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Teimme projektiluontoisen opinnaytetydmme tilaustyéna Oulun yliopistollisen
sairaalan Isotooppiosastolle. Osastolla otetaan kayttdon uusi radiolaake, ®Ga-
dotanoc. Opinnaytetydomme oli osa radioladkkeen laadunvarmistusprosessia.
Laadunvarmistuksessa kaytettavat kromatografiamenetelmat olivat henkilékun-
nalle uusia, joten he tarvitsivat niita kasittelevan perehdytysmateriaalin. Pereh-
dytysmateriaali tukee tyontekijoiden perehtymista uuden radiolaakkeen laadun-
varmistukseen ja laadunvarmistuksessa kaytettdvin HPLC- ja TLC-
kromatografiamenetelmiin.

Perehdyimme opinnaytetydprosessin aikana °®Ga-dotanoc-radiolddkkeen laa-
tuun ja kaytettavien kromatografiamenetelmien periaatteisiin. Kromatografisilla
menetelmilla tutkitaan yhdisteen leimautuvuus eli radiokemiallinen puhtaus, joka
on GMP-sdadosten mukaan maaritettdva kahdella toisistaan riippumattomalla
laitteistolla. Radiold&kkeen laatuun kuuluu my6s kemiallinen- ja mikrobiologinen
puhtaus seka pyrogeenittémyyden tutkiminen.

Otimme selvaa myos perehdytysmateriaalin laadusta ja ohjeistavan tekstin kir-
joittamisesta. Suunnittelimme materiaalin yhteistydssa isotooppiosaston henki-
l6kunnan kanssa. Materiaalin toivottiin olevan selkea ja helppokayttdinen. Hen-
kilokunnan toiveiden pohjalta paatimme tehd& materiaalin séhkdiseen muotoon,
jotta henkildkunta voi jatkossa muokata materiaalia tarpeittensa mukaan.

Perehdytysmateriaali oli koekaytdssa osastolla, jolloin henkilokunta sai antaa
palautetta materiaalista. Palaute kasiteltiin ohjaajien kanssa, ja saamamme pa-
lautteen perusteella muokkasimme ja viimeistelimme materiaalia.
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Department of Nuclear medicine in Oulu university hospital is introducing the
new nuclear medicine, ®®Ga-dotanoc. Our Bachelor's Thesis was part of the
quality assurance process of this nuclear medicine. Available methods for
quality assurance were new for the staff. Therefore they needed orientation
material for these methods.

The goal of our Bachelor's Thesis was to create clear and easy-to-use
orientation material for quality assurance of ®®Ga-dotanoc especially two availa-
ble chromatography methods, TLC and HPLC.

During of our Bachelor's Thesis process we researched principles of chroma-
tography methods and quality of ®®Ga-dotanoc nuclear medicine. Quality of nu-
clear medicine consists of the radiochemical, chemical and microbiological puri-
ty and existence of pyrogenous. We also researched how to create high-quality
and easy-to-use material and we planned the material together with the staff of
Department of Nuclear medicine. We decided to do electronic orientation mate-
rial for better editing possibilities.

Orientation material was tested by staff of Department of Nuclear medicine.
Staff was able to give written feedback of the material during the testing. We re-
ceived positive feedback and some improvement ideas. We edited and finalized
the material with the help of the feedback we had.
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1 JOHDANTO

Opinnaytetydndmme teimme perehdytysmateriaalin ®®Ga-Dotanoc radiol&&k-
keen laadusta ja TLC- ja HPLC-menetelmien kaytosta laadunvarmistuksesta.
Perehdytysmateriaali on suunnattu Oulun yliopistollisen sairaalan (OYS) iso-

tooppiosaston tyontekijoille.

OYS:n isotooppiosastolla ollaan ottamassa kayttoéén uutta radiolagketta. *®Ga-
Dotanoc radiolaakettd kaytetd&n neuroendokriinisten kasvainten PET-
kuvauksessa. Uusi radiolaéke otetaan kayttooén korvaamaan kyseisten kasvain-
ten kuvantamisessa aikaisemmin kaytetty **!Indium-oktreotidi -radiolagke, jonka

kaytto oli kuvantamisessa epaspesifisempi ja potilaan kannalta vaativampi.

Koska radioldékkeet on tarkoitettu ihmisille, on tiukka laaduntarkkailu tarkeaa
(Korpela, 2004. 233). ®®Ga- Dotanoc radiolaakeaineen laatua tarkkaillaan kor-
kean erotuskyvyn nestekromatografia ja ohutkerroskromatografia menetelmilla,
joilla varmistetaan radioldékeyhdisteen leimauksen onnistuminen ja yhdisteen
puhtaus. Laadunvarmistus tehdaan kahdella menetelmélla, koska GMP-
saadosten (Good Manufacturing Practice) mukaan tuotteen téarkein ominaisuus,
tassa tapauksessa radiokemiallinen puhtaus, on maéaaritettava kahdella toisis-
taan riippumattomalla menetelmalla (Pharmacists Pharma Journal, 2010). Li-
saksi kumpikaan menetelma yksin ei pysty havaitsemaan kaikkia mahdollisia
epapuhtauksia radioladkkeessa. Perehdytysmateriaalin tarkoituksena on avata
kromatografisten menetelmien toimintaperiaatteet ja radiolddkkeen leimauksen

perusteet.

Osastolla on menossa radioladkkeen valmistuksen ja laadunvarmistusmene-
telmien sisaénajoprosessi ja opinndytetydmme on osa tata prosessia. Perehdy-
tysmateriaali on tukemassa osaston tyontekijoiden perehtymistd kromatografis-
ten laitteiden seka leimauslaitteiston toimintaperiaatteisiin ja kayttéén laadun-
varmistuksessa. Materiaali antaa tyontekijoille myos kokonaiskuvan radiolaak-

keen laadusta.



Opinnaytetydmme valittomana tavoitteena oli luoda laadukas perehdytysma-
teriaali tukemaan OYS:n isotooppiosaston henkilokunnan perehtymista TLC ja
HPLC menetelmien toimintaperiaatteisiin ja niiden kayttéon **Ga-Dotanoc radio-

ladkkeen laadunvarmistuksessa.

Kehitystavoitteena oli tuottaa perehdytysmateriaali, jonka avulla isotooppi-
osaston henkilékunta saa tietoa kromatografialaitteistojen toiminnasta ja raken-
teista. Kun henkilokunta ymmartaa laitteiston toiminnan osana laadunvarmis-
tusprosessia, paranee samalla radioldékkeenvalmistusprosessin laatu. Laadu-
kas radiolaékkeen tuotanto parantaa osaltaan potilasturvallisuutta.

