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Beschreibung
Gebiet der Erfindung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft eine Vorrichtung zur Entnahme Glucose durch die intakte Haut eines
lebenden Saugetiers.

BESCHREIBUNG DES VERWANDTEN STANDES DER TECHNIK
In-vitro Probenentnahme

[0002] C.C. Peck et al., Pharmacology Skin, Bd. 1, S. 201-208, herausgegeben bei Karger, Basel, Schweiz
1987, beschreiben ein Verfahren zur in-vitro Bestimmung der transdermalen Wanderung von Theophyllin nach
aullen, unter Anwendung eines passiven transdermalen Sammelsystems (TCS). Die Anwendung elektrischer
Verstarkung fur die Wanderung ist nicht angegeben.

[0003] R. R. Bumette et al., Journal of Pharmaceutical Sciences, Bd. 75, Nr. 8, S. 738- 743, veroffentlicht im
August 1986, beschreiben unter Anwendung der Standard-Diffusionszelle, einen Vergleich zwischen dem
iontophoretischen und passiven in-vitro Transport von Thyrotropin-Releasing-Hormone (TRH) Uber die ausge-
schnittene nackte Mausehaut. Die Ergebnisse zeigen, dall die TRH-Stréme sowohl mit als auch ohne Ladung
Uber das ausgeschnittene Gewebe starker waren, als die durch passive Diffusion allein erzielten.

[0004] Bei der Standard-Anordnung (Stand der Technik) fiir in-vitro iontophoretische Untersuchungen (s.
Fig. 6) sind die beiden Halften einer Diffusionszelle horizontal Seite-an-Seite angeordnet, so dal die Haut sich
senkrecht dazwischen befindet, wobei die Epidermis-Seite einer Halfte gegenuber liegt und die innere Seite
der anderen. Die biologisch aktive Zubereitung und die aktive Elektrode werden in der "epidermalen" Halfte der
Zelle angeordnet und die andere Halfte der Zelle enthalt die passive Elektrode in einer leitenden Flissigkeit.
[0005] Diese Seite-an-Seite-Anordnung besitzt verschiedene Nachteile und Beschrankungen. Da die passive
Elektrode sich in der Wirkung "im Inneren" der Haut befindet, ist diese Anordnung kein gutes Modell fir den
in-vivo Fall. Die Faktoren, die eine solche nicht-physiologische Situation beeinflussen, sind nicht so, dal} sie
im klinischen Fall von Bedeutung sind. Au3erdem treten Fragen auf, die mit einer Seite-an-Seite-Konfiguration
nicht untersucht werden kénnen, wie die Moglichkeit des horizontalen Transports (d. h. innerhalb der Haut-
schichten und nicht senkrecht durch die Haut) und ob ein iontophoretisch "getriebenes" Arzneimittel durch die
passive Elektrode aus der Haut "zuriickgezogen" wird.

[0006] Eine bekannte iontophoretische Abgabevorrichtung fir Arzneimittel, der Phoresor, wird verkauft von
Motion Control Inc., 1290 West 2320 South, Suite A, Salt Lake City, Utah 84119.

In-vitro-Abgabe

[0007] In Modellstudien ist die lontophorese geeignet, den chemischen Transport geladener Materialien
durch eine Membran, etwa eine enthommene Hautprobe, zu untersuchen. Beispielsweise beschreiben N. H.
Belantone et al. in International Journal of Pharmaceutics, Vol. 30, pp 63 bis 72, verdffentlicht 1986, eine Dif-
fusionszellenanordnung und Elektrodenkonfiguration Seite an Seite nach dem Stand der Technik fur verschie-
dene Systeme, die fir die lontophorese von Benzolesaure (als Modellverbindung) verwandt wird (siehe Fig. 6).
Bei der Zellanordnung Seite an Seite bestehen einer Reihe von Limitierungen, wie sie hier naher diskutiert wer-
den.

In-vivo Abgabe

[0008] lontophorese ist der elektrisch verstarkte Transport von geladenen Substanzen, ublicherweise biolo-
gisch aktiven Materialien. Das Verfahren ist ein bekanntes Mittel zur transdermalen Abgabe von Arzneimitteln.
Zum Beispiel beschreibt die US 4 141 359 von S. C. Jacobsen et al. eine verbesserte lontophorese-Vorrichtung
zur topischen Verabreichung von ionischen Arzneimitteln oder Chemikalien durch das Epidermis-Gewebe
ohne mechanisches Eindringen. Diese Vorrichtung weist positive und negative Elektroden auf, die an getrenn-
ten Stellen an der Haut angelegt sind. Die ionische Form des Arzneimittels wird zu der entsprechenden Elek-
trode zugegeben und in und durch das Epidermis-Gewebe geleitet durch Gleichstrom von einer Energiezufuhr.
Eine Anzahl von Problemen tritt bei dieser Art der Verabreichung auf, bei der die Elektroden getrennt sind.

In-vivo Entnahme

[0009] Es besteht ein anerkannter und bedeutender Bedarf, biologisch aktive Substanzen in dem Kérper (ty-
pischerweise im Blut) zu sammeln bzw. zu enthehmen und quantitativ zu bestimmen. Z. B. kann es entschei-
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dend sein, das Vorhandensein einer endogenen biochemischen Schllisselsubstanz zur Diagnose einer Krank-
heit zu Gberwachen, oder es kann wichtig sein, den Blutgehalt an einem verabreichten Arzneimittel bei einer
chemotherapeutischen Behandlung zu verfolgen und dadurch zu optimieren. Ublicherweise wird die erwiinsch-
te Bestimmung erreicht durch Analyse einer Blutprobe, die invasiv iber eine eingeflihrte Nadel in ein Proben-
réhrchen abgezogen worden ist.

[0010] Die passive transdermale Entnahme von Theobromin in-vivo ist auch angegeben von C. C. Peck et
al., 1987, s. o. Es ist jedoch keine Verstarkung der Wanderung durch elektrischen Strom angegeben.

[0011] Es wurde keine Literatur gefunden, die ein im wesentlichen nicht-invasives Verfahren zur Entnahme
von biologischem Material aus dem sytemischen Kreislauf beschreibt. Es erfordert die einzigartige Anwendung
von lontophorese, um systemisch umlaufende Molekile in eine Sammelvorrichtung, die sich auf der Oberfla-
che der Haut befindet, zu "extrahieren". Die vorliegende Erfindung umfalt kein Einstechen in die Haut oder
irgendein BlutgefaR.

Biosensorische in-vivo Untersuchung

[0012] Es besteht Bedarf, bestimmte biochemische Schliisselparameter bei klinischen Patienten kontinuier-
lich oder nicht-kontinuierlich zu Uberwachen, sowie an neuen medizinischen Vorrichtungen, um quantitative
Werte in Echtzeit online zu erhalten. Ein Biosensor ist eine mikroelektronische Vorrichtung, bei der biologisch
aktive Molekile als "abtastende", signalliberleitende Elemente verwendet werden.

[0013] K. W. Hunter Jr., Archives of Pathological Laboratory Medicine, Bd. lll, S. 633- 636, verdffentlicht Juli
1987, beschreibt in allgemeiner Form den Bereich an Vorrichtungen und die physikalischen Eigenschaften, die
untersucht werden. Hunter gibt auch ein allgemeines Diagramm fiir ein transdermales Dosimeter an. Diese
Verdffentlichung gibt nicht die erforderlichen zusatzlichen speziellen Informationen, um ein funktionierendes bi-
ologisch-abtastendes Feedback-Arzneimittel-Abgabesystem zu entwickeln.

