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Opis wynalazku

Wynalazek miesci sie w dziedzinie wyznaczania dynamiki transportu srodkéw czynnych biolo-
gicznie do podania przezskérnie. Przedmiotem wynalazku jest sposdb wyznaczania wspétczynnika dy-
fuzji sSrodkéw czynnych biologicznie do podania przezskérnie a przez to posrednio dynamiki transportu
srodkéw czynnych biologicznie do podania przezskérnie, zwtaszcza lekoéw, z wykorzystaniem mem-
brany biologicznej nasladujgcej bariere naskorka, bgdz imitujgcej naskérek. Przedmiotem wynalazku
jest rowniez urzadzenie do pomiaru wspotczynnika dyfuzji a przez to dynamiki przenikania — transportu
srodkéw aktywnych biologicznie do podania przezskornie, zwtaszcza lekdw z wykorzystaniem membran
nasladujgcych bariere skory. Wynalazek z perspektywy zasad fizyki ma zastosowanie w wyznaczaniu
dynamiki transportu masy w rozumieniu samorzutnego rozprzestrzeniania sie masy w osrodku, o natu-
rze dyfuzyjnej, na potrzeby przezskérnych systemow terapeutycznych do zastosowania przedklinicz-
nego.

Podawanie lekéw przez skére ma te zalete nad innymi drogami aplikacji (np. iniekcja, doustnie),
ze nie prowadzi do negatywnych skutkéw globalnego obcigzenia organizmu dang substancjg che-
miczna oraz jest metodg nieinwazyjna. Jednym z gtéwnych celdw badan przedklinicznych na systemach
modelowych badz naturalnych ex-vivo danego $rodka aktywnego biologicznie np. danego leku jest
oszacowanie dynamiki jego penetracji przez zewnetrzne warstwy skory, bedace jednoczesnie gtéwng
barierg wchtaniania. Badania te w dalszych etapach umozliwiajg okreslenie dynamiki przenikania zwigz-
kéw aktywnych biologicznie przez bariere — membrane, a dalej okreslenie odpowiednich dawek tera-
peutycznych oraz czasu dziatania srodka aktywnego do podania przezskoérnie, zwlaszcza leku.

Wsréd znanych technik wykorzystywanych w dziedzinie badan transportu masy (w ogéinym ro-
zumieniu samorzutnego rozprzestrzeniania sie substancji w osrodku) mozna wymieni¢ metody znako-
wania radiologicznego (autoradiografia) oraz spektroskopowe, w tym fluorescencyjne, odbiciowe (w tym
spektroskopia ostabionego catkowitego odbicia w podczerwieni, ATR-FTIR) i fototermiczne. Wymie-
nione techniki stuzg do okreslania ilosci substancji sorbowanej przez probke jako catos¢ lub obserwacji
zmian rozktadu (lokalizacji) substancji wewnagtrz probki w czasie (metody profilometryczne). Pierwsze
Zz wymienionych sg prostsze od strony doswiadczalnej. W typowym eksperymencie, rezerwuar z lekiem
(w rozumieniu zasobnika leku, w formie umozliwiajgcej przenikanie leku przez osrodek — np. substancja
aktywna rozpuszczona w wazelinie, czyli zwigzek aktywny w postaci farmaceutycznej do podania prze-
zskornie) umieszcza sie na okreslony czas w kontakcie z badanym osrodkiem, np. imitujgcg tkanke
membrang (badania przedkliniczne) badz, w finalnej fazie badan — skorg zwierzecg lub ludzka. Nastep-
nie, po usunieciu nadmiaru substancji leczniczej z powierzchni, prébke membrany lub skéry rozpuszcza
sie i poddaje odpowiedniemu badaniu analitycznemu. Najczesciej uzywane do tego celu sg metody
chromatograficzne (HPLC, GLC) i scyntylograficzne.

Alternatywe stanowig badania okreslania ubytku donora substancji leczniczej w uktadzie lek —
membrana; ilos¢ sorbowanej materii jest rowna roznicy jej wartosci poczatkowej i koncowej. Pod wzgle-
dem technicznym uzywa sie standardowo tzw. komér dyfuzyjnych Franza (obszary donora i akceptora
sg przedzielone badang membrang), przy czym dynamika przenikania masy jest okreslana dodatkowag
metodg analityczng, przyktadowo HPLC, UV-VIS, czy znakowania radiologicznego. Przyktadowy uktad
bazujgcy na wykorzystaniu komory typu Franza znany jest z amerykanskiego opisu patentowego
US6929782B1, gdzie badang substancje naktada sie na uchwyt do badania uwalniania substancji —
pomiaru szybkosci uwalniania lub rozpuszczania badanego preparatu (do podawania miejscowego i/lub
przezskoérnego dostarczania leku) do cieczy, przy czym badana substancja dyfunduje do cieczy przez
porowatg membrane zamontowang w uchwycie. Jednakze w przypadku metod wykorzystujgcych ko-
more Franza konieczna jest modyfikacja chemiczna badanej substancji (wprowadzenie znacznikéw lu-
minescencyjnych bgdz promieniotwérczych) oraz posrednia detekcja (na podstawie okreslenia ilosci
substancji w obszarze cyrkulujgcego ptynu akceptora). Co wiecej zestaw zwyczajowo opiera sie na
komorze dyfuzyjnej i oddzielnie na aparaturze analitycznej, co wptywa na wydtuzenie procesu oraz
zwiekszenie kosztéw aparatury.

Celem wynalazku jest opracowanie sposobu wyznaczania dynamiki przenikania srodkéw biolo-
gicznie aktywnych do podawania przezskérnie z wykorzystaniem membrany biologicznej w doktadny
sposob bez koniecznosci wykorzystania zaawansowanej aparatury analityczne;j.

Cel osiaggnieto dzieki opracowanemu sposobowi i urzadzeniu do wyznaczania wspoétczynnika dy-
fuzji Srodkow aktywnych biologicznie przez membrane a przez to posrednio wyznaczenie dynamiki prze-
nikania srodkéw aktywnych, do podawania przezskoérnie.
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W trakcie badan na Uniwersytecie Gdanskim opracowano metodyke dzieki wykorzystaniu opra-
cowanej na potrzeby tego wynalazku metody sukcesywnej analizy ksztattu kropel cieczy prébkujgcej
bedacej w kontakcie z membrang biologiczng, przez ktérg przechodzi substancja aktywna biologicznie,
zwlaszcza lek w danej postaci farmaceutycznej, czyli analizy zmian katéw kontaktu pomiedzy brzegiem
(czotem) kropli a warstwg ciata statego, do ktoérej kropla przylega, czyli membrany. Zmiana ksztattu
kropli cieczy prébkujgcej w kontakcie z badang membrang jest wywotana procesem adsorpcji po-
wierzchniowej leku z wnetrza membrany, co jednoczes$nie wptywa na zmiane energetyki powierzchnio-
wej membrany oraz zmiane symetrii (zamiennie: ksztattu) kropli — zmiane obserwowanych katéw kon-
taktu kropli z membrang — dynamicznych katéw kontaktu: wstepujgcego zstepujacego.

Obecnie uzywane goniometry stosowane w réznych dziedzinach do okreslania energetyki po-
wierzchni ciata na podstawie ksztattu kropli cieczy prébkujagcej bedgcej w kontakcie z badanym ciatem
umozliwiajg jedynie pomiar swobodnej energii powierzchniowej pojedynczej probki w sprecyzowanym
czasie od rozpoczecia pomiaréw. Jednak do okreslenia dynamiki przenikania substancji aktywnych
przez membrany konieczna jest znajomos$¢ przebiegu czasowego zmian energetyki powierzchni. Wo-
bec tego dodatkowym celem wynalazku jest opracowanie dedykowanego urzgdzenia do pomiaru dyna-
miki przenikania substancji przez membrany biologiczne, imitujgce bariere skory, np. naskérek, umoz-
liwiajgcego realizacje wariantu sposobu wedtug wynalazku. Sposéb wedlug wynalazku umozliwia opra-
cowanie, prostszego aparaturowo niz znane ze stanu techniki, urzgdzenia do pomiaru dynamiki przeni-
kania substanc;ji ale w sposob precyzyjny.

Metoda wedtug wynalazku bazuje na cyklicznych pomiarach dynamicznych katéw kontaktu cie-
czy (o znanym napieciu powierzchniowym) z membrang, do ktérej jednoczesnie podaje sie srodek ak-
tywny biologicznie np. lek (w rozumieniu substancji aktywnej w formie farmaceutycznej, np. masci);
obraz kropli bedacej w kontakcie z badanym materiatem rejestruje sie np. kamerg i odczytuje sie dyna-
miczne katy kontaktu, a nastepnie oblicza ustalone parametry.

Metody bazujgce na wykorzystaniu zmian energetyki powierzchniowej substancji na podstawie
symetrii spoczywajgcej kropli na ciele statym, tj. badaniu tzw. katéw kontaktu ciecz/ciato state, w przy-
padku wynalazku kropla prébkujgca/membrana jak dotad nie byly wykorzystywane w badaniach prze-
nikania substancji biologicznie czynnych przez skoére. Okreslanie energetyki powierzchni jest stosowane
w odmiennych dziedzinach techniki wedtug odmiennej metodologii — badaniach wtasnosci powierzchni
materiatow: wilasnosci zwilzajgcych (okreslajgce hydrofilowos$c¢/hydrofobowo$¢ materiatu), energetyki
i struktury powierzchni oraz kinetyki adsorpcji na granicy miedzyfazowej. Charakteryzacji materiatu do-
konuje sie poprzez pomiar katow kontaktu pomiedzy cieczg prébkujgcg o znanym napieciu powierzch-
niowym yLv a badang probkg wraz z odpowiednig interpretacja fizyczna, ktérych moze by¢ wiele w tym
bazujgc na teorii Younga oraz Wenzela czy Cassie-Baxtera.

Sposéb wyznaczania wspoétczynnika dyfuzji srodkéw aktywnych biologicznie do podania prze-
zskdrnie przez membrany biologiczne, zwtaszcza lekéw, poprzez analize zmian wlasno$ci zwilzajgcych
powierzchni membrany nasladujgcej naskérek, charakteryzuje sie wedtug wynalazku tym, ze przepro-
wadza sie nastepujgce czynnosci.

1. Przygotowuje sie uktad pomiarowy zbudowany z co najmniej trzech membran nasladujgcych
bariere naskérka o znanej grubosci membrany L zas$ na powierzchni wierzchniej powierzchni
trzech membran umieszcza sie, w trakcie pomiaru wiasciwego, ciecz prébkujgcg o znanym
napieciu powierzchniowym yLv, tworzac w ten sposéb krople cieczy prébkujgcej rozpostartg
na powierzchni membrany, zas na drugiej stronie tych membran nanosi sie, w trakcie pomiaru
wlasciwego, srodek aktywny biologicznie. Czynnosci te dokonuje sie na kazdej membranie
w tym samym czasie lub réznym jednakze pomiaru wtasciwego dokonuje sie po innym czasie
w trakcie transportu srodka aktywnego biologicznie.

