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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft allgemein
negativ geladene Membranen und betrifft im Beson-
deren negativ geladene Membranen mit einem poro-
sen Substrat und einer vernetzten Beschichtung. Die
Membranen finden Verwendung in der Behandlung
von Fluiden, welche positiv geladene Species, so
etwa Proteine, enthalten, beispielsweise in der lo-
nenaustauschchromatographie.

HINTERGRUND DER ERFINDUNG

[0002] Negativ geladene lonenaustauschermemb-
ranen sind fur die Trennung und/oder Reinigung von
Biomolekulen, wie Proteinen, Aminosauren und Nuk-
leinsauren, vorgeschlagen worden. Damit die lonen-
austauschermembran in den obengenannten An-
wendungen ihre Aufgabe wirksam erfullt, sollte die
Membran mehrere wichtige Parameter erfillen. Bei-
spielsweise sollte die Membran hohe FluidflieRraten
zeigen. Die Membran sollte ein hohes dynamisches
Bindevermogen fur Biomolekile aufweisen und sollte
zur selektiven Bindung der Biomolekule, welche ver-
schiedene Oberflachenladungen aufweisen, befahigt
sein. Die Membran sollte also eine niedrige nichtspe-
zifische Bindung zeigen, wie sie z.B. aus hydropho-
ben Wechselwirkungen resultiert. Die Membran sollte
hohen Behandlungsfluidgeschwindigkeiten widerste-
hen kénnen. Die Herstellung der Membran sollte kei-
ne Chemie und keine Prozesse involvieren, welche
beschwerlich zu realisieren sind. Einige der bisher
bekannten Kationenaustauschermembranen sind mit
dem Mangel behaftet, dass sie einen oder mehrere
der im Vorstehenden dargelegten Parameter nicht er-
fullen.

[0003] Es besteht also Bedarf nach einer Kationen-
austauschermembran, welche hohe FluidflieRraten
zeigt. Es besteht ferner Bedarf nach einer Kationen-
austauschermembran, welche eine hohe dynami-
sche Bindungskapazitat und Selektivitat fir Biomole-
kile aufweist. Es besteht ferner Bedarf nach einer
Membran mit einer niedrigen nichtspezifischen Bin-
dung oder einer niedrigen Bindung, welche aus hy-
drophoben Wechselwirkungen resultiert. Es besteht
ferner Bedarf nach einer Membran, welche hohen
FluidflieRgeschwindigkeiten widerstehen kann. Fer-
ner besteht Bedarf nach einer Membran, welche eine
Herstellungschemie und/oder Prozesse involviert,
welche nicht beschwerlich zu realisieren sind.

[0004] Diese Vorteile der vorliegenden Erfindung
sowie weitere erfindungsgemalie Merkmale ergeben
sich aus der nachfolgenden Beschreibung der Erfin-
dung.

[0005] US-Patent Nr. 5 021 160 offenbart Copoly-
mere, synthetisiet aus  2-Acryl-amido-2-me-
thyl-1-propansulfonsaure und entweder N-(Isobuto-

xymethyl)-acrylamid oder 2-Hydroxyethylme-
thacrylat, und ein Verfahren zur Herstellung anioni-
scher ladungsmodifizierter mikropordser Filtrations-
membranen.

[0006] WO 98/17377 offenbart geladene Membra-
nen, umfassend ein pordses Substrat und einen ver-
netzten Polyelektrolyten oder Hydrogel, angeordnet
in den Poren des Substrates.

[0007] Die europaische Patentanmeldung Nr. 0 474
617 A1 offenbart eine oberflachenmodifizierte Stiitz-
membran, wobei die Stitzmembran eine auf ihre
Oberflache aufgebrachte Hydrogelschicht aufweist.

