg zdarzenia nie jest znany [33].

Sygnat EPR w kosciach jest generowany przez kazdy rodzaj promieniowania jonizu-
jacego: promieniowanie fotonowe, elektronowe jak réwniez czastki a i jony [64,65,66].
Obecnie wiele méwi sie o bezpieczenstwie zywieniowym i kontroli dawki w zywnosci
konserwowanej promieniowaniem jonizujgcym. Tkanka kostna wykorzystywana jest
jako dozymetr promieniowania jonizujgcego [67] zgodnie z procedurami Europejskiej
komisji w zakresie bezpieczenstwa zywienia w celu identyfikacji napromieniowanej
zywnosci metodg spektroskopii EPR. Jest to analityczna metoda ustandaryzowana
przez CEN (Europejski Komitet Normalizacyjny). Zgodnie z europejskg procedurg PN-EN
1786 detekcje napromieniowanej zywnosci w Polsce prowadzi Instytut Chemii i Tech-
niki Jadrowej (ICHTJ) w Warszawie [68].

Promieniowanie jonizujace generuje w kosci asymetryczny sygnat RIS (Radiation
Induced Signal). Wykazano liniowg zaleznos¢ jego amplitudy od dawki promieniowania
w zakresie do co najmniej 200 Gy dla kosci cztowieka [69], do 15 kGy w deproteinizo-
wanych kosciach ludzkich, 200 Gy w kosciach krélika [70] i do 6-10 kGy w kosciach kur-
czakéw [71,72,73]. Sygnat ten pochodzi od tworzacych sie wolnych rodnikéw CO," w
strukturze hydroksyapatytu w cze$ci mineralnej kosci [74].

Struktura rodnikdw odpowiedzialnych za sygnat dozymetryczny RIS ma symetrie
osiowg o chaotycznym rozktadzie orientacji poszczegdlnych rodnikéw w badanej préb-
ce. Na niesparowany elektron zwigzany w atomie oddziatujg sgsiednie elektrony i war-

tos¢ wspodtczynnika rozszczepienia spektroskopowego g ulega zmianie pod wptywem
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oddziatywania najblizszego otoczenia, zaleznego od orientacji orbitali w zewnetrznym
polu magnetycznym. W ogdlnosci, w przypadku anizotropii oddziatywania miedzy po-
lem magnetycznym a niesparowanym elektronem, wprowadzi¢ nalezy trzy wartosci

czynnika g tworzgce macierz tensora g o rozmiarze 3x3.

gxx gxy gxz
=8 &, & (10)
Ex &5 &=

Tensor g jest symetryczny i po diagonalizacji zawiera trzy elementy lezgce po prze-

katnej, odpowiadajgce wspodtczynnikom g dla trzech ortogonalnych orientacji pola ma-

ghetycznego.
g. 0 0
g=0 g, 0 )
0 0 g.

W przypadku sieci krystalicznej o symetrii osiowej, g« = 8y, i wprowadza sie ozna-
czenie g, = gyy = Jxx dla kierunku pola prostopadtego i g, = g,, dla kierunku row-
nolegtego do osi symetrii uktadu. W polikrystalicznej probce o chaotycznej orientacji
krysztatkdw statystycznie wiecej krysztatdw ma o$ symetrii skierowang prostopadle niz
réwnolegle do linii pola magnetycznego. Dlatego wieksza amplituda sygnatu wystepu-
je dla wartosci pola odpowiadajgcego wartosci g = g,, @ mniejsza dla pola odpowiada-
jacego wartosci g = g;. W ksztatcie widma EPR takiej probki (Rys. 6) zawarta jest in-

formacja o wartosdciach g, i g, [75] .
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Rys. 6. Widmo modelowe EPR centrum paramagnetycznego o symetrii osiowej (a) oraz (b) widmo eksperymentalne
rodnika CO," [76].

Widmem natywnym nienapromieniowanej kosci jest symetryczny sygnat (Rys.19)
pochodzacy od jej czesci organicznej [77,78], nazywany sygnatem tta (BG). Naktada on
sie na widmo generowane radiacyjnie (RIS) i zaktéca tym samym pomiar sygnatu do-
zymetrycznego — wymaga to zastosowania procedury separacji sygnatéw RIS i BG dla
celédw dozymetrii promieniowania. Pomiary generowanego radiacyjnie sygnatu EPR w
ko$ciach z powodzeniem wykorzystywany sg w archeologii do datowania zaréwno
szczatkdw zwierzecych jak i ludzkich [79,80]. Metoda EPR zastosowana zostata takze w
okreslaniu dawek pochtonietego promieniowania w préobkach tkanki kostnej uzywanej
do przeszczepdw i poddawanych sterylizacji wysokimi dawkami promieniowania joni-
zujgcego. Kontrola dawki jakg zostaty napromieniowane tkanki przeznaczone do prze-
szczepu wazna jest ze wzgledu zapewnienie efektywnosci niszczenia drobnoustrojéw,

priondw i wiruséw potencjalnie sie tam znajdujgcych [81].
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4.1 Przyktady zastosowania dozymetrii EPR w kosci w dozyme-

trii powypadkowej

Juz Brady i inni [82] w 1968 r zasugerowali uzycie techniki EPR przy okreslaniu da-
wek pochtonietego promieniowania poprzez ponowne napromieniowanie zminerali-
zowanych tkanek od oséb, ktére ulegty wypadkom radiacyjnym. Metode tg w ostatnich
dekadach zastosowano juz wielokrotnie w celu okreslenia dawek pochfonietych przez
ofiary w wypadkach radiacyjnych. Przyktady tych zastosowan to:

W lutym 1989 w San Salvador wydarzyt sie wypadek w przemystowej placowce
DELMED zajmujacej sie napromieniowywaniem plastikowych produktow medycznych
w celu sterylizacji. Trzech pracownikéw zostato narazonych na znaczgce dawki promie-
niowania. Wypadek ten spowodowat u nich ciezkie objawy choroby popromiennej i
zakonczyt sie amputacjg koficzyn dolnych u dwdch z pracownikéw: u pacjenta A po 132
dniach, a u pacjenta B po 161 dniach. Dawke pochfonietego promieniowania okreslono
metoda dozymetrii EPR poprzez dopromieniowanie uzyskanych fragmentéw kostnych i
ekstrapolacje liniowej zaleznosci amplitudy sygnatu dozymetrycznego od dawki. Dawki
pochtonietego promieniowania okreslone metodg EPR wynosity odpowiednio dla pa-
cjenta A na wysokosci kosci udowej 1146 Gy, na wysokosci piszczeli 3215 Gy. Dla pa-
cjenta B na wysokosci kosci udowej 73 Gy, na wysokosci piszczeli 2616 Gy. Dawki
oszacowane na podstawie stopnia i obszaru zniszczenia warstwy naskdrka wynosity u
pacjenta A na wysokosci kosci udowej 10-15 Gy ,na wysokosci piszczeli >30 Gy, u pa-
cjenta B na wysokosci kosci udowej 3-15 Gy ,na wysokosci piszczeli >30 Gy [83].

W 1991 roku nogi, rece i gtowa operatora akceleratora w Maryland, USA. znalazty
sie w obszarze wigzki promieniowania gdy napiecie zarnika zrédfa elektronéw byto
wytgczone, ale z wigczonym petnym potencjatem przyspieszenia na terminalu wyso-
kiego napiecia. Spowodowato to, ze operator zostat wystawiony na dziatanie tzw. czar-
nego pradu elektronéw. Trzy miesigce po wypadku palce rak i nég ofiary zostaty ampu-
towane. Dawki okreslone z prébek tkanki kostnej otrzymanej w wyniku amputacji z
wykorzystaniem metody dozymetrii EPR metoda dawki dodanej zawieraty sie w zakre-

sie 55-108 Gy i byty zgodne z dawkami okreslonymi z wykorzystaniem dozymetrii ala-
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ninowej i radiochromowego filmu dozymetrycznego podczas rekonstrukcji przebiegu
wypadku [84].

W Polsce w Centrum Onkologicznym w Gdyni w 1999 roku zaistniato podejrzenie
przedawkowania podczas radioterapii w leczeniu choroby Hodgkina na podstawie po-
jawienia sie nekrozy tkanek w okolicy pachy prawej. Dawka zaplanowana wynosita 32
Gy w 20 frakcjach po 1,6 Gy podawanych przez pie¢ dni w tygodniu. Podczas chirur-
gicznego zabiegu rekonstrukcji tkanek klatki piersiowej pobrany zostat fragment tkanki
kostnej z zebra pierwszego prawego i w 2005 roku w okreslono w nim dawke pochto-
nietego promieniowania metodg metoda EPR. Otrzymany fragment kostny podzielony
zostat na dwie czesci pierwszy otrzymat IChTJ (Instytut Chemii i Techniki Jgdrowej) po-
dzielit na cztery mniejsze fragmenty w celu okre$lenia homogenicznosci dawki. Zakres
dawki w podzielonych przez IChTJ fragmentach zawierat sie w zakresie 2-28 Gy. Drugi
fragment kostny otrzymat IRSN (Institute of Radiological Protection and Nuclear Safe-
ty), ktory podzielit go na trzy fragmenty S1, S2, S3, w ktérych dawke okreslono odpo-
wiednio 6,9+0,7, 4,5+0,7, 10,2+1,1 [2]. Ocena dokfadnosci dozymetrii EPR byta trudna,
gdyz pomiary wykonano kilka lat po radioterapii, a pojawienie sie nekrozy w prébkach
tkanki kostnej wg autorow tej pracy mogto wptyng¢ na poziom mierzonego sygnatu
EPR. W lutym 2001 roku w Biatostockim Centrum Onkologii pie¢ pacjentek z rakiem
piersi podczas sesji radioterapii zostato napromieniowanych zbyt duza dawkg z powo-
du awarii przyspieszacza. Na przetomie wiosny/lata 2002 roku wszystkie pacjentki
przeszty chirurgiczng rekonstrukcje sciany klatki piersiowej tgcznie z transplantacjg sko-
ry w Instytucie Curie w Paryzu. Od trzech pacjentek podczas operacji zostaty usuniete
fragmenty zeber i wykorzystano je w celu pomiaru dawki promieniowania metoda EPR
[2]. Pomiary EPR wykonaty dwa laboratoria: francuskie (IRSN z Paryza) i polskie (IChTJ)
z Warszawy) uzyskujgc zbiezne wyniki. U jednej pacjentki z Biategostoku dawka osza-
cowana metodg EPR przez oba zespoty: 98+10 Gy (IRSN) oraz 956 Gy (INCT) zgadzata
sie z tg wyliczong przez fizykdw medycznych. U pozostatych dwdch pacjentek dawka
okreslona metoda EPR byta 0 20-30 % nizsza od obliczonej przez fizykéw medycznych.
Wg autoréw pracy, réznica mogta wynikaé z btednego umiejscowienia usunietego
fragmentu tkanki kostnej na planie przestrzennego rozktadu dawki (w obszarze silnego

gradientu dawki).
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W czerwcu 2006 roku w Senegalu doszto do powaznego wypadku napromienio-
wania kilku oséb zrodtem *Ar z przemystowego systemu kontroli radiograficznej, opi-
sanego przez Clairand’a i innych [85]. U jednego z pacjentdw do rekonstrukcji dawki
uzyto dwdch fragmentdéw kostnych uzyskanych podczas biopsji. W pierwszym uzyska-
nym fragmencie dawke okreslono metoda EPR na poziomie 53,5%3,7 Gy, a w drugim
44,414 9Gy. U tego samego pacjenta rowniez zrekonstruowano dawki w szkliwie ze-
bow dwoma technikami: poprzez numeryczng symulacje warunkéw napromieniowania
uzywajgc metody Monte Carlo (prawy zgb 3,3 Gy ) oraz metodg dozymetrii EPR ( dolny
prawy pierwszy zab trzonowy 4,9+0,3).

