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lyhytikäisiä radioaktiivisia nuklideja, kuten fluori-18. 18F-leimattua PEG-folaattia voidaan 

hyödyntää esimerkiksi folaattireseptoripositiivisten syöpäkasvainten PET-kuvantamisen 

merkkiaineena. Opinnäytetyössä kehitettiin [18F]PEG-folaatille analyysimenetelmä ja 

suoritettiin menetelmälle alustava harjoitusvalidointi. Harjoitusvalidoinnin tarkoituksena 

oli todentaa analyysimenetelmän sopivuus tarkoitukseensa ja laatia 

validointisuunnitelma ja –raportti, joiden pohjalta voidaan suorittaa virallinen validointi. 

Harjoitusvalidoinnissa määritettävät parametrit olivat spesifisyys ja toteamisraja.   

Analyysimenetelmän kehityksessä käytettiin korkean erotuskyvyn 

nestekromatografialaitteistoa, jolle luotiin sopiva analyysimetodi. [18F]PEG-folaatti 
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Positron emission tomography is non-invasive imaging technique that utilizes short-lived 

radionuclides such as fluorine-18. 18F-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 [18F]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. [18F]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 [18F]PEG-folate. The 
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results as part of the thesis. 
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1 Johdanto 

Opinnäytetyöni toimeksiantajaksi valikoitui Turun Valtakunnallisen 

PET-keskuksen radiokemian laboratorio. Valtakunnallinen PET-keskus on 

perustettu 1974, ja se on Turun yliopiston, Åbo Akademin ja Turun yliopistollisen 

keskussairaalan (TYKS) yhteistyössä ylläpitämä tutkimuskeskus. PET-

keskuksessa on Suomen johtava radiokemian laboratorio. PET on 

leikekuvausmenetelmä, joka antaa tietoa kudosten toiminnasta, elimistön 

aineenvaihdunnasta ja lääkeaineiden käyttäytymisestä kudoksissa. PET-kuvaus 

on hyödyllinen, kun tutkitaan esimerkiksi syövän levinneisyyttä, aivoja tai sydäntä 

sekä tulehduspesäkkeitä etsittäessä.  

PET-tutkimuksessa lääkeaine leimataan halutulla radionuklidilla ja näin syntynyt 

merkkiaine injisoidaan potilaaseen. Radiolääke kulkeutuu tutkittavaan 

kohteeseen, jota kuvataan säteilyä vastaanottavalla kameralla. PET-tutkimus 

yhdistää radioisotooppitutkimuksen tietokonetomografiakuvaukseen, ja tämän 

avulla pyritään saamaan tarkkaa tietoa sekä aineenvaihdunnasta että kudosten 

rakenteellisista muutoksista. (TYKS 2022.) 

[18F]PEG-folaatti on kiinnostava tutkimuskohde, koska se voisi toimia 

potentiaalisena PET-radiolääkkeenä. Nivelreumapotilaille tehdyissä 

tutkimuksissa [18F]PEG-folaatti imeytyi erityisen hyvin tulehtuneisiin niveliin ja 

merkkiaineen aktiivisuus mm. lihaksissa ja luissa voi mahdollistaa sen käytön 

matala-asteisten tulehdusten kuvaamiseen muissa kehon osissa ja 

niveltulehduksen koko kehon alueella.  18F-leimattua PEG-folaattia voidaan myös 

hyödyntää esimerkiksi folaattireseptoripositiivisten syöpäkasvainten PET-

kuvantamiseen. (Verweij ym. 2020.) 

Opinnäytetyössä kehitettiin [18F]PEG-folaatin analyysimenetelmää ja suoritettiin 

menetelmälle alustava harjoitusvalidointi. Opinnäytetyön yhteydessä tehtiin 

myös epävirallinen validointisuunnitelma ja -raportti. Harjoitusvalidoinnissa 

määritettävät parametrit olivat spesifisyys ja toteamisraja. Opinnäytetyön tuloksia 

käytetään apuna suunniteltaessa lopullista analyysimenetelmien validointia ja 

dokumentointia. 



 9 

Turun AMK:n opinnäytetyö | Joel Hietaranta 

2 Merkkiaineet PET-kuvantamisessa 

2.1 Positroniemissiotomografia (PET)  

Nuklideilla eli alkuaineen ytimillä on useita massaluvultaan poikkeavia muotoja, 

joita kutsutaan isotoopeiksi. Radionuklideiksi kutsutaan epävakaita nuklideja, 

jotka voivat hajota toisiksi alkuaineiksi. Kyseinen hajoaminen tunnetaan 

radioaktiivisuutena. Puoliintumisajalla tarkoitetaan nuklidin lähtöaktiivisuuden 

puolittumiseen kuluvaa aikaa. (Koskinen & Savolainen 2003, s. 24–25.) Positronit 

ovat elektronien antihiukkasia, jotka vapautuvat radioaktiivisen nuklidin 

hajotessa. Kyseessä on β+-hajonta. Positronit törmäävät aineen elektroneihin, 

jolloin muodostuneiden parien molemmat hiukkaset annihiloituvat ja tästä 

vapautuva energia emittoituu kahtena vastakkaisiin suuntiin etenevinä 

gammakvantteina, jotka omaavat saman energian (511 keV). (Ruotsalainen 

2003, s. 49; Janatuinen & Kemppainen 2020.) 

Positroniemissiotomografia (PET) on isotooppilääketieteessä yleisesti käytetty 

kajoamaton kuvantamismenetelmä, jossa suonensisäisesti annosteltu 

merkkiaine hakeutuu tutkittaviin kohteisiin. PET-kuvantaminen perustuu 

radiolääkkeisiin, joihin on liitetty positroneja emittoiva radionuklidi. PET-kameran 

detektorirengas havaitsee positronien vapautumisesta syntyneet säteilykvantit. 

