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VOORWOORD
Olijfolie boordevol polyfenolen

De natuurlijke polyfenolen in olijfolie zijn moleculen die
heel biologisch beschikbaar en erg bioactief zijn, wat hun
vele voordelen verschaft voor de gezondheid. De verbin-
dingen van de polyfenolen maken deel van de familie van
de antioxidanten. Door deze eigenschap kunnen de poly-
fenolen het gevecht aangaan met funeste vrije radicalen
zoals agressieve cellen, verandering in het DNA en de vor-
ming van giftige stoffen door oxidatie van lipiden.

Recente studies hebben aangetoond dat Hydroxytyro-
sol uit olijfolie de mitochondriale functie verbeterd, deze
beschermd tegen het verouderen van het lichaam. De stu-
dies leiden ons ertoe te beamen dat de verbindingen nut-
tig zijn voor het voorkomen van ziektes die gepaard gaan
met ouderdom.

De polyfenolen in olijfolie dragen ook bij aan de be-
scherming tegen en de behandeling van kanker. In dit
kader is bewezen dat de polyfenolen Hydroxytyrosol en
Oleuropein een kanker bestrijdend effect hebben tegen
darmkanker, bloedkanker, borstkanker,... Deze bekende
verbindingen reageren op kanker door middel van meer-
dere antiproliferatieve en proapoptotische mechanismen.

De voordelen van de fenolische verbindingen van olijf-
olie op het hart — en vaatsysteem zijn gedefinieerd door
meerdere auteurs. De polyfenolen in olijfolie bevorderen
de vermindering van celadhesiemoleculen, verhogen de
beschikbaarheid van stikstofmonoxide, onderdrukken de
trombocytenaggregatie, verdedigen de LDL-cholesterol
tegen oxidatie om aderverkalking te vertragen en ontste-
kingsreacties te verminderen.

7 ee
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Momenteel zijn er meer voordelen van de polyfenolen
in olijfolie bekend, waaronder het antibacteriéle effect en
zijn bijdrage bij de behandeling en de preventie van dia-
betes en de ziekte van Alzheimer.

«De olijffboom, een rustieke
en eeuwenoude boom, is het symbool
van wifsheid, kracht, vrede en gezondheid ».

Prof. Henri Joyeux
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INLEIDING VAN PR HENRI JOYEUX

Bij deze het boek dat ontbrak om op een wetenschap-
pelijke en begrijpelijke manier het belang van olijfolie aan
te tonen en niet eender welk belang, maar het belang
voor onze GEZONDHEID.

Er moet inzicht komen over de vervaardiging en het uit-
kiezen van de beste olijfolie. De olijfolie moet geregeld
gebruikt worden nu men de troeven ervan kent voor ons
lichaam.

Het tegengaan van de beangstigende ziekte van Alzhei-
mer, voorbarige kenmerken van ouderdom bestrijden in
onze weefsels en organen, kankers voorkomen en hart-
aandoeningen, overmaat van cholesterol binnen de per-
ken houden, cerebrovasculaire accidenten aanvechten, ...
kortom een goede gezondheid behouden is onze groot-
ste wens.

De olijfolie komt uit een hard en rotsachtig deel van het
Atlasgebergte in Marokko en is echt onschatbaar voor de
gezondheid. In vergelijking met andere olién van de me-
diterrane omtrek en daarboven heeft olijfolie een hoge
concentratie van relatief onbekende polyfenolen: Tyrosol
en Hydroxytyrosol. De polyfenolen komen in een hogere
mate voor dan ooit eerder gemeten in levensmiddelen. 30
keer meer (240 mg/kg) dan in andere populaire olién (ge-
middeld 8 mg/kg). Zijn polyfenolengehalte is het hoogst
als de olijf rijp is. Als de olijf zijn groene, rode of paarsrode
kleur krijgt onder de Atlaszon.

Waarom is deze extra Virgin olijfolie “OLIVIE Plus” zo
waardevol ? Omdat de moeilijke ecologische situatie van
de olijfboom hem de kracht geeft om zichzelf te bescher-
men en dus ons ook, door zijn antioxidanten, veroude-
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ringsbestrijders, anti-arteriéle en ontstekingsremmende
stoffen.

Daar komt bovenop dat er een goed gehalte oliezuur
aanwezig is, wat een uitstekende vervoerder is van cal-
cium in ons lichaam, zoals ook in noten, peterselie en alle
seizoensfruit- en groenten.

Ook vitamine C mag men niet vergeten, deze staat in
voor de vruchtbaarheid, voor de jeugdigheid die een be-
langrijke rol speelt bij het “smeren van de neuronen” en
de spermatozoiden en eicellen verliefd laat worden op
elkaar.

Dit boek heeft een grote wetenschappelijke waarde. Ik
wil mijn collega’s aan de Universiteit van Fés hartelijk fe-
liciteren, die met hun ervaring en vele wetenschappelijke
proeven de beste literatuur van de wereld verrijken.

«Olijffolie heeft een kanker bestrijdend effect, in het
bijzonder bij vrouwelijke borstkankerpatiénten’ die de
recidieven van de kanker willen vermijden en zeer waar-
schijnlijk (hoewel dit nog niet wetenschappelijk is vast-
gesteld) bij mannelijke prostaatkankerpatiénten of zij die
deze kanker willen vermijden. Een in vitro studie naar de
stamcellijnen van borstkanker heeft in januari van het jaar
2005 aangetoond dat het oliezuur, het grootste enkel-
voudig onverzadigd vetzuur van olijfolie, de overexpres-
sie van een kankergen normaliseert. Het gen heet Her-2/
neu en ontwikkelt erge vormen van kanker (het geval bij
1 op 5 borstkankerpatiénten). Onderzoekers in Chicago
(Javier Menendez & collega’s, Annals of Oncology, janu-
ari 2005) hebben een moleculenmechanisme ontdekt die

1 Comment enrayer I'Epidémie des cancers du sein
et des récidives - P Henri Joyeux et D" Bérengere Arnal
- Ed. FX de Guibert, 2010.
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de beschermende effecten in olijfolie tegen borstkanker
beschrijven bij de vrouwelijke consument. Het oliezuur
stimuleert vooral de activiteit van Herceptin, de beste
keuze in de strijd tegen borstkanker want het stelt het
kankergen Her-2/neu als doelwit. Het oliezuur vermindert
het kankergen met 46 % en de Herceptin met 48 %. Bij
de combinatie van het oliezuur en de Herceptin kunnen
we een synergie met een vermindering van 70 % waarne-
men. De Herceptin in de oliezuren en de polyfenolen in de
olijf zijn dus effectieve strijders tegen kanker ».

Deze fundamentele wetenschappelijke gegevens be-
amen de resultaten van de epidemiologische studies die
hebben aangetoond dat de mediterrane eetgewoon-
tes belangrijke effecten hebben tegen kanker, hart- en
vaatziektes en zelfs enkele verouderingskenmerken
voorkomen.

Prof. Henri JOYEUX- Oncoloog

Internationaal deskundige van de preventie
van ziekten door de voeding van de beschaving
Medische Faculteit te Montpellier
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INVOERING VAN P? HENRI JOYEUX

1. De krachtigste olie voor uw
gezondheid

Beste vrienden van de gezondheid,

Toen ik klein was ging ik soms op dinsdag met mijn
broers en zussen met mijn vader mee, hij is afkomstig van
de Cevennen, dicht bij Uzés dans le Gard in Frankrijk, om
olijfolie te bemachtigen die van de familie was. De olie
had een mooie groene kleur en wanneer hij in de salade
of over de asperges werd besprenkeld konden we de rijke
smaak proeven tot de laatste vloeibare gouden druppel.
De gezonde voordelen van olijfolie waren toen echter nog
niet bekend.

Ik zal mij beperken tot de waardevolle polyfeno-
len, ontdekt door de vooruitgang in analysetechnieken
bij de dosering van verschillende onderdelen van de olijf-
olie. Door middel van deze techniek kan de wetenschap-
per de onderdelen herkennen en de beste eigenschappen
selecteren in functie van het extractieproces, de teelt en
hun geografische ligging. We leven immers niet meer in
de Middeleeuwen !

QOlijfolie is in het algemeen de belangrijkste bron van de
dagelijkse vetinname uit de Mediterrane voeding', samen
met geiten en/of schapenkaas. Hieronder volgen de be-
wijzen bestemd voor specialisten zowel als iedereen die
meer wil weten wat er gezond en nuttig is aan olijfolie.

1 Ik vermijd hier graag het woord “dieet”, dat te
streng is voor deze context.
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Ik ben zelf olijfgaarden gaan bezoeken in een rotsach-
tige en harde zone van het Atlasgebergte van Marokko.

De olijfooom moet lijden om het beste van zichzelf te
kunnen geven. In de extreme hitte en droogte (52°C),
belet de steenharde zon de planten het groeien. Deze si-
tuatie is de wrede maar perfecte omstandigheid voor de
olijfboom. Bij het zakken van de zon, na een vurige dag
te weerstaan is de olijf op z'n best en krijgt hij een groene
of paarsrode kleur. Op dat moment van de avond zit hij
vol polyfenolen en ook belangrijke antioxidanten voor ons
lichaam.

In deze toestand wordt de olijfolie “Olivie plus 30x” ge-
produceerd, een van de beste olijfolies voor de gezond-
heid. Gezien zijn kwaliteiten (en zijn prijs) zie ik de olie
eerder als een elixir. Hij onderscheid zich van olijfolie uit
de supermarkt waarmee we ons eten volop besprenke-
len. Dat komt omdat hij in zeer moeilijke omstandigheden
wordt geproduceerd waardoor de opbrengst ook zwak
is maar de kwaliteit uitzonderlijk. Dit laatste verklaard de
prijs — Olivie plus 30x is helaas niet voor elke portemonnee
weggelegd.

lk bewonder het werk van de producent. Hij heeft overi-
gens harde capsules gecreéerd in geconcentreerde vorm:
Olivie Forte en Olivie Riche. Ik citeer graag de drie pro-
ducten in deze invoering, ze zijn het onderwerp geweest
van al zoveel studies. Maar ik wil ook benadrukken dat ik
geen enkele commissie krijg en ik ook geen contract heb
met de producent. Jullie laten ontdekken wat het beste
is voor de gezondheid is mijn prioriteit. En volgens mij is
“Olivie plus 30x” de meest gezonde olijfolie.

Het gaat om een olijfolie met een rijke smaak, met een
hoog gehalte aan polyfenolen waarvan het gehalte is ver-
o0 14



INVOERING VAN PR HENRI JOYEUX ee

geleken met andere olién van alle uithoeken van het Me-
diterrane? gebied zoals Itali¢, Spanje, Frankrijk en Tunesié.

Wat zijn de beste olijfolies?

Ongeacht zijn herkomst is de olijfolie de koningin van
de plantaardige olién. We gebruiken de olie nog niet ge-
noeg. De Grieken doordrenken tot op de dag van van-
daag hun eten met olijfolie. Deze goede gewoonte wordt
aangemoedigd door studies die het Kretenzische dieet
hoog in vaandel houden.

We zouden alle industriéle mengelingen moeten laten
varen. De manier waarop ze geproduceerd zijn brengt
geen voordelen voor de gezondheid met zich mee, zoals
wel het geval is bij traditionele olién.

De olies moeten niet geraffineerd noch opgewarmd en
nog minder gekookt worden. De olijfolie is erg bestendig
tegen de hitte en heeft zijn kookpunt pas na 210°C. Dit
sluit het frituren uit alsook het afbakken in de oven.

De algemene samenstelling van de beste
plantaardige olién en hun blaadjes

QOlijfolie bevat 56 tot 84 % oliezuur en 3 tot 21 % li-
nolzuur, een uiterst belangrijk omega-6 vetzuur. De ver-
houding van het linolzuur/oliezuur vermindert naarmate
de olijf rijper wordt.

Optimaal voor de gezondheid is het betrekken
van de omega-6 zuren in olijfolie met omega-3’s.

Omega-3 vindt men terug in vis of vlees met het bio-
label (bleu blanc coeur), als de dieren perfect gevoed
zijn geweest en lijnzaad hebben gekregen met omega-3.

2 Ik vermijd hier graag het woord “dieet”, dat te
streng is voor deze context.
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De kleinere verbindingen in olijfolie onderschei-
den zich van elkaar door hun verleende smaak, kleur,
hun stabiliteit en bij het voorkomen van hun bederf.

Olijffolie bezit squaleen en bétacaroteen een voorlo-
per van Vitamine A. Deze twee stoffen geven de olijf zijn
groene en gele tinten.

De olijf is ook rijk aan vitamine E. Vitamine E geeft de
olie bladgroene pigmenten. Olivie Plus 30x bezit 5 keer
zoveel vitamine E dan een standaardolie, ongeveer 120
mg/kg. Het alfa-tocoferol, de vitamine E in de olijfolie, is
een antioxidant dat tegen te hoog cholesterol beschermt
(LDL). Kortom de olijfolie is boordevol polyfenolen.

Wat zijn polyfenolen en waar vind ik ze?

Polyfenolen worden ook wel biofenolen genoemd.
Zij zijn de voornaamste oorzaak voor de vastheid van de
olijfolie. Ze maken deel uit van fenolische verbindingen,
hieronder de verbindingen die we onderscheiden:

e Polymeren (tannine en anthocyanen die lijken op de
tannine en anthocyanen aanwezig in rode wijn);

e Fenolische monomeren boordevol Oleuropein (de
voornaamste fenolische verbinding van olijfblaadjes);

e De fenolische alcoholen Hydroxytyrosol en Tyrosol.
Hrncirik et Fritsche (2004)* onderzochten 23 staaltjes extra
Virgin olijfolie uit verschillende landen (Italié, Spanje, Grie-
kenland en Tunesié). De resultaten toonden een grote vari-
atie van geconcentreerde polyfenolen in de olies in totaal.

3 Comparability and Reliability of Different Tech-
niques for the Determination of Phenolic Compounds
in Virgin Olive Oil. Hrncirik, K., & Fritsche, S.(2004).
European Journal of Lipid Science and Technology,
106, 540-549.
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De samenstelling en de concentratie van de fenolische
verbindingen in olijfolie worden sterk beinvioed door
meerdere agronomische en technologische factoren, zo-
als: de cultivar, de geografische ligging en het klimaat,
het seizoen van de oogst en de rijping van de olijf, het
productieproces en de irrigatie.

Het is dus moeilijk om een gedetailleerd verslag van de
ingrediénten in olijffolie op het label te verwachten. Het is
wel goed om te weten welke schatten de olie herbergt.

¢ Oleuropein (de voornaamste fenolische verbinding
in olijfblaadjes) en alle derivaten ervan waren de meest
voorkomende fenolische verbindingen in alle olijfolies.

¢ Tyrosol en Hydroxytyrosol komen in vrije vorm
voor of verbonden met elenolisch zuur, oleocanthal en
oleopentandial vormend, ook wel oleoceine genoemd.

Laatstgenoemde product is Hydroxytyrosol verbonden
met elenolisch zuur, het is even krachtig als oleocanthal.

Zoals eerder gezegd ben ik de olijfgaarden gaan bezoe-
ken in het zuiden van Marokko. Daar zijn de olijfbomen
geplant in een rotsachtige grond, zonder vervuiling of
industriéle activiteiten en waar er bijna geen regen valt.
Ze ondergaan dus hittestress van een temperatuur boven
de 50°C, wat de hoge concentraties aan polyfenolen ver-
klaart in de olie.

De wortels hebben geen ruimte om te groeien door de
gigantische stenen (kalksteen en silex) in de grond. De
olijfooom stelt een overlevingsmechanisme in werking,
waar wij uiteindelijk een graantje van kunnen meepikken
voor onze gezondheid.
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De olijfooom gaat enorme hoeveelheden antioxidanten
aanmaken om zichzelf te redden. De boom blijft in een
perfect natuurlijke staat in de woestenij.

De resultaten van internationale analyse van
geconcentreerde olie

De analyses zijn uitgevoerd in gekwalificeerde internati-
onale laboratoria, waarvan de data in de tabel onderaan
staat.

De gehaltes Hydroxytyrosol, Tyrosol en Oleopentandial
zijn met elkaar vergeleken door middel van 22 staaltjes
van traditionele olie uit Italié, Spanje, Griekenland en Tu-
nesié. De resultaten tonen aan dat Olivie plus 30x 30 keer
meer polyfenolen bevat (Hydroxytyrosol, Oleopentandial)
of een 30 keer hogere concentratie dan in welke ander
olie dan ook ter wereld (1360 mg/kQ).

We kunnen dus spreken van een echt voedings-
supplement om specifieke gezondheidssituaties te
verbeteren.

. Olivie plus | Standaard-
Verbinding 30x olie

Totaal aantal polyfenolen 2840 236
Hydroxytyrosol 233 13
Oleopentandial (derivaat van 1360 51
Oleuropein, verbonden met

Hydroxytyrosol)

Tyrosol 78 13

Tabel: de concentratie van de voornaamste fenoli-
sche verbindingen in Olivie Plus 30x en in een stan-

daardolie in mg/kg.
ee 18
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Olivie Force en Olivie Riche is geconcentreerde olie in
de vorm van capsules, gemaakt door middel van fysische
technieken en zonder chemische toevoegingen of con-
serveringsmiddelen. De dosis polyfenolen is dus 2000
keer sterker dan een standaardolie. Olivie Force en Olivie
Riche bevat ook vitamines (A, B1, PP C, D, E en K) en
mineralen.

e Oleuropein en zijn dyaldehyde derivaten maken
deel uit van de familie van de flavonoiden. Oleuropein
wordt vooral uit het blad van de olijfooom gehaald.

e Hydroxytyrosol is aanwezig in standaardolijfolie
met een gehalte van 7mg/kg; 1000 mg per liter in de
marges (dat 50 % uit water bestaat van de platgedrukte
olijf) en in de olijffboombladeren met een gehalte van
219mag/kg. Olivie Plus 30x bevat 233mg/kg aan Hy-
droxytyrosol en Olivie Force of Olivie Riche 17200 mg/
kg of 17,2 g/kg.

e Tyrosol is de natuurlijke fenolische antioxidant in de
olijfolie en in de olijfboombladeren. Ook witte wijn bevat
Tyrosol.

e Oleopentandial (ook wel Oleoceine genoemd) is
zeer biologisch beschikbaar samengesteld. Het kan ge-
makkelijk worden geabsorbeerd op het niveau van de
darm in de bloedbaan. Eigenlijk is de sterke lipofiele aard
(van vet houden) van Oleopentandial, ten opzichte van
zijn moleculenmoeder Oleuropein, een teken dat Ole-
opentandial een hogere biologische beschikbaarheid
heeft voor intestinale absorptie*. Bovendien bleef Ole-

4 Activity and location of olive oil phenolic antioxi-
dants in liposomes. Paiva-Martins,F., Gordon, M. H.,
&Gameiro, P. (2003).Chemistry and Physics of Lipids,
124,26-34
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opentandial stabiel tijdens de zuurachtige omstandigheid
van de maagzuursimulatie tijdens de in vitro testen.> Het
bereikte opmerkelijke bloedconcentraties voor een mens
(gaande van 1 tot 18 uM).

De antioxidantenactiviteit in Oleopentandial reageert
op de actieve vormen van zuurstof en stikstof, zoals be-
wezen in de in vitro proeven, waar men gebruik maakte
van verschillende experimentele modellen.®

De stof is aanwezig in Olivie plus 30x met een gehalte
van 1360 mg/kg.

e Oleocanthal is een fenolische verbinding met een zeer
goede werking als antioxidant, het staat zeer dicht bij Ty-
rosol. Het geeft de olijfolie de extra Virgin, vers geperst en
met een pittige smaak. (een tinteling in de keel)

De toekomst van de polyfenolen in het orga-
nisme en hun kracht als antioxidant

Na de digestieve inname verschijnen de Hydroxytyrosol
en de Tyrosol in hun geheel in een mum van tijd in het
bloed. Ze verspreiden zich naar alle weefsels van het or-
ganisme, inclusief de hersenen, omdat het in staat is de
bloed-hersenbarriere over te steken, die de hersencellen
beschermt. Ze zijn totaal verdwenen na het derde uur.

Het verdwenen percentage, 30 % in de urine, afhanke-
lijk van hoeveel men consumeert.

5 In vitro activity of olive oil polyphenols against
Helicobacter pylori. Romero, C., Medina, E., Vargas,
J., Brenes, M., & De Castro, A. (2007).Journal of Agri-
cultural and Food Chemistry, 55, 680-686.
6 A comparison of antioxydant activities of Oleu-
ropein and its dialdehydic derivative from olive oil,
oleacin - Czerwin’ska, M., Kiss, A. K., & Naruszewicz,
M. (2012). Food Chemistry, 131, 940-947.
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De antioxidantenkracht van polyfenolen

Als de polyfenolen een rol als antioxidant hebben
kunnen ze tegen de ouderdom beschermen en zelfs ei-
genschappen ervan vermijden. Ze zouden de oxidatie
stoppen.

De kracht van antioxidanten wordt op wetenschappelijk
wijze gemeten door het ORAC dat staat voor “Oxygen
Radical Absorbance Capacity” of de capaciteit van de ab-
sorptie van vrije zuurstofradicalen. Men spreekt van vrije
radicalen.

De meest bekende antioxidantenstoffen zijn:

¢ De polyfenolen in wijn en olijfolie;

e De vitamines C en E;

e De glutathion, de koning der antioxidanten.

Bij het meten van de kracht van de antioxidanten van de
polyfenolen in Olivie Plus 30x drukken de specialisten de
hoeveelheid uit in micromol TE/g (micromol troloxequiva-

lent) (TE) oraal (100gr). De resultaten voor de moleculen
die aanwezig zijn in de plantaardige mediterrane voeding:

¢ Hydroxytyrosol = 40.000

e Resveratrol = 20.000

¢ Noten = 13.000

e Oleuropein = 11.000

e Epicatechine in groene thee = 8.000

e Extract van trosje druiven = 6.000

e \erse pruim = 6.000

¢ Rode wijn van Cabernet Sauvignon = 4.500

e \erse granaatappel = 4.500
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e \erse aardbei = 4.300
e Granny appel ongeschild = 3.800
e Vitamine C = 2.000

® Groene thee — met de blaadjes intact = 1.200

Alle experimentele studies gebruiken rode bloedcellen,
gekweekte intestinale cellen die blootgesteld worden aan
een oxidatief risico, dus aan premature ouderdom. Deze
cellen zijn beschermd door de polyfenolen in de olijfolie,
des te beter als er sprake is van een hogere concentratie
van polyfenolen.

De combinatie omega 3/omega 6 in essentiéle
vetzuren

Om het evenwicht te stellen tussen de essentiéle vet-
zuren, Omega 3 en Omega 6, is het ideaal om een klein
beetje olie toe te voegen die rijk is aan Omega 3 aan uw
eten.

De olies met eerste koude pressing: Soja, met 8 %
Omega 3, koolzaad met 9 % Omega 3, noten met
10 % Omega 3, olie van zwarte komijn met 23 %
Omega 3, papaverzaad met 45 % Omega 3 en Perilla
met 65 % Omega 3.

Allemaal steeds vergezeld van een goede scheut
olijfolie weliswaar.

oo
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2. Polyfenolen in olijfolie,
onschatbaar voor uw gezondheid

De olijfolie is werkelijk goed voor de gezondheid. Het
verhelpt een heleboel aandoeningen.

Polyfenolen tegen ouderdom, de ziek-
te van Alzheimer, hart- en vaatziekten en
hypercholesterolemie

Mitochondrién worden vergeleken met longcellen. Ze
produceren energie terwijl ze voedingstoffen omzetten
die worden vervoerd door het MAT (moleculair adenosine
trifosfaat) wat de werking en het onderhoud van de cel
verzekert. Het aflaten van de functie van de mitochon-
drién is cellulaire ouderdom.

Aan mijn collega prof. Benlemlih:

« Ouderdom wordt geassocieerd met een gereduceerde
mitochondriale biogenesis en met een accumulatie van
een mitochondriale schade ».

Gelukkig verhoogt Hydroxytyrosol, een antioxidant in
olijfolie, de formatie van de mitochondrién. Het verbetert
de mitochondriale functie door de ademhalingsketen in
werking te zetten in de cel. Zo speelt de antioxidant een
grote rol in de preventie van ouderdom en ziektes die met
ouderdom gepaard gaan.

Bij de proefratten die de antioxidant toegediend kregen
zagen we proteinen verbonden aan de duurzaamheid van
hartcellen. [1] [2]

Een ander antioxidant in olijfolie is Oleocanthal. Het
heeft een zeer ontstekingsremmend effect, het beschermt
23 oo
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tegen hart- en vaatziekten en zelfs tegen de ziekte van
Alzheimer. Volgens onderzoekers aan de universiteit van
Louisiana vermindert het ook de beta-amyloide in de
hersenen.

In 2011 stelden Daccache en zijn collega’s [3] dat « Oleu-
ropein en zijn derivaten Hydroxytyrosol, Oleopentandial in
staat waren de eiwitaggregatie te remmen in vitro». Deze
aggregatie van Tau-proteines omvat de belangrijkste fase
bij het ontwikkelen van de ziekte van Alzheimer en an-
dere neurodegeneratieve ziektes.

Dezelfde auteurs hebben aangetoond dat de verbindin-
gen kunnen worden geassocieerd met een vermindering
van het risico op de ziekte van Alzheimer of dementie. De
mediterrane voeding, gekenmerkt door het vele gebruik
van olijfolie, kan een chemische basis vormen voor de
ontwikkeling van remmers van Tau-eiwitaggregatie.

Op vasculair niveau verminderen de polyfenolen de
aanwezigheid van celadhesiemoleculen van atherogene
lipoproteines (LDL en kleine VLDL'en [4]). Deze verlagen
de aggregatie van bloedplaatjes met een bloedstolling
[5] aan de oorsprong en verminderen ontstekingsreacties
(voornamelijk een vermindering van het reactieve prote-
ine C).

Professor Benlemlih benadrukt terecht sterk in zijn boek
het werk van Singh et al., 2007 [6]: het extract van olijf-
boombladeren bezitten 4,5 mg/ml van het actieve mo-
lecule Oleuropein. Het zou kunnen dat deze moleculen
in staat zijn de geisoleerde bloedplaatjes van gezonde
personen te remmen. De auteurs suggereren dat de po-
lyfenolen in olijfolie in synergie handelen om de activiteit
van bloedplaatjes te verminderen, wat nuttig kan zijn voor
de preventie en de behandeling van trombocytose (een
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teveel aan plaatjes) en andere hart — en vaatziekten om
trombose te vermijden.

Bovendien is het olijfboombladextract genaamd
Oleaeuropaea in staat om de hypertensie in de bloeddruk
van ratten te verminderen die met hypertensie kampen.
We konden het effect verifiéren aan de hand van krui-
denthee van gedroogde olijffboombladeren (een soeplepel
per glas).

Wees niet bang om met uw statines te stop-
pen: vraag uw huisarts om uitleg!

Tegenover een buitensporige hoeveelheid is er geen
behoefte voor klassieke cholesterol cholesterolverlagende
geneesmiddelen (statines). Ze veroorzaken veel bijwerkin-
gen [7] (tenzij u familiaire hypercholesterolemie heeft).

Het enzym dat het cholesterolgehalte in het bloed re-
gelt heet HMG-CoA reductaseremmer. De polyfenolen in
olijfolie remmen dit enzym af en spelen ook een belang-
rijke rol om ziektes die gepaard gaan met een overmaat
aan cholesterol te verhinderen. Onderzoekers hebben
nog niet de juiste dosis van polyfenolen bepaald. [8]

De fenolische verbindingen in mediterrane voeding (rijk
aan olijffolie) belemmeren biochemische gebeurtenissen
die in het geding worden gebracht door atherogene ziek-
tes, vooral de oxidatie van LDL [9]. Vandaar het verband
met mediterrane voeding en de preventie van coronaire
hartziekten.

Natuurlijk heeft het stopzetten van statines enkel nut
als u rekening houdt met uw dagelijkse voedingsgewoon-
ten, vraag begeleiding als het moet van een specialist.
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Polyfenolen als bescherming tegen infec-
ties — inclusief voor zij die seropositief zijn en
dus zeer gevoelig voor kleinere infecties

Tegenover opportunistische infecties bij patiénten
die wel of niet seropositief zijn toont Hydroxytyrosol (aan-
wezig in olijfolie) een antibacteriéle werking aan bij darm
en luchtweginfecties.

Oleuropein en zijn derivaten in de olijfolie verhinderen
of vertragen de groei van een breed scala van bacterién
en schimmels, waaronder ook de pathogene bacterién en
schimmels.

In dit kader bewezen Medina et al. (2006) [10] de bac-
teriedodende kracht van olijfolie tegenover bacterién met
een schadelijk effect op de darmflora (Clostridium per-
fringens et Escherichia coli). Olijfolie is in dit kader ook
veel effectiever dan andere plantaardige olién (uit zon-
nebloem, koolzaad, soja, mais).

Deze auteurs stelden dat pathogene bacterién afkom-
stig uit voedsel (Listeria monocytogenes, Staphylococcus
aureus, Salmonella enterica, Yersinia sp., Shigella sonnei)
de incubatietijd van meer dan een uur niet overleven in
olijfolie.

Oleocanthal en Oleopentandial, Hydroxytyrosol en Tyro-
sol zijn de fenolische verbindingen die aan de olijfolie het
bacteriedodende effect geven. [11] In een gelijksoortige
studie zijn de antibacteriéle activiteiten in Oleuropein en
zijn derivaten Hydroxytyrosol en Tyrosol vergeleken met
twee ontsmettingsmiddelen (voor de kenners: glutaaral-
dehyde en ortho-ptalaldehyde)

Uit de resultaten bleek dat de antibacteriéle fenolische
verbindingen in olijfolie superieur waren aan vele fenoli-
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sche verbindingen uit voeding (Techine, Epicatechine, Eu-
genol, Thymol, Carvacrol...).

De natuurlijke bacteriedodende stoffen zijn verbazing-
wekkend genoeg even actief als synthetische biociden als
controle gebruikt tegen Pseudomonas fluorescens (bac-
terie die de kaas contamineert), Staphylococcus aureus,
Enterococcusfaecalis (bacterie in ziekenhuizen, met een
hoge natuurlijke weerstand tegen antibiotica) en Esche-
richia coli.

Polyfenolen om de immuniteit te stimule-
ren: Aids en kanker

Tegen het aidsvirus

Oleuropein en Hydroxytyrosol remmen in vitro de over-
dracht van VIH-1 van een cel naar de andere wat de virus-
vermenigvuldiging zwaar vertraagt.