KURZBESCHREIBUNG DER FIGUREN

[0008] Fig.1 zeigt die Durchbruchkurve fir Lyso-
zym, welche fiir eine Membran geman einer Ausfuh-
rungsform der vorliegenden Erfindung erhalten wird.
Die x-Achse reprasentiert die Filtrationszeit, und die
y-Achse reprasentiert die Extinktion des Filtrats bei
280 nm und zeigt die Proteinkonzentration an. Fir
zusatzliche Details siehe Beispiel 2.

[0009] Fig.2 zeigt die Durchbruchkurve fir Lyso-
zym, welche fir eine Membran gemaR einer weiteren
Ausfihrungsform der vorliegenden Erfindung erhal-
ten wird. Fir die x-Achse und die y-Achse gilt das be-
zuglich Eig. 1 Gesagte. Fur zusatzliche Details siehe
Beispiel 3.

[0010] Eig.3 zeigt die Durchbruchkurve fir Lyso-
zym, welche fir eine Membran gemaR einer weiteren
Ausfihrungsform der vorliegenden Erfindung erhal-
ten wird. Fir die x-Achse und die y-Achse gilt das be-
zuglich Eig. 1 Gesagte. Fur zusatzliche Details siehe
Beispiel 4.

KURZE ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0011] Viele der im Vorstehenden genannten Anfor-
derungen werden von der vorliegenden Erfindung er-
fullt, welche eine negativ geladene mikropordse
Membran bereitstellt, die ein poréses Substrat und
eine vernetzte Beschichtung umfasst, wie in An-
spruch 1 definiert. In Einklang mit dem erfindungsge-
mafRen Verfahren wie in Anspruch 27 definiert, kann
die Membran hergestellt werden aus einer Zusam-
mensetzung, welche ein ungesattigtes Monomer mit
einer anionischen Gruppe, wenigstens ein oder meh-
rere  N-(Hydroxyalkyl)- und/oder N-(Alkoxyal-
kyl)-acrylamide und ein hydrophiles ungesattigtes
Monomer umfasst.

[0012] Die vorliegende Erfindung stellt ferner eine
negativ geladene mikroporése Membran bereit mit
einem Proteinbindevermdgen von ca. 25 mg/ml Lyso-
zym oder mehr, umfassend ein pordses Substrat und
eine vernetzte Beschichtung, welche eine negative
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Festladung bereitstellt. Die negativ geladene mikro-
porése Membran gemalf der vorliegenden Erfindung,
wie in Anspruch 1 definiert, umfasst ein pordses Sub-
strat und eine vernetzte Beschichtung, umfassend
ein  Polymer mit anionischen Gruppen und
Amid-Amid- und Amid-Ester-Vernetzungsstellen.

[0013] Die erfindungsgemalen Membranen sind
vorteilhaft frei von kovalenten Bindungen oder Pfrop-
fungen mit dem Substrat.

[0014] Die vorliegende Erfindung stellt ferner ein
Verfahren nach Anspruch 27 bereit zum Herstellen
einer Ausfiihrungsform der Membran.

[0015] Die vorliegende Erfindung steht ferner ein
Verfahren nach Anspruch 32 bereit zum Transferie-
ren eines biologischen Materials von einem Elektro-
phoresegel, umfassend das Kontaktieren des Gels
mit der erfindungsgeméafien Membran und Transfe-
rieren der Biomolekule auf die Membran.

DETAILBESCHREIBUNG DER BEVORZUGTEN
AUSFUHRUNGSFORMEN

[0016] Die vorliegende Erfindung stellt Ausfih-
rungsformen von negativ geladenen Membranen mit
hoher Ladungsdichte, hohen WasserflieRraten, ho-
hem dynamischen Proteinbindevermdgen und niedri-
gem nichtspezifischem Proteinbindevermdgen be-
reit. Die erfindungsgemaflen Membranen finden in
der Kationenaustauschchromatographie und fiir die
Trennung und/oder Reinigung von geladenen Spe-
cies, insbesondere Biomolekulen wie Proteinen, Ver-
wendung.