Tämän perusteella saadaan rakennettua kolmiulotteinen kuva merkkiaineen 

jakautumisesta kohdekudoksessaan. Sen avulla on mahdollista kerätä tarkkaa 

informaatiota ihmisten ja eläinten elimistöistä, esimerkiksi fysiologisista ja 

biologisista toiminnoista. Kuvassa 1 on esimerkki PET-kuvasta. Enemmistö 

kliinisistä PET-kuvauksista liittyy syöpätautien tiedonkeruuseen ja hoitoon. Muita 

käyttökohteita ovat esimerkiksi infektioiden ja inflammaation aiheuttamien 

seurauksien selvittäminen sekä 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. Isotooppilääketiede. 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 lisäksi 

orgaanisesta osasta. Stabiilin yhteyden saavuttamiseksi osien välillä voidaan 

käyttää linkkeriä. Merkkiaineen orgaaninen osa määrittelee biologiset 

ominaisuudet ja on vastuussa biokemiallisista sekä kemiallisista reaktioista 

elävän organismin suhteen. Orgaanisen osan on oltava spesifinen ja selektiivinen 

halutulle kohteelle ja tällaisia 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 riittävää informaatiota ulkoisen diagnoosin 

suorittamiseen. Tästä syystä radionuklidien liittäminen on tarpeellista. (Wadsak 

& Mitterhauser 2010.) 

https://www.stuk.fi/documents/12547/494524/kirja3_3.pdf/5a5eba88-7559-41a4-b0b8-ebef3cad5724
https://www.stuk.fi/documents/12547/494524/kirja3_3.pdf/5a5eba88-7559-41a4-b0b8-ebef3cad5724
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Yleisimpiä PET-kuvauksissa käytettäviä positronisäteileviä radionuklideja ovat 

hiukkaskiihdyttimellä tuotetut hiili-11, happi-15, fluori-18 sekä generaattorilla 

useimmin tuotettu gallium-68. Näiden puoliintumisajat ovat verrattain lyhyitä 

vaihdellen kymmenestä minuutista lähes kahteen tuntiin. (Korpela 2003.) 

Nuklidin valintaan vaikuttavat saatavuus, fysikaaliset ominaisuudet sekä 

radiokemialliset että radiofarmakologiset ongelmat. Puoliintumisajan tulee olla 

riittävän pitkä onnistuneen radioleimauksen ja kuvantamisen suorittamisen 

kannalta. (Wadsak & Mitterhauser 2010.)  
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3 Kromatografia  

3.1 Kromatografiat yleisesti  

Kromatografisia menetelmiä käytetään erilaisten yhdisteiden erottamiseen, 

puhdistamiseen, tunnistamiseen ja pitoisuuden määrittämiseen (Coskun 2016). 

Kromatografia perustuu yhdisteiden erilaisiin ominaisuuksiin, esimerkiksi 

sähkövarauksiin ja kemiallisiin ominaisuuksiin, kuten molekyylien kokoon ja 

liukoisuuteen. (Harris 1999, s. 543.) Komponenttien jakautuminen tapahtuu 

kahden vuorovaikutuksessa olevan faasin, stationäärifaasin ja liikkuvan faasin 

välillä (Jaarinen & Niiranen 2008, s. 140).  

Kromatografisia tekniikoita on lukuisia eri tyyppejä. Liikkuvan faasin olomuoto on 

yleensä neste tai kaasu. Stationäärifaasi on puolestaan kiinteä tai nestemäinen 

ja pysyy nimensä mukaisesti paikoillaan, eikä kulkeudu liikkuvan faasin mukana. 

Kromatografisten menetelmien jako tapahtuu yleensä liikkuvan faasin olomuodon 

mukaan. Nämä ovat esimerkiksi kaasu- tai nestekromatografia. (Jaarinen & 

Niiranen, s. 141.)  

Erotus tapahtuu, kun näytteen molekyylit tarttuvat paikallaan olevaan faasiin 

lopulta taas irroten siitä takaisin liikkuvaan faasiin. Komponenttien tarttuminen 

stationäärifaasiin vaikuttaa etenemisnopeuteen. Voimakkaasti sitoutuvat 

komponentit etenevät hitaammin liikkuvan faasin mukana. Heikosti sitoutuvat 

komponentit puolestaan etenevät nopeammin. Nesteen kulkeutumista 

laitteistossa sijaitsevan kolonnin läpi kutsutaan eluutioksi ja kuljettavaa nestettä 

eluentiksi (Harris 1999, s. 542). Eri yhdisteiden dynaamisten tasapainojen ero 

faasien välillä toimii perustana niiden erilaiseen kulkeutumiseen. (Jaarinen & 

Niiranen 2008, s. 140–141.)  
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3.2 Nestekromatografia  

Korkean erotuskyvyn nestekromatografia (HPLC) on orgaanisten ja 

epäorgaanisten yhdisteiden analysointiin käytetty menetelmä. HPLC:an käytön 

edellytys on saada tutkittava näyte liuotettua liuottimeen. HPLC:ssa on 

mahdollista käyttää useita eri erotustapoja, kuten esimerkiksi adsorptiota tai 

ioninvaihtoa. (Jaarinen & Niiranen 2008, s. 153; Braithwaite & Smith 1999, s. 

260–264.)  

