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(57) Abstract: The invention relates to a
porous, non-particulate, polysaccharide
matrix having convective permeability onto
the surface of which a grafted polymer
from at least one ethylene monomer com-
pound having functional groups is attached,
the polysaccharide matrix being produced

-1 Beispiel 4, 5

by grafting a porous, non-particulate, poly-
saccharide starting matrix having convecti-

—2 Beispie! 1,11 o1 -
—3 Beispiel 1, 5 ve permeability with the at least one ethyle-
A ne monomer compound in the presence of

an organic acid having at least one car-
boxylic acid group and/or at least one aci-
dic XH group with X =-0O, -S, or -N and a
transition metal compound or lanthanoide
compound. The polysaccharide matrix ac-
cording to the invention is characterized by
a high protein binding capacity. The inven-
tion further relates to methods for produ-
cing the polysaccharide matrix and to a use
of the polysaccharide matrix for material
separation.

(57) Zusammenfassung:
[Fortsetzung auf der néichsten Seite]
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Die Ertindung betritft eine pordse, nicht partikulédre, konvektiv permeable Polysaccharidmatrix, auf deren Oberfléche ein aufge-
pfropttes Polymer aus mindestens einer ethylenischen Monomerverbindung mit funktionellen Gruppen fixiert ist, wobei die Poly-
saccharidmatrix durch Pfropfen einer pordsen, nicht partikuldren, konvektiv permeablen Polysaccharid-Ausgangsmatrix mit der
mindestens einen ethylenischen Monomerverbindung in Anwesenheit einer organischen Séure mit mindestens einer Carbonséure-
gruppe und/oder mindestens einer aciden XH-Gruppe mit X = -O, -S, oder -N und einer Ubergangsmetall- oder Lanthanoidverbin-
dung hergestellt ist. Die erfindungsgemailie Polysaccharidmatrix zeichnet sich durch eine hohe Proteinbindungskapazitit aus. Wei-
terthin betrifft die Erfindung Vertahren zur Herstellung der Polysaccharidmatrix und eine Verwendung der Polysaccharidmatrix
zur Stofftrennung.
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Polysaccharidmatrix mit aufgepfropftem Polymer, Verfahren zu ihrer Herstellung
und Verwendung

Beschreibung

Die vorliegende Erfindung betrifft eine pordse, nicht partikulédre, konvektiv permeable
Polysaccharidmatrix, auf deren Oberfldche ein aufgepfropftes Polymer aus mindestens
einer ethylenischen Monomerverbindung mit funktionellen Gruppen fixiert ist, wobei
die Polysaccharidmatrix durch Pfropfen einer pordsen, nicht partikuldren, konvektiv
permeablen Polysaccharid-Ausgangsmatrix mit der mindestens einen ethylenischen
Monomerverbindung mit funktionellen Gruppen in Anwesenheit einer organischen
Siure mit mindestens einer Carbonsduregruppe und/oder mit mindestens einer aciden
XH-Gruppe mit X = -O, -S, oder -N und einer Ubergangsmetall- oder Lanthanoid-
verbindung hergestellt ist, sowie Verfahren zur Herstellung der Polysaccharidmatrix

und die Verwendung einer derartigen Polysaccharidmatrix.

Die Filtration, Aufreinigung oder Entfernung von Biomolekiilen wie Proteinen,
Aminosduren, Nukleinsduren, Viren oder Endotoxinen aus fliissigen Medien ist von
grolem Interesse fiir die biopharmazeutische Industrie. Pordse, nicht partikuldre
Polysaccharidmatrizen, insbesondere in Form von Adsorptionsmembranen, werden vor
allem in solchen Prozessen eingesetzt, bei welchen die Adsorbenden in der fliissigen
Phase in sehr geringen Konzentrationen in Relation zur Kapazitiat der Matrix vorliegen,
so dass, bezogen auf die Flacheneinheit der Matrix, bis zur Erschdpfung der Kapazitét
ein groBes Volumen der flissigen Phase verarbeitet werden kann. Eine typische
Applikation ist die Adsorption von Desoxy- und Ribonucleinsduren (RNS und DNS),
Viren, Wirtszellproteinen und Endotoxinen, um diese Kontaminanten aus antikor-

perhaltigen Losungen mit positiv geladenen Membranen zu entfernen.
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Die offene Porenstruktur dieser Membranen erlaubt die Adsorption von groflen
Adsorbenden im Poreninneren. Bei konventionellen Gelen ist die Adsorption in diesen
Fillen auf die duBere Partikeloberfldche limitiert. Daher werden Membranen vor allem
bei der Aufreinigung von groflen Adsorbenden wie DNS, RNS, Blutfaktor FVIII und
Viren erfolgreich eingesetzt. Die kleinere innere Oberfliche der Membranen und die
daraus resultierende niedrigere Kapazitit ist bei der Adsorption von kleineren

Adsorbenden jedoch im Vergleich zu Chromatographiegelen von Nachteil.

Aus DE 39 29 648 C1 und EP 0 490 940 BI1 sind Verfahren fiir die Pfropfung auf
stickstoffhaltige Polymere, insbesondere Polyamide, bekannt. Sie beruhen darauf, dass
der Wasserstoff von NH-Gruppen der Polymere durch ein Halogen, bevorzugt durch ein
Chloratom aus organischen Hypohalogeniten, organischen N-Halogenverbindungen
oder Tetrachlormethan substituiert wird, wobei nachfolgend durch Reaktion mit einem
Reduktionsmittel eine Stickstoff-Radikalbildung erfolgt. Auf die radikalischen Stick-
stoff-Zentren kénnen dann beliebige ethylenische Monomere aufgepfropft werden. Der
Nachteil dieser nach diesen Verfahren hergesteliten Membranen, die sich an sich
bewihrt haben, ist, dass sie deutlich niedrigere hydraulische Permeabilititen als die

Ausgangsmembran aufweisen.

In EP 0 527 992 Bl wird deshalb zur Lésung des Problems der verminderten hy-
draulischen Permeabilitit vorgeschlagen, dass Membranen aus einem ersten Polymer (z.
B. Cellulosehydrat, Polyvinylidendifluorid (PVDF) oder Cellulosehydrat) mit einer
Losung eines zweiten Polymers, bevorzugt eines N-chlorierten Nylonderivates,
beschichtet werden und nachfolgend mit der so beschichteten Membran eine
Aufpfropfung von ethylenischen Monomeren durchgefiihrt wird. Nachteil dieses
Verfahrens ist, da} die ethylenisch ungeséttigten Monomere nicht direkt auf das erste
Polymer aufgepfropft werden konnen und die strukturelle Voraussetzung fiir die
Pfropfungsreaktion somit die Beschichtung des ersten Polymers mit der Losung des
zweiten Polymers ist, bevor die Pfropfung erfolgen kann. Dieses Verfahren ist wegen

der Vielzahl seiner Einzelschritte kompliziert und kostenintensiv.
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Ionenaustauscher auf Basis von hydroxylgruppenhaltigen Triagern (z.B. Fractogel®-TSK
der Fa. Merck), auf deren Oberfliche epoxidgruppenhaltige Methacrylsdurederivate
aufgepfropft sind, sind aus EP 0 722 360 Bl bekannt. Die Epoxidgruppen des
aufgepfropften Polymers konnen nachfolgend durch NH- oder OH-gruppenhaltige

Reagentien zu vicinalen Diol- oder 1,2-Aminoalkoholfunktionen umgesetzt werden.

EP 0 337 144 B1 offenbart hydroxylgruppenhaltige Tréger, an deren Oberfliche durch
Pfropfpolymerisation herstellbare Polymere kovalent gebunden sind, welche als
Wiederholungseinheit die Einheit [-CR'R“-CR'Y]n mitY = -C02R4, -CN, -CHO, -OH,
-CH,NH, oder -CH,NR’R® aufweisen. Die Tridger werden zur Fraktionierung von
Immunoglobulinen in Humanserum und in Maus-Ascites-Fliissigkeit mit monoklonalen

Antikorpern eingesetzt.

EP 1 163 045 Bl offenbart ein Herstellungsverfahren fiir kationisch modifizierte
Membranen, bei welchem eine mikropordse Ausgangsmembran, bevorzugt aus
Polyethersulfon, mit einer Beschichtung versehen wird, wobei die Beschichtung
hergestellt wird durch Vernetzen einer Zusammensetzung, welche ein Diallylamin-
Copolymer mit Epoxy-Gruppen und kationischen Gruppen, ein Polyalkylenamin und
eine aminreaktive Verbindung mit einer kationischen Gruppe umfasst. Bei der
aminreaktiven Verbindung handelt es sich bevorzugt um Glycidylverbindungen mit

Ammoniumgruppen.

EP 1 614 459 Bl offenbart ein Herstellungsverfahren fiir kationisch modifizierte
Membraneﬁ, bei welchem eine mikropordse Ausgangsmembran, bevorzugt aus
(optional hydrophilem) Polyethersulfon, mit einem Gemisch aus einem Copolymer aus
Diallylamin, aus einem Diallyldialkylammoniumhalogenid und einem Acrylsdure-
monomer mit quartiren Ammoniumgruppen behandelt wird und durch Tempern in die

kationisch modifzierte Membran tiberfiihrt wird.

EP 0 538 315 B1 offenbart eine pordse Matrix bestehend aus einem pordsen Triager mit
Schwammstruktur, der auf seiner inneren und duferen Oberfliche eine aufgepfropfie

Polymerschicht mit funktionellen Gruppen aufweist, wobei die Polymerschicht durch
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eine mit der Matrix in Kontakt stehende, fliissige Phase derart solvatisierbar ist, dal} sie
einstellbare Anteile des Porenvolumens des porésen Trigers einnehmen kann. Als
Vorldufer fiir den pordsen Triger werden stickstoffhaltige Polymere eingesetzt, z. B.
Nylonderivate oder mit Nylonderivaten beschichtetes Cellulosehydrat, auf welche iiber
N-Cl-Gruppen als reaktive Zentren Monomere, z. B. in Form eines Gemisches aus

Hydroxyethylmethacrylat und Glycidylmethacrylat, aufgepfropft werden.

Y. Chen et al. offenbaren in ,,Polymer Composites”, Bd. 28, 2007, Seiten 47-56, die
Herstellung eines Pfropfcopolymers aus Maisstirke und Acrylamid als aufzu-
pfropfendem Monomer in Anwesenheit eines Gemisches aus Cer-(IV)-ammoniumsulfat
als Pfropfungsinititator und Zitronensaure. Fiir eine effiziente Pfropfung auf die Mais-
stirke ist nach IR-spektroskopischen Untersuchungen der Autoren dabei die oxidative
Ringspaltung der Hexose-Bausteine der Maisstirke essentiell, wobei nachfolgend durch

Reaktion mit Ce**-Kationen radikalische Kohlenstoffatome im Polymerriickgrat der

. Stirke fiir die Umsetzung mit Acrylamid generiert werden.

EP 1 386 660 B1 offenbart Verfahren zur Isolierung von Immunoglobulinen aus
Immunoglobulingemischen im pH-Bereich von 2 bis 10, bei welchen eine Matrix M-
SP1-L eingesetzt wird, die jeweils eine Mehrzahl an variablen, funktionellen Gruppen
SP1-L aufweist. M ist hierbei eine Chromatographieausgangsmatrix, an welche iiber
Abstandshalter SP1 Liganden L gebunden sind, deren Molekulargewicht héchstens 500
Dalton betrigt. Die Liganden L sind bevorzugt ausgewdhlt aus der Gruppe der mono-
oder bicyclischen (hetero)aromatischen Verbindungen, die optional acide Gruppen

tragen konnen.