[0017] Die vorliegende Erfindung stellt eine negativ
geladene mikroporése Membran bereit, wie in An-
spruch 1 definiert, umfassend ein poréses Substrat
und eine vernetzte Beschichtung mit anionischen
Gruppen. Die vernetzte Beschichtung kann aus einer
polymerisierten Zusammensetzung hergestellt sein,
welche ein ungesattigtes Monomer mit einer anioni-
schen Gruppe, wenigstens ein oder mehrere N-(Hy-
droxyalkyl)- oder N-(Alkoxyalkyl)-acrylamide und ein
hydrophiles ungesattigtes Monomer umfasst. Die Zu-
sammensetzung kann ferner einen Initiator enthal-
ten. In bevorzugten Ausflihrungsformen ist das
N-(Hydroxyalkyl)- oder N-(Alkoxyalkyl)-acrylamid so
gewabhlt, dass die Alkylgruppe vier oder weniger Koh-
lenstoffatome aufweist; noch bevorzugter ist die Al-
kylgruppe Methyl.

[0018] Die vernetzte Beschichtung kann hergestellt
werden aus der Zusammensetzung, welche ein hy-
droxylreiches Material, z.B. ein Polysaccharid, und
optional einen Initiator umfasst. Die resultierende ne-
gativ geladene mikroporése Membran umfasst ein
pordses Substrat und eine vernetzte Beschichtung,
welche ein Polymer mit anionischen Gruppen und

Amid-Amid- und Amid-Ester-Vernetzungsstellen auf-
weist.

[0019] Die erfindungsgemalie Membran enthalt fes-
te anionische Gruppen. Die anionische Gruppe kann
eine beliebige negativ geladene Gruppe — eine Sul-
fonsaure-, Carbonsaure-, Phosphonsauregruppe
und dergleichen sein, bevorzugt eine Sulfon- oder
Carbonsauregruppe. Die Beschichtungszusammen-
setzung umfasst ein ungesattigtes Monomer mit ei-
ner anionischen Gruppe. Es kann ein beliebiges un-
gesattigtes Monomer — ein Vinyl-, aromatisches Vi-
nyl-, Acryl- oder anderes Monomer verwendet wer-
den.

[0020] Das ungesattigte Monomer ist bevorzugt ein
Acryl-Monomer. Das Acryl-Monomer kann ein Acrylat
oder ein Acrylamid sein. Das Acryl-Monomer ist be-
vorzugt ein Acrylamid. Der Ausdruck "Acrylamid" im
vorliegenden Text bezieht sich auf unsubstituierte so-
wie substituierte Monomere mit einer
-C=C-(C=0)-N-Gruppe. Die Stickstoff- und die
C=C-Kohlenstoffatome kénnen an Wasserstoff oder
andere nichtpolare Substituenten gebunden sein. Ein
Beispiel flr derartige Substituenten ist Alkyl. Das
substituierte Acrylamid kann also Alkylacrylamid
sein. Der Ausdruck "Alkyl" im vorliegenden Text be-
zieht sich auf eine Alkylgruppe mit 1 bis ca. 10 Koh-
lenstoffatomen, bevorzugt 1 bis ca. 6 Kohlenstoffato-
men, noch bevorzugter 1 bis ca. 3 Kohlenstoffato-
men. Ein Beispiel fur ein Acrylamid-Monomer mit ei-
ner Sulfonsauregruppe ist Acrylamido-N-alkylsulfon-
saure, bevorzugt 2-Acrylamido-2-methyl-1-propan-
sulfonsaure. Bevorzugte Beispiele fir Acryl-Mono-
mere mit einer Carbonsauregruppe sind 3-Acrylami-
do-3-methylbutansaure (AMBA), 2-Acrylamidoglycol-
saure und B-Carboxyethylacrylat.

