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1. UvOoD
1.1. Melanom

Melanom je zlo¢udni tumor koji nastaje malignom preobrazbom melanocita, stanica koje
stvaraju pigment melanin, a prisutne su u koZi, oku, epitelu sluznica i mozdanih ovojnica. lako
sam uzrok nije u potpunosti poznat, mnogi ¢imbenici pridonose povecanju rizika od razvoja
melanoma poput izlaganja ultraljubi¢astom (eng. ultraviolet; UV) zraenju, svijetle puti, opeklina
od sunca, prisutnosti veceg broja madeza na tijelu, pozitivne obiteljske anamneze i oslabljenog
imunolo3kog sustava kao posljedice imunosupresivne bolesti ili terapije (www.plivazdravlje.hr).
Smatra se da razvoj melanoma zapocinje nekontroliranim rastom i dijeljenjem geneticki
transformiranih melanocita (slika 1) (www.poliklinika-mazalin.hr). U odnosu na ve¢inu ostalih
tipova tumora koze, melanom se zbog svoje sklonosti metastaziranju u druge organe smatra
visoko malignim i agresivnim tumorom. Vrlo je vazna primarna prevencija i pravovremena
dijagnostika, jer ukoliko se otkrije u pocetnom stadiju postoji mogucénost potpunog izlje¢enja
(www.hdtgv.hr).

Melanom
Melanocit

Epidermis

Dermis

Slika 1. Presjek koZe i prikaz melanoma (www.poliklinika-mazalin.hr)



Osnovna terapija melanoma je Kirursko odstranjenje tumora, no ovisno o stadiju
proSirenosti bolesti (razvoju metastaza), koriste se i ostali oblici lijeCenja koji ukljucuju
radioterapiju (zracenje), kemoterapiju te u novije vrijeme imunoterapiju i ciljanu terapiju

(www.plivazdravlje.hr).

LijeCenje metastatskog melanoma sa citostaticima podrazumijeva primjenu alkilirajuceg
agensa poput dakarbazina i kombinacija lijekova koje ukljucuju cisplatin, no kemoterapija
pokazuje vrlo slab odgovor i brzi razvoj rezistencije (Liu i Sheikh, 2014.). Ciljana terapija
obuhvaca primjenu BRAF (eng. v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B; BRAF)
inhibitora, odnosno lijekova vemurafeniba i dabrafeniba kod bolesnika s BRAF-pozitivhim
tumorom (mutacija prisutna kod otprilike 40-60% melanoma). Takoder se primjenjuju i MEK
inhibitori (eng. mitogen-activated protein kinase; MEK), lijekovi koji inhibiraju djelovanje
mitogen-aktiviraju¢e protein kinaze, poput lijeka trametiniba (www.plivazdravlje.hr). Osim
ciljane terapije, danas se u lijeCenju takoder primjenjuje i imunoterapija, ¢iji je osnovni princip
djelovanja iskoriStavanje vlastitog imunoloskog sustava u borbi protiv melanoma. Ona obuhvaca
primjenu monoklonskog protutijela ipilimumaba - inhibitora antigen 4 citotoksi¢nih limfocita T
(eng. cytotoxic T-lymphocyte antigen-4; CTLA-4) i lijekove pembrolizumab i nivolumab koji
putem inhibicije receptora PD-1 (eng. programmed cell death-1; PD-1) na povrsini stanica, poticu
aktivaciju limfocita i uniStenje tumorskih stanica. No, imunoterapija moze uzrokovati
autoimunosne upalne nuspojave poput umora, crvenila koze, svrbeza, proljeva, smanjenog

apetita, konstipacije, artralgije i dr. (Liu i Sheikh, 2014.).

U posljednje vrijeme sve se viSe istrazuje ucinkovitost prirodnih bioaktivnih spojeva Kkoji
opcenito pokazuju slabu toksi¢nost, $to ih ¢ini alternativnom terapijom u odnosu na tradicionalne
antitumorske lijekove. Od prirodnih spojeva koji zaustavljaju rast i invazivnost stanica melanoma
u in vitro i in vivo uvjetima isticu se resveratrol i kurkumin (antiangiogena aktivnost), narciklasin
I karotenoidi (poti¢u apoptozu stanica tumora), epigalokatehin galat iz zelenog Caja (utjece na
apoptozni signalni put kod melanoma koji su rezistentni na antitumorske lijekove) 1 odredeni
polisaharidi iz vrste Lentinula edodes (koji posjeduju snazni stimulirajuci efekt na antitumorsku

imunost) (www.intechopen.com).

Takoder, rade se i mnoga ispitivanja bioaktivnih spojeva iz maslinovog ulja (posebice

polifenola) koji bi imali potencijalni antitumorski u¢inak.



