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Verwendung von Hydrogelen fiir Biosensoren mit erhohter Sensitivitit

Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung eines Polymer-basierten Hydrogels umfas-
send zumindest ein wasserlosliches Polymer in einem Sensor zum Anreichern emnes geldsten
Glukose-bindenden Proteins, wobei das zumindest eine Polymer in der Lage 1st, mit dem Gluko-
se-bindenden Protein zu interagieren und wobei das Glukose-bindende Protein in einem Kom-

plex mit einem Liganden vorliegt.

Die Bestimmung der Konzentration von Glukose durch effiziente und zuverlissige Messtechnik
ist in vielen Bereichen der Technik von grofier Bedeutung. Nicht nur in der reinen Laboranalytik
sondern auch in der Lebensmittelindustrie, z.B. im Bereich der Onologie, sowie im medizini-
schen Bereich, beispielsweise bei der Diagnose von Erkrankungen, die durch einen gestorten
Glukosemetabolismus verursacht werden, z.B. Diabetes mellitus oder metabolisches Syndrom,
spielt die schnelle und zuverldssige Bestimmung der Glukosekonzentration in vorgegebenen
Ldsungen eine zentrale Rolle. Im Bereich der Diagnose von Erkrankungen, die auf gestdrtem
Glukosemetabolismus basieren, werden Glukosesensoren sowohl in Vorrichtungen verwendet,
die in den Ko&rper implantierbar sind und den Glukosegehalt in einer innerhalb des Kdrpers ge-
nommenen Probe messen konnen, als auch in Sensoren, die ex vivo den Glukosegehalt aus einer

Probanden Probe messen.

Zur Bestimmung des Glukosegehalts in einer Lésung sind Systeme aus Sensormolekil und Li-
gand beschreiben worden, wobei der Sensor ein Glukose-bindendes Protein und der Ligand ein
Kompetitor fiir Glukose ist, der im Sensor zunichst am Glukose-bindenden Protein gebunden
vorliegt. Durch Kompetition mit Glukose wihrend des Messvorgangs wird der Kompetitor vom
Glukose-bindenden Protein verdringt. Die Verdringung des Kompetitors durch die Glukose vom
Glukose-bindenden Protein kann hierbei mittels einer Anderung von einer physikalischen oder

chemischen Eigenschaft der Molekiile, z.B. mittels Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer
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(FRET), nachgewiesen werden. Die zuvor genannten Systeme miissen natiirlich in einem rdum-

lich begrenzten Bereich des Sensors vorliegen.

Zum Einschluss der Systemkomponenten, d.h. des Glukose-bindenden Proteins und des Ligan-
den, in wissrigem Milieu werden semipermeable Membranen verwendet. Solche Membrane
konnen beispielsweise aus regenerierter Zellulose, Polyethylenglykol, Polyurethan, layer-by-
layer (LBL) Schichten, Polyethersulfonen, Parylen-Schichten oder perforiertem Silika bestehen
(s. z.B. US2007/0122829). Alternativ komumen auch Hydrogele zum Finsatz, die aber iiblicher-
weise auch von einer zusidfzlichen Membran eingeschlossen werden (s. z.B. US 6,485,703;

US2007/0105176).

Die im Stand der Techmk beschriebenen Glukosesensoren weisen jedoch eine relativ geringe
Glukoseaktivitit auf. Die Glukoscaktivitit und damit die Sensorleistung wird mafigeblich durch
die Bindungskonstanten fiir die Komplexe aus Glukose-bindendem Protein und Kompetitor so-
wie Glukose-bindendem Protein und Glukose bestimmt. Zudem spielt auch die Beweglichkeit
der Sensorkomponenten eine Rolle. Diese ist in Hydrogelmatrices eher eingeschrinkt (Rounds

2007, J. Fluorec. 17: 57-63).

Bei in vivo Sensoren zur Messung von Glukose muss der Sensor stdndig reversibel auf Konzent-
rationsinderungen des Analyten reagieren. Somit darf die Bindungskonstante nicht zu hoch sein,
da der Sensor sonst schon bei niedrigen Analytkonzentrationen geséttigt wire und Konzentrati-
onsidnderungen nicht mehr anzeigen kdnnte. Zudem besteht eine weitere Problematik der in vivo
Sensoren darin, dass der Bereich der Analytkonzentration festliegt und nicht durch Verdiinnun-
gen oder Ankonzentrierungen optimiert werden kann. Im Stand der Technik werden im Wesent-
lichen Systeme aus Ligand und Glucose-bindendem Protein beschrieben, bei denen mittlere Bin-
dungskonstanten verwirklicht werden. Eine Anpassung der Messempfindlichkeiten durch Ande-
rung der Konzentrationen (z.B. durch Anreichern) von entweder Glukose-bindendem Protein
oder Ligand oder beidem, sind regelmiBig durch die geringe Loslichkeit der entsprechenden
Molekiile begrenzt. Insofern ist bei den im zuvor genannten Stand der Technik beschriebenen
Sensoren sowohl die Messempfindlichkeit als auch die Messgenauigkeit des Sensors einge-

schrinkt.
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Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, MaBnahmen bereitzustellen, die es erlauben die
Messempfindlichkeit und —genauigkeit von Biosensoren zur Messung des Glukosespiegels zu
verbessern. Die Erfindung wird durch die in den Anspriichen beschriebenen Ausfihrungsformen

sowie die Ausfilhrungsformen, die anschliefiend offenbart werden, geldst.

Die Erfindung betrifft somit die Verwendung eines Polymer-basierten Hydrogels umfassend
zumindest ein wasserlasliches Polymer in einem Sensor zum Anreichern eines geldsten Glukose-
bindenden Proteins, wobei das zumindest eine Polymer in der Lage ist, mit dem Glukose-
bindenden Protein zu interagieren und wobel das Glukose-bindende Protein in einem Komplex

mit einem Liganden vorliegt.

Der Begriff “Hydrogel” beschreibt ein Wasser-enthaltendes Polymer, dessen Molekiile chemisch
oder physikalisch zu einem dreidimensionalen Netzwerk verkniipft sind. Die Polymermolekiile
koénnen untereinander durch kovalente oder ionische Bindungen oder durch Verschlaufen oder
Verweben zu dem dreidimensionalen Netzwerk verkniipft werden. Die Polymere, die das
Hydrogel bilden, enthalten hydrophile Polymerkomponenten, die die Aufnahme von wéssrigen
Ldsungen ermoglichen sowie Gruppen, die in der Lage sind, mit dem Glukose-bindenden Prote-
in zu interagieren, Insbesondere fiir Lektine wie Concanavalin A wurden neben einer Bindungs-
stelle fir Monosaccharide, z.B. Glukose, auch eine weitere Bindungsstelle fiir endstindige Zu-
ckermolekiile beschricben (Moothoo 1999, Glycobiology 9(6): 539-545; Bryce 2001,
Biophysical Journal 81: 1373-1388; Moothoo 1998, Glycobiology 8(2): 173-181; Delatorre
2007, BMC Structural Biology 7:52). Zucker oder strukturell dhnliche Molekiile bzw. Reste in
den Polymer-Molekiilen des Hydrogels sind bevorzugt in der Lage mit dieser weiteren Bin-
dungsstelle zu interagieren. Je nach Art des Glukose-bindenden Proteins wird erfindungsgemél
ein Polymer ausgewihlt, welches iiber Reste verfugt, die in der Lage sind, mit dem Glukose-
bindenden Protein zu interagieren ohne dabei die Bindungsstelle fiir Glukose zu blockieren. Ge-
eignete Reste kénnen hierbei auch Antikdrper oder Antikdrperfragmente sein, wie Fab F(ab)s,
scFy oder dhnliche, die an das Polymer gekoppelt werden und die das Glukose-bindende Protein
spezifisch erkennen. Statt Antikérper kénnen in analoger Weise auch Aptamere verwendet wer-

den, die das Glukose-bindende Protein spezifisch erkennen.

