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Abstrakt

Zamérem prace bylo zjistit a shromazdit informace o methylsulfonyl
methanu, od jeho vzniku pfes moznosti pfijmu do lidského téla az po jeho 1éCivé
ucinky. Zejména Iécivé ucinky na onemocnéni spojené s bolesti a zanéty kloubl
a kosti. Druha Cast bakalarské prace se zabyva problematikou stanoveni
methysulfonylmethanu pomoci analytickych metod, kde prioritni metodou byla
technika plynové chromatografie. V treti €asti jsou zahrnuty komercni pfipravky
s obsahem methylsulfonylmethanu s popisem jejich slozeni a doporucenimi pro

|éCebné vyuziti.



Abstract

The aim of the thesis was to find out and collect the information about
MSM from its origin through the possibilities of coming into human body to its
healing effects. Especially healing effects on the disease connected whit the
pain and inflammation of joints and bones.The second part of the thesis deals
with the problematic of determination of methylsulfonylmethane with the help of
analytic methods. The priority method was the technique of gas
chromatography. The third part concentrates on commercial products witch
content Methylsulfonylmethane, on their description and recommendations for

pharmacotherapy.
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1 Seznam zkratek

CHS
DMP
DMS
DMSO
DMSO2
GC

GS

ILS
MA-HCI
MSM
NSA
OA

S
SYSADOA

Chondroitin sulfat

2,2- mimthoxypropan
dimethylsulfid

Dimethyl sulfoxid
Dimethylsulfon=MSM

Plynova chromatografie
Glukosamin sulfat

Izotopicky znaCené standardy
Methamamfetamin-hydoxidchlorid
Methylsulfonylmethan=DMSO2
Nestereoidni antirevmatika
Osteoartréza

Sira

Symptomaticky pomalu pusobicich léky



2 Uvod

Osteoartréza je onemocnéni postihujici starSi lidi bez rozdilu rasy a
pohlavi. Trpi jim vétSina lidi, proto se osteoartréza povazuje za civilizani
onemocnéni. Dodnes nebyla nalezena |éCba, ktera by OA vylécila. OA je
bolestivé onemocnéni, které degeneruje klouby, zejména kycCelni, kolenni,
prstu, patefe, ale postihuje i ostatni klouby. K |é¢bé se pouzivaji analgetika pro
zmirnéni bolesti. Vyuziva se také cviCeni, které ma za ukol zpevnit svaly v
oblasti nemoci zasazenych kloubd. Podplrna I|éCba. ktera zpomaluje
degeneraci kloubu, je tvofena pfipravky. které se nazyvaji chondroprotektiva.
Kromé znamych chondroprotetiv jako jsou chondroitin sulfat a glukosamin, se k
nim fadi i MSM.

MSM neni tak znama latka a bylo provedeno pouze velmi malo studii,
ovSem v provedenych studiich byly prokazany ucinky a zlepSeni stavu pfi 1éCeni
pohyblivosti nemocnych. MSM je uvadéno jako netoxicka latka. Pfi pouZzivani
léku u OA vSak davky MSM vyrazné pfesahuji doporu¢ené hodnoty davek na

den.



3 Cil a popis zadani prace

Cilem a zadanim predlozené bakalairské prace bylo shromazdit
informace tykajici se methylsulfonylmethanu, jeho moznosti pfi vyuziti v IéCbé
rliznych typu osteoartrézy a ziskat dostupné informace o sou¢asnych metodach
a moznostech, které slouzi k analytickému stanoveni MSM v potravnich

doplncich ¢i jinych matricich.



4 Teoreticka ¢ast

Pdvodni nazev methylsulfonylmethanu(MSM) byl dimethylsulfon
(DMSO2) a prestal se pouzivat kvali moznosti spleteni zkratky s prekurzorem
MSM, ktery ma nazev dimethylsulfid (DMSO). Kvuli tomu byl zaveden nazev
MSM, i kdyz tento nazev by mohl svadét k nakresleni molekuly CH3-SO2-O-
CH3, ale pouziva se pro molekulu MSM.

O\%S//O
HzC™ “CH,

Obr. 1: Struktura molekuly methylsulfonylmethanu

v
HBC—S

CH=

Obr 2: Struktura molekuly dimethylsulfoxidu

4.1 Vznik MSM, prechod a funkce v téle

MSM vznika pfirozené v atmosféfe nasi planety. Vznika diky oxidaci
dimethylsulfidu (DMS), ktery se uvolfuje z mofského fytoplanktonu do vody.
DMS je velmi tékava latka, ktera se dostava do atmosféry. Pfispévek siry
pomoci DMS do atmosféry je 10-30% celkové hodnoty siry v atmosféfe. DMS
se v atmosféfe oxiduje pomoci ultrafialového zafeni (UV) a hydroxylovych
radikall (OH). P¥i této reakci nejdfive vznika DMSO, které se diky dalsim OH
radikalim oxiduje na MSM(1).

CH3-S-CH3 + *OH — CH3-SO-CH3 + *OH — CH3-S02-CH3
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Obr. 3: Struktura molekuly dimethylsulfidu

MSM se v atmosféfe rozpusti ve vodé a pfi destovych pfehankach se
dostava do pudy a vod. Diky tomu se MSM dostava do rostlin (ovoce, zelenina
a obilniny). Kvuli tepelné neupravované potravé a tekutinam se MSM dostava
do nadeho organismu, kde figuruje zejména jako zdroj siry (S) pro lidsky
organismus. U tepelné upravovaného jidla MSM nenajdeme z divod( tékavosti
latky pfFi vySSi teploté. Sira je potfebna napfiklad pro tvorbu aminokyselin jako
cystein a methionin, které maji ve svém postranim Fetézci siru (2). 15%
celkového lidského MSM, se v téle metabolizuje z DMSO (1).