1.2. Maslinovo ulje

Maslinovo ulje dobiva se iz ploda biljke Olea europea, L., stabla masline (slika 2).
Maslina je jedna od najstarijih kultiviranih biljnih vrsta ¢iji je uzgoj zapoceo od davnina (prije
otprilike 6000 godina) na podru¢ju Mezopotamije, odakle se postupno proSirila na zemlje
Mediterana. U Hrvatskoj, masline se uzgajaju na cijelom priobalnom podru¢ju i otocima - od
Istre do juzne Dalmacije zbog povoljnih klimatskih utjecaja (Kantoci, 2006).
Od 31 hrvatske autohtone sorte (www.oleacult.com) posebno valja istaknuti sorte Oblica,
Lastovka, Drobnica, Levantinka i Pastrica koje pripadaju dalmatinskom kraju (Bakari¢, 2005) te

autohtone vrste Istarskog poluotoka: BuZza, BuZa puntonaza, Istarska bjelica, Rosinjola i ZiZolera
(Poljuha i sur., 2008; http://www.istria-gourmet.com).

ACEBUCHE (Olea europaea).-

Slika 2. llustracija biljke Olea europea, L. (www.alamy.com)



Dozrijevanjem plodova ove zimzelene biljke, zapocinje proces berbe i1 proizvodnje

maslinovog ulja razlicitim fizikalnim i kemijskim postupcima (Kantoci, 2006).

Ekstra djevi¢ansko maslinovo ulje (eng. Extra Virgin Olive Qil; EVOO) dobiva se
mehanickim postupkom, tzv. hladnim presanjem pri temperaturi koja ne prelazi 27°C, zbog Cega
se smatra najkvalitetnijim proizvodom koji zadrZzava jedinstveni sastav (slika 3)

(www.pzpakoska.hr).

Slika 3. Maslinovo ulje i plod masline (www.vitamini.hr)

EVOO je najve¢im dijelom sastavljeno od triglicerida (TGA), estera alkohola glicerola s
viSim masnim kiselinama. lako udio pojedinih masnih kiselina u TGA mozZe varirati,
najzastupljenija je mononezasic¢ena oleinska kiselina (70-80%), zatim slijede zasi¢ene masne
kiseline poput palmitinske 1 stearinske (16%) te polinezasi¢ene esencijalne masne kiseline linolna
i a-linolenska kiselina (8-10%), koje znacajno pridonose vrijednosti maslinovog ulja u odnosu na
druga ulja i masti u ljudskoj prehrani (Wani i sur., 2018; Zaneti¢ i Gugié, 2006).

Od drugih vaznih sastavnica izdvajaju se ugljikovodici, steroli, skvalen, tokoferoli kao
prirodni antioksidansi, razli¢iti pigmenti, karotenoidi, derivati terpenskih kiselina i fenolni

spojevi, koji su zasluzni za karakteristi¢an (gorak) okus maslinovog ulja.



Opcenito, polifenoli su bioloski aktivne tvari, a nastaju kao produkti sekundarnog
metabolizma biljaka, ¢iju strukturu ¢ini jedan ili viSe aromatskih prstenova na kojima su vezane
hidroksilne skupine (Gorzynik-Debicka i sur., 2018).

Fenolne spojeve, prisutne u EVOO, mozZzemo podijeliti na fenolne alkohole
(hidroksitirozol 1 tirozol), fenolne kiseline 1 njihove derivate (kavena, galna, vanilicna, p-
hidroksibenzojeva, feruli¢na, cimetna i benzojeva kiselina), sekoiridoide (oleuropein, oleokantal,
oleacein, aglikon oleuropeina), lignane (pinoresinol) i flavonoide (apigenin i luteolin) (slika 4)
(Servili i sur., 2014). Udio i sadrZaj pojedinih polifenola ovisi 0 agronomskim faktorima uzgoja,
stupnju zrelosti ploda masline u trenutku berbe, ekstrakcijskom postupku kao i uvjetima pohrane
gotovog maslinovog ulja. Upravo zbog proizvodnog postupka, EVOO sadrzi najvecu koli¢inu
polifenola (oko 500 mg/kg) u odnosu na maslinova ulja dobivena kemijskom ekstrakcijom koja

su zbog postupka rafiniranja izgubila odreden broj prirodnih sastavnica (Gorzynik-Debicka i sur.,

2018; Garcia i sur., 2003).
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Slika 4. Kemijske strukture fenolnih spojeva prisutnih u maslinovom ulju



Maslinovo ulje vazno je iz zdravstvenih razloga i sastavni je dio ljudske prehrane,
pogotovo mediteranske populacije. Mediteranska prehrana bogata je Zzitaricama, voéem i
povréem, mahunarkama, ribom, zacinima i neizostavnim maslinovim uljem kao glavnim izvorom
masnoca (Santangelo 1 sur.,, 2017). Zbog takvog prehrambenog obrasca, kod stanovnika
Mediterana uoc¢ena je niza ucestalost razli¢itih bolesti - od kardiovaskularnih bolesti, ponajprije
ateroskleroze, upalnih i neurodegenerativnih bolesti te odredenih tipova karcinoma. Taj fenomen
pripisuje se redovitoj, dnevnoj konzumaciji EVOO i njegovim polifenolnim sastavnicama
(Karkovi¢ Markovi¢ 1 sur., 2019). Kardioprotektivni ucinak maslinovog ulja potvrdila je i
Europska agenciju za sigurnost hrane (eng. European Food Safety Authority; EFSA) navode¢i da
dnevni unos 5mg hidroksitirozola i njegovih derivata (sadrzanih u 20g maslinovog ulja) doprinosi
zastiti lipida u krvi od oksidativnog stresa (Commission Regulation (EU) No 432/2012).