[0021] Die Beschichtungszusammensetzung um-
fasst ferner ein hydrophiles ungesattigtes Monomer,
z.B. ein nichtionisches hydrophiles ungesattigtes Mo-
nomer. Es kann ein beliebiges geeignetes hydrophi-
les ungesattigtes Monomer verwendet werden, be-
vorzugt ein Acryl-Monomer. Das Monomer enthalt
eine oder mehrere polare Gruppen, welche Hydro-
philie beisteuern. Beispiele fir derartige Gruppen
umfassen Hydroxy-, Alkoxy-, Hydroxyalkyl- und Ami-
dogruppen. Bevorzugte hydrophile Gruppen sind Hy-
droxyl und Hydroxyalkyl. Bevorzugte hydrophile
Acryl-Monomere sind also Hydroxyacryl- und Hydro-
xyalkylacryl-Monomere. Das Acryl-Monomer kann
ein Acrylatester oder ein Acrylamid sein. Ein Beispiel
fur ein bevorzugtes Hydroxyalkylacrylat-Monomer ist
Hydroxypropylmethacrylat.

[0022] Die Beschichtungszusammensetzung um-
fasst ein Vernetzungsmittel, welches mindestens ein
oder mehrere N-(Hydroxyalkyl)- und/oder N-(Alkoxy-
alkyl)-acrylamide umfasst. Bevorzugte Vernetzungs-
mittel umfassen N-(Alkoxymethyl)-acrylamid und
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N-(Hydroxymethyl)-acrylamid. Weiter bevorzugt ist
N-(Isobutoxymethyl)-acrylamid.

[0023] Die Beschichtungszusammensetzung um-
fasst bevorzugt einen Initiator. Es kann ein beliebiger
geeigneter Initiator — ein radikalischer Initiator, Photo-
initiator und dergleichen — verwendet werden. Ein ra-
dikalischer Initiator ist bevorzugt. Ein Beispiel fir ei-
nen geeigneten radikalischen Initiator ist ein Persul-
fat, so etwa Ammoniumpersulfat.

[0024] Ohne Beschrankung auf eine bestimmte
Theorie wird davon ausgegangen, dass die Verwen-
dung der drei Monomere in gewissen Ausfiihrungs-
formen zu einer erhéhten rdumlichen Ladungstren-
nung beitragt. Es wird also angenommen, dass die
Entfernung zwischen den anionischen Gruppen er-
hoht wird. Diese erhdhte Entfernung ist ungunstig fir
eine Assoziation der anionischen Gruppen. Dement-
sprechend wird eine Inter- und/oder Intrakettenasso-
ziation von anionischen Gruppen vermindert, vergli-
chen mit einem System, worin nur ein anionisches
Monomer und ein Vernetzungsmonomer verwendet
werden, insbesondere in einem Zweimonomerensys-
tem, worin ein hydrophiles oder hydroxylreiches Ma-
terial, wie ein Polysaccharid, nicht verwendet wird.
Die verminderte Assoziation macht die negativ gela-
denen Gruppen fir die Wechselwirkung mit positiv
geladenen Molekilen in dem behandelten Fluid ver-
fugbar. Dies flhrt beispielsweise zu einem verbes-
serten dynamischen Proteinbindevermdgen.

[0025] In einigen Ausfiihrungsformen ist die Memb-
ran aus einer Beschichtungszusammensetzung her-
gestellt, welche ein hydroxylreiches Material umfasst,
bei dem es sich um ein kleines Molekul oder ein Po-
lymer mit einer Mehrzahl von Hydroxylgruppen, z.B.
zwei, drei, vier oder mehr Hydroxylgruppen pro Mole-
kil, handeln kann. Beispiele fir hydroxylreiche Mate-
rialien umfassen Polysaccharide und Polyvinylalko-
hol, bevorzugt Polysaccharide. Ohne Beschrankung
auf einen bestimmten Mechanismus wird davon aus-
gegangen, dass die Hydroxylgruppen des hydroxyl-
reichen Materials bei der Wasserstoffbriickenbin-
dung mit dem Fluid involviert sind. Die Saccha-
rid-Ring-Struktureinheiten Uben sterische Effekte
aus. Das Auftreten eines dieser Mechanismen oder
beider Mechanismen flihrt zu einer erhohten La-
dungstrennung unter den anionischen Gruppen. Es
wird angenommen, dass die erhdhte Ladungstren-
nung die Anionenassoziation vermindert und die
Wechselwirkung zwischen den anionischen Platzen
und den positiv geladenen Species in dem behandel-
ten Fluid erleichtert.