[0014] C.C. Peck etal., Journal of Pharmacokinetics and Biopharmaceutics, Bd. 9, Nr. 1, S. 41-58, veroffent-
licht 1981, diskutieren die Anwendung einer kontinuierlichen transdermalen Probenentnahme (CTDC) zur Ab-
schatzung der Aufnahme von Arzneimitteln und der Pharmakokinetik. Es wurde gefolgert, dal3, wenn der Riick-
transfer minimal gehalten wird, CTDC ein geeignetes Werkzeug sein kann, um die Arzneimittel-Exposition usw.
abzuschatzen, aber nur geringe Vorteile bietet gegenliber der getrennten Sammlung bzw. Entnahme anderer
KorperflUssigkeiten bei der Untersuchung anderer Aspekte der Kinetika der Arzneimittel-Disposition.

[0015] US-Patentschriften von Interesse umfassen die 4 329 999, 4 585 652, 4 708 716, 4 689 039, 4 702
732,4 693 711, 4 717 378, 4 756 314, 4 699 146, 4 700 710, 4 706 680, 4 713 050, 4 721 111, 4 602 909, 4
595 011, 4 722 354, 4 722 726, 4 727 881, 4 731 049, 4 744 787, 4 747 819, 4 767 401.

[0016] Y. B. Bannon, EP-Anmeldung 252 732 (13. Januar 1988), betreffend ein transdermales Arzneimit-
tel-Abgabesystem, ist von allgemeinem Interesse.

[0017] Druckschriften von Interesse umfassen:

[0018] W. Scharaman et al., "The Commercialization of Biosensors", MD&GI, S. 52-57, veroffentlicht Novem-
ber 1987.

[0019] A. F. Turner et al., "Diabetes Mellitus: Biosensors for Research and Management", Biosensors, Bd. 1
S. 85-115, Hrsg. Elsevier Applied Science Publishers Ltd., England, 1985.

[0020] Y. Ikarlyaman et al., Proc. Electrochem. Soc., 1987, 87-89 (Proc. Symp. Chem. Sens.) 378. CA
107-(22); 207350n.

[0021] P.H.S. Tso et al., Anal. Chem. 1987, 59 (19), 2339, CA 107(14); 1262448.

[0022] H. Wollenberger et al., K. Anal. Lett., 1987, 20(5), 857, CA 107(9); 73551.

[0023] P.J.Conway et al., D. A. Sens. Actuators, 1987, 11(4), 305, CA 107(5); 36151.

[0024] M. Mascini et al., Clin. Chem., (Winstom-Salem, NC) 1987, 33 (4), 591 CA 107 (5); 35851 h.

[0025] I. Hanning et al., Anal. Lett., 1988 19(3—4) 461, CA 105(6); 48993q.

[0026] M. Shirchirl et al., Diabetes Care, 1986, 9(3), 298, CA 105(5); 38426t.

[0027] S. J. Churchouse et al., Anal. Proc. (London) 1986, 2395), 146 CA 105(3); 21117 v.

[0028] D. A. Gough et al., Anal. Chem, 1985, 67(12), 2351, CA 103(15); 11925a.

[0029] C. Loo et al., Chem. Eng. Sci., 1985, 40(5), 873 CA 103(5); 34337a.

[0030] US 3 794 910 offenbart ein lontophorese-Gerat zum Transport von Pinocarpin in einen Patienten, um
ortlich begrenztes Schwitzen hervorzurufen. Zwei einzelne Elektroden werden an den Arm des Patienten ge-
schnallt. Eine Elektrode ist mit einer Pilocarpin-Nitrat-Lésung gefiillt, welche von einer angelegten Gleichspan-
nung in den Patienten gezwungen wird.

[0031] EP 00 604 51 offenbart eine iontophoresische Elektrode zum Transport von beispielsweise Pilocarpin
in einen Koérper. Die Elektrode umfasst ein adhasives Material, mit welchem die zu transportiende Substanz
vermengt ist und mit dem die Kontaktflache der Elektrode beschichtet ist.

[0032] Es ist erstrebenswert, eine Methode zur Verfligung zu haben, mit welcher Substanzen (geladen oder
neutral) aus der Haut oder Substanzen (geladen oder neutral) aus der intakten Haut eines Saugetiers entom-
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men werden kénnen. Die vorliegende Erfindung schafft eine solche Methode.
ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG
[0033] Die Erfindung schafft eine Probenvorrichtung gemaf Anspruch 1.
Kurze Beschreibung der Zeichnungen

[0034] Fig. 1 zeigt eine isometrische Ansicht der in-vitro Diffusions-Zellen-Konfiguration als Modell fiir die
iontophoretische Entnahme einer geladenen oder neutralen Substanz.

[0035] Fig. 2 zeigt einen Schnitt durch die Modell-Diffusionszelle der Fig. 1 entlang der Linie 2-2.

[0036] Fig. 3 zeigt einen auseinandergezogenen Schnitt durch die Diffusionszelle der Fig. 2.

[0037] Fig. 4 zeigt einen auseinandergezogenen Schnitt durch die Zelle der Fig. 2, bei der festes Glas der
Isolator in dem unteren Reservoir ist, der die Elektroden trennt. Fig. 4 zeigt auch das zirkulierende System fir
die Rezeptor-Flussigkeit.

[0038] Fig. 5A bis 5H zeigen einen Schnitt durch eine Anzahl von Konfigurationen fur die positive Elektrode,
die negative Elektrode und Isolierungen dazwischen, entlang der Linie 5A-5A der Fig. 1 am Boden des oberen
Teils der Diffusionszelle.

[0039] Fig. 6 zeigt eine isometrische Ansicht der bekannten Seite-an-Seite-lontophorese-Zelle.

[0040] Fig. 7 zeigt eine isometrische Ansicht einer lontophorese-Zelle, wie sie zur in-vivo-Probenentnahme
eines biologisch aktiven Molekdls aus einem menschlichen Patienten angewandt wird.

[0041] Fig. 8 zeigt einen Schnitt durch die Diffusionszelle der Fig. 7 entlang der Linie 8-8.

[0042] Fig. 9A und 9B zeigen eine lontrohose-Diffusionszelle der Fig. 7 oder 8 in einer Ansicht von oben und
von unten.

[0043] Fig. 10 zeigt einen Schnitt eines lontophorese-Versuchs, wobei die Elektroden voneinander getrennt
sind.

[0044] Fig. 11 zeigt die iontophoretische in-vitro-Entnahme von Clonidin unter Anwendung einer Diffusions-
zelle der Fig. 1, 2 oder 3.

[0045] Fig. 12 zeigt die iontophoretische in-vitro-Entnahme von Theophyllin unter Anwendung einer Diffusi-
onszelle der Fig. 1, 2 oder 3.

[0046] Fig. 13 zeigt ein Meerschweinchen, an dem die einzelnen Elektroden angeschlossen sind, um eine
Probe einer geladenen oder neutralen Substanz zu entnehmen.

DETAILIERTE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG UND IHRER BEVORZUGTEN AUSFUHRUNGSFOR-
MEN

Begriffsbestimmung

[0047] Hier wird verwendet:

[0048] "Diffusionszelle" benennt ein elektrisches System zur lonotrophorese. Das System kann eine positive
Elektrode, eine negative Elektrode und eine elektrische Isolation dazwischen umfassen. Das System kann
auch eine positive Leitung, eine elektrische Isolierung und eine Erdung sein.

