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Овај Зборник је збирка радова саопштених на XXXII Симпозијуму Друштва за
заштиту од зрачења Србије и Црне Горе који је одржан у Будви, Црна Гора, 
04-06.10.2023. године. Радови су према обрађеној проблематици груписани у
једанаест секција. Сви радови у Зборнику су рецензирани од стране Научног
одбора, а за све приказане резултате и тврдње одговорни су сами аутори. 

Југословенско друштво за заштиту од зрачења основано је 1963. године у
Порторожу, а од 2005. носи име "Друштво за заштиту од зрачења Србије и
Црне Горе". На XXXII Симпозијуму, ове године обележавамо веома значајан
јубилеј - 60 година организоване заштите од зрачења на нашим просторима.  

Од оснивања, Симпозијуми Друштва за заштиту од зрачења представљају
прилику да се кроз стручни програм прикажу резултати истраживања у
области заштите од зрачења, представе различите области примене извора и
генератора зрачења, анализирају актуелна дешавања, размене искуства са
колегама из региона, дефинишу проблеми и правци даљег унапређивања наше
професионалне заједнице.  

Поред тога, Симпозијуми друштва представљају и прилику да у мање
формалном маниру сретнемо старе и упознамо нове пријатеље и колеге,
обновимо старе и започнемо нове професионалне сарадње. 

Ауторима и коауторима научних и стручних радова саопштеним на XXXII
Симпозијуму се захваљујемо на уложеном труду и настојању да квалитетним
радовима заједно допринесемо остваривању циљева и задатака Друштва и
наставимо традицију дугу импозантних 60 година.  

Посебно се захваљујемо свима који су подржали одржавање овог Симпозијума. 

 

Свим члановима Друштва, сарадницима и колегама честитамо овај значајан
јубилеј! 

Организациони одбор XXXII Симпозијума ДЗЗСЦГ 
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VALIDACIJA ITLC METODE ZA ODREĐIVANJE SADRŽAJA RADIOHEMIJSKE
NEČISTOĆE C U 99mTc-MIBI INJEKCIJI

Drina JANKOVIĆ1, Marija MIRKOVIĆ1, Magdalena RADOVIĆ1, Zorana MILANOVIĆ1, 
Marko PERIĆ1, Dragana STANKOVIĆ1, Aleksandar VUKADINOVIĆ1, 

Sanja VRANJEŠ-ĐURIĆ1 

 Institut za nuklearne nauke "Vinča", Institut od nacionalnog značaja za Republiku1)
Srbiju, Univerzitet u Beogradu, Laboratorija za radioizotope, Mike Petrovića Alasa
12-14, Beograd 

Autor za korespondenciju: Drina JANKOVIĆ, drinaj@vinca.rs 

SAŽETAK 

Prisustvo radiohemijske nečistoće C u 99mTc-MIBI injekciji utiče na kvalitet skena, jer se
radiofarmaceutik nedovoljno nakuplja u organu od interesa, dok je aktivnost okolnih organa i 
tkiva velika. Zbog toga je i doza zračenja koju prime okolni organi i tkiva iznad propisanih 
granica.  

Da bi se obezbedilo da je planirano izlaganje zračenju pacijenata svedeno na minimum, 
farmakopeja zahteva ispitivanje sadržaja radiohemijske nečistoće C u 99mTc-MIBI injekciji 
neposredno pre primene radiofarmaceutika u pacijenta. Za ova ispitivanja se koriste metode 
hromatografije. 

U radu je predstavljena brza i osetljiva ITLC metoda namenjena za rutinsko ispitivanje 
sadržaja radiohemijske nečistoće C u 99mTc-MIBI injekciji. ITLC metoda je validirana, a 
ispitivani su pogodnost sistema, tačnost, preciznost, ponovljivost, specifičnost, limit detekcije,
limit kvantifikacije, linearnost, robustnost i osetljivost metode. Dobre "recovery" vrednosti i 
niska relativna standardna devijacija potvrđuju da je predložena ITLC metoda pogodna za
rutinsko određivanje nečistoće C u 99mTc-MIBI u injekciji. 