[0026] Es kann ein beliebiges geeignetes Polysac-
charid verwendet werden, bevorzugt ein wasserlosli-
ches Polysaccharid. Ein Beispiel fur ein bevorzugtes
Polysaccharid ist Dextran. Das Molekulargewicht des
Dextrans liegt unterhalb von ca. 40 000 000, z.B. in

einem Bereich von ca. 10 000 bis ca. 2 000 000, be-
vorzugt ca. 10 000 bis ca. 500 000, noch bevorzugter
ca. 10 000 bis ca. 300 000. Als besondere Beispiele
fur geeignete Molekulargewichte lassen sich nennen
110 000 und 148 000.

[0027] In gewissen Ausfuhrungsformen kann die
Beschichtungszusammensetzung hergestellt werden
durch Kombinieren und Polymerisieren des
Acryl-Monomers mit einer anionischen Gruppe, dem
nichtionischen hydrophilen Monomer, dem Vernet-
zungsmittel und dem Initiator.

[0028] Die Polymerisation kann in einem Lésemittel
durchgefiihrt werden, bevorzugt in Wasser oder einer
Wasser/Methanol-Losung. Die Polymerisation wird
bevorzugt vor Bildung eines Gels oder ibermafiger
Vernetzung angehalten. Die Viskositat der Polymeri-
sationslésung kann tberwacht werden, um den Poly-
merisationsgrad zu begrenzen. Die Polymerisation
wird fUr eine beliebige geeignete Zeitdauer durchge-
fuhrt, z.B. ca. 4 Stunden oder mehr. In Einklang mit
gewissen Ausfiihrungsformen wird die Polymerisati-
on flr einen Zeitraum von ca. 4 Stunden bis ca. 5
Stunden durchgefuhrt. In Einklang mit gewissen an-
deren Ausfihrungsformen wird die Polymerisation fur
einen Zeitraum von ca. 16 Stunden bis ca. 24 Stun-
den durchgefuhrt. Die Viskositat der Losung liegt ty-
pisch unter ca. 2000 cps (2 Pa.s), z.B. bevorzugt in
einem Bereich von ca. 50 cps (0,05 Pa.s) bis ca. 500
cps (0,5 Pa.s), noch bevorzugter ca. 100 cps (0,1
Pa.s) bis ca. 500 cps (0,5 Pa.s). In Einklang mit ge-
wissen Ausfuhrungsformen liegt die Viskositat in ei-
nem Bereich von ca. 100 cps (0,1 Pa.s) bis ca. 250
cps (0,25 Pa.s).

[0029] Die Polymerisationslésung kann das anioni-
sche Acryl-Monomer (A), das Vernetzungsmittel (B)
und das nichtionische hydrophile Monomer (C) in ei-
nem geeigneten Verhaltnis enthalten. Der prozentua-
le Anteil jedes Monomers (A, B oder C) kann in einem
Bereich von ca. 0,1 bis 30 Gew.-%, bevorzugt ca. 0,1
bis 20 Gew.-% angesiedelt sein.