MSM je pfirozené se vyskytujici organosirova molekula lidského téla a
predpokladany donor methylu. Nedavna studie ukazala, ze MSM byl nalezen v
lidské cerebrospinalni tekutiné a plazmé v koncentraci 0-25 pmol/l . Kvdli

obsahu siry je MSM pouzivan télem k udrzovani normalnich pojivovych tkani

(1).

4.2 Osteoartritida

Osteoartréza je hlavni pfiCinou nepohyblivosti, ktera limituje kazdodenni aktivity

lidi, a je spojena s omezenim kvality Zivota (1).

4.2.1 Osteoartréza jako onemocnéni

Osteoartréza (OA) je nejCastéjSi onemocnéni kloubU, které se vyskytuje
pfevazné u starSich osob, u lidi nad 65 let az u 60% vySetfovanych. OA

postihuje muze i Zeny stejné, ale s jinymi specifickymi postizenimi, zejména v
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misté pusobeni bolesti (3). U muzd nachazime postizeni horniho podlu
kloubu, u Zen naopak postizeni medialniho (stfedniho) polu. Postizeni
horniho po6lu kloubu znamena, upfesnéni mista poskozeni kloubu.
Pokud budeme mluvit o koncentrickém poSkozeni, nalezneme

poSkozeny kompletné cely kloub(4).

4.2.1.1.1 Nazvoslovi onemocnéni

Onemocnéni délime podle poctu postizeni kloubld. Pokud je postizen
jeden kloub, tak se jedna o mono-, dva az Ctyfi oligo-, vice nez 4 polyartikularni
artréza. Dale podle postizeni kloubu, jeho latinskym nazvem napf. kloub oblasti
palce ruky — risartréza, kolena — gonartréza, kyCle — koxartréza, patefe —
spondylartroza atd. (4,5). Dalsi velmi dullezité rozdéleni je na primarni
(idiopatickou) a sekundarni OA. V pfipadé primarni OA jsou pfiCiny
degenerativnich zmén neznamé. Naopak u sekundarni OA zname pficiny, které
se podileji na vzniku onemocnéni, pfi€iny mohou existovat vnitini nebo vnéjsi.
Mezi dlvody sekundarnich onemocnéni patfi: trauma (zejm. intraartikularni,
mikrotraumatizace), kongenitalni a vyvojové vady (vrozena dysplazie kloubu),
metabolické nemoci (dna), endokrinni choroby (akromegalie, diabetes mellitus),
mechanické faktory (zmény osového postaveni kosti, nestejna délka koncetin,
hypermobilita), krvaceni do kloubu (hemofilie), zanétlivd onemocnéni kloubni
(revmatoidni artritida) (3,4,5).

4.2.1.2 Patofyziologie OA

vrve

chrupavky je zplUsobeno celkovym pusobenim genetickych, metabolickych,
biochemickych a biomechanickych faktorG se sekundarni zanétlivou
komponentou. Jedna se o proces zahrnujici degradacni a reparacni zmény

chrupavky, synovie a kosti (3).

Mg vriv s
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onemocnéni vykazuji velké mnozstvi abnormalnich metabolickych zmén. Z
dlvodu téchto zmén maji chondrocyty zvySenou proliferaci syntetizujicich a
degradacnich aktivit. Za fyziologickych podminek je chrupavka v rovhovazném
stavu katabolickych a syntetizujicich proceslt. Degradace chrupavky vznika pfi
posSkozeni rovnovahy, pfi degradaci se uvolnuji matrixové molekuly a jejich
fragmenty a degradacni enzymy chondrocytll. Slozky jsou uvolfiovany do
nitrokloubniho prostoru, kde vyvolavaji nepfiméfenou reparativni odpovéd.
Vyznamné pusobi také zména produkce proteoglykanu, jak kvalitativni, tak
kvantitativni. ZvySena je produkce metaloproteinaz a jinych proteolytickych
enzymd0, také se uvolfuji cytokiny jako interleukin 1 a tumor nekrotizujici faktor
alfa. Vyznam v patogenezi pfedstavuje i zména tvorby kolagenu Il, jde 0 zménu

exprese genul pro syntézu i produkci kolagenu Il (3).

4.2.1.3 Projevy OA napomahajici diagnostice

Jednim z hlavnich pfiznakl je bolest kloubu. Z po¢atkli onemocnéni se
jedna o takzvanou startovaci bolest, ta se projevuje pfi prvnich pohybech
kloubl, po jejich rozhybani se mirni nebo uplné vytraci. S postupnym
zhorSovanim OA bolest pretrvava i po dobu celého pohybu. U nejpokrocilejSich
stadii se bolest projevuje trvale i béhem klidu a noci, takzvana
dekompenzovana OA (3,4,5).

DalSim projevem byva ztuhlost, projevujici se po dobé klidu. Je zfetelné
vidét slozité rozhybani kloubu, trvajici 10-15 minut, vyjimecné az 30 minut.
Ztuhlost vSak neni nutnym projevem OA.