Uvod

Nuklearna medicina je grana medicine koja se bavi dijagnostičkom i terapijskom primenom
radiofarmaceutskih lekova kao otvorenih izvora jonizujućih zračenja. Nakon unošenja u
organizam, radiofarmaceutski lek se u njemu raspoređuje i metaboliše određenim putevima,
sve dok se potpuno ne izluči. Zbog toga ozračivanje pacijenta nije moguće izbeći. Međutim,
moguće je izborom najpogodnijeg radionuklida, njegove aktivnosti - doze i procedure 
ispitivanja svesti efektivnu dozu na najmanju moguću meru. 

Kvalitet radiofarmaceutika je jedan od veoma važnih parametara koji određuje dozu zračenja
kojoj se, u toku dijagnostičke procedure, izlaže pacijent. Da bi se smanjilo ili sprečilo 
nepotrebno ozračivanje pacijenta, farmakopeja je propisala metode kontrole kvaliteta svakog 
radiofarmaceutskog leka neposredno pre primene, kao i parametre kvaliteta sa granicama 
prihvatljivosti (specifikacijske granice) za svaki pojedinačni parametar. Radiohemijska
čistoća radiofarmaceutika obeleženih sa 99mTc je vrlo bitan parametar kvaliteta jer ona 
definite udeo radionuklida u željenom hemijskom obliku. Za najveći broj 99mTc - 
radiofarmaceutika radiohemijska čistoća mora da bude veća od 95 % tokom celog vremena
korišćenja. Samo će radiohemijski čist i homogen radiofarmaceutik imati kvantitativno i
kvalitativno određene i reproducibilne puteve distribucije. Radiohemijske nečistoće su
redukovani, hidrolizovani 99mTc; slobodni 99mTc-pertehnetat, kao i kompleksi 99mTc i aktivne 
supstance a koji nisu od interesa za datu dijagnostičku proceduru. Oni imaju različite,
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neočekivane puteve distribucije i doprineće povećanju doze zračenja koju okolni organi ili
tkiva (koji nisu od interesa za datu dijagnostičku proceduru) prime. Takođe mogu da dovedu
do manje ili više izraženog remećenja kinetskih pokazatelja nekog organa odn. do pojave
artefakata kod vizuelizacionih tehnika. 

Komplet za obeležavanje MIBI sa 99mTc sadrži aktivnu supstancu pod nazivom (tetrakis
(1-izocijanid-2-metoksi-2-metilpropil-) bakar (1+)) tetrafluoroborat (bakar tetraMIBI 
tetrafluoroborat). Nakon radioobeležavanja dodatkom rastvora natrijum-pertehnetata (99mTc), 
dobijeni kompleks 99mTc-MIBI se koristi isključivo u dijagnostičke svrhe. Kao radiohemijske
nečistoće u ovom leku su: redukovani, hidrolizovani 99mTc; slobodni 99mTc-pertehnetat, kao i 
nečistoća C((OC-6-22)-pentakis[1-(isocyano-κC)-2-methoxy-2-methylpropane] 
[1-(isocyano-κC)-2-methylprop-1-ene] [99mTc](1+)). 

Instant tankoslojna hromatografija (engl. Instant Thin Layer Chromatography ili ITLC) je 
hromatografska tehnika koja se koristi za razdvajanje hemijskih komponenti. Uključuje
stacionarnu fazu sastavljenu iz tankog sloja materijala za adsorpciju, obično silikagela,
aluminij-oksida ili celuloze, koji je pričvršćen na ravnu, inertnu ploču. Mobilna faza se sastoji
iz odgovarajućeg rastvarača. ITLC razdvajanja se zasnivaju na različitoj raspodeli supstance
između dve faze: tečne (mobilne faze) koja nosi smešu analita kroz porozni materijal
(stacionarnu fazu), pri čemu, usled različite vrste interakcija analita sa stacionarnom fazom,
dolazi do razlike u vremenu migracije komponenti analiziranog uzorka.  