Oppimistavoitteenamme oli oppia toimimaan osana moniammatillista tyéyh-
teisba ja saada kokemusta ammatillisen oppimateriaalin tuottamisesta. Valit-
simme opinnaytetybaiheen oman ammatillisen kehittymisen vuoksi. Opinnayte-
tyoprosessissa syvensimme omaa ammatillista osaamistamme isotooppilaake-

tieteesta ja kromatografiamenetelmista.



2 PROJEKTIN SUUNNITTELU

2.1 Projektiorganisaatio

Projektin suunnittelu lahtee kayntiin projektiorganisaation maarittelylla. Projekti-
organisaatiossa on selkeasti maaritelty projektin eri osapuolten vastuut ja tehta-

vat (Silfverberg 2007, 98). Organisaatioon kuuluu projektiryhma ja ohjausryhma.

Toimeksiantaja:
OYS Isotooppiosasto Fyysikko
Pentti Torniainen

Projektiryhma:
Bioanalyytikko-opiskelijat
Henna Impola
Marjo Isopoussu

) I
Ohjausryhm: Tukiryhma: Bioanalyytikko-
Lehtori Paula Reponen opiskelijat Lassi Kinnunen ja
Tuntiopettaja Outi Makitalo Tuomas Moilanen

Fyysikko Pentti Torniainen

Laboratoriohoitaja Aira Karjalainen
Fyysikko Anna-Leena Manninen

KUVIO 1. Projektiorganisaatiokaavio

Projektin toimeksiantajana toimi OYS:n isotooppiosasto, jossa yhdyshenkilona
ja siséllén ohjaajana toimivat fyysikko Pentti Torniainen ja laboratoriohoitaja Ai-
ra Karjalainen. Projektin toimeksiantaja ei varsinaisesti kuulu projektiorganisaa-
tioon, mutta hyvan lopputuloksen kannalta hanen olisi hyva olla osana ohjaus-
ryhmé&é (Ruuska, 1997. 82). Toimeksiantaja toimii ohjausryhméassé usein asiak-

kaan edustajana.



Varsinainen projektiryhm& koostui tasa-arvoisesta tyoparista, johon kuuluivat
bioanalyytikko-opiskelijat Henna Impola ja Marjo Isopoussu. Projektiryhmé on
vastuussa projektin kaytdnnon toteutuksesta ja sen jokaisella jasenella on omat
vastuualueensa (Ruuska, 1997. 95, 108).

Ohjausryhman muodostivat lehtori Paula Reponen seka tuntiopettaja Outi Maki-
talo Oulun ammattikorkeakoulun bioanalytiikan koulutusohjelmasta. Ohjaus-
ryhmén tehtavané on valvoa projektin edistymista ja arvioida sen tuloksia (Silf-
verberg 2007, 98).

Maarittelimme projektille myos tukirynman. Tukiryhmaan kuuluivat OYS:n iso-
tooppiosaston laboratoriohoitaja Aira Karjalainen seka fyysikko Anna-Leena
Manninen. Lisdksi tukiryhmaan kuuluivat bioanalyytikko-opiskelijat Lassi Kinnu-
nen ja Tuomas Moilanen, jotka opponoivat opinndytetydmme niin suunnitelma-

vaiheessa kuin valmiina tyona.

2.2 Projektin ideointi ja suunnittelu

Projekti lahti kayntiin syksylla 2013 aiheen valinnalla. OYS:n isotooppiosaston
fyysikko Anna-Leena Manninen esitti meille opinnaytetyén aiheeksi perehdy-
tysmateriaalin tuottamista uuden radioladkkeen laadunvarmistuksesta. Keskus-
telimme osaston henkilokunnan kanssa heidan toiveistaan perehdytysmateriaa-

lin suhteen.

Aloimme koota aiheesta tietoperustaa ja teimme tarkan projektisuunnitelman
kevaalla 2014, jotka esittelimme ohjaaville opettajille, opponenteille ja ryhmalai-
sille helmikuussa 2014. Projektisuunnitelman tarkoituksena on tukea projektin
seurantaa ja kuvata, milla keinoin paastaan haluttuun lopputulokseen (Ruuska,
1997. 116). Tietoperustan kokoaminen auttoi hahmottamaan projektia kokonai-
suutena ja suunnitelma selkeytti ajatuksia projektin kulusta ja auttoi aikataulut-
tamaan tyoskentelyd. Yhteistydsopimukset teimme koulun ja OYS:n kanssa
huhtikuussa 2014. Taman jalkeen aloimme tydstad perehdytysmateriaalia toi-

meksiantajan toiveiden pohjalta.



3 RADIOLAAKKEEN LAATU

Isotooppihoitojen ja -kuvausten tulosten maksimoimiseksi radionuklideja kayte-
taan harvoin niiden yksinkertaisimmassa kemiallisessa muodossa, vaan ne liite-
taan biokemiallisilta, fysiologisilta tai metabolisilta ominaisuuksiltaan sopiviin
kemiallisiin yhdisteisiin. Syntyvaa yhdistetta nimitetdan radiolaakkeeksi. Tarkoi-
tuksena on luoda yhdiste, joka hakeutuu mahdollisimman selektiivisesti tutkitta-
vaan kudokseen tai elimeen. Tama vaikuttaa merkittavasti varsinkin hoidoissa
kaytettavien sateilyannosten maarittamisessa ja sita kautta koko kehon sateily-
rasitukseen. (Korpela, 2004. 228.)

Sateilylain toisen pykalan oikeutusperiaatteen mukaan sateilyn kaytosta saata-
van hyddyn on oltava suurempi kuin siita aiheutuvan haitan, mink& vuoksi radio-
ladkkeiden laaduntarkkailuun Kiinnitetddn suuresti huomiota (FINLEX,
17.02.2014). Radiolaakkeen leimauksen onnistumisen eli halutun yhdisteen
muodostumisen ja potilaalle haittaa aiheuttavien epépuhtauksien, kuten mikro-
bien, selvittdminen on tarke& osa radiolaékkeiden laadunvarmistusta. (Korpela,
2004. 229, 242, 243.)