EP 0 921 855 B1 offenbart gleichfalls Verfahren zur Isolierung von Immunoglobulinen
aus Immunoglobulingemischen im pH-Bereich von 2 bis 10, bei welchen eine Matrix M
eingesetzt wird, an welche die funktionelle Gruppe SP1-L gebunden ist. Der Ligand L,
welcher durch einen Abstandshalter SP1 an die Matrix M gebunden ist, ist ausgewéhlt
aus der Gruppe der Benzimidazole, Benzothiazole und Benzoxazole. Der Ligand L kann
optional an seinem bicyclischen, heteroaromatischen Rest acide Gruppen, wie Sulfon-

oder Carbonsduresubstituenten tragen.
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EP 1 718 668 Bl offenbart ein Verfahren zur Abtrennung von Antikdrpern von
mindestens einer Kontaminante in einer Losung, bei welchem ein Chromatographieharz
verwendet wird, auf welchem ausschlieBlich multimodale Liganden immobilisiert sind.
Multimodale Liganden sind hierbei Liganden, welche mindestens zwei verschiedene (d.
h. eine ionogene und eine hydrophobe Interaktion) Bindungswechselwirkungen mit den
abzutrennenden Komponenten eingehen konnen. Die Liganden weisen fiir diese beiden
Bindungswechselwirkungen kationenaustauschende Gruppen und zumindest ein

(hetero)aromatisches Ringsystem auf.

Der vorliegenden Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, eine pordse, nicht partikulére,
konvektiv permeable Polysaccharidmatrix bereitzustellen, auf deren Oberfldche ein auf-
gepfropftes Polymer fixiert ist und die sich durch eine hohe Proteinbindungskapazitit
auszeichnet, sowie kostengiinstige und effiziente Verfahren zur Herstellung dieser Poly-
saccharidmatrix bereitzustellen. Ferner soll eine Verwendung der Polysaccharidmatrix

zur Stofftrennung vorgeschlagen werden.

Diese Aufgabe wird gelost durch die erfindungsgeméBe Polysaccharidmatrix nach
Anspruch 1, die Verfahren zu ihrer Herstellung nach den Anspriichen 13 und 14 und
durch die Verwendung der erfindungsgeméfen Membran nach Anspruch 18 zur Stoff-

trennung.

Insbesondere wird eine pordse, nicht partikuldre, konvektiv permeable Poly-
saccharidmatrix, auf deren Oberfliche ein aufgepfropftes Polymer aus mindestens einer
ethylenischen Monomerverbindung mit funktionellen Gruppen fixiert ist, bereitgestellt,
welche durch Pfropfen einer porosen, nicht partikuldren, konvektiv permeablen
Polysaccharid-Ausgangsmatrix mit der mindestens einen ethylenischen Monomer-
verbindung mit funktionellen Gruppen in Anwesenheit einer organischen Saure mit
mindestens einer Carbonséuregruppe und/oder mit mindestens einer aciden XH-Gruppe
mit X = -0, -S, oder -N und einer Ubergangsmetall- oder Lanthanoidverbindung zur
Erzeugung eines auf die Polysaccharid-Ausgangsmatrix gepfropften Polymers mit

funktionellen Gruppen hergestellt ist.
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Im Rahmen der vorliegenden Erfindung werden unter einer pordsen, nicht partikuldren
Polysaccharidmatrix offenporige Schaume oder mikropordse Membranen, die jeweils
ein Polysaccharid umfassen, verstanden. Bevorzugt sind mikropordse Membranen mit
einer schwammartigen Struktur, die aus einem zusammenhéngenden rdumlichen System
von Poren bestehen und daher im Verhéltnis zu ihrem Strdmungswiderstand eine hohe
spezifische Oberflache aufweisen. Die typische Schichtdicke der als Polysaccharid-
matrix verwendbaren mikropordsen Membranen liegt im Bereich zwischen 50 und
500 um, vorzugsweise zwischen 100 und 300 um. Es sind mittlere Porengréflen im
Bereich von 0,01 bis 20 um bevorzugt, besonders bevorzugt von 0,1 bis 15 pm und am
meisten bevorzugt im Bereich von 0,4 bis 10 um, wobei die mittlere Porengrofie mit
einem Coulter-Porometer des Typs ,,Capillary Flow Porometer 6.0“, CAPWIN Software
System, Fa. Porous Materials Inc., bestimmt wird. Derartige Membranen kénnen eben
oder zylindrisch ausgebildet sein. Zylindrische Membranen werden als Membran-
hohlfasern, Membrankapillaren oder Membranschlduche bezeichnet. Bevorzugt im
Rahmen der Erfindung sind Flachmembranen, wobei in Wickel- oder Stapelmodule

integrierte Adsorptionsmembranen besonders bevorzugt sind.

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung soll unter einer konvektiv permeablen
Polysaccharidmatrix eine Polysaccharidmatrix verstanden werden, bei welcher durch
Einwirken einer hydraulischen Druckdifferenz eine konvektive Durchstrémung mit
einem Adsorbenden enthaltenden Medium erreicht wird, wodurch anstelle eines rein
diffusen Stofftransports des oder der Adsorbenden in Richtung eines Konzentra-
tionsgradienten ins Innere der Matrix ein konvektiver Stofftransport erreicht wird, der

bei hohem Durchfluss sehr viel rascher als ein diffusiver Stofftransport erfolgt.

Dadurch kann ein den partikuldren Matrizen (z. B. Chromatographiegelen) inhdrenter
Nachteil, der als Diffusionslimitierung bezeichnet wird, vermieden werden. Dieser
Nachteil besteht darin, dass mit zunehmender Partikelgrofle der Matrix und mit
zunchmender Molmasse des Adsorbenden die erforderliche Zeit zur Einstellung des Ad-
sorptionsgleichgewichts erheblich zunimmt, was sich in einer Verschlechterung der

Kinetik auswirkt.
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Bei einer bevorzugten Ausfithrungsform besteht die Polysaccharid-Ausgangsmatrix aus
Polysaccharid, wahrend sie bei einer weiteren Ausfithrungsform ein poroser Tréger mit
einer Polysaccharidbeschichtung ist.

Bei diesen beiden Ausfiihrungsformen ist das Polysaccharid ausgewdihlt aus der Gruppe,
bestehend aus Celluloseestern, Celluloseethern, Cellulosehydrat, Agarose, Chitin,
Chitosan, Dextran oder Kombinationen davon. Optional kénnen die vorgenannten Poly-
saccharide vernetzt sein.

Besonders bevorzuge Polysaccharide sind Celluloseester, insbesondere Cellulose-
monoacetat, Cellulosediacetat, Cellulosetriacetat, Cellulosepropionat, Cellulosebutyrat,
Celluloseacetobutyrat oder Cellulosenitrat, Celluloseether, insbesondere Methylcellu-
lose oder Ethylcellulose, sowie Gemische davon, wobei Celluloseacetate, insbesondere

Cellulosediacetat, am meisten bevorzugt sind.

Bei der vorgenannten Ausfithrungsform eines pordsen Trigers mit einer Polysac-
charidbeschichtung ist der pordse Triger bevorzugt mikropords und besteht aus einem
Polymer, welches ausgewdhlt ist aus der Gruppe, bestehend aus Polyamid,
Poly(ether)sulfon, Polyvinylidendifluorid, Polyacrylnitril, Polyvinylchlorid, Polypro-

pen, Polyethen, Polytetratluorethen, deren Copolymeren oder Gemischen davon.

Auf der Oberfliche der erfindungsgeméBen, porésen Polysaccharidmatrix ist ein
aufgepfropftes Polymer aus mindestens einer ethylenischen Monomerverbindung mit
funktionellen Gruppen fixiert, wobei unter Oberfliche der pordsen Matrix sowohl die
innere Oberfliche, d. h. die Poreninnenwandflédchen, als auch die du3ere Oberfliche, d.

h. die duBeren Flichen der porésen Matrix, verstanden werden.

Bevorzugt ist das auf die Polysaccharid-Ausgangsmatrix aufgepfropfte Polymer aus
mindestens einer ethylenischen Monomerverbindung gebildet, welche ein (Meth)Acryl-
sdurederivat ist und deren funktionelle Gruppen ionogene, bzw. in ionogene Gruppen

iiberfiihrbare, hydrophobe und/oder Epoxid-Gruppen sind.

Im Sinne der vorliegenden Erfindung sind besonders ethylenische Monomerver-

bindungen, ausgewihlt aus der Gruppe bestehend aus Styrol, alpha-Methylstyrol, 4-
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Ethoxystyrol, 3,4-Dimethoxystyrol, 4-Benzyloxy-3-methoxystyrol, Fluorstyrol, Chlor-
methylstyrol,  4-tert-Butylstyrol,  Vinylanisol, = 4-Vinylbenzoesdure, 4-Vinyl-
benzylchlorid, Vinylanilin, N,N-Dimethylvinylbenzylamin, Vinylbenzyltrimethyl-
ammoniumchlorid, 4-Vinylbiphenyl, 2-Vinylnaphthalin, N-(Isobutoxyme-
thyl)acrylamid, N-(Butoxymethyl)acrylamid, N-tert-Butylacrylamid, N,N-Dimethyl-
acrylamid, N-Isopropylacrylamid, N-Phenylacrylamid, N-[Tris(thydroxymethyl)me-
thyl]Jacrylamid, Benzyl-2-propylacrylat, Ethylenglycolphenyletheracrylat, Hexylacrylat,
Isooctylacrylat, Tetrahydrofurylacrylat, 2,2,3,3,4,4,5,5,6,6,7,7-Dodeca-
fluorheptylacrylat, Benzylmethacrylat, Butylmethacrylat, 3-Chlor-2-hydroxypropyl-
methacrylat, Cyclohexylmethacrylat, Ethylenglycolphenylethermethacrylat, 2-(Methyl-
thio)ethylmethacrylat, Phenylmethacrylat, Poly(propylenglycol)methacrylat, Allylben-
zylether, Vinylpyridin, Vinylacetat, [Poly(ethylenglycol)y]monomethacrylat oder
Kombinationen davon, bevorzugt. Diese vorgenannten Monomere weisen als funk-
tionelle Gruppen, die auch das auf die Polysaccharidmatrix aufgepfropfte Polymer

aufweist, hydrophobe Gruppen auf.

Bei einer weiteren bevorzugten Ausfilhrungsform der erfindungsgeméflien Membran
wird fiir ihre Herstellung mindestens eine ethylenische Monomerverbindung verwendet,
welche als funktionelle Gruppen ionogene bzw. in lonen iberfiihrbare Gruppen,
bevorzugt Sduregruppen, umfafit. Bevorzugt sind insbesondere Acrylsdure, Meth-
acrylsdure, 2-Acrylamidoglycolsdure, 2-Acrylamido-2-methyl-1-propansulfonsdure, (3-
Acrylamidopropyl)trimethylammoniumchlorid, N,N-Dimethylacrylamid, N-[3-
(Dimethylamino)propyl]methacrylamid,  [2-(Acryloyloxy)ethyl]trimethylammonium-
chlorid, Diallyldimethylammoniumchlorid, 2-Carboxyethylacrylat, 2-(Dimethyl-
amino)ethylacrylat, 2-Aminoethylmethacrylat, 2-(Diethylamino)ethylmethacrylat, [3-
(Methacryloylamino)propyl]dimethyl(3-sulfopropyl)ammoniumhydroxid, [3-(Meth-
acryloylamino)propyl]trimethylammoniumchlorid, [3-(Acryloylamino)propyl]trime-
thylammoniumchlorid [2-(Methacryloyloxy)ethyl]trimethylammoniumchlorid, 1-(3-
Sulfopropyl)-2-vinylpyridiniumhydroxid, Sulfoethyl(meth)acrylat, Sulfopropyl-
(meth)acrylat, Vinylsulfonsédurederivate, Styrolsulfonsédurederivate oder Kombinationen

davon.
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Bei einer weiteren Ausfiihrungsform ist die erfindungsgeméfle Membran hergestellt
unter Verwendung von mindestens einer ethylenischen Monomerverbindung, welche als
funktionelle Gruppen polare, nicht ionogene Gruppen umfasst, insbesondere
Hydroxypropyl(meth)acrylat,  3-(Meth)Acryloylamino-1-propanol,  4-Hydroxybu-
tyl(meth)acrylat, 2-Hydroxy-3-phenoxypropylacrylat, 2-Hydroxyethyl(meth)acrylat,

Glycerolmonomethacrylat, Vinylpyrrolidon, Vinylalkohol oder Kombinationen davon.