Mnoga istrazivanja stoga sve vecu paznju posvecuju upravo fenolnim komponentama
maslinovog ulja i njihovom bioloskom ucinku na ljudski organizam. Osim protektivnog
djelovanja na srce i krvozilni sustav, polifenoli su pokazali znac¢ajno protuupalno djelovanje zbog
svog mehanizma da uklanjaju reaktivne kisikove (eng. reactive oxygen species; ROS) i reaktivne
dusSikove spojeve (eng. reactive nitro species; RNS) te utjeCu na razne signalne putove koji su
ukljuceni u proces upale i stvaranje proupalnih faktora. Maslinovo ulje takoder posjeduje
antimikrobno djelovanje. S obzirom da se fenolne sastavnice ne apsorbiraju u potpunosti u
gornjem dijelu gastrointestinalnog trakta, ve¢ se metaboliziraju u nizim dijelovima (prvenstveno
u debelom crijevu), utjecu na ravnotezZu i sastav crijevne mikroflore koja je nuzna za obranu od
nekih vrsta patogenih bakterija (Karkovi¢ Markovi¢ i sur.,, 2019). U posljednjih nekoliko
desetljeca, puno se istrazuje i potencijalno antikancerogeno djelovanje. Mnoge studije potvrdile
su da fenolni alkoholi i sekoiridoidi (oleuropein, oleokantal i oleacein) maslinova ulja djeluju na
ekspresiju gena koji kontroliraju proliferaciju, apoptozu i diferenacijaciju stanica tumora. U
kombinaciji s nekim antitumorskim lijekovima, polifenoli su pokazali odredeni stupanj
interakcije, Sto dovodi do moguénosti da, zbog kemoprotektivnog djelovanja, mogu poboljasati

ucinak kemoterapije i smanjiti neZeljene toksi¢ne nuspojave (Tori¢ i sur., 2020).

U srediste sve veceg interesa zbog svojih bioloskih svojstava i brojnih blagotvornih

ucinaka na organizam ¢ovjeka, dolaze sekoiridoidi oleokantal i oleacin.



1.3. Oleokantal

Oleokantal je hidrofilni fenolni spoj sekoiridoidne strukture prisutan u maslinovom ulju i
¢ini oko 0,02% mase EVOO (Segura-Carretero i Curiel, 2018). Ime potjeée od njegovog
doprinosa organoleptickim svojstvima ulja jer nakon kusanja ostavlja oStar okus u usnoj Supljini
te prema tome je ova nadrazuju¢a komponenta dobila naziv "oleocanthal” (eng) - slozenica rijeci

"oleo™ (maslina), "canth” (ubod) i "al" (aldehid) (www.researchgate.net).

Oleokantal (slika 4) je dialdehidni derivat dekarboksimetilelenolne kiseline povezan s
tirozolom, molekulske mase 304,34 g/mol. Molekulska formula spoja je Ci7H200s5
(www.pubchem.com). U molekuli se nalazi jedan Kiralni ugljikov atom (na polozaju C5). U
prirodi je oleokanatal u S konfiguraciji, dok se sintetski nalazi u R konfiguraciji (Pang i Chin,
2018).

lako predstavlja samo 10% od ukupnih fenolnih sastavnica maslinovog ulja, oleokantal je
molekula koja posjeduje iznimna protuupalna svojstva i usporeduje se sa nesteroidnim
protuupalnim lijekom (eng. non-steroidal anti-inflammatory drugs; NSAID) ibuprofenom.
Inhibicijom ciklooksigenaze (COX-1 i COX-2), enzima ukljucenih u stvaranje medijatora upale
(prostaglanidina i tromboksana), ispoljava svoj u¢inak ovisan o dozi i smatra se da je potentniji u
inhibiciji COX enzima od ibuprofena u ekvimolarnim koncentracijama; istrazivanje provedeno
od strane Beauchampa i suradnika (2005) otkrilo je da oleokantal inhibira 41-57% aktivnosti
COX u usporedbi s ibuprofenom koji je inhibirao samo 13-18% aktivnosti enzima. Takoder,
oleokantal je pokazao inhibitorno djelovanje na 5-lipooksigenazu (5-LOX), enzim koji katalizira
prvi korak biosinteze leukotriena - upalnih faktora u podlozi nekih bolesti poput astme i

alergijskog rinitisa (Segura-Carretero i Curiel, 2018).