Pfi gonartréze byvaji citit drasoty kolenniho kloubu. Zjistime je pfilozenim
dlané na kloub, kdy ucitime takzvané ,vrzani“(4).

DalSimi pfiznaky jsou zména postaveni kloubu, zejména u tézSich forem
OA. Velmi Casto se mlzeme setkat s omezenym rozsahem pohybu kloubu.

Pokud se v kloubu objevi zanét, tak dochazi k protepleni a otoku kloubu (3,4,5).
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4.2.1.4 Lécba OA

Lécba je velmi rdznoroda, neni znama zadna kauzalni lé¢ba, ktera by
odstranila onemocnéni. Proto ma lé¢ba OA hlavni cil a to je zlepSeni kvality
Zivota.

U pocate€nich stadii OA se vyuziva zejména nefarmakologické 1é¢by, do
které se fadi zejména posilovani svalu pomoci cviku ur€enych fyzioterapeutem.
Dal8i pohybové aktivity doporuc¢ené lékafem mohou byt kratké nenaroéné
prochazky. Plavani, nenaro¢né na klouby, a cyklistika, pfi které také neni velka
zatéz na koleno. Doktor také muze doporucit doplrikovou lé€bu, mezi tu fadime
elektroléCbu, akupunkturu, laseroterapii, magnetoterapii. Hojné se také
vyuzivaji rizné ortézy, berle, ortopedické vliozky, specialni boty. Proti bolesti se
pouzivaji teplé nebo kryogenni zabaly (3,5).

Jednou z moznosti jsou rizna analgetika, ktera sniZuji bolest. Zejména
se pouzivaji takzvané nestereoidni antirevmatika (NSA). U NSA zname
dostate€né jejich analgetické a protizanétlivé ucinky. Vybér druhu NSA je
zalozen na vice aspektech, at’ uz ceny ¢i vedlejSich ucinkd. V neposledni fadé
se rozhoduje podle délky uzivani léku. Kratky az stfedné dlouhy biologicky
poloCas je u léku, které by se nemély pouzivat dlouho (napf. Ibuprofen). Pro
dlouhodobé pouzivani jsou doporu¢ena NSA s dlouhym biologickym
polo¢asem, zejména u chronickych onemocnéni (napf. Piroxikam) (3).

Lécba OA, ktera zapocCala v 90.letech, byla sméfovana na vyuziti
symptomaticky pomalu puUsobicich lékd (SYSADOA). Tyto Iéky maji velmi
pomaly ucinek nastupu, obvykle béhem 3 az 8 tydn(, a jejich ucinnost trva az
dva mésice po jejich vysazeni. SYSADOA jsou ve vétSiné pfipadu schvaleny
jako léky nebo potravni dopliky. Do této skupiny patfi latky jako je napf.
glukosamin sulfat (GS). Exogennim podavanim GS je ziskavan zakladni
substrat pro syntézu proteoglykant chondrocyty, zaroven ma také katabolicky
ucinek tim, ze inhibuje tvorbu proteolytickych enzymi. GS je také schopen
ovlivhovat lyzozomalni enzymy, uCinkujici pfi degradaci chrupavky, a ma i své
vlastni protizanétlivé ucinky. DalSi latkou patfici do skupiny SYSADOA je latka s

nazvem chondroitin sulfat (CHS) a jedna se v tomto pfipadé o sulfonovany
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glykosamin. CHS ma schopnost zpomalit apoptézu chondrocytl a také ma svuj
protizanétlivy  ucinek. Kyselina hyaluronova (KH) je nesulfonovany
glykosaminoglykan, nachazi se mezi chrupavkou a synovialni tekutinou, v
téchto mistech tvofi extracelularni matrix, jeji ukol v lidském téle je zachovavat
viskoelasticitu. Mezi latky ze skupiny SYSADOA se fadi i MSM a v komerc¢nich

pripravcich je vétSinou dodavan pravé v kombinaci s GS nebo CHS(3).

4.2.2 MSM a jeho vlastnosti na OA

MSM v souCasné dobé patii mezi dietni suplementy, jez jsou stale vice
vyuzivany v oblasti |éCby osteoartritidy. Uzivani MSM byva nejCastéji
doporu€eno v kombinaci s GS a CHS, tyto latky maji na rozdil od MSM cetné
zkou$ky ucinnosti podporujici jeho uzivani v OA. MSM je popularné pouzivan
pro zmirnéni artritickych a revmatickych bolesti. MSM muize vykazovat
protizanétlivou aktivitu, chemopreventivni vlastnosti, utlumuje syntézu
prostacyklinu (PGI2), muze pUsobit anti-atheroskleroticky, ma prospésny efekt
na eikosanoidni metabolismus. V mysich modelech bylo pfi pouziti MSM
prokazano, ze funguje jako latka ovlivhujici zanétlivé podminky jako jsou
revmatoidni artritida a lupus (1).