Eine weitere bevorzugte ethylenische Monomerverbindung im Sinne der vorliegenden
Erfindung umfaft als funktionelle Gruppen Epoxidgruppen, die nachfolgend mit Nu-
cleophilen umgesetzt werden kdnnen. Besonders bevorzugt sind Glycidylacrylat und

Glycidylmethacrylat.

Bei einer weiteren Ausfiihrungsform der Erfindung ist die erfindungsgeméf3e Membran
hergestellt aus mindestens einer ethylenischen Monomerverbindung, welche als
funktionelle Gruppen vernetzungsfihige Gruppen umfaflit, die nach Aufpfropfen des
ethylenischen Monomers auf die Ausgangsmatrix eine Vernetzung des aufgepfropften
Polymers ermdéglichen, z. B. Ethylenglycoldimethacrylat, Glycerindimethacrylat, 1,4-
Butandioldiacrylat, Diethylenglycoldimethacrylat, Tetraethylenglycoldimethacrylat,
[Poly(ethylenglycol)y)ldiacrylat, [Poly(ethylenglycol)]dimethacrylat, 1,3-Diisopro-
penylbenzol, Bisphenol-A-dimethacrylat, Allylmethacrylat, 3-(Acryloyloxy)-2-hy-
droxypropyl-methacrylat, 1,3-Butandioldiacrylat, 1,4-Butandioldiacrylat, 1,4-Butandiol-
dimethacrylat, N,N'-Methylen-bis(acrylamid), 1,3,5-Triacryloylhexahydro-1,3,5-triazin,
1,1,1-Trimethylolpropantriacrylat,  Poly(ethylenglycol)-bisphenol-A-diglycidylether-
Addukte oder Kombinationen davon. Diese Monomere mit vernetzungsfihigen
Gruppen konnen entweder allein oder in Kombination mit mindestens einer der vor-
genannten Monomerverbindungen zur Herstellung der erfindungsgeméflen Membran
eingesetzt werden.

Weiterhin kénnen alle vorgenannten Typen von Monomerverbindungen jeweils allein
oder in Kombination mit mindestens einer weiteren, beliebigen Sorte der vorgenannten

Monomerverbindungen auf die Polysaccharid-Ausgangsmatrix aufgepfropft werden.
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In einer besonders bevorzugten Ausfilhrungsform ist die erfindungsgeméfe Polysac-
charidmatrix durch Pfropfen eines Gemisches von Glycidylacrylat oder Glycidyl-

methacrylat mit Benzylmethacrylat hergestellt.

Das Pfropfen der vorgenannten mindestens einen ethylenischen Monomerverbindung
auf die Polysaccharid-Ausgangsmatrix erfolgt dabei besonders vorteilhaft in An-
wesenheit einer Ubergangsmetall- oder Lanthanoidverbindung, welche radikalische
Zentren auf der Ausgangsmatrix erzeugt, auf welche die mindestens eine ethylenische
Monomerverbindung  radikalisch  aufgepfropft wird. Bevorzugt wird die
erfindungsgemédfe Membran hergestellt durch Pfropfen in Anwesenheit einer
Ubergangsmetall- oder Lanthanoidverbindung aus der Gruppe der Cer-, Mangan-,
Eisen-, Nickel-, Cobalt-, Vanadiumverbindungen oder Kombinationen davon.

Besonders bevorzugt werden Ce-(IV)-Salze eingesetzt.

Uberraschenderweise wurde gefunden, daf} die erfindungsgemiBe Polysaccharidmatrix
eine signifikant erhohte Proteinbindungskapazitit aufweist, wenn das Pfropfen der
mindestens einen ethylenischen Monomerverbindung auf die Polysaccharid-
Ausgangsmatrix in Anwesenheit einer organischen S&ure mit mindestens einer
Carbonsduregruppe und/oder mindestens einer aciden XH-Gruppe mit X = -O, -S, oder
—N erfolgt. Insbesondere die statische Bindungskapazitdt fiir Rinderserumalbumin
(RSA) kann bis um das 8,4fache gesteigert werden in Bezug auf eine Vergleichspoly-
saccharidmatrix, bei der alle Herstellungsparameter bis auf den Einsatz dieser vorge-
nannten organischen Sédure identisch sind.

Unter statischer Bindungskapazitit soll hierbei die im Gleichgewicht gebundene Masse
eines Adsorbenden (z. B. RSA) bezogen auf die Flacheneinheit einer besonders bevor-
zugt als Membran vorliegenden, erfindungsgeméfien Polysaccharidmatrix in mg/cm?

verstanden werden.

Die erfindungsgeméfen Polysaccharidmatrizen mit gegeniiber der vorstehend genann-
ten Vergleichsmatrix um das 1,5- bis 8,4-fache erhohten statischen Proteinbindungs-
kapazitdten sind durch das vorstehend beschriebene Pfropfen in Anwesenheit einer

organischen Siure mit mindestens einer Carbonsduregruppe und/oder mindestens einer
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aciden XH-Gruppe herstellbar, wobei diese organische Sdure ausgewdhlt ist aus der
Gruppe bestehend aus Citronenséure, Apfelsiure, Weinsdure, Fumarséure, Maleinséure,
Bernsteinsaure, Oxalsdure, Malonsiure, Ascorbinsdure, Glucuronsdure, Milchsédure oder

Kombinationen davon und wobei X = -0 ist.

GemiB einer Ausfithrungsform der vorliegenden Erfindung koénnen die funktionellen
Gruppen des auf die Polysaccharid-Ausgangsmatrix gepfropften Polymers per se zur

Wechselwirkung mit in Fluiden enthaltenen Adsorbenden beféhigt sein.

Bei einer weiteren, bevorzugten Ausfithrungsform der Erfindung kénnen nach dem
Pfropfen die funktionellen Gruppen des auf die Polysaccharid-Ausgangsmatrix ge-
pfropften Polymers mit mindestens einem Liganden, der zur Wechselwirkung mit in
Fluiden enthaltenen Adsorbenden befdhigt ist, umgesetzt werden.

Besonders bevorzugt weist der Ligand kationische, anionische und/oder hydrophobe
Gruppen auf. Der vorgenannte Ligand reagiert mit den funktionellen Gruppen der
Monomereinheiten des aufgepfropften Polymers, wodurch jede Monomereinheit in eine
durch den mindestens einen Liganden funktionalisierte Wiederholungseinheit des aufge-

pfropften Polymers transformierbar ist (,,Polymeranaloge Reaktion“ des Liganden).

Als Ligand mit kationischer Gruppe bevorzugt im Rahmen dieser Erfindung sind
primdre Amine mit einem Stickstoffatom, insbesondere ausgewihlt aus der Gruppe
bestechend aus Butylamin, Hexylamin, Cyclopropylamin, Cyclohexylamin, Anilin,
Chloranilin, Benzylamin, Phenylethylamin, Phenylpropylamin, Phenylhexylamin,
2,3,4,5,6-Pentafluoranilin, 4-(Trifluormethyl)anilin, Toluidin, 1-(4-
Methylphenyl)ethylamin,  1-Naphthylamin,  1-Methyl-3-phenylpropylamin  oder
Kombinationen davon, sekunddre Amine mit einem Stickstoffatom, wie z.B. Di-
methylamin, N-Ethylmethylamin, Diisopropylamin, N-Methylanilin, N-Methyl-
cyclohexylamin, 4-Trifluormethyl-N-methylanilin, N-Benzylmethylamin, N-Ethyl-
anilin, N-Methylethanolamin, 4-Methoxy-N-methylanilin, N-Ethylcyclohexylamin, N-
Ethylbenzylamin, = 2-Methoxy-N-methylbenzylamin, = Diphenylamin, = N-Cyclo-
hexylanilin, Dibenzylamin oder Kombinationen davon sowie tertiire Amine mit einem

Stickstoffatom ausgewidhlt aus der Gruppe bestehend aus Trimethylamin, N,N-
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Dimethylethylamin, N,N-Diethylmethylamin, N,N-Dimethylbutylamin, N,N-Dimethyl-
hexylamin, N-Methyldipropylamin, 6-(Dimethylamino)fulven, N,N-Dimethylanilin,
N,N-Dimethylcyclohexylamin, N,N-Dimethylbenzylamin, N,N-Dimethyl-1-
naphthylamin, N-Hexylanilin, Dicyclohexylamin, N-Benzylanilin, N,N-Dicyclo-
hexylmethylamin, N-Benzyl-N-ethylanilin, N-Benzyl-N-hydroxyethyl-N-methylamin

oder Kombinationen davon.

Eine weitere im Sinne dieser Erfindung bevorzugte Gruppe von Liganden mit mehr als
einer kationischen Gruppe sind Amine mit mehr als einem Stickstoffatom, welche
nachfolgend als Polyamine bezeichnet werden. Durch Umsetzen der funktionellen
Gruppen des auf die Polysaccharid-Ausgangsmatrix aufgepfropften Polymers mit den
vorgenannten Polyaminen kann das aufgepfropfte Polymer vernetzt werden und die
Dichte positiver Ladungstrager durch Quaternisierung der Stickstoffatome erhéht
werden. Besonders bevorzugt sind Polyamine ausgewihlt aus der Gruppe bestehend aus
Ethylendiamin, 1,4-Diaminobutan, 1,6-Diaminohexan, 1,8-Diaminooctan, N,N-
Dimethylethylendiamin, 3-(Dimethylamino)-1-propylamin, Diethylentriamin, N,N'-
Dimethyl-1,3-propandiamin, N,N,N'-Trimethylethylendiamin, 2-(Aminomethyl)-2-
methyl-1,3-propandiamin, 1,4-Phenylendiamin, Hexamethylentetramin,  N,N-
Diethylethylendiamin, N,N,N’',N'-Tetramethylethylendiamin, Diethyldimethylpropan-
diamin, N,N,N'-Trimethyl-1,3-propandiamin, Triethylentetramin, Tris(2-amino-
ethyl)amin, 4-Aminobenzylamin, N,N,N’,N'-Tetramethyl-1,3-propandiamin, 3,3'-Di-
amino-N-methyldipropylamin, Tris(dimethylamino)methan, 4-(2-Aminoethyl)anilin,
N,N-Dimethyl-p-phenylendiamin, N-Phenylethylendiamin, N,N’-Dimethyl-1,6-
hexandiamin,  Bis[2-(N,N-dimethylamino)ethyl] ether,  Tetraecthylenpentamin,
Polyethylenimine variabler Molekulargewichte zwischen 500 und 500.000 g/mol, N-
Benzylethylendiamin, N-Cyclohexyl-1,3-propandiamin, N,N,N',N",N"-
Pentamethyldiethylentriamin, N,N,N’,N’-Tetramethyl-p-phenylendiamin, 1,4-Bis(3-
aminopropoxy)butan, 4,4'-Oxydianilin, 2-[2-(Dimethylaminoethyl)-methyl-
amino]ethanol, Piperazin, N-Methylpiperazin, N,N-Dimethylpiperazin, Amino-
ethylpiperazin, 1,4-Bis-(3-aminopropyl)-piperazin, 1-(2-Hydroxyethyl)piperazin, Diaza-

bicyclooctan, Agmatin, S-Triazin oder Kombinationen davon.
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Bei Verwendung der vorgenannten Liganden mit einem oder mehr als einem Stick-
stoffatom wird die erfindungsgemifBe Polysaccharidmatrix bevorzugt durch Pfropfen
mindestens einer ethylenischen Monomerverbindung hergestellt, welche als
funktionelle Gruppen Epoxidgruppen aufweist, welche durch Umsetzung mit dem oder
den Stickstoffatom(en) des Liganden eine Ringéffnungsreaktion eingehen. Besonders
bevorzugt als ethylenische Monomerverbindungen sind bei dieser Ausfithrungsform
Glycidylacrylat und/oder Glycidylmethacrylat.