Yksinkertaistetusti HPLC-laitteistoon kuuluvat eluenttisäiliöt, injektori, kolonni, 

yksi tai useampi pumppu, detektori, kaasunpoistaja ja datan käsittelyohjelmisto 

(Kazakevich & LoBrutto 2007). Näyte syötetään injektorilla laitteeseen. Eluentti 

kuljettaa näytteen kolonniin, joka on täytetty stationäärifaasilla. Paikallaan olevan 

faasin sisällä on pienikokoisia partikkeleita, joiden koko määrää yhdisteiden 

erottumistehokkuuden. Mitä pienempiä nämä stationäärifaasin partikkelit ovat, 

sitä tehokkaampaa erottuminen on. Tällöin aktiivisen alueen pinta-ala on 

laajempi, sillä suuremmat partikkelit veisivät enemmän tilaa. Laitteiston pumpun 

on kyettävä pumppaamaan eluenttia sykkeettömänä painetta vastaan virtauksen 

tasaisena pitämiseksi. Tutkittavan näyteyhdisteen komponenttien erottuminen 

tapahtuu sen kulkiessa kolonnin läpi. Yhdisteet saapuvat detektorille sitä 

myöhemmin, mitä voimakkaammin ne kiinnittyvät stationäärifaasiin. Detektori 

mittaa yhdisteistä tulevan signaalin ajan funktiona. Laitteisto ja sen ohjelmisto 

muodostaa kuvaajan signaalin perusteella näytölle. Tätä kuvaajaa kutsutaan 

kromatogrammiksi. (Jaarinen & Niiranen 2008, s.154; Braithwaite & Smith 1999, 

s. 399–424.) Kuvassa 2 on esitelty HPLC:n toiminta yksinkertaistettuna. 
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Kuva 2. HPLC:an yksinkertaistettu toimintaperiaate. ((alkuperäistä 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 määräytyy kolonnin mittojen, stationäärifaasin rakenteellisten 

ominaisuuksien ja eluentin viskositeetin mukaan. Analyyttisissa HPLC:ssa 

käytetään vain harvoin suuria virtausnopeuksia. Suuremmat virtausnopeudet 

nopeuttavat aineiden eluoitumista, lyhentäen analyysiaikaa. Pumppujen 

materiaali tulee valita tarkoin, jotta ne kestävät orgaanisia liuottimia ja 

nestemäisiä puskureita, joita eluentit yleensä ovat. Pumppujen materiaalin on siis 

oltava inerttejä käytettyjä eluentteja kohtaan. Pumpun tiivisteiden on myös 

kyettävä kestämään suurienkin vastapaineiden käyttöä. Sen sisään syntyneet 

ilmakuplat lisäävät vastapaineen sekä virtauksen vaihtelua. Tämän vuoksi 

pumpusta ja siihen liitetyistä kapillaareista on poistettava ilma silloin kun kolonnia 

tai eluenttia vaihdetaan ja laite on ollut ilman virtausta. Paineenvaihteluiden 

syynä voivat olla myös tukkeutuneet suodattimet. Pumppuja on käytettävä aina 

https://www.shimadzu.com/an/service-support/technical-support/analysis-basics/basic/what_is_hplc.html
https://www.shimadzu.com/an/service-support/technical-support/analysis-basics/basic/what_is_hplc.html
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eluentin kanssa. Näytteen injektointi voidaan tehdä käsin ruiskun avulla tai 

laitteeseen rakennetulla automaatti-injektorilla. Automaatti-injektori mahdollistaa 

erisuuruisten tilavuuksien käytön, kun taas manuaali-injektioissa useiden eri 

injektiotilavuuksien käyttö on työläämpää. (Jaarinen & Niiranen 2008, s. 163–

165; Braihtwaite & Smith 1999, s. 268.)  

Analyyttisissä HPLC:ssa käytettävät kolonnit ovat yleensä valmistettu 

ruostumattomasta teräksestä. Niiden pituus vaihtelee 3–30 cm välillä 

sisähalkaisijan ollessa noin 2–10 mm. Preparatiivisessa HPLC:ssa, jossa 

erotellaan suurempia näytetilavuuksia, käytetään halkaisijaltaan tyypillisesti 

suurempia, 10–25 mm kolonneja. Stationäärifaasi on pakattu kolonnin sisään ja 

sen materiaali on useimmiten hienojakoinen, pyöreäpartikkelinen silika. 

Partikkelikoko vaihtelee 3–10 µm analyyttisissa kolonneissa. Preparatiivisissa 

kolonneissa partikkelikoko on yleensä 5-50 µm välillä. Pidemmissä kolonneissa 

partikkelit ovat usein suurempia. (Jaarinen & Niiranen 2008, s. 155, Agilent 

Technologies 2016.) 

Nestekromatografian voi jakaa faasin perusteella normaali- ja 

käänteisfaasikromatografiaan sekä ioninvaihtokromatografiaan. Voimakas 

poolisuus on normaalifaasien pääominaisuus. Pooliset näytemolekyylit tarttuvat 

poolisiin faaseihin, jolloin ne viipyvät kauemmin kolonnissa. Valittavat eluentit 

ovat vastaavasti poolittomia ja vedettömiä. Käänteisfaasikromatografiassa 

puolestaan stationäärifaasi on pooliton ja eluentti poolinen. 

Ioninvaihtokromatografia perustuu nimensä mukaisesti ioninvaihtoon, jossa 

stationäärifaasissa olevat ioniset ryhmät tarttuvat vastakkaisesti varautuneihin 

ioneihin. (Jaarinen & Niiranen 2008, s. 155–158.)  

Eluenttien tulisi olla spektroskopisesti puhtaita, partikkelivapaita, 

kaasupuhdistettuja ja filtteröityjä. Mahdolliset partikkelit ovat haitallisia kolonnille 

ja ne esimerkiksi tukkivat sen. Yleisimmät käytetyt virtausnopeudet analyyttisissä 

menetelmissä 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.)  
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Detektoreita on erilaisia. Detektori muuntaa kemiallisen tai fyysisen 

ominaisuuden havaittavaksi signaaliksi (Swartz 2010). Esimerkkinä on UV-Vis-

detektori, jota käytetään, kun näytteillä on absorptio näkyvän valon tai UV-

säteilyn alueella. Analysoitavien näytteiden ominaisuudet ja vaadittu 

mittausherkkyys ohjaavat detektorin valintaa. Tutkittavan aineen rakenne määrä, 

mitä aallonpituutta on kannattavinta käyttää detektointiin. Detektorin mittaaman 

signaalin suuruus on suoraan verrannollinen näytteen konsentraatioon ja 

injektoituun määrään. (Jaarinen & Niiranen 2008, s. 166–167; Braihtwaite & 

Smith, s. 269 ja 289.)  