U poređenju sa tečnom hromatografijom pod visokim pritiskom (engl. high pressure liquid 
chromatography – HPLC), ITLC ima nekoliko prednosti: jednostavna je, brza tehnika, ne 
zahteva pripremu uzorka, lako se izvodi, štedeći i vreme i troškove. Glavna prednost ITLC-a 
je što korišćenjem male količine mobilne faze može dobiti razdvajanje i identifikacija
nečistoća za razliku od u HPLC, čime se smanjuje vreme analize i cena po analizi. 

Da bi se dobila optimalna efikasnost ITLC metode, ispitivano je nekoliko parametara,
uključujući izbor mobilne i stacionarne faze [1,2,3,4]. Na osnovu najveće saglasnosti sa
rezultatima HPLC metode, izabran je optimalan sistem: SG trake kao stacionarna faza i 9 g/L 
rastvora natrijum hlorida R kao mobilna faza. 

Ispitivanjem saržaja 99mTc-MIBI i sadržaja radiohemijske nečistoće C u injekciji potvrđuje se
zahtev farmakopeje Ph.Eur., monografija 1926. Saržaj radiohemijske nečistoće C u injekciji
mora biti manji od 3% u odnosu na ukupnu radioaktivnost injekcije. Saržaj radiohemijske 
čistoće 99mTc-MIBI u injekciju mora biti veća od 94% u odnosu na ukupnu radioaktivnost
injekcije [3].  

Eksperimentalni deo

Za merenje radioaktivnosti uzoraka korišćen je gama brojač (Gamma 333, ICN Tracerlab,
Belgium). Za određivanje sadržaja nečistoće C, primenjena je instant tankoslojna 
hromatografija, kao stacionarna faza korišćene su ITLC-SG – trake 2x20 cm, dok je 0.9% 
rastvor NaCl korišćen kao mobilna faza.  

Ispitivani rastvor:  

Injekcija 99mTc-MIBI koja se ispituje. 

U bočicu kompleta TcP-15 pribor za pripremanje 99mTc(I)metoksiizobutilizonitril (liofilizat, 
neradioaktivni radiofarmaceutski kit, Vinča) dodati 5 ml 9 g/L rastvora natrijum hlorida R
koji sadrži 700 do 900 MBq natrijum pertehnetat injekcije. Smeša se zagreva u vodenom 
kupatilu na 950C u toku 30 minuta. Nakon toga, ohladi se do sobne temperature. 
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Postupak 

U komoru za razvijanje hromatograma se sipa 9 g/L rastvor natrijum hlorida R koji 
predstavlja mobilnu fazu i komora se zatvara da bi se postigla ravnomerna zasićenost
molekulima mobilne faze u svim delovima komore. Na prethodno pripremljenu SG traku 
nanosi se mikropipetom ili špricem 5 µL ispitivane injekcije na rastojajanju od oko 2 cm od
početka trake i taj položaj se označava kao startna linija (S). Zatim se traka postavi u komoru 
tako da nivo rastvarača ne bude u dodiru sa ispitivanim radiofarmaceutikom, a razdvajanje
počinje kada mobilna faza pod dejstvom kapilarnih sila počne da se kreće uzlazno.
Hromatogram se razvija u dužini od 15 cm. Ostavi se da se osuši i traka se seče u podeoke
širine 1 cm. Radioaktivnost svakog podeoka se meri u gama brojaču. Za poređenje,
istovremeno se snimaju hromatogrami na HPLC-u pod gore navedenim uslovima. 

Retencioni faktor Rf: 

Rf = 0.0-0.1 (99mTc-MIBI, 99mTcO2 –tehnecijum u obliku koloida, nepolarne nečistoće) 
Rf = 0.3-0.4 (nečistoća C) 
Rf = 0.9-1.0 (natrijum pertehnetat, Na99mTcO4, i ostale polarne nečistoće) 
Testiranje linearnosti metode: od osnovnog rastvora 99mTc-MIBI injekcije (Vinča) napraviti
razblaženja 1:1 (v/v), 1:2 (v/v), 1:5 (v/v), 1:10 (v/v), 1:25 (v/v) dodatkom odgovarajućih
zapremina 9 g/L rastvora natrijum hlorida R.  

Uzorci 99mTc-MIBI injekcije 

Za ispitivanje su korišćene po 3 99mTc-MIBI injekcije iz različitih proizvodnih serija: 150122,
150222 i 150322. 

