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[18F]PEG-folaatin analyysimenetelman kehitys ja
validointi

Positroniemissiotomografia on kajoamaton kuvantamismenetelma, jossa hyddynnetaan
lyhytikaisia radioaktiivisia nuklideja, kuten fluori-18. '®F-leimattua PEG-folaattia voidaan
hyoédyntaa esimerkiksi folaattireseptoripositiivisten sydpakasvainten PET-kuvantamisen
merkkiaineena. Opinnaytetyossa kehitettiin ['®F]PEG-folaatille analyysimenetelma ja
suoritettiin menetelmalle alustava harjoitusvalidointi. Harjoitusvalidoinnin tarkoituksena
oli todentaa  analyysimenetelmdn  sopivuus  tarkoitukseensa ja laatia
validointisuunnitelma ja —raportti, joiden pohjalta voidaan suorittaa virallinen validointi.
Harjoitusvalidoinnissa maaritettavat parametrit olivat spesifisyys ja toteamisraja.

Analyysimenetelman kehityksessa kaytettiin korkean erotuskyvyn
nestekromatografialaitteistoa, jolle luotiin sopiva analyysimetodi. ['®F]JPEG-folaatti
kyettiin tunnistamaan luotettavasti kromatogrammista. Validoitavat parametrit eli
spesifisyys ja toteamisraja saatiin maaritettya suunnitellusti. Naiden tulosten perusteella
voidaan todeta, ettd menetelma on taman hetken tarpeisiin riittava.

Opinnaytetydn tuloksia kaytetdan apuna suunniteltaessa lopullista analyysimenetelmien
validointia ja dokumentointia. Validointisuunnitelma ja -raportti valmistuivat
tutkimustulosten pohjalta osana opinnaytetyota.
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Development and validation of analysis method for
[18F]PEG-folate

Positron emission tomography is non-invasive imaging technique that utilizes short-lived
radionuclides such as fluorine-18. '®F-labeled PEG folate can be utilized as a marker for
PET imaging, e.g. for folate receptor positive tumours. The aim of the thesis was to
develop a method for the analysis of ['®F]PEG-folate and to perform preliminary training
validation for the method.

The analytical method was developed utilizing high-performance liquid chromatography
equipment. The aim of the preliminary validation was to prove the suitability of the
analytical method developed and to select the appropriate validation parameters.
Additionally, preliminary validation plan and report were written. In preliminary validation,
the parameters for specificity and limit of detection were determined. ['®F]PEG-folate
could be reliably identified using a reference standard.

The parameters to be validated were determined as planned. Based on the results, it
was concluded that the method is sufficient for the analysis of ['®F]PEG-folate. The
results of the preliminary validation are used to help plan the final validation of analytical
methods. The validation report and plan were completed on the basis of the research
results as part of the thesis.
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Kaytetyt lyhenteet tai sanasto

ACN Acetonitrile (asetonitriili)

DMSO Dimethyl sulfoxside (dimetyylisulfoksidi)

FDG ['®F]Fluorodeoxyglucose (['®F]fluorideoksiglukoosi)

GMP Good manufacturing practices (hyvat tuotantotavat)

HPLC High-performance liquid chromatography (korkean
erotuskyvyn nestekromatografia)

LOD Limit of detection (toteamisraja)

PEG Polyethlylene glycol (polyetyleeniglykoli)

PET Positron emission tomography

(positroniemissiotomografia)

RA Radioaktiivinen

S/N Signal-to-noise ratio (signaali-tausta-suhde)

STUK Sateilyturvakeskus

TFA Trifluoroacetic acid (trifluorietikkahappo)

TYKS Turun yliopistollinen keskussairaala

USP United States Pharmacopeia (Yhdysvaltojen
farmakopea)

uv Ultraviolet (ultraviolettisateily)

Vis Visible light (nakyvan valon alue)



1 Johdanto

Opinnaytetyoni toimeksiantajaksi valikoitui Turun Valtakunnallisen
PET-keskuksen radiokemian laboratorio. Valtakunnallinen PET-keskus on
perustettu 1974, ja se on Turun yliopiston, Abo Akademin ja Turun yliopistollisen
keskussairaalan (TYKS) yhteistyossa vyllapitama tutkimuskeskus. PET-
keskuksessa on Suomen johtava radiokemian laboratorio. PET on
leikekuvausmenetelma, joka antaa tietoa kudosten toiminnasta, elimiston
aineenvaihdunnasta ja laakeaineiden kayttaytymisesta kudoksissa. PET-kuvaus
on hyodyllinen, kun tutkitaan esimerkiksi syovan levinneisyytta, aivoja tai sydanta

seka tulehduspesakkeita etsittaessa.

PET-tutkimuksessa laakeaine leimataan halutulla radionuklidilla ja nain syntynyt
merkkiaine injisoidaan potilaaseen. Radiolddke kulkeutuu tutkittavaan
kohteeseen, jota kuvataan sateilya vastaanottavalla kameralla. PET-tutkimus
yhdistda radioisotooppitutkimuksen tietokonetomografiakuvaukseen, ja taman
avulla pyritaan saamaan tarkkaa tietoa seka aineenvaihdunnasta etta kudosten
rakenteellisista muutoksista. (TYKS 2022.)

['8F]PEG-folaatti on kiinnostava tutkimuskohde, koska se voisi toimia
potentiaalisena PET-radiolaakkeena. Nivelreumapotilaille tehdyissa
tutkimuksissa ['®F]PEG-folaatti imeytyi erityisen hyvin tulehtuneisiin niveliin ja
merkkiaineen aktiivisuus mm. lihaksissa ja luissa voi mahdollistaa sen kayton
matala-asteisten tulehdusten kuvaamiseen muissa kehon osissa ja
niveltulehduksen koko kehon alueella. '8F-leimattua PEG-folaattia voidaan myos
hyodyntad esimerkiksi folaattireseptoripositiivisten syopakasvainten PET-

kuvantamiseen. (Verweij ym. 2020.)

Opinnaytetydssa kehitettiin ['8F]JPEG-folaatin analyysimenetelm&a ja suoritettiin
menetelmalle alustava harjoitusvalidointi. Opinnaytetyon yhteydessa tehtiin
myOs epavirallinen validointisuunnitelma ja -raportti. Harjoitusvalidoinnissa
maaritettavat parametrit olivat spesifisyys ja toteamisraja. Opinnaytetyon tuloksia
kaytetaan apuna suunniteltaessa lopullista analyysimenetelmien validointia ja

dokumentointia.
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2 Merkkiaineet PET-kuvantamisessa

2.1 Positroniemissiotomografia (PET)

Nuklideilla eli alkuaineen ytimilla on useita massaluvultaan poikkeavia muotoja,
joita kutsutaan isotoopeiksi. Radionuklideiksi kutsutaan epavakaita nuklideja,
jotka voivat hajota toisiksi alkuaineiksi. Kyseinen hajoaminen tunnetaan
radioaktiivisuutena. Puoliintumisajalla tarkoitetaan nuklidin Iahtoaktiivisuuden
puolittumiseen kuluvaa aikaa. (Koskinen & Savolainen 2003, s. 24-25.) Positronit
ovat elektronien antihiukkasia, jotka vapautuvat radioaktiivisen nuklidin
hajotessa. Kyseessa on B*-hajonta. Positronit tormaavat aineen elektroneihin,
jolloin  muodostuneiden parien molemmat hiukkaset annihiloituvat ja tasta
vapautuva energia emittoituu kahtena vastakkaisiin suuntiin etenevina
gammakvantteina, jotka omaavat saman energian (511 keV). (Ruotsalainen
2003, s. 49; Janatuinen & Kemppainen 2020.)

Positroniemissiotomografia (PET) on isotooppiladketieteessa yleisesti kaytetty
kajoamaton kuvantamismenetelma, jossa suonensisdisesti annosteltu
merkkiaine hakeutuu tutkittaviin kohteisiin. PET-kuvantaminen perustuu
radiolaakkeisiin, joihin on liitetty positroneja emittoiva radionuklidi. PET-kameran
detektorirengas havaitsee positronien vapautumisesta syntyneet sateilykvantit.
Taman perusteella saadaan rakennettua kolmiulotteinen kuva merkkiaineen
jakautumisesta kohdekudoksessaan. Sen avulla on mahdollista kerata tarkkaa
informaatiota ihmisten ja elainten elimistdista, esimerkiksi fysiologisista ja
biologisista toiminnoista. Kuvassa 1 on esimerkki PET-kuvasta. Enemmisto
kliinisista PET-kuvauksista liittyy syopatautien tiedonkeruuseen ja hoitoon. Muita
kayttokohteita ovat esimerkiksi infektioiden ja inflammaation aiheuttamien
seurauksien selvittdminen seka neurologiset ja kardiologiset aiheet. (Korpela
2003; Janatuinen & Kemppainen 2020; Lameka ym. 2016.)
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Kuva 1. Follikulaarisen sekasoluisen lyfooman tutkimus FDG:lla. (kuvakaappaus:
Korpela, H. 2003. Isotooppilaaketiede. Saatavissa
https://www.stuk.fi/documents/12547/494524/kirja3 _3.pdf/5a5eba88-7559-41a4-b0b8-
ebef3cad5724. Viitattu 2.4.2022.)

2.2 Radiomerkkiaineet

PET-radiomerkkiaineet koostuvat positroneja emittoivan radionuklidin lisaksi
orgaanisesta osasta. Stabiilin yhteyden saavuttamiseksi osien valilld voidaan
kayttaa linkkeria. Merkkiaineen orgaaninen osa maarittelee biologiset
ominaisuudet ja on vastuussa biokemiallisista seka kemiallisista reaktioista
elavan organismin suhteen. Orgaanisen osan on oltava spesifinen ja selektiivinen
halutulle kohteelle ja tallaisia kohteita voivat esimerkiksi olla erilaiset
reseptorisysteemit, antigeenit ja entsyymit. Patofysiologisessa tilassa orgaanisen
osan vuorovaikutus kudosten kanssa voi olla huomattavasti muuttunut, jonka
vuoksi orgaaninen osa ei tarjoa riittdvaa informaatiota ulkoisen diagnoosin
suorittamiseen. Tasta syysta radionuklidien liittdminen on tarpeellista. (Wadsak
& Mitterhauser 2010.)