2. Przeprowadza sie co najmniej jeden pomiar referencyjny dla membrany wolnej od $rodka
aktywnego biologicznie w czasie t = 0, czyli przed przeniknieciem srodka aktywnie biologicz-
nego w gigb membrany. Co najmniej dwa kolejne pomiary dokonuje sie w innych niz czas
t = 0 —réznych przedziatach czasowych po natozeniu srodka aktywnie biologicznego, w trak-
cie przenikania srodka aktywnego biologicznie przez membrane. Dwa kolejne pomiary prze-
prowadza sie w przedziale czasowym odpowiadajgcym wzrostowi powierzchniowej koncen-
tracji substancji przed osiggnieciem wartosci maksymalnej nasycenia Cmax. Uzyskanie war-
tosci maksymalnej Cmax ustala sie z przebiegu czasowej zaleznosci rejestrowanego kata kon-
taktu jako wartos¢ stalg plateau funkcji wzglednej koncentracji C/Co okreslonym z przebiegu
czasowej zaleznosci rejestrowanego kata kontaktu az wartos¢ C/Co osiggnie wartos¢ statg,
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przy czym dla uktadéw, gdzie nie mozna aproksymowa¢ odpowiedniego dla pomiaréw okna
czasowego, nalezy wykona¢ petny profil ewolucji koncentracji powierzchniowej leku az do
osiggniecia C/Co i wowczas ten czas do uzyskania Cmax jest znany.

3. W trakcie kazdego pomiaru wywotuje sie zmiane ksztattu kropli cieczy, w postaci zwilzania
powierzchni membrany i cofania sie kropli z powierzchni membrany, poprzez inicjacje ruchu
kropli cieczy probkujgcej poprzez ruch uchylny membrany wraz z kroplg badz mechaniczng
zmiane ksztattu kropli cieczy probkujgcej, korzystnie poprzez ttoczenie/odsysanie cieczy do/z
kropli cieczy prébkujgcej. W momencie inicjacji ruchu kropli cieczy na powierzchni membrany
odczytuje sie co najmniej dwa katy nachylenia czota kropli cieczy prébkujacej do powierzchni
membrany: kat wstepujgcy ®apv zawarty miedzy linig kontaktu kropli cieczy prébkujgcej z po-
wierzchnig membrany a styczng do czofa kropli ze strony zwilzajgcej powierzchni membrany
oraz kat zstepujgcy Orec zawarty miedzy linig kontaktu kropli cieczy probkujgcej z powierzch-
nig membrany a styczng do czota kropli ze strony cofajgcej sie kropli z powierzchni mem-
brany.

4. Dla kazdego pomiaru oblicza sie swobodng energie powierzchniowg Aysv oraz cisnienie po-
wierzchniowe I1 filmu cieczy 2-wymiarowej struktury bedgcej nastepstwem adsorpcji po-
wierzchniowej na podstawie zarejestrowanych dynamicznych katéw z rownania:

_ H(1+COSOADV)2
AVSV - (1+COS@RE(:')2—(1+COS@AD1,')2 (1)
= y.y(cos@rgc — c0sBypy). (2)
Nastepnie, na podstawie zaleznosci:
— __C drsv
I= RyT dC’ (4)

oblicza sie wzgledng koncentracje powierzchniowg $rodka aktywnego jako stosunek C/Co:

C Ysv

o = &P~ ] (%)

dla kazdego punktu pomiaru, gdzie C— koncentracja powierzchniowa w danym punkcie czaso-

wym, a Co to koncentracja maksymalna w ukfadzie, przy czym dla pomiaru referencyjnego war-
tos¢ C/Co odpowiada zerowej koncentracji powierzchniowe;j.

5. Dla pomiaréw przeprowadzonych w trakcie przenikania $rodka biologicznie aktywnego przez
membrane wykonuje sie dopasowanie liniowe typu y=at+b w czasie, gdzie y=C/Co, a — wspot-
czynnik kierunkowy prostej (a>0), t — argument funkcji — mierzony czas, b — wyraz wolny, zas
dla pomiaru referencyjnego wyznacza sie dopasowanie liniowe referencyjne y= C/Co,

6. Wyznacza sie warto$¢ czasu martwego tag poprzez znalezienie punktu przeciecia dopaso-
wania liniowego dla pomiaréw wiasciwych z dopasowaniem linowym referencyjnym stano-
wigcym prostg referencyjng odpowiadajgcg zerowej koncentracji powierzchniowej, przy czym
ustalone dopasowanie liniowe dla pomiarow wiasciwych z prostg referencyjng jest rowne
czasowi martwemu tiag.

7. Na podstawie znajomosci czasu martwego tag oraz grubosci membrany L, wyznacza sie
wspotczynnik dyfuzji D wedtug réwnania:

D = 1?/6t144, (6)

ktérego wartos¢ okresla szybkosé penetracji substancji przez membrane.
Korzystnie, jako ciecz probkujgca stosuje sie wode, dijodometan, formamid lub glikol etylenowy.
Dobér cieczy prébkujgcej powinien by¢ taki, by wtasnosci chemiczne cieczy byty nieinwazyjne dla ba-
danego ukfadu — dla uktadéw biologicznych typowo woda badz glikol etylenowy.
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Korzystnie, punkt przeciecia dopasowania liniowego dla pomiaréw wtasciwych z dopasowaniem
linowym referencyjnym i na tej podstawie ustalenie czasu martwego tiag Wwykonuje sie z rozwigzania
uktadu rownan dopasowania liniowego dla pomiaréw wtasciwych y=at+b i dopasowania liniowego refe-
rencyjnego y= C/Co, obliczajgc wartos¢ tiag.

Korzystnie, punkt przeciecia dopasowania liniowego dla pomiaréw wtasciwych z dopasowaniem
linowym referencyjnym i na tej podstawie ustalenie czasu martwego tiag Wykonuje sie poprzez naniesie-
nie obliczonych punktéw C/Co dla wartosci pomiaréw wiasciwych i natozenie obliczonego dopasowania
liniowego referencyjnego y= C/Co na wykresie zaleznosci C/Co od czasu pomiaru t, zas czas martwy tiag
wyznacza sie jako punkt przeciecia linii referencyjnej z linig dla punktéw pomiaréw wiasciwych.

Urzadzenie do pomiaru wspétczynnika dyfuzji — pomiaru kgtéw kontaktu kropli cieczy z po-
wierzchnig membrany i umozliwiajgce tym samym posrednie wyznaczanie dynamiki przenikania $rod-
kéw aktywnych biologicznie do podania przezskoérnie przez membrany biologiczne, zwlaszcza lekow,
do realizacji sposobu opisanego powyzej, charakteryzuje sie wedtug wynalazku tym, ze podstawa wy-
konana jest w postaci tarczy z mozliwoscig obrotu wokét wiasnej osi. Na obrzezach tarczy wykonane
sg zeby, pomiedzy ktérymi utworzone sg co najmniej trzy przestrzenie na tarczy, w ktérych umieszcza
sie naczynie pomiarowe z membrang, zwane dalej slotami. W kazdej przestrzeni umieszczone jest
W sposob roztgczny naczynie pomiarowe, ktérego wymiary i ksztatt dostosowany jest do umieszczenia
w nim membrany sytuowanej w naczyniu na srodku aktywnym tak, ze srodek wnika do membrany od
dolnej powierzchni membrany, zas$ na drugiej stronie membrany ksztalt naczynia zapewnia umieszcze-
nie cieczy probkujacej. Urzgdzenie wyposazone jest w ruchomg w osi pionowej urzadzenia platforme
zaopatrzong w wysiegnik usytuowany co najmniej czesciowo nad tarczg oraz zawiera aplikator dla cie-
czy probkujgcej. Jak wyjasniono dalej szczegdtowo w przyktadzie w punkcie opisujgcej faze |i I, plat-
forma, wysiegnik i aplikator znajdujg sie w pionowej osi symetrii badanej prébki-membrany umieszczo-
nej w przestrzeni tarczy. Wysiegnik jest trwale umocowany ze znanym w stanie techniki obrotowym
modutem z silnikiem i przektadnig nadajgcym mu ruch obrotowy. Wysiegnik ma ksztatt i wymiary umoz-
liwiajgce swobodne przemieszczanie w kierunku pionowym przez przestrzenie na tarczy tak, aby w trak-
cie ruchu platformy w osi pionowej realizowaé pobranie i odktadanie naczynia pomiarowego z tarczy
Z jednoczesnym ruchem obrotowym wysiegnika realizowanym poprzez obrotowy modut.

Ruch ten wywotuje zmiane ksztattu kropli cieczy probkujgcej utozonej na membranie a tym sa-
mym umozliwia odczyt katdw stepujgcych i zastepujgcych.

Wedtug wynalazku oparto sie w czesci na wiedzy teoretycznej dostosowanej na potrzeby uzy-
skania celu wedtug wynalazku. Wyrdznia sie trzy katy kontaktu kropli cieczy na styku powierzchnia
membrany czyli podtoze / brzeg kropli rozpostartej na membranie: statyczny ®eq — rownowagowy kat
kontaktu membranalkropla przed zmiang ksztattu kropli — jest to kat nachylenia pomiedzy styczng do
czota kropli a prostg réwnolegtg do linii kontaktu kropla/podtoze (membrana), oraz katy dynamiczne:
wstepujacy oraz zstepujgcy po zmianie ksztattu (symetrii) kropli (odpowiednio ®apv oraz ®rec), wywota-
nej poprzez ruch kropli po powierzchni badanego materiatu — kat zawarty miedzy linig kontaktu
ciecz/ciato state a styczng do czota kropli zwilzajgcej powierzchnie (®abv), oraz kat zawarty miedzy linig
kontaktu a styczng do czofa cofajgcej sie kropli (©rec). Pomiaru wartosci katow kontaktu dokonuje sie
na podstawie analizy zarejestrowanego obrazu kropli w kontakcie z badanym materiatem — membrang
(zdjecia lub wideo) przy uzyciu wybranego programu (np. programow edytorskich jak ImagedJ, To-
upView) umozliwiajgcego pomiar kgta pomiedzy dwoma prostymi, stanowigcymi linie kontaktu kro-
pla/podtoze oraz wybrane czoto kropli (zwilzajace lub cofajgce).

Wedtug wynalazku mierzy sie dynamiczne katy, ktére opisane sg skrotowo jako kat membrana
(podioze)/ciecz lub membrana/kropla cieczy, kat nachylenia czota kropli do powierzchni membrany
z danej strony brzegu kropli, czyli wczesniej opisany kat kontaktu lub kat styku pomiedzy powierzchnig
membrany a kroplg cieczy prébkujacej. Poprzez zmiane ksztattu kropli cieczy wywotuje sie rozposcie-
ranie sie kropli cieczy na powierzchni membrany i/lub cofanie sie czota kropli. Zmiany ksztattu kropli
dokonuje sie zwtaszcza poprzez przechyt ptytki na jakiej umieszcza sie membrane, wowczas obserwuje
sie jednoczesnie ®Oapv oraz Orec z réznych stron brzegéw kropli. Mozliwe jest rowniez mechaniczne
oddziatywanie na krople — pompujgc lub odsysajgc do kropli dodatkowg ciecz probkujgcg wywotujgc
odpowiednio rozposcieranie kropli a nastepnie cofanie sie kropli.