Bei Liganden mit mehr als einem Stickstoffatom kann durch die Ring6ffnungsreaktion
der Epoxidgruppen durch mehrere dieser Stickstoffatome das aufgepfropfte Polymer der
erfindungsgemiBen Polysaccharidmatrix vernetzt werden, wobei diese Vernetzung
intermolekular mit Epoxidgruppen zweier verschiedener aufgepfropfter Polymerketten
oder intramolekular mit Epoxidgruppen derselben aufgepfropften Polymerkette erfolgen

kann.

Bei einer weiteren Variante der Erfindung, bei welcher Polyamine mit mehr als einem
Stickstoffatom, besonders bevorzugt mit zwei Stickstoffatomen, als Ligand eingesetzt
werden, erfolgt eine Ring6ffnungsreaktion der Epoxidgruppen durch nur eines dieser
Stickstoffatome, wihrend das oder die nicht an der Ringdffnungsreaktion beteiligten,
{ibrige(n) Stickstoffatom(e) zu einer Erhohung der Dichte von ionenaustauschenden

Gruppen auf der erfindungsgemifien Polysaccharidmatrix beitrdgt bzw. beitragen.

Besonders bevorzugt ist das als Ligand eingesetzte Polyamin ein symmetrisches oder

asymmetrisches Polyamin der Formel ()
R'R®N - B - NR’R* (D),

wobei iiber die Linge und Struktur der Briicke B steuerbar ist, ob nur die Gruppe
R'R®N oder auch die Gruppe NR’R? eine Ringsffnungsreaktion mit Epoxidgruppen des
aufgepfropften Polymers eingeht.

Bei symmetrischen Polyaminen sind die Gruppen R'R®N und NR’R* gleich und die
Briicke B weist eine symmetrische Struktur auf, d. h. die Briicke B weist eine Spie-

gelebene senkrecht zu einer gedachten, durch die cyclische oder acyclische Mole-
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kiilkette der Formel (I) verlaufenden Achse auf. Die Reaktivitdt der beiden Amino-
Gruppen ist gleich, wodurch die Wahrscheinlichkeit der zweifachen Ringdoft-
nungsreaktion der Epoxidgruppen durch die R'R?N- und die Gruppe NR? R* erhoht ist.
Die Reaktion tiber nur eine dieser beiden Amino-Gruppen kann durch die Linge der
Briicke B und die Konzentration des Diamins in der verwendeten Reaktionsflotte
beeinflusst werden. Je kiirzer die Briicke B und je hoher die Konzentration des Diamins
in der Flotte ist, desto hoher ist die Wahrscheinlichkeit einer Ringoffnungsreaktion
durch nur eine der Gruppen R'R®N oder NR’R*. Alternativ kann eine dieser
Aminogruppen durch geeignete Schutzgruppen vor der Reaktion mit funktionellen
Gruppen des aufgepfropften Polymers geschiitzt werden. Die Methoden der
Schutzgruppeneinfithrung in Amine sind dem Fachman bekannt (,,Protective Groups in
Organic Synthesis®, dritte Auflage, Theodora W. Greene, Peter G.M. Wuts, 1999).

Beispiele fiir im Sinne der Erfindung bevorzugte, symmetrische Polyamine sind z.B.
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin, N,N,N’,N'-Tetramethyl-1,3-propandiamin, Te-
tracthylenpentamin, Pentaethylenhexamin, N,N,N',N" ,N"-Pentamethyldiethylentriamin,
Bis[2-(N,N-dimethylamino)ethyl] ether, Tetramethyl-1,6-hexandiamin, N,N’-Dimethyl-
piperazin, 1,2-Diaminocyclohexan, ortho- bzw. para-Xylylendiamin, N,N,N',N'-Tetra-
methyl-1,4-butandiamin oder 1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan.

Bei asymmetrischen Polyaminen sind die Substituenten der R'R2N- und der NR’R*-
Gruppe unterschiedlich. Hieraus resultiert eine unterschiedliche Reaktivitit der beiden
Aminogruppen. Dadurch l4uft die Reaktion nur einer Aminogruppe R'R’N- oder N
R’R*- mit dem aufgepfropften Polymer bevorzugt ab.

Beispiele fir asymmetrische Diamine sind z.B. 3-(Dimethylamino)-1-propylamin,
N,N,N'-Trimethyl-1,3-propandiamin, 2-Amino-5-diethylaminopentan, N,N-Diethyl-N’,
N’-dimethyl-1,3-propandiamin, N,N-Diethyl-N’,N"-dimethyl-1,2-propandiamin, 2-{[2-
(Dimethylamino)ethyl]Jmethylamino}ethanol, 1-(2-Hydroxyethyl)piperazin oder Kom-

binationen davon.

Bei einer weiteren Ausfithrungsform der vorliegenden Erfindung wird ein Ligand

eingesetzt, welcher mindestens eine anionische Gruppe aufweist. Besonders bevorzugt



10

15

20

25

30

WO 2010/142363 PCT/EP2010/002496
15

sind Liganden mit Sulfonsduregruppen. Diese Sulfonsaure-Liganden sind z. B. durch
Reaktion von SO;*-Anionen oder deren Derivaten mit den funktionellen Gruppen der
Monomereinheiten des aufgepfropften Polymers in die erfindungsgeméBe Membran
einfiihrbar, wodurch ein Teil oder alle Monomereinheiten in eine durch eine
Sulfonsdure-Gruppe (SO;H-Gruppe) funktionalisierte Wiederholungseinheit des aufge-
pfropften Polymers transformierbar ist bzw. sind. In diesem Fall ist die funktionelle
Gruppe der aufgepfropften Monomereinheit bevorzugt eine Epoxid-Gruppe. Besonders

bevorzugt ist die ethylenische Monomerverbindung Glycidylmethacrylat.

GemiB einer weiteren bevorzugten Variante konnen nach dem Pfropfen die
funktionellen Gruppen des auf die Polysaccharid-Ausgangsmatrix gepfropften Polymers
mit zwei verschiedenen Liganden umgesetzt werden, von denen der erste Ligand eine
anionische und der zweite Ligand eine hydrophobe Gruppe aufweist.

In diesem Fall sind die funktionellen Gruppen des aufgepfropften Polymers bevorzugt
Epoxid-Gruppen, welche mit den zwei verschiedenen Liganden in einer Ringdffnungs-
reaktion umgesetzt werden. Besonders bevorzugt ist bei dieser Ausfiihrungsform das

aufgepfropfte Polymer aus Glycidylmethacrylat gebildet.

Besonders bevorzugt handelt es sich bei dem ersten Liganden um die
Sulfonsduregruppe —SOsH, die wie vorstehend beschrieben ausgehend von SO;*-Ionen
oder deren Derivaten in die Membran einfithrbar ist, und bei dem zweiten Liganden um
Anilin oder Sulfanilsiure (4-Aminobenzolsulfonsdure) mit einem hydrophoben Aryl-

rest.

Am meisten bevorzugt handelt es sich bei dem ersten Liganden um die

Sulfonsduregruppe und bei dem zweiten Liganden um Sulfanilsdure.

Bei erfindungsgemiBen Membranen mit dieser vorgenannten Ligandenkombination aus
Sulfonsdure- und Sulfanilsduregruppe wurde iiberraschenderweise festgestellt, daB} sie
auch bei Salzkonzentrationen bis 300 mM NaCl eine hohe Proteinbindungskapazitét
aufweisen, wohingegen Vergleichsmembranen, die unter sonst gleichen Bedingungen

hergestellt wurden, aber nur Sulfanilséure als einzigen Liganden aufweisen, im Bereich
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von Salzkonzentrationen von 150 bis 300 mM NaCl praktisch keine Protein-
bindungskapazitdt aufweisen. Diese Ausfiihrungsform der erfindungsgeméfBen
Membran mit Sulfonsidure- und Sulfanilsiureligand ist deshalb insbesondere als
Kationenaustauscher ~ zur ~ Kontaminantenentfernung und  Anreicherung  von
Biomolekiilen geeignet, wobei in derartigen Verfahren Kationenaustauscher wegen

ihrer hohen Salzempfindlichkeit bisher nicht einsetzbar waren.

Unter Adsorbenden, mit welchen der mindestens eine Ligand zu einer Wechselwirkung
befdhigt ist, sollen im Rahmen dieser Erfindung eine oder mehrere Zielsubstanzen
und/oder Kontaminanten biotechnologischer Prozesse verstanden werden. Die Ad-
sorbenden kénnen Einzelmolekiile, Assoziate oder Partikel sein, bei denen es sich
vorzugsweise um Proteine, Nucleinsduren, Viren, monoklonale Antikérper oder andere
Substanzen biologischen Ursprungs handelt.

Die Wechselwirkung der Adsorbenden mit den an die erfindungsgemiBe Polysac-
charidmatrix gebundenen Liganden kann reversibel oder irreversibel sein, in jedem Fall
ermdglicht sie die Abtrennung der Adsorbenden von Fluiden, bei denen es sich
bevorzugt um wissrige Fliissigkeiten handelt. Zielsubstanzen sind Wertstoffe, die aus
dem Fluid in angereicherter oder reiner Form gewonnen werden sollen. Kontaminanten
sind Stoffe, deren Entfernung aus dem Fluid aus technischen, regulatorischen oder
sonstigen Griinden erforderlich oder wiinschenswert ist. Fiir die Entfernung von
Kontaminanten, die als "negative Adsorption" bezeichnet wird, kann (darf) die
Adsorption irreversibel verlaufen, wenn die Polysaccharidmatrix nur einmal verwendet
werden soll. Bei der Adsorption der Zielsubstanz(en) muss der Vorgang reversibel
verlaufen. Es kann entweder eine blofle Anreicherung oder eine Auftrennung in mehrere
Zielsubstanzen durchgefiihrt werden, wobei im letzteren Fall entweder die Adsorption,

die Desorption oder beide selektiv erfolgen kénnen.

Die erfindungsgemiflen Polysaccharidmatrizen werden bevorzugt nach zwei alter-
nativen Verfahren hergestellt, in deren Verlauf als gemeinsames Merkmal das Pfropfen
der mindestens einen ethylenischen Monomerverbindung in Anwesenheit der Uber-
gangsmetall- oder Lanthanoidverbindung und in Anwesenheit der organischen Siure

erfolgt.
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Das erste Verfahren zur Herstellung der erfindungsgeméBen Polysaccharidmatrix
umfafit die folgenden Schritte:

A) Bereitstellen einer pordsen Polysaccharid-Ausgangsmatrix, die mit einer organischen
Séure mit mindestens einer Carbonsiuregruppe und/oder mindestens einer aciden XH-
Gruppe mit X = -0, -S oder -N behandelt ist, und

B) Pfropfen der in Schritt A) bereitgestellten Matrix mit einem Gemisch, umfassend
eine Ubergangsmetall- oder Lanthanoidverbindung und mindestens eine ethylenische
Monomerverbindung mit funktionellen Gruppen zur Erzeugung eines auf die

Polysaccharid-Ausgangsmatrix gepfropften Polymers mit funktionellen Gruppen.

ErfindungsgemdB wird in Schritt A) eine mit der organischen Sdure behandelte
Polysaccharid-Ausgangsmatrix bereitgestellt, indem die organische Sdure wahlweise
bereits der GieBlosung fiir die Herstellung der Ausgangsmatrix zugesetzt wird oder die
im Wesentlichen gesamte Oberfliche der pordsen Ausgangsmatrix nach ihrer Her-
stellung mit der organischen Séure in Kontakt gebracht wird. Vorzugsweise erfolgt
dieses Inkontaktbringen durch Eintauchen, Besprithen oder Imprégnieren der Ausgangs-
matrix mit einer Losung der organischen Séure in einem geeigneten Losungsmittel, be-
sonders bevorzugt Wasser oder Gemische aus Wasser und organischen Lésungsmitteln.
Die Konzentration der organischen Siure bezogen auf die Polysaccharid-Ausgangs-
matrix betrdgt 0,03 bis 300 mmol Séaure/kg Ausgangsmatrix, bevorzugt 0,1 bis 100
mmol Sdure/kg Ausgangsmatrix und am meisten bevorzugt 0,2 bis 20 mmol Siure/kg

Ausgangsmatrix.