A. Kinoshita i inni [86] opisali przypadek technika, u ktérego po przypadkowym
napromieniowaniu Co w jednostce radioterapii po ok. 4 latach zostat amputowany
palec trzeci reki. Metodg dozymetrii EPR okreslono dawke w kosci na poziomie 6,5+0,5
Gy. U tego pacjenta réwniez pobrano prébki krwi w celu okreslenia dawki metodg FISH
(fluorescencyjna hybrydyzacja in situ ) na podstawie czestosci wystepowania translo-
kacji w genomie oraz oszacowano prawdopodobng dawke pochfonietg na podstawie
czasu ekspozycji. Prébki krwi pobrane zostaty cztery lata po wypadku. Dawka pochto-
nieta zostata okreslona na poziomie 0,4+0,6 Gy. Jednak procedury tej nie mozna uznaé
za w petni adekwatng do dozymetrii EPR, ktéra mierzy dawke lokalng, a nie usredniong
po catej objetosci. ciata. Po korekcji uwzgledniajgcej efekt ,rozcieficzenia” $redniej
dawki w limfocytach krgzacej krwi oszacowana dawke na poziomie 20+3 Gy. Symulacje
obliczeniowe daty wartos¢ 9,3 Gy. Pomimo czasu jaki uptynat od wypadku do wykona-
nej analizy dozymetrycznej, sygnat w kosci wygenerowany promieniowaniem jonizuja-
cym wcigz byt wykrywalny metoda EPR. Zgodnie z danymi histologicznymi i kartg pa-
cjenta, przeptyw krwi w palcu byt zaburzony co mogto spowolni¢ mechanizm przebu-
dowy kosci i umozliwito tg analize nawet cztery lata po wypadku. Wartos¢ dawki uzy-
skana metodg EPR byta najprawdopodobniej mniejsza niz rzeczywista pochtonieta

dawka, jednak pozwalata na okreslenie minimalnej dawki pochtonietej przez ofiare.
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4.2 Budowa tkanki kostnej

Tkanka kostna jest typowym reprezentantem biomineratéw. Jest tkankg unaczy-
niong i wysoce zmineralizowang. Wiekszo$¢ komorek wbudowana jest w zewnatrzko-
morkowg matriks zbudowang z materiatéw organicznych i nieorganicznych soli boga-
tych w wapn i fosfor. Jej struktura moze by¢ zbita o wysokiej gestosci lub ggbczasta z
licznymi przestworami, gdzie pojedynczy element kostny stanowi tzw. beleczka kostna.
Wystepowanie kosci zbitej zwykle ogranicza sie do czesci zewnetrznej dojrzatych kosci,
tzw. kory. Ma ona wielkie znaczenie w zapewnianiu wysokiej wytrzymatosci mecha-
nicznej struktur kostnych. Jej grubosc i architektura jest zmienna w réznych kosciach, w
zaleznosci od ksztattu kosci, pozycji i petnionej funkcji. Kosci sg rezerwuarem metabo-
licznego wapnia. Zawarte jest w nich ok 99% wapnia oraz fosforanéw catego ciafa. Pro-
porcje pomiedzy zawartoscig kosci zbitej i ggbczastej réznig sie w zaleznosci od rodzaju
kosci. Mikroskopowo kos¢ skfada sie z wyspecjalizowanych komérek: osteoblastow,
osteocytow, osteoklastow oraz komponentéw okostnej, endosteum i szpiku. W sub-
stancji podstawowe] kosci wystepujg liczne widkna kolagenowe. W dojrzatej kosci ma-
tryca jest delikatnie nawilzona i okoto 10-20% jej masy stanowi woda. Okoto 60-70%
suchej masy kosci stanowig nieorganiczne sktadniki mineralne. Kolagen stanowi okoto
30% suchej masy kosci, reszta to niekolagenowe biatka i weglowodany, gtéwnie sprze-
zone jako glikoproteiny wystepujgce w niewielkiej liczbie. Proporcje tych sktadnikéw
réznig sie w zaleznosci od wieku, lokalizacji i stanu metabolicznego kosci.

Mineratami kosci sg nieorganiczne skfadniki substancji miedzykomérkowe;j tkanki
kostnej. To one nadajg twardosc i sztywnos¢ kosciom. Obecnos¢ wapnia i fosforu oraz
wysoka gestosé kosci sg gtéwnymi powodami, dla ktérych kosci sg tak wyraznie wi-
doczne na zdjeciach rentgenowskich. Wiekszos¢ substancji mineralnych kosci jest kwa-
so-rozpuszczalna i mogg one by¢ usuniete przez chelatory wapnia takie jak cytryniany
lub etylen diaminotetraoctowy (EDTA). Ko$¢, mimo iz zachowuje swoj ksztatt jest bar-
dzo elastyczna. Cze$¢ mineralna dojrzatych kosci sktada sie gtéwnie z krysztatéw hy-
droksyapatytu wraz z niewielkg zawartoscig fosforanu wapnia. Hydroksyapatyt kosci
zawiera weglany i charakteryzuje sie mniejszym stosunkiem zawartosci wapnia do fos-

foru niz chemicznie czysty hydroksyapatyt (Caig (PO4)s (OH);). Krysztaty hydroksypatytu
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sg mate, ale majg duzg powierzchnie i przybierajg forme cienkich ptytek lub struktur
podobnych do lisci, a ich wielkos¢ dochodzi do 150 nm dtugosci, 80 nm szerokosci i
5 nm grubosci. Zazwyczaj sg one poukfadane blisko siebie. Ich diuzszy bok lezy wzdtuz
biegngcych obok wtdkien kolagenowych. Waskie szczeliny pomiedzy krysztatami zawie-
rajg zwigzang wode i organiczne makroczgsteczki. Gtéwne jony, ktére tworzg czesé
mineralng kosci to jony: wapnia, fosforu, jony weglanowe i grupy hydroksylowe. W
mniejszej ilosci wystepujg cytryniany, magnez, séd, potas, fluor, chlorki, zelazo, cynk,
miedz, aluminium, otéw, stront, krzem i bor. Koncentracja substancji mineralnych w
mtodych osteonach jest niska i rosnie wraz z ich dojrzewaniem i u oséb dorostych osia-
ga poziom od 70% do 80% masy tkanki kostnej [87].

Zbita tkanka kostna zbudowana jest z koncentrycznych blaszek wapnia i innych
mineratéw otaczajgcych kanat Haversa zawierajgcy naczynia krwionosne i nerwy.
Okrezna struktura mikroskopowa tej tkanki przyczynia sie do utworzenia w niej ko-
lumn, ktére odpowiadajg za wytrzymatos¢ kosci na naprezenia, tworzg one podstawo-
wa strukture kosci zbitej zwang systemem Haversa [88]. Obraz mikroskopowy przekro-
ju poprzecznego kosci i schemat budowy mikrostruktury kosci przedstawiajg odpo-

wiednio Rys. 7 i Rys.8.
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Rys. 7 Widok kosci w przekroju poprzecznym [87].

System Haversa

Naczynia krwionos$ne

Osteocyt

Rys. 8 Mikrostruktura kosci- schemat budowy [89].
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Szacuje sie, ze okoto 10 % masy dojrzatych zdrowych kosci szkieletowych kazdego

roku ulega procesowi remodelingu. Stopien i predko$é przebudowy kosci zalezg od

liczby osteondw, wieku kosci, ptci i stanu zdrowia [90].

5 Badania wtasne

Na badania przeprowadzone w ramach pracy doktorskiej uzyskano zgode nr

NKBBN/502-499B/2012 Niezaleznej Komisji Bioetycznej ds. Badarn Naukowych przy

Gdanskim Uniwersytecie Medycznym. Wszystkie badania prébek wykonane zostaty w

Katedrze i Zaktadzie Fizyki i Biofizyki Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.

5.1 Materiat i metody

Materiat badawczy:

préobki nienapromieniowanej tkanki kostnej pochodzity z czesci korowej ko-
Sci piszczeli 40 letniego mezczyzny ofiary wypadku samochodowego, w
wyniku ktérego pacjentowi amputowano noge. Do chwili rozpoczecia ba-
dan fragmenty kosci po amputacji przechowywane byty w lodéwce w 70 %
roztworze etanolu przez okoto rok przed ich spreparowaniem do pomiarow
EPR.

probki kosci szczeki i zuchwy uzyskane od pacjentédw po radioterapii wigz-
kami promieniowania obejmujgcymi obszar szczeki i zuchwy. Prébki te po-
brano jako odpady medyczne po zabiegach ekstrakcji zebédw wraz z usunie-
ciem okolicznych fragmentéw tkanki kostnej, wykonanych ze wskazan me-

dycznych z powoddw powiktan po radioterapii.
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5.1.1 Przygotowanie probek tkanki kostnej

Prébki do pomiaréw EPR wycieto z wiekszego fragmentu czesci korowej kosci przy
uzyciu rotacyjnej pity diamentowej. Prébki miaty ksztatt wydtuzonego prostopadtoscia-
nu o grubosci okoto 3 mm i od 6-19 mm wysokosci (Rys. 9). Uzyskano 20 prébek niena-
promieniowanej kosci zbitej piszczelowej i 6 prébek z kosci szczeki i zuchwy napromie-
niowanych podczas radioterapii. Wszystkie prébki przed rozpoczeciem doswiadczen
zostaty poddane suszeniu prézniowemu stosujgc dodatkowo tlenek wapnia jako czyn-
nik suszacy, po czym zmierzono ich widma EPR.

Prébki przechowywano w probdwkach typu eppendorf w ciemnym i suchym miej-
scu w temperaturze pokojowej. W celu zaobserwowania wptywu warunkéw napro-
mieniowania na generowany sygnat EPR, prdbki pochodzace z kosci piszczelowej na-
promieniowywane byty na sucho lub zamoczone w wodzie. Jezeli napromieniowanie
odbywato sie w wodzie, to prébki byly umieszczane na co najmniej 24 godziny przed
napromieniowaniem w temperaturze 6° C w 1,5 ml probéwkach typu eppendorf wy-
petnionych wodg. Podczas napromieniowania na mokro prébki znajdowaty sie w tych
samych probéwkach wypetnionych wodg w taki sposéb, aby w probdwce nie byto pe-
cherzy powietrza. Po napromieniowaniu prébki byly ponownie poddawane suszeniu
prézniowemu przed wykonaniem pomiarow EPR. Podczas napromieniowywania na

sucho prébki byty umieszczone w woreczkach polietylenowych.
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Rys. 9 Zdjecie probki tkanki kostnej zbitej na papierze milimetrowym.

W celu okreslenia wptywu stopnia rozdrobnienia tkanki kostnej zaréwno na sygnat

EPR tta jak i na sygnat dozymetryczny, trzy prébki kosci piszczelowej poddano krusze-
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niu w agatowym mozdzierzu przed napromieniowaniem. Srednie rozmiary ziaren (Rys.
10) okreslono mierzgc ich krawedzie na zdjeciach mikroskopowych, a nastepnie wyko-
nano serie pomiaréw sygnatu EPR tych prébek w odstepach czasowych. Po ustabilizo-
waniu sie sygnatu w widmach prébek pokruszonych poddano je napromieniowaniu na

mokro i na sucho, jak opisano powyzej.

Rys. 10 Zdjecie pokruszonej probki tkanki kostne;.

Dziesieé probek z kosci piszczelowej poddano hydrolizie zasadowej w celu usunie-
cia z nich czesci organicznej odpowiedzialnej za obecnos$¢ sygnatu tta. Aby okresli¢
wptyw hydrolizy zasadowej na redukcje masy prébki, natywny sygnat EPR tta i genero-
wane sygnaty dozymetryczne, prébki umieszczono w 2M KOH na 48 godzin w tempera-
turze 50° C, co spowodowato rozpad préobek do drobnego granulatu. Nastepnie zgranu-
lowane prébki wyptukano w wodzie poprzez kilkukrotne odwirowanie w wiréwce labo-
ratoryjnej, przeptukano w 80% roztworze etanolu i wysuszono prézniowo. Uzyskany
drobnoziarnisty proszek przedstawia Rys. 11. Przed hydrolizg zmierzono widmo EPR

wszystkich prébek w celu okreslenia wptywu hydrolizy na ich widmo EPR.
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Rys. 11 Zdjecie probki tkanki kostnej po hydrolizie w 2M KOH.

Jedng z napromieniowanych prébek umieszczono w wodzie i przechowywano z lo-
déwce mierzac przez okres jednego roku jej sygnat EPR w odstepach kilkumiesiecznych
w celu zweryfikowania stabilnosci sygnatu dozymetrycznego.

Miedzy kolejnymi pomiarami EPR oraz napromieniowaniami probki przechowywa-
ne byty w stanie suchym, w temperaturze pokojowej, w ciemnosci, w probéwkach typu
eppendorf. Siedem prébek kosci piszczelowej napromieniowano dwukrotnie. W pierw-
szym napromieniowaniu trzy prébki byty zanurzone w wodzie, a cztery w stanie wysu-
szonym. Po napromieniowaniu wszystkie probki mierzone byty w regularnych odste-
pach czasu, az do ustabilizowania sie ich sygnatéw EPR. Nastepnie prébki napromie-
niowano po raz drugi w odmiennych warunkach: prébki, ktére byly po raz pierwszy
napromieniowane na mokro po raz drugi zostaty napromieniowane na sucho a prébki,
ktore byty napromieniowane po raz pierwszy na sucho zostaty napromieniowane po
raz drugi na mokro.

Napromieniowywanie préobek odbywato sie w Katedrze i Klinice Onkologii i Radio-
terapii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Prébki napromieniowywane byty pro-
mieniowaniem rentgenowskim o mocy 2 Gy/min przy uzyciu przyspieszacza medycz-
nego Clinac 2300 o napieciu 6 MV, w zakresie dawek od 5 Gy do 100 Gy (jednorazowo).
W celu zapewnienia réwnowagi elektronowej podczas napromieniowywania prébki
umieszczone byty na gtebokosci maksymalnej dawki dmax =1,5 cm pod wodng matg

zelowa, na 5 cm macie zelowej lezgcej na 10 cm warstwie plexi.
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5.1.2 Pomiary EPR

Prébki kosci zawsze byty mierzone w temperaturze pokojowej w stanie suchym.
Wszystkie pomiary EPR wykonane zostaty na spektrometrze Bruker EMX 6/1 (Rys.12)
wyposazonym w prostokatng wneke rezonansowg 4119HS W1/0430, pracujgcym w
pasmie X o czestosci rezonansowej 9,85 GHz. Wneka rezonansowa zostat wyposazona
w standard manganowy natezenia sygnatu i pola magnetycznego w postaci jonéw
Mn®" w proszku MgO. Standard umieszony zostat w dolnej czeéci wneki rezonansowej
w zatopionej kapilarze wsunietej do trzpienia kwarcowego podtrzymujgcego od dotu

rurke pomiarowg w ustalonej pozycji we wnece.

