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POPIS KRATICA KORISTENIH U RADU

u-OR - p-opioidnih receptora

3,4-DHPEA - 3'4'-dihidroksifeniletanol, odnosno hidroksitirosol

3,4-DHPEA-EA (HT-EA) - (3,4-dihidroksifeniletanol)-elenolna  kiselina, odnosno
monoaldehidni izomer aglikona oleuropeina (Slika 3)

3,4-DHPEA-EDA (HT-EDA) - (3,4-dihidroksifeniletanol)-elenolna kiselina dialdehidnog
oblika; dialdehidni oblik aglikona dekarboksimetiloleuropeina; oleacein (Slika 3)

AMPK - protein kinaza aktivirana 5 AMP-om (eng. 5" AMP-activated protein Kinase)

CAT - katalaza

COX - ciklooksigenaza (COX-1 - konstitutivna izoforma; COX-2 - inducibilna izoforma)

CVD - kardiovaskularne bolesti (eng. Cardiovascular Diseases)

DM - diabetes mellitus, odnosno Sec¢erna bolest

DMT1/2 - diabetes mellitus tipa 1/2

EPC - endotelne prekursorske stanice (eng. Endothelial Progenitor Cells)

ERK-1/2 - kinaza regulirana ekstracelularnim signalom (eng. Extracellular-signal-regulated

Kinases)

EVOO - ekstra djevicansko maslinovo ulje (eng. Extra Virgin Olive Oil)

FFA - slobodne masne kiseline (eng. Free Fatty Acid)

GIT - gastrointestinalni trakt

GLUT - transporteri glukoze

GPx - glutation peroksidaza

GRXx - glutation reduktaza
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HbALlc - glikozilirani hemoglobin

HDL - lipoprotein visoke gustoée (eng. High-density lipoprotein)
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HSA - humani serumski albumin

HSC - stanice jetre uklju¢ene u fibrinogenezu (eng. Hepatic Stellate Cell)

HT - hidroksitirosol, odnosno 3,4-DHPEA

lc.. - kalcijevi ionski kanali L-tipa

IL - interleukin



LDL - lipoprotein niske gustoce (eng. Low-density lipoprotein)

LPS - bakterijski lipopolisaharid

LT - leukotrien

MAPK - protein-kinaze aktivirane mitogenom (eng. Mitogen-Activated Protein Kinase)

MMP - matriksna metaloproteinaza
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MSC stanice - mezenhimalne matiéne stanice (eng. Mesenchymal Stem Cells)

MUFA - mononezasi¢ena masna kiselina (eng. Monounsaturated Fatty Acid)

NF-kB - nuklearni ¢imbenik «B (eng. Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated
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NO - dusikov (II) oksid

NOS - dusik (II) oksida sintaza (eNOS - endotelna izoforma, iINOS - inducibilna izoforma)

OLE - ekstrakt maslinovog lista (eng. Olice Leaf Extract)

ONOO' - peroksinitrit

PBMC - humane periferne krvne mononuklearne stanice

PG - prostaglandin

PMN neutrofili - polimorfonuklearni neutrofili

PMN neutrofili - polimorfonuklearni neutrofili

PUFA - polinezasi¢ena masna kiselina (eng. Polyunsaturated Fatty Acid)

RONS - kemijski reaktivni spojevi kisika i duSika (eng. Reactive Oxygen and Nitrogen

Species)

ROS - kemijski reaktivni spojevi kisika (eng. Reactive Oxygen Species)

SMC - stanice glatkih misi¢a (eng. Smooth Muscle Cell)

SOD - superoksid dismutaza

TG -trigliceridi

TNF-a - faktor nekroze tumora (eng. Tumor necrosis factor - a)
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1. UVOD

Epidemioloske studije pokazale su nizu ucestalost kardiovaskularnih bolesti,
ponajprije ateroskleroze, upalnih bolesti te odredenih tipova karcinoma (poput karcinoma
dojke i kolona) u podru¢ju Mediterana. Navedeno se u velikoj mjeri pripisuje mediteranskoj
prehrani koja se od ostalih u Europi razlikuje po maslinovom ulju kao glavnhom izvoru
masnoca (Visioli i sur.,, 2002a). Do nedavno su se ljekovita svojstva, ponajprije
kardioprotektivna, (ekstra) djevi¢anskog maslinovog ulja pripisivala visokoj zastupljenosti
mononezasi¢enih masnih kiselina (eng. Monounsaturated Fatty Acids; MUFA). Medutim, u
posljednje vrijeme se sve viSe istrazuju neke druge sastavnice maslinovog ulja, poput
polifenolnih spojeva, s obzirom da neka druga ulja bogata MUFA-ma nemaju ljekovita

svojstva koja ima djevi¢ansko maslinovo ulje (Bulotta i sur., 2013).

1.1. MASLINOVO ULJE

Ekstra djevi¢ansko maslinovo ulje (eng. Extra Virgin Olive Oil; EVOO) povezuje se
sa smanjenom ucestaloSéu pojavljivanja koronarnih bolesti u populaciji Mediterana;
djelomi¢no zbog visoke zastupljenosti MUFA, a djelomi¢no i zbog prisutnosti fenolnih
spojeva koji imaju obrambeno djelovanje na organizam (Masella i sur, 2001).

Maslinovo ulje (Slika 2) dobiva se iz plodova masline (Olea europaea L., Oleaceae;
Slika 1) razli¢itim fizikalnim (i kemijskim) postupcima, a ovisno o uvjetima i nacinu
proizvodnje uvelike ovisi njegov sastav i kvaliteta. Najkvalitetnije je EVOO koje se dobiva iz
sirovih plodova masline mehani¢kim postupcima u termickim uvjetima koji ne uzrokuju
kemijske promjene sastavnica ulja, odnosno ne utjecu na kvalitetu i stabilnost dobivenog ulja.
Na taj se nacin vecina lipofilnih spojeva prenese iz plodova masline u ulje zbog ¢ega ulje
zadrzava organolepticka svojstva maslina. Jo§ vaznije, takvim postupkom je minimalizirana
aktivacija stani¢nih peroksidaza i degradacija triglicerida te je o¢uvan visoki udio fenolnih
spojeva. Dalje po kvaliteti slijede djevicansko maslinovo ulje (VOO), obi¢no maslinovo ulje i
rafinirano maslinovo ulje koji imaju jednaki udio ukupnih masnih kiselina kao i EVOO, ali

svaki od njih ima manji udio fenolnih spojeva od prethodno navedenog (Quiles i sur., 2006).
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Slika 1. Stablo i plod masline Slika 2. Maslinovo ulje

(Olea europaea L., Oleaceae)

1.1.1. Sastav maslinovog ulja

Maslinovo ulje se sastoji od osapunjive frakcije (trigliceridi i slobodne masne
kiseline), koja ¢ini viSe od 98%, i1 neosapunjive frakcije, koja ¢ini do 2% ukupne tezine
maslinovog ulja. Neosapunjivu frakciju ¢ini vise od 230 kemijskih spojeva poput
neglicerolnih estera masnih Kiselina, alifatskih i triterpenskih alkohola, sterola, skvalena,
tokoferola, karotenoida i pigmenata (odgovornih za prepoznatljivu boju maslinovog ulja) te
fenolnih spojeva, odgovornih za karakteristican opor okus maslinovog ulja (ovo svojstvo
pripisuje se prvenstveno oleuropeinu). Zbog svojih karakteristika ti su spojevi gotovo
iskljuc¢ivo prisutni samo u djevicanskom maslinovom ulju jer se njihova koli¢ina drasti¢no
smanjuje daljnjim procesuiranjem ulja, pogotovo rafiniranjem (Quiles i sur., 2006). Za vecu
stabilnost (E)VVOO-a u odnosu na druga biljna masna ulja odgovorni su: (1) visoki udio
MUFA, otpornijih na lipidnu peroksidaciju, i (2) fenolni spojevi poput karotenoida, tokoferola

i sekoiridoida zbog svojih antioksidativnih svojstava (Owen i sur., 2000; Tripoli i sur., 2005).

1.1.2. Fenolni spojevi u maslinovom ulju

Fenoli su spojevi koji u svojoj strukturi sadrze aromatski prsten s jednom ili vise
hidroksilnih skupina (Bulotta i sur., 2013). Maslinovo ulje je izvor najmanje 30 fenolnih
spojeva s jednom ili dvije hidroksilne skupine koji mogu biti lipofilnog ili hidrofilnog
karaktera (Quiles i sur., 2006). Najvazniji fenolni spojevi lipidnog karaktera u maslinovom
ulju su tokoferoli koji su poznati po svojoj antioksidativnoj u¢inkovitosti i sinergistickoj ulozi

s fenolima u sprjecavanju autooksidacije maslinovog ulja (Corona i sur., 2006). Hidrofilne
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fenolne spojeve, od kojih su mnogi svojstveni isklju¢ivo maslinovom ulju, mozemo
Klasificirati prema kemijskoj strukturi na jednostavne (fenolni alkoholi i kiseline te
flavonoidi) i kompleksne hidrofilne fenolne spojeve (sekoiridoidi i lignani) (Quiles i sur.,
2006). Najvazniji jednostavni hidrofilni fenolni spojevi prisutni u maslinovom ulju su
hidroksitirosol (HT) i tirosol (fenolni alkoholi), dok su najvazniji kompleksni hidrofilni
fenolni spojevi sekoiridoidne strukture poput glikozida oleuropeina i ligstrozida, njihovih
aglikonskih oblika i dialdehidnih oblika tih aglikona (Corona i sur., 2006). Od svih
spomenutim sastavnicama oleuropein i njegovi derivati smatraju se molekulama najvaznijeg
bioloskog i farmakoloskog znacenja, zbog cega su najviSe istrazivane antioksidativne

komponente maslinovog ulja (Bulotta i sur., 2013).

1.2. OLEUROPEIN (KEMIJSKA STRUKTURA | SVOJSTVA)

Oleuropein je kompleksni hidrofilni fenolni spoj sekoiridoidne strukture odgovoran za
zaStitu masline od S$tetoCina i za karakteristican opor okus EVOO-a (Quiles i sur., 2006).
Sekoiridoidi su glikozidni spojevi sli¢ni kumarinima koji nastaju kao produkti sekundarnog
metabolizma terpena, a karakterizirani su prisutno$c¢u elenolne kiseline u aglikonskom dijelu
molekule (Tripoli i sur., 2005). Za razliku od tokoferola, fenolnih alkohola i kiselina te
flavonoida koji su prisutni u mnogim biljkama, sekoiridoidi su prisutni samo u porodicama
Oleaceae, Gentianaceae i Cornaceae dok je oleuropein karakteristican iskljucivo za porodicu
Oleaceae kojoj pripada i maslina (Bulotta i sur., 2013).

Oleuropein je hidrofilni (logP ~ 0.2), polarni spoj (logD = 0.196) relativno velike
molekulske mase (540.5 Da) (Edgecombe i sur., 2000). Po kemijskoj strukturi oleuropein je
ester oleozidnog kostura i hidroksitirosola (Tripoli i sur., 2005). Oleozidni kostur, odnosno
glukozid elenolne kiseline (B-D-glukoza povezana s elenolnom kiselinom preko hidroksilne
skupine na C1 atomu; Slika 3), karakteristi¢an je za porodicu Oleaceae (Tripoli i sur., 2005).
Oleuropein se u plodovima masline 1 djevicanskom maslinovom ulju moze nalaziti 1 u
glukozidnom i u aglikonskom obliku (Tripoli i sur., 2005).

Tijekom rasta i sazrijevanja plodova masline oleuropein podlijeze reakcijama kemijske
I enzimatske hidrolize endogenim esterazama i B-glukozidama S$to se nastavlja i tijekom
procesa prerade zbog Cega je mnogo zastupljeniji u plodovima i listovima masline nego u
maslinovom ulju (Bulotta i sur., 2013). Hidrolizom oleuropeina nastaju molekula glukoze i
aglikon oleuropeina (neugljikohidratni dio molekule) ili njegovi derivati koji se ve¢inom

razlikuju u strukturi prstena. Prsten moze biti zatvorenog tipa u fenolnom ili monoaldehidnom



obliku ili otvorenog tipa u dialdehidnom obliku, a svi spomenuti derivati nastaju keto-
enolnom tautomerijom prvobitno nastalog aglikona oleuropeina (Slika 3) (Visioli i sur.,
2002a). HT je krajnji produkt hidrolize (aglikona) oleuropeina u maslinama i u maslinovom
ulju (Vissers i sur., 2004). Derivati oleuropeina i njegovog aglikona [HT, monoaldehidni
izomer aglikona oleuropeina (3,4-DHPEA-EA) i dialdehidni oblik aglikona
dekarboksimetiloleuropeina, nazvan jos i oleacein (3,4-DHPEA-EDA)] u maslinovom ulju se
nalaze u viSim koncentracijama u odnosu na oleuropein te takoder imaju protektivne ucinke
na organizam c¢ovjeka (Bulotta i sur.,, 2013). Smatra se da se koncentracija sekoiridoida
snizava tijekom pohrane djevicanskog maslinovog ulja zbog njihove hidrolize na HT (¢ija

koncentracija istovremeno raste) (Romani i sur., 2007).

COOR; COOH COOH
COOR, OHC,, ((j,coonne /©/\ COOH
b ’&/
R,0 o)
e Elenolna kiselina Hidroksitirosol )
Sekoiridoidi (EA) (3.4-DHPEA, HT) Oleozid

HO
QPR o
(0]

HO
(6]
OH N | COOMe o)
COOMe
N
H 0)
So/a/o () |
OH HO” ™0
Oleuropein Aglikon oleuropeina
O
HO 0 0 0
CHO
O
OHC coome HO
| or oHC™ S
(@)
Izomer aglikona oleuropeina Oleacein
(3.4-DHPEA-EA) (3.4-DHPEA-EDA)

Slika 3. Kemijske strukture i nazivi fenolnih spojeva (i derivata oleuropeina) u maslinovom

ulju (prilagodeno iz reference Obied i sur., 2008)
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1.3. UDIO OLEUROPEINA | OSTALIH FENOLNIH SPOJEVA U
MASLINOVOM ULJU

Udio fenolnih spojeva u maslinovom ulju, pogotovo sekoiridoida, uvelike ovisi 0
agronomskim faktorima uzgoja poput sorte masline, mjestu uzgoja, klimi, navodnjavanju tj.
dostupnosti vode, Stetoinama koje napadaju plodove masline (muha masline Bactrocera
oleae) i stupnju zrelosti masline u trenutku berbe. Takoder ovisi i 0 uvjetima pohrane ubranih
plodova, postupcima i uvjetima tijekom te uvjetima pohrane gotovog maslinovog ulja (Quiles
i sur., 2006).

1.3.1. Prirodni tijek promjene koli¢ine oleuropeina

U razvoju ploda masline, razlikuju se tri faze: (1) faza rasta, tijekom koje se javlja
obilna pohrana oleuropeina; (2) faza zelenog sazrijevanja u kojoj dolazi do smanjenja
klorofila i oleuropeina te (3) faza crnog sazrijevanja koja je karakterizirana pojavom
antocijana i nastavkom pada udjela oleuropeina (Bulotta i sur., 2013). Koli¢ina oleuropeina u
mladim, nezrelim maslinama moze dosegnuti i do 14% (140 mg/g) suhe tvari (Bulotta i sur.,
2013). Medutim, sazrijevanjem plodova masline smanjuje se koli¢ina oleuropeina zbog
reakcije hidrolize kojom nastaju fenolne spojevi manje molekularne mase, ali se smanjuje i
ukupna koli¢ina fenolnih spojeva i a-tokoferola (Tripoli i sur., 2005). Unato¢ spomenutom
smanjenju, koli¢ina preostalog oleuropeina je i dalje znacajna u zelenim sortama maslina. U
crnim sortama je koli¢ina oleuropeina znatno manja nego u zelenim sortama dok u nekim
varijetetima crnih maslina moze u potpunosti nestati. Demetileuropein, derivat oleuropeina
koji nastaje hidrolizom druge esterske veze oleuropeina, zastupljen je u gotovo ekvivalentnoj
koli¢ini u plodovima crnih sorata (Bulotta i sur., 2013).

Jedan od razloga smanjenja udjela oleuropeina u plodovima maslina tijekom
sazrijevanja jest 1 njegova glavna, zaStitna uloga od Stetocina. Posjeduje karakteristi¢na
antioksidativna i antimikrobna svojstva te se aktivira kao obrambeni sustav od biljojeda i
insekata koji napadaju plod. S obzirom da su f-glukozidaze i oleuropein smjesteni u razli¢itim
stani¢nim odjeljcima, jedino mehanicko ostecenje koje uzrokuju stetocine ili prerada plodova,
mogu uzrokovati reakcije modifikacije oleuropeina. Njihovim izravnim stupanjem u kontakt
dolazi do reakcija hidrolize oleuropeina 1 posljedi¢nih oksidativnih promjena dobivenih
produkata hidrolize kojima nastaju visoko reaktivne, za StetoCine toksi¢ne molekule (npr.
derivati poput aldehidnih molekula i hidroksitirosol; Slika 4) smjestene u intracelularnim

kapljicama ulja koje djeluju kao fitoaleksini (tzv. biljni antibiotici). Postoji hipoteza da nastali



derivati oleuropeina inhibiraju razvoj i Sirenje larvi insekata umreZavanjem proteina te na taj
nacin smanjuju nutritivhu kvalitetu tkiva masline 1 uzrokuju smrt larvi (Spadafora 1 sur.,
2008). S obzirom da su spomenuti derivati nastali upravo iz oleuropeina, ovaj uc¢inak se moze

smatrati neizravnim u¢inkom oleuropeina, iako i on sam djeluje kao fitoaleksin.

1.3.2. Utjecaj postupaka prerade plodova masline i skladiStenja dobivenog ulja
na udio oleuropeina (i drugih fenolnih spojeva)

Oksidacija je proces koji se spontano dogada u dodiru sa zrakom tijekom prerade
maslina i pohrane dobivenog ulja. Lipidi se oksidiraju u hidroperokside koji se potom
raspadaju homolitickim cijepanjem hidroperoksidne grupe ¢ime nastaju nestabilni oksidirani
produkti odgovorni za tipi¢ne neugodne senzorne karakteristike (Bulotta i sur., 2013).

Procesi prerade maslina zahtjevaju njihovo mehanicko oste¢ivanje ¢ime se pokrecu
reakcije hidrolize oleuropeina i posljedicne oksidacije dobivenih produkata §to dovodi do
brzog i velikog smanjenja koli¢ine oleuropeina (Spadafora i sur., 2008). Bitno je spomenuti
da je brzina smanjivanja koli¢ine oleuropeina najveca odmah nakon oste¢enja tkiva masline, a
nakon nekog vremena ta brzina se smanjuje i/ili postize plato. AKo se ovo opazanje primijeni
na proces proizvodnje VOO-a, vidimo da udio oleuropeina u maslinovom ulju ovisi i 0
vremenu trajanja postupka dobivanja maslinovog ulja. Smanjenje koli¢ine oleuropeina
dodatno potenciraju dodir sa zrakom i temperaturni uvjeti tijekom procesa prerade. Sto je
smjesa zdrobljenih maslina u duzem kontaktu sa zrakom 1 $to su temperature tijekom procesa
prerade viSe, to je progresivnost opadanja koncentracije fenolnih Spojeva, pogotovo onih
kompleksnije grade (npr. oleuropeina), veca. S obzirom da su fenolni spojevi hidrofilnog
karaktera, njihov gubitak uvelike ovisi i o koli¢ini vode koriStenoj pri procesima prerade.
Tako vec¢i dio molekula oleuropeina ostaje u vodenim otpadnim produktima koji nastaju
tijekom procesa prerade maslina nego S$to ih se ekestrahira u ulje (Spadafora i sur., 2008).

Tijekom pohrane dobivenog ulja nastavlja se mijenjanje fenolnog sastava ulja. Glavna
promjena pronadena u sastavu i koli¢ini fenolnih spojeva EVOO-a tijekom njegove pohrane
na 30 °C je hidroliza sekoiridoidnih aglikona pod utjecajem endogenih enzima §to uzrokuje
povecanje koli¢ine slobodnog hidroksitirosola i elenolne kiseline te njihovih oksidiranih formi
zbog Cega dolazi do smanjenja intenziteta oporosti i gorcine, karakteristicnih za svjeze
dobiveno EVOO (Piscopo i Poiana, 2012). U slucaju neispravne pohrane maslinovog ulja
moze do¢i i do reakcija oksidacije pod utjecajem temperature i svjetlosti (UV zracenja).

Oksidacija je jedan od glavnih faktora koji uzrokuju pogorsanje kvalitete i okusa maslinovog



ulja. Stupanj oksidacije ovisi o dostupnosti kisika, utjecaju svjetlosti (UV zraenja) i
temperature (Piscopo i Poiana, 2012). Tzv. oksidativna uzeglost ili autooksidacija je reakcija
kojom, zbog prisutnosti kisika, nastaju slobodni radikali iz nezasi¢enih masnih kiselina, bilo
slobodnih bilo esterificiranih. Osim svjetlo$¢u, reakcije nastajanja oksidativne uZzeglosti su
potpomognute i toplinom i tragovima metala. Hidroliticka uzeglost je promjena do koje dolazi
zbog prisutnosti vode u koStunicama 1 katalitickih enzima poput lipaza, peroksidaza i
lipooksigenaza koji su odgovorni za viSe-manje selektivnu proizvodnju hidroperoksida. U
svakom slucaju nastaju slobodni radikali tj. nestabilni hidroperoksidi koji se dalje raspadaju
stvarajuci sloZzenu mjeSavinu nestabilnih spojeva poput aldehida, ketona, alkohola i estera
odgovornih za pogorsanje okusa i kvalitete maslinovog ulja te smanjenje koli¢ine oleuropeina
I njegovih derivata zbog antioksidativnog trosenja (Piscopo i Poiana, 2012).