Turun AMK:n opinnaytety0 | Joel Hietaranta
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Yleisimpia PET-kuvauksissa kaytettavia positronisateilevia radionuklideja ovat
hiukkaskiihdyttimella tuotetut hiili-11, happi-15, fluori-18 seka generaattorilla
useimmin tuotettu gallium-68. Naiden puoliintumisajat ovat verrattain lyhyita
vaihdellen kymmenestd minuutista lahes kahteen tuntiin. (Korpela 2003.)
Nuklidin valintaan vaikuttavat saatavuus, fysikaaliset ominaisuudet seka
radiokemialliset ettd radiofarmakologiset ongelmat. Puoliintumisajan tulee olla
riittdvan pitkd onnistuneen radioleimauksen ja kuvantamisen suorittamisen
kannalta. (Wadsak & Mitterhauser 2010.)

Turun AMK:n opinnaytety6 | Joel Hietaranta
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3 Kromatografia
3.1 Kromatografiat yleisesti

Kromatografisia menetelmia kaytetdan erilaisten yhdisteiden erottamiseen,
puhdistamiseen, tunnistamiseen ja pitoisuuden maarittamiseen (Coskun 2016).
Kromatografia perustuu yhdisteiden erilaisiin  ominaisuuksiin, esimerkiksi
sahkovarauksiin ja kemiallisiin ominaisuuksiin, kuten molekyylien kokoon ja
liukoisuuteen. (Harris 1999, s. 543.) Komponenttien jakautuminen tapahtuu
kahden vuorovaikutuksessa olevan faasin, stationaarifaasin ja liikkkuvan faasin
valilla (Jaarinen & Niiranen 2008, s. 140).

Kromatografisia tekniikoita on lukuisia eri tyyppeja. Liikkuvan faasin olomuoto on
yleensa neste tai kaasu. Stationaarifaasi on puolestaan kiintea tai nestemainen
ja pysyy nimensa mukaisesti paikoillaan, eika kulkeudu liikkkuvan faasin mukana.
Kromatografisten menetelmien jako tapahtuu yleensa liikkkuvan faasin olomuodon
mukaan. Nama ovat esimerkiksi kaasu- tai nestekromatografia. (Jaarinen &

Niiranen, s. 141.)

Erotus tapahtuu, kun naytteen molekyylit tarttuvat paikallaan olevaan faasiin
lopulta taas irroten siitd takaisin liikkuvaan faasiin. Komponenttien tarttuminen
stationaarifaasiin  vaikuttaa etenemisnopeuteen. Voimakkaasti sitoutuvat
komponentit etenevat hitaammin liikkuvan faasin mukana. Heikosti sitoutuvat
komponentit puolestaan etenevat nopeammin. Nesteen kulkeutumista
laitteistossa sijaitsevan kolonnin Iapi kutsutaan eluutioksi ja kuljettavaa nestetta
eluentiksi (Harris 1999, s. 542). Eri yhdisteiden dynaamisten tasapainojen ero
faasien valilla toimii perustana niiden erilaiseen kulkeutumiseen. (Jaarinen &
Niiranen 2008, s. 140-141.)

Turun AMK:n opinnaytety6 | Joel Hietaranta
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3.2 Nestekromatografia

Korkean erotuskyvyn nestekromatografia (HPLC) on orgaanisten ja
epaorgaanisten yhdisteiden analysointiin kaytetty menetelma. HPLC:an kayton
edellytys on saada tutkittava nayte liuotettua liuottimeen. HPLC:ssa on
mahdollista kayttaa useita eri erotustapoja, kuten esimerkiksi adsorptiota tai
ioninvaihtoa. (Jaarinen & Niiranen 2008, s. 153; Braithwaite & Smith 1999, s.
260-264.)

Yksinkertaistetusti HPLC-laitteistoon kuuluvat eluenttisailiét, injektori, kolonni,
yksi tai useampi pumppu, detektori, kaasunpoistaja ja datan kasittelyohjelmisto
(Kazakevich & LoBrutto 2007). Nayte syotetaan injektorilla laitteeseen. Eluentti
kuljettaa naytteen kolonniin, joka on taytetty stationdarifaasilla. Paikallaan olevan
faasin sisalla on pienikokoisia partikkeleita, joiden koko maaraa yhdisteiden
erottumistehokkuuden. Mita pienempia nama stationaarifaasin partikkelit ovat,
sitd tehokkaampaa erottuminen on. Talldin aktiivisen alueen pinta-ala on
laajempi, silla suuremmat partikkelit veisivat enemman tilaa. Laitteiston pumpun
on kyettava pumppaamaan eluenttia sykkeettomana painetta vastaan virtauksen
tasaisena pitamiseksi. Tutkittavan nayteyhdisteen komponenttien erottuminen
tapahtuu sen kulkiessa kolonnin lapi. Yhdisteet saapuvat detektorille sita
myohemmin, mitd voimakkaammin ne Kiinnittyvat stationaarifaasiin. Detektori
mittaa yhdisteista tulevan signaalin ajan funktiona. Laitteisto ja sen ohjelmisto
muodostaa kuvaajan signaalin perusteella naytolle. Tata kuvaajaa kutsutaan
kromatogrammiksi. (Jaarinen & Niiranen 2008, s.154; Braithwaite & Smith 1999,
s. 399-424.) Kuvassa 2 on esitelty HPLC:n toiminta yksinkertaistettuna.

Turun AMK:n opinnaytety6 | Joel Hietaranta
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Nestemainen
nayte

U

(stationaarifaasi) ﬁ
LHI ]
Detektori mittaa
yhdisteista tulevan signaalin

Yhdisteiden
erottuminen

Liikkuva faasi

Kuva 2. HPLC:an vyksinkertaistettu toimintaperiaate. ((alkuperaistda mukailtu:
Shimadzu. What is HPLC (High Performance Liquid Chromatography)? Saatavissa
https://www.shimadzu.com/an/service-support/technical-support/analysis-
basics/basic/what is hplc.html. Viitattu 21.4.2022.))

Virtausnopeus maaraytyy kolonnin mittojen, stationaarifaasin rakenteellisten
ominaisuuksien ja eluentin viskositeetin mukaan. Analyyttisissa HPLC:ssa
kaytetdan vain harvoin suuria virtausnopeuksia. Suuremmat virtausnopeudet
nopeuttavat aineiden eluoitumista, lyhentden analyysiaikaa. Pumppujen
materiaali tulee valita tarkoin, jotta ne kestavat orgaanisia liuottimia ja
nestemaisia puskureita, joita eluentit yleensa ovat. Pumppujen materiaalin on siis
oltava inertteja kaytettyja eluentteja kohtaan. Pumpun tiivisteiden on myds
kyettava kestamaan suurienkin vastapaineiden kayttda. Sen sisdan syntyneet
ilmakuplat lisdavat vastapaineen seka virtauksen vaihtelua. Taman vuoksi
pumpusta ja siihen liitetyista kapillaareista on poistettava ilma silloin kun kolonnia
tai eluenttia vaihdetaan ja laite on ollut ilman virtausta. Paineenvaihteluiden

syyna voivat olla myds tukkeutuneet suodattimet. Pumppuja on kaytettava aina

Turun AMK:n opinnaytety0 | Joel Hietaranta
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eluentin kanssa. Naytteen injektointi voidaan tehda kasin ruiskun avulla tai
laitteeseen rakennetulla automaatti-injektorilla. Automaatti-injektori mahdollistaa
erisuuruisten tilavuuksien kayton, kun taas manuaali-injektioissa useiden eri
injektiotilavuuksien kayttdo on tyolaampaa. (Jaarinen & Niiranen 2008, s. 163—
165; Braihtwaite & Smith 1999, s. 268.)

Analyyttisissa HPLC:ssa kaytettavat kolonnit ovat yleensd valmistettu
ruostumattomasta teraksesta. Niiden pituus vaihtelee 3-30 cm valilla
sisahalkaisijan ollessa noin 2-10 mm. Preparatiivisessa HPLC:ssa, jossa
erotellaan suurempia naytetilavuuksia, kaytetaan halkaisijaltaan tyypillisesti
suurempia, 10-25 mm kolonneja. Stationaarifaasi on pakattu kolonnin sisaan ja
sen materiaali on useimmiten hienojakoinen, pydredpartikkelinen silika.
Partikkelikoko vaihtelee 3—-10 um analyyttisissa kolonneissa. Preparatiivisissa
kolonneissa partikkelikoko on yleensa 5-50 ym valilla. Pidemmissa kolonneissa
partikkelit ovat usein suurempia. (Jaarinen & Niiranen 2008, s. 155, Agilent
Technologies 2016.)

Nestekromatografian  voi jakaa faasin  perusteella normaali- ja
kaanteisfaasikromatografiaan seka ioninvaihtokromatografiaan. Voimakas
poolisuus on normaalifaasien padominaisuus. Pooliset naytemolekyylit tarttuvat
poolisiin faaseihin, jolloin ne viipyvat kauemmin kolonnissa. Valittavat eluentit
ovat vastaavasti poolittomia ja vedettomia. Kaanteisfaasikromatografiassa
puolestaan stationaarifaasi on pooliton ja eluentti poolinen.
loninvaihtokromatografia perustuu nimensa mukaisesti ioninvaihtoon, jossa
stationaarifaasissa olevat ioniset ryhmat tarttuvat vastakkaisesti varautuneihin
ioneihin. (Jaarinen & Niiranen 2008, s. 155-158.)

Eluenttien  tulisi olla  spektroskopisesti  puhtaita, partikkelivapaita,
kaasupuhdistettuja ja filtteroityja. Mahdolliset partikkelit ovat haitallisia kolonnille
ja ne esimerkiksi tukkivat sen. Yleisimmat kaytetyt virtausnopeudet analyyttisissa
menetelmissd ovat alle 1 ml/min. Gradienttiajossa eluentin koostumusta
muutetaan ajon aikana. (Jaarinen & Niiranen 2008, s. 161; Braithwaite & Smith
1999, s. 269; Harris 1999, s. 605; Kazakevich & LoBrutto 2007.)