3.1 %Ga-Dotanoc -radiolaske

Tytarnuklidi ®®Ga syntyy generaattorissa emanuklidi ®*Ge hajonnan tuotteena.
®8Ge on sidottu generaattorin lasikolonnissa olevaan titaanioksidiin, josta synty-
va tytarnuklidi eluoidaan 0,05 M suolahappoliuokseen. Eluointi perustuu sellai-
sen liuottimen kayttdon, johon tytarnuklidi liukenee, mutta emonuklidi ei. Nain
ollen eluoitu liuos siséltdd ainoastaan emonuklidin hajoamistuotteena syntyneita
tytarnuklideja. ®®Ge/®®Ga- generaattorissa ei ole lainkaan metallisia osia, jotka
voisivat kulkeutua eluaattiin aiheuttaen epapuhtauden liuokseen. (ITG, Isotope
Technologies Garching, 2012.)®®Ga puoliintumisaika on 68 minuuttia, mika tar-
koittaa, ettd syntyneessa eluaatissa on aktiivisen metaboliitin lisksi tytarnukli-
din hajoamistuotteita ®°Ga (60,1%) ja °®zZn (ITG,2012), joiden puoliintumisajat
ovat pitkia ja ne lasketaan ndin ollen stabiileiksi, mutta jadvat epépuhtautena
liuokseen. (Ahonen, 7.5.2010).
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®Ga voidaan leimata useita erilaisia merkkiaineita, kuten peptideja, oligopepti-
deja, proteiineja tai vasta-aineita. Nain ollen ®®Ga soveltuu hyvin eri tautitilojen,
erityisesti erilaistuneiden neuroendokriinisten kasvainten kuvantamiseen. Myos
Gep- tuumoreiden (gastroenteropankreaattinen), pienisoluinen keuhkosyodvan ja
medullaarinen kilpirauhassyévan kuvauksissa on saatu hyvia tuloksia. Tuleh-
dussairauksien diagnostiikassa ®®Ga- kloridisuola tai -sitraatti on osoittautunut
hyvaksi avuksi. Kliinisessa potilastydssad on saatu hyvia tuloksia erilaisten tu-
lehdussairauksien diagnostiikassa seka osteomyeliitin ja valilevyn tulehduksen
antibioottihoidon vasteen arvioinnissa.(Ahonen, 7.5.2010.)

Dotanoc-yhdiste on ABX (Advanced Biochemical Compounds)-yrityksen valmis-
tama spesifisesti somatostatiini- reseptoreihin kiinnittyva peptidi. Yhdiste toimi-
tetaan kuivapakasteena, josta liuotuksen jalkeen saadaan materiaalia neljaan
erilliseen synteesiin. Liuotettuna yhdiste sailyy pakastimessa, joten synteesiker-
toja voi jakaa useammalle paivalle. Dotanoc- yhdiste ja ®®Ga- radionuklidi liite-

ta&n toimivaksi radiolddkkeeksi osastolla ennen potilaalle injektointia (kuva 3).

®8Ga- Dotanoc radioladke otetaan isotooppiosastolla kayttoon korvaamaan ai-
emmin kaytetty indiumiii-oktreotidi- radioladke. **!In-radionuklidi ja merkkiaine
oktreotidi ovat tulleet valmiina isotooppiosastolle, jossa ne on yhdistetty valmiik-
si radioladkkeeksi, kun taas °®Ga-radionuklidi voidaan syntetisoida isotooppi-
osastolla Ge-generaattorista. Tama helpottaa radioladkkeen saatavuutta, silla
radionuklidia ei tarvitse tilata. ®®Ga-Dotanoc -radiolagke on kuvauksen ja poti-
laan kannalta luotettavampi ja helpompi vaihtoehto kuin **!In-oktreotidi — radio-
laake. Kun *!Indium-oktreotidi injisoidaan potilaalle, voidaan potilas kuvata vas-
ta seuraavana paivana. Mahdollisesti kuvia taytyy ottaa viela kolmantenakin
paivana, nain ollen kuvaustapahtuma kestaa usein 2-3 paivaa. Lisaksi potilaan
on kaytettava ennen kuvaukseen tuloa suolen toimintaa edistavia ladkkeita ja
kaytava sisatautiosastolla vesiperaruiskeessa, jotta suolisto olisi tyhja ennen
kuvausta. *Indium-oktreotidi -radiolaske poistuu elimistosta virtsan liséksi
ulosteeseen, jolloin epéataydellisesti tyhjentynyt suoli vaikuttaisi negatiivisesti

kuvan laatuun.
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®Ga-Dotanoc -radiolaékkeella kuvattaessa kuvaus voidaan tehda jo tunnin ku-
luttua laakkeen injektiosta. Tama helpottaa seké potilasta etta hoitohenkilokun-
taa. Puoliintumisaikakin on ®Ga:lla huomattavasti lyhyempi (68min) kuin
Mn:lla (3vrk). Vaikka ®Ga:n energia 511keV on suurempi kuin ***In:n, voidaan
puoliintumisajan perusteella ajatella, ettéa potilaalle aiheutuva saderasitus on
pienempi kéytettdessa ®Ga kuin **'In. (Makela, 2013.)
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KUVA 1. ®®Ga-Dotanoc. (www.ABX.de Hakupéaiva 16.02.2014)
3.2 Kemiallisen yhdisteen leimaus

Radioladke muodostetaan leimaamalla kemiallinen yhdiste radioaktiivisella iso-
toopilla. Leimaus suoritetaan ITG:n leimaus-laitteistolla, johon on liitetty
®8Ge/*®Ga-generaattori. Generaattoriin ruiskutetaan manuaalisesti 0,05 M suo-
lahappoa, joka eluoi generaattorin kolonnista ®®Ga. Eluaatti kulkeutuu letkua pit-
kin reaktioastiaan, jossa siihen yhdistetddn Dotanoc-peptidiyhdiste. Dotanoc
yhdistyy epaspesifisesti kaikkien metallien kanssa, minka vuoksi muiden metal-
lien kontaminaatio pyritadn valttdmaan kaikin keinoin. Reaktioastia kuumenne-
taan 100 asteeseen tasan 10 minuutiksi, jonka jalkeen reaktio pysaytetaan. Yh-
diste siirretaan letkustoa pitkin SEP PAK-pylvaskromatogrammin kautta jateas-
tiaan. Leimautunut ®®Ga-Dotanoc radiolaske jaa kiinni pylvaskromatogrammiin,
josta se eluoidaan irti 10 % etanolilla. Valmis tuote tarkastetaan visuaalisesti
ennen kromatografista laadunvarmistusta. Tuotteen on oltava kirkasta ja vari-
tonta, eika siina saa olla silmin havaittavia partikkeleita. Tuotteen sameus voi ol-
la merkki kontaminaatiosta tai leimauksen epaonnistumisesta. (Karjalainen,
2013.)
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3.3 Laatukriteerit