Antioksidansi i fenolnog i nefenolnog karaktera (npr. tokoferol) uvelike utjecu na
stabilnost EVOO-a svojim sinergistickim djelovanjem $to je jo§ jedan razlog smanjenja
njihove koli¢ine u maslinovom ulju tijekom vremena (Piscopo i Poiana, 2012). Osim fenola i
tokoferola, omjer oleinske (MUFA) i linolne masne kiseline (polinezasi¢ena masna kiselina;
PUFA) je takoder povezan s oksidativnom stabilnos¢u EVOO-a jer su MUFA-e mnogo
otpornije na proces oksidacije zbog manjeg broja nezasi¢enih veza. Utvrdeno je da fenolni
antioksidansi doprinose stabilnosti EVOO-a oko 51% (21% o-difenoli i 30% ostali fenoli), a
omjer oleinske i linolne kiseline doprinosi oko 27% (Bendini i sur., 2007). S obzirom na
opazeni sinergisticki ucinak ovih dviju kemijskih varijabli moZze se zakljuciti da njihov
kombinirani u¢inak doprinosi otprilike oko 78% stabilnosti EVOO-a. Osim toga, Bendini i
suradnici pretpostavljaju da tokoferoli doprinose oko 9% dok se preostalin 13% doprinosa
odnosi na klorofile i karotenoide. Najucinkovitiji antioksidativni fenolni spojevi su HT i

njegovi oleozidni oblici, odnosno oleuropein i njegovi derivati (Piscopo i Poiana, 2012).

1.3.3. Koncentracije oleuropeina i ostalih fenolnih spojeva u maslinovom ulju

Koli¢ina fenolnih spojeva u ulju je vazan faktor kod procjene kvalitete ulja zbog
njihovih utjecaja na oksidativnu stabilnost ulja i oporost okusa (Cioffi i sur., 2010).
Univerzalni (standardni) podaci o koncentraciji ukupnih i pojedina¢nih fenola u (E)VOO-u
jos§ uvijek ne postoje, izmedu ostalog, i zbog nedostatka prikladnih i univerzalnih analitickih
metoda za odredivanje koli¢ine fenola (Tripoli i sur., 2005).

Koncentracija ukupnih fenola u maslinovom ulju je veoma varijabilna i krece se u
rasponu od 50 do 800 mg/kg ulja, iako se najcesce vrijednosti utvrdenih koncentracija kre¢u u

intervalu 100 - 350 mg/kg (prosjecno oko 180 mg/kg za komercijalna maslinova ulja).
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Jednako tako variraju i koncentracije pojedinacnih fenolnih spojeva (Vissers i sur., 2004).
Primjerice, koncentracije ukupnih fenolnih frakcija (E)VOO-a analiziranih u nekim
ispitivanjima spomenutima u ovome radu iznosile su 250-300 mg/kg i 238 mg/L,
koncentracije oleuropeina iznosile su 120-140 mg/kg i 2 mg/L, aglikona oleuropeina 19-25
mg/kg ulja i 18 mg/L, a hidroksitirosola 37-410 mg/kg ulja i 1,62 mg/L (Cioffi i sur., 2010;
Coni i sur., 2000). Nadalje, Owen i suradnici su analizirali 18 razli¢itih uzoraka djevicanskog
maslinovog ulja i 5 razli¢itih uzoraka rafiniranog maslinovog ulja dostupnih na talijanskom
trzitu te utvrdili prosjecni udio ukupnih fenolnih spojeva koji je iznosio 196+19 mg/kg, s tim
da je udio ukupnih fenolnih spojeva bio ve¢i u EVOO-u (232+15 mg/kg) od onog u
rafiniranom maslinovom ulju (62+12 mg/kg). Prosjecni udio sekoiridoida iznosio je 27 mg/kg
ulja, a hidroksitirosola 14.4 mg/kg (Owen i sur., 2000). Koliko udio pojedinih fenolnih
spojeva moze varirati izmedu ulja razli¢itih sorti, vidljivo je u tablici (Tablica 1.) gdje su
navedeni udjeli pojedinih fenolnih spojeva u 5 razli¢ith VOO-a dobivenih od najcesce
zastupljenih mediteranskih varijeteta maslina (Romero i sur., 2007). Iz rezultata ispitivanja
vidljivo je da su razli¢iti oblici sekoiridoidnih aglikona najzastupljeniji Spojevi u ispitivanim
uljima. S druge pak strane, postoje istrazivanja koja su utvrdila potpunu odsutnost oleuropeina
u ispitivanim uzorcima maslinovih ulja (Czerwinska i sur., 2011). Czerwinska i suradnici
tvrde da je oleacin, derivat aglikona oleuropeina, dominantan polifenol u maslinovom ulju,
navode¢i da se prosjecne vrijednosti njegove zastupljenosti kre¢u od 111-285 mg/kg ulja,
negdje ¢ak i do 780 mg/kg (Czerwinska i sur., 2011).

lako udio hidrofilnih polifenola u maslinovom ulju veoma varira, sekoiridoidi i lignani
su najzastupljeniji fenoli u VOO-u te mogu ¢initi 50-70% udjela ukupnih fenola (Cioffi i sur.,
2010; Quiles i1 sur., 2006). Dapace, smatra se da aglikonski oblici oleuropeina ¢ine i do 55%

ukupne fenolne frakcije EVOO-a (Pinto i sur., 2011).

Varijeteti maslinovog ulja

Polifenol Manzanilla | Picual | Arbequina | Hojiblanca | Cornicabra
Hidroksitirosol (HT) 479.6 176.8 179.6 159.2 164.1
3,4-DHPEA-EA (HT-EA), 5358 | 6227 | 850 454.2 778.6
izomer aglikona oleuropeina
3,4-DHPEA-EDA (HT-EDA), 7405 | 9234 | 5594 296.2 1332.7

derivat aglikona oleuropeina

Tablica 1. Udio (umol/kg) pojedinih fenola u razli¢itim varijetetima maslinovog ulja

(prilagodeno iz reference (Romero i sur., 2007).
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S obzirom da se konzumacija ulja u prosjeku dogada unutar jedne godine od trenutka
proizvodnje (preporuca se unutar 18 mjeseci), vrijednosti izmjerenih koncentracija ukupnih i
pojedinacnih fenolnih spojeva nisu jednake odmah nakon proizvodnje EVOO-a i nakon 18
mjeseci pohrane. U jednom istrazivanju ispitivana su dva uzorka EVOO-a iste sorte maslina
pod uvjetima koji, koliko je to moguée, minimaliziraju gubitke tijekom prerade (Romani i
sur., 2007). Ulja razlicite kvalitete (ispitivani uzorci dobiveni su mijeSanjem ulja dobivenih iz
maslina ubranih i1 procesuiranih u razli¢itim vremenima zbog Cega su se ispitivani uzorci
razlikovali u organoleptickim svojstvima), u bocama nepropusnima za UV zracenje, bila su
pohranjena na temperaturi od 18 °C. Analizirana su odmah na pocetku, tijekom istrazivanja i
na kraju (18 mjeseci od trenutka proizvodnje). Nakon 18 mjeseci gubitak ukupnih fenolnih
spojeva iznosio je 22%-48% u odnosu na poéetnu koli¢inu. Sto se ti¢e koli¢ine pojedinaénih
fenolnih sastavnica, najvise se smanjila koli¢ina aglikona oleuropeina i njegovih derivata.
Njihovi udjeli su nakon 18 mijeseci bili dvostruko nizi od pocetnih, dok je koli¢ina
hidroksitirosola porasla 5-6 puta. Utvrdeno je da je koli¢ina hidroksitirosola tijekom prvih 12
mjeseci bila gotovo konstantna, a veliki skok u porastu zamijeéen je u vremenskom periodu
izmedu 12 1 18 mjeseci (Romani 1 sur., 2007).

Iako nije moguce odrediti standardne koli¢ine ukupnih i pojedina¢nih fenolnih spojeva
u maslinovom ulju zbog njihove prirodne varijabilnosti, uvjeta tijekom proizvodnje, velike
ovisnosti o starosti maslinovog ulja i uvjetima pohrane, utvrdeno je da jednostavniji fenoli
¢ine veci dio fenolne frakcije u pohranjenim uljima dok svjezija ulja sadrze u ve¢em dijelu

slozenije oblike, poput sekoiridoidnih aglikona (Quiles i sur., 2006).

1.3.3.1. Procjena unosa fenolnih spojeva iz maslinovog ulja

Unos maslinovog ulja u zemljama Mediterana procjenjen je na 30-50 g/dan, temeljeno
na potronji 10-20 kg maslinovog ulja po osobi u godini dana u Grekoj, Italiji i Spanjolskoj.
Dnevni unos od 50 g maslinovog ulja s procjenjenim udjelom ukupnih fenolnih spojeva od
180 mg/kg rezultirao bi s prosje¢nim unosom oko 9 mg fenolnih spojeva maslinovog ulja po
danu (Vissers i sur., 2004).

Jedan od nacina kako bismo mogli dobiti bolji uvid u potencijal antioksidativnih
fenola jest izraziti unos u molovima radije nego u miligramima jer antioksidativna aktivnost
ovisi 0 broju hidroksilnih grupa u kemijskoj strukturi antioksidansa. Na temelju procjene da u
prosjeku 10% fenolnih spojeva potjece od hidroksitirosola, a 90% od aglikona sekoiridoida i

njihovih derivata (istrazivanje provedeno na 6 uzoraka grékog maslinovog ulja), procjenjuje
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se da 1 mg (6 mmol) fenolnih spojeva potjece od hidroksitirosola, a 8 mg (23 mmol) od
aglikona sekoiridoida i njihovih derivata. Tada bi dnevni unos ukupnih fenolnih spojeva iz
maslinovog ulja iznosio oko 29 mmol. Medutim, ove procjene ne predstavljaju unos ukupne
koli¢ine ucinkovitih fenola iz maslinovog ulja jer se dio fenola u maslinovom ulju se odnosi
na aglikon ligstrozida i tirosol koji su monofenoli bez antioksidativne aktivnosti. U ispitanim
uzorcima grékog maslinovog ulja postotak difenola iznosio je 44 mol%. Dakle, dnevni unos
fenola s antioksidativnim ucinkom iznosi otprilike 0.44*29 = 13 pumol S§to je ekvivalentno 2
mg hidroksitirosola dnevno. Ako uzmemo ispitano gréko maslinovo ulje kao reprezentativan
uzorak maslinovog ulja za mediteransko podrucje, tada se dnevni unos fenolnih antioksidansa
iz maslinovog ulja moZze procijeniti na 2 mg ekvivalenata hidroksitirosola po danu (Vissers i

sur., 2004), od ¢ega oleuropein ¢ini otprilike 0.45 - 0.75 mg (Abe i sur., 2011).

13



2. OBRAZLOZENJE TEME

Mediteranska prehrana se povezuje s dugovjecnoscu i niskom pojavnoscu kroni¢nih i
degenerativnih bolesti u populaciji Mediterana u odnosu na ostatak Europe. Smatra se da
(ekstra) djevicansko maslinovo ulje, kao glavni izvor masno¢a u mediteranskoj prehrani,
najvise doprinosi spomenutim opazanjima. Donedavno su se ljekoviti u¢inci maslinovog ulja
pripisivali isklju¢ivo visokoj zastupljenosti mononezasi¢enih masnih kiselina, ponajvise
oleinskoj masnoj kiselini koja ¢ini 70-80% masnih kiselina u ulju. Medutim, s obzirom da
neka druga biljna ulja bogata mononezasi¢enim masnim kiselinama (npr. sojino ulje,
suncokretovo ulje i ulje uljane repice) nisu dokazala ucinke sli¢éne maslinovom ulju, paznja se
posljednjih godina usmjerila na manje zastupljene sastojke, poput polifenola, ¢iji su
protektivni ucinci na zdravlje covjeka, pogotovo na kardiovaskularne i1 metabolicke
poremecaje, utvrdeni/potvrdeni brojnim predklini¢kim ispitivanjima.

Oleuropein je jedna od najispitivanijih polifenolnih spojeva iz maslinovog ulja zbog
njegovog snaznog antioksidativnog djelovanja i uloge glavnog antioksidansa u obrani biljke
od napada raznih StetoCina. Stoga je svrha ovoga rada dati pregled najnovijih saznanja o
sudbini oleuropeina u organizmu covjeka, njegovim potencijalnim terapeutskim i

preventivnim ucincima te mehanizmima na kojima se oni temelje.
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3. MATERIJALI | METODE

U izradi ovog teorijskog diplomskog rada koriSteni su razli€iti preglednici znanstvene
literature kao $to su baze podataka (PubMed, PubFacts, Science Direct), druStvena mreza
Research Gate, znanstvene i stru¢ne knjige te mrezne stranice sa srodnom tematikom. Vise
od 90% ovog diplomskog rada temeljeno je na radovima objavljenima u znanstvenim
Casopisima. Metode rada bile su uglavnom pretrazivanje uz pomo¢ klju¢nih rije¢i vezanih za

odredeno potpoglavlje ovog diplomskog rada.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. BIORASPOLOZIVOST I METABOLIZAM OLEUROPEINA I
NJEGOVIH DERIVATA

4.1.1. Stabilnost oleuropeina i njegovih derivata u uvjetima probavnog trakta

Podaci o stabilnosti oleuropeina i njegovih derivata u uvjetima Zelucanog i
intestinalnog okoli$a nisu u potpunosti dosljedni.

U najnovijem ispitivanju stabilnosti oleuropeina ispitivale su se karakteristike
oleuropeina ex vivo (u Zeluanim i intestinalnim sadrZajima u stanjima sitosti i gladi
prikupljenima iz Covjeka) i in vitro (u simuliranim zeluanim i intestinalnim uvjetima u
stanjima sitosti i gladi) nakon njegove peroralne primjene (Markopoulos i sur., 2009).
Rezultati ex vivo ispitivanja pokazali su da se oleuropein razgradio i u Zeluc¢anim (2.0 < pH <
2.3) 1 intestinalnim (pH 7.1) aspiratima u stanju gladi. U intestinalnim aspiratima u stanju
sitosti (5.1 < pH < 6.3) oleuropein se razgradio u mnogo manjoj mjeri, dok se u Zelu¢anim
aspiratima u stanju sitosti oleuropein pokazao stabilnim (3.0 < pH < 6.5). Prema dobivenim
rezultatima, ¢ini se da je jedino u Zelu¢anim uvjetima u stanju gladi pH vrijednost medija
jedan od vaznih faktora koji doprinosi razgradnji oleuropeina. U intestinalnim uvjetima u
stanjima gladi i sitosti pH vrijednost se pokazala manje vazna za razgradnju oleuropeina.
Osim pH vrijednosti, ¢ini se da u intestinalnim uvjetima na razgradnju oleuropeina ne utjecu
ni prisutne zuéne soli ni fosfolipidi. Zanimljivo je da je u in vitro simuliranim intestinalnim
uvjetima u stanju sitosti oleuropein podlegao razgradnji, dok je u mediju istog sastava, samo
uz dodatak citrata kao puferskog sustava, oleuropein ostao stabilan. Autori smatraju da je
najvjerojatniji razlog tome interakcija citrata (antioksidans) i oleuropeina ¢ime se poboljsala
njegova stabilnost. Na temelju navedenog, autori smatraju da bi vazan faktor koji utjece na
stabilnost oleuropeina, osim pH vrijednosti medija, mogla biti i prisutnost drugih spojeva u
mediju, pogotovo antioksidansa. Bilo bi pozeljno provesti istrazivanja ovog tipa u fizioloSkom
puferskom sustavu, ali se u tankom crijevu u stanju sitosti dominantni puferski sustavi
razlikuju ovisno o tipu 1 koli¢ini unesene hrane (drugim rijeima, nije moguce definirati
univerzalni puferski sastav u spomenutim uvjetima). Dakle, prema autorima bi razgradnja
oleuropeina tijekom boravka u Zelucu bi trebala biti minimalna jer je su stanju gladi gastricno
praznjenje brzo (Sto znaci da oleuropein ne bi trebao mnogo vremena provesti u Zelu¢anim
uvjetima), a u stanju sitosti (u ,,punom Zelucu*) se oleuropein pokazao stabilnim, odnosno

otpornim na spomenute zeluCane uvjete. Medutim, s obzirom da vrijeme prolaska kroz tanko
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crijevo iznosi otprilike 3h (neovisno o doziranju) te da je oleuropein supstanca slabe
permeabilnosti, otprilike polovica oralno unesene doze oleuropeina ¢e se razgraditi tijekom
boravka u tankom crijevu u stanju gladi. Suprotno tome, procijenjeno poluvrijeme razgradnje
u prikupljenim aspiratima iz tankog crijeva u stanju sitosti ne pokazuje veliku osjetljivost na
intraluminalnu stabilnost. Stoga, dosad objavljeni suprotni podaci o sposobnosti iskazivanja
bioloskih djelovanja oleuropeina u ljudskom organizmu nakon peroralne primjene u stanju
sitosti  (tj. nakon primjene maslinovog ulja) bi se primarno trebali pripisati maloj
zastupljenosti istog u maslinovom ulju, a sekundarno njegovom problemati¢nom pristizanju u
intestinalnu mukozu (Markopoulos i sur., 2009).

Spomenuta opaZena razgradnja oleuropeina u zeluCanim uvjetima u stanju gladi je u
skladu s rezultatima ranije provedenog ispitivanja stabilnosti oleuropeina u in vitro uvjetima
gdje se oleuropein, nakon Cetverosatne inkubacije u vodenoj otopini HCl-a pri pH 2,
djelomic¢no hidrolizirao na HT i tirosol (njhova koli¢ina je porasla 7.41, odnosno 5.15 puta)
(Corona i sur., 2006).

Medutim, opazena razgradnja oleuropeina u zeluCanim uvjetima u stanju gladi
(Markopoulos i sur., 2009) i pri niskim pH vrijednostima (Corona i sur., 2006) u suprotnosti
su s rezultatima drugih ispitivanja (Vissers i sur., 2002; Gikas i sur., 2006). Vissers i suradnici
su ispitivali stabilnost glukozida oleuropeina ex vivo u humanim Zelu¢anim i duodenalnim
aspiratima prikupljenima u stanju gladi iz dvoje zdravih dobrovoljaca (oleuropein primjenjen
kao dio polifenolne frakcije) te u probavnim sadrzajima prikupljenima iz dvoje ileostomnih
ispitanika (oleuropein primjenjen kao ekstrakt). Ileostomija je postupak kojim se kreira otvor
na vanjskom dijelu tijela na koji se privremeno ili trajno spaja krajnji dio tankog crijeva
(ileum) kod pacijenata koji imaju oboljenja  kolona, rektuma ili anusa
(http://www.nlm.nih.gov). Na taj otvor se pric¢vrséuje vrecica u koju izlazi probavni sadrzaj
(koji je koristen kao jedan od medija za inkubiranje). U ovom ispitivanju oleuropein se
pokazao stabilnim i u zeluanim i u intestinalnim aspiratima u stanju gladi, kao i u
ileostomnom sadrzaju. Nadalje, analizirana ileostomna tekuc¢ina sadrZavala je malu koli¢inu
spoja koja odgovara oleuropeinu, ali je koli¢ina bila premala da bi se mogla pouzdano
identificirati i kvantificirati. Autori pretpostavljaju da je maksimalno 25% inicijalno unesene
doze oleuropeina bilo prisutno u ileostomnoj tekuc¢ini Sto pokazuje da je odredena koli¢ina
oleuropeina dospjela u intestinalni lumen nepromijenjena, tj. u svom glukozidnom obliku iz
cega bi se moglo zakljuciti da je oleuropein barem djelomi¢no otporan na Zelucane uvjete
(Vissers i sur., 2002). Markopoulos i suradnici ova neslaganja s njihovim rezultatima

pripisuju neodgovaraju¢im postupcima prikupljanja 1 pripremanja ispitivanih otopina
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(nedovoljan broj wuzroraka, jednokratno aspiriranje, dodatna obrada uzoraka (npr.
razrjedivanje) (Markopoulos 1 sur., 2009).

Gikas i suradnici su ispitivali in vitro stabilnost oleuropeina inkubirajuci oleuropein u
otopinama Ciste klorovodi¢ne kiseline pH vrijednosti 1 - 2 na razli¢itim temperaturama (Gikas
I sur., 2006). Njihovi rezultati su pokazali da oleuropein ne podlijeze kiseloj hidrolizi u
navedenom pH rasponu na tjelesnoj temperaturi (37 °C). Takoder su pokazali da se
povecanjem kiselosti (pH ~ 0) stabilnost oleuropeina znatno smanjuje, ¢ak i na nizim
temperaturama od tjelesne. Autori su zakljucili da je bi glavni put potencijalne razgradnje
oleuropeina u zelucu mogla biti enzimatska hidroliza, a ne kisela. Medutim, pepsin, kao
glavni enzim prisutan u zelu¢anim sokovima, nije pokazao utjecaj na stabilnost oleuropeina
(Markopoulos i sur., 2009; Romero i sur., 2007). Rezultati koje su dobili Gikas i suradnici,
1ako su u suprotnosti s hipotezom da se oleuropein razgraduje u zelu¢anim uvjetima u stanju
gladi (pH vrijednost otprilike 1 — 3) koju su utvrdili Markopoulos i suradnici, djelomi¢no idu
u prilog rezultatima tog istog istrazivanja u onom segmentu dobivenih rezultata koji je
pokazao da na razgradnju oleuropeina u intestinalnim aspiratima u stanju gladi pH vrijednost
nema utjecaj (intestinalni pH se krece u rasponu 6-8).

Dosada navedena istrazivanja ispitivala su stabilnost oleuropeina u njegovom
glukozidnom obliku, usporedujuci je s porastom koli¢ine hidroksitirosola i drugih oc¢ekivanih
metabolita. U slucajevima gdje se dokazala razgradnja oleuropeina na takav nacin, moze se
pretpostaviti da do razgradnje (hidrolize) veéinom dolazi na esterskoj vezi izmedu
hidroksitirosola i elenolne kiseline. Ono §to ostaje upitno, izmedu ostalog, jest sto se dogada s
glukozidnom vezom i molekulom glukoze. U tom slucaju bi trebalo ispitati i stablnost
aglikonskog dijela oleuropeina i njegovih izomera, bilo da su su inicijalno bili prisutni u ulju,
bilo da su nastali razgradnjom u probavnom sustavu, jer su za brojne pozitivne u¢inke koji se
pripisuju oleuropeinu odgovorni upravo oni. Postoje dva istrazivanja koja su dosada ispitivala
stabilnost sekoiridoidnih aglikona (to¢nije, 3,4-DHPEA-EA i 3,4-DHPEA-EDA) u
simuliranim zelu¢anim uvjetima (Romero i sur., 2007; Pinto i sur., 2011). Romero i suradnici
su inkubirali VOO u vodenoj otopini HCl-a pri pH 2 tijekom 0.5 i 4 sata te utvrdili kako su
sekoiridoidni aglikoni ostali stabilni tijekom cijelog vremena inkubacije temeljem slabog
porasta koncentracije produkata njihove hidrolize. Jednake rezultate dobili su i nakon
inkubacije uz dodatak pepsina na temelju ¢ega su zakljucili da pepsin ne utjece na stabilnost
sekoiridoidnih aglikona u kiselim Zelu¢anim uvjetima.