Nahodny kontrolovany pokus MSM na léEbu OA byl publikovan Usjo a
Naidusem. V tomto pfipadé se jednalo o 15-tydenni pokus se 118 pacienty.
Pacienti s prokazanou OA kolene dostavali bud 1,5 g MSM, nebo 1,5 g GS,
nebo kombinaci 1,5 g MSM s GS, a nebo placebo. Vysledek této pilotni studie
ukazoval na snizeni Lequesneho indexu u skupiny pacientd s MSM, GS a u
jejich  kombinace. Autofi uvedli az 33% snizeni bolesti ve skupinach
zkoumanych pacientt s MSM. Bylo také pozorované zlepSeni kloubniho
pohybu, markantni pokles otoku, celkové hodnoceni a doba chlize se také
zlepSily. MSM v této studii a v komercénich pripravcich byl syntetizovan reakci
DMSO a peroxidu vodiku. Vyslednym produktem stavajici reakce, vznika MSM

a voda (1).
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4.3 Toxikologické vlastnosti MSM

Klinické studie MSM na toxicitu a bezpecnost u lidi nebyly publikovany.
Studie byly provadény pouze na zvifatech. Test na akutni toxicitu byl provadén
jednoduchou davkou 2 g/kg MSM, u testu na subchronickou toxicitu byla
pouzita davka 1,5 g/lkg MSM po dobu 90 dni. Provedené testy neukazaly zadné
vedlejSi ucinky, ani patologii jakychkoliv organt nebo umrtnost testovanych
zivoCichll. Davky testované v ramci akutni a subchronické toxicity jsou
povazovany za 5 az 7-krat vétsi nez je maximalni davka uzivana u lidi. MSM je
vSeobecné povazovana za bezpecnou slouCeninu a je uvedena v Arthritis
Foundation’s Guide jako alternativni i doplfikovy zplUsob léCby pro OA, ale s
vystraznou poznamkou. Tato vystrazna poznamka je zde uvedena z divodu
nedostatecného vyzkumu.

Byly zminény nepotvrzené zpravy o mirnych vedlejSich ucincich pfi
oralnim uzivani MSM vc&etné gastrointestinalnich symptomu, bolesti hlavy,
zesilenych uc€inkl drog fedicich krev, jejichz vysledkem je snadné tvoreni
modfin a krev ve stolici, zvySeni krevniho tlaku, €i zvySeni hladiny jaternich
enzymu. Pokud se MSM uziva v ramci |éCby OA pred spanim, vyskytuje se i
nespavost. Klinické studie na vedlejSi ucinky MSM a zmény v rozboru krve
nebyly dosud nikdy provedeny.

Dostupnost MSM v prodejnach zdravé vyzivy a na internetu je az pfilis
velka na malé pouceni o bezpeCnosti a zpusobu uzivani. Davky MSM
pfedepisované lékafi pfi |éCb& OA jsou obvykle vysSi nez davky uzivané v
davkach obvykle predepsanych praktickymi I€ékafi a konzumenty k IéCeni OA,

které jsou vy$Si nez davkovani uzivané v Ushasové studii (1).
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5 Analyticka c¢ast

MSM je vyuzivan v mnoha doplfikovych pfipravcich a stanovuje se

nejCastéji pomoci plynové chromatografie.

5.1 Chromatografie

Chromatografie patfi mezi metody, které oddéluji od sebe slozky
obsazené ve smésnych a komplexnich vzorcich. Jedna se o takzvané
separacni metody. Chromatografie se pouziva pro kvalitativni i kvantitativni
analyzu vzorkd.

Zakladem v8ech chromatografickych metod je stacionarni a mobilni faze.
Stacionarni faze diky rGznym typum interakci separuje od sebe jednotlivé slozky
vzorku. Vzorek na stacionarni fazi pfivadi faze mobilni, ktera slozky vzorku

zaroven ze stacionarni faze vymyva.

5.1.1 Plynova chromatografie

Metoda plynové chromatografie (gas chromatography- GC) nese svuj
nazev podle pouzivané mobilni faze, tedy plynu. Mobilni fazi nazyvame nosny
plyn, ktery unasi vzorek na kolonu, ktera zastupuje stacionarni fazi. Po opusténi
slozek vzorku z kolony, pfichazeji slozky postupné do detektoru. Detektor po
prichodu jednotlivych slozek vzorku vydava signal, na jehoz zakladé se uréuje
kvalitativni a kvantitativni zastoupeni sloZzek ve vzorku. Méfici pfistroj se nazyva
chromatograf a vydavané vysledky se jmenuji chromatogram. Podminkou pro
analyzu pomoci GC je pfeména analytu na plyn. Proto je mozZné separovat
latky, které maji dostateéné nizkou teplotu varu, teplenou stalost a mensSi

relativni molekulovou hmotnost nez 1000.
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5.1.1.1 Slozeni chromatografu

Tlakova lahev je zdrojem nosného plynu. Nosny plyn je zvolen tak, aby
byl inertni vic&i slozkam analytu. Nesmi mit pfimy vliv na separaci. Pouzivané
plyny jsou dusik, helium, argon a vodik. S ¢asto pouzivanym vodikem hrozi
nebezpeci z duvodu jeho fyzikalnich a chemickych vlastnosti jako jsou
hoflavost a explozivnost

Pro zachyt nedistoty a vlhkosti v nosném plynu je na chromatografu
zabudované Cistici zafizeni. Hlavnim ukolem je z nosného plynu odstrafiovat
stopy reaktivniho kysliku. Reaktivni kyslik ma schopnost nevratné poskodit
stacionarni fazi.

Regulacni systém nastavuje prutok nosného plynu podle vyhovujicich
parametri analyzovaného vzorku.