Het kan handig zijn bij de vele medicamenten van de
HAART-behandeling (zeer actieve antiretrovirale behan-
deling) om een status van betere immuniteit te behouden.
Ongetwijfeld dat men olijfolie, boordevol polyfenolen,
kan voorschrijven aan mensen die drager zijn of waar-
schijnlijk drager zijn van het aidsvirus.

De hoogste dosis wordt toegepast in de vorm van zes
harde capsules Olivie Forte/Olivie Riche, twee in de och-
tend, twee in de middag en twee in de avond.

Tegen kankers

Grote epidemiologische studies toonden aan dat men-
sen met mediterrane voedingsgewoonten minder vaak
kanker hebben (van de dikke darm, de baarmoeder, pros-
taatkanker, borstkanker,...). Mensen die zich houden aan
het dieet voorgeschreven door reclames op tv zullen eer-
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der de portemonnee stimuleren van de producent dan
hun eigen gezondheid.

Het voordeel ligt hem in het eten van plantaardige
producten (fruit, groenten, peulvruchten, ook vis en zee-
vruchten en rode wijn maar het meeste in olijfolie). De
effecten van deze voeding zijn aanzienlijk beter dan deze
gebaseerd op dierlijke producten (rood vlees, fijne vlees-
waren, zuivelproducten....).

Natuurlijk hebben de onderzoekers geprobeerd het
specifieke effect van de voeding van mediterrane bodem
te bepalen. Na de rode wijn, die de Franse paradox aan-
toont, namen ze olijfolie onder de loep, met name het
effect van olijfolie tegen kankers.

Het onderzoek was eerst getest op kleine dieren zoals
de witte rat en door humane celkweken te gebruiken
met een vorm van kanker, dikke darmkanker, leukemie of
borstkanker (MCF-7).

Hydroxytyrosol in olijven heeft onlangs aandacht ge-
kregen i het bijzonder door de activiteiten van zijn anti-
oxidanten en de antiproliferatieve, proapoptotische (wat
kankercellen doodt) en ontstekingsremmende activitei-
ten. Deze activiteiten kunnen in het bijzonder alle aspec-
ten van kanker aanvechten. [12]

Specialisten suggereren aan de hand van de resultaten
van experimenten dat buiten de ontstekingsremmende en
antioxidanteneffecten Hydroxytyrosol en andere polyfe-
nolen in olijven ook kanker bestrijdende effecten uitoefe-
nen door de activatie van moleculaire signalisatie wat tot
het doden of stoppen van de groei van meerdere in vitro
tumorcellijnen leidt. [13]
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Een dieet dat 15 % olijfolie bevat ten opzichte van de
normale dagelijkse voedselinname verlaagt aanzienlijk
de voorstadia van borstkanker en dikke darmkanker bij
ratten. [14] [15] Dezelfde hoeveelheid sojaolie, maisolie
en palmolie hebben niet hetzelfde beschermende effect.
Ook saffloerolie [16] bracht niet hetzelfde resultaat op in
vergelijkbare experimenten.

In vitro kunnen we waarnemen dat Hydroxytyrosol en
Oleuropein een antiproliferatief effect hebben door apop-
tose (de dood van kankercellen) in een vroeger stadium en
een vermindering van de oxidatiestoffen voortbrengt, de
oxidatie is gedeeltelijk toe te schrijven aan carcinogeniteit.

Een Griekse epidemiologische studie merkte ook een
zware vermindering van het risico op borstkanker bij het
bestuderen van 14807 vrouwen. [17] Ze moesten zich
dan wel aan een streng mediterraan dieet houden.

De auteurs benadrukken echter een belangrijk punt,
Griekenland heeft de minste consumptie van hormonen
(pillen en subsitutiebehandelingen van de menopauze) in
het land.

Polyfenolen tegenover auto-immune ziek-
tes: diabetes, obesitas de ziekte van Alzhei-
mer en huidziekten.

Oleuropein bleek een efficiént antioxidant voorzien van
ontstekingsremmende eigenschappen.

In het geval van diabetes werden er tests uitgevoerd
op ratten met diabetes die een sterke dosis polyfenolen
(20mg/kg/per dag) toegediend kregen voor twee maan-
den. Resultaten toonden een bloedsuikerspiegel die met
55 % verlaagd was. [18]
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20343 mensen van EPIC (The European Prospective
Investigation into Cancer and Nutrition) vulden een en-
quéte in waaruit bleek dat eten volgens de mediterrane
gewoontes omgekeerd evenredig staat met de invlioed
van een hoge bloeddruk en de gevolgen daarvan. [19]

Ter vergelijking kijken we naar het moderne dieet, waar
vetzuren worden gehaald uit rood vlees, boter, drie a vier
zuivelproducten per dag en brood boordevol slechte glu-
ten, wat allemaal de welvaartsziekten in de hand speelt.

We staan op een keerpunt op vlak van gezondheid en
van de economie. We zullen moeten kiezen : minder maar
beter eten of onze portefeuille weggooien. Vergeet im-
mers niet dat de goedkoopste industriéle gerechten, waar
de kortingen op prijken en bovendien slecht voor de ge-
zondheid nog altijd duurder zijn dan groenten en fruit
voor een hele familie.

Cardiovasculaire aandoeningen komen ons duur te staan
in termen van gezondheid — hartaanvallen en artritis,
er komen steeds meer reumatologische ziekten van lange
duur (reumatoide artritis, spondylitis ankylopoetica...).

90 patiénten waarvan er 27 reumatoide artritis had-
den werden ad random gekozen om te onderzoeken.
Sommigen onder hen ondergingen de behandeling van
6 mg Hydroxytyrosol per dag voor 8 weken oftewel twee
grote lepels Olivie plus 30x of na elke hoofdmaaltijd vier
capsules van 500 mg Olivieforce of OlivieRiche per dag.

De resultaten van dit onderzoek zijn statistisch interes-
sant zowel op het niveau van klinische symptomen als op
dat van tekenen van ontstekingen. [20]

Een speciale aankondiging door Jean-Marc Dupuis van
"Santé Nature Innovation” :
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De kunst om zich te laten verzorgen door planten

Japanse steranijs en het karwijblad werken zeer goed
tegen maagpijn; de essentiéle olie in bergthee (uit Ca-
nada) vervangt op succesvolle wijze een niet-steroidale
ontstekingsremmer; look en bladeren van de olijffboom
moduleren een hoge bloeddruk... U kan alle raad hier
terugvinden om zich op doeltreffende en natuurlijke wijze
door planten te laten verzorgen.

In het geval van hypermetabolische syndromen ga-
ven we Hydroxytyrosol aan 38 patiénten gedurende zes
maanden in de vorm van twee eetlepels Olivie plus 30x of
3 capsules Olivieforce per dag.

Huidziektes zoals lupus, sclerodermie, psoriasis, zijn ver-
bonden met immunologische tekortkomingen wat leidt
tot een chronische ontsteking. We kunnen dus het ge-
bruik van bio-extracten van olijfolie en zijn krachtige po-
lyfenolen (Hydroxytyrosol en Oleopentandial) overwegen
om de symptomen van de ziektes te verlichten.

De mediterrane paradox: wijn, olijfolie en
tarwe

Bovenop alle voordelen voor de gezondheid die hierbo-
ven opgesomd zijn kan olijfolie ook op de huid gesmeerd
worden op plekken met psoriasis, (op de helft van het
lichaam zodat men kan vergelijken met de andere helft)
of nog beter men kan olijfolie opeten, een soeplepel in de
ochtend en in de salade doen ‘s avonds.

Als u de olijfolie niet lust, neem dan drie capsules olijf-
olie 's ochtends, s" middags en s avonds voor een paar
maanden. Mijn voorkeur gaat naar Olivie force en Olivie
riche. [21]
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Dans les autres maladies auto-immunes qui sont les trop
Het mediterrane dieet werkt goed tegen andere auto-im-
mune ziektes, waaronder de meest frequente neurodege-
neratieve ziektes (Alzheimer, Parkinson, multiple sclerose
en amyotrofische lateraalsclerose...)

De conventionele behandelingen tegen auto-immune
ziektes zijn niet doeltreffend, zwaar, duur en hebben ook
een heleboel bijwerkingen. Het mediterrane dieet daar-
entegen is niet riskant, het kost bijna niets en u kan er
meteen mee beginnen.

In mediterrane landen koppelen we olijffolie meteen
aan elke maaltijd. De combinatie van de dagelijkse anti-
oxidanten in olijfolie en in wijn (French paradox) maakt de
“Mediterranean paradox”. [22] De mediterrane paradox
bestaat uit een schijnbaar ongezonde maaltijd (vet en al-
cohol) wat uw gezondheid dan wel op peil kan houden.
Het huwelijk tussen wijn (met mate te consumeren) en
olijfolie kan als cultureel erfgoed van de mens en zijn ge-
zondheid worden beschouwd.

We gooien daar nog een schepje bovenop met brood
dat wordt gemaakt van zaaizaad van eeuwenoude tarwe,
wat het beste is voor de gezondheid, en ook het onder-
werp uitmaakt van het boek “Le Pain et le chirurgien”
wat ik binnenkort publiceer met de bakker van Cucugnan.

Steeds in dienst van uw gezondheid,

Prof Henri JOYEUX - oncoloog

Internationaal deskundige van de preventie van ziekten
door de voeding van de beschaving
Medische Faculteit te Montpellier
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ANALYSE EN CERTIFICATEN

Olijfolie, een natuurlijke bron van
polyfenolen.

De analyse van extra virgin olijfolie “OLIVIE Plus” gepro-
duceerd door het bedrijf ATLAS OLIVE OILS toonde aan
dat het gaat om een olie die een natuurlijke bron vormt
van polyfenolen en meer specifiek van Hydroxytyrosol in
een concentratie van 233 mg/kg, en Tyrosol in een con-
centratie van 161mg/kg (fig.1) Dit is ongeveer 30 keer
meer Hydroxytyrosol en Tyrosol dan in enige andere extra
virgin olijfolie.

Tabel 1 toont de gehaltes van Hydroxytyrosol en Tyrosol
van 22 staaltjes conventionele olijfolie uit vier mediterrane
landen die producent zijn van olijfolie Hrneirik et Frische
(2004).

Het bijgevoegde certificaat van de analyse van de olie
komt van een ltaliaans laboratorium met een zeer goede
reputatie. De resultaten in figuur 1 tonen duidelijk dat
Olivie Plus de meest gezonde extra virgin olijfolie is van
de wereld. Hij zit buitengewoon vol polyfenolen (Hy-
droxytyrosol en Tyrosol), bovendien bezit hij veel actieve
antioxidanten.

Deze unieke eigenschappen van de olijfolie van Olivie
plus komen van olijfbomen die geplant zijn in een rots-
achtige woestenij. (fig. 2, fig. 3) Zoals bij wijnstokken zijn
olijfoomen bekend door hun leed om lijden het beste van
zichzelf te kunnen geven. Omdat de omgeving zeer warm
is (tot 50° in de zomer) kunnen de wortels in de rots-
achtige grond niet goed groeien. Ze krijgen onvoldoende
water, de olijfbomen komen in een staat van stress. Dit
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proces zet een paniekfenomeen in gang in de olijven (een
overlevingsinstinct) dat zich vertaalt naar een verhoogde
productie van polyfenolen, Hydroxytyrosol en Tyrosol
(auto defensie).

Beste lezer, om u te overtuigen van de kwaliteit van
onze olie kan u de onderstaande, interessante certificaten
bekijken.

Figuur 1. Analyse van het laboratorium, de olijfolie
Olivie plus, natuurlijke bron van polyfenolen.
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Opmerking: Zoals u kan zien heeft de Hydroxytyrosol
een waarde van 233, dat is 33 keer meer geconcentreerd
dan in klassieke olijfolies.

Figuur 2. Europees bio-certificaat van olijfolie Olivie
plus, de natuurlijke bron van polyfenolen.

Opmerking: Sinds 2015 heeft Atlas Olive Qils, de eer-
ste bio gecertificeerde producent van olijven door Marok-
kaanse instellingen, ook zijn bio verklaring gevalideerd
door Europese certificaten.
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Marokko OPA 233 161
Tunesié Moy 13,0 13,1
22 10,9 6,3
21 7,6 7,8
Griekenland 20 11,2 15
19 20,5 19,5
18 18,9 11,9
17 15,5 13,0
16 6,6 10,5
15 11,9 22,8
14 1,4 10,8
13 12,9 10,2
12 14,7 9,1
11 5,5 7,5
10 9,2 7,8
9 19,4 16,4
Spanje 8 14,6 6,3
7 7.2 12,7
6 18,9 6,1
5 10,1 7,5
4 8,7 17,1
3 16,3 15,8
2 10,0 9,0
Italié 7,4 8,2
1 HT T

Tabel 1. Vergelijking van het gehalte aan Hydroxy-

tyrosol (HT) en Tyrosol (T) tussen 22 staaltjes olijfolie

uit vier mediterrane landen en onze olie “OLIVIE Plus”.
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AFBEELDINGEN
De olijfboom plantaties

Figuur 3. Rotsachtige woestijn in Marokko.
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Figuur 4. Olijffgaard in het midden van de rotsachtige
woestijn in Marokko.

see 40



©®@® DEEL 1

Algemeenheden
over de olijfboom en olijfolie
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HOOFDSTUK 1

De olijf,
een vrucht vol gezonde
voedingsstoffen

1. De oorsprong

De olijfboom is afkomstig van het Middellandse-Zeege-
bied en staat al jaar en dag als symbool voor de wijsheid,
vrede, rijkdom en glorie. De boom is perfect aangepast
aan een gematigd klimaat, aan een rotsachtige en kalk-
stenen grond, een bodem die geen meststoffen vereist.
De oorsprong van de olijfooom ligt in Syrig, Klein-Azié,
Ethiopié, Egypte en Indié. Kreta, de Peloponnesos, de
kustgebieden van Griekenland, de oostelijke eilanden van
de Egeische zee zoals Lesbos, Samos en Thassos en de
lonische eilanden, allen bezitten ze tal van olijfgaarden.
De olijffboom komt ook wijd verspreid voor in Cyprus,
de Turkse kust, Syrié, Libanon, Palestina, het zuiden van
Spanje, Frankrijk en Italié. In Noord-Afrika bestond de olij-
venteelt al van voor de komst van de Romeinen.

Tegenwoordig behoort de olijventeelt evenzeer toe aan
landen aan het Middellandse-Zeegebied, Zuid-Algerije,
Australié, Japan, bepaalde gebieden in China (Ryan et Ro-
bards, 1998) en Argentinié (COI, 2010).

2. De geschiedenis

De olijventeelt maar ook het produceren en het gebruik
van olijfolie zijn praktijken die zeer bekend en gevestigd
zijn in het Middellandse-Zeegebied al meer dan 7000 jaar
(Tsagaraki et al., 2004).
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De geschiedenis vertelt ons niets over het gebruik van
olijfproducten bij de inwoners aan de Egeische zee. Niet-
temin, lijkt het mogelijk dat vanaf de neolithische periode,
ongeveer rond 8000 v.C., de wilde olijven van de Olea
Sylvestris, soms werden geplukt samen met ander wild
en eetbaar fruit om de dagelijkse voeding te verrijken. De
palynologie is een vrij nieuwe tak van de wetenschap die
het zaad van de pollen bestudeert. Hierdoor werd vastge-
steld dat er tegen het einde van de neolithische periode,
rond 3200-3100 v.C., er pollen aanwezig waren bij de
wilde olijfboom Olea Sylvestris aan het Copais-meer, in
Thessalié en Kreta.

Het begin van de olijventeelt is waarschijnlijk pas later
ontdekt en geformuleerd, tijdens het derde millennium
voor Christus, tijdens het begin van de Bronzen tijd. De
Kretenzers hadden contact met oostelijke Mediterrane
beschaving en Noord-Afrika waar de olijfboom al gedo-
mesticeerd was. Dit contact heeft geleid tot de versprei-
ding en het begrip van de olijventeelt in Kreta.

Archeologen suggereren dat de eerste vorm van olijven-
teelt al werd beheerst tijdens de Bronzen tijd. Tijdens deze
periode werd het beheer van de olijventeelt, het nauw-
keurig en selectief snoeien waarschijnlijk door de mens
uitgevoerd om de olijffboom jong te houden, met andere
woorden om de productie van de bloemen en het fruit te
bevorderen.

3. Eigenschappen van de olijfboom
en zijn vrucht, de olijf

De olijfboom is een typische mediterrane boom, 6 tot 8
meter hoog, met een kronkelige boomstam en met een
grijsachtige en gescheurde schors. De blaadjes zijn wit en
zilverachtig aan de onderzijde en grijsachtig groen aan de
bovenzijde, tegenstrijdig, taai, doorzettend, en lansvor-
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mig. De bloemen, klein en wit, met vier blaadjes, komen
in trossen samen.

De olijfooom is de overkoepelende naam voor 35
boomsoorten en struiken van het Olea type. De naam
wordt veelal gebruikt voor de soort: Olea europaea. De
botanische oorsprong van de boom en het begin van de
teelt zijn een controversieel onderwerp (Anon, 1983,
Loukas et Krimbas, 1983, Blazquez, 1996).

Van de 35 boomsoorten van het type Olea wordt de
Olea Chrysophylla, gevonden in Azié en Afrika, be-
schouwd als de voorouder van de olijffboom. Een andere
theorie stelt echter dat wilde Mediterrane olijffboom, de
Olea Sylvestris (Loukas et Krimbas, 1983) de voorouder
der olijfbomen is. Anderen beschouwen de Olea Sylvestris
als een tussenfase in de ontwikkeling van de wilde olijf-
boom Olea Chrysophylla tot de Olea europaea (Blazquez,
1996, Lavee, 1996).

Rijk Plantae

Aftakking Magnoliophyta

Onder-aftakking Magnoliophytina

Klasse Magnoliopsida

Onder-klasse Dialypetales

Orde Lamiales

Familie Oleaceae

Type Olea

Soort Olea europea L

Onder-soort O.europea subsp.europea var
sylvestris
O.europea subsp.europea var.
europaea

Tabel 2. botanische situatie van de soort Olea euro-
paea L.
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De olijf is een ovaalvormige steenvrucht en bestaat uit
een vruchtwand en een endocarpium. Het weegt normaal
gezien van 2 g tot 12 g, sommige soorten kunnen wel tot
20g wegen. De vruchtwand omvat twee delen: het epi-
carpium (de peul) en de mesocarp (de pulp) wat ongeveer
65-83 % van het totale gewicht inneemt. Het endocar-
pium (de kern) omvat 13 % tot 30 % van het totale ge-
wicht. Het epicarpium is omringd door was en heeft een
kleur die van felgroen naar zwart gaat wanneer het rot.

De gemiddelde chemische samenstelling van de olijf
wordt getoond in tabel 4. Het bestaat uit: water, 50 %,
olién, 22 %, polyfenolen, 1.5 %, suikers, 18 %, cellu-
lose, 5,5 %, mineralen (as), 1,5 %. Andere belangrijke
bestanddelen zijn pectinen, organische zuren, pigmenten
fenolglycosiden.

Figuur 5. Chemische samenstelling van olijven.

3.1 Rijpingsstadia

De toename van het gewicht van het fruit in de verschil-
lende fases van oktober tot het midden van november is
opmerkelijk. Daarna begint het gewicht van het fruit af
te nemen, dat komt door het verlies van vocht. Hierdoor
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komt er wel een verhoging van het oliegehalte, normaal
gezien is dit zichtbaar vanaf de maand oktober tot de-
cember. De accumulatie van olie begint eind juli tot het
begin van augustus. Tijdens de herfst en de winter wordt
het fruit zwart en bereikt het oliegehalte zijn maximum.
De olie is vooral hoog geconcentreerd in de vruchtwand
(96-98 %).

De eerste fase van het rijpingsproces (fig. 5), eind mei/
juni, augustus, staat bekend om het “groene” stadium
waar de omvang van het fruit erg toeneemt. De kleur van
het fruit verandert naar rood-paars en daarna naar zwart.
Het kleuringsstadium vindt plaats in midden oktober. Het
polyfenolgehalte van de olijf is op zijn hoogst aan het be-
gin van de kleuringsfase, wanneer de olijf een groenach-
tige, rode kleur heeft.

Figuur 6. Rijpingsstadia van de olijf.

De rijping van de olijf is een traag en lang proces wat
meerdere maanden duurt en afhangt van de breedte-
graad, de soort, de beschikbaarheid van water, de tem-
peratuur en de teeltpraktijken. Het rijpen van de olijven
is een belangrijke factor. Vanuit een wetenschappelijk
standpunt is het moeilijk om in wiskundige termen de
bijdrage aan de globale kwaliteit van de olijfolie extrac-
ten van elke factor te meten en uit te drukken. Volgens
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Monteredo en zijn collega’s (1986) dragen de rijpings-
stadia bij aan 30 % van de kwaliteit van de olijfolie. De
andere factoren dragen bij aan de volgende percentages:
het afzuigsysteem (30 %), maatregelen en vervoer van de
opslag (15 %), oogst (5 %), anderen (20 %).

Figuur 7. Verschillende factoren die de kwaliteit van
de olijfolie beinvloeden.

Er zijn een aantal methodes voorgesteld om de rijp-
heidstadia van de olijven te bepalen. Waaronder de
netto-absorptiewaarden van de olijvenpasta in spectrofo-
tometrie in een gebied dat zichtbaar twee verschillende
golflengten heeft (665 nm et 525 nm). De internationale
Olijfolieraad (1984) stelde een simpele techniek voor ge-
baseerd op de evaluatie van de kleur van 100 olijfextrac-
ten, willekeurig gekozen, vanaf 1kg aan staaltjes. Om de
rijpingsgraad te berekenen wordt de volgende formule
gebruikt:

Oxn)+(Txn)+@2xn)+..(7xn,)

Rijping = 100

Ofn, n,n, ...... n., zijn de cijfers die acht categorieén
van de olijven representeren:

0 = Olijven waarvan de schil een diepgroene kleur heeft.

1 = Olijven waarvan de schil geel of geelgroen is.
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2 = Olijven met een geelachtige schil en geelachtige
vlekken.

3 = Olijven waarvan de schil een roodachtige of violette
kleur heeft.

4 = Olijven waarvan de schil zwart is en het vruchtvlees
nog helemaal groen.

5 = Olijven waarvan de schil zwart is en het vruchtvlees
groen-paars.

6 = Olijven waarvan de schil zwart is en het vruchtvlees
paars is over bijna de hele kern.

7 = Olijven met een zwarte schil en een compleet zwarte
kern.

Figuur 8. De aanduidingen van de rijping van de
olijven.

Volgens deze benadering komt de beste periode om de
olijf te oogsten overeen met de rijpingswaarden van 5.
Deze aanwijzingen hebben een relatieve waarde en het
gebruik ervan kan niet zomaar veralgemeend worden.
De waarde kan immers beinvlioed worden door meerdere
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factoren dan de olijfsoorten, het gebied van de olijfoogst
en de klimaataspecten. Zo kan het rijpingsgehalte bere-
kend worden in verschillende productielanden en kan de
rijpingswaarde van olijven uit bepaalde gebieden gelinkt
worden aan de olie die geproduceerd wordt en aan het
gehalte van de polyfenolverbindingen. Over het algemeen
wordt het maximale gehalte van polyfenolen in olijven
bereikt in het begin van de verkleuring. Daarom hangt
de beslissing om olijven en hun olie een zachte of eerder
een pikante smaak te geven sterk af van de oogstperiode
wat de belangrijkste factor is voor de samenstelling en de
smaakkwaliteit.

ce0
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HOOFDSTUK 2
De olijf van de vrucht tot de olie

Olijfolie, het pure sap van de olijf is gezond
en aanbevolen door voedingsdeskundigen.
Verbeter uw keuze door te informeren naar
zijn productie!

Men verkrijgt olijfolie door de pericarp van de vrucht te
vermalen, niet van hun zaden, in een speciale oliemolen.
Het oliegehalte hangt af van de streek, de variéteit (cul-
tivar), de rijpingsstaat bij de oogst en plaatselijke land-
bouwkundige praktijken.

De afgelopen jaren kent het proces van het vermalen
van de pericarp een technologische vooruitgang. Deze
vooruitgang brengt een mechanisering van het volledige
proces met zich mee, een verhoging van de werkcapaci-
teit en een specialisatie van het extractieproces wat be-
langrijk is om de kosten te verlagen maar het verhoogt
ook de kwaliteit van de olie (Ben Sassi et al., 2006).

1. Het principe van extractie

Alle extractiemethoden hebben als doel de grootst mo-
gelijke kwantiteit van olie te produceren zonder de oor-
spronkelijke kwaliteit te wijzigen. Als de kwaliteit echter
niet moet worden verbeterd is het noodzakelijk om enkel
mechanische of fysieke methodes te gebruiken bij de ex-
tractie van de olie. Zo voorkomt men chemische en en-
zymatische reacties die de natuurlijke samenstelling kan
veranderen. Het schema van de extractie, recentelijk op-
gesteld, bestaat uit vier principiéle handelingen:
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1. Het kuisen van het fruit (van bladeren ontdoen, de olij-
ven wassen);

2. Bereiding van het deeg (fijnmaken, kneden);

3. Scheiding van de vaste stof (de perskoeken) van de
vloeistof (de olie en het vruchtwater);

4. Scheiding van de vloeistoffen (scheiding van de olie
van het vruchtwater).

1.1 Het reinigen van de vrucht

Het reinigen bestaat uit twee acties: het ontdoen van
de bladeren en het wassen van de vrucht. De machines
om bladeren te ontdoen zuigen de bladeren, takjes en
het vuil weg door een krachtige luchtstroom langs een
ventilator. Daarna worden de olijven gewassen onder
stromend water.

1.2 Het fijnmaken

Deze actie dient om de cellen van de olijven te pletten
en oliedruppels te verkrijgen. Vanuit een praktisch oog-
punt is het onmogelijk om alle cellen fijn te maken en dus
om alle olie uit de olijf te halen. De oliedruppels zijn ook
omgeven door een amfoteer pseudomembraam die de
olie in een staat van emulsie houdt. De stabiliteit hangt
dus af van de grootte van de druppels, hoe kleiner ze zijn,
hoe stabieler ze zijn. Bovendien blijft een kleine mate van
de olie gevangen in het colloidale systeem, gevormd door
de pectine in het deeg.

1.3 Het kneden

De olie moet uit de vrucht worden gehaald door me-
chanische methodes en vanuit de weefsels zodanig dat de
oliedruppels worden samengevoegd bij de grotere drup-
pels tot ze ‘zakjes’ vormen.
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Het kneden is fundamenteel om de extractie te verbete-
ren. Het proces is bedacht om het drukeffect te versterken
en het deeg beter te uniformiseren. Zijn voornaamste doel
is om de emulsie van het water en/of de olie te breken zo-
dat de oliedruppeltjes grotere druppels kunnen vormen.

Di-Giovacchino (1989, 1996) bestudeerde het percen-
tage van de omvang van de oliedruppels in het geplette
deeg. Na het pletten hadden maar 45 % van de druppels
een omvang van meer dan 30 microns, wat de minimum
omvang is bij de scheiding van de olie. Bij het kneden van
het deeg stijgt dit percentage naar 80 % een verhoging
die evenredig loopt met het aantal grotere druppels (fig.
9a et 9b).

Figuur 9a. Percentages van de omvang van de olie-
druppels in het deeg na het fijnmaken (a). (Di Giovac-
chino et al., 2002).
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Figuur 9b. Percentage van de omvang van de olie-
druppels in het deeg na het kneden (b). (Di Giovac-
chino et al., 2002).

1.4 De scheiding van de vloeistof en de
vaste stof

Het fijnmaken en het kneden resulteren in een deeg dat
uit een vaste stof en vloeistof bestaat. De vaste stof wordt
ook wel perskoek genoemd en bestaat uit delen van de
pit, de schil, de celwand, enzovoort. De vloeistof bestaat
uit olie en vruchtwater.

De scheiding van de perskoek en de olie en het vrucht-
water gebeurt door druksystemen centrifuge en filtra-
tieprocessen (Caputo et al., 2003). In de loop van deze
processen werken verschillende toestellen volgens een
bepaalde gevraagde fysieke kracht.

Een drukproces

Klassieke druksystemen helpen de breekmachines. Het
vermalen van de olijjven met daarna het kneden wordt
onder slijpstenen gedaan. Na ongeveer een halfuur ver-
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krijgt men een deeg. Het deeg bestaat uit de perskoek
en een beslag van olie en vruchtwater. De scheiding van
de twee gebeurt door een simpel drukproces waardoor
de olie wordt gescheiden van het vruchtwater door een
natuurlijke bezinking.

Olives

|

Défoliation

|

Lavage

|

Broyage
(Généralement sous des meules)

|

Pressage
(Séparé solides / liquides)

' l

Huile / Eaux de végétation Grignons

Centrifugation / Décantation
(Sépare huile / huile-eau

v

HHiIe Margine

Figuur 10. Extractie van de olijfolie door een traditio-
neel druksysteem
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Vandaag wordt extractie door druk (fig. 9) uitgevoerd
door hydraulische super-persers met een druk die tot 400
at m gaat. Het superdruk systeem werkt op een simpele
wijze met een progressieve verhoging van de druk tot de
maximale waarde na 45-60 minuten en die wordt behou-
den gedurende 10-20 minuten. Na de druk wordt een
klein deel van het water gebruikt om het materiaal te
spoelen en de olie over te zetten naar de bassins. De op-
brengst van het behandelde product stijgt gemiddeld tot
86-90 % en de vochtigheid van de perskoek tot ongeveer
28 %.

Centrifuge

Deze methode is gebaseerd op de scheiding van de ver-
schillende bestanddelen van een mengsel op basis van de
dichtheid.

Als enkel de zwaartekracht wordt toegepast kan de
snelheid van de scheiding extreem traag gaan. Toch kan
de snelheid van de scheiding verhogen als het mengsel
wordt onderworpen aan een artificiéle zwaartekracht. Dit
wordt verwezenlijkt met roterende machines waarvan de
snelheid en de doeltreffendheid meteen afhangen van
de draaisnelheid van de draaiingshoek. Zo komt er een
verschil in de dichtheid van de vloeistoffen die worden
gescheiden.

De machines die worden gebruikt zijn horizontale cen-
trifuges die een draaisnelheid hebben die 3000 keer ho-
ger is dan de natuurlijke versnelling van de zwaartekracht.

