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Ozet:Myrosinaz glukosinolatlarin hidrolizinden sorumlu bir enzimdir (E.C: 3.2.3.2  p-thioglucosidase, B-thioglucoside
glucohydrolase olarak da bilinir). Kanserle miicadele i¢in umut verici bilesikler olarak kabul edilen sinigrin, glukoraphanin (GRA) ve
glukoraphenin (GRE) gibi ara yikim iiriinlerinden dolay1 baz alifatik glukosinolatlar oldukga ilgi ¢ekmis ve myrosinaz enziminin bu
timor kiigiiltiicii etkisi son yillarda 6nem kazanmustir.

Bu calismada, myrosinaz amonyum siilfat ¢oktiirmesi, Q-sepharose, Konkanavalin A sepharose afinite kromatografisi ile
Hindiba’dan (Cichorium intybus'un L.) homojen olarak saflagtirildi. Saflastirilan protein SDS- poliakrilamid jel elektroforezinde 35
kDa agirliginda tek bir bant olarak gozlenmistir. Enzim pH 8,0°de ve 70 °C’ de maksimum aktivite gstermistir. Saflagtirilmig enzim
1 yildan fazla siireyle 4° C de sabit kalmistir. Substrat olarak sinigrin kullanilarak, saflastirilmis enzim i¢in Ky, ve V. degerleri
strastyla 0,02 ve 0,074 pumol glukoz. mint.mg? olarak belirlenmistir. Enzim askorbik asit (AA), EDTA, SDS ve p-merkaptoethanol
tarafindan gii¢lii bir sekilde aktive edilmistir. Buna ek olarak, bazi iyonlarin myrosinaz enzim aktivitesi {izerine 10, 1 ve 0,1 mM’lik
konsantrasyonlardaki etkileri (Cu®", Ni?*, Ca?") incelenmis ve enzim aktivitesini énemli 6lgiide etkiledikleri belirlenmistir. Hindiba
(Cichorium intybus'un L.)’dan elde edilen myrosinaz enziminin kozmetikte kullanilabilirliligi arastirilmistir. Caligmada saf
myrosinaz enzimi igeren krem olusturulmus ve karisim giines lekesi ve benzeri cilt sorunlart olan 10 goniillii denek {izerinde 20 giin
stireyle uygulanmustir. Belirlenen giin sonunda deneklerde mevcut olan lekelerin siddetinde kismi azalmalar gozlenmistir.

Anahtar kelimeler: Cichorium intybus L, hindiba, myrosinaz, saflagtirma, kozmetik tiriinler.

Purification and Characterization of Myrosinase from Chicory (Cichorium
intybus L.) and Examination of Usable in Treatment of Cosmetics

Abstract: The enzyme responsible for the hydrolysis of glucosinolates is known as myrosinase (E.C. number 3.2.3.2, also known as:
B-thioglucosidase, B-thioglucoside glucohydrolase). Some aliphatic glucosinolates, such as sinigrin, glucoraphanin (GRA), and
glucoraphenin (GRE) have attracted much attention owing to their myrosinase-mediated breakdown products which have been
considered as promising compounds for fighting cancer and the tumor degrading effect of myrosinase enzyme gained importance in
recent years.

In this study, myrosinase from chicory (Cichorium intybus L.) was purified to homogeneity by ammonium sulfate fractionation, Q-

sepharose and concanavalin A sepharose affinity chromatography. The purified protein was observed as a single band with a mass of
about 35 kDa on SDS-polyacrylamide gel electrophoresis. The enzyme exhibited high activity at pH 8,0 and 70°C. The purified
enzyme remained stable at 4 °C for more than 1 year. Using sinigrin as a substrate, the Ky ve V. Values for the purified enzyme
were determined to be 0,02 ve 0,074 pmol glucose. min~.mg™ respectively. The enzyme was strongly activated by ascorbic acid
(AA), EDTA, SDS and p-merkaptoethanol. In addition, 10, 1 and 0,1 mM, some effects of ions (Cu®*, Ni**, Ca®") on the enzyme
activity myrosinaz has been investigated and that they significantly affect the enzyme activity were observed. It was investigated
usable of the myrosinaz enzyme obtained from Chicory (Cichorium intybus L.) in treatment of cosmetics In this study, the cream
contains pure myrosinaz enzyme is formed and this mixture was applied over 10 volunteer administered that have the skin problems
like sun spots for 20 days.The partial reductions in the severity of spots that are available were observed at the end of days
specified.