Bevorzugt ist das zumindest eine Polymer ausgewihlt aus der Gruppe bestehend aus: Alginaten,

Sepharose,  Hyaluronsdure,  Chitosan,  Caragenanen, Polyvinylalkoholen (PVAs),
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Polyethylenglykolen (PEGs), Poly(2-oxazolinen), Polyacrylamiden (z.B. Dimethylacrylamid),
Polyhydroxyacrylaten (z.B. Polyhydroxymetacrylat, Polyhydroxyacrylamide,
Polyvinylpyrolinone), (2-Methyl-3-Ethyl[2-Hydroxyethyl])} Polymeren, Polyhydroxyalkanoaten
(PHAs), Poly (2-Methyl-2 oxazolinen), Poly (2-Ethyl-2 oxazolinen), Poly (2-Hydroxyethyl-2
oxazolinen), Poly (2-(1-(Hydroxymethyl)-ethyl)-2 oxazolinen), Poly-(thydroxyethylmetacrylat)
(PHEMA), Poly-(hydroxyethylacrylat) (PHEA), Poly-vinylpyrolidonen, Poly-
{dimethyl)acrylamid, Poly-(hydroxyethyl)acrylamid, Polyvinylalkoholen  (einschlieBlich
Copolymere  mit  Vinylacetate und/oder  Ethylene), Poly{ethylene-co-vinylalkohol),
Poly(vinylacetat-co-vinylalkohol), Poly(ethylene-co-vinylacetat-co-vinylalkohol),
Polyethylenglycolen und Poly(ethylenglycol-co-propylenglycol).

Besonders bevorzugt ist das zumindest eine Polymer ausgewihlt aus der Gruppe bestehend aus:
Alginaten, Sepharose, Hyaluronsaure, Chitosan, und Caragenanen. Ganz besonders bevorzugt ist

das zumindest eine Polymer ein Alginat.

Es versteht sich, dass das Hydrogel im Sensor noch weitere Polymere aufweisen kann. Insbeson-
dere kann das Polymer-basierte Hydrogel eine erste Hydrogelmatrix aus Alginat und eine zweite
Hydrogelmatrix, die innerhalb der ersten Hydrogelmatrix ein interpenetrierendes Netzwerk aus-
bildet, umfassen. Diese zweite Hydrogelmatrix besteht vorzugsweise aus einem wasserloslichen
Polymer mit mindestens einer vernetzbaren Gruppe pro Molekill und einem Molekulargewicht
von héchstens 500.000. Besonders bevorzugst ist ein Molekulargewicht von héchstens 250.000,
200.000, 150.000, 100.000 oder 50.000. Bevorzugt ist das Polymer der zweiten Hydrogelmatrix
hierbei ausgewdhlt aus der Gruppe Dbestehend aus: Polyvinylalkoholen (PVAs),
Polyethylenglykolen (PEGs), Poly(2-oxazolinen), Polyacrylamiden (z.B. Dimethylacrylamid),
Polyhydroxyacrylaten (z.B. Polyhydroxymetacrylat, Polyhydroxyacrylamide,
Polyvinylpyrolinone), (2-Methyl-3-Ethyl[2-Hydroxyethyl]) Polymeren, Polyhydroxyalkanoaten
(PHAs), Poly (2-Methyl-2 oxazolinen), Poly (2-Ethyl-2 oxazolinen), Poly (2-Hydroxyethyl-2
oxazolinen), Poly (2-(1-(Hydroxymethyl)-ethyl}-2 oxazolinen), Poly-(hydroxyethylmetacrylat)
(PHEMA), Poly-(hydroxyethylacrylat) (PHEA), Poly-vinylpyrolidonen, Poly-
(dimethyl)acrylamid,  Poly-(hydroxyethyl)acrylamid, Polyvinylalkoholen  (einschlieBlich
Copolymere mit Vinylacetate und/oder Ethylene), Poly(ethylene-co-vinylalkohol),
Poly(vinylacetat-co-vinylalkohol), Poly(ethylene-co-vinylacetat-co-vinylalkohol),
Polyethylenglycolen und Poly(ethylenglycol-co-propylenglycol).
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Besonders bevorzugt wird die zweite Hydrogelmatrix aus Polyvinylalkohol gebildet. Besonders
bevorzugt wird der Polyvinylalkohol mit einem Molekulargewicht von 10.000 bis 100.000, mehr
bevorzugt 10.000 bis 50.000, weiterhin bevorzugt 10.000 bis 20.000 und ganz besonders bevor-
zugt 15.000. Besonders bevorzugt weist der Polyvinylalkohol einen Vernetzergehalt von hichs-
ten 0,5 mmol/g, 0,4 mmol/g, 0,35 mmol/g oder 0,3 mmol/g und ganz besonders bevorzugt 0,35
mmol/g auf, Weiterhin weist der Polyvinylalkohol besonders bevorzugt einen Feststoffgehalt des

Prapolymers von weniger als 40 Gewichtsprozent auf.

Das erfindungsgemifBe Hydrogel kann neben der ersten Hydrogelmatrix und der zweiten Hydro-
gelmatrix Zusatzstoffe enthalten, z.B. Stabilisatoren, Emulgatoren, Antioxidantien, UV-

Stabilisatoren, Detergentien, und/oder UV-Initiatoren.

Das erfindungsgemill verwendete Hydrogel kann zudem von einem weiteren, bevorzugt semi-
permeablen, Hiillmaterial umschlossen sein. Durch diese UmschlieBung wird ein ,, Ausbluten®
(,,leaching®) der Sensorkomponenten aus dem Hydrogel verhindert. Als Hillmaterial kommen
semipermeable Membranen oder weitere Hydrogelmatrices in Frage. Semipermeable Membra-
nen kdnnen bevorzugt aus regenerierter Zellulose, Polyethylenglykol, Polyurethan, layer-by-
layer (LBL) Schichten, Polyethersulfonen, Parylen-Schichten oder perforiertem Silika bestehen.
Als Hiillmaterial kommt aber auch eine weitere Hydrogelmatrix in Frage. Bevorzugt kann diese
aus einem Polymer gebildet werden ausgewé#hlt aus der Gruppe bestehend aus Alginaten,
Sepharose,  Hyaluronséure,  Chitosan, Caragenanen, Polyvinylalkoholen  (PVAs),
Polyethylenglykolen (PEGs), Poly(2-oxazolinen), Polyacrylamiden (z.B. Dimethylacrylamid),
Polyhydroxyacrylaten (z.B. Polyhydroxymetacrylat, Polyhydroxyacrylamide,
Polyvinylpyrolinone), (2-Methyl-3-Ethyl[2-Hydroxyethyl]} Polymeren, Polyhydroxyalkanoaten
(PHAS), Poly (2-Methyl-2 oxazolinen), Poly (2-Ethyl-2 oxazolinen), Poly (2-Hydroxyethyl-2
oxazolinen), Poly (2-(1-(Hydroxymethyl)-ethyl)-2 oxazolinen), Poly-(hydroxyethylmetacrylat)
(PHHEMA), Poly-(hydroxyethylacrylat) {PHEA), Poly-vinylpyrolidonen, Poly-
(dimethylacrylarmid,  Poly-(hydroxyethyl)acrylamid, Polyvinylalkoholen  (einschlieflich
Copolymere mit Vinylacetate wund/oder Ethylene), Poly(ethylene-co-vinylalkohol),
Poly(vinylacetat-co-vinylalkohol), Poly(ethylene-co-vinylacetat-co-vinylalkohol),
Polyethylenglycolen und Poly(ethylenglycol-co-propylenglycol).

Der Begriff “Glukose-bindendes Protein™ bezieht sich im Rahmen der Erfindung auf Proteine,

die in der Lage sind, spezifisch mit Glukose zu interagieren. Ob ein Protein in der Lage ist, spe-
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zifisch mit Glukose zu interagieren, kann durch im Stand der Technik bekannte Bindungstests
vom Fachmann ohne weiteres bestimmt werden. Bevorzugt ist das Glukose-bindende Protein
zudem in der Lage, mit dem Polymer des Hydrogels zu interagieren. Bevorzugt wird diese Inter-
aktion nicht durch die Glukose Bindungsstelle des Glukose-bindenden Proteins vermittelt. Be-
sonders bevorzugt ist das Glukose-bindende Protein, ausgewéhlt aus der Gruppe bestehende aus
Lektinen, Enzymen, die Glukose als Substrat binden, und Antikorpern, die spezifisch Glukose
erkennen. Umfasst von dem Begriff sind auch Surrogatmolekiile, die Glukose spezifisch erken-
nen konnen, bevorzugt Aptamere, die spezifisch Glukose erkennen. Ganz besonders bevorzugt

ist das Glukose-bindende Protein Concanavalin A.