De constante centrifugering (fig. 10) omvat de volgen-
de stappen: ontdoen van bladeren en wassen, fijnmalen
van olijven, kneden van het olijvendeeg, centrifuge met
of zonder toevoeging van water voor het tweeledige en
drieledige systeem, achtereenvolgens.
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Olives

Défoliation

'

Broyage
(Généralement sous des meules)

'

. Malaxation
(A température 25 - 30°)

Centrifugation

: .

3 phases 2 phases
Margine Huile Huile  Huile Margine

l Eau (28 - 35°) l

Centrifugation verticale  Centrifugation verticale

v v
: v :

Huile Margine  Huile Margine
. —

Figuur 11. Extractie van olijfolie door centrifugering.

o) XV

57 ee



®e POLYFENOLEN IN OLIJFOLIE, ONSCHATBAAR VOOR UW GEZONDHEID!

e 58



ALGEMEENHEDEN OVER DE OLIJFBOOM EN OLIJFOLIE ee

HOOFDSTUK 3

De bewaaromstandigheden
van de olijfolie

Olijfolie kan meerdere maanden worden bewaard. Tij-
dens de opslag kan de olijfolie organoleptische verande-
ringen ondergaan door de verhoging van de zuurgraad
(door de lipasen) en de ontwikkeling van reacties van ran-
zigheid. Daarvoor moet een reeks voorzorgmaatregelen
in acht worden genomen om olijfolie te bewaren:

© Tanks of trommels moeten worden gemaakt van on-
doordringbaar en inert materiaal voor de olie,

© De olie moet worden afgeschermd van lucht, licht
en temperatuurschommelingen,

© De olie moet in een stockruimte worden opgesla-
gen. Als de olie buiten wordt bewaard moeten de
tanks worden voorzien van een bekleding om ex-
treme temperatuurswisselingen te voorkomen,

© De olie moet op een temperatuur van 12-18° wor-
den bewaard, zonder vorst of hitte. Zo niet wordt de
olie gebroken wit, vrijwel vast met een opstapeling
veroorzaakt door gedeeltelijke kristallisatie van try-
glyceriden en verzadigde vetzuren tijdens de winter
(bij een temperatuur onder de 10°).

Temperaturen boven de 22-25° moeten evengoed wor-
den vermeden want dit versnelt biochemische modifica-
ties en oxidatiefenomenen die tot de ranzigheid van de
olie kunnen leiden. (Sacchi, 2007).
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HOOFDSTUK 1

Olijfolie, een bron van
antioxidanten en goede vetzuren

De chemische samenstelling van olijfolie bestaat uit
hoofd- en secundaire bestanddelen (fig. 12). Olijfolie
bezit een evenwichtige voedingswaarde met vetzuren
en triglyceriden (98 % van het totale gewicht). De over-
vloed aan oliezuur, een enkelvoudig vetzuur, is de eigen-
schap die olijfolie onderscheid van andere plantaardige
olién. Het oliezuur (C18:1 n-9) neemt 56-84 % in beslag
van de vetzuren in olijfolie (Rossell, 2001), terwijl linol-
zuur (C18:2 n-6), een meervoudig onverzadigd vetzuur
essentieel voor de menselijke voeding, 3 tot 21 % in be-
slag neemt (Tiscornia et al., 1982, Visioli et al., 1998).
De secundaire bestanddelen beslaan ongeveer 2 % van
het totale gewicht van de olie, met name, meer dan 230
chemische verbindingen, zoals alifatische en triterpeen
alcoholen, plantensterolen, koolwaterstoffen, vliuchtige
verbindingen en polyfenolen (Servili et al., 2002).

Niettemin onderscheid olijfolie zich van andere olién
door de aanwezigheid van fenolische verbindingen en
andere bepaalde antioxidanten die de olijfolie een hoge
weerstand verlenen tegen oxidatie met een unieke kleur
en smaak. De voornaamste antioxidanten in olijfolie zijn
caroteen en fenolische verbindingen, waaronder lipo-
fiele en hydrofiele fenolen (Boskou, 1996). Het tocofe-
rolgehalte (lipofiele fenolen) vindt men terug in olies van
andere groenten, terwijl sommige hydrofiele fenolen
zoals Hydroxytyrosol in olijfolie meestal niet aanwezig
zijn in andere olién en vetten (Boskou, 1996, Shahidi,
1997).
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Figuur 12. De chemische verbinding van olijfolie.

Extra — .
Bestanddelen wirfin Virgin | Geraffineerde
olijfolie* olijfolie** | olijfolie***
Fraction glycérique
Fractie glycerine/
vetzuren (g/100g)
16:0 acide 6.6 8.6 9.1
palmitique
16:1n-7 0.4 11 0.6
palmitoleinezuur
18:0 stearinezuur 2.8 1.9 3.4
18:1n-9 oliezuur 83.1 78.7 78.6
18:2n-6 linolzuur 5.1 8.3 6.2

Tabel 3. Principaux constituants de I'huile d’olive
(Huang et al., 2008).
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Extra . Geraffi-
virgin Virgin neerde
Bestanddelen AT olijfolie g
olijfolie *x olijfolie
*% * %%
18:3n-3 oa-linolzuur 0.6 — 0.4
18:3n o-linolzuur 0.4 — 0.5
Fractie non-glyceri-
nezuur (mg/kg)
alifatische alcoholen
C,4 C,, alcoholen <200 <200 <200
Triterpeenalcoholen | 500 500 500 -3,000
-3,000 -3,000
Totaal sterolen 1,260.8 687.4 1,366.6
Cholesterol 1.9 2.8 2.0
A3-Avenasterol 91.5 35.1 82.7
B-Sitosterol 1,124.4 640.9 1,268.8
Sitosterol 7.3 2.3 1.1
Stigmasterol 8.2 6.4 12.0
Proteines (ug/kg) 1.76 1.76 1.76
Non-glyceride 100 100 100
esters 250 250 250
Was <250 <250 <350
Koolwaterstoffen
Squaleen 4,277 ND 2,598
B-caroteen 0.33- ND ND
4.0
Polyfenolen 236 164 "

Tabel 3. Principaux constituants de I'huile d’olive

(Huang et al., 2008).
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Extra _— Geraffi-
virgin Virgin neerde
Bestanddelen AT olijfolie iyl
olijfolie or olijfolie
* * k%
e Lipofielen
a-tocoferolgehalte | 300 ND 200
Tocotriénolen ND ND None
e Hydrofiele stoffen 40- 40-1,000 | None
1,000
Hydroxytyrosol Voornaamste fenolische verbindin-
Tyrosol gen in olijfolie met een gemiddelde
concentratie van 8mg/kg

Tabel 3. Principaux constituants de I'huile d’olive
(Huang et al., 2008).

*Extra Virgin olijfolie kom van de vrucht van de olijf-
boom. Het wordt enkel verkregen door mechanische pro-
cessen of andere fysieke procedures onder thermische
omstandigheden die niet leiden tot de wijziging van de
olie en die geen andere procedures zijn ondergaan dan
het wassen, decanteren, de centrifuge en het filteren. Het
gehalte aan vrije vetzuren, uitgedrukt in oliezuren heeft
een maximum gehalte van 1 gram per 100 gram.

**Virgin olijfolie wordt op dezelfde manier van de
vrucht van de olijfooom verkregen als extra Virgin olijf-
olie, maar de vrije vetzuren, uitgedrukt in oliezuren heb-
ben een maximum van 2 gram per 100 gram.

***Geraffineerde olijfolie is de olie die wordt ver-
kregen uit Virgin olijfolie door raffinagetechnieken
die geen wijzigingen brengen in de oorspronkelijke
glycerinestructuur.
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1. Vetzuur, triacylglycerol en
gedeeltelijke glyceriden

De vetzuren die aanwezig zijn in olijfolie zijn de vol-
gende: palmitinezuur (C16:0), palmitoleinezuur (C16: 1),
stearinezuur (C18:0), oliezuur (C18: 1), linolzuur (C18:2),
linoleenzuur (C18:3), myris-tinezuur (C14:0). Heptade-
caanzuur en arachidinezuur komen in kleine mate voor.
Scano et al., (1999), vonden sporen van vacceenzuur en
arachidinezuur bij het bestuderen van een staaltje olijfolie
in NMR (kernspinresonantie).

Figuur 13. Structuur van de hoofdzuren in olijfolie (1)
oliezuur, (2) linolzuur (Amanda et al., 2010).

Het vetzuurgehalte in olijfolie hangt af van de produc-
tiezone, de breedtegraad, het klimaat, de soort en de rij-
pingsfase van de vrucht. Baccouri et al. (2008) hebben
bewezen dat de verhouding oliezuren/linolzuur de ten-
dens heeft te verlagen naarmate de olijven rijper worden.
Bovendien zijn de ltaliaanse, Spaanse en Griekse olién
arm aan palmitinezuur en linolzuur. Ze tonen wel een
verhoogd percentage oliezuurgehalte. De Marokkaanse
en Tunesische olién zijn rijk aan linol en palmitinezuur en
armer aan oliezuur.

Aan de hand van de analyse van staaltjes uit verschil-
lende landen kan olijfolie in twee types worden verdeeld:
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© Olién arm aan palmitine en linolzuur en rijk aan
oliezuur.

© Olién rijk aan linol en palmitinezuur en arm aan
oliezuur.

Het vetzuurgehalte hangt af van de rijpheid van de
olijf. Ninni (1999) toonde aan dat oliezuur zich eerst in de
vrucht vormt en dat er een sterk antagonerend verband
bestaat tussen oliezuren, palmitinezuren, palmitoleinezu-
ren en linolzuren.

2. De polyfenolen in olijfolie,
machtige antioxidanten

De term “polyfenolen” is ontstaan door de polaire fe-
nolfractie in olijfolie (een verouderde term als men naar
recente publicaties kijkt). Deze term wordt in de litera-
tuur gebruikt om substanties te definiéren met een ben-
zeenkern met een of meerdere hydroxylgroepen, met hun
functionele derivaten inbegrepen (Harborne, 1989). De
fenolische verbindingen die aanwezig zijn in olijfolie zijn
extraheerbaar in het mengsel water/methanol en worden
gewoonlijk aangeduid als biofenolen (Uccella, 2001).

In de laatste tien jaar is het onderzoek naar deze verbin-
dingen aanzienlijk gestegen om verschillende redenen:
de fenolische verbindingen zijn verbonden met de stabili-
teit of weerstand van de olie, door hun biologische eigen-
schappen. Vooral fenolische verbindingen in olijfolie zoals
Hydroxytyrosol en zijn derivaten zijn het onderwerp van
vele studies met als doel het bepalen van het verband tus-
sen voedingsopname en het risico op verschillende hart-
en vaatziektes.

De fenolische fractie van olijfolie bestaat uit een hetero-
geen mengsel van bestanddelen. Elk van deze bestandde-
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len beinvloedt de chemische eigenschappen en heeft een
bepaalde invloed op de kwaliteit van de olie (Psomadiou
et al,, 2003). De aanwezigheid van hydrofiele fenolen in
de olie is al sinds 40 jaar aangetoond door Cantarelli et
Montedoro (1961, 1969).

2.1 De fenolische monomeren

De fenolische monomeren in olijfolie, die de zuren en de
fenolische alcoholen hergroeperen zijn de volgende (in al-
fabetische volgorde): 4-acetoxy-ethyl-1, 2-dihydroxyben-
zeen, 1-acetoxypinoresinol, apigenin, koffiezuur, kaneel-
zuur (geen fenol), De zuren o- en p-coumaric, ferulazuur,
galluszuur, HVA, 4-hydroxybenzoézuur, Hydroxytyrosol,
luteoline, Oleuropein, pinoresinol, protocatechuic acid,
sinapic acid, “I'acide syringique”, Tyrosol, vanillinezuur en
vanilline. De aanwezigheid van elenol zuur ‘I'acide élénoli-
que’ (geen fenol) in dezelfde fractie is verschillende keren
aangetoond. (Brenes et al., 2000, Morales et Tsimidou,
2000; Owen et al., 2000, Garcia et al., 2001, Mateos et
al., 2001 ; Boskou, 2002).

Tyrosol, Hydroxytyrosol en hun derivaten zijn de voor-
naamste vertegenwoordigers van de monomerenfractie.

Het meest polaire deel van het methanol/water extract
bevat vrije fenolen en fenolzuren. Het minst polaire deel
bevat aglycon Oleuropein (Hydroxytyrosol veresterd met
elenolzuur) en ligstroside (Tyrosol veresterd met elenol-
zuur), luteoline en apigenin (flavones) alsook kaneelzuur
en elenolzuur.

Bianco en zijn medewerkers (2001) ontdekten een
nieuwe klasse fenolen: hydroxyl-iso-chromanen. De
identificatie van twee delen van deze klasse: 1-phenyl-6,
7-dihydroxy-isochromane en 1 - (3-methoxy-4-hydroxy)
phenyl-6, 7-dihydroxy-isochromane werden bevestigd

69 oo



®e POLYFENOLEN IN OLIJFOLIE, ONSCHATBAAR VOOR UW GEZONDHEID!

door de spectra van de fenolen te vergelijken. Ze werden
van de olie gescheiden door extractie in de vaste fase,
met de spectra LC-MS van de afgeleide bestanddelen van
een reactie tussen Hydroxytyrosol aromatische aldehyde
(benzaldehyde en vanilline). Eenzelfde reactie komt ook in
de natuur voor. In dit geval speelt oliezuur als katalysator.

Hydroxytyrosol, aanwezig in de olijf, komt voor in een
geglycosyleerde vorm maar wordt voornamelijk verbon-
den met zijn geésterde vorm in het aglycondeel van de
Oleuropein. Tijdens de kneedprocedure is de Hydroxytyro-
sol bevrijd door de glucosidases en esterasen (Fig. 14). Dit
hydrolytisch proces, die de kwantiteit van de carbonylver-
bindingen verbetert, bevordert de formatie van isochrome
afleidingen.

Figuur 14. De oorsprong van hydroxytyrosol
I'hydroxytyrosol (Granados-Principal et al., 2010).
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Substitutiegroepen

Samenstelling (PM) Structuur
Benzoézuur en zijn derivaten
3-hydroxy-benzoézuur 3-0H (138)
p-hydroxy-benzoézuur 4-0H (138)
3,4-dihydroxy-benzoézuur 3,4-0H (154)
Gentisinezuur 2,5-0H (154)
Vanillinezuur 3-0CH3, 4-0H (168)
Galluszuur 3,4,5-0H (170)
Acide syringique 3,5-0CH3, 4-0H (198)
Kaneelzuur en zijn derivaten
0-coumaric zour 2-0H (164)
p-coumaric zuur 4-0H (164)
Koffiezuur 3,4-0H (180)
Ferulazuur 3-0CH3, 4-0H (194)
Sinapic zuur 3,5-0CH3, 4-0H (224)
Fenolalcoholen
Tyrosol ((p-hydroxyphenyl)
ethanol) of p-HPEA 4-0H (138)
Hydroxytyrosol [(3,4-dihy-
droxyphenyl) ethanol]
of 3,4-DHPEA 3,4-0H (154)
Andere fenolzuren
en hun derivaten
p-Hydroxyphényleacétique zuur | 4-OH (152)
3,4-Dihydroxyphényleacétique 3.4-0H (169)
uur
4-Hydroxy-3- méthoxyphényla- 3.0CH3, 4-0H (182)

cétique zuur

Tabel 4. De fenolische verbindingen in Virgin olijfolie:
naam van de verbinding, algemene chemische struc-
tuur en moleculaire gewicht (PM: g.mol-1), (Bendini

et al., 2007).
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Bestanddelen Subsiih(l:,i&g;roepen Structuur

3-(3,4-Dihydroxy- phényle)

propénoique (182)
Dealdehydevormen van secoiridoides
Décarboxyméthylvormen van

anglycon en Oleuropein R -OH (304)
(3,4-DHPEA-EDA)

Décarboxyméthylevormen van

anglycon van ligstroside R -H (320)
(p-HPEA-EDA)

Aglycon secoiridoides

Anglycon Oleuropein of

3,4-DHPEA-EA R -OH (378)
Anglycon ligstroside of

p-HPEA-EAF R -H (362)
Aldehydevormen van

Oleuropein Anglycon R -OH (378)
Aldehydevormen van

Anglycon van ligstroside R -H(362)
Flavonolen

(+)-Taxifoline (304)

Flavones

Apigenin R -OH, R2-H (270)
Luteoline R -OH, R2-OH (286)
Lignanen

(+)-Pinoresinol R-H (358)
(+)-1-Acetoxypinoresinol R-0COCH3 (416)
(+)-1-Hydroxypinoresinol R-OH (374)

Tabel 4. De fenolische verbindingen in Virgin olijfolie:
naam van de verbinding, algemene chemische struc-
tuur en moleculaire gewicht (PM: g.mol-1), (Bendini
et al., 2007).
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Substitutiegroepen
Bestanddelen (PM) Structuur

Hydroxyisochromanes

1-Phényl-6,7-dihydroxy-

isochromane R R,R2-OH,R-H (242)
1-(3'-Methoxy-4'-hydroxy)

phényle 6,7-dihydroxy-

isochromane ) R,-OH, R2-0CH3 (288)

Tabel 4. De fenolische verbindingen in Virgin olijfolie
naam van de verbinding, algemene chemische struc-
tuur en moleculaire gewicht (PM: g.mol-1), (Bendini
et al., 2007).

De identificatie van Oleocanthal en andere fenolische
verbindingen vonden recentelijk plaats (Fig. 15) (Bianco et
al., 2005, Beauchamp et al., 2005). Nu moet er nog wor-
den bepaald of deze verbindingen aanwezig zijn in spe-
cifieke olién (op basis van specifieke cultivars) of ze toe-
behoren aan olijfolies van goede kwaliteit. Beauchamp en
zijn medewerkers (2005), concluderen dat Oleocanthal,
een verbinding met dezelfde farmaceutische capaciteit
als ibuprofen®, een ontstekingsremmend geneesmiddel,
enkel kan gevonden worden in vers geperst extra Virgin
olijfolie en dat de aanwezigheid ervan verbonden is aan
een tinteling in de keel.

Figuur 15. Onlangs ge-
identificeerde fenolische
verbindingen in olijfolie:
(@) Oleocanthal, (b) me-
thylacetaat van aglycon
van ligstroside en (c) B-
ester van methylhydroxy-
tyrosolmalaat.
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3. Het tocoferolgehalte

Het onderzoek naar de aanwezigheid en het gehalte
van tocoferol in Virgin olijfolie toont aan dat buiten de
acht bekende “E-vitameren”, de a-homoloog 90 % van
het totale tocoferolgehalte beslaat. De a-tocoferol komt
in vrije vorm voor. De geregistreerde gehaltes blijken een
breed scala van a-tocoferol per kg olie te bevatten. Dit
hangt af van de cultivars en de gebruikte technologische
procedures. De invoering van goede fabricatieprocessen
en procedures voor de controle van de kwaliteit voor alle
eetbare olijfolies heeft een positieve impact op het toco-
ferolgehalte. De gehaltes die momenteel vastgesteld zijn,
zijn veel hoger dan de gemiddelde waarde van 100 mg/kg
vastgesteld in vroegere olijfolies (Gunstone et al., 1994,
Belitz et al., 2004).

Het niveau van a-tocoferol kan worden verbonden met
de verhoogde kwantiteit chlorofylpigmenten en zijn ge-
lijktijdige werking tegen zuurstofradicalen (Grammes et
Eskins, 1972). De tocoferolconcentratie blijkt kleiner in
rijpe vruchten. De data van hun invloed op het extractie-
systeem varieert (Psomiadou et Tsimidou, 1998, Beltran
et al., 2005). Het raffineren of hydrogeneren veroorzaken
een verlies in het tocoferolgehalte (Andrikopoulos et al.,
1989, Rabascall et Riera, 1987).

4. Koolwaterstoffen

Er zijn twee koolwaterstoffen in belangrijke mate
aanwezig in olijfolie, squaleen en B-caroteen. Squaleen
(2,6,10,15,19,23 hexaméthyl-2-,6,10,14,18,22  tétra-
cosahexane) is de metaboliet die voorafgaat aan de for-
matie van de sterolenkern. Zijn aanwezigheid wordt deels
aangenomen als verantwoordelijk voor de positieve effec-
ten voor de gezondheid in olijfolie en voor zijn chemo-
preventieve acties tegenover bepaalde kankers (Rao et al.,
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1998, Smith et al., 1998). Het is het hoofdbestanddeel
van de onverzeepbare bestanddelen in olijfolie en beslaat
meer dan 90 % van de koolwaterstoffen (Perrin, 1992,
Lanzoén et al., 1994). Zijn concentratie varieert van 200
tot 7500mg per kg olie (Perrin, 1992). Zelfs de hogere
concentraties tot 12000 mg/kg zijn teruggevonden (Lan-
zon et al., 1994). Deze kwantiteit hangt af van de cultivar
(De Leonardis et al., 1998, Manzi et al., 1998), van het
extractiesysteem van de olie (Nergiz et Unal, 1990) en bo-
vendien vermindert het aanzienlijk tijdens het raffinage-
proces (Mariani et al., 1992, Lanzon et al., 1994). De vari-
atie in de concentratie kan liggen aan twee verschillende
geanalyseerde methodes (Nenadis et Tsimidou, 2002). De
fractie van koolwaterstoffen in Virgin olijfolie bevat ook
diterpenen en triterpenen, isoprenoidale polyolefinen en
n-paraffine (Lanzon et al., 1994).

5. Pigmenten

De olijfolie verkrijgt zijn groene en gele kleur door de
chlorofyl en caroténoiden. Dit wordt ook beinvloedt door
de cultivar van de olijf, het rijpingsproces, het productie-
gebied, het extractiesysteem en de bewaarvoorwaarden.
De kleur kan daarom worden beschouwd als een aanwij-
zing van de kwaliteit maar jammer genoeg bestaan er
nog geen standaardmethoden om dit te meten.

De chlorofyl nemen hun magnesium ionen en veran-
deren deze in koperfeofytinen, wat groene en geelach-
tige pigmenten zijn. Onder deze laatstgenoemden is de
o-feofytine (o-feo) de meest dominante (Minguez-Mos-
quera et al., 1990, Minquez-Mosquera et al., 1991, Rah-
mani et Csallany, 1991, Gandul-Rojas et Minquez-Mos-
quera, 1996, Psomiadou et Tsimidou, 2001).
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HOOFDSTUK 2

De analyse en kwantificering van
polyfenolen in olijfolie

Het polyfenolgehalte is duidelijk verbonden aan de
kwaliteit van de Virgin olijfolie en zijn bijdrage aan de
stabiliteit van de antioxidanten van de olie is grotendeels
geaccepteerd. De landbouwkundige en technologische
voorwaarden van de productie van olijfolie beinvlioeden
sterk de kwaliteit en de kwantiteit van de hydrofiele fen-
olische verbindingen. Om deze redenen is de identificatie
en de kwantificatie van de bestanddelen van groot be-
lang. Er zijn veel verschillende analyseprocedures voorge-
steld om het volledige profiel van de fenolen te bepalen.

De colorimetrische methode die universeel wordt toe-
gepast om de fenolische waarden te bepalen in de water-
methanol extractie is gebaseerd op het reactieve gebruik
van het Folinfenol. De resultaten worden over het alge-
meen uitgedrukt in het equivalent van koffiezuur (mg
koffiezuur/ kg olie), andere fenolen die als standaard kun-
nen worden gesteld zijn galluszuur en looizuur (Tsimidou,
7999). De resultaten kunnen variéren, dit hangt af van de
gebruikte norm en de relatieve concentratie van de ver-
schillende bestanddelen (Singleton et al., 1999, Hrncirik
et Fritsche, 2004). Desondanks wordt de klassieke colori-
metrische methode algemeen toegepast bij de kwantifi-
catie van polaire fenolen, omdat deze een goede indicatie
geeft van de stabiliteit van de olie (Gutfinger, 1981, Apa-
ricio et al., 1999, Blekas et al., 2002, Psomiadou et al.,
2003).

In het algemeen bestaat de analyseprocedure om de ver-
schillende fenolische verbindingen in olijfolie te bepalen
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uit drie fundamentele fasen: de extractie van de olie, de
analyse van de scheiding en de kwantificatie. Het geheel
van de technieken op basis van vloeistof-vloeistofextractie
of van vaste fase-extractie (SPE-kolom) wordt gebruikt om
de polaire fenolische fractie te isoleren van de olijfolie.
De analytische technieken zijn gebaseerd op spectrofoto-
metrische methodes, zoals de gaschromatografie (GC), de
hogeprestatievlioeistofchromatografie (HPLC) en de capil-
laire elektroforese (CE). De CE werd onlangs toegepast bij
de analyse van fenolische verbindingen in olijfolie en was
baanbrekend voornamelijk door zijn hoge resolutie. De
techniek werd geoptimaliseerd door de volumeverminde-
ring in de steekproef en door een vermindering van de
analyseduur (Carrasco-Pancorbo et al., 2005).
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HOOFDSTUK 1

De voordelen van olijfolie
zijn voornamelijk te danken
aan zijn polyfenolen

Olijfolie zit boordevol antioxidanten, zoals
polyfenolen en in het bijzonder Hydroxy-
tyrosol en Tyrosol. Het helpt bij het behan-
delen en voorkomen van hart- en vaatziek-
ten, kankers, diabetes, neurodegeneratieve
ziektes, ontsteking en ouderdom. Het zijn
antimicroben en spelen ook een belangrijke
rol bij de versterking van het immuun-
systeem en de bescherming van bepaalde
weefsels en organen tegen de schade van
oxidatie aan de hersenen, de lever, bloedcel-
len, spieren en slagaders.

De interesse voor een mediterraan dieet is groter ge-
worden over heel de wereld in de afgelopen tien jaar, zelfs
bij voedingsdeskundigen buiten het Middellandse zee ge-
bied. Dit komt grotendeels doordat het dieet wordt geas-
socieerd met een langere levensduur, een betere levens-
kwaliteit en aan het voorkomen van hart- en vaatziektes,
kanker en cognitieve achteruitgang door ouderdom (7ri-
chopoulou et al., 2003, Trichopoulou et al., 2005). Het
mediterraan dieet is rijk aan gezonde vetten, het tegen-
overgestelde van aanbevolen diéten de afgelopen tiental-
len jaren werden aangeraden door menig voedingsdes-
kundige in andere geografische zones.

Nochtans is het hoofdbestanddeel van de vette stof in
het mediterraan dieet (Fig. 16) afgeleid van een enkele voe-
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dingsstof, olijfolie, wat betekent dat de voeding arm is aan
verzadigde vetten maar rijk aan vetzuren, enkelvoudig en
meervoudig onverzadigd en in het bijzonder, oliezuur.

Figuur 16. De voornaamste bestanddelen van medi-
terrane voeding.

In de afgelopen jaren zijn andere olién met een gelijk-
waardige vetsamenstelling beschikbaar gesteld voor de
menselijke voeding, door de technologische vooruitgang.
Het gaat om bepaalde olies verkregen uit verschillende
soorten zaaizaad, waarvan sommige rijk zijn aan oliezuur
zoals zonnebloem, soja en koolzaadolie. Deze situatie
leidde tot een nieuw concept in het mediterraan dieet,
waar het oliezuur niet meer noodzakelijkerwijs van olijf-
olie moet komen maar ook uit andere olién kan worden
gehaald.

Het mediterraan dieet werd gekoppeld aan een lage
consumptie van vlees, een bron van verzadigde vetten en
ook aan rijke plantaardige enkelvoudig onverzadigde vet-
ten. Onderzoek heeft het belang benadrukt van plantaar-
dige voeding (en ook van koolhydraten en onverteerbare
vezels) en het regelmatige gebruik van olijfolie.
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Met betrekking tot het hart- en vaatsysteem zijn de be-
schermende eigenschappen van olijfolie, tot recente data,
enkel te danken aan zijn hoge gehalte van enkelvoudig
onverzadigde vetzuren (EQV), voornamelijk oliezuur. De
toevoeging van EOV brengt een hogere resistentie van
LDL tegen oxidatie (Bonanome et al., 1992), wat de ba-
sis vormt voor een risicofactor voor coronaire hartziekten
(Witztum et Steinberg, 2001). Bij wijze van een voorbeeld,
heeft de FDA (Food and Drug Administration, USA) een
gezondheidsclaim geautoriseerd voor de EOV in olijfolie
en voor een lager risico op coronaire hartziekten (FDA,
P04-100, 2004).

Meerdere observaties pleiten tegen de hypothese van
oliezuren als de enige factor verantwoordelijk voor de ba-
sis van hart- en vaatziekten in mediterraan gebied. Het
effect van EQV bijvoorbeeld op lipiden en circulerende
lipoproteinen is nog niet geheel duidelijk, hoewel de prin-
cipiéle effecten van EQV op het serumcholesterol over het
algemeen beschouwd worden als indirect (Belkner et al.,
1993, Hegsted et al., 1993, Gardner et Kraemer, 1995).
Bepaalde studies (Mensink et al., 2003) hebben het di-
recte cholesterolverlagende effect bewezen, weliswaar in
bescheiden mate, van de EOV enkel wanneer ze de kool-
hydraten als energiebron vervangen. Daarbij verhogen de
EQV het lipoproteinegehalte met hoge dichtheid (HDL)
meer dan de meervoudig onverzadigde vetzuren wanneer
de twee vetzuurklassen de koolhydraten vervangen in de
voeding (Mensink et al., 2003).

De positieve effecten van de consumptie van olijfolie
gaan verder dan een verlaging van de cholesterol en de
lipoproteines met een lage dichtheid. De belangrijkste kli-
nische en biologische effecten van de rijke voeding van
EOV (met name oliezuren) tegenover het metabolisme
van lipoproteines, de schade van oxidatie, ontstekingen,
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erectiestoornissen, bloeddruk, trombose en het metabo-
lisme van koolhydraten, zijn door vele auteurs bestudeerd
(Covas, 2009, Huang et al., 2008).

Oliezuur is een van de meest dominante vetzuren in de
meest geconsumeerde levensmiddelen van dierlijke oor-
sprong, zoals gevogelte en varken. In tegenstelling tot
de algemene overtuiging is het percentage van oliezuur
in mediterrane voeding maar lichtelijk hoger dan die in
andere westerse voeding, van bijvoorbeeld Noord Ame-
rika (Dougherty et al., 1987, Katan, 1995). Het is daarom
weinig geloofwaardig dat oliezuur alleen zorgt voor de
positieve effecten van olijfolie op de gezondheid. Het is
even interessant om vast te stellen dat meerdere soorten
zaadolie, door genetische selectie verkregen en verkrijg-
baar op de markt zoals zonnebloem, soja en koolzaadolie
vandaag de dag rijk zijn aan enkelvoudig onverzadigde
vetzuren maar zonder fenolische verbindingen. Deze olién
hebben niet hetzelfde effect als olijfolie op de verlaging
van de cholesterol en lipoproteines met een lage dicht-
heid (Owen et al., 2000, Gunstone, 2004).