Rys. 12 Spektrometr Bruker EMX 6/1 wykorzystywany do pomiaréw.

Do obstugi spektrometru uzywany byt program WiIinEPR Acquisition wersja 4.33
dostarczony przez producenta spektrometru. Program zapewniat ustawienie parame-
tréow pomiaréw i ich monitorowanie, automatyczne dostrajanie wneki rezonansowej
oraz podglad mierzonych widm. Tabela 1 przedstawia parametry spektrometru stoso-

wane w pomiarach.
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Tabela 1 Parametry pomiardw EPR.

Parametr Wartosc

Liczba punktow 1024

Liczba usrednianych skandéw 10

Do pomiardow zostaty uzyte kwarcowe rurki o Srednicy wewnetrznej 4 mm, w kto-

rych umieszczane byty prébki w czasie pomiaru (Rys. 13). Przed wykonaniem pomiaru
wysokos¢ wypetnienia rurki pomiarowej prébka byta mierzona suwmiarkg w celu do-
datkowego, poza normalizacjg do masy, znormalizowania amplitudy sygnatu EPR do
wysokosci wypetnienia wneki rezonansowej. Pomiar jednej prébki wykonywany byt w
czterech pozycjach po obrotach rurki pomiarowej we wnece spektrometru kazdorazo-
wo o ok 70°. Widma te usredniano.

Widma EPR pustych rurek pomiarowych, po ich znormalizowaniu do linii standar-
du manganowego, byly odejmowanej od widm uzyskanych po ich wypetnieniu préb-

kami i tylko takie sygnaty byty analizowane dale;j.



JEE HEEH HEE Lssidi i

Rys. 13 Rurka pomiarowa z probkq tkanki kostnej wewnqtrz.

5.1.2.1 Wybér mocy mikrofalowej

W metodologii spektroskopii EPR istotng role petni odpowiedni dobér mocy mikro-
falowej — przy braku nasycenia mikrofalowego wraz ze wzrostem mocy amplituda mie-
rzonego sygnatu wzrasta, jednak dla wysokich mocy czesto towarzyszy temu wzrost
poziomu zaktécen ze strony elektroniki toru mikrofalowego. Jesli mierzony sygnat po-
chodzi od kilku rodnikéw rdznigcych sie dynamika nasycania mikrofalowego, pomiary
przy wyzszej mocy mikrofal moga umozliwia¢ lepsze wyodrebnienie poszczegdlnych
sktadnikéw spektralnych. Sytuacja taka ma miejsce w pomiarach EPR kosci. Sygnat tfa
(BG) stanowigcy zaktécenie sygnatu dozymetrycznego RIS nasyca sie dla nizszej mocy

mikrofalowej niz RIS, co przedstawia Rys.14.
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N

—— Moc 20 mW

—— Moc 5,14 mW

Rys. 14 Widmo EPR proébki kosci napromieniowanej dawkq 100 Gy dla dwdch mocy mikrofalowych.

Tak wiec mozna byto oczekiwaé, ze wybdr wyzszej mocy mikrofalowej powinien
korzystnie wptyngé¢ na doktadnos¢ pomiaru sktadnika RIS w napromieniowanych ko-
$ciach.

W celu wyboru odpowiedniej mocy mikrofalowej do pomiaréw EPR prébek prze-
prowadzono serie pomiaréw dwach prébek kosci napromieniowanych dawkg 100 Gy w
czasie okotfo szesciu miesiecy. Kazdy pomiar byt wykonywany dla dwdéch mocy mikro-
falowych 5,14 mW i 20 mW. Wyniki dla obu mocy poréwnano pod wzgledem fluktuacji
wartosci udziatu sygnatu dozymetrycznego RIS i udziatu sygnatu tta BG w widmach EPR
w odniesieniu do $redniej tendencji ich zmian wyrazonych przez dopasowanie regresji
liniowej (dla sygnatu dozymetrycznego RIS w przedziale 13-118 dni) i dwdch krzywych
wyktadniczych a0+al*exp(-a2*t) (jednej dla sygnatu tta BG w przedziatach 0-65 dni i
drugiej w przedziatach 77-118 dni) (Rys.15i 16).
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Rys. 15 Udziaty sygnatow RIS i BG w widmie EPR préobki napromieniowanej dawkg 100 Gy unormowane do ich war-

tosci poczgtkowych. Prébka zostata 65 dnia (strzatka) umieszczona na 5 dni w wodzie, co spowodowato ok. 2-krotny
spadek sygnatu BG.

Zaobserwowano znaczgco wieksze fluktuacje natezen sygnatéw EPR mierzo-
nych przy wyzszej mocy mikrofalowej. Analize ilosciowg réznic miedzy wynikami dla
obu mocy przeprowadzono obliczajgc sumy kwadratéw odchylef poszczegdlnych wy-
nikow od dopasowanej funkcji oraz odchylenie standardowe. Dane te oraz obserwacje
jako$ciowe dotyczace pracy spektrometru przedstawia Tabela 2. Dla uzyskanych da-
nych przeprowadzono réwniez analize korelacji wynikéw dla obu mocy w programie

Slide Write Plus wersja 7.01.
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Tabela 2 Wyniki analizy wptywu mocy na udziat sygnatu BG i RIS.
Wartos¢
Parametr Dni 0-65 Dni 77-118 Dni 0-65 Dni 77-118

Suma kwadra-

téw odchylen 0,145 0,014

(RIS)

Suma kwadra-
téw odchylen 0,036 0,0009 0,009 0,0007

Koniecznos$¢ recznego dostra- Automatyczne dostrajanie sie
jania spektrometru spektrometru

Prad diody poza zalecanym
Stabilny prad diody podczas
zakresem podczas trwania
pomiaru
pomiaru
Znacznie mniejsze szumy wy-
stepujace podczas pomiaru w
poréwnaniu do pomiaru dla

mocy 20 mW

Z przeprowadzonej analizy wywnioskowano, ze réznice wartosciach sygnatu RIS i
BG dla tych dwdch mocy sg statystycznie nieistotne jednak dla mocy 20 mW wystepujg
wieksze wahania ich wartosci w sensie odchylenia poszczegélnych wartosci od dopa-
sowanej krzywej przedstawiajacej trend w ewolucji czasowej obu sygnatéw.

W oparciu o wyzej przedstawiong analize poréwnawczg precyzji pomiaréw wyko-
nanych przy dwdéch wartosciach mocy mikrofalowych oraz uwzgledniajac fakt, ze sto-
sowanie nizszych mocy (w zakresie 2-5 mW) dawato dobre wyniki w pomiarach takich
samych rodnikéw (CO,") we wcze$niejszych pracach dotyczacych dozymetrii EPR w
szkliwie [91,92] podjeto decyzje o wyborze mocy 5,14 mW do dalszych pomiaréw EPR

dla wszystkich przedstawionych niniejszej pracy badan.
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5.1.2.2 Mapowanie rozktadu czutosci wneki rezonansowej wzdtuz osi
wneki

Prostopadtoscienne wneki rezonansowe spektrometréw EPR charakteryzujg sie
niejednorodnym rozktadem czutosci detekcji rezonansu wzdtuz swojej pionowe] osi
[93] z maksimum czutosci w punkcie centralnym i zanikiem do zera przy dolnej i gérnej

jej krawedzi (Rys. 16).
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Rys. 16 Zaleznos¢ natezenia sygnatu od wysokosci wypetnienia rurki L-alaning (linia ciggta): x - kierunek od dotu do
gory wneki, S - amplituda sygnatu unormowana do jej maksymalnej wartosci. Linig przerywang oznaczono rozktad
przestrzenny czutosci wneki dla probki L-alaniny, linig kropkowangq catke funkcji rozktadu czutosci [94] .

Wynika to z rozktadu sktadowej magnetycznej fali stojgcej mikrofal we wnece oraz roz-
ktadu modulujgcego pola magnetycznego wytworzonego przez cewki modulujgce. Z
tego powodu, dla doktadnego pordwnywania natezern widm prébek o réznej dtugosci
oprécz normalizacji sygnatu do masy w tej pracy zastosowano dodatkowo normalizacje
uwzgledniajacg wptyw geometrii probki tj, jej dtugosci i potozenia we wnece. W celu

okreslenia funkcji rozktadu czutosci wzdtuz osi wneki, wykonano mapowanie rozktadu
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czutosci poprzez serie pomiarow widm EPR dla polikrystalicznego proszku alaniny na-
promieniowanej dawka 300 Gy, dla réznych wysokosci wypetnienia rurki pomiarowe;.
Amplitude centralnej linii sygnatu EPR alaniny znormalizowano do masy mierzonej
probki alaniny i przedstawiono zaleznos$¢ znormalizowanej do masy amplitudy od wy-
sokosci prébki we wnece rezonansowej (Rys. 17). Eksperyment ten przeprowadzono

trzykrotnie, a dane usredniono.
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Rys. 17 Wykres zaleznosci amplitudy sygnatu EPR alaniny (w gérnym prawym rogu) od wysokosci wypetnienia rurki
pomiarowej alaning napromieniowania dawkq 300 Gy. Rysunek przedstawia usrednione dane dla trzech pomiaréw,
unormowane do ich maksymalnej wartosci. Zakres zmiennosci wysokosci wypetnienia rurek (h) przez badane w
pracy probki kosci byt od 2,7 do 39,5 mm.

Na Rys. 17 amplitude sygnatu przedstawiono w odniesieniu do jej maksymalnej
wartosci. Po usrednieniu danych z trzech pomiaréw wyniki aproksymowano funkcja
wielomianowag:

f(h) = 0,00231h° - 0,218h° + 4,54h + 72,3 (12)

gdzie:

h —oznacza wysokos$¢ prébki w rurce pomiarowej

Na podstawie powyzszego wzoru widma EPR normalizowano wzgledem wysokosci
wypetnienia wneki przez dzielenie ich przez wartos¢ funkcji f(h) dla konkretnych, zmie-
rzonych dla kazdej probki wartosci h. Powyzsza procedura umozliwita poréwnanie na-

tezen sygnatéw EPR prébek o réznej wielkosci.
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5.1.3 Analiza widm

llosciowq analize widm EPR przeprowadzono wg. nastepujgcego algorytmu:

1. Wypozycjonowanie widm wzgledem osi pola magnetycznego (tj. pozycji linii
widmowych standardu manganowego) i znormalizowanie ich amplitudy w od-
niesieniu do $redniej amplitudy trzeciej i czwartej linii standardu Mn?".

2. Korekcja liniowa linii zerowej widma.

3. Odjecie widma EPR pustej rurki pomiarowej.

4. Normalizacja do masy mierzonej prébki.

5. Normalizacja do wysokosci wypetnienia rurki pomiarowe;.

Sumarycznie, procedury normalizacji natezenia widm okresla wzor:

1 (widmo zmierzone  widmo pustej rurki) (13)

~mr Avin Apn

gdzie:

S — oznacza koricowe widmo poddane dalszej analizie ilosciowej

Ay, — $rednia arytmetyczna amplitud trzeciej i czwartej linii standardu Mn?*.

Widma EPR analizowano przy uzyciu pakietu Microsoft Office w programie MS Ex-
cel 2010. Za pomocy funkcji Reglinp znormalizowane widma EPR byty numerycznie
rozktadane na dwie sktadowe przedstawiajgce udziaty w mierzonym widmie asyme-
trycznego sygnatu dozymetrycznego RIS i natywnego sygnatu tta BG, zgodnie z ogdlnym

wzorem:
S = agis'RIS + apg-BG + const (14)
Widmo modelowe RIS otrzymano z pomiaru proszku kostnego powstatego po 24-
godzinnej hydrolizie w 2 M KOH, napromieniowanego dawka 100 Gy. Hydroliza spo-

wodowata usuniecie tta natywnego w sygnale EPR tej probki. Widmo modelowe tfa

(BG) otrzymano przez pomiar EPR nienapromieniowanej probki kosci zbitej.
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BG symetryczna skfa'd'owa RIS asymretryczna sktadowa

Rys. 18 Widma kosci napromieniowanej dawkg 100 Gy (u gdry) oraz widma modelowe tta BG i sygnatu dozyme-
trycznego RIS (na dole). Ostre linie oznaczone Mn w wysoko- i nisko-polowej czesci widm na tym rysunku oraz we
wszystkich pozostatych widmach EPR przedstawionych w tej pracy pochodzg od standardu Mn?,

Miarg ilosciowg sygnatu tta i sygnatu radiacyjnego byty wartosci wspdtczynnikow
aris | agg W rownaniu (13). W kilku przypadkach (opisanych w czesci Wyniki) mierzono
takze amplitudy sygnatu: amplitude linii tta w prébce nienapromieniowanej, oraz w
probkach napromieniowanych amplitudy Al i A2 sygnatu RIS wzgledem pierwszego i

drugiego piku sygnatu dozymetrycznego (Rys. 18).