Nukleinsduresequenzen und Aminosduresequenzen, die die zuvor genannten Glukose-bindenden
Proteine codieren, sind im Stand der Technik bekannt (Yamauchi 1990, FEBS Letters 260(1):
127-130). Dementsprechend kénnen die zuvor genannten Proteine ohne weiteres vom Fachmann
bereitgestellt werden. Die besagten Proteine kdnnen beispielsweise rekombinant hergestellt wer-
den oder aus einer biologischen Quelle aufgereinigt werden. Dariiber hinaus kdnnen die Proteine
auch chemisch synthetisiert werden. Die meisten der zuvor genannten Proteine sind zudem
kommerziell erhiltlich. Antikorper oder Aptamere, die spezifisch Glukose erkennen, kdnnen
vom Fachmann ohne weiteres durch im Stand der Technik bekannte Methoden zur Antikdrper-

oder Aptamer-Gewinnung bereitgestellt werden.

Die zuvor genannten Glukose-bindenden Proteine und insbesondere Concanavalin A kénnen
bevorzugt auch chemische Modifikationen aufweisen, die eine im Vergleich zu unmodifizierten
Versionen der Glukose-bindenden Proteine erhdhte Wasserldslichkeit vermitteln. Solche Modi-
fikationen umfassen bevorzugt die Funktionalisierung mit einem wasserldslichen Polymer und
kbnnen in einer besonders bevorzugten Ausfilhrungsform ausgewdhlt werden, aus der Gruppe

bestehend aus: Pegylierung, Acetylierung Polyoxazolinylierung und Succinylierung.

Der Nachweis von Glukose in einer zu analysierenden Probe erfolgt in der erfindungsgemafien
Vorrichtung durch eine Verdringung des an das Glukose-bindende Protein gebundenen Ligan-
den durch die in der Probe enthaltene Glukose (Kompetition zwischen Ligand und Glukose).
Bevorzugt hat der Ligand daher eine geringere Affinitit zu dem Glukose-bindenden Protein als
die Glukose. Die Verdrangung kann bevorzugt nachgewiesen werden durch Markierung des Li-
ganden mit einem Farbstoff oder einem anderen nachweisbaren Markermolekiil. Als besonders

geeignet fur den Nachweis einer Verdringung haben sich Farbstoffe oder andere
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Markermolekiile erwiesen, die bei Anngherung der damit verbundenen Molekiile eine Anderung
von zumindest einer messbaren physikalischen oder chemischen Eigenschaft hervorrufen. Ge-
eignete Systeme umfassen solche, bei denen mittels Energietransfer zwischen den Farbstoffimo-
lekillen entweder ein messbares Signal unterdriickt oder generiert wird. Solche auf Energietrans-
fer basierte Systeme sind beispielsweise in W02001/13783 niher beschrieben. Bevorzugt kann
es sich hierbei um Systeme handeln bei denen durch Quenching Effekte ein Fluoreszenz Signal
unterdriickt wird, wenn die Farbstoff- oder Markermolekiile — und damit das Glukose-bindende
Protein und sein Ligand - in rdumlicher Nihe sind. Nach der Verdringung des Liganden durch
den Analyten wird der Quenching Effekt dann aufgehoben. Dieser Effekt ist durch eine Verdnde-
rung der Fluoreszenz nachweisbar. Zum Nachweis konnen beispielsweise Fluoreszenz-
Photometer wie in W(02002/087429 beschrieben eingesetzt werden. Weitere geeignete System
sind sogenannte Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer- (FRET) basierte Nachweissysteme.
Hierbei werden zwel interagierende Komponenten, wie das Glucose-bindende Protein und sein
Ligand, mit Fluoreszenz-Farbstoffen markiert. Fine Komponente wird mit einem Akzeptor-
Farbstoff, die andere mit einem Donor-Farbstoff gekoppelt. Durch die Interaktion der
Komponeneten kommen die Farbstoffe in rdumliche N&he wodurch der FRET Effekt vermittelt
wird. Bei diesem wird Anregungsenergie vom Donor- auf den Akzeptor-Farbstoff transferiert
und somit die Intensitit des Donor-Farbstoffes messbar verringert. Sobald die Interaktion der
Komponenten unterbrochen wird, nimmt die Fluoreszenz Intensitit des Donors wieder zu. Im
Fall der erfindungsgemdfien Vorrichtung kann die Glukose somit iiber die Zunahme der Intensi-
tit eines Signals nachgewiesen werden, das von einem Farbstoff oder Markermolekill nach
Tremnung des Komplexes aus Glukose bindendem Protein und Ligand durch den Analyten gene-
riert wird. Der Farbstoff oder das Markermolekiil ist entweder an das Glukose-bindenden Protein
oder den Liganden gekoppelt. Beispielsweise kann ein Donor Farbstoff an das Glukose-
bindenden Protein oder den Liganden gekoppelt sein, wobei die nicht mit dem Donor- Farbstoff
gekoppelte Komponente mit einem geeigneten Akzeptor-Farbstoff gekoppelt i1st. In einer derart
ausgestalteten erfindungsgeméilBen Vorrichtung ist vor Beaufschlagung mit einer Glukose-
haltigen Probe der FRET Effekt als Resultat der Bindung des Liganden an das Glukose-bindende
Protein zu beobachten. Nach Beaufschlagung verdringt die Glukose den Liganden, so dass die
messbare Intensitit der Fluoreszenz des Donor-Farbstoffes zunimmt und zwar proportional zur

Menge an Glukose.

Birch et. al. (Birch 2001, Spectrochimica Acta Part A 57: 2245-2254) haben die mathematische

Losung des chemischen Gleichgewichts fur den Fall Concanavalin A als Glukose-bindendes
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Protein und Dextran als Ligand berechnet. Simulationen mit variierenden Concanavalin A und
Dextran Konzentrationen haben ergeben, dass das Verhiltnis (Dextran) / (ConA-Dextran-
Komplex) nur unwesentlich von den Ausgangskonzentrationen abhingt und die Bindungskon-

stanten Kpex und Ky, die Hauptfaktoren fir die Sensor-Performance sind.

Uberraschenderweise wirkt sich die Struktur der Farbstoffe jedoch ebenfalls auf die Glucose-
Aktivitat aus. So ist erfindungsgemill eine Kombination aus einem Rhodamin- und einem
Oxazin-Farbstoff der herkdmmlich verwendeten Kombination aus einem Xanthen- und einem

Rhodamin-Farbstoff (FITC-TMR) deutlich iiberlegen.

Bevorzugt ist das Glukose-bindende Protein, das im Rahmen der erfindungsgemifBen Verwen-
dung eingesetzt wird, mit einem Oxazin-Farbstoff verkniipft. Wie eine solche Verkniipfung er-
folgen kann, ist dem Fachmann wohl bekannt und im Stand der Technik hinreichend beschrie-
ben. Besonders bevorzugt ist der Oxazin-Farbstoff, ein Oxazin-Akzeptor, ausgewihlt aus der
Gruppe bestehend aus: ATTO655, ATTO680, EVOblueld, EVOblue3(, EVOblue90 und
EVObluel00. Ganz besonders bevorzugt wird ATTO680 eingesetzt. Die genannten Oxazin-

Farbstoffe sind kommerziell erhiltlich.

Bevorzugter Markicrungsgrad (DOL, “degree of labeling®) fiir das Glukose-bindende Protein,
z.B. Concanavalin A, ist 0,1 bis 4, stirker bevorzugt 1 bis 4 und besonders bevorzugt 1 bis 3. Bei
Concanavalin A entspricht ein DOL von 1 hierbei einem Mol Farbstoff pro Mol Concanavalin A
Tetramer (MW = 104.000). Bei hohem DOL und Verwendung von relativ unpolaren Farbstoffen
(typischerweise langwellige Fluoreszenzfarbstoffe) ist das Glukose-bindende Protein vorzugs-
weise mit PEG funktionalisiert. Bevorzugter Pegylierungsgrad ist 0,1 bis 5, bevorzugtes Moleku-
largewicht ist 200 bis 10.000, besonders bevorzugt 800 bis 8.000 und ganz besonders bevorzugt
800 bis 5.000.