[0049] "Saugetier" bezeichnet die Ublichen Labortiere, die fiir Versuche verwendet werden, wie Mause, Rat-
ten, Meerschweinchen, Kaninchen, Affen u. . Der Ausdruck kann auch Hunde, Katzen, Rinder, Schafe, Pferde
u. a. umfassen. Ein bevorzugtes Saugetier ist ein Mensch.

[0050] "Membranoberflache" bezeichnet entweder eine dinne Membran wie ausgeschnittene Haut, synthe-
tische Membranen, Schleimhautmembranen oder die Oberflache der intakten Haut eines Saugetiers, vorzugs-
weise eines Menschen.

[0051] Eine bevorzugte Ausfihrungsform der Elektroden umfafit einen Metalldraht in Kombination mit einem
Gel, das mit der Membranoberflache in Kontakt steht.

Allgemeine Materialien und Methoden zur Probenentnahme

[0052] Biologisches Material oder biologische Materialien, die entnommen werden, umfassen irgend etwas,
was sich in dem System eines lebenden Saugetiers findet, wie Abbauprodukte, Metallionen, Peptide, Hormo-
ne, Toxine und ahnliches. Es umfasst sowohl neutrale Arten als auch solche, die eine Ladung tragen, oder zum
Tragen einer Ladung gebracht werden kénnen.

[0053] Bei der Entnahme-Elektrode ist das elektrisch leitende Gel KENZGELELC, erhaltlich von NITTO Elec-
tric Industrial Co., Osaka, Japan.

[0054] Die Entnahme-Spannung liegt normalerweise zwischen etwa 0.1 und 15 Volt, vorzugsweise zwischen
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etwa 1 und etwa 10 Volt und insbesondere bei etwa 5 Volt.
In-vitro-Entnahme

[0055] Beschreibung der Modellzelle: Es wird auf die Fig. 1, 2, 3 und 4 Bezug genommen. Die iontophoreti-
sche Diffusionszelle 10, als Modell zur in-vitro Entnahme ist so aufgebaut, daf} sich eine Halfte der Zelle 11
oberhalb der anderen Halfte 12 befindet. Die ausgeschnittene Haut 13 liegt horizontal dazwischen, mit der Epi-
dermis-Seite 14 der oberen Halfte der Zelle gegeniber (s. Fig. 1, 2 oder 3). Die obere Halfte der Zelle 11 ist
durch zwei senkrechte Wande 15A und 15B in drei Kammern 16A, 16B und 16C unterteilt. Die beiden duf3eren
Kammern sind daher durch einen dazwischen liegenden Raum 16B (die dritte Kammer) voneinander getrennt.
[0056] Die untere Halfte der Zelle 12 enthalt die Rezeptorflissigkeit. Die Wande 15A und 15B, die die mittlere
Kammer 16B in der oberen Halfte 11 bilden, setzen sich als Wande 15C und 15D in der unteren Halfte der
Zelle 12 fort, sind aber dann miteinander verbunden unter Bildung eines Durchgangs 18, der einen Kanal 19
bildet, der den oberen Teil der unteren Halfte der Zelle 12 durchzieht. Der Kanal 19 kann Entnahmedffnungen
besitzen zur Entfernung von Flissigkeit.

[0057] Die Kammern 16A und 16C enthalten jeweils unabhangig ein elektrisch leitendes Mittel oder Medium
25A (oder 25B), ausgewahlt aus Gel, Flissigkeit, Paste, Schwamm, Schaumstoff, Emulsion, durchldssigem
Metall, durchlassiger Keramik oder Kombinationen davon. Um den elektrischen Stromkreis zu schlief3en, sind
Ublicherweise Metalldrahte oder Elektroden 26A und 26B in dem elektrisch leitenden Medium angebracht, wie
in Fig. 3 gezeigt. Die anderen ahnlichen Figuren, z. B. 1, 2, 3 oder 4, kdnnen auf die selbe Weise interpretiert
werden.

[0058] Wenn die obere Halfte der Zelle 11 sich Uber der unteren Halfte 12 befindet, so dal} die oberen Wande
15A und 15B und die unteren Wande 15C und 15D Ubereinstimmen, ist der Hautstreifen 13 zwischen den
Wanden dicht abgeschlossen von der Haut in den Elektrodenkammern, sowohl auf der oberen als auch auf
der unteren Seite (s. Fig. 2). Die Anteile der Haut in den Elektrodenkammern 16A und 16C sind so physikalisch
und elektrisch isoliert voneinander, so dal® der elektrische Strom und der Fluf von biologischem Material durch
die Haut und innerhalb der Haut untersucht werden kann. Die Offnungen 20A und 20B in der unteren Halfte
der Zelle 12 erméglichen es, dal Rezeptorfliissigkeit 17 kontinuierlich hindurchgeht. Die Offnungen 21A und
21B ermdglichen es, die Temperatur in dem Wassermantel 21C konstant zu halten. Wahrend des Versuchs ist
der Kanal 19 am oberen Ende der unteren Halfte der Zelle 12 mit Rezeptorflissigkeit 17 gefiillt, so dal die
Unterseite der Haut 13 feucht bleibt. Die Wande 15C und 15D des Kanals bilden auch eine mechanische Stut-
ze fur die Membran (Haut).

[0059] Die obere Halfte 11 und die untere Halfte 12 sind an ihren Ubereinstimmenden einzelnen flachen Sei-
ten, mit der Probe 13 dazwischen, mit Hilfe von Klammern 22A und 22B oder anderen Befestigungsmitteln zu-
sammengefigt, um die obere Halfte 11 und die untere Halfte 12 der Zelle dicht miteinander zu verbinden. In
Fig. 4 besteht eine Barriere 18A aus Glas, um die Kammern 16A und 16C elektrisch zu isolieren. Fig. 4 zeigt
auch die Rezeptorflissigkeit 17, die sich durch die Leitung 20B zu einem Behalter 29A hin bewegt. Die Flus-
sigkeit 29B wird dann mit Hilfe einer Pumpe 29 wieder in das Reservoir gepumpt (oder umgekehrt). Irgendeine
geeignete Flussigkeit, Salzlésung, Blut usw. kann angewandt werden fiir Entnahme-Versuche von Substan-
zen.

[0060] In Fig. 5A bis 5H sind verschiedene Ausfiihrungsformen der rdumlichen Konfiguration der Diffusions-
zelle 10 der vorliegenden Erfindung entlang der Linie 5A-SA der Fig. 1 angegeben. Fig. 5A ist ein Schnitt des
Bodens. der oberen Halfte der Fig. 1 entlang der Linie SA-5A. Die Kammern 16A, 16B und 16C und die elek-
trischen Isolierungsmaterialien 15A und 15B (z. B. Glaswande) sind angegeben. Fig. SB ist ein Schnitt entlang
der Linie 5A-SA mit der Kammer 16A und 16C und einer einzigen Glaswand 15E. Der Schnitt 5C zeigt qua-
dratische Kammern 16A, 16B und 16C mit elektrisch isolierenden Wanden 15A und 15B. Der Schnitt der
Fig. 5D zeigt quadratische Kammern 16A und 16C und eine einzige Glaswand 15F. Der Querschnitt der
Fig. 5E zeigt eine konzentrische koaxiale Konfiguration. Die Kammern 16AA(+), 16BB (isolierend) und
16CC(-) sind angegeben mit isolierenden Glaswanden 15AA, 15BB und 15EE. Der Schnitt der Fig. 5F zeigt
ebenfalls eine konzentrische Zelle mit Kammern 16AA(+) und 16CC(-) und isolierenden Wanden 15CC und
15FF. Fig. 5G ist ein Schnitt durch Elektroden und Isolierungen mit zwei kreisformigen Elektroden (Kammern
16A und 16C) und Glas-Isolierwanden 15G und 15H. Fig. 5H ist ein Schnitt einer Art konzentrischer Zelle ent-
lang der Linie 5A-5A mit Kammern 16A und 16C und einer Isolierwand 15DD. Diese Konfigurationen erschei-
nen am Boden der oberen Halfte 11 und der Oberseite der unteren Halfte 12 und die Wande und Kammern
stimmen, wenn die Zelle geschlossen ist, Uberein, wie in Fig. 1 gezeigt.

