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insan derisi, 6zellikle de derinin engel islevini Gstlenmis olan SC’un cesitli
Ozelliklerinin tanimlanmasi ve topikal uygulanan UrlUnlerle epidermal biyokimya
arasindaki etkilesimlerin daha iyi anlagsiimasi, derinin bakim ve tedavisine yonelik

formulasyonlarin gelistiriimesine yardimci olan énemli faktorlerdir (101).

Deri Uzerinden gerceklesen su kaybi, insan derisi ve SC’'un nem igerigi ve
yuzey lipitlerinin miktari, derinin mekanik (esneklik ve gerginlik) ve ylazey (kirisiklik ve
ince cizgiler) 6zellikleri, epidermal lipitlerin farkl sicakhk degerleri ve hidratasyon
seviyelerindeki davranis bicimleri gibi parametrelerin, in vivo, ex vivo ve in vitro olarak
incelenmesi ve uygulanan drUnlerin etkinliginin ispat edilmesi amaci ile ¢ok gesitli

biyofiziksel yéntemler kullaniimaktadir.

Bu yo6ntemler kullanilarak yapilan degerlendirmelerde uygun sonuglar
alinabilmesi igin bir dizi kosul yerine getiriimelidir. Asagida belirtilen bu kosullar,
birgok biyofiziksel ydontem igin gegerlidir (91):

e Deneyler, sartlandirlmis hava kosullari olan laboratuvar ortaminda
gergeklestiriimelidir. Sabit sicaklik (20-23°C) ve sabit nem (%40-60 bagil
nem) kosulu saglanmahdir.

e In vivo deneylerde, denekler dlcimlerden en az 30 dakika dnce analizin
gerceklestirilecegi odada bulunmall ve analiz slresince odadan disar
cikmamalidir. Bu sekilde &lgimleri etkileyebilecek kisa sdreli kosullarin
etkisi en aza indirilebilir.

e Topikal uygulanan Urinlerin deri Uzerindeki etkilerinin 6l¢ciimesinde en
uygun vicut boélgesi secilmelidir. Genellikle kolun i¢ ylzeyinin kullaniimasi
uygundur.

e Olclimii yapan kisinin deneyimli olmasi aranilan bir 6zelliktir.



Deri Uzerinden Gerceklesen Su Kaybinin (TransEpidermal Su Kaybi,
TransEpidermal Water Loss, TEWL) izlenmesi

Derinin engel iglevindeki degisiklikleri izlemeye yo6nelik olarak kullanilan
biyofiziksel ydntemlerden en bilineni, Evaporimetre (Evaporimeter), Tewa-Metre
(TEWA-Meter) ve Dermalab olarak tanimlanmis cihazlar yardimi ile transepidermal
su kaybinin (TransEpidermal Water Loss, TEWL) 6él¢tlmesidir. TEWL'nin orani SC
bltinlagl ve saghginin bir gbstergesidir. Bircok deri hastaliginin TEWL’nin artmasi
ile birlikte seyrettigi belirlenmistir (8, 73, 93, 95, 99-102, 118, 150, 151, 191).

Normal kosullar altinda derinin hidratasyon seviyesi %10’un altina
dasmemelidir. Deri lipitlerinin organik ¢dzUculer ile ekstraksiyonu veya yapiskan bant
ile soyma iglemi uygulanarak korneosit ve lipitlerin uzaklastiriimasi, TEWL ni arttirir.
Bu artis, epidermisin alt tabakalarina sinyaller aracihdi ile haber verilerek
hicrelerarasi lipitlerin yenilenmesi ve engel islevinin tamiri saglanir. TEWLnin

izlenmesi ile tamir cevabinin ne kadar strdigu saptanabilir (79, 118).

Derinin engel iglevini tamire yo6nelik olarak htcrelerarasi lipitleri iceren
formilasyonlar gelistirilmigtir. Seramit ve yag asitlerinin tek baslarina veya ikili
karisimlar halinde kullanildiklarinda tamiri geciktirdikleri saptanmigtir. Sadece
hicrelerarasi lipitlerin tam karisimlari veya tek basina kolesterol varliginda derinin
engel islevinde iyilesme goérilmus ve TEWL azalmigtir (101, 150).

