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UvoD

V piirodé se vyskytuji latky, jejichz produkce je
vazana na jeden ¢i vice druht organismu a které
plni specifickou, pro dany organismus Zivotné
dualeZitou, funkci. Jednim z ¢lent této skupiny
latek je i sloucenina se steroidni strukturou —
ergosterol (obr. 1).

Ergosterol se vyskytuje pouze v houbach,
plisnich a nckterych mikroorganismech, jako
jsou kvasinky ¢i trypanosomy, které vyvolavaji
spavou nemoc. V organismu je lokalizovan
v bunécnych sténach, kde zajist'uje spravnou
funkei lipidické membrany. Na jeho pfitomnost
je vazana permeabilita bunééné membrany
a aktivita membranovych enzyma. Vyskytuje se
také v cytosolu, kde plni dualezité funkce pii

procesech latkové vymény. Fyziologicka funkce
ergosterolu u kvasinek tkvi v ucasti na regulaci
proteinkinazy, kterd je potfebna pro iniciaci
rastu. Dale slouzi napfiklad k podpote syntézy
fosfatidylinositolu.

Ergosterol je v ¢isté formé bilou krystalic-
kou latkou. Je velmi dobfe rozpustny v tucich,
naopak je prakticky nerozpustny ve vod¢. Struk-
turné je velmi blizky cholesterolu, nejznaméjsi-
mu sterolu savcd. Lisi se pouze v pfitomnosti
methylové skupiny vazané na uhlik C-24 a dvou
dvojnych vazeb mezi uhliky 7-8 a 22-23. Jeho
hydrolyzou v alkalickém prostfedi nevznika ve
vodé rozpustny produkt, ¢imz se lisi od lipida,
podléhajicim zmydelnéni.

Obr. 1 Strukturni vzorec ergosterolu
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Objev ergosterolu

Prestoze jsou kvasinky zndmy jako vyznamny
producent ergosterolu, byl tento sterol poprvé
izolovan ze sklerocii parazitické houby palicko-
vice nachové (namele, Claviceps purpureg rostou-
cf na zité. Prvni izolaci provedl a pojmenovani
ergosterol pro tuto latku pouzil paiizsky lékarnik
Chatles Tanret roku 1889, ktery vychazel
z pojmenovani nemoci (ergotismu), kterou na-
mel u lidi vyvolava (Vandamme et al., 1989).
Teprve o nékolik let pozdéji Gérard (1895) po-
psal  vyskyt  ergosterolu v kvasinkich
a v plisnich.

Obsah ergosterolu v susiné plisni se pohy-
buje pramérné kolem 0,6 % (v nekterych piipa-
dech az 2,2 %, Penicillium westlinghi u kvasinek
se bézné vyskytuje v desetinach procenta (0,1—
0,2 %), v nékterych piipadech muze v$ak dosih-
nout i jednotek procent (2-9 % u Saccharomyces
cerevisag (Vandamme, 1989). V soucasné dobé
byly vytvofeny geneticky modifikované kvasinky
S. cerevisaeschopné rychle a ve velkém mnozstvi
produkovat ergosterol (He, 2007).

Plisnim na stop¢

Hlavnim d@vodem, pro¢ je vhodné a casto
inutné sledovat vyskyt plisni, je jejich nepfizni-
vé pusoben{ na potraviny ¢i krmiva. Plisné mo-
hou za urcitych podminek produkovat toxické
metabolity — mykotoxiny, které jsou pfic¢inou
celé fady epidemickych otrav (Morgavi, 2007,
Richard, 2007). Maji také vliv na vyzivovou hod-
notu, protoze ke svému rastu spotfebovavaji
ziviny, jako jsou tuky a sacharidy a také esencidl-
ni aminokyseliny (lysin, cystein) V neposledni
tadé dochazi k organoleptickym zménam potra-
vin a krmiv — zména barvy, vané, konzistence,
chuti (Vieira, 2003). Také monitorovani piitom-
nosti plisn{ v obytnych prostorach, ulicich mést
¢i ve skladistich potravinovych surovin ma velky
vyznam.