Radiolaakkeen puhtauteen vaikuttavat useat tekijat. Eluointiliuoksen aktiivisen
metaboliitin osuus on ottohetkella >80 %, loppuosa muodostuu inaktiivisista
®Ga hajoamistuotteista. (ITG, 2012.) Onnistuneessa leimauksessa leimaantu-
vuusprosentti on yli 90 %, joissakin tapauksissa jopa yli 99 %. Generaattorin
pintamateriaalien kontaminaatio tai mahdollinen liukeneminen eluaattiin vaikut-
taa yhdisteen kemialliseen puhtauteen ja steriilisyyteen. Steriilisyyden lisaksi
yhdiste voi siséltaa inmiselle kuumeen aiheuttavia aineita eli pyrogeenisia ainei-
ta. Yhdisteen mikrobiologiseen puhtauteen vaikuttavat pintakontaminaatio ja

tyontekijoiden aseptinen tydskentelytapa. (Korpela, 2004.)

Yhdisteen radionuklidiseen puhtauteen vaikuttavat aktiivisen metaboliitin inaktii-
viset hajoamistuotteet, toisaalta my6s emanuklidin ilmaantuvuutta yhdisteeseen
on tarkkailtava generaattorin toimivuuden vuoksi. Tytarnuklidin hajoamistuottei-
den pitoisuuksien on oltava hyvaksyttavissa rajoissa, etteivat ne hairitsisi leima-
uksen onnistumista tai aiheuttaisi potilaalle ylimaaraista sateilykuormitusta.

(Korpela, 2004. 233.; European Pharmacopoeia, 2005.)

Leimauksen onnistuminen vaikuttaa yhdisteen radiokemialliseen puhtauteen.
Radiokemiallisen puhtauden maarityksella varmistetaan, etta radiolaéke on ha-
lutussa kemiallisessa ja stabiilissa muodossa. Jotta eluaatti olisi radiokemialli-
sesti mahdollisimman puhtaassa muodossa, generaattori eluoidaan synteesia
edeltdvand paivana tai noin 4 tuntia ennen synteesid. Kemiallista puhtautta
maadritettdessa varmistetaan, etta yhdiste sisaltda vain tarkoitukseen kaytettavia
kemiallisia yhdisteitd. Esimerkkin&d yhdisteen kemiallisesta epapuhtaudesta on
mahdollinen generaattorin kolonnin eméanuklidin kiinnitysaineen liukeneminen

eluenttiin. (Korpela, 2004. 234.; European Pharmacopoeia, 2005.)

Pyrogeenit eli lipopolysakkaridit ovat rasvan ja suurimolekyylisen hiilihydraatin
muodostama molekyyli, joita on erityisesti gramnegatiivisten bakteerien ul-
kosolukalvossa. Pyrogeenit aiheuttavat ihmiselimistossa infektion aikana kuu-

meen nousua ja valkosolujen sekad verihiutaleiden laskua. (Terveysportti,
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16.02.2014.; European Pharmacopoeia, 2005) Pyrogeeneja voi olla vaikka liuos
olisikin steriilia, mink& vuoksi pyrogeenittomyys tulisi testata radioladkkeista
erikseen.(Korpela, 2004. 234.)

Mikrobiologinen puhtaus tutkitaan saanndllisesti kontaminaatioiden selvittami-
seksi. Radiofarmasiatilasta otetaan laskeumanéytteitd sabouraud- ja soija-
trypsikaani-maljoille, joilla selvitetddn ilmassa leijailevat mikrobit. Myds pdytien
pinnoilta ja tydntekijoiden sormista otetaan tasaisin véliajoin sivelynaytteet mal-
joille. Mikrobikontaminaatiot ladkkeessa kertovat kontaminaatiosta johtuen ty6-
tavoista tai menetelmien virheellisesta toiminnasta, tamén vuoksi ladkeaineen
steriilisyys tulisi tutkia erilleen. Kaytettaessa lyhytikaisia nuklideja, kuten *®Ga,
steriilisyytta ei ole mahdollista mitata jokaisella synteesikerralla. Taman vuoksi
leimausmenetelméan steriilisyys mitataan saannollisesti erikseen. (Korpela,
2004. 234.)
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4 KROMATOGRAFIAMENETELMAT

Kromatografiamenetelmilla erotellaan eri yhdisteita toisistaan. Yhdisteiden erot-
tuminen perustuu niiden erilaiseen kulkeutumiseen kromatografialaitteistossa.
Laitteistossa on aina kaksi toisiinsa liukenematonta faasia, liikkuva- ja sta-
tionaarifaasi. Nama faasit ovat vuorovaikutuksissa keskenaan. Liikkuvassa faa-
sissa olevan naytemateriaalin molekyylit tarttuvat toistuvasti eri vahvuisesti mo-
lekyylista riippuen station&arifaasiin ja irtoavat jalleen liikkuvaan faasiin. Sellai-
set molekyylit, jotka tarttuvat stationdarifaasiin heikosti, kulkevat liikkuvassa
faasissa nopeasti, kun taas sellaiset molekyylit, jotka tarttuvat voimakkaasti sta-

tiondarifaasiin, kulkevat hitaasti. (Jaarinen, 2008. 140.)

4.1 TLC-menetelma

Ohutkerroskromatografiassa (thin layer chromatography, TLC) stationdarifaasi,
yleisimmin silikageeli tai alumiinioksidi, on kiinnitetty noin 0,2 mm:n paksuiseksi
kerrokseksi lasi-, alumiini- tai muovilevylle. Nayte aplikoidaan eli naytetta laite-
taan noin 10 pg verran esimerkiksi 1 cm valein parin senttimetrin korkeudelle
levyn alareunasta. Ennen ajoa nayteliottimen annetaan haihtua. (Jaarinen,
2005. 150.) Oys:in isotooppiosastolla oli kaytdssa tasokromatografian perintei-
nen muoto, paperikromatografia, jossa stationdarifaasina toimii puhdas paperi
ja ajoliuoksena ammoniumasetaatti-metanoli-liuos (50:50). (Jaarinen, 2005.
151.)