Keywords: Cichorium intybus L., chicory, myrosinase, glucosinolates, purification, cosmetic products.
Giris

Myrosinaz enzimi  (tiyoglikozid glukohidrolaz, p- izotiyosiyanat, tiyosiyanat ve nitriller meydana
tiyoglikozidaz EC 3.2.3.2) hidrolazlar grubuna ait bir  gelmektedir. Bitkilerde bulunan glukoraphanin (4-metil
enzim olup glukozinolat molekiillerini hidrolizlemektedir.  siilfinilbutil glikosinolat)’in myrosinaz enzimi ile hidrolizi
Myrosinaz enzimi glukozinolat molekiillerinin - sonucunda  sulforaphane  (4-metil  siilfinilbutil
tiyoglikozid baglarmi kirmakta ve glukoz, siilfat ve izotiyosiyonat) ve nitril  meydana  gelmektedir.
aglikon gruplann {iriin olarak aciga ¢ikmaktadir. Sulforafanlar fitokimyasallar hiicresel DNA

Aglikonlarin non-enzimatik reaksiyonlari sonucunda zedelenmelerini baskilayan veya bloke eden enzimleri
tetiklemekte, timor biyiikligiinii ve Ostrojen benzeri
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hormonlarin etkinligini
1994; Liang vd., 2005).

azaltmaktadirlar (Zhang vd.,
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Bitkilerde, izotiosiyanatlarin bakteri ve mantarlart i¢eren
zararli saldirilara karsi savunmada Oncelikli bir rol
oynadig1 tespit edilmistir (Li ve Kushad 2005). Bu
bilesikler ayrica tiimérlerin inhibisyonunda (Smith vd.,
2003) ve kalp hastaliklarnin  (Wu vd., 2004)
onlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Myrosinaz,
insan ve hayvan hiicre modellerinde ¢esitli kanser tiplerini
azaltan glukosinolat tiretmektedir.

Myrosinaz, bitkilerde bocek saldirilarina karsi bir gesit
savunmadir. Izotiyosiyanatlar (sulforahane, indole 3-
carbinol ve allyl isothiocyanates gibi) biiyiime
inhibisyonuna ve apoptosise neden olan kanser
hiicrelerinde hiicresel sinyal iletimi yolu {izerine ve
biyotransformasyon enzimleri iizerine etkileri sayesinde
kanserojen kimyasal metabolimayr modifiye ederek
kanser hiicrelerini azaltmaktadir (Li vd., 2005). Birgok
bitkide  myrosinaz ~ enziminin  belirlenmesi  ve
karakterizasyonuna  yonelik  c¢aligmalar  yapilmistir
(Bjorkman ve Janson 1972; Durham ve Poulton 1989;
Shikita vd., 1999, Lenman vd., 1990; Ohtsuru ve
Kawatani1i 1979; Li ve Kushad 2004; Xian ve Moshab
2005; Pontoppidan  vd., 2001). Ozon tabakasinda
meydana gelen incelme nedeniyle ozon tabakasindan
sizan UV 1sinlar cilt kanseri vakalarini ve cilt sorunlarini
her gecen giin artirmaktadir. (Armstrong vd., 2001; Uysal
vd., 2004; Diffey 1992). Bu nedenle cilt kanserine
yakalanan canlilarin tedavisinde ve cilt kanseri riskine
kars1 korunmak amaciyla veya karsilasilan cilt
sorunlariyla basa ¢ikabilmek i¢in myrosinaz enziminin
kullanim1 son yillarda biiylik 6nem kazanmistir (Morant
vd., 2008; Dinkova-Kostova vd., 2006).