Iz svega navedenog vidljivo je da jo$ uvijek nije moguée pouzdano i jednoznacno

utvrditi stabilnost oleuropeina u probavnim sokovima ¢ovjeka jer in vitro i in vivo rezultate
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nije moguce jednoznac¢no usporedivati s obzirom da se probavni sokovi ¢ovjeka ne sastoje
samo od zelucane kiseline i da pH vrijednost nije jedini ¢imbenik koji utjece na razgradnju.
Cini se da su aglikoni oleuropeina relativno stabilni u Zelu¢anom mediju te su zbog toga i
vece vjerojatnosti njihove apsorpcije u krv kao takvih. Medutim, stabilnost oleuropeina u

glukozidnom obliku jo$ uvijek je diskutabilna.

4.1.2. Apsorpcija i distribucija

Izravni dokazi o bioraspolozivosti fenolnih spojeva iz maslinovog ulja dobiveni su
mjerenjem koncentracija fenolnih spojeva i njihovih metabolita u bioloskim tekuc¢inama
(ve¢inom u plazmi i urinu) nakon unosa cistih sastojaka ili maslinovog ulja (izvornog ili
obogacenog pojedinim sastojcima). Na temelju dostupnih podataka utvrdeno je da nakon
oralne primjene oleuropeina (ili maslinovog ulja), prije dostizanja sistemske cirkulacije, moze
do¢i do razgradnje u lumenu gastrointestinalnog trakta, tijekom transporta kroz
gastrointestinalnu mukozu i metabolizma u istoj ili tijekom prvog prolaska kroz jetru
(Markopoulos i sur., 2009).

lako je oleuropein jedan od najispitivanijih fenolnih spojeva iz maslinovog ulja,
informacije o njegovoj apsorpciji i metabolizmu su jo§ uvijek ogranicene i nedostatne. U
istrazivanju apsorpcije i metabolizma, izmedu ostalih, i oleuropeina in vitro inkubacijom u
kulturi stanica Caco-2 (model humanih enterocita) i in vitro tehnikom izolirane intestinalne in
situ perfuzije tankog crijeva Stakora (tehnika koja se koristi za ispitivanje apsorpcije i
metabolizma spojeva), pokazalo se da se spojevi sekoiridoidne strukture nisu apsorbirali kroz
stijenku crijeva (Corona i sur., 2006). Rezultati drugih istrazivanja koja su izravno ili
neizravno ispitivala apsorpciju oleuropeina u suprotnosti su s rezultatima koje su dobili
Corona i suradnici. Edgecombe i suradnici ispitivali su apsorpciju oleuropeina u
izoosmotskim 1 hipotoni¢nim luminalnim wuvjetima spomenutom tehnikom izolirane
intestinalne in situ perfuzije i pokazali da se oleuropein, iako u maloj koli¢ini, ipak apsorbira
iz lumena crijeva $takora i to konstantnom brzinom neovisnom o vremenu (Edgecombe i sur.,
2000). Apsorpcija je bila veca u hipotoni¢nim uvjetima, ali unato¢ tome slaba na temelju ¢ega
su autori Klasificirali oleuropein kao slabo permeabilnu supstancu. Intestinalna
bioraspolozivost oleuropeina u izotoni¢nim uvjetima procijenjena je na 12.4%, a u
hipotoni¢nim uvjetima na 41.3%. No treba uzeti u obzir da te procjene ne ukljucuju ucinak
metabolizma na spojeve koji dospiju u sistemsku cirkulaciju. Drugim rije¢ima, procjene se
odnose na udio ukupne koli¢ine oleuropeina koji se apsorbirao iz lumena crijeva, ne i na oblik

u kojem su apsorbirane molekule dospjele u sistemsku cirkulaciju. Ovim rezultatima idu u
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prilog i rezultati ispitivanja koje je pokazalo prisutnost nemodificiranog oleuropeina u niskoj
koncentraciji u plazmi Stakora nakon jednokratne ingestije oleuropeina u uljnom matriksu
(Del Boccio i sur., 2003).

U istrazivanju na ileostomnim ispitanicima, autori su pretpostavili da je maksimalno
25% inicijalno unesene doze glukozidnog oblika oleuropeina bilo prisutno u ileostomnoj
tekucini ispitanika na temelju ¢ega su autori zakljucili da se ostatak unesene doze apsorbirao
i/ili razgradio na produkte koji su se potencijalno apsorbirali (Vissers i sur., 2002). Osim toga,
rezultati nekih istrazivanja koja nisu izravno ispitivala apsorpciju oleuropeina takoder su
pokazali da se oleuropein ipak apsorbira iz lumena gastrointestinalnog trakta (GIT). Garcia-
Villalba i suradnici zakljuc¢ak o apsorpciji oleuropeina iz lumena GIT-a temelje na njegovim
metabolitima pronadenima u urinu ¢ovjeka (Garcia-Villalba i sur., 2010). Masella i suradnici
su identificirali glukozidni oblik oleuropeina i izmjerili njegovu koncentraciju u krvnoj plazmi
hiperlipidemi¢nih pacijenata koji su bili na prehrani oboga¢enoj EVOO-om, a Coni i suradnici
u krvnoj plazmi zeceva koji su bili na prehrani obogacéenoj oleuropeinom (Masella i sur, 2001;
Coni i sur., 2000). Kendall i suradnici su otkrili metabolite oleuropeina, ali ne i produkte
njegove razgradnje u urinima ljudi koji su konzumirali pripravak ekstrakta lista masline (eng.
Olive Leaf Extract; OLE) bogat oleuropeinom (>80% polifenolne frakcije ¢ini oleuropein) na
temelju Cega su zakljucili da postoji velika vjerojatnost da nemodificirani oleuropein
dospijeva u tanko crijevo ¢ovjeka gdje se kao takav apsorbira (Kendall i sur., 2012).

S obzirom na sve navedeno, moze se zakljuéiti da se oleuropein apsorbira iz
probavnog trakta ¢ovjeka. Medutim, potrebno je provesti dodatna istrazivanja radi detaljnijeg
utvrdivanja bioraspolozivosti i kvantifikacije apsorpcije. Naime, ne bi bilo ispravno
ekstrapolirati rezultate koje su dobili Edgecombe i suradnici (Edgecombe i sur., 2000) o
slaboj permeabilnosti i bioraspolozivosti oleuropeina na Covjeka jer se animalni modeli
Stakora i ¢ovjeka razlikuju. U jednom istrazivanju ispitivana je prikladnost animalnog modela
Stakora 1 Covjeka mjerenjem izlucenog hidroksitirosola u urinu Stakora i Covjeka nakon
ingestije istog djevicanskog maslinovog ulja u odgovaraju¢im koli¢inama (Visioli i sur.,
2002a). Rezultati su pokazali da se u urinu covjeka izlu¢ilo 31% inicijalno unesene doze
hidroksitirosola, dok se u urinu Stakora izlucilo svega 5%. Ekstrapolacija rezultata dobivenih
ispitivanjima na animalnom modelu Stakora na ¢ovjeka moze dovesti do pogresnih rezultata,
stoga se ne smije podcijeniti vrijednost klini¢kih ispitivanja na ljudima (Visioli i sur., 2002a).

Podaci o distribuciji oleuropeina su veoma oskudni. U prethodno spomenutim
istrazivanjima koja su identificirala oleuropein u krvnoj plazmi animalnih modela ili ljudi,

nije naglaseno je li oleuropein (i u kojoj koli¢ini) bio vezan za proteine plazme ili slobodan.
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4.1.2.1. Mehanizam apsorpcije

Mehanizam apsorpcije oleuropeina jo$ uvijek nije u potpunosti razjasnjen. Postoji
nekoliko hipoteza. Jedna od njih je da se oleuropein u izotoni¢nim uvjetima apsorbira
pretezito transcelularnim putem jer je promjer oleuropeina u vodenoj otopini veci od
paracelularnih prolaza izmedu enterocita $to onemogucuje paracelularni transport
(Edgecombe i sur., 2000). Zbog polarnosti i veli¢ine oleuropeina Smatra se da se
transcelularna apsorpcija oleuropeina odvija posredovanjem transportera, najvjerojatnije
glukoznih s obzirom da je oleuropein glukozid. Medutim, hipoteza o glukoznim
transporterima nije potvrdena ispitivanjima transporta glukoze uz dodatak inhibitora
glukoznih transportera. Jedno od moguéih objasnjenja autora jest da se oleuropein u
izoosmotskim uvjetima ipak apsorbira paracelularno, unato¢ svojoj veli¢ini, ako je
odgovarajuce orijentiran. Drugo objasnjenje jest da je afinitet oleuropeina prema glukoznim
transporterima veci od afiniteta inhibitora istih s obzirom na njihovu strukturnu sli¢nost. Trece
objasnjenje se temelji na hipotezi da mozda postoji mala subpopulacija paracelularnih prolaza
koji su veéi od normalnih 1 da bi oni mogli biti dovoljno veliki za prolaz oleuropeina.

Za apsorpciju oleuropeina u hipotoni¢nim uvjetima se smatra da se ovija
paracelularnim putem (Edgecombe i sur., 2000). Utjecaj difuzije vode na apsorpciju
hidrofilnih molekula velikih molekulskih masa temelj je ove pretpostavke. U tankom crijevu
vladaju hipotoni¢ni uvjeti tijekom probavljanja hrane pa tekucina (voda) ima tendenciju
difundiranja kroz epitel crijeva ¢ime moze izravno utjecati na apsorpciju. Smatra se da zbog
difuzije vode stanice stijenke crijeva bubre i vertikalno se izduzuju zbog ¢ega dolazi do malo
jaceg otvaranja lateralnih pora S§to je mozda dovoljno za prolaz glukozidnog oblika
oleuropeina (podaci pokazuju da se paracelularne pore u hipotoni¢nim uvjetima mogu toliko
otvoriti da molekule i do 60% vece od veli¢ine normalnih paracelularnih pora mogu proc¢i
kroz njih u znacajnim koli¢inama).

U svakom slucaju, to¢an mehanizam apsorpcije oleuropeina treba tek utvrditi.

4.1.3. Metabolizam i eliminacija

Razgradnja peroralno unesenih spojeva moze se dogoditi prije apsorpcije iz
gastrointestinalnog trakta (npr., kisela ili enzimatska hidroliza u Zelucu) ili u enterocitima,
krvi i/ili hepatocitima nakon apsorpcije reakcijama biotransformacije | i 1l faze. Reakcijama
biotransformacije | faze pripadaju oksidacija, hidrogenacija, hidratacija, dekarboksilacija i

hidroksilacija. Reakcijama biotransformacije Il faze pripadaju metilacija, glukuronidacija,
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sulfokonjugacija, acetilacija i glutaminacija. Poznato je da su biofenoli podlozni jakom
metabolizmu I i II faze u kojem su najcesée hidrolizirani i kasnije konjugirani u
glukuronidirane, metilirane i sulfatirane oblike prije dostizanja sistemske cirkulacije (Garcia-
Villalba i sur., 2010).

Podaci o metabolizmu i eliminaciji oleuropeina su jos uvijek oskudni. Donedavno se
smatralo da su metaboliti oleuropeina u urinu iskljuc¢ivo HT i tirosol, njihovi glukuronidi te
elenolna kiselina pa su istrazivanja, koja su ispitivala metabolizam oleuropeina (i/ili
sekoiridoidnih spojeva iz maslinovog ulja), najée$ée bila usmjerena na identifikaciju i
kvantifikaciju spomenutih metabolita $to je otezalo/onemogucilo detekciju ostalih
potencijalnih metabolita. Medutim, novija istrazivanja Su pokazala kako produkti
metabolizma oleuropeina nisu samo HT i njegovi glukuronidi nego i metaboliti sekoiridoidne
strukture koji su nedavno otkriveni u urinima ispitanika nakon peroralne primjene OLE
(Kendall i sur., 2012). Autori su otkrili da se maksimalno 1% doze renalno izlucio
nepromijenjen, odnosno u obliku konjugata glukuronidacije. To¢nije, identificirano je 5
glukuronidiranih metabolita aglikona oleuropeina, ali konacna identifikacija i kvantifikacija
nije mogla biti potvrdena zbog niskih koncentracija pronadenih metabolita i ograni¢ene
kromatografske rezolucije. Pinto i suradnici su otkrili i glukuronide reduciranih oblika
aglikona kao metabolite oleuropeina i/ili aglikona oleuropeina inicijalno prisutnih u
maslinovom ulju (Pinto i sur., 2011).

Prema dosadasnjim rezultatima, ¢ini se da su najzastupljenije reakcije
biotransformacije sekoiridoidnih fenola reakcije | faze (hidrogenacija, hidroksilacija i
hidratacija, a moguée i redukcija), a najzastupljenija reakcija II faze je glukuronidacija
(Garcia-Villalba i sur., 2010). Takoder su pronadeni su i metaboliti metilacije aglikona
oleuropeina kojoj mogu prethoditi ili koju mogu sljedovati hidroksilacija i hidratacija dok
sulfokonjugati sekoiridoidnih spojeva nisu pronadeni (u ovom istrazivanju) (Garcia-Villalba i
sur., 2010).

Razlozi neotkrivanja spomenutih metabolita sekoiridoidne strukture u vecini
dosadasnjih istrazivanja su nedostatak komercijalno dostupnih standarda za usporedbu,
prisutnost metabolita (i izvornih spojeva) sekoiridoidne strukture u vrlo malim koli¢inama u
ispitivanim medijima, koristenje analitickih metoda koje mogu potvrditi identitet Spojeva, ali
ne 1 identificirati nove te usmjerenost mnogih ispitivanja na isklju¢ivu identifikaciju i
kvantifikaciju pretpostavljenih metabolita, ne trazeéi pri tome ostale. Ovi razlozi takoder
mogu djelomi¢no biti uzrokom nesuglasica u spomenutim ispitivanjima apsorpcije

oleuropeina koje su rezultate temeljile na metabolitima pronadenima u urinu.
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Osim metabolizma u tankom crijevu, ispitivao se i potencijalan metabolizam
oleuropeina u kolonu, pod pretpostavkom da se oleuropein ne apsorbira (ili razgradi) te kao
takav dospije u kolon gdje bi, u tom slucaju, bio podlozan djelovanju crijevne mikroflore.
Rezultati in vitro ispitivanja na kulturi stanica pokazali su da se oleuropein razgradio brzo i u
velikoj mjeri, rezultiraju¢i trima produktima razgradnje od kojih je jedan identificiran kao HT
dok druga dva nisu mogla biti identificirana zbog nedostatka standarda (Corona i sur., 2006).
Nadalje, in vitro se pokazalo da Lactobacillus plantarum metaboliziraju oleuropein svojim f3-
glikozidazama i esterazama proizvode¢i razlicite aglikonske strukture prije konacnog
metabolita - hidroksitirosola. Takoder je utvrdeno da bakterije uzgojene bez stanica domacina
nisu mogle metabolizirati oleuropein (Landete i sur., 2008). Medutim, rezultati ispitivanja
razgradnje oleuropeina crijevnom mikroflorom in vivo, aplicirajuéi oleuropein rektalno u
obliku supozitorija, nisu pokazali produkte razgradnje oleuropeina crijevnom mikroflorom
tijekom 24 h (Kendall i sur., 2012).

4.2. BIOLOSKI UCINCI

Oleuropein je pokazao antioksidativna, protuupalna, antiproliferativna i antinfektivna
djelovanja zbog kojih ima djelotvorni u¢inak na kardiovakularne, neuroloske i maligne
bolesti, kozna oboljenja i diabetes mellitus (DM; u daljnjem tekstu 'dijabetes’; Secerna bolest)
(Slika 5). Na stani¢noj razini, mehanizmi djelovanja oleuropeina mogu se podijeliti na
nespecificne i na specificne (Obied i sur., 2012). Nespecificni mehanizmi djelovanja
podrazumijevaju izravne antioksidativne mehanizme dok specificni mehanizmi djelovanja
podrazumijevaju modulaciju genske ekspresije, signalne transdukcije i reakcije s receptorima
te modulaciju enzima, epigeneticku regulaciju i interferiranje s diobom stanice.

S obzirom da se brojni blagotvorni ucinci pripisuju i derivatima oleuropeina poput
aglikona oleuropeina i njegovih derivata (3,4-DHPEA-EDA i 3,4-DHPEA-EA) te HT-a,
moglo bi se re¢i da oleuropein moze djelovati neposredno (djeluju¢i sam) i posredno
(djelujuci preko svojih derivata). S obzirom na koli¢inu podataka o spomenutim Spojevima,
ovaj rad obuhvaca samo oleuropein i njegov aglikon, dok ucinci ostalih derivata nisu

obradeni.
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Slika 5. Bioloski uéinci oleuropein (prilagodeno iz reference Bulotta i sur., 2013)

4.2.1. Antioksidativni uéinci

Osim oksidacije koja se dogada u dodiru djevicanskog maslinovog ulja sa zrakom
(odjeljak 1.3.1.), njegova oksidacija se javlja i u stanicama Covjeka.Tijekom normalnog
stani¢nog funkcioniranja stvaraju se znacajne koncentracije kemijski reaktivnih spojeva i
slobodnih radikala koji se zajedni¢kim imenom nazivaju RONS (eng. Reactive Oxygen and
Nitrogen Species), odnosno ,,Reaktivni spojevi kisika i dusika“. Reaktivni spojevi kisika
(ROS) obuhvacaju radikale kisika poput superoksida (O2 "), hidroksilnog (HO") i peroksilnog
(ROO") radikala , ali i molekule koje nisu radikali, poput vodikovog peroksida (H20,),
hipokloraste kiseline (HOCI), ozona (Os3) i peroksinitrita (ONOQO). Reaktivni spojevi dusika
(RNS) obuhvaéaju radikale dusikovog oksida (NO-) i dusikovog dioksida (NO-?) te molekule
koje nisu radikali, poput peroksinitrita (ONOQO) i nekih dusikovih oksida (Obied i sur., 2012).
U normalnim fizioloskim uvjetima reaktivni spojevi kisika i dusika uc¢inkovito se uklanjanju
endogenim obrambenim mehanizmom koji obuhvada aktivnost enzimatskih antioksidansa,
poput katalaze (CAT), superoksid dismutaze (SOD), glutation peroksidaze (GPx) i glutation
reduktaze (GRXx), te neenzimatskih antioksidansa, poput a-tokoferola (vitamin E), B-karotena
(prekursor vitamina A), askorbinske kiseline (vitamin C) i glutationa (GSH) (Al-Azzawie i
sur., 2006). Medutim, kada je taj mehanizam onesposobljen iz odredenih razloga ili je
proizvodnja reaktivnih spojeva toliko velika da premasuje njegov kapacitet (npr.u uvjetima
prekomjernog stresa i/ili fizioloskim poremecajima), nastaje tzv. ,,0ksidativni stres* koji moze

poremetiti strukturu i/ili funkciju bioloskih makromolekula poput lipida, proteina i
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nukleinskih kiselina. Navedeno moze, izmedu ostalog, dovesti i do oSteCenja stani¢ne
membrane 1 citosolnih organela te u konacnici 1 do nekroze stanica. Oksidacija stani¢nih
makromolekula smatra se kljuénim korakom u patofiziologiji mnogih degenerativnih bolesti 1
bolesti povezanih sa starenjem poput kardiovaskularnih bolesti (npr. ateroskleroza),
dijabetesa, metabolickog sindroma, neurodegenerativnih bolesti te koznih i malignih
oboljenja. Biofenolni spojevi mogu djelovati kao prirodni antioksidansi na razli¢ite na¢ine $to
ih ¢ini znacajnima, kako za stabilnost prehrambenih namirnica, tako i za zdravlje ¢ovjeka
(Bulotta i sur., 2013).