Vzhledem k tomu, Ze produkce ergosterolu
je vazana prakticky jen na houby a nékteré dru-
hy kvasinek, se nabizi idea: kde je ergosterol,
tam musi byt jejich producenti, a to zejména
plisné. Otcem myslenky vyuziti stanoveni er-
gosterolu jako indikatoru piftomnosti plisni
v cerealiich byl kolektiv védct kolem Seitze. Ten
také v roce 1977 popsal jednoduchou metodu
extrakce a stanoveni pomoci kapalinové chro-
matografie (Seitz, 1977).

Dalsimi vyzkumy bylo zjisténo, Ze obsah
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ergosterolu v plisnich napadajicich potravinové
suroviny ve skladistich nenf vyznamné ovlivnén
podminkami, ve kterych rostou. Tento poznatek
otevfel cestu k moznosti vyuziti obsahu ergoste-
rolu jako indexu® mnozstvi fugilni biomasy.
Pozdéji se vSak ukazalo, Ze situace nemusi byt
tak jednoduchi a pfi nizsim obsahu vody
v substratu muze byt korelace mezi ergostero-
lem a poctem kolonif plisni mnohem mensi. Za
definovanych environmentilnich podminek je
vésak mozné velmi pfesné stanovit mnozstvi
plisni v daném materidlu.

Trendem do budoucnosti je snaha vytvofe-
nf modelu produkce ergosterolu plisnémi za
raznych environmentalnich podminek. Pokud
se navic podafi vyvinout model, ktery kromé
produkce ergosterolu zahrne i produkei toxic-
kych sekundarnich metabolita plisni, bude moz-
né predpovidat potencidlni environmentalni
faktory, za nichz dochazi k napadeni plisnémi
a k produkci mykotoxind. Nejvetsi viznam mo-
dela tkvi v minimalizaci rizika rastu plisni
v potravinach (Tothill, 2003). U psenice je na-
piiklad obsah ergosterolu také funkei hmotnosti
ztna, kde mens{ zrna obsahuji relativné vice
ergosterolu nez zrna vétsi. I necistoty a ulomky
ztn se vyznacujl vyssim obsahem ergosterolu
(Regner, 1994). Mnozstvi ergosterolu bylo na-
vrzeno jako jeden znovych parametri kvality
rajcat a rajcatovych vyrobku (Kadakal, 2004).

Ergosterol je mozné vyuzit také jako indika-
tor napadené pice plisnémi. Jeho vyskyt ukazuje
na hors{ kvalitu pice. Vlucnich a pastevnich
porostech je vyskyt plisni zavisly na stanovist-
nich a povétrnostnich podminkich. Stoupa
zejména na konci vegeta¢niho obdobi, kdy jsou
porosty nachylnéjsi k onemocnéni a saprofytam.
Otazka plisni a s nimi spojenych zdravotnich
problému tak nabyva na vyznamu pfi prodluzo-
vani pastevniho obdobi, resp. piiceloro¢nim
pobytu zvifat na pastvinach. Vyzkum, ktery
probéhl na raznych stanovistich v Ceské repub-
lice, Némecku, Polsku a Madarsku v letech
2000-2003, ukazal, ze obsah ergosterolu v pici
z travnich porostd se na konci vegetaéniho ob-
dobi muze pohybovat od 20 do 500 mg.kg!
sudiny. V prabéhu podzimu dochazi ke zvyseni
obsahu ergosterolu. Nachylnost travniho poros-
tu k houbovym chorobam se tedy postupné
zvySuje. Fyziologicky stars{ porosty jsou
k houbovym chorobam nichylnéjsi. Porosty
vyuzivané pouze pocatkem cervna vykazuji kon-



cem vegetacniho obdobi (listopad) vyssi pro-
dukci biomasy, ale také vyssi obsah ergosterolu
v pici (70-220 mgkg! susiny). Naproti tomu
porosty intenzivnéji vyuzivané maji koncem
vegetacniho obdobi nizsi produkci, ale kvalita
pice je vyssi nejenom s ohledem na obsah Zivin,
ale také s ohledem na vyskyt plisni. Obsah er-
gosterolu se zde pohybuje od 10 do 160 mg.kg!
sudiny (Opitz von Boberfeld et al., 20006).

