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Mita ohutkerroskromatografia on?

TLC (Thin Layer Chromatography)

Perustuu naytteen jakaantumiseen

liikkuvan ja kiintean faasin kesken
— lilkkkuva faasi (ajoliuos)
— kiintea faasi (levyn pinta)

Lisdksi naytteeseen vaikuttaa
kehitysastian hoyryfaasi

— hoyryfaasi (hdyrystynyt ajoliuos)
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Tarvikkeet

TLC-levy

Ajoliuos

Naytteen applikointivalineet

Kehitysastia

Radioaktiivisuuden mittaamiseen tarvittava
aite
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Levymateriaalit

Taustamateriaali

— lasi, muovi, alumiinifolio
Pintamateriaall

— silika, selluloosa, Al-oksidi, RP-18 jne.

Pintamateriaalin ominaisuudet

— paksuus, F254 tai F366 (lisatty fluoresenssi-
iIndikaattoria), W (wettable)

Levykoko
—20cm x20cm, 10 x 20 cm, jne
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TLC:n ajoliuos

Ajoliuoksen on oltava tuore
Ajoliuos on kertakayttoinen

Jos ajoliuos on seos niin seossuhteet
IImoitetaan tilavuussuhteina (esim. 4:1:1, v/v/v)

Liuokset mitataan erikseen mittalasilla ja
sekoitetaan pullossa - El kehitysastiassa

Liuosta mitataan astiaan aina sama maara

Jos kehitysastia on ns. Twin—astia niin liuosta
laitetaan kumpaankin uraan
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Naytteen applikointi
Pohja- ja rintamaviivan paikat vol merkita
levyn sivuun kevyesti lyijykynalla
Varo levypinnan vahingoittumista
Nayte applikoidaan kapillaarilla tai pipetilla

Applikointitilavuus riippuu nhaytteen

— radioaktiivisuuskonsentraatiosta (Bqg/ul)
— levymateriaalista

— mittalaitteen herkkyydesta
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Applikointi jatkuu...

« Kuivaa applikointitaplat ennen kuin laitat
levyn kehitysastiaan (ellei ohjeessa toisin
maarata)

e Levya vol kuivata varovasi esim.
puhaltamalla hiustenkuivaajalla kylmaa
Ilmaa tal antamalla naytteen kuivua
itsestaan

 Naytetaplien on oltava levylla niin
korkealla ettelivat ne "ui” ajoliuoksessa
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Levyn kehitys

Levy asetetaan kehitysastiaan
pystyasentoon levyn ylareuna astian
seinamaa vasten

Ajomatka riippuu levymateriaalista

— ajoliuosrintama el saa menna aivan levyn
ylareunaan

Levy poistetaan astiasta ja

kuivataan esimerkiksi hiustenkuivaajalla
tal annetaan kuivua itsestaan
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Detektointl

UV (254 nm) tal kemiallinen (esim. 1,)

 Radioaktilvisuus
— Skanneri
— Isotooppikalibraattori (levypalasten mittaus)
— Autoradiografia (filmi, fosfoimager)
— Gammakamera
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Retentiokerroin ell R;- arvo

-Retentiokerroin eli Ri-arvo
IImoittaa naytteen

kulkeman matkan suhteessa
liuosrintaman kulkemaan

matkaan

R = b/a

R £ 1
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Toistettavuus

 TLC-kromatogrammit ovat toistettavia jos
on:

— sama kehitysastia
— sama kehitysastian saturaatioaika
— samanlainen levy
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Radiolaakkeen puhtaus

Radionuklidinen puhtaus
Kemiallinen puhtaus
Radiokemiallinen puhtaus
Steriiliys

Pyrogeenittomuus
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Radiokemiallinen puhtaus

 Radiokemiallinen puhtaus (%) =

(Radiolaakkeen R;-arvolla oleva
radioaktiivisuus/

koko kromatogrammin radioaktiivisuus)
x 100
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Dokumentointi

TLC-tiedot on aina dokumentoitava:

* Levymateriaali (artikkelinumero)

« Ajoliuoksen valmistus (pvm, tekija)

* Naytteen applikointi (tilavuus)

e Levyn kehitys (astia, liuostilavuus, sat.)

* Levyn dokumentointi (spot,front,nayte,pvm)
e Radioaktiivisuuden mittausmenetelma

* Tulosten laskeminen

M. Haaparanta-Solin 17.11.2006 15
Radiofarmasia



Tyoturvallisuus

* TyoOskenneltava vetokaapissa |os
kaytetaan orgaanisia ajoliuoksia

« Ajoliuokset havitettava asianmukaisesti
e Levyt havitettava asianmukaisest
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Validointi

«Tuotetoimittajien ohjeita on noudatettava
*Ohje on validoitava Itse jos
stuotetoimittajan ohje on puutteellinen
emuutat jotain parametria (levya, ajoliuok-
sen kemikaaleja jne.)
sepallet kayttamasi ohjeen toimivuutta
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[18F]FDG:n laatukontrolli:
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Varoittavia esimerkkeja
Mittalaite menee "tukkoon”

-0.1 0.1 0.3 0.5 0.7 0.9 1.1
Ry
Radiokemiallinen puhtaus 90 %
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Varoittavia esimerkkeja

*Roiskeet
Kontaminaatiot, esim. sormenjaljet

% @
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TLC ja radioaktiivisuus

Menetelman etuja:
* Yksinkertainen ja helppo

Kvantitatiivinen
Halpa
Koko nayte on levylla

Herkka (radioaktiiviuusdetekt. riippuen)
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