Das nachfolgende Pfropfen in Schritt B) erfolgt bevorzugt mit einer Pfropfflotte,
umfassend die Ubergangsmetall- oder Lanthanoidverbindung, die mindestens eine
ethylenische Monomerverbindung und Wasser oder mindestens ein organisches Lo-
sungs- oder Emulsionsmittel bzw. Gemische davon. Die Pfropfflotte kann als Lésung
oder Emulsion vorliegen. Die Konzentration der Ubergangsmetall- oder Lantha-
noidverbindung in der Pfropfflotte betrdgt 0,1 bis 100 mmol/l, bevorzugt 0,5 bis 50

mmol/l und besonders bevorzugt 2 bis 30 mmol/l. Die Konzentration der mindestens
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einen ethylenischen Monomerverbindung in der Pfropfflotte betrigt unter 50 Gew%,

bevorzugt unter 20 Gew% und am meisten bevorzugt unter 5 Gew%.

GemaB einer Variante dieses ersten Verfahrens zur Herstellung der erfindungsgeméfien
Polysaccharidmatrix wird in Schritt A) eine pordse, mit der organischen Séure
behandelte Polysaccharid-Ausgangsmatrix bereitgestellt und nachfolgend Schritt B) mit
einer die Monomerverbindung, die Ubergangsmetall- oder Lanthanoidverbindung und
zusitzlich die organische Sdure umfassenden Pfropfilotte durchgefiihrt. Die Konzentra-
tion der organischen Saure bezogen auf die Polysaccharid-Ausgangsmatrix betrigt 0,01
bis 300 mmol Séure/kg Ausgangsmatrix, bevorzugt 0,2 bis 100 mmol Séure/kg Aus-
gangsmatrix und am meisten bevorzugt 0,3 bis 20 mmol Sdure/kg Ausgangsmatrix,
wihrend die Konzentration der organischen Séure in der Pfropfflotte zwischen 0,01 bis
100 mmol/l, bevorzugt zwischen 0,05 bis 30 mmol/l und am meisten bevorzugt
zwischen 0,1 und 3 mmol/l betrigt.

Die Konzentration der Ubergangsmetall- oder Lanthanoidverbindung in der Pfropfflotte
betrdgt bei dieser Variante 0,1 bis 100 mmol/l, bevorzugt 0,5 bis 50 mmol/l und be-

sonders bevorzugt 2 bis 30 mmol/I.

Das zweite Verfahren zur Herstellung der erfindungsgemiBen Polysaccharidmatrizen
umfafit die folgenden Schritte:

A) Bereitstellen einer pordsen Polysaccharid-Ausgangsmatrix, die mit einer
Ubergangsmetall- oder Lanthanoidverbindung behandelt ist, und

B) Pfropfen der in Schritt A) bereitgestellten Matrix mit einem Gemisch, umfassend
eine organische Siure mit mindestens einer Carbonsduregruppe und/oder mindestens
einer aciden XH-Gruppe mit X = -O, -S, oder -N und mindestens eine ethylenische
Monomerverbindung mit funktionellen Gruppen, zur Erzeugung eines auf die

Polysaccharid-Ausgangsmatrix gepfropften Polymers mit funktionellen Gruppen.

Erfindungsgemd wird in Schritt A) eine mit der Ubergangsmetall- oder Lantha-
noidverbindung behandelte Polysaccharid-Ausgangsmatrix bereitgestellt, indem die im
Wesentlichen gesamte Oberfldche der pordsen Ausgangsmatrix mit der Ubergangs-

oder Lanthanoidverbindung in Kontakt gebracht wird.
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Vorzugsweise erfolgt dieses Inkontaktbringen durch Eintauchen, Besprithen oder
Imprégnieren der Ausgangsmatrix mit einer Loésung der Ubergangs- oder
Lanthanoidverbindung in einem geeigneten Losungsmittel, besonders bevorzugt Wasser
oder Gemische aus Wasser und organischen Losungsmitteln. Die Konzentration der
Ubergangsmetall- oder Lanthanoidverbindung bezogen auf die Polysaccharid-Aus-
gangsmatrix betrdgt 0,2 bis 500 mmol/kg Ausgangsmatrix, bevorzugt 1 bis
200 mmol/kg Ausgangsmatrix und am meisten bevorzugt 2 bis 100 mmol/kg

Ausgangsmatrix.

Das nachfoigende Pfropfen in Schritt B) erfolgt bevorzugt mit einer Pfropfflotte,
umfassend die organische Saure, die mindestens eine ethylenische Monomerverbindung
und Wasser oder mindestens ein organisches Losungsmittel bzw. Gemische davon. Die
Pfropfflotte kann als Losung oder Emulsion vorliegen. Die Konzentration der
organischen Séure in der Pfropfflotte betrdgt 0,01 bis 100 mmol/l, bevorzugt 0,05 bis 30
mmol/l und besonders bevorzugt 0,1 bis 3 mmol/I.

Die Konzentration der mindestens einen ethylenischen Monomerverbindung in der
Pfropfflotte betrdgt unter 50 Gew%, bevorzugt unter 20 Gew% und am meisten

bevorzugt unter 5 Gew%.

Bei den beiden vorgenannten Verfahren zur Herstellung der erfindungsgemifBen
Polysaccharidmatrix konnen nach dem Schritt B) des Pfropfens die funktionellen
Gruppen des auf die Polysaccharid-Ausgangsmatrix gepfropften Polymers in einem an-
schlieflenden Schritt C) mit mindestens einem Liganden, der zur Wechselwirkung mit in
Fluiden enthaltenen Adsorbenden befahigt ist, umgesetzt werden. Dieser Ligand weist
bevorzugt, wie vorstehend beschrieben, kationische, anionische und/oder hydrophobe
Gruppen auf und kann eine ,,polymeranaloge Reaktion mit den funktionellen Gruppen
der Monomereinheiten des in Schritt B) aufgepfropften Polymers eingehen, so daB diese
Monomereinheiten in durch den mindestens einen Liganden funktionalisierte Wiederho-
lungseinheiten des aufgepfropften Polymers iiberfiihrt werden. Alternativ kénnen zwei
verschiedene Liganden eingesetzt werden, von denen der erste Ligand eine anionische

und der zweite Ligand eine hydrophobe Gruppe aufweist.
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Bei beiden erfindungsgemiBen Verfahren ist die Polysaccharid-Ausgangsmatrix
bevorzugt ausgewihlt aus der Gruppe, bestehend aus Celluloseestern, Cellulosehydrat,

Celluloseethern, Agarose, Chitin, Chitosan, Dextran oder Kombinationen davon.

Weitere Varianten der beiden erfindungsgemifBen Verfahren zur Herstellung der er-
findungsgeméBen Polysaccharidmatrix, bei welchen Celluloseester als Ausgangs-
matrizen eingesetzt werden, umfassen einen zusitzlichen Schritt der Behandlung der
Polysaccharidmatrix mit einem basischen Medium, um Estergruppen der Poly-
saccharidmatrix zu hydrolysieren.

Bei einer Variante, bei welcher nach dem Schritt des Pfropfens B) in einem weiteren
Schritt C) mindestens ein Ligand mit funktionellen Gruppen des Polymers reagiert,
erfolgt die Behandlung der Polysaccharidmatrix mit dem basischen Medium wihrend
oder nach Schritt C).

Bei einer weiteren Variante, bei welcher auf den Schritt C) des Umsetzens mit einem
Liganden verzichtet wird, erfolgt dic Behandlung der nassen oder getrockneten
Polysaccharidmatrix mit einem basischen Medium nach dem Schritt B) des Pfropfens.
Die Behandlung mit einem basischen Medium wird vorzugsweise mit einem wissrigen
Medium durchgefiihrt, welches eine alkalische Verbindung, besonders bevorzugt ein
Alkalimetallhydroxid, aufweist. Besonders bevorzugt sind wéBrige Losungen von
Natrium- oder Kaliumhydroxid. Es kénnen auch Gemische aus einem Alkalimetall-
hydroxid und anderen alkalischen Verbindungen, wie Alkalimetallcarbonaten (z. B. Na-
triumcarbonat, Kaliumcarbonat oder Cisiumcarbonat), tri-Natriumphosphat und/oder

tri-Kaliumphosphat eingesetzt werden.

Die Bedingungen fiir die basische Behandlung der Polysaccharidmatrix sind vorzugs-
weise so ausgewdhlt, dass etwaige Epoxidgruppen des aufgepfropften Polymers nicht
oder nur in geringem Mal hydrolysieren. Die Konzentration der alkalischen Ver-
bindung in dem basischen Medium kann in weiten Grenzen variiert werden und wird so
optimiert, daf} der Erhalt von Epoxidgruppen, die Verseifungsreaktion der Estergruppen
der Matrix oder die polymeranaloge Reaktion bevorzugt ablduft. GemiB einer
besonders bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung wird ein

basisches Medium aus Wasser und Natriumhydroxid verwendet, wobei die
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Konzentration des Natriumhydroxids in der Losung in einem Bereich von 0,1 bis 10
Gew.-%, besonders bevorzugt in einem Bereich von 0,4 bis 4 Gew.-% liegt.

Das basische Medium kann ein oder mehrere Additiv(e) enthalten. Geeignete Additive
sind vor allem Salze, wie Natriumchlorid, Natriumsulfat und Natriumacetat oder orga-
nische Losungsmittel. Das organische Losungsmittel wird vorzugsweise aus der Gruppe
von Alkoholen, Ketonen oder Ethern ausgewéhlt. Besonders bevorzugt ist Ethanol, Me-
thanol, Ethylenglycol, Propylenglycol, Glycerin, Aceton, Dioxan, N-Methylpyrrolidon,

Diglyme oder Gemische davon.

Die Verwendung der erfindungsgemiflen Polysaccharidmatrizen erfolgt in der
Stofftrennung zur Entfernung partikuldrer, kolloidaler und geldster Komponenten aus
fliissigen Medien. Die abzutrennenden Komponenten sind hierbei bevorzugt
unerwiinschte biologische Kontaminanten. Besonders bevorzugt umfassen die
abzutrennenden Komponenten Kontaminanten aus Zellkulturldsungen, wie z. B. Zellen,
Zellbruchstiicke, Zellproteine, DNS, Viren, Endotoxine. Der Abtrennung umfasst
hierbei mindestens eine der unerwiinschten biologischen Kontaminanten aus dem
fliissigen Medium, wihrend Zielprodukte, die ebenfalls in dem fliissigen Medium
enthalten sind, aufgereinigt als Eluat isoliert werden. Unter Zielprodukten im Sinne der
vorliegenden Erfindung werden Biomolekiile verstanden. Besonders bevorzugt werden
unter Zielprodukten Proteine, Oligopeptide, Polypeptide oder Hormone verstanden.
Unter fliissigen Medien werden dabei alle Medien verstanden, die ein Inkontaktbringen
der abzutrennenden Bestandteile mit der erfindungsgemiBen Polysaccharidmatrix
ermoglichen.

Ein Vorteil der vorliegenden Erfindung besteht darin, dafl durch geeignete Auswahl der
mindestens einen ethylenischen Monomerverbindung und des mindestens einen
Liganden Polysaccharidmatrizen mit hoher Proteinbindungskapazitét fiir die jeweils ge-

wiinschte Stofftrennungsapplikation bereitgestellt werden kdnnen.

Beispiele

Die vorliegende Erfindung wird im Folgenden durch die Beispiele néher erldutert, ohne

jedoch durch diese in irgendeiner Weise eingeschrinkt zu sein.
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Samtliche Erwdhnungen einer CA-Membran in den Beispielen beziehen sich auf einen
mit Polyester-Vlies verstdrkten Typ einer Celluloseacetat-Membran mit einem Poren-
durchmesser von ca. 3 um (gemessen mit einem Coulter-Porometer Typ ,,Capillary
Flow Porometer 6.0, CAPWIN Software System, Fa. Porous Materials Inc.), welche
einen Wasserdurchfluss von 600-700 ml/(min « bar » cm®) aufweist. Alle Durchflussan-
gaben fiir die erfindungsgemifBen Membranen und die Vergleichsmembran sind in
ml/(min « bar » cm®) fiir eine 20 mM-Tris(hydroxymethyl)aminomethan-(TRIS)/HCI-
Pufferlosung bei pH = 7,3 angegeben. Alle statischen Bindungskapazititsangaben sind
in mg/cm’ angegeben.