4.2.1.1. Mehanizmi antioksidativnog djelovanja oleuropeina

Nespecificni mehanizmi djelovanja oleuropeina podrazumijevaju njegovo izravno
antioksidativno djelovanje nespecificnim (kemijskim) mehanizmima koji obuhvacaju: (1)
inaktivaciju (neutralizaciju) radikala vezanjem tj. ,hvatanjem“ RONS-a, (2) njegovo
redukcijsko djelovanje i (3) kelaciju metalnih iona koji mogu uzrokovati lancanu reakciju
stvaranja radikala (Obied i sur., 2012). Oleuropein posjeduje antioksidativno djelovanje
zahvaljujuéi svojoj katekolnoj strukturi i mogucénosti ,,donacije* vodikovog atoma, odnosno
mogucnosti povecanja stabilnosti radikala stvaranjem intramolekulske vodikove veze izmedu
slobodnog vodika svojih hidroksilnih skupina i svojih fenoksilnih radikala (Slika 6) (Quiles i
sur., 2006). Antioksidativna sposobnost oleuropeina raste s porastom broja hidroksilnih
skupina na aromatskom dijelu molekule (katekolnom) (Bulotta i sur., 2013; Manna i sur.,
2002). Vezanjem RONS-a sprjecava se njihovo daljnje djelovanje i zaustavljaju se njima
potaknute lanacne reakcije stvaranja drugih radikala, a kelacijom metalnih iona smanjuje se

indukcija daljnje oksidacije uzrokovana spomenutim metalima.
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Slika 6. Mehanizam ,hvatanja“ radikala katekolnog dijela molekule oleuropeina (Bulotta i

sur., 2013)
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Oleuropein i aglikon oleuropeina pokazali su in vitro snazno antioksidativno
djelovanje inaktivacijom stabilnog slobodnog radikala DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil)
(Obied i sur., 2009; Quiles i sur., 2006). Takoder je utvrdeno i vezanje superoksid aniona,
jednog od najagresivnijih reaktivnih oblika kisika koji nastaje u ljudskom organizmu
stanicnim (kemijski izazvanim prsnuéem polimorfonuklearnih stanica) ili nestaniénim
mehanizmima (sustavom ksantin/ksantin oksidaza) u vrlo niskim (mikromolarnim)
koncentracijama (Czerwinska i sur., 2011; Cioffi i sur., 2010; Obied i sur., 2009). Usporedbe
radi, o-tokoferol (prirodni antioksidans) i BHT (butil-hidroksitoluen, ¢esto koristeni
antioksidans u industriji) su se pokazali nedjelotvornima u inaktivaciji superoksid aniona
(Quiles 1 sur., 2006). Nadalje, oleuropein se pokazao ucinkovitim i u in vitro inaktivaciji NO-
i, nesto slabije, ONOO™ (Czerwinska i sur., 2011). Uc¢inak na smanjenje stvaranja RNS
radikala, kao i sposobnost inaktivacije istth mogu smanjiti rizik od kroni¢nih upalnih bolesti,
ukljucujudi i aterosklerozu. Osim toga, u in vitro ispitivanju na kulturi Caco-2 stanica,
oleuropein i aglikon oleuropeina su u velikoj mjeri smanjili citotoksi¢ni uéinak ROS-a i to
aglikon oleuropeina s gotovo 100%-tnom uéinkovito$éu u koncentraciji od 250 umol/L, a
oleuropein s gotovo 90%-tnom ucinkovito$¢u u koncentraciji od 500 pumol/L (Cioffi i sur.,
2010). Spomenuto ispitivanje je takoder pokazalo i potencijalan utjecaj glukozidacije na
antioksidativnu aktivnost oleuropeina. Toc¢nije, glukozidni oblik oleuropeina pokazao je
slabiju antioksidativnu aktivnost in vitro u odnosu na svoj aglikonski oblik. Nadalje,
oleuropein je in vitro smanjio oksidaciju spoja TNB (5-tio-2-nitrobenzojeva kiselina) u DTNB
[5,5'-ditiobis(2-nitrobenzojeva kiselina)] uzrokovanu hipoklorastom kiselinom (HOCI), ali je
taj antioksidativni u¢inak u odnosu na ucinak askorbinsku kiselinu (Czerwinska i sur., 2011).
HOCI je snazan oksidans koji in vivo nastaje na mjestu upale djelovanjem neutrofilne
mijeloperoksidaze (MPO) te moze, izmedu ostalog, uzrokovati ostecenja proteina (konkretno,
antioksidativnih enzima kao S$to je katalaza). In vitro ispitivanje pokazalo je da oleuropein
veze HOCI sprjecavaju¢i njome uzrokovanu potencijalnu inhibiciju odredenih enzima te
svojim antioksidativnim djelovanjem ima zastitno djelovanje na tkivo u procesu upale.
Oleuropein posjeduje i antiaterogeno djelovanje jer HOCI mozZe uzrokovati i oksidaciju,
odnosno kloraciju apoproteinskog dijela LDL-a in vivo. Osim toga, HOCI je glavni sastojak
klornih izbjeljivaca koji Cesto dolaze u doticaj s hranom tijekom njezine proizvodnje zbog
¢ega bi oleuropein mogao imati i zastitne ucinke pri proizvodnji hrane (Quiles 1 sur., 2006).
Antioksidativno djelovanje oleuropeina dokazano je i ex vivo na eritrocitima covjeka s
oksidativnim oStecenjima uzrokovanima ROS-om (Paiva-Martins i sur., 2009). Eritrociti,

zbog nedostatka jezgre i citoplazmatskih organela, imaju slabe obrambene mehanizme te su
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izrazito podlozni oksidativnim oStecenjima, pogotovo zbog svoje uloge prenosioca kisika.
Oksidativni stres najces¢e uzrokuje oSte¢enja membrana i hemoglobina §to u kona¢nici moze
dovesti do hemolize. Oleuropein je u niskoj koncentraciji pokazao znaajno oCuvanje
eritrocita od oksidativnih oStec¢enja $to indicira da bi spomenuti u¢inci mogli biti postignuti i
in vivo s visokim postotkom vjerojatnosti s obzirom na sastav VOO-a. Nadalje, smatra se da
bi neapsorbirani oleuropein mogao djelovati i lokalno na tkiva GIT-a, tj. inaktivirati slobodne
radikale proizvedene u fekalnom matriksu i epitelnim stanicama tankog crijeva (Owen i sur.,
2000). Antioksidativna sposobnost oleuropeina da veze i inaktivira hidroksilni radikal
pokazala se u¢inkovitom i u in vitro sprjecavanju oksidativnog ostecenja DNA hidroksilnim
radikalom S$to ima potencijalno antikancerogeno djelovanje.

Mehanizmi neizravnog antioksidativnog djelovanja oleuropeina obuhvacaju
regeneraciju endogenog obrambenog antioksidativnog sustava i/ili modulaciju genske
ekspresije i djelovanja odredenih antioksidativnih enzima. Sto se neenzimatskih antioksidansa
ti¢e, smatra se da oleuropein moze smanjiti razgradnju egzogenih antioksidansa (askorbinske
kiseline i a-tokoferola) iz hrane tijekom probave $to povecava koli¢inu spomenutih spojeva
dostupnu za apsorpciju i na taj nacin povisuje njihovu koncentraciju u plazmi, odnosno
pojacava antioksidativni status organizma (Al-Azzawie i sur., 2006). Nadalje, pokazalo se da
oleuropein moze regenerirati oksidirane neenzimatske antioksidanse poput a-tokoferola,
askorbinske kiseline i glutationa (Al-Azzawie i sur., 2006; Paiva-Martins i sur., 2003).
Spomenuti u¢inak naziva se ,,sparing effect” sto bi se moglo prevesti kao ,,$tede¢i uc¢inak® jer
regeneracija iskoriStenih endogenih antioksidansa produljuje vrijeme njihove aktivnosti i
povisuje njihovu plazmatsku i unutarstani¢nu koncentraciju bez povecanja potrebe za unosom
novih molekula u organizam ili de novo sintezom. Oksidirani o-tokoferol i askorbinsku
kiselinu oleuropein najvjerojatnije izravno reducira, dok se regeneracija glutationa odvija
snizavanjem ekspresije gena, odnosno smanjenjem koli¢ine mRNA za enzime koji sudjeluju u
njegovom stvaranju (Quiles i sur., 2006).

Oleuropein ima ucinak i1 na enzimatske endogene antioksidanse kao §to su CAT, SOD,
GPx i GRx. Vezanjem slobodnih radikala moze sprije¢iti glikozilaciju i peroksidaciju proteina
(enzima) uzrokovanu oksidativnim stresom, a smatra se i da moze inducirati sintezu
spomenutih enzima s obzirom da je utvrdena njihova povecana aktivnost u jetrama
dijabetic¢kih Stakora i zeCeva nakon tretmana oleuropeinom (Jemai i sur., 2009; Al-Azzawie i
sur., 2006; Quiles i sur., 2006). Ovome u prilog ide i opazanje da oleuropein in vitro znatno
povisuje ekspresiju SOD-a i enzima vezanih za glutation sustav (Al-Azzawie i sur., 2006;

Masella i sur., 2004). In vivo se pokazalo kako je predtretman ispitivanih zeCeva
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oleuropeinom odrzao antioksidativnu aktivnost eritrocitne SOD stabilnom te je za vrijeme
ishemije i naknadne reperfuzije miokarda subjekata, koje uzrokuju znatno smanjenje
aktivnosti antioksidativnih enzima, zastita miokarda od oStecenja oksidativnim stresom bila
potpuna u odnosu na netretirane skupine (Andreadou i sur., 2006). Nadalje, oleuropein
inducira ekspresiju antioksidativhog enzima hem-oksidaza 1 (HO-1) u kulturama perifernih
krvnih mononuklearnih stanica 1 jetri misa (Parzonko i sur., 2013.; Domitrovi¢ i sur., 2012).
Smatra se da se indukcija spomenutih enzima oleuropeinom odvija na razini transkripcije,
aktivacijom odredenih elemenata promotorske regije i inhibicijom ekspresije transkripcijskih
faktora (Domitrovic¢ i sur., 2012; Jemai i sur., 2009; Masella i sur., 2004). Dapace, u in vitro
ispitivanju na kulturi migjih stanica sli¢nih humanim makrofagima, pokazalo se da je
oleuropein izravno povisio ekspresiju i aktivnost GPx i GRx u znacajnoj mjeri i prije
indukcije oksidativnih promjena u stanici ¢ime je podigao antioksidativni status stanica
neovisno o prisutnosti oksidativnog stresa (tzv. ,, boost effect ) (Masella i sur., 2004).

Osim indukcije enzima, oleuropein je pokazao i umjerenu inhibiciju enzima ksantin
oksidaza Koji sudjeluje u nastajanju superoksidnih aniona u fizioloskim uvjetima. U
patoloskim stanjima poput hiperuricemije i gihta aktivnost ksantin oksidaze je povisena pa bi
oleuropein potencijalno mogao imati blagotvoran ucinak i na giht (Flemmig i sur., 2011;
Cioffi i sur., 2010; Owen i sur., 2000). U jednom in vivo ispitivanju pokazalo se da je kod
Stakora, koji su prije akutnog izlaganja arsenu (As") bili tretirani oleuropeinom, primijeéena
smanjena aktivnost hepatickih enzima GRx i CAT, dok je aktivnost GPx-e ostala
nepromijenjena (Kotyzova i sur., 2011). Autori smatraju da bi oleuropein mogao biti koristan
u prevenciji oksidativnog stresa u pocetnim stadijima intoksikacije arsenom. Oleuropein se
pokazao ucinkovitim antioksidansom i u slu¢aju etanolom induciranog oksidativnog stresa u
testisima Stakora utvrdenog povec¢anom aktivnoséu enzima GPx i SOD te povec¢anom
koli¢inom GSH (Alirezaei i sur, 2012). Kod S$takora koji su prethodno bili tretirani
oleuropeinom, aktivnost GPx i SOD, kao i koli¢ina GSH, su bili znatno smanjeni u odnosu na
netretirane Stakore. Autori smatraju da je sposobnost oleuropeina da veze i reducira slobodne
radikale glavni mehanizam koji je doveo do smanjenja koli¢ine, odnosno sinteze spomenutih
enzima ¢ija aktivnost i brojnost raste kao odgovor na povecanu prisutnost ROS-a (Alirezaei i

sur, 2012).
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4.2.1.2. Inhibicija lipidne peroksidacije i oksidacije proteina

Bioloske membrane su opcenito veoma osjetljive na oksidativni stres zbog prisutnosti
brojnih nezasi¢enih veza izmedu atoma ugljika u lipidnim dijelovima fosfolipidnih molekula.
Oksidativna oSte¢enja lipidnih membrana dovode do promjene njihove strukture (nastaju
citotoksi¢ni lipidni peroksidi) i fluidnosti te, u konac¢nici, do promjene u njihovoj funkciji.
Oksidativna o$tecenja mogu biti uzrokovana izravno, ROS-om, ili neizravno, produktima
lipidne peroksidacije (Quiles i sur., 2006).

Oleuropein je in vitro pokazao snaznu antioksidativnu aktivnost na oksidaciju lipida u
fosfolipidnom dvosloju liposoma induciranu radikalima iz vodene faze (Paiva-Martins i sur.,
2003). Naime, fosfolipidni dvosloji (unutar)stani¢cnih membrana podlozni su oksidativhom
razaranju iniciranom reaktivnim spojevima iz medustani¢ne tekuéine koje pokrecu lan¢anu
reakciju stvaranja radikala u membrani. Rezultati su pokazali da oleuropein nije penetrirao u
membranu liposoma, vjerojatno zbog svoje hidrofilnosti i neplanarne strukture, nego je ostao
u vodenoj fazi. Zbog toga moze vezati samo (hidro)peroksilne radikale u blizini povrsine
membrane, ali ne i unutar membrane. S obzirom da se oksidativni napad na membranu stanice
iz izvanstani¢ne tekudine smatra vaznim korakom u inicijaciji peroksidacije membranskih
lipida in vivo, smatra se da bi oleuropein mogao doprinijeti inhibiciji razvoja bolesti ¢ovjeka
posredovanih slobodnim radikalima (Paiva-Martins i sur., 2003). Spomenuti antioksidativni
ucinak oleuropeina je jaci sinergicnim djelovanjem s endogenim antioksidansima poput o-
tokoferola i askorbinske kiseline. Askorbinska kiselina je hidofilni spoj koji djeluje u
vodenom okolisu, dok je a-tokoferol hidrofobni spoj koji moze djelovati unutar fosfolipidnih
dvosloja. Osim izravnog antioksidativnog djelovanja, oleuropein je pokazao tzv. , sparing
effect” (uéinak Stednje) na a-tokoferol ¢ime je znacajno produzio njegovo vrijeme djelovanja.
Osim regeneracije oksidiranog a-tokoferola, smatra se da oleuropein istovremenim
prisustvom u krvnoj plazmi povisuje plazmatsku koncentraciju a-tokoferola (Coni i sur.,
2000). Treba imati na umu da su koriSteni liposomi u ovom ispitivanju dobiveni umjetnim
putem te ne mogu u potpunosti predstavljati fosfolipidne membrane in vivo jer ne sadrze
transmembranske transportere koji bi potencijalno utjecali na apsorpciju oleuropeina, a time i
na njegov ucinak (Paiva-Martins i sur., 2003). U drugom istrazivanju oleuropein je sprijecio
in vitro peroksidaciju lipida jetrenih mikrosoma Stakora inkubiranih s ionom zeljeza (Ruiz
Gutierrez 1 sur., 2001). Sli¢ne rezultate autori su dobili i in vitro ispitivanjem na kulturi
hepatocita sa Zeljezom kao toksi¢nim sredstvom. Rezultati ispitivanja su pokazali da je

oleuropein zastitio ne samo fosfolipide nego i membranske PUFA-e od lipidne peroksidacije.
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Antioksidativnu ucinkovitost in vivo oleuropein je pokazao inhibirajuci lipidnu peroksidaciju
u testisima S$takora uzrokovanu etanolom (Alirezaei i sur, 2012). Plazmatske membrane
spermatozoida sadrze veliku koli¢inu PUFA 1 zbog toga su veoma podloZzne peroksidnim
oste¢enjima s posljedi¢énim gubitkom integriteta membrane, naruSenom stani¢nom funkcijom
1 smanjenom pokretljivoséu spermatozoida Sto cCesto rezultira smanjenom plodnoséu
muskaraca ili stanjima koja doprinose smanjenoj plodnosti. Osim povecanja aktivnosti
endogenih antioksidativnih enzima, oleuropein je znacajno snizio markere lipidne
peroksidacije te, u konacnici, povecao integritet plazmatskih membrana spermatozoida i
njihovu ukupnu pokretljivost (Alirezaei i sur, 2012). Nadalje, antioksidativno djelovanje
oleuropeina ocitovalo se i znaCajnim in Vvivo smanjenjem koli¢ine produkata oksidacije
plazmatskih lipida i proteina nastalih ishemijom miokarda zeCeva (Poyudal i sur, 2010;
Andreadou i sur., 2006).

Posebna paznja posvetila se antioksidativnom ucinku oleuropeina na proces oksidacije
plazmatskih aterogenih lipoproteina jer inhibicija tog procesa predstavlja glavni mehanizam
prevencije ateroskleroze. Oksidativnost lipoproteina ovisi o lipidnom sastavu samog
lipoproteina, odnosno koli¢ini PUFA, i o obrambenom antioksidativnom statusu organizma
(Ruiz Gutierrez i sur., 2001). Osim ROS-a, oksidativno oSteéenje lipoproteina moze
uzrokovati i peroksinitritni anion koji nastaje reakcijom dusikovog (II) oksida (NO), glavnog
medijatora upale koji se u procesu upale pojacano proizvodi, i superoksidnog aniona. S
obzirom da je in vitro dokazan snazan antioksidativni u¢inak oleuropeina i prema NO i prema
superoksidnom anionu, moze se pretpostaviti da oleuropein ima i antioksidativni uc¢inak na
proces oksidacije LDL-a peroksinitritom (Czerwinska i sur., 2011). Snazan in vitro
inhibiraju¢i ucinak u niskim koncentracijama oleuropein je pokazao inhibirajuci oksidaciju
LDL-a uzrokovanu bakrovim sulfatom (Paiva-Martins i sur., 2003). Ranije spomenuto
antioksidativno in vitro djelovanje oleuropeina na HOCI, koja moze uzrokovati oksidaciju i
lipidnog i proteinskog dijela LDL-a in vivo, takoder je jedan od mehanizama antioksidativnog
djelovanja oleuropeina na oksidaciju lipoproteina (Czerwinska i sur., 2011). Nadalje, u in
vitro istrazivanju U kojem se ispitivao ucinak oleuropeina na oksidaciju LDL-a posredovanu
misjim stanicama sli¢nima humanim makrofagima, oleuropein je u potpunosti sprijecio
peroksidaciju LDL-a izravnim vezanjem nastalih radikala i sprje¢avanjem lancane reakcije
daljnje proizvodnje lipidnih peroksida (Masella i sur., 2004). Rezultati jednog ex vivo
istrazivanja u kojem se ispitivao uc¢inak oleuropeina na oksidativnost LDL-a iz zeCeva, Koji su
bili hranjeni maslinovim uljem obogaéenim oleuropeinom, pokazali su da se djelovanje

oleuropeina na peroksidativne procese ne sastoji samo od usporavanja Kinetike oksidacije,
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nego 1 od povecanja rezistencije LDL-a na oksidaciju, odnosno smanjenja njegove
oksidativnosti (Coni i sur., 2000). Smanjenje osjetljivosti humanih LDL ¢estica na oksidaciju
bakrovim ionom kao posljedicu djelovanja oleuropeina potvrdilo je i in vivo istrazivanje na
pacijentima s kombiniranom hiperlipidemijom koji su kao glavni izvor masnoce koristili
iskljuc¢ivo EVOO (Masella i sur, 2001). Autori smatraju da bi za taj ucinak, osim izravnih
antioksidativnih svojstava oleuropeina, mogli biti zasluzni i njegovi ucinci na redistribuciju
lipidnih sastavnica LDL cestica i/ili promjenu antioksidativnog sastava plazme. Osim
izravnog antioksidativnog djelovanja na lipidnu peroksidaciju lipoproteina, oleuropein je
pokazao i neizravno djelovanje na istu redukcijom signalizacijskih putova aktiviranih
izvanstani¢nim slobodnim masnim kiselinama (eng. Free Faty Acid; FFA) koji su odgovorni
za lipotoksi¢nost u adipocitima, misi¢ima, hepatocitima i stanicama guSterace poticanjem
oksidativnog stresa i lipidne peroksidacije. Time je oleuropein pokazao potencijalni
preventivni u¢inak na hepaticku steatozu uzrokovanu FFA-ma (Hur i sur., 2012).

Svojim antioksidativnim djelovanjem oleuropein sprje¢ava i oksidaciju proteina. U
jednom in vitro istrazivanju je utvrdeno kako se oleuropein slabo veze na humani serumski
albumin (HSA), inhibira lipidnu peroksidaciju linolenske Kkiseline vezane na HSA i
oksidativnu razgradnju butirilkolin esteraze (BChE) takoder vezane na HSA (Roche i sur.,
2009). HSA je najzastupljeniji serumski protein i snazan plazmatski antioksidans koji ima
veliku ulogu u transportu endogenih i egzogenih liganada (pogotovo masnih Kiselina),
ksenobiotika (pogotovo lijekova) i prehrambenih antioksidansa (ukljucujuéi polifenole) dok je
BChE ukljuc¢ena u metabolizam lipoproteina. PUFA, koje su posebno osjetljive na oksidativni
stres, mogu putem svojih oksidiranih intermedijera posredovati oksidativne modifikacije
HSA, BChA i drugih proteina te na taj naCin modificirati njihovu funkciju. Inhibicija
oksidacije proteina oleuropeinom dokazana je i u in vivo istrazivanju u kojem su zecevi, koji
su prije ishemije i naknadne reperfuzije miokarda bili tretirani oleuropeinom, pokazali
nepromijenjenu koncentraciju biomarkera oksidacije proteina (Andreadou i sur., 2006).

Ljudski organizam posjeduje uc¢inkovit endogeni sustav zastite od oksidativnog stresa
koji nastaje u normalnim fizioloskim uvjetima (Coni i sur., 2000). Medutim, u patoloskim
stanjima, kada je taj sustav neucinkovit, antioksidativni spojevi iz prehrambenih namirnica

poput oleuropeina, dobrodosla su pomo¢ organizmu u borbi s oksidativnim stresom.

4.2.2. Protuupalni uéinci
Upala je obrambeni odgovor organizma na razliCite stimulanse koji obuhvaca

primarna tkivna oSte¢enja i sekundarne promjene u okolnom neostecenom tkivu (Khalatbary i
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Zarrinjoei, 2012). Karakterizirana je vazodilatacijom lokalnih krvnih zila s posljedi¢nim
povecanim protokom krvi (Sto uzrokuje poviSenu temperaturu i crvenilo na mjestu upale),
povecanom permeabilnoscu kapilara 1 posljedicnim edemom tkiva, migracijom velikog broja
granulocita 1 monocita u tkivo na mjestu upale i osjecajem boli na istom. Osim spomenutih
stani¢nih ¢imbenika, u upalnom procesu sudjeluju i nestani¢ni ¢imbenici poput medijatora
upale, citokina i drugih (Barbaro i sur., 2014). Od stani¢nih ¢imbenika, najzastupljeniji su
polimorfonuklearni neutrofili (PMN neutrofili) i monociti, odnosno makrofagi, Kkoji
fagocitiraju osteceno tkivo i prisutne patogene. Od nestani¢nih ¢imbenika najvazniji
medijatori upale su derivati arahidonske kiseline, odnosno eikozanoidi (prostaglandini (PG),
leukotrieni (LT) i tromboksani (TX)) te NO. PG-i i LT-i nastaju djelovanjem enzima
ciklooksigenaze (COX; za proces upale vazna je inducibilna izoforma COX-2 koja se aktivira
na mjestu upale) i lipooksigenaze (LOX) te su odgovorni za bol, edem, crvenilo i ostale
simptome upale (Khalatbary i Zarrinjoei, 2012; Obied i sur., 2012). NO Kkoji je ukljuc¢en u
upalni proces nastaje djelovanjem makrofagne inducibilne sintaze dusSikovog (II) oksida
(iINOS) te je odgovoran za antibakterijsko djelovanje makrofaga s obzirom na baktericidna i
citostaticka svojstva (Barbaro i sur., 2014). Najvazniji upalni citokini su TNF-a i interleukin-
1B (IL-1PB), proizvode ih vec¢inom makrofagi u upaljenom tkivu te su ukljuceni u vaskularnu
permeabilnost, regrutaciju upalnih stanica, indukciju inducibilnih proupalnih enzima (iNOS i
COX-2) na mjestu upale, itd. (Barbaro i sur., 2014; Khalatbary i Zarrinjoei, 2012).

U nekim patoloskim stanjima koji ukljucuju i1 upalne procese, poput ateroskleroze i
kancerogenih oboljenja, dolazi do razgradnje izvanstani¢nog matriksa (Dell' Agli i sur.,
2010). Jedan od znacajnih enzima uklju¢enih u spomenuti proces remodulacije tkiva je i
monocitna matriksna metaloproteinaza-9 (MMP-9) koja, osim djelovanja na izvanstani¢ni
matriks, djeluje 1 na supstrate poput prekursora upalnih citokina, doprinose¢i time
amplifikaciji upalnog odgovora (Giner i sur., 2013). Posebno je znacajna u patoloskim
procesima u kojima dolazi do razgradnje izvanstanicnog matriksa kao §to su maligna
oboljenja i ateroskleroza (Dell" Agli i sur., 2010).