Turun AMK:n opinnaytety6 | Joel Hietaranta
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Detektoreita on erilaisia. Detektori muuntaa kemiallisen tai fyysisen
ominaisuuden havaittavaksi signaaliksi (Swartz 2010). Esimerkkina on UV-Vis-
detektori, jota kaytetdaan, kun naytteillda on absorptio ndkyvan valon tai UV-
sateilyn alueella. Analysoitavien naytteiden ominaisuudet ja vaadittu
mittausherkkyys ohjaavat detektorin valintaa. Tutkittavan aineen rakenne maara,
mita aallonpituutta on kannattavinta kayttaa detektointiin. Detektorin mittaaman
signaalin suuruus on suoraan verrannollinen naytteen konsentraatioon ja
injektoituun maaraan. (Jaarinen & Niiranen 2008, s. 166—167; Braihtwaite &
Smith, s. 269 ja 289.)

Radiolaakkeiden valmistuksen vuoksi radiokemian laboratoriossa on kaytossa
radioaktiivisuuden havaitsemiseen suunnitellut menetelmat HPLC-analyyseja
varten. HPLC-laitteisiin on integroitu radioaktiivisuusdetektorit, jotka havaitsevat
gammasateilya. Esimerkki radioaktiivisen HPLC-analyysin tuloksesta on esitelty

kuvassa 3.

r

Kuva 3. Radioaktiivisuusdetektorilla mitattu kromatogrammi ['®F]PEG-folaatista.
Kuvassa y-akselin yksikkd on millivoltti (mV) ja x-akselin minuutti (min).

Ensimmainen pienempi piikki kuvaa erottunutta epapuhtautta. Toinen korkeampi
piikki on tuote eli ["®F]PEG-folaatti.

Turun AMK:n opinnaytety6 | Joel Hietaranta
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4 ['8F]PEG-folaatti

['8F]PEG-folaatti on viimeaikoina herattanyt huomiota mahdollisena uutena
vaihtoehtona folaattipohjaiseksi PET-radiomerkkiaineeksi (esimerkiksi Gent ym.
2013). Folaatti on luonnossa esiintyva vesiliukoinen vitamiini ja se tunnetaan
myods B9-vitamiinina (Eerola 2022). Folaattien kemiallinen rakenne koostuu
pteridiinirenkaasta, p-aminobentsoehaposta ja yhdestd tai useammasta
glutamaattijadmasta. Folaatin rakennekaava on esitelty kuvassa 4. Usein
luonnossa esiintyvat folaatit ovat pelkistyneessd muodossa. Foolihappo on
folaatin synteettinen muoto, jota kaytetddn ravintolisana tai lisattyna
elintarvikkeisiin. (Ebara 2017.)

Folaatti on valttamaton solujen jakautumiselle ja verisolujen muodostumiselle.
Ihmisen elimistd ei kykene tuottamaan folaattia luonnollisesti, jonka vuoksi se on
saatava osana ravintoa tai ravintolisan muodossa. (Eerola 2022.) Folaatin puutos
voi aiheuttaa kroonisia sairauksia ja kehityshairioita, esimerkiksi hermostoputken

sulkeutumishairiéita (Saini ym. 2016).
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Kuva 4. Folaatin rakennekaava.
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Fluori-18 on laajasti kaytetty radionuklidi. 109,7 minuutin puoliintumisaika
mahdollistaa pidemmat synteesiajat ja  kuljettamisen kauemmaksi
tuotantopaikalta. Fluoria luonnostaan sisaltamattomissa molekyyleissa
fluoriatomin lisddminen ei aiheuta voimakkaita steerisid muutoksia, vaikka

fysiokemialliset ominaisuudet voivat muuttaa leimatun yhdisteen biologista
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kayttaytymista. Fluori-18 omaa alhaisen positronin maksimienergian, joka
mahdollistaa PET-kuvan korkeamman resoluution. (Varagnolo ym. 2000.)
Suotuisista ominaisuuksista johtuen on kehitetty useita radiosynteettisia
menetelmia sen sisallyttamiseksi biologisesti tarkeisiin ja merkittaviin
molekyyleihin, esimerkiksi vasta-aineisiin ja oligonukleotideihin (Jacobson &
Kiesewetter & Chen 2015).

Nivelreumapotilailla tehdyilla tutkimuksilla on todettu, etta ['®F]PEG-folaatilla oli
suotuisa biojakauma, silla se metaboloitui nopeasti verenkierrosta ja sen
aiheuttaman taustan kertyma oli pieni tarkeimmissa elimissa. Aine imeytyi
erityisen hyvin tulehtuneisiin niveliin. Alhainen aktiivisuus mm. lihaksissa ja luissa
tekee ['8F]PEG-folaatista mahdollisesti soveltuvan matala-asteisten tulehdusten
kuvaamisen muissa kehon osissa ja niveltulehduksen koko kehon alueella.

(Verweij ym. 2020.) ['®F]PEG-folaatin rakennekaava on esitetty kuvassa 5.
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Kuva 5. ['®F]PEG-folaatin rakennekaava.
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5 Laatu ja laadunvalvonta

Kasitteelld laatu tarkoitetaan yleensa halutun asian mitattavia ominaisuuksia,
joiden on taytyttava vaatimusten mukaisesti. Maaritelmat voivat perustua moniin
eri lahteisiin, joita voivat esimerkiksi olla tuote-, tuotanto- ja reaalitaloudelliset
arvoperusteiset menetelmat. (Anttila & Jussila 2016.) Laadun takaamiseksi
organisaatiot kayttavat apunaan eri laatujarjestelmia (SFS, I1SO 9001

laadunhallinta).
5.1 Radiolaakkeiden laadunvalvonta

Laakevalmistuksessa laadunvalvonta on oleellinen osa prosessia, jotta voidaan
varmistaa tuotteen riittava ja jatkuva laatu seka lahtovaatimukset. Laadun
seurannalla yllapidetaan potilasturvallisuutta. Ideaalitilanteessa radiolaakkeessa
tulisi olla ainoastaan haluttua radioaktiivista nuklidia ja ei-toivottujen nuklidien
aiheuttamaa kontaminaatiota olisi valtettava tai pidettava se mahdollisimman
pienena. Laakkeen tulisi olla stabiili seka kemiallisesti puhdas sisaltaen vain
haluttua kemiallista yhdistetta. Lisaksi merkkiaine ei saa olla kontaminoitunut
mikrobien seurauksena tai sisaltaa kuumetta aiheuttavia aineita eli pyrogeeneja.
(Korpela 2003; Bergstrom & Nagren 2003, s. 33.) Valmistukseen kaytettavien
raaka-aineiden on taytettava asetetut laatuvaatimukset ja laatu on tarkastettava

ennen kayttéonottoa (Fimea 2011).

Radiolaakkeiden tuotantoprosessiin kaytettavien laitteiden ja valineiden seka
menetelmien on oltava kayttotarkoitukseensa soveltuvia. Niiden on taytettava
tarkat laatuvaatimukset ja soveltuvuus kayttdoon osoitetaan validoinneilla.
Viallisen tai sellaiseksi epaillyn laitteen kayttd valmistuksessa ja
laadunvalvonnassa on kiellettya. Niiden ja tuotteen mahdolliset muutokset
vaativat uudelleenvalidointia. (Huber 2007, s. 125-140; Fimea 2011.)
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5.2 Hyvat tuotantotavat ja sateilyturvallisuus

PET-keskuksen radiolaaketuotantoon sovelletaan sairaala-apteekkien
ladkevalmistuksen menettelytapoja, jotka poikkeavat jonkin verran muusta
ladketeollisuudesta ja niihin kaytettavista ohjeistuksista. Apteekkien valmistamat
ladkkeet eivat myoskaan kuulu saman ennakkovalvonnan alle. Valmistettavien
radiolaakkeiden on oltava turvallisia, jonka varmistamiseksi

radiolaaketuotannossa noudatetaan hyvia tuotantotapoja (GMP). (Fimea 2011.)

GMP-laatujarjestelman avulla varmistetaan tuotannon yhdenmukaisuus ja
valvonta laatustandardien mukaisesti. GMP-ohjeistus on suunniteltu
minimoimaan laaketuotantoon liittyvat riskit, joita ei voida poistaa lopputuotetta
testaamalla. Suurimmiksi riskeiksi luokitellaan terveyshaittoja aiheuttava
odottamaton kontaminaatio tuotteissa ja pakkausten virheelliset merkinnat, joista
voi aiheutua monia haitallisia seurauksia, kuten yliannostuksia. GMP kattaa
kaikki tuotannon osa-alueet aina l|ahtomateriaaleista, laitteista, tiloista
tyontekijoiden koulutukseen ja riittavaan hygieniatasoon tuotannossa, jotta tuote
on riittavan turvallinen potilaskayttoon. Yksityiskohtaiset kirjalliset menettelyt
vaaditaan kaikille prosesseille, jotka voivat vaikuttaa lopputuotteen laatuun. Aina
tuotetta valmistaessa on oltava dokumentoitu todiste siita, etta oikeita
menettelyja noudatetaan johdonmukaisella tavalla jokaisessa

valmistusprosessin vaiheessa. (WHO, GMP Questions and Answers 2015.)

GMP-saadokset kasittelevat muun muassa kirjanpitoa, henkildoston patevyytta,
laitteiden todennusta, prosessien validointia ja valitusten kasittelya. Valtaosa
GMP-vaatimuksista on avoimesti ja yleisesti saatavilla. Maaraykset suojaavat
kuluttajaa ostamasta viallisia tai tehottomia tuotteita. (ISPE, What is GMP?)
GMP-saadosten noudattamatta jattamiselld voi olla yrityksille vakavia
seurauksia. Laaketurvallisuus- ja kehittamiskeskus (Fimea) voi esimerkiksi

peruuttaa ladkkeiden tuottamisen luvan maaraajaksi tai kokonaan. (Finlex 2020.)
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Radioaktiivisuudesta aiheutuvien vaatimusten vuoksi PET-radiomerkkiaineisiin
sovelletaan yleisten GMP-ohjeiden lisaksi spesifisesti radiolaakkeille suunnattuja
ohjeita. Tuotantotilojen on sovittava kayttotarkoitukseensa, esimerkiksi sateilylta
suojautumisen suhteen. Sateilyturvallisuuden toteutus perustuu voimassa oleviin
sateilylakeihin ja asetuksiin seka Sateilyturvakeskuksen (STUK) maarayksiin ja
dokumentteihin. Henkilostolla tulee olla riittava koulutus ja patevyys
sateilytydoskentelyyn. Nama  spesifiset ohjeet kattavat tuotannon,
laadunvalvonnan ja merkkiaineiden vapautuksen parissa toimivan henkildston.
Henkiloston ja tuotteiden tulee olla suojattuja kontaminaatioiden estamiseksi,
joka asettaa laadunvarmistusjarjestelmalle vaatimuksia. (Euroopan komissio
2008.) Tavoitteiden saavuttamiseksi PET-keskuksen henkildston osaamista
tulee kehittda jatkuvasti, esimerkiksi vuosittaisilla koulutuksilla. PET-keskuksen
tyontekijat noudattavat tarkkaan maariteltyja toimintaohjeita (SOP, Standard
Operating Procedure) ja menetelmaohijeita (MET). Laatu- ja
dokumentaatiojarjestelmaa ohjaa PET-keskuksen oma Site Master File (SMF)

(Euroopan komissio 2010).