Deri Neminin ve Yiizey Lipitlerinin izlenmesi

Deri ve SC nem seviyesinin belirlenmesinde kullanilan bir yéntem elektriksel
kapasitenin dlgilmesidir. Bu amagla Korneometre (Corneometer) olarak tanimlanan
cihaz kullaniimaktadir (26, 223). Korneometre elektrodu deriye uygulandiginda, su ve
ilgili iyonlarin sirkGlasyonunu, dolayisi ile epidermal hidratasyona bagl olarak
degisen elektrik kapasitesini 6lgmektedir. Korneometre ile yapilan nem &lgimlerinde,
SC’un 20 nm derinlikteki su icerigi belirlenmektedir. 1 Korneometre Unitesi, 0.02

mg/cm®deki su icerigine esdegerdir (75, 173, 187). Olglimlerde, deri yiizeyinin



elektrot ile tam olarak temas etmesi sonuclarda kararlihdin saglanmasi bakimindan
elzemdir (150).

Deri neminin 6lgiimesinde Korneometre’nin yani sira, ayni prensiple ¢alisan
Skicon®-200 ve DPM®-9003 cihazlar da kullaniimaktadir (82, 91). Deri ve SC
hidratasyon seviyesinin izlenmesinde kullanilan spektral bir yéntem Teorik Kisim 3. 4.
6. 3’de anlatiimistir.

Deri yuzey lipitleri daha ¢ok yag bezlerinden Uretilen sebum kaynaklidir ve
derinin engel islevi Uzerinde belirgin bir etkiye sahip degillerdir. Ancak akne ve
seboreik dermatit gibi bazi deri hastaliklar, artan sebum salgisi ile iligkili

olduklarindan, sebum salgisinin azaltiimasina yoénelik arastirmalar devam etmektedir.

Deri ylizeyine dogrudan yapistirilabilen polimerik bir film olan Sebutape, ylzey
lipitlerini absorbe ettiginde rengini degistirmekte ve olusan renk Uzerinden, sebum

salgilanma orani, salgilanan toplam miktar gibi parametreler tayin edilebilmektedir.

Fotometrik bir cihaz olan Sebumetre (Sebumeter) ile yapilan dlgimlerde ise,
purizll ylzeye sahip olan plastik bir film deri ylzeyine bastirilarak, yizey lipitlerinin
filme gecmesi saglanmaktadir. Lipitler, yuzeydeki bosluklari dolduracak sekilde
yayllarak plastik filmin isiga karsi gecirgenligini arttirmaktadirlar. Cihaz, 1 cm®deki
yuzey lipitlerinin miktarini, 181k gegirgenliginde olugsan fark tGzerinden belirlemekte ve
ug cinsinden vermektedir (91, 173).

Derinin Mekanik ve Yiizey Ozelliklerinin izlenmesi
Derinin, 6zellikle de SC'un mekanik 6zelliklerinin dlgilmesi kolay bir islem
degildir. Deri esneklik ve gerginliginin analizinde kullanilan cihazlardan en bilinenleri,

Kitometre (Cutometer) ve Dermal Torkmetredir (Dermal Torquemeter).

Kitometre ile yapilan Olcimlerde, deri ylzeyine 50-500 mbar arasinda
degisen vakum degderleri uygulanarak gerek ylzeyin gerekse daha derin tabakalarin
esneklik ve viskozite degerleri hesaplanabilmektedir.



Dermal Torkmetre cihazi ile deri ylzeyine paralel bir gli¢c uygulanarak daha
¢cok ylzeye yakin kisimlarin mekanik 6zelliklerine ait bilgiler elde edilmektedir.
Tekrarlanabilirlik ve dogruluk bakimindan sorunlarin yasanabildigi bir analiz

yontemidir.

Deri ylzeyi, 0.05 um’den birkagc mm’ye kadar degisebilen derinlikte gizgi ve
kingikhklar tagiyabilmektedir. Bu c¢izgi ve kinigikliklar, dermis ve SC’un islevsel
durumunu ve hidratasyon seviyesini yansitirlar. Deri ylUzeyindeki ¢izgi, kirnigiklik ve
purdzlerin incelenmesinde polimerize silikon ile elde edilen deri kopyalari veya canli

deri 6rnekleri kullanilabilmektedir.

