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§ Sazetak Vi

§ Sazetak

Mirakulin (MCL) je glikoprotein koji se nalazi u ¢udesnom vocéu (Synsepalum dulcificum).
Nakon konzumacije ¢udesnog voca, kisela hrana privremeno ima sladak okus. Ono $to daje
ovom voc¢u sposobnost modifikacije okusa je mirakulin. Efekt traje oko pola sata, dok je
mirakulin prisutan na jeziku.

Informacija o slatkom okusu primarno se prenosi preko receptora za slatko. Za ovaj
receptor karakteristi¢no je da je spregnut s proteinom G. Kada se za njega veze ligand, pokrece
se signalna kaskada. Mirakulin se veze za taj isti receptor, ali aktivira ga tek pri snizenom pH
kada dolazi do promjene njegove konformacije koja dovodi do opisanog efekta. Stoga,
mirakulin moze samo kiselu hranu prividno uciniti slatkom, dok sam nema okusa i nema
znadajnog efekta na druge vrste okusa. Stovise, moze ¢ak umanjiti intenzitet slatke hrane. lako
su potrebna daljna istrazivanja, mirakulin ima potencijala u farmaceutskim proizvodima te kao

zasladivac.
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

U zapadnoj i centralnoj Africi rastu crvene bobice voca Synsepalum dulcificum (,,miracle
fruit™). Ono je Sire poznato ve¢ stotinjak godina, a ime ,,Cudesno voée* dali su mu Europljani
kada su naisli na njega i otkrili njegovo zanimljivo svojstvo.” Ovo voée moze privremeno
promijeniti osjet okusa nakon §to se prozvace njegova pulpa,* zbog ¢ega se i naziva ,,¢udesnim*.
Nakon konzumacije, kisela hrana privremeno ima sladak okus. Samo kisela hrana moZe se
prividno pretvoriti u slatku, dok primjerice kod slanih proizvoda nema znacajnog utjecaja.
,,Cudesno voée“ &esto se koristilo za zasladivanje druge hrane, kao $to su palmino vino i
kukuruzni kruh. Ove bobice sadrze razne vazne vitamine (kao $to su A, C, E 1 K) te esencijalne
i neesencijalne amino kiseline. Pokazalo se kako imaju pozitivan efekt na zdravlje i lijeCenje
nekih kroni¢nih bolesti, primjerice rak, dijabetes, kardiovaskularne bolesti, i artritis. Osim toga,
imaju i antioksidativnu aktivnost.>*°

Mirakulin je aktivna tvar koja je zasluzna za efekt promjene okusa ¢udesnog voca i
nalazi se u pulpi bobice. Dobio je ime po vocu u kojem se nalazi, a prvi put su ga izolirali
Kurihara i Beidler, 1968.41° Do modifikacije okusa dolazi kada je jezik oblozen mirakulinom.
Efekt traje dok ne dode do ispiranja ove molekule s jezika, za Sto je obi¢no potrebno oko 30
minuta.'® Mirakulin je glikoprotein koji tvori homodimerni kompleks (2 podjedinice se drze
zajedno disulfidnim mostovima) i sastoji se od 191 aminokiseline te 2 SeCera vezana za 2 Asn
ogranka N — glikozidnom vezom.®! U monomernom obliku ne pokazuje utjecaj na
modifikaciju okusa.}* Do promjene okusa ne dolazi pri neutralnom pH, veé samo pri snizenom.
Efekt je najjaci pri pH 3.0.22 Ponudeno je vise objasnjenja za modifikaciju okusa mirakulinom.
Jedno objasnjenje je da mirakulin blokira receptore za kiselo i tako indirektno pojacava osjet
slatkog. Daljnjim istrazivanjem i otkrivanjem mehanizma vezanja mirakulina, vjerojatnijim se
pokazalo da dominantan doprinos modifikaciji okusa ima drugo objasnjenje. Ono kaZe da zbog
snizenog pH dolazi do promjene konformacije koja omogucuje vezanje Secernog dijela
mirakulina za receptor, ¢ime se pokreCe signal slatkog okusa. Dakle, mirakulin zapravo
primarno dodaje slatki okus, zbog ¢ega se ¢ini da je kisela hrana slatka. Takoder, taj slatki okus

donekle potiskuje osjet kiselosti, §to doprinosi osjetu slatkog.’
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§ 1. Uvod 2