Die dynamische Bindungskapazitit in mg/ml wird als die Menge Absorbend definiert,
die (als Loésung) bis zu dem Zeitpunkt durch die erfindungsgeméfe Polysaccharidmatrix
gelaufen ist, an dem die Konzentration des Adsorbenden im Ablauf der
Polysaccharidmatrix einen definierten Bruchteil der Konzentration des Adsorbenden im
Zulauf aufweist. Aus praktischen Griinden werden 10 % der Zulaufkonzentration
angegeben.

Sofern nichts anderes angegeben ist, beziehen sich Prozentangaben auf das Gewicht.

Beispiel 1: Pfropfung von Glycidylmethacrylat auf eine mit einer organischen Séaure
behandelte CA-Membran, Variante ohne Vemetzer, Lanthanoidverbindung in der

Pfropfflotte

8 CA-Membranronden mit einer Gesamtfliche von 240 cm? wurden mit Reverse-Os-
mose-(RO)-Wasser benetzt, 10 min mit RO-Wasser gespiilt und anschlieflend in 1000 g
einer 0,1-mmol Losung einer in der Tabelle 1 genannten organischen Sdure in Wasser
10 min eingetaucht. Danach wurden die Membranen 15 min bei 80 °C in einem Um-
lufttrockenschrank getrocknet. 240 cm? der mit der organischen Saure behandelten CA-
Membranen wurden im Gasraum eines auf 22 °C temperierten Reaktionsgefifles
befestigt. 14,6 g Glycidylmethacrylat und 0,45 g Arlatone® G (Fa. Atlas) wurden in dem
Reaktionsgefifl vorgelegt und zusammen mit den Membranen 30 min mit Stickstoff
begast. Eine Losung von 1,5 g Ce(IV)-sulfat, 5,0g 20%-iger Schwefelséure und 478 g
RO-Wasser wurde 30 min mit Stickstoff begast und in das Reaktionsgefdfl unter
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Stickstoff iberfiihrt. Das Gemisch wurde 5 min geriihrt. Danach wurden die
Membranen aus dem Gasraum des Reaktionsgefies in die Losung eingetaucht und
nach ca. 5s wieder aus der Losung in den Gasraum iiberflihrt. Nach weiteren 20 min
wurden die Membranen zunichst 5 min mit 0,2%iger wéBriger Schwefelsdure und dann
mit flieBendem RO-Wasser 10 min gespiilt. Danach wurden die Membranen 30 min in

0,5 M NaOH geschiittelt und 10 min mit flieBendem RO-Wasser gespiilt.

Vergleichsbeispiel 1:

Die Vergleichsmembran der Tabelle 1 wurde nach Beispiel 1 hergestellt, wobei vor
Durchfiihren des Pfropfens keine Behandlung der CA-Membranen mit einer der
organischen Sauren aus Tabelle 1 erfolgte.

Die Daten zum Durchfluf und zur Kapazitit fiir Rinderserumalbumin der nach Beispiel
1 gepfropften und nach Beispiel 5 mit quarterndren Ammoniumgruppen umgesetzten
Membranen im Vergleich zu CA-Membranronden (,,Vergleichsmembran®), die nicht
mit einer organischen Siure behandelt wurden, aber ansonsten analog erst nach Beispiel
1 und dann nach Beispiel 5 umgesetzt wurden, sind in Tabelle 1 enthalten. Durch den
Einsatz von mit organischer Siure behandelten Membranen kann die statische
Bindungskapazitit fir RSA um das 1,5- bis 8,4-fache im Vergleich zu der
Vergleichsmembran erhoht werden, wenn Citronensdure, Apfelsdure, Weinséure,
Fumarsiure, Maleinsdure, Bernsteinsdure, Oxalsdure, Malonséure, Ascorbinsdure, D-

Glucuronsiure oder Milchséure als organische Sdure eingesetzt werden.



10

15

WO 2010/142363 PCT/EP2010/002496

24
Tabelle 1:
Durchfluss Kapazitdt Rinder-
Organische Siure [ml/(cm**min*bar)] | serumalbumin (RSA)
[mg/cm?]

Citronensiure 51 2,85
D-(+)-Apfelsiure 70 2,29
L-(-)-Apfelsiure S1 2,22
L-(+)-Weinsaure 97 1,87
Tricarballylsdure 401 0,30
Fumarsiure 242 0,70
Maleinsiure 286 0,52
Bernsteinsdure 257 0,75
trans-Aconitsiure 403 0,30
cis-Aconitsiure 404 0,34
Oxalsdure 151 1,22
Malonséure 179 1,02
L-(+)-Ascorbinsdure 121 1,23
D-Glucuronséure 388 0,52
Glycolsdure 443 0,44
DL-Milchsédure 272 1,03
3-Hydroxy-2-butanone 483 0,34
4-Hydroxy-3-hexanone 459 0,32
Vergleichsmembran 368 0,34

Beispiel 2: Pfropfung von Glycidylmethacrylat auf eine mit einer organischen Siure
behandelte CA-Membran, Variante mit Vernetzer, Lanthanoidverbindung in der

Pfropfflotte

8 CA-Membranronden mit einer Gesamtfliche von 240 cm® wurden mit RO-Wasser
benetzt, 10 min mit RO-Wasser gespiilt und anschlieBend in 1000 g einer 0,1 mM L&-
sung von Citronensdure in Wasser 10 min eingetaucht. Danach wurden die Membranen
15 min bei 80 °C in einem Umlufttrockenschrank getrocknet. 240 cm? CA-Membranen
wurden im Gasraum eines auf 22 °C temperierten ReaktionsgefiBes befestigt. 14,5 g
Glycidylmethacrylat, 0,07 g Ethylenglycoldimethacrylat und 0,45g Arlatone® G (Fa.
Atlas) wurden in dem Reaktionsgefdl vorgelegt und zusammen mit den Membranen
30 min mit Stickstoff begast. Eine Lésung von 1,5 g Ce(IV)-sulfat, 5,0 g 20%-iger
Schwefelsdure und 478 g RO-Wasser wurde 30 min mit Stickstoff begast und in das
Reaktionsgefill unter Stickstoff iiberfiihrt. Das Gemisch wurde 5 min geriihrt. Danach

wurden die Membranen aus dem Gasraum des Reaktionsgefifles in die Losung
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eingetaucht und nach ca. 5's wieder aus der Losung in den Gasraum iberfiihrt. Nach
weiteren 20 min wurden die Membranen zunichst 5 min mit 0,2%iger wéfiriger Schwe-
felsdure und dann mit flieBendem RO-Wasser 10 min gespiilt. AnschlieBend wurden die
Membranen 30 min in 0,5 M NaOH geschiittelt und 10 min mit flieBendem RO-Wasser
gespiilt.

Beispiel 3: Pfropfung von Glycidylmethacrylat auf eine mit einer Lanthanoidverbin-
dung behandelte CA-Membran, Variante mit Vernetzer, organische Séure in der Pfropf-

flotte

8 CA-Membranronden mit einer Gesamtflache von 240 cm’ wurden mit RO-Wasser
benetzt, 10 min mit RO-Wasser gespiilt und 5 min in 500 g einer Losung aus 1,5 g Cer-
(IV)-sulfat, 5,0 g 20%-iger Schwefelsiure und 478 g RO-Wasser eingetaucht. Danach
wurden die Membranen 15 min bei 60 °C in einem Umlufttrockenschrank getrocknet.
240 cm? CA-Membran wurden im Gasraum eines auf 22°C temperierten
ReaktionsgefiBes befestigt. Eine Losung aus 10,0 g Glycidylmethacrylat, 0,05 g
Ethylenglycoldimethacrylat, 0,05 g Citronenséure und 490 g RO-Wasser wurde,
zusammen mit den Membranen im Gasraum des Reaktionsgefdsses, 30 min mit
Stickstoff begast. Danach wurden die Membranen aus dem Gasraum des Reaktions-
gefisses in die Losung eingetaucht und nach ca. 5s wieder aus der Losung in den
Gasraum iiberfiihrt. Nach weiteren 20 min wurden die Membranen fiir 10 min in 500 g
0,2%-iger Schwefelsdure geschiittelt. Nachfolgend wurden die Membranen 10 min mit
fliessendem RO-Wasser gespiilt. Danach wurden die Membranen 30 min in 0,5 M

NaOH geschiittelt und 10 min mit flieBendem RO-Wasser gespiilt.

Beispiel 4: Pfropfung von zwei verschiedenen Monomeren (Glycidylmethacrylat und
Benzylmethacrylat) auf eine mit einer Sdure behandelte CA-Membran, Variante mit

Vernetzer, Lanthanoidverbindung in der Pfropfflotte

8 CA-Membranronden mit einer Gesamtfliche von 240 cm? wurden mit RO-Wasser be-
netzt, 10 min mit RO-Wasser gespiilt und anschliefend in 1000 g einer 0,1 mM Losung

von Citronensiure in Wasser 10 min eingetaucht. Danach wurden die Membranen



10

15

20

25

30

WO 2010/142363 PCT/EP2010/002496
26

15 min bei 80 °C in einem Umlufttrockenschrank getrocknet. 240 cm? CA-Membranen
wurden im Gasraum eines auf 22 °C temperierten ReaktionsgefiaBes befestigt. 13,5 g
Glycidylmethacrylat, 0,07 g Ethylenglycoldimethacrylat, 1,0 g Benzylmethacrylat und
0,45¢g Arlatone® G (Fa. Atlas) wurden in dem ReaktionsgefiB vorgelegt und zusammen
mit der Membran 30 min mit Stickstoff begast. Eine Losung von 1,5 g Ce(IV)-sulfat,
5,0 g 20%-iger H,SO4 und 478 g RO-Wasser wurde 30 min mit Stickstoff begast und in
das Reaktionsgefd3 unter Stickstoff iiberfithrt. Das Gemisch wurde 5 min geriihrt.
Danach wurden die Membranen aus dem Gasraum des Reaktionsgefdfes in die Losung
eingetaucht und nach ca. 5s wieder aus der Losung in den Gasraum iiberfiihrt. Nach
weiteren 20 min wurden die Membranen mit flieBendem RO-Wasser 10 min gespiilt.
Danach wurden die Membranen 30 min in 0,5 M NaOH geschiittelt und 10 min mit

flieBendem RO-Wasser gespiilt.

Beispiel 5: Polymeranaloge Reaktion zur Einfiihrung eines Liganden (Quaterndre Am-

moniumgruppe)

Die gepfropften Membranen aus den Beispielen 1, 2 bzw. 3 wurden sukzessiv 35
Minuten bei 30 °C mit einer 10%igen wilrigen Losung von Trimethylamin und 5
Minuten bei Raumtemperatur mit 5%iger wéBriger Schwefelsdure-Losung behandelt

und danach 10 Minuten mit flieBendem Wasser gespiilt.