5.1.4 Powtarzalno$¢ pomiarow EPR

W celu okreslenia powtarzalnos$ci pomiaréw EPR przeprowadzono serie 16 pomia-
row pieciu prébek napromieniowanych dawkg 50 Gy. Wyniki obliczonych wartosci
Srednich i odchylenia standardowego (SD) dla przeprowadzonych pomiaréw przedsta-
wiono w Tabeli 3 i na Rys. 19. Srednig warto$¢ procentowego odchylenia standardo-
wego z Tabeli 3 (SD=3.3%) uznano jako reprezentatywng dla precyzji pomiaru sygna-
téw BG i RIS i nie przekracza ona wielkosci symboli na rysunkach w tej pracy. Doktad-
nos¢ retrospektywnie wyznaczonej dawki w prébkach kosci od pacjentéw po radiote-

rapii oméwiono osobno w Rozdziale 7.4.4.2.
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Rys. 19 Wykres stupkowy srednich wartosci udziatéw sygnatu RIS w widmie EPR z serii pomiaréw pieciu probek z
zaznaczonym odchyleniem standardowym.

Tabela 3 Wartosci Srednie udziatu sygnatu RIS i SD

Prébka nr 1 2 3 4 5

Srednia warto$¢

0,352 0,348 0,384 0,426 0,466
udziatu sygnatu RIS

0,015 0,015 0,011 0,007 0,015
SD(%) 4,3 4,3 2,9 1,6 3,2

5.2 Procedura dozymetrii retrospektywnej dawek u pacjentow

po radioterapii

Do rekonstrukcji dawek w probkach tkanki kostnej pochodzgacych od pacjentow
radioterapii uzyto fragmentéw tkanek kostnych uzyskanych w wyniku przeprowadzo-
nego chirurgicznego leczenia. Tkanki kostne usuniete zostaty tylko i wytgcznie w wyni-
ku medycznych wskazan do usuniecia na podstawie decyzji lekarza prowadzacego. De-
cyzja o usunieciu fragmentow tkanki kostnej nie pozostawata w zadnym zwigzku z
przeprowadzonymi badaniami.

Uzyskano prébki tkanki kostnej od trzech pacjentdw oznaczonych dalej jako P1, P2
i P3. Przed obrdébka przygotowujgcg prébki do pomiaréw EPR byty one przechowywane

w 70 % roztworze etanolu w lodéwce. Do pomiaréw uzyto catych kawatkdw kosci nie
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rozkruszonych wczesniej, przycietych diamentowg pitg rotacyjng do rozmiaru okoto
2x7mm. Probki te wysuszono prézniowo i zmierzono ich widma EPR. W kazdej ze zmie-
rzonych prébek w widmie EPR obecny byt sygnat RIS wskazujgcy na to, ze otrzymana
probka kostna wczesniej pochtoneta dawke promieniowania jonizujgcego. Nastepnie
probki zostaty umieszczone na 24 godziny w wypetnionych wodg probdéwkach typu
eppendorf, po czym napromieniowano je dawka kalibracyjng 100 Gy. Po napromie-
niowaniu probki zostaty prézniowo wysuszone i zmierzono ponownie ich widma EPR.
Z uzyskanych wartosci udziatu sygnatu RIS przed i po napromieniowaniu metoda
liniowej ekstrapolacji zaleznosci sygnatu od dawki dodanej zrekonstruowano nieznang
dawke przyjetego wczesniej promieniowania. Graficznie metode tg przedstawia Rys.

20.

4

' A(RIS)

Dawka
zrekonstruowana

>

=

0 100 Dawka dodana [Gy]

Rys. 20 Proces rekonstrukcji dawki poprzez ekstrapolacje wartosci sygnatu RIS.

Zrekonstruowane dawki D, obliczone byty zgodnie z formuta:

RIS(T)
€al RIS(r+D.q)—RIS(T)

D, =D (15)

gdzie:

Dca — 100 Gy — znana dodana dawka

RIS(r) — wielko$¢ sygnatu dozymetrycznego zmierzonego przed dopromieniowa-
niem kosci

RIS(r+Dc,) — wielkos¢ sygnatu dozymetrycznego zmierzonego po dopromieniowa-

niu kosci.
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Hayes’a i in. [95] wykazali, ze w przypadku liniowe] zaleznosci pomiedzy wielkoscia
sygnatu RIS a dawkg pochtonietego promieniowania optymalnym rozktadem punktéw
pomiarowych w procedurze dozymetrii jest umiejscowienie ich w skrajnych rejonach
analizowanego przedziatu dawki, co uzasadnia poprawnos¢ zastosowanej w niniejszej
pracy metody ekstrapolacji dwupunktowej, tj. opartej na pomiarach dla dwéch dawek.

Wszystkie dawki przytaczane w niniejszej pracy, zardwno w badaniach wstepnych
jak i dawki obliczane i mierzone u pacjentéw po radioterapii sg dawkami dla srodowi-

ska wodnego.

6 Wyniki

6.1 Sygnaty EPR w nienapromieniowanej kosci zbitej

6.1.1 Wptyw wody na sygnat natywny

Widmo EPR nienapromieniowanej kosci zbitej sktada sie z pojedynczej symetrycz-
nej linii. Jest to natywny sygnat tta, dalej oznaczany w tej pracy jako BG, ktérego po-
chodzenie przypisuje sie czesci organicznej tkanki kostnej. Szerokosé linii widmowej
sygnatu tta w badanych prébkach wahata sie w zakresie od 0,75 do 0,87 mT. Wptyw
zamoczenia probek w wodzie na sygnat tta przedstawia Rys. 21 - amplituda tego sygna-
tu zmniejszata sie o okoto 50 % po prézniowym wysuszeniu prébek umieszczonych na

24 godziny w wodzie w temperaturze 6°C.
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——————— Widmo EPR przed
zamoczeniem

——— Widmo EPR 2 dni po
zamoczeniu

------------- Widmo EPR 35 dni po
zamoczeniu

Rys. 21 Zmiany w czasie sygnatu EPR tta BG po umieszczeniu nienapromieniowanej probki kostnej w wodzie.

W wysuszonych prébkach sygnat ten wzrastat osiggajgc po okoto 50 dniach ok. 90%
swojej poczatkowej wartosci (tj. zmierzonej przed umieszczeniem préobki w wodzie). Na
Rys. 22 przedstawiono zmiany sygnatu tta w czasie w odniesieniu do sygnatu zmierzo-

nego przed zamoczeniem proébki.

120% -
100% f
80% -
60% -

40% -

amplituda sygnatu EPR

—O— Amplituda

—{ 11l catka
20% -

0% T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140
czas [dni]

Rys. 22. Zmiany amplitudy sygnatu EPR i jego drugiej catki w czasie po 24 godzinnym moczeniu w wodzie. Strzatkq
zaznaczono moment zamoczenia probki. Dane unormowano do 100% w chwili poczqtkowej serii pomiaréw. Dane
unormowano do 100% w chwili poczgtkowej serii pomiarow.
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6.2 Wptyw kruszenia i wielkosci ziaren na sygnat tta

Amplituda sygnatu tta nienapromieniowanych prébek znaczgco wzrosta po ich roz-
kruszeniu na mate kawatki. Rozkruszaniu poddano trzy prébki oznaczone A, B i C. Na
Rys. 23 przedstawiono poréwnanie tta catego nienapromieniowanego kawatka kosci z

widmami rozkruszonych prébek.

A
—B
—C

= BG przed pokruszeniem

Rys. 23 Sygnaty tta po rozkruszeniu probki tkanki kostnej (A,B,C) i probki A przed rozkruszeniem.

W Tabeli 4 przedstawiono procentowe zmiany amplitud sygnatu tta w pokruszo-
nych prébkach w odniesieniu do sygnatu tta niepokruszonej prébki w zaleznosci od
wielkosci ziaren po rozkruszeniu. Zalezno$¢ amplitudy sygnatu tta od wielkosci ziaren

dla probek A, B i C przedstawia graficznie Rys. 24.

Tabela 4 Zaleznos¢ znormalizowanej do masy amplitudy sygnatu tta od stopnia rozdrobnienia probki kosci zbitej
(przedstawione wyniki uzyskano z pomiaréw wykonanych od 0,5 do 5 godzin po pokruszeniu).

Rozmiar ziaren® [mm]

Prébka Cata prébka tkanki kostnej 2.9-1.6 1.3-0.8 1.1-0.5
118% 134% 229%
“ 100% 241%
360%

' Rozmiar zdefiniowano jako pierwiastek z sumy kwadratéw najdtuzszego i najkrotszego wymiaru ziaren.
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Rys. 24 Wptyw wielkosci ziaren rozkruszonej kosci na amplitude sygnatu tta w odniesieniu do amplitudy w prébce

niepokruszonej.

Sygnat EPR tta w pokruszonych prébkach nie byt stabilny i z czasem ulegat zaniko-

wi, co przedstawiono na Rys. 25 i 26.

— nie
rozkruszona
tkanka kostna

——— rozkruszona
po 4 dniach

rozkruszona po
53 dniach

Rys. 25 Zmiany w czasie widma EPR sygnatu tta po rozkruszeniu prébki A.
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Rys. 26 Zmiany w czasie amplitudy sygnatu EPR w pokruszonej prébce A w odniesieniu do amplitudy zmierzonej 0.5
godziny po pokruszeniu.

7 Sygnaty EPR generowane radiacyjnie

W badaniach wykazano generowanie przez promieniowanie jonizujgce w tkance
kostnej dwdch typdw sygnatu: asymetrycznego sygnatu RIS rodnikéw CO," , oraz syme-
trycznego sygnatu o podobnym ksztatcie jak sygnat tta natywnego (BG) w nienapro-
mieniowanej kosci. W celu sprawdzenia wptywu wody na generowane radiacyjnie sy-
gnaty, tj. dozymetryczny RIS i sygnat ,tto-podobny” BG, siedem prébek zostato napro-
mieniowanych dwukrotnie. Podczas pierwszego napromieniowywania cztery prébki
zanurzone byty w wodzie, a pozostate napromieniowywano na sucho. Po napromie-
niowaniu wszystkie prébki mierzone byty w regularnych odstepach czasowych, az do
ustabilizowania sie sygnatdw EPR. Nastepnie prébki napromieniowano po raz drugi w
odmiennych warunkach, czyli prébki, ktére po raz pierwszy napromieniowano na mo-

kro, po raz drugi zostaty napromieniowane na sucho i odwrotnie.
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7.1 Zmiany w czasie tto—podobnego sygnatu generowanego ra-

diacyjnie

W prébkach napromieniowanych na sucho natezenie wygenerowanego radiacyj-
nie tto—podobnego sygnatu BG byto kilka razy wieksze w poréwnaniu do natezenia te-
go sygnatu wygenerowanego w prébkach napromieniowanych na mokro. Widma EPR
probek napromieniowanych dawkg 100 Gy i 50 Gy w warunkach na sucho i na mokro
oraz widmo EPR nienapromieniowanej prébki tkanki kostnej przedstawiono na Rys. 27
i 28. Pomiary EPR prébek napromieniowanych na sucho wykonano 2 godziny po na-

promieniowaniu, a prébki napromieniowanej na mokro 13 dni po napromieniowaniu.

!

‘\
/\ Aﬂ/\ “ —— 100 Gy - mok
(| - I = ez y - mokra
(’/—* 1| 100 Gy - sucha
\ !
: 0 Gy

Rys. 27 Widma EPR prébek napromieniowanych na mokro i na sucho dawkg 100 Gy, oraz widmo prébki nienapro-
mieniowanej .
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Rys. 28 Widma EPR prébek napromieniowanych na sucho i mokro dawkq 50 Gy oraz widmo EPR prébki niepromie-
niowanej .

Amplituda sygnatu tto-podobnego wygenerowanego radiacyjnie na sucho malata
wraz z uptywem czasu, co powodowato istotne zmiany w ksztatcie widma zachodzace

zwtaszcza w pierwszych 4 tygodniach po napromieniowaniu (Rys. 29, Rys 30).

——— przed napromieniowaniem

—— 2 godziny po
napromieniowaniu

—— 3 dni po napromieniowaniu

—— 7 dni po napromieniowaniu

—— 14 dni po
napromieniowaniu

—— 36 dni po
napromieniowaniu

—— 76 dni po
napromieniowaniu

Rys. 29 Ewolucja w czasie widm EPR w prdbce kosci napromieniowanej na sucho dawkg 50 Gy.

Udziat sygnatu BG w widmach spadat w czasie kilkudziesieciu dni po napromieniowaniu

0 co najmniej 70 % w stosunku do jego wartosci zmierzonej zaraz po napromieniowa-
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niu - na Rys. 31 przedstawiono wykres zamian w czasie udziatu sygnatu BG dla pieciu

prébek napromieniowanych dawka 50 Gy w warunkach suchych.

9
8
7
26
g 5
=}
= 4
c
%" 3
82
N
31
0 T T T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
czas [dni]

Rys. 30 Zmiany w czasie udziatu sygnatu BG w widmie EPR probki napromieniowanych dawkq 100 G na sucho . Mie-
dzy 65 a 70 dniem (strzatka) probke poddano dziataniu wody.

Znaczny spadek widoczny na Rys. 30 w 65 dniu pomiaru spowodowany zostat umiesz-

czeniem probki na pie¢ dni w wodzie. Po wysuszeniu prézniowym w dniu 75 nastgpit

stopniowy wzrost sygnatu.
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Rys. 31 Zmiany w czasie udziatu sygnatu BG w widmie EPR jako procentowa réznica pomiedzy sygnatem BG po na-
promieniowaniu ,na sucho” pieciu prébek kosci dawkq 50 Gy a sygnatem tta zmierzonym przed ich napromieniowa-
niem.