[0061] Natdrlich ist die Oberseite der oberen Halfte 11 mit einer offenen Oberseite der Kammern 16A und 16C
gezeigt. Die Oberseite kann jedoch geschlossen oder abgedeckt sein. Auf diese Weise kdnnten die Kammern
16A und 16C in vielen Winkeln von der Vertikalen angeordnet sein und die Kammern 16A und 16C wirden
guten elektrischen Kontakt mit der Membranoberflache behalten.

[0062] Um einen festen elektrischen Kontakt aufrecht zu erhalten, kann ein chemisches Klebemittel, das nicht
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der lontophorese unterliegt, wie die hyperallergenen chemischen Klebemittel von 3 M Company, St. Paul, Min-
nesota, angewandt werden.

[0063] Es wird ein nicht-invasives Verfahren und eine Vorrichtung zur Entnahme und Uberwachung von
nicht-ionischen Einheiten, wie Glukose, Saccharose u. a., unter Anwendung der lontophorese, beschrieben.
[0064] Glukose: Die medizinische Diagnose und die Pflege von Patienten beruhen auf der Entnahme und
Analyse von biologisch aktiven Substanzen im Koérper. Typischerweise umfalt die Probenentnahme die Ana-
lyse von Blut und Plasma, was eine invasive, unangenehme, risikobehaftete (z. B. Viren) und manchmal be-
schrankte Entnahme von Blut bedeutet. Einer der wichtigsten Falle, wo eine Blutentnahme mindestens mehr-
mals taglich, ein Leben lang, erforderlich ist, liegt bei Patienten mit Diabetes vor. Die Echtzeit-Information be-
zuglich der Glukose-Gehalte im Kérper (z. B. Blut) ist die wichtigste Information bei der Behandlung von Pati-
enten und in vielen Fallen haufig eine Frage von Leben und Tod. Es wird nun eine einfache nicht-invasive Me-
thode unter Anwendung der lontophorese zur Entnahme beschrieben.

[0065] Um die Mdéglichkeit zu zeigen, mit Hilfe dieser Methode Glukose durch die Haut zu sammeln bzw. zu
entnehmen, werden in-vitro Untersuchungen durchgefihrt unter Verwendung von haarloser Mausehaut als
Hautmodell und der iontophoretischen Diffusionszelle der Fig. 1 bis 5. Die hier erhaltenen Ergebnisse sind an-
wendbar auf die in-vivo Entnahme von einem Saugetier, besonders einem Menschen. Zwei selbsthaftende
Gel-Elektroden (Kenzgelelc, von Nitto Electric Industry Co., Limited, Osaka, Japan) werden auf die gleiche Sei-
te eines einzigen zusammenhangenden Stiicks von haarloser Mausehaut (vollstdndige Dicke etwa 0.5 mm)
aufgesetzt (Skh: hr-1, 8 bis 13 Wochen alt). Unter der Haut stromt radioaktiv markierte (**C-U)-Glukose mit ei-
ner bekannten Konzentration, in Losung in phosphatgepufferter Salzlésung (0.9 Natriumchlorid), hindurch; der
pH-Wert des Phosphats ist etwa 7.4. Die Temperatur ist Umgebungstemperatur.

[0066] Bei der ersten Versuchsreihe wird nach dem Zusammenstellen der Zelle und Beginn des Durchleitens
der Glukoselésung ein Strom (0.5 mA) 2 h angelegt. Die Spannung kann von etwa 1 bis 10 Volt variieren. Ub-
licherweise betragt sie etwa 5 Volt. Der wichtigste Parameter, der konstant gehalten werden muR, ist der an-
gelegte Strom. Die Spannung kann variieren, bezogen auf den relativen Widerstand an der Entnahmestelle.
Dann werden die Gel-Elektroden ausgeschaltet und auf den Radioaktivitatsgehalt untersucht durch Ubliche
Flissigkeits-Szintillationszahlung. wenn sich die Glukose-Konzentration unter der Haut von 1.07 mg/ml auf
0.153 mg/ml verandert (ein Faktor von 0.143) verandert sich die in 2 h durch die Haut entnommene Menge von
4.9 pg auf 0.705 pg (ein Faktor von 0.144 —s. Tabelle 1). Die Ergebnisse zeigen, daf fiir eine feste Entnahme-
zeit unter den gleichen elektrischen Bedingungen eine nahezu perfekte Ubereinstimmung zwischen der Glu-
kose-Konzentration in der Haut und der Menge an gesammelter Glukose an der (+)-Elektrode erhalten wird.
(Elektrische Bedingungen in den Versuchen: der selbe konstante Gleichstrom (dc), aber ein gepulster Strom
sollte auch in vorhersagbarer Weise bei der Entnahme wirken).

TABELLE 1
Glukose-Entnahme
Konzentration [mag/ml] lontophoretischer FluR Probe [ug/2h]
A 0.153 0.705 £0.095
B 1.07 49 07
(14 %)
Verhaitnis A/ B 0.143 0.144 (gefunden)

[0067] Bei der zweiten Versuchsreihe wird unter Anwendung einer dhnlichen Versuchsanordnung wie oben,
eine (*C-U)-Glukoselosung mit 0.34 mg/ml Glukose in phosphatgepufferter Salzlésung hindurchgeleitet und
die Gelelektroden werden alle 30 min ersetzt.

[0068] Die Bewertung der in das Elektroden-Gel gesammelten bzw. entnommenen Glukose zeigt eine wie-
derholbare Menge an radioaktiver Glukose 0.8 pg/0.5 h mit einer Standardabweichung (S. D.) von + 23% (s.
Tabelle 2). Da die Haut fiir jeden einzelnen Versuch von einer unterschiedlichen Maus kommt, wird die Bewer-
tung fir jeweils eine einzelne Diffusionszelle (d. h. durch das gleiche Hautstlick entnommene Proben) vorge-
nommen, wobei die erste Probeausgeschlossen wurde (die ersten 0.5 h sind etwas hoher als die anderen auf-
grund der Versuchsbedingungen). Die erhaltenen Versuchswerte von 0.79 bis 0.74 ug sind ein Mittelwert der
in vier getrennten Zellen gefundenen Glukosemenge.
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TABELLE 2
Glukose-Entnahme

Probe Zeit [h] gesammelte Glukose [uq]

1 1-0.5 0.97£0.12

2 05-1 0.79+0.09

3 1-15 0.76 £ 0.10
4 1.5-2 0.75+£0.21

5 2-25 0.74 £ 0.24
Mittel 0.80+0.19

(£0.23 %)

[0069] Die Konzentration der Glukose ist 0.34 mg/ml. Die FlieRgeschwindigkeit der Glukoseldsung ist 15 ml/h.
n = 4, fir jede Probe wurde das Mittel von vier Zellen genommen.