Nadalje, oleokantal se pokazuje kao potencijalna molekula u terapiji upalnih bolesti
zglobova jer smanjuje ekspresiju proteina inducibilne sintetaze dusSikova oksida (iNOS), koja ima
ulogu u patogenezi osteoartritisa. INOS nije prisutna u normalnim stanicama: potaknuta upalnim
citokinima, ona stvara dusikov oksid (NO), koji u tom stanicnom okoliSu dodatno potice upalu
hondrocita i odgovoran je za progresiju bolesti (Karkovi¢c Markovi¢, 2019).
Oleokantal je prepoznat kao potencijal u lijeCenju neurodegenerativnih bolesti - ponajprije
Alzheimerove bolesti, koju karakterizira nakupljanje amiloidnih plakova i neurofibrilarnih petlji

u mozgu (Servili i sur., 2014). Studije provedene u in vitro i in vivo uvjetima otkrile su da
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oleokantal u in vitro uvjetima sprijecava nastanak amiloid-f (AP) i Tau-agregacija, dok u in vivo
uvjetima pospjesuje CisS¢enje AP nakupina u mozgu miseva divljeg tipa (Karkovi¢c Markovi¢ i
sur., 2019). U prilog tomu idu i rezultati istrazivanja koji pokazuju 40%-tno smanjenje oboljenja
od Alzheimerove bolesti kod ljudi koji se drze mediteranskog nacdina prehrane
(https://www.researchgate.net). Oleokantal je pokazao i dobro djelovanje protiv razli¢itih vrsta
bakterija kao Sto su Esherichia coli, Salmonella enterica, Listeria monocytogenes, Helicobacter
pylori, Staphylococcus aureus i Enterococcus faecalis (Karkovi¢ Markovi¢, 2019.).

Inhibicija enzima COX-2, koji je uklju¢en u patogenezu nekih vrsta tumora, potaknula je
istrazivanja da oleokantal posjeduje vazna antiupalna svojstva u borbi protiv odredenih
karcinoma. Zbog mogucénosti inhibicije signalnog puta HGF/c-Met (eng. hepatocyte growth
factor/c-mesenchymal-epithelial transition factor; HGF/c-Met) pokazao se vrlo uspjeSan u
zaustavljanju proliferacije, migracije i1 invazije (ne)metastatskih ljudskih stani¢nih linija tumora
dojke i prostate te rasta tumora u animalnim modelima. U in vitro uvjetima, blokiranjem STAT3
(eng. signal transducer and activator of transcription 3; STAT3) signalnog puta, oleokantal je
izazvao antiproliferativni odgovor i uzrokovao apoptozu stanica hepatocelularnog karcinoma,
dok je u in vivo uvjetima izazvao supresiju rasta tumora i redukciju metastaza u plu¢ima (Tori¢ i
sur., 2019). Prilikom tretmana stanica multiplog mijeloma, zabiljezena je inhibicija upalnog
proteina makrofaga la (eng. macrophage inflammatory protein 1a; MIP-1a ), koji je u toj bolesti
previSe eksprimiran i kao aktivator osteoklastogeneze uzrokuje komplikacije i bolove u kostima
kod 90% pacijenata (Karkovi¢ Markovi¢ i sur., 2019; Pang i Chin, 2018).

Znacajno je i otkrice koje je ova molekula pokazala u kombinaciji s tamoksifenom kod
tumora dojke ovisnog o estrogenu. Zabiljezeno sinergisticko djelovanje (kao i kod kombinacije
oleokantala i lapatiniba) u supresiji rasta stanica tumora dojke pokazuje potencijal da se
kombinacijom antitumorskih lijekova s polifenolima iz maslinovog ulja moZe posti¢i bolji
terapijski odgovor, smanjena rezistencija na postojece lijekove i smanjenje nuspojava (Tori¢ i

sur., 2019).

Koncentracija oleokantala u EVOO varira od 0,2 mg/kg do 498 mg/kg jer ovisi 0 raznim
faktorima kao Sto su proces ekstrakcije, agronomski faktori, geografski utjecaji, sorta masline,

pohrana ulja i razni drugi (Becerra-Herrera i sur., 2018; www.researchgate.net).



1.4. Oleacein

Oleacein je prirodni polifenolni spoj prisutan u EVOO i pripada skupini sekoiridoida. To
je dialdehidni derivat dekarboksimetilelenolne kiseline povezan s hidroksitirozolom, molekulske
formule C17H200s, a razlikuje se od oleokantala po jednoj dodatnoj hidroksilnoj skupini koja je
vezana na aromatski prsten (slika 4). Molekulska masa oleaceina iznosi 320,3 g/mol

(www.pubchem.com).

Ime "oleacein" nastalo je nakon otkri¢a da u in vitro uvjetima moze inhibirati angiotenzin
konvertiraju¢i enzim (eng. angiotensin converting enzyme; ACE) - stoga je naziv kombinacija

engleskih rijeci olea (maslina), ACE (haziv enzima) i inhibitor (Naruszewicz i sur., 2014).