Od signalnih putova koji su aktivirani stresom i upalom, vazno je spomenuti MAPK
(eng. Mitogen-Activated Protein Kinase) i transkripcijski faktor NF-kB. NF-kB ima centralnu
ulogu u upalnom odgovoru i odgovoru organizma na oksidativni stres kontrolirajuci
ckspresiju mreze induktora i efektora, poput TNF-a, IL-1B, IL-6, INOS, COX-2 i MMP-3, a
ukljucen je i u regulaciju gena procesa stani¢ne proliferacije i apoptoze (Giner i sur., 2013).

Tijekom wupale, aktivirani PMN neutrofili proizvode prekomjerne kolicine

unutarstani¢nih i izvanstani¢nih reaktivnih kisikovih spojeva (eng. ,,oxidative burst™) Koji
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mogu reagirati s makromolekulama, modificirati njihovu strukturu i funciju te na taj nacin
utjecati na signalne putove i1 susjedne stanice, potenciraju¢i ostecenja upalnog tkiva
(Czerwinska i sur., 2011). Previsoka koncentracija ROS-a na mjestu upale uzrokuje
aktivaciju i akumulaciju leukocita ¢ime se proces upale pojacava i stvara se potencijal za
razvoj kroni¢ne upale. Dapace, dokazano je da prekomjerna aktivacija/stimulacija neutrofila
okida¢ brojnih kroni¢nih upalnih bolesti, ukljuc¢ujuci aterosklerozu i autoimune bolesti. Osim
toga, oksidativni stres potencira aktivaciju odredenih transkripcijskih faktora, ponajprije NF-
kB (Giner 1 sur., 2013).

Postoji korelacija izmedu upalnih procesa i mnogih kroni¢nih bolesti, poput kroni¢nih
kardiovaskularnih i neuroloskih oboljenja (Alzheimerova bolest npr.), dijabetesa, malignih
bolesti, plu¢nih oboljenja i autoimunih bolesti (npr. artritis, giht). Prekomjerno nastajanje i
akumulacija RONS-a te metaboliti arahidonske kiseline imaju klju¢nu ulogu u patogenezi
kroni¢nih kardiovaskularnih bolesti i karcinogenih oboljenja (Obied i sur., 2012).

Oleuropein je pokazao ucinak na gotovo sve nabrojane ¢imbenike upale: od inhibicije
ekspresije enzima odgovornih za sintezu medijatora upale, preko inhibicije signalnih putova i
ekspresije upalnih citokina do inhibicije drugih enzima poput PARP, MPO i MMP-9,
aktivacije u-opioidnih receptora (u-OR) i modulacije drugih parametara upale. S obzirom da
su svi ovdje spomenuti ¢imbenici upale medusobno povezani, inhibicija jednog (npr. MAPK
ili NF-xB) ¢imbenika moze dovesti do posljedi¢ne inhibicije drugog tako da je tesko podijeliti

ucinke po nekom svojstvu.

4.2.2.1. Inhibicija signalnih putova, medijatora upale i enzima odgovornih za

njihovo nastajanje

U ex vivo ispitivanju oleuropein je inhibirao leukocitnu 5-LOX u koncentraciji od 80
uM na umjetno stimuliranim peritonealnim leukocitima Stakora ¢ime je reducirao proizvodnju
proupalnog LTBy, ne utjecuéi pri tome na proizvodnju PGE, i TXA; Kkataliziranu enzimom
COX-1 (De la Puerta i sur., 1999). Inhibirao je i iNOS, odnosno njegovu ekspresiju i time
znacajno smanjio proizvodnju NO u in vitro ispitivanju na humanim perifernim krvnim
mononuklearnim stanica (PBMC) stimuliranima bakterijskim lipopolisaharidom (LPS) §to se
moze smatrati i neizravnim antioksidativnim ucinkom jer iz NO nastaje NO- (Czerwinska i
sur., 2011). S obzirom da se smatra da je reakcija NO- i O glavna bioloska reakcija kojom
nastaje ONOO", visokoreaktivna molekula koja amplificira upalni odgovor i &ija se
citotoksi¢nost smatra uzrokom brojnih bolesti, antioksidativno djelovanje oleuropeina
(inhibicijom ekspresije INOS i izravnom neutralizacijom peroksinitrita) doprinosi i njegovom
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protuupalnom djelovanju (Czerwinska i sur., 2011). Nadalje, u ex vivo ispitivanju na
neutrofilima i monocitima stimuliranima bakterijskim LPS-om i dvama sojevima bakterije
Pseudomonas aeruginosa (jedan multirezistentan, drugi osjetljiv) oleuropein je znacajno
snizio razine proupalnih TNF-a i IL-6 (Giamarellos-Bourboulis i sur., 2006). U istom, ali in
ViV istrazivanju na zeCevima kojima su inokulirani spomenuti sojevi P. aeruginosa i time
izazvane sepsa i pijelonefritis, oleuropein je znac¢ajno snizio razinu TNF-a. Autori smatraju da
su spomenuti ucinci rezultat modulacije sekrecije proupalnih citokina te da oleuropein
posjeduje i potencijalni uc¢inak imunomodulatora (Giamarellos-Bourboulis i sur., 2006). U in
Vivo istrazivanju na $takorima s ozlijedenom lednom mozdinom oleuropein je inhibirao
ekspresiju TNF-a 1 IL-1PB, a time i ekspresiju INOS i COX-2 (Khalatbary i Zarrinjoei, 2012).
Na istom modelu je i aglikon oleuropeina pokazao sli¢ne ucinke, smanjivsi histoloska
ostecenja, ekspresiju NF-kB, TNF-a, IL-1B i iINOS-a, infiltraciju neutrofila, lipidnu
peroksidaciju i apoptozu. Inhibicija TNF-a i IL-1p, a posljedi¢no i enzima iNOS i COX-2 koji
imaju klju¢nu ulogu u razvoju sekundarnog upalnog odgovora, ima neuroprotektivni ucinak i
poboljsava funkcionalni oporavak eksperimentalne ozljede ledne mozdine (Impellizzeri i sur,
2011). U in vivo istrazivanju na miSevima s kroni¢nim kolitisom, oralna primjena oleuropeina
znacajno je smanjila simptome kroni¢ne upale (gubitak tjelesne tezine, dijareju, rektalno
krvarenje). Takoder su smanjene histoloske promjene karakteristiéne za kroni¢nu upalu i to
ostecenje kripti, edem tkiva kolona i stani¢na infiltracija (za 36-46%), kao i otpustanje
proupalnih IL-1p (25%) i IL-6 (37%) te ekspresiju enzima COX-2 (68%) i iINOS (58%) u
kolonu oboljelih misSeva (Giner i sur., 2013). Osim toga, oleuropein je povisio razinu IL-10
(34%), klju¢nog citokina u slabljenju upalnog procesa intestinalne mukoze, u tkivu kolona i in
vitro poboljsao proces zacjeljivanja lezija u sloju intestinalnih epitelnih stanica (50-60%).
Autori smatraju da je jedan od mehanizama protuupalnog djelovanja oleuropeina povezan sa
supresijom fosforilacije p38 MAPK koja je, zajedno sa NF-«kB, visestruko aktiviranija tijekom
razvoja kolitisa (Giner i sur., 2013).

Iz svega navedenog moze se zakljuditi (iako su potrebna dodatna in vivo istrazivanja
radi konac¢nog utvrdivanja) kako je u podlozi svih dosada spomenutih ucinaka, djelovanje
oleuropeina i njegovog aglikona na razini ekspresije gena, a ne izravna inhibicija spomenutih

spojeva (Slika 7).
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Slika 7. Sistematizacija protuupalnih mehanizama djelovanja oleuropeina na molekularnoj

razini (prilagodeno iz reference Giner i sur., 2013)

4.2.2.2. Ostali mehanizmi protuupalnog djelovanja oleuropeina

Cini se da oleuropein mozZe djelovati i na apoptozu oste¢enog upaljenog tkiva. Naime,
U ranije spomenutom in Vvivo istrazivanju na Stakorima s ozlijedenom lednom mozdinom,
oleuropein je inhibirao i ekspresiju (poli(ADP-riboza)) polimeraze (PARP), enzima koji je
ukljucen u stani¢ni mehanizam popravka osteCene DNA i mehanizam apoptoze (Khalatbary i
Zarrinjoei, 2012). Peroksinitritni anion koji nastaje u oSteCenom tkivu ledne mozdine
doprinosi posttraumatskoj upalnoj reakciji, izmedu ostalog, i oste¢enjem DNA Sto aktivira
PARP. Prekomjerno aktivirani PARP rezultira u konacnici staniénom smrcu. Stoga inhibicija
PARP-a tijekom ozljede ledne mozdine znadajno reducira razvoj upale |1 apoptoze
traumatiziranog tkiva (Khalatbary i Zarrinjoei, 2012).

Nadalje, oleuropein smanjuje otpustanje mijeloperoksidaze (MPO) iz PMN neutrofila
¢ime potencijalno smanjuje oksidativna oStecenja okolnog tkiva (Giner 1 sur., 2011). MPO je
najzastupljeniji enzim PMN neutrofila koji katalizira reakciju nastanka HOCI iz vodikovog
peroksida i klorida koja je citotoksi¢na za patogene, ali i za stanice domacina (Visioli i sur.,
2002). Tijekom upale, aktivirani PMN neutrofili proizvode velike koli¢ine ROS-a, a njihovom
pojacanom produkcijom neizravno (cirkularno) raste i aktivnost MPO-e te time |
citotoksi¢nost njezinih produkata. U in vitro ispitivanju inkubacija aktiviranih humanih
neutrofila i oleuropeina pokazala je znacajno smanjenje otpustanja MPO (Czerwinska i sur.,
2011). U in vivo istrazivanju je topikalna primjena oleuropeina na miSevima s upalom uha

smanjila edem tkiva (30 %) redukcijom infiltracije neutrofila na mjestu upale sto se ocitovalo
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smanjenjem otpustanja MPO-e (De la Puerta i sur., 2000). Smanjenje otpustanja MPO-¢ sluzi
kao opceniti marker infiltracije aktiviranih neutrofila u tkivu na mjestu upale (Giner 1 sur.,
2011). Osim toga, MPO ima klju¢nu ulogu u aterogenezi jer je odgovorna za oksidaciju
fagocitiranih lipoproteina (Czerwinska i sur., 2011)

Postoje indikacije i da oleuropein moze svoje protuupalno djelovanje iskazati i putem
opioidnog sustava. U nedavnoj, ve¢ spomenutom in Vivo istraZivanju na S$takorima s
ulceroznim kolitisom, koriSteni antagonisti opioidnih receptora (L-NAME i naltrekson)
»obrnuli“ su protektivan protuupalni uc¢inak OLE (udio oleuropeina > 70%) i povecali
infiltraciju upalnih stanica i ulceraciju mukoze (Fakhraei i sur., 2014). Naime, postoje dokazi
da endogeni opioidni peptidi imaju ulogu u razvoju upalnog odgovora modulirajuci ekspresiju
velikog broja citokina i njihovih receptora. Toc¢nije, opioidi selektivno promoviraju proupalne
ili protuupalne ucinke, ovisno o ukljucenosti u-OR-a u proces. Pokazalo se da su miSevi
da egzogeni opioidi pokazuju protuupalne u¢inke kod miseva koji pate od upalne bolesti
crijeva. S obzirom da je ekspresija intestinalnih p-OR-a djelomi¢no regulirana i upalnim
citokinima, u stanjima upalnih bolesti crijeva ekspresija u-OR-a je povecéana te bi oleuropein
mogao svoja protuupalna svojstva ostvariti aktivacijom p-OR-a. Autori su ovu hipotezu
potkrijepili prethodno spomenutim rezultatima koje su dobili naknadnim dodavanjem
spomenutih antagonista u-OR-a (Fakhraei i sur., 2014).

Aglikon oleuropeina pokazao je u¢inak i na upalu u reumatoidnom artritisu (RA). U in
Vivo istrazivanju na miSevima s RA, tretman aglikonom oleuropeina ublazio je klinicke
simptome i razvoj RA te poboljsao histoloski status zglobova i $apica oboljelih miseva. RA je
autoimuna bolest karakterizirana nakupljanjem leukocita unutar razvijenog panusa i
sinovijalnog prostora §to rezultira viSestrukim upalama zglobova s posljedi¢nim unistenjem
zglobne hrskavice i erozijom kosti. Aglikon oleuropeina je smanjio stupanj oksidativnih i
nitrozativnih oStecenja 1 snizio plazmatske razine proupalnih citokina i prostaglandina E;

(PGEy>) sto se pripisuje redukeciji ekspresije INOS i COX-2 (Bulotta i sur., 2013).

4.2.3. Kardioprotektivni u¢inci

Uzroci kardiovaskularnih bolesti (eng. CVD) su razliciti, ali najées¢i su hipertenzija,
ateroskleroza i tromboza. Starenjem nastaju brojne fizioloske i morfoloske promjene koje
mogu utjecati na kardiovaskularne funkcije 1 povecati rizik od kardiovaskularnih oboljenja,

¢ak i1 kod zdravih, asimptomatskih osoba (Quiles i sur., 2006).
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Oleuropein ima multifunkcionalni uéinak na ¢imbenike kardiovaskularnih bolesti.
Prekomjerno nastajanje i akumulacija RONS-a, te metaboliti arahidonske kiseline i upalni
procesi imaju kljuénu ulogu u patogenezi kroni¢nih kardiovaskularnih bolesti, primjerice
ateroskleroze, pa su antioksidativni i protuupalni mehanizmi djelovanja oleuropeina dio
njegovog kardioprotektivnog ucinka (Obied i sur., 2012). Osim njih, kardioprotektivnom
ucinku oleuropeina doprinose 1 njegova antihipertenzivna, hipolipidemijska, hipoglikemijska,
vazodilatatorna i antitrombotska svojstva te sposobnost zastite miokarda od oksidativnih

ostecenja tijekom i nakon ishemije.

4.2.3.1. Antihipertenzivni udinci

Trenutno nema istrazivanja (ili nisu dostupna) u kojima se antihipertenzivno
djelovanje oleuropeina ispitivalo njegovom primjenom kao zasebnog spoja nego samo kao
dijela OLE. No, obzirom da se navedeni u¢inci OLE pripisuju veéinom oleuropeinu, uvrsteni
su u ovaj rad.

OLE, u kojem je oleuropein najzastupljeniji polifenol (18-26%), pokazao je
profilakticko Svojstvo u in vivo ispitivanju na Stakorima gdje je istovremenom primjenom (u
dozi od 100 mg/kg) sa uzrocnom supstancom hipertenzije u potpunosti sprijeio porast
krvnog tlaka (Khalatbary i sur., 2002). Primjena OLE na Stakorima s ve¢ uzrokovanom
hipertenzijom znacajno je snizila poviSeni krvni tlak pokazavsi time i potencijalni terapijski
ucinak. Autori smatraju da je za postignuti ucinak odgovorno antioksidativno djelovanje
oleuropeina jer je hipertenzija uzrokovana oksidativnim stresom zbog potroS$nje glutationa
koja je povezana sa smanjenom proizvodnjom NO uzrokovanom primjenjenom supstancom
(Khalatbary i sur., 2002). Nadalje, OLE je pokazao antihipertenzivni u¢inak i u studiji na 146
ljudskih ispitanika s hipertenzijom prvog stupnja gdje je osmotjedna primjena OLE (500 mg
2x dnevno) snizila sistolicki tlak za 13 mmHg, a dijastolicki za 6 mmHg $to je jednako ucinku
koji je pokazao i Captopril (antihipertenziv) u svojoj terapijskoj dozi (Susalit i sur., 2011).
Iako mehanizam opazenog antihipertenzivnog u¢inka OLE nije u potpunosti utvrden, autori
smatraju da bi mogao biti povezan sa sinergistiCkom inhibitornim djelovanjem oleuropeina i
njegovih derivata na angiotenzin Il-konvertiraju¢i enzim (ACE; enzim koji aktivira
angiotenzin II, peptid odgovoran za povisenje krvnog tlaka) (Susalit i sur., 2011). Treba uzeti
u obzir da su doze OLE (i oleuropeina) u ovim istrazivanjima mnogo veée od preporucenog
dnevnog unosa oleuropeina sto bi bilo teSko ostvarljivo konzumacijom maslinovog ulja u

preporu¢enim koli¢inama zbog niske zastupljenosti oleuropeina u istom.
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Vazne Cimbenike u patofiziologiji hipertenzije ¢ine endotelna disfunkcija i smanjena
bioraspolozivost NO. Ucinci oleuropeina na spomenute parametre opisani su u odjeljcima
4.2.2.1.14.2.3.3. §to potencijalno moZe imati ucinak i na hipertenziju. Osim toga, primjecen
je i in vitro vazodilatatorski ucinak oleuropeina koji takoder moze doprinijeti njegovom
antihipertenzivnom ucinku (Barbaro i sur., 2014). S obzirom da se primije¢ena vazodilatacija
pokazala neovisnom o interakciji oleuropeina s endotelom i njegovim medijatorima, smatra se
da bi za istu mogao biti odgovoran mehanizam inhibicije kalcijevih ionskih kanala L-tipa
(IcaL) (detaljnije u odjeljku 4.2.3.4.) (Barbaro i sur., 2014).

4.2.3.2. UCcinak oleuropeina na lipidni sustay

Ucinci oleuropeina mogu Se otprilike podijeliti na (1) utjecaj oleuropeina na lipidni
profil i metabolizam lipida i na (2) utjecaj oleuropeina na oksidaciju lipoproteina.
Dislipidemija, poremecaji u adipogenezi i oksidacija lipoproteina (i lipida opéenito) su vrlo
vazni faktori za razvoj mnogih bolesti, pogotovo kardiovaskularnih bolesti.

Plazmatski lipoproteini, kao prenosioci lipida u organizmu, imaju vaznu ulogu u
patogenezi ateroskleroze. Lipoproteini sintetizirani u jetri (,,aterogeni* lipoproteini; LDL,
IDL, VLDL) prenose lipide iz jetre prema perifernim arterijskim stijenkama. Lipoprotein
sintetiziran izvan jetre (tzv. , antiaterogeni‘ lipoprotein; HDL) prenosi lipide iz perifernih
arterijskih stijenki u jetru gdje se razgraduju. HDL ima sposobnost smanjenja in vivo
oksidacije aterogenih lipoproteina jer se lipidi HDL-a preferirano oksidiraju u odnosu na
lipide LDL-a, a moze i inhibirati unos LDL-a u tkivo natjecu¢i se za LDL receptore na
stanicama arterijske glatke muskulature (Jemai i sur.,, 2008). Osim toga, poviSenje
koncentracije HDL-a i sniZzenje koncentracije LDL-a u plazmi mogu ubrzati mobilizaciju
kolesterola iz perifernih tkiva u jetru radi njegovog katabolizma i sekrecije (Jemai i sur.,
2008). Oleuropein je pokazao sposobnost snizenja povisenih razina aterogenih lipoproteina,
triglicerida (TG) i kolesterola i poviSenje snizenih razina HDL-a, zbog ¢ega ima antiaterogeni
ucinak. lako mehanizam djelovanja na lipidni profil nije u potpunosti razjasnjen, smatra se da
potencijalni  hipolipemi¢ni mehanizmi djelovanja oleuropeina obuhvacaju inhibiciju
intestinalne apsorpcije lipida, proizvodnju lipida u jetri ili stimulaciju bilijarne sekrecije
kolesterola i sekrecije kolesterola fecesom (Ahmadvand i sur., 2014). U istrazivanju na
dijabeti¢kim $takorima oleuropein je povisio snizenu koncentraciju HDL-a za 34%, a snizio
povisene plazmatske razine TG-a za 23%, ukupnog kolesterola za 25%, LDL-a za 55% i
VLDL-a za 23% kao i indeks aterogeneze (42%) i omjer sréanog rizika (52%) pokazavsi time

potencijalne preventivne ucinke na aterosklerozu (Ahmadvand i sur., 2014). Sli¢ni rezultati
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pokazali su se i na zeCevima Koji bili hranjeni maslinovim uljem obogaéenim oleuropeinom
(Coni i sur., 2000).

Osim ucinaka na lipidni profil, oleuropein je pokazao ucinke i na metabolizam lipida,
odnosno njihovu distribuciju u organizmu. U in vivo istrazivanju na hiperlipidemi¢nim
Stakorima, tezine jetara hiperlipidemicnih Stakora tretiranih i netretiranih oleuropeinom su se
znacajno razlikovale Sto autori objasnjavaju redukcijom akumulacije lipida u jetri tretiranih
Stakora (Jemai i sur., 2008). Sli¢an uc¢inak je pokazao i OLE na Stakorima s metabolickim,
kardiovaskularnim i hepatickim strukturnim i funkcionalnim promjenama koji je, izmedu
ostalog, znacajno reducirao odlaganje masnoca u jetri (Poyudal i sur, 2010). Osim navedenog
smanjenja akumulacije lipida u jetri, oleuropein je pokazao i kratkotrajni in vitro ucinak na
sintezu lipida u stani¢noj kulturi hepatocita Satkora inhibiravsi i de novo sintezu masnih
kiselina (48%) i de novo sintezu kolesterola (25%) smanjenjem aktivnosti klju¢nih enzima u
spomenutim procesima, ne utje¢uéi pri tome na odrzivost stanica (Priore i sur., 2014). Autori
smatraju da se mehanizam odvija na razini unutarstani¢ne signalizacije. S obzirom da je
postprandijalna lipemija poznati faktor rizika ateroskleroze, potencijalan ucinak oleuropeina
na biosintezu lipida mogao bi biti prigodan za prevenciju dislipidemija, kardiovaskularnih
bolesti i pretilosti (Bulotta i sur., 2013). Nadalje, osim pozitivnog mijenjanja lipidnog profila
plazme u Stakorima, oleuropein je reducirao njihovu tjelesnu tezinu, postotak perirenalnog
adipoznog tkiva i postotak pasjemenih masnih jastucica te je povisio urinarne koncentracije
adrenalina i noradrenalina. Osim navedenog, oleuropein je i povecao proces termogeneze,
odnosno metabolizam TG-a u smedem masnom tkivu Stakora povecanjem koli¢ine UCP-1
proteina (eng. Uncoupling Protein-1) odgovornog za spomenuti proces (Oi-Kano i sur., 2008).
Osim toga, oleuropein je, u koncentraciji visoj od 100 uM, pokazao in vitro inhibitorni u¢inak
na diferencijaciju preadipocita i akumulaciju lipida, odnosno utjecao je na regulaciju veli¢ine
masnih stanica na razini transkripcije, inhibiraju¢i ekspresiju gena za adipocitni PPARy
receptor (nuklearni receptor koji djeluje kao senzor lipida te, kada je aktiviran, moZe znacajno
preusmjeravati metabolicke reakcije) (Svobodova i sur., 2014). Ovi rezultati indiciraju da
potencijalna djelovanja oleuropeina na smanjenje akumulacije lipida, povecanje katabolizma
TG-a i1 opéenito na distribuciju lipida mogu imati protektivan, ako ne i terapijski ucinak na
pretilost (regulacijom ekspresije gena ukljucenih u adipogenezu i termogenezu visceralnog
adipoznog tkiva) i kardiovaskularne bolesti (Oi-Kano i sur., 2008).