Rozdilnd je také nachylnost jednotlivych
druhtt k houbovym chorobam (plisnim). Na-
valy (Lolium perennel..) nebo lipnice luéni (Poa
pratensisL.). Naopak druhy s tuhymi vzpfimeny-
mi listy jsou vici houbovym chorobam odolnéj-
§i. Ergosterol zde mtze opét slouzit jako indika-
tor fungalntho napadeni. V klimatickych pod-
minkach Hesenska (Némecko) byl v prab¢hu tif
let u porostu jilku vytrvalého (Lolium perennel..)
zjistén pocatkem prosince obsah ergosterolu od
157 az po 314 mgkg! susiny. Naproti tomu
u kostfavy  rakosovité  (Festuca  arundinacea
Schreb.) se ve stejném obdobi obsah ergosterolu
pohyboval pouze od 48 do 129 mg.kg! susiny.
S obsahem ergosterolu zde souvisela také pii-
tomnost mykotoxinu zearalenonu. Tento myko-
toxin byl detekovan pouze u porostu jilku vytr-
valého (Lolium perennel..) v mnozstvi max. 0,02
mg.kg! susiny (Wolf, 2002). V nasich pokusech
na Ceskomoravské vrchoviné byl v letech 2005
a 2006 uporostu ovsiku  vyvyseného
(Arrhenatherum elatiud.. P. Beauv) zjistén koncem
vegetacniho obdobi od fijna do prosince pria-
meérny obsah ergosterolu 140 mgkg! susiny
ausrthy lalocnaté (Dactylis glomerata L.) 137
mgkg! susiny. Festucoidni hybrid, kfiZzenec
kosttavy rakosovité (Festuca arundinace®chreb.)
a jilku mnohokvétého (Lolium multiflorum Lam.),
robami, pramérny obsah ergosterolu byl 95
mg.kg ! susiny (Dohnal, 2007).

Pritomnost ergosterolu v prachu z domac-
nosti je znamkou piftomnosti plisni a jeho
mnozstvi koreluje s mnozstvim fugalni biomasy.
To pfinasi problém nejen s toxicitou spojenou
s jejich metabolity. Negativni pusobeni plisni
tkvi nejenom v toxicité nékterych jejich metabo-
litd, ale spéry mohou u nékterych jedinct piso-
bit jako alergeny. Ergosterol se do prachu dosta-
va praveé se sporami, kde se jeho koncentrace
pohybuje kolem 1,0 ng/mg spér. Rozdily mezi
jednotlivymi plisnémi jsou pfiblizné 25 %.

V celkovém mnozstvi prachu se pak jedna fado-
vé o 0,7-45,0 pg/g prachu, respektive 0,01—
194,0 ng/m3 vzduchu. Mnozstvi ergosterolu
nevypovida o druhu plisn{ ¢i zdravotnim riziku,
kterému jsou obyvatelé domu vystaveni
(Sullivan, 2001).

Velmi zajimavym piikladem vyuziti stano-
ven{ ergosterolu je i sledovani kvality odpadnich
vod v distirné. Vycisténa voda prochazi nadob-
kou, ve které jsou péstovany plisné, a prabézné
je sledovana produkce ergosterolu. Snizi-li se
hladina ergosterolu, je zfejmé, ze voda obsahuje
toxické latky a neni tedy dostatecné Ccista

(Padgett, 2000).

Ergosterol jako cil antimykotik

Skutec¢nost, Ze ergosterol plni velmi dulezité role
v bunice, a diky tomu, Ze se nevyskytuje
v zivocisnych bunkach, jsou latky, které vazou
ergosterol (napifklad polyeny jako natamycin,
Amphotericin B, nystatin apod.) nebo blokujici
jeho syntézu (azoly, alylaminy, morfoliny), pou-
zfvany jako antimykotika.

Polyeny, skupina pfiblizné 200 latek, jsou
produkovany Streptomycespp. a maji schopnost
tvofit komplexy s ergosterolem. Snizen{ koncen-
trace volného ergosterolu vede ke snizeni fluidi-
ty membran, které se stavaji vice krystalickymi
a vytvafeji se v nich polarni poéry. V disledku
této zmeény je narusena integrita membrany bu-
nek, které se stavaji vice permeabilni, a dochazi
k vytecen{ jejich obsahu, zejména ionta drasliku
a sodfku i polarnich latek. Tak masivni ubytek
jednondsobné nabitych kationtd vede nevyhnut-
né ke smrti burky.