Radiolääkkeiden valmistuksen vuoksi radiokemian laboratoriossa on käytössä 

radioaktiivisuuden havaitsemiseen suunnitellut menetelmät HPLC-analyysejä 

varten. HPLC-laitteisiin on integroitu radioaktiivisuusdetektorit, jotka havaitsevat 

gammasäteilyä. Esimerkki radioaktiivisen HPLC-analyysin tuloksesta on esitelty 

kuvassa 3.  

 

 

Kuva 3. Radioaktiivisuusdetektorilla mitattu kromatogrammi [18F]PEG-folaatista. 

Kuvassa y-akselin yksikkö on millivoltti (mV) ja x-akselin minuutti (min). 

Ensimmäinen pienempi piikki kuvaa erottunutta epäpuhtautta. Toinen korkeampi 

piikki on tuote eli [18F]PEG-folaatti.  
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4 [18F]PEG-folaatti  

[18F]PEG-folaatti on viimeaikoina herättänyt huomiota mahdollisena uutena 

vaihtoehtona folaattipohjaiseksi PET-radiomerkkiaineeksi (esimerkiksi Gent ym. 

2013). Folaatti on luonnossa esiintyvä vesiliukoinen vitamiini ja se tunnetaan 

myös B9-vitamiinina (Eerola 2022). Folaattien kemiallinen rakenne koostuu 

pteridiinirenkaasta, p-aminobentsoehaposta ja yhdestä tai useammasta 

glutamaattijäämästä. Folaatin rakennekaava on esitelty kuvassa 4. Usein 

luonnossa esiintyvät folaatit ovat pelkistyneessä muodossa. Foolihappo on 

folaatin synteettinen muoto, jota käytetään ravintolisänä tai lisättynä 

elintarvikkeisiin. (Ebara 2017.)   

Folaatti on välttämätön solujen jakautumiselle ja verisolujen muodostumiselle. 

Ihmisen elimistö ei kykene tuottamaan folaattia luonnollisesti, jonka vuoksi se on 

saatava osana ravintoa tai ravintolisän muodossa. (Eerola 2022.) Folaatin puutos 

voi aiheuttaa kroonisia sairauksia ja kehityshäiriöitä, esimerkiksi hermostoputken 

sulkeutumishäiriöitä (Saini ym. 2016).  

 

 

Kuva 4. Folaatin rakennekaava. 

Fluori-18 on laajasti käytetty radionuklidi. 109,7 minuutin puoliintumisaika 

mahdollistaa pidemmät synteesiajat ja kuljettamisen kauemmaksi 

tuotantopaikalta. Fluoria luonnostaan sisältämättömissä molekyyleissä 

fluoriatomin lisääminen ei aiheuta voimakkaita steerisiä muutoksia, vaikka 

fysiokemialliset ominaisuudet voivat muuttaa leimatun yhdisteen biologista 
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käyttäytymistä. Fluori-18 omaa alhaisen positronin maksimienergian, joka 

mahdollistaa PET-kuvan korkeamman resoluution. (Varagnolo ym. 2000.) 

Suotuisista ominaisuuksista johtuen on kehitetty useita radiosynteettisiä 

menetelmiä sen sisällyttämiseksi biologisesti tärkeisiin ja merkittäviin 

molekyyleihin, esimerkiksi vasta-aineisiin ja oligonukleotideihin (Jacobson & 

Kiesewetter & Chen 2015). 

Nivelreumapotilailla tehdyillä tutkimuksilla on todettu, että [18F]PEG-folaatilla oli 

suotuisa biojakauma, sillä se metaboloitui nopeasti verenkierrosta ja sen 

aiheuttaman taustan kertymä oli pieni tärkeimmissä elimissä. Aine imeytyi 

erityisen hyvin tulehtuneisiin niveliin. Alhainen aktiivisuus mm. lihaksissa ja luissa 

tekee [18F]PEG-folaatista mahdollisesti soveltuvan matala-asteisten tulehdusten 

kuvaamisen muissa kehon osissa ja niveltulehduksen koko kehon alueella. 

(Verweij ym. 2020.) [18F]PEG-folaatin rakennekaava on esitetty kuvassa 5.  

 

 

Kuva 5. [18F]PEG-folaatin rakennekaava. 
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5 Laatu ja laadunvalvonta 

Käsitteellä laatu tarkoitetaan yleensä halutun asian mitattavia ominaisuuksia, 

joiden on täytyttävä vaatimusten mukaisesti. Määritelmät voivat perustua moniin 

eri lähteisiin, joita voivat esimerkiksi olla tuote-, tuotanto- ja reaalitaloudelliset 

arvoperusteiset menetelmät. (Anttila & Jussila 2016.) Laadun takaamiseksi 

organisaatiot käyttävät apunaan eri laatujärjestelmiä (SFS, ISO 9001 

laadunhallinta).  

5.1 Radiolääkkeiden laadunvalvonta  

Lääkevalmistuksessa laadunvalvonta on oleellinen osa prosessia, jotta voidaan 

varmistaa tuotteen riittävä ja jatkuva laatu sekä lähtövaatimukset. Laadun 

seurannalla ylläpidetään potilasturvallisuutta. Ideaalitilanteessa radiolääkkeessä 

tulisi olla ainoastaan haluttua radioaktiivista nuklidia ja ei-toivottujen nuklidien 

aiheuttamaa kontaminaatiota olisi vältettävä tai pidettävä se mahdollisimman 

pienenä. Lääkkeen tulisi olla stabiili sekä kemiallisesti puhdas sisältäen vain 

haluttua kemiallista yhdistettä. Lisäksi merkkiaine ei saa olla kontaminoitunut 

mikrobien seurauksena tai sisältää kuumetta aiheuttavia aineita eli pyrogeenejä. 