Slika 1. Cudesno voce, preuzeto iz reference 5
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§ 2. PRIKAZ ODABRANE TEME

2.1. Put prijenosa signala slatkog okusa

Okus se percipira preko nakupina stanica koje zovemo okusnim stanicama. One se nalaze
ve¢inom na povrsini jezika u nakupinama koje se zovu okusni pupoljci. Postoji viSe vrsta takvih
stanica i svaki od 6 osnovnih okusa prenosi se odredenim stanicama. Mogu se podijeliti u 3
kategorije: I, II 1 III. Skupina II zaduZena je za nekoliko okusa koji svi imaju slicnu
unutarstani¢nu signalnu kaskadu — slatko, umami i gorko. Ova grupa stanica ima receptore
spregnute s proteinom G za sve okuse za koje je zaduZena, pa tako i za slatko.?

Funkcionalni receptor za slatko sastoji se od dvije podjedinice, odnosno on je
heterodimer TAS1R2 1 TAS1R3. Homodimer TAS1R3 takoder moZe prenositi signal iz
prirodnih Secera , ali TAS1R2 ne moZe sam prenositi nikakav signal za slatko. Kada se glasnik
veze za receptor, to pokrece kaskadu signala. Gvanozin trifosfat (GTP) se hidrolizira u gvanozin
difosfat (GDP) na Ga podjedinici. Zbog toga dolazi do odvajanja G, od Gg, podjedinice koja
aktivira fosfolipazu CB2 (PLCP2). Ona fosforilira fosfatidil-inozitol-4,5-bisfosfat (PIP2) te
nastaju inozitol-1,4,5-trifosfat (IPs) i diacilglicerol (DAG). Nakon toga, IP3 se veze na receptor
ITPR3 koji se nalazi na endoplazmatskom retikulumu, zbog ¢ega Ca?* ioni mogu izaéi iz njega
kroz kanal te se poveéava koncentracija kalcijevih iona u unutarstani¢nom prostoru.>® Ti ioni
aktiviraju kanal TRPM5 koji je selektivan za natrijeve ione. Na* ioni ulaze u stanicu i dolazi
do depolarizacije membrane koja uzrokuje izlazak adenozin trifosfata (ATP) iz stanice. On je
neurotransmiter i otpusta se kroz kanal tipa CALHM. Postoji 6 kanala u ovoj skupini
(CALHM1-6). CALHMI1, CALHM2 i CALHMS3 sudjeluju u fizioloskim i patoloSkim
procesima. Neki od tih procesa su ekscitabilnost neurona, depresija i neurotransmisija okusa.
Kod prijenosa slatkog okusa, neurotransmiter ATP prenosi se kroz heterodimerni kanal koji se
sastoji od CALHM1 i CALHM3 podjedinica.>® Tada ATP aktivira receptore P2X2 i P2X3 u

neuronima i tako se prenosi informacija o slatkom okusu.*®

Dea Demeter Zavr$ni rad



§ 2. Prikaz odabrane teme 4

Okusni podrazaji

Slika 2. Signalni put slatkog okusa, preuzeto 1 prilagodeno iz reference 8.

