Sep-Pak —menetelma

radiolaakkeiden
laadunvalvonnassa

Radiofarmasian koulutuspaiva 17.11.2006
Eeva-Liisa Paattiniemi



" B
Sep-Pak -pylvaat

n Pylvaita, joihin on pakattu nestekromatografias‘sa
tarvittava kiintea faasi

Ensimmainen: SEP-Pak Cartridge, Waters

n Kiinteafaasiuuttoa (Solid Phase Extraction, SPE)
kaytetaan laajasti naytteiden esikasittelyyn
ennen muita kromatografisia erottelutekniikoita

n Kiinteita faaseja on lukuisia erilaisia - yhdisteiden

erotte
adsor
adsor

u pylvaissa perustuu ioninvaintoon,
ptioon (eri yhdisteilla erilainen

ptioaffiniteetti kiinteadn aineeseen),

partitioon (eri yhdisteilla on erilainen liukoisuus
liikkuvaan ja kiinteaan faasiin) tai naiden
yhdistelmaan
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Sep-Pak —menetelmat
radiolaakkeiden laadunvalvonnassa

n Kaytetaan paaasiassa kaanteisfaasi-materiaalilla
taytettyja Sep-Pak —pylvaita
n Kaanteisfaasikromatografia:
Yhdisteiden erottuminen perustuu

naytekomponenttien liukoisuuseroihin likkuvassa
ja kiinteassa faasissa (partitioon)

Retentiojarjestys on kaanteinen perinteisella
silikageelilla saatavaan



Sep-Pak —menetelmat

radiolaakkeiden laadunvalvonnassa

n Kaanteisfaasimateriaali:

Kemiallisesti sidottu faasi, jossa silikan
hydroksyyliryhmista suuri osa on korvattu

suoraketjuisilla

niilivedyilla (C18, C8, C2) tai

hilivetyketjuilla, joissa on poolisia
substituutioryhmia (fenyyli)

Enemman tai vahemman hydrofobinen: yhdisteet
pidattyvat pylvaassa sita paremmin, mita
vahemman vesiliuokoisia ne ovat

n Lilkkuva faasi

Vesi on heikoin liuotin
Yleisesti kaytetaan metanoli, etanoli, asetonitriili

/vesi-seoksia
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C18-pylvasmateriaall

n -SI(CH3)2C18H37
n Erittain hydrofobinen

Adsorbol jopa heikosti hydrofobisia yhdisteita
vesipohjaisista liuoksista

n Eluoinnissa kaytetaan polaarisia liuottimia, esim.
etanolia

n Kaytetadn mm. laakkeiden ja niiden
metaboliittien erottamiseen
seerumi/plasmal/virtsanaytteista
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Sep-Pak —menetelman kaytto
radiolaakkeiden laadunvalvontaan —

Huomioitavia asioita
n Menetelma validoitava omassa laboratoriossa
Rinnanajo valmisteyhteenvedossa kuvatun
menetelman kanssa

Validointi pylvaskohtainen eli tentava uudelleen,
Jos pylvastyyppi muuttuu

Validoinnissa huomioitava myos
eluointinopeus!

n Eluointitapa?
Vetovoima, "positive displacement” vai vakuumi?




n Eluointinopeudella suuri vaikutus menetelman

toimivuuteen!

1-10 mlf




Yksi pylvas Isotooppilabraan:

n Sep-Pak ® Classic C18 cartridge (WAT051910)
50 kpl/laatikko

Pylvaan tilavuus 0.85 ml

n Sep-Pak ® Plus Short C18 cartridge
(WAT020515)

Pylvaan tilavuus 0.7 m| l)
N

n Waters, 09-5659 6288 (HUOM! Numero
muuttunut!)
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TyOvalheet: tasapainotus

n Kastellaan kiintean faasin huokoset orgaanisella
liuottimella ja taman jalkeen tasapainotetaan
vedella/puskurilla (samalla missa nayte)

6-10 pylvaan tilavuutta (5-8.5 ml)

n Nesteylimaara poistetaan injisoimalla pylvaaseen
muutama ml ilmaa

Pylvas el saa taman jalkeen kuivua

n llman tasapainotusta vain muutama % pylvaan
sitomiskapasiteetista on kaytossa!

99% kromatografisesta pinnasta on huokosten
sisalla, jonne vesi el paase, jos el tasapainotettu
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TyoOvaiheet: Naytteen analysointi

n Naytteen lataus pylvaaseen
Radiolaakkeilla tilavuus on niin pieni (<100 m),
ettel nopeudella merkitysta

Polaarisessa liuottimessa (vedessa,
niukkasuolaisessa puskurissa)

n Eluointivaihe
Nopeus 1-10 ml/min Sep-Pak Classic —pylvalille,
nopeus pyrittava vakioimaan

Polaarisella liuottimella tulevat ulos heikosti

sitoutuneet yhdisteet, polaarisuutta
vahentamalla tiukemmin sitoutuneet
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n Valmisteyhteenvedossa kuvattu Sep-Pak —
menetelma

“MTe Mertiatige

Millar AM, Hesslewood SR: A comparison o
SepPak and high-performance liquid
chromatography as technigues for measuring
the radiochemical purity of 99mTc-MAG3. Nucl
Med Commun. 2004 Oct;25(10):1049-51.