(Korpela 2003; Bergström & Någren 2003, s. 33.) Valmistukseen käytettävien 

raaka-aineiden on täytettävä asetetut laatuvaatimukset ja laatu on tarkastettava 

ennen käyttöönottoa (Fimea 2011).  

Radiolääkkeiden tuotantoprosessiin käytettävien laitteiden ja välineiden sekä 

menetelmien on oltava käyttötarkoitukseensa soveltuvia. Niiden on täytettävä 

tarkat laatuvaatimukset ja soveltuvuus käyttöön osoitetaan validoinneilla. 

Viallisen tai sellaiseksi epäillyn laitteen käyttö valmistuksessa ja 

laadunvalvonnassa on kiellettyä. Niiden ja tuotteen mahdolliset muutokset 

vaativat uudelleenvalidointia. (Huber 2007, s. 125-140; Fimea 2011.) 
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5.2 Hyvät tuotantotavat ja säteilyturvallisuus 

PET-keskuksen radiolääketuotantoon sovelletaan sairaala-apteekkien 

lääkevalmistuksen menettelytapoja, jotka poikkeavat jonkin verran muusta 

lääketeollisuudesta ja niihin käytettävistä ohjeistuksista. Apteekkien valmistamat 

lääkkeet eivät myöskään kuulu saman ennakkovalvonnan alle. Valmistettavien 

radiolääkkeiden on oltava turvallisia, jonka varmistamiseksi 

radiolääketuotannossa noudatetaan hyviä tuotantotapoja (GMP). (Fimea 2011.)  

GMP-laatujärjestelmän avulla varmistetaan tuotannon yhdenmukaisuus ja 

valvonta laatustandardien mukaisesti. GMP-ohjeistus on suunniteltu 

minimoimaan lääketuotantoon liittyvät riskit, joita ei voida poistaa lopputuotetta 

testaamalla. Suurimmiksi riskeiksi luokitellaan terveyshaittoja aiheuttava 

odottamaton kontaminaatio tuotteissa ja pakkausten virheelliset merkinnät, joista 

voi aiheutua monia haitallisia seurauksia, kuten yliannostuksia. GMP kattaa 

kaikki tuotannon osa-alueet aina lähtömateriaaleista, laitteista, tiloista 

työntekijöiden koulutukseen ja riittävään hygieniatasoon tuotannossa, jotta tuote 

on riittävän turvallinen potilaskäyttöön. Yksityiskohtaiset kirjalliset menettelyt 

vaaditaan kaikille prosesseille, jotka voivat vaikuttaa lopputuotteen laatuun. Aina 

tuotetta valmistaessa on oltava dokumentoitu todiste siitä, että oikeita 

menettelyjä noudatetaan johdonmukaisella tavalla jokaisessa 

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

GMP-säädökset käsittelevät muun muassa kirjanpitoa, henkilöstön pätevyyttä, 

laitteiden todennusta, prosessien validointia ja valitusten käsittelyä. Valtaosa 

GMP-vaatimuksista on avoimesti ja yleisesti saatavilla. Määräykset suojaavat 

kuluttajaa ostamasta viallisia tai tehottomia tuotteita. (ISPE, What is GMP?) 

GMP-säädösten noudattamatta jättämisellä voi olla yrityksille vakavia 

seurauksia. Lääketurvallisuus- ja kehittämiskeskus (Fimea) voi esimerkiksi 

peruuttaa lääkkeiden tuottamisen luvan määräajaksi tai kokonaan.  (Finlex 2020.) 
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Radioaktiivisuudesta aiheutuvien vaatimusten vuoksi PET-radiomerkkiaineisiin 

sovelletaan yleisten GMP-ohjeiden lisäksi spesifisesti radiolääkkeille suunnattuja 

ohjeita. Tuotantotilojen on sovittava käyttötarkoitukseensa, esimerkiksi säteilyltä 

suojautumisen suhteen. Säteilyturvallisuuden toteutus perustuu voimassa oleviin 

säteilylakeihin ja asetuksiin sekä Säteilyturvakeskuksen (STUK) määräyksiin ja 

dokumentteihin. Henkilöstöllä tulee olla riittävä koulutus ja pätevyys 

säteilytyöskentelyyn. Nämä spesifiset ohjeet kattavat tuotannon, 

laadunvalvonnan ja merkkiaineiden vapautuksen parissa toimivan henkilöstön. 

Henkilöstön ja tuotteiden tulee olla suojattuja kontaminaatioiden estämiseksi, 

joka asettaa laadunvarmistusjärjestelmälle vaatimuksia. (Euroopan komissio 

2008.) Tavoitteiden saavuttamiseksi PET-keskuksen henkilöstön osaamista 

tulee kehittää jatkuvasti, esimerkiksi vuosittaisilla koulutuksilla. PET-keskuksen 

työntekijät noudattavat tarkkaan määriteltyjä toimintaohjeita (SOP, Standard 

Operating Procedure) ja menetelmäohjeita (MET). Laatu- ja 

dokumentaatiojärjestelmää ohjaa PET-keskuksen oma Site Master File (SMF) 

(Euroopan komissio 2010). 