Zavedeni vzorku do nosného plynu zajiStuje davkovac. Pouzita technika
davkovani zajistuje co nejkratSi odpar vzorku do mobilni faze. Davkovaem
byva injekCni stfikaCka, ktera je plynotésna nebo obtokové davkovaci kohouty.
Davkuje se od 0,1 — 10 pl vzorku.

Dulezitou ¢asti GC je kolona, ve které je umisténa stacionarni faze.

Detektor uzce souvisi s vyhodnocovacim zafizenim. Detektor vysila
signaly vyhodnocovacimu zafizeni, které diky informacim  vytvafi
chromatogram.

PFfi chromatografické analyze je velmi dulezitd kontrola teploty. Tu
zajiStuje termostat a separace muze probihat v isokratickém a nebo Castéji
pouzivaném gradientovém modu. Vyska teploty musi udrZzovat vzorek v plynné

fazi.

5.1.1.2 Kolony a stacionarni faze

5.1.1.2.1 Naplriové kolony

Jedna se o Zelezné nebo sklenéné kolony o vnitfnim praméru 2-3 mm a
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délce 1-3 m, vyplnéné sorbentem, ktery je pokryt na povrchu kapalnou fazi. Pro
adsorb¢ni GC vyuzivame silikagel, grafitované saze a oxid hlinity (alumina) jako
adsorbenty v koloné. Pfipouziti molekulovych sit vyuZivame hlinito kiemicitany.
Existuji také mikronapliové kolony, které jsou modernéjsSi a maji vysSi
ucinnost separace nez naplfiové kolony. Vyznacuji se malym priumérem a

obsahem velmi malych &astic, primér téchto ¢astic se pohybuje kolem 10 um.

5.1.1.2.2 Kapilarni kolony

Kapilarni kolony jsou vyrabény pfevazné z taveného kfemene, vnitfni sténa je
nosi¢em stacionarni faze, s vnitfnim pramérem 0,1-0,6 mm. Tloustka
stacionarniho filmu, jez pokryva vnitini sténu je 0,25-5 ym, délka kapilary je od
15 do 60 m, obvykle postacuje délka do 30 m. Z vnéjSku je kapilara pokryta
polyimidovou vrstvou. Tato vrstva dodava kfehké kapilafe pruznost a chrani ji i

pred zlomenim.

5.1.1.3 Detektory

Pro detekci je dllezita citlivost. Citlivost je posuzovana podle nejmenSi
detekovatelné koncentrace stanovované slozky, ktera dojde pomoci mobilni

faze na detektor. Na detektory je kladen také narok na vysokou selektivitu.

5.1.1.3.1 Tepelné vodivostni detektor

Detektor je zaloZzen na proudéni mobilni faze s analytem kolem
rozzhaveného vlakna, vlakno je zhaveno stalym elektrickym proudem. Zménu
napéti ovlivni dany analyt. Pfi pouziti tohoto detektoru je velmi dilezité, aby

analyt mél rozdilnou tepelnou vodivost na rozdil od mobilni faze.
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5.1.1.3.2 lonizacni detektory

Detektory jsou zaloZeny na vedeni elektrického proudu nosnym plynem.
Aparatura detektoru je tvofena dvéma kovovymi deskami, tvoficimi elektrody v
izolované nadobé.

Jednou z variant je plamenovy ionizacni detektor. Molekuly se ionizuji v
kyslikovodikovém plameni, tim vedou proud mezi elektrodami. PFitomnost
analyzované slozky zvySuje elektricky proud. Ma vysokou citlivost az v

pikogramech

V soucasnosti je bézné i spojeni GC s hmotnostnim spektrometrem,
analyzatorem se stava kvadrupol.

5.1.1.4 Chromatogram

Chromatogram je tvofen dvéma osami, na ose x je ¢as a osa y znaci
signal detektoru. Slozky vzorku pak tvofi piky. Vrchol piku udava hodnotu
retenCniho Casu. Retenc¢ni ¢as je €as (d viz. Obr. ¢.4), za ktery projde dana
slozka kolonou. UrCuje nam kvalitativni hodnotu analytu. Plocha (y zakladna
trojuhelniku) nebo vyska (h) piku rozhoduje poté o kvantitativni hodnoté
analytu. Vzhled chromatogramu muzeme vidét na obrazku cislo 4.
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Obr. 4: Ukazka zaznamu chromatogramu

5.2 Metody stanoveni MSM pomoci GC

5.2.1 Stanoveni MSM pomoci GC- popis metody

Vyvinuta metoda byla aplikovana k urCeni obsahu methamfetamin-
hydroxidchloridu (MA-HCI) a MSM v krystalickém MA zadrzeném v Japonsku od
fijna 2006 do zafi 2007. 127 vzorkd z 29 kriminalnich pfipad( bylo podrobeno
analyze.

GC analyza byla provedena na Chromatografu Agilent 7890A GC
systemu (Agilent, Palo Alto, CA, USA) pouzivajici plameno-ionizacni detektor a
atuomaticky davkovac Agilent 7683B. Byla pouZzita kapilarni kolona DB-17- uzka
kapilarni kolona (Agilent, 0,1 mm x 5 m, tloustka filmu 0,1um). Teplota
termostatu byla naprogramovana od 100-175 °C pfi gradientu 50°C/min. Teplota
injektoru a detektoru byla nastavena na 240 °C a 250 °C v daném pofadi.
Nosnym plynem bylo pouzito helium za konstantniho prutoku kolonou 0,5

ml/min. Objem vzorku davkovany na kapilarni kolonu byl 1 ul extraktu.