Wynalazek dotyczy sposobu pomiaru wspotczynnika dyfuzji srodkéw aktywnych biologicznie,
zwlaszcza lekéw do podawania przezskérnego poprzez wyznaczenie wspotczynnika dyfuzji masy D —
na podstawie parametryzacji zmian energetyki powierzchniowej uzytej membrany okreslanej na pod-
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stawie ewolucji obserwowanych katéw kontaktu ciecz‘membrana, opisanych powyzej. Wedtug wyna-
lazku opracowano metode pomiarow katow kontaktu ciecz/membrana w trakcie trwania procesu trans-
portu leku przez membrane. Pomiary te pozwalajg obliczy¢ wartosci swobodnej energii powierzchniowej
ysv oraz ci$nienia powierzchownego (stanowigcym roznice energii powierzchniowej membrany nieza-
burzonej i zaburzonej pojawiajgcym sie na powierzchni membrany lekiem) 2-wymiarowego filmu (cien-
kiej warstwy) IT tworzgcego sie na powierzchni membrany wskutek przenikania leku, czasu martwego
tiag procesu transportu (tj. czasu potrzebnego na przenikniecie leku przez membrane), co ostatecznie
pozwala wyznaczy¢ wspoétczynnik D.

Pomiar dynamicznych katéw kontaktu ciecz‘’membrana daje mozliwosé, przy zastosowaniu for-
malizmu Chibowskiego (E. Chibowski, Surface free energy of a solid from contact angle hysteresis, Adv.
Colloid Interface Sci. 103 (2003) 149-172. doi:10.1016/S0001-8686(02)00093-3), wyznaczenia na pod-
stawie rejestrowanych wartosci katéw kontaktu oraz znanej wartosci napiecia powierzchniowego uzytej
cieczy prébkujgcej, swobodnej energii powierzchniowej ysv oraz cisnienia powierzchniowego filmu IT:

_ M(1+cos@ py)?
Bysy = {1+c0s0gEpc)?—(1+cos® 4py)>? M
IT'= y1y(cosOggc — cOSOpy ). @)

Wzgledng koncentracje substancji zaadsorbowanej na powierzchni membrany wyznacza sie na
podstawie formalizmu adsorpcji powierzchniowej Gibbsa, gdzie obowigzujg zaleznosci termodyna-
miczne dla hadmiaru powierzchniowego I" (gestos¢ powierzchniowa substancji zaadsorbowanej na gra-
nicy faz) (A.W. Adamson, A.P. Gast, Physical Chemistry of Surfaces, 6th ed., Wiley and Sons, New
York, 1997.):

[T=Aysy = RyTT (3)
_ _ _C dysy
= RyT dC’ (4)

gdzie: Ry — stata gazowa, T— temperatura.
Rozwigzujgc réwnanie (4) z uwzglednieniem (3) otrzymuje sie zalezno$¢ na wzgledng koncen-
tracje substancji na powierzchni uktadu (membrany):

Ysv

f—o = exp[——7]. (5)

Pomiary wartosci katéw kontaktu w kolejnych fazach trwania procesu transportu umozliwiajg, po-
przez wyznaczenie ysv oraz I na podstawie rownan (1-2) oraz zastosowaniu wyrazenia (5), stworzenie
profilu ewolucji wzglednej koncentracji powierzchniowej substancji C/Co. Wyniki (1) oraz (2) sg wsta-
wiane do wzoru (5), zas wzor (3) oraz (4) uzasadniajg, zastosowanie wzoru (5). W literaturze nie jest
znane takie postepowanie.

Odczytuje sie katy dynamiczne, wstawia do wzoréw (1-2), a nastepnie oblicza C/Co wg (5). C
i Co to nie sg niewiadome, bowiem wyznacza sie wzgledng koncentracje dang przez C/Co — jednostka
wzgledna. C/Co 0znacza, ze na powierzchni mamy koncentracje leku, ktéra jest réwna np. potowie mak-
symalnie mozliwej koncentracji. Wazny jest przebieg C/Co.

Wedtug wynalazku opracowano schemat dalszej analizy. W celu dalszej analizy danych przyjeto

réwnanie dyfuzji masy zaproponowane przez Daynesa: C£ = (tlag - %) gdzie D — wspotczynnik

0 lefrL
dyfuzji, lex — efektywny wymiar uktadu, L — grubo$¢ membrany, tiag— czas martwy zmian powierzchnio-
wych, tj. czas potrzebny substancji do przekroczenia drogi rownej grubosci membrany i zainicjowania
zmian powierzchniowych, ktérych mierzalnym efektem, wedtug sposobu, jest ewolucja wartosci danej
przez rownanie (5). Z rownania Daynesa ustalono, ze istnieje pewna przerwa czasowa (czas martwy)
zanim system osiggnie stan réwnowagi.

Czas martwy wedtug wynalazku wyznacza sie na podstawie zmian C/Co (tj. koncentracji leku na
powierzchni membrany — C — wzgledem koncentracji leku na granicy osrodkéw membrana/rezerwuar
z lekiem — Co — bedacej jednoczesnie maksymalng mozliwg koncentracjg leku w osrodku) wedtug wy-
razenia (5) jako punkt czasowy, w ktérym zaczyna sie obserwowac jednostajng zmiane (ij. dajgca sie
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opisa¢ przy pomocy funkgciji liniowej y=at+b, a>0, a — wspotczynnik kierunkowy, t — argument funkcji
(czas), b — wyraz wolny) koncentracji substancji przenikajgcej przez osrodek nad osrodkiem. Wartos¢
tiag Wyznacza sie jako miejsce przeciecia funkcji liniowej opisujgcej jednostajny przyrost wzglednej kon-
centracji powierzchniowej substancji C/Co wedtug wyrazenia (5) z wartoscig referencyjng C/Co otrzy-
mang dla wolnej od leku membrany (ij. czas wnikania substancji t=0). Znajomos$¢ czasu martwego oraz
grubosci membrany umozliwia wyznaczenie wspotczynnika dyfuzji substanciji przez membrane jako:

D = 12/6t)q,. (6)

Przyjeta wedtug wynalazku metodologia ma te zalete, Zze jako cieczy roboczej wystarczy uzyé
tylko jednego ptynu probkujacego. Przyktadowo inna metoda, zaproponowana przez Owensa i Wendta,
wykorzystuje kilka ptynéw o réznej polarnosci: procz obojetnej wody (ciecz polarna) popularnie uzywa
sie dijodometanu (ciecz niepolarna), zwigzku o wtasnosciach silnie toksycznych i z tego powodu niena-
dajgcego sie do badan powierzchni biologicznych.

Wynalazek dotyczy réwniez urzgdzenia do wykonywania cyklicznych pomiaréw kgtéw kontaktu
ciecz/membrana w trakcie trwania procesu transportu, umozliwiajgcego wyznaczenie wspotczynnika
dyfuzji substancji przez membrane wedtug sposobu.

Wynalazek blizej opisano w przyktadach wykonania oraz na rysunku, na ktérym na poszczegdl-
nych figurach przedstawiono:

Fig. 1 — Katy statyczne i kagty dynamiczne uzyskiwane w dwdch modutach zmiany ksztattu kropli

cieczy i zmiany kata styku membrana/kropla cieczy,

Fig. 2 — Poszczegdlne etapy zmiany kgta nachylenia kropli do powierzchni membrany — kata

membrana/kropla cieczy wedtug przyktadu 2,

Fig. 3— Przyktadowy obraz zarejestrowany w trakcie badan dynamiki transportu substanc;ji bio-

logicznie aktywnej — leku przez membrane — dynamiki dyfuzji,
Fig. 4 — Uproszczony schemat aparatury— urzgdzenia do odczytu kata styku ciecz/membrana,
Fig. 5— Schemat urzgdzenia w innym wariancie,
Fig. 6 — Schemat dedykowanego urzgdzenia do badania dynamiki transportu leku przez mem-
brany — dyfuzji — metodami pochylonej ptytki oraz ekspandujgcej kropli w rzucie bocz-
nym (A) oraz pionowym (B),

Fig. 7— Schemat dziatania urzadzenia wedtug wynalazku dla jednego cyklu pomiarowego, skta-
dajacego sie z faz |-V, wraz z przypadajgcymi ruchami modutéw liniowych i obrotowych
i pozycjg prébek.

Przyktad ogdiny 1

Na fig. 1 przedstawiono dwa uktady do pomiaru kgtéw kontaktu kropla/membrana czyli katéw
nachylenia czofa kropli do powierzchni membrany.

Wedtug wynalazku katy, ktérych pomiaru sie dokonuje, to katy dynamiczne: ®apv oraz ®rec. Ruch
kropli oraz towarzyszgcg zmiane ksztattu kropli wykonuje sie w jednym ze znanych uktadéw i wedtug
wynalazku stosujgc metode nachylonej ptytki — ruch uprzednio umieszczonej kropli inicjuje sie poprzez
stopniowy obroét platformy z prébka, metode ekspandujacej kropli — ruch cieczy inicjuje sie poprzez tto-
czenie/odsysanie cieczy probkujacej — ptynu roboczego z badanej powierzchni. Schemat ideowy przy-
toczonych metod przedstawiono na Fig. 1. Oba uktady (ekspandujgcej kropli oraz nachylonej ptytki), co
do zasady, prowadzg do identycznych wynikow ilosciowych. Wedtug wynalazku dokonuje sie pomiaru
kata zarejestrowanego w trakcie zmiany ksztattu kropli podczas rozpoczecia jej ruchu — albo w module
przechylania ptytki, na ktérej umieszcza sie¢ membrane, badz w trakcie mechanicznego oddziatywania
poprzez tzw. pompowanie kropli (2 mody opisane pdzniej). Bez zmiany ksztattu kropli obserwuje sie kat
réownowagowy — statyczny, jednak jego wartos¢ nie jest istotna dla dalszych obliczen. Jest to po prostu
obserwowalny punkt wejsciowy eksperymentu.