Oksidacija lipoproteina je jedan od kljuc¢nih koraka u inicijaciji ateroskleroti¢nih lezija
jer povecava njihovu citotoksi¢nost prema endotelnim stanicama §to dovodi do formacije

ateroskleroti¢nog plaka (Coni i sur., 2000). Dapace, kloracija apoproteina HOCl-om jedan je
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od prvih uvjeta za razvoj ateroskleroze jer makrofagi prepoznaju lipoproteine upravo po
oksidiranom apoproteinu (Bulotta i sur., 2013). Nadalje, oksidirani LDL (oxLDL) vazan je
induktor ekspresije proupalnih citokina poput NF-kB (koji ima posrednu i neposrednu ulogu
u patogenezi ateroskleroze i upalnih procesa) i IL-1 (koji moze potaknuti transkripciju
povrsinskih LDL receptora i dodatno pojacati ateroskleroti¢ne procese) te kemotakti¢nih
molekula koje dodatno privlace (ox)LDL na endotelne stanice (Bulotta i sur., 2013).
Oksidacija HDL-a reducira njegovu funkcionalnost, odnosno onemogucuje transport
akumuliranog kolesterola iz makrofaga na HDL (kompenzatorni mehanizam koji aktiviraju
makrofagi kao odgovor na prekomjerni unos lipida) §to doprinosi patogenezi ateroskleroze.
Oleuropein je pokazao sposobnost in vivo regeneracije spomenutog transporta promjenama u
regulaciji gena za sintezu proteina ukljucenih u efluks kolesterola (Farras i sur., 2013). Osim
oksidiranih lipoproteina, ostecenju endotela (i ateroslerozi) doprinose 1 citotoksi¢ni oksisteroli
koji nastaju oksidacijom (ne)esterificiranog kolesterola, a potenciraju i kalcifikaciju ateroma
(Visioli i sur., 2002a).

Ucinci oleuropeina na lipidnu peroksidaciju opisani su u odjeljku 4.2.1.2., a
obuhvacaju vezanje slobodnih radikala i sprjeavanje posljedi¢ne lanCane reakcije nastajanja
novih, inhibiciju MPO, potencijalno smanjenje oksidativnosti lipoproteina, regeneraciju
oksidiranog a-tokoferola i poviSenje plazmatskih koncentracija istog te poboljSanje opcenitog
endogenog antioksidativnog obrambenog sustava organizma.

Smatra se da se nakon unosa maslinovog ulja (ili drugih izvora), oleuropein i fenoli
opcenito otapaju u lipoproteinskim Cesticama ili se pri¢vrste za njih u krvnoj plazmi. Hipoteza
jeda se fenolni spojevi vezu na lipoproteine ionskom interakcijom s nabijenim
aminokiselinskim ostacima na njihovoj povrsini i na taj nacin sprjecavaju njihovu oksidaciju

(Vissers i sur., 2004).

4.2.3.3. Antiaterogeni ucinci

U podlozi vec¢ine CVD nalazi se ateroskleroza. Ateroskleroza je kompleksno stanje
koje obuhvaéa poremeceni transport lipida i metaboli¢ki poremecaj s kronicnom upalom i
trombozom. Osnova ateroskleroze je stvaranje ateroskleroti¢nog plaka (ateroma) postupnim
taloZenjem lipoproteina 1 ostalih lipida u unutarnji endotelni sloj stijenki arterija Sto dovodi do
stvaranja masnih pruga, otvrdnjavanja plakova i tromboti¢nih procesa unutar endotela. Glavni
faktori rizika za njezin razvoj su poviSene razine LDL-a i VLDL-a, snizene razine HDL-3,

hipertenzija, pusenje, prekomjerna tjelesna tezina i/ili pretilost, dijabetes i sjedilacki nacin
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zivota (Quiles i sur., 2006). Povecani oksidativni stres, uzrok pocetnog ostecenja endotela i
oksidacije lipida i proteina u stijenkama arterija, smatra se glavnim uzro¢nikom nastanka
aterokleroze.

Antiaterogeni ucinci oleuropeina ukljucuju modifikaciju plazmatskog lipidnog profila,
indukciju zaStite od lipidne peroksidacije, modulaciju tromboze i fibrinolize te protuupalne
ucinke (Quiles i sur., 2006). Antioksidativni uc¢inci (npr. vezanje slobodnih radikala, inhibicija
lipidne peroksidacije i ekspresije MPO), kao 1 protuupalni i hipolipemi¢ni u€inci oleuropeina
opisani su u prethodnim poglavljima tako da ¢e u ovom poglavlju ¢e biti opisani ucinci
oleuropeina na endotel krvnih zila, agregaciju trombocita i ishemiju miokarda (kao
potencijalnu posljedicu ateroskleroze).

Endotel je jednoslojni unutarnji pokrov krvnih zila ¢ija je zadaca, izmedu ostalog,
osigurati antiagregativnu povrsinu za koagulanse i trombocite u normalnim fizioloskim
uvjetima te odrZavanje vaskularne hemodinamike i1 regulacije krvnog tlaka izlu¢ivanjem
raznih medijatora, ponajprije NO. Aktivacija endotela, odnosno njegovo oSteCenje i
poremecéena normalna fizioloska funkcija obiljezja su kardiovaskularnih bolesti. Predstavljaju
inicijalne ¢imbenike ateroskleroze i tromboze, a vaznu ulogu imaju i u patologiji hipertenzije.
Endotelna disfukncija je karakterizirana mikrooStecenjima endotelnog sloja (uzrokovanog
oksidacijskim stresom), aktivacijom adhezijskih molekula, regrutacijom i infiltracijom
leukocita i lipida u stijenke arterijskih Zila, agregacijom trombocita, proliferacijom stanica
glatkih miSi¢a (eng. Smooth Muscle Cell; SMC), poremecenom vazomotornom kontrolom,
smanjenom bioraspolozivoséu NO (Sto dovodi i do hipertenzije) i poviSenim razinama ROS-a
(Quiles i sur., 2006). Od spomenutih karakteristika endotelne disfunkcije, oleuropein moze
utjecati na gotovo svaki navedeni segment. Oleuropein je pokazao sposobnost inhibicije
INOS-a na transkripcijskoj razini i smanjenja posljedi¢ne proizvodnje upalnog NO (odjeljak
4.2.2.1.), dok na proizvodnju ,,vazodilatatornog® NO (enzimom eNOS) nije pokazao ucinak.
Nadalje, prekomjerna proliferacija SMC stanica je takoder karakteristika endotelne
disfunkcije na koju je oleuropein pokazao ucinak. U in vitro ispitivanju na kulturi SMC
stanica oleuropein je gotovo u potpunosti (92%) reverzibilno inhibirao proliferaciju stanica u
G1-S fazi stani¢nog ciklusa inhibirajuéi aktivaciju ERK-1/2 kinaza, jednog od najvaznijih
regulatora stani¢nog ciklusa (Abe i sur., 2011). Nadalje, oleuropein i njegov aglikon su in
vitro pokazali i u¢inak inhibicije ekspresije adhezijskih molekula VCAM-1, ICAM-1 i E-
selektina inhibicijom transkripcijskin faktora NF-«xB i AP-1 s$to za posljedicu ima
izostanak/smanjenje adhezije monocita na humane endotelne stanice (Carluccio i sur., 2003).

Osim toga, oleuropein je in vitro pokazao protektivni uéinak na cirkuliraju¢e prekursorske
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endotelne stanice (eng. Endothelial Progenitor Cells; EPC) koje imaju klju¢nu ulogu u
regeneraciji oSte¢enog vaskularnog endotela 1 funkcionalnosti kardiovaskularnog sustava,
usporivsi njihovo starenje 1 povecavsi njithovu sposobnost regeneracije narusene oksidativnim
stresom (Parzonko i sur., 2013).

Agregacija trombocita Cesto prati i pogorSava aterosklerozu jer ostec¢enja vaskularnog
endotela stimuliraju aktivnost trombocita i njihovu agregaciju  (Bulotta i sur., 2013).
Oleuropein je pokazao inhibitorni ucinak na agregaciju trombocita, ali to¢an mehanizam
djelovanja je jo$ uvijek nejasan. U ex vivo ispitivanju na uzorcima Krvi iz zdravih donora OLE
je reducirao agregaciju trombocita snaznom inhibicijom enzima cAMP-fosfodiesteraze
(cCAMP-PDE) (Dell" Agli i sur., 2008). cAMP je glavni inhibitor mobilizacije kalcijevih iona u
stanici §to je vazno s obzirom da je komunikacija kalcijem osnovni faktor u regrutaciji i/ili
translokaciji trombocita prilikom stvaranja trombocitnih agregata (Zbidi i sur., 2009). Stoga,
povisenjem  staniénih  koncentracija  CAMP-a  oleuropein  potencijalno  moze
inhibirati/reducirati agregaciju trombocita (Scheffler i sur., 2008). U drugom ex vivo
istrazivanju na humanim trombocitima od zdravih donora i donora oboljelih od dijabetesa
oleuropein je u oba uzorka reducirao agregaciju trombocita stimuliranu trombinom,
reduciraju¢i unutarstani¢nu signalizaciju kalcijem, s tim da je ja¢i ucinak pokazao na
uzorcima donora oboljelih od dijabetesa (Zbidi i sur., 2009). S obzirom da se ¢ini da je
mehanizam inhibitornog djelovanja oleuropeina uvelike povezan s njegovim djelovanjem na
signalne putovime posredovane ionima Kkalcija, inhibiciji agregacije trombocita bi onda mozda
mogla doprinijeti i potencijalna sposobnost oleuropeina da blokira Ic,.

Ishemija je stanje ogranicene ili potpuno sprije¢ene opskrbe nekog tkiva krvlju koja se
javlja zbog okluzija krvnih Zila (primjerice, zbog ateroma, masnih naslaga ili tromboze) te
uzrokuje nedostatak kisika (hipoksija) i glukoze u zahvac¢enom tkivu. Spomenuto uzrokuje
patolosku angiogenezu proliferacijom 1 migracijom SMC stanica te prekomjernom
proizvodnjom oksidativnih molekula, izmedu ostalih i NO, a sve zajedno rezultira oste¢enjem
1/ili poremecajem funkcije zahvacenog tkiva (Andreadou i sur., 2006). Osim toga, posljedi¢no
nastali peroksinitrit koji razara proteine vezivnog tkiva izravnim oksidativnim oSte¢enjem i
patoloskom aktivacijom MMP-a, potencira ekspresiju proupalnih citokina i poti¢e sve veé
spomenute ucinke oksidativnog stresa (Czerwinska i sur., 2011; Andreadou i sur., 2006;
Quiles 1 sur., 2006). Oleuropein je pokazao protektivni ucinak na oStecenja koja nastaju
postishemi¢nom reperfuzijom temeljen na njegovim antioksidativim mehanizmima
djelovanja. In vivo istrazivanje na hiperkolesterolemi¢énim zeCevima pokazalo je nakon

postishemi¢ne reperfuzije srca sniZeni postotak infarkta miokarda (> 50%), nepromijenjene
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produkte oksidacije plazmatskih lipida i proteina, reducirane razine nitrata i nitrita te zna¢ajno
snizene plazmatske koncentracije ukupnog kolesterola i TG-a kao posljedicu djelovanja
oleuropeina (Andreadou i sur., 2006). Srce je, zbog velike zastupljenosti mitohondrija i
slabijeg op¢eg antioksidativnog sustava podloznije oksidativnim oSteCenjima u odnosu na
druge organe. Prolongirana ishemija i naknadna reperfuzija miokarda, osim naglog povecéanja
proizvodnje oksidativnih spojeva, uzrokuju i smanjenje aktivnosti antioksidativnih enzima u
srcu zbog Cega ono postaje veoma podlozno postishemi¢nim oksidativnim ozljedama.
Oleuropein omogucava kardioprotektivnu zastitu ¢ak i prije pojave ishemije djelovanjem na
stabilnost eritrocitne SOD koja odrzava miokard u ,antioksidativnom* stanju tijekom
ishemije i reperfuzije. Andreadou i suradnici smatraju da su za navedeni protektivni uc¢inak
oleuropeina na reperfudirani miokard, osim antioksidativnih mehanizama, zasluzni i
hipolipemi¢ni mehanizmi djelovanja. U drugom in vivo istrazivanju su Stakori, tretirani
oleuropeinom prije ishemije i naknadne reperfuzije, pokazali znatno smanjene razine
oksidiranog GSH (marker izloZenosti miokarda oksidativnom stresu) i kreatinin kinaze
(marker stani¢nih oSte¢enja miokarda) u perfuzatu (Barbaro i sur., 2014)

Iz svega navedenog moze se zakljuciti da su mehanizmi kardioprotektivnog i
antiaterogenog djelovanja oleuropeina isprepleteni i jo§ uvijek nedovoljno istraZeni, ali bi se
generalno moglo reé¢i da se temelje na antioksidativnim, hipolipemi¢nim i protuupalnim

djelovanjima.

4.2.3.4. Ostali kardioprotektivni ucinci

Oleuropein je pokazao i potencijalnu kardioprotektivnhu aktivnost u slucaju
kardiomiopatije inducirane doksorubicinom (DXR). Doksorubicin je trenutno najucinkovitiji
antineoplastik u klinickoj praksi, ali mu je primjena ograni¢ena zbog akutne i kronic¢ne
kardiotoksi¢nosti kao nuspojave povezane s njegovim koristenjem (Andreadou i sur., 2014).
Osim inhibitornog uc¢inka na topoizomerazu II (enzim koji odmotava lance DNA u procesu
njezine replikacije), doksorubicin potice i stvaranje slobodnih radikala $to djeluje citotoksi¢no
na kancerogene stanice, ali i na stanice domacina, pogotovo na kardiomiocite koji su iznimno
osjetljivi na oksidativni stres (Quiles i sur., 2006). Oleuropein je uzrokovao znacajno
smanjenje oSte¢enja miokarda Stakora koji su bili istovremeno tretirani oleuropeinom i DXR-
om (Andreadou i sur., 2014). Skupine tretirane oleuropeinom pokazale su znatno smanjenje
poremecaja sr€anog metabolizma poput naruSene kontraktilnosti lijevog ventrikula te upalnih
i degenerativnih patoloskih lezija miokarda. Osim toga, utvrdeno je i uravnotezenje

poremecenih metaboli¢kih procesa (npr. pojaCana razgradnja proteina,...), regeneracija
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poremecenih signalnih putova (npr. AMPK), zna¢ajno smanjenje nitro-oksidativnog stresa i
smanjenje ekspresije proupalnih i proapoptotickih medijatora. Autori smatraju da glavni
mehanizam djelovanja oleuropeina nije, kako se donedavno mislilo, izravan antioksidativni
ucinak nego aktivacija AMPK i drugih signalnih putova te inhibicija INOS-a (Andreadou i
sur., 2014).

Nadalje, ¢ini se da oleuropein posjeduje i antiaritmicka svojstva. U in vivo istrazivanju
na $takorima s aritmijom induciranom akotininom, oleuropein je produzio vremenski period
pocetka aritmije i ventrikularne tahikardije, povecao broj reverzibilnih ventrikularnih
fibrilacija (indikator povecane rezistencije sr¢anog misi¢a prema potpunom sréanom arestu) i
vremenski period prije nastupa smrti. Mehanizam djelovanja nije utvrden, ali se zna da ne
ovisi 0 hemodinamskim parametrima (Esmailidehaja i sur., 2012). Osim toga, oleuropein je
pokazao antiaritmicki uéinak i u ex vivo ispitivanju na zec¢jim izoliranim miokardima i in vitro
kultiviranim kardiomiocitima reverzibilno inhibiraju¢i lc,., ali ne utje€u¢i na ionske kanale
(konkretno, bradikardiju), ali izmjereni parametri nisu bili izvan dozvoljenih normalnih
granica. Mehanizam inhibicije Ic,. pripisuje se i in vitro opazenom vazodilatatorskom uc¢inku
oleuropeina jer se pokazalo da je isti neovisan o interakciji s endotelom i njegovim

medijatorima (Barbaro i sur., 2014).

4.2.4. Antidijabeticki i protektivni u¢inci na metabolizam

Posljedice hiperglikemije, hiperinzulinemije i rezistencije na inzulin, poput glikacije
(inaktivacije) enzima, oksidativnog stresa i smanjenja cjelokupnog antioksidativnog statusa
organizma te modifikacije lipidnog profila, procesa fibrinolize i brojnih drugih procesa
doprinose patogenezi razli¢itth komplikacija dijabetesa, ukljucujuc¢i 1 vaskularne bolesti,
ponajvise aterosklerozu (Quiles i sur., 2006).

Potencijalni mehanizmi hipoglikemijskog djelovanja oleuropeina obuhvacaju: (1)
izravne mehanizme (antioksidativne mehanizme smanjenja oksidativnog stresa $to
posljedi¢no stiti B-stanice gusSterace od oSteCenja) i (2) neizravne mehanizme (stimulacija
glukozom inducirane sekrecije inzulina (sekretogogna aktivnost), poveéanje o0sjetljivosti
stanica na aktivnost inzulina (Sto rezultira povec¢anim perifernim unosom glukoze), inhibicija
glikacije lipoproteina, enzima i proteina uklju¢enih u metabolizam lipida i lipoproteina i dr. )

(Ahmadvand i sur., 2014; Al-Azzawie i sur., 2006).
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U animalnim eksperimentalnim modelima s dijabetesom uzrokovanim aloksanom,
oleuropein je, osim utjecaja na modificirani lipidni profil (odjeljak 4.2.3.2.), znacajno smanjio
povisene razine glikoziliranog hemoglobina (HbAlc; mjera koli¢ine glukoze u eritrocitima),
koncentracije glukoze u krvi (GUK) nataste (29%) i1 druge poremecéene parametre
(Ahmadvand i sur., 2014; Al-Azzawie i sur., 2006). Autori smatraju da su ovi rezultati
posljedica kombinacije nekoliko mehanizama djelovanja oleuropeina, od antioksidativnih do
mehanizama djelovanja izravno na ¢imbenike metabolizma glukoze (Ahmadvand i sur.,
2014). Nadalje, oleuropein je in vitro pokazao potencijalni protektivni u¢inak na sekretorne 8-
stanice gusteraCe smanjenjem oksidativnih oS$teCenja, smanjenjem nekroze i apoptoze
uzrokovanih vodikovim peroksidom (metabolickim signalom za glukozom stimuliranu
sekreciju inzulina koji u prisutnosti oksidativnog stresa negativno utjece na integritet i
funkciju B-stanica) te je u potpunosti povratio njihovu sposobnost sekrecije inzulina iz stanica
(Cumaoglu i sur., 2011). Osim toga, ¢ini se da aglikon oleuropeina posjeduje i sposobnost
usporavanja progresije DMT2 (diabetes mellitus tip 2) dokazanu in vitro inhibicijom
citotoksi¢nog nakupljanja amilina (obiljezje DMT2), peptidnog hormona koji se izlucuje
zajedno s inzulinom, a ima ulogu u regulaciji postprandijalne glikemije (sprjecava
postprandijalne pikove GUK-a). Spomenuta inhibicija nakupljanja amilina je, ¢ini se,
posljedica interferencije oleuropeina sa stani¢nim procesima stvaranja vlaknastih nakupina
amilina (Rigacci i sur., 2010).

Spomenuti ucinci oleuropeina primjeceni su i u klinickim studijama na ljudima. U
studiji na muskarcima srednje dobi s prekomjernom tjelesnom tezinom, DMT2 i povecanim
rizikom za razvoj metaboli¢kog sindroma, svakodnevna primjena OLE (51.1 mg oleuropeina),
znacajno je poboljsala sekretorni kapacitet B-stanica (28%) i osjetljivost stanica na inzulin
(15%) (De Bock 1 sur., 2013). Autori smatraju da ovi rezultati imaju klinicki znacaj jer su
usporedivi s uobicajenim terapijskim tretmanima dijabetesa, to¢nije, s u¢incima metformina
(smatraju da su primjeceni ucinci jaci nego Sto bi bili da su ispitanici koristili metformin). U
drugoj studiji je svakodnevna primjena OLE tijekom 14 tjedana takoder poboljsala
homeostazu glukoze, odnosno primije¢ena su znacajna snizenja serumskih razina HbAlc,
inzulina nataste i postprandijalnog GUK-a (Wainstein i sur., 2012). Autori smatraju da OLE
predstavlja potencijalno ucinkovitu dodatnu terapiju koja normalizira homeostazu glukoze
kod osoba oboljelih od dijabetesa. Takoder su zakljucili na temelju rezultata ispitivanja na
animalnom modelu, da OLE djeluje poput inhibitora a-glukozidaze, reduciraju¢i apsorpciju
ugljikohidrata u GIT-u Stakora. Osim toga, OLE je pokazao da ubrzava periferni stani¢ni unos

glukoze §to posljedi¢no dovodi do smanjenja GUK-a, a ¢ini se i da inhibira aktivnost
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pankreasne amilaze (Wainstein i sur., 2012). Medutim, u navedenim istrazivanjima treba
imati na umu da su koriStene doze OLE, a time i oleuropeina, mnogo vise u odnosu na
koli¢inu oleuropeina u maslinovom ulju.

