BIOTEKNOLOGI
Glukosesensorer

— centralt i behandling of diabetes

En glukosesensor kan redde hverdagen for diabetikere, og mindske risikoen for

folgesygdomme

Af Jon Stefan Hansen, ph.d.-studerende, Kemisk Institut, Kobenhavns Universitet, Thomas Hoeg-Jensen, ph.d., Novo Nordisk A/S og

Jorn B. Christensen, lektor, Kemisk Institut, Kobenhavns Universitet

En Marsbar gger energien, nar blodsukkeret er lavt, som om
eftermiddagen, hvor man har travit med at skrive pa sin opgave.
Sukker er kroppens braendstof, men virker kun opkvikkende,
nar koncentrationen i blodet kontrolleres af hormonet insulin.

Sukkersyge eller diabetes er en kronisk sygdom, hvor sukker-
koncentrationen varierer ukontrolleret. Forhgjet blodsukker (hy-
perglykaemi) kan resultere i ketoacidose, hvor pH i blodet falder.
For lavt blodsukker kan resultere i hypoglykeemi, i besvimelse
og i veerste tilfeelde dgd. Konsekvensen af forhgjet blodsukker
over flere ar er skade pa kroppens organer. Det kan resultere i
hjertekarsygdomme, nyresvigt, tab af falesansen i arme og ben
og kan ngdvendiggere amputation.

Koncentrationen af blodsukker kan svinge 2-30 mM i type 1
og 3-20 mM i type 2 diabetikere, og hyppige blodsukkertjek til-
lader en passende dosering af insulin og andre antidiabetika.
Tatovering af en fluorescerende sensor i underhuden pa sukker-

Figur 1. Fiktiv graf der viser fluktuationen af blodsukker hos en type 1
diabetespatient (red) og hos en rask person (gran).

sygepatienten er skansom. Sensoren skal have hgj falsomhed,
og kunne méle selv sma &ndringer af sukkerkoncentrationen.
En sensor baseret pa boronsyrer skal specifikt genkende p-glu-
kose, der er det dominerende sukkerstof i blodbanen.

Fluorescerende arylboronsyrer

Der findes mange typer kulhydratsensorer baseret pa boronsyrer
[4], men her fokuseres der udelukkende pa de fluorescenshase-
rede sensorer. De bestar af en fluorofor, der er koblet kovalent
til en receptor. Ved binding af en ligand, skal de elektroniske
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egenskaber pavirkes i sensoren, sa der sker et markant skift i
absorptions- og emissionshéndene.

Figur 2. Typisk design af fluorescerende sensor. | situation A &ndrer
absorptions- og emissionsbandet sig, hvilket resulterer i et farveskift. |
situation B fjernes den indbyggede quencher, der virker som kontakt ved
ligandbinding, og sensoren gar fra “slukket” til “teendt”.

Sensoren kan indeholde en quencher, som deemper fluorescen-
sen indtil en passende ligand binder til receptoren og derved
displacerer quencheren.

Den farste fluorescerende glukosesensor blev rapporteret
i 1992 [2]. Den var baseret pa anthracen, og den reducerede
emissionsintensiteten ved tilseetning af et saccharid. £ndringen
menes at skyldes gget rehybridisering af boronsyren. Boron-
syreesteren er en steerkere Lewis-syre end boronsyren selv, og
derfor foreligger den i hgjere grad som boronat. Dette resultat
blev i 1959 kvalitativt fremlagt ved undersggelser af forskellige
sacchariders binding til phenylboronsyre [3].

Fluorescenssensorer uden quencher

Der er syntetiseret en raekke fluorescerende sensorer baseret
pé stilben med forskellige elektrondonor- og elektronacceptor-
grupper [4]. De betegnes i det falgende som donor- og accep-
torgrupper. Formalet er at opna det starste skift i balgeleengden
for de opnaede fluorescenshand. Det gares ved binding af en
saccharid-ligand.

Den neutrale boronsyre har acceptoregenskaber, mens det
anioniske boronat har donoregenskaber. Disse egenskaber af
boronsyrefunktionen kan kontrolleres ved justering af pH. Ved
at koble en donor pa 4’-positionen, sdsom en dimethylamino-
gruppe, vil der ved et givent pH-interval veere et donor-accep-
torpar, hvor der kan ske intern ladningsoverfarsel.

Denne effekt medfarer, at en anslaet elektron kan relaxere,
hvilket forarsager et rgdskift i fluorescensemissionen. Ved
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Figur 3. Stilbenbaserede boronsyrer, hvor R-gruppen er enten donor eller acceptor.
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Figur 4. Til venstre findes donor-acceptorpar og til hgjre to donorer i samme molekyle, ved binding af en saccharid-ligand.
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Figur 5. Til venstre findes to acceptorer og til hgjre donor-acceptorpar i samme molekyle, ved binding af en saccharid-ligand. Denne sensor binder bade p-glukose
og p-fruktose med ligevaegtskonstanter, der er ca. 4 gange sé store som sensoren i figur 4.

binding af en saccharid-ligand, vil boronsyren omdannes til det ~ Ved at indbygge en acceptor, f.eks en cyanogruppe i 4’-positio-
korresponderende boronat. Tilstedeveerelsen af to donorgrupper  nen, vil sensoren indeholde to acceptorgrupper ved et givent

i samme molekyle medfarer et blaskift af fluorescensemissio- pH-interval. Ved binding af et saccharid vil boronatet dannes,
nen. Det skyldes, at den anslaede elektron ikke kan relaxere pa  saledes at der opnas et donor-acceptorpar. Sa sker et rgdskift i
samme made som far, hvor der var bade donor- og acceptor- emissionen, som fglge af at den starste relaxation af den ansla-
egenskaber i det samme molekyle. ede elektron sker med béde donor og acceptor i molekylet.