Taramali Elektron Mikroskopisi (Scanning Electron Microscopy, SEM) pahali
bir teknik olmakla birlikte, SC ylzeyinin hiicre i¢ci ve hlcrelerarasi yapisinin
arastirilmasinda ¢ok uygundur. Deri ylzeyinin bir video kamera ile UV 1sik kaynagi
altinda incelenmesine olanak veren Visioscan isimli cihaz da derinin purazlalaga

konusunda bilgi saglamaktadir (91).

Butin bu yodntemlere ek olarak, Lazer Dopler Akigsmetre (Laser Doppler
Flowmeter) veya Lazer Dopler Hizmetre (Laser Doppler Velocimeter) cihazlari ile test
edilen deri bélgesinde kan akisinin 6l¢gimu ve bazi deri hastaliklarinda deri renginin
bir kolorimetre yardimi ile belirlenmesi, derinin engel iglevine yonelik klinik bulgularin
tanimlanmasinda fayda saglamaktadir (55, 99, 100, 223).

Stratum corneum Hicrelerarasi Lipitlerinin Yapi ve Davraniglarinin
izlenmesi

Deri Uzerinden gergeklesen su kaybi, nem igerigi, yuzey lipitleri, mekanik ve
yuzey Ozellikleri surekli olarak gelistirilen ve yenilenen farkli cihazlarla incelenirken,
SC hdcrelerarasi lipitlerinin -~ yapisi  ve epidermisin iglevsel &6zelliklerinin
arastirimasinda, X-lsini Dagilimi (X-Ray Diffraction), Elektron Dagilimi (Electron
Diffraction), Diferansiyel Tarama Kalorimetresi (Differential Scanning Calorimetry,
DSC), Nukleer Manyetik Rezonans (NMR), Elekiriksel Direng Spektroskopisi
(Impedance Spectroscopy, IS) ve Infrared (IR) Spektroskopisi gibi cok cesitli
biyofiziksel yéntemler kullaniimaktadir (15, 69, 72, 73, 158, 159). Bu yéntemlerden en
cok calisilanlari agagida ele alinmistir:



X-Isini Dagilimi ve Elektron Dagilimi Yontemleri

Dar ve genig acih x-1g1n1 dagihmi yéntemleri ile SC lipitlerinin tabakali yapilari
ve dzellikle derinin engel islevinde buyuk 6neme sahip olan kati kristalize, jel ve sivi
kristalize faz diizenleri hakkinda bilgi edinilmistir (15, 93, 155, 175).

Dar Acil X-Isini Dagilmi (Small Angle X-Ray Diffraction, SAXD) yéntemi ile
gerceklestirilen ¢alismalar, insan SC’daki hicrelerarasi lipitlerin 6.4 nm ve 13.4 nm
tekrarlanma araliklan ile paralel ¢ifte tabakalar halinde didzenlendigini gdéstermistir.
Lipit alkil zincirleri siki dizende ve hareketsizdir. Diger hlcre zarlarindaki lipitlerin
aksine, fizyolojik sicaklik degerlerinde sivi kristal yapi sergilemezler (14-16, 73, 159,
162, 206). Ozellikle 13.4 nm'lik tekrarlanma araliginin derinin engel islevinde rol
oynadidi distnllmektedir. Cesitli tipte dermatozu olan hastalarda hicrelerarasi lipit

tabakalarin tekrarlanma araliklarinin kisaldigr g6ézlenmistir (15, 17, 57).

Genis Agili X-Isini Dagihmi (Wide Angle X-Ray Diffraction, WAXD) ve Elektron
Dagihmi yéntemleri ise, SC keratin ve su igerigi ile hlcrelerarasi lipitlerin yanal
dizenleri hakkinda bilgi saglamaktadir (14, 73, 157)

Kalorimetrik Yontemler

Lipitlerin polimorfizmi, derinin gecirgenligi Gzerinde dnemli etkiye sahiptir. Bu
nedenle gerek domuz ve insan SC’u gerekse model lipit karigimlari Uzerinde
hiicrelerarasi lipitlerin termal davraniglari calisiimistir (90, 94, 124, 206).