Zaobserwowano duzo nizszy (w niektorych prébkach ujemny) w poréwnaniu do
probek napromieniowanych na sucho, przyrost sygnatu tto-podobnego w prébkach
kosci zanurzonych w wodzie podczas napromieniowywania (Rys. 32). Udziat sktadnika

BG po napromieniowaniu na mokro wzrastat w czasie. (Rys. 33).
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Rys. 32 Poréwnanie sygnatéw EPR w prébkach napromieniowanych dawkg 100 Gy i na sucho (brgzowe linie S13 i
S65) ina,mokro” (niebieskie linie M13 i M65). Pomiar EPR po 13 dniach (linia ciggta) i 65 dniach (linia przerywana)
od napromieniowania.

Na Rys. 33 przedstawiono zmiany udziatu sygnatu BG w widmie EPR po napromie-
niowaniu dla czterech prébek tkanki kostnej zanurzonych w wodzie podczas napro-
mieniowywania. Dane przedstawiajg procentowe zmiany réznic udziatéw sygnatu BG
miedzy prébka poddang napromieniowaniu w wodzie i tg samg prébka przed napro-

mieniowaniem.
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Rys. 33 Zmiany w czasie udziatu sygnatu BG w widmie EPR napromieniowanych probek jako procentowa rdéznica
pomiedzy jego wartosciqg w prébkach napromieniowanych dawkqg 50 Gy w warunkach na mokro, a wartoscig zmie-
rzonym przed napromieniowaniem probek.

Wzrost udziatu sygnatu BG zaréwno w probkach napromieniowanych na mokro jak
i w prébkach napromieniowanych na sucho nie wykazywat zaleznosci od dawki pro-

mieniowania w zakresie od 50 do 100 Gy.

7.2 Zaleznos$¢ od czasu sygnatu RIS w zaleznosci od warunkow

napromieniowania.

Na Rys. 34 przedstawiono widma EPR dwdch prébek kosci napromieniowanych w
warunkach na mokro i na sucho dawka 100 Gy. Pomiary sygnatow probki napromie-
niowanej na sucho wykonano po okoto dwéch godzinach po napromieniowaniu, a
probki napromieniowanej na mokro po 24 h po napromieniowaniu (po jej uprzednim

wysuszeniu).
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Rys. 34 Widma EPR probek tkanki kostnej napromieniowane prébek dawkg 100 Gy w réznych warunkach.

Widoczna jest wyrazna roznica w amplitudzie Al sygnatu dozymetrycznego RIS pomie-
dzy prébkami napromieniowanymi tg sama dawka ekspozycyjng w réznych warunkach.
Rdznica w amplitudach sygnatéw wynosi ok. 13 %. Pomiary porownawcze obu tych
probek kontynuowano w regularnych odstepach czasu przez 118 dni.

Po 118 dniach od pierwszego napromieniowania obie probki poddano ponowne-
mu napromieniowaniu — tym razem dawkg 50 Gy w warunkach odwrotnych do pierw-
szego napromieniowania, czyli probke napromieniowang poprzednio na sucho za dru-
gim razem napromieniowano na mokro i odwrotnie. Po drugim napromieniowaniu
probki mierzone byty przez okres 280 dni. Na Rys. 35 przedstawiono zaleznos¢ w czasie
sygnatu RIS dla prébki po raz pierwszy napromieniowanej dawka 100 Gy na ,sucho”, a
po raz drugi dawka 50 Gy na ,mokro”. Na wykresie tym umieszczono jednoczesnie
zmiany udziatu sygnatu BG w czasie. Dane przedstawiono w wartosciach procentowych
w odniesieniu do wartos$ci udziatéw zmierzonych podczas pierwszego pomiaru po

pierwszym napromieniowaniu.
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Rys. 35 Zmiany w czasie sygnatow RIS i BG w kosci napromieniowanej 100 Gy w dniu 0 oraz napromieniowanej daw-
kq 50 Gy w 118 dniu. Fioletowa linia z rombami przedstawia sktadnik BG - lewa os rzednych. Niebieska linia i kétka
amplitude A1, czerwona linia i tréjkgty amplitude A2, zielona linia i kwadraty pokazuje wartosci sktadnika RIS -
prawa os rzednych. Strzatka W1 oznacza zanurzenie probki w wodzie w pigtym dniu, strzatka W2 oznacza zanurzenie
na jeden dzieri w wodZzie probki przed dodatkowym napromieniowaniem dawkq 50 Gy.

Na wykresie strzatkami oznaczono moment zanurzenia probki w wodzie na pieé dni i
drugie zanurzenie probki w wodzie przed ponownym napromieniowaniem. Zaobser-
wowano wzrost amplitudy sygnatu i udziatu sygnatu RIS 0 57 % po ponownym napro-
mieniowaniu prébki dawka 50 Gy.

Na Rys. 36 przedstawiono wykres zmian w czasie udziatéw sygnatu RIS i BG dla
drugiej prébki napromieniowanej dwukrotnie, pierwszy raz dawka 100 Gy na mokro i
drugi raz dawka 50 Gy na sucho. Dane przedstawiono w wartosciach procentowych w
odniesieniu do wartosci udziatéw zmierzonych podczas pierwszego pomiaru po pierw-

Szym napromieniowaniu.
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Rys. 36 Zmiany w czasie po napromieniowaniu udziatéw sygnatu RIS i BG w probce napromieniowanej na mokro
dawkg 100 Gy w dniu 0 i dawkg 50 Gy na sucho w dniu 118. Wartosci unormowano do 100% dla pierwszego pomia-
ru.

Sekwencja dwukrotnego napromieniania prébki warunkach raz na sucho, drugi raz
na mokro (lub odwrotnie) z minimum 90-cio dniowym odstepem czasowym pomiedzy
napromieniowaniami przeprowadzona zostata dla siedmiu probek. Zmierzone sygnaty
RIS wygenerowane przez kazdg z dwdch frakcji napromieniowania znormalizowano do
masy probek i przeliczono na wydajnosci radiacyjne poprzez ich podzielenie przez wiel-
kos¢ dawki we frakcji. Poréwnano wartos$ci wydajnosci radiacyjnej sygnatu RIS, a dane

zestawiono w postaci wykresu stupkowego i przedstawiono na Rys. 37.
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Rys. 37 Wydajnosci radiacyjne sygnatu dozymetrycznego w probkach napromieniowanych na sucho (brqzowe stupki)
i na mokro (niebieskie stupki).

Wydajnosci radiacyjne sygnatu RIS podczas napromieniowania na mokro byty wieksze
od wydajnosci w tych samych prébkach napromieniowanych na sucho o od 8 % do
26%.

Wykonano rowniez pomiary jednej probki napromieniowanej dawkg 50 Gy na mokro
umieszczonej w wodzie przez dwa lata w temp 4°C w celu obserwacji czy sygnat dozy-
metryczny z czasem ulega zanikowi. Pomiary EPR probki wykonano szesciokrotnie na
przestrzeni dwéch lat. Wyniki udziatu sygnatu RIS przedstawiono w tabeli. 5 i przed-
stawiono na wykresie Rys. 38.

Tabela 5 Wartosci udziatu sygnatu RIS w zaleznosci od dnia pomiaru prébki

Dzien Udziat sygnatu RIS

0,7710
0,7260
0,7210
0,7636
0,7637
0,7548

0,7722

)]
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Rys. 38 Zmiany sygnatu RIS w czasie po napromieniowaniu.

7.3 Sygnaly radiacyjne w kosci pokruszonej

Badano prébki B i C, ktérych sygnaty spowodowane kruszeniem omdwiono w roz-
dziale 6.2. Sygnaty EPR w rozkruszonych prébkach po ich napromieniowaniu dawka 50
Gy na mokro i ich zmiany w czasie przedstawiajg odpowiednio Rys. 39 i Rys. 40. Zmiany
w czasie sygnatow RIS i BG w tych prébkach napromieniowanych na sucho przedsta-

wiajg Rys. 41 i Rys. 42.

—— B przed
napromieniowaniem

—— B- | pomiar po
napromieniowaniu

—— B-90 dni po
napromieniowaniu

Rys. 39 Widma EPR pokruszonej prébki B po napromieniowaniu na mokro dawkg 50 Gy.
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Sygnat RIS w prébce napromieniowanej na mokro w czasie 90 dni spadt o ok 4%.
Dla sktadnika BG zaobserwowano poczatkowy wzrost o okoto 20% po 7 dniach, po
czym sygnat ten spadat osiggajgc po 90 dniach wielkos¢ okoto 5% powyzej jego warto-

$ci przed napromieniowaniem.
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Rys. 40 Ewolucja w czasie sygnatéw RIS i BG po napromieniowaniu probki B na mokro..

Na Rys. 41 przedstawiono widma EPR prébki C przed i po napromieniowaniu na

sucho.

—— C przed
napromieniowaniem

——— C- | pomiar 5h po
napromieniowaniu

—— C-90 dni po
napromieniowaniu

Rys. 41 Widma EPR pokruszonej prébki C po napromieniowaniu na sucho dawkq 50 Gy.

Sygnat BG w prébce C po napromieniowaniu na sucho dawkg 50 Gy wzrdst o 62,5

% po 5 godzinach po napromieniowaniu i zmalat po 90 dniach do okoto 50% swojej
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poczgtkowej wartosci zmierzonej przed napromieniowaniem. Wygenerowany radia-

cyjnie sygnat RIS byt staty w czasie w granicach doktadnosci pomiaru.
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1,20
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—0—BG
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0,20 -

udziat sygnatu w widmie EPR [j.w.]
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czas [dni]

Rys. 42 Ewolucja w czasie sygnatéw RIS i BG w napromieniowanej na sucho prébce C dawkg 50 Gy.

7.4 Wptyw KOH na sygnaty EPR tkance kostnej.

W pordéwnaniu do szkliwa zebdéw, zawartos¢ sktadnikdw organicznych w kosci jest
znacznie wyzsza, a co za tym idzie, rowniez amplituda sygnatu tta. Jej wielkos¢ zalezy
od rodzaju kosci (zbita, ggbczasta), stopnia jej zmineralizowania, ale we wszystkich
badanych prébkach kosci sygnat tta miat amplitude poréwnywalng z sygnatem dozyme-
trycznym w zakresie przebadanych dawek. Z tego powodu uzasadnione byto poszuki-
wanie sposobu zredukowania sygnatu tfa i tym samym jego wptywu na dokfadnosc
okreslenia wielkosci sygnatu RIS. Takim sposobem moze byé zasadowa hydroliza pré-
bek, dzieki ktérej mozna oczekiwa¢ zmniejszenia sygnatu tta wskutek usuniecia z pro-

bek ich sktadnikdéw organicznych.
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7.4.1 Redukcja masy probek w wyniku hydrolizy kosci w 2M KOH.

W celu okreslenia spowodowanych hydrolizg zmian w masie prébek, probki zwa-
zono przed i po hydrolizie po ich doktadnym wyptukaniu, odwirowaniu i préozniowym
wysuszeniu. Stopien redukcji masy w wyniku hydrolizy dla poszczegdlnych prébek
przedstawiono w Tabeli 6.

Tabela 6. Redukcja masy probek w wyniku ich hydrolizy w 2 M KOH.

Masa po hydrolizie

Masa przed Masa po hydrolizie
Prébka [% masy poczat-
hydroliza [mg] [mg]
kowej]
221,9 155,7 70,1
166,5 125,6 75,4
64,7 37,4 57,8
154,4 101,8 65,9
111,6 72,7 65,1
115,2 74,6 64,8
92,5 60,3 65,2
94,6 62,2 65,8
4454 278,6 62,6
K10 735 446 60,7

7.4.2 Redukcja sygnatu tta (BG) w wyniku hydrolizy napromieniowanych
probek kosci w 2 M KOH.

Na Rys. 43 przedstawiono widma EPR probki tkanki kostnej przed i po hydrolizie w

2 M KOH. Prébka zostata napromieniowana dawka 150 Gy przed hydroliza.
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przed hydroliza

—— po hydrolizie

Rys. 43. Wptyw hydrolizy préobki kosci zbitej napromieniowanej dawkq 150 Gy na jej widmo EPR.

W wyniku hydrolizy poza zanikiem sktadowej BG zaobserwowano redukcje sygnatu RIS
o okoto 30-75%. W Tabeli 7 przedstawiono procentowg zmiane natezenia sygnatu RIS
w siedmiu prébkach po hydrolizie, w postaci wspotczynnika S utraty sygnatu odpowia-
dajgcego procentowej utracie stezenia wygenerowanych radiacyjnie rodnikéw co* .
Wspdtczynnik S wyliczono uwzgledniajgc zmiane mierzonego RIS w danej prébce oraz

wspofczynnik k utraty jej masy po hydrolizie. Wartos¢ wspétczynnika S obliczono ze

Wzoru:

5=1_[M]*k (16)
Wprzed KOH

gdzie:

w — wydajnos$¢ radiacyjna (warto$é RIS na jednostke masy probki i jednostke dawki)
k = Mpokon/Mprzedkon - WspOtczynnik utraty masy tj. stosunek mas prébki po i przed hy-

droliza.
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Tabela 7. Zaleznos¢ wspofczynnika utraty sygnatu RIS od dawki napromieniowania.