Euroopan farmakopea on Euroopan neuvoston julkaisema kokoelma sitovista
laatuvaatimuksista laakeaineille, apuaineille ja ladkevalmisteille. Farmakopea
maarittdd myos radiomerkkiaineilla, kuten ['8F]PEG-folaatilla, tehtavien
analyysien hyvaksymisrajat. Fimea on farmakopean aseman vahvistava

viranomaistaho, joka valvoo sen normien toteutumista. (Salo & Sinivuo 2013.)
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6 Kromatografisten menetelmien validointi
6.1 Yleista validoinnista

Validoituja  menetelmia  voidaan pitaa perustavana  edellytyksena
laatujarjestelman toimivuudelle (Elintarvikevirasto, Kemiallisten
analyysimenetelmien validointiohje 1997, s. 1). Radiokemian analytiikassa
laadunvarmistamiseen liittyvien toimenpiteiden paamaarana on taata
analyysitulokset oikeellisiksi ja todistusvoimaisiksi. Validoinnilla varmistetaan
menetelmien soveltuminen kayttotarkoituksiinsa, niiden antamien tulosten riittava
luotettavuus ja tulosten epavarmuuksien tunteminen. Kriteerit, joilla menetelma
on mahdollista hyvaksya, voivat tulla monelta eri taholta. Ne voivat olla
esimerkiksi mahdollisilta asiakkailta, viranomaisilta tai laboratoriolta itseltaan.

(Elintarvikevirasto, Kemiallisten analyysimenetelmien validointiohje 1997, s. 1.)

Edellytys validoinnin onnistumiselle on tiettyjen validointiparametrien tunteminen.
Naita ovat esimerkiksi lineaarisuus, mittausalue, spesifisyys, selektiivisyys,
tarkkuus, toistettavuus, toteamis- ja maaritysraja seka herkkyys.
Validointisuunnitelmaa tehtaessa tulee miettia tarkoin validoinnin laajuutta
validoitavan menetelman kohdalla. Menetelmaa kehitetdan saatujen tulosten
pohjalta, jotta paastaan haluttuihin arvoihin. On hyva huomioida, etta validoinnin
terminologia on monikasitteinen ja edella mainittujen parametrienkin
maaritelmissa esiintyy eroja eri lahteiden valilla. (Elintarvikevirasto, Kemiallisten
analyysimenetelmien validointiohje 1997, s. 1; Elintarvikevirasto, Kemiallisten

analyysimenetelmien validointiohje 1997, s. 11-20; Huber 2007, s. 140.)

Validointitavat voidaan jaotella sen mukaan, missa vaiheessa tuotantoprosessia
validointityd tehdaan. Validointi voidaan tehda prospektiivisesti (ennen) tai
retrospektiivisesti (jalkikateen analyysimenetelman prosessitietoja hyddyntaen).
(Euroopan komissio 2015.) PET-keskuksessa validoinnit suoritetaan paaasiassa
prospektiivisesti. PET-keskuksen validointitoimintaa ohjaa  validoinnin
runkosuunnitelma (VMP, Validation Master Plan), joka maarittdd toiminnan

laajuuden ja periaatteet.
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Kayttokelpoisessa menetelmassa erilaisten systemaattisten ja satunnaisten
virheiden on oltava hallinnassa. Mittausepavarmuuteen ja -tarkkuuteen
vaikuttavat useat eri tekijat, joista menetelman kayttajan tulee olla tietoinen.
Validoinnissa dokumentointi on olennaisessa osassa, joten sen on oltava
rittdvaa ja asianmukaista. Silla pyritddn osaltaan varmentamaan tulosten
todistuskyky. Validointiraportti on osa dokumentointia, jossa kerrotaan tavoite,
toteutus, naytteet, parametrit, tulokset ja tulosten pohjalta saadut johtopaatokset.
Validoinnin jalkeen validoidun menetelman toimivuutta tulee seurata. Taman
suorittamiseen kaytetaan erilaisia laadunvarmistustoimenpiteita. Sopivia keinoja
ovat esimerkiksi mahdolliset omat referenssimateriaalit, standardinlisdyskokeet
ja vertailumittaukset eli patevyyskokeet. (Elintarvikevirasto, Kemiallisten

analyysimenetelmien validointiohje 1997, s. 22; Hiltunen ym. 2011, s. 67.)

6.2 Validoinnin parametrit

Kromatografisen menetelman validoinnissa kaydaan |api samat parametrit kuin
muidenkin menetelmien kohdalla. Laitteiston ja detektorin toiminta tarkastetaan
tutkimalla selektiivisyys, spesifisyys, lineaarisuus, injektion toistettavuus,
mittausalue, toteamis- ja maaritysrajat seka herkkyys. Naytteenkasittelyn
toimivuuden varmistamiseksi tarkastetaan puolestaan tarkkuus, tasmallisyys ja
hairidalttius. (Elintarvikevirasto, Kemiallisten analyysimenetelmien validointiohje
1997, liite 1.)

Spesifisyydella tarkoitetaan menetelman kykya tuottaa vaste tutkittavalle
yhdisteelle eli kuinka hyvin se pystyy mittaamaan juuri tietyn komponentin
maaraa (Elintarvikevirasto, Kemiallisten analyysimenetelmien validointiohje
1997, s. 1-2). Menetelma voidaan luokitella spesifiseksi, jos se on kokonaan
selektiivinen analysoitavalle yhdisteelle (Hiltunen ym. 2011, s. 11).
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Toteamisraja (LOD, limit of detection) tarkoittaa sitd pitoisuutta, jonka avulla
voidaan luotettavasti todeta, onko naytteessa haluttua yhdistetta vai ei. Siina
analysoitavalle aineelle maaritetyn vasteen tai pitoisuuden on oltava niin suuri,
ettd se ei voi aiheutua taustan luomasta satunnaisvaihtelusta. Sen maaritys
perustuukin hyvin usein taustassa tapahtuvan hajonnan tutkimuksiin.
(Elintarvikevirasto, Kemiallisten analyysimenetelmien validointiohje 1997, s. 6;
Hiltunen ym. 2011, s. 13.)
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7 Analyysimenetelman validointi

Tassa osiossa kuvataan tutkimuksen suorittamiseen liittyvat vaiheet ja

menetelmat.
7.1 Tyon tarkoitukset

Ty6 toimi alustavana harjoitusvalidointina kehitteilla olevan ['®F]PEG-folaatti-
radiomerkkiaineen analyysimenetelmalle. Harjoitusvalidoinnin tarkoituksena oli
todentaa analyysimenetelman sopivuus tarkoitukseensa. Tavoitteena ol
tunnistaa radioaktiivinen tuote, maarittaa tuotteen, lahtdaineen ja
epapuhtauksien pitoisuudet, tuotteen kemiallinen puhtaus seka laatia
validointisuunnitelma ettad -raportti. Maaritettavat validointiparametrit olivat
spesifisyys ja toteamisraja. Tydn tulosten pohjalta PET-keskus voi suorittaa

lopullisten analyysimenetelmien validoinnin ja siihen liittyvan dokumentoinnin.

7.2 Materiaalit ja laitteet

Tyossa kaytetyt materiaalit ja laitteet valittin aikaisempien ['®F]PEG-folaatin
tutkimuksissa kaytettyjen materiaalien ja laitteiden perusteella. Kaytettavien
laitteiden kokoonpanot ja parametrit olivat soveltuvia, tayttivat PET-keskuksen
vaatimukset ja asetetut laatuvaatimukset. Tyon suorittamiseen kaytetyt laitteet

|0ytyvat taulukosta 1 ja reagenssit taulukosta 2.

Taulukko 1. Kaytetyt laitteet.

HPLC-laitteisto Shimadzu Nexera SCL-40

Kolonni Jupiter 4u Proteo 90A, 4,6 x 250 mm
Ultraviolettidetektori Shimadzu SPD-40
Radioaktiivisuusdetektori Canberra Ratemer 2081, Tennelec TC

948 High voltage supply, Tennelec TC
246 AMP/SCA Coarse gain ja
Tennelec TC 909 Power supply
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Lahtdaine Valmistaja
Ultrapuhdas vesi -
Natriumkloridi (9 mg/ml) B.Braun
DMSO Sigma-Aldrich
PEG-folaatin lahtoaine (2 mg/ml) ABX
PEG-folaatin referenssi ABX

Kaytetyt HPLC:an ajo-olosuhteet esitetaan taulukossa 3 ja gradientti taulukossa

4. Ajo-olosuhteet valittiin aikaisempien ['®F]PEG-folaatin tutkimusten perusteella.

Ajo-olosuhteet pysyivat muuttumattomina. Ajoaikaa lyhennettiin 22 minuutista 13

minuuttiin.

Taulukko 3. HPLC-menetelman ajo-olosuhteet.

Kolonnin lampdatila

Huoneenlampo

Virtausnopeus

1 mL/min

Eluentti A 0,1 % TFA/H20
Eluentti B 0,1 % TFA/ACN
Injektiotilavuus 20 pl
Aallonpituus 254 nm

Pesu 70/30 ACN/H20

Taulukko 4. Menetelman gradientti.

Aika (min) Virtausnopeus Eluentti A (%) Eluentti B (%)
ml/min

0.00 1.0 77.0 23.0

11.00 1.0 55.0 45.0

11.40 1.0 77.0 23.0

13.00 1.0 77.0 23.0
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7.3 Analyysireagenssien valmistus

Analysoidut naytteet olivat ['®F]PEG-folaatti, referenssin laimennokset,
lahtoaineen laimennos seka laimennetun referenssin ja laimennetun lahtdaineen
seos. Reagenssien valmistus koostui neljasta tyovaiheesta, jotka on kuvattu alla

olevassa tekstissa.