Optimalizace metody

K optimalizaci extrakéni procedury bylo pouzito 25 pl methanolického MA
a MSM o koncentraci 10 mg/ml k némuz bylo pfidano k 0,475 ml destilované
vody. Po pfidani 0,5 ml vSech pufrd (pH 4,0, 0,2 M pufru citratu, pH 6,9, 0,2 M
fosfatového pufru; pH8,0 a 9,0, 0,5 M pufru Tris-HCI, pH 10,5, 0,2 M pufru
uhli¢itanu) nebo alkalické roztoky MA a MSM byly extrahovany s 1 ml kazdého
z rliznych organickych rozpoustédel s 0,2 g soli a bez soli. Po centrifugaci byl
supernatan extraktu podroben GC analyze. Vytéznosti extrakce v (%) byly
vypocitany z ploch pika extrakt( proti t€m z neextrahovaného methanolového

roztoku standardu.

21



Vysledky u€inku pH na extrakci MA a MSM ukazaly, ze MA byl u&inné
extrahovan dichlormetanem za silné alkalickych podminek, ale vytéZnosti
extrakce MSM zustaly na hodnoté 35% bez ohledu na pH vodné vrstvy. Rizna
organicka rozpoustédla pak byla zkoumana pro ucinngjsi extrakci analytu. N-
hexan neextrahuje MSM a diethylether stejné jako butylchlorid extrahovaly
pouze malé procento MSM. Mezi testovanymi organickymi rozpoustédly bylo
shledano, Zze dichlormetan: 2-propanol v poméru (3:1) extrahuje MSM
nejucinnéji, ackoli uc€innost byla pouze 50% pfi smichani stejného objemu
organické rozpoustéci smési se silnym alkalickym roztokem (1 M hydroxidu
sodného). MA byl ucinné extrahovan za téchto podminek vSemi testovanymi
organickymi rozpoustédly. K dalSimu zlepSeni ucinnosti extrakce MSM bylo
zkoumano nékolik kombinaci alkalickych roztoku a organickych rozpoustédel v
pfitomnosti a absenci ruznych soli. Pouziti uhli¢itanu draselného dramaticky
zvysilo ucinnost extrahovani MSM; pfidani chloridu sodného pozitivni vliv

nevykazalo.

Validace metody

Pouziti kapilarni kolony poskytlo rychlou a kompletni separaci tfi
komponentl za pouhych 1,3 min. (Obr. 1) . Retencni ¢asy MSM, MA a vnitiniho
standardu byly v daném poradi 0,43, 0,62 a 1,26 min. Na chromatogramu se
neobjevily zadné piky poukazujici na necistoty extraktu zadrzeného vzorku
(Obr. 1b). Jeden cyklus teplotné naprogramované analyzy poZaduje méné nez
3 min k realizovani detekce.

Kalibraéni kfivky pro oba MA a MSM byly linearni v celém zkoumaném
rozsahu (0,01-2,4 mg/ml, ekvivalentni k 0,5 % - 120 % v praskovych vzorcich).

v v

(6).
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Obr. 5: Chromatogram GC stanoveni MSM, MA a IS
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5.2.2 Stanoveni kliovych slou€enin siry v atmosfére a
oceanech

Bandy, Thornton, Ridgeway a Blomquist stanovili pomoci GC a
hmotnostniho spektrometru kliCové slouceniny siry v ovzdusi a oceanech.

Metody GC/MS s vyuzitim mezinarodné izotopicky znacenych
standardyl (GC/MS/ILS) jsou popsany pro ureni atmosférického oxidu
sifiCitého, dimethylsulfidu (DMS), sirouhliku, dimethylsulfoxidu (DMSO), MSM,
karbonyl sulfidu a vodné faze dimethylsulfidu a dimethylsulfoxidu. GC/MS/ILS je
robustni vi¢i zmé&nam ve zpusobu odbéru vzorki a zménam v citlivosti
detektoru. Pouziti nizkoteplotniho zakoncentrovani a integracniho €asu tfi minut
shizuje limity detekce pod jednu &astici na trilion pro plynné faze. Dolni limity
detekce pro méfeni vodni faze jsou nizSi nez 1 pmol. Pfesnost méfeni je
limitovana bud nizSim limitem detekce nebo opakovatelnosti pfidanim
standardu. Prfesnost je determinovana primarné presnosti standardd. U
GC/MSI/ILS je nutné dbat na citlivost a pfesnost méfeni tak, aby se v realném
Case spravné zméfil pocet izotopu(7).

Podminky analyzy nebyly soucasti abstraktu a pfistup k plnému zdroji

nebylo mozné ziskat.
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5.2.3 Stanoveni dimethylsulfoxidu a dimethyl sulfonu v
mogi

