Abstrakt

Tato prace se zabyva vyvojem a optimalizaci metody pro stanoveni canagliflozinu
pomoci HPLC s UV a MS detekci. Vyvinutd metoda byla nasledné pouzita pro studium
nucené degradace této slouceniny a zkoumani hlavnich degradacnich produkti vzniklych
vystavenim canagliflozinu oxidativnimu stresu. Canagliflozin je derivat fenolického
glykosidu a inhibitor glukoso-sodného transportéru 2, ktery stimuluje mocovou exkreci
glukézy potlacenim reabsorpce glukdzy zproximélniho tubulu v ledvinach.
Canagliflozin se pouziva k fizeni hladiny glukézy v krvi u pacientli s diabetem mellitu
typu 2. V optimalizované metodé byla pouzita kolona Agilent Poroshell 120 SB-Aq
(2,1 x 100 mm, 2,7 um) a jako mobilni faze byla pouzita smé&s pufru (10mM HCOOH
upravena hydroxidem amonnym na pH 3,5) a acetonitrilu. Soucasti validace metody bylo
testovani presnosti, opakovatelnosti, meze detekce a kvantifikace, linearity a linearniho
dynamického rozsahu, robustnosti metody a testovani stability vzorku. Mez detekce
metody byla 8,9-10° mg ml! (2,0-107 mol 1'") a mez kvantifikace byla 3,0-10* mg ml™!
(6,8:107 mol I'"). Pro koncentraci 0,3 mg ml"! byla opakovatelnost (n = 7) retenéniho
Casu, vyjadiend jako relativni smérodatné odchylka, 0,17 % a plochy piku 0,75 %. Pro
koncentraci 5-10 mg ml! byla opakovatelnost retenéniho ¢asu 0,18 % a plochy piku
1,58 %. Koeficient linearity kalibra¢ni zavislosti odpovidal hodnoté 0,9517, koeficient
determinace byl 0,9997 a line4rni dynamicky rozsah metody byl 3,0-10* — 0,5 mg ml'.
Vyvinutd metoda byla pouzita ke studiu nucené degradace canagliflozinu. V ramci studie
byla G¢inna latka podrobena chemické oxidaci (vystavenim 3% H202) pti 50 °C po dobu
1 - 3 dnli a zaroven byla testovana rychlost degradace pfi laboratorni teploté po dobu
4 — 7 dni. Na zéklad¢ vysledku bylo zjisténo, Ze na rychlost degradace ma vliv obsah vody
a methanolu v rozpoustédle vzorku a dale kyselost prostfedi. Vzniklé degradacni
produkty byly dale zkoumany pomoci MS. Vlivem oxidativniho stresu doslo k navazani
dvou atomi kysliku na molekulu canagliflozinu. V ptitomnosti kyseliny chlorovodikové
byla molekula canagliflozinu obohacena o atom chloru a doslo tak ke vzniku nezadouciho
nerealného oxidac¢niho produktu. Proto pro testovani vlivu kyselého prosttedi na rychlost
chemické oxidace byla vhodnégjsi HoSO4. Degradace za laboratorni teploty probihala
vyrazné pomaleji neZ pii 50 °C a vznikaly pfi ni stejné degradacni produkty jako pfii

experimentech za zvysené teploty. Stejn¢ jako béhem testovani pti zvysené teploté, vyssi



mnozstvi degradac¢nich produktii vznikalo v prostfedi s vyS§im obsahem vody, a naopak
niz§i mnozstvi degradacnich produktli se nachdzelo v prostfedi s methanolem jako

organickym modifikéatorem.