Im Rahmen der der vorliegenden Erfindung zugrunde liegenden Experimente wurde festgestellt,
dass die chemischen Modifikationen der Glukese-bindenden Proteine, die eine im Vergleich zu
unmodifizierten Varianten erhohte Wasserloslichkeit vermitteln, in vorteilhafter Weise einge-
setzt werden konnen, um einen besseren Markierungsgrad an den Glukose-bindenden Proteinen
zu erzielen. Fir die modifizierten Glukose-bindenden Proteine gemdl der vorliegenden Erfin-
dung konnen auch héhere Markierungsgrade mit einem Farbstoff erreicht werden als fiir

unmodifizierte Varianten davon. Fiir solche modifizierten Concanavalin A Proteine kdnnen be-
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vorzugt Konzentrationen gréBer als 0,5 mg/(g Matrix) und ganz besonders bevorzugt zwischen 2
und 60 mg/(g Matrix) erreicht werden. Uberraschenderweise war die gemessene Glukoseaktivitit
von modifizierten Concanavalin A Proteinen hierbei auch vergleichbar mit der von nativem

Concanavalin A in Hydrogel.

Bevorzugt kann das geloste Glukose-bindende Protein im Hydrogel hierbei in einer im Vergleich
zu einer wissrigen Lésung mindestens 5-fach, mindestens 10-fach, mindestens 15-fach oder

mindestens 20-fach erhéhten Konzentration vorliegen.

Die verbesserte Loslichkeit ist insbesondere relevant wenn die Glukose-bindende Proteine mit
einem Farbstoff markiert werden sollen, da mit Farbstoffen markierte Glukose-bindende Protei-
ne, beispielsweise ein mit einem der zuvor genannten Oxazin-Farbstoffen modifiziertes
Concanavalin A, eine in wissriger Losung nochmals reduzierte Loslichkeit besitzen. Je hoher
hierbei der Markierungsgrad ist, desto niedriger ist die Ldslichkeit in wissriger Losung. Ein ho-
her Markierungsgrad wird jedoch gerade fir Glukose-bindende Proteine als Sensorkomponenten

in den erfindungsgemiBen Vorrichtungen bendtigt.

Der Begriff “Ligand des Glukose-bindenden Proteins® bezeichnet ein Molekil, das in der Lage
ist, eine spezifische Bindung mit dem Glukose-bindenden Protein einzugehen, wobei das Mole-
kiil im Wesentlichen mit der selben Bindungsstelle wie Glukose interagiert, so dass das gebun-
dene Molekiil durch Glukose von der Bindungsstelle am Glukose-bindenden Protein verdringt
werden kann. Als Ligand geeignete Molekiile sind daher strukturell mit Glukose verwandt. Vor-
zugsweise ist der Ligand des Glukose-bindenden Proteins ein Oligosaccharid, ein glykosyliertes
Makromolekil, z.B. ein glykosyliertes Protein oder Peptid, oder ein glykosylierter Nanopartikel.
Die zuvor genannten Molekiile, die als Liganden des Glukose-bindenden Proteins zum Finsatz
kommen konnen, sind im Stand der Technik bekannt und kénnen vom Fachmann ohne weiteres
bereitgestellt werden. Besonders bevorzugt wird als Ligand des Glukose-bindenden Proteins ein

Dextran eingesetzt.

Vorzugsweise ist der Ligand des Glukose-bindenden Proteins im Sensor mit einem Rhodamin-
Farbstoff gekoppelt. Besonders bevorzugt kénnen hierbei ATTO590, ATTO610, ROX, TMR,
Rhodamin G6, Alexa Fluor Rhodamine Farbstoffe oder Dy590 und ganz besonders bevorzugt
ATTO590 eingesetzt werden.
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Bevorzugter Markierungsgrad (DOL) fiir den Liganden des Glukose-bindenden Proteins, z.B.
Dextran, ist 0,00003 bis 0,017 (mol Farbstoff)/(mol Untereinheit), besonders bevorzugt 0,0005
bis 0,007 (mol Farbstoff)/(mol Untereinheit) und ganz besonders bevorzugt 0,001 bis 0,0016
(mol Farbstoff)/(mol Untereinheit). Der Markierungsgrad des Liganden hat ebenfalls einen Ein-
fluss auf die Glucose-Aktivitit. Zu geringe genauso wie zu hohe Markierungsgrade fihren zu

einer schlechteren Glukoseaktivitat.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform der erfindungsgeméiflen Verwendung ist das Glucose-
bindende Protein Concanavalin A. Ebenso weist das Concanavalin A durch chemische Modifi-
kationen, bevorzugt Pegylierung, Acetylierung Polyoxazolinylierung oder Succinylierung, ein im
Vergleich zum unmodifizierten Concanavalin A erhohte Wasserldslichkeit auf. Das Glukose-
bindende Protein ist in einer bevorzugten Ausfihrungsform mit einem Oxazin-Farbstoff ver-
kniipft und der Ligand des Glukose-bindenden Proteins mit einem Rhodamin-Farbstoff. Ganz
besonders bevorzugt wird ein Concanavalin A / Dextran-System in der Sensor Vorrichtung ver-
wendet, bei dem das Dextran mit einem Rhodamin-Donor Farbstoff und das Concanavalin A mit
einem Oxazin-Akzeptor Farbstoff verknipft ist. In dem bevorzugten Concanavalin A / Dextran
System liegen die Komponenten bevorzugt in einem Massenverhdltnisse (Dextran/ConA) von

1:1 bis 1:40 vor, wobei Massenverhaltnisse nahe 1:10 besonders bevorzugt sind.

Es wurde im Rahmen der vorliegenden Erfindung festgestellt, dass die Kombination von Oxazin-
und Rhodamin-Farbstoffen eine heterodimere Wechselwirkung zwischen den Farbstoffresten
bewirkt, die die Glukoseaktivitat verstirkt. Somit kann durch die Verwendung von Oxazin-
Akzeptor und Rhodamin-Donor Farbstoffen bereits in wissriger LOsung vorzugsweise eine 2,1-
fache Glukoseaktivitit erzielt werden. In dem im Rahmen der vorliegenden Erfindung eingesetz-
ten Hydrogel konnte sogar eine 2,6-fach Erh6hung der Glukoseaktivitit bewirkt werden.

Durch die Verwendung eines Polymers, das in der Lage ist, mit dem Glukose-bindenden Protein
zu interagieren, kann vorteilhafterweise eine hohere Konzentration von Glukose-bindendem Pro-
tein und Ligand im Hydrogel des Sensors erzielt werden. Dies erhéht die Messempfindlichkeit
aber auch die Messgenauigkeit des Sensors, insbesondere bei in vivo Anwendungen mit gegebe-

ner Glukosekonzentration.

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde vorteilhafterweise festgestellt, dass die Verwen-

dung eines Hydrogels, bestehend aus einer ersten Hydrogelmatrix als Alginat und einer zweiten
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Hydrogelmatrix, die innerhalb der ersten ein interpenetrierendes Netzwerk ausbildet, in der Lage
ist, eine Umgebung fiir die Sensorkomponenten, namlich das Glukose-bindenden Protein und
den kompetitiven Liganden des Glukose-bindenden Proteins, zu schaffen, die eine effiziente Be-
stimmung der Glukoseaktivitit erlaubt. Viele Ansitze zur Glukosemessung mittels Fluoreszenz
sind in Losung erfolgreich, verlieren jedoch ihre Aktivitit, wenn die Sensorkomponenten in
Hydrogelmatrices eingebettet werden, da die Beweglichkeit der Sensorkomponenten einge-
schrinkt wird (Rounds 2007, J. Fluoresc. 17: 57-63; US 2007/0105176 Al). Uberraschenderwei-
se insbesondere auch im Hinblick auf die Berechnungen von Birch et al (Birch 2001, loc cit)
konnten jedoch im vorliegenden Fall eine gegeniber wissrigen Ldsungen um bis zu 2,6-fach
gesteigerte Aktivititen festgestellt werden. Durch die Auswahl von geeigneten Hydrogelmatrices
konnte eine Anreicherung des Glukose-bindenden Proteins weit tiber dessen Loslichkeitsgrenze
in wissriger Losung erzielt werden. Im Falle von Concanavalin A konnte beispielsweise eine
mehr als 10-fache erhéhte Konzentration gegeniiber einer in freier Losung erreichbaren Konzent-
ration erreicht werden. Ublicherweise wird die Léslichkeit der Rezeptorkomponente in freier
Losung noch negativ durch die Zugabe des Liganden beeinflusst, da der Rezeptor / Kompetitor-
Komplex aufgrund seiner Grofie und hiufig auch aufgrund von Multivalenzen eine geringere
Léslichkeit aufweist. Wihrend beispielsweise ein Concanavalin A / Dextran-Komplex in Ldsung
bel einem Massenverhiltnis von 1:10 schon ab einer Concanavalin A-Konzentration von 0,5
mg/(g Losung) beginnt auszufallen, kénnen in einem geeigneten Hydrogel bei gleichem Mas-
senverhiltnis Concanavalin A-Konzentration von iber 50 mg/(g Matrix) eingestellt werden. So-
mit kann der anwendbare Konzentrationsbereich um ein 100-faches erweitert werden. Dies ist
inshesondere von Bedeutung fiir Anwendungen, bei denen die Analytkonzentration festliegt und
nicht durch Verdiinnungen oder Ankonzentrierung angepasst werden kann. Solche Schwierigkei-
ten treten gerade bei in vivo Anwendungen, wie der Bestimmung des Glukosespiegels in Korper-
flissigkeiten, auf. Die Konzentration des Analyten Glukose ist in der in vivo Situation nicht an
die spezifischen Assay-Bedingungen anzupassen, sondern muss als gegeben hingenommen wer-

den.