Oleacein je spoj koji posjeduje mnoge povoljne bioloske ucinke od kojih se isticu
antioksidativna i protuupalna svojstva. Upravo zahvaljujuéi svojoj strukturi i 0-hidroksifenilnoj
skupini unutar molekule, uspjeSno hvata slobodne radikale - ROS i RNS koji su ukljuéeni u
oksidativni stres. Antioksidativna aktivnost takoder je povezana s utjecajem na funkciju
neutrofila. Upalom stimulirani neutrofili otpusStaju mijeloperoksidaze (eng. myeloperoxidase;
MPO), enzime odgovorne za nastanak reaktivnih spojeva hipoklorne kiseline (HOCI) koji
uzrokuju stetu reakcijama oksidacije i klorinacije. Oleacein znacajno smanjuje otpustanje MPO iz
neutrofila i u€inak se moze usporediti s uCinkom indometacina, lijeka iz skupine NSAID.
U prilog protuupalnom djelovanju ide i poticanje ekspresije receptora CD163 na povrsini
makrofaga 1 utjecaj na smanjeno otpustanje razli¢itih medijatore upale u organizmu kao $to su
elastaze, matriksne metaloproteinaza (eng. matrix metalloproteinase; MMP) i interleukin 1L-8.
Takoder, oleacein je pokazao mnogo jaCe inhibitorno djelovanje na enzim 5-LOX, nego

hidroksitirozol i oleokantal koji isto djeluju na spomenuti enzim.

Kardioprotektivni u¢inak postize se inhibicijom neutralnih endopeptidaza (eng. neutral
endopeptidase; NEP), enzima koji razgraduju natriuretske peptide. Natriuretski peptidi svojim
uc¢inkom zaustavljaju renin-angiotenzin-aldosteron sustav u ljudskom organizmu i stoga
inhibicija NEP moze imati klju¢nu ulogu u nekim kardiovaskularnim bolestima. (Karkovi¢
Markovi¢ i sur., 2019.; Naruszewicz i sur., 2014). Osim toga, oleacein ima moguénost
stabilizacije karotidnog plaka 1 stoga bi se potencijalno mogao smanjiti rizik od sréanog udara.
Takoder, pretpostavlja se da oleacein ima protektivno djelovanje protiv nakupljanja abdominalne

masti 1 povecanja tjelesne mase (Karkovi¢ Markovi¢ i sur., 2019).



Za razliku od ostalih fenolnih sastavnica EVOO, antitumorsko djelovanje oleaceina manje
je zabiljezeno u literaturi, no nije zanemarivo. Oleacein inkubiran zajedno s vodikovim
peroksidom (H202) smanjio je DNK ostecenje u HL60 stanicama promijeloti¢ne leukemije.
Takoder, reducirao je pokretljivost i migraciju stanica ne-melanomnog tumora koze i kroz
inhibiciju signalnih putova zaustavio proliferaciju atipi¢nih keratinocita koji su bili stimulirani s

epidermalnim faktorom rasta in vitro (eng. epidermal growth factor; EFG) (Tori¢ i sur. 2019).

Oleacein posjeduje i1 odredeno antibakterijsko djelovanje protiv gram pozitivnih 1 gram
negativnih bakterija (Karkovi¢ Markovi¢ 1 sur., 2019), ali je pokazao je slabije djelovanje na

bakteriju Helicobacter pylori nego molekula oleokantala (Pang i Chin, 2018).

Predstavljaju¢i jednu od najviSe zastupljenih fenolnih komponenti, prosje¢na koli¢ina
oleaceina u EVOO kre¢e se od 111 mg/kg do 285 mg/kg, a moze dosegnuti cak 780mg/kg

(Naruszewicz i sur., 2014).
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1.5. Uéinak oleokantala i oleaceina na melanom

Oleokantal 1 oleacein se sve viSe isticu kao potencijalni spojevi u lijecenju razli¢itih vrsta
tumora, izmedu ostalog 1 melanoma, zahvaljuju¢i svojim kemoprotektivnim 1 citotoksi¢nim
ucincima. S obzirom da mnogi antitumorski lijekovi koji se danas koriste u terapiji melanoma,
poput BRAF inhibitora, CTLA-4 inhibitora i interleukina IL-2 izazivaju slab odgovor i brojne
toksi¢ne ucinke, sve se viSe paznje posvecuje prirodnim bioaktivnim spojevima zbog

obecavajuceg djelovanja i niske toksi¢nosti.

Oleokantal postize antitumorski ucinak inhibicijom raznih signalnih puteva koji su
ukljuCeni u patogonezu melanoma. In vitro, oleokantal je pokazao supresiju proliferacije,
migracije, invazije stanica melanoma te inducirao apoptozu. Takoder, in vivo je otkriveno da

inhibira metastaze melanoma u pluénom modelu (Gu i sur., 2017).

Studija provedena od strane Foglija i sur. (2016) pokazala je da oleokantal ispoljava
citotoksi¢nost prema humanim stanicama melanoma, bez ucinka na normalne zdrave stanice. U
navedenoj studiji pokazano je da u koncentraciji od 10 uM utje¢e na smanjenje ekspresije anti-
apoptoticnog gena Bcl-2 mRNA (eng. B cell lymphoma-2; Bcl-2) te inhibira fosforilaciju
proteina Akt i ekstracelularne signal-regulirane kinaze ERK 1/2 (eng. extracellular signal-

regulated kinase-1/2; ERK 1/2) potic¢uci tako apoptozu stanica melanoma.

