Katedra laboratornich metod LF MU Bakalarské studium - Zdravotni laborant, 2.ro¢nik
Klinicka biochemie cvi¢eni — podzimni semestr

Praktické cviceni datum.............ool, jméno

Téma praktika:

Hmotnostni spektrometrie, Stanoveni Busulfanu LC/MS

Hladina busulfanu v plazmé se stanovi po kapalinové extrakci metodou HPLC s MS detekci. Busulfan se
pouziva pred transplantaci krvetvornych bunék jako zaklad vysokodavkované chemoterapie.Vedlejsim
ucinkem busulfanu je pfi vysokych davkach hepatotoxicita.

Piistroje a pomiicky:

Pipety

Vortex

Centrifuga MPW-351

Kapalinovy chromatograf 1290 Infinity II
Hmotnostni detektor 6470 LC/TQ

Reagencie, spotiebni materidl:

Mravencan amonny

dH,O

Methanol

Ethylacetat

D8&-Busulfan (interni standard)

Kalibracni standard a kontroly (vlastni pfiprava)

AR

Ukoly:
1) Proved’te pripravu mobilni faze, standardi, kontrol a vzorki

Mobilni faze:
Al 1mmol/l mravené¢an amonny (0,0631 g do 1 L dH20)
B1 100% Methanol

Kontrola BUS 1, 2
Standard BUS 1-4
Vzorky pacienta (¢as odbéru Oh, 2h, 4h, 6h)



Material MnoZstvi (ul)

Standard/Kontrola/Vzorek (do eppendorfek) | 100 pl

Interni standard (d8-busulfan) 100 pl
Promichat na vortexu
Ethylacetat 800 ul

Intenzivné promichat vortexem (t=10 s)

Centrifugace 4000 RPM (=10 min) PROGRAM 1

Stahnout supernatant do Cistych, popsanych!

zkumavek 600 pl
Odpeatit ve vakuové odparce (50 °C)
Resuspendovat v mobilni fazi ‘ 300 pl

Ptepipetovat do vialek s inserty ve stojanku a zavickovat

2) Analyza LC/MS
MEF: Al 1mmol/l mraven¢an amonny : B1 100% Methanol
Al:B1 90:10

Umistéte vzorky do spravnych pozic do autosampleru
Umistéte MF do spravnych pozic v reagen¢nim prostoru
Namontujte spravnou kolonu

Vyberte metodu na stanoveni busulfanu

Spust’te proplach mobilni fazi

Vytvoite worklist podle pfedlohy:

AN

MF
STD1
STD2
STD3
STD4
K1
K2
VZ 0 hod
VZ 2 hod
VZ 4 hod
VZ 6 hod

MF

Proplach
Standby

7. Spust'te analyzu
8. Vyhodnotte kalibra¢ni kiivku, kontrolni a pacientské vzorky
9. Vytisknéte vysledky




3) Vyhodnoceni
Program Microsoft Excel - vypocet AUC

4) Otevfit ikonu Microsoft Excel, pak zminimalizovat (na listu)

5) Otevrit ikonu pk2.xla — vybrat ,,Povolit makra“

6) Zadat do sloupce A ¢as v minutach (0,120,240, 360)

7) Do sloupce B hladinu busulfanu v odpovidajici minuté (ng/ml)

8) V horni listé obrazovky vybrat fx , Sipkou rozbalit ,,naposledy pouzité” oznacit vlastni a vybrat
AUCO_t - OK

9) Do conc_Data napsat bl : b4, mysi ptejit do Time_Data napsat al : a4 a OK

10) Na dolnim radku je vypocteno AUC

11) Css (stady state) vypoditat jako podil AUC a doby monitorovani ( AUC / 360 ), ponechat ng/ml

12) Pak provést prepocet AUC na[pumol/I/min]

AUC [ng/ml/min]

= AUC [umol/I/min]

246,3 (mol hmotnost busulfanu)

13) Soubor — Konec — Ne

4) Vysledky

Cas odbéru (hod) ¢ BUS ng/ml

0

A= (N

K2

AUC ng/ml/min

AUC pmol/l/min

Css ng/ml

AUC - plocha pod kiivkou
Css — koncentrace v ustaleném stavu