Ajoa varten levy asetetaan ajokammioon ja eluointiliuosta (likkuva faasi) lisa-
taan kammion pohjalle niin paljon, ettd levyn alareunasta noin 1 cm on nesteen
sisalla. Kammio suljetaan ja ajokammion kaasutila sekd kromatografialevy kyl-
lastetaan eluointi- eli ajoliuoksen hoyrylla. Naytteet kulkeutuvat levyssa ajoliu-
oksen mukana kapillaari- ilmién vaikutuksesta. Ajo kestaa noin 20 minuuttia, jol-
loin liikkuvan faasin rintama on noussut noin 10 cm. Ajon jalkeen levy kuiva-
taan. Liian pitkddn kestanyt analyysi huonontaa naytteiden erotuskykya nayttei-
den laimentuessa ajoliuokseen. Naytteiden havaitsemiseksi voidaan kayttaa

monia keinoja, esimerkiksi varilliset naytteet voidaan havaita visuaalisesti. Varit-
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tobmien naytteiden ollessa kyseessé, voidaan stationdarifaasiin sisallyttaa fluo-
resoivaa yhdistetta, jolloin naytteet varjostavat levyn fluoresenssia ja erottuvat
tummana taplana UV- valossa. Jos nayte on fluoresoiva, voidaan naytteen la-
hettdma emissio havaita UV- valon avulla. Tulosten detektointi voidaan myo6s
automatisoida. (Jaarinen, 2005. 150-151.)

Radiolaakkeen laadunvarmistuksessa TLC- menetelmalla tutkitaan, onko radio-
ladkkeen leimausprosessi onnistunut. Leimautumaton gallium kulkee hitaasti le-
vylla, kun taas leimautunut ®Ga-Dotanoc liikkuu nopeammin edeten nain levylla
korkeammalle. Oys:in isotooppiosastolla kromatografialevyt tulkitaan kromato-
grafia-scannerilla, joka on liitetty tietokoneeseen, miké helpottaa tulosteiden tar-

kastelua ja mahdollistaen tulosteiden tallentamisen sahkaoisesti.

4.2 HPLC-menetelméa

Korkean erotuskyvyn nestekromatografia -menetelméa (high performance liquid
chromatography, HPLC) kaytetdan monien epéorgaanisten ja etenkin monien
suurikokoisten orgaanisten molekyylien analysoinnissa. Jotta analysointimene-
telmana voidaan kayttdd HPLC-menetelmaa, taytyy tutkittava yhdiste saada liu-
kenemaan nestemaiseen liuottimeen. Naytteessa ei saa olla yhtaan liukenemat-

tomia hiukkasia, jotta laitteisto ei tukkeutuisi. (Jaarinen, 2008. 153.)

HPLC-laitteiston rakenneosia ovat injektori, pumppu, kolonni, detektori, kapillaa-
rit ja tulostuslaitteisto eli detektori. Tutkittava nayte syttetdan injektorin kautta
korkean paineen alaisena olevaan nestefaasiin kapeisiin kapillaareihin. Ennen
naytteen syottba injektoriin varmistetaan, ettd naytteessa ei ole saostumia tai
hiukkasia, jotka voisivat tukkia laitteiston. Naytetaustan haitalliset aineet saoste-
taan sopivalla liuottimella, ja néyte sentrifugoidaan tai suodatetaan, jotta néyt-
teeseen ei jaisi hiukkasia. Kun nayte on syotetty kapillaareihin, pumppujen yll&-
pitima tasainen eluenttivirta vie naytteen mukanaan kolonniin. Kolonnissa on
tiiviisti pakattu, pienikokoisista partikkeleista koostuva stationdarifaasi. Mit& pie-
nempid ovat stationdarifaasin partikkelit, sitd suurempi on station&éarifaasin ja
nestefaasin yhteinen aktiivinen pinta-ala ja sita tehokkaampaa yhdisteiden erot-

tuminen on. Kulkiessaan kolonnin lapi, nayte jakaantuu stationaarifaasiin sitou-
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tumisen perusteella komponenteiksi, jotka kulkevat nestefaasin mukana kolon-
nin lapi detektorille. Detektori mittaa kunkin yhdisteen antamaa signaalia ajan
funktiona. Tastd muodostuu kuvaaja eli kromatogrammi. (Jaarinen, 2008. 154,
170; Mikkola, 2006.)

\ Injektori

=3 -

3 A
Pumppu
Kolonni
1
L Eluentit
A
h Detektori

KUVIO 2. HPLC-laitteiston kaaviokuva

HPLC-laitteiston eluentit eli ajoliuokset valitaan aina kolonnityypin mukaan.
Eluenttina voidaan kayttaa erilaisia orgaanisia liuottimia, puskuriliuoksia tai nai-
den seoksia. Eluenttiseoksia kaytettdessa on kuitenkin varmistettava, etta eri
eluenttikomponentit liukenevat toisiinsa. Puskuriliuoksen kaytdssa taytyy huo-
mioda, etteivat silikapohjaiset kolonnimateriaalit kesta happamia tai eméksisia
olosuhteita. Ennen kayttda eluentista tulee poistaa sakkaumat suodattamalla ja
mabhdolliset eluenttiin liuenneet kaasut esimerkiksi alipainekasittelylla. (Mikkola,
2006.)

Tasaista eluenttivirtaa laitteistossa yllapitavat yleensa teréksesta valmistetut
pumput. Pumppujen taytyy toimia pulssittomasti ja toistettavasti, jotta eluenttivir-
taus olisi tasaista kolonnin aiheuttamaa vastapainetta vastaan. Pumppuun ei
saa joutua ilmakuplia, jotta virtaus pysyisi tasaisena. (Jaarinen, 2008. 163.)

Pumput pitavat ylla painetta, joka on valttamaton analyysin onnistumisen kan-
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nalta. Jos paine laitteistossa ei nouse, nesteet eivat virtaa laitteistossa ja ana-

lyysi ei onnistu.

HPLC-laitteiston kolonni on yleensa tehty ruostumattomasta teraksesta tai poly-
eetterieetteriketonista tai terasputkeen asetetusta lasiputkesta. Kolonniputkeen
on pakattu kayttotarkoitukseen soveltuva station&arifaasi. Tavallisesti stationaa-
rifaasi on jokin epaorgaaninen oksidi, jossa on paljon vapaita hydroksyyliryhmia,
joista yleisimmin kaytetty on silika (Mikkola, 2006). Kolonnin ominaisuudet vai-
kuttavat analyysin erotuskykyyn ja nopeuteen. Lyhyemmalld kolonnilla ana-
lyysiaikakin lyhenee ja kayttamalla pienempid partikkeleita stationdarifaasissa
erotuskyky paranee. Tavallisimmin kaytetyt stationaarifaasit ovat absorptiofaa-
sit, kemiallisesti sidotut faasit seka ioninvaihtofaasit. Nestekromatografia voi-
daan jaotella myds normaali- ja kaanteisfaasikromatografiaan seka ionikroma-
tografiaan. (Riekkola, 2002. 145.)