Gu i sur. (2017) su u svom istrazivanju pokazali da oleokantal zaustavlja rast i metastaze
melanoma kroz blokadu STAT3 signalnog puta. STAT3 je konstitutivno aktiviran u 50-90%
melanoma i zasluZzan je za njegovu invazivnost jer regulira ekspresiju gena za vaskularni
endotelni faktor rasta (eng. vascular endothelial growth factor; VEGF) povezan sa angiogenezom
I matriksne metaloproteinaze MMP-2 i MMP-9 koje razgradnjom ekstracelularnog stani¢nog
matriksa omogucavaju tumoru prodiranje u druga tkiva i stvaranje metastaza. Dobiveni rezultati
pokazuju da je djelovanje oleokantala na stanice melanoma ovisno o dozi, a zabiljezene

citotoksi¢ne koncentracije kre¢u se od 20 uM do 40 puM.
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Oleacein je ve¢ dokazao svoja antiproliferativna svojstva na ne-melanomnim stanicama,
stoga je nedavno istrazivanje provedeno kako bi se pokazao ucinak na melanomu. Carpi i sur.
(2020) su u provedenoj studiji pokazali da oleacein ima sposobnost inhibirati proliferaciju
stanica melanoma utjeCuc¢i na ekspresiju gena povezanih sa regulatornom mikroRNA (eng.
microRNA; miRNA) koja je uklju¢ena u mTOR (eng. mammalian target of rapamycin; mTOR)
signalni put i proces apoptoze. mTOR signalni put je pozitivni regulator stanicnog rasta i kao
takav odgovoran je za mnoge anabolicke procese u stanici (biosinteza proteina i lipida), no u
karcinomima moze do¢i do njegove pojacane aktivacije Sto rezultira rezistencijom na apoptozu i
omogucava prezivljavanje tumorskim stanicama. Rezultati su pokazali da oleacein smanjuje
MRNA ekspresiju c-KIT, K-RAS i PIK3R3 - vaznih efektora u pojacanoj mTOR aktivaciji (slika
5).

Oleacein je izazvao takav ucinak tijekom 72 h u koncentraciji I1Cso = 20 uM (ICsp :
koncentracija koja je odgovorna za inhibiciju rasta stanica od 50%).

1r Stanica melanoma
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Moo '
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o~ a Ci
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-

-

Slika 5. Shema signalnih puteva ukljucenih u supresiju tumora na stanici melanoma nakon

primjene oleaceina (preuzeto iz Carpi i sur., 2020)
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Maslinovo ulje vrlo je vazan dio zdrave prehrane, a posebno se isti¢e u mediteranskoj
prehrani, u kojoj predstavlja jednu od glavnih komponenti. Redovita konzumacija maslinovog
ulja doprinosi prevenciji oboljenja naroCito kardiovaskularnih, dijabetesa, a djeluje i

antikancerogeno.

Melanom je zlo¢udni tumor Koji je u zadnjih 20 godina postao jedan od naj¢es¢ih tumora
u Zapadnom svijetu s najbrze rastu¢om incidencijom. lako melanom koze ¢ini samo 4% svih
koznih tumora, on uzrokuje ¢ak 80% smrtnih slucajeva od svih tumora koze. Zbog slabe
osjetljivosti na danas dostupno lijeCenje proSirenog oblika melanoma, vecina bolesnika umire u
petogodisnjem razdoblju, zbog ¢ega je iznimno vazno traziti nove potencijalne lijekove. Brojne
studije in vitro i in vivo istrazuju ucinak sintetski, polu-sintetskih ili prirodnih bioaktivnih
spojeva. Maslinovo ulje je jedan od izvora bioaktivnih sekoiridoida (oleokantala i oleaceina) ¢iji
se bioloSki uCinak istrazuje na razli¢itim stanicama karcinoma, ali je zasada vrlo malo

istraZzivanja na melanomu.

U ovom diplomskom radu pripravljeni su fenolni ekstrakti pet uzoraka maslinovih ulja
hrvatskih autohtonih sorti maslina Buza (Meloto), ZiZolera (Meloto), Bjelica, Oblica i Zizolera
(Oleum) koji ¢e se u daljnjim istrazivanjima, koja prelaze okvire ovog diplomskog rada, ispitati

in vitro na stanicama melanoma.
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MATERIJALI | METODE
3.1.MATERIJALI
3.1.1. Uzorci

Ekstra djevicansko maslinovo ulje Buza, Meloto (eng. Extra Virgin Olive Oil; EVOO 1),
OPG Matteo Beluci, Vodnjan, Istra

Ekstra djevi¢ansko maslinovo ulje Zizolera, Meloto (EVOO 2), OPG Matteo Beluci,
Vodnjan, Istra

Ekstra djevi¢ansko maslinovo ulje Bjelica (EVOO 3), Oleum Maris d.o.0., Vodnjan, Istra
Ekstra djevi¢ansko maslinovo ulje Oblica (EVOO 4), Dubrovnik

Ekstra djevi¢ansko maslinovo ulje ZiZolera (EVOO 5), Oleum Maris d.0.0., Vodnjan,

Istra

3.1.2. Kemikalije

Acetonitril, Reag.Ph.Eur, za teku¢insku kromatografiju (LiChrosolv®, Merck, Njemacka)

Cikloheksan (Emplura®, Merck, Njemacka)

3.1.3. Instrumenti

Analiticka vaga (HX-3000, Lenz, Japan)
Centrifuga (Rotofix 32, Hettich®, Njemacka)
Laboratorijski rotacioni upariva¢ (R-200, Biichi, Svicarska)

Tresilica (Mixer, Thermolyne Corporation, SAD)
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3.2. METODE
3.2.1. Ekstrakcija polifenola iz maslinovog ulja

U 20 grama EVOO (1-5) doda se 80 ml cikloheksana i 100 ml acetonitrila. Smjesa se
mijeSa na tresilici 2 minute zaSticeno od svjetlosti i zatim centrifugira 5 minuta pri 4000 okretaja
/min. Nakon centrifugiranja acetonitrilni (gornji) sloj prenese se u tikvicu i upari do suhog ostatka
(smola) na vakuum uparivacu pri temperaturi 33°C (slika 7).