[0070] Es wird gezeigt, daB die S. D. fur einzelne Diffusionszellen, d. h. einzelne Mause, innerhalb eines Be-
reichs von 4 bis 9% liegen (aulier fir Zelle 3) — s. Tabelle 3.

TABELLE 3
Glukose-Entnahme

Zelle* Gemessene Menge an Glukose in der Gel-Elektrode
pro Probe [ug]

0.825 £ 0.041 (+ 5%)

0.963 £ 0.090 (+ 9%)

0.530 £ 0.115 (+ 22%)

Zelle gebrochen

0.727 £ 0.033 (£ 4%)

A wON -

[0071] Die Konzentration der Glukose ist 0.34 mg/ml. Die FlieRgeschwindigkeit der Glukoseldsung ist 15 ml/h.
n = 4, fir jede Probe wurde das Mittel von 4 Zellen flr jede von 4 Zeiten genommen.

[0072] Es wird gezeigt, dal’ Glukose nach der vorliegenden Erfindung iontophoretisch genau gesammelt bzw.
entnommen wird. Es besteht ein klarer Zusammenhang zwischen der Glukosemenge unter der Haut und der
entnommenen Glukosemenge. Die Glukosemengen sind deutlich und wiederholbar und daher zuverlassig. Da
bekannt ist, dal} der iontophoretische Transport linear von dem Strom und der Dauer des Stroms abhangt, wer-
den diese Parameter genau eingestellt (innerhalb sicherer Grenzen der Stromkonzentration), um nachweisba-
re Mengen an Glukose in der Gel-Elektrode zu erhalten. Diese Methode ist nicht auf die transdermale Proben-
nahme beschrankt und ist Gber Schleimhautoberflachen (z. B. nasal, bukkal), bei denen die Barriere flir den
Transport nicht-ionischer Spezies niedriger ist und der Konzentration an Blutgefalen hoher ist, moglich.
[0073] Die Kombination dieses Entnahme-Verfahrens mit spezifischen Biosensoren fir Glukose (z. B. J. C.
Cooper, E. A. H. Hall, Journal of Biomedical Engeneering, Bd. 10, S. 210-219, veréffentlicht 1988), oder mit
fur Glukose selektiven Elektroden (R. L. Solsky, Analytical Chemistry, Bd. 60, Nr. 12, 106R-113R, veroffentlicht
1988), oder der in-situ Analyse (z. B. colorimetrisch) ergibt eine Echtzeit Information tber Glukose.

[0074] Die vorliegende Erfindung ist daher geeignet zur Bestimmung von metabolischen Glukosegehalten bei
Saugetieren, vorzugsweise Menschen. Es werden sowohl hypoglykamische als auch hyperglykdmische Zu-
stande Uberwacht, z. B. von Glukosegehalten in mg/ml Blut von etwa 0.1 mg/ml bis 5.0 mg/ml. Ein bevorzugter
Bereich zur Uberwachung von Hypoglykamie liegt zwischen etwa 0.3 und 0.7 mg/ml. Ein bevorzugter Bereich
bei Hyperglykamie (Diabetes) liegt zwischen etwa 1.0 und 5.0 mg/ml. Ein normaler Glukosegehalt im Blut liegt
zwischen etwa 0.8 und 1.1 mg Glukose/ml Blut.

[0075] Der ExacTech (Baxter Travenol, Deerfield, lllinois) Biosensor fiir Glukose ist ein amperometrisch ar-
beitender Biosensor der zweiten Generation. Sauerstoff wird durch einen kinstlichen Elektronenmediator er-
setzt, der die Elektronen von der biologischen Komponente zu der Elektrode fiihrt. Derartige revolutionare Me-
diatoren: zeigen (1) eine leichte Beteiligung an Redox-Reaktionen, sowohl mit der biologischen Komponente
als auch mit der Elektrode, zeigen (2) Stabilitdt unter den erforderlichen Assay-Bedingungen, neigen (3) nicht
dazu, wahrend des Elektronen-Transfers an Nebenreaktionen teilzunehmen, wie der Reduktion von Sauer-
stoff, besitzen (4) entsprechende RedoxPotentiale, entfernt von denjenigen anderer elektrochemisch aktiver
Arten, die in den Proben vorhanden sein kdnnen, werden (5) von einem weiten Bereich von pH-Werten nicht
angegriffen, sind nicht toxisch, insbesondere fiir in-vivo Anwendungen, und kénnen (6) immobilisiert werden.
[0076] Der ExacTech-Glukosetest kann leicht durchgefiihrt werden und ein Ergebnis wird innerhalb von 30 s
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erhalten, nach dem Aufbringen der ganzen Blutprobe auf eine wegwerfbare bleistiftartige Vorrichtung. Bei der
derzeit ins Auge gefaldten verbesserten Anwendung einer solchen Vorrichtung wird der wegwerfbare Streifen,
der sich in der Vorrichtung befindet, ersetzt durch ein Material, das mit Glukose benetzt wird, die iontophore-
tisch durch die Haut gezogen worden ist (ohne daR Blut hindurchgezogen wird). Die Matrix fur die zesammelte
Probebesteht aus Polyvinylchlorid, ebenso wie der wegwerfbare Streifen, oder sie besteht aus irgend einem
anderen Material mit besseren Eigenschaften zur iontophoretischen Entnahme. Die Beladung der vorgesehe-
nen Matrix wird in einer getrennten Stuffe oder vorzugsweise als Teil eines Assays durchgefiihrt, mit gleichzei-
tiger oder abgestimmter Entnahme und Bestimmung von Glukose. Die Matrix zum Nachweis kann ein weg-
werfbarer Streifen sein, wie in den derzeitigen Nachweissystemen fur Blut, und nur einmal verwendet werden,
oder es kann ein Material sein, das mehrfache Entnahmen erméglicht. Die zuletzt genannte Matrix kann unbe-
grenzt an der Stelle bleiben oder sie kann nur uber einen bestimmten Zeitraum (Anzahl von Bestimmungen)
verwendbar sein. Vorzugsweise befindet sie sich in entsprechender Anordnung zu den Elektroden, um das ge-
meinsame Assay zu ermdglichen. Sie ist jedoch mit der Vorrichtung (Uberwachungssystem) in Bezug auf die
Entnahme und den Nachweis so ausgebildet, daf} die benetzte Matrix, die iontophoretisch enthommene Glu-
kose enthalt, iber dem zuganglichen Elektrodenbereich aufgebracht ist, am freien Ende der Elektrode. Hier
katalysiert Glukoseoxidase die Oxidation von Glukose, wobei die gebildeten Elektronen lber einen Mediator
zu der darunter liegenden Elektro de Ubertragen werden. Die Stérke des entstandenen Stroms ist proportional
der Glukosekonzentration im Blut der Probe und wird angezeigt in mg/dl auf einem Flissigkristall-Display, das
in den Monitor eingebaut ist. Wenn sie in den Handel kommen, kénnen andere vergleichbare oder noch emp-
findlichere Mittel zum Nachweis von Glukose, anstelle der oben beschriebenen handelsiblichen Blutentnah-
mesysteme, verwendet werden.