Kaikkien analyysimenetelman validoinnissa kaytettyjen liuosten valmistusohjeet
ja tyovaiheet on esitelty liitteessa 1 sivulla 3. Kaikkien analyyseissa kaytettyjen
liuosten  valmistuksessa  noudatettin  PET-keskuksen  standardoituja

valmistusohijeita.

PET-keskuksen radiokemian laboratoriossa valmistettin analyyseja varten
ajoliuokset eluentti A ja eluentti B seka pesuliuos. Ajo- ja pesuliuosten koostumus

esitellaan taulukossa 5 ja valmistuksen vaiheet liitteessa 1 sivulla 3.

Taulukko 5. Tyossa kaytetyt ajo- ja pesuliuokset.

Liuos Koostumus Valmistus

A 0,1 % TFA/H20 1 ml TFA, 1000 ml H20

B 0,1 % TFA/ACN 1 ml TFA, 1000 ml ACN
Pesuliuos 70/30 ACN/H20 700 ml ACN, 300 ml H20

Tiivistetysti voidaan todeta, etta referenssin kantaliuos valmistettiin liuottamalla 1
mg PEG-folaatin referenssia 1 ml:aan DMSO:ia, jolloin konsentraatioksi saatiin 1
mg/ml. Tasta kantaliuoksesta tehtiin referenssin valilaimennos, jossa 100 pl
referenssin kantaliuosta sekoitettin 900 pl:aan natriumkloridia. Referenssin
valilaimennoksen konsentraatioksi saatiin 100 pg/ml. Referenssin kantaliuoksen
ja referenssin valilaimmennoksen valmistusohjeet on esitetty liitteessa 1 sivulla
3.

Referenssin valilaimennoksesta tehtin myds kolme muuta laimennosta
standardisuoraa varten. Laimennokset valmistettiin natriumkloridiin ja niiden

pitoisuudet on esitelty liitteessa 1 sivulla 3 ja taulukossa 6.
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Nayte Referenssin NaCl (pl) Tilavuus (pl) | Laimennoksen
laimennos (ul) vahvuus
(ug/ml)
Standardi 1 100 900 1000 10
Standardi 2 50 950 1000 5
Standardi 3 10 990 1000 1

Lahtdaineen kantaliuos valmistettiin liuottamalla 2 mg lahtéainetta 1 ml:aan

DMSO:ia, jonka konsentraatioksi saatiin 2 mg/ml. Kantaliuoksesta valmistettiin

100 ug/ml-valilaimennos sekoittamalla 50 i

natriumkloridia.

kantaliuosta 950 ul:aan

Lopuksi seka referenssin etta lahtdaineen kantaliuoksia sekoitettiin keskenaan

500 ul (1:1). Lahtéaineen kantaliuoksen, lahtéaineen valilaimennoksen seka

referenssin ja lahtdaineen valilaimennosseoksen valmistus on esitetty liitteessa

1 sivulla 3.
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8 Tutkimustulokset

Tekstissad edella kuvatulla tavalla valmistettuja ajo-, pesu- ja analyysiliuoksia
seka synteesinjalkeista ['®F]PEG-folaattia kaytettiin tutkimuksen suorittamiseen
HPLC:alla. Tutkimuksessa tunnistettin tuote ja maaritettin  halutut
validointiparametrit eli spesifisyys ja toteamisraja. Tulokset on esitetty laajemmin

liitteessa 2 sivuilla 5 ja 6.

8.1 Tuotteen identifioinnin tulokset

Tuotteen identifiointi eli tunnistus suoritettiin vertaamalla
radioaktiivisuusdetektorin paapiikin retentioaikaa (t2) referenssiliuoksen UV-
kromatogrammin retentioaikaan (t1) Tulosta verrattiin hyvaksymisrajaan ja koska
hyvaksymisehto tayttyi, todettiin tulos hyvaksytyksi. Retentioajat, hyvaksymisraja

ja tulos on esitelty taulukossa 7.

Taulukko 7. Tuotteen identifiointi.

t1 (min) 6.23
t2 (min) 6.18
Hyvaksymisraja (min) t2=t1+£0.3
Tulos (min) 0.05

8.2 Spesifisyyden tulokset

Spesifisyyden maaritys tapahtui tassa opinnaytetydssa laskemalla tuotteelle
resoluutiotekija Rs. Laskemisen suorittamiseen kaytettdva ohjelma ol
LabSolutions ™ Software. Ohjelma laski resoluution kayttamalla kaavaa 1, missa

tr on retentioaika ja w on piikin leveys (USP).
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R = 2(trz — tr1)
s Wp — Wy

Kaava 1. Resoluutiotekijan laskukaava.

Resoluutiolla kuvataan piikkien erottumista toisistaan ja sen riittdvyys on
kromatografiassa keskeinen vaatimus (Jaarinen, 147). Spesifisyys maaritettiin
tuotteelle laskemalla resoluutiotekija (Rs) UV-detektorin (Rs1) ja RA-detektorin
(Rs2) kromatogrammeista. Tulokset ylittivat hyvaksymisrajan ja ovat esitelty

taulukossa 8.

Taulukko 8. Tuotteen spesifisyys.

Tulos (["®F]PEG-folaatti)

Rs1 (min) 2.26
Rs2 (min) 10.12
Hyvaksymisraja (min) >15

8.3 Toteamisrajan tulokset

Toteamisrajan laskemisessa kaytettiin kaavaa 2, missa S/N on signaali-tausta-
suhde ja c on konsentraatio.

_ Hyvaksymisraja

LOD
0 S/N

Kaava 2. Toteamisrajan laskukaava.

Tassa opinnaytetydssa hyvaksymisrajana kaytettin PET-keskuksen yleista

hyvaksymisrajaa. Referenssin toteamisraja maaritettin  pitoisuudeltaan

pienimmasta standardilaimennoksesta. Tulokset on esitelty taulukossa 9.

Taulukko 9. Toteamisrajan tulokset.

Nayte LOD (upg/ml)
Standardi 3 0,07
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9 Johtopaatokset

Analyyseista saatujen tulosten perusteella voidaan todeta, ettd menetelma on
tamanhetkisiin tarpeisiin nahden soveltuva. Tuotteen tunnistaminen onnistui ja
validoitavat parametrit eli spesifisyys seka toteamisraja saatiin maaritettya.
Tulokset noudattivat PET-keskuksen yleisia hyvaksymisrajoja. HPLC:an ajo-
olosuhteita muokattiin alkuperaisia kaytannollisemmiksi lyhentamalla analyysin

metodin ajoaikaa.

On huomioitava, etta tydossa kaytetty HPLC-laitteisto ei ollut tuotantokaytdssa.
['8F]PEG-folaatin siirtyessa tuotantoon validointi on suoritettava uudestaan
patevan henkilon suorittamana. Merkkiaineen kehityksen varhainen tilanne ja
validoinnin epavirallisuus johtivat validoinnin laajuuden rajallisuuteen tassa

tutkimuksessa.

Kokonaisvaltaisempien tulosten saamiseksi parametrit tulee maarittaa uudelleen
tilanteeseen sopivalla tavalla. On hyvin mahdollista, etta virallisessa validoinnissa
tullaan maarittamaan enemman parametreja, joita voivat esimerkiksi olla
toistettavuus, lineaarisuus ja mittausalue. Esimerkinomaisesti voidaan todeta,
etta laajempien seka luotettavampien tulosten saamiseksi olisi kannattavaa
analysoida enemman naytteita. Aktiivista tuotetta ajettiin vain yksi nayte ja
vertailun vuoksi olisi ollut hyva tehda rinnakkaisia analyyseja. Tuotteesta ei tehty
laimennoksia, joiden pitoisuudet olisivat vastanneet referenssista tehtyja

laimennoksia.
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10 Yhteenveto

Opinnaytetyon tarkoituksena oli kehittaa ['8F]PEG-folaatin analyysimenetelma ja
suorittaa menetelmalle alustava harjoitusvalidointi.  Analyysimenetelma
optimoitiin ja se vastaa tulevaa tarkoitustaan. Harjoitusvalidointi suoritettiin

onnistuneesti halutuille parametreille, jotka olivat spesifisyys ja toteamisraja.

['8F]PEG-folaatti havaittin  kromatogrammista luotettavasti ja selvasti.
Parametreille maaritetyt arvot tayttivat PET-keskuksen hyvaksymiskriteerit.
Validointisuunnitelma ja -raportti valmistuivat tutkimustulosten pohjalta osana

opinnaytetyota.

Opinnaytety6ta varten tehtyja tuloksia kaytetdan apuna suunniteltaessa lopullista

validointia ja dokumentointia.
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VALTAKUNNALLINEMN PET-KESKLUS
VP NC1P1 METSEE2 vi

1. TYON TARKOITU S

Tyon tarkoituksena on osoittas dokumentoidusti, ettd ['*F]JPEG-folasfin lastukontrollissa
lopputuctteen  toteamiseen sekd pitocisuuden  ettd  radickemisliisen puhtauden
maarittdmiseen kaytettdva radioHPLC-anslyysimenetelma tuoftas jatkuvesti suurells
varmuudella oikeits ja tarkkoja  fuloksia.  Analyysimenetelman  wvalidointi  suortetaan
Valtakunnallisen FET-keskuksen Walidation Master Flania (VMF, wversion 11) s=ka
Analyysimenatelmien  validointi  -chjetts  (SOPT46G6, wversion  4)  noudsiisen.
‘Validointisuunnitelman  leati - mensetelm&n asiantuntijs § kehitidja, tarkastass
laboratoriopégllikke ja hywvaksyy QA VWalidoinnin suorittaa henkild, jonka toimenkuvaan
["*FIPEG-folastin lastukontrollianalyysit kuuluvat. Rapodin lastivat validoinnin suorittaja js
suunnitelman laatija yhdessa, sen tarkastaa laboratoriopaallikkd ja hyvaksyy Q4.

2. VALIDOITAVAT PARAMETRIT

['"*FIPEG-folastin lastukontrollissa radicHPLC-meneteimallE todetzan cikean lopputucttesn
lasndclo ja méaaritetddn lopputuctieen, prekurscorn ja epapubtasuksien pitoisuus s=kE
lopputuctteen  radiockemisllinen puhtaus. Validoitawvat parametrit ovat spesifisyys ja
toteamisraja. Tuotteen toteaminen tapahtuu samslls menstelmalla referenssin ja tuottesn
retenticaikoja wertzamalla, joten sille voidsan kayitad edelld maarteltyja parametreja.