Ein weiteres Loslichkeitsproblem tritt insbesondere bei in vivo Anwendungen von biologischen
Sensoren auf. Aufgrund der héheren Wellenldnge nimmt die Figenfluoreszenz des Gewebes ab,
so dass bei in vivo Anwendungen langwellige Fluoreszenz-Farbstoffe eingesetzt werden. Diese
Fluoreszenz-Farbstoffe sind jedoch typischerweise aufgrund ihrer molekularen Struktur und
GrofBe (konjungierte Systeme) apolar. Wird das Glukose-bindende Protein nur mit einem solchen

Farbstoff markiert, emiedrigt sich die Loslichkeit zusétzlich, so dass auch keine hohen Markie-
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rungsgrade moglich sind. Wie bereits zuvor beschrieben, kann es daher notwendig werden, das
Glukose-bindende Protein mit z.B. Polyethylenglykol zu funktionalisieren, um eine gesteigerte
Loslichkeit und damit verbunden héhere Markierungsgrade zu ermdglichen. Die Funktionalisie-
rung mit Polyethylenglykol (Pegylierung) filhrt jedoch in Ldsung regelmiBig zu einer stark re-
duzierten Glukoseaktivitdt von zum Beispiel nativem Concanavalin A (relative Glukoseaktivitit
von 0,4 oder weniger). Uberraschenderweise wurde im Rahmen der vorliegenden Erfindung
festgestellt, dass in dem Hydrogel der Sensor Vorrichtung diese Verschlechterung nicht auftritt.
Vielmehr kénnen Glukoseaktivititen fiir mit Polyethylenglykol funktionalisiertem Concanavalin
A erzielt werden, die mit denen von nativem Concanavalin A vergleichbar sind (relative
Glukoseaktivitit = 2,2 bzw. 2,6). Dariiber hinaus wurde gefunden, dass die Glukose-Aktivitit
durch die Erhohung des Markierungsgrad am Concanavalin A noch zusétzlich gesteigert werden
kann in einem Hydrogel, wie es in der Sensor Vorrichtung erfindungsgemil eingesetzt wird. So
wurden iiberraschenderweise in dem anreichenden Hydrogel durch Erhéhung des Markierungs-
grads am mit Polyethylenglykol funktionalisierten Concanavalin A sogar eine Verdopplung der
Glukoseaktivitat erreicht. Tm Vergleich zur Messung in Liosung wird die Glukoseaktivitit in dem
erfindungsgemil verwendeten Hydrogel in der Sensor Vorrichtung sogar um das 4,3-fache ge-
steigert. Die Verwendung des Hydrogels in der erfindungsgemiflen Vorrichtung erlaubt es also,
Konzentrationsverhéltnisse fiir das Glukose-bindende Protein und seinen Liganden einzustellen,
die bei entsprechenden Markierungsgraden Glukose-Aktivititen erlauben, die um das 4-fache
erhoht sind gegeniiber von Konzentrationen, die in wissrigen Losungen einstellbar sind. Dies
ermdglicht vorteilhafter Weise auch den Einsatz der erfindungsgemidBen Vorrichtung unter Be-
dingungen, bei denen die Analytkonzentration nicht den Assay-Bedingungen angepasst werden

kann, wie bei in vivo Anwendungen.

Im Rahmen der erfindungsgemifen Verwendung kann der Sensor bevorzugt zur Bestimmung

des Glukosegehalts eingesetzt wird.

Hierbei kann eine Probe untersucht werden. Unter dem Begriff ,,Probe® ist im Rahmen der vor-
liegenden Erfindung eine Zusammensetzung, vorzugsweise eine wissrige Zusammensetzung, zu
verstehen, die vermutlich oder tatsichlich Glukose enthilt. Bevorzugt handelt es sich bei der
Probe um eine biologische Probe. Ganz besonders bevorzugt handelt es sich bei der Probe um

eine Korperfliissigkeit, insbesondere, Gewebefliissigkeit (interstitielle Flussigkeit), Blut, Plasma,
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Serum, Lymphe, Speichel, Tranenfliissigkeit, Schweill oder Urin. Besonders bevorzugt handelt

es sich bei der Probe um Gewebefliissigkeit, Blut, Serum oder Plasma.

Sofern die Probe ein biologisches Material, z.B. eine Kdrperfliissigkeit ist, kann sie vorzugswei-
se aus einem Probanden gewonnen werden, der einen gestdrten Glukosemetabolismus entweder
tatsichlich oder vermutlich aufweist. Vorzugsweise wird der gestorte Glukosemetabolismus

hierbei durch Diabetes mellitus oder das metabolische Syndrom verursacht.

Der Sensor kann im Rahmen der erfindungsgeméiBen Verwendung also auch fir die ex vivo Di-
agnostik von Erkrankungen oder Storungen des Glukose-Metabolismus eingesetzt werden. Ins-
besondere kann der Sensor zur Diagnose eines gestorten Glukosemetabolismus und damit ver-
bunden von Erkrankungen wie Diabetes mellitus oder dem metabolischen Syndrom cingesetzt
werden oder zur Bestimmung der Notwendigkeit einer therapeutischen MafBinahme bei einem

Patienten mit gestortem Glukosemetabolismus.

Die zuvor erwihnten therapeutischen Mafinahmen umfassen solche, die zur Behandlung von
Diabetes mellitus oder dem metabolischen Syndrom eingesetzt werden. Hierzu gehort neben der
Verabreichung von Arzneimitteln, z.B. Insulin, auch die Durchfiihrung anderer therapeutischer
MaBnahmen, tiber die aufgrund des ermittelten gestdrten Glukose Metabolismus entschieden
werden kann. Hierzu zdhlen therapeutische Eingriffe, z.B. Gastric-Bypass Operationen, oder
Anderungen der Lebensgewohnheiten, z.B. die Durchfiihrung spezieller Didten. Der Sensor kann
mit einer weiteren Vorrichtung gekoppelt werden, z.B. einer Vorrichtung, die die Abgabe cines
Arzneimittels steuert. Bevorzugt ist hierbei eine Vorrichtung zur Abgabe von Insulin. Die Abga-
be von Insulin kann dann basierend auf der durch den Sensor ermittelten Notwendigkeit gesteu-

ert werden.

Der Sensor aus der erfindungsgemifBen Verwendung kann fiir die ex vivo Anwendung bei-
spielsweise in Mikrotiterplatten eingebracht und dort verankert werden. Zu messende Proben
werden dann in die Vertiefungen der Mikrotiterplatten aufgetragen und kdnnen dann mit einer
Reader-Vorrichtung vermessen. Ein solcher Ansatz erlaubt das simultane Vermessen einer gro-
Ben Zahl von Proben und ist somit auch kostenglinstig, insbesondere im klinischen Diagnostik-

Betrieb.
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Alternativ kann der Sensor fiir die in vivo Anwendung in den Korper eingebracht werden. Hier-
bei ist zu beachten, dass die Messung des Glukosespiegels, die ja auch die Basis fur die Diagno-
se 1st, voraussetzt, dass der Sensor in Kontakt mit einer Korperfliissigkeit kommt, die Glukose
enthilt, wobei die Konzentration der Glukose in der Flissigkeit reprisentativ fur den zu ermit-
telnden Glukosespiegel ist. Geeignete Korperfliissigkeiten werden an anderer Stelle in der Be-

schreibung aufgezihlt. Besonders bevorzugt ist die Korperfliissigkeit aber Gewebefllissigkeit.