Ennen varsinaista analyyttistd kolonnia kaytetaan usein esikolonnia. Esikolonni
kerdad naytteesta siihen jaaneet liukenemattomat ja eluoitumattomat komponen-
tit, jotka muuten jaisivat analyyttisen kolonnin alkupdahan aiheuttaen siihen tu-
koksia. Nain ollen esikolonnin kayttd lisaa merkittavasti varsinaisen kolonnin
kayttdikaa. (Jaarinen, 2008. 155.)

Normaalifaasikromatografiassa stationdarifaasi on poolisempi kuin liikkuvan
faasin eluentti, kun taas kéanteisfaasikromatografiassa tilanne on pdainvastai-
nen. Normaalifaaseista yleisimmin kaytettyja ovat silika ja alumina, jotka mo-
lemmat ovat poolisia. Liikkuvan faasin kulkiessa kolonnin I&api tutkittavan aineen
pooliset komponentit tarttuvat pooliseen station&arifaasiin ja kulkevat nain ollen
hitaammin kolonnin I&pi kuin poolittomat komponentit. Puhtaiden silikafaasien ti-
lalla on kuitenkin yleisemmin alettu kayttaa kemiallisesti sidottuja faaseja, jotka
ovat silikapohjaisia, mutta joissa suurin osa silikan hydroksyyliryhmista on kor-
vattu suoraketjuisilla hiilivedyilla. Talldin on kyseessa kaanteisfaasikromatogra-
fia, joissa kaytetty eluentti on stationaarifaasia poolisempaa. Tavallisin sidos-
ryhmé on oktadekyylirynma (C18), jolloin kaytettava faasi on oktadekyylisilaani.

C18-faasit ovat hyvin poolittomia. (Jaarinen, 2008.)
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Tavallisin detektori HPLC-laitteistossa on UV-detektori. Detektori on suhteelli-
sen herkka ja se on lineaarinen laajalla alueella. UV-detektorin toiminta perus-
tuu tutkittavien yhdisteiden kykyyn absorboida UV-sateilya. UV-valo kulkee ky-
vetissd olevan eluentin lapi ja mittauslaite mittaa tutkittavan aineen absor-
boiman sateilyn. Detektoreita on erilaisia. Suodatindetektorissa mittausaallonpi-
tuudet on rajattu vain tiettyihin suodattimesta riippuviin emissioviivoihin, mutta
monokromaattoridetektorilla voidaan kaytettdva aallonpituus valita portaatto-
masti. Yleisin kaytetty UV-detektori on kuitenkin diodirividetektori, jolla saadaan
UV-spektri mille hyvansa aallonpituusalueelle. Aallonpituutta valitessa on kui-
tenkin otettava huomioon, etté kaytettava eluenttiaine ei absorboi valoa talla ky-
seisella aallonpituudella. (Jaarinen, 2008. 166; Riekkola, 2002. 158.)

OYS:n isotooppiosastolla kaytdossa oleva HPLC-laitteisto perustuu kaanteis-
faasikromatografiaan. Ajoliuoksena eluentteista 69% on 0,1 % trifluorietikka-
happoa ja 31% 0,1 % Trifluorietikkahapon ja 90 % asetonitriilin seosta. Hapan
trifluorietikkahappo muodostaa ionipareja dotanoc-peptidin kanssa ja parantaa
nain erottumistehokkuutta. Veden ja asetonitriilin suhteella voidaan saadella ra-
dioladkkeen eluoitumista ulos kolonnista siten, ettd lisaamalla orgaanisen ase-
tonitriilin maaraa ajoliuoksessa nopeutetaan dotanocin eluoitumista kolonnista.
(Laine, 2014.) Kaytettavassa kolonnissa on silikapohjainen C18-faasi, joka on
materiaalina erittéin pooliton. Siind on huokoisiin silikapartikkeleihin sidottu pit-
kia C18-hiiliketjuja, joihin poolittomia ryhmié sisaltavéat orgaaniset yhdisteet, ku-
ten dotanoc-peptidi, sitoutuvat (Laine, 2014). Laitteistossa on kaksi detektoria;
UV-detektori sekéa sateilyilmaisin, jolla saadaan esille leimautuneen yhdisteen
osuus. (Karjalainen, 2014.) Detektoreja on hyva olla kaksi, koska pelkéastaan
UV-detektorilla radiolaédkkeen detektointi voi olla haastavaa tuotteiden pienten
pitoisuuksien vuoksi (Laine, 2014). Siksi tarvitaan UV-detektorin rinnalle radio-
aktiivisuutta mittaava detektori, jolla saadaan esille radioladkkeelle ominainen

signaalipiikki radioaktiivisuuskromatogrammissa (Laine, 2014).
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KUVIO 3. Kaavakuvio OYS:n HPLC-laitteistosta
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Radiolaakkeen laadunvarmistusprosessissa HPLC-menetelmalla tutkitaan, mita

epapuhtauksia valmiissa radioladkkeessa mahdollisesti on. Dotanoc peptidi si-

toutuu leimautumisessa helposti myds muihin metalleihin kuin galliumiin. HPLC-

kromatogrammissa saadaan nakyviin piikit muidenkin metalli-dotanoc yhdistei-

den kohdalle, jos sellaisia naytteessa esiintyy. *®Ga-Dotanoc piikki esiintyy kro-

matogrammissa n. 16 minuutin kohdalla. Tuotteen kemiallinen puhtaus maari-

tellaédn UV-kromatogrammista. Maaritysta varten tarvitaan erillinen ohjelma, jos-

ta puhtaus maaritelladn laskennallisesti. Ohjelma laskee kromatogrammista

kaikki saantdjen mukaiset piikit, jotka ovat 10% ennen ja 20% jalkeen standar-

dipiikin sek& 75% ennen ja yli 20% jalkeen standardipiikin. Kemiallisten epapuh-

tauksien konsentraation tulee olla alle 10mg/I.
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5 PEREHDYTYSMATERIAALIN LAATIMINEN

5.1 Hyva perehdytysmateriaali

Perehdytysmateriaaleja voidaan kayttaa tukemaan henkilén perehdyttamista
organisaatioon ja uusiin ty6tehtaviin. Ne toimivat myoés tukena henkiléon omaeh-
toisessa perehtymisessa. Materiaalin on oltava kaikkien tyontekijoiden saatavil-
la, jotta silhen voidaan palata esimerkiksi ongelmatilanteissa. Materiaali on
suunniteltava huolella, silla selked muotoilu ja jasentely helpottavat asiasisallon
ymmartamista (Jamsa, 2000). Perehdytysmateriaalin toteutusmuoto (verkkoma-
teriaali, kirjallinen, video yms.) riippuu materiaalin kayttotarkoituksesta, aiheesta

ja tyopaikasta.