Hindiba (Cichorium intybus'un L.) diinyanin birgok
iilkesinde oldugu gibi Tiirkiye’nin pek cok bdlgesinde
dogal olarak yetigen ve ortacagdan beri giivenli bir sekilde
kullanilan mavi ¢igekli yillik bir bitkidir. Cichorium
Asteraceae familyasina ait olup Avrupa ve Asyadaki
tliman ve yar1 kurak bdlgelerde biiyilk dagilim
gostermisgtir  (Upur vd., 2009). Yiizyillardir Kuzey
Afrika'dan Giiney Asya'ya kadar birgok bdlgede halk ilact
olarak uygulanmistir. Hindiba amenore dismenore, astim,
kolik, sariik, mide, kalp ve karacigerle ilgili
hastaliklarda, idrar soktiiriicii olarak, yorgunluk ve agri
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giderici  olarak, istahsizlikta ~ve  hazimsizlikta
kullanilmistir (Hanaa ve Mokhtar 2010; Ahmed vd.,
2003).

Bu calismada Tirkiye’nin bir ¢ok bdlgesinde halk
arasinda yillardir tedavi amagli kullanilan ve toksik
olmadig1 bilinen hindiba (Cichorium intybus'un L.) bitkisi
secilmis ve bu bitkiden myrosinaz enzimi saflastirilarak
tanimlanmasi yapilmigtir.

Materyal ve Metod

Myrosinaz Enziminin Saflastirilmast

Hindiba bitkisi (Cichorium intybus'un L.) 2011 Temmuz
ayinda Tirkiye'nin dogusunda yeralan Erzurum ili
Palandoken dagi eteklerinden toplanarak c¢aligmalarda
kullanilincaya kadar derin dondurucuda -80 °C’de
muhafaza edilmistir. Bitkinin ¢igekleri (25g), damitilmisg
su ile yikanmig sivi azot i¢inde &giitiiliip, daha sonra 50
ml damitilmig su ile calkalanarak bir blender iginde
homojenize edilmis ve 60 dakika boyunca 5000 x g'de
santrifiijlenmistir. Enzim saflagtirma prosediirleri igin
stipernatant kullanilmistir (Eriksson vd., 2001).

Siipernatant oncelikle % 40 doygun (NH4),SO, ile 30
dakika siire ile 4 °C'de karistirillmis ve ¢oken proteinler
santrifiij (18.000g, 15 dak, 4 °C) ile ayrilmistir. Daha
sonra, silipernatant % 90 doygun (NH4),SO, ile
karistirllarak  santrifiij edilmigtir. Olusan pelet Tris
tamponu (20 mM, pH 7.5) i¢inde ¢oziilerek ayni tampona
karsi (4 °C'de 18 saat siireyle) diyaliz edilmistir.
Diyalizden sonra, ¢ozliinmeyen maddeler siiziilerek
uzaklastirilmis ve geriye kalan, agik sari renkli ekstrakt
daha sonraki saflagtirma adimlarinda kullanilmustir.
Myrosinase, anyon degisim kromatografisi (AEX)
kullanilarak saflagtirilmistir. Ekstrakt, dnce su iginde su
icinde ¢6ziilmiis (100 mg / ml) ve daha sonra da 5 ml
alinarak Sephacryl kolonuna tatbik edilmistir. Kolon,
Tris tamponu (20 mM, pH 7,5) ile 4 ml / dakika akis
hizinda dengelenmis ve sonrada kolona tutunan proteinler
NaCl (0-0,15 M) gradienti kullanilarak ayrilmigtir
(gradientli eliisyondaki akig hiz1 0,5 ml / dakika olarak
ayarlandi). Myrosinase aktivitesi i¢eren fraksiyonlar (4’er
ml) toplanarak Konkanavalin A afinite kromatografisine
tabi tutulmuglardir. Bagh proteinler, 20 mM Tris, 0,15 M
NaCl, pH 7,5, % 0.02 sodyum azid ile eliie edilmistir
(Xian ve Moshab 2005; Broeck vd., 2000). Protein
eliisyonu 280 nm'de absorbans 6l¢limiiyle
spektrofotometrik olarak izlenmistir.

Myrosinaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Myrosinaz enzim aktivitesi sinigrin’in hidrolizlenmesi
metodu ile belirlenmistir. (Nikolaeva vd., 2008). Aktivite,
227 nm'de absorbanstaki azalma oraninin Slgiilmesi ile
tespit edildmistir. 1,0 ml reaksiyon karisimi: 33mm
potasyum fosfat tamponu, pH 6,0, 150uM sinigrin,
500uM askorbik asit ve 1 mM EDTA icermektedir.
Reaksiyon 1-5ul enzim ilavesi ile baslatilmis ve 25°C az
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3-5 dakika boyunca devam ettirilmistir. Enzim aktivitesi
(1 unit) dakikada 1pumol sinigrini hidrolizleyebilen enzim
miktar1 olarak tanmimlanmis ve molar ekstinksiyon
katsayist 227 nm'de sinigrin igin &= 6780 M '.cm™
kullanilmustir.  Protein konsantrasyonlari, bir standart
kullanilarak BCA metodu ile (bicinchoninic acid) tespit
edilmistir. Spesifik aktivite Units-mg protein olarak ifade
edilmigtir (Shikita vd., 1999).

SDS Poliakrilamid Jel EleElektroforezi (SDS-PAGE)
ile enzimin safliginin kontrolii ve molekiil kiitlesi tayini

Saflastirma sonrasinda, enzimin safliginin kontrolii ve
molekiil kiitlesi tayini i¢in Laemmli’ye gére SDS-PAGE
yapilmigtir (Laemmli 1970). SDS-PAGE ve aritma
sonras1 molekiil kiitlesi tayini enzim saflifinin kontrolii
i¢in yapilmigtir. Her birisinin % 0,1 SDS igerdigi %3 lik
y1igma ve %10'luk ve yiirime jelleri elde edilmistir. 20 mg
numune orta biiyiikliikteki jele yiiklenmis ve elektroforez
baslatilmigtir. % 50 metanol i¢indeki % 0.1 Coomassie
Brilliant Blue R-250, % 10 asetik asit ve % 40 damitilmig
su kullanilarak jel 1,5 saat siire ile boyanmigtir. Daha
sonra % 50 metanol, 10%, asetik asit ve % 40 saf su ile
birkac¢ kez yikanan jel fotograflanmustir.

Enzim Aktivitesine PH’in Etkisi

Enzim aktivitesine pH'm etkisinin belirlenmesinde, 200
mM glisin-HCI tamponu(pH 2,0), (3,0-4,0) 100 mM sitrat
tampon-NaOH, 100 mM asetat tamponu —NaOH (5.0-
6.0), 100 mM fosfat tamponu—NaOH (7,0), 100 mM Tris-
HCI tamponu (8,0) ve 100 mM borat tamponu-NaOH
(9,0-10,0) kullanilmigtir. Aktivite tayini substrat olarak
sinigrin kullanilarak belirlenmistir (30 °C).

Enzim Aktivitesine Sicakligin Etkisi

Myrosinase aktivitesine sicakligin etkisinin
belirlenmesinde, substrat olarak sinigrin kullanmilarak 0-80
°C'ler arasinda aktivite tayinleri yapilmistir. Myrosinaz
aktivitesini Olgmek i¢in, reaksiyon karigimi her bir
sicaklikta 0,5 saat siireyle inkiibe edilmistir. Enzim
¢Ozeltisi Once 4 saat siire ile 0-80 °C'de inkiibe edilmis ve
daha sonra substrat olarak sinigrin kullanilarak 30 °C'de
myrosinaz aktivitesi 6l¢limii yapilmustir.