Problémem aplikace polyend je jejich in-
terakce s cholesterolem a jinymi steroly Zivocis-
nych bunéénych membran, podobnych ergoste-
rolu. Zpusobuji tak kromé zadaného fungicidni-
ho ucinku i1 poskozeni lé¢eného organismu,
zejména ledvin, s naslednou elektrolytovou
disbalanci. Toxicita Amphotericinu B se muze
snizit jeho podanim napftiklad ve formeé lipidic-
kého komplexu, coz umozni podavan{ vyssich
terapeutickych davek.

Zatimco polyeny poskozuji funkci membra-
ny pfimou interakci s ergosterolem, jiné skupiny
antimykotik jsou zaloZzeny na inhibici jeho bi-
osyntézy. Do této skupiny 1éka patif napifklad
azoly (imidazoly, triazoly), alylaminy a morfoli-
ny. Na tomto principu je zalozena nejen celd fada
antifungalnich latek, jako jsou lé¢iva ¢i fungicidy.
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Narozdil od polyend putsobi azoly
(Flukonazol, Itrakonazol), imidazoly (naptiklad
Clotrimazol, Mikonazol apod.), respektive mot-
foliny spise jako fungistatika. Jejich nespornou
vyhodou je, Ze jsou prakticky netoxické. Azoly
blokuji enzym P450-Ergl1P, ktery provadi de-
methylaci na C-14. Vysledkem je hromadéni C-
14 methylovaného ergosterolu v bunkach a sni-
zeni mnozstvi ergosterolu. Methylovany sterol je
objemnéjsi, nezapada tak dobfe do membranové
struktury jako ergosterol. To ma negativni vliv
na enzymy vazané na membranu. Dochazi
k ovlivnéni produkce chitinu, pfijmu nutrietd
a tim k zastaveni rastu bunky, zastaven{ replika-
ce a eventualné k jeji smrti.

Dalsi moznosti inhibice syntézy ergosterolu
je inhibice dal$tho enzymu, podilejictho se na
jeho biosyntéze, skvalenepoxydazy, napiiklad
alylaminy (Terbinafine, naftifin). Mechanismus

ucinku je obdobny jako u azolt — v burice dojde
k hromadéni meziproduktu, v tomto ptipadée
skvalenu, a k deficitu ergosterolu. Vysledkem je
opét naruseni integrity bunécénych sten.
Morfoliny inhibuji C-14 reduktizu a A8—>A7
izomerazu. Vysledny efekt na bunku je obdobny
jako u ostatnich inhibitora syntézy ergosterolu.
Mista puasobeni jednotlivych druht antimy-
kotik jsou shrnuty v pfehledném obrazku 2.
Blokace syntézy ergosterolu je téz pouziva-
na u antibiotickych latek, které pusobi proti
dalsim organismum vyuzivajicich tento sterol.
Jedna se pfedevsim o kandidy, kryptokoky, ale
iprotozoa, které jsou puvodci leishmaniézy
a malarie (Trypanosoma gambiense T. rhodesiense,
Plasmodium falciparuin Kromeé toho, je i cela fada
fungicidt zaloZzena na principu blokady tvorby
ergosterolu v riznych fazich jeho biosyntézy.

Obr. 2 Mista pusobeni jednotlivich typt antimykotik

membrana ergosterol polyeny
reduktaza > |« morfoliny
demetyl lanosterol
© .
2 demetylaza > T: azoly
>
< lanosterol
skvalen epoxid
epoxidaza > T: alylaminy

Provitamin D>
Vitamin D je potfebny zejména pro spravny
metabolismus mineralnich latek a tvorbu kosti
u savcd a ptaka. Ovliviiuje hladinu vapniku,
fosforecnantt a  parathyroidntho  hormonu
v krevnim séru.

V roce 1924 Steenbock a Black prokazali,
ze ozafeni potravy vede ke vzniku vitaminu D.
O tfi roky pozdéji, byla vyslovena hypotéza, Ze
ergosterol je prekurzorem  vitaminu D.
V nasledujicim roce Windaus izoloval tfi formy
vitaminu D, z toho dva rostlinné steroly, které
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skvalen

pojmenoval vitamin Dy a D3 a jeden z ozafené
kaze vitamin Ds. Roku 1928 byla prace tohoto
vedce, zabyvajici se vizkumem struktury sterola
a jejich vztahu k vitaminim, ocenéna Nobelo-
vou cenou. V roce 1932 byla definovana che-
micka struktura vitaminu D> a zaveden pojem
ergokalciferol. Dnes jsou znamé dva typy vita-
minu — D3 a Ds. Vitamin Djjako chemickalatka
neexistuje, nebot’ v puavodnim objevu slo
o smés sloucenin (Bjorn, 2001).