In-vivo Entnahme

[0077] Die zur Erlauterung der in-vivo Entnahme geeigneten Zeichnungen sind die Fig. 5, 7, 8, 9A und 9B.
Die oben zur in-vitro Entnahme angegebenen Informationen kénnen hier angepal’t und angewandt werden.
[0078] In Fig. 7 ist eine Ausfilhrungsform der Entnahme gezeigt. Das AuRere des Oberteils der Zelle 81 sieht
sehr ahnlich aus wiedie obere Halfte 11, aber besitzt die Form des Oberteils 81. Die Elektroden scheinen ahn-
lich oder identisch zu sein mit den Kammern 16A, 16B und 16C. Das Oberteil 81 ist mit Bigeln bzw. Gummi-
bandern 82 an einem lebenden Saugetier 86 (Mensch) befestigt. Wenn die Elektrodendrahte 26A und 26B
Uber die Leitungen 84 und 84A an eine Energiezufuhr 83 angeschlossen werden, ist der Stromkreis geschlos-
sen und die zu entnehmende Substanz wird in dem elektrisch leitenden Gel 25A oder 25B angesammelt. Der
Hauptunterschied zwischen der oberen Halfte 11 und dem Oberteil 81 besteht darin, dal} die Glaswande 15A
und 15B usw. so ausgedehnt sind, dal sie eine gute Abdichtung auf dem horizontalen Membran-Substrat er-
geben beim Kontakt mit der Oberflache 85. (Die Energiezufuhr 83 kann die Form einer kleinen Uhr besitzen
und tragbar sein).

[0079] Es ist bekannt, dal® Arzneimittel und ihre Metaboliten, wie Alkohol, Aminopyrin, Methylhamstoff, Acet-
amid, Sulfaguanidin, Sulfadiazin, Theophyllin und andere niedermolekulare Nicht-Elektrolyte, durch die Haut
oder Schleimhautmembran ausgeschieden werden in Schweil3, Speichel 0. &. Andere Verbindungen und ihre
Metaboliten, die Indikativ sein kdnnen fur bestimmte normale und Krankheits-Zustéande, wie z. B. Phenylalanin
(Phenylketonurie), Zucker (Diabetes), Ostriol (Schwangerschaft), Calcium (Neoplasmen) und Kupfer (Leuké-
mie), sowie normale und abnormale Metaboliten von anderen Substanzen kdnnen in solchen Flissigkeiten
ausgeschieden werden. Das Sammeln von Flussigkeiten wird auch experimentell angewandt zum Nachweis
von biologischen Erfordernissen an verschiedenen Substanzen wie Magnesium. Wenn Flissigkeitsproben er-
halten und auf diese Materialien untersucht werden, kann das Vorhandensein derartiger Materialien im Korper
nachgewiesen werden. Das Sammeln derartiger Fliissigkeiten ist daher flir einen weiten Bereich von experi-
mentellen, diagnostischen, therapeutischen und forensischen Zwecken geeignet. Wahrend solche Flussigkei-
ten auf zahlreiche Arten gesammelt werden kénnen, beschreibt die vorliegende Erfindung ein Verfahren zum
Sammeln von Glucose mit Hilfe von elektrischem Strom.

Biologische Untersuchung (Biosensing) unter Anwendung der lontophorese

[0080] Fur diesen Aspekt sind die Fig. 5, 7, 8, 9A und 9B von Bedeutung. Die obige Beschreibung zur in-vivo
Entnahme ist von Interesse zuzulglich einer Analyse-Komponente.

[0081] Die Analyse-Komponenten kénnen (ionen)spezifische Elektroden, selektive Elektroden, elektronische
Biosensoren, die spezifische biochemische Veranderungen mit Veranderungen elektrischer Signale verbin-
den, colorimetrische Reagentien o. a. sein.

[0082] Der Nachweil® der Gegenwart einer Substanz von Interesse im Gewebe eines Patienten kann qualita-
tiver oder quantitativer Natur sein. Der gemessene Wert kann an eine Medikamentenabgabeeinheit weiterge-
geben werden, um ein héheres Niveau eines therapeutischen Mittels einzustellen.
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[0083] Das analytische Verfahren kann, wenn es feststellt, daf3 die fragliche Substanz (oder das fragliche bi-
oaktive Material) sich verandert hat, automatisch einen geeigneten Spiegel des bendtigten therapeutischen
Mittels bereitstellen. Die Messung kann einen Anwender auch einfach darauf aufmerksam machen, dal} ein
therapeutisches Mittel oral, dermal, rektal, bukkal, intravenés oder dergleichen verabreicht werden mufR.

Vorteile der iontophoretischen in-vivo oder in-vitro Entnahme oder Abgabe

1. Die hier angegebene Entnahmeweise ist eine einfache, bequeme und schmerzlose Technik zur Entnah-
me von biologisch aktiven Materialien zum Zweck der Diagnose oder Uberwachung. Die Entnahme kann
kontinuierlich oder periodisch durchgefiihrt werden.

2. Die Entnahme ist von groRer Bedeutung in Situationen, wo eine Routine-Blutentnahme nicht durchge-
fuhrt werden kann, oder wo die Gewinnung von mehrfachen Blutproben unerwiinscht ist (z. B. bei einem
Kind).

3. Die Entnahmetechnik offeriert Mdglichkeiten, die letztendlich zu einem Biofeedback"-Riickkopplungssys-
tem entwickelt werden kann. In anderen Worten, die iontophoretische Vorrichtung kann, indem sie die Ent-
nahme nach der beschriebenen Methode erlaubt, auch dazu verwandt werden, ein therapeutisches Mittel
auf eine beliebige Verabreichungsweise zu verabreichen (d. h. als Antwort auf einen Bedarf, der durch die
Entnahme wahrgenommen" wurde).

4. Die Entnahme macht die Uberwachung auRerhalb des Patienten sicher und einfach und ergibt eine An-
wendung der lontophorese mit breiter und nahezu allgemeiner Anwendbarkeit.

5. Die Entnahme irgend eines biologisch aktiven Materials kann modifiziert werden, wenn das entnommene
biologische Material nicht schnell genug durch die Haut hindurchgeht: Mittel (z. B. Alkohole, Fettsauren,
Glykole, Azone usw.), die die lokale Barrierewirkung der Haut herabsetzen, kénnen in die Elektroden-Vor-
richtung eingebaut werden, um die Extraktion zu verstarken.

6. Das Verfahren ist geeignet zur Entnahme an beiden Elektroden, d. h. zur gleichzeitgen Bestimmung von
mehr als einem einzigen biologisch aktiven Mittel (z. B. einem Arzneimittel und einem Metaboliten oder
Konjugat des Mittels).

7. Wie angedeutet, ist die Technik nicht allein darauf beschrankt, Biomaterialien durch die Haut aufzuspu-
ren. Andere Schleimhautoberflachen kénnen auch fiir den Ansatz geeignet sein. Beispiele schlieRen die
Nasenschleimhaut, das Rektum, die Vagina und das Innere des Mundes ein. Diese Oberflachen werden
gegenwartig als Entnahmeorte mit verschiedenem Erfolg verwandt. Da diese Schleimhautoberflachen im
allgemeinen gut mit kleinen Blutgefalien durchsetzt sind und weil diese Membranen dem Molekdltransprort
weniger Widerstand entgegensetzen, kann ein fur eine kirzere Zeit eingesetzter geringer Strom verwandt
werden, um Proben aus diesen Geweben zu entnehmen.