Diferansiyel Tarama Kalorimetresi (Differential Scanning Calorimetry, DSC) ile
yapilan termal analiz ¢alismalari, SAXD ve WAXD analizleri ile paralel yartilerek,
SC’daki hicrelerarasi lipitlerin yapisal dizeni ile ilgili bilgiler saglamlastiriimistir.
insan SC lipitlerinin, 30-120 °C arasinda termal analiz uygulandiginda, 37 °C, 60-65
°C, 80-85 °C ve 95-110 °C’de, 4 adet endotermik gecis gosterdigi goriimustir.
Endotermik gegisin gerceklestigi sicaklik derecesinin, SC hidratasyon seviyesinden

etkilendigi belirlenmigstir (16, 25, 73). Buna karsilik, X-lIsini Dagilimi ve IR ¢alismalari,



fizyolojik sicaklik degerlerinde lipit alkil zincirlerinin dizen ve hareketliligi Gzerinde

hidratasyon seviyesinin etkisinin bulunmadigini géstermistir (16).

ilk (¢ endotermik gecis, lipitlerin termal davranigina ithaf edilirken,
sonuncusunun  SC’'un  protein  bileseninden,  keratinden, kaynaklandigi
dusunulmektedir. DSC analizleri, korneositlerin ana bileseni olan keratinin ¢ok kararli
bir yap! sergiledigini ve ancak 95°C yi asan sicaklikta denatiire olarak termal faz
gecisi gosterdigini belirlemistir (94, 174). 51-55°C’deki besinci bir termal gegisin,
kornife zarfin disinda yer alan kovalan bagli lipitlerden kaynaklandidi bildirilmigtir
(94).

Kolesterol, serbest yag asitleri ve seramitlerden olugsan model lipit sistemlerinin
arastirimasinda DSC yéntemi kullaniimigtir. Seramit bilesiminin lipit sistemin ¢oklu
tabaka dizenini etkiledigi saptanmistir (56).

D-limonen ve 1-8 sineol isimli iki terpen bilesiginin, SC'un gegirgenligini
arttirmalari Gzerinde yapilan bir arastirmada, DSC teknigi kullanilarak hicrelerarasi
lipitlerin faz davranislari ile ilgili bilgi edinilmistir. Her iki terpenin de, lipit faz gecis
sicakhgini disirdigu saptanmis ve lipit alkil zincirlerinin dizeninin bozulduguna
karar verilmistir (30).

Nikleer Manyetik Rezonans Spektroskopisi

Nukleer Manyetik Rezonans (Nuclear Magnetic Resonance, NMR) ¢alismalari,
kornesitleri gevreleyen kornife zarf proteinleri ile ilgili bilgi saglamis ve normal kosullar
altinda bu proteinlerin kati yapida olduklari saptanmistir (174). Kornife zarfin
kirilganhginin artmasi, derinin engel islevinin azalmasina neden olmakta ve bu durum

cesitli deri hastaliklarini beraberinde getirmektedir.

NMR teknigi ile in vivo ve in vitro olarak, deriyi nemlendirmeye yonelik
drdnlerin etkinligi de 6l¢ulebilmektedir (63).



Elektriksel Direnc Spektroskopisi

Elektriksel Direng Spektroskopisi (Impedance Spectroscopy, IS), derinin
elektriksel 6zelliklerindeki degiskenligi él¢cen bir yontemdir. Derinin elektriksel 6zelligi
hidratasyon seviyesine bagli olarak dediskenlik géstermektedir (32).

Raman Spektroskopisi

Raman  Spektroskopisi'nin  SC  hidratasyon  seviyesinin  tayininde
kullanilabilece@i belirtiimistir. Deri ylzeyinden asagilara inildikce SC hidratasyon
seviyesinin %15ten %25e c¢iktigi ve Stratum granulosum/SC ara ylzeyinde %40
degerine ulastigi saptanmigtir (22). Raman spektroskopisi deri ve deriye uygulanan
topikal Gran etkilegimlerinin aragtiriimasinda da kullanilan uygun bir yéntemdir (159).
IR Spektroskopisi ile karsilastirildiginda, polar olmayan gruplara hassasiyetinin daha
fazla olmasi nedeni ile, lipitlerin yapisal 6zelliklerinin tanimlanmasinda kullaniimistir
(94). Mikroskopik tekniklerle birlikte, SC hidratasyonu, NMF ve keratin oranlarinin
Olcilmesinde yararlanilan Raman Spektroskopisi, derinin engel iglevi ve lipit profili
bakimindan énemli bulgular saglamistir (1).