Postoje joS 1 dva mehanizma prijenosa signala slatkog okusa koji ne idu preko receptora za
slatko, a nalaze se u drugim tkivima.®

Prvi je put koji ovisi o kanalu za kalij, osjetljivom na ATP (Kate kanal). Bitan je u beta
stanicama gusterace, gdje je prvobitno i1 otkriven. Za ovaj put prijenosa kljucan je nastanak
ATP-a. On se generira iz glukoze koja se transportira u beta stanice. Glikolizom i ciklusom
limunske kiseline metabolizira se fosforilirana glukoza $to dovodi do povecanja koncentracije
ATP-a. Zbog toga se zatvori Katp kanal. Zatvaranjem ovog kanala dolazi do depolarizacije

stani¢ne membrane i otpusta se inzulin.®
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8 2. Prikaz odabrane teme 5

Drugi put ide preko obitelji natrij-glukoza kotransportera (SGLT). Isprva je otkriven u
stanicama u tankom i debelom crijevu. Ovaj mehanizam koristi SGLT1. On kotransportira Na*
ione i glukozu iz unutrasnjosti crijeva u enteroendokrine stanice. Taj proces dovodi do
depolarizacije i stvaranja akcijskog potencijala. Tada dolazi do lu¢enja peptidnih hormona, kao
$to je hormon sli¢an glukagonu tipa 1 (GLP1).®8

S vremenom su otkrivene informacije koje ukazuju na to da se ovi prijenosni putevi

mozda nalaze 1 u okusnim stanicama, ali slatki okus se primarno prenosi signalnom kaskadom

uz receptor okusa.®

2.2. Vezanje mirakulina

Na membrani okusnih stanica nalaze se receptori za slatko (T1R2/T1R3) u svojoj inaktivnoj
formi, za koje se mirakulin veze pri neutralnom pH. Pretpostavlja se kako se receptor
T1R2/T1R3 nalazi u dinami¢koj ravnotezi izmedu dvije forme, a vezanje liganda stabilizira
aktivnu formu.!” Dok se veze, mirakulin ne aktivira receptor sve dok pH ne padne. Odnosno,
pri neutralnom pH receptor ostaje inaktivan.®> Za funkcionalnost mirakulina bitni su histidinski
ogranci H29 1 H59, uz posebnu vaznost H29. Ova aminokiselina nalazi se na mjestu susreta
dvaju monomera i okruzena je drugim pozitivnim ograncima, $to ¢ini pozitivho nabijeno
podrucje. Koncentracija pozitivnog naboja omogucava interakciju mirakulina s negativno

nabijenom $upljinom koja se nalazi na povrsini TIR2/T1R3.*

NIE SLATKO SLATKO

Mirakulin Mirakulin

DT /I_I\

vl

Receptorsko mjesto za
slatko

Slika 3. Mehanizam modifikacije okusa mirakulinom, preuzeto i prilagodeno iz reference 5.
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8 2. Prikaz odabrane teme 6

Slika 4. Reprezentacija modela T1R2/T1R3 receptora s vezanim mirakulinom (mirakulin je

prikazan crveno), preuzeto iz reference 17.

2.3. Utjecaj pH na efekt mirakulina

Pri snizenom pH, nabijeni histidinski ogranci mirakulina H29 1 H59 zasluzni su za pokretanje
strukturne promjene mirakulina.'® Na to ukazuje to $§to zamjenom histidina alaninom nestaje
efekt mirakulina na percepciju okusa.® Zbog ove strukturne promjene mirakulin poprima manje
kompaktnu formu koja lakse ostvaruje interakciju s TIR2/T1R3. Takoder, H29 i H59 zajedno
stabiliziraju ovaj oblik te se pokazalo kako postoji efekt kooperativnosti u tome. Snizenje pH
dovodi do protonacije bo¢nih ogranaka ¢ime nastaje otvorenija (manje kompaktna) forma
mirakulina koja se moze bolje prilagoditi veznom mjestu receptora. Kada se to dogodi,

mirakulin se veZze za receptor pomodéu svog Seéernog dijela i time pokreée signal za slatko.™
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§ 2. Prikaz odabrane teme 7