Km Ve Viax degerlerinin belirlenmesi

Farkli substrat konsantrasyonlarinda (substrat olarak
sinigrin kullamilmistir) aktivite dlg¢imleri yapilmistir. 1/V
ve 1/[S] degerleri bulunarak Lineweaver Burk egrileri
cizilmis ve Ky Ve Vpa degerleri grafik ve dogru
denklemleri yardimiyla hesaplanarak bulunmustur.
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Bunun i¢in aktivite, sinigrin varliginda belirlenmistir.
Aktivite tayini ig¢in 500 ul enzim ¢ozeltisi, 750 pL
sinigrin ¢ozeltisi, 250 pl katyon ¢oOzeltisi veya diger
molekiillere ait ¢ozeltiler ilave edilerek toplam hacim 1,5
ml’ye tamamlanmis ve 20 dakika boyunca 30 °C'de
inkiibe edilmistir. Daha sonra 227 nm’de absorbans
6l¢iimii yapilarak aktiviteler belirlenmistir.

Hindiba (Cichorium intybus'un L.) bazt vitamin icerigi

Hindiba (Cichorium intybus'un L) i¢indeki a-Tokoferol,
B- Karoten ve Vitamin C miktarlar1 daha 6nceki
yontemler kullanilarak belirlenmistir (Amin 2001,
Kleinwichter ve Selmar 2004).

Bulgular ve Tartisma

Myrosinaz enziminin Saflastirilmast ve Tanimlanmast

Myrosinase enzimi, amonyum siilfat ¢oktiirmesi,
Sephacryl S200 anyon degisim kromatografisi ve son
olarak, Konkanavalin A sepharoz afinite kromatografisi
kullanilarak  49,48-kat  saflagtirllmigtir  (Tablo  1).
Saflagtirilmig protein, SDS-poliakrilamid jel elektroforezi
(Sekil 1) iizerinde tek bir bant ile izlenmistir.

pr———————— ~'!—1

Sekil 1. Hindiba dan (Cichorium intybus L.) elde edilen
myrosinaz enzimine ait elektroforez fotografi (I, 11
enzim).

Hindibadan (Cichorium intybus'un L.) saflagtirdigimiz
myrosinaz enzimi yaklagik 35 kDa tek alt birim olarak
agirliginda belirlenmistir. Hartel ve arkadaslar1 tarafindan
kolza tohumlarmdan (Brassica napus) saflastirilan
myrosinase enziminin 67 kDa agirliginda tek bir altbirime
sahip oldugu (Hartel vd., 2002), ancak yapilan diger
caligmalarda Brassica napus tohumlari, Sinapis alba
tohumlari, Raphanus sativus ve Lepidium sativum
fidelerinin 65 ve 75 kDa’luk dimerlere sahip olduklari
belirlenmistir (Bjorkman ve Janson 1972; Durham ve
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Tablo 1. Hindiba dan (Cichorium intybus L.) elde edilen myrosinaz enzimine saflastirilmasi

Aktivite Protein Spesifik

i Total Activit
Enzim Hra:]clim (umol glucose Y miktari Aktivite Sﬁg;i“iga
min™ mg™? EU % (mg/ml) U/mg y

Ham Ekstrakt 100 0,0115 1,15 - 1,208 0,0095 -
%40-90

50 0,0082 0,41  33.28 0,595 0,0356 3,75
(NH,4).SO4
Sephacryl S200 80 0,016 1,28  38.96 0,094 0,170 4,78
Concavalin A 45 0,27 12,2 48.92 0,032 8,43 49,48

Poulton 1989; Shikita vd., 1999; Lenman vd., 1990). Aym
zamanda Wasabi japonica koklerinden elde edilen
myrosinase enziminin (Ohtsuru ve Kawatan1 1979) 45
kDa agirhiginda 12°den fazla alt-birim icerdigi ifade
edilmistir. Substrat olarak sinigrinin kullanildig1 saf
myrosinaz enzimi ig¢in Ky ve V, degerleri sirasiyla 0,02
ve 0,074 mM mmol min olarak bulunmustur.