Na Fig. 1 pokazano ukfady do pomiaru katdw kontaktu kropla/membrana czyli katéw nachylenia
czota kropli do powierzchni membrany: 1— statycznego, 2 — dynamicznych w ukfadzie nachylonej ptytki,
3a i 3b — dynamicznych w ukfadzie ekspandujacej kropli tzw. ,pompowania kropli” — oddziatywanie me-
chaniczne, 4 — badany materiat, 5 — kropla cieczy probkujgcej zwilzajgca materiat 4, 6 — statyczny kat
kontaktu, 7 — dynamiczny kat kontaktu — kat wstepujgcy, 8 — dynamiczny kat kontaktu — kat zstepujacy,
9 — kat krytyczny nachylenia ptytki, przy ktérym zostaje zapoczatkowany ruch kropli, 10 — ujscie igly
umozliwiajgcej mechaniczne ttoczenie/odsysanie cieczy na badang powierzchnie w metodzie ekspan-
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dujacej kropli. Strzatkami oznaczono kierunek ruchu kropli cieczy probkujgcej w dwéch uktadach — na-
chylonej plytki i ekspandujgcej kropli. Uktad nachylonej ptytki — deformacje kropli (tj. uzyskanie kgtow
dynamicznych) mozna wywota¢ wedtug wynalazku poprzez pochyt membrany, réwniez w sposéb me-
chaniczny — zaprogramowany w urzgdzeniu pochyt platformy, na ktérej umieszcza sie membrane.
W ukfadzie ekspandujgcej kropli ruch kropli cieczy probkujgcej na powierzchni badanego materiatu
mozna wywotac przez mechaniczne ttoczenie (kat wstepujgcy) i odsysanie (kat zstepujgcy) cieczy préb-
kujacej dzieki ujsciu igty 10 bedacej w statym kontakcie z kroplg cieczy probkujgce;j.

Wedtug wynalazku wykorzystuje sie membrane imitujgcg naskoérek (bedacy gtéwna barierg prze-
nikania leku podawanego przezskérnie) w postaci porowatej membrany nitrocelulozowej wypetnionej
kwasem tluszczowym. Ten kwas ttuszczowy stanowi faze umozliwiajgcag przenikanie substancji aktyw-
nej biologicznie zwlaszcza leku w formie farmaceutycznej przez membrane.

Membrane umieszcza sie na substancji leczniczej tak, ze lek wnika do membrany od dolnej po-
wierzchni membrany. Na drugiej, wierzchniej stronie membrany umieszcza sie ciecz probkujgca o zna-
nym napieciu powierzchniowym yv.

W sposobie wedtug wynalazku wykorzystuje sie jedng (dowolng) z dwoch form wywolywania
zmiany kata kontaktu ciecz/membrana — kata prébkujgcej cieczy na membranie stosujagc metode na-
chylonej ptytki — ruch uprzednio umieszczonej kropli cieczy probkujgcej inicjuje sie poprzez stopniowy
obrét platformy, na ktérej usytuowana jest membrana, metode ekspandujgcej kropli — ruch cieczy ini-
cjuje sie poprzez ttoczenie/odsysanie ptynu roboczego z badanej powierzchni. Obie formy wywotywania
zmian katow kontaktu prowadzg do tych samych wynikéw ilosciowych. Schemat ideowy przytoczonych
metod przedstawiono na Fig. 1.

W celu wyznaczenia wspofczynnika dyfuzji D substancji przez membrane wedtug sposobu
nalezy:

1) przed wykonaniem doswiadczenia, o ile grubo$¢ membrany nie jest z géry znana, przepro-
wadzi¢ niezalezny pomiar grubosci wykorzystywanych membran, np. czujnikiem mikrome-
trycznym, ultradzwiekowym bgdz elipsometrycznie, a nastepnie utozyé membrany na rezer-
wuarze z lekiem;

2) w zadanych odstepach czasowych, liczonych od zetkniecia substancji z membrang (inicjacja
procesu transportu) do rozpoczecia pomiaru, zmierzy¢ dynamiczne katy kontaktu (7 i 8 na
Fig. 1) miedzy znang cieczg prébkujgcg a membrana. Istotnym jest, ze wykonanie pomiaru
na danej prébce (membranie wraz ze znajdujgcym sie w niej lekiem) nieodwracalnie zaburza
(niszczy) te probke, dlatego do sledzenia ewolucji wspomnianych wiasnosci istotne jest przy-
gotowanie serii identycznych prébek (przygotowanych w tych samych warunkach/czasie),
za$ pomiaru kata dokonuje sie w odstepach czasowych w trakcie przenikania substancji ak-
tywnej zwtaszcza leku;

3) na podstawie rownan (1-2) nalezy obliczy¢ wartosci ysv oraz I dla kazdego z etapow ujetych
w 2), co pozwala stworzy¢ profil zmian wzglednej koncentracji wedtug zaleznosci (5) w funkgciji
czasu;

4) w kolejnym kroku wyznacza sie czas martwy tag z punktu przeciecia prostej y=at+b najlep-
szego dopasowania do danych doswiadczalnych zebranych wg punktu 2 dla obszaru jedno-
stajnego przyrostu powierzchniowej koncentracji substancji, tj. sukcesywnego wzrostu war-
tosci C/Co (przynajmniej 2 punkty pomiarowe, poza referencyjnym, stanowig absolutne mini-
mum) z prostg 0-wej koncentracji (jeden punkt referencyjny zmierzony dla t=0 eksperymentu).

5) na podstawie znajomosci czasu martwego oraz grubosci membrany, wyznacza sie wspot-
czynnik dyfuzji wedtug rownania (6). Jak podano wczesniej, warto$¢ wspotczynnika D okresla
szybkos¢ penetracji substancji aktywnej biologicznie przez badany uktad.

W celu przeprowadzenia pojedynczego pomiaru (podpunkt 2), na przeciwnej stronie membrany
tj. niemajgcej kontaktu z substancjg aktywng biologicznie np. lekiem, umieszcza sie krople cieczy prob-
kujacej o znanym napieciu powierzchniowym. Najpopularniej uzywang cieczg probkujgca, ze wzgledu
na wysokg warto$¢ napiecia powierzchniowego, a co za tym idzie mozliwos¢ wykorzystania w bada-
niach szerokiej gamy materiatéw, jest woda (jesli napiecie powierzchniowe cieczy jest mniejsze niz swo-
bodna energia powierzchniowa badanego ciata, dochodzi do catkowitej zwilzalnoSci materiatu, co osta-
tecznie uniemozliwia przeprowadzenie pomiaru). Innymi czesto stosowanymi cieczami prébkujgcymi sg
dijodometan, formamid lub glikol etylenowy. W przypadku prowadzenia badan nad ukfadami biologicz-
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nymi istotny jest dobodr cieczy nietoksycznej (nieinwazyjnej) dla zadanego uktadu. Nastepnie, wykorzy-
stujgc jedng z metod zmiany katéw styku/kontaktu ciecz‘’membrana np. metode nachylonej ptytki czy
ekspandujgcej kropli (Fig. 1), wyznacza sie katy wstepujacy @apv oraz zstepujacy Orec.

W celu stworzenia profilu ewolucji wzglednej koncentracji powierzchniowej (podpunkt 3) nalezy
przeprowadzi¢ serie pomiaréw dynamicznych kgtéw kontaktu dla pojedynczych prébek, w zadanych
odstepach czasowych od momentu rozpoczecia procesu przenikania leku przez membrane. Pomiaréow
dokonuje sie w co najmniej trzech punktach czasowych (pomiar na co najmniej 3 membranach). Liczba
punktéw pomiarowych wynika z koniecznosci przeprowadzenia dopasowania liniowego do zebranych
danych doswiadczalnych w fazie analitycznej doswiadczenia.

W szczegolnosci, pierwszy — referencyjny punkt pomiarowy, wyznacza sie dla czasu t=0 gdy
koncentracja substancji aktywnej biologicznie wynosi C=0. Kolejne dwa punkty muszg znajdowac¢ sie
w przedziale czasowym odpowiadajgcym jednostajnemu wzrostowi powierzchniowej koncentracji sub-
stancji (adsorpcji powierzchniowej leku), tj. zanim ta osiggnie wartos¢ maksymalng (nasycenia), Cmax.-
Wartos¢é Cmax dana jest jako plateau funkcji C/Co (wzglednej koncentraciji) dla czasow diugich. Przebieg
funkcji C/Co jest scisle powigzany ze zmianami swobodnej energii powierzchniowej poprzez formalizm
adsorpcji Gibbsa.

Dla ukfadéw nieznanych, {j. takich gdzie nie mozna aproksymowa¢ odpowiedniego dla pomiaréw
okna czasowego na podstawie uprzednio zgromadzonej wiedzy dla uktadéw podobnych, nalezy wyko-
na¢ petny profil C/Co, tj. zbada¢ ewolucje koncentracji powierzchniowej leku wedtug sposobu az do
osiggniecia plateau koncentracji C/Co dla czaséw diugich.

Wedtug sposobu modyfikacja chemiczna substancji przenikajgcej i membrany nie jest wyma-
gana, co pozwala na wyznaczenie zmian koncentracji powierzchniowej substancji przenikajgcej przez
membrane bez koniecznosci modyfikaciji chemicznej substancji w celu dodatkowego znakowania fizy-
kochemicznego dla celéw detekcji aparaturowej, co wptywa korzystnie na jako$¢ odwzorowania sub-
stancji na potrzeby badan laboratoryjnych (w przypadku sposobu, testowana substancja moze by¢ toz-
sama z wersjg ostateczng np. leku). Stosowanie metody oraz urzadzenia wedtug wynalazku eliminuje
element w postaci powszechnie znanej i wykorzystywanej standardowo do badan dynamiki komory
Franza, typowo sktadajgcej sie z obszaru donora i akceptora leku przedzielonych badang membrang.
W rozwigzaniu wedtug wynalazku wtasnosci membrany (i dynamika transportu masy) okreslane sg bez-
posrednio przez monitoring powierzchni uktadu, co podnosi sprawno$¢ operacyjng urzadzenia, jedno-
czes$nie redukujgc jego koszt.

Przyktad 2 - ogdlny przyktad pomiaru wspétczynnika dyfuzji srodka aktywnego np. leku
przez skére w metodzie modelu przedklinicznego

Metode pomiaru dokonuije sie jak opisano powyzej i przedstawiono graficznie na Fig. 2.

Fig. 2 ilustruje proces przeptywu leku z rezerwuaru 12 przez badany uktad 4 — membrane w kie-
runku nizszej koncentracji leku 13 oraz wptyw adsorpcji powierzchniowej 14 leku na obserwowang ewo-
lucje katéw kontakt 6—8 cieczy probkujacej 5 w metodzie pochylonej ptytki. Na rysunku postuzono sie
strzatkg czasu 11 ilustrujgcg kolejne etapy procesu wnikania substancji do membrany i modyfikacji
struktury powierzchni (poprzez adsorpcje powierzchniowg). Fig. 2 pokazuje kroki pomiaru — ewolucje
11 katéw kontaktu 6—8 cieczy probkujgcej 5 w kontakcie z membrang 4 na skutek zwiekszajgcej sie
koncentracji powierzchniowej leku w metodzie pochylonej ptytki, 11a — stan poczgtkowy (koncentracja
powierzchniowa leku C=0), 11— stan ukfadu po pewnym czasie t od rozpoczecia wnikania leku 12 do
membrany 4 na skutek gradientu koncentracji substancji (13 — kierunek przenikania leku), 14 — adsorp-
cja powierzchniowa leku powodujgca zmiany obserwowanych katow kontaktu, 11c — kohcowy stan row-
nowagi ukfadu — koncentracja zaadsorbowanej powierzchniowo substancji nie ulega dalszym zmianom
i osigga Cmax. Wartosc¢ kagta 9 ma by¢ taka by wywota¢ ruch kropli — wartos¢ krytyczna pochylenia uktadu.