Als oliezuur belangrijke beschermende ef-
fecten heeft op het hart, een lage hart- en
vaatziekten incidentie en een langere le-
vensduur met zich meebrengt, zou dit ook
buiten het Middellandse zeegebied moeten
zichtbaar zijn waar de consumptie van olijfo-
lie niet zo hoog ligt.

Het volgende hoofdstuk bespreekt het bewijsmateriaal
dat aantoont hoe de fenolische verbindingen in olijfolie
een rol spelen in de bescherming en behandeling van
hart- en vaatziekten, kanker en andere aandoeningen in
het mediterrane gebied.
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HOOFDSTUK 2

De polyfenolen in olijfolie zijn erg
biologisch beschikbaar en bioactief

Onder de biologische beschikbaarheid van een sub-
stantie verstaan we de proportie van deze substantie in
de grote bloedsomloop na orale toediening en ook diens
metabolisme, verspreiding en afbraak. Het is belangrijk
om niet alleen te weten wat de dagelijkse kwantiteit inge-
nomen polyfenolen moet zijn maar ook hun biologische
beschikbaarheid aangezien hun voedingskwaliteit en ef-
fecten op het systeem afhangen van hun absorptie in het
maagdarmkanaal.

1. De absorptie van fenolische
verbindingen

De fenolische verbindingen in olijfolie zijn
niet toxisch en hun absorptie hangt af van
de toegediende dosis. Deze verbindingen
zijn zeer biologisch beschikbaar als natuur-
lijke bestanddelen van olijfolie.

Bai et al. (1998) hebben ontdekt dat de orale toedie-
ning van Hydroxytyrosol bij ratten leidde tot een snelle
verschijning in het bloed, met maximale concentraties al
verkregen in de volgende 5-10 minuten. De Hydroxyty-
rosol is volledig afgebroken en/of gemetaboliseerd na 180
minuten na de inname.

Visioli en zijn medewerkers hebben de absorptie van
fenolische verbindingen van olijfolie in de mens bestu-
deerd. Zes vrijwillige mannen (tussen de 27 en 33 jaar)
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kregen 50ml uit vier steekproeven van olijfolie boordevol
Hydroxytyrosol (Olivie Plus). Na 24 uur werd er een urine-
test afgelegd. De resultaten toonden dat de verhouding
Tyrosol/Hydroxytyrosol in de urine gelijk is aan deze in de
olijffolie (~1.7). Na de resultaten van deze auteurs kan
men vaststellen dat het gehalte van de uitscheiding van
Tyrosol/Hydroxytyrosol in de urine afhangt van de toege-
diende dosis. De gegevens laten uitschijnen dat fenolische
verbindingen, ook Tyrosol en Hydroxytyrosol geabsor-
beerd worden na toediening en worden uitgescheiden in
de vorm van glucuronideconjugaat. In een andere studie
heeft urineanalyse de aanwezigheid van twee andere me-
tabolieten van Hydroxytyrosol aangetoond, homovanilli-
nezuur (4-hydroxy-3-methoxy fenylazijnzuur) en homova-
nillyl (Caruso et al., 2001).

Figuur 17. Biodisponibilité
d'une substance chimique.

In een andere studie over biologische beschikbaarheid
hebben Tuck et al. (2001) de absorptie en afbraak van ra-
dioactief gelabelde Hydroxytyrosol en Tyrosol bestudeerd
bij mannelijke Sprague-Dawley ratten. Na de intraveneu-
ze injectie (in een zoutoplossing) en orale toediening (in
olijfolie en een waterige oplossing) van de beide verbin-
dingen leidden de intraveneuze en orale toediening tot
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een significante afbraak in de urine na 24u, wanneer de
verbindingen oraal werden toegediend langs een waterige
oplossing. Bij Hydroxytyrosol en Tyrosol was er geen signi-
ficant verschil te merken aan de afgebroken kwantiteit in
de urine tussen intraveneuze injectie en orale toediening in
een olieachtige oplossing. De analyse van de urinestaaltjes
toonden de aanwezigheid aan van Hydroxytyrosol en vijf
andere metabolieten. De schatting van de orale biologische
beschikbaarheid van Hydroxytyrosol, wanneer hij in een
olieachtige oplossing wordt toegediend en daarna in een
waterige oplossing, bedraagt 99 % en 75 %. (Fig. 18a),
terwijl de schatting van de biologische beschikbaarheid van
Tyrosol 98 % en 71 % was, respectievelijk (Fig. 18b).

Figuur 18. De biologische beschikbaarheid van
(a) Hydroxytyrosol en (b) Tyrosol naar het type van
transportstof.
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In 2003 hebben diezelfde Visioli et al. hun resultaten
bevestigd voor de mens. Ze hebben de uitscheiding van
Hydroxytyrosol in de mens vergeleken, wanneer deze als
een natuurlijke verbinding van extra Virgin olijfolie werd
geconsumeerd en toegevoegd aan geraffineerde olijfolie
en yoghurt. De uitscheiding van Hydroxytyrosol was veel
hoger na zijn toediening als een natuurlijke verbinding
van olijfolie (44,2 % van Hydroxytyrosol) dan bij zijn toe-
diening van geraffineerde olijfolie (23 % Hydroxytyrosol)
of in yoghurt (5,8 % Hydroxytyrosol) (Fig. 19). Het ver-
hoogde gehalte van de uitscheiding getuigt van een ver-
hoogde absorptie van Hydroxytyrosol.

Figuur 19. Urinaire uitscheiding van hydxroxytyrosol
naar het type van transport.

In een andere studie slikten acht gezonde vrijwilligers
1009 extra Virgin olijfolie. Staaltjes van hun bloed werden
op verschillende momenten na de toediening genomen.
De onderzoekers concludeerden dat de fenolische verbin-
dingen in olijfolie geabsorbeerd waren in de darmen. Dit
echter langs een weg die onafhankelijk is van de formatie
van chylomicronen (lipoproteines die zich bij de spijsverte-
ring vormen, die verantwoordelijk zijn voor het transport
van lipiden in de dunne darm naar de perifere vetweef-
sels, waar ze worden aangepast). De verbindingen kun-
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nen een belangrijk effect als antioxidant uitoefenen in
vivo, waarschijnlijk in de postprandiale fase (Bonanome
etal., 2000).

Nog een andere studie bestudeert de supplementaire
absorptie van polyfenolen in Virgin olijfolie bij proefper-
sonen met ileostoma. Vissers et al. (2001) ontdekten dat
de fenolische verbindingen vooral worden geabsorbeerd
in de dunne darm. De absorptie wordt bewezen door de
uitscheiding van tyrosol en hydroxytyrosol in de urine. Er
werd geschat dat de zichtbare absorptie van de fenolische
verbindingen ongeveer 55-66 % stegen boven de inge-
nomen dosis. In een kwantitatieve studie ontdekten Ruiz-
Gutierrez et al., (2000) dat het gehalte hydroxytyrosol in
het bloed ongeveer 5 % is na 5 minuten na de inname.

Manna et al. (2000) bestudeerden de moleculaire me-
chanismen van het transport in het darmkanaal van hy-
droxytyrosol. Ze gebruikten ondertussen de cellen Caco-2
met een monolaag, gedifferentieerd als model voor het
menselijke darmepitheel. De kinetische gegevens sug-
gereren dat het transport van ["*C]-hydroxytyrosol door
een passief en tweerichtingsmechanisme van verspreiding
werkt. De waarde van de coéfficiént van de berekende
zichtbare doorlaatbaarheid suggereert dat de hydroxyty-
rosol voor 100 % in het darmkanaal wordt geabsorbeerd.
Deze gegevens versterken de stelling dat hydroxytyrosol
een hoge biologische beschikbaarheid heeft.

2. Het metabolisme

Na de intraveneuze toediening van ["“C]-hydroxytyro-
sol bij ratten, is minder dan 8 % van de geregistreerde
radioactiviteit aanwezigheid in het bloed 5 minuten na
de injectie (6 % verbonden aan plasma en 2 % aan cel-
fracties). Slechts 0,1 % van de toegediende dosis die cor-
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respondeert met de detecteerbare hydroxytyrosol in het
bloed vijf uur na de toediening. Ongeveer 90 % van de
toegediende radioactiviteit werd gevonden in de urine in
de volgende vijf uur, terwijl ongeveer 5 % in de feces en
de inhoud van het maagdarmstelsel werd teruggevon-
den. De ["“C]-hydroxytyrosol is enzymatisch omgezet in
vier derivaten van oxides en/of gemethyleerd. Een signifi-
cant deel van de totale radioactiviteit werd geassocieerd
met vormen van zwavelzuurconjugaten, wat evenwel de
hoofdproducten van de uitscheiding in urine vertegen-
woordigt. Op basis van deze resultaten hebben meerdere
onderzoekers (Fig. 20) een metabolische weg voorgesteld
van de exogene toediening van hydroxytyrosol waar-
onder catechol-O-methyltransferase, alcoholdehydro-
genase, aldehydedehydrogenase en fenolsulfotransferase
(D’Angelo et al., 2001).

Figuur 20. De belangrijkste metabolisatieroutes van
hydroxytyrosol in de mens zoals voorgesteld door
D’Angelo et al., (2001).

ee 90



DE EFFECTEN VAN OLIJFOLIE OP DE GEZONDHEID ee

Drie groepen van mannelijke Sprague-Dawley ratten
kregen 1,5 of 10 mg/kg vruchtwaterextracten, 41,4; 207
en 414 pg/kg hydroxytyrosol verschaffend, respectievelijk.
De hydroxytyrosol werd geabsorbeerd en uitgescheden in
de urine, voornamelijk in de vorm van glucuronidecon-
jugaat. Ongeveer 25 % van de totale toegediende dosis
hydroxytyrosol werd teruggevonden in de urine (in vrije
vorm en in de vorm van glucuronideconjugaat).

Caruso et al. (2001) bestudeerden de metabolisatie-
route van hydroxytyrosol na de inname van Virgin olijfolie
(50ml, 7 tot 23 mg hydroxytyrosol bevattend in het totaal)
bij zes gezonde mannelijke vrijwilligers. De resultaten sug-
gereren dat het metabolisme van hydroxytyrosol het en-
zym catechol-O-methyltransferase nodig heeft.

Ter samenvatting, meerdere onderzoekers toonden de
grote biologische beschikbaarheid aan van hydroxytyro-
sol in de mens na de orale toediening van olijfolie. Deze
studies bewezen de aanwezigheid van hydroxytyrosol in
de urine en in het bloed. Het is ook goed om weten dat
Oleuropein, evenzeer aanwezig in olijfolie, kan worden
geabsorbeerd en gehydrolyseerd in hydroxytyrosol.

3. Uitscheiding

Visioli et al. (2003) bestudeerden de uitscheiding van
vrije hydroxytyrosol in urine en geconjugeerd bij ratten en
mensen na de toediening van olijfolie. De resultaten van
deze studie tonen aan dat na 24 u de mens 31 % van de
hydroxytyrosol uitscheidt en de ratten maar 5 %.

In een opeenvolgende studie bewezen Miro-Casas et al.
(2003b) een verhoogde concentratie hydroxytyrosol na de
inname van eenzelfde dosis (50ml) en in de consumptie
op korte termijn (25ml per dag voor een week) Virgin
olijfolie bij zeven gezonde personen. Miro-Casas et al.
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(2003a) toonden ook een verhoging aan van de concen-
tratie van hydroxytyrosol en 3-O-methyl-hydroxytyrosol in
het plasma na de inname van Virgin olijfolie (25 ml) bij de
mens, ze bereikten maximale concentraties na 32 en 52
minuten, respectievelijk. De schatting van de halfwaarde-
tijd van de afbraak van hydroxytyrosol was 2,43 uur, ter-
wijl de maximale concentratie 26 pg/l was. Op basis van
deze resultaten blijkt 98 % van de hydroxytyrosol aanwe-
zig in het plasma en in urine in conjugaatvorm, voorna-
melijk glucuronideconjugaat, wat kan betekenen dat een
eerste metabolisatieroute lang de darmen/lever gaat van
de ingenomen hydroxytyrosol.

In een vervolgonderzoek van de absorptiestudie bij
de urinestaaltjes identificeerden Tuck et al. (2002) drie
metabolieten van de hydroxytyrosol door middel van
massaspectroscopie (MS/MS in tandem): het monosul-
faatconjugaat, het 3-O glucuronideconjugaat en 4-hy-
droxy-3-methoxyfenolzuur (homovanillinezuur). Tuck en
Hayball (2002) toonden aan dat de hydroxytyrosol werden
uitgescheden in de nieren in vrije vorm en geconjugeerd
in de volgende samenstellingen: glucuronide, sulfaat, ho-
movanillinezuur, homovanillylalcohol, 3,4-dihydroxyfenol-
zuur en 3,4-dihydroxyfenolzuuraldehyde.

00
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HOOFDSTUK 3

De kracht van antioxidanten in
polyfenolen van olijfolie

De homeostase op celniveau en op het niveau van het
lichaam, komt overeen met het evenwicht tussen de for-
matie van zuurstofsoorten en hoog reactieve stikstof en
de actie van antioxidanten wanneer ze acceptabele ge-
haltes van hun substanties behouden en hun niet spe-
cifieke reacties tegenover biomoleculen (nucleinezuren,
proteines, vetzuren, etc.) minimaliseren (Fig. 21) wat kan
leiden tot degeneratieve ziektes (atherosclerose, kanker,
diabetes, reumatoide artritis en ontstekingsziektes) (Pé-
rez-Jiménez, 2006).

Een vrije radicaal is een chemisch gegeven, een atoom
of een molecule, met niet gepaarde elektronen. Deze ver-
binding is zeer instabiel en kan reageren met de meest
stabiele moleculen om het elektron te koppelen. Het kan
ofwel het elektron afbreken (zoals bij oxidatie) ofwel het
overdragen (zoals bij een reductiemiddel). Deze eerste ac-
tie leidt meestal tot een kettingformatie van nieuwe radi-
calen, wat verklaart dat de productie van een eerste vrije
radicaal belangrijke schade aan de cel kan berokkenen.
Zuurstof is een bi-radicaal, door twee atomen gevormd
met in zijn buitenste banen twee niet gepaarde elektro-
nen. De stof is daarom vatbaar om een dan wel twee
elektronen te vangen om gedeeltelijk O,” en dan H,0, te
verminderen. Het ligt ook aan de basis van de formatie
van reactieve zuurstofsoorten (Reactive Oxygen Species:
ROS), radical hydroxyle (OH.).

De benaming ROS omsluit ook de vrije radicalen van
zuurstof (Fig. 21: anion superoxide O,*) maar ook bepaal-
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de derivaten van niet radicalen van zuurstofsoorten, waar
de toxiciteit even belangrijk is als de waterstofperoxide
(H,0,).

Figuur 21. Het evenwicht tussen de formatie en eli-
minatie van zuurstofsoorten en hoog reactieve azo-
ten, normale geval en (b) geval van oxidatieve stress

Figuur 22. Schema van de verschillende vormen van
ROS (Gutteridge et Halliwel, 1992).

De anion superoxide is een negatief geladen radicaal
afkomstig van de monovalente vermindering van molecu-
laire zuurstof in een elektron. De disproportioneringsreac-
tie van deze O, leidt tot de formatie van fundamentele
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zuurstof en waterstofperoxide. H,0, is geen vrije radicaal
in letterlijke zin maar hij is extreem reactief en heeft krach-
tige antioxidanten. Bovendien kan de stof zich bevinden
op een grote afstand van zijn plaats van productie door
zijn eigenschap om zich te verplaatsen door de biologi-
sche membranen.

Volgens de Fenton reactie breekt H,O, zichzelf af bij
ferro-ionen (Fe?*), in een OH-ion en een hydroxylradicaal :

H,O, + Fe?* —> OH* + OH" + Fe**

Deze reactie onderbreekt zichzelf snel bij de uitput-
ting van ferro-ijzer, behalve in het bijzijn van anion su-
peroxide dat Fe* in Fe?* herstelt volgens de reactie van
Haber-Weiss:

0,” +Fe’* —> O, + Fe**

De gelijktijdige aanwezigheid van waterstofperoxide,
anion superoxide en ijzer staat de productie van hydroxyl-
radicalen toe. De OHe, met een halfwaardetijd van een
nanoseconde, is de meeste istabiele en meest reactieve
van alle derivaten van de zuurstofstoorten. De beperkte
verspreiding van dit radicaal staat toe met veel verschil-
lende andere moleculen te reageren in zijn nabijheid (pro-
teines, lipiden, ADN,...) wat leidt tot schade aan de cellen.
De OH- lijkt een grote rol te spelen cytotoxiciteit van de
ROS net zoals radicalensoorten (Gutte-ridge et Halliwell,
1993).

Een antioxidant kan gedefiniéerd worden
als alle substanties die, als ze in zwakke
concentraties voorkomen tegenover een
oxideerbaar substraat, de oxidatie aanzien-
lijk vertragen of verhinderen in dat subs-
traat. Halliwel et al., 1999).
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1. Enzymatische
antioxidantensystemen

De enzymatische antioxidanten (Fig. 23) (superoxide
dismutase, het katalase-enzym, glutathionperoxidase en
glutathionreductase) worden beschouwd als de eerste
verdedigingslinie van ons lichaam tegen ROS.

Figuur 23. Schema van de bescherming van enzyma-
tische antioxidanten.

2. Niet-enzymatische
antioxidantensystemen

Biologische metaalbinders: verhinderen de deelname
van metaalionen in overgang in de formatie van het hy-
droxylradicaal en andere hoog reactieve stoffen.

Moleculen die de verspreiding van oxidatie tegen-
gaan: deze moleculenklasse handelt wanneer een oxide-
rende reactie wordt gestart ondanks de aanwezigheid van
de biologische antioxidantensystemen. Het is een grote
moleculencategorie die een cruciale rol speelt in het strijd-
proces tegen hoog reactieve stoffen. Deze klasse omvat
verschillende hydrofiele en hydrofobe soorten met een
laag of een hoog moleculair gewicht:
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- Polyfenolen (in olijfolie);

- Tocoferolen, vitamine E (in olijfolie);
- Carotenoiden (in olijfolie);

- Ascorbinezuur (vitamine C);

- Glutathion;

- Bepaalde aminozuren (zoals cysteine, methionine of
tyrosine);

- Urinezuur.

De voornaamste actie van deze antioxidantenklasse is
het reageren met vrije radicalen om minder reactieve ra-
dicalen te vormen die niet in staat zijn om met biomole-
culen te reageren, of om op chemische wijze een bescha-
digd doelwit te herstellen.

Olijfolie bevat veel meer beschermende
substanties met een groot antioxidantenef-
fect dan rode wijn, groene thee en vitamine
C. De vrije radicalen zijn op een efficiénte
manier gevangen door de polyfenolen in
olijfolie, wat de grote kracht van de antioxi-
danten verklaart.

De exogene antioxidanten hebben een dubbele func-
tie: ze verhinderen de oxidatie in voedsel, in het bijzonder
in lipiden en ze verhogen tegelijkertijd het gehalte van
endogene antioxidanten wat een bescherming tegen de-
generatieve ziektes met zich meebrengt. De belangrijkste
antioxidanten in voeding zijn bepaalde vitamines (ascor-
binezuur, tocoferolen, carotenen) en fenolische verbindin-
gen die in verschillende plantaardige voeding, kenmer-
kend voor de mediterrane voeding, zijn terug te vinden,
zoals olijfolie (Edwin et al., 2011).
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Figuur 24. De kracht van antioxidanten zoals hy-
droxytyrosol (de belangrijkste fenolische verbinding in
olijffolie) tegenover andere antioxidanten. (de capaci-
teit om zuurstofradicalen te absorberen).

3. De polyfenolen in olijfolie,
verbindingen van krachtige
antioxidanten

Fenolische verbindingen kunnen op verschillende ma-
nieren handelen als antioxidanten. In de systemen die
metaaloxyden gebruiken in overgang zoals koper en ij-
zer kunnen ze deze metaalionen binden, die de Fenton
reactie in werking stellen en kunnen hoge concentraties
van hydroxylradicalen genereren (Fig. 21) (Halliwell &
Gutterige, 1990, Halliwell et al., 1995). De belangrijkste
activiteit van antioxidanten is verbonden aan de anti-
radicalen capaciteit, de reactieketting brekend die losge-
laten is door de vrije radicalen. De antioxidanteneigen-
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schap van de polyfenolen is verbonden aan hun capaciteit
om intramoleculaire waterstofbruggen te maken tussen
hydroxiele groepen en fenoxyl-radicalen (Visioli & Galli.,
1998b). Gelijkaardige studies naar de flavonoiden hebben
al aangetoond dat de graad van de activiteit van antioxi-
danten gerelateerd is aan het aantal hydroxiele groepen
(Rice-Evans et al., 1996, Cao et al., 1997). Het aantal hy-
droxiele groepen en hun positie in de aromatische ring
zijn bepalend voor de activiteit van de flavonoiden en de
polyfenolen. De studie naar de resonantiestructuren die
gevormd zijn tijdens oxidatieprocessen heeft het moge-
lijk gemaakt om aan te tonen dat de vervangen ortho en
para verbindingen stabieler zijn dan de meta substituties
(Finotti et Di Majo, 2003). In het bijzonder bevordert de
substitutie orthodifenol (orthodiphénolique) een hoge an-
tioxidantencapaciteit, terwijl een enkele hydroxyl substitu-
tie, zoals bij tyrosol, geen hoge activiteit verleent, zolang
de tyrosol de lipoproteines met een lage dichtheid (LDL)
niet beschermt tegen de schade die op chemische wijze
wordt veroorzaakt door oxidatie.

Olijfolie bevat een relatief zwakke concentratie van
a-tocoferol, de stof die bekend staat om zeer resistent te
zijn tegen de afbraak van oxidatie. Dit komt, toch deels,
door het relatief lage gehalte van meervoudig onverza-
digde vetzuren, maar bovenal aan het hoge gehalte van
fenolische verbindingen. De activiteit van antioxidanten
van fenolische verbindingen in olijfolie en in het bijzonder
van hydroxytyrosol en oleuropein is bestudeerd in verschil-
lende experimentele modellen die gebruik maken van me-
talen in overgang; de oxidatie van LDL op chemische ma-
nier veroorzaakt; de formatie van ROS, bijvoorbeeld het
radicaal superoxide, het radicaal trichloromethylperoxide
en hypochloorzuur (Aeschbach et al., 1994, Salami et al.,
1995, Visioli et al., 1995a, 1998, Aruoma et al., 1998).
Door te kijken naar de activiteit van de antioxidanten van
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fenolische verbindingen en hun capaciteit om peroxides
af te remmen, is bewezen dat koffiezuur hydroxytyrosol
en protocatechuiczuur een grotere anti-radicalenactiviteit
hebben (Papadopoulos & Boskou, 1991). De antioxidan-
tenactiviteit in oleuropein en hydroxytyrosol is evenzeer
aangetoond op celmodellen en in vivo bij dieren (Manna
etal., 1997, Speroni et al., 1998).

Keceli et Gordon (2001) hebben de activiteit van
antioxidanten van o-tocoferol vergeleken met ex-
tracten van fenolische verbindingen van olijven en
olijfolie over een bepaalde duur. Het is bewezen dat
in de eerste 15 minuten de activiteit van a-tocoferol
hoger was maar ze stopt ook heel snel. Het extract
van olijven en olijfolie blijft langzaam de concen-
tratie van radicalen verminderen; na de reactie van
60 minuten, zijn de extracten van olijven en olijfolie
veel actiever dan de o-tocoferol. Deze activiteit kan
men nog zes uur waarnemen.

Het effect van de antioxidanten van de polyfenolen in
olijfolie op de integriteit en de functie van de cellen zijn
bestudeerd bij erythocryten en darmcellen (Caco-2). Po-
lyfenolen hebben de eigenschap om schade in de cellen
te voorkomen. Dit werd geverifiéerd door blootstelling
aan oxidatieve stress in het bijzijn van H,0,. De mense-
lijke erythocryten werden gekozen omdat ze de cellen zijn
die het meest worden blootgesteld aan oxidatieve risico’s,
omdat ze de specifieke rol hebben zuurstof te transpor-
teren. Het hoofddoel van H,0, is hemoglobine, wat ge-
oxideerd is in methaemoglobine. de spontane oxidatie
van hemoglobine produceert anion superoxide radicalen,
wat een disproportioneringsreactie veroorzaakt bij H,O,
(Fig. 21). In het bijzijn van verminderde metaalionen, in
het bijzonder ijzer, vormen deze verbindingen een hoog
reactief hydroxylradicaal dat het celmembraan kan scha-
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den, wat ook de hemolysis van de cellen kan veroorzaken
(Sadrzadeh et al., 1984, Van Dyke & Saltman, 1996). In
normale fysiologische omstandigheden zijn de ROS snel
door twee enzymatische en niet-enzymatische systemen
afgebroken. Als de productie van ROS buitensporig wordt
of als de bescherming van de antioxidanten afzwakt, kan
grote schade door oxidatie voorkomen, zowel aan het
plasmamembraan als aan de cytosol, wat uiteindelijk naar
hemolyse leidt.

Figuur 25. Schema van het beschermende effect van
de polyfenolen in olijfolie tegen vrije radicalen.

De erythocryten die door de fenolische verbindingen
uit extra Virgin olijfolie behandeld zijn bieden weerstand
tegen de oxidatie van de lipiden en de hemolyse na oxida-
tieve stress veroorzaakt door H,0O,. Hydroxytyrosol verhin-
dert de wijziging van het transport van aminozuren door
H,O, in de intacte erythocryten (Manna et al., 1999). Ook
in cellen bij darmtumoren (Caco-2) die door H,0, worden
behandeld, heeft de preventieve behandeling van poly-
fenolen in olijfolie een krachtige antioxidantenwerking.
De voorverwarming van (Caco-2) cellen met hydroxytyro-
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sol verhinderen in het geheel de wijzigingen veroorzaakt
door H,0, (Manna et al., 1999).
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HOOFDSTUK 4

De polyfenolen in olijfolie
en hun effect
tegen ouderdom

Hydroxytyrosol is een krachtige fenolische
verbinding van olijfolie en verhoogt de pro-
ductie van mitochondrieén. Het verhoogde
aantal mitochondrieén in de cel is een
aanwijzing van jeugdigheid van het lichaam
en een goede gezondheid.

Ouderdom is een fysiologisch complex proces waar de
functies van meerdere organen in het systeem verslech-
teren (Sung et al., 2005). Verschillende auteurs toonden
aan dat de veranderingen en schade gerelateerd aan ou-
derdom meteen verbonden zijn met oxidatieve stress en
met geactiveerde ontstekingsreacties van vrije radicalen,
hoog reactieve chemische soorten (Sung et al., 2005).

Deze schade is duidelijker op het niveau van de mito-
chondrieén, alom tegenwoordige organieten in de cellen,
een overweldigende hoeveelheid reacties van redoxreac-
ties die energie produceren door voedingsstoffen te con-
verteren naar trifosfaat adenosine (ATP), moleculen die
gebruikt worden bij de normale functies en de integriteit
van de cellen. De mitochondrién worden gelijkwaardig
betrokken bij de regulatie van de celoverleving. Onlangs
werd er gesuggereerd dat het verlies van de mitochondri-
ale functie niet enkel ziektes veroorzaakt maar ook een
belangrijke rol speelt in het ouderdomsproces (Raeder-
storff etal., 2010).
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Een vermindering in het aantal mitochondrién in be-
paalde organen en een aanpassing van de mitochondriale
adembhalingsketen worden vaak geassocieerd met het ou-
derdomsproces en en worden beschouwd als een belang-
rijke factor van veroudering (Hao et al., 2010). Gezonde
oude personen tussen 65 en 75 toonden tekenen van
modificatie van mitochondriale eigenschappen getekend
door een verlies van enzymatische oxidatieve mitochon-
driale activiteit en de inhoud van weefsels (Raederstorff
et al., 2010). Bovendien tonen weefsels van oude dieren
een verandering in de mitochondriale structuur verbon-
den met een zwakke productie van energie. Ouderdom
wordt ook geassocieerd met een verminderde mitochon-
driale biogenese en een accumulatie van mitochondriale
schade.

1. Het positieve effect van
hydroxytyrosol op de
mitochondriale biogenese

De mitochondriale biogenese heeft betrekking op het
groeiproces, de amplificatie en het gezonde onderhoud
van de mitochondrie. Het is een complex proces dat nu-
cleaire en mitochondriale acties betrekt. Het mitochon-
driale DNA code voor een klein aantal proteines worden
vertaald in de ribosomen van de mitochondrién. Het me-
rendeel van de proteinen zijn hydrofobe subgroepen van
de ademhalingsketen in het mitochondriale interne mem-
braan. Het merendeel van de mitochondriale proteines
zijn gecodeerd door een nuclearir DNA en vertaald in de
cytosolische ribosomen en daarna getransporteerd naar
de mitochondrién. De proteines bevatten de structuurpro-
teines, de enzymen of de enzymatische subgroepen, de
bestanddelen van vermenigvuldiging, van de transcritptie,
de vertaling en de begeleidde proteines.
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De PGC-Ta (peroxisome proliferator activator receptor
v coactivator-1a) is een co-transciptionele regulatiefactor
van het energetische celmetabolisme die de mitochondri-
ale biogenese aangaat en dus, de controle over de mito-
chondriale functie. De vermindering van PGC-1q. in oude
weefsels is een belangrijke factor in de mitochondriale
stoornis die kan worden voorzien door een verhoging van
PGC-1a door een verhoogde mitochondriale biogenese.

Raederstorff en zijn medewerkers hebben bewezen dat
hydroxytyrosol de mitochondriale functie verbeterd door
de activatie van complexiteiten op de mitochondriale
ademhalingsketen en de verhoging van de mitochondria-
le biogenese die de expressie van PGC-1o teweegbrengt.
In die zin hebben Hao en zijn collega’s (2010) aangetoond
dat de concentratie de 0.1 tot 10 ymol/l hydroxytyrosol de
expressie van de PGC-1a. factor stimuleert en zijn afgelei-
de doelgroepen, wat leidt tot een verhoging van het mi-
tochondriale DNA (ADNmt) en het aantal mitochondrién
in adipocyten 3T3-L1.