Dodatno, slabe kiseline imaju ja¢i utjecaj na modifikaciju okusa koju uzrokuje
mirakulin. Primjerice, limunska kiselina jace pojacava efekt mirakulina u usporedbi s
klorovodi¢nom kiselinom. Istrazivanja ukazuju na to da je razlog mogucnost unutarstani¢ne
acidifikacije koju imaju slabe kiseline. Jake kiseline zakiseljavaju izvanstani¢ni prostor §to
dovodi do protonacije izvanstani¢ne regije hTAS1R2 i mirakulina te se pokrece signalna
kaskada unutar stanice.- Slabe kiseline se nalaze u svojoj nedisociranoj formi u znatno vecoj
mjeri od jakih kiselina. Nedisocirane kiseline mogu u¢i u stanicu kroz membranu i potaknuti
zakiseljavanje unutarstani¢énog prostora. Odnosno, slabe kiseline mogu puno jace zakiseliti
unutarstani¢ni prostor od jakih kiselina, zbog cega se protonira i unutarstani¢na regija
hTAS1R2. Tada interakcijom posve aktiviranog (potpuno protoniranog) hTAS1R2 i

protoniranog mirakulina dolazi do jateg efekta modifikacije okusa.®

Neutralni PH : ac1d1ﬁkac1Jg ac1d1ﬁkac1ja

ATD

CRD - Altivai MCL

TMD Membrana
His590

TAS1R2 TAS1R3

Slaba kiselina ’

Stanje mirovanja Parcijalna aktivacija Potpuna aktivacija

~ 7

Slika 3. Utjecaj pH na efekt mirakulina, preuzeto i prilagodeno iz reference 3.

Ako se ponovno uspostavi neutralan pH, mirakulin i dalje moZe zauzimati mjesto na receptoru.
Tada zapravo umanjuje dozivljaj slatkog jer inhibira aktivaciju receptora za slatko od drugih

tvari.?
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A |

Neutralni pH Kiseli pH

Inaktivni
MCL

hT1R2-hT1IR3 hT1R2-hT1R3

E—
Aktivai MCL
Nema aktivacije Aktivacija
B Zasladivaci Zasladivaci
A A

O l © n l O
hT1R2-hT1IR3 hT1R2-hT1R3

Aktivacija Manje aktivacije

Slika 5. Utjecaj mirakulina pri neutralnom pH, preuzeto i prilagodeno iz reference 9.

2.4. Primjena mirakulina
Trenutno koriSteni umjetni zasladivaci, kao Sto su aspartam ili saharin, imaju nezeljene
nuspojave, primjerice rak mjehura, tumore mozga ili otkazivanje srca. Stoga, postoji potreba za
zamjenom ovakvih zasladivaca, Sto bi posebice pomagalo pacijentima koji boluju od bolesti
povezanih s konzumacijom Secera koji ih koriste kao zamjenu za saharozu. Mirakulin ima
potencijala kao zasladivac jer je niskokalorican (kao i umjetni zasladivaci koji se trenutno
koriste), ali ne potice potrebu za inzulinom.!” Osim toga, mogao bi posluziti kao izvor
farmaceutskih proizvoda te kao lijek za kontrolu dijabetesa.®

Cudesno voée demonstriralo je pozitivan u¢inak u lije¢enju raka, kardiovaskularnih, ali
i drugih bolesti. Pokazalo se uspje$nim u poboljsanju okusa niskokalori¢ne prehrane, dok
istovremeno smanjuje unos kalorija. Zbog svog pozitivnog efekta na zdravlje, ¢udesno voce

ve¢ sada je popularno u Japanu medu oboljelima od dijabetesa i prekomjerne tjelesne tezine.
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8 2. Prikaz odabrane teme 9

Pokazalo se kako ¢udesno voce ima antidijabeticki efekt te se njegovo svjeze lis¢e veé
sad koristi za tretiranje dijabetesa. Cini se kako kako mehanizam ovog uéinka ukljuéuje
povecéanu sintezu inzulina, modulaciju enzima koji metaboliziraju ugljikohidrate te smanjenje
upale. Kako bi se iz ove biljke mogao formulirati lijek za tretiranje dijabetesa, potrebno ju je
jos§ istraziti te razjasniti mehanizam njezinog antidijabeti¢kog udinka.8