Rezultati

Specifičnost 

Da bi se odredila specifičnost, prvo je HPLC metodom ispitan sadržaj nečistoće C u
ispitivanim injekcijama 99mTc-MIBI u skladu sa Ph.Eur., monografija 1926 [3]. Istovremeno 
su rastvori injekcija naneseni na ITLC-SG trake da bi se identifikovala lokacija pikova na 
njima. Urađene su po tri analize za svaku seriju 99mTc-MIBI injekcije. Metoda se smatra 
prihvatljivom ako je u stanju da odvoji i pokaže komponente prisutne u uzorku. Ovo je
ocenjeno poređenjem Rf vrednosti 99mTc-MIBI i nečistoće C da bi se potvrdilo da nije bilo
preklapanja pikova (slika 1) 

 . 

Slika 1. HPLC radiohromatogram  
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Slika 2. ITLC radiohromatogram  

Metoda je specifična jer omogućava razdvajanje i tačno određivanje 99mTc-MIBI u prisustvu 
nečistoće C i 99mTc-pertehnetata. Na ITLC radiohromatogramu nema pikova koji ometaju 
čistoću pika dobijenog od 99mTc-MIBI i nečistoće C (slike 2). 

Tačnost 

Da bi se utvrdila tačnost, rezultati dobijeni ITLC metodom su upoređeni sa rezultatima
dobijenim HPLC metodom. Za svaku seriju injekcije, urađeno je ukupno 9 ispitivanja (3
ponavljanja za svaku od 3 injekcije jedne serije). Metoda se prihvata kao tačna, kada se
srednja vrednost dobijenih rezultata za ITLC metodu nije razlikovala za više od 10 % od
srednje vrednosti dobijenih rezultata HPLC metodom.  Rezultati su prikazani u Tabeli 1. 

Tabela 1. Tačnost ITLC metode 

Serija Injekcija HPLC ITLC Recovery (%) 

150122 
1 1.14 1.21 106.14 
2 1.09 1.16 106.42 
3 1.05 1.14 108.57 

150222 
1 1.51 1.59 105.30 
2 1.55 1.62 104.52 
3 1.52 1.59 104.61 

150322 
1 1.01 0.99 98.02 
2 1.04 1.03 99.04 
3 1.09 1.02 93.58 

Preciznost 

Za preciznost, procenjena je bliskost slaganja između pojedinačnih određivanja 99mTc-MIBI i
nečistoće C ITLC metodom. Za ponovljivost, pripremljeno je šest uzoraka 99mTc-MIBI 
injekcije iz serije 1502122. Srednja vrednost i procenat relativne standardne devijacije (%
RSD) su izračunati korišćenjem dobijenih rezultata po formuli za % RSD:  

(1) % RSD = (SD/Xsr) x 100 

% RSD mora biti 10% ili manje. Rezultati su prikazani u Tabeli 2. 
Za srednju preciznost, dva različita ispitivača su pripremili po jednu injekciju 99mTc-MIBI iz 
serije 150222. Svaki ispitivač je izvršio 6 ponavljanja i izračunata je srednja vrednost i %
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RSD. Takođe, za poređenje rezultata korišćen je Studentov T-test za nezavisne uzorke 
(Tabela 3). 
% RSD mora biti 10% ili manje, a statističkom analizom rezultata da nema značajne razlike 
na nivou 95%, p > 0,05. 

Tabela 2. Rezultati ponovljivosti (n=3) 

Uzorci Xsr SD %RSD 
1 1.52 0.03 1.97 
2 1.55 0.04 2.58 
3 1.51 0.03 1.99 
4 1.53 0.02 1.31 
5 1.46 0.05 3.42 
6 1.54 0.04 2.60 

Studentov T-test za nezavisne uzorke: ne postoji statistički značajna razlika, p > 0,05. 