Der Sensor wird bevorzugt an Stellen im Komer eingebracht, die eine optische Messung des
vom Sensor generierten Signals ermdglichen. Geeignet sind Stellen mit entweder einer geringen
Gewebedicke zwischen Vorrichtung und Korperoberfliche oder mit transparenten Geweben, die
gut von dem generierten Signal durchdrungen werden kénnen. Besonders bevorzugt wird die
Vorrichtung unter der Haut (subkutan) oder im Auge (subkonjunktival) platziert. Entsprechende
Verfahren zur Implantation der Vorrichtung sind im Stand der Technik bekannt.

Alterativ kann das von der erfindungsgemiBien Vorrichtung erzeugte Signal auch mittels eines
geeigneten Ubertragungsmediums aus dem Korper heraus iibertragen werden. Hierzu kann vor-
zugsweise ein Signal-leitendes Material als flexibles Kabel eingesetzt werden, z.B. ein Glasfa-
serkabel. Die Ubertragung des Signals kann jedoch auch kontaktlos erfolgen z.B. als Infrarot-,
Radio- oder Funksignal. Es versteht sich, dass in diesen Fall das von der erfindungsgemifien
Vorrichtung erzeugte Signal zunichst von einem Detektor, der ebenfalls in der Vorrichtung oder
zumindest in rdumlicher N&he angebracht sein muss, ausgelesen und in ein elektromagnetisches
Signal, beispiclsweise ein Funksignal, umgewandelt werden muss. Dieses elektromagnetische
Signal kann dann von einem aufierhalb des Kérpers liegenden Empfianger empfangen und aus-

gewertet werden.

Durch die erfindungsgemife Verwendung des Hydrogels im Sensor wird eine effiziente ex vivo
und in vivo Diagnostik des Glukosespiegels ermdglicht und damit die Friherkennung von Er-
krankungen, die mit gestortem Glukosemetabolismus einhergehen, sowie deren klinisches Ma-

nagement und die Auswah! von therapeutischen Mafinahmen.

Die Erfindung wird durch die folgenden Ausfiihrungsbeispiele illustriert. Die Beispiele schran-

ken jedoch den Schutzbereich nicht ein.
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BEISPIELE
Beispiel 1: Herstellung von Sensoren zur Bestimmung von Glukose

Herstellung von Hydrogelpartikeln (anreichernde Matrix)

1 g Alginsdure-Natriumsalz werden in 100 g Wasser unter Rithren geldst. In einem 5L Becher
werden 66,2 g CaCl2 x 2H20 in 4931,3 g Wasser geldst.

Die Alginat-Lésung wird iiber eine Pumpe in eine Zwei-Stoffdiise gefordert. Gleichzeitig wird
am zweiten Eingang der Diise Druckluft angelegt, sodass die Alginat-L.osung in feine Tropichen
zerstaubt wird. Die Tropfchen werden durch die Luftstrdmung in ein Bad mit der Calciumchlorid
Losung getragen, wo sie gelieren und zu Boden sinken. Die gelierten Kugeln werden anschlie-

Bend gesammelt.

Herstellung von Sensoren in anreichernder Matrix:

Alginatkugeln werden zur Beladung nacheinander in einer farbstoffrﬁarkierten ConcanavalinA-
Losung und einer farbstoffmarkierten Dextran-Losung inkubiert. Anschlieend werden die bela-
denen Kugeln abzentrifugiert und die tiberstehende Lisung abdekantiert. Die beladenen Kugeln
werden ggf. anschlieflend tiber Nacht in einer Ldsung eines zweiten Polymers (z.B. PVA-, PEG-
basiert) inkubiert und ggf. durch Zentrifugation abgetrennt. Anschlieend werden die Kugeln in
cine wissrige Losung eines photochemisch vermetzbaren Polymers eingemischt. Diese Mischung
wird anschlieflend mit UV-Licht vernetzt, um das Auslaugen der Sensorkomponenten aus den

Alginatkugeln zu verhindern.

Die Mengen richten sich dabei nach der Konzentration des zu messenden Analyten und der Mar-
kierungsgrad wird in Abhéingigkeit von der gewiinschten Intensitit des Fluoreszenz-Signals ge-
withlt. Als photochemisch vernetzbares Polymer kann beispielsweise Nelfilcon Polymer, ein mit
Acrylamid-Gruppen medifizierter Polyvinylalkohol, verwendet werden. Fiir die photochemische
Vernetzung wird noch 0,1% Irgacure 2959 zugegeben. Die fertige Losung wird in geeignete
Formen dosiert und durch UV-Licht ausgehirtet.

Herstellung von Sensoren in nicht anreichernder Matrix:
Farbstoffmarkierte ConcanavalinA-Losung und farbstoffmarkierte Dextran-Losung werden

nacheinander in eine wasserbasierende Prapolymermischung gegeben und 3 Stunden geriihrt.
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Die Mengen richten sich dabei nach der Konzentration des zu messenden Analyten und der Mar-
kierungsgrad wird in Abhéngigkeit von der gewilinschten Intensitét des Fluoreszenz-Signals ge-
wihlt. Als photochemisch vernetzbares Prapolymer kann beispielsweise Nelfilcon Polymer, ein
mit Acrylamid-Gruppen modifizierter Polyvinylalkohol, verwendet werden. Fiir die photochemi-
sche Vemetzung wird noch 0,1% Irgacure 2959 zugegeben. Die fertige Losung wird in geeignete
Formen dosiert und durch UV-Licht ausgehirtet.

Beispiel 2: Bestimmung der Glukeseaktivitit fiir die Sensoren

Bestimmung der Glucose-Aktivitdt in Sensoren:

Das. Fluoreszenzspektrum der Sensoren wird bei verschiedenen Glucosekonzentrationen be-
stimmt. Die Verinderung der Fluoreszenzintensititen des Donors mit steigendem Glucosegehalt
dient als MaB flir die Giite des Glucosesensors. Da bei einem in vivo Glucose-Sensor
Glucosekonzentrationen zwischen 50 und 500 mg/dL gemessen werden miissen, wird die Gluco-

se~-Aktivitit folgendermaBen berechnet:

GA = (InthSitﬁtsoomg/dL - Intensitﬁtsomg/dL) / hltensité.tsgmg;dL

Alle Responsewerte werden zum besseren Vergleich auf die Response des gleichen Systems in
Losung normiert. Zur Ermittlung der relativen Glucose-Aktivitit wird die Glucose-Aktivitit der

Sensoren (in Matrix) durch die Glucose-Aktivitét in Losung dividiert.

rel GA = GA(Matrix) / GA (Ldsung)

Bestimmung der Glucose-Afktivitit in Losung:

ConA-Losung und Dextran-Lésung werden in Pufferlésung verdiinnt und mehrere Stunden ge-
rihrt. Das Fluoreszenzspektrum der Losung wird bei verschiedenen Glucosekonzen-trationen
bestimmt. Die Verdnderung der Fluoreszenzintensititen des Donors mit steigendem
Glucosegehalt dient als Mal} fiir die Glite des Systems. Da bei einem in vivo Glucose-Sensor
Glucosekonzentrationen zwischen 50 und 500 mg/dL gemessen werden miissen, wird die Gluco-

se-Aktivitdt folgendermallen berechnet:

GA = (Intensitétsoomg/ar, - Intensititsomgar)/ Intensititsomear
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Beispiel 3: Bestimmung des Einflusses der Matrix

Erfindungsgemal werden das Glukose-bindende Protein und der Ligand in einer Hydrogelmatrix
eingebaut, die eine gewisse Wechselwirkung mit dem Glukose-bindende Protein aufweist. Dabei
wird die Hydrogelmatrix so ausgewihlt, dass zum einen die Wechselwirkung Glukose-
bindendem Protein und Hydrogelmatrix gréfler ist als die zwischen Glukose-bindendem Protein
und wissriger Losung (Anreicherung der Sensorkomponenten). Andererseits darf aber die
Wechselwirkung zwischen Glukose-bindendem Protein und dem Analyten (Glukose) nicht oder
nicht wesentlich durch die Wechselwirkung Glukose-bindende Protein und Hydrogelmatrix be-

eintrichtigt werden.