11a — poczatkowy etap procesu oraz doswiadczenia (t=0).

Membrana 4 zostaje ulokowana na rezerwuarze z lekiem. Miedzy poduktadami 4 oraz 12 pojawia
sie gradient koncentracji leku, ktéry w dalszych etapach prowadzi do wnikania i przenikania leku przez
membrane 4 w kierunku 13.

W chwili t=0 membrana jest wolna od leku, a symetria cieczy prébkujgcej postawionej na gornej
powierzchni membrany, wyrazona poprzez obserwowane katy kontaktu ciecz/membrana 6—8, ma zwig-
zek z wtasno$ciami zwilzania wolnej od leku powierzchni membrany, tj. gdy koncentracja powierzch-
niowa leku C=0. Witasnosci te okresla sie stosujgc formalizm Chibowskiego dla dynamicznych kgtow
kontaktu (réwnania (1-2)), wyznaczajgc swobodng energie powierzchniowg oraz cisnienie powierzch-
niowe filmu na podstawie zmierzonych katéw 7-8 oraz znanego napiecia powierzchniowego cieczy
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prébkujacej (5). Wielkosci te sg punktem odniesienia w dalszej analizie danych — okreslajg ysv oraz I1
powierzchni, a co za tym idzie, referencyjng wartos¢ C/Co wedtug wyrazenia (5) dla koncentracji po-
wierzchniowej leku C=o (czas t=0).

Kat statyczny 6 moze pehié¢ role indykatora hydrofilowos$ci membrany, jednakze jest nieistotny
w kwantyfikacji wtasnosci energetycznych powierzchni.

11b — przedstawia etap posredni — stan nieustalony — procesu przenikania leku przez membrane
oraz nastepujgcej adsorpcji powierzchniowej leku na powierzchni membrany.

W poczatkowej fazie etapu lek wnika do membrany i rozpoczyna sie proces dyfuzji leku przez
membrane w kierunku jej przeciwlegtej powierzchni - przeciwnie wzgledem gradientu koncentracji (jed-
noczesnie, powierzchnia ta wcigz jest wolna od molekut substancji przenikajace;j).

Po pewnym czasie od rozpoczecia obserwacji 11a — czasie martwym tiag, rozpoczyna sie druga
faza etapu 11b — czagsteczki substancji farmaceutycznej docierajg do powierzchni membrany adsorbujac
sie na niej 14. Obecnos¢ tych czgstek zmienia wiasnosci powierzchniowe materiatu — membrany, czego
mierzalnym efektem jest zmiana obserwowanych kgtéw kontaktu cieczy prébkujgcej z badang mem-
brang, a co za tym idzie, wartosci wyrazen — wzoréw 1-2 oraz 5. Pierwszym celem do$wiadczenia jest
wyznaczenie czasu martwego, tj. punktu czasowego, w ktérym pierwsze molekuty substancji przenika-
jacej przez osrodek docierajg do jego gérnej powierzchni (zgodnie z Fig. 2). Jego wartos¢, w potgczeniu
ze znang gruboscig membrany, pozwala ostatecznie obliczy¢ wspotczynnik dyfuzji na podstawie forma-
lizmu Daynesa — rownanie (6).

Najwazniejsza czes$¢ eksperymentu dotyczy badan tego etapu 11b procesu przenikania leku. Po-
nizej czasu martwego (poczgtkowa faza 11b), witasnosci powierzchni membrany (wyrazone poprzez
obserwowane katy kontaktu) nie odbiegajg od tych obserwowanych w (11a). Powyzej tiag (druga faza 1
11b) nastepuje jednostajny przyrost koncentracji powierzchniowej leku. Przyrost ten mozna kwantyfiko-
wac na podstawie pomiarow katéw kontaktu w funkcji czasu (i dalej: ewolucji C/Co danego przez relacje
5). W celu wyznaczenia wartosci tag, Nnalezy wykonac przynajmniej 2 pomiary (rozdzielone czasowo)
katow kontaktu dla czasow t>tiag (przy czym nie moze zostac¢ osiggniety etap kofcowy 11c). Nastepnie,
na podstawie rownan (1-2) wyznaczy¢ dla danych punktéw czasowych wartosci swobodnej energii po-
wierzchniowej oraz cisnienia powierzchniowego filmu. Nastepnie, na podstawie relacji 5 przedstawi¢
zaleznos¢ C/Co w funkgji czasu (dla t=0 przyjg¢ warto$¢ otrzymang w 11a). Nastepnie wykona¢ dopa-
sowanie liniowe (y=at+b) do danych doswiadczalnych zebranych dla obserwowanego jednostajnego
przyrostu C/Co danego przez 5, oraz znalez¢ punkt przeciecia tego dopasowania z osig C=0 otrzymang
w 1lla.

11c — stan ustalony — koncentracja powierzchniowa leku w membranie osigga stan nasycenia
i nie zmienia sie dalej w czasie (C/Co=Cwmax). Pomiary wykonywane w tym etapie procesu powinny da-
wac taki sam wynik.

Posredni cel doswiadczenia i analizy wedtug sposobu dotyczy znalezienia warto$ci tiag. Wartosé
ta znajduje sie czasowo w etapie 11b. W celu wyznaczenia tiag nieznanych systemow, nalezy wykony-
wac serie pomiaréw kgtow kontaktu ciecz/membrana w zadanych interwatach czasowych (np. co 5 min)
jednoczesnie badajgc zmiennos$c¢ przebiegu relacji 5: od czasu t=0 do czasu, az wartos¢ C/Co osiggnie
wartos$¢ statg dla czaséw diugich (tj. Cmax).

Przyktad 3 - praktyczne badanie wspofczynnika dyfuzji przez skére danego leku — wersja
uproszczona

Do doswiadczenia wykorzystano 2% roztwor leku ditranolu w wazelinie oraz membrany dode-
kano-kolodionowe (udziat masowy nitrocelulozy i dodekanolu 1:1) imitujgce ludzki naskérek.

W doswiadczeniu uzyto 3 membran o grubosci L = 30 £ 3 um oraz $rednicy ok. 2 cm. Dwie z nich
utozono na rezerwuarze z lekiem. Wiasnos$ci energetyczne powierzchni tych prébek byty monitorowane
(poprzez pomiar kgtow kontaktu) po 30 i 50 minutach. Trzecia z prébek postuzyta jako referencyjna,
tj. jej wlasnosci energetyczne powierzchni odpowiadajg czasowi transportu leku t = 0 minut.

Pomiary dynamicznych katéw kontaktu wykonano metodg nachylonej ptytki (Srednica kropli cie-
czy prébkujacej — wody — ok. 4 mm, znane napiecie powierzchniowe yv = 72.5 mJm? — warto$¢ tabli-
cowa), schematycznie zgodnie z Fig. 2. Doswiadczenie przeprowadzono w warunkach normalnych.

Przykladowe zdjecie zarejestrowane dla probki t = 30 min przedstawiono na fig. 3, gdzie: 4 —
membrana dodekano-kolodionowa, 5 — kropla cieczy prébkujgcej, 7, 8 — dynamiczne katy kontaktu, 12
— rezerwuar z lekiem.

Odczytane wartosci kgtow kontaktu przy pomocy programu Imaged dla kolejnych probek w trak-
cie trwania procesu transportu leku w membranie — wyniosty odpowiednio:
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1) t=0 min (referencyjna), ®apv = 64.2°, Orec= = 32.1°;

2) t=30 min, ®apv=68.5°, Orec=33.17;

3) t=50 min, ®apv=75.1° Orec = 26.9°.

Wartosci cisnienia powierzchniowego filmu oraz swobodnej energii powierzchniowej zostaty wy-
znaczone na podstawie rownan (1-2). W szczegoélnosci, dla prébki referencyjnej (indeks dolny t=0)
otrzymano:

Mg = Yy (c0SOrec — c0sO,py) = 72.5m/m™?(c0s32.1° — c0os64.2°) = 29.9mNm™*

M{1+cos® 2 29.9mjm 2 (1+cos64.2°)? _
ySV,f=0 = ( ADV) = ( ) = 45.5mjm 2

(14+c0sOrEc)>—(1+c0s@ 4py)? (14+¢0832.19)% —(1+c0s64.29)?

Analogicznie, dla kolejnych dwdch probek (indeksy dolne odpowiednio t = 30 i t = 50);
N30 = Y1y (cosBgpe — c0sO,py) = 72.5mfm™%(c0s33.1° — c0s68.5°) = 34.2mNm™*

M(1+cos®4py)° _ 34.2mJm >(14c0s68.5%)?
(1+c0sORpc)2—(1+c0s® 4py)2  (1+¢0533.19)2—(1+c0568.59)2

Vsv,t=30 = = 423m/m™2.

Misg = Y1y (€0SOrpe — c0sO4py) = 72.5mJm™%(c0526.9° — c0s75.1°) = 46.0mNm™?

M(1+cos®py)? _ 46.0mjm™2(1+c0s75.1%)%

= = 36.4m/m~2.
(14+c0sORpc)2—(1+c0s® 4py)? (1+c0526.99)2 —(1+c0575.19)2 ]

¥sv,t=50 =

Podstawiajgc obliczone pary wartosci ysv oraz TI1 dla kolejnych czaséw do wyrazenia (5) otrzy-
mano:

1) dlat=0 min C/Co = exp[-45.5/29.9] = 0.22; wartos¢ ta jest dalej utozsamiana z zerowa kon-

centracjg powierzchniowg leku (wartos¢ referencyjna), C = 0;

2) dlat=30 min, C/Co = exp[-42.3/34.2] = 0.29

3) dlat=50 min, C/Co = exp[-36.4/46] = 0,45.

Dla punktéw 2) oraz 3) wykonano dopasowanie liniowe typu y=at+b, gdzie y=C/Co, a — wspot-
czynnik kierunkowy prostej, t — argumenty funkcji (czas w minutach), b — wyraz wolny. Parametry a oraz
b wyznacza sie rozwigzujgc ukfad réwnan: 0.29 = 30 a + b, 0.45 = 50a + b, otrzymujgc a = 0.008 oraz
b =0.05.

Dalej, na podstawie formalizmu Daynesa, szuka sie punktu przeciecia prostych C/Co = 0.22 (pro-
sta 0-wej koncentracji powierzchniowej leku — warto$c¢ referencyjna przed przenikaniem leku do mem-
brany — linia referencyjna) oraz C/Co = 0.008t + 0.05. W punkcie przeciecia obie funkcje majg te sama
wartos¢, stad 0.22 = 0.008t + 0.05. Rozwigzujgc réwnanie ze wzgledu na t (czas), otrzymuje sie wartosc
t = 21.265 min. Otrzymana wartos¢ jest rowna czasowi martwemu, stad tiag = 21.25 min.

Mozliwe jest obliczenie czasu martwego rozwigzujgc powyzsze rownania lub mozliwe jest gra-
ficzne wyliczenia czasu martwego — jako punkt przeciecia linii referencyjnej z linig dla punktéw pomia-
rowych czyli przedstawienie obu linii na wykresie zaleznosci C/Co od czasu znalezienia przeciecia linii
referencyjnej i linii powstatych z dwoéch punktéw pomiaru.