Euroopan farmakopea on Euroopan neuvoston julkaisema kokoelma sitovista 

laatuvaatimuksista lääkeaineille, apuaineille ja lääkevalmisteille. Farmakopea 

määrittää myös radiomerkkiaineilla, kuten [18F]PEG-folaatilla, tehtävien 

analyysien hyväksymisrajat. Fimea on farmakopean aseman vahvistava 

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

6.1 Yleistä validoinnista 

Validoituja menetelmiä voidaan pitää perustavana edellytyksenä 

laatujärjestelmän toimivuudelle (Elintarvikevirasto, Kemiallisten 

analyysimenetelmien validointiohje 1997, s. 1). Radiokemian analytiikassa 

laadunvarmistamiseen liittyvien toimenpiteiden päämääränä on taata 

analyysitulokset oikeellisiksi ja todistusvoimaisiksi. Validoinnilla varmistetaan 

menetelmien soveltuminen käyttötarkoituksiinsa, niiden antamien tulosten riittävä 

luotettavuus ja tulosten epävarmuuksien tunteminen. Kriteerit, joilla menetelmä 

on mahdollista hyväksyä, voivat tulla monelta eri taholta. Ne voivat olla 

esimerkiksi mahdollisilta asiakkailta, viranomaisilta tai laboratoriolta itseltään. 

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

Edellytys validoinnin onnistumiselle on tiettyjen validointiparametrien tunteminen. 

Näitä ovat esimerkiksi lineaarisuus, mittausalue, spesifisyys, selektiivisyys, 

tarkkuus, toistettavuus, toteamis- ja määritysraja sekä herkkyys. 

Validointisuunnitelmaa tehtäessä tulee miettiä tarkoin validoinnin laajuutta 

validoitavan menetelmän kohdalla. Menetelmää kehitetään saatujen tulosten 

pohjalta, jotta päästään haluttuihin arvoihin. On hyvä huomioida, että validoinnin 

terminologia on monikäsitteinen ja edellä mainittujen parametrienkin 

määritelmissä esiintyy eroja eri lähteiden välillä. (Elintarvikevirasto, Kemiallisten 

analyysimenetelmien validointiohje 1997, s. 1; Elintarvikevirasto, Kemiallisten 

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

Validointitavat voidaan jaotella sen mukaan, missä vaiheessa  tuotantoprosessia 

validointityö tehdään. Validointi voidaan tehdä prospektiivisesti (ennen) tai 

retrospektiivisesti (jälkikäteen analyysimenetelmän prosessitietoja hyödyntäen). 

(Euroopan komissio 2015.)  PET-keskuksessa validoinnit suoritetaan pääasiassa 

prospektiivisesti. PET-keskuksen validointitoimintaa ohjaa validoinnin 

runkosuunnitelma (VMP, Validation Master Plan), joka määrittää toiminnan 

laajuuden ja periaatteet. 
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Käyttökelpoisessa menetelmässä erilaisten systemaattisten ja satunnaisten 

virheiden on oltava hallinnassa. Mittausepävarmuuteen ja -tarkkuuteen 

vaikuttavat useat eri tekijät, joista menetelmän käyttäjän tulee olla tietoinen. 

Validoinnissa dokumentointi on olennaisessa osassa, joten sen on oltava 

riittävää ja asianmukaista. Sillä pyritään osaltaan varmentamaan tulosten 

todistuskyky. Validointiraportti on osa dokumentointia, jossa kerrotaan tavoite, 

toteutus, näytteet, parametrit, tulokset ja tulosten pohjalta saadut johtopäätökset. 

Validoinnin jälkeen validoidun menetelmän toimivuutta tulee seurata. Tämän 

suorittamiseen käytetään erilaisia laadunvarmistustoimenpiteitä. Sopivia keinoja 

ovat esimerkiksi mahdolliset omat referenssimateriaalit, standardinlisäyskokeet 

ja vertailumittaukset eli pätevyyskokeet. (Elintarvikevirasto, Kemiallisten 

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

6.2 Validoinnin parametrit  

Kromatografisen menetelmän validoinnissa käydään läpi samat parametrit kuin 

muidenkin menetelmien kohdalla. Laitteiston ja detektorin toiminta tarkastetaan 

tutkimalla selektiivisyys, spesifisyys, lineaarisuus, injektion toistettavuus, 

mittausalue, toteamis- ja määritysrajat sekä herkkyys. Näytteenkäsittelyn 

toimivuuden varmistamiseksi tarkastetaan puolestaan tarkkuus, täsmällisyys ja 

häiriöalttius. (Elintarvikevirasto, Kemiallisten analyysimenetelmien validointiohje 

1997, liite 1.)  

Spesifisyydellä tarkoitetaan menetelmän kykyä tuottaa vaste tutkittavalle 

yhdisteelle eli kuinka hyvin se pystyy mittaamaan juuri tietyn komponentin 

määrää (Elintarvikevirasto, Kemiallisten analyysimenetelmien validointiohje 

1997, s. 1–2). Menetelmä 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 sitä pitoisuutta, jonka avulla 

voidaan luotettavasti todeta, onko näytteessä haluttua yhdistettä vai ei. Siinä 

analysoitavalle aineelle määritetyn vasteen tai pitoisuuden on oltava niin suuri, 

että se ei voi aiheutua taustan luomasta satunnaisvaihtelusta. Sen määritys 

perustuukin hyvin usein taustassa tapahtuvan hajonnan tutkimuksiin. 

(Elintarvikevirasto, Kemiallisten analyysimenetelmien validointiohje 1997, s. 6; 

Hiltunen ym. 2011, s. 13.)  
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7 Analyysimenetelmän validointi  

Tässä osiossa kuvataan tutkimuksen suorittamiseen liittyvät vaiheet ja 

menetelmät. 

7.1 Työn tarkoitukset  

Työ toimi alustavana harjoitusvalidointina kehitteillä olevan [18F]PEG-folaatti-

radiomerkkiaineen analyysimenetelmälle. Harjoitusvalidoinnin tarkoituksena oli 

todentaa analyysimenetelmän sopivuus tarkoitukseensa. Tavoitteena oli 

tunnistaa radioaktiivinen tuote, määrittää tuotteen, lähtöaineen ja 

epäpuhtauksien pitoisuudet, tuotteen kemiallinen puhtaus sekä laatia 

validointisuunnitelma että -raportti. Määritettävät validointiparametrit olivat 

spesifisyys ja toteamisraja. Työn tulosten pohjalta PET-keskus voi suorittaa 

lopullisten analyysimenetelmien validoinnin ja siihen liittyvän dokumentoinnin.  