Bei geeigneter Auswahl der Hydrogelmatrix erzielt man durch die Wechselwirkung zwischen
Glukose-bindende Protein und Hydrogelmatrix eine Anreicherung des Glukose-bindenden Prote-
ins in der Matrix weit Uiber die Ldslichkeitsgrenze des Glukose-bindende Protein in wissriger
Lésung. Im Falle von Con A kénnen beispielsweise bis zu 10-fach hihere Konzentrationen als in
freier Losung erzielt werden. Noch extremer gestalten sich die Loslichkeitsprobleme nach Zu-
gabe des Liganden (z.B. Dextran), da der Glukose-bindende Protein-Ligand - Komplex aufgrund
seiner Grofie und hiufig auch aufgrund von Multivalenzen eine geringere Lislichkeit aufweist.
Wihrend der ConA-Dextran-Komplex in Ldsung bei einem Massenverhiltnis von 1:10 schon ab
einer ConA-Konzentration von 0,5 mg/g beginnt auszufallen, kénnen in einer geeigneten Hydro-
gelmatrix bei gleichem Massenverhiltnis ConA-Konzentrationen von Uber 50 mg/g eingestellt
werden. Durch die Hydrogelmatrix kann der anwendbare Konzentrationsbereich des Glucose-

bindenden Proteins, z.B. ConA, um ein 100-faches erhéht werden.

Da bei einer In vivo-Anwendung der Bereich der Analyt-Konzentration fest liegt und nicht z.B.
durch Verdiinnen oder Aufkonzentrieren angepasst werden kann, miissen die Konzentrationen
von Glukose-bindendem Protein und Ligand auf den In vivo-Konzentrationsbereich des
Analyten angepasst werden. Oftmals besteht jedoch die Schwierigkeit, dass deshalb Glukose-
bindende Protein-Konzentrationen und / oder Ligand-Konzentrationen notig wiren, die die Los-

lichkeitsgrenze {iberschreiten.

Bei dem ConA-Dextran-System kann z.B. in Losung nur cine ConA-Konzentration von 0,5 mg/g
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bei einem Massenverhiltnis (Dex : ConA) von 1:10 eingestellt werden, da sonst der ConA-
Dextran-Komplex beginnt, zu prizipitieren. Die bei dieser Konzentration erreichte Glucose-
Aktivitiat (GA) wird hier zur Ermittlung der relativen Glucose-Aktivitit (rel GA) gleich 1 ge-
setzt. Wie erwartet wird in einer nicht anreichernden Matrix die Glucose-Aktivitat aufgrund der
geringeren Beweglichkeit der Sensorkomponenten auf die Hélfte verringert (rel GA = 0,52). In
anreichernder Matrix wird bei gleicher Konzentration fast die gleiche Response wie in Ldsung
erhalten (rel GA = 0,83). In der anreichernden Matrix sind jedoch auch wesentlich héhere ConA-

Konzentrationen einstellbar. Bei einer ConA-Konzentration von 10 mg/g wird in anreichernder

Hydrogelmatrix eine um das 2,6-fache gesteigerte Glucose-Aktivitit erhalten (s. Tabelle 1).

Tabelie 1: Einfluss der Matrix

m Ldsung in nicht anrei- | in anreichern- | in anreichem-
chernder Mat- | der Matrix der Matrix
rix
ConA-Konzentration 0,5 mg/g 0,5 mg/g 0,5 mg/g 10 mg/g
rel GA 1 0,52 0,83 2,55

Natives ConA mit DOL = 1, Dextran mit 0,001 mol Farbstoff (FS) pro mol Dex-Untereinheit
(UE), Massenverhiltnis Dex : ConA = 1:10

Beispiel 4: Bestimmung des Einflusses der Konzentration des Rezeptors

In anreichernder Matrix sieht man deutlich eine Abhangigkeit der Glucose-Aktivitit von der
Ausgangskonzentration des Glukose-bindende Proteins und des Liganden. Bei einem Anstieg der
Konzentration wird auch ein Anstieg der Glucose-Aktivitdt erhalten. Bei sehr hohen Rezeptor-
Konzentrationen nimmt die Glucose-Aktivitdt wieder ab. Die optimale ConA-Konzentration fiir

einen in vivo-Assay liegt zwischen 8 und 20 mg ConA / g Matrix (s. Tabelle 2).

Tabelle 2: Einfluss der Rezeptor Konzentration

ConA-Konz [mg/g] 0,5 10,0 13,3 30 52,2
Relative  Glucose- | 0,83 2,55 2,76 2,14 1,76
Aktivitit (rel GA)

Natives ConA mit DOL = 1, Dextran mit 0,001 mol Farbstoff (FS) pro mol Dex-Untereinheit
(UE), Massenverhdltnis Dex : ConA = 1:10
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Beispiel 5: Bestimmung des Einflusses des Markierungsgrades Rezeptor

Aufgrund der mit héheren Wellenldngen abnehmenden Eigenfluoreszenz des Gewebes miissen
bei in vivo Anwendungen langwellige Fluoreszenzfarbstoffe eingesetzt werden. Diese Fluores-
zenzfarbstoffe sind typischerweise aufgrund der gréfleren konjugierten Systeme recht unpolar.
Wird das Glukose-bindende Protein mit solchen Farbstoffen markiert, so erniedrigt sich seine
Lslichkeit, so dass aufgrund des Ausfallens hiufig keine hohen Labelgrade méglich sind. Um
die Loslichkeit des Glukose-bindende Proteins zu erhdhen, ist es vorteilhaft, diese z.B. mit
Polyethylenglycol zu funktionalisieren. Dadurch erhSht sich die Lboslichkeit des Glukose-
bindende Proteins, wodurch héhere Labelgrade bei der Synthese méglich sind.

Pegylierte ConA's fithren jedoch in Ldsung nur zu weniger als der Hilfte der Glucose-Aktivitit
von nativen ConA (rel GA = 0,4). Uberraschenderweise tritt in der Hydrogel-Matrix diese Ver-
schlechterung nicht auf. Es wird mit PEG-ConA eine vergleichbare Glucose-Aktivitit wie mit
nativem ConA erhalten (rel GA =2,2 vs. 2,6) (s. Tabelle 3).

Tabelle 3: Einfluss des Markierungsgrades (DOL)

DOL ConA 1 |

Typ nativ pegyliert
Losung, rel GA 1 0,43
c=0,5mgConA/g

Matrix, rel GA 2,55 2,22
c=10mgConA/g

Durch die Pegylierung wird es erst moglich, ConA mit einem hohen Markierungsgrad eines
langwelligen Fluoreszenzfarbstoffes zu versehen, welches in Losung langzeitstabil ist und nicht
prizipitiert. Uberraschenderweise wird in anreichernder Matrix im Vergleich zu in Losung keine
Verschlechterung der Glucose-Aktivitit durch die Pegylierung beobachtet. Nur durch den positi-
ven Effekt der Matrix ist es somit moglich, in einem Assay PEG-ConA mit hohem Labelgrad in

hohen Konzentrationen einzusetzen.

Erstaunlicherweise kann die Glucose-Aktivitdt durch eine Erhéhung des Labelgrades am ConA
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zusdtzlich gesteigert werden. In der anreichernden Hydrogel-Matrix wird bei ConA mit DOL =
2,5 fast eine Verdoppelung der Glucose-Aktivitit erreicht (rel GA = 4,3 vs. 2,6). Im direkten
Vergleich zu der Messung in Losung wird die Glucose-Aktivitdt in Matrix durch den kombinier-

ten Effekt von Konzentration und DOL somit sogar um das 4,3-fache erhéht (s. Tabelle 4)

Tabelle 4: Einfluss des Markierungsgrades (DOL)

DOL ConA 1 1 2,5% 2,5

Typ nativ pegyliert nativ¥ Pegyliert
Lésung, rel GA 1 0,43 1,03
c=0,5mgConA/g

Matrix, rel GA 2,55 2,22 4,28
c=10mgConA/g

*natives ATTO680-ConA mit einem DOL von >1,5 ist in Losung nicht stabil und fallt aus.