Pretilost i dijabetes koji su karakterizirani rezistencijom na inzulin i posljedi¢nom
hiperglikemijom, te hipertenzija i aterogena dislipidemija koje su ¢esto povezane s pretiloscu,
glavni su faktori rizika za razvoj metabolickog sindroma koji povecava rizik od nastanka
kardiovaskularnih bolesti. Glavne karakteristike metabolickog sindroma su abdominalna
pretilost, hipertenzija, dislipidemija i hiperglikemija. Smatra se da su temelj patogeneze
metabolickog sindroma primarni poremecaji u metabolizmu adipocita i dislipidemija §to
dovodi do smanjene osjetljivosti stanica na inzulin, vaskularnih disfunkcija te upalnih i
trombotickih sklonosti (Huang i sur., 2010). S obzirom da je oleuropein pokazao preventivne i
potencijalno terapijske ucinke na brojne ¢imbenike spomenutih procesa, postoje opravdane

indicije da moZe utjecati i na spomenuto stanje (Huang i sur., 2010; Poyudal i sur, 2010).

4.2.5. Antikancerogeni u€inci

Pokazalo se da prekomjerno nastajanje i akumulacija RONS-a imaju veliku ulogu u
nastaku kancerogenih oboljenja (Obied 1 sur., 2012). Oksidativna osSte¢enja nukleinskih
kiselina naj¢es¢e se manifestiraju promjenama na bazama (deaminacije i oksidacije baza) $to
rezultira povec¢anim brojem delecija i to¢kastih mutacija (Quiles i sur., 2006). S obzirom da su
modifikacije DNA strukture i signalnih putova, kao i neravnoteza izmedu koli¢ine nastalih
modifikacija i sposobnosti stanice da iste popravi, izravni inicijalni mehanizmi razvoja
kancerogenih oboljenja, antioksidativna svojstva oleuropeina ¢ine vazan dio njegovog
antikancerogenog djelovanja sto ukljucuje i preventivno djelovanje na mutagenezu i
karncerogenezu (Obied i sur.,, 2012). Osim antioksidativnih i protuupalnih ucinaka,
oleuropein je pokazao i neke specificne antikancerogene ucinke poput interferencije sa
signalnim putovima, inhibicije proliferacije tumorskih stanica, indukcije apoptoze tumorskih
stanica 1 inhibicije angiogeneze. Svoju ucinkovitost pokazao je na modelima adenokarcinoma
dojke 1 renalnih stanica, kolorektalnog karcinoma te karcinoma bubreZznog mjehura i prostate
(Barbaro i sur., 2014).

Izravni antitumorski u¢inak oleuropein je pokaza0 in vitro inhibirajuéi proliferaciju i
migraciju ljudskih tumorskih stanica naprednog stupnja. Osim toga, uzrokovao je tzv.
ireverzibilno ,,zaokruzivanje stanica®, fenomen koji je povezan s oSteCenjem aktina
citoskeleta zivih stanica, ¢ime je sprijecio njihovu replikaciju, motilitet i invazivnost. Takoder

je in vivo pokazao sposobnost potpune regresije tumora kod miSeva koji spontano razvijaju
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tumore. Nedostatak kohezivnosti i rahla struktura tumorskog tkiva miSa opazeni prije potpune
regresije tumora pokazuju izravan u¢inak oleuropeina na tumor, ne samo njegovo djelovanje
kao antioksidansa. Rezultati su pokazali i da aglikon oleuropeina ima slabiji antikancerogeni
ucinak u odnosu na oleuropein (Hamdi i Castellon, 2005). Navedeno autori objasnjavaju
nejednakom ekspresijom GLUT transportera (membranski transporteri glukoze) u svim
tumorskim stanicama, zbog cega je 1 osjetljivost tumorskih stanica razli¢ita. Nadalje,
oleuropein je pokazao i da je sposoban reducirati/inhibirati proliferaciju i inducirati apoptozu
stanica karcinoma dojke in vitro i in vivo (Sepporta i sur., 2014). lako oleuropein i estrogeni
imaju slican funkcionalni dio strukture (aromatski hidroksilirani prsten), ¢ini se da oleuropein
ne djeluje kao agonist estrogena, nego interferira sa signalnim putovima ovisnima o
estrogenu, primjerice MAPK sto je uskladu s opazanjima spomenutima u odjeljku 4.2.2.1.
Nadalje, oleuropein je in vivo pokazao kemopreventivni ucinak na $takorima s karcinomom
skvamoznih stanica jezika inhibiraju¢i pojavnost tumora, njihovu veli¢inu 1 proliferaciju
(Sepporta i sur., 2014). I aglikon oleuropeina je pokazao antikancerogeni ucinak na karcinom
dojke inhibirajuéi in vitro rast tumora i djelujuci proapoptoti¢no na stanice karcinoma dojke
inhibicijom pojacane ekspresije i aktivnosti HER2 onkogena, najvjerojatnije na razini
transkripcije (Menendez i sur., 2007). HER2 je proto-onkogen koji ima glavnu ulogu u
zlo¢udnim transformacijama, tumorogenezi, metastaziranju 1 neuspjeSnim tretmanima
karcinoma dojke. Spomenuti uc¢inak sli¢an je uéinku trastuzumaba (monoklonsko protutijelo
koje se koristi kao terapija odredenih vrsta karcinoma dojke). Tijekom kroni¢ne izloZenosti
stanica karcinoma trastuzumabu moze do¢i do pojave rezistencije koju je aglikon oleuropeina
nadjacao u in vitro uvjetima suprimirajuci iznimno visoke razine HER2 i time neizravno
povecao djelotvornost trastuzumaba te pokazao moguénost njihovog sinergistickog
djelovanja. U ovom slucaju pokazalo se da glukozidni oblik ima mnogo slabije djelovanje u
odnosu na odgovarajuci aglikon (Menendez i sur., 2007). Nadalje, in vitro kemopreventivni
ucinak na stanice kolorektalnog karcinoma, oleuropein je pokazao inhibicijom nekoliko
stadija karcinogeneze (inicijacije, proliferacije i metastaziranja) sto je rezultat inhibicije
signalnih putova p38/CREB, i posljedi¢nom inhibicijom ekspresije gena za COX-2 ¢ija je
pojacana ekspresija karakteristi¢na za stanice kolorektalnog karcinoma (Corona i sur., 2007).
Osim izravnog antitumorskog ucinka, djelovanje oleuropeina moze biti povezano i S
njegovim antiangiogenim svojstvima. Tumorskom tkivu je za rast potrebna dodatna opskrba
krvlju zbog ¢ega ono inducira dodatnu aktivaciju i proliferaciju endotela (Barbaro i sur.,
2014). Osim opisanih antiangiogenih ucinaka (odjeljak 4.2.3.3.), oleuropein je snizio

povecani broj krvnih Zila 1 karcinogenezu te sprijecio nastanak kroni¢nih oStecenja na kozi
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miSeva uzrokovanih UVB zracenjem (Grawish 1 sur., 2011). Naime, smatra se da su
spomenuti ucinci, osim redukcije oksidativnih oste¢enja DNA u epidermisu, posljedica i
inhibicije ekspresije vaskularnog faktora rasta (VEGF) i razli¢itih MMP-A putem redukcije
unutarstani¢nih razina COX-2 (Barbaro i sur., 2014; Obied i sur., 2012). Nadalje, oleuropein
je pokazao i antimetastatski uc¢inak (Sepporta i sur., 2014; Hassan i sur., 2012). Tumorske
metastazirane stanice pojacano sintetiziraju MMP kako bi olakSale invaziju u tkivo.
Prekomjerna proizvodnja MMP u stanicama karcinoma rezultat je suprimiranih gena Koji
inhibiraju ekspresiju gena za MMP i apoptozu stanice te pojacane ekspresije gena za MMP.
Oleuropein je in vitro potaknuo ekspresiju gena koji inhibiraju ekspresiju gena za MMP i
apoptozu stanice te suprimirao ekspresiju gena za MMP $to je rezultiralo apoptozom stanica
karcinoma (Hassan i sur., 2012). Oleuropein je inhibirao i metastaziranje tumora u plucéa
ovariektomiziranih miSeva u visokom postotku (80%), ali autori nisu utvrdili kojim

mehanizmom djelovanja (Sepporta i sur., 2014).

4.2.6. Neuroprotektivni u¢inci

Mnoge neurodegenerativne bolesti, uklju¢ujuci Parkinskonovu i Alzheimerovu bolest,
posljedica su progresivnog gubitka strukture i/ili funkcije neurona cija etiologija jos§ uvijek
nije u potpunosti razjasnjena (Barbaro i sur., 2014). Poznato je da oSte¢enja mitohondrijske
DNA i oksidativni stres, osim S§to su klju¢ni faktori procesa starenja, doprinose razvoju i
progresiji neurodegenerativnih bolesti (Omar, 2010). Stoga je antioksidativno djelovanje
oleuropeina sastavni dio njegovog neuroprotektivnog ucinka.

U in vivo istrazivanju u kojem je starijim S$takorima intraperitonealno apliciran
oleuropein jednom dnevno tijekom 6 mjeseci, aktivnost antioksidativnih enzima u srednjem
mozgu bila je znatno veca nego kod netretiranih Stakora (Barbaro 1 sur., 2014). Osim toga,
tretirani Stakori su imali ve¢i broj neurona u dijelu srednjeg mozga zvanog ,,substancia nigra®,
odgovornog za, izmedu ostalog, i motoricke sposobnosti ¢ovjeka $to indicira da bi oleuropein
mogao imati zastitne ucinke na gubitak dopaminergickih neurona te potencijalno terapeutski
ucinak u lijecenju Parkinsove bolesti (Barbaro 1 sur., 2014).

Osim toga, oleuropein posjeduje i potencijalni terapeutski uc¢inak na Alzheimerovu
bolest (eng. Alzheimer disease, AD). Etiologija AD jos uvijek nije u potpunosti razjasnjena,
ali se zna da je bolest karakterizirana neurotoksi¢nim izvanstani¢nim plakovima A proteina 1
unutarstani¢nim neurofibrilnim ¢vorovima Tau-proteina (1) Cije stvaranje poti¢e ponajvise
oksidativni stres i slobodni radikali, a sve zajedno u konac¢nici dovodi do neurodegeneracije,

gubitka kognitivnih sposobnosti i prerane smrti (Daccache i sur., 2011; Bazoti i sur., 2006).
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AP 1 T-proteini su inace normalni proteini srediSnjeg ziv€anog sustava. Uloga A proteina nije
u potpunosti jasna dok t-proteini imaju strukturnu ulogu tj. stabiliziraju stani¢ne mikrotubule
neurona. Cini se da oleuropein ima preventivne uéinke na patolosku agregaciju obaju
proteina. Nadalje, pokazalo se da se oleuropein veze nekovalentnim vezama na prekursor AP
i/ili njegove oksidirane oblike, stabiliziraju¢i time njihovu strukturu i potencijalno inhibirajuci
njihovu agregaciju, odnosno antiamiloidogeno djelovanje (Bazoti i sur., 2006). Osim toga,
oleuropein i njegov aglikon in vitro su pokazali sposobnost inhibicije agregacije t-proteina u
fibrilne ¢vorove koji doprinose intraneuralnim i glijalnim ostecenjima (Daccache i sur., 2011).
Spomenuti ucinci bi mogli biti korisni i kod sporadi¢nog miozitisa inkluzijskih tjelesaca (s-
IBM, eng. sporadic Inclusion Body Myositis), rijetke degenerativne bolesti misi¢a nepoznate
etiologije koja je takoder karakterizirana, izmedu ostalog, i agregatima AP i t-proteina u
misi¢énim vlaknima. Dapace, aglikon oleuropeina je pokazao spomenute ucinke in vivo, na
crvi¢ima kao pojednostavljenom modelu AD-a i s-IBM-a, reduciravsi nastajanje agregata AP i
T-proteina, ¢ime se znacajno smanjila paraliza i povisio zivotni vijek crvica (Diomede i sur.,
2013). Iako mehanizam djelovanja nije u potpunosti razjasnjen, autori su utvrdili da opazeni
ucinci nisu posljedica antioksidativnog djelovanja $to ide u prilog hipotezi o izravnom
djelovanju aglikona oleuropeina (i glukozidnog oblika) na agregaciju spomenutih proteina.
Sli¢ne ucinke, pogotovo poboljSanje kognitivnih sposobnosti i1 konzistencije ziv€anog tkiva,
aglikon oleuropeina je pokazao in vivo i na miSevima reduciraju¢i nakupljanje AP plakova
aktivacijom mikroglija i poboljSanjem lizosomalnog sustava (Grossi i sur., 2013).

Nadalje, postoji bliska poveznica izmedu ateroskleroze i AD-a. Osim $to su to bolesti
povezane sa starenjem, povezuje ih 1 slican mehanizam patogeneze karakterizan
nenormalnom akumulacijom normalnih metabolita (kolesterola, AB i 1) koja prethodi
klinickim simptomima i razvoju bolesti (Bulotta i sur., 2013; Omar, 2010). Dapace, postoje
indicije da opceniti hipokolesterolemi¢ni u¢inci mogu utjecati i na talozenje AP (Omar, 2010).
Upalni procesi su takoder ukljuceni u klinicku manifestaciju AD, buduéi da agregati AP
stimuliraju makrofage i mikroglije AP (Bazoti i sur., 2006). Modifikacija nakupljanja
spomenutih metabolita predstavlja potencijalnu terapijsku strategiju koja se trenutno istrazuje
te se smatra da bi oleuropein (u oba oblika) mogao biti ucinkovit u =zastiti od
neurodegenerativnih bolesti izravnim (prethodno spomenutim) i neizravnim djelovanjem (na
temelju svojih antioksidativnih, protuupalnih, hipokolesterolemi¢nih i kardioprotektivnih

ucinaka) (Bulotta i sur., 2013).
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Osim utjecaja na neurodegenerativne bolesti, oleuropein moze pokazati
neuroprotektivni ucinak 1 na Ziv€ana tkiva oSte¢ena hipoksijom 1 naknadnom
reoksigenacijom, cerebralnom ishemijom i mehanic¢kim oSte¢enjima (Barbaro 1 sur., 2014).
Hipoksijom i naknadnom reoksigenacijom tkiva dolazi do naglog oksidativnog stresa u tkivu
pa oleuropein svojim antioksidativnim u¢incima moze imati neuroprotektivni u¢inak. Nadalje,
nakon mehanickog osSte¢enja tkiva zapocinju sekundarna oSte¢enja posredovana brojnim
stanicnim, molekularnim 1 biokemijskim kaskadama koje, izmedu ostalog, uzrokuju i
apoptozu kao vazan faktor sekundarnih oste¢enja (Khalatbary i Zarrinjoei, 2012). Inhibicija
brojnih signalnih putova koju je oleuropein pokazao doprinosi njegovom neuroprotektivnim
ucinku 1 u ovom segmentu (odjeljak 4.2.2.) .

Oleuropein je pokazao i in vivo djelovanje na sindrom ustezanja od morfina (tzv.
»apstinencijska kriza®) na Stakorima ovisnima o morfinu (Esmaeili-Mahani i Zare, 2013).
Osim potencijalnog mehanizma djelovanja aktivacijom p-OR, oleuropein je smanjio sindrom
ustezanja potencirajuci antinociceptivna svojstva morfina blokadom ekspresije morfinom-

induciranih I, (Esmaeili-Mahani i Zare, 2013).

4.2.7. Antiinfektivni udinci

Osim svog zastitnog antiinfektivnog djelovanja na samu biljku, oleuropein i njegovi
derivati pokazali su se u¢inkovitima i protiv infektivnih (mikro)organizama koji napadaju
covjeka. Neke Gram-pozitivne i Gram-negativne bakterije, kao i mikoplazme i neki paraziti
pokazali su se osjetljivima na antiproliferativno djelovanje oleuropeina $to ga cCini
potencijalno preventivnom i terapijskom supstancom, iako podaci pokazuju da ne posjeduje
Siroki spektar djelovanja (Bulotta i sur., 2013; Sudjana i sur, 2009). Mehanizam baktericidnog
i/ili bakteriostatskog djelovanja oleuropeina jos$ uvijek nije u potpunosti razjasnjen, ali se
smatra da su interferencija katekolnog dijela molekule s bakterijskom membranom i
posljedi¢ni poremecaj membranskih peptidoglikana te njegova interferencija sa sintezom
proteina i/ili njihovom denaturacijom, dio tog mehanizma (Furieri i sur., 2002). Osim toga,
izravna stimulacija fagocitoze u ljudskom organizmu takoder moze biti odgovorna za
antimikrobni u¢inak oleuropeina (i njegovih derivata) na mikrobe svih vrsta (Bulotta 1 sur.,
2013). Ovoj hipotezi u prilog ide ve¢ spomenuto in vitro oleuropeinom uzrokovano
poboljsanje funkcionalne aktivnosti mi§jih makrofaga aktiviranih bakterijskim LPS-om S§to se
oCitovalo povec¢anom proizvodnjom baktericidnog i citostatickog NO (poglavlje 4.2.2.)
(Bulotta i sur., 2013). Osim toga, antiinfektivno djelovanje oleuropeina moze biti i posljedica

redukcije upalnog odgovora organizma na prisutan infektiv ¢emu u prilog ide in vitro

50



inhibicija otpustanja proupalnih citokina TNF- i IL-6 prilikom inkubacije oleuropeina s

aktiviranim monocitima i neutrofilima (Giamarellos-Bourboulis i sur., 2006).

4.2.7.1. Antibakterijski ucinci

Smatra se da oleuropein ima jace antibakterijsko djelovanje na G(+) bakterije nego na
G(-) bakterije zbog potencijalnih smetnji koje uzrokuje glukozna skupina oleuropeina pri
prolasku kroz lipopolisaharidni sloj G(-) bakterija (Furieri i sur., 2002).

Od G(+)-bakterija, oleuropein je in vitro pokazao inhibitorne ucinke na
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes i na Lactobacillus spp. Na S.
aureus osjetljiv na penciline oleuropein je pokazao relativno slabi inhibitorni uc¢inak ako se
uzme u obzir da je minimalna inhibitorna koncentracija (MIC) oleuropeina bila 130 puta viSa
od MIC ampicilina, dok je na rezistentnu S. aureus (MRSA) pokazao relativno jak inhibitorni
ucinak ako se uzme u obzir da je MIC oleuropeina varirala od jednake do 30 puta vise
koncentracije od MIC eritromicina (Sudjana i sur, 2009; Bisignano i sur., 1999). Osim toga,
oleuropein je inhibirao, ovisno o dozi, proizvodnju enterotoksina B i nekih egzotoksina kod
S.aureus. Pokazao je snazan, odnosno potpuni inhibitorni uc¢inak na rast i razvoj bakterija B.
cereus te na germinaciju i naknadni rast njihovih spora (Bulotta i sur., 2013). Takoder je
pokazao inhibitorni u¢inak i na L. monocytogenes koja se prenosi hranom (Romero i sur.,
2007). Iako je pokazao inhibitorni ucinak i na Lactobacillus spp, uéinio je to tek u
koncentraciji > 100 mM S§to je mnogo vise od koncentracija u njegovim prirodnim izvorima
pa se moze smatrati da zapravo nema ucinka na njih (Landete i sur., 2008).

Od G(-)-bakterija, oleuropein je in vitro pokazao snazan inhibitorni u¢ink na rast
odredenih enterobakterija (Salmonella enteridinis, Shigella sonnei, Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli) i bakterija koje se prenose hranom (Salmonella enterica) te snazan in vivo
inhibitorni u¢inak na Pseudomonas aeruginosa (Bulotta i sur., 2013; Romero i sur., 2007).
ZeCevima su intravenozno inokulirana dva soja P. aeruginosa (uzro¢nici sepse); jedan
osjetljiv na antibiotike, a drugi multirezistentan (MRPA) (Giamarellos-Bourboulis i sur.,
2006). U oba slucaja oleuropein je produzio zivotni vijek Zivotinja, 0dnosno snizio smrtnost, i
to za 40%, odnosno 20%, a u kombinaciji s amikacinom za 80%, odnosno 50%. Takoder je
znacajno snizio i broj bakterija u krvi zivotinja (i zasebno i u kombinaciji), smanjio upalni
odgovor Zivotinja te dodatno stimulirao fagocitozu monocita, odnosno makrofaga. Slab in
vitro inhibitorni u¢inak pokazao je na G(-) bakterije Vibrio spp i Salmonella typhi, dok se na

Haemophilus influenzae i Moraxella catarrhalis pokazao potpuno neuéinkovitim (Bisignano i
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sur., 1999). Nadalje, pokazalo se da je OLE ucinkovit u inhibiciji G(-) bakterija
Campylobacter jejuni i Helicobacter pylori (Sudjana i sur, 2009). Autori smatraju da OLE
moze imati ulogu u regulaciji sastava gastrointestinalne flore selektivno reducirajuci koli¢inu
H. Pylori i C. Jejuni, ne utjeCuci pri tome na tzv. ,,dobre bakterije* Lactobacillus spp
(Sudjana i sur, 2009; Landete i sur., 2008). Osim toga, postoji hipoteza da oleuropein,
peroralno primjenjen, dospijeva i u kolon gdje ga crijevna mikroflora razgraduje te da bi
mogao imati pozitivna probioticka svojstva ako bi ga ,,dobre bakterije* (Lactobacillus spp,
Bifidobacteria spp) mogle iskoristiti kao izvor ugljika, a Clostridium i E.Coli ne (Landete i
sur., 2008). Pokazalo se da sojevi bakterije roda Lactobacillus metaboliziraju oleuropein
pretvarajuc¢i ga vec¢inom u hidroksitirosol $to ide u prilog spomenutoj hipotezi. Ono S§to je
bitno spomenuti jest da je u ispitivanjima antibakterijskog inhibitornog uc¢inka nekog spoja
potrebno naglasiti o kojem se varijetetu radi jer nisu svi varijeteti jednako osjetljivi/otpotni.
Primjerice, Bisignano i suradnici su ispitivali dva razlicita soja iste sorte bakterije (S. aureus),
a rezultati su se pokazali znacajno drugacijima (Bisignano i sur., 1999). Zbog toga moze do¢i

do razlicitih i1 suprotnih interpretacija rezultata.