Ekstrakcije uzoraka EVOO (1-5) ponovljene su 2 puta pri ¢emu su dobiveni EVOO-PE
(1a-5a i 1b-5b) (eng. Extra Virgin Olive Oil - Phenolic Extract; EVOO-PE) (Tablica 1).

Slika 6. Priprema uzoraka EVOO (1-5) za centrifugiranje
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Slika 7. Postupak uparivanja na laboratorijskom rotacionom uparivacu,
pri temperaturi 33°C
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Odredivanje oleokantala i oleaceina u uzorcima ulja

Ekstrakcijom probranih autohtonih hrvatskih sorti masline BuZa (Meloto), ZiZolera

(Meloto), Bjelica, Oblica i Zizolera (Oleum) (EVOO 1-5) dobiveni su fenolni ekstrakti (EVOO-
PE 1-5). Mase dobivenih fenolnih ekstrakata prikazane su u Tablici 1. Provedena je *H NMR

analiza sadrZaja maslinovih ulja kvantitativnim odredivanjem sadrzaja oleokantala i oleaceina u

fenolnim ekstraktima. Za svako ulje postupak ekstrakcije i 'H NMR analize proveden je

minimalno dva puta. Snimljeni su 'H NMR spektri fenolnih ekstrakata navedenih uzoraka

maslinovih ulja te je uz primjenu bazdarnih pravaca odreden sadrzaj spomenutih fenolnih spojeva

(podaci iz laboratorija Zavoda za fizikalnu kemiju; Kugi¢, 2020).

Tablica 1. Uzorci maslinovih ulja (EVOO 1-5), fenolni ekstrakti dobiveni njihovom ekstrakcijom

(EVOO-PE 1a-5a, 1b-5b) i njihove mase (g) te sadrzaj oleokantala i oleaceina (mg/kg ulja)

Masa

. Oznaka Oznaka Oleokantal Oleacein
Sorta | Lokalitet | £y05 | EvoO-PE EV?Q?'PE (ma/kg ulja) | (mg/kg ulja)
Buza EVOO-PE la 0,1070
' Istra EVOO 1 472 +17 840+11
Meloto EVOO-PE 1b 0,1112
7i7 EVOO-PE 2a 0,1904
Zizolera, | o0 | EVOO 2 <LOQ* | <LOQ*
Meloto EVOO-PE 2b 0,1094
L EVOO-PE 3a 0,1358
Bjelica Istra EVOO 3 96,7+29 | 80,3+25,3
EVOO-PE 3b 0,2338
) . EVOO-PE 4a 0,1413
Oblica | Dubrovnik | EVOO 4 51,9+129 55,3+ 0,7
EVOO-PE 4b 0,1216
Zizolera, EVOO-PE5a | 0,1071
Oleum Istra EVOO 5 66,0+ 24 174 +9
Maris EVOO-PE 5b 0,0880

* LOQ - granica odredivanja
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SadrZaj oleokantala i oleaceina u ispitanim maslinovim uljima je znacajan u usporedbi s
podacima iz literature i varira u maslinovim uljima razlicitih sorti masline te ovisi o geografskom
porijeklu. Najvisa koncentracija oleokantala utvrdena je u sorti Bjelica (Istra; 96,7 £ 2,9 mg/kg),
dok su nesto nize koncentracije zabiljeZene u sortama Zizolera, Oleum Maris (Istra) (66,0 + 2,4
mg/kg), Oblica (51,9 £ 12,9) i i Buza, Meloto (47,2 + 1,7 mg/kg). Visoka koli¢ina oleaceina
zabiljeZena je u sorti Zizolera, Oleum Maris (Istra) (174 = 9 mg/kg) i sli¢an sadrZaj u sortama
Buza, Meloto (84,0 £ 1,1 mg/kg) i Bjelica (80,3 £ 25,3 mg/kg). Najmanji sadrzaj oleaceina je u
sorti Oblica (55,3 + 0,7 mg/kg). SadrZaj oleokantala i oleaceina u sorti Zizolera, Meloto (lstra)

bio je ispod limita kvantifikacije.