Metoda pro rutinni uréeni DMSO a MSM v lidské moc€i byla vyvinuta za
pouziti GC/MS. Vzorek moci byl upraven 2,2- mimthoxypropanem (DMP) a
kyselinou chlorovodikovou pro ucinné odstranéni vody, ktera degraduje uroven
vakua na MS a zkracuje Zivotnost kolony. Experimentalni parametry reakce
DMP, jako je koncentrace kyseliny chlorovodikové, podil DMP v moci, reakéni
teplota a €as, byly optimalizovany pro mo¢. Hexadeuterovany DMSO byl pouzit
jako vnitfni standard. VytéZzek DMSO a MSM z mo¢i byly 97-104 % a 98-116 %
v daném poradi. Kalibracni kfivky vykazovaly linearitu v rozsahu 0,15-54,45
mg/L pro DMSO a 0,19-50,10 mg/L pro MSM. Limity detekce DMSO a MSM
byly 0,04 a 0,06 mg/l v uvedeném poradi. Relativni smérodatné odchylky
stanoveni v prabéhu dne byly 0,2 — 3,4 % pro DMSO a 0,4 — 2,4 % pro MSM.
Navrzena metoda mulze byt uziteCna pro biologické monitorovani délniku
vystavenych DMSO v jejich pracovnim prostfedi. PodrobnéjSi podminky
analyzy nebyly soucasti abstraktu a pristup k plnému zdroji nebylo opét mozné
ziskat
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5.2.4 Stanoveni MSM za uéelem kontroly kvality
potravnich doplikii

Bylo analyzovano nékolik potravnich doplikd napf. Arthrostop Plus od
firmy Walmark a dalSich 5 firem.

Jako standard byl pouzZit MSM, dodany firmou Orling. Jako dalSi
chemikalie byl pouZit nitrobenzen, aceton, helium, vodik a synteticky vzduch.

Pristroje pouZzité pro stanoveni GC: Sestava Schimadzu GC 17a AOC
20i, kolona Altech (30m x 0,32mm x 1,8um). Stacionarni fazi byl
kyanopropylfenylpolysiloxan. Vyhodnoceni probéhlo na chromatografické stanici
CSW 1.7 Data Apex, Praha, CR

Priprava vzork

Do 10 ml banky bylo navazeno urCité mnozstvi pfipravku obsahujiciho
MSM, dopInéno po rysku 0,1% roztokem vnitfniho standardu (nitrobenzen v
acetonu), po vyjmuti z ultrazvukové lazné prefiltrovano pres 0,45 pm teflonovy
filtr, poté se roztok davkuje na kolonu.

Standard tvofi 500 mg MSM doplnénych do 50 ml bariky roztokem

vnitfniho standardu.

Optimalizace podminek

Teplota byla optimalizovana pomoci méfeni standardu, pfi rdznych
teplotach a porovnavanim jednotlivych chromatogarmud. Méfené teploty byly
165 °C, 170 °C, 180 °C, 190 °C, 200 °C a 210 °C. Z téchto teplot byla vybrana
jako optimalni teplota 190 °C. Mobilni fazi bylo helium, pratokova rychlost byla
0,7 ml/min a davkovany objem 1 pl, teplota 190 °C byla nastavena u injektoru,

detektoru i kolony.
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Vysledek studie

Studie shledala vétSinu vyrobku, jako vyrobky neobsahujici deklarované
mnozstvi MSM. Jeden vyrobek byl ve spravném rozmezi latky 95-105 %, dva

se velmi blizily a zbylé tfi mély své informace o obsahu MSM nespravné (9).
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6 Pripravky obsahujici MSM

MSM je vyuzivano nejen jako potravni doplnék pro lidi, ale pusobi stejné

i na zvifeci klouby. Proto existuje i velmi hodné veterinarnich pfipravki s MSM.

6.1 Pripravky urcené lidem

Firma Nutrend vyrabi s MSM pfipravek Flexit Drink. Jedna se o prasek
ktery se smicha s vodou v poméru 20 g na 250 ml vody a vznika napoj s
prichuti. Nabizené pfichuté na trhu jsou pomeranc, broskev a jahoda. Firma ma
doporu¢ené davkovani, pro ochranu kloubd 10 g za den a pfi lécbé
poskozenych kloubl 20 g na den, pfipravek se ma vzdy pouzivat rano na la¢no.
Pripravek obsahuje kromé MSM 1500 mg/100 g vyrobku i glukonat hofecnaty,
glukonat vapenaty, L-prolin, GS 1500 mg/100 g, CHS 750 mg/100 g, vitamin C,
kyselinu hyaluronovou (sodna sul), vitamin B6, vitamin D

Firma PREMIUM QUALITY PRODUCT, STONEY CREEK ONTAR vyrabi
vyrobek Bamy's MSM + Glukosamin sulfat. Baleni obsahuje 60 tablet. V pfipravku
najdeme MSM a GS. Vyrobce uvadi pouze hodnotu dennich davek MSM 1000 mg a GS
1500 mg denné. Vyrobce doporucuje 2 tablety denné jednu rano a druhou vecer, klade
diraz na dodrzovani pitného rezimu. Takovéto uzivani by nemélo pfesahovat 30 dni a dalSi
opakovani kury by mélo piijit nejdfive po tfech mésicich.

Viyrobek Colafit plus MSM od firmy DACOM PHARMA, S.R.O. Viyrobek obsahuje
jako ucinné latky vitamin C, MSM a lyofilizovany kolagen. Jedna tobolka obsahuje
30, 500 a 4 mg v daném poradi. Doporu¢ené jsou dvé tobolky denné&, prvni
rano a druha vecer.

Firma TROPHIC CANADA LTD uvadi u svého vyrobku Trophic
MSM+Glukosamine tbl. pouze v nazvu ucinné latky a kromé davkovani, které je 3 tobolky
denné, se nezmifuje vabec o nicem.