Perehdytysmateriaalia laadittaessa on otettava huomioon vastaanottajan tar-
peet ja aikaisempi tietotaso. Laatijan on osattava tuoda oma asiantuntijuus esil-
le ymmarrettavalla tavalla. Joskus on kuitenkin tarpeen kayttaa tiettyja termeja
ja kasitteitd, mutta ne on kuitenkin selitettava ymmarrettavasti (Jaaskelainen,
2002, 48). Materiaalin ideana on perehdyttaa tyontekija esimerkiksi menetel-
maan, organisaatioon tai laitteen kayttdon. Sen vuoksi on tarkeaa, etta materi-
aalissa kasitellaan kaikki tyossa kaytettavat termit niiden oikeilla nimilla. Myos
niin sanottu hiljainen tieto tulisi myods sisallyttdd materiaaliin. Tekstin ymmarret-
tavyyden kannalta suositeltavaa on tehda mieluummin liian yksinkertainen kuin
lian monimutkainen materiaali. Jaaskelainen kirjoittaa teoksessaan, etta liian
monimutkaiset virkerakenteet haittaavat tekstin ymmarrettavyytta (2002, 34).
Toisaalta myos pelkastaan yksinkertaisten paalauseiden kayttaminen tekstissa
tekee tekstistd helposti rikkonaisen ja hankaloittaa lukemista. (Jaaskelainen,
2002.)

Hyva perehdytysmateriaali on ulkoasultaan mielenkiinnon herattava, selkeasti
jasennelty ja helppolukuinen. Liiallista tehosteiden kayttéa (esim. varit, tekstin
lihavoinnit ja kursiivi) on syyta valttaa. Suositeltavaa on kayttaa vain yhta tehos-

tekeinoa kerrallaan. Pelkk&a tekstia sisaltava materiaali on helposti tylsa eika si-
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ta jaksa lukea. Siksi materiaalia on hyva elavoittaa ja selkeyttaéd kuvilla ja kaavi-

oilla.

Perehdytysmateriaaleja tulee paivittaa ja kehittda palautteiden ja muutosten
myo6td. Kun materiaalia lahdetdan paivittamaan, on suositeltavaa tehdd muu-
tokset tybryhmissa. Materiaalit muutoksineen on hyva koekayttaa, jotta tekstin

ymmarrettavyys sailyy.

5.2 Projektin kulku

Jamsan ja Mannisen teoksen mukaan tuotekehittelyprosessi voidaan jakaa vii-
teen vaiheeseen: ongelmien tai kehittamistarpeiden tunnistamiseen, ideointivai-
heeseen, luonnosteluvaiheeseen, kehittelyvaiheeseen sekéa viimeistelyvaihee-
seen. (Jamsé&, 2000. 56, 85.)

Aloitimme projektin tyéstamisen kehittamistarpeiden tunnistamisella. Keskuste-
limme isotooppiosaston henkilokunnan kanssa heidén toiveistaan perehdytys-
materiaalin suhteen. Materiaalin haluttiin sisaltavan lyhyet kuvaukset radiolaak-
keesta ja sen synteesistd, periaatekuvaukset molemmista kromatografisista
menetelmista seka liitteeksi laitteiden kayttbohjeet, jotka osaston henkilékunta
on itse tehnyt. PAddyimme tekem&an materiaalin sahkdiseen muotoon, jotta
osaston henkilékunta voisi jatkossa tarpeen tullen helposti muokata materiaalia.

Kun kehittamistarpeet on tunnistettu, jatkuu projekti ideointivaiheeseen (Jamsa,
2000. 56). Tassa vaiheessa punnitaan eri vaihtoehtoja ja valitaan sellaiset, mill&a
paastaan parhaaseen mahdolliseen lopputulokseen. Mietimme eri vaihtoehtoja,
milla l&hted toteuttamaan perehdytysmateriaalia. Pdadyimme toteuttamaan ma-
teriaalin Microsoft Officen PowerPoint—ohjelmalla, sen helpon saatavuuden ja
helppokayttdisyyden vuoksi. Kyseisell& ohjelmalla on myds helppo paivittda ma-

teriaalia jatkossa.

Koska perehdytysmateriaali on suunnattu l&hinn& rontgenhoitajille, oli perehdy-
tysmateriaali suunniteltava siten, ettd tekstissd kaytettdva ammattisanasto ja

termit selitettiin mahdollisimman yksityiskohtaisesti. Suurin osa termeista liittyi
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sellaisiin kemiallisiin prosesseihin ja fysiikan ilmioihin, jotka eivat kuulu rontgen-
hoitajien opintoihin. Kokosimmekin perehdytysmateriaalin loppuun sanaston,
jossa on selitetty keskeisimmat tekstissa kaytetyt termit selkeasti ja ymmarret-
tavasti. Koska monia asioita kuvaamaan voidaan kayttaa eri termeja, meidan
taytyi sopia kaytettavat termit. Esimerkiksi paatimme kayttaa tekstissa termia
stationdarifaasi kuvaamaan kromatografialaitteiston kiinteaa faasia. Talla keinol-

la valtimme eri termien kaytdsta aiheutuvat sekaannukset.