Spadek natezenia sygnatu Dawka napromienio-
Probka
radiacyjnego S [%] wania [Gy]

33,9 150
29,5 150
75,3 5

49,6 10
39,8 20
35,9 30
40,5 50

Na Rys. 44 przedstawiono widma EPR prdébki kosci napromieniowanej dawka 10 Gy

przed i po hydrolizie.

10 Gy przed hydroliza —— 10 Gy po hydrolizie

Rys. 44. Widma EPR probki tkanki kostnej napromieniowanej dawkg 10 Gy przed i po hydrolizie probki w 2 M KOH.

7.4.3 Zaleino$¢ intensywnosci sygnatu EPR od dawki pochtonietego
promieniowania.

W celu okreslenia zaleznosci sygnatu RIS od dawki pie¢ probek napromieniowano
na mokro réznymi dawkami podczas jednej sesji napromieniowywania. W Tabeli 9

przedstawiono uzyskane wartosci udziatu sygnatu RIS w zaleznosci od dawki.
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Tabela 8. Wielkosci sygnatéw RIS w prébkach kosci w zaleznosci od dawki.
Prdobka Dawka [Gy] Udziat RIS
Kd1l 5 0,055
Kd2 10 0,093
Kd3 20 0,198
Kd4 30 0,261

Kd5 50 0,421

Prébki zmierzono dziewieciokrotnie a uzyskane , wyniki przedstawiono na Rys. 45.

y =0,00834x + 0,01132

R? =0,99057
0,50

0,45 -
0,40 -
0,35 -
0,30 -
0,25 -
0,20 -
0,15 -
0,10 -
0,05 -

Udziat sygnatu RIS [j.w.]

0,00 ? T T T T T 1
-0,05 10 20 30 40 50 60
Dawka [Gy]

Rys. 45. Zaleznos¢ od dawki wartosci sygnatu RIS w widmie EPR kosci .

Zaleznos¢ natezenia sygnatu RIS dla szesciu innych prébek napromieniowanych w za-

kresie dawek 30-270 Gy przedstawia Rys. 46.
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Rys. 46 Zaleznos¢ wielkosci udziatéw sygnatu RIS w widmie EPR w zaleznosci do dawki pochtonietego promieniowa-

nia w zakresie 30-270 Gy.

W oparciu o dane przedstawione na Rys. 45 wyznaczono wartosci minimalnego

poziomu detekcji (DL) oraz dawki krytycznej (CL) dla poziomu ufnosci 95% zdefiniowa-

nych jako (95):

minimalny poziom detekcji — minimalna, prawdziwa wartos¢ wielkos$ci mie-
rzonej, ktérg mozina wykryé z prawdopodobiernistwem 0.05 popetnienia
btedu

dawka krytyczna - minimalna zmierzona wartos¢, ktora wskazuje z praw-
dopodobienstwem co najmniej 0.95 na obecnos¢ fizycznego efektu (jest
ona rézna od zera z powodu obecnosci fluktuacji (szumu) wartosci sygnatu

RIS w nienapromieniowanych prébkach)

Wykorzystujgc wzory wprowadzone przez Fattibene et al. (95) obliczono wartosci

minimalny limitu detekcji i DL=6.4 Gy oraz dawke krytyczng CL=3.4 Gy, charakteryzuja-

ce ilosciowo czutos¢ zastosowanej metody pomiarowej.
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7.4.4 Zastosowanie dozymetrii EPR do pomiaru dawki pochtonietej in
vivo.

Przedstawione powyzej wyniki badan probek kosci napromieniowanych in vitro
pozwolity na stworzenie procedury pomiaru dawki pochfonietej w warunkach in vivo i
zweryfikowanie zgodnosci uzyskanych wynikéw dozymetrii EPR z dawkami obliczonymi
przez komputerowe systemy planowania radioterapii (RTP — Radiotherapy Treatment
Planning). W tym celu uzyskano fragmenty tkanki kostnej od pacjentéw po radioterapii
i metodg dawki dodanej okreslono wielkos¢ pochtonietego promieniowania w trakcie
radioterapii. Dane te nastepnie pordwnano z dawkami okreslonymi przez fizykdw me-

dycznych w systemie RTP.

7.4.4.1 Wyniki dozymetrii retrospektywnej dawek pochfonietych w czasie
radioterapii.

Pomiary przeprowadzono u trzech pacjentédw Katedry i Kliniki Onkologii i Radiote-

rapii GUMed napromieniowanych na okolice szyi i glowy.

@ PacjentP1

Probka kosci pochodzita z lewej strony kosci szczekowej z okolicy zeba nr 27
(zgodnie z nomenklaturg stomatologiczng Swiatowej Federacji Dentystycznej FDI).
Fragment kosci usunieto chirurgicznie z powodu wydzielania sie martwiczo tkanek
spowodowanego radioterapig. Pacjent byt leczony onkologicznie z powodu nowotworu
okolicy szczeki. Wedtug planu leczenia dawka catkowita obliczona przez fizykdéw me-
dycznych w obszarze usunietej kosci wynosita 45 Gy. Pacjenta napromieniowywano
promieniowaniem X o maksymalnej energii 6 MeV. Na Rys. 47 przedstawiono sygnaty
EPR probki kosci napromieniowanej in vivo w trakcie radioterapii i po jej dopromie-
niowaniu in vitro dawka D.=100 Gy. Rozktad dawki promieniowania otrzymany z

komputerowego planu leczenia pacjenta P1 przedstawia Rys. 48.
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Rys. 47 Widmo EPR probki kosci pochodzqcej od pacjenta P1, przed i po dopromieniowaniu dawkg 100 Gy.
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Rys. 48. Pole rozktadu dawki promieniowania u pacjenta P1. Strzatka wskazuje zaznaczone elipsq miejsce usuniecia
fragmentu kosci.

Po numerycznym rozktadzie widm z Rys. 47 okreslono wielkosSci sygnatu RIS w
kazdym z nich i na podstawie wzoru (15) obliczono dawke D,=(45.6+1.6) Gy pochto-
nietg w czasie radioterapii. Usuniety fragment kosci znajdowat sie na granicy napro-
mieniowanego pola. Obszar zajmowany przez usuniety fragment kosci znajduje sie
pomiedzy izodozami 40 i 65 Gy (Rys. 48). Dawka $rednia obliczona przez RTP w tym
obszarze wynosita (45,0£1.8) Gy.
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@ Pacjent P2

Prébka tkanki kostnej od pacjenta P2 pochodzita z usunietego fragmentu zuchwy
po prawej stronie w przednim odcinku w okolicy zeba trzeciego i czwartego (nr 43 i nr
44). Pacjentowi usunieto ten fragment kosci z powodu naciekajgcego zuchwe guza
wargi. Miejsce napromieniowania podczas leczenia radiacyjnego obejmowato wargi i
nadgnykowe wezty chfonne. Pacjenta napromieniowywano promieniowaniem X o
maksymalnej energii 6 MeV. Dawka przyjetego promieniowania obliczona na podsta-
wie planu leczenia w miejscu usunietego fragmentu kostnego wynosita 28,7 Gy. Na

Rys. 49 przedstawiono obrazy wygenerowane przed RTP z wrysowang zuchwg po

stronie prawej i obszarem napromieniania.

Rys. 49 Obrazy z planu leczenia pacjenta z zaznaczonym na z6tto fragmentem zuchwy i obszarem napromieniania.
Potozenie usunietego fragmentu kosci wskazujq strzatki.

Wartos$¢ dawki zmierzonej metodg EPR w usunietym fragmencie kosci wynosita

(28.0 £1.0) Gy.
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@ Pacjent P3

Préobka od pacjenta P3 pochodzita kosci szczekowej z okolicy zebdéw nr. 4 i 6. Za-
bieg chirurgicznego usuniecia fragmentu kosci przeprowadzono z powodu wystgpienia
martwicy popromiennej tkanek. U pacjenta P3 radioterapia zostata zastosowana jako
leczenia paliatywne. Do napromieniowania uzyto promieniowania X o maksymalnej 6
MeV. Pacjent odbyt trzy tury radioterapii. W pierwszej turze otrzymat 40 Gy promie-
niowania w 20 frakcjach po 2 Gy. W drugiej turze otrzymat 26 Gy w 13 frakcjach po 2
Gy. W trzeciej turze otrzymat 4 Gy w dwdch frakcjach po 2 Gy. tagczna dawka promie-
niowania w badanym fragmencie wyniosta 70,0+2,8 Gy. Dawka zmierzona metodg EPR
wyniosta 61,4+2,3 Gy. Dawki zaplanowane w leczeniu radioterapeutycznym pordwna-

no z dawkami zmierzonymi przedstawiono Tabeli 9.

Tabela 9. Dawki zrekonstruowane metodq EPR w poréwnaniu do dawek TPS(Treatment Planning System). Niepew-
nosci pomiarowe obliczone wg. wzoru (20) podano w nawiasach.

EPR — Dawka zrekonstruowana TPS — dawka zaplanowana

Pacjent
[Gy] [Gy]
P1 45,6 (1,6) 45,0 (1,8)
P2 28,0 (1,0) 28.7 (1,2)
P3 61,4 (2,3) 70,0 (2,8)

Tabela 10 przedstawia poréwnanie wartosci czutosci radiacyjnej dla trzech bada-

nych probek.

Tabela 10. Poréwnanie czutosci radiacyjnej zmierzonych probek kosci. Podane wartosci sq wzgledne, niepewnosci
pomiarowe podano w nawiasach.

Pacjent Czutos¢ radiacyjna/j.u.

P1 99 (3)
P2 93 (3)
98 (3)




7.4.4.2 Analiza niepewnosci pomiarowych

Niepewnosci zrekonstruowanych dawek podano w Tabeli 9 jako tgczne. Niepew-
nos$¢ wzgledna dawki kalibracyjnej wynosita 1,5% i okreslona zostata na podstawie da-
nych z rutynowych pomiaréw dozymetrycznych przyspieszacza i doktadnosci dostar-
czenia dawki w radioterapii.

Niepewnos¢ zmierzonych udziatdw sktadnika RIS zostata wyznaczona na podstawie
powtarzalnosci wartosci sygnatu dozymetrycznego RIS zmierzonych czterokrotnie w
kolejnych dniach. Powtarzalnos¢ mierzonego RIS zawierata sie w zakresie od 0,3% do
3%, w zaleznosci od intensywnosci mierzonego widma. Nalezy podkresli¢, ze indywi-
dualna kalibracja czutosci radiacyjnej probek (czyli stosowanie metody dawki dodanej)
i normalizacji widm EPR do amplitud linii standardu Mn?*, redukuje potencjalne nie-
pewnosci wynikajgce z roznic w czutosci radiacyjnej prébek jak réwniez z wahan w czu-
tosci rejestracji sygnatu EPR.

Btedy pomiarowe wyznaczonych dawek na podstawie pomiaréw EPR sktadajg sie z
niepewnosci pomiarowych ztozonych.

Catkowity wzgledny btgd pomiaru dawki, wynikajgcy ze wzoru (15), przedstawi¢ mozna

Za pomocy wzoru:

2. B @ w)

gdzie F oznacza funkcje mierzonych wartosci RIS przed i po dopromieniowaniu

przedstawiong wzorem:

RIS(1)
RIS(r+Dcal)—RIS(T)

F(RIS(r),RIS(r + Dcal)) = (18)

Niepewnos¢ wzgledng wyznaczania funkcji F zmiennych RIS(r) i RIS(r+D.,) mozna

przedstawi¢ wzorem (19):

AF oF 2 oF 2
(?) B \/|6R15(r) ' ARIS(T)' + |6R15(r+Dcaz) "ARIS(r + Deal) (19)

Po podstawieniu pochodnych czgstkowych funkcji F ostateczny wzdér na catkowitg

niepewnos¢ wzgledng dawki przyjmuje postaé:
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RIS(r+Dcal

2
(AD) B \/(ARIS(r+Dcal))2+(RIS(T)) “ARIS(r)? el

2
(RIS(r+Dcal)—RIS(r))? Dcal ) (20)

Wielko$¢ dawki dodanej D, (kalibracyjnej) wybrana zostata na podstawie symula-
cji zaleznosci catkowitej niepewnosci dawki zmierzonej danej wzorem (20) od wartosci
dawki kalibracyjnej. Symulacja ta pokazata, ze znaczgce zmniejszenie niepewnosci wraz
ze wzrostem dawki dodanej zachodzi tylko do ok. 100 Gy, a powyzej tej wartosci nie-
pewnos¢ catkowita pozostaje na poziomie ok 3.5% dla badanego zakresu mierzonych
dawek (od 20 do 80 Gy). Niepewnos¢ wzgledna dawki kalibracyjnej wynosita AD /D q
= 1,5% i okreslona zostata na podstawie danych z rutynowych pomiaréw dozymetrycz-

nych przyspieszacza i doktadnosci dostarczenia dawki w radioterapii.