2. MATERIAALIT JA MENETELMAT

3. Laitteisto

HFLZ laitteisto: HPLC systern 12 (tai vastaava /00 HPLC -laitteisto)
Kaolonni: Fhenomensx Jupiter® 4 pm Proteo &, LS Column 250 x 4.8, product
code: 00G-43086-E0

Ultraviolettidetektor (UN-detekion): HPLC-laitteistokohtzinen
Radioaktivisuusdetekton [RA-detektori): HPLC-laitteistokohtainen

3.2.  Kaytettawat kemikaalit

Hz iomivaihdefiu ultrapuhdas vesi
Asetonitriili HPLZ lastu
MaCl {fys. 0.9 % wiv) Ph. Eur. i.v.
Trifluorietikkahappo (TFA) Spektroskopia laatu
Dimnetyylisulfoksidi (DMS0) GMP lastu
Frekurson (folastti prekursor) GMFP laatu
Referenssistandardi (folaatti) HFLC laatu
[*F]FEG-folaati Anakyysingyte

Hywaksyja
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3.3.  Livuokset

Ajoliuos A7 0.1 % TFA, H;O:

Kaada hieman ulirapuhdasta vetta 1 In mittapullon pohjalle ja mittaa sekaan 1 ml
trifluorietikkahappoa (TFA). Taytd merkkiin asti ultrapuhtaalla vedella, sekoita ja
siirra saildpulloon. Kayta ajolivos 15 minuutin ajan ultraaanihauteessa.

Ajolivos B /0.1 % TFA, ACH:
Kaada hieman asetonitriilia (HPLC grade) 1 I:n miftapullon pohjalle ja mittaa sekaan
1 mil trifluorietikkahappoa (TFA). Tayta merkkiin asti asetonitriililla, sekoita ja siirra
sailopulloon. Kayta ajolives 15 minuutin ajan ultradanihauteessa.

Pesulivos 70/30 Asetonifriili - H.O
Mittaa mittalaseilla 700 ml asetonitriilia ja 300 ml ultrapuhdasta vetta. Lisaa ne
mittapullocn, sekoita ja kaada sailopulloon. Kayta 15 minuutin ajan
uliraganihauteessa.

Referenssin kantalivos
Livota 1 mg PEG-folaatin referenssia 1 mlaan DMS0:ta, jollcin c{PEG-folaatin
referenssi) = 1 mgfml.

Referenszsin valilaimennos
Pipetei 100 pyl PEG-folaatin referenssilivosta (1 mgiml DMS0.s3a) 900 pl:aan
MaCL.aan, jollcin c{PEG-folaatin ref laim) = 100 pgimi

Prekursorin kantaliuos:

Liuota 2 mg PEG-folaatin prekursoria 1 ml:aan DMSO:ta, jellcin
c(PEG-folaatin prekursori) = 2 mg/mil.

Prekursorin valilaimennos:

Pipetei 50 pyl-aa PEG-folaatincn prekursorin kantalivosta 950 plaan natriumkloridiin
(MaCl), jolloin c{PEG-folaatin prekursorin valilaimennos) = 100 pg/mil.

Laimennokset L1, L2 ja L3:

Tee tuotieen ja prekursorin validointireferenssit seoksen kantalivoksesta kaytiaen
kantaliuosta ja vetta taulukon 1 mukaisesti. |

Referenssin valilaimennos/prekursorin valilaimenneos 50/50

Pipetoidaan 500 pl  referenssin valilaimennosta 500 plkaan  prekursorin
valilaimennosta.

Taulukdoo 1. Validointireferenszien valmistus

Refersnssin . Walmiin :
. e Puskuri . Laimennoksen
Livos vililaimennaos(FEG- il liuoksen h [ug/mi]
folzatti) [ul] s tilavuus [ul] VanWULE e/
L1 100 300 1000 10
L2 50 950 1000 5
L3 10 950 1000 1

Hywaksyja
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34.  Menetelma

Valideinnisza kaytetaan ["*F]PEG-folaatin radioHPLC-analyysimenetelmaa
pitcisuusmaarityksille, radioaktiivisen puhfauden maaritykseen ja oikean lopputuotieen
foteamiseen. RA-detektorin parametrit ovat saadetty etukateen ja ne loytyvat RA-detekiorin
laitekansiosta.

Virtausnopeus: 1.0 mlfmin
Aallonpituus: 254 nm
Ajolivokset: A 01 % TFA/HOjaB: 0.1 % TFA T ACH

Metodi: CALab Solutions\Data\Folate\Method

Gradientti: 0 min TT%A 23%E
11.00 min 55 % A 45% B
11.40 min TT %A 23%B
13.00 min TT %A 23%B

4, TYON SUORITUS

Tyon yksityiskohtainen suoritus, kuten synteesin erakoodi, referenssilivesten valmistus,
tyossa kaytetyt laitteet ja materiaalit seka analyysiolosuhteet kigataan “Analyysimenetelmien
validointi 1" -laboratoriopanrakirjaan. Krematogrammit tallennetaan
"CALabSolutions\Data\Folate\Resulis -kansicon yksiseltieisesti nimettyihin kansicihin (esim.
22FFO008TC). Kromatogrammit fulostetaan ja niihin merkitdan naytieen kemiallinen
koostumus, pitoisuus, analyysin suorittajan nimikirjaimet ja niissa olevat signaalit nimefaan
yksiselitteisesti (paivamaara, kellonaika, systeemin nimi ja analyysin iedostonimi tulostuvat
automaattisesti). RadioHPLC-menetelman  validoinnissa weidaan kayiiaa myos
testivaiheessa tuctettuja kromatogrammeja.

Validointiraportfiin kirjataan tydn sworituz sekd saadut fulckset ja niiden tarkastelu.
Krematogrammit itetaan validointiraporttiin.

41. Toteaminen (UV-ja RA-detektori)
Jikean lopputuotteen lasnaole todetaan vertaamalla PEG-folaatin referenssin UV piikin
retenficaikaa [ “F]PEG-folaatin analyysinaytteen radicakiiivisen paapiikin retentioaikaan.

Vaatimus: t,(RA) = §,(UV) = 0.3 min

4.2, Spesifisyys (UV-detektori)

UW-detektorilla spesifisyys maaritetaan tuotteelle (PEG-folaatti) ja prekursorille (PEG-folaatii
prekursor) lahimpien signaalien suhieen keohdassa 3.4 kuvatulla HPLC-menetelmalla
reaktiosecksesta otefusta naytteesta.

LabSclutions ohjelma laskee resoluutiotekijat kaavasta 1. Rescluufictekijat esitefaan
validointiraporissa.
2(tga—tgy)
R, = =Rz 7R 1)

Wytws

Hywaksyja
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fr = retentioaika tai matka signaalin huipun kohdalta pohjaviivaa pitkin injekfickohtaan
(trz = )
w = piikin pohjaleveys (USSP width).

Vaatimus: R, =15

4.3. Toteamisraja (UV-detektori)

Menetelman toteamisraja (LOD) maaritetadn ajamalla taulukon 1 referenssit L1, L2 ja L3.
Tulokset esitetaan validointiraportizsa.

Vaatimus: Signal-to-noise (S/N) = 3

4.4, Spesifisyys (RA-detektori)

RA-detektorilla maariteiaan spesifisyys tuotteelle ['°F]JPEG-folaatin kohdassa 3.4 kuvatulla
radioHPLC-menetelmalla reaklioseoksesta ofetusta nayiteestd. LabSolutions- ohjelma
laskee kaavan (1) mukaisesti resoluutiotekijat (F:) fuotteelle Iahimpien epapuhtauksien
suhteen. Resoluutiotekijat esitetaan validointiraporissa.

Vaatimus: B, = 1,5

4.5, Toteamisraja (RA-detektori)

Radioakfiivisuusdetektorin  toteamisraja on maaritetty detekforin  lineaarisen wasteen
mittauksen yhieydessa. Validoinnissa kaytettavien naytieiden radicaktiivisuuksien pitaa olla
toteamisrajaa korkeammat ja laitteiston lineaarizen vastean alueella.
Radioakfiivisuusdetektorin foteamisraja ja lineaarinen vaste loytywat kyseisen HPLC-
laitieiston laitekansiosta.

b, POIKKEAMAT

Jos validoitaville parametreille asetetut vaatimukset eivat tayty, poikkeaman wvaikutus
analyysimenetelman toimivuuteen ja oikeellisuuteen maantetaan validointiraportissa.

6. RAPORTOINTI

Taman validointisuunnitelman mukaan tofeutettu tyd ja sen tulokset tarkasteluineen
Kirjataan validointiraporitiin.

T. VERSIOHISTORIA

Versio 1, uusi dokumentti.

Hywaksyja
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Validointiraportti

VALTAKUNNALLINEN PET-KESKU S

VALIDOINTIRAPORTTI

[ *FIPEG-FOLAATIN TOTEAMISESSA SEKA PITOISUUDEN JA
RADIOKEMIALLISEN PUHTAUDEN MAARITTAMISESSA KAYTETTAVAN
RADIOHPLC-MENETELMAN VALIDOINTI
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1. RAPORTIN TARKOITUS

Raportin tarkeitus on esittaa ja koota yhteen valtakunnallisessa PET keskuksessa radiokemian
laboratoriossa  PET-TYKS-laitosrakennuksessa (RK2) [“F]JPEG-folaatin laatukontrollissa
kaytettavan radioHPLC-menetelman valideinnista saadut fulokset ja johfopaatékset Walidoinnin
tarkoituksena oli oscittaa dokumentoidusti, etta ["*F]JPEG-folaatin laatuanalyysi on vakaa ja tuottaa
luotettavasti tuloksia, jotka sovetiuvat [*F]PEG-folaatin identificintiin ja lopputuotteen ja prekursorin

pitoisuuden ja radickemiallisen puhtauden maarittamizeen. Tyo tehtiin validointisuunnitelman
mukaisesti.

2 TYON SUDRITUS

["*F]PEG-folaatin laatukontrollissa radicHPLC-menetelmalla todetaan cikean lopputuctteen I3snéolo
ja maaritetaan lopputuotteen, prekursorin ja epapuhtauksien pitoisuus seka lopputuotieen
radickemiallinen puhtaus. Validoitavat parametrit ovat spesifisyys ja foteamisraja. Tuotteen
toteaminen tapahtur samalla menetelmalla vertaamalla [“F]PEG-folaatin ja PEG-folaatin
retentioaikoja, joten sille voidaan kayttaa edella maariteltyja parametreja.