Jedna od poteskoca u primjeni mirakulina je njegova proizvodnja. Potrebno je pronaci
nacin dobivanja mirakulina u laboratoriju ili metodu koja je prikladna za izoliranje vecih
koli¢ina tvari te koja nece narusiti strukturu mirakulina, budu¢i da on nema mogucnost
modifikacije okusa u monomernom obliku. Mirakulin je u pocetku izoliran ekstrakcijom uz
karbonatni pufer. NaZalost, ova metoda naruSava aktivnost mirakulina. Primjenjene su 1 druge
metode, ali su uglavnom bile skupe ili dugotrajne.'*

Budu¢i da je za modifikaciju okusa klju¢an histidin, pretpostavilo se kako se on nalazi
na povrsini jer tako omogucuje vezanje mirakulina za receptor. Ova pretpostavka iskoristena je
u osmis$ljavanju prikladne metode za izoliranje mirakulina iz ¢udesnog voca. Istrazena je
moguénost koriStenja imobilizirane metal-afinitetne kromatografije (IMAC) na koloni
napunjenoj niklom. Ovom metodom mirakulin je uspjesno izoliran uz ¢istocu vecu od 95 % 1
bez smanjenja aktivnosti. To bi moglo biti rjeSenje za masovnu izolaciju mirakulina, a time i
Siru primjenu.'* Ipak, mana ove metode je to $to je ¢udesno voée tropska biljka koju je tesko
uzgojiti izvan njenog prirodnog staniSta. To otezava mogucénost izolacije mirakulina iz
njegovog prirodnog izvora kao opciju za Siru proizvodnju jer koli¢ina mozda ne bi bila dostatna
za potraznju.®

Stoga, kao moguce rjeSenje pojavilo se geneticko inzinjerstvo. Bilo je pokuSaja uzgoja
rekombinantnog mirakulina u raznim organizmima, kao Sto su Escherichia coli i kvasac.
Nazalost, mirakulin koji je tako uzgojen uglavnom nije imao moguénost modifikacije okusa.
Ipak, uspjesno je provedena ekspresija aktivnog mirakulina u zelenoj salati. To bi moglo
potencijalno rijesiti problem proizvodnje mirakulina, buduci da je zelena salata biljka koja se
uspjesno uzgaja Sirom svijeta.®

Potrebna su daljnja istraZzivanja kako bi se mogle zadovoljiti sigurnosne mjere prije
primjene ovakvih lijekova. Osim toga, poZeljno bi bilo sintetizirati spojeve analogne mirakulinu
zbog ofuvanja vrste ¢udesnog voca, ali i zbog potencijalnog pronalaska spojeva s boljom

aktivno$¢éu od mirakulina.'®
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§ 4. POPIS KRATICA

MCL — mirakulin

T1R2 — drugi receptor okusa, tipa 1

T1R3 — treéi receptor okusa, tipa 1

TAS1R2 — gen za drugi receptor okusa, tipa 1
TAS1R3 — gen za teéi receptor okusa, tipa 1

GTP —gvanozin trifosfat

GDP — gvanozin difosfat

PLCp2 — fosfolipaza Cp2

PIP, — fosfatidil-inozitol-4,5-bisfosfat

IPs— inozitol-1,4,5-trifosfat

DAG — diacilglicerol

ITPR3 — receptor tipa 3 za inozitol-1,4,5-trifosfat
TRPM5 — kanal TRPM5

ATP — adenozin trifosfat

CALHM — modulator 1 homeostaze kalcija
SGLT — natrij — glukoza kotransporter

IMAC — imobilizirana metal-afinitetna kromatografija
GLP1 — hormon sli¢an glukagonu tipa 1

P2X2 — receptor na osjetnim Ziv€anim vlaknima

P2X3 — receptor na osjetnim Ziv€anim vlaknima
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