For sensoren i figur 4 er ligeveegtskonstanten for binding til D-
glukose og D-fruktose bestemt til henholdsvis 10 M* og 400 M*  Fluorescenssensorer med indbyggede quencher
i en fosfatbuffer ved pH 8, der overvejende bestéar af methanol. Den indbyggede quencher i en boronsyrebaseret sensor, kan
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Figur 6. Anthracenbaseret system, hvor binding af et kulhydrat medfarer stor forggelse af fluorescensemission.
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Figur 7. Videreudvikling af det anthracenbaserede system, hvor designet er indrettet til selektiv binding af D-glukose.

veere en ortho-methylaminogruppe, da det frie elektronpar i
aminer kan guenche fluorescens.

Der er blevet udviklet et anthracenbaseret system, der ved
kulhydratbinding gger fluorescensen markbart [5].

Ved kulhydratbinding opnas en boronsyreester, der er en ster-
kere Lewis-syre end boronsyren og derfor i hgjere grad er pa sin

En blodsukkertest foretages pa en bloddrabe. Denne placeres
pa en elektrokemisk biosensorstrimmel, der maler koncentra-
tionen af sukker via en enzymatisk reaktion med glukoseoxi-
dase.[9,10] Besveeret kan undgas ved adgang til non-invasive
metoder.
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tetraedriske boronatform. Disse forhold ger det mere favorabelt
for det frie elektronpar pa nitrogen at danne en nitrogen-bor-
binding, da geometrien af boronatet ikke andrer sig. Dermed er
det frie elektronpar ikke lzeengere tilgeengeligt og kan ikke quen-
che fluorescensen - sensoren er “teendt”.

Videreudvikling af det anthracenbaserede system til et
diboronsyresystem, har resulteret i selektivitet for binding af
D-glukose [6]. Systemet fluorescerer farst ved binding af fire
hydroxygrupper. Farst da vil begge aminogrupper indgé i en
nitrogen-bor-binding.

Denne sensor har meget stor affinitet for b-glukose ift. D-fruk-
tose (ca. en stgrrelsesorden) i den anvendte methanol/vandige
buffer ved fysiologisk pH.

Den achirale anthracenbaserede diboronsyre er blevet resyn-
tetiseret og undersggt under de samme betingelser som beskre-
vet [7]. Det er pavist, at det er furanoseformen af p-glukose, der
er bundet, snarere end pyranoseformen som tidligere foreslaet.
Pyranoseformen findes kun i meget kort tid ved binding under
helt vandfri betingelser.

Efterfalgende er der udviklet diboronsyrer med binaphtholgrup-
per [8], der ud over at fungere som fluoroforer ogsa er chirale.
Chiraliteten kan favorisere binding af en type kulhydrat frem for et
andet. Eksempelvis observeres der en tydelig bindingsforskel mel-
lem de udviklede sensorer og henholdsvis D- og L-glukose.
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Arylboronsyrer bruges ofte i kulhydratgenkendelse, da de er
sma og fleksible ssmmenlignet med andre klasser af kulhy-
dratbindere, sdsom lectiner eller syntetiske makrocycliske
forbindelser.

Arylboronsyrer undergér spontant og reversibelt esterdannelse
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ved reaktion med 1,2-dioler eller 1,3-dioler [3]. Den optimale
bindingsaffinitet opnas, nar arylboronsyren foreleegger som sin
korresponderende base, arylboronatet. Det betyder, at syrestyr-
keeksponenten for boronsyren skal veere mindre end pH i det
medium, den er i kontakt med, for at bindingen bliver optimal.
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Perspektiv
Designet af kulhydratsensorer er en syntetisk udfordring, fordi
kulhydrater er polyoler, der indeholder chirale centre. Det gar
det sveert at tune egenskaberne af en given kulhydratbinder. |
blodbanen findes foruden p-glukose ogsa D-fruktose og
L-laktat, der vil kunne binde til en boronsyrebaseret sensor. For
monoboronsyrer er der en preeference for binding af b-fruktose
frem for D-glukose. Det udger et praktisk problem, selvom
D-glukose er det dominerende kulhydrat i blodbanen (x 5 mM)
sammenlignet med D-fruktose (< 0.1 mM, selv efter et frukto-
serigt maltid). Praeferencen for binding af p-fruktose menes at
ske fordi D-fruktose kan binde tridentat, mens D-glukose kun
binder bidentat.

En optisk D-glukosesensor letter hverdagen for en sukker-
sygepatient, fordi den overfledigger udtagning af en drabe
blod. Monitorering af glukose i blodbanen kan ske ved at

Optisk maling af blodglukose via en fluorescerende sensor i
en kontaktlinse. Koncentrationen af glukose i tarer er ca. 10
gange lavere end i blod. Kontaktlinsen korrigerer samtidig
synet hos mange diabetikere, der har nedsat syn, angiveligt
pga. glykosylering af proteiner i blodbanen.

méle direkte pa proben via en fiber, som sidder i huden (s
lys ikke skal gennemtrange huden). Dette koncept bruges
af Glumetrics, fordi synligt lys i nogen grad absorberes af
huden.

Der er endnu nogle barrierer, der skal overkommes. Eksem-
pelvis indeholder mange sensorer ikke szrligt hydrofile grup-
per, hvilket er en ulempe, nar de skal veere i kontakt med blodet.
Dertil kommer udfordringen med fotostabilitet, idet sensoren
med tiden nedbrydes ved lyspavirkning. Ugnsket oxidation er et
andet praktisk problem.
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