Beispiel 6: Polymeranaloge Reaktion zur Einfithrung eines Liganden (Sulfonséure-
gruppe)

Die Membranen aus Beispiel 1 wurden in einer Lésung von 380 g Na;SOs, 40,0 g
Na,HPO4«H,0, 100 g Tetrabutylammoniumbisulfat und 1200 g Wasser mit 32-%iger
wiBriger Natronlauge auf einen pH-Wert von 8,0 eingestellt, 45 min bei 80 °C behan-
delt und danach 10 Minuten mit flieBendem Wasser, 5 Minuten mit 35 g 1%iger
willriger Salzsdure, 2 x 5 min mit je 30 g wassriger 1 M NaCl-Losung, 5 min mit 500 g

5%iger wiliriger Schwefelsdure und 10 Minuten mit flieBendem Wasser gespiilt.
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Beispiel 7: Polymeranaloge Reaktion zur Einfiihrung von zwei verschiedenen Liganden

(Sulfonsduregruppe und Phenylamino-Gruppe)

312 g einer wissrigen Losung aus 18 Gew.-% Na,SO3, 1 Gew.-% Anilin, 5 Gew.-%
Tetrabutylammoniumbisulfat, 2 Gew.-% Na,HPO3:2H,0 (mit 32%-iger NaOH auf pH
8 ecingestellt) wurden auf 35 °C erhitzt. Die Membranen aus Beispiel 1 wurden zu-
gegeben und die Reaktionslosung wurde 16 h bei 35 °C geriihrt. Die Membranen
wurden dann 10 Minuten mit flieBendem RO-Wasser, 15 Minuten mit 200 g 5%iger
wilriger Schwefelsdure, 2 x 10 Minuten mit 200 g 50 mM wiBriger Na,SO4-Losung, 5
Minuten mit flieBendem RO-Wasser, 2 x 10 Minuten mit 300 g Ethanol und

abschlieend 5 Minuten mit flieBendem RO-Wasser gespiilt.

Beispiel 8: Polymeranaloge Reaktion zur Einfithrung eines Liganden (Sulfonsiure-
gruppe)

Die Membranen aus Beispiel 2 wurden wie im Beispiel 6 beschrieben umgesetzt.

Vergleichsbeispiel 2:

Polymeranaloge Reaktion zur Einfithrung eines Liganden (Sulfanilsduregruppe)

Eine 2%-ige Losung von Sulfanilsdure (4-Aminobenzolsulfonsdure) in RO-Wasser
wurde mit 32%-iger NaOH auf einen pH-Wert von 11,3 eingestellt. Die Membranen aus
Beispiel 2 wurden zugegeben und die Reaktionslosung wurde 3 h bei 65 °C geriihrt. Die
Membranen wurden 10 Minuten mit flieBendem RO-Wasser, 15 Minuten mit 200 g 5%-
iger wiBriger Schwefelsdure, 2 x 10 Minuten mit 200 g 50 mM wiBriger Na;SOq-
Losung, 5 Minuten mit flieBendem RO-Wasser, 2 x 10 Minuten mit 300 g Ethanol und
abschlieBend 25 Minuten mit flieBendem RO-Wasser gespiilt.

Beispiel 9: Polymeranaloge Reaktion zur Einfiihrung von zwei verschiedenen Liganden

(Sulfonsguregruppe und Sulfanilséiure-Gruppé)

Die im Beispiel 6 beschriebene Sulfonierungslosung wurde mit RO-Wasser auf 2/3 der

Ausgangskonzentration der gelosten Bestandteile verdiinnt und dann mit Sulfanilsdure
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(Aldrich S5263) versetzt, bis der Sulfanilsdure-Gehalt in der verdiinnten Sulfo-
nierungslosung 2 Gew.-%- bzw. 4 Gew.-% betrug. Nach Losen der Sulfanilsdure wurde
der pH-Wert mit 32%-iger NaOH auf 11,3 eingestellt. Die Membranen aus Beispiel 2
wurden zugegeben und die Reaktionslosung wurde 3 h bei 65°C geriihrt. Die
Membranen wurden 10 Minuten mit flieBendem RO-Wasser, 15 Minuten mit 200 g 5%-
iger wiBriger Schwefelsdure, 2 x 10 Minuten mit 200 g 50 mM wilriger Na;SO4-
Losung, 5 Minuten mit flieBendem RO-Wasser, 2 x 10 Minuten mit 300 g Ethanol und
abschlieBend 25 Minuten mit flieBendem RO-Wasser gespiilt.

Beispiel 10: Polymeranaloge Reaktion zur Einfiihrung von quaterndren Ammonium-

gruppen unter Vernetzung des aufgepfropften Polymers

Die Membranen gemif des Beispiels 1 wurden 35 Minuten bei 30 °C in einer wiéssrigen
Losung von 10 Gew.- % Trimethylamin und 2,5 Gew.-% Diazabicyclooctan und 5
Minuten bei Raumtemperatur in 5%iger Schwefelsdure behandelt und danach 10

Minuten mit flieBendem Wasser gespiilt.

Beispiel 11: Polymeranaloge Reaktion zur Einfilhrung eines Liganden mit sekundérer

und tertidrer Aminogruppe

Die Membranen aus Beispiel 1 wurden 1 h bei 60 °C in einer 20 %igen, wissrigen
Losung von N-Diethyl-N’-dimethyl-1,3-propandiamin und 5 Minuten bei
Raumtemperatur in 5%iger Schwefelsdure behandelt und danach 10 Minuten mit

flieBendem Wasser gespiilt.

Beispiel 12: Polymeranaloge Reaktion zur Einfilhrung eines Liganden mit tertidrer

Aminogruppe

Die Membranen aus Beispiel 2 wurden sukzessiv 1 h bei 60 °C in einer 1%igen,
wissrigen Losung von N,N-Dimethylbenzylamin und 5 Minuten bei Raumtemperatur in
5%iger Schwefelsdure behandelt und danach 10 Minuten mit flieBendem Wasser ge-

spiilt.
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Auswertung der Membranen:

Die Auswertung der erhaltenen Membranen erfolgte in der nachstehend beschriebenen

Weise:
1) Durchflussbestimmung

Membranen mit einer aktiven Membranfldche von 12,5 cm? wurden jeweils in ein
Gehéuse eingebaut und es wurde die Zeit fiir die Filtration von 100 ml Puffer (Gemisch
aus 10 mM KPi-Puffer (0,01 Mol/Liter-Kaliumphosphatpuffer mit pH = 7,0, welcher
durch Mischen von KH;PO4-Losung mit K;HPO,-Losung hergestellt wurde) und 1 M
wiBriger NaCl-Losung, auf einen pH-Wert von 7,0 eingestellt) gemessen. Die in der
Tabelle 2 wiedergegebenen Durchflussangaben fiir die mit Liganden umgesetzten
Membranen beziehen sich auf den entsprechenden TRIS/HCI-Puffer bei pH = 7,3. Es
wurden die gleichen Puffer verwendet wie fiir die unten beschriebenen Bestimmungen

der Bindungskapazititen.

2) Bestimmung der statischen Bindungskapazitit von positiv geladenen Membranen mit

Aminliganden

Membranen mit einer aktiven Membranfldche von jeweils 17,6 cm® wurden in 35 ml 20
mM TRIS/HCI (pH 7,3) 3 x 5 min mit etwa 80 Umdrehungen pro Minute (Upm)
geschiittelt. Danach wurden die Membranen in 35 ml einer Lésung von 2 mg/ml
Rinderserumalbumin (RSA)-Lésung (Fa. Kriber, Ellerbeck, Best.-Nr. 041 80 10 900,
Chargen-Nr. 49 09 20 52) in 20 mM TRIS/HCI (pH = 7,3) 12-18 Stunden bei 20-25 °C
mit etwa 80 Upm geschiittelt. Anschliefend wurden die Membranen 2 x 15 Minuten mit
jeweils 35 ml 20mM TRIS/HClI (pH = 7,3) gespiilt. Danach wurden die
Membranproben in 20 ml eines Gemisches aus einer Losung von 20 mM TRIS/HCI und
1 M wifiriger Natriumchloridlésung bei pH = 7,3 geschiittelt. Die Menge des eluierten
Rinderserumalbumins wurde durch Messung der optischen Dichte (OD) bei 280 nm

bestimmt.
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3) Bestimmung der statischen Bindungskapazitdt von negativ geladenen Membranen
mit Sulfonsdure- und/oder Sulfanilsiure-Ligand gemiB der Beispiele 6, 7, 8 und 9

sowie des Vergleichsbeispiels 2

Membranen mit einer aktiven Membranflache von jeweils 17,6 cm?® wurden in 35 ml 10
mM KPi-Puffer (pH 7,0) 3mal 5 Minuten mit etwa 80 Upm geschiittelt. Danach wurden
die Membranen in 35 ml einer Losung von 2 mg/ml Lysozym (Sigma Aldrich Chemie,
Taufkirchen, Bestell-Nr. L6876, Lot-Nr. 114K0626) in 10 mM KPi-Puffer (pH 7,6) 12-
18 Stunden bei 20 — 25 °C mit etwa 80 Upm geschiittelt. AnschlieBend wurden die
Membranen 2 x 15 Minuten mit jeweils 35 ml 10 mM KPi-Puffer (pH 7,0) gespiilt.
Danach wurden die Membranen in 20 ml eines Gemisches aus 10 mM KPi-Puffer und
wiBriger 1 M Natriumchloridlosung (pH = 7,3) geschiittelt. Die Menge des eluierten
Lysozyms wurde durch Messung der optischen Dichte (OD) bei 280 nm bestimmt.

4) Bestimmung der statischen Bindungskapazititen von negativ geladenen Membranen
nach Beispiel 8 und 9 sowie nach Vergleichsbeispiel 2 bei verschiedenen Konzen-

trationen von 150 mM bzw. 300 mM NaCl

Die statischen Bindungskapazititen fiir Membranen nach dem Vergleichsbeispiel 2
sowie nach den Beispielen 8 und 9 wurden nach dem folgenden Verfahren bestimmt:
Membranen mit einer aktiven Membranfldche von jeweils 17,6 cm’ wurden in 35 ml
20 mM Acetat-Puffer (pH = 5,0, wahlweise auf eine NaCl-Konzentration von 150 mM
oder 300 mM eingestellt) 3mal 5 Minuten mit etwa 80 Umdrehungen/min geschiittelt.
Danach wurden die Membranen in 35 ml einer Lésung von 1 mg/ml Globulin G-5009
Sigma (Sigma Aldrich Chemie, Quelle: Rinderblut) in 20 mM Acetat-Puffer (pH = 5,0,
wahlweise auf eine NaCl-Konzentration von 150 mM oder 300 mM eingestellt) 12-18
Stunden bei 20 — 25 °C mit etwa 80 Umdrehungen/min geschiittelt. AnschlieSend
wurden die Membranen 2 x 15 Minuten mit jeweils 35 ml 20 mM Acetat-Puffer (pH =
5,0, wahlweise auf eine NaCl-Konzentration von 150 mM oder 300 mM eingestellt)
behandelt. Danach wurden die Membranen jeweils in 20 ml eines 20 mM Acetat-
Puffers (pH = 5,0 + 1 M NaCl) geschiittelt. Die Menge des eluierten Globulins wurde
durch Messung der optischen Dichte (OD) bei 280 nm bestimmt.
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5) Bestimmung der dynamischen Bindungskapazitét von positiv geladenen Membranen

mit Aminliganden

3 Lagen Membran wurden in einen Membranhalter eingespannt. Der Membranstapel
wies eine Membranfldache von 15 cmz, eine Anstromfliache von 5 cm? und eine BetthShe
(Dicke des Membranstapels) von 750 pm in dem Membranhalter auf. Die Membranen
in dem Membranhalter wurden mit 20 mM TRIS/HCI-Puffer (pH =7,3) geflutet, um die
Luft zu verdringen und dann an eine FPLC-Anlage ,Akta® Explorer 100 der Firma

General Electric Health Care angeschlossen.

Danach wurden die Membranen bzw. der Membranstapel mit einem zwei Schritte um-
fassenden Testprogramm hinsichtlich der RSA(Rinderserumalbumin)-Bindung unter-

sucht. Die zwei Schritte des Testprogramms sind nachfolgend angegeben:

1. Aquilibrieren der Membranen mit 10 ml eines 50 mM 20 mM TRIS/HCI-Puffers
bei pH =7,3
2. Beladen der Membran mit 1 mg/ml RSA in 20 mM TRIS/HCI-Puffer bei pH =7,3,

bis die Konzentration im UV-Detektor 10 % der Ausgangskonzentration betrégt.