4.2.7.2. Antiviralni uéinci

Oleuropein je in vitro pokazao snazni antiviralni u¢inak na respiratorni sincicijski
virus (RSV), ICsp = 23.4 pg/mL, i na virus parainfluence tipa 3 (Para 3), ICsp = 11.7 pg/mL
(Ma i sur., 2001). Osim toga, pokazao je visoki terapijski indeks (TI; omjer najvise netoksi¢ne
doze i minimalne ucinkovite doze) kod RSV-a, usporediv s TI-om ribavarina (odobrenog
lijeka za tretman RSV infekcija kod ljudi), dok je kod Para 3 pokazao ¢ak i visi TI. Medutim,
oleuropein se pokazao neucinkovitim na herpes simplex virus -1 (HSV-1) i na virus influence
-tip A (Flu A) (Ma i sur., 2001). Osim toga, autori su zakljuéili da antioksidativni mehanizmi
djelovanja oleuropeina nisu izravno ukljuceni u spomenute antiviralne ucinke. Nadalje, Cini se
da oleuropein ima snaZan antiviralni uéinak na virus humane imunodeficijencije - tip 1 (HIV-
1). Naime, oleuropein se in vitro pokazao, u nanomolarnim koncentracijama, kao snazan
inhibitor dviju faza zivotnog ciklusa HIV-1: stani¢ne transmisije i replikacije. Konkretno,
smatra se da se oleuropein izravno veze na: (1) podjedinice gp4l povrsinskog glikoproteina
HIV-1 ¢ime sprjeCava fuziju i ulazak virusa u nezarazene stanice domacina, i na (2)
kataliticko mjesto virusne integraze, enzima klju¢nog za integriranje virusne DNA u DNA
domacina, inhibirajuéi sve njezine aktivnosti i, u kona¢nici, replikaciju virusa (Lee-Huang i
sur., 2007a; 2007b). S obzirom na nacin vezanja oleuropeina na gp4l podjedinicu, autori

smatraju da bi oleuropein mogao biti ucinkovit i u inhibiciji nekih drugih virusa s tim

52



membranskim glikoproteinom, poput koronavirusa (uzrokuje SARS), virusa ebole, morbili
virusa (uzro¢nik ospica) i virusa pti¢je gripe (Lee-Huang i sur., 2007a).

U.S. patent 6,117,844 navodi da oleuropein ima potencijalnu antiviralnu aktivnost i
prema herpes virusima koji uzrokuju mononukleozu (EBV, CMYV), virusima hepatitisa,
rotavirusima, govedem rinovirusu, psecem parvovirusu i macjem virusu leukemije (retrovirus)
(Ma i sur, 2001).

4.2.1.3. Ostali antiinfektivni ucinci

Osim antibakterijskih i antiviralnih ucinaka, oleuropein je pokazao i odredene
antifungalne u¢inke, antimikoplazmatske 1 antiparazitske ucinke.

O antifungalnim ucincima samog oleuropeina nema mnogo podataka. In vitro je
utvrdeno da je oleuropein stimulirao rast plijesni roda Aspergillus spp, ali je inhibirao
proizvodnju aflatoksina B1, B2, G1 i G2. Osim toga, inhibirao je i gljivice Alternaria solani,
Botrytis cinerea i Fusarium culmorum, koje su prisutne u prehrambenim namirnicama
(Winkelhausen i sur., 2005). S druge strane, oleuropein se pokazao neuc¢inkovitim na kvasce,
ponajvise one roda Candida spp, te na askomicetne gljivice roda Saccharomyces spp (Medina
i sur., 2013).

Oleuropein je in vitro pokazao ucinkovitost inhibiraju¢i mikoplazme (Mycoplasma
hominis, M. fermentans, M. pneumoniae, M. pirum), najvjerojatnije inhibicijom procesa
njihove transmisije, u koncentracijskom rasponu od 20 do 320 mg/mL (Obied i sur., 2012;
Furieri 1 sur., 2002). lako su tetraciklini, kinoloni i eritromicin u¢inkoviti u terapiji mnogih
infekcija izazvanih mikoplazmama, oni imaju ograni¢eni ucinak jer njihova ucinkovitost ovisi
o imunosnom sustavu domacina, a javlja se i rezistencija (M. fermentans na eritromicin, neki
sojevi M. hominis na tetracikline). Pojava rezistencije nije utvrdena u primjeni oleuropeina $to
mu, uz njegovu netoksi¢nost i neovisnost njegove ucinkovitosti 0 imunosnom sustavu
domacina, daje znatnu prednost u potencijalnoj klini¢koj primjeni (Furieri i sur., 2002).

Nadalje, umjereno snazan in vitro i in vivo antiinfektivni uéinak oleuropein je pokazao
I na unutarstani¢ni parazit Toxoplasma gondii koji uzrokuje toksoplazmozu (Jiang i sur.,
2008). Za lijecenje toksoplazmoze koriste se samo sulfadiazin i pirimetamin, koji imaju
ugrani¢enu upotrebu zbog toksi¢nosti i ozbiljnih nuspojava. In vitro uéinak u dozi od 300
mg/kg oleuropeina se pokazao snaznijim nego ucinak pirimetamina dok je in vivo ucinak
inhibicije nastajanja cisti oleuropeinom pokazao veoma slican u€incima obaju lijekova u jetri

1 gusteraci (Jiang i sur., 2008).
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4.2.8. Gastroprotektivni i hepatoprotektivni u¢inci

Gastroprotektivni uéinci oleuropeina mogu biti rezultat njegovih izravnih i neizravnih
djelovanja (antioksidativnih, protuupalnih, antibakterijskih, ...). Primjerice, smatra se da su
redukcija/inhibicija lipidne peroksidacije 1 posljedicnog gubitka integriteta stanicne
membrane te inhibicija pojacane aktivacije NF- kB, koja uzrokuje upalne reakcije koje mogu
dovesti i do ozbiljnijih oboljenja, ve¢i dio antiulcerogenog ucinka oleuropeina (Giner i sur.,
2011). Oleuropein je pokazao gastroprotektivne i hepatoprotektivne ucinke temeljene na
antioksidativnim mehanizmima djelovanja u ispitivanju na Stakorima s etanolom uzrokovanim
gastri¢nim 1 hepatickim oste¢enjima (Dekanski i sur., 2011). Smanjio je vidljiva oSte¢enja
zelucane mukoze za 70%, znacajno je sprijecio sniZzenje aktivnosti zelu¢ane CAT i jetrenih
SOD i CAT te snizio razinu produkata lipidne peroksidacije. Pokazalo se da je oleuropein
reducirao 1 ekspresiju brojnih hepatickih gena uklju¢enih u odgovore organizma na
oksidativni stres i detoksifikaciju produkata lipidne peroksidacije kao i gena proupalnih
citokina. Zanimljivo je da oleuropein nije utjecao na lipidnu peroksidaciju niti na aktivnost
antioksidativnih enzima kod zdravih Zivotinja. Gastroprotektivni ucinak oleuropeina bio je
podjednak ucinku ranitidina S§to indicira moguéi antisektretorni mehanizam djelovanja
oleuropeina (Dekanski i sur., 2011).

Kao 1 u gastroprotektivnom ucinku, antioksidativna svojstva oleuropeina imaju veliku
ulogu i u hepatoprotektivnom uéinku oleuropeina. U in vivo istraZivanju na miSevima kojima
su ugljikovim tetrakloridom (CCl,) bila uzrokovana ostecenja jetre, oleuropein je znacajno
reducirao oksidativna oSteCenja jetre, izmedu ostalog, inhibicijom iNOS-a i aktivacijom
antioksidativne HO-1 (Domitrovi¢ i sur., 2012). Osim toga, utvrdeni hepatoprotektivni uc¢inak
oleuropeina je takoder rezultat njegovih ve¢ spomenutih protuupalnih i antiapoptotskih, ali i
antifibroti¢kih djelovanja. Naime, oleuropein je sprijecio aktivaciju hepatickih HSC stanica
(eng. Hepatic Stellate Cell) odgovornih za fibrinogenezu aktiviranu kod os$tecenja jetre.
Indukcijom HO-1, inhibicijom ekspresije COX-2 i aktivacije HSC stanica oleuropein je
reducirao fibrinogenetski potencijal i pokazao potencijalno antifibrinogeno djelovanje za koje
autori naglasavaju da je viSe terapeutsko nego profilakticko (Domitrovi¢ 1 sur., 2012).
Nadalje, ¢ini se da oleuropein moze doprinijeti redukciji progresije nealkoholne masne jetre
(NAFLD; eng. Non-alcoholic fatty liver disease), patoloskog stanja u kojem infiltracija
masnoca u jetri iznosi 5-10% njezine tezine (Barbaro i sur., 2014). NAFLD obuhvaca steatozu
jetre 1 steatohepatitis te posljedi¢nu fibrozu 1 cirozu, a najces¢e je povezan s metabolickim
sindromom, odnosno inzulinskom rezistencijom koja se nalazi u podlozi bolesti, iako

patogeneza bolesti jo$ uvijek nije u potpunosti razjasnjena (Hur i sur., 2012). OLE je smanjio
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masu masne jetre redukcijom portalnog odlaganja kolagena i hepatickog odlaganja lipida, te
normalizirao steatozu i steatohepatitis na Stakorima s metaboli¢kim, kardiovaskularnim i
hepatickim strukturnim i funkcionalnim promjenama (Poyudal i sur, 2010). Osim toga, na in
vitro modelu hepaticke steatoze oleuropein je znacajno reducirao unutarstani¢nu akumulaciju
TG-a te broj i veli¢inu lipidnih kapljica u koristenim steatohepatocitima (Hur i sur., 2012).
Takoder je reducirao aktivaciju signalnih putova koji su odgovorni za lipotoksi¢nost u
adipocitima, mi$i¢ima, hepatocitima i stanicama gusteraée ¢ime je pokazao potencijalni

preventivni uc¢inak na hepaticku steatozu .

4.2.9. Osteoprotektivni uéinci

Pokazalo se da oleuropein ima protektivne ucinke, ovisne o dozi, i na gubitak koStane
mase u in vivo ispitivanju provedenom na modelu ovarektomiziranih Stakora (animalni model
postmenopauzalne osteoporoze) s upalom koja povecéava gubitak kostane mase. Spomenuti
ucinak se oCitovao smanjenjem serumske razine fibrinogena i splenomegalije (karakteristike
spomenute upale) zbog Cega autori smatraju da je najvjerojatniji mehanizam djelovanja
oleuropeina modulacija parametara upale, budu¢i da oleuropein nije pokazao ucinke na
modelu osteopenije bez upale (Barbaro i sur., 2014). Osim toga, u in vitro ispitivanju na MSC
stanicama (eng. Mesenchymal Stem Cells; stanice koje mogu diferencirati, izmedu ostalog, i u
osteoblaste i adipocite) oleuropein je potencirao osteoblastogenezu i inhibirao adipogenezu
(Santiago-Mora i sur., 2011). S obzirom da je gubitak kostane mase tijekom starenja povezan
I s nedostatkom osteoblasta tijekom procesa kostane pregradnje i s upalnim procesima koji ga
pojacavaju, spomenuti osteoprotektivni ucinci oleuropeina bi mozda mogli imati i klini¢ku

primjenu.

4.2.10. Ucinci na kozu

Dosada spomenuti ucinci oleuropeina mogu biti primjenjivi i na kozu. U in vivo
istrazivanju, U kojem su topikalni preparati s oleuropeinom aplicirani na kozu $takora prije
izlaganja UVB-zradenju te nakon uzrokovanja eritema, oleuropein je pokazao umirujuci
ucinak reduciraju¢i eritem, transepidermalni gubitak vode i1 protok krvi za 22%, 35%,
odnosno 30% (Perugini i sur., 2008). Umiruju¢i ucinak (aplikacija na eritem) se pokazao
mnogo ja¢im od protektivnog ucinka (aplikacija prije izlaganja UVB-zracenju). Nadalje,
oralna primjena oleuropeina znaajno je inhibirala zadebljanje koze i1 redukciju njezine
elasti¢nosti, kao 1 karcinogenezu 1 rast tumora na koZzi miSeva takoder izloZenith UVB zracenju

(Bulotta i sur., 2013). Autori oba istrazivanja opazene ucinke pripisuju inhibiciji faktora koji
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utjeCu na razgradnju izvanstani¢nog matriksa u dermisu (MMP) i proliferaciju epidermalnih
stanica te antioksidativnim ucincima. Prema ovim opazanjima, upotreba oleuropeina u
kozmetickim pripravcima namijenjenima oporavku koze oSteCene UV-zraenjem bi mogla
biti znacajna (Perugini i sur., 2008).

Osim toga, oleuropein je pokazao pozitivan ucinak i na proces zacjeljivanja mehanicki
uzrokovane rane na koZi miSa ubrzavsi proces reepitelizacije i proizvodnje kolagenskih

vlakana te povecavsi opskrbu krvlju u ozlijedenom tkivu koze (Mehraein i sur., 2014).

4.3. TERMICKA OBRADA

Tijekom termicke obrade maslinovog ulja dolazi do kemijskih promjena njegovih
sastojaka, poput hidrolize, oksidacije, izomerizacije, polimerizacije ili ciklizacije, Kkoji
reduciraju koli¢inu antioksidansa u ulju i smanjuju njegovu stabilnost, nutritivnu vrijednost i
kvalitetu. EVOO posjeduje najvisu rezistenciju na spomenute reakcije zbog velikog udjela
MUFA-e, ali ponajviSe zbog prisutnosti tokoferola i polifenola, odnosno antioksidansa. lako
do danas nije utvrdeno koji antioksidans je najodgovorniji za stabilnost EVOO tijekom
zagrijavanja, pokazalo se da se razina sekoiridoida snizuje najbrze 1 najvise. Nakon 10 min
przenja na 180°C stupnjeva, koli¢ina sekoiridoida se smanjila za 40-50%, a nakon 6 ciklusa
przenja, ostalo je manje od 10% inicijalne koli¢ine (Quiles i sur., 2006). Osim toga,
zagrijavanjem oleuropeina na 80°C, koncentracija istog se prepolovila za 6 sati, dok je
zagrijavanjem na 230 °C u potpunosti nestao nakon 3 sata (Attya i sur., 2010). Informacije o
utjecaju mikrovalnog zagrijavanja na EVOO su razli¢ite (Quiles i sur., 2006). lako se dio
oleuropeina kemijski modificira tijekom termicke obrade, dio se, Cini se, utro$i i na
regeneraciju a-tokoferola. Navedeno je u skladu s primije¢enim kasnijim pocetkom smanjenja
koncentracije o-tokoferola u zagrijavanom ekstra djevicanskom maslinovom ulju (45 min
nakon pocetka) u odnosu na pocetak smanjenja koncentracije u zagrijavanom suncokretovom

ulju koje je takoder bogato njime (15 min nakon zagrijavanja) (Quiles i sur., 2006).
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5. ZAKLJUCAK

e Oleuropein je pokazao antioksidativne, protuupalne, kardioprotektivne, antidijabeticke,
antikancerogene, neuroprotektivne, antiinfektivne, gastroprotektivne, hepatoprotektivne i
osteoprotektivne ucinke te protektivne ucinke na metabolizam.

e lako posjeduje neke specificne mehanizme djelovanja, vecina ucinaka se temelji na
njegovim antioksidativnim svojstvima, inhibiciji signalnih putova u stanici i inhibiciji
ekspresije odredenih proteina na razini transkripcije.

e Vedi dio spomenutih uéinaka dokazan je uglavnom in vitro, dok je klini¢kih studija u
kojima bi oleuropein potvrdio ili osporio dokazane in vitro ucinke provedeno veoma malo.

e Glavni problemi u ispitivanju i utvrdivanju in vivo ucinaka oleuropeina su velika
varijabilnost njegove zastupljenosti u maslinovom ulju, nedostatak standardiziranih
analitickih metoda za njegovo ispitivanje 1 nedostatak standarda za usporedbu (sva tri
problema su uzrok relativno velikim neslaganjima mnogih provedenih istrazivanja). Osim
toga, postojece klini¢ke studije su provedene na malom broju ispitanika i/ili su ispitivale
ucinke oleuropeina u obliku ekstrakta maslinovog lista Sto ne moze dati u potpunosti
pouzdane rezultate o ucincima oleuropeina jer list masline sadrzi 1 brojne druge
antioksidativne molekule koje mogu sinergistickim djelovanjem s oleuropeinom
potencirati njegove ucinke i dati neispravne rezultate.

e Rezultati istrazivanja u kojima se koristilo (ekstra) djevicansko maslinovo ulje takoder
mogu biti nedostatni jer je zastupljenost oleuropeina u istom relativno niska i veoma
varijabilna.

e U nekim istrazivanjima, pogotovo onima koja su ispitivala apsorpciju i metabolizam
oleuropeina, autori su izostanak ocekivanih rezultata ili nemogucénost potvrdivanja
postavljenih hipoteza pripisali u vecoj mjeri niskim koncentracijama oleuropeina u ulju,
nedostatku standarda za usporedbu i nepostojanju standardiziranih analitickih metoda za
njegovo ispitivanje, a u manjoj mjeri njegovoj nedostatnoj apsorpciji.

e Oleuropein ima potencijal za primjenu u prehrambenoj industriji kao antioksidans u
preradi prehrambenih namirnica 1 kao sredstvo obogacivanja biljnih ulja, te u
farmaceutskoj industriji kao lijek ili kao dodatak prehrani. Medutim, da bi se taj potencijal
iskoristio, potrebno je utvrditi standardni koncentracijski raspon oleuropeina u
maslinovim uljima razli¢itih kvaliteta, standardizirati analiticke metode za njegovo
ispitivanje, utvrditi njegovu bioraspolozivost U organizmu covjeka i provesti klinicke

studije na vec¢em broju ispitanika.
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7. SAZETAK/SUMMARY

7.1. SAZETAK

Oleuropein je antioksidativni polifenolni sekoiridoidni spoj iz maslinovog ulja
odgovoran za njegov gorak okus i oksidativnu stabilnost. Najzastupljenija je supstanca u
listovima i plodovima masline dok ga u maslinovom ulju ima mnogo manje. Njegovi ucinci
na zdravlje ¢ovjeka ovise ponajvise o njegovoj koli¢ini u maslinovom ulju koja veoma varira,
a manje o apsorpciji i metabolizmu u organizmu ¢ovjeka.

Oleuropein  je  pokazao antioksidativne, protuupalne, kardioprotektivne,
antidijabeticke, antiproliferativne, neuroprotektivne, antiinfektivne, gastroprotektivne,
hepatoprotektivne i osteoprotektivne ucinke. Iako su neki ucinci temeljeni na specifiénim
mehanizmima djelovanja, ve¢ina navedenih ucinaka se temelji na njegovim antioksidativnim
svojstvima i njegovoj sposobnosti inhibicije unutarstani¢nih signalnih putova i ekspresije
odredenih proteina na razini transkripcije.

Antioksidativni ucinci se temelje na njegovim izravnim (vezanje, odnosno inaktivacija
radikala 1 sprjeCavanje lancane reakcije, redukcijska aktivnost i kelacija metalnih iona) i na
neizravnim (regeneracija endogenog antioksidativnog sustava i modulacija genske ekspresije
antioksidativnih enzima) mehanizmima djelovanja. Protuupalni u€inci se temelje na inhibiciji
signalnih putova $to dovodi do smanjene ekspresije proupalnih medijatora, citokina i enzima.
Kardioprotektivni ucinci obuhvacaju antihipertenzivne, hipolipemicne, antiaterogene i
antiishemiéne ucinke. Oni se temelje na inaktivaciji oksidativnih molekula, inhibiciji lipidne
peroksidacije, inhibiciji ekspresije NO i adhezivnih molekula, inhibiciji agregacije
trombocita, na modulaciji lipidnog profila i metabolizma lipida te na antiaritmickim
mehanizmima. Antidijabeticki ucinci se temelje na modifikaciji glikemijskih parametara,
protektivnom ucinku na [-Stanice gusterace i povecanju osjetljivosti stanica na inzulin.
Antikancerogeni ucinci se temelje na antiproliferativnom, antimetastatskom i antiangiogenom
djelovanju oleuropeina dok se neuroprotektivni ucinci temelje na antiamiloidogenom i
antioksidativnom djelovanju. Antiinfektivni u€inci obuhvacaju antibakterijske (npr. MRSA,
Salmonella, Pseudomonas aeruginosa), antiviralne (HIV-1, RSV, Para 3),
antimikoplazmatske i antiparazitske (Toxoplasma gondii) ucinke. Gastroprotektivni uéinci se
temelje na antioksidativnim djelovanjima, a hepatoprotektivni jo§ i na antisteatogenim
djelovanjima. Osteoprotektivni ucinci temelje se na modulaciji parametara upale u
postmenopauzalnoj osteoporozi i na stimulaciji osteoblastogeneze, dok se ucinci na kozu

temelje na ntioksidstivnim, protuupalnim i regenerativnim u¢incima oleuropeina.
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7.2. SUMMARY

Oleuropein is an antioxidative polyphenolic compound in the olive oil responsible for
its bitter taste and oxidative stability. It is the major compound in the olive leaves and fruits,
while in an olive oil is much less abudant. Its impacts on human health mostly depend on its
quantity in the olive oil (which is very variable), and to a lesser degree on the absorption and
metabolism in the human organism.

Oleuropein has shown antioxidative, anti-inflammatory, cardioprotective, antidiabetic,
antiproliferative, neuroprotective, anti-infective, gastroprotective, hepatoprotective and
osteoprotective effects. Although some of its effects are exerted through specific mechanisms
of action, most of them are exerted through its antioxidative activities and its ability to inhibit
intracellular signaling pathways and expression of certain proteins at the transcriptional level.

Antioxidative effects of oleuropein are exerted through its direct (such as scavenging
of free radicals and radical chain breaking, reducing activity and chelation of metal ions) and
indirect (regeneration of an endogenous antioxidative system and modulation of a gene
expression of some antioxidative enzymes) mechanisms of action. Anti-inflammatory effects
are exerted through the inhibition of some signaling pathways resulting in an reduced
expression of proinflammatory mediators, cytokines and enzymes. Cardioprotective effects
include antihypertensive, hypolipemic, anti-atherogenic and anti-ischemic effects. They are
based on the inactivation of the oxidative molecules, inhibition of the lipid peroxidation,
inhibition of NO and adhesion molecules expression, platelet aggregation inhibition, on the
modulation of lipid profile and their metabolism, and on antiarrhytmic mechanisms.
Antidiabetic effects are based on the modification of the glycemic parameters, protective
impacts on B-cells in the pancreas, and increased cellular insulin sensitizing. Anticancer
effects are based on the antiproliferative, antimetastatic and antiangiogenic activities of
oleuropein, while neuroprotective effects are based on the antiamyloidogenic and
antioxidative activities. Anti-infective effects include antibacterial (e.g. MRSA, Salmonella,
Pseudomonas aeruginosa), antiviral (HIV-1, RSV, Para 3), antimycoplasmatic and
antiparasitic (Toxoplasma gondii) activities. Gastroprotective effects are based on the
antioxidative activities, as well as the hepatoprotective effects, which are also based on the
antisteatogenic activities. Osteoprotective effects of oleuropein are based on the modification
of the inflammatory parameters in postmenopausal osteoporosis and the stimulation of the
osteoblastogenesis, while its impacts on the skin include antioxidative, anti-inflammatory and

regenerative activities.
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