Znajac grubos¢ membrany L oraz czas martwy procesu tiag stosuje sie rownanie (6) w celu wy-
znaczenia wspotczynnika dyfuzji: D = (30 um)?/(6-21.25 min) =1.17 - 10°%cm?s™.

W uproszczonej wersji doswiadczenia (3 probki) gtéownym zrédtem btedu wyznaczonej wartosci
D jest grubo$¢ membrany, + 3 um. W celu wyznaczenia btedu nalezy postuzy¢ sie metodg rozniczki
zupetnej (tj. wyznaczenie btedu maksymalnego):

2L
6tiag

2:30um
6:21.25min ’

AD = |Z—2AL| =

/_\L‘ =|
ostatecznie otrzymujgc D=(1.17 + 0.23)-10°°cm?s™.

Zrédtem btedu jest grubo$¢é membran, ktéra zawiera sie w przedziale 27-33 um.
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Przyktad 4 - praktyczne badanie wspotczynnika dyfuzji i przez to posrednio dynamiki prze-
nikania przez skére danego leku — wersja rozszerzona.

Do doswiadczenia wykorzystano 2% roztwor leku ditranolu w wazelinie oraz membrany dode-
kano-kolodionowe (udziat masowy nitrocelulozy i dodekanolu 1:1) imitujgce ludzki naskorek.

45 membran o grubosci L = 30 + 3 um oraz srednicy ok 2 cm utozono na rezerwuarze z lekiem.
Catkowity czas pomiaréw zaplanowano na 140 min, przy czym wiasnosci energetyczne powierzchni
prébek byty monitorowane (poprzez pomiar katow kontaktu) w cyklach 10-minutowych. W kazdym cyklu
uzyto 3 membran (konieczno$¢ usredniania wynikéw, ze wzgledu na niejednorodng grubo$¢ membran
(%3 pm)).

Pomiary dynamicznych katéow kontaktu wykonano metodg nachylonej ptytki (Srednica kropli cie-
czy probkujgcej — wody — ok 4 mm, napiecie powierzchniowe y.v = 72.5mJm2), schematycznie zgodnie
z Fig. 2. Doswiadczenie przeprowadzono w warunkach normalnych

Zebrane wartosci dynamicznych kgtéw kontaktu postuzyty do analizy danych zgodnie z przedsta-
wiong metoda, tj. wyznaczano ysv oraz IT zgodnie z réwnaniami (1-2) dla kazdego z interwatdéw czaso-
wych. Otrzymane wyniki zestawiono w tabeli 1. Nastepnie, na podstawie obliczonych ysv oraz IT oraz
na podstawie relacji (5), stworzono profil ewolucji wzglednej koncentracji powierzchniowej substancji —
wykres 1. Za warto$¢ koncentracji powierzchniowej C=0 przyjeto referencyjng warto$¢ otrzymang dla
czasu doswiadczenia t=0. Za warto$¢ maksymalnej koncentracji powierzchniowej substancji Cvax przy-
jeto wartos¢ funkciji statej otrzymanej dla dtugich czaséw doswiadczenia t > 70 min (ij. wartos¢ koncen-
tracji substancji nie ulega juz zmianie).

Tab 1. Ewolucja dynamicznych katow kontaktu oraz wybranych wtasno$ci zwilzajgcych powierzchni dla uktadu
ditranol/membrana dodekano-kolodionowa. Jako cieczy probkujgcej uzyto wody destylowanej (y.v = 72.5 mJm-2).

Czas O apv OrEec I1 Ysv
[min] [°] [°] [mNm™'] [m)Jm?]
0 64.6+0.7 31.4+08 30.6+03 44.7+04

10 65.8+0.6 31.5£08 31.9+1.3 43.8+0.8
20 65.7+1.2 302+1.0 31714 425+09
30 69.1+£1.1 33.1+£0.7 345+16 41521
40 75.0£1.0 359+0.7 3906+1.7 372+09
50 74.7+0.7 26.8+1.1 45113 36.4+03
60 76.2+1.3 26410 472+07 352+038
70 76.1+1.6 268+0.5 47.0+26 353+1.6
80 76.6+£1.7 268+1.3 47523 350+23
90 76.7£1.1 25.6+£1.4 48312 34.7+03
100 77.0£1.5 25.1+1.5 489+23 345+14
110 77.1£1.4 259+0.7 48.6+04 34.5+03
120 77.0£1.0 26.0£09 48418 34.6+09
130 76.9£2.0 263+09 482+27 34.6+2.1
140 78.2+1.6 28.1+1.0 487+21 33.8+1.5
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Wykres 1

Usrednione wartosci wzglednej koncentraciji powierzchniowej substancii (okregi) wraz z odchyle-
niem (stupki) w funkcji czasu otrzymane na podstawie relacji (5) dla danych zebranych w tabeli 1. Linia
przerywana — dopasowanie funkcji liniowej (C/Co=a*t+b, gdzie a — wspoétczynnik kierunkowy, t — czas,
b — wyraz wolny) do danych w obszarze jednostajnego wzrostu koncentracji powierzchniowej leku,
tj. gdy d(C/Co)/dt>0. Punkt przeciecia linii przerywanej z osig C=0 wskazuje czas martwy procesu dyfuzji
tiag, umozliwiajgcy, na podstawie formalizmu Daynesa, wyznaczenie wspotczynnika dyfuzji substanciji
przez membrane (zgodnie z relacjg (6)).

Na wykresie pokazano 15 punktow — membran byto 45, ale w danym punkcie czasowym byty
mierzone 3, co zaowocowato pokazanymi niepewnosciami na wykresie.

Nastepnie, korzystajgc z programu Origin2016 umozliwiajgcego analize numeryczng duzych ze-
stawéw danych (opcjonalnie mozna uzy¢ na przyktad pakietow Mathematica, Matlab, MSExcel badz
recznie wykorzystujgc metode regresiji liniowej) na podstawie zmian wzglednej koncentracji powierzch-
niowej (Fig. 4) wyznaczono tiag, jako punkt przeciecia prostych najlepszego dopasowania do danych
pomiarowych w obszarze jednostajnego wzrostu koncentracji (y=C/Co=0.006t+0.12, linia przerywana
na Fig. 4) z osig poziomg koncentracji dla C=0 (y=C/C0=0.24), otrzymujgc wartos$¢ tag =20+£1.9 min. Na-
stepnie korzystajgc z wyznaczonego czasu martwego oraz zmierzonej grubosci membrany, na podstawie
rownania (6) wyznaczono wspdtczynnik dyfuzji leku przez membrane D=(1.25+0.19)-10° cm?sL.

Warto$¢ wyznaczonego wspétczynnika dyfuzji na podstawie sposobu wedtug wynalazku pozo-
staje w zgodnosci z wartoscig (1.49+0.03)-10°°cm?s wyznaczong na podstawie badan spektroskopo-
wych (profilometria fotoakustyczna) (P. Rochowski, J. Szurkowski, Physical signatures of drug transport
through an artificial skin barrier-A proposed model and its validation, Colloids Surfaces B Biointerfaces.
117 (2014) 107-113. doi:10.1016/j.colsurfb.2014.02.002.).

Przyktad 5-urzadzenie — wersja uproszczona

Uproszczony schemat aparatury do pomiaru katéw kontaktu (goniometr) przedstawiono na Fig. 4.
Dedykowane urzgdzenie do wyznaczania wspotczynnika dyfuzji — transportu membranowego zgodnego
ze sposobem powinno posiadac¢ wybrane cechy typowego goniometru, w tym: na ramie urzadzenia (15)
umieszczona jest kamera (16) rejestrujgca katy kontaktu cieczy prébkujgcej umieszczanej na badane;j
probce aplikatorem (17) — standardowo strzykawka bgadz pompa perystaltyczna (zakohczona igtg (10)
— jak na Fig. 1); probka ustawiana jest na podstawie (18) bedgcej w osi optycznej kamery. Aplikator
cieczy ma zwyczajowo mozliwosé ruchu w osi pionowej, co umozliwia zblizenie sie igty (10) do bada-
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nego materiatu (4) w celu umieszczenia kropli ptynu prébkujgcego. Rola oraz sposob dziatania elemen-
téw (17) oraz (18) zalezy od przyjetej metody pomiaru (przyktady na Fig. 1): dla metody pochylonej
ptytki, (17) aplikuje na zadang probke krople cieczy prébkujacej, ruch kropli zapoczatkowany zostaje
poprzez ruch uchylny (18); dla metody ekspandujgcej kropli (18) nie zmienia potozenia, ruch kropli jest
efektem pompowania/odsysania ptynu roboczego przez (17). Standardowo, jako$¢ otrzymywanych ob-
razow zwieksza sie poprzez zastosowanie elementu doswietlajgcego probke (19) — zwiekszanie kon-
trastu rejestrowanego obrazu w obszarze kropli cieczy prébkujgcej. Dostepne na rynku goniometry
umozliwiajg wykonanie pomiaréw metodami nachylonej ptytki oraz ekspandujacej kropli w obrebie po-
jedynczego zestawu aparaturowego.

Na fig.4 przedstawiono uproszczony schemat aparatury: 15 — rama urzadzenia, 16 — kamera, 17
— aplikator cieczy prébkujgcej, 18 — podstawa na prébki, 19 — element doswietlajgcy probke (zwieksza-
jacy kontrast rejestrowanego przez 16 obrazu).

Zastosowanie sposobu wedtug wynalazku umozliwia detekcje zmian wzglednej powierzchniowej
koncentracji substancji poprzez pomiar katéw kontaktu cieczy z badang membrang w trakcie kolejnych
etapow przenikania substancji przez uktad. Pomiaru dokonuje sie metodg nachylonej ptytki bgdz eks-
pandujgcej kropli, to jest metodami prostszymi operacyjnie wzgledem technik detekcji znanych ze stanu
techniki dla pomiaréw dynamiki transportu masy.

Ze wzgledu na koniecznos¢ prowadzenia badan nad wieloma probkami wedtug sposobu (Sledze-
nie ewolucji wtasnosci energetycznych powierzchni membrany), niestandardowym rozwigzaniem
usprawniajgcym goniometr wedtug Fig. 4 jest modyfikacja elementu 18, poprzez dodanie zautomatyzo-
wanego podajnika probek (klasyczne goniometry budowane sg z myslg o badaniu pojedynczych proé-
bek) tak, by w zadanych interwalach czasowych eksperymentu wykonywaé pomiar nad kolejnymi préb-
kami. |dee mozna zrealizowac¢ jak na Fig. 5, poprzez zastosowanie przytgczonej do elementu 18 tarczy
20a z mozliwoscig obrotu 20b, w slotach 21 ktérej umieszcza sie naczynia pomiarowe 22 ze skrzydel-
kami 22a, umozliwiajacymi odwracalne mocowanie naczyn w slotach tarczy. W naczyniu pomiarowym
umieszcza sie probke sktadajgca sie z membrany 4 rozpostartej na substancji farmaceutycznej 12. Mo-
cowanie tarczy 20a do elementu 18 powinno by¢ wykonane w takim miejscu elementu 18 by jeden ze
slotow w poczatkowym ustawieniu tarczy znajdowat sie w osi strzykawki 10 aplikatora cieczy 17; wtedy,
wraz z petnym obrotem tarczy, strzykawka znajduje sie w osi kazdego ze slotéw po kolei.