Tabela 3. Rezultati ponovljivosti dva ispitivača (n=6) 

Ispitivač Xsr SD %RSD 
1 1.49 0.05 3.36 
2 1.57 0.06 3.82 

Studentov T-test za nezavisne uzorke: ne postoji statistički značajna razlika, p =0.313 

Linearnost i opseg 

Za ispitivanje je odabrano pet razblaženja 99mTc-MIBI injekcije iz serije 150222 (20%, 40%, 
60%, 80% i 100%) (Slika 3). Koeficijent korelacije (r2) mora da bude ≥ 0,98. 

 
Slika 3. Linearnost ITLC metode za određivanje nečistoće C 

Granica detekcije i granica određivanja 

Na gama brojaču izmerena je radioaktivnost praznih bočica (fon) kao brzina brojanja
(imp/min). Zatim su u te bočice stavljani odsečci od po 1 cm radiohromatografskih traka
(ITLC-SG) i izmerena je radioaktivnost. Zatim je izračunata srednja vrednost i standardna
devijacija. Donja granica detekcije (LD) je određena za gama brojač izračunavanjem srednje
vrednosti brzine brojanja praznih bočica ± 3 SD. Donja granica određivanja (LQ) je ona
brzina brojanja (imp/min) nečistoće C koja je 5 puta veća u poređenju sa brzinom brojanja
praznih bočica. Rezultati su prikazani u Tabeli 4. 
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Tabela 4. Rezultati analize (imp/min) 

Xsr 24.36 
SD 4.32 

3SD 12.96 
LD 37.32 
LQ 121,8 

Robusnost 

Analiza radiohemijske čistoće 99mTc-MIBI injekcije je sprovedena: nakon nanošenja uzorka
injekcije na ITLC-SG traku, ona je odmah stavljena u komoru za razvijanje; nakon nanošenja
uzorka na traku, ona je ostavljena na vazduhu da se osuši 2 i 5 minuta pre nego što je
stavljena u komoru za razvijanje. Izračunati su srednja vrednost i procenat relativne
standardne devijacije (% RSD) a za poređenje rezultata je korišćen Studentov T-test za 
nezavisne uzorke. Rezultati su prikazani u Tabeli 5. 

% RSD mora biti 10% ili manje, a statističkom analizom rezultata da nema značajne razlike
na nivou 95%, p > 0,05. 

Tabela 5. Rezultati određivanja nečistoće C 

 Xsr ± SD % RSD 
Odmah 1.57±0.06 3.82 

Nakon 2 min 1.62±0.05 3.09 
Nakon 5 min 1.59±0.03 1.89 

Studentov T-test za nezavisne uzorke: ne postoji statistički značajna razlika, p > 0,05. 

Diskusija i zaključak

Validacija ITLC metode za odeđivanje saržaja nečistoće C u 99mTc-MIBI injekciji je urađena u 
skladu sa zahtevima Ph.Eur., monografija 2.2.29. Ispitivane su tri serije 99mTc-MIBI injekcija 
i retenciona vremena u hromatogramima koja odgovaraju sadržaju nečistoće C i 99mTc-MIBI 
su u saglasnosti sa retencionim vremenima datim u farmakopeji Ph.Eur., monografija 1926. 
Faktor rezolucije je veći od 2 što ukazuje da su pikovi razdvojeni na baznoj liniji. 
Određivanje saržaja nečistoće C u 99mTc-MIBI injekciji ITLC metodom se može koristi u
svakodnevnom radu, a u skladu sa zahtevima Ph.Eur.,1926. 

Određivanje saržaja nečistoće C u 99mTc-MIBI injekciji, i na osnovu dobijenih rezultata, 
donošenje odluke o primeni ovog leka u pacijenta, je veoma važno u cilju optimizacije zaštite
pacijenta sprečavanjem nepotrebno visokog izlaganja zračenju organa koji nisu od interesa za
ovu dijagnostičku proceduru. Takođe, ukoliko je sadržaj nečistoće C odn kvalitet 99mTc-MIBI 
injekcije u farmakopejski dozvoljenim granicama, verovatnoća dobijanja slike visokog
kvaliteta je velika ako su ispunjeni i ostali uslovi karakteristični za ovu proceduru. 

Zahvalnica

Istraživanja je finansiralo Ministarstvo prosvete, nauke i tehnološkog razvoja Republike
Srbije (Ev. br. 451-03-68/2023-14/200017). 
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