Beispiel 6: Bestimmung des Einflusses der Fluoreszenz-Farbstoffe

Die Struktur der Fluoreszenz-Farbstoffe, die an Glukose-bindendes Protein bzw. Ligand gebun-
den sind, hat ebenfalls einen Einfluss auf die Glucose-Aktivitdt. Als besonders geeignet hat sich
eine Kombination aus elnem Rhodamin- und einem Oxazin-Farbstoff erwiesen. Fiir das ConA-
Dextran-System ist ein Rhodamin-Donor (z.B. ATTO590- oder ATTO610-Dextran, ROX-
Dextran) und ein Oxazin-Acceptor (z.B. ATT0Q655- oder ATTO680-ConA, Evoblue30-ConA)
besonders bevorzugt. Im Gegensatz zu dem herkémmlich verwendeten TMR-ConA / FITC-
Dextran-System (Xanthen — Rhodamin - Kombination) wird dadurch in Losung eine 2,1-fache
und in anreichernder Matrix sogar eine 2,6-fache Glucose-Aktivitit erhalten. Bei einem Rhoda-
min-Oxazin-Farbstoffpaar kann eine Heterodimer-Wechselwirkung zwischen den Farbstoffen

auftreten, welche die Glucose-Aktivitit verstirkt (s. Tabelle 5 und 6).

Tabelle 5: Finfluss der Farbstoffe

ATTO680 | TMR
ATTO590 | FITC

ConA-Farbstoff
Dextran-Farbstoff

DOL ConA

2,5%

2,3

Typ

nativ#

nativ
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Lasung, rel GA 2,4 1,17
c=0,5mgConA/g
Relative Aktivitit im Vergleich zu | 2,05 1
dem  herkGmmlichen  System
FITC/TMR
Matrix, rel GA 4,92 1,9
c=10mgConA /g
Relative Aktivitit im Vergleich zu | 2,59 1
dem  herkommlichen  System
FITC/TMR

entsprechenden Werte aufgrund der Erfahrungswerte mit PEG-ConA hochgerechnet:
FITC-Dextran mit 0,01 mol FS/mol UE, Massenverhéltnis Dex : ConA = 1:10

Tabelle 6: Einfluss der Farbstoffe

ATTO3590/ATTO680 | ROX/Evoblue30

Matrix, rel GA 2,55 2,1

¢c=10mg ConA/g

Natives ConA mit DOL = 1, Dextran mit 0,001 mol Farbstoff (FS) pro mol Dex-Untereinheit
(UE), Massenverhiltnis Dex : ConA =1:10

Beispiel 7: Bestimmung des Einflusses der Beschaffenheit der Hydrogelmatrix

Die Glucose-Aktivitdt ist auch abhingig von der Beschaffenheit der Hydrogel-Matix. Die
Hydrogel-Matrix kann aus einem Polymer oder aus einer Mischung von mehreren Polymeren
bestehen. Es hat sich eine Hydrogel-Matrix aus Alginat oder einer Mischung aus einem Alginat-
und Polyvinylalkohol-Hydrogel als vorteilhaft herausgestellt. Das Alginat-Hydrogel ermoglicht
durch seine Wechselwirkung mit dem ConA und dem Dextran die Anreicherung der Sensor-

komponenten in hohen Konzentrationen.

Das Pripolymer des 2. Hydrogels (z.B. PVA) kann in die Alginatkugeln eindringen und nach
seiner Vernetzung ein interpenetrating Network mit dem Alginat bilden. Die Maschenweite des

Interpenetrating Network beeinflusst die Beweglichkeit der Molekiile des Glukose-bindenden
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Proteins und des Liganden und somit auch die Glucose-Aktivitit. Die Maschenweite kann beein-
flusst werden durch die Art, das Molekulargewicht, den Feststoffgehalt des Polymers sowie den
Anteil an Vemnetzergruppen, welcher die Anzahl an Knotenpunkten bestimmt.

Ein geringerer Gehalt an Vernetzergruppen fithrt zu einer héheren Glucose-Aktivitit. Durch eine
Halbierung der Vernetzergruppen kann die Aktivitdt sogar um das 1,5-fache gesteigert werden.
Im Vergleich zu dem System in Ldsung kann somit ebenfalls eine 4,2-fache Verbesserung der

Glucose-Aktivitit erzielt werden, ohne eine Erhohung des Labelgrades am ConA (s. Tabelle 7).

Tabelle 7: Einfluss des Vernetzergehaltes

Vernetzergehalt | 0,486 0,33 0,26
(mmol/g)
rel GA 2,76 4,04 4,24

Natives ConA (13 mg/g) mit DOL = 1, Dextran mit 0,001 mol Farbstoff (FS) pro mol Dex-
Untereinheit (UE), Massenverhiltnis Dex : ConA = 1:10

Der Feststoffgehalt des Netzwerkes hat ebenfalls einen Einfluss auf die Glucose-Aktivitét. Je
héher der Feststoffgehalt umso geringer ist die Glucose-Aktivitit (s. Tabelle 8).

Tabelle 8: Einfluss des Feststoffgehaltes

FG 25% 30% 5% 40%
Pripolymer
rel. GA 2,87 2,76 2,48 1,96

Natives ConA (13 mg/g) mit DOL = 1, Dextran mit 0,001 mol Farbstoff (FS) pro mol Dex-
Untereinheit (UE), Massenverhiltnis Dex : ConA = 1:10
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Patentanspriiche

Verwendung eines Polymer-basierten Hydrogels bestehend aus zumindest einem wasser-
16slichen Polymer in einem Sensor zum Anreichem eines geldsten Glukose-bindenden
Proteins, wobei das zumindest eine Polymer in der Lage ist, mit dem Glukose-bindenden
Protein zu interagieren und wobei das Glukose-bindende Protein in einem Komplex mit

einem Liganden vorliegt.

Verwendung nach Anspruch 1, wobei der Ligand des Glukose-bindenden Proteins ein
Oligosaccharid, ein glykosyliertes Markromolekiil oder ein glykosylierter Nanopartikel

ist.

Verwendung nach einem der Anspriiche 1 oder 2, wobei das geloste Glukose-bindende
Protein in einer im Vergleich zu einer wissrigen Losung mindestens 5-fach, mindestens

10-fach, mindestens 15-fach oder mindestens 20-fach erhohte Konzentration vorliegt.

Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, wobei das zumindest eine Polymer aus-
gewihlt ist aus der Gruppe bestehend aus: Alginaten, Sepharose, Hyaluronsiure,

Chitosan, und Caragenanen.

Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 4, wobei das Polymer-basierte Hydrogel
eine erste Hydrogelmatrix aus Alginat umfasst und eine zweite Hydrogelmatrix, die in-

nerhalb der ersten Hydrogelmatrix ein interpenetrierendes Netzwerk ausbildet.

Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 5, wobei das Glukose-bindende Protein
ausgewiihlt ist aus der Gruppe bestehend aus: Lektinen, Enzymen, die Glukose als Sub-
strat binden, Antikorpern, die spezifisch Glukose erkennen, und Aptameren, die spezi-

fisch Glukose erkennen.

Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 6, wobei das Glukose-bindende Protein

Concanavalin A ist.
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Verwendung nach Anspruch 7, wobei die Concanavalin A-Konzentration gréfier als 0,5

mg/(g Polymer) ist.

Verwendung nach Anspruch 8, wobet die Concanavalin A-Konzentration zwischen 2 und

60 mg/(g Polymer) licgt.

Verwendung nach einem der Anspriiche 7 bis 9, wobei das Concanavalin A durch chemi-
sche Modifikation eine im Vergleich zu unmodifiziertem Concanavalin A erhéhte Was-

serloslichkeit aufweist.

Verwendung nach Anspruch 10, wobei-die Modifikation ausgewdhlt ist aus der Gruppe

bestehend aus: Pegylierung, Acetylierung, Succinylierung und Polyoxazolinylierung.

Verwendung nach einem der Anspriiche 2 bis 11, wobei das Glukose-bindende Protein
mit einem Oxazin-Farbstoff verkniipft und der Ligand des Glukose-bindenden Proteins

mit einem Rhodamin-Farbstoff verkniipft ist.

Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 12, wobei der Sensor zur Bestimmung des

Glukosegehalts eingesetzt wird.

Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 12, wobei der Sensor zur Diagnose eines

gestorten Glukosemetabolismus eingesetzt wird.

Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 12, wobei der Sensor fiir die Bestimmung
der Notwendigkeit einer therapeutischen Mafinahme bei einem Patienten mit gestortem

Glukosemetabolismus eingesetzt wird.