8 Dyskusja

8.1 Wptyw parametrow mocy mikrofalowej na rejestrowane

sygnaty EPR

Przeprowadzone na przestrzeni 4 miesiecy pomiary sygnatéw RIS i BG w napro-
mieniowanej prébce, ktérych wyniki przedstawiono na Rys. 14 i 15 oraz Tabeli 2 poka-
ZUjy, ze precyzja pomiardw przy uzyciu mocy mikrofalowej 5,14 mW jest znaczaco
wyzsza w stosunku do pomiaréw wykonanych dla mocy 20 mW. W pomiarach EPR
probek dla mocy 5,14 mW uzyskano znacznie mniejsze odchylenia wynikéw indywidu-
alnych pomiardw od krzywej dopasowania odzwierciedlajgcej tendencje zmian w cza-
sie sygnatéw BG i RIS. Dodatkowo, czestokro¢ procedura automatycznego strojenia
spektrometru dla mocy 20 mW nie wystarczata, pragd detektora czesto wychodzit poza
zalecany optymalny zakres i konieczne byto reczne dostrajanie wneki spektrometru, co
wydtuzato czas trwania pomiaréw. Przy wyzszej mocy mikrofalowej obserwowano tez
zmniejszenie stosunku sygnatu do szumu w rejestrowanych widmach. Przedstawione
wyzej argumenty wptynety na wybdér mocy mikrofalowa 5,14 mW jako optymalnej dla

pomiaréw w dalszej czesci pracy.
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8.2 Wptyw wody na amplitude sygnatow EPR

Wahania natezenia sygnaftu natywnego BG w widmie EPR nienapromieniowanej
probki kosci przedstawione na Rys. 21 i 22 sugerujg wystepowanie odwracalnego pro-
cesu zachodzacego w strukturze kosci korowej. Stezenie centrow paramagnetycznych
odpowiedzialnych za sygnat BG zmniejsza sie pod wptywem umieszczenia prébek w
wodzie, a nastepnie, po ich wysuszeniu i przetrzymywaniu w zamknietych pojemnikach
w normalnych warunkach laboratoryjnych bez dostepu swiatta, szybko wzrasta w cza-
sie 2-3 tygodni. Podobny wptyw wody jak i uptywu czasu po wysuszeniu prébek na sy-
gnaty EPR zaobserwowali w préobkach paznokci Reyes i inni [96], ktdrzy wyjasniali ten
efekt modelem ,gabki”: przypisujg oni spadek intensywnosci sygnatéw EPR w moczo-
nych w wodzie prébkach paznokci redukcji przez wode wytworzonych naprezen me-
chanicznych w strukturze keratynowej paznokci i przywracania pierwotnego stanu w
statej strukturze keratyny paznokci. Z kolei wzrost sygnatu EPR w wysuszonych paznok-
ciach ttumaczono przez rosngce naprezenia mechaniczne i odksztatcenia sprezyste w
strukturze keratyny. W przypadku kosci, pomimo réznicy w skfadzie i strukturze w po-
rownaniu do paznokci, hipoteza ttumaczaca zanik lub generacje defektéw paramagne-
tycznych w kosci redukowaniem lub narastaniem w niej naprezern mechanicznych za-
leznych od obecnosci wody wydaje sie by¢ bardzo prawdopodobna. Zaobserwowany
wzrost sygnatu tta BG wraz z schnieciem prébek sugeruje, ze co najmniej cze$¢ natyw-
nego sygnatu tta w prébkach kosci (mierzonych w stanie wysuszonym, co jest koniecz-
ne dla wykonania pomiaréw EPR w pasmie X lub Q) moze by¢ zwigzana z rodnikami
generowanymi w kosci przez naprezenia, mechaniczny stres i odksztatcenia wynikajgce
z procesu schniecia. Prawdopodobne jest rowniez, ze wystepujace miedzy réznymi
probkami réznice w skali czasowej i wielkosci wzrostu ich sygnatu BG moga byc¢ uzalez-
nione od warunkdéw (np. predkosci) suszenia i wilgotnosci powietrza w czasie przecho-
wywania prébek, jak réwniez od zawartosci w nich niemineralnych sktadnikéw. Podob-
ne efekty obserwowane dla amplitudy i podwdjnej catki (Rys. 22) pokazujg, ze zmiany
w amplitudzie nie sg artefaktami powigzanymi, na przyktad z ewentualnymi subtelnymi
zmianami w ksztafcie linii widma wptywajgcymi na amplitude, ale odzwierciedlajg rze-

czywiste zmiany w stezeniu centréw paramagnetycznych.
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8.3 Wptyw kruszenia i wielkosci ziaren na sygnaty EPR

Zaobserwowane efekty mechanicznej generacji rodnikdw w kosci przedstawione
na Rys. 23, 24, 25 i w Tabeli 4, dla ktorych ksztatt widma EPR podobny jest do ksztattu
sygnatu tfa natywnego BG w kosci, s podobne do wptywu kruszenia szkliwa zebdw na
jego sygnat EPR, opisanego przez Sholom’a i innych [97], a takze przez Polyakova i in-
nych [98]. Zaobserwowali oni znaczgcy wzrost sygnatu EPR po pokruszeniu szkliwa w
ziarna o rozmiarach krawedzi ponizej 250 um. Informacji o stabilnosci wygenerowane-
go mechanicznie sygnatu w szkliwie nie podano w tych artykutach. W przypadku kosci
badanych w tej pracy, wygenerowany mechanicznie, zwiekszony sygnat EPR nie byt
stabilny w czasie i ulegt zmniejszeniu o okoto 30% po 50 dniach po pokruszeniu (Rys.

26).

8.4 Wptyw warunkdw napromieniowania na sygnaty EPR gene-

rowane radiacyjnie

Napromieniowanie prébek kosci promieniowaniem jonizujgcym powodowato ge-
neracje asymetrycznego sygnatu RIS uzywanego w dozymetrii EPR jako miara pochto-
nietej dawki (Rys.18). Sygnat ten pochodzi od rodnikéw CO,", pochodzacych z hydrok-
syapatytowej czesci kosci. Sygnat dozymetryczny RIS generowany jest zaréwno podczas
napromieniowania probek na sucho jak i na mokro (Rys. 27, 28). Napromieniowanie
powoduje rowniez powstanie innego sygnatu EPR, spektralnie podobnego do natyw-
nego sygnatu tta. W prébkach mierzonych krétko (w przeciggu tygodnia) po napromie-
niowaniu efekt generacji tego ,tto-podobnego” sygnatu jest znacznie wiekszy przy na-
promieniowaniu na sucho niz w rezultacie napromieniowywania prébek zanurzonych
w wodzie.

Wielkos¢ generowanego radiacyjnie sygnatu ,tto-podobnego” zaréwno podczas
napromieniowywania na sucho jak i na mokro nie zalezata od dawki w badanym zakre-
sie dawek (50-100 Gy). Wskazuje to na to, ze dawka nasycenia dla , tto-podobnego”
sygnatu radiacyjnego lezy ponizej 50 Gy. Mimo duzego zrdéznicowania miedzy poszcze-

gbélnymi prébkami co do wielkos$ci generowanego radiacyjnie sygnatu ,tto-podobnego”,
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zaleznos¢ jego wielkosci oraz zmian w czasie od warunkédw napromieniowania (na su-
cho lub na mokro) we wszystkich prébkach byta podobna (Rys. 29, 30, 31). Po napro-
mieniowaniu na mokro stwierdzono wyrazny wzrost intensywnosci sygnatu BG w cza-
sie pierwszych 5-7 tygodni (Rys. 33), z najwiekszym tempem wzrostu w czasie pierw-
szych 3 tygodni (Rys.33). W prébkach napromieniowanych na sucho najwiekszy spadek
udziatu sygnatu BG w widmie EPR prébek wystepowat w okresie 30 dni od napromie-
niowania (Rys.31). Spadek intensywnosci sygnatu BG jest wolniejszy w czasie od 30 do
120 dni po napromieniowaniu kiedy to stabilizuje sie na poziomie od 15 do 35% powy-
zej jego wartosci przed napromieniowaniem. Na tym etapie badan nie byto mozliwe
jednoznaczne zréznicowanie symetrycznego sygnatu EPR w badanych prdobkach na na-
tywny sygnat tta pochodzace od czesci organicznej kosci, wygenerowany mechanicz-
nymi naprezeniami w kosci wysuszonej i te wygenerowane promieniowaniem.

Pomiary zmian sygnatéw EPR w czasie w prdbkach przetrzymywanych w su-
chych warunkach przedstawione na Rys. 35 pokazujg, ze udziat sygnatu RIS i amplituda
Al w probkach napromieniowanych na sucho spada o okoto 5-10% w czasie dwdch
tygodni po napromieniowaniu, nastepnie ulega stabilizacji, a kilkudniowe zanurzenie
probek w wodzie nie ma wptywu na wielko$¢ sygnatu RIS i amplitude Al. Zaobserwo-
wany spadek sygnatu RIS w pierwszych dniach po napromieniowaniu jest istotnie
mniejszy niz ten zaobserwowany przez Onori’ego i innych [72] w kosciach kurczakdw,
gdzie wynosit on 25% w stosunku do poczatkowej wartosci zmierzonej po napromie-
niowaniu. Jednakze autorzy przeprowadzali swoje badania na sproszkowanych ko-
$ciach kurczakdédw i napromieniowanych duzo wyzszymi dawkami (5 kGy) niz te, kto-
rych efekty badano w tej pracy. Zmiany amplitudy A2 w prébce napromieniowanej na
sucho majg odmienny charakter (Rys. 18) - zaobserwowano 25-30% wzrost amplitudy
sygnatu A2 w czasie 3-4 tygodni od napromieniowania. Wzrost ten spowodowany byt
faktem nakfadania sie na sygnat RIS wygenerowanego promieniowaniem i malejgcego
w czasie symetrycznego sygnatu ,tto-podobnego” (Rys 35). Jest on szczegdlnie silny w
widmie prébki kosci napromieniowanej na sucho w pierwszych kilkunastu dniach po
napromieniowaniu. Powoduje to przedstawione powyzej réznice miedzy zmianami w
czasie amplitudy A2, amplitudy A1l i udziatu sygnatu RIS w widmie. Z tego powodu uzy-
cie amplitudy A2 w pomiarach dozymetrycznych moze by¢ obarczone btedem systema-

tycznym ze wzgledu na wptyw sygnatu BG na mierzong amplitude A2. W konsekwencji
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moze to prowadzi¢ do zaobserwowania nieliniowej odpowiedzi amplitudy A2 na dawke
w napromieniowanej kosci, jesli pomiary roztozone sg w czasie kilku dni w pierwszych
3-4 tygodniach po napromieniowaniu, gdy nastepujg znaczne zmiany w natezeniu sy-
metrycznego tto-podobnego sygnatu prébek, tj. spadek jego natezenia w prdbkach
napromieniowanych na sucho, wzrost w prébkach napromieniowanych na mokro.
Efektem tego moga by¢ btedy systematyczne w okreslaniu pochtonietej dawki promie-
niowania w retrospektywnej dozymetrii EPR jezeli obliczenia bedg sie opiera¢ pomia-
rach amplitudy A2. Biorgc pod uwage wptyw zmieniajgcego sie sygnatu tta na amplitu-
dy Al i przede wszystkim na amplitude A2 sygnatu dozymetrycznego oraz trudnosci w
ich doktadnym okresleniu w probkach napromieniowanych niskimi dawkami (np. jak
pokazujg to widma prébki napromieniowanej na sucho na Rys. 34 i prébki przed hy-
drolizg na Rys. 44) doktadna dozymetria EPR w kosci powinna by¢ oparta na numerycz-
nym rozktadzie widm na sktadowe RIS i BG.

Maksymalne rdznice w czutosci radiacyjnej sygnatu dozymetrycznego w bada-
nych prébkach kosci wynosita £18% w stosunku do wartosci sredniej (Rys. 37). Nalezy
podkresli¢, ze wszystkie badane probki uzyskano z jednego wiekszego fragmentu kosci,
a pomimo tego rozrzut czutosci radiacyjnej byt duzy. Moze by¢ to zwigzane z réznicami
w stopniu zmineralizowania pomiedzy badanymi fragmentami kosci. Obserwacja ta
wskazuje na istotng potrzebe indywidualnej kalibracji czutosci radiacyjnej probek me-
todg dawki dodanej w celu poprawy doktadnosci w retrospektywnej dozymetrii EPR.
Na Rys. 37 przedstawiono rowniez réznice w czutosci radiacyjnej poszczegdlnych pro-
bek dla warunkdéw napromieniowania na mokro i na sucho. Czuto$¢ radiacyjna prébek
napromieniowanych na mokro byta znaczgco (o 8-20%) wyzsza w stosunku do probek
napromieniowanych na sucho. Tak duze réznice nie moga by¢ przypisane potencjalnym
artefaktom wynikajgcym z rdéznic w pochtonietych dawkach w warunkach napromie-
niowania na sucho i na mokro - rozktad dawki wzdtuz osi wigzki dla promieniowania X
6 MVp, ma relatywnie szerokie maksimum na gtebokosci 1,5 cm i przesuniecie pozycji
prébek w osi wigzki nawet o £ 5 mm nie moze spowodowac wiekszej niz 1% rdznicy w
dawce pochtfonietej. Jesli dalsze badania probek kosci od innych dawcéw potwierdzg
zaobserwowang tutaj wyzszg czuto$é radiacyjng w warunkach napromieniowania na
mokro, to efekt ten powinien byé wziety pod uwage w kalibracji dawek w retrospek-

tywnej dozymetrii EPR w kosci. Dodatkowym istotnym argumentem za napromienio-
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wanym kalibracyjnym prébek kosci na mokro jest fakt, ze napromieniowanie kosci in
vivo zawsze odbywa sie w srodowisku wodnym. Jeszcze jednym, istotnym praktycznym
argumentem przemawiajagcym za dopromieniowywaniem prébek kosci na mokro jest
zaobserwowany w tej pracy efekt znacznej redukcji sygnatu tta przez wode zawartg w
probce i tym samym znaczgce zmniejszenie jego wptywu na okreslenie wielkosci sygna-
tu dozymetrycznego. Ma to szczegdlnie wazne znaczenie przy okreslaniu niskich dawek
promieniowania, gdy mierzone widma EPR kosci sg zdominowane przez sygnat tfa.
Stwierdzono rowniez stabilnos¢ w czasie co najmniej dwdch lat sygnatu RIS w prébce
kosci przechowywanej w wodzie w temperaturze 4°C (Rys. 38). Fakt ten wskazuje na
mozliwos¢ wiarygodnego oszacowania dawki pochtonietego promieniowania w préb-
kach kosci nie podlegajacych remodelingowi po dtuzszym, kilkuletnim okresie czasu od
wystgpienia ekspozycji na promieniowanie jonizujace.