Beide Schritte wurden bei einer FluBgeschwindigkeit von 10 ml/min durchgefiihrt. Bei
allen Schritten wurde die Absorbanz bei 280 nm im UV-Detektor hinter der
Membraneinheit gemessen. Die Flache oberhalb der so aufgezeichneten Durchbruchs-
kurve wurde nach dem Abziehen des Totvolumens integriert und daraus die dynamische

Bindungskapazitit bei 10 % Durchbruch berechnet.

Die nachfolgende Tabelle 2 enthdlt Daten zu erfindungsgeméflen Membranen, bei
welchen die funktionellen Gruppen des aufgepfropften Polymers mit Liganden
umgesetzt sind. Die Angabe ,,Beispiel 1, 5“ bedeutet beispielsweise, dal Ausgangs-
membranen zunichst gemal Beispiel 1 umgesetzt wurden und nachfolgend gemif Bei-

spiel 5 mit einem Liganden weiterumgesetzt wurden.
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Tabelle 2A:

Membran Dicke Durchfluss
Polymeranaloge [um]

Reaktion [ml/(min+barscm?)] [cm/h]*
1) Beispiel 1, 5 205 51 63

2) Beispiel 1, 6 210 87 110

3) Beispiel 1, 7 205 138 170

4) Beispiel 1, 10 205 112 138

5) Beispiel 1, 11 205 65 80

6) Beispiel 2, 5 210 104 131

7) Beispiel 2, 12 205 50 62

8) Beispiel 3, 5 210 115 145

9) Beispiel 4, 5 215 81 104
Tabelle 2B:

Membran Kapazitit 10% DBK**
Polymeranaloge

Reaktion [mg/cm?]| [mg/ml]" [mg/cm?] [mg/ml]"
1) Beispiel 1, 5 2,85 139 2,15 105
2) Beispiel 1, 6 1,77 84 - -
3) Beispiel 1, 7 2,62 128 - -
4) Beispiel 1, 10 2,22 108 - -
5) Beispiel 1, 11 2,28 111 1,73 84
6) Beispiel 2, 5 2,35 112 - -
7) Beispiel 2, 12 2,64 129 - -
8) Beispiel 3, 5 2,05 98 - -
9) Beispiel 4, 5 2,03 94 1,68 78

5  * Durchfluss durch einen Membranstapel mit 1 cm? Anstrémfléche und 1 cm Hohe bei
1 bar gemessen mit 20 mM TRIS/HCI-Puffer bei pH = 7,3
** 10 % DBK = dynamische Bindungskapazitit bei 10 % Durchbruch
" Umrechnung der Kapazitit bezogen auf die Membranfliche in cm’ in
die Kapazitit bezogen auf das Membranvolumen in ml unter Berticksichtigung der

10 Membrandicke

Figur 1 zeigt Durchbruchskurven fiir Rinderserumalbumin fiir Membranen, die nach

den Eintrigen 1), 5) und 9) der Tabelle 2B) hergestellt worden sind. Die y-Achse zeigt

das Verhiltnis aus der Konzentration ¢(RSA) im Ablauf und der Konzentration co(RSA)
15  im Zulauf, wihrend die x-Achse die Beladung mit RSA angibt.



WO 2010/142363

33

PCT/EP2010/002496

Die nachfolgende Tabelle 3 enthilt Daten der Membran nach dem Vergleichsbeispiel 2

sowie der erfindungsgemiflen Membranen nach den Beispielen 8 und 9, welche

mindestens einen Liganden mit einer anionischen Gruppe aufweisen. Die Membranen

des Vergleichsbeispiels 2, welche nur den Sulfanilséureliganden aufweisen, zeigen nur

5  sehr geringe statische Bindungskapazititen flir Globulin und fiir Lysozym, wihrend

Membranen, welche sowohl Sulfonsdure- als auch Sulfanilsduregruppen als Liganden

aufweisen, auch bei hohen Salzkonzentrationen eine hohe statische Bindungskapazitét

fiir Lysozym und Globulin zeigen.

10  Tabelle 3A:

Durchfluss* Globulin-Kapazitit [mg/cm®]
[ml/(min bar cm®)] [150 mM NaCl 300 mM NaCl
Beispiel 8 50 1,17 0,09
Vergleichsbeispiel 2 330 0,05 0,02
Beispiel 9
co** =2 Gew.-%
Sulfanilsiure 50 2,13 0,43
Beispiel 9
coM =4 Gew.-%
Sulfanilsgure 40 2,40 0,90
Tabelle 3B:
Dicke Lysozym-Kapazitt
[pm] [mg/cm?]
Beispiel 8 210 2,32
Vergleichsbeispiel 2 210 0,07
Beispiel 9
co** =2 Gew.-%
Sulfanilsdure 215 2,51
Beispiel 9
co“ =4 Gew.-%
Sulfanilsdure 210 2,66

* Durchfluss gemessen mit 20 mM Acetat-Puffer pH = 5,0 + 150mM NaCl

15  ** Konzentration an Sulfanilsdure in Gew.-% in der Sulfonierungslésung nach

Beispiel 9



10

15

20

25

30

WO 2010/142363 PCT/EP2010/002496
34

Anspriiche

l. Porése, nicht partikulidre, konvektiv permeable Polysaccharidmatrix, auf deren
Oberfliche ein aufgepfropftes Polymer aus mindestens einer ethylenischen Mono-
merverbindung mit funktionellen Gruppen fixiert ist,

hergestellt durch

Pfropfen

- einer pordsen, nicht partikuldren, konvektiv permeablen Polysaccharid-
Ausgangsmatrix mit

- der mindestens einen ethylenischen Monomerverbindung mit funktionellen Gruppen
in Anwesenheit

- einer organischen Sdure mit mindestens einer Carbonséduregruppe und/oder mindestens
einer aciden XH-Gruppe mit X = -O, -S, oder -N und

- einer Ubergangsmetall- oder Lanthanoidverbindung

zur Erzeugung eines auf die Polysaccharid-Ausgangsmatrix gepfropften Polymers mit

funktionellen Gruppen.

2. Polysaccharidmatrix nach Anspruch 1, wobei die Polysaccharid-Ausgangsmatrix

aus Polysaccharid besteht.

3. Polysaccharidmatrix nach Anspruch 1, wobei die Polysaccharid-Ausgangsmatrix

ein por6ser Trager mit einer Polysaccharidbeschichtung ist.

4. Polysaccharidmatrix nach Anspruch 3, wobei der porése Triger aus einem
Polymer besteht, welches ausgewahlt ist aus der Gruppe, bestehend aus Polyamid,
Poly(ether)sulfon, Polyvinylidendifluorid, Polyacrylnitril, Polyvinylchlorid,
Polypropen, Polyethen, Polytetrafluorethen, deren Copolymeren oder Gemischen

davon.

5. Polysaccharidmatrix nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei das

Polysaccharid aus der Gruppe, bestehend aus Celluloseestern, Celluloseethern,
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Cellulosehydrat, Agarose, Chitin, Chitosan, Dextran oder Kombinationen davon,

ausgewihlt ist.

6. Polysaccharidmatrix nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei die
mindestens eine ethylenische Monomerverbindung ein (Meth)Acrylsdurederivat ist und
die funktionellen Gruppen der ethylenischen Monomerverbindung ionogene, hydro-

phobe und/oder Epoxid-Gruppen-sind.

7. Polysaccharidmatrix nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei die
Ubergangsmetall- oder Lanthanoidverbindung aus der Gruppe der Cer-, Mangan-,
Eisen-, Nickel-, Cobalt-, Vanadiumverbindungen oder Kombinationen davon

ausgewidhlt ist.

8. Polysaccharidmatrix nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei die
organische Sdure mit mindestens einer Carbonsduregruppe und/oder mindestens einer
aciden XH-Gruppe ausgewdhlt ist aus der Gruppe bestehend aus Citronenséure,
Apfelsiure, Weinsiure, Fumarsdure, Maleinsdure, Bernsteinsdure, Oxalsiure,
Malonsiure, Ascorbinsdure, Glucuronsiure, Milchsaure oder Kombinationen davon und

wobel X = -0 ist.

9. Polysaccharidmatrix nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei nach
dem Pfropfen die funktionellen Gruppen des auf die Polysaccharid-Ausgangsmatrix
gepfropften Polymers mit mindestens einem Liganden, der zur Wechselwirkung mit in

Fluiden enthaltenen Adsorbenden befdhigt ist, umgesetzt werden.

10.  Polysaccharidmatrix nach Anspruch 9, wobei der Ligand kationische, anionische

und/oder hydrophobe Gruppen umfaft.

11.  Polysaccharidmatrix nach Anspruch 10, wobei nach dem Pfropfen die
funktionellen Gruppen des auf die Polysaccharid-Ausgangsmatrix gepfropften Polymers
mit zwei verschiedenen Liganden umgesetzt werden, von denen der erste Ligand eine

anionische Gruppe umfafit und der zweite Ligand eine hydrophobe Gruppe umfalit.
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12.  Polysaccharidmatrix nach Anspruch 11, wobei der erste Ligand eine
Sulfonsduregruppe oder eine in eine Sulfonsduregruppe transformierbare Gruppe

umfafit und wobei der zweite Ligand Anilin oder 4-Aminobenzolsulfonsiure ist.

13.  Verfahren zur Herstellung der Polysaccharidmatrix nach einem der
vorhergehenden Anspriiche 1 bis 8, umfassend die Schritte:

A) Bereitstellen einer pordsen Polysaccharid-Ausgangsmatrix, die mit einer organischen
Séure mit mindestens einer Carbonsduregruppe und/oder mindestens einer aciden XH-
Gruppe mit X = -O, -S oder -N behandelt ist, und

B) Pfropfen der in Schritt A) bereitgestellten Matrix mit einem Gemisch, umfassend
eine Ubergangsmetall- oder Lanthanoidverbindung und mindestens eine ethylenische
Monomerverbindung mit funktionellen Gruppen, zur Erzeugung eines auf die

Polysaccharid-Ausgangsmatrix gepfropften Polymers mit funktionellen Gruppen.

14.  Verfahren zur Herstellung der Polysaccharidmatrix nach einem der
vorhergehenden Anspriiche 1 bis 8, umfassend die Schritte:

A) Bereitstellen einer pordsen Polysaccharid-Ausgangsmatrix, die mit einer
Ubergangsmetall- oder Lanthanoidverbindung behandelt ist, und

B) Pfropfen der in Schritt A) bereitgestellten Matrix mit einem Gemisch, umfassend
eine organische S#ure mit mindestens einer Carbonsduregruppe und/oder mindestens
einer aciden XH-Gruppe mit X = -O, -S, oder -N und mindestens eine ethylenische
Monomerverbindung mit funktionellen Gruppen, zur Erzeugung eines auf die Polysac-

charid-Ausgangsmatrix gepfropften Polymers mit funktionellen Gruppen.

15. Verfahren nach Anspruch 13 oder 14, wobei nach dem Schritt B) des Pfropfens
die funktionellen Gruppen des auf die Polysaccharid-Ausgangsmatrix gepfropften
Polymers in einem anschlieBenden Schritt C) mit mindestens einem Liganden, der zur
Wechselwirkung mit in Fluiden enthaltenen Adsorbenden befidhigt ist, umgesetzt

werden.
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16. Verfahren nach einem der Anspriiche 13 bis 15, wobei das Polysaccharid
ausgewdhlt ist aus der Gruppe, bestehend aus Celluloseestern, Cellulosehydrat,

Celluloseethern, Agarose, Chitin, Chitosan, Dextran und/oder Kombinationen davon.

17. Verfahren nach Anspruch 16, wobei das Polysaccharid ein Celluloseester ist und
entweder nach Schritt B), wihrend Schritt C) oder nach Schritt C) die Matrix zusétzlich

mit einem basischen Medium behandelt wird.

18. Verwendung der Polysaccharidmatrix nach einem der Anspriiche 1 bis 12 zur

Stofftrennung.

19.  Verwendung der Polysaccharidmatrix nach Anspruch 18, wobei eine Poly-
saccharidmatrix nach Anspruch 12 als Kationenaustauscher zur Reinigung von

Biomolekiilen verwendet wird.
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