Mpyrosinase enzim aktivitesi iizerine sicaklik ve PH’in
etkisi

Myrosinase aktivitesi iizerindeki sicakligin etkisi Sekil
2’de gosterilmistir. Hindiba’dan (Cichorium intybus'un
L.) saflagtirilan myrosinase enziminin aktivitesi 0-90 °C
sicaklik araligi arasinda izlenmistir. Sicaklik 0’dan
90°C’ye kadar 10 °C’lik araliklarla artirilarak maksimum
aktivite belirlenmis ve bu enzim i¢in optimum sicaklik 70
°C olarak bulunmustur (Sekil 2).

wkrivite (EL el 04

Sekil 2. Hindiba’dan (Cichorium intybus L.) elde edilen
myrosinaz enzim aktivitesi iizerine sicakligin etkisi

Saflagtirilmig enzim 1yil siireyle 4 °C de sabit kalmstir.
Hindiba’dan (Cichorium intybus'un L.) elde edilen

Ayrica bu enzimin, diisiik pH derecelerinde de aktivitesini
korudugu gozlenmistir. Myrosinazin yiiksek optimum
sicaklikligi termal stabilitesinin bir gostergesi olup, bu
sonugla da enzimin farmasotik alan igin mikemmel bir
secim olabilecegi sonucuna ulasilabilir (Ohtsuru ve
Kawatani 1979).Kirmiz1 ve beyaz lahanada yapilan bir
calismada, bu bitkilerden saflastirilan myrosinaz
enziminin pH 8,0’de ve 60 °C’de maksimum aktivite
gosterdigi  belirlenmistir  (Yen ve Wei, 1993).

in

S 4

Lo

Aktivite (EU il

pH

Sekil 3. Hindiba’dan (Cichorium intybus L.) elde edilen
myrosinaz enzim aktivitesi tizerine pH 'in etkisi

1 Hindiba’nin  (Cichorium intybus'un L.)  vitamin
icerikleri

e 0 40 & 8 o5 Hindibada (Cichorium intybus'un L.) a-Tokoferol, B-

Socaklik () karoten ve C vitamini igerikleri sirasiyla 0,65 (nug/100g),

1,94 (ng/100g), 42 (mg/100g) oldugu tespit edilmistir
(Tablo 2). Sonuglarimiz hindiba ¢iceklerinin ¢ok iyi A, C
ve E vitamini kaynaklar1 olduklarini géstermistir.

Tablo 2. Hindiba Bitkisinin (Cichorium intybus L.)
vitamin icerikleri

. 2 YRR T R Ham ekstrakt Vitamin cerikleri (mg/100g
myrosinaz enzimi tarafindan sinigrinin hidrolizinin pH = firiin)
7,0-9,0 arasinda uygun olabilecegi belirlenmistir. Enzim a-Tokoferol 0,65(1g/100g)
aktivitesi 1 pH’lik artiglarla 1’den 10°a kadar pH aralifi B- Karoten 1,94(ng/100g)
iizerinde izlenmis ve optimum pH degeri 8 olarak Vitamin C 42(mg/100g )
bulunmustur (Sekil 3). Bulunan optimum pH degerinin

ozellikle kozmetik uygulamalar igin iyi bir referans
olabilecegi diisiiniilebilir.
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Myrosinase Aktivitesi iizerine bazi metal iyonlarinin ve
bilesenlerin etkisi