Een verbetering van de mitochondriale functie kan de
ouderdom van cellen voorkomen en bijgevolg de ouder-
dom van het lichaam (Fig. 26). Ter conclusie, hydroxyty-
rosol kan beschouwd worden als een nuttige actie tegen
ouderdom en ziektes die hiermee gepaard gaan.

Figuur 26. Het anti-ouderdomseffect van hydroxytyrosol.
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2. Het anti-ouderdomseffect van
polyfenolen in olijfolie sur les
cellules cardiaques

Mukherjee en zijn medewerkers (2009), bestudeerden
de capaciteit van hydroxytyrosol en tyrosol, ook andere
bronnen van polyfenolen hebben de expressie van protei-
nes veroorzaakt verbonden aan de levensvatbaarheid van
hartcellen. De hartcellen van ratten die behandeld werden
met 2,5 mg/kg/j tyrosol en hydroxytyrosol gedurende 14
dagen, werden geisoleerd met als doel het proteinege-
halte te bestuderen.

De resultaten bewezen de capaciteit van tyrosol en
hydroxytyrosol om meerdere proteines te betrekken bij
de levensvatbaarheid (anti-veroudering) van hartcellen,
waaronder PBEF, SirTs, en FoxOs.
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HOOFDSTUK 5

Hydroxytyrosol
en oleuropein tegenover AIDS

Oleuropein en hydroxytyrosol zijn nuttige
acties om de fusie en de integratie van HIV
in menselijke cellen te vertragen.

Op dit moment worden 29 geneesmiddelen geautori-
seerd in de Verenigde Staten door de FDA (Food and Drug
Administration) om HIV-1 te behandelen (Hammer, 2005).
Deze acties kunnen onderverdeeld worden volgens hun
acties: (i) remmers van de omgekeerde transcriptase (IRT),
(i) remmers van protease (IP), (iii) remmers van fusie. De
combinatie van (IRT) en (IP), samen bekend onder de naam
HAART (Hammer, 2005, Cohen, 2002), heeft aanzienlijk
de morbiditeit en mortaliteit verminderd veroorzaakt door
HIV-1, tegelijkertijd HIV/AIDS veranderend in een simpele
chronische ziekte. De HAART-behandeling kan de pro-
gressie van de ziekte vertragen maar niet de HIV infectie
genezen. De antivirale behandeling moet men voor lange
tijd aanhouden, dit leidt tot de vershijning van zware Dit
leidt tot onderzoek naar nieuwe medicamenten tegen
toxiciteit.

In dit kader heeft Lee-Huang et al. (2003) aangetoond
dat het extract van olijfboombladeren goed werkt tegen
HIV-1. Het is bewezen dat de doeltreffendheid van het
extract van olijfbladeren komt door de aanwezigheid van
oleuropein en hydroxytyrosol. Deze twee samenstellin-
gen, in overvloed in olijfolie (Olivie Plus) zijn rijk aan
polyfenolen, actief op het niveau van meerdere stappen
in de levenscyclus van HIV-1 van een cel naar de andere en
vertraagt aanzienlijk de virale verspreiding.
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De in vitro studies tonen aan dat oleuropein en hydroxy-
tyrosol reageren met de hydrofobe groep die bewaard
wordt aan de oppervlakte van de centrale trimerische
structuurmotief in het proteine van de complexe fusie van
gp41 in HIV, de groep van zes spiraalvormige structuur-
motieven (6HB) en het katalytische domein van de actieve
site van integrase. Bijgevolg hebben deze twee verbindin-
gen een dosisafhankelijk remmend effect op de formatie
van complexe fusie van HIV-1 met de gastheercel en met
een EC,, (noodzakelijke concentratie om 50 % van het
effect te bekomen) van de volgorde 58-66 nM, zonder
zichtbare toxiciteit (Lee-Huang et al., 2007).
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HOOFDSTUK 6

Hydroxytyrosol en polyfenolen
in olijfolie, kanker bestrijdende
krachten

Hydroxytyrosol en polyfenolen in oijfolie
zijn krachtige beschermers tegen kanker. De
natuurlijke verbindingen zijn ook uitstekend
bij de behandeling en de voorkoming van
kanker.

1. Algemeenheden

De opmars van kanker is in Mediterrane landen min-
der hoog dan in Europese landen en de Verenigde Sta-
ten (Keys et al., 1981). Epidemiologische studies toonden
een zwak gehalte van dikkedarmkanker, borstkanker, en-
dometrium en prostaatkanker aan in het Middellandse-
zeegebied. De hoofdreden hiervoor, genetische factoren
buiten beschouwing gelaten, is de voeding. De traditio-
nele mediterrane voeding is gekenmerkt door veel plant-
aardige voeding, relatief weinig rood vlees en veel olijfolie
en olijffolieproducten. Een aantal studies behandelen de
positieve effecten van olijfolie voor de gezondheid. Deze
studies stelden dat lipiden in olijfolie kanker voorkomen
in vergelijking met andere toegevoegde lipiden, door het
hoge gehalte van enkelvoudig onverzadigde vetzuren
(Owen et al., 2000a, b, Visioli et Galli, 2007). Een voeding
met 15 % olijfolie kan al sterk de schade van de begin-
nende fase van borstkanker en dikkedarmkanker vermin-
deren bij ratten (Martin-Moreno et al., 1994, Corona et
al., 2007, Paula et al., 2007). Dezelfde hoeveelheid soja-
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olie heeft echter niet hetzelfde beschermende effect (La
Vecchia et al., 1998). Daarbij is borstkanker 70 % minder
hoog bij ratten die olijfolie werden toegediend tegenover
een andere groep die saffloerolie kregen onder dezelfde
experimentele omstandigheden (Owen et al., 2000a, b).
Deze data suggereren dat het voorkomende effect van
olijffolie tegen kanker niet enkel komt door het gehalte
van «goede » vetten.

2. Hydroxytyrosol/Oleuropein,
polyfenolen met een hoog kanker
bestrijdend effect

De kleinere verbindingen in olijfolie kunnen bijdragen
tot de bescherming tegen kanker, zoals het geval is voor
de polyfenolische verbindingen in olijfolie. Hieromtrent is
bewezen dat hydroxytyrosol een kanker bestrijdend effect
heeft op een adenocarcinoom van de menselijke dikke
darm (cellen HT-29) en op promyelocytaire leukemie (cel-
len HL-60) (Fabiani et al., 2002, 2006), oleuropein remt
dus de celgroei van (Hamdi et Hamdi et 2005):

© LN-18 weinig verschillend van gliobastoom (de
meest voorkomende en agressieve primitieve
hersentumor);

© TF-1a, erythroleukemia;
© 786-0, nieradenocarcinoom

© RPMI-7951 huidkanker met uitzaaiing in de lymfe-
klier van de huid;

© LoVo colorectaal adenocarcinoom.

Kanker bestrijdende eigenschappen van oleuropein en
hydroxtyrosol zijn bevestigd door verschillende auteurs,
door in vitro studies op cellijnen. Bovendien stellen ver-
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schillende epidemiologische studies de mogelijke correla-
tie tussen de consumatie van olijfolie en een effect op
borstkanker.

Figuur 27. geglycosyleerde hydroxytyrosol leidt tot
een terugloop van in vivo tumoren. Muizen die dra-
ger zijn van een tumor kregen 1 % oleuropein in
drinkbaar water toegediend. Sommige muizen had-
den meerdere tumoren (zoals te zien is bij muis A)
anderen hadden een unieke tumorlast (zoals bij muis
B). Na 9 tot 12 dagen behandeling waren de tumoren
allemaal gedaald. (Hamdi et Castellon, et 2005).

3. Het doeltreffende effect van
Hydroxytyrosol/Oleuropein bij de
behandeling en de preventie van
borstkanker

Han et al., 2009 bestudeerden het antiproliferatieve en
apoptotische effect bij in vitro van oleuropein en hydroxy-
tyrosol (respectievelijk (200 pg/ml et 50 pug/ml gedurende
12u) op de MCF-7 cellen van borstkanker. De resultaten
(Fig. 28) bewezen dat deze twee stoffen:
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Figuur 28. Het antiproliferatieve effect van hydroxy-
tyrosol op MCF-7cellen van borstkanker.

Verschillende plantaardige voeding bevat substanties
met kanker bestrijdende eigenschappen (Huang et al.,
1994, Johnson et al., 1994, Pezzuto, 1997), het merendeel
van deze substanties zijn actieve antioxidanten (Aruoma,
1994). Vanaf de ontdekking van de rol van ROS in de tu-
morgenesis is de studie van de antitumorale activiteiten van
fenolische verbindingen in olijfolie uiterst belangrijk.

De peroxynitriet (ONOO") zijn zeer reactieve verbindin-
gen die in staat zijn om lipideperoxidatie te veroorzaken,
de oxidatie van methionine en de schade van het DNA
door deamidering en nitrering (Yermilov et al., 1995). De
peroxynitrieten worden gevormd door de reactie tussen
stikstofmonoxide (NO) en waterstofperoxide. De deami-
dering van guanine en adenine breekt de DNA-keten, wat
leidt tot de verschijning van mutaties (de Rojas-Walker et
al., 1995). De oxidatie van het DNA is evenzeer mogelijk
mutageen (Fig. 29) (Newcomb & Loeb, 1998).

In vitro vermindert de aanwezigheid van hydroxytyrosol
de biochemische effecten van peroxynitriet, zoals de de-
amidering van adenine en guanine in bepaalde cellijnen
(Deiana et al., 1999).
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Figuur 29. Het effect van oxidatieve stress op de drie
fasen van carcinogenese.

Buiten deze actie tonen de extracten van Virgin olijfolie
een remmende werking aan op de activiteit van xanthi-
neoxydase met een consequente vermindering van de
formatie van superoxide (Owen et al., 2000a). Een sterke
bijdrage van olijfolie heeft dus een dubbele werking: het
brengt bescherming tegen zuurstofradicalen en vermin-
dert de activiteit van xanthineoxydase, een enzym dat
mogelijks deel uitmaakt van de cancerogenese (Tanaka et
al., 19).

Bernini en zijn collega’s hebben een nieuw ester van
hydroxytyrosol en o-lipoiqgue gemaakt met een goed
rendement door simpele en originele procedures. De
antiproliferatieve activiteit van het product op basis van
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hydroxytyrosol is getest geweest op de menselijke colo-
rectale adenocarcinoom, met de cellijnen HT-29. De ver-
binding toonde een veel sterkere remmende activiteit op
de celgroei dan de natuurlijke corresponderende ouder-
lijke verbindingen. Zeer waarschijnlijk komt dit door de
inductie van het stoppen van de celcyclus in de G2/M
fase. Deze data stelt dat het nieuwe ester een sterkere
antitumorale werking kan uitoefenen dan hydroxytyrosol
en o-lipoidezuur.

Figuur 30. Andere kanker bestrijdende effecten van
polyfenolen.
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Kort geleden publiceerden Amerikaanse wetenschap-
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anti-kankereffect van een bepaald onderdeel van olijf-
olie: oleocanthal (in februari 2015, in het tijdschrijft Mo-
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lecular & Cellular Oncology). In deze studie concludeer-
den ze dat oleocanthal de binnenkant van kankercellen
penetreert en er lysosomen vernietigd, die veel groter en
fragieler zijn in kankercellen dan in gezonde cellen. Zo
sterft de ‘zieke’ cel waar de gezonde cellen intact blijven.

Een andere interessante verrassing was de snelheid waar-
mee het molecule de kankercellen doodt, in slechts 30 mi-
nuten! Waar normaal gezien meerdere uren nodig zijn !

U vindt hieronder de volledige studie.

1. Samenvatting

Oleocanthal (OC) is een fenolische verbinding van extra
Virgin olijfolie. Het wordt betrokken bij de voordelen voor
de gezondheid bij diéten die rijk zijn aan extra Virgin olijf-
olie. Wij hebben het effect van OC bestudeerd bij men-
selijke kankercellijnen bij overenting. Tot grote verbazing
doodde de OC alle bestudeerde kankercellen- 30 minuten
na de behandeling en zonder serum. De behandeling van
OC op niet getransformeerde cellen heeft de verspreiding
gestopt maar veroorzaakte niet de dood van de kanker-
cellen. De OC veroorzaakte de dood van enteritis en pri-
maire apoptosecellen in het LMP (het water opnemend
vermogen van het lysosomale membraan). Wij hebben
het bewijs dat de OC de LMP bevordert door de activiteit
van ASM (sphingomyelinasezuur) te remmen, wat de in-
teractie tussen de noodzakelijke proteines destabiliseert
tot de stabiliteit van het lysosomale membraan. De data
hier toont aan dat de kankercellen, waarvan het lysoso-
male membraan fragiel is tegenover cellen die geen kan-
kercellen zijn, gevoelig zijn voor de dood van cellen door
een lysosomotropische factor. Daarom toont de stabiliteit
van het lysosomale mebraan aan dat er een nieuwe ma-
nier is om kankercellen te doden.
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2. Introductie

De extra Virgin olijfolie (EVOO), een hoofdbestanddeel
van de mediterrane voeding, bevat veel fenolische antixo-
dianten, krachtige remmers van reactieve zuurstofsoorten
en de voeding uit het Middellandse zeegebied wordt ge-
associeerd met een vermindering op het risico van ver-
schillende menselijke kankers'. We hebben aangetoond
dat de fenolische secoridoides van de EVOO de levensva-
thbaarheid van borstkankercellen afneemt met een over-
expressie van HER2 dat de apoptotische dood van de cel?
veroorzaakt. (-)-Oleocanthal (OC), een dialdehydevorm
van ligostride aglycone, vanaf de EVOO geisoleerd, bezit
een grote reeks van biologische effecten. Het is een sterke
antioxidant, met een ontstekingsremmend effect zonder
steroiden die COX-1 en COX-2 afremt; een neurobe-
schermer die de structuur en de functie van neurotoxines,
B-amyloide en Tau verandert, wat geassocieerd wordt met
het afzwakkende effect op de ziekte van Alzheimer; een
afremmer van de verspreiding, de migratie en de invasie
van borst en prostaatkankercellen bij mensen door het
remmen van c-Met; een afremmer van AMPK in darm-
kankercellen; en een afremmer van de proteine -1a ma-
crofage ontsteking in verschillende myelomen3.

Om de kanker bestrijdende effecten te bestuderen van
OC hebben we zijn invloed op de levensvatbaarheid van
kankercellen en cellen zonder kanker bestudeerd. Het is
interessant genoeg om te melden dat de OC snel het ver-
lies van de levensvatbaarheid van kankercellen (binnen
de 30 minuten) naargelang de dosis provoceert. Als we
het serum verwijderen bevordert de OC de dood van pri-
maire enteritiskankercellen, wat correleert met verhoogde
niveaus van ERK1/2 fosfaatsteen en met de afwezigheid
van de expressie van gesplitste caspase-3. Met het serum
inbegrepen hebben we een combinatie vastgesteld van
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apoptose en secundaire necrose. Het is interessant om
te weten dat OC een omkeerbare stop veroorzaakt van
de celcyclus van cellen zonder kanker die hun levensvat-
baarheid behouden. Onze bevindingen tonen aan dat de
destabilisatie van het lysosomale membraan dat leidt tot
de inductie van LMP de dood van kankercellen bevordert
door de bemiddeling van de OC. De LMP die geinduceerd
is door de OC wordt verkregen door het afremmen van
de activiteit van de ASM, wat wordt geobserveerd door
de verhoogde regulatie van Hsp70 of de duale behande-
ling met aniogene lipiden. Deze gegevens verschaffen het
bewijs dat de bron van de anti-kanker activiteit in EVOO
gedeeltelijk te danken is aan de capaciteit van de OC die
de lysosomale mebranen breekt in kankercellen, wat de
dood van cellen veroorzaakt door necrose en/of apop-
tose. Belangrijk: de cellen zonder kanker blijven in leven
dankzij de integriteit van hun lysosomale membranen.

3. Resultaten

Oleocanthal veroorzaakt het verlies van de levens-
vatbaarheid van kankercellen, maar ook het omkeer-
bare stoppen van de celcyclus in cellen zonder kanker.

We hebben eerder bewezen dat OC de verspreiding, de
migratie en de celinvasie remt van borst en prostaatkan-
kercellen door de verhindering van c-Met, fosforylering.
We hebben ook aangetoond dat de OC de celversprei-
ding belemmert in meerdere myeloomcellen door de in-
ductie van apoptose en de remming van de expressie van
de proteine 1-0. macrofage ontsteking, Om het mecha-
nisme beter te kunnen bestuderen wat de OC de dood
van cellen veroorzaakt in kankercellen hebben we het
effect van de OC bekeken op de levensvatbaarheid van
de cel binnen PC3 kankercellen (prostaat), MDA-MB-231
(borst) en BXPC3 (pancreas). Bij de terugtrekking van het
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serum veroorzaakt 20uM OC snel een verlies van celadhe-
sie binnen de 30minuten na behandeling alsook 100 %
van niet-levensvatbare cellen in alle kankercellijnen na een
behandeling van 24u. (Fig. A)

Het is interessant om weten dat de OC de niveaus van
p44/42 fosforylase verhoogt maar niet echt de niveaus
van gesplitste polymerase ADP-ribose (PARP) - een indi-
cator van apoptotische dood - bij de afwezigheid van het
serum. We hebben eerder aangetoond dat de activatie
van ERK een belangrijke bemiddelaar is van mitochondri-
ale storing en de dood van de epitheliale necrosecellen
van de nier na een behandeling met antioxidanten®. Het
is belangrijk om te melden dat de OC geen expressie van
de gesplitste caspase-3 veroorzaakt bij de afwezigheid
van het serum. De caspase-3, een noodzakelijke hande-
laar met morfologische en biochemische kenmerken die
geassocieerd wordt met apoptose, is gesplitst tijdens de
signaaltransductieroutes bij de apoptotische dood van de
cellen die tegelijkertijd intrinsiek en extrinsiek zijn'®'. De
afwezigheid van de expressie van gesplitste caspase-3 tij-
dens de behandeling van de OC bij de afwezigheid van
het serum toont aan dat de kankercellen overgemaakt
worden door de apoptotische machines die de dood van
cellen veroorzaken. De behandeling van de OC heeft
ook het totale verlies als resultaat van de mitochondriale
activiteit van de micro-molaire concentraties in afwezig-
heid van het serum zoals gemeten werd in de MTT test
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(geen gegevens beschikbaar). Alles samengenomen laat
het snelle verlies van de levensvatbaarheid door de OC
geprovoceerd en de afwezigheid van PARP en de splitsing
van caspase-3 blijken dat de OC de dood van primaire ne-
crosecellen veroorzaakt in de afwezigheid van een serum
voor alle kankercellen.

Maar in het bijzijn van het serum verhoogt de behande-
ling van de OC het gesplitste PARP niveau en splitst het
de caspase-3 wat correleert met een groter aantal niet-le-
vensvatbare cellen in alle onderzochte kankercellen (Fig.
1B). De OC heeft geen significant effect op het P-p44/42
niveau in aanwezigheid van het serum of op de eerste
P-p44/42 niveaus die heel hoog blijven (Fig. 1B) en remt
maar gedeeltelijk de mitochondriale activiteit (gegevens
niet beschikbaar) wat correleert met het verlies van le-
vensvatbaarheid van de geobserveerde cellen (Fig. 1B).
In de aanwezigheid van het serum veroorzaakt de OC de
dood van cellen door de activatie van apoptotische me-
chanismen. Over het algemeen duiden deze gegevens dat
de OC snel de dood van sterke kankercellen veroorzaakt
via verschillende mechanismen in functie van de aanwe-
zigheid of de afwezigheid van een serum.

We hebben een extreem gerichte behandeling tegen
kanker nodig die toxisch is voor tumoren en niet toxisch
voor de weefsels zonder kanker. Gezien de gegevens uit
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Fig. 1A en Fig. 1B bewijzen dat de OC duidelijk de dood
van kankercellen veroorzaakt hebben we het effect van
OC bestudeerd op menselijke BJ firoblasten zonder kan-
ker, de firoblasten 3Y1 bij ratten en de firoblasten IMR90
van menselijke longen, zoals Fig. 1C toont. OC veroor-
zaakt celverspreiding in drie onderzochte cellen zonder
kanker, zoals bepaald door het aantal cellen na een be-
handeling van 72u. We gebruikten rapamycyne als posi-
tieve controle voor zijn capaciteit om de celcyclus in G1
te stoppen. Het is belangrijk te weten dat OC geen ge-
splitste PARP veroorzaakt in het bijzijn of de afwezigheid
van een serum en dat de celverspreiding hersteld was na
72 uvan de OC behandeling in de BJ cellen (Fig. 1D linkse
inferieure en superieure bord).

De fosforylering van Rb is een cruciale stap om van de
G1 fase naar de S fase van de celcyclus' Een onderfosfo-
rylering van Rb maakt E2F activiteit aan door het vasthou-
den en het remmen van de celprogressie'* . We stellen
dat de fosforylering van Rb van Ser608 noodzakelijk is
om de bindingsaffiniteit te verminderen van E2F en Rb'®.
Daarom hebben we het effect van OC bestudeerd op ni-
veaus van fosfo-Rb van Ser608 van cellen zonder kanker.
Zoals Fig. 1D aantoont (rechtse bord) heeft de behan-
deling van OC in cellen zonder kanker, BJ en 3Y1 (em-
bryonale fibroblast bij ratten), een verminderend resul-
taat op fosfo-Rb niveaus van Ser608 na 24 uur, wat voor
72 uur doorgaat in het bijzijn van een serum. De cellen
IMR90 toonden geen grote vermindering van Rb fosfory-
lering van Ser608 aan - waarschijnlijk is het stoppen van
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de celcyclus aan de buitenkant van G1' zichtbaar. Deze
gegevens laten blijken dat de behandeling van OC geen
celdood veroorzaakt in cellen zonder kanker maar vooral
wel het omkeerbare stoppen van de celcyclus door de
verwijdering van Rb fosforylering, wat dient om gezonde
cellen te beschermen tegen negatieve effecten van de OC
behandeling.

De oleocanthal veroorzaakt op een verschillende
manier celdood in functie van de afwezigheid en
aanwezigheid van een serum in de kankercellen.

De biochemische en morfologische modificaties die
verbonden zijn aan apoptotische celdood vinden plaats
tussen de zes en de twaalf uur na de traumatische ge-
beurtenis door de formatie van het apoptotische lichaam
tussen de 24-28 uur.'® De snelheid waarmee de OC het
arrondissement van de cel veroorzaakt en grip op de sub-
stantie verliest in de afwezigheid van een serum (binnen
de 30 minuten na de behandeling waargenomen) doet
denken aan een niet apoptotische vorm van celdood. Zo-
als we zagen in Fig. 1A veroorzaakt 20uM OC een fosfo-
rylering met een verhoging van ERK1/2 — dat geassocieerd
wordt met necrotische celdood® — bij een afwezigheid van
gesplitste PARP en de expressie van gesplitste caspase-3.
Daarom hebben we de methode bestudeerd waarop de
OC celdood veroorzaakt bij afwezigheid van een serum
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door een specifieke proefkit te gebruiken van celdood die
het onderscheid maakt tussen apoptose en necrose. Een
kleinere dosis OC (10uM) werd gebruikt om het gehalte
van het arrondissement van de cel te verminderen om de
specifieke methode voor celdood te kunnen bepalen. Zo-
als getoond in Fig. 2A veroorzaakt de behandeling met
OC een aanzienlijk aantal necrotische cellen na 24 u. Het
verhoogde aantal necrotische cellen verklaart het grote
verlies van de levensvatbaarheid van de cellen bij een af-
wezigheid van gesplitste caspase-3 en de gelimiteerde
toeneming van gesplitste PARP zoals gezien in Fig. 1A,
wat nog meer de celdood bevestigd via primaire necroti-
sche signalen. We observeren geen gesplitste PARP in de
afwezigheid van een serum door de activatie van de sig-
nalen van primaire necrotische celdood. Door deze activa-
tie zagen we een toename van gesplitste PARP en niveaus
van caspase-3 tijdens een behandeling van OC met een
serum (Fig. 1B). Dit gaf meer necrotische dan apopto-
tische cellen (Fig. 2B). De necrotische signaalwegen die
de celdood reguleren, nemen tegelijkertijd deel aan de
necrose en de apoptose; het is dus mogelijk een apopto-
tische celdood te hebben en een secundaire necrotische
celdood te hebben in dezelfde celpopulatie.' *°Fig. 1 en
2 suggereren collectief dat de OC celdood veroorzaakt in
kankercellen langs mechanismen die tegelijkertijd apop-
totisch en necrotisch zijn, afhankelijk van de aanwezig-
heid of afwezigheid van een serum.

De oleocanthal reguleert een neerwaartse acti-
viteit van sfingomyelinasezuur om het lysosomale
membraan en de celdood in kankercellen te ver-
oorzaken wat wordt geannuleerd door anionogene
lipiden.

Als het geprovoceerd wordt door een ernstige blessure,
ofwel extracellulair of intracellulair, kan de primaire ne-
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crose geidentificeerd worden door het snelle water op-
nemende vermogen van het plasmamembraan,,. Niet
lang geleden hebben we de lysosomen betrokken bij de
celdood door de vrijlating van lysosomale hydrolytische
enzymen in de cytosol wat de apoptotische celdood met
zich meebrengt (door het water opnemend vermogen van
het exterieure mitochondriale membraan (MOMP) en de
activatie van caspase) of de necrotische celdood (door de
verzuring van de cytosol)?'. Om te bepalen of de LMP als
bemiddelaar werkt bij de celdood door OC, hebben we
de integriteit van het lysosomale membraan bestudeerd
na een behandeling met OC door oranje acridine te ge-
bruiken. Oranje acridine is een metachromatische lysoso-
male fluorochroom dat een rode fluorescentie afgeeft als
het zeer geconcentreerd is in de intacte lysosomen??. De
OC vermindert aanzienlijk de rode fluorescentie zowel bij
aanwezigheid als afwezigheid van een serum. Dit toont
aan dat de celdood door OC wordt verbeterd door de
inductie van de LMP in alle kankercellijnen (Fig. 3A). De
OC vermindert echter niet de rode fluorescentie in aan-
wezigheid of afwezigheid van een serum in BJ cellen, wat
aantoont dat de OC geen LMP veroorzaakt in cellen die
geen kanker hebben (Fig. 3A onderste bord).

De integriteit van het lysosomale membraan wordt ge-
reguleerd door de activiteit van de ASM, een lysosomaal
lipase dat hydrolyse veroorzaakt en sfingomyeline (SM) in
ceramide?®. Petersen et. al bewezen dat siramesine, een
kationisch en amfifilisch geneesmiddel, LMP veroorzaakt
door de activiteit van ASM te remmen?4. Daarom bestu-
deerden we het effect van OC op de activiteit van ASM.
Zoals werd aangetoond in Fig. 3B (linkse afbeelding), bij
de terugname van een serum, remt de activiteit van ASM
tot 40 % na een behandeling van 10uM OC van vier uur.
In aanwezigheid van een serum veroorzaakt 10uM maxi-
maal een afremming van 10 % ASM activiteit (Fig. 3B
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rechtse bord). Het niveau van de remming van de activiteit
van ASM komt overeen met de specifieke signaalweg van
celdood, geactiveerd in functie van de behandeling met
OC en het gehalte van LMP. De massale of complete LMP
laat al snel proteasen vrij van lysosomen en we hebben
aangetoond dat dit de necrotische celdood veroorzaakt.
Een gedeeltelijke of selectieve LMP laat proteasen van ly-
sosomen vrij op een manier die geprogrammeerde apop-
totische celdood activeert.? 26 Deze vondsten ontluiken
een correlatie tussen necrotische en apoptotische celdood
door OC en het niveau van ASM activiteit.

De activiteit van ASM wordt gereguleerd door zijn ca-
paciteit om zich met bis te binden (monoacyglycerol) fos-
faat (BMP), een anionogene lipide die noodzakelijk is als
cofactor van het metabolisme van het lysosomale sfingo-
myeline?’. We toonden aan dat Hsp70 zich bindt met een
grote affiniteit en specificiteit van BMP, wat ook de sta-
biliteit versterkt van het complexe BMPASM, wat op zijn
beurt de LMP afremt en het overleven van de cel verbe-
tert?>. Daarom vroegen wij ons af of Hsp70 de LMP door
OC remt. We bewezen dat cerulenine, remmer van de
synthese van vetzuren, de expressie van Hsp70 reguleert
dankzij de capaciteit van Hsp70 om meteen te interageren
met vetzuren®. Bij de terugname van een serum wordt
de overexpressie van Hsp70 geremd door de cerulenine,
deels de LMP door de OC in PC3 kankercellen (Fig. 3C).
We toonden aan dat kationische lipiden of kationische
amfifilische medicamenten het lysosomale membraan de-
stabiliseren door de hydrolyse te remmen van de SM door
een verminderde regulatie van de ASM activiteit?*2°. Maar
we toonden aan dat vetzuren of amfipatische anionoge-
ne lipiden de activiteit van ASM verbeteren3%32, Daarom
hebben we het effect bestudeerd van een mengeling van
anionogene lipiden op de LMP veroorzaakt door de OC.
Zoals getoond in Fig. 3D (linkse bord) remt de behande-
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ling van anionogene lipiden de LMP veroorzaakt door OC
in afwezigheid van een serum in PC3 cellen. De remming
van de LMP veroorzaakt door OC komt ook overeen met
een verhoging van de levensvatbaarheid van de verbon-
den cellen (Fig. 3D rechtse bord). Een dubbele behande-
ling van lipiden en OC heeft geen celdood veroorzaakt,
zoals geobserveerd werd door het gebrek van drijvende
cellen na 24 tot 72 uur behandeling van OC alleen — De
afname van het aantal cellen komt door de vermindering
van cel proliferatie. Deze gegevens tonen dat de voortzet-
ting of de stimulatie van de ASM activiteit — langs de toe-
voeging van anionogene lipiden- de stabiliteit van het ly-
sosomale membraan verhoogt wat ook celdood vermijdt
door de LMP in kankercellen. De gegevens van Figuren
1 tot 3 tonen dat de OC in kankercellen de ASM activi-
teit afremt wat een gedeeltelijke of hele LMP veroorzaakt,
wat als resultaat de necrotische of apoptotische celdood
heeft in aanwezigheid of afwezigheid van een serum.