Na fig. 5A przedstawiono schemat ideowy podstawy na probki 18 z dodatkowym elementem
umozliwiajgcym badanie serii prébek (w celu Sledzenia ewolucji energetyki powierzchni wedtug spo-
sobu) zrealizowanym przez tarcze 20a z mozliwoscig obrotu 20b oraz slotami 21 na naczynia pomia-
rowe 22 wyposazone w skrzydetka do klinowego mocowania 22a na tarczy (20a). B — schemat naczynia
pomiarowego, z membrang (4) rozpostartg na rezerwuarze z lekiem (12).

Klasyczne goniometry umozliwiajg prowadzenie badan metodami nachylonej ptytki i ekspandujg-
cej kropli w obrebie tego samego urzadzenia. Ze wzgledu na sposoéb dziatania takiego urzadzenia (ruch
pochylny elementu 18 inicjujgcy ruch kropli przy metodzie pochylonej ptytki), urzgdzenie uproszczone
wedtug rozwigzania z Fig. 5, tj. z dotgczong tarczg obrotowg, moze dziata¢ jedynie w modzie ekspan-
dujacej kropli. W szczegdlnosci, ruch pochylny elementu 18 powodowatby jednoczesny ruch pochylny
elementu 20a — tarczy, wraz ze znajdujgcymi sie w niej naczyniami pomiarowymi 22. W przypadku
lekéw 12 w formie ptynnej/potptynnej, zmiana kata nachylenia préobki powodowataby grawitacyjne opa-
danie leku w komorze 22, zaburzajgce gradient koncentracji leku przenikajgcego przez membrane 4,
uwidaczniajacy sie w skali czasowej porownywalnej z tiag. INnnymi stowy, stosowanie wersji uproszczonej
urzgdzenia w modzie nachylonej ptytki skutkowatoby wystepowaniem znacznych btedéw systematycz-
nych w doswiadczeniu.

Dziatanie urzgdzenia w modzie ekspandujgcej kropli przedstawia sie nastepujgco.

1. W naczyniach pomiarowych 22 umieszcza sie substancje farmaceutyczng 12 do poziomu
skrzydetek naczynia 22a; nad substancjg 12 rozposciera sie badane membrany 4 o znanej
grubosci.

2. Naczynia 22 umieszcza sie w slotach 21 tarczy 20a. Pierwsza z probek znajduje sie bezpo-
Srednio pod igtg 10 aplikatora cieczy 17.

3. Inicjuje sie pomiar dla t=0 (pierwszy pomiar powinien by¢ wykonany w czasie mozliwie krot-
kim od wykonania czynnosci z punktu 1., tj. aby koncentracja powierzchniowa leku C=0)
zgodnie ze schematem z Fig. 1.3a — ttoczenie cieczy i rejestracja kata wstepujgcego, oraz
Fig. 1.3b — odsysanie cieczy oraz rejestracja kata zstepujgcego, pomiedzy cieczg probkujgca
a badang membrang. Rejestracji kgtow dokonuje sie kamerg 16.
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4. Po zakonczeniu pomiaru nastepuje taki obrot tarczy, ze kolejne z naczyn z probkg 22 znaj-
duje sie pod igtg 10 aplikatora cieczy 17.

5. Po czasie At (interwat czasowy wynikajacy z zaplanowanego eksperymentu, np. 10 min jak
w przykfadzie 3.) nastepuje aplikacja cieczy prébkujgcej na membrane, ttoczenie/odsysanie
cieczy proébkujacej oraz rejestracja katow kontaktu.

6. Kroki 5—6 powtarza sie az do zbadania wszystkich probek.

Przyktad 7-urzadzenie — w danym wariancie realizaciji

Petna wersja urzadzenia — goniometru — przeznaczonego do badan dynamiki transportu farma-
ceutykdw przez membrany, umozliwia pomiar metodami pochylonej ptytki oraz ekspandujgcej kropli.
Jest to mozliwe dzieki m.in. rozdzieleniu podajnika prébek w formie obracajgcej sie tarczy od platformy
urzadzenia, jak pokazano na Fig. 6. Tarcza 20a, podobnie jak w przyktadzie poprzednim, spetnia role
podajnika probek. W wersji petnej urzgdzenia w trakcie doswiadczenia tarcza nie zmienia swojego na-
chylenia wzgledem ramy urzadzenia 15, dzieki czemu kierunek przenikania leku przez membrane 4
pozostaje niezaburzony wzgledem pierwotnego. Szczegdlng cechg urzadzenia jest platforma pomia-
rowa 24 z mozliwoscig ruchu w osi pionowej, umozliwiajgca, dzieki wysiegnikowi 25, odwracalne pobra-
nie/odtozenie naczyh pomiarowych 22 z tarczy 20a. Modut obrotowy 26 wysiegnika 25 umozliwia zaini-
cjowanie ruchu kropli zgodnie z metodg nachylonej ptytki (Fig. 1.2). Istotnym jest, by czas nachylenia ukfadu
(czas pomiaru) byt znacznie krétszy od tiag (Warunek jest zwyczajowo spethiony —w Przykiadzie 2 tiag wynosit
ok 20 min, podczas gdy pojedynczy pomiar (nachylanie prébki) trwa do kilkunastu sekund).

Na fig. 6 przedstawiono schemat dedykowanego urzadzenia do badania dynamiki transportu leku
przez membrany metodami pochylonej ptytki (wyznaczanie dynamiki dyfuzji) oraz ekspandujgcej kropli
w rzucie bocznym (A) oraz pionowym (B). 23 — modut liniowy umozliwiajgcy ruch pionowy platformy 24,
25 — wysiegnik naczyn pomiarowych 22 z tarczy 20a z mozliwo$cig ruchu obrotowego dzigki obroto-
wemu modutowi mocujgcemu 26 do platformy 24. Na Fig. 6A ruchy modutéw liniowych 17 i 23 i obroto-
wych 20b i 26 oznaczono strzatkami odpowiednio ciggtymi oraz przerywanymi.

Sposdb dziatania petnej wersji urzgdzenia wedtug wynalazku w modzie nachylonej ptytki przed-
stawiono na Fig. 7 dla pojedynczego cyklu pomiarowego (badanie jednej prébki — membrany).

Przed rozpoczeciem serii pomiarowej wielu probek, naczynia pomiarowe 22 wypetnia sie sub-
stancjg farmaceutyczng 12 do poziomu skrzydetek naczynia 22a; nad substancjg rozposciera sie ba-
dane membrany. Nastepnie naczynia pomiarowe umieszcza sie w slotach 21 tarczy 20a.

Cykl pomiarowy — pomiar pojedynczej probki — dzieli sie na fazy zgodnie z Fig. 7:

- Faza | — platforma 24 znajduje sie w pozycji minimalnego (poczatkowego) potozenia (0$ y)
tak, ze element krancowy wysiegnika (25) znajduje sie ponizej tarczy podajnika probek 20a,
przy czym naczynie pomiarowe (22) z prébkg znajduje sie w jednej osi z aplikatorem cieczy
(17) (odpowiednie ustawienie tarczy poprzez obrét 20b);

- Faza Il — platforma 24, dzieki modutowi liniowemu (23), wznosi sie (y1). Jednoczes$nie, na-
czynie (22) z probka zostaje (odwracalnie) przytwierdzone do wysiegnika probek (25) w po-
tozeniu kraricowym wysiegnika. Nalezy zapewni¢ stabilno$¢ mocowania naczynia pomiaro-
wego do wysiegnika, np. poprzez zamocowanie magneséw na spodzie naczyh pomiarowych
(22) i gornej powierzchni platformy (25). Wysoko$¢ wznoszenia platformy jest taka, by prébka
znajdowata sie na wysokosci elementu doswietlajgcego (19) — maksymalizacja kontrastu ob-
razu rejestrowanego przez kamere (16);

- Faza Il — nastepuje ruch aplikatora cieczy (17) zakonczonego igtg (10) w kierunku probki
(yd) a nastepnie depozycja kropli cieczy prébkujgcej o znanym napieciu powierzchniowym
yLv ha powierzchni badanej membrany (4);

- Faza IV — aplikator cieczy prébkujagcej (17) powraca na pierwotng pozycje (y1); rozpoczyna
sie akwizycja danych — rejestracja obrazu kropli (bedacej w kontakcie z probkg) przy pomocy
kamery (16) w trybie ciggtym; nastepnie rozpoczyna sie obrét wysiegnika probek (25) wraz
Z naczyniem (22) poprzez ruch rotacyjny modutu (26) w ptaszczyznie yz. Rejestracja obrazu
konczy sie gdy zostanie zainicjowany ruch kropli cieczy prébkujgcej — w tym momencie zo-
stajg odczytane dynamiczne katy kontaktu, zgodnie z Fig. 1.2.

- Faza V — po odczytaniu dynamicznych katéw kontaktu modut obrotowy (26) wraca do poto-
zenia poczatkowego (ruch w ptaszczyznie yz), tym samym przywraca ustawienie wysiegnika
prébek (25) do stanu poczatkowego fazy IV. Nastepnie, dzieki modutowi liniowemu (23), na-
stepuje obnizanie platformy (24) do pozycji z fazy | (y4). Nastepnie, gdy skrzydetka (22a)
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naczynia pomiarowego (22) znajdujg sie na wysokosci tarczy podajnika prébek (20a), naste-
puje klinowe odigczenie naczynia (22) od wysiegnika (25) (naczynie trafia na slot (21) zajmo-
wany w fazie | doswiadczenia).

Po wykonaniu petnego cyklu pomiarowego (fazy I-V) podajnik prébek w formie tarczy z mozliwo-
Scig obrotu (20a) wykonuje ruch rotacyjny (20b) w ptaszczyznie x-z o taki kat, ze kolejna z probek
umieszczonych w (20a) znajduje sie w osi y wysiegnika (25). Dalej mogg nastepowac kolejne cykle
pomiarowe opisane fazami |-V, rozdzielone interwatem czasowym wynikajgcym z planowanego do-
Swiadczenia. Wedtug wynalazku w slotach (21) znajdujg sie co najmniej 3 prébki, a operacje powtarzane
sg do momentu zbadania kazdej z prébek z podajnika prébek (20a).