Myrosinaz enzim aktivitesi iizerine Ca**, Ni** ve Cu®"
iyonlarinin ii¢ farkli konsantrasyondaki etkileri (10 mM, 1
mM, 0,1 mM) arastirtlmis ve bu iyonlarin enzim
aktivitesini 6nemli oOlgiide etkiledikleri belirlenmistir.
Ca?", sadece 1mM ile myrosinaz enzimini (Sekil 4) giiclii
bir sekilde aktive etmisti. 10 mM ve 1 mM Cu?®
konsantrasyonlarinda myrosinaz enzim aktivitesi ¢ok aktif
olmasina ragmen, 0,1 mM konsantrasyonu aktiviteyi ¢ok
fazla degistirmemistir. Ni* nin tiim konsantrasyonlarimda
enzim aktivitesini inhibe ettigi tespit edilmistir (Sekil 4).
Askorbik asit, EDTA, SDS ve [-merkaptoethanoliin
myrosinase aktivitesine etkileri arastirillmis ve bu
bilesenlerin énemli 6l¢iide enzim aktivitesini etkiledikleri
belirlenmistir (Sekil 4). Enzim, askorbik asit ile giiclii bir
sekilde aktive edilmistir. EDTA, SDS ve JB-
merkaptoethanol ise Hindiba’dan (Cichorium intybus'un
L.) elde edilen myrosinase enzim aktivitesini inhibe
etmislerdir.

Brokoli tohumlarindan elde edilen myrosinaz enzimi bazi
metal iyonlarina maruz birakilmis ve Cu2+, M92+, Fe?* ve

Ca®* iyonlarimin enzimi inhibe ettikleri Zn?* iyonun ise
aktive ettigi saptanmistir (Liang vd., 2006). Yaptigimiz
¢alismada ise, Ca®* Ni** ve Cu®* iyonlarimin myrosinaz
enzimine etkileri calistimis ve ¢alisma sonucunda Ca?* ve
Cu* iyonlarmin yiiksek konsantrasyonlarda enzim
aktivitesini arttirdigl, diger iyonlara gore daha toksik
oldugu bilinen Ni** iyonunun ise inhibe ettigi
belirlenmistir. Brokoli ile yapilan ¢aligmada, askorbik asit
ve EDTA’nin da myrosinaz enzim aktivitesini
etkiledikleri tespit edilmis ve bizim sonuglarda da
belirtildigi gibi, brokoli tohumlarinda bulunan ve
glukozinolat  molekiillerini  hidroliz ~ iriinii  olan
sulforaphane veriminin EDTA konsantrasyonundaki
artigla azaldigi gozlenmis, askorbik asitin ise enzim
aktivitesinde aktivasyona sebep oldugu tespit edilmistir
(Liang vd., 2006; Kleinwéachter ve Selmar 2004).

Canli hiicreleri icin toksik oldugu bilinen EDTA, SDS ve
B-merkaptoethanol’iin (White vd., 1973; Romanelli vd.,
2004) tiim Kkonsantrasyonlarinda myrosinaz —enzim
aktivitesinin inhibe oldugu belirlenmistir.

Kozmetik uygulamalar:

Hindiba (Cichorium intybus'un L.)’dan saflastirilan
myrosinaz  enziminin  kozmetikte  kullanilabilirliligi
aragtirtlmigtir. Bu amagla saf myrosinaz enzimi igeren
krem, ticari krem formiilasyon oranlarina uygun sekilde
olusturulmus ve karistm %1 oraninda enzim igerecek
sekilde krem haline getirilmistir. Hazirlanan krem
karisiminin igerikleri Tablo 3’te gosterilmistir. Giines
lekesi ve benzeri cilt sorunlari olan 10 goniilli denek
secilmis ve Dbunlar {izerinde enzim igeren krem
formiilasyonu 20 giin siireyle uygulanmig ve bu siire
sonunda deneklerde mevcut olan lekelerin siddetinde
kismi azalmalar goézlenmistir. Bitkilerin cilt ve deri
hastaliklar1 lizerinde olumlu yada olumsuz bir ¢ok etkisi
vardir.