7.2 Materiaalit ja laitteet 

Työssä käytetyt materiaalit ja laitteet valittiin aikaisempien [18F]PEG-folaatin 

tutkimuksissa käytettyjen materiaalien ja laitteiden perusteella.  Käytettävien 

laitteiden kokoonpanot ja parametrit olivat soveltuvia, täyttivät PET-keskuksen 

vaatimukset ja asetetut laatuvaatimukset. Työn suorittamiseen käytetyt laitteet 

löytyvät taulukosta 1 ja reagenssit taulukosta 2.  

Taulukko 1. Käytetyt 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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Taulukko 2. Käytetyt reagenssit. 

Lähtöaine Valmistaja 

Ultrapuhdas vesi - 

Natriumkloridi (9 mg/ml) B.Braun 

DMSO Sigma-Aldrich 

PEG-folaatin lähtöaine (2 mg/ml) ABX 

PEG-folaatin referenssi ABX 

 

Käytetyt HPLC:an ajo-olosuhteet esitetään taulukossa 3 ja gradientti taulukossa 

4. Ajo-olosuhteet valittiin aikaisempien [18F]PEG-folaatin tutkimusten perusteella. 

Ajo-olosuhteet pysyivät muuttumattomina. Ajoaikaa lyhennettiin 22 minuutista 13 

minuuttiin. 

Taulukko 3. HPLC-menetelmän ajo-olosuhteet. 

Kolonnin lämpötila Huoneenlämpö 

Virtausnopeus 1 mL/min 

Eluentti A 0,1 % TFA/H2O 

Eluentti B 0,1 % TFA/ACN 

Injektiotilavuus 20 µl 

Aallonpituus 254 nm 

Pesu 70/30 ACN/H2O 

 

Taulukko 4. Menetelmän gradientti. 

Aika (min) Virtausnopeus 

ml/min 

Eluentti A (%) Eluentti B (%) 

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 näytteet olivat [18F]PEG-folaatti, referenssin laimennokset, 

lähtöaineen laimennos sekä laimennetun referenssin ja laimennetun lähtöaineen 

seos. Reagenssien valmistus koostui neljästä työvaiheesta, jotka on kuvattu alla 

olevassa tekstissä.  

Kaikkien analyysimenetelmän validoinnissa käytettyjen liuosten valmistusohjeet 

ja työvaiheet on esitelty liitteessä 1 sivulla 3. Kaikkien analyyseissä käytettyjen 

liuosten valmistuksessa noudatettiin PET-keskuksen standardoituja 

valmistusohjeita.  

PET-keskuksen radiokemian laboratoriossa valmistettiin analyyseja varten  

ajoliuokset eluentti A ja eluentti B sekä pesuliuos. Ajo- ja pesuliuosten koostumus 

esitellään taulukossa 5 ja valmistuksen vaiheet liitteessä 1 sivulla 3.   

Taulukko 5. Työssä käytetyt ajo- ja pesuliuokset. 

Liuos Koostumus Valmistus 

A 0,1 % TFA/H2O 1 ml TFA, 1000 ml H2O 

B 0,1 % TFA/ACN 1 ml TFA, 1000 ml ACN 

Pesuliuos 70/30 ACN/H2O 700 ml ACN, 300 ml H2O 

   

Tiivistetysti voidaan todeta, että referenssin kantaliuos valmistettiin liuottamalla 1 

mg PEG-folaatin referenssiä 1 ml:aan DMSO:ia, jolloin konsentraatioksi saatiin 1 

mg/ml. Tästä kantaliuoksesta tehtiin referenssin välilaimennos, jossa 100 µl 

referenssin kantaliuosta sekoitettiin 900 µl:aan natriumkloridia. Referenssin 

välilaimennoksen konsentraatioksi saatiin 100 µg/ml.  Referenssin kantaliuoksen 

ja referenssin välilaimmennoksen valmistusohjeet on esitetty liitteessä 1 sivulla 

3. 

Referenssin välilaimennoksesta tehtiin myös kolme muuta laimennosta 

standardisuoraa varten. Laimennokset valmistettiin natriumkloridiin ja niiden 

pitoisuudet on esitelty liitteessä 1 sivulla 3 ja taulukossa 6.  
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Taulukko 6. Referenssin standardilaimennokset. 

Näyte Referenssin 

laimennos (µl) 

NaCl (µl) Tilavuus (µl) Laimennoksen 

vahvuus 

(µg/ml) 

Standardi 1 100 900 1000 10 

Standardi 2 50 950 1000 5 

Standardi 3 10 990 1000 1 

 

Lähtöaineen kantaliuos valmistettiin liuottamalla 2 mg lähtöainetta 1 ml:aan 

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

100 µg/ml-välilaimennos sekoittamalla 50 µl kantaliuosta 950 µl:aan 

natriumkloridia.  

Lopuksi sekä referenssin että lähtöaineen kantaliuoksia sekoitettiin keskenään 

500 µl (1:1). Lähtöaineen kantaliuoksen, lähtöaineen välilaimennoksen sekä 

referenssin ja lähtöaineen välilaimennosseoksen valmistus on esitetty liitteessä 

1 sivulla 3. 
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8 Tutkimustulokset  

Tekstissä edellä kuvatulla tavalla valmistettuja ajo-, pesu- ja analyysiliuoksia 

sekä synteesinjälkeistä [18F]PEG-folaattia käytettiin tutkimuksen suorittamiseen 

HPLC:alla. Tutkimuksessa tunnistettiin tuote ja määritettiin halutut 

validointiparametrit eli spesifisyys ja toteamisraja. Tulokset on esitetty laajemmin 

liitteessä 2 sivuilla 5 ja 6.  