Mechanismus vzniku vitaminu D3 je tedy
nasledujici:  Ozafenim  ergosterolu  dochazi



k otevien{ kruhu mezi atomy uhliku 9 a 10, za
vzniku viosterolu, ktery teplem izomeruje na
ergokalciferol. Ten se pozdéji v jatrech a pak
v ledvinach meéni na 10,25-
dihydroxyergokalciferol, aktivni formu vitaminu
D (obr. 3).

Vitaminy D> (ergokalciferol) a vitamin Dj
(cholekalciferol) jsou u savecu pfiblizné stejné
ucinné. U driabeze je naopak ucinnéjsi vitamin
D3 (Jelinek et al., 2003). Vitamin D m4 tfi hlav-
ni funkce. Ve stievn{ sliznici indukuje biosynté-
zu bilkovin nezbytnych pro resorpci iontd Ca2*,
podporuje mineralizace kosti a pomaha koordi-
novat také metabolismus fosfata. Vitaminy D>
a D3 jsou pro zZivocisny organismus metabolicky
neaktivni. Aktivnim se vitamin D stava postup-
nou pfeménou v jatrech a ledvinach az na kalcit-
riol, ktery je nejucinnéjsim metabolitem vitami-
nu D. Nedostatek vitaminu D zptsobuje u mla-
dych jedincd kiivici (rachitis). Pfi nedostatku

vitaminu D je sniZzend droven ukladani mineral-
nich latek, coz u rychle rostoucich kosti vede
k deformaci a zvysené ldmavosti. U dospélych
jedinct dochdzi k demineralizaci kosti, coz zpu-
sobuje méknuti kosti (osteomalacii) a f{dnuti
kosti (osteoporézu). Pii prudkém nastupu pro-
dukce mléka pocatkem laktace muZe nastat
u vysokoprodukénich — dojnic tzv.  poporodni
paréza. Ve velkych davkach je vitamin D toxic-
ky. Piilis vysoky pifsun vitaminu D vede
k hypervitaminéze a naslednému zvySenému
uklddan{ vapenatych soli v ledvinach, plicich,
stdci a cévach.

Poznamka: Pii stanoveni ergosterolu se
vyuziva absorpce zafeni pravé pfi vlnovych dél-
kach odpovidajici UV oblasti (282 nm) (Dohnal,
20006), takze paradoxné po detekci nemusi byt
v roztoku pfitomen ergosterol, ale jiz produkt
fotolyzy ergokalciferol.

Obr. 3 Vznik aktivni formy vitaminu D z ergosterolu

UV zafeni

Ho

ergosterol

ergokalciferol

ZAVER

Ergosterol jako hlavn{ steroid hub a nékterych
mikroorganismi muze slouzit nejen pro jejich
detekei, ale ¢astecné i kvantifikaci. Vyssi mnoz-
stvi ergosterolu v potravinach muze byt znakem
kontaminace plisnémi a tim i varovanim pfed
jejich daldi konzumaci. Detekci ergosterolu je
také mozné vyuzit v krmivafské praxi. Obdobné
jako v lidské vyzivé ukazuje jeho zvySeny obsah

25-hydroxyergokalciferol

F

viosterol

HO OH

1a,25-dihydroxykalciferol

na zoohygienickou zavadnost krmiv. Kromé
jiného ma ergosterol pozitivni vliv na lidské
zdravi, kdy po ozafeni pfechazi na vitamin Do.
Inhibice syntézy ergosterolu je zakladni funkci
celé fady antimykotik a antibiotik, které jsou
ucinné nejen proti mykdzam, ale téz proti pu-
vodcim nemoci jako jsou leishmani6za a ma-
larie. V zemeédélstvi jsou inhibitory syntézy er-
gosterolu pouzivany jako fungicidy.
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