4. Discussie

De verzamelde gegevens tonen hier dat de OC een cel-
dood veroorzaakt in kankercellen door de regulatie van
een lagere ASM activiteit dat de LMP veroorzaakt. Het
stopt dus kankercellen op een omkeerbare manier. In cel-
len zonder kanker zorgt OC voor een stopzetting van de
G1 celcyclus door de afremming van Rb fosforylering in
ser608 waardoor de celcyclus naar fase S doorgaat®* 3.
Het is belangrijk om weten dat de cellen zonder kanker
die gestopt zijn door de OC terug beginnen te vermenig-
vuldigen na een behandeling van OC van 72 uur.

In tegenstelling tot de stopzetting van de celcyclus zo-
als geobserveerd bij cellen zonder kanker, ondergingen
de kankercellen snel ofwel de primaire necrotische cel-
dood die correleert met een verhoging van fosforylering
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van ERK1/2 in de afwezigheid van gesplitste caspase-3 en
PARP met een terugneming van een serum of de apopto-
tische celdood die afhangt van caspase-3 in de aanwezig-
heid van een serum door de inductie van LMP. Tijdens de
ontwikkeling van kankercellen ondergaan de lysosomen
morfologische veranderingen van hun grootte en een
grotere cathepsine activiteit dan in normale cellen®. De
verhoging van de grootte van lysosomen zorgt ervoor dat
de cellen gevoeliger worden voor de behandeling tegen
kanker¢. De LMP provoceert een vrijlating van cathepsine
(lysosomale proteasen) in de cytosol wat de degradatie
van cel proteines?' veroorzaakt. Hierdoor werken het aan-
tal en de proportie van de vrijgelaten lysosomale enzymen
in de cytosol als bemiddelaar bij de activatie van necroti-
sche en apoptotische signaalwegen. We hebben hier aan-
getoond dat de mate van de afschaffing van de activiteit
van ASM door de OC overeenkomt met de activiteit van
de signaalwegen van specifieke celdood.

De breekbaarheid van het lysosomale membraan ver-
hoogt de vatbaarheid van een kankercel voor LMP, toch
kunnen de kankercellen deze breekbaarheid overwinnen
door een overexpressie van Hsp70, een regelaar van com-
plexe multi-proteinen en van het transport van proteinen
door celmembranen®. De Hsp70 bevindt zich in het ly-
sosomale membraan en beschermt zich tegen LMP door
de activiteit van ASM te versterken en de interactie tus-
sen ASM en BMP te stabiliseren. Daarom verbeteren de
kankercellen die een overexpressie hebben van Hsp70 het
overleven van de cel en verhogen ze de lysosomale inte-
griteit om LMP te voorkomen3* 37, Deze studie bevestigt
dat er een groeiende expressie van Hsp70 is die cerule-
nine gebruikt, een remmer van de vetzuursynthese. Dit
geheel onderdrukt de LMP door OC in PC3 cellen door de
toegenomen stabiliteit van het lysosomale membraan?.
Hoewel de kationische lipiden het lysosomale membraan
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destabiliseren door de interactie te reguleren tussen ASM
en het lysosomale membraan, hebben we aangetoond
dat de anionogene lipiden zoals de BMP en de phosphati-
dylinositol (PI) de ASM activiteit activeren zoals is gemeten
door de verhoging van de hydrolyse van de SM?%31:32_\We
hebben ook het bewijs gevonden dat vrije anionogene
vetzuren in staat zijn het lysosomale membraan te sta-
biliseren en LMP te voorkomen. Onze bevindingen laten
blijken dat de dood van kankercellen door de OC door
hun capaciteit komt om te reageren als lysosoom en ze
vergemakkelijken de complete LMP in afwezigheid van
een serum en gedeeltelijke LMP bij de aanwezigheid van
een serum — Dit heeft een verband met het remgehalte
van de activiteit van ASM.

Onlangs vonden we dat de OC de groei van de tumor
verhindert in een orthotopisch borstkankermodel bij
naaktmuizen®. Deze studie vertoonde de onderdrukking
van c-Met als het kritieke gevolg van de OC behande-
ling. In deze studie weten we niet of het de LMP of de
geobserveerde gesplitste PARP is die betrokken is bij de
celdood. Deze studie toont echter wel dat OC dezelfde
effecten heeft als in de studie met een diermodel waaruit
de geringe gevolgen blijken van de OC op normale cellen
wat het therapeutische potentieel van de OC versterkt bij
borstkanker en andere kankers.

Onze studie gebruikt een soort mechanisme waarbij
de OC selectief en snel celdood in kankercellen veroor-
zaakt zonder cytotoxisch te zijn bij cellen zonder kanker.
De verbindingen die de destabilisatie veroorzaken bij het
lysosomale membraan, zoals OC, gebruiken een levens-
vatbare methode om toch iets positiefs te halen uit de
kwetsbaarheid van vergrootte lysosomen van kankercel-
len. Deze studie laat blijken dat de chemo-preventieve
activiteit van de EVOO te danken is aan de capaciteit van
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de fenolische en biologisch actieve verbindingen, voor-
namelijk van de OC, waarbij de verbindingen celdood
veroorzaken door de lysosoom te penetreren en door de
activiteit van ASM te remmen, wat LMP teweegbrengt.
Hierdoor representeert de capaciteit van OC, om LMP te
veroorzaken in kankercellen en niet in normale cellen, een
nieuwe therapeutische strategie om verschillende kankers
waar de lysosomen groter zijn en blijkbaar gevoeliger voor
lysosomotropische acties te behandelen.
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Het beschermende effect
van de polyfenolen in olijfolie
op het hart- en vaatsysteem

Olijfolie boordevol polyfenolen staat de
preventie en behandeling toe van hart- en
vaatziektes. De polyfenolen in olijfolie ver-
beteren de vermindering van cel-adhesiemo-
leculen en verhogen de beschikbaarheid van
stikstofmonoxide, onderdrukken de trombo-
cytenaggregatie en stimuleren de endogene
antioxidanten van LDL om arteriéle scle-
rose te vertragen en ontstekingsreacties te
verminderen.

1. Algemeenheden

Niet-overdraagbare ziektes zullen de oorzaak zijn van
drie kwart van alle overlijdens in 2030 (Ortega, 2006).
Hart-en vaatziektes zijn de grootste oorzaak van morbi-
diteit en mortaliteit in de wereld, met een overlijdensaan-
tal dat boven de 17,1 miljoen ging in 2004 en boven de
23,4 miljoen zal gaan in 2030 (Ortega 2006). Ischemische
hartziekte was geclassificeerd als de grootste doodsoor-
zaak ter wereld in 2004 en, jammer genoeg, in 2030 in
de geindustrialiseerde landen (Ortega, 2006). De gevol-
gen van mortaliteit door ischemische hartziekte heeft een
even snelle groei in minder ontwikkelde landen. Het acuut
myocardinfarct vormt een vreselijke manifestatie van is-
chemische hartziekten en atherosclerotische hartziekten.
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Onacceptabele hoge getalen van mortaliteit door de acu-
te myocardinfarct komen nog voor in veel ontwikkelde
landen.

Er werd, vreemd genoeg, een kleine incidentie van deze
ziektes geobserveerd in zuidelijke Europese landen zoals
Frankrijk, Spanje, Griekenland, Italié en Portugal, tegen-
over noordelijke landen of de Verenigde Staten (Fig. 30b).
Dit contrast verklaart gedeeltelijk de stijging van de le-
vensverwachting in mediterrane gebieden. Mediterrane
voeding is aangewezen als de belangrijkste factor van
dit voordeel (Menotti et al.,, 1997, Perez-Jimenez et al.,
7999). Een van de belangrijkste eigenschappen ervan is
de grote hoeveelheid olijfolie als voornaamste culinair vet
in deze landen (Fig. 30a).

Een aantal verschillende factoren beinvlioeden de mor-
taliteitsgehaltes door hart- en vaatziekten, waaronder
verschillende regionale voeding, de kwaliteit van de ge-
zondheidszorg en de socio-economische status. Het is
algemeen vastgesteld dat het Finlands dieet, gebaseerd
op vetzuren uit rood vlees, boter en brood, hart-en vaat-
ziekten in de hand werken tegenover het mediterrane
dieet. De andere factoren, zoals genetische eigenschap-
pen, beheerseenheden van stress, dagelijkse activiteiten
en de omgeving kunnen bijdragen aan deze verschillen
op gezondheidsvlak.

Mediterrane landen zijn producenten en
consumenten van olijfolie en worden aan-
zienlijk minder getroffen door hart- en
vaatziekten dan landen die geen olijfolie
consumeren, op voorwaarde van Japan. Ja-
panners hebben een voeding die rijk is aan
polyfenolen.
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Figuur 31. (a) De consumptie per inwoner van olijf-
olie in enkele landen (Conseil Oléicole International).
(b) Het mortaliteitsgehalte van hart- en vaatziekten
volgens de Wereldgezondheidsorganisatie (infobase
voor hart- en vaatziekten) (Huang et al., 2008).

De polyfenolen verzetten zich tegen de gestarte en on-
dersteunde kettingreacties van vrije radicalen. Dit verhin-
dert de schade op het DNA, de formatie van hydroper-
oxide en de peroxidatie van lipiden (Visioli et Galli, 1998,
Katiyar en Mukhtar, 1996). Bovendien verhogen de exo-
gene antioxidanten de concentratie van antioxidanten in
het lichaam en beschermen ze tegen degeneratieve ziek-
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ten (Visioli et al., 1995). De flavonoiden zorgen voor een
besparing van een basis a-caroteen gehalte , uraat (zout
urinezuur) en de vitamines C et E (Sumpio et al., 2006).
De fenolische verbindingen verbeteren de vermindering
van celadhesiemoleculen, dit verhoogt de beschikbaar-
heid van stikstofmonoxide (NO), onderdrukt de bloed-
plaatjesaggregatie, stimuleert de fenolische verbindingen
van LDL om arteriosclerose te vertragen en vermindert de
ontstekingsreacties (Perez-Jimenez, 2005).

2. Fenolische verbindingen en de

preventie van arteriosclerose

Arteriosclerose in een pathologische ontsteking van
de slagaderwand wat resulteert in een agressie van het
vasculair endotheel door verschillende acties waarvan de
voornaamste de atherogenese lipoproteinen (LDL, kleine-
VLDL) en het roken van tabak. Volgens de indeling van
« American Heart Association» kunnen de arteriéle plak-
ken vijf opeenvolgende evolutiefasen doorgaan, over-
eenkomstig met een histopathologisch oogpunt voor zes
plaksoorten. De twee eerste corresponderen met de ab-
sorptie van geoxideerde LDL (Ox-LDL) door de sub-endo-
theliale macrofagen en de vorming van schuimcellen (type
), waarvan de accumulatie de lipidengroeven omvat(type
Il). De dood van schuimcellen (opgeblazen macrofagen
van vetdruppeltjes, LDL) zowel door apoptose als door
necrose, provoceert een cholesterol depot in de arteriéle
intima, eerst van diffuse aard (type lll), daarna in collec-
tieve vorm om het lipidenlichaam te vormen (type IV). De
ontsteking door Ox-LDL en de activatie van de macrofa-
gen van endotheliale cellen en gladde spiercellen laten
cytokines vrij en/of groeifactoren en staan het de gladde
spiercellen toe om te migreren naar de intima, zich te ver-
menigvuldigen en om een laag vezelachtig eiwit te repli-
ceren die het lipidenlichaam bedekt. Deze plak verhoogt
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daarom erg de omvang. Zodra deze laatste zijn gene-
zingscapaciteit overschrijdt van de slagaderwand, steekt
het plak uit de slagaderwand en naar het vaat lumen,
waar het een stenose (type V) aanmaakt (Duriez, 2004).

De vrije radicalen zijn verantwoordelijk voor de oxidatie
van LDL plasma in atherogene ox-LDL, die een heleboel
ontstekingen en biochemische reacties veroorzaken wat
resulteert in een opeenhoping van arteriéle plakken in de
slagaderwand (Fig. 31) (Sumpio et al., 2006). De plasma
LDL is pas atherogeen na oxidatie (Brown et Goldstein,
1983, Parthasarathy, 1991, Edwin, 2011). Bepaalde stu-
dies toonden dat oxidatieve stress arteriosclerose provo-
ceert en de peroxidatie van lipiden induceert. (Halliwell,
1997). Vanuit dit oogpunt bekeken, kunnen de antioxi-
danten die de peroxidatie in lipiden verhinderen een be-
langrijke rol spelen in de preventie van oxidatie en de mo-
dificatie van LDL.

——
Figure 32. De fenolische verbindingen verhinderen
de oxidatie van LDL wat resulteert in het aanmaken
van arteriéle plakken.

137 oo



®e POLYFENOLEN IN OLIJFOLIE, ONSCHATBAAR VOOR UW GEZONDHEID!

De menselijke plasma LDL bevat een reeks antioxidan-
ten die in staat zijn hun peroxidatie te onderdrukken, zo-
als a-tocoferol, ubichinon-10, B-caroteen, lycopeen en
andere hydroxy-carotenoiden. o-tocoferol is de meest
voorkomende antioxidant in LDL (Princen et al., 1992,
Abbey et al., 1993, Reaven et al., 1993, Jialal et al., 1995,
Hung et al., 2008). Het is echter aangetoond dat andere
exogene antioxidanten in staat zijn om LDL te beschermen
tegen oxidatie (Cominacini et al., 1991, Esterbauer et al.,
1992). Op basis van eerder epidemiologische studies die
de directe correlatie benadrukken tussen mediterrane
voeding en een zwakkere incidentie van hart -en vaat-
ziekten (Hertog et al., 1993, Ruiz-Canela, 2011), hebben
verschillende studies in vitro en in vivo bewezen dat de fe-
nolische verbindingen van extra virgin olijfolie een belang-
rijke rol spelen in de preventie van oxidatie van LDL wat
leidt tot arteriosclerose (Visioli et al., 1995a, Rice-Evans et
al., 1996, Cao et al., 1997, Masella et al., 1999). In een
staaltje van LDL wordt de oxidatie van vitamine E door
CUSO, verhinderd door de toevoeging van hydroxytyrosol
of de secundaire verbindingen van oleuropein. Dit effect
werd lineair in verband gebracht met de concentratie van
hydroxytyrosol. De toevoeging van fenolische verbindin-
gen aan LDL veroorzaakt een significante vermindering
van de vorming van peroxide lipiden. Bij LDL die niet be-
handeld werd met fenolische verbindingen werden deze
peroxiden van lipide op hetzelfde moment gevormd als de
vermindering van het vitamine E gehalte. Deze verarming
van vitamine E door de LDL gebeurt voor de massale per-
oxidatie van lipiden. De fenolische verbindingen vertragen
dus het begin van het oxidatieproces en bewaren de en-
dogene antioxidanten (Visioli et al., 1995a, 2000a).

Bepaalde studies over het effect van antioxidanten van
fenolische verbindingen op LDL plasma hadden als doel
om op de best mogelijke manier een in vivo situatie te
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simuleren. De plasma werd geincubeerd in het bijzijn van
verschillende fenolische verbindingen van extracten olijf-
olie; de LDL werd vervolgens geisoleerd en onderworpen
aan de actie van vrije radicalen, zodat ze hun relatieve
resistentie kunnen testen tegen oxidatie.

De resultaten toonden aan dat hydroxytyrosol en oleu-
ropein effectiever zijn tegen peroxidatie van LDL dan mo-
no-hydroxyfenolen (tyrosol en ligstroside aglycone). Deze
data bevestigen ook de eerdere resultaten van Rice-Evans
(1996) en Cao (1997) en hun medewerkers. De concen-
tratie van antioxidanten toegevoegd aan het plasma om
de oxidatie in LDL te onderdrukken is aanzienlijk hoger
dan in de vorgaande studies, waar de antioxidanten met-
een toegevoegd werden aan de geisoleerde LDL (Lee-
nen et al., 2002). Deze gegevens bevestigen de andere
in vivo studies op dieren die gevoed werden met olijfolie
vol polyfenolen. Bij deze dieren waren de lipoproteinen
veel resistenter tegen oxidatie dan bij dieren die dezelfde
hoeveelheid oliezuur kregen toegediend (Scaccini et al.,
1992), waarbij de niveaus vitamine E zorgvuldig werden
behouden (Wiseman et al., 1996).

Een verhoogde concentratie cholesterol in bloed is een
andere risicofactor voor arteriosclerose. De regulering van
plasma cholesterol is verbonden met de activiteit van hy-
droxy-methyl-glutaryl-co-enzym-A-reductase  (HMG-Co-
A-reductase), het belangrijkste enzym bij de biosynthese
van cholesterol. Het gebruik van substanties die HMG-
CoA-reductase is zeer effectief tegen de vermindering van
cholesterol in het bloed. Bepaalde studies hebben de aan-
dacht gevestigd op het effect van fenolische verbindin-
gen in virgin olijfolie op het metabolisme van cholesterol.
Het is onlangs bewezen dat de activiteit van HMG-CoA-
reductase aanzienlijk is verminderd in de levermicrosomen
bij ratten die fenolische verbindingen te eten kregen. De
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inname van olijfolie heeft een positief effect door de fen-
olische verbindingen die HMG-CoA-reductase onderdruk-
ken en de verbindingen spelen een belangrijke rol bij het
voorkomen van hart- en vaatziekten. Er is echter verder
onderzoek nodig naar de concentratie van fenolische ver-
bindingen die in staat zijn om een dergelijk therapeutisch
effect te veroorzaken (Benkhalti et al., 2002).

Figuur 33. Het anti-arteriosclerose effect van polyfe-
nolen in olijfolie

3. Het effect van de
polyfenolen in olijfolie tegen
trombocytenaggregatie

Een in vitro studie analyseerde het effect van hydroxy-
tyrosol en oleuropein op trombocytenaggregatie. Hy-
droxytyrosol vertraagt ADP (2 uM) en collageen (2 pg/ml)
volledig, deze verbindingen veroorzaken trombocytenag-
gregatie in het plasma dat rijk is aan bloedplaatjes (Fig. 33)
(Petroni et al., 1995). Het trombocytenremmende effect
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van hydroxytyrosol werd beschouwd als een equivalent
van aspirine. In dezelfde studie bleek dat hydroxytyrosol
een remmer is van trombine dat voor de productie zorgt
van B2 tromboxaan (Fig. 33) (betrokken bij de activatie en
trombocytenaggregatie in het geval van een blessure). Bij
vrijwilligers werd er evenwel gezien dat het extract van
olijfooombladeren 5,40mg/ml polyfenolen bevat en in
staat was de activatie van trombocytenaggregatie te ver-
tragen bij een in vitro behandeling op gezonde mannen
die niet roken. (Singh et al., 2007).

Figuur 34. Het anti-trombocytenaggregerende effect
van de polyfenolen in olijfolie.

Dell’Agli en zijn collega’s (2007) hadden als doel het tes-
ten of de AMPc en GMPc fosfodiésterase het biologische
doelwit is van de remming van trombocytenaggregatie.
Ze bestudeerden de effecten van extracten van olijfolie
met een hoog en een laag gehalte van polyfenolen en
eenvoudige fenolische verbindingen op trombocytenag-
gregatie. De extracten van olijffolie en van eenvoudige
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fenolen toonden een remmend effect afhankelijk van
de toegediende concentratie op de aggregatie en op de
AMPc fosfodiéstase.

In een gecontroleerde ad random proef in Napels, Ita-
lie, werden 180 mensen met een metabolismeprobleem
uitgenodigd om een mediterrane voeding te volgen, met
veel olijfolie. Na 2 jaar was er een duidelijke verbetering
van de endiotheliale functie, met een opmerkelijke statis-
tieke vermindering van de bloeddruk, van cholesterol, van
insuline en glucosegehaltes en trombocytenaggregatie.
Er waren aanzienlijke verminderingen van de kenmerken
van systemische vasculaire ontstekingen, waaronder reac-
tieve proteine C en interleukinen. Meer dan 66 % van de
proefpersonen toonden een vermindering van risicofacto-
ren, zodat ze niet meer onderverdeeld werden als lijdend
aan metabolismeproblemen (Esposito et al., 2004).

We weten langs deze weg nog niet exact hoe de po-
lyfenolen de trombocytenaggregatie vertragen. Er wordt
verondersteld dat het de inductor is van de vermindering
van de productie van eicosanoides of de afbraak van de
AMPc (Dell’Agli et al., 2007).

4. Het ontstekingsremmende effect
van polyfenolen in olijfolie

De ontstekingsreactie tijdens atherogenese bevat de
toetreding van leukocyten, monocyten en lymfocyten
tot het endotheel. De toevoeging van deze cellen wordt
bevorderd door de intercellulaire adhesiemoleculen 1
(ICAM-1), de vasculaire celadhesiemoleculen (VCAM-1)
en de E-selectie factor (Dell’Agli et al., 2006). Carluccio et
al (2003) hebben bewezen dat de fysiologisch relevante
dosissen van de fenolische verbindingen in extra virgin
olijfolie-extracten de expressie van ICAM-1 verminderen
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en VCAM-1 op de oppervlakte van de cellen (Fig. 34). Een
mengeling van polyfenolen in olijfolie, waaronder oleuro-
pein, hydroxytyrosol en tyrosol staan ook een verminde-
ring toe van ARNm gehaltes in VCAM-1, van de E-selectie
factor en de activiteit van het gen ICAM-1 (Carluccio et
al., 2003). De PREDIMED studie op mensen stelde vast dat
mediterrane voeding met veel olijfolie een aanzienlijke
statistieke vooruitgang veroorzaakte bij de vermindering
van ontstekingskenmerken waarvan de C-reactive prote-
ines (door de lever aangemaakt), interleukine-6, ICAM1
en VCAM-1 ten opzichte van een voeding die arm is aan
vetten (Estruch et al., 2003).

Figuur 35. Het effect van polyfenolen op de endothe-
liale adhesiemoleculen.

Weinig onderzoek heeft het effect van de mediterrane
voeding op de vaatwand getest. De PREDIMED studie
onderzocht het effect van olijfolie op de morfologische
veranderingen van de vaatwand. De diktematen van de
intima-media van de slagader (EIM) werden gebruikt als
marker van de vervanging om de graviteit van de ziekte
arteriosclerose te meten. Een verhoging van 0,2 mm in de
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EIM werd betrokken bij een verhoging van 28 % en 31 %
van het risico op een myocardinfarct en een beroerte, res-
pectievelijk (de Groot et al., 2004). De verzamelde gege-
vens van 190 deelnemers toonden aan dat zij die minder
olijfolie consumeerden het meest blootgesteld waren aan
de verhoging van EIM. Een andere studie bewees een
aanzienlijk statistiek verschil tussen de inductor van EIM
bij zij die 6 tot 34 gram olijfolie consumeerden per dag
(Buil-Cosiales, 2008).

5. Hydroxytyrosol in olijfolie
verhoogt de stikstofmonoxide,
vaatverwijdend peptide gas

In het geval van hypercholesterolemie verhoogde de
productie van superoxide anionen en andere soorten vrije
radicalen in endotheliale cellen, gladde spiercellen en de
monocyten tegenover de cellen die de normocholestero-
lemie controleren (Keaney et Vita, 1995). Deze soorten
reageren met stikstofmonoxide (NO) en ze breken het
vasculaire endotheel af waardoor het niet genoeg NO kan
produceren en dit kan leiden tot en trombocytenaggre-
gatie wat resulteert in trombose. De vermindering van de
biologische activiteit van de NO kan een constrictie uitlok-
ken van de kransslagaders tijdens fysieke inspanningen
en vasculaire ontstekingen wat leidt tot de vorming van
schuimcellen (Cannon, 1998).

De studies hebben aan de andere kant ook aangetoond
dat de oxLDL de transcriptie van de NO synthase en de
synthese van de NO in de slagadercellen bij runderen sti-
muleert (Hirata et al., 1995). De studies hebben ook een
toegenomen expressie getoond in NO synthase in slag-
aderweefsel bij konijnen met arteriosclerose en in arte-
riéle plakken bij mensen. Deze overproductie brengt een
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inactivatie van oxidatie met zich mee of een snelle over-
gang van NO en ONOO, giftig vanwege de accumulatie
van superoxide anionen en andere vrije radicalen (Can-
non, 1998).

De studies veronderstellen dat de vasculaire stoornis li-
miterend kan zijn door het verstrekken van acties die in
staat zijn de vrije radicalen te omsluiten (Perona et al.,
2006). De consumptie van een maaltijd die rijk is aan fen-
olische verbindingen, zoals bij olijfolie, verbeterde de en-
dotheel-afhankelijke microvasculaire vasodilatatie tijdens
de 4 eerste postprandiale uren bij vrijwilligers met hyper-
cholesterolemie. Bij de personen die een maaltijd kregen
vol polyfenolen was er een sterke concentratie aanwezig
van NO en lagere gehaltes lipoperoxide (peroxide lipiden)
tegenover de personen die een maaltijd kregen die arm
was aan polyfenolen. Deze verbetering is te danken aan
een vermindering van oxidatieve stress en een verhoging
van eindproducten van NO (Ruano et al., 2005). Boven-
dien stimuleert oleuropein een productie van NO in ma-
crofagen van de muis en activeert het de geinduceerde
vorm van NO synthase (Visioli et al., 1998).

Een enquéte met 20 343 deelnemers in het kader van de
Griekse cohort van de EPIC (European Prospective Investi-
gation into Cancer) stelde vast dat de toevoeging van een
mediterraan dieet omgekeerd evenredig is met de inci-
dentie van systolische en diastolische bloeddruk. Olijfolie,
groenten en fruit zijn de voornaamste factoren van het
globale effect van een mediterrane voeding op de bloed-
druk. Granen worden over het algemeen beschouwd als
gezond voor de mens maar dit voedsel staat in verbinding
met een hogere bloeddruk (Psaltopoulou et al., 2004).

o) V)
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HOOFDSTUK 9

De bescherming van polyfenolen
tegen de schade van proteinen

Meerdere studies toonden aan dat lange golven ultra-
violette straling (UVA) zware schade berokkenen aan de
huid door het aanmaken van ROS en door de uitputting
van endogene antioxidantensystemen . D’Angelo en zijn
medewerkers (2001) bemerkten een spectaculaire en ab-
normale verhoging van producten van lipidenperoxidatie
en van het residu van L-isoaspartyl (oxidatie van proteinen)
op de menselijke melanomencellen bestraald door UVA. In
deze studie wordt het effect bestudeerd van hydroxytyrosol
op de celschade door UVA door gebruik te maken van cel-
lijnen van menselijke melanomen (M14 cellen) als systeem-
model. Voor de M14 cellen die bestraald zijn door UVA
oefent de hydroxytyrosol een beschermend effect uit, wat
zich vertaalt naar de vertraging van de typische kenmerken
van oxidatieve stress, zoals de TBARS (oxidatieve kenmer-
ken van lipiden). Bovendien verhindert de hydroxytyrosol
de verhoging van residus van L-isoaspartaat gemodificeerd
en gevormd na de UVA-straling van de proteines.

Deze resultaten komen overeen met de hypothese dat
oxidatieve stres een grote rol speelt in de bemiddeling
van schade door proteinen veroorzaakt door UVA. De re-
sultaten laten blijken dat hydroxytyrosol verschillende ef-
fecten uitoefent op melanomencellen in functie van de
gebruikte dosis. Hier moet steeds rekening mee worden
gehouden tijdens de consumptie van olijfolie en zijn de-
rivaatproducten, waaronder cosmetische producten en
functionele levensmiddelen.
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HOOFDSTUK 10

Het antimicrobeneffect van
polyfenolen in olijfolie

Veel studies toonden de capaciteit aan van hydroxyty-
rosol om de groei te vertragen of te verhinderen van een
gamma van bacterién en schimmels waaronder ziektever-
wekkende bacterién van de mens (menselijke pathogene
acties). Het is bewezen dat plantenwater uit olijfolie giftig
is voor deze phytopathogenische bacterién Pseudomonas
syringae (Gram-negatief) en Corynebacterium michiga-
nense (Gram-positief). Capasso en zijn collega’s (1995)
merkten op dat onder deze voorname polyfenolen van het
plantenwater, methylcatechol een sterke bacteriéle activi-
teit toonde tegen P syringae, anderzijds maar licht actief
was tegen C. michiganense. Andere polyfenolen zoals
catechol en hydroxytyrosol zijn minder actief op de stam-
men van de P. syringae en inactief op C. michiganense.

Bisignano et al., (1999) bestudeerden de in vitro gevoe-
ligheid van meerdere ziekteverwekkende acties van lucht-
wegen of darmwegen bij de mens voor hydroxytyrosol en
oleuropein. De bestudeerde pathogene acties waren vijf
standaard bacteriéle stammen (Haemophilus influenzae
ATCC 9006; Moraxella catarrhalis ATCC 8176; Salmo-
nella typhi ATCC 6539; Vibrio parahaemolyticus ATCC
17802 en Staphylococcus aureus ATCC 25923) en 44
verse isolaten (geisoleerd bij gehospitaliseerde personen)
(Haemophilus influenzae, acht stammen; Moraxella ca-
tarrhalis, six souches; Salmonella typhi espéces, 15 stam-
men; Vibrio cholerae, een stam; Vibrio alginolyticus, twee
stammen; Vibrio parahaemolyticus, een stam; Staphylo-
coccus aureus; vijf gevoelig voor penicilline en zes resis-
tente stammen voor penicilline).
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De minimum concentratie om te remmen (CMI) die
gevonden is in de studie heeft een grote antibacteriéle
activiteit bewezen van hydroxytyrosol tegen bacteriéle
stammen (CMI tussen 0,24 en 7,85 mg/ml voor standaard
stammen en tussen de 0,97 en 31,25 mg/ml voor de kli-
nisch geisoleerde stammen). Deze resultaten laten blijken
dat hydroxytyrosol nuttig kan zijn bij de antibacteriéle be-
handeling van infecties in de darmkanalen en in de lucht-
wegen van de mens.
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HOOFDSTUK 11

De preventie van polyfenolen
tegen diabetes

De polyfenolen in olijfolie zijn doeltreffend
tegen hyperglykemie en kunnen een rol spe-
len bij de preventie van diabetische compli-
caties die te wijten zijn aan oxidatieve stress.

Type 1 diabetes is een metabolische ziekte die wordt
veroorzaakt door een complete of relatieve tekortkoming
van de uitscheiding van insuline (Henquin et al., 1992).
Het is een van de voornaamste redenen voor de vele
complicaties verbonden aan vele ziekten. De chronische
toename van glycemie leidt tot weefselschade, wat kan
worden geobserveerd in de vele organen en systemen
(Henquin et al., 1992; Hamden et al., 2008). Hyperglyce-
mie veroorzaakt complicaties van lange duur die worden
onderverdeeld aan de hand van de voornaamste oorza-
ken van morbiditeit en mortaliteit in de wereld (Palsamy
et al., 2009). De toename van de productie van vrije radi-
calen alsook oxidatieve stress spelen een belangrijke rol bij
de pathogenese van diabetes en zijn latere complicaties
(Palsamy et al., 2009).