8. Das Verfahren hat eine Effektivitat, die abhangt von dem zwischen den Elektroden angelegten Strom und
der Dauer des Stromes. Diese Variablen kdnnen genau kontrolliert werden, was eine reproduzierbare Ent-
nahme ermdglicht und dadurch die Gewinnung von zuverlassigen Daten firr Vergleichszwecke erlaubt (z.
B. zur Gegenuberstellung von Gehalten an einem speziellen biologisch aktiven Material vor, wahrend und
nach einer therapeutischen Behandlung). Dies ware ein bemerkenswerter Vorteil bei der Entnahme von der
Nase, einer bekanntermaf3en schwierigen Stelle, um von dort reproduzierbare Informationen zu erhalten.
9. Die Methode macht es méglich, in-vivo oder in-vitro eine Substanz (oder ein biologisch aktives Material)
zu entnehmen, wobei die Elektroden sich auf der selben Seite der Oberflache befinden. Die Probe (Vorrich-
tung) hat im allgemeinen eine horizontale Konfiguration, wobei die Elektroden-Materialien im allgemeinen
vertikal an einander angrenzen. Wenn der Oberteil der Vorrichtung dicht abgeschlossen ist, kann er irgend
eine Orientierung auf der Haut annehmen, so lange der elektrische Kontakt mit der Membranoberflache
nicht gestort wird.

[0084] Die folgenden Beispiele sind nur als erlauternd und beispielhaft zu verstehen. Sie sind in keiner Weise
beschrankend gemeint.

IN-VITRO ENTNAHME
Untersuchung der Modellzelle:

[0085] Glas-Diffusionszellen, wie oben beschrieben (s. Fig. 1, 2, 3 oder 4), wurden hergestellt von Skin Per-
meation Systems (L. G. A., Berkeley, CA). Die Zelle 10 ist eine Modifikation einer Standard-Stromungs-Diffu-
sionszelle (LGA skin penetration cell, Katalog Nr. LG 1084-MPC), beschrieben von Gummer et al., International
Journal of Pharmacology, Bd. 40, S. 101 ff, veréffentlicht 1987.

[0086] Die obere Halfte der Zelle ist in drei Teile oder Kammern (16A, 16B oder 16C) unterteilt durch zwei
Wande 15A und 15B, so dal die einzige physikalische/ elektrische Verbindung zwischen den beiden Elektro-
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denkammern (16A und 16C in Fig. 1, 2, 3 oder 4) die Mdglichkeit einer Undichtigkeit zwischen ihnen verringert
und es moglich macht, Fragen, umfassend die Kontinuitat der Haut, zu untersuchen. Die obere Halfte der Zelle
12 hat einen Kanal 18 oder Durchgang unterhalb dieses Raumes, der die Haut von dem Rest der Rezeptor-
phase isoliert. Durch Fullen dieses Kanals 18 mit Rezeptorflissigkeit 19 wahrend des Versuchs wird die Haut
dariiber feucht gehalten. Die untere Halfte der Zelle 12 hat auch Offnungen 20A und 20B zum kontinuierlichen
FluR der Rezeptorphase 17 und Offnungen 21A und 21B zur Zirkulation von Wasser in dem Mantel. Die Ka-
pillarwirkung zwischen den Kammerwanden und dem AuReren wurde verhindert durch Silanisieren des Ober-
teils der Zelle mit Dichlordimethylsilan (Aldrich Chemical Co., Milwaukee, WI). Die Zellen wurden mit einem
Dreistufen-Magnetrihrer und einem Ruihrstab 27 (LG-1083-MS, LGA, Berkeley) angewandt.

[0087] Metall-Elektrodendrahte (26A und 26B): Platin-Draht (Pt wire — Fisher Nr. B-766-SA, 99,5%. rein).
[0088] Energiezufuhr (29): Strom- oder Spannungskontrolle wurde durchgefiihrt mit Hilfe eines automati-
schen Crossovers (Modell APH 10000M, Kepco, Inc., Flushing, NY) Diese Quelle besitzt eine angegebene
Abweichung von < 2 pA/8 h fiir den systemgesteuerten Output, eine wichtige Uberlegung, wenn der Arzneimit-
telfluR gegeniiber Anderungen des Stromes empfindlich ist.

[0089] Rezeptorflissigkeit (17): Phosphatgepufferte Salzlésung (pH = 7.4, 0,9% NaCl Gew./Vol.).

[0090] Farbstoff: Blauer Farbstoff Nr. 1 FD&C in entionisiertem Wasser.

[0091] Arzneimittel: Clonidin-HCI (Sigma Chemicals Co., St.Louis, MO), Clonidin-HCI (Phenyl-4-*H) mit spe-
zifischer Aktivitat von 90 mCi/mg (Amershan, Arlington Heights, IL); Morphin-sulfat (Sigma Chemicals Co.,
St.Louis, Mo); Morphin (N-Methyl-*H) mit spezifischer Aktivitat von 255 mCi/mg (New England Nuclear, Boston,
MA). Die nicht markierten Arzneimittel wurden in entionisiertem Wasser gel6st unter Bildung von Lésungen von
1 mg/ml, mit ausreichend markiertem Arzneimittel, um eine Aktivitat von etwa 1 pCi/ml zu erreichen.

[0092] Haut (13): Haut in voller Dicke, frisch ausgeschnitten von 11 bis 15 Wochen alten weiblichen haarlosen
Mausen (Stamm Skh : HR-1, Simonsen Laboratory, Gilroy, CA).

[0093] Untersuchung der Modell-Zelle: Die Diffusionszelle 10 wurde auf drei Arten untersucht:

[0094] (1) Auslauf-Tests (ohne Strom) unter Verwendung von Farbstoff und Silicon-Kautschuk statt Haut; (2)
Auslauf-Tests unter Verwendung von Farbstoff und Haut (ohne Strom) und (3) iontophoretische Tests unter
Verwendung von Arzneimittel-Lodsungen und Haut (mit und ohne Strom). Die Verfahren (1) und (2) wurden be-
wertet durch visuelle Inspektion der Zelle. Fir das Verfahren (3) wurden 0.6 ml markierte Arzneimittel-Losung
in die Kammer 16A gegeben, 0.6 ml gepufferte Salzlésung wurden in die Kammer 16C pipettiert und ein kon-
stanter Strom von 0.63 mA/cm? (Mit einer auf 9 V begrenzten Spannung) wurde zwischen den Elektroden in
den beiden Kammern angelegt. Die Aktivitat der Lésungen in den Kammern 16A und 16C wurde vor und nach
der lontophorese bestimmt. Die Aktivitat der Haut 13 und der aus der Rezeptorkammer entnommenen Proben
wurden nach dem Versuch bestimmt. Jeder Versuch dauerte etwa 24 + 2 h, wobei stiindlich Proben entnom-
men wurden. Die Rezeptorflussigkeit 17 wurde magnetisch gerthrt und die Sammel-FlieRgeschwindigkeit be-
trug 10 ml/h. Jedes Verfahren wurde dreimal wiederholt.

ERGEBNISSE

[0095] Verfahren (1) und (2): Es wurde kein Austreten von Farbstoff aus den Seitenkammern 16A und 16C in
die Mittelkammer 16B oder aus irgend einer Kammer nach dem AuReren der Zelle beobachtet bei beiden Mo-
dellen mit der Silicon-Kautschuk-Membran und mit der haarlosen Mausehaut.