[0030] Die vernetzte Beschichtung umfasst
Amid-Ester-Vernetzungsstellen, welche sich als eine
Folge der Reaktion des nichtionischen hydrophilen
Monomers mit dem Vernetzungsmittel bilden. So bil-
den sich diese Bindungen zum Beispiel infolge der
Reaktion der Hydroxylgruppen in dem Hydroxyalkyl-
acrylat mit dem N-(Isobutoxymethyl)-acrylamid. Fer-
ner bilden sich Amid-Amid-Vernetzungsstellen als
eine Folge der Reaktion zwischen zwei N-(Isobutoxy-
methyl)-acrylamid-Monomeren. Beispielsweise kann
die Amid-Ester-Vernetzung die Formel

-C(=0)0-R-NH-C(=0)

aufweisen, worin R ein zweiwertiges Radikal, bevor-
zugt ein Alkoxyalkyl-Radikal, noch bevorzugter
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-CH,-CH,-CH,-O-CH,- ist. Die Amid-Amid-Vernet-
zung kann die Formel

-C(=O)NH-R-NH-C(=0)

aufweisen, worin R ein zweiwertiges Radikal, bevor-
zugt ein Alkoxyalkyl-Radikal, noch bevorzugter
-CH,-O-CH,- ist.

[0031] Die Beschichtungslosung enthalt das wie im
Vorstehenden beschrieben hergestellte anionische
Polymer und optional ein Polysaccharid, bevorzugt
ein Dextran. Das anionische Polymer und das Poly-
saccharid kdnnen in der Beschichtungslésung in ei-
nem Verhaltnis von ca. 100:1 bis ca. 1:100 vorliegen,
bevorzugt ca. 10:1 bis ca. 1:10, noch bevorzugter ca.
5:1 bis ca. 1:5.

[0032] Die Beschichtungsldsung enthalt das anioni-
sche Polymer und optional Dextran in einer Menge
von ca. 0,01 Gew.-% bis ca. 15 Gew.-%, bevorzugt
von ca. 0,1 Gew.-% bis ca. 10 Gew.-%, noch bevor-
zugter von ca. 0,5 Gew.-% bis ca. 5 Gew.-% der Be-
schichtungslésung. Beispielsweise kann die Be-
schichtungslésung 4,5 Gew.-% des Polymers und 1,5
Gew.-% Dextran enthalten.

[0033] Der pH-Wert der Beschichtungslésung kann
geeignet eingestellt werden. Beispielsweise kann der
pH-Wert der Beschichtungslésung, welche ein carb-
oxyliertes Polymer enthalt, auf ca. 3,0 bis ca. 4,0, be-
vorzugt ca. 3,75 eingestellt werden. Der pH-Wert der
Beschichtung kann durch die Zugabe einer Saure
oder Base eingestellt werden. Ein Beispiel fir eine
geeignete Base ist eine 2N wassrige NaOH-Ldsung.

[0034] Die Beschichtungslésung wird auf ein poro-
ses Substrat aufgebracht, bevorzugt ein hydrophiles
Substrat. Das hydrophile porése Substrat kann aus
einem beliebigen geeigneten Material hergestellt
sein; bevorzugt umfasst das Substrat ein Polymer.
Beispiele fur geeignete Polymer umfassen Polyaro-
maten, Polysulfone, Polyolefine, Polystyrole, Poly-
carbonate, Polyamide, Polyimide, Fluorpolymere,
cellulosische Polymere, wie Celluloseacetate und
Cellulosenitrate, und PEEK. Aromatische Polysulfo-
ne sind bevorzugt. Beispiele flir aromatische Polysul-
fone umfassen Polyethersulfon, Bisphenol-A-Poly-
sulfon und Polyphenylsulfon. Polyethersulfon ist be-
sonders bevorzugt. Das porése Substrat kann eine
beliebige geeignete Porengrofie aufweisen, z.B. eine
PorengréRRe von unter ca. 10 um, z.B. ca. 0,01 ym bis
ca. 10 ym, bevorzugt ca. 0,1 pm bis ca. 5 ym, noch
bevorzugter ca. 0,2 um bis ca. 5 ym. Das porése Sub-
strat kann asymmetrisch oder — in einer bevorzugten
Ausfuhrungsform — symmetrisch sein.