Pripremljeni fenolni ekstrakti odabranih autohtonih sorti maslina (EVOO-PE 1-5) posluzit
¢e za daljnja bioloska ispitavanja in vitro na stanicama melanoma te ¢e se uinak povezati sa

sadrzajem sekoiridoidnih spojeva oleokantala i oleaceina.
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5. ZAKLJUCAK

U diplomskom radu pripravljeni su fenolni ekstrakti pet odabranih autohtonih hrvatskih
sorti maslina Buza (Meloto), Zizolera (Meloto), Bjelica, Oblica i ZiZolera (Oleum). Fenolni
ekstrakti bogati su sekoiridoidnim spojevima oleokantalom i oleaceinom ¢iji je sadrzaj

kvantitativno odreden *H NMR tehnikom.

Dobiveni rezultati daju uvid u sadrZaj biomedicinski vaznih spojeva u autohtonim
hrvatskim uljima i sluze za daljnja ispitivanja bioloskog ucinka fenolnih ekstrakata ulja na

stanicama melanoma.
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7. SAZETAK/SUMMARY
7.1. Sazetak

Maslinovo ulje vrlo je vazan dio zdrave prehrane, a posebno se istice u mediteranskoj
dijeti, u kojoj predstavlja jednu od glavnih komponenti. Njegova dnevna, redovita konzumacija
ima blagotvorni ucinak na ljudsko zdravlje, omoguéava dugoro¢ni zivotni vijek i povecanu
kvalitetu Zivota. Zahvaljuju¢i svom bogatom i slozenom kemijskom sastavu, maslinovo ulje
predstavlja dobar izvor bioloski aktivnih polifenola, u koje spadaju sekoiridoidi oleokantal i
oleacein, kojima se pripisuje klju¢na uloga u preventivnom i terapijskom djelovanju na zdravlje
covjeka. Oleokantal posjeduje protuupalna svojstva uporediva s ucinkom nesteroidnog
antiupalnog lijeka ibuprofena, a moze se pohvaliti i svojim neuroprotektivnim, antireumatskim,
antibakterijskim 1 antitumorskim ucincima. Oleacein, sli¢nog djelovanja kao oleokantal, ima
znaCajna antioksidativna, kardioprotektivna, antidijabeticka, antimikrobna i antikancerogena
svojstva. Oleokantal i oleacein sve vise privlace paznju u znanstvenom svijetu 1 njihov se bioloski
uCinak istraZzuje u raznim smjerovima, a u posljednje je vrijeme naglasak na antitumorskim
ucincima koje ostvaruju na stanicama razli¢itih karcinoma. Maligni melanom, zlo¢udni tumor
melanocita je jedan od najagresivnijih tumora u ljudi s rastu¢om incidencijom u svijetu. lako
melanom koZe ¢ini samo 4% svih koZnih tumora, on uzrokuje ¢ak 80% smrtnih slu€ajeva od svih
tumora koze. Zbog slabe osjetljivosti 1 razvoja rezistencije na danas dostupno lijeCenje, vecina
bolesnika s metastazama umire u petogodiSnjem razdoblju, stoga je iznimno vazno traZiti nove
potencijalne lijekove. 1z navedenog razloga cilj ovog diplomskog rada bio je pripraviti fenolne
ekstrakte maslinovih ulja autohtonih hrvatskih sorti masline - BuZza (Meloto), ZiZolera (Meloto),
Bjelica, Oblica i ZiZzolera (Oleum) te procijeniti njihovu kvalitetu s obzirom na sadrZaj oleokantala
1 oleaceina. Navedeni polifenolni ekstrakti ¢e se u daljnjim istrazivanjima, koja prelaze okvire

ovog diplomskog rada, ispitati in vitro na stanicama melanoma.
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7.2. Summary

Olive oil is very important part of a healthy diet, particularly in the Mediterranean diet, in
which it represents one of its main components. When consumed on daily basis, it makes a
significant, beneficial effect on human health, making life span longer and improving quality of
life. Due to its rich and complex chemical composition, olive oil is a good source of bioactive
polyphenols, including the secoiridoids oleocanthal and oleacein, which are considered to have a
key role in the preventive and therapeutic effects on human health. Oleocanthal has anti-
inflammatory properties comparable to the effect of the non-steroidal anti-inflammatory drug
ibuprofen and possesses neuroprotective, antirheumatic, antibacterial and antitumor effects.
Oleacein, similar in action to oleocanthal, has significant antioxidant, cardioprotective,
antidiabetic, antimicrobial and anticancer properties. Oleocanthal and oleacein attract more and
more attention in the scientific world and their biological effect has been investigated in various
directions, including recent research on the antitumor effects they exert on cancer cells.
Melanoma, a malignant tumor of melanocytes, is one of the most aggressive tumors with a
growing incidence in the world. Although skin melanoma represents only 4% of all skin tumors, it
causes 80% of all deaths from all skin cancer. Due to low sensitivity and the development of
resistance to the treatment available today, most patients with metastases die within a five-year
period, so it is extremely important to look for new potential drugs. The aim of this diploma thesis
was to prepare phenolic extracts of olive oils of autochthonous Croatian olive varieties - Buza
(Meloto), Zizolera (Meloto), Bjelica, Oblica and ZiZolera (Oleum) and evaluate their quality
regarding the proportion of polyphenols oleocanthal and oleacein. These polyphenolic extracts
will be tested in vitro on melanoma cells in further research, which goes beyond the scope of this

diploma thesis.
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