Hamden en zijn collega’s (2009) namen de effecten van
polyfenolen in olijfolie onder de loep (met een dosis van
20 mg/kg/j) en andere fenolische verbindingen bij de oxi-
datieve stress en de hyperglycemie bij ratten met diabe-
tes (behandeld door alloxaan). Na twee maanden van de
behandeling vermindert het glucosegehalte in de plasma
van de behandelde ratten met 55 % tegenover de ratten
met diabetes die niet behandeld zijn.
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Deze studie toonde voor de eerste keer aan dat polyfe-
nolen in olijfolie, rijk aan hydroxytyrosol, doeltreffend zijn
tegen de vertraging van oxidatieve stress en hyperglyce-
mie. Deze studie laat ook blijken dat de toediening van
polyfenolen in olijfolie nuttig kan zijn bij de preventie van
complicaties van diabetes geassocieerd met oxidatieve
stress.
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HOOFDSTUK 12

De preventie van polyfenolen
tegen de ziekte van Alzheimer

Epidemiologische studies tonen dat de consumptie van
olijffolie de cognitieve aftakeling kan vertragen (Solfrizzi et
al., 1999, 2003, 2005, 2006, Panza et al., 2004).

De Tau proteines (Tau isovormen) maken deel uit van de
proteinefamilie die geassocieerd wordt met microtubuli
die vooral geuit worden door neuronen van het centrale
zenuwstelsel. Ze bevorderen de verzameling van tubuline
in monomeren microtubuli en staan toe hun stabiliteit te
moduleren, terwijl ze een belangrijke structurele rol spe-
len bij het distale deel van axonen. Als de Tau proteine bij
de ziekte van Alzheimer en andere neurodegeneratieve
ziekten gehyperfosforyleerd is maakt het zich los van de
microtubuli. Het gaat zich in pathologische spiraalvormige
filamentenparen vormen die samenklonteren in clusters
van neurofibrillaire formaties wat progressieve fibrillaire
neurodegeneratie teweegbrengt. De noodzakelijke sub-
stanties in de functies van neuronen kunnen niet meer
overgebracht worden naar het cellenlichaam, de neu-
ronen sterven af. Daccache en zijn collega’s (2011) be-
studeerden de capaciteit van drie natuurlijke fenolische
verbindingen verkregen uit olijfolie; hydroxytyrosol, oleu-
ropein en aglycon oleuropein om de aggregatie van Tau
proteinen tegen te gaan in in vitro fibrillaire strengen.

De voornaamste fenolische bestanddelen van fruit,
olijven of olijfolie, oleuropein, aglycon oleuropein en hy-
droxytyrosol vertragen de aggregatie van Tau proteinen
op hetzelfde niveau als blauwe methyleen (actieve prin-
cipe van referentie). Hydroxytyrosol, een van de belang-
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rijkste metabolieten van oleuropein bereikt de hersenen
na de consumptie van olijfolie. De resultaten tonen dat
deze metaboliet handelt als een polyfenol die de aggre-
gatie van Tau proteinen vertraagt op een vergelijkbare
manier met andere fenolische verbindingen (Fig. 35). De
aanwezigheid van aldehyde fragmenten in de tautomere
vormen van aglycon oleuropein verhoogt de vertragings-
capaciteit van laatstgenoemde, door een mechanisme dat
anders kan zijn dan dat van oleocanthal, een andere ge-
isoleerde dialdehyde verbinding in olijfolie.

Figuur 36. Het effect van polyfenolen in olijfolie op
de ziekte van Alzheimer.

De resultaten bewijzen de capaciteit van aglycon oleu-
ropein, oleuropein en hydroxytyrosol om de aggregatie
van Tau te vertragen. Deze verbindingen kunnen ook
worden gelinkt aan de vermindering van het risico op de
ziekte van Alzheimer of neurodegeneratieve dementies
geassocieerd met een mediterrane voeding en de con-
sumptie van olijfolie en het verstrekken van een chemi-
sche basis voor de ontwikkeling van aggregatieremmers
van Tau proteines.
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HOOFDSTUK 13
Getuigenissen

De volgende mensen probeerden Olivie Plus 30x Bio of
Olivie Riche en merkten een vermindering van het choles-
terolgehalte en een daling van de bloeddruk in het geval
van hypertensie, een vermindering van gewrichtspijn en
een verbetering van de kwaliteit van de huid. Wij selec-
teerden enkele getuigenissen:

1. Ik voel me over het algemeen beter

Marco P. - Als we weten dat voltaren, nurofen en al
deze chemische ontstekingsremmende medicamenten
meestal bijwerkingen hebben op onze maag en dat de
patiént de pil niet meer dan 5 dagen op rij mag nemen,
zijn we heel blij een natuurlijk alternatief te kunnen aan-
bieden, OLIVIE Riche, dat de patiént ELKE DAG mag
nemen en nog veel andere voordelen heeft voor de ge-
zondheid : zoals voor de cholesterol, tegen hypertensie,
psoriasis en veroudering... Ik ben ervan overtuigd dat het
natuurlijke en bovendien bioproduct “een product vanop
de boerderij” steeds meer zijn opmars maakt.

Catherine S. — OLIVIE Force / Riche is een uitstekend
product met veel gezonde voordelen.

Chantal C. — Voortreffelijk product, je voelt meteen het
effect.

Aurelien H. - Bijna magisch. Het is misschien toeval
maar na drie capsules op een dag, zelfs in de avond, had
ik een stoelgang die terug normaal was. Dat was niet het
geval voor een hele week, en wat vrijwel nooit het geval
is voor mij (van kleins af aan heb ik een prikkelbaar darm-
syndroom). Het moet een week zijn geweest dat ik 2 tot
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4 capsules innam per dag en ik heb sindsdien geen last
meer van mijn darmen. Het valt nog af te wachten wat
de effecten zijn op lange termijn maar ik ben momenteel
erq tervreden.

Claude - Een nieuwe smaak, ik gebruik Olivie als een
essentieel onderdeel van mijn gezonde voeding door zijn
hoge gehalte aan hydroxytyrosol. Deze olie met een zeer
speciale smaak (voor mij was het even wennen) wordt ten
sterkste aangeraden door professor Joyeux en anderen.

Alain D. — De beste olijfolie die er bestaat. De voorde-
len van bio olijfolie zijn wetenschappelijk bewezen door
verschillende studies. Ik kocht OLIVIE Plus 30x en ik was
werkelijk onder de indruk over deze olie, eerst door het
parfum dat het afgeeft, je ruikt meteen dat je met een
buitengewoon product te maken hebt, daarna door de
smaak die me doet denken aan olie die men vijftig jaar
geleden kon vinden. Vanaf dat je het gebruikt voel je je
meteen veel beter, het is een super natuurlijk geneesmid-
del. Het is moeilijk om uit te leggen dus ik raad aan om
het zelf te proberen !

Eric B. — Lekker en gezond !

Patricia B. — Hoewel de smaak wat wennen is, moet ik
wel toegeven dat het erg gezond is... Ik ben zelf kanker
aan het bestrijden en ik weiger alle behandelingen na de
operatie, ik hou het dus enkel bij alternatieve behande-
lingen, en deze olie is echt een zegen. Mijn humeur is
gestegen en ik kwam weer wat bij, mijn haar is dikker
geworden en ik heb geen pijin meer aan mijn gewrichten,
mijn huid is mooier en ik voel me ook beter aan mijn lever.
Heel erg bedankt!!! Ik raad deze olie aan!!!

Christiane C. — Heel fruitig. Het past goed bij vis, vlees
en groenten naar keuze en is heel lekker in slaatjes. Ik
geniet er echt van.
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Fabienne L. - Het voldoet aan de verwachtingen. Lek-
kere smaak, een beetje verrassend maar ik kan er niet
meer van af blijven. Er is geen enkele reden om dit te
missen.

Annick K. — Ik kan niet meer zonder, deze olie is echt
goed voor mijn lichaam en de smaak van de olijven is on-
overtreffelijk.. Het maakt deel uit van mijn vaste dage-
lijkse voeding, wie het uitprobeert houdt het voor goed.

Marie A. — OLIVIE Plus 30x is een goed product en het
werkt heel erg snel. Het verliep viot.

Guillaume D. - Eerst vond ik de smaak heel lekker,
daarna merkte ik dat ik honger kreeg de daaropvolgen-
de uren, ik had het tegen 13u genomen en nam daarna
een tussendoortie om 17u. De olie is erg verteerbaar, niet
zwaar, ik had de indruk dat het gezond was voor mijn
maag, ook in mijn keel en mijn slokdarm voelde de olie
aangenaam. Ik heb in lange tijd geen bloedanalyse meer
laten nemen dus ik kan u hierover niet informeren maar
ik voel me over het algemeen beter en steeds beter als ik
OLIVIE Plus 30x neem elke dag. Ik heb ook minder trek in
vlees en vis maar meer in verse groenten en fruit. Ik heb
een betere weerstand en drink ook minder alcohol.

Gilberte L. — Zodra het flesje leeq is vraag ik een
nieuwe!

Christian M. — Heel goed product, ik gebruik het
regelmatig.

Astrid H. — Verrassend van smaak en toch proeft het
00k naar traditionele olijfolie.

Gisele R. — VERUKKELIK! Het is echt een plezier om
deze olie te proeven op een kleine salade, vinaigrette is
niet meer nodig.

Srinath S. — Heel goede olie !
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Francoise S. — Perfect, snel, efficiént, bedankt.

Viviane C. — De eerste keren was ik een beetje terug-
houdend over de smaak, die is heel erg straf. Wij zijn het
beetje bij beetje gewoon geworden en nu houden we er-
van. Het is heel anders dan de oljjfolie die we normaal
gebruikten.

Annie L. — 70/10! OLIVIE Plus 30x is heel lekker, fijne
smaak van olijfolie.

Janine T. — Ik ken dit product dankzij de conventies van
professor Joyeux die ik op het internet zag. Ik vind de pro-
ducten van uitstekende kwaliteit. Ik bedank zowel profes-
sor Joyeux als OLIVIE.

Nathalie P. - Product van hoge kwaliteit.

Fabienne L. — Olie van goede kwaliteit en lekker,
proficiat!

Martin G. — De olijfolie van mijn keuze.
Francine L. — Buitengewoon lekker.

Marie M. — Perfect product, hoewel de smaak me ver-
raste in het begin, ik probeer het met honing of siroop op
een sneetje brood.. Heel lekker en gezond.

Alain S. — Heel goed product, we voelden meteen de
voordelen voor de gezondheid, heel goede olie!

Alain D. — OLIVIE Plus is een erg goed product. Ik heb
nog nooit iets gelijkaardig op de markt gevonden, heel
erg gezond en zeldzaam. Naturamédicatrix is een site op
het internet met veel informatie en wetenschappelijke
bronnen, het raadplegen ervan gaat gemakkelijk.

Ginetta B. — /k neem OLIVIE plus 30x regelmatig en ik
ben zeer tevreden van dit product!

Nicolas F. — Je proeft de antioxidanten (een beetje bit-
ter) maar de kwaliteit is er zeker, bedankt.
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Ismail B. — Mijn kinderen kochten OLIVIE 30x voor me
en sinds ik het gebruik is mijn suikerspiegel gedaald van
13,9 mml/mol naar 8mml/mol, ik reken op dit product om
mijn gezondheidsproblemen te verbeteren, ik wil het ook
aan de rest van mijn familie tonen.

Hizanuddin Z. — /k heb diabetes en een hoge choles-
terol. Sinds 2014 neem ik elke avond een lepeltie OLIVIE
30 en sindsdien is het suikergehalte in mijn bloed gedaald
van 12-16mmi/mol tot 4-5 mml/mol !'!

Eliane G. — Super product.

2. Een normaal cholesterolgehalte

Francine M. — Eindelijk het natuurlijke product dat mijn
cholesterol en mijn kleine darmprobleempjes aanpakt.
Momenteel ga ik nog een paar maanden door met deze
behandeling. Daarna wil ik nog graag proberen wat jullie
te bieden hebben. Bedankt voor jullie goede raad.

JOPAR - Mijn cholesterol is gedaald ! Na een kuur van
3 maanden, 2 soeplepels per dag is mijn cholesterol van
3,30 naar 3,00 gedaald. Ik had nog meer gewild maar ik
vind het al zeker niet slecht.

René D. — Zeer tevreden. Het is een top product! Mijn
cholesterol is gedaald met 25 % na 2 maanden OLIVIE
30x.

Michel — lk ben heel blij met deze olie, mijn cholesterol
zit bijna op 50 % en ik voel me gewoon veel beter.

Dahri B. — Na regelmatig gebruik van OLIVIE Plus 30x
(ongeveer een maand), stelde ik vast dat mijn cholesterol
was verlaagd, de tryglyceriden waren een beetje vermin-
derd. Ik ga verder met dit gezonde product.
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3. Gewrichten

Eliane S. — Alleen al bij het proeven merk je dat het niet
een gewone olie is, ik ken twee mensen die het testten
buiten mezelf en momenteel gaat alles goed..Zelfs beter
voor een vriendin die vrij serieuze problemen aan haar
gewrichten had!

Antoine R. — Een verbetering voor de darmen,
en huidproblemen in het algemeen. Een goede
ontstekingsremmer.

Mme Debbagh K. — In het begin was mijn enige zorg
de pijn van mijn artrose te verlichten aan mijn knieén
want ik kon niet meer normaal stappen, of rechtstaan.
Mijn man vertelde me over ontstekingsremmende olijfolie
en ik besloot OLIVIE Plus 30x te testen. Na een maand
voelde ik me niet alleen, tot mijn grote verrassing, veel
soepeler en kon ik mijn knieén bewegen zonder pijn maar
mijn Psoriasis begon te verdwijnen! Mijn rode viekken
veranderden van kleur tot ze bleek werden en verdwenen
na ongeveer twee maanden.

4. Regulering van de tensie

Mme Martine H. — OLIVIE Plus 30x is een fantastische
olie, buiten de sterke smaak misschien, en verminderde
mijn hypertensie en de pijn in mijn gewrichten, ik raad
het aan!

Martine K. — Heel goed product. Helpt om de bloed-
druk te verlagen.

5. Huid, haar en gezondheid

Marie-Madeleine P. - Mijn stoelgangproblemen zijn
genezen sinds ik de olie gebruik, mijn huid wordt jonger
met een duidelijkere tint. De smaak is een beetje bitter,
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waarschijnlik omdat de olie nog zo jong is. De levering
gaat ook snel, ik ben zeer tevreden.

Solveig K. — /k kan enkel maar zeggen dat ik een SU-
PER ZACHTE huid heb nu.

Shariffah Z. — Ik leed voor lange tijd aan sinusitis. Ik
stopte niet met niezen en ik had steeds de griep. Na een
maand het product te gebruiken waren mijn huidaller-
gieén veel minder erg en ik niesde bijna niet meer. Ze
hebben bij mij een cyste in de eierstokken gevonden in
2010 waarvan de grootte steeds schommelde, toenam en
afnam. Maar een recente diagnose toonde dat mijn cyste
weg was ! Ik neem dit product nog zo lang als ik hoop op
een goede gezondheid.

Muhammad F. - Sinds 3 jaar dat ik OLIVIE olijfolie
gebruik, ik smeer het op mijn gezicht en neem ook de
capsules, is mijn huid veel minder gezwollen, het rood is
bijna helemaal weg en ik heb geen problemen meer met
constipatie.

Abdul K. — /k neem een soeplepel OLIVIE Plus 30x per
dag en smeer het ook op mijn hoofd op de kale plekken.
Mijn haren begonnen weer te groeien !

ce0
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HOOFDSTUK 14

Klinishe studie
« Olivie Riche 4000 »

Betreffende het effect van het extract van olijfolie boor-
devol polyfenolen, Olivie Riche 4000 op de onsteking en
de pijn van patiénten met artritis: een klinische studie ad
random en dubbelblind tegenover placebo gedurende 8
weken.

Door Ghanam Jamal? Cresteil Thierry?, Benlemlih
M.2

3Biotechnology Laboratory, Faculty of Science Dhar
El Mahraz, P.O. Box 1796, Atlas-Fez, University Sidi
Mohammed Ben Abdellah, Fez, Morocco.

Gepubliceerd door het Amerikaanse tijdschrift van
biologisch en farmaceutisch onderzoek op 2 februari
2015.

1. Samenvatting

Doelstellingen: De polyfenolen in olijven staan bekend
om hun natuurlijke ontstekingsremmende acties. Het doel
van de klinische proef is om het therapeutische effect van
het olijvenextract, vol polyfenolen, te bepalen op het ont-
stekingsproces en de pijn bij patiénten met artritis (AR)

Werkwijzes: Het gaat over een klinische proef ad ran-
dom en dubbelblind tegenover een placebo. 90 patiénten
met AR werden willekeurigerwijs in twee groepen ver-
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deeld; in de behandelde groep kregen de patiénten een
dosis van 3 g Olivie Riche (6 capsules, 500 mg per capsule)
voor 8 weken, terwijl de placebogroep capsules met mal-
todextrine kregen. De analyses in het laboratorium zowel
als de reacties op de vragenlijsten, de intensiteit van de
pijn en de biomarkers van ontstekingen zijn in het begin
van de studie vastgesteld en ook op het einde. Dokters
evalueerden de potentiéle negatieve effecten van het olij-
venextract tijdens de volledige studie.

Resultaten: Een duidelijke vermindering van de ziek-
tescore aan het einde van de studie bij de behandelde
groep (P<0,0001). Tegenover de placebogroep waren de
biomarkers van de ontstekingen op een duidelijke manier
afgenomen bij de behandelde groep (P <0,0001). De ver-
beteringen van de behandelde groep tegenover het begin
van de studie waren: -1,37 mg/L (IC -2,71 a -1,57 mg/L),
-2,14 pg/mL (IC -2,71 & -1,57), -1,046 pg/mL (IC - 1,50 &
-0,59) et -1795 pg/mL (IC -2283 a - 1308) voor hs-CRP,
IL-6, TNF-oe en PGE2 respectievelijk.

De verlichting van pijn was op een aanzienlijke
manier gestegen na acht maanden van de behande-
ling met het extract van Olivie Riche olijfolie.

Conclusie: De verkregen resultaten na 2 maanden van
de klinische studie toonden voor de eerste keer het po-
tentiéle therapeutische effect van Olivie Riche olijfolie,
met een hoog gehalte polyfenolen (OLF) tegen ontstekin-
gen en de pijn van artritis (AR).

Het is interessant om te weten dat de vegetale capsu-
les van Olivie Riche / Olivie Force geproduceerd zijn uit
olijfoomen die geplant zijn in een woestijn en rotsachtige
omgeving in Marokko, zonder vervuiling of gevolgen van
industriéle activiteit, een zeer hard milieu met temperatu-
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ren boven de 50° C, waar het bijna nooit regent en waar
de wortels geen plek hebben om te groeien.

Dit komt door de grote rotsen (kalk en silex) en door de
brandende zon. Daarom verkeren de olijfoomen in een
staat van stress en nemen ze aan dat ze zullen sterven.
Ze gebruiken een mechanisme om te overleven waar ze
abnormaal hoge kwantiteiten antioxidanten aanmaken
(polyfenolen) om zich te beschermen. De antioxidanten
zijn dus op een 100 % natuurlijke manier verkregen door
de blaadjes en de olijven van de bomen in de woestijn (zie
www.olivie.ma).

2. Inleiding

Reumatoide artritis (AR) is een autoimmune chronische
ontstekingsziekte die verantwoordelijk is voor de vernie-
ling van gewrichten wat bijdraagt tot een functionele
afname in het lichaam. De AR blijft de meest courante
gewrichtenziekte, met een patiéntenpercentage van meer
dan 0,5-1 % in de hele wereld. (Helmick et al., 2008;
Erikson et al. 2013). Meerdere factoren maken mee deel
uit van het algemene verval dat de ziekte veroorzaakt: ta-
bak (Ruiz-Esquide et Sanmarti, 2012, Glossop et al. 2006,
Mattey et al., 2002), de microbiota (Wu et al., 2010),
hormonale factoren (Berglin et al., 2010), de genetische
voorgeschiedenis en invloed van de omgeving (Packard
et al, 2011, LandreBeauvais, 1800). Schematisch gezien
kunnen we de pathofysiologie van AR onderverdelen in 3
fasen: (1) de beginfase, (2) de ontsteking van het slijmvlies
in de gewrichten en (3) de vernieling van de gewrichten
door de verspreiding van pseudotumorale cellen in het
slijmvlies van de gewrichten onder invloed van cytokines.

Eigenlijk is de chronische ontsteking van het slijmvlies
de eigenschap van AR dat de complexe interactie aan-
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duidt tussen lymfocyten T en B, macrofagen en synovi-
ociten vergelijkbaar met fibroblasten, waaronder een
netwerk van cytokines, chemokines en andere moleculen
(Smolen et Redlich, 2014, Boissier et al., 2012, Firestein,
2003). In AR is er een onevenwichtigheid tussen cytoki-
nes die pro en anti ontstekingsvormend zijn. Bijvoorbeeld
de nucleaire factor kappa B (NF-kp) is in ontstekingscellen
actief van het synovium en veroorzaakt de expressie van
cytokines, waaronder de alfa factor van tumorale necro-
se (TNF-ay), interleukine-1 (IL-1B), II- 6, I-15, IL-18, maar
ook de metalloprotease (MMP-1) en de kleine moleculen
die het kraakbeen kapotmaken zoals prostaglandine E2
(PGE2) en stikstofmonoxide (Killeen et al., 2014, Tak et
al., 2001). Deze ontstekingsvormende biomarkers zijn in
grote concentraties aanwezig in de vloeibare synovial en
het serum van de patiénten met AR, wat zich klinisch uit-
drukt in zwellingen, pijn en het vernielen van weefsels. De
laatste jaren speelt de blokkering van het netwerk van cy-
tokines een belangrijke rol in het klinische beheer van AR,
vooral bij de vertraging van TNF-a, IL-6 en IL-1 producten
(Smolen, 2014, Smolen et al., 2012). De moleculen die
nuttig zijn bij deze blokkering van de cytokines zijn voor
het grootste deel monoklonale antilichamen of recombi-
nante eiwitten (zoals infliximab, Etanercept) (Smolen et
al., 2012, Strand et al., 2007). Ondanks hun eenvoudige
klinische gebruik hebben deze substanties enkele onver-
wachte kenmerken (waaronder een grote werkzaamheid,
toxiciteit en zelfs farmacodynamiek). Een voorbeeld hier-
van zijn de katastrofale effecten op mensen na de eerste
toediening van TGN1412 (Strand et al., 2007).

Buiten het bestaande therapeutische arsenaal over AR,
vertegenwoordigen natuurlijke producten een innovatie-
ve bron van behandelingen die revolutionair kunnen zijn
bij het behandelen van ontstekingsziektes. Salminen et al.
(2002) bewezen dat 33 tot 75 % van de patiénten met
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AR in complementaire alternatieve therapie geloofden,
zoals een bepaald dieet volgen die de symptomen kun-
nen vertragen (Cernadas et al., 2014). In deze zin hebben
verschillende klinische studies duidelijk gemaakt dat poly-
fenolen in olijfolie zeer doeltreffend zijn, de basisonderde-
len van de mediterrane voeding, tegen chronische ontste-
kingsziektes zoals AR (McKellar et al., 2007, Skdldstam et
al., 2003) en de coronaire hartziekte (of angina pectoris)
(Estruch, 2010, Fito et al., 2007 ; Estruch et al., 2006).

Het aannemen van een meditteraan dieet verkleint de
activiteit van ontstekingen, verhoogt de fysieke functies
van het lichaam en verbetert de vitaliteit van de patiénten
met AR. Hydroxytyrosol (3,4-DHPEA) is een van de meest
bestudeerde polyfenolen in olijfolie door zijn ontstekings-
remmende eigenschappen en veel verschillende farma-
ceutische activiteiten die overtuigen dat hydroxytyrosol
mogelijks gebruikt kan worden bij de ontwikkeling van
een functionele voeding (Hu et al., 2014). In werkelijk-
heid hebben hydroxytyrosol, tyrosol (p-HPEA) en oleu-
ropein (3,4-DHPEA- EA) in vitro remmende effecten op
PGE2, LTB4, TNF-q, IL-6, IL-1 en zeer gevoelige reactieve
proteinen (hs-CRP) (Camargo et al., 2014, Richard et al.,
2011, Zhang et al., 2009). Beauchamp et al. (2005) toon-
den aan dat de ontstekingsremmende effecten van oleo-
canthal vergelijkbaar waren met ibuprofen (niet-steroiden
ontstekingsremmende middelen NSAID’s).

Hoewel de in vitro resultaten wel eens het eerste on-
derdeel kunnen zijn in de ketting van modificaties van het
natuurlijke product naar een farmaceutisch product geba-
seerd op een synthetishe molecule, hebben we meer re-
sultaten nodig van klinische proeven. We stellen dus hier
de resultaten tentoon van een klinische studie ad random
over de effecten van de toevoegingen van een extract
olijfolie op de ontstekingsbiomarkers, de intensiteit van
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de pijn en de activiteit van de ziekte bij marokkaanse pa-
tiénten met AR.

3. Materiaal en methodes

De personen

De patiénten zijn toegekend aan de ESSEHA Cassablan-
ca kliniek van reumatologie in Marokko. Zowel mannen
als vrouwen werden gekozen tussen oktober 2012 en
april 2013. Om deel te nemen aan de studie moesten de
patiénten met artritis gediagnostiseerd zijn van ten minste
een jaar volgens de criteria van het Amerikaanse College
van Reumatologie (ACR) en de Europese Liga tegen Reu-
ma (ELULAR) (Aletaha et al., 2010). De studie werd naar
behoren uitgelegd aan de vrijwillge deelnemers. Om ge-
selecteerd te worden moest men aan de volgende voor-
waarden voldoen: tussen de 20 en de 80 jaar oud zijn,
niet zwanger zijn, geen borstvoeding geven, geen contra-
ceptiemiddelen nemen, niet roken, niet gediagnostiseerd
zijn met een metabolisch syndroom zoals wordt uitgelegd
in tabel Il over de behandeling van volwassenen, geen
ontstekingsproblemen hebben, geen niet-steroide anti-
inflammatoire middelen (NSAID’s) krijgen en/of remmers
van cytokines, geen gehalte van leukocyten hebben <
3.5x10%L en van creatinine >2.1mg/dl en geen aspar-
taataminotransferase (AST) gehaltes 2,5 keer hoger dan
het normale limiet. De uitsluitingscriteria bevatten ook
de consumptie van de antioxidanten uit olijven of andere
complementaire voeding met antixodanten minder dan
drie weken voor de testen, alsook een voorgeschiedenis
van allergie of intolerantie van olijfproducten. Om aan de
studie te kunnen meedoen moesten de vrijwillige deelne-
mers hun geschreven toelating geven om blijk te geven
van hun kennis van de zaak.
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Beschrijving van de studie en de behandeling

De studie is ontworpen met de volgende eigenschap-
pen: dubbelblind, in willekeurige modus en gecontro-
leerd placebo. De gekozen deelnemers werden in twee
groepen verdeeld, dit gebeurde willekeurig: een groep
kreeg OLIVIE RICHE (OLF), en de andere groep kreeg het
placebo. De onderzoekers, de deelnemers en het klinische
personeel kregen geen toegang tot de behandelingsco-
des van de beide groepen. De kandidaten werden uitge-
nodigd om naar de kliniek te komen na een nacht vasten
van ongeveer twaalf uur om een medisch onderzoek te
doen naar de gezwollen en pijnlijke gewrichten.

Het onderzoek bevatte hun deelname aan het medi-
terrane dieet volgens de aangepaste vragenstelling van
Estruch et al. (2006) (appendix Tabel 1), de evaluatie van
fysieke oefeningen volgens de internationale vragenstel-
ling van fysieke activiteit (de fysieke oefening werd onder-
verdeeld in: zwaar, gemiddeld of licht). Er werd gevraagd
aan de deelnemers om hun gewoonlijke dieet bij te hou-
den tijdens de periode van de studie en om consumptie
van olijfproducten te vermijden (ook olijfolie en olijven
zelf) en voedsel met een hoog gehalte meervoudige on-
verzadigde vetzuren Q-3 (PUFA) aanwezig in bijvoorbeeld
vis, en ook om aromaten en producten te vermijden die
bekend staan om hun eigenschap de ontstekingsstaat te
veranderen en met een immuniteitsfunctie (antioxidanten
en probiotische producten). De veranderingen in de voe-
ding werden geregistreerd tijdens de eerste drie dagen
van het dieet, daarna tot 4 en 8 weken na de behande-
ling met OLF of met het placebo. De deelnemers kregen
de nodige uitleg over hoe ze hun voedinginname konden
schatten en hoe ze deze metingen konden registreren. Bij
elke deelnemer werden er antropometrische maatregelen
getroffen, de bloeddruk werd opgenomen en er werden
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monsters genomen van 8 ml. De studies en metingen
werden herhaald na 8 weken (zie Figuur 1).

Tijdens de studie kregen de deelnemers en de onder-
zoekers een vrije en aanhoudende toegang tot een kliniek
voor raad en consultaties. De deelnemers die aan de cri-
teria voldeden kregen capsules van 500 mg (identiek voor
het complement en het placebo).

De deelnemers kregen ook instructies over het nemen
en het bewaren van de capsules. We vroegen aan de pa-
tiénten om 6 capsules per dag te nemen voor de studie
aanving en we hebben ze elke week gecontacteerd om
dit te controleren.

Jugés éligibles
— (n=101)
Non éligible (n=11)

e rencontrant pas les critéres d'éligibilité : 3
Ont refusé de participer: 2 <
Déménagement: 2
Autres raisons: 2 Y

Désignés de facon aléatoire
(n=90)

4
Affectés a |'intervention placebo
Participent a I'intervention (n=45)
Ne participent pas a I'intervention (n=0§

Affectés a l'intervention OLIVE RICHE
Participent a |'intervention (n=45)
Ble participent pas a l'intervention (n=0)

Analysés (n=43) Analysés (n=42)
Exclus de I'analyse (n=2) Exclus de I'analyse (n=3)

.................................... e

Figuur 1. Diagram van de flux (organigram) van de
studie;

Het waterige extract van de olijf (OLF: Olivie Riche/Oli-
vie Force) en de maltodextrine hulpstof werden in zachte
capsules gesloten van oplosbare gelatine. De capsules met
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placebo bevatten dezelfde maltodextrine. De OLF van de
olijffboom (de vrucht en de bladeren) werd verkregen door
een procedure van pure fysieke ontginning. Het is belang-
rijk om te weten dat de plantaardige capsules van Olivie
Riche/Olivie Force geproduceerd zijn door olijfoomen in
een rotsachtige woestenij in Marokko, zonder vervuiling
of industriéle activiteiten. Voor meer informatie hierover
is het mogelijk de site te raadplegen: www.olivie.ma of
www.naturamedicatrix.fr. Tabel 1 illustreert de voor-
naamste onderdelen van het extract van de olijf (OLF).