[0096] Verfahren (3): Wenn der Farbstoff in der Kammer 16 durch ein markiertes Arzneimittel ersetzt wurde
und kein Strom angelegt wurde, diffundierten die Arzneimittel in die Rezeptorphase 17 mit mittleren Geschwin-
digkeiten von 0.05 0.05 pg/cm?h fiir Clonidin-HCI und 0.04 pg/cm?h fir Morphin-Sulfat. In beiden Fallen fand
sich nach 20 h kein Arzneimittel in der gepufferten Salzlésungder Kammer 16C.

[0097] Wenn zwischen der Kammer mit dem markierten Arzneimittel und der Kammer mit der gepufferten
Salzlésung Strom angelegt wurde, nahm die Wanderung deutlich zu. Die Geschwindigkeit der Wanderung von
Morphin-sulfat durch die Haut mit einem Strom von 0.63 mA/cm? betrug 2.0 pg/cm? h, verglichen mit der pas-
siven Transportgeschwindigkeit von 0.04 pg/cm?h. Im Falle von Clonidin-HCI veranderte sich die Geschwindig-
keit von 0.05 pg/cm? h ohne Strom auf 15.0 ug/cm?h mit einer elektrischen Triebkraft. Markiertes Arzneimittel
wurde in der gepufferten Salzldsung der Kammer 16C nachgewiesen, wobei 1 ug Morphinsulfat nach etwa 20
h vorhanden war (s. Fig. 14) und 5 ug Clonidin nach der selben Zeit.

[0098] Das markierte Arzneimittel kann tber verschiedene Wege in die Kammer 16C gelangt sein, wobei der
wahrscheinlichste der ist, daR es durch die Haut unter der passiven Elektrode "zurlickgezogen" worden ist. Um
diese Moglichkeit zu untersuchen, wurden zwei Zellen durch ein Réhrchen 95 miteinander verbunden, so daf}
ihre Rezeptorphasen 92 und 93 gemeinsam waren, aber daf3 die Haut und die Oberteile der Zellen physikalisch
voneinander getrennt waren (s. Fig. 10). Markiertes Arzneimittel und die positive Elektrode befanden sich in
der Kammer 91A der Zelle 90A. Die negative Elektrode befand sich in der Kammer 91B der Zelle 90B. Alle
anderen Kammern (91C, 91D, 92 und 93) waren mit gepufferter Salzlésung gefiillt. Das restliche Versuchsver-
fahren (elektrische Parameter, Probenentnahme) waren identisch mit denjenigen des Verfahrens 3 oben. Mar-
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kiertes Arzneimittel wurde in die Kammer 91A der Zelle 90A transportiert, wenn die Zellen auf diese Weise
verbunden waren, was das Vorhandensein eines "transdermalen Reservewegs" bei der lontophorese zeigt,
der tatsachlich die Entnahme durch lontophorese bewirkt.
(b) Zusatzliche Materialien, von denen erwartet wird, daf} sie auf dhnliche Weise wie oben flir Clonidin be-
schrieben, gesammelt werden kdnnen umfassen z. B. Morphin, Heroin, Insulin, Neomycin, Nitrofurason und
B-Methason.

BEISPIEL 2
IONOTOPHORETEISCHE IN-VITRO-ENTNAHME

[0099] Die iontophoretische Entnahme besteht in dem Herausziehen von Substanzen aus dem Kérper durch
die Haut mit Hilfe von Elektrizitat. Um dieses Verfahren zu untersuchen, wird eine iontophoretische in-vitro Zel-
le angewandt (Fig. 1, 2, 3 oder 4). Haut von haarlosen Mausen 13 (8 bis 13 Wochen alt) wird in voller Dicke
zwischen die beiden Teile der Zelle gelegt. Losungen von radioaktiv markierten Arzneimitteln in bekannter Kon-
zentration in phosphatgepufferter Salzlésung zirkulieren mit 10 ml/h unter der Haut. Auf der Oberseite der Haut
befinden sich zwei selbstklebende Gelelektroden, die mit einer Energiezufuhr verbunden sind, die auf einen
Modus mit konstantem Strom (0.5 mA) eingestellt ist. Der Strom wird fiir eine gemessene Zeit (etwa 2 h) ent-
sprechend etwa 0.63 mA/cm? angelegt. Nach dem Versuch werden die Gelelektroden zur Szintillationszahlung
entnommen, die die Menge an von den Gelelektroden absorbierten Arzneimittel wiederspiegelt. Unter Anwen-
dung verschiedener Arzneimittel-Konzentrationen mit dem gleichen elektrischen Strom wahrend der gleichen
Zeit wird ein linearer Zusammenhang zwischen der von der Elektrode gesammelten Menge und der Arzneimit-
tel-Konzentration erwartet.

[0100] Ergebnisse des oben beschriebenen Verfahrens unter Verwendung von Clonidin und Theophyllin in
verschiedenen Konzentrationen sind als Diagramme angegeben (Fig. 11 und 12), wobei jeder Datenpunkt das
Mittel von mindestens zwei versuchen ist. Die graphische Darstellung der Daten zeigt die Linearitat der Ergeb-
nisse.

IN-VIVO ENTNAHME

[0101] Das obige Verfahren und die Beschreibung zur in-vitro Entnahme wird angewandt, mit der Ausnahme,
daf} die Membran durch die Oberseite des Unterams eines 29 jahrigen Mannes ersetzt wird. Die angewandte
Entnahme-Zelle istin den Fig. 7, 8, 9A und 9B angegeben. Die Menge an gesammeltem Clonidin ist vergleich-
bar mit derjenigen, die im in-vitro Fall beobachtet wurde.

[0102] Fig. 13 zeigt ein Schema von einem Meerschweinchen mit getrennten Pflaster-Elektroden zur Entnah-
me von biologisch aktiven Materialien aus dem S&ugetier.

Biosensensorik unter Anwendung der lontophorese

[0103] Die in-vitro-Entnahme von radioaktivem Clonidin ist oben beschrieben. Wenn das Verfahren auf die
in-vivo-Entnahme an einem Hund Uibertragen wird, wird der Spiegel des radioaktiven Clonidin rasch und genau
iontophoretisch gemessen. Der Laborant wird gewart, wann er eine Injektion Clodin zu verabreichen hat, um
den gewtlinschten Clodin-Spiegel im Versuchshund zu erhalten.

Patentanspriiche

1. Nichtinvasive, elektrisch verstarkte Probenvorrichtung zur Entnahme von Glucose aus einem Saugetier
durch die intakte Haut oder eine Schleimhautmembran ohne mechanische Durchdringung, wobei die Vorrich-
tung folgende Komponenten umfaft:

a) eine positive Elektrode (26A),

b) eine negative Elektrode (26B), und

c) ein elektrisch isolierendes Material zwischen den Einzelkomponenten a) und b),

wobei die positive Elektrode, die negative Elektrode und das isolierende Material raumlich so angeordnet sind,
dal} sie eine einzelne gemeinsame Oberflache (85) der Vorrichtung zum Kontakt mit der gleichen Seite der
Haut oder der Schleimhautmembran des Saugetieres darbieten, und wobei die Vorrichtung eine Analyse-Ein-
richtung fur Glucose umfalt.

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dal die Vorrichtung eine Spannungsversorgung
(83) umfaldt.
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3. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dal die Vorrichtung eine Probenmatrix
zur Aufnahme der entnommenen Glucose umfalt.

4. Vorrichtung nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, da® die Elektroden Gel-Elektroden (25A, 25B)
sind, welche die Probenmatrix bereitstellen.

Es folgen 12 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

FIG._6.(PrRICR ART)
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