+ HPLC-menetelman spesifisyys maartettiin reaktioliucksesta tuotteelle (PEG-folaatti) ja pre-
kursorille (PEG-folaatti prekursori) kayttaen UV-detektoria.

¢+ Menetelman toteamisraja maartettiin PEG-folaatille referenssilaimennossarjalla.

+ Radioakfiivisuusdetekiorin lineaarinen vaste ja toleamisraja on maaritetty erillisella mittauk-
sella aiemmin. Tulokset ja raportti loytyvat HPLC 2 laitekansiosta.

*» HPLC menetelman spesifisyys ['“FIPEG-folaatin ja reaktiossa syntyvien epapuhtauksien
suhteen maaritettiin radioaktivisuusdetektorilla reaktiolivoksesta.

3 KAYTETYT LAITTEET, MATERIAALIT, KEMIKAALIT JA METODIT

3.1. Laitteet
Tyossa kaytettiin HPLC 12 laitteistoa.

3.2. Materiaalit

HPLC kclonni: Phencmenex Jupiter® 4 uym Proteo 90 & 250%4.6 mm
Part No. 00G-4396-E0, Eranumero: 5393-0035

Hywaksyja
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3.3. Kemikaalit
3.3.1. Lahtdaineet
L Viimeinen
Léhtbaine Laatu UE 1Tl Erdnumero | kaytts-
Tuotenumero i
péiva
Wesi ultrapuhdas Rad':’:; mian - -
— Honeywell /
Asetonitriili HPLC-laatu 34851-2 5L L24205 20.8.2023
Matriumkloridi (9 .
magiml) i E.Braun /- 120868131 072024
PEG-folaatii ABX T FolPEG-03-
prekursori GMP-laatu 7713.0002 20072801-01 | 3172022
i ABX T
PEG-folaatii GMP-laatu 7713 0002 20130701 31.3.2020
Anhydrous, Sigma-Aldrich /
DMS0 =009 0 376855 I50ML STBK2952 15.2.2024
PEG-folaatii
referenssi GMP-laatu ABXSTT15.0100 20200701 372021
3.3.2. Liuokset ja ndytteet
Livckszet valmistettiin validointisuunnitelman mukaisesti.
¢{PEG-folaatti c{PEG-fo- )
Liuos/niyte prekursori) laatti) | Valmistus-
[ug/mi] [ug/mi] paiva
2 Prekursorin kantalivos 2000 - 2042022
3 Prekursorin laimennos 100 100 2042022
4 Referenssin laimennos L1 - 10 11.4.2022
g Referenszin laimennos L2 - 5 11.4.2022
] Referenssin laimennos L3 - 1 11.4.2022
7 Referenssin kantaliuos - 1000 2422022
] Referenssin laimennos - 100 842022
g ["“*FIPEG-folaati (20FFO010TC) - - 8.4.2022
10 Referenssin ja prekursorin seos 100 100 2042022
3.4, Metodi
HPLC-menetelman  validoinnissa kaytettin_ validointizuunnitelmassa kuvatiua metedia.

Hawvainnointi tapahtui sarjaan kytkettyjen UV- ja radicaktiivisuusdetektorin avulla.

Turun AMK:n opinnaytety0 | Joel Hietaranta
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Ajolivokset: A)01 % TFA, H:O ja B)D,1 % TFA, HO
Virtausnopeus: 1.0 mL/min
Aallonpituus: 254 nm

Gradientti:
0 min TT%A 23%B
11 min 55 %A 45 %B
11.40 min TT% A 23%B
13.00 min TT%A 23%B

4, TULOSTEN KASITTELY

4.1. Yleista

Tahan validointiin lithywat yksityiskohtaizet tydvaiheet kuten livosten valmistus, laimennckset ja
kaytetyt laitteet on kigattu laborateriopaivakirjaan (Joel Hietaranta).

4.2, Elektronizen tiedon ja raakadatan kasittely

Kunkin HPLC-ajon elektroninen data tallennettiin kaytettavan HPLC-systeemin fietokoneen muis-
fiin yksildidylla tiedostonimella. Tiedostonimi, analysointipaivamaara ja kellonaika tulostuivat au-
tomaattisesti.

4.3. Tulosten kasittely

Tassa validoinnissa saadut ensisijaiset tulokset on keratty taman raporin validoinnin tulokset osi-
oon (kappale §). Tulesten tarkastelu ja pohdinta on kirjattu kappaleeseen 3.

5. HYVAKSYMISKRITEERIT

Menetelmalle on asetettu seuraavat hyvaksymiskriteert validointisuunnitelmassa:
+ |dentifikaatio (UV- ja RA-detektor): L(RA) =1,(UV) £ 0.3 min
¢+ Spesifisyys (UV- ja RA-detektori): Rescluutiotekija (Rs) = 1.5
+ Toteamizraja (UV-detektor): Signal-to-noise = 3

[ VALIDOINNIN TULOKSET

6.1. Tuotteen identificinti ({5) radicaktiivizuus- ja UV-detektoreilla

Tuocte identificitiin vertaamalla RA-detektorin kromatogrammin paapiikin retentioaikaa referenssi-
livoksen (referenssin laimennos, liuos 12, kappale 3.3.2.) retenticaikaan UV-kromatogrammissa.
Identifioinnissa kaytettiin kromatogrammeja synteesista "22FFO010TC".

Hywaksyja
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& +
/ FEG-TDIH_H_"II ref- [15FIPEG_fD|ﬂaﬂj
erenssiliuos
£ [min] 623 613
- — ([ *FIPEG-folaatti) =
Hyviksymisraja: MiA t,(PEG-folaaiti) + 0.3 min
Tulos M/A Hyviksytty
Liite / sivut 1/1-4
Huomioita: -

6.2. Spesifisyys (UV-detektori)

Spesifisyys maaritettiin prekursorille ja tuctteelle synteesin "22FFO010TC” reaktioliuoksen UW-
kromatogrammista ja lisavksena validointisuunnitelmaan myds tuolteelle  synieesin
"XZ2FFO0MOTC” puhdistetun lopputuctteen UV -kromatogrammista laskemalla resoluutiotekija (R}
kaavalla:

p - 2Rz — tR1)
BT w4+ W

tz = retentioaika tai matka signaalin huipun kohdalta pohjaviivaa pitkin injektiokohtaan (f; = ts,).
w = piikin pohjaleveys (USP width).

LabSolutuons-ohjelma laskee R, arvol yvlla olevan kaavan mukaan.

Spesifisyys prekursecrille reakficlivoksesta (22FFO0M10TC):

o PEG-folaatti —_
Edeltiva piikki prekursori Seuraava piikki
f [min] 265 3.64 11.77
R 0.5 - 4.1
Hyvaksymisraja HIA =1.5 =1.5
Tulos NiA Hyvaksytty Hyvaksytty
Liite / sivut 21
Huomioita: -
Spesifisyys tuotieelle reakficlivcksesta (22FFO010TC):
Hywaksyja
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Edeltivi piikki PEG-folaatti Seuraava piikki

t= [min] 5.72 6.13 7.75
R - 226 573
Hywvaksymisraja [RIFaN =1.5 =1.5
Tulos N/A Hyvaksytty Hyvaksytty*
Liite / sivut 21
Huomioita:

6.3. Toteamisraja (UV-detektori)
Menetelman LOD maaritettin PEG-folaatin referenssille kayttaen laimennosliveksia L1 - L3.

Toteamisraja referenssille:

L1 L2 L3
Konsentraatio 10 pg/mi S ug/mil 1 ug/mil
SN 1.17 1.81 9.47
Hywvaksymisraja =3 =3 =3
Tulos Hyviksytty Hyvaksytty Hyvaksytty
Liite: / sivut 3/1.47

Huomiocita: Toleamisraja maaritettiin 1 pg/ml - laimennokselle. Tulokseksi tuli
0,07 pg/mi

6.4. Spesifisyys (RA-detektori)

Spesifisyys maaritettiin tuotieelle synteesin "22FFO010TCT reakticlivcksen RA-kromatogram-
mista laskemalla resoluutictekija (Rs) kaavalla:

2(tps — tra)
Ry=————
wy + ws
1 = retentioaika tai matka signaalin huipun kohdalta pohjaviivaa pitkin injektiokohtaan (i = 1)
w = piikin pohjaleveys (USP width).

LabSclutions-ohjelma laskee R, arvot ylla olevan kaavan mukaan

Spesifisyys tuotieells:

Edeltivad piikki [*FIPEG-folaatti | Seuraava piikki

f= [min] 3.02 6.13 6.59
R= 6.3 10,12 2.05
Hywvaksymisraja MIA =1.5 =1.5
Tulos NiA Hyvaksytty Hyvaksytty
Liite: ! sivu 212
Huomioita: -

Hywaksyja
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6.5. Toteamisraja (RA-detektori)

Tutkitiujen naytteiden

Liite 2(7)

radioaktiivisuudet olivat radioakfiivisuusdetekiorin  toteamisrajaa
korkeampia ja laitteiston lineaarizen vasteen alueella.

T. VALIDOINTIIN LITTYVAT DOKUMENTIT, LYHENTEET JA LITTEET

7.1. Dokumentit

«  VMP, Validation Master Plan, version 11

«  S0P7466, Analyysimenetelmien validointi, versio 4

« Validoinfisuunnitelma, [ *FJPEG-folaatin toteamisessa sek3 pitoisuuden ja radiokemiallisen
puhtauden maarittamisessa kaytettavan radioHPLC-menetelman validointi
¢«  HPLC kromatogrammit erasta 2Z2FFO010TC ja enllisista validoinfireferenssiajoista

7.2. Lyhenteet

LabSolutions = Mestekromatografialaitteiston kontrolli- ja laskuchjelma

HPLC = Korkean erotuskyvyn nestekromatografia

LOD = Limit of Detection, toteamisraja
RA-detektori = Radioakfiivisuusdetekiori

F. = Rescluutictekija

S0P = standard operation procedure
U -detektori = Uliraviolettidetektori

VMP = Validation master plan

7.3. Liitteet

LA

Liite 1: Identifikaation HFLC-kromatogrammit, 2 sivua
Liite 2: Spesifisyyden HPLC-kromatogrammit (22FFO010TC), 1 sivu
Liite 3: Toteamisrajan HPLC-kromatogrammit (L1-L3 validointireferenssit), 1 sivu

a. TULOSTEN TARKASTELU, JOHTOPAATOKSET JA SUOSITUKSET

Valideitu [“F]JPEG-folaatin analyysimenetelm3 soveliuu sile  suunniteltuun

kayttotarkoitukseen.
Raportin laatija: Allekirjoitus Paivamaara

Joel Hietaranta
Tarkastaja: Allekirjoitus Paivamaara

Sarita Forsback

9. RAPORTIN HYVAKSYNTA

Tahan validointiraporttiin keotut fulckset oscittavat menetelman clevan sopiva sille aicttuun

kayttotarkoitukseen kohdan & paatelmat huomiciden.