Infrared (IR) Spektroskopisi

Infrared (IR) spektroskopisi derinin, 6zellikle de SC’un engel islevinin daha iyi
anlasiimasina yénelik arastirmalarda kullanilan, SC yapi ve dinamigine iliskin ¢ok
6nemli bulgular saglayan biyofiziksel bir yontemdir (116, 117, 191). Elektromanyetik
enerji ile etkilesimde bulunulmasi sonucunda meydana gelen molekiler hareketleri
belirlemektedir (131).

Elektromanyetik spektrumun orta IR arahgr (4000 — 400 cm'1), bircok iglevsel
gruba ait titresimlerden kaynaklanan absorpsiyon bantlarini i¢cermektedir. IR
spektrumundaki her bir absorpsiyon bandi, absorpsiyon maksimumunun dalga
numarasi, bant genisligi ve glicu ile tanimlanmaktadir. Bir absorbansa ait dalga

numarasli, buna neden olan molekdiler hareket, kimyasal bagda yer alan atomlar ve



cevrelerinin konformasyonu icin karakteristiktir. Diger taraftan bant genisligi ve gtcu
molekullerin hareket orani ile dogru orantilidir.

Fourier DénGsUmIU IR Spektroskopi (Fourier Transformed IR Spectroscopy,
FTIR) yontemi, spektral bilgilerin ahsiimig IR spektroskopisine oranla ¢ok daha iyi
¢O6zunarluk ile elde edilmesini, hizli, hassas ve dogru analiz yapilmasini
saglamaktadir (131, 185). Bu yo6ntemle c¢ok bilesenli &rneklerin caligiimasi
mumkindUr. Bir absorbansa ait dalga numarasinin saptanma dogrulugu, FTIR
yontemi ile 0.01 cm™ den fazla olmaktadir (58).

FTIR Spektrometresinin en énemli bileseni, Michelson interferometresidir
(Sekil 8). Bir FTIR analizi yapilirken, interferometre ardisik olarak su iglemleri
gerceklestirir:

1. IR kaynagindan gelen 1511, 11k yansitici araciligi ile ikiye boler.

2. Isik, biri sabit digeri degisken uzunlukta iki ayri optik yol Gzerinden nakledilir.

Hareketli ayna, bir analiz sUresince ileri geri hareket ederek optik yoldaki

degdiskenligi saglar.

3. ki 1s1k yeniden birlesir ve optik yol uzunlugunun farkinin bir sonucu olarak

girisim olustururlar.

4. Bu 1s1gin yarisi érnek icinden gegerken, érnek tarafindan absorplanmayan

Isik detektére ilerler. Detektdérde iki 1sinin karisimindan kaynaklanan ve

interferogram adi verilen girigsimin olusmasi, analizi yapilan &rnekle ilgili

spektral bilgilerin olusmasini saglar (107, 131).



Kizilotesi lg 1k
A _, Kaynagi
Yoy
<‘>
A

Isin Yanstici

10

¢ > Ornek Dedektor
Hareketli Ayna

Sabit Ayna

Sekil 8. Michelson interferometresinin Bilesenleri (106)

FTIR ybntemi ve bu ydntemin iki farkli teknigi olan Transmisyon
(Transmission) ve Hafifletiimis Toplam Yansitma (Attenuated Total Reflectance,
ATR) FTIR spektroskopileri lipit membranlarin faz davraniglarinin arastiriimasinda
yogun olarak kullanilmig ve insan SC’unun yapisi ve SC tabakasindaki hlicrelerarasi

lipitlerin alkil zincirlerinin konformasyonu hakkinda bilgi kazaniimistir (56, 158, 159).