Cykl pomiarowy w modzie ekspandujgcej kropli rézni sie tym od cyklu w modzie nachylonej ptytki,
ze fazy IV i V przyjmujg postac:

Faza IVa — rozpoczyna sie akwizycja obrazu w trybie ciggtym. Aplikator cieczy ttoczy ciecz —
nastepuje rejestracja kagta wstepujgcego, nastepnie aplikator cieczy odsysa ciecz — nastepuje rejestra-
cja kata zstepujacego (zgodnie z Fig. 1.3a i 1.3b);

Faza Va — aplikator cieczy probkujgcej (17) powraca na pierwotng pozycje (y1); nastepnie, dzieki
modutowi liniowemu (23), nastepuje obnizanie platformy (24) do pozycji z fazy | (y{). Nastepnie, gdy
skrzydetka (22a) naczynia pomiarowego (22) znajdujg sie na wysokosci tarczy podajnika probek (20a),
nastepuje klinowe odtgczenie naczynia (22) od wysiegnika (25) (naczynie trafia na slot (21) zajmowany
w fazie | doswiadczenia).

Cykl pomiarowy w modzie ekspandujgcej kropli mozna uprosci¢ dodajgc w uktadzie Fig. 6 modut
liniowy (ruch w osi y) elementu doswietlajgcego (19) tak, by (19), (20a) oraz (25) znajdowaly sie w jedne;j
osi. Wtedy, na cykl pomiarowy skltadajg sie fazy:

- Faza Ib — prébka w naczyniu (22) znajduje sie w jednej osi z aplikatorem cieczy (17) (odpo-
wiednie ustawienie tarczy poprzez ruch 20b);

- Faza 2b — nastepuje ruch aplikatora cieczy (17) zakonczonego strzykawkg (10) w kierunku
prébki (y4) a nastepnie depozycja kropli cieczy prébkujacej o znanym napieciu powierzchnio-
wym yLv na powierzchni badanej membrany (4);

- Faza 3b — rozpoczyna sie akwizycja obrazu w trybie ciggtym. Aplikator cieczy ttoczy ciecz —
nastepuje rejestracja kata wstepujgcego, nastepnie aplikator cieczy odsysa ciecz — nastepuje
rejestracja kata zstepujgcego (zgodnie z Fig. 1.3a i 1.3b);

- Faza 4b — aplikator cieczy probkujgcej (17) powraca na pierwotng pozycje (y71).

Zastrzezenia patentowe

1. Sposéb wyznaczania wspétczynnika dyfuzji procesu przenikania $rodkéw aktywnych biolo-
gicznie do podania przezskornie przez membrany biologiczne, zwtaszcza lekéw, poprzez ana-
lize zmian wlasnosci zwilzajgcych powierzchni membrany nasladujgcej naskoérek na podsta-
wie ewolucji katéw kontaktu, znamienny tym, ze przeprowadza sie nastepujgce czynnosci:
— przygotowuje sie uktad pomiarowy zbudowany z co najmniej trzech membran nasladujgcych
bariere naskérka o znanej grubosci membrany L zas na wierzchniej powierzchni trzech mem-
bran umieszcza sie w trakcie pomiaru ciecz prébkujgcg o znanym napieciu powierzchniowym
TLv, tworzac w ten sposdb krople cieczy prébkujgcej rozpostartg na powierzchni membrany,
zas$ na drugiej stronie kazdej z tych trzech membran nanosi sie srodek aktywny biologicznie;

— przeprowadza sie co najmniej jeden pomiar referencyjny dla membrany wolnej od $rodka
aktywnego biologicznie w czasie t=0 oraz co najmniej dwa pomiary wtasciwe dokonuje sie
w innym czasie niz pomiar referencyjny w réznych przedziatach czasowych po natozeniu
srodka aktywnie biologicznego w trakcie jego przenikania przez membrane w przedziatach
czasowych odpowiadajgcych liniowemu wzrostowi koncentracji powierzchniowej substanc;ji
aktywnej przed osiggnieciem wartosci maksymalnej nasycenia Cmax, za$ uzyskanie Cmax
ustala sie z przebiegu czasowej zaleznosci rejestrowanego kata kontaktu jako wartos¢ statg
plateau funkcji wzglednej koncentracji C/Co; az wartos¢ C/Co osiggnie wartos¢ stata, przy
czym dla uktadéw, gdzie nie mozna aproksymowac odpowiedniego dla pomiaréw okna cza-
sowego, nalezy wykonac petny profil ewolucji koncentracji powierzchniowej leku az do osig-
gniecia C/Coj;
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— w trakcie kazdego pomiaru wywotuje sie zmiane ksztattu kropli cieczy, w postaci zwilzania
powierzchni membrany i cofania sie kropli z powierzchni membrany, poprzez inicjacje ruchu
kropli cieczy prébkujgcej poprzez ruch uchylny membrany wraz z kroplg, badz mechaniczng
zmiane ksztattu kropli cieczy probkujacej, korzystnie poprzez ttoczenie/odsysanie cieczy do/z
kropli cieczy prébkujgcej, po czym w momencie inicjacji ruchu kropli cieczy na powierzchni
membrany odczytuje sie co najmniej dwa katy nachylenia czota kropli cieczy prébkujgcej do
powierzchni membrany: kat wstepujgcy ®apv zawarty miedzy linig kontaktu kropli cieczy
probkujgcej z powierzchnig membrany a styczng do czota kropli ze strony zwilzajgcej po-
wierzchni membrany oraz kat zstepujgcy Orec zawarty miedzy linig kontaktu kropli cieczy
probkujgcej z powierzchnig membrany a styczng do czota kropli ze strony cofajgcej sie kropli
Z powierzchni membrany;

— dla kazdego pomiaru oblicza sie swobodng energie powierzchniowg Aysv oraz cisnienie po-
wierzchniowe I1 filmu 2-wymiarowej struktury bedacej nastepstwem adsorpcji powierzchnio-
wej na podstawie zarejestrowanych dynamicznych kgtow réwnania:

_ l'l(1+cosE)ADV)2
AVSV - (1+C‘OS@RE"_j)2—(1+COS@Apv)2 (1)
I =y, (cosBgpe — cosB,py) (2)
— nastepnie, na podstawie zaleznosci:
IT=Ayg, = RgTF (3)
r= __C dysv (4)

3
RyT dC

gdzie: Aysv — swobodna energia powierzchniowa, ysv — napiecie powierzchniowe cieczy préob-
kujacej, Rq — stata gazowa, T — temperatura
oblicza sie wzgledng koncentracje powierzchniowg srodka aktywnego jako stosunek C/Co:

Ysv

= = exp[~ 5] (5)

dla kazdego punktu pomiaru, gdzie C — koncentracja w powierzchniowa w danym punkcie
czasowym, a Co to koncentracja maksymalna w uktadzie, przy czym dla pomiaru referencyj-
nego wartos¢ C/Co odpowiada zerowej koncentracji powierzchniowej,

— dla pomiaréw wiasciwych wykonuje sie dopasowanie liniowe typu y=at+b w czasie, gdzie
y=C/Co, a — wspotczynnik kierunkowy prostej (a>0), t — argument funkcji — mierzony czas,
b — wyraz wolny, za$ dla pomiaru referencyjnego wyznacza sie dopasowanie liniowe refe-
rencyjne y=C/Co,

— wyznacza sie wartos¢ czasu martwego tiag poprzez znalezienie punktu przeciecia dopaso-
wania liniowego dla pomiaréw wiasciwych z dopasowaniem linowym referencyjnym stano-
wigcym prostg referencyjng odpowiadajgcg zerowej koncentracji powierzchniowej, przy
czym ustalone dopasowanie liniowe dla pomiaréw wiasciwych z prostg referencyjng jest
réwny czasowi martwemu tiag,

— na podstawie znajomos$ci czasu martwego tiag Oraz grubosci membrany L, wyznacza sie
wspotczynnik dyfuzji D wedtug réwnania:

D= L2/6tlag (6)

ktérego warto$¢ okresla szybkos¢ penetracji substancji przez membrane.
2. Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze jako ciecz prébkujgca stosuje sie wode, dijodo-
metan, formamid lub glikol etylenowy.
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3. Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze punkt przeciecia dopasowania liniowego dla

pomiaréw wiasciwych z dorysowaniem linowym referencyjnym i na tej podstawie ustalenie
czasu martwego tiag wykonuje sie z rozwigzania uktadu réwnan dopasowania liniowego dla
pomiaréw wiasciwych y=at+b i dopasowania liniowego referencyjnego y=C/Co, obliczajgc war-
tosc tlag.

. Sposoéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze punkt przeciecia dopasowania liniowego dla

pomiaréw witasciwych z dopasowaniem linowym referencyjnym i na tej podstawie ustalenie
czasu martwego tiag wykonuje sie poprzez naniesienie obliczonych punktow C/Co dla wartosci
pomiaréw wiasciwych i natozenie obliczonego dopasowania liniowego referencyjnego y= C/Co
na wykresie zaleznosci C/Co od czasu pomiaru t, zas czas martwy tiag wyznacza sie jako punkt
przeciecia linii referencyjnej z linig dla punktéw pomiaréw wtasciwych.

. Urzadzenie do pomiaru wspotczynnika dyfuzji procesu przenikania srodkéw aktywnych biolo-

gicznie do podania przezskornie na podstawie pomiaréw katéw kontaktu kropli cieczy z po-
wierzchnig mierzonej membrany zawierajgce podstawe, na ktoérej umieszcza sie membrane,
rejestrator kgtéw kontaktu kropli cieczy prébkujgcej umieszczanej na membranie, do realizacji
sposobu okreslonego w zastrzezeniach od 1 do 4 znamienne tym, ze podstawa wykonana
jest w postaci tarczy (20a) z mozliwoscig obrotu wokét wtasnej osi (20b), a ponadto na obrze-
zach tarczy wykonane sg zeby, pomiedzy ktérymi utworzone sg co najmniej trzy przestrzenie
(21) na tarczy (20a), w ktérych umieszcza sie naczynie pomiarowe (21) z membrang zas
w kazdej przestrzeni (21), (21) umieszczone jest w sposob rozigczny naczynie pomiarowe
(22) dostosowane wymiarem i ksztatltem do umieszczenia w nim membrany na srodku aktyw-
nym tak, ze srodek wnika do membrany od dolnej powierzchni membrany, zas na drugiej stro-
nie membrany ksztatt naczynia zapewnia umieszczenie cieczy probkujgcej, a ponadto wypo-
sazone jest w ruchoma w osi pionowej urzgdzenia platforme (24) zaopatrzong w wysiegnik
(25) usytuowany co najmniej czesciowo nad tarczg (20a) oraz aplikator (17) cieczy probkuja-
cej, przy czym platforma (24), wysiegnik (25) i aplikator (17) znajdujg sie w pionowej osi sy-
metrii badanej prébki-membrany umieszczonej w przestrzeni (21) tarczy (20a), przy czym wy-
siegnik (25) jest trwale umocowany ze znanym obrotowym modutem (26) z silnikiem i prze-
ktadnig nadajgcym mu ruch obrotowy, przy czym wysiegnik ma ksztatt i wymiary umozliwiajgce
swobodne przemieszczanie w kierunku pionowym przez przestrzenie (21) na tarczy (20a) tak,
aby w trakcie ruchu platformy (24) w osi pionowej realizowac¢ pobranie i odktadanie naczynia
pomiarowego (22) z tarczy (20a) z jednoczesnym ruchem obrotowym wysiegnika (23) realizo-
wanym poprzez obrotowy modut (26).
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