Pripravek znacky Chondrotin MSM 2600 cps.168 od vyrobce Orling opét informuje o
sloZce Iéku pouze z nazvu ale ma detailn€ji popsané davkovani 6 tablet denné, pozivani by
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nemélo presahovat 2 mésice a opakovani této kiry je doporuc¢eno 2-3krat do roka. Daleko
znamejSi a uzivanéjsi nutricni doplnék je Geladrink forte, tento dopinék je vyrabén v podobé
kapsli nebo rozpustného prasku.. Rozpustny prasek je vyrabén v pfichutich jahoda, ananas
a pomeranc. Napoj se piipravuje jako 1 odmérka (14 g), kterou doliieme vodou, mineralkou
nebo Cajem. Podava se jedenkrat denné. Doporucené davkovani kapsli je dvakrat
denné po 6 kapslich nebo jedenkrat po 12. Prvni vysledky zlepSeni pohybu se objevuiji
b&hem druhého tydne, vyrazné zlepSeni pfijde po 6 tydnech. Uginné latky obsaZeny v
geladrinku jsou klasicka chondroprotektiva CHS (800 mg v denni davce)a GS (1500
mg), MSM, kolageni peptidy (8000 mg), boswellia serrata extrakt ze stromu obsahujjici kys.
boswellovou proti zanétim (100 ug), selen (50 ug), vitamin C (100 mg), vitamin E (50 mg) a

mangan (2 mg).

i

Obr. 6 a 7: Geladrink forte napoj (6) a kapsle (7)

Pripravek ,ktery ma popsan ve svém piibalovém letaku vSechny podstatné slozky, je
od fimy Virdespol s.r.o., Ortomax tob.90. Vyrobek obsahuje na jednu tabletku 500 mg
GS, 125 mg CHS, 125 mg MSM, 127 mg hydrolyzovaného kolagenu, 15 mg
kyseliny askorbové. Vyrobek ma ve svém letdku i doporu¢ené davkovani, pro
dospélé 2 tablety denné a popisek, Ze Ize uzivat dlouhodobé. DalSi vyrobek této
firmy je UNIVERSAL MSM gel, jediny popis k této masti je k tomu, na co se da
pouzit.Mast se pouziva na otoky, zmirfiuje zanéty a chrani suchou kuzi,

zmékduje ztvrdlou a zrohovatélou kizi na nohou, plisobi proti akné.

6.2 Veterinarni pripravky
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Firma PHARMA UNITED, KANADA se zaméfuje na veterinarni vyrobky.
At uz jsou to vyrobky pro psy Ci koné&, pod nazvem Alavis. Alavis pro koné
obsahuje pouze MSM - doporuceni vyrobku je pro v8echny koné bez rozdilu
zameéreni pocateCni davka je 5g po dobu 10 dni, poté se uziva udrzovaci davka
2-3 g prasku. Alavis pro psy obsahuje Glukosamin sulfat 454 000 mg, ALAVIS
™ MSM 303 000 mg, olej z brutnaku Iékafského 15 150 mg a zakladni smés
(farmaceuticka Zelatina, zazvor obecny, kurkuma dlouha, boswelie) 45 450 mg ,

v8echny latky jsou uvedené na kg pfipravku

ALAVIS:s.|

+Glukosamin sullat ¥

¥ Sk y
[ - . T Rhouty 3 fyis bar lenidici!
boutyy Lo, 1 1

Obr. 8 a 9: Alavis pro psy (8) a pro koné (9)

Firma BIOFAKTORY vyrabi pfipravky s MSM pro psy s nazvem Canvit
Chondro Super. Vyrobky jsou prodavané v balenich 250, 500 a 1000 g a jsou

vhodné pro psy. Vyrobek podle vyrobce obsahuje GS, CHS a MSM. Minimalni
doba Iéc¢by je 8-10 tydna.
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7 7.avér

Prace je rozdélena na tfi hlavni €asti. V prvni €asti je zpracovana teorie
od vzniku az po transport methylsulfonylmethanu do téla a jeho toxicitu. Dale je
v této kapitole popsana osteoartr6za, onemocnéni tykajici se bolesti a zanétu
kloubl. Popis osteoartrozy od popisu symptomi pfes moznou lécbu az po
spojeni s methylsulfonylmethanem.

Druha cast je zaméfena na analytické moznosti stanoveni MSM.
Methylsulfonylmethan se stanovuje vyhradné pomoci plynové chromatografie.
Mnozstvi nalezenych praci zabyvajicich se stanovenim MSM v odborné
literatufe je mizivé a nékteré prace nebylo mozné ziskat v plnéverzi, ale pouze
ve formé& abstraktd. MnozZstvi informaci je v tomto ohledu tedy znaclné
omezene.

Ve tfeti Casti jsou zahrnuty pfipravky, ve kterych je obsaZen
methylsulfonylmethan s popisem jejich sloZzeni a praktickych informaci pro
aplikaci.

Celkové lze zavérem prace zhodnotit, Ze bylo popsano velmi malo
informaci o methylsulfonylmethanu. Vzhledem k tomu, Ze je bézné
methylsulfonylmethan soucasti lidského organismu, je velmi malo popsan v
knizkach a v odbornych &lancich. Z tohoto divodu neni fadné popsana ani jeho
toxicita.

Obecné se predpoklada, ze jako Iék na osteoartrézu ma své uplatnéni v

kombinaci s ostatnimi chondroprotektivy jako jsou glukosamin a chondroitin
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