Po napromieniowaniu probek poddanych wczesniej rozkruszeniu nie obserwuje sie
znaczacego wzrostu natywnego sygnatu tta podczas napromieniowywania na mokro
(Rys. 39), natomiast po napromieniowaniu na sucho rozkruszonej probki kosci sygnat
tta wzrasta(Rys. 41). Generowany radiacyjnie sygnat ttopodobny podlega znaczgcemu

zanikowi z uptywem czasu, podobnie jak w prébkach niepokruszonych.

8.5 Wptyw hydrolizy kosci w 2M KOH na rejestrowane sygnaty
EPR

Hydroliza prébek kosci w 2M roztworze KOH powodowata okoto 30% utrate masy
tkanki kostnej (Tabela 6). Wielkos¢ utraconej masy tkanki kostnej odpowiada w przy-
blizeniu zawartosci macierzy organicznej w kosci korowej. Usunieciu czesci organicznej
kosci towarzyszy eliminacja natywnego sygnatu tta z widma EPR kosci (Rys. 43). Podob-
ny efekt redukcji tta w szkliwie po jego hydrolizie w nasyconym roztworze KOH w opi-
sat Romanyukha i inni [99]. Szkliwo zebdw zawiera 95-97% hydroksypatytu a pozosta-
tos¢ to materiat organiczny odpowiedzialny za wystepowanie sygnatu natywnego tta w
widmie EPR szkliwa. Przed hydrolizg napromieniowanych prébek szkliwa autorzy ob-
serwowali sygnaty EPR: natywny sygnat tfa i sygnat dozymetryczny, natomiast po hy-

drolizie tylko sygnat dozymetryczny. Podobnie widmo EPR napromieniowanej i zhydro-
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lizowanej prébki kostnej zawiera tylko sygnat RIS (Rys. 43 i Rys. 44). Taki sam efekt za-
obserwowany zostata przez G. Strzelczak i innych [74], ktérzy deproteinizacje kosci
przeprowadzili w etylenodiaminie. W wyniku napromieniowania zdeproteinizowanej
kosci dawka 7 kGy zarejestrowali sygnat rodnikdw o symetrii osiowej, ktéry nie zawie-
rat zadnych dodatkowych struktur. Mimo, iz po hydrolizie sygnat RIS nie jest juz ma-
skowany przez natywny sygnat tta, to jednak w wyniku hydrolizy utracono okoto 35-
40% intensywnosci sygnatu radiacyjnego (Tabela 7) przypisanemu rodnikowi CO,.
Przedstawione tutaj wyniki wskazujg na to, ze redukcja natywnego sygnatu tta poprzez
hydrolize zasadowg kos$ci moze byé przydatna w zwiekszeniu czutosci retrospektywnej
dozymetrii, zwtaszcza w rejonie niskich dawek (Rys. 44). Zastosowanie tej techniki wy-
maga jednak dalszych prac badawczych uscislajgcych uzyskane tutaj wstepne informa-
cje o stopniu zaniku sygnatu dozymetrycznego pod wptywem oddziatywania roztwo-
row hydrolizujgcych lub deproteinizujacych. Wieser inni [100] po hydrolizie w dietyle-
notriaminie fragmentu kosci wotowej napromieniowanej dawkg 10 Gy zaobserwowali
catkowite usuniecie sygnatu tta, bez utraty sygnatu RIS pochodzgcego od hydroksypaty-
tu. Dalszych badan wymaga rowniez ocena sygnatu generowanego radiacyjnie pocho-
dzacego od czesci organicznej kosci, badanego przez W. Stachowicza i innych [101].
Autorzy zarejestrowali sygnat (symetryczny dublet) generowany radiacyjnie w kolage-
nie kostnym, jak réwniez kosci zbitej po napromieniowaniu prébek w warunkach proéz-
ni. Sygnat ten zanikat catkowicie w przeciggu 5- 10 dni po napromieniowaniu. W bada-
niach przedstawionych w niniejszej pracy nie obserwowano podobnego sygnatu w
zadnej z prébek kosci. Badania wtasne i innych wskazujg na potrzebe przeprowadzenia
dalszych prac w celu poprawy czutosci dozymetrii w rejonie niskich dawek z wykorzy-
staniem innych srodkdw hydrolizujgcych ko$é w celu usuniecia sygnatdw pochodzgcych

od komponenty organicznej kosci.
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8.6 Zaleznos$¢ intensywnosci sygnatu EPR od dawki pochtonie-

tego promieniowania.

W niniejszej pracy uzyskano liniowg zaleznos¢ sygnatu RIS od dawki w zakresie 5 -
270 Gy. Istnieje réwniez wiele doniesien o istnieniu liniowej zaleznosci intensywnosci
sygnatu RIS od dawki dla tkanki kostnej. Badania takie przeprowadzita rowniez Kinoshi-
ta i inni [102] w kosciach krélika wykazujgc liniowo$é sygnatu RIS od dawki w zakresie
0-200 Gy, natomiast Onori i inni [72] wykazali liniowos$¢ sygnatu radiacyjnego w ko-
Sciach kurczakdédw w zakresie od 1 do 9 kGy.

Wyniki te potwierdzajg zaobserwowang w niniejszej pracy i zatozong w pomiarach
dawek u pacjentdw po radioterapii liniowg zaleznos¢ sygnatu dozymetrycznego od

dawki w zakresie do 270 Gy (Rys. 45 i 46).

8.7 Zastosowanie metody dozymetrii EPR w kosciach w pomia-
rach ex vivo dawki promieniowania u pacjentow po radiote-

rapii

Wyniki dozymetrii EPR ex vivo przedstawione w Tabeli 9 pokazujg zgodnos¢ dawek
zmierzonych metodg EPR z dawkami zaplanowanymi przez systemy TPS u pacjentéw
onkologicznych poddanych radioterapii. Prébki kosci od pacjenta P1 pobrano po trzech
miesigcach od zakoniczenia radioterapii, a od pacjenta P2 prébki pobrano po szesciu
miesigcach po zakonczeniu radioterapii. Zgodnos¢ dawek zaplanowanych z dawkami
zmierzonymi pozwala wnioskowaé, ze pomimo tego, ze prébki te nie byly pobrane
niezwtocznie po zakonczeniu napromieniowania, potencjalne procesy fizjologicznej
przebudowy kosci nie wptynety znaczgco na koncentracje rodnikéw CO, " wygenero-
wanych radiacyjnie w strukturze hydroksyapatytu badanych fragmentéw kostnych.
Obserwacja ta jest zgodna z wynikami uzyskanymi przez Trompier’a i innych [2]. Auto-
rzy ci zrekonstruowali dawki pochfonietego promieniowania we fragmentach kosci
usunietych z ciat pacjentéw po uptywie prawie roku od napromieniowania dawkami w

zakresie 70-100 Gy — wyniki dozymetrii EPR w tych przypadkach réwniez zgodne byty z
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dawkami obliczonymi na podstawie danych otrzymanych z obliczen przeprowadzonych
przez fizykdw medycznych. Dawka wyznaczona metodg retrospektywnej dozymetrii
EPR dla pacjenta P3 byta 0 ok 12% nizsza w stosunku do dawki zaplanowanej przez TPS.
Rdznice tg mozna przypisaé temu, ze czas jaki uptynat od dnia zakoriczenia radioterapii
do momentu usuniecia fragmentu kosci byt u tego pacjenta znaczgco diuiszy niz w
przypadku do pacjentéow P1 i P2 i wynosit szes¢ lat. Mogto to wptyngé¢ na zmniejszenie
ilosci wygenerowanych radiacyjnie centréw CO, " w rezultacie proceséw przebudowy
kosci. Przyszte badania efektdw zwigzanych z fizjologicznymi procesami przebudowy
kosci mogg by¢ istotne dla poprawy dokfadnosci rekonstrukcji dawki metodg EPR.
Okreslenie tempa zaniku generowanych radiacyjnie rodnikéw wskutek przebudowy
kosci i wptywu na to tempo mozliwej martwicy tkanek spowodowanej promieniowa-
niem wymaga szerszych oddzielnych badan.

Réznica w wartosciach indywidualnych czutosdci radiacyjnych préobek w trzech
probkach kosci od pacjentow radioterapii wynosita wartos¢ 6% (Tabela 10). Jednakze
réznice czutosci w prébkach od jednego dawcy, przedstawione na Rys. 37, byty znacz-
nie wieksze siegajgc 34%. Dlatego tak niski (6%) rozrzut czutosci radiacyjnej miedzy
probkami od pacjentéw P1-P3 nie moze by¢ reprezentatywny dla zmiennosci miedzyo-
sobniczej tego parametru. Wskazuje to na koniecznos¢ indywidualnej kalibracji dawki
dla doktadnej dozymetrii EPR w kosciach. Kiedy odstep czasu pomiedzy napromienio-
waniem a pobraniem prébek kosci jest krétki w poréwnaniu do czasu fizjologicznej
przebudowy tkanki kostnej jedyna mozliwa, aczkolwiek przyblizona symulacja warun-
kédw napromieniowania in vivo moze by¢ uzyskana poprzez napromieniowanie probek

w Srodowisku wodnym [77].

9 Podsumowanie

Uzyskane wyniki pokazujg mozliwos¢ zastosowania dozymetrii EPR w kos$ciach w
wypadkach radiacyjnych jak réwniez w okreslaniu ex post dawek pochtonietego pro-
mieniowania u pacjentéw radioterapii. Wybér parametréw pracy spektrometru EPR
stanowi istotny czynnik dla doktadnosci rejestracji widm. Przeprowadzane badania

pozwolity na okreslenie warunkéw procedury dozymetrycznej (parametrow pracy
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spektrometru, sposobu napromieniowywania prébek i analizy ilosciowej widm EPR)
optymalnych dla okreslania dawki. Przeprowadzone pomiary pokazaty, ze napromie-
niowywanie kalibracyjne prébek w wodzie, symulujgce napromieniowywanie in vivo,
Znaczgco zmniejsza generacje przez promieniowanie sygnatu tto-podobnego naktada-
jacego sie na sygnat dozymetryczny RIS. Rozkruszanie probek tkanki kostnej wptywa na
zwiekszenie amplitudy sygnatu tta, co moze przyczyniac¢ sie do zmniejszenia doktadno-
$ci pomiaru sygnatu RIS. Wykazano, ze zasadowa hydroliza prébek kosci moze by¢ po-
mocna w eliminacji sygnatu tta i moze poprawi¢ czutos¢ detekcji sygnatu dozymetrycz-
nego w zakresie niskich dawek. Jednak towarzyszacy eliminacji tta zanik czesci rodni-
kow generowanych radiacyjnie sugeruje konieczno$¢ kontynuacji tych badan w celu
zminimalizowania wptywu utraty czesci sygnatu RIS na doktadnos¢ dozymetrii. Wyniki
uzyskane w tej pracy wykazaty takze liniowg zaleznos$¢ natezenia sygnatu RIS od dawki
w zakresie do 270 Gy. Przeprowadzone badania pozwolity na opracowanie metody
dozymetrii EPR, ktora zostata wykorzystana do retrospektywnego pomiaru dawek
promieniowania rentgenowskiego pochtonietego przez pacjentéw w czasie radiotera-
pii, dajgc zgodnos¢ dawek zmierzonych w probkach kosci z dawkami zaplanowanymi
przez plany leczenia radiacyjnego. Nalezy przeprowadzi¢ dalsze badania dotyczace re-
dukcji wptywu tta poprzez usuniecie czesci organicznej kosci przy uzyciu innych sub-
stancji chemicznych. Dodatkowo dalszych badan wymaga stwierdzenie trwatosci sy-
gnatu RIS w warunkach in vivo w czasie jaki uptynat od ekspozycji na promieniowanie
jonizujgce. Zmniejszenie rozmiaru prébek wykorzystywanych przy pomiarach dozyme-
trycznych, co umozliwiatoby pobieranie mniejszych prdobek tkanki kostnej od pacjen-
tow np. metoda biopsji igtowej, wymaga dalszych badan EPR w pasmie Q, ktére pozwa-
la na pomiary kilkukrotnie mniejszych prébek przy zachowaniu wysokiej czutosci po-

miaru.
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