Menetelmassa kaytetaan eluointiin
fosfaattipuskuria — sailyvyys?

n Voidaan kayttaa myos 1:1 etanoli: 0.9%NacCl
Useita "resepteja” internetissa

Jos eluoidaan 100% etanolilla, lipofiilisia
epapuhtauksia tulee mukaan



MAGS: ) S -
n Pylvaan tasapainotus: ¢

5 ml 100% etanolia, 5 ml 1 mM HCI, ilmaa £
N 100 m M AGB *"Tc Mertiatide

n Hitaasti 5-10 ml 1 mM HCI, eluaatti putkeen 1

Sisaltaa hydrofiiliset epapuhtaudet (vapaan
perteknetaatin, ¥mTc-tartraatin, osan pelkistyneesta-
hydrolysoituneesta °°MTC:sta)

n Hitaasti 5-10 ml 1:1 EtOH:0.9%NacCl, putkeen 2
Siséltaa puhtaan radioladkkeen
n Pylvaaseen jaa loput pelkistyneesta-
hydrolysoituneesta 2°MTC:st& ja muut lipofiiliset
epapuhtaudet (?)
n RP% = putki 2 / (putki 1 + putki 2 + pylvas) * 100




HM-PAQO (Ceretec):

n Laadunvalvonta tehtava mahdollisitmman pjan  :
valmistamisen jalkeen

Sekundaarisen (vahemman lipofiilisen)

kompleksin nopea muodostuminen: 7% 30
minuutissa

n Pandos G, Penglis S, Tsopelas C: Validation of
a column method for technetium-99m
exametazime quality control. J Nucl Med
Technol. 1999 Dec;27(4):306-8.

Tulokset verrattavissa TLC —menetelmaan
Kolonniin jaavalla pelkistyneen- |
hydrolysoituneen ®mTC:n maaralla ei
merkitysta potilasannokseen

eeeeeeeeee



HM-PAOQ:

n Pylvaan tasapainotus: - ol
5 ml 100% etanolia, 5 ml 0.9% NaCI |Ima&

n 100 m HM-PAO
n 5-10 ml 0.9% NaCl, ilmaa, eluaatti putkeen 1
Sisaltaa hydrofiiliset epapuhtaudet (vapaa

n Py
ne

perteknetaatti, osan Eelklst yneesta-
nydrolysoituneesta °°MTC:sta ja sekundaarisesta
Kompleksista)

vaaseen jaa puhdas radiolaake (ja loput

kistyneestéa-hydrolysoituneesta ™TC:sta )

n RP% = pylvas / (putki 1 + pylvas) * 100



HM-PAO:
n PHKS:n validoinnissa: RP% > 85%  :

eeeeeeeeee

n Vaihtoehtoisesti: radiolaakkeen voi eluoida 5-10
ml:lla 100% EtOH, putkeen 2

Sisaltaa puhtaan radiolaakkeen
RP% = putki 2 / (putki 1 + putki 2 + pylvas) * 100




Tetrofosmiini (Myoview): G-

n Useampia Sep-Pak —menetelmia kuvattu

n Hammes R et al: A better method of quality
control for ®>mTc-Tetrofosmin. J Nucl Med
Technol 2004 32:72-78

Huom! Silica-pylvas, el
kaanteiskromatografia!

Metanoli:vesi 70:30 ja 80:20 eluointiin



Tetrofosmiini C18-pylvaassa :

n Ramirez A et al: An alternative to the reference
method for testing the radiochemical purity of
PIMTc-tetrofosmin. Nucl Med Commun 2000:;
21:199-203

n 5 ml 100% etanolia, 5 ml 0.9% NacCl, ilmaa
n 100 m Myoview

n 5-10 ml 0.9% NaCl, eluaatti putkeen 1
Sisaltaa hydrofiiliset epapuhtaudet

n 5-10 ml 100% EtOH, putkeen 2
Siséltaa puhtaan radioladkkeen

n RP% = putki 2 / (putki 1 + putki 2 + pylvas) * 100

g0/ N/ N/ om
P om
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Y hteenveto

n Sep-Pak —menetelma soveltuu useiden
radiolaakkeiden laadunvalvontaan

Menetelma voi ali/yliarvioida radiokemiallista
puhtautta, mutta on riittavan hyva rutiiniin

n My0s julkaistut menetelmat on validoitava
huolella

n "Kasiala” valkuttaa (ohjeistus!)