Parameters Gemiddelde waarde (g/100g)
Totaalgehalte vaste stof 97.96 +/-7.83
Totaalgehalte vluchtige 12.9+/-0.7

stoffen (mineralen)

Totaal aantal lipiden <1

Totaal aantal polyfenolen 15.98 +/- 1.9
Hydroxytyrosol 2.09 +/-0.14

Tabel 1. Voornaamste onderdelen van het extract van
de olijf (OLF) uitgedrukt in percentage (g/100g). Ge-
middelde standaarddeviatie +/-.

Laboratoriumgegevens

We gebruikten antropometrische metingen met behulp
van een stadiometer aan de muur met een precisie van 0, 1
cm. We meetten de systolische en diastolische bloeddruk
met een semi-automatische oscilloscoop (Boso Medicus
smart Semi automatic Blood Pressure Monitor, Duitsland).

We verzamelden bloedstaaltjes in EDTA en SST tubes.
De staaltjes van de erytrocyten, het plasma, het serum en
de urine werden in mircotubes geplaatst van 1ml en be-
waard in een temperatuur van 80° tijdens het wachten
op de analyse. De analyse van de energie, van de opname
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van voedingsstoffen en het dieet van de deelnemers werd
gerealiseerd door het computerprogramma logiciel Nutri-
tionist 4.3 (First Databank, Hearst Corp. San Bruno, CA).
We gebruikten ELISA tests met hoge gevoeligheid (DIA,
Belgié) om de PGE2, de leukotrién B4 (LTB4) TNF-o. en
IL-6 in het serum te kwantificeren volgens de instructies
van de fabrikant. Het niveau hs-CRP van het serum werd
bepaald door turbidimetrie en biologisch-moleculaire me-
thodes met een golflengte van 500nm. We meetten de
klinische aanwijzingen van de activiteit van de ziekte en
de laboratoriumparameters bij de deelnemers in het be-
gin en aan het einde van de studie volgens de interne
methodes van de klinische laboratoria van ESSEHA.

De urinaire hydroxytyrosol is gekwantificeerd door chro-
matografie met een hoog vermogen in de vloeibare fase
(HPLC) met OLF als innamemerk. De hydroxytyrosol werd
gehaald uit aangezuurde urine (zoutzuur, 0,6N van de
uiteindelijke concentratie) zoals eerder beschreven (Visioli
et al., 2000) en geanalyseerd in een gelijksoortige chro-
matografie door Shimadzu met een C18 reversed-phase
kolom (250 mm L. X 4,6 mm |.D., 5 um).

De intensiteit van de pijn werd bij afloop gemeten, na
4 tot 8 weken (aan het einde van de studie) gebruik ma-
kend van een visueel analoge schaal (VAS) volgens het be-
paalde protocol door Deloach et al. (1998). We vroegen
aan de deelnemers om de pijnintensiteit aan te duiden
door een lijn van 100 mm aan te kruisen, een 0 betekent
geen pijn en 100 mm is ernstige pijn. De verlichting van
de pijn werd gemeten door een verbale schaalverdeling
van vijf punten (VRS) waar 0 geen verlichting betekent, 1
een kleine verlichting, 2 een duidelijke verlichting, 3 een
grote verlichting en 4 een volledige verlichting. De disease
activity score (DAS28) werd bepaald volgens de EULAR
(Wells et al., 2009), gebaseerd op het aantal breekbare en
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opgezwollen gewrichten, de (TJC en SJC), het serum, de
concentratie aan hs-CRP en de resultaten van de algehele
gezondheid geévalueerd door de patiént op een VAS van
10cm. De DAS28 werd als volgt berekend:

DAS28(CRP) = {0,56y/TCJ}+{0,28+/SCJ} + {0,36Ln
(CRP+1)} + {0.014(GH)}

De dokters hebben de potentiéle secundaire effecten
gemeten van de toediening van OLF tijdens de studie,
waaronder de symptomen in de mond, de verteringspro-
blemen, de verzadigdheid en de allergische reactie van de
huid en andere symptomen verbonden aan de studie. Om
te eindigen werd de evaluatie gemaakt van de totale vol-
doening als reactie op de behandeling (GAST) (waaronder
nervositeit) gebruik makend van een categorische schaal
met 5 punten (0 = slecht, 1 = middelmatig, 2 = goed, 3
= heel goed, 4 = uitstekend). De eigenlijke studie werd
gemaakt volgens de goedgekeurde aanwijzingen van de
Verklaring van Helsinki.

Statistische analyse

De data werd statistisch geanalyseerd met GrafPad
Prism version 5.00 (GraphPadInc, San Diego, Californie).
De constante variabelen bij de gegevens op het einde
worden uitgedrukt in gemiddeld absolute verschil +/-
standaard (SD) en categorische variabelen zoals frequen-
ties (percent). Voor de ontstekings biomarkers werden de
pijnintensiteit en pijnverlichting, de gemiddelde waarden
uitgedrukt met betrouwbaarheidsintervallen van 95 %
(Cls). De normale verdeling van de Kolmogorov-Smirnov
test. Het verschil tussen de eigenschap van de eindgroe-
pen werd gerealiseerd door de onafhankelijke t test, de U
Mann-Whitney test, en de %2 test respectievelijk voor de
gewoonlijk continue data, de gegevens die normaal ge-
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zien niet continu zijn en de categorische gegevens. De on-
afhankelijke t test werd ook gebruikt om de gemiddelde
veranderingen te vergelijken van het begin tot het einde
van de studie (8 weken) tussen de OLF en placebo groe-
pen. De resultaten met bilaterale P waardes van <0,05
worden beschouwd als statistisch significatief.

4. Resultaten

101 patiénten kwamen in aanmerking en deden mee,
11 werden uitgesloten van de studie om meerdere rede-
nen (figuur 1). Vijf deelnemers werden van de analyse
gehaald (2 van de OLF-groep en 3 van de placebogroep)
omdat ze de protocol van de studie niet konden volgen.
Er werd een grote overeenkomst geobserveerd tussen
de OLF-groep (95,55 %) en de placebogroep (93,33 %)
zonder een ongunstige factor voor de studie. De be-
paalde urinaire hydroxytyrosol als biomarker van de over-
eenstemming werd gekwantificeerd door HPLC. De ge-
richte resultaten in de grafiek van Figuur 2 illustreren de

Figuur 2. De veranderingen vanaf het begin in de uit-
scheiding van urinaire hydroxytyrosol. Gemiddeld met
95 % Cl. a) P<0,0001, tussen de OLF groep van 4 en
8 weken; b) P=0,003 tussen de OLF groep van 4 en
8 weken.
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veranderingen op basis van de periodes van tussenkomst
voor de placebo en OLF-groepen (na 4 weken en aan het
einde van de studie). De bepaalde concentratie hydroxy-
tyrosol in de urine van de deelnemers van de OLF groep-
was heel verschillend (P<0,0001) van de cellen van de pla-
cebogroep. Het is echter belangrijk om te weten dat de
gegevens van de literatuur over de absorptie van fenolen
van olijven, het metabolisme en de uitscheiding niet over-
eenkomen (Covas et al., 2006, Visioli et al., 2003).

Tabel 2 (verder in de tekst) toont de beginwaarden van
90 deelnemers die willekeurig gemeten zijn in de OLF en
placebogroepen. De statistische analyse vertoont geen
enkel verschil tussen de twee groepen bij wat de begin-
waarden aangaan, de adhesiegraad van het mediterrane
dieet inbegrepen (p = 0,296).

De resultaten van de vragenlijsten over de voeding in
Tabel 3 tonen dat er geen significant verschil in de voe-
ding inbreng is van het begin en na 8 weken van OLF en
placebo toediening. De resultaten van Tabel 3 tonen ook
dat de inname van PUFA constant is gebleven (P waarde
van 0,611 tot 0,741 voor de OLF en placebogroepen),
omdat de aanwezigheid van een hoeveelheid PUFA nuttig
kan zijn bij de behandeling van ontstekingen in AR (Park
etal., 2013).

We hebben ook de gewichtsveranderingen aangetoond
in Tabel 3 van de deelnemers en we zagen geen enkel
significant verschil tijdens de studie bij de OLF-groepen (P
=0,976) en placebogroepen (P = 0,759). Dit is anders aan
deze studie omdat het vetweefsel een endocrien orgaan
is dat ontstekingscytokines afscheidt (Lu et al., 2014). In
het algemeen hebben we een constant niveau van de
inbreng van macronutriénten aangehouden tijdens de
studie zodat de ontstekingsreactie en de biomarkers op
ontstekingsniveau niet kon veranderen in het serum van
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de patiént. We merkten echter de laatste week van de
studie bij 2 deelnemers van de placebogroep een aanzien-
lijk verschil in de inbreng van de MUFA (oliezuur), dit komt
door een overmatig gebruik van olijfolie (hoog gehalte
van oliezuur (MUFA)) waarvan we dachten dat het de re-
sultaten van de studie niet beinvioedden. Alle deelnemers
respecteerden het dagelijkse dieet dat was aangeraden
door de onderzoekers voor de studie en vermeden olijf-
producten en een paar andere producten bekend voor
hun ontstekingsremmende werkingen.

Groep OFL Groep placebo

Parameters (n=45) (n=45) P waarde
Leeftiid 53.27 +/-1.61 5573 +/-1.97 0.346
Vrouweliik, n (%) 42 (93.33) 41(91.11) 0.915
Gewicht (kg) 67.15 +/-3.86 67.65 +/-3.99 0.944
IMC (ky/m2) 2817 4+/-1.662 | 27.83 +/-1.815 0.851
Duur van de ziekte (joren) | 6.67 -+/-0.421 7.50 +/-0.563 0.366
Medische verleden, n (%) | 19 (40.00) 15(33.33) 0.106
Genetische voorouders, 9(20.00) 10(22.22) 0.698
n (%)
Gewoonte van lichamelijke | 14 (31.11) 13 (28.88) 0.788
beweging, n (%)
Gewoonte alcohol 4(8.88) 2 (4.44) 0.293
consumptie, n (%)
- Score van het 2.05 4+/-0.15 2.40 +/-0.20 0.296
mediterranea dieet
- DAS28 3.374 +/-0.6625 | 3.392 +/-0.7132 | 0.940
- VAS brood (0-100mm) | 75.51 +/-9.814 | 76.65 +/-10.12 0.741

Tabel 2. De basiseigenschappen van de deelnemers.
De uitgedrukte waarde als gemiddelde standaard-
afwijking +/- of in percentage. Met een P waarde
(<0,05) van onafhankelijke t-testen of van Mann-

Whitney tests.
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Parameters | Groep (OLF) (n=45) | Groep Placeho (n=45)
Energie (cal)
Begin 1695.00 +/- 219,80 1729.00 +/-100.7
8 weken 1702.00 +/- 225,30 1685.00 +/- 318.6
Waarde Pa 0.576 0.745
Vet (g)
Begin 65.90 +/-11.04 68.23 +/-14.37
8 Weken 69.07 +/-12.35 70.40 +/-14.35
Waarde Pa 0.547 0.780
PUFA (g)
Begin 13.23 +/-1.41 12.90 +/-1.33
8 Weken 13.73 +/-2.89 13.07 +/-1.91
Waarde Pa 0.611 0,741
MUFA (g)
Begin 20.57 +/-1.85 20.07 +/-1.77
8 Weken 21.57 +/-2.09 21.57 +/-1.62
Waarde Pa 0.110 0.045
SFA
Begin 13.73 +/-1.49 13.73 +/-2.07
8 Weken 1423 +/-1.63 13.57 +/-2.09
Waarde Pa 0.415 0.849
Poids (kg)
Begin 67.15 +/-3.86 67.65 +/-3.99
8 Weken 67.31 +/-3.87 69.31 +/-3.46
Waarde Pa 0.976 0.759

Tabel 3. Veranderingen van de inbreng van energie
en macronutriénten aan het begin en het einde van
de studie voor de 2 groepen. De gegevens zijn uitge-
drukt in gemiddelde absolute verschil +/- standaard.
PUFA, meervoudig onverzadigde vetzuren; MUFA,
enkelvoudig onverzadigde vetzuren; SFA, verzadigde
vetzuren. a test t van Student (p<0,05).
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De reumatoide artritis (AR) is een chronische auto-im-
mune ontstekingsziekte door de opzwelling van gewrich-
ten, de breekbaarheid van de gewrichten en de vernieti-
ging van de synoviale gewrichten. De klinische gevolgen:
pijn, een warm gevoel en een functieverlies. We denken
dat de ontsteking van het synoviale membraan de groot-
ste oorzaak is voor de gevolgen van AR. Een hoge concen-
tratie van ontstekingsmarkers, zoals cytokines (IL-6, IL-1,
TNF-o) en hs-CRP correleren met de neiging tot de des-
tructie van de gewrichten met AR. De grafieken in figuur
2 tonen de veranderingen op basis van beginwaarden in
de ontstekings biomarkers IL-6, IL-1, TNF-a, en hs-CRP bij
de twee groepen. De concentratie CRP vermindert op sig-
nificatieve wijze bij de deelnemers die OLF kregen na 4 (P
=0,014) en 8 weken (P<0,0001) bij de deelnemers van de
placebogroep. De gemiddelde verandering van het niveau
van hsCPR was -0,55 (Cl, -0,92 a-0,18) en -1,37 mg/L (Cl,
-2,71 a 1,57 mg/L) na respectievelijk 4 en 8 weken.

Figuur 3. Veranderingen van het niveau bij afloop
van ontstekings biomarkers in de studiegroepen (a)
hs-CPR, (b) IL6, (c) TNF-a, en (d) IL-1De foutstaven
zijn 95 % Cls. a(P<0,0001), b(P=0,014), c(P=0,009),
en d(P=0,0247).
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We hebben ook een aanzienlijke vermindering gezien
in de plasmaniveaus IL-6 en TNF-o. (P<0,0001). De aange-
paste veranderingen tussen de groepen waren -2,14 pg/
mL (Cl, -2,71 a -1,57) en -1,046 pg/ml (Cl,-1,50 a -0,59
voor I'lL- 6 en de TNF-a respectievelijk op het einde van de
studie. Niettemin hebben we geen enkel significant ver-
schil gezien in het begin (P waarde van 0,929 et 0,206 bij
4 en 8 weken) voor concentraties van IL-1. Het aanzien-
lijke verschil van IL-6 plasma kan een stabilisatie veroorza-
ken van circulerende IL-1La wat de resultaten in figuur 3d
verklaren. Aan de andere kant komt AR vaak samen met
sterke chronische pijn.

De grafieken in Figuur 4 vatten de veranderingen van
intensiteit en verlichting van pijn samen van de OLF en de
placebogroepen.

Figuur 4. Veranderingen vanaf het begin in de in-
tensiteitscore van de pijn (a) en de verlichting van de
pijn (b). Gemiddeld met 95 % Cls. De sterretjes tonen
het verschil aan tussen de placebo en OLF-groepen,
a(p<0,0001).

Een duidelijk verschil in de intensiteitscore van de pijn
(P<0,0001) werd geregistreerd in de OLF-groep en verge-
leken met de placebogroep. De evaluatie van de intensi-
teit van de pijn na tussenkomst toont een vermindering
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van -12,94 +/- 4,970 (Cl, -15,50 tot -10,139) na 4 weken
en-26,71 +/- 9,29 (Cl, -31, 49 tot -21,93) tot het einde
van de studie. De pijnintensiteit (pijnschaal 100-mm) ver-
mindert dus van 75,51 +/- 9,81 naar 48,80 +/- 4,16 na 8
weken van inname van OLF. Een gelijkaardige tendens als
reactie op de pijnintensiteit werd gezien bij de score van
de pijnverlichting. De deelnemers van de OLF-groep had-
den duidelijke verhoogde verlichting van pijn tegenover
de placebogroep (P<0,0001), zelfs na slechts 4 weken van
tussenkomst. De verlichtingsscore is verhoogt met 2,61+
/- 0,48 (Cl, 2,37a 2,37), dit komt overeen met een gemid-
delde waarde van 3,26 +/- 0,66 (Cl, 2,92 a 3,60) in de VRS
met 5 punten na een toediening van OLF na 8 weken. We
moeten benadrukken dat slechts 30 % van de deelne-
mers van groep OLF een grote verlichting van pijn hebben
verklaard (pijn verlichtingsscore >3), de andere mensen
van de OLF-groep hebben een merkbare pijnverlichting
gevoeld (een pijnverlichtingsscore van >2) aan het einde
van de studie.

Op dezelfde manier hebben we significante verschillen
opgemerkt tussen de OLF en placebogroepen (p<0,0001)
voor de DAS28 scores. De patiénten van groep OLF met
een actieve AR aan het einde (score DAS28 >3,2) toon-
den een goede therapeutische reactie (vermindering van
DAS28 van 1,23). De geregistreerde DAS-score op het
einde van de studie voor groep OLF was 2,23+/- 0,40, wat
een genezing van AR aanduidt (<2,6). Figuur 5 vat ook de
globale evaluatie samen van de voldoening van de pati-
enten tijdens de behandeling, waaronder de nervositeit
van de patiént. De deelnemers die in de OLF-groep ge-
plaatst waren hadden een voldoeningsscore van 3,206+/-
0,53 (wat overeenkomt met « heel goed » in de 5-punten
schaal), vergeleken met de placebogroep. Een dergelijke
voldoeningsgraad correleert met een aanzienlijke vermin-
dering van het niveau van ontstekings biomarkers.
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Figuur 5. Effect van het toegevoegde olijvenextract
op de DAS28 scores (A) en GART (B). Een gemiddelde
van 95 % Cls. aP<0,0001 vs van de placebogroepen
en OLF groepen.

5. Discussie en conclusie

Patiénten met chronische AR (volgens ACR/ ELUAR) kre-
gen een behandeling met een waterig olijvenextract ge-
durende 8 weken, ze kregen een dagelijkse dosis van 3g
olijvenextract (6 capsules van 500 mg). We zagen geen
schommelende slechte tekens, noch laboratorische pa-
rameters tijdens de studie en 3 weken na tussenkomst
(gegevens zijn niet gepubliceerd).

De verkregen resultaten na 2 maanden van de klinische
studie tonen voor de eerste keer de therapeutische doel-
treffendheid van het olijvenextract dat rijk is aan polyfe-
nolen (OLF) tegen de ontsteking van AR.

De 8 weken van toediening van OLF hebben dus het
niveau van pro-ontstekingscytokines vermindert (TNF-c,
IL-6, maar niet aanzienlijk bij IL-1), de concentratie van
hs-CPR en de intensiteit van pijn. Tijdens de progressie
van AR merkten we een toestroming van ontstekingscel-
len in het synoviale membraan (getransformeerd in au-
tonoom weefsel, pannus) waar de chronische ontsteking

181 oo



®e POLYFENOLEN IN OLIJFOLIE, ONSCHATBAAR VOOR UW GEZONDHEID!

plaatsvindt en schade aan het kraakbeen berokkent en de
vernietiging van bot (door osteoclasten).

Alles bij elkaar zijn het ontstekingsproces en de diffe-
rentiatie van osteoclasten het gevolg van de activatie van
cytokines, vooral van TNF-q, IL-6, IL-1 en andere bemid-
delaars van ontstekingen zoals eicosanoiden (vooal PGE2
en LTB4) (Smoklen et Redluch, 2014, Boissier etal., 2012).

De remming van de bijproductie van ontstekingscytoki-
nes is dus het voornaamste doel van de anti-ontstekings-
acties, waaronder de glucocorticoiden en de NSAID’s.
Smolen en Redlich (2014) hebben aangetoond dat de
remming van de productie van TNF-a. en IL-6 belangrijker
lijken bij het voorkomen van ontstekingen, terwijl de rem-
ming van IL-1 eerder secundair lijkt.

Figuur 6. De veranderingen vanaf het vertrekpunt
van de leucotrieen B4 gehaltes (A) en de prostaglan-
dine E2 (B). Gemiddelde van 95 % Cls. a) P<0,0001
vs groep placebo; b) P=0,0004 vs groep placebo; cP=
0,0017 vs groep placebo.

De verkregen resultaten tonen dat de toevoeging van
het extract dat rijk was aan polyfenolen (15 % van de
totale polyfenolen en 2 % hydroxytyrosol) bijdragen aan
een vermindering van TNF-c, van I'lL-6, van hs-CRP, PGE2,
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en van LTB4 (Figure 6) bij patiénten met AR. Het kan zijn
dat dit resultaat een direct gevolg is van de polyfenolen in
OLF (vooral hydroxytyrosol) die meteen handelen op het
DNA om de expressie te verminderen van ontstekings-
bemmidelaars of de wegen van biosynthese vertragen
door een mechanisme dat lijkt op glucocorticoiden en/
of NSAID’s.

In deze zin vertraagt hydroxytyrosol de expressie van de
veroorzaakte cyclo-oxygenase (COX-2) (belangrijk enzym
dat de biosynthese van PGE2 katalyseert van arachidno-
zuur tijdens het ontstekingsproces) en bijgevolg het ge-
halte van PGE2 in geisoleerde humane monocyten (Ro-
signoli et al., 2013, Zhang et al., 2009a; Lu et al., 2005)
en in deze muriene macrofagen (Richard et al., 2011). We
observeerden een gelijksoortig effect bij COX2 en PGE2
in vivo wanneer de muizen met colitis behandeld werden
met olijfolie met hoge gehaltes hydroxytyrosol (Sanchez-
Fidalgo et al., 2011) of oleuropein (Giner et al.,, 2011).
Bovendien, oefent deze pure hydroxytyrosol of hydroxyty-
rosol in zijn natuurlijke matrix (producten van olijven zoals
waterige extracten en olijfolie) een remmend effect uit op
LTB4; ETNF-a., IL-6, IL-1 en hsCRP (Camargo et al., 2014,
Richard et al., 2011, Zhang et al., 2009a, Bitler et al.,
2005, Maiuri et al., 2005). Het effet van de polyfenolen
in olijven op de ontstekingsmarkers zijn duidelijker bij de
patiénten met een stabiele coronaire ziekte die de olijfolie
kregen in verschillende concentraties (Fito et al., 2007, Es-
truch et al., 2006). De resultaten van de huidige studie be-
amen de resultaten van de in vitro en in vivo onderzoeken
(zie de literatuurlijst hieronder) wat de doeltreffendheid
laat blijken van de therapeutische werking van hydroxyty-
rosol en andere polyfenolen OLF tegen de ontstekingen in
AR. Daarbij kan de vermindering van PGE2, LTB4, TNF-q,
IL-6, IL-I en de concentratie hs-CRP het directe gevolg
zijn van de vertraging van COX-2. De onderdrukking van
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het gen COX-2 veroorzaakt echter de vermindering van
de productie van IL-6 en we zagen een relatie tussen de
verhoging van de macrofagen PGE2 afhankelijk van het
niveau van IL-6 in vitro (Inoue et al., 2002, Hinson et al.,
1996). Op zijn beurt is een van de bekende biologische
rollen van IL-6 de activatie van geproduceerde ontste-
kingsproteines, dit kan de vermindering van het niveau
van hs-CRP verklaren. Een gelijkaardig mechanisme is al
beschreven voor NSAID’s medicamenten.

Niettemin, hebben de niet-steroidale anti-inflammatoire
geneesmiddelen (celecoxib®, rofecoxib®, diclofenac® de
productie van TNF-o. verhoogt in de reumatoide synovi-
ale membraanculturen (Rosignoli et al., 2013, Page et al.,
2010). Zo komt het dat onze resultaten een aanzienlijke
vermindering aantonen van plasma TNF-o.. Dit kan liggen
aan een andere signaalweg veroorzaakt door hydroxytyro-
sol en/of andere polyfenolen in OLF. Het potentiéle effect
van hydroxytyrosol (en andere polyfenolen van olijfolie)
op de NF-xP is eerder uitgelegd door meerdere auteurs.
De NF-xf bezet een opwaartse centrale positie in het ont-
stekingsproces omdat het de expressie van meer dan 150
genen activeert (Makaroy, 2001). Tussen deze genen, be-
vinden zich de genen die de cytokines coderen, de TNF-g,
de IL-1 en IL-6. De hydroxytyrosol van het waterige olij-
venextract vertraagt de expressie van NF-xp3-P65 en de au-
teurs laten blijken dat de remmende effecten de oorzaak
kan zijn van de vermindering van cytokines in muriene
macrofagen (Richard et al., 2011). Bovendien onderdrukt
hydroxytyrosol de expressie van NF-xf in de menselijke
monocyte (TPH-1) en wijzigt het de translocatie in de kern
(Zhang et al., 2009b). Daarbij vermindert hydroxytyrosol
de activiteit van NF-xp in endotheliale cellen (Scoditti et
al., 2012) en neurale cellen (St-Laurent- Thibault et al.,
2011). Het is dus aannemelijk dat het waterige olijvenex-
tract (OLF) zijn anti-ontstekings effect uitoefent bij pati-
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enten met AR terwijl ze de expressie van NF-kf3 en/of het
COX-2 enzym verminderen.

Aan de andere kant komt een excessieve angiogenese
voort uit het ontstekingsproces in het synoviale mem-
braan en veroorzaakt het een verspreiding van cellen van
pannusweefsels en een complicatie van symptomen van
AR. De neovascularisatie (angiogenese) draagt veel bij aan
de ontwikkeling en het behouden van de ontsteking van
AR (Semerano et al., 2011, Lee et al., 2001), en we zagen
een correlatie tussen de progressie van AR en het VEGF
niveau (Vascular Endothelial Growth Factor, de meest be-
langrijke pro-angiogenese factor) bij patiénten met AR
(Lee etal., 2001, Sone et al., 2001). De activatie van VEGF
en angiopoietine-1 (Ang-1), een andere pro-angiogenese
factor, is een gedeeld mechanisme met meerdere doelwit-
ten, inclusief NF-xf afhankelijk van de cytokines (IL-1B en
TNF-or) en de expressie van COX-2 (Scoditti et al., 2012,
Pettit et al., 2001).

Onze nog ongepubliceerde gegevens leggen uit dat hy-
droxytyrosol van olijven (de vrucht) in vitro de angiogene
reactie vertragen van endotheliale cellen en tegelijkertijd
de VEGF (isovormen A, B en C), de expressie van Ang-1 en
Ang-2 genen onderdrukken.

Dit correspondeert met de resultaten van de vorige stu-
dies (Scoditti et al., 2012, Fortes et al., 2012). De pijnin-
tensiteit is lange tijd bekend als de voornaamste klinische
manifestatie van het ontstekingsproces van AR. De pijn-
intensiteit van AR werd geassocieerd met een verhoging
van het PGE2 niveau (Prochazkova et al., 2009, Scher et
al., 2007, Kamei et al., 2004), dit verklaart de doeltref-
fendheid van NSAID’s zoals pijnstillers. Beauchgamp et
al. (2005) hebben de resultaten opgechreven in verband
met oleocanthal (fenolische verbindingen in olijfolie).
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Het is mogelijk dat de vermindering van de circulerende
ontstekingsmarkers vooral op het niveau van PGE2, de
voornaamste reden is voor de intensiteit van de pijn, zoals
gezien in de OLF-groep.

Tot slot lijken de resultaten van de klinische studie de
doeltreffendheid aan te tonen van het olijvenextract met
een hoog gehalte aan polyfenolen als anti-ontstekings-
middel bij patiénten met AR. De resolutie van het ont-
stekingsproces in AR wordt uitgeoefend door plausibele
mechanismen, waaronder de remming van NF-kp afhan-
kelijk van cytokines (IL-6 et TNF-a), de onderdrukking van
COX-2, van VEGF en Ang-1. De nettoresultaten zijn een
vermindering van pijn, de activiteitsscore van de ziekte en
de bescherming van gewrichten. Dit versterkt de effec-
ten van pleiotropen van hydroxytyrosol bij de ontsteking,
zeker als het getransporteerd is in zijn natuurlijke matrix.
Ondanks verschillende tests is meer informatie nodig over
de anti-angiogene activiteit van hydroxytyrosol in het sy-
noviale membraan wat een toekomstig doelwit kan wor-
den voor nieuwe anti-ontstekingsmiddelen gebaseerd op
de hydroxytyrosolstructuur. Het potentiéle effect van po-
lyfenolen in olijven op de co-stimulatie van T cellen en de
vermindering van B cellen moet worden verduidelijkt. De
recente ontdekkingen komen overeen met de verkregen
gegevens uit in vitro en in vivo testen in meerdere klinische
studies over anti-ontstekingseffecten van polyfenolen in
olijven, wat de potentiéle rol van de natuurlijke verbin-
dingen aantoont voor de opzet van functionele voeding.
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het Atlasgebergte zijn zeer biologisch beschikbare en actieve moleculen, wat hen
verschillende gezonde voordelen voor onze gezondheid verschaft. De verbindin-
gen maken deel uit van de antioxidantenfamilie. Ze strijden tegen de negatieve ef-
fecten van vrije radicalen: agressieve cellen, modificaties van het DNA, de oxidatie
van lipiden.

Recente studies toonden aan dat hydroxytyrosol in olijffolie de mitochondriale
functie verbetert, wat cel ouderdom verhindert en bijgevolg, het verouderen van
het lichaam.

Deze informatie bevestigt dat de verbindingen werken bij het vertragen van ou-
derdom en de ziektes die hiermee gepaard gaan.

De polyfenolen in olijfolie dragen ook bij aan de bescherming en de behandeling
van bepaalde kankers. In dit kader is vastgesteld dat hydroxytyrosol en oleuropein
een kanker bestrijdend effect hebben op darmkanker, bloedkanker en borstkan-
ker,... Deze speciale verbindingen reageren op kanker door middel van verschil-
lende antiproliferatieve en apoptotische mechanismen.
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vaatsysteem door verschillende auteurs benadrukt.

De polyfenolen in olijfolie verminderen de aanwezigheid van celadhesiemolecu-
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