3. 4. 6. 1. Transmisyon- FTIR Spektroskopisi

Transmisyon-FTIR spektroskopisi gerek SC lipit tabakalarinin gerekse model
lipit karisimlarinin sicakliga bagl faz davraniglarinin arastiriimasi igin yaygin bigimde
kullaniimaktadir (70, 89, 145, 158, 159, 185, 202). 10-20 um kalinligindaki SC
tabakasi, Transmisyon-FTIR ydntemi ile analize uygun bir ylzeydir. SC’dan elde
edilen spektrum, lipit, protein ve suya ait absorbanslar ile tanimlanmaktadir (131,
158).
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Sekil 9. Transmisyon-FTIR Teknigi ile Galisma Adimlari

SC 6rnegi, genellikle kalsiyum florir veya baryum floriirden yapilan, teflonla
kaplanmis iki IR cami arasina yerlestirilir (Sekil 9). Ozellikle, kalsiyum floriirden
yaplimis olan IR camlari, birgok asit ve baza karsi direnclidir, yiksek sicaklik ve
basing altinda ¢alisiimasina olanak verir. Bu 6zel camlarin yizeylerine elle temastan
kaginilmali, uzun sireli olarak 1siga maruz kalmamalarina 6zen gésterilmelidir. Ust
uste kapatilan IR camlarinin sicaklik kontrolli hiicreye yerlestiriimesinin ardindan
hiicre bir tasiyici yardimi ile spektrometrenin érnek bdlmesine yerlestirilerek gerekli
baglantilari yapilir (117). Sicakhk kontroll icin IR hicresinin ilgili kismina bir sicaklik

pili (thermocouple) baglanabilmektedir.

3. 4. 6. 2. Hafifletilmis Toplam Yansitma (Attenuated Total Reflectance,
ATR) - FTIR Spektroskopisi

Derinin engel iglevinin arastiriimasinda 6nemli bir yontem, 6zel bir IR teknigi
olan Hafifletiimis Toplam Yansitma (Attenuated Total Reflectance, ATR)
spektroskopisidir.  Transmisyon-FTIR ybnteminin  basarn ile uygulanamadigi
durumlarda siklikla kullanilan yansitma teknikleri sinifina girmektedir (159). FTIR
spektroskopisinin, in vitro élgiimlerin yani sira in vivo SC degerlendirmelerinde de
genis oranda fayda saglayan bir teknik halini almasi, ATR-FTIR yéntemi sayesinde
gerceklesmistir (131).
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Transmisyon-FTIR tekniginde 6rnek, IR 1sinin gecis yolu (zerine
konulmaktadir. Buna karsilik ATR-FTIR yonteminde érnek, IR’'ye gecirgen olan 6zel
bir kristalin yUzeyi ile temas ettirilir. ATR-FTIR hucrelerinde kullanilan kristaller
genellikle ¢inko selenlrden yapilmaktadir; su, organik ¢éziculer, zayif asit ve bazlara
karsi direnglidirler. Olclilecek 1sik demeti kristal (zerinden, &rnek—kristal ara
ylzeyinde yansiyacak sekilde yonlendirilmektedir. Kristalin trapezoidal seklinin bir
sonucu olarak IR isin kristale kritik agidan (kritik agi: gelen batin 1sinin yansidigr agi)
daha dusik bir agida girer. Birgok i¢ yansimaya ugrar ve yeniden dedektére déner.
Bu nedenle kristal, i¢ yansitma elemani (Internal Reflectance Element, IRE) olarak da
tanimlanir.

ATR-FTIR ydnteminde, IR radyasyonun penetrasyon derinligi dalga boyu ile
dogru orantihdir ve hassasiyet 6rnek IRE'nin ylzeyinden uzaklastikca azalir.
Calisilacak boélgenin kristal ile dogrudan temasi saglanabilir veya alinan 6rnek

parcalari kristal Gzerine konularak 6lcim yapilabilir (11, 12, 21, 72, 131, 159, 185).

Deri s6z konusu oldugunda, IR radyasyonun penetrasyon derinligi, cihaza,
ATR kristaline, ilgilenilen dalga boyuna ve &rnedin hidratasyon seviyesine bagli
olarak 0.3-3 um arasindadir. Dolayisi ile deri, bu teknik ile dogrudan analiz
edildiginde, tek bir ATR-FTIR spektrumundan elde edilen bilgi kristal ile temas eden
ilk tabakalara aittir. SC’'un daha derin kisimlari ile ilgili bilgiler, yapiskan bant ile
soyma yontemi sonucunda elde edilebilir (11, 131, 159). ATR-FTIR ydntemi ile in vivo
olarak elde edilen insan SC’a ait spektrumun genel Ozellikleri, Transmisyon-FTIR

yontemi ile elde edilenle aynidir (12).
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