8.1 Tuotteen identifioinnin tulokset  

Tuotteen identifiointi eli tunnistus suoritettiin vertaamalla 

radioaktiivisuusdetektorin pääpiikin retentioaikaa (t2) referenssiliuoksen UV-

kromatogrammin retentioaikaan (t1) Tulosta verrattiin hyväksymisrajaan ja koska 

hyväksymisehto täyttyi, todettiin tulos hyväksytyksi. Retentioajat, hyväksymisraja 

ja tulos on esitelty taulukossa 7.  

Taulukko 7. Tuotteen identifiointi.  

t1 (min) 6.23 

t2 (min) 6.18 

Hyväksymisraja (min) t2 = t1 ± 0.3 

Tulos (min) 0.05 

8.2 Spesifisyyden tulokset 

Spesifisyyden määritys tapahtui tässä opinnäytetyössä laskemalla tuotteelle 

resoluutiotekijä Rs.  Laskemisen suorittamiseen käytettävä ohjelma oli 

LabSolutions ™ Software. Ohjelma laski resoluution käyttämällä kaavaa 1, missä 

tR on retentioaika ja w on piikin leveys (USP).  
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𝑅𝑠 =
2(𝑡𝑅2 − 𝑡𝑅1)

𝑤1 −𝑤2
 

Kaava 1. Resoluutiotekijän laskukaava.  

Resoluutiolla kuvataan piikkien erottumista toisistaan ja sen riittävyys on 

kromatografiassa keskeinen vaatimus (Jaarinen, 147). Spesifisyys määritettiin 

tuotteelle laskemalla resoluutiotekijä (RS) UV-detektorin (Rs1) ja RA-detektorin 

(Rs2) kromatogrammeista. Tulokset ylittivät hyväksymisrajan ja ovat esitelty 

taulukossa 8.  

Taulukko 8. Tuotteen spesifisyys. 

 Tulos ([18F]PEG-folaatti) 

Rs1 (min) 2.26 

Rs2 (min) 10.12 

Hyväksymisraja (min) > 1.5 

8.3 Toteamisrajan tulokset 

Toteamisrajan laskemisessa käytettiin kaavaa 2, missä S/N on signaali-tausta-

suhde ja c on konsentraatio.  

𝐿𝑂𝐷 =
𝐻𝑦𝑣ä𝑘𝑠𝑦𝑚𝑖𝑠𝑟𝑎𝑗𝑎

𝑆/𝑁
× 𝑐 

Kaava 2. Toteamisrajan laskukaava. 

Tässä opinnäytetyössä hyväksymisrajana käytettiin PET-keskuksen yleistä 

hyväksymisrajaa. Referenssin toteamisraja määritettiin pitoisuudeltaan 

pienimmästä standardilaimennoksesta. Tulokset on esitelty taulukossa 9.  

Taulukko 9. Toteamisrajan tulokset. 

Näyte LOD (µg/ml) 

Standardi 3 0,07 
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9 Johtopäätökset 

Analyyseistä saatujen tulosten perusteella voidaan todeta, että menetelmä on 

tämänhetkisiin tarpeisiin nähden soveltuva. Tuotteen tunnistaminen onnistui ja 

validoitavat parametrit eli spesifisyys sekä toteamisraja saatiin määritettyä. 

Tulokset noudattivat PET-keskuksen yleisiä hyväksymisrajoja. HPLC:an ajo-

olosuhteita muokattiin alkuperäisiä käytännöllisemmiksi lyhentämällä analyysin 

metodin ajoaikaa.  

On huomioitava, että työssä käytetty HPLC-laitteisto ei ollut tuotantokäytössä. 

[18F]PEG-folaatin siirtyessä tuotantoon validointi on suoritettava uudestaan 

pätevän henkilön suorittamana. Merkkiaineen kehityksen varhainen tilanne ja 

validoinnin epävirallisuus johtivat validoinnin laajuuden rajallisuuteen tässä 

tutkimuksessa.  

Kokonaisvaltaisempien tulosten saamiseksi parametrit tulee määrittää uudelleen 

tilanteeseen sopivalla tavalla. On hyvin mahdollista, että virallisessa validoinnissa 

tullaan määrittämään enemmän parametreja, joita voivat esimerkiksi olla 

toistettavuus, lineaarisuus ja mittausalue. Esimerkinomaisesti voidaan todeta, 

että laajempien sekä luotettavampien tulosten saamiseksi olisi kannattavaa 

analysoida enemmän näytteitä. Aktiivista tuotetta ajettiin vain yksi näyte ja 

vertailun vuoksi olisi ollut hyvä tehdä rinnakkaisia analyyseja. Tuotteesta ei tehty 

laimennoksia, joiden pitoisuudet olisivat vastanneet referenssistä tehtyjä 

laimennoksia.  
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10 Yhteenveto  

Opinnäytetyön tarkoituksena oli kehittää [18F]PEG-folaatin analyysimenetelmä ja 

suorittaa menetelmälle alustava harjoitusvalidointi. Analyysimenetelmä 

optimoitiin ja se vastaa tulevaa tarkoitustaan. Harjoitusvalidointi suoritettiin 

onnistuneesti halutuille parametreille, jotka olivat spesifisyys ja toteamisraja.   

[18F]PEG-folaatti havaittiin kromatogrammista luotettavasti ja selvästi. 

Parametreille määritetyt arvot täyttivät PET-keskuksen hyväksymiskriteerit. 

Validointisuunnitelma ja -raportti valmistuivat tutkimustulosten pohjalta osana 

opinnäytetyötä. 

Opinnäytetyötä varten tehtyjä tuloksia käytetään apuna suunniteltaessa lopullista 

validointia ja dokumentointia.  
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11 Kiitokset  
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