Hemen hemen diinyadaki tim kiltiirler saglik icin
yizyillar boyunca sifali bitkilere glivenmistir ve
giivenmeye devam ediyor. Ancak ozellikle kontrollii
klinik ¢caligmalarda bitki 6zlerinin etkinligi konusunda ¢ok
az bilimsel veri wvardir. Bunlar i¢inde de cilt
bozukluklarinin tedavisi igin bu tiir tibbi bitki 6zlerinin
kullanilmas1 tartigmalara neden olmakla birlikte bu
konuda birgok bitkinin cilt hastaliklarina olumlu yada
olumsuz etkilerini belirleyen bazi caligmalar yapilmistir.
Mantle ve arkadaslarinin (2001) yaptig1 bir ¢aligmada cilt
tizerindeki yara ve yaniklarin tedavisinde de kullanilan
Aloe veranin akne, herpes ve uyuz gibi cilt
enfeksiyonlarma karsi etkili  oldugu, gay agaci
(Melaleuca alternifolia) yaginin antifungal, antiviral,
antibakteriyel aktivite gosterdigi ve ayrica cildi (6rnegin
sedef) etkileyen immiin / inflamatuar bozukluklara ve cilt
kanserine kars1 etkin oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4. Hindiba dan (Cichorium intybus L.) elde edilen myrosinaz enzim aktivitesi tizerine metal iyonlarinin ve
askorbik asid (A4), EDTA, SDS, p-merkaptoetanol etkisi etkisi
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Bu bilgiler 1s181inda, hem ¢ok iyi birer antioksidan olan
hem de strese, kalp hastaliklarina ve kanserlere karsi
koruyuculugu bilinen A, C ve E vitaminlerini
icermesinden  ve olduk¢a yiikksek myrosinaz enzim
kaynagi olmasindan dolayr hindibadan (Cichorium
intybus'un L.) cilt kanserinin dnlenmesinde, tedavisinde
ve ozelliklede kozmetik endiistrisinde faydalanilmasi ¢ok
yerinde olabilir (Rasanu vd., 2005, Sheng vd., 2010).

N. DEMIR, E. TASGIN

Sonuglarimizin Cichorium intybus'un L. bitkisinde, timor
kiictiltiicti etkisi oldugu bilinen myrosinaz enziminin
(Smith vd., 2003) yiiksek aktivitelerde var oldugunu, bazi
bilesen ve metal iyonlariyla bu enzimin aktive oldugunu
ve bitkinin yiiksek vitamin igerigine sahip oldugunu
gostermis olmasi, Saf enzimin katalizledigi reaksiyon g6z

oniine alindiginda enzimin medikal ve kozmetik alanlarda

kullanilabilecegi ayrica toksik olmayan metal iyonlar: ve

Tablo 3. Hindiba bitkisinden (Cichorium intybus L.) elde edilen myrosinaz enziminin kozmetikte uygulanabilirligi icin
hazirlanan Krem icerikleri

Icerik % Kullanim amact
Su
Cetyl Alkol 95% 2 Kivamlastiric: baz olarak
Glyceryl mono stearete 3 Emiilgator
SF 1202 (Cyclopentasiloxane (and) Dimethicone) 3 Yumusaklik saglar
Gliserin 3 Nemlendirici ajan
TEA 0,25 PH ayar1 i¢in kullanilir
NEOLONE PE ( Methylisothiazolinone, phenoxyethanol) 0,6 Koruyucu
Enzim 1
SILSOFT SILICONE GEL (Cyclopentasiloxane, Cetearyl 1 Yumusaklik verir

Dimethicone Viyl dimethicon copolymer)

vitaminler ile de bu alanlara katkida bulunulabilecegini
diisiindiirtmektedir. Ayrica saf enzimin /enzim igeren
ekstratlarin cilt ylizeyindeki yaralart iyilestirebilme ve
bazi kozmetik iriinlerde 6zellikle de ciltle ilgili harici
sorunlar1 ¢oziimlemede etkisinin olmasi beklenmektedir.
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