Turun AMK:n opinnaytety0 | Joel Hietaranta
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Hywvaksyja:

Allekirjoitus:

Paivamaara:

Riikka Kivela
GMP Q4
TYKS, sairaala-apteekki

10.  VERSIOHISTORIA

Versio 1, uusi dokumenii

Turun AMK:n opinnaytety0 | Joel Hietaranta
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['8F]PEG-folaatin analyysitulokset

HPLC Analysis Report

Acquired by: Date:
Sample Mame . sample

Sample ID : 2Z2FFO0M0TC

Data Filename s sample 22FFO010TC_001.led
Method Filename : PEG-folate lem

Batch Filename  : folate.lch

Vial # 112

Injection Volume 20 ul

Date Acquired  OBI04/2022 12:55:09

Date Processed : 27/04/2022 15:04:22

Sample Type
LauePe
Acquired by
Processed by

Liite 3(1)

4272022 3:34:24 PM Page 1/ 2

: lilnkncwn

Systemn Administrator
. Systern Administrator

Instrument Mame

System Configuration

: HPLC sy=tem 12

==Column>=
Column Name - Jupiter 4u Proteo 904
Calurnn ID  00G-4386-E0
UV chromatogram
my
=~ U Channel 1 254nm|
1000+ &
o™~
750
500
250+
@ =
| | B % ¢ 8
Lor 2 P -
0
ML 1 1 1 LI Ll 1
00 2.5 5.0 75 10.0 125 15.0 17.56 200
min
UV Peak Table
UV Channel 1 254nm
Freak#] Mame Rel. Time Area Helght
i 2537 10171865 1028333
2| PEG-Folate precursor 3.696 3196 32
3 3.069 36003 2114
4 5.721 2041 413
5| PEG-Folate 6.126 02361 4844
B 7T.753 7726 573
T 13.837 3352 402
Total 10317534 | 1038089

ChLabSolutions\Data\Folate\Results\22FFO010TC\Synthesis data\sample 22FFO010TC_001 lcd
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Uy Channel 1 254nm
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HETI2022 3:34:24 PM Page 2/ 2

Peak# Name Ret. Time | Resolution(USP)  [USP Width SN Detection Limit
1 2 537 - 0.251[ 15702 22 -1
2 | PEG-Folate precursor 3.696 - - 4.76 0.00
3 3.969 - 0.405 32.24 -1
4 5721 5.398 0.143 6.30 -1
5| PEG-Folate 6126 2 266 0.214 75.38 0.00
[ 7.753 5.775 0.349 8.75 -1
7 13.837 20.921 0.232 6.13 -1
Tata
RA chromatogram
my
= TADT
e
40014
o
300 =
200
g
1004 - =
B 8 g
o AW L -
0 SI 1IIZ| II5 Z:CI
min
RA Peak Table
ADN
Peak# Mame Ret. Time Area Heighi
1 3.018 3351426 260728
2 |[18F]Folate 6.183 5019834 ABB0AT
3 6.590 151601 26299
4 6.897 TE1226 56340
5 7671 S6R4T 19512
B 11.251 48410 21807
7 13.045 484189 20110
Total 9497762 912892
(k]
Paak Mame Ret Time | Resolution(USP) USP Width SN Detection Limit
1 3.019 -1 0.364| 6642474 -
2 |[18F]Folate 6.183 10.120 0.261] 119255.53 0.00
3 6.590 2048 0.137 6700.20 -
- 6.897 1.613 0.243] 2454425 -
5 7671 4.387 0.110 4470.89 -
[i] 11.251 42.893 0.057 5555.59 -
7 13.045 28.929 0.067 512347 -
Tonal

C:\LabSelutions\Data\Folate\Results\22FF 0010 TC\Synthesis data\sample_22FFO010TC_001.led
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Referenssin valilaimennoksen analyysitulokset

42712022 3:37:58 PM Page 1/2

HPLC Analysis Report

Acquired by: Date:

Sample Name s ref

Sample ID : Z2FFO010TC

Data Filename crefl 22FFO010TC_001 led
Method Filename : PEG-folate lcm

Batch Filename folate.lcb

Vial # 111 Eagnel:ue Type : Standard

Injection Volume 20 ulL Le 1

Date Acquired 1 0B/04/2022 10:58:43 Acquired by : System Adminkstrator
Date Processed  : 08/04/2022 14:47:33 Processed by : System Adminkstrator

System Configuration
Instrument Mame : HPLC system 12

<=Column==
Column Name - Jupiter 4u Proteo 904
Calumn ID - 00G-4396-E0

UV chromatogram

mi
rﬁ UV Channel 1 254nm
w
150+
100+
50-]
e
a‘z 2
; i\ (e = -_
00 2.|5 I E.IIZI ?!5 1|JI.E| I 12|.5I 15:.& I1]'I.5 ZQI.{J I
min
UV Peak Table
UV Channel 1 254nm
Paak Mame Ret. Time Arga Hexighit
1 5719 2316 321
2 65.026 21301 4469
3 |PEG-Folate 6.237 1003026 182360
[l 6.708 1886 380
5 6.5947 48299 BEST
[ 7.4584 1801 310
Tetal 1078629 196506
UV Channel 1 254nm
Peakd Mama Ret. Tima | Resolutien{USP) USP Width SN Detection Limit
1 5.719 - 0.183 0.57 -
2 6.026 1.826 0.143 B8.02 -]
3| PEG-Folate B6.237 1.407 0.158 327.09 0.00

CiLabSolutions\Data\Folate\Results\ 22 FFO010TC\Reference data\refl 22FFO010TC_001 led
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Peak# Mame Rel. Time | Resoluticn{USP) USP Width SN Detection Limit
- 6.708 3.109 0.145 0.70 -
5 6.947 1.558 0.162 15.53 -
[ 74594 3.334 0.167 0.56 -
Total

C:\LabSolutions\Data\Folate\Resulte\22FFO010TC\Reference datavref 22FFO010TC_001 . lcd
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Standardilaimennoksen (1 ug/ml) analyysitulokset

412772022 3:4218PM Page 1/3

HPLC Analysis Report

Acquired by: Date:
Sample Name s ref 1 ugiml
Sample 1D . Ref laim

Data Filenarme s ref 1 ugSml_Ref laim_001.lcd
Method Filename @ PEG-folate Tom
Batch Filename folate.lcb

Vial # c1-4 Savr'gl.ﬂe Type : Standard

Injection Volume 20 ul Le 1

Date Acqguired 110472022 14:10:47 Acquired by : System Adminkstrator
Date Processed  : 27/04/2022 15:47:40 Processed by . System Adminkstrator

System Configuration
Instrument Mame : HPLC system 12

=<Caolumn==
Colurmn Name : Jupiter 4u Proteo 904
Colurnn 1D : 00G-4396-E0

UV chromatogram

my
w z [0 Channeg 254nm|
= o
14 - E
g! (]
u_
-1
L] Ll T L L
0.0 25 50 7.5 10,0 12.5
min
UV Peak Table
UV Channel 1 254nm
Paak# Name Ret. Time Area Height Conc. Unit Resolution{UISP)
1 1.941 BO59 584( 0.000 -
2 2.376 4372 804 0.000 1.783
3 2.582 4187 588 0.000 -1
4 2803 18659 1935| 0.000 -
5 3424 18581 973 0.000 1.229
6 [PEG-Folate preci 35T 2017 961 [ -2.596 [pg/mL 0.187
7 3785 12727 1393| 0.000 0.365
B |PEG-Folate 6.081 BO93 1261 1.034 [pg/mL 9.469
9 11.782 3024 463 0.000 28.584
Total 90419 8973
] 2 254nm
Poaki Mame [Ret. Time]  Area | Height [ Conc. [ Unit | ResolutionfUSP) |
[ 1] [ 1,939 BO46] 586] 0.000] -]

CiLabSolutions\Data\Folate\Results\Folate laimennokseti11.4.22 laimennosten uloksetiref 1 ug$ml_Ref laim_001.lcd
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Preak# Mame Ret. Time Area Hedght Conc. Unit Resolution{USP)
2 2.375 4373 BOG| 0.000 1.787
3 2 582 4170 591 0.000 —
4 2.802 18292 1914 0.000 —
5 3423 19654 972|  0.000 1.233
[ 3.570 8015 963 0.000 0.186
7 3784 12719 1396 0.000 0.365
8 6.080 9039 1260 0.000 9.454
9 11.782 4001 463|  0.000 28.492
Tatal 90208 8951
ADA
F'eak#I Mame iRet. TlmeI Area I Height I Conc. | Unit I Resolution{USP) I
Tolal

CiLabSolutions\Data\Folate\Results\Folate lamennokset\11.4.22 laimennosten tuloksetiref 1 ug®ml_Ref laim_001 lcd
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Referenssin laimennosten standardisuora

42712022 3:4918 PM Page 3/3

Calibration Curve

D -1

Name - PEG-Folate
Chmaniiative Method - External Standard
Function =BT 12 371 E 6265

Rrl =h999929] Rr2-0999858] RSS-4.380045¢+005
MeanRF: 8.776203c+003 RFSD: 1.995703+02 RFRSD: 2273004
FitType - Linzar
FemThrough - Mot Through
Weighted Regression - Kone
Detecior Name U

Arca
[*10°4]
o0

] Conc.(Batia) Alean Aren

1 EERE]
5 43004
1] kT E

EEE

LA

L

0
0.0 0z o4 0.6 0.8 1.0 1.2

Cone. [*10#1]

CoiLabSolutions\DatalFolate\Results\Folate laimennokseti11.4.22 lamennosten wloksetiref 1 ug®ml_Ref laim_001.led
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