[0035] Das pordse Substrat kann nach Verfahren
hergestellt werden, wie sie dem Durchschnittsfach-
mann bekannt sind. Beispielsweise kann das porése

Substrat nach einem Phaseninversionsprozess her-
gestellt werden. Hierbei wird eine GielRlésung, wel-
che das Polymer, ein Lésemittel, einen Porenbildner,
ein Benetzungsmittel und optional eine kleine Menge
eines Nicht-Losemittels enthalt, durch Kombinieren
und Mischen der Bestandteile, bevorzugt bei erhéh-
ter Temperatur, hergestellt. Die resultierende Lésung
wird gefiltert, um Verunreinigungen zu entfernen. Die
GieRlésung wird in die Form eines Flachmaterials
oder einer Hohlfaser gegossen oder extrudiert. Das
resultierende Flachmaterial oder die resultierende
Faser wird als eine phaseninvertierte Membran er-
starren oder gelieren gelassen. Die erstarrte Memb-
ran wird dann ausgelaugt, um das Lésemittel und an-
dere I6sliche Bestandteile zu entfernen.

[0036] Das Beschichten des porésen Substrates mit
der Beschichtungslésung kann nach Verfahren
durchgefiihrt werden, welche dem Durchschnitts-
fachmann bekannt sind, zum Beispiel durch Tauch-
beschichtung, Spriihbeschichtung, Meniscusbe-
schichtung und dergleichen. Beispielsweise kann
eine Tauchbeschichtung wie folgt durchgefiihrt wer-
den. Das Substrat wird fir eine gegebene Zeitspan-
ne, die ausreichend ist, um vollstadndiges oder nahe-
zu vollstéandiges Beschichten der Porenwande zu ge-
wahrleisten, in die Losung getaucht. Die Tauchzeit
kann von ca. 1 s bis ca. 1,0 min reichen, bevorzugt
von ca. 0,1 min bis ca. 0,5 min, noch bevorzugter von
ca. 1/6 min bis ca. 1/3 min. Nach dem Tauchen wird
die Uberschussbeschichtungslésung auf dem Subst-
rat entfernt, indem unter der Einwirkung der Schwer-
kraft oder unter Zuhilfenahme einer Rakel oder Luft-
rakel ablaufen gelassen wird. Das resultierende be-
schichtete Substrat wird gehartet, um das Harten
oder Vernetzen der Beschichtungszusammenset-
zung zu bewirken.

[0037] So kann die Membran beispielsweise bei ei-
ner Temperatur unterhalb 150 °C, z.B. bei einer Tem-
peratur im Bereich von ca. 60 °C bis ca. 130 °C, be-
vorzugt bei einer Temperatur von ca. 80 °C bis ca.
130 °C, fir eine geeignete Zeitspanne, welche in ei-
nem Bereich von ca. 5 min bis ca. 120 min, bevorzugt
ca. 5 min bis ca. 60 min, angesiedelt sein kann, ge-
hartet werden. In Einklang mit bestimmten Ausfih-
rungsformen wird die Membran bei einer Temperatur
von ca. 120 °C bis ca. 125 °C fir eine Zeitspanne von
ca. 20 min bis ca. 30 min gehartet.

[0038] Die resultierende Membran kann gewaschen
werden, um Extrahierbares in der Membran auszu-
laugen. Bestimmte Ausfuhrungsformen der Memb-
ran, insbesondere eine Membran mit Carboxyl-Funk-
tionalitat, werden in einer basischen Lésung, bevor-
zugt bei einem pH-Wert von ca. 8 bis ca. 12, gewa-
schen oder ausgelaugt. Die Auslaugeflissigkeit kann
hergestellt werden durch Zugabe einer Base, z.B.
Natriumhydroxid, Natriumcarbonat oder Natriumbi-
carbonat. Die Base kann als ein Feststoff oder als
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eine Losung zugegeben werden. Besondere Beispie-
le fir die pH-Werte der Auslaugefliissigkeit sind ca.
11,9, ca. 11,4 und ca. 8,1. Diese pH-Werte kdnnen
durch die Verwendung von z.B. einer 2N NaOH-L6-
sung, Natriumcarbonat oder Natriumbicarbonat er-
zielt werden.