Paatimme kayttda avainsanojen lihavointia tekstissa helpottamaan lukemista ja
selkeyttdmaéan jasentelya. Muina tehostekeinoina kaytimme kuvia ja kaavioita.
Lisdasimme kuvat mm. generaattorista ja leimauslaitteistosta sekd HPLC- ja
TLC-kuvaajista. Lisdksi kokosimme kaavioksi laadunvarmistukseen kaytettavéat
menetelmat ja niihin tarvittavat naytteet. Talla kaaviolla pyrimme selkeyttdmaan
radioladkkeen laadunvarmistuksen kokonaiskuvaa. Jaocimme materiaalin seit-
semaan kappaleeseen, jotka otsikoimme kuvaamaan kappaleen kasittelemaa
asiakokonaisuutta: radiolaakesynteesi, generaattori, leimaus, laadunvarmistus,
kromatografia, TLC sek& HPLC. Materiaalin selkeyden kannalta kukin kappale
on sijoiteltu omalle sivulleen. Lisdksi materiaalin alusta 16ytyy siséllysluettelo,

jonka avulla on helppo l6ytada materiaalista haluamansa kappale.
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6 POHDINTA

Saimme opinnaytetyon aiheen syksylla 2013, jolloin aloimme hahmotella opin-
naytetyon ja perehdytysmateriaalin rakennetta. Kevaalla 2014 aloitimme tieto-
perustan kokoamisen ja teimme tarkan suunnitelman projektin etenemisesta.
Tietoperustan kokoamisen jalkeen aloimme suunnitella ja toteuttaa perehdy-
tysmateriaalia toimeksiantajan toiveiden pohjalta. Kevaan ajan teimme tiivista

yhteisty6té toimeksiantajan kanssa.

Opinnaytetyoprosessin alkuvaiheessa ilmeni haasteita, silla tarkasteltavat kro-
matografiamenetelmat ja -laitteistot eivat olleet meille ennestaan tuttuja, eika
kumpikaan meista ollut aiemmin tehnyt perehdytysmateriaalia. Taman vuoksi
meidan taytyi perehtya tarkasti kaytettaviin menetelmiin ja ottaa selvaa ohjeis-
tavan tekstin kriteereistd, silla tavoitteenamme oli luoda mahdollisimman kaytt6-

kelpoinen ja ymmarrettava materiaali.

Aluksi tyomme tarkoituksena oli tarkastella vain kaytettavia kromatografiamene-
telmia, mutta halusimme myo6s perehtya laajemmin radioldékkeen laatuun ja
laadunvarmistukseen. Nain saimme luotua kokonaiskuvan radioldékkeen laa-
dusta ja kytkettya kromatografiamenetelmat osaksi radiolaadkkeen laatua ja laa-
dunvarmistusprosessia. Rajasimme tydsta kuitenkin sateilysuojelun laajemman
kasittelyn pois, koska se olisi laajentanut ty6tamme liikaa. Jatkotutkimuksena
olisi hyva perehtya henkilokunnan sateilysuojeluun radiolaakkeen laadunvar-
mistusprosessissa ja potilastydssa, koska kyseessa on uusi menetelma ja kay-
tettava isotooppi on voimakas sateilija. Uuden radioldédkkeen kayttbonotto avaa

tutkimusmahdollisuuksia my6s hoitotyon ndkokulmasta.

Saimme opinnaytetyon sisallénohjaajilta arvokasta ohjausta ja tietoa kaytetta-
vistd menetelmisté ja laitteistoista. Heidan kauttaan saimme myds radiolaaketta
kasittelevdd materiaalia, jota muualta oli hankala 16ytdd. Osa materiaaleista ol
yksityiskohtaista ja eri ammattiryhmalle kohdennettua, joten sité oli hieman vai-

kea ymmartdd meidan koulutustaustalla. Sisalldonohjaajamme osasivat kuitenkin
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auttaa meita ongelmatilanteissa. Tasta oli paljon apua opinnaytetyon tekemi-

sessa ja samalla laajensimme omaa osaamistamme.

Halusimme testata tekemamme perehdytysmateriaalin tulevalla kohderyhmalla.
Toukokuussa 2014 veimme perehdytysmateriaalin Isotooppiosastolle kesan
ajaksi koekayttoon. Laadimme myds palautelomakkeen, joihin toivoimme palau-
tetta tyostamme. Palautelomakkeita emme saaneet taytettyind kuin yhden.
Henkildkunta oli kuitenkin lukenut materiaalia ahkerasti ja kirjannut kehittdmis-
ehdotuksia materiaalin paperiversioon. Kavimme palautteen lapi sisallonohjaa-
jan kanssa, ja saimme kirjallisen palautteen lisdksi myds suullista palautetta.
Erityisesti kiitosta saimme siitd, ettd olimme kéasitelleet radioladkkeen laatua ja
laadunvarmistusta kokonaisuutena. Saamiemme korjausehdotusten perusteella
muokkasimme materiaalia tekstiltaan selkedmmaksi ja ymmarrettdvAmmaksi.
Olimme tyytyvaisia tekemamme materiaalin laatuun ja saamamme palautteen

mukaan myods kohderyhma oli siihen tyytyvainen.

OpinnaytetyOprosessin aikana saimme paljon kokemusta moniammatillisessa
tiimissa toimimisesta. Isotooppiosastolla bioanalyytikkojen osuus henkilokun-
nasta on hyvin pieni, ja aluksi ajattelimme, ettei kyseinen ala liity juurikaan mei-
dan koulutusohjelmaamme. Huomasimme Kkuitenkin, etta bioanalyytikolla on
merkittdva asiantuntijarooli tassd moniammatillisessa tiimissa. Alusta alkaen
koimme olevamme osa tiimié ja tekevamme téarkeaa tyota osaston hyvaksi. Tyo-
tamme arvostettiin ja mielipiteitamme kuunneltiin siitd huolimatta, ettd olimme

opiskelijan roolissa.
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Palautelomake LIITE 1

Olemme bioanalyytikko-opiskelijoita Oulun ammattikorkeakoulusta ja teemme
osastollenne opinnaytetyona perehdytysmateriaalin ®8Ga-Dotanoc-
radiolaédkkeen laadunvarmistuksesta. Tama lomake koskee perehdytysmateri-
aalin arviointia. Toivomme, ettéa vastaatte lomakkeen kysymyksiin, silla vastaus-
tenne ja antamanne vapaan palautteen perusteella voimme kehittdd materiaalia

eteenpain. Kiitos vastauksistanne!
Arvioi...

1. Sisallonymmarrettavyytta:

2. Materiaalin rakennetta:

3. Jasentelyn selkeytta:

4. Onko kasitteet selitetty tarpeeksi yksinkertaisesti?

29



5. Puuttuuko materiaalista jotain olennaista? Mita haluaisit lisata?

6. Vapaa palaute
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Aurinkoista kesaal

t. Henna ja Marjo