[0039] Beispielhaft kann eine carboxylierte Memb-
ran bei einer Temperatur im Bereich von ca. 37 °C bis
ca. 93 °C oder héher, bevorzugt ca. 54 °C bis ca. 73
°C oder hoher gewaschen oder ausgelaugt werden.
Eine sulfonsdurehaltige Membran kann bei einer
Temperatur von ca. 54 °C bis ca. 93 °C oder hoher
gewaschen oder ausgelaugt werden. Ausfiihrungs-
formen der Membran kénnen auch in heilem deioni-
sierten Wasser ausgelaugt werden, z.B. in deionisier-
tem Wasser, welches bei Uber 73 °F gehalten wird.
Das Waschen oder Auslaugen kann fur eine geeigne-
te Zeitdauer durchgefiihrt werden, z.B. ca. 20 bis ca.
30 min oder mehr. In Einklang mit bestimmten Aus-
fuhrungsformen der Membran kann das Waschen
oder Auslaugen flr ca. 1 h oder mehr durchgefuhrt
werden. Die resultierende Membran wird dann in Luft
oder in einem Ofen getrocknet, um das Wasser zu
entfernen.

[0040] Die vorliegende Erfindung stellt ein Verfah-
ren bereit wie in Anspruch 27 definiert zum Herstellen
einer negativ geladenen mikroporésen Membran,
umfassend ein pordses Substrat und eine vernetzte
Beschichtung mit angehangten anionischen Grup-
pen. Eine Ausfuhrungsform des Verfahrens umfasst:
(a) Bereitstellen eines pordsen Substrates;
(b) Kontaktieren des Substrates mit einem hydro-
xylreichen Material und einer Zusammensetzung,
umfassend ein ungesattigtes Monomer mit einer
anionischen Gruppe, mindestens ein oder mehre-
re N-(Hydroxyalkyl)- und/oder N-(Alkoxyal-
kyl)-acrylamide, ein hydrophiles ungesattigtes
Monomer und optional einen Initiator;
(c) Harten des in (b) erhaltenen Substrates, um
die negativ geladene Membran zu erhalten; und
(d) optional, Extrahieren der in (c) erhaltenen
Membran, um extrahierbare Reste darin zu entfer-
nen

[0041] In einer Ausfiihrungsform der vorliegenden
Erfindung wird die vernetzte Beschichtung hergestellt
aus einer Zusammensetzung, umfassend ein unge-
sattigtes Monomer mit einer anionischen Gruppe, ein
N-(Hydroxymethyl)- oder N-(Alkoxymethyl)-acryla-
mid, ein nichtionisches hydrophiles Acryl-Monomer
und einen Initiator.

[0042] In einer weiteren Ausflihrungsform der vor-
liegenden Erfindung wird die vernetzte Beschichtung
hergestellt aus einer Zusammensetzung, umfassend
ein Acryl-Monomer mit einer anionischen Gruppe, ein
N-(Hydroxymethyl)- oder N-(Alkoxymethyl)-acryla-
mid, ein nichtionisches hydrophiles Acryl-Monomer

und einen Initiator.

[0043] Die erfindungsgemale Membran kann in ei-
ner Vorrichtung enthalten sein, z.B. in einer Filtervor-
richtung, einer chromatographischen Vorrichtung, ei-
ner Vorrichtung fir den makromolekularen Transfer,
einer Stromungsverteileranordnung und/oder einem
Membranmodul, welche eine oder mehrere negativ
geladene Membranen in Einklang mit der vorliegen-
den Erfindung umfassen koénnen. Die Vorrichtung
kann in einer beliebigen geeigneten Form vorliegen.
Beispielsweise kann die Vorrichtung ein Filterele-
ment umfassen, welches die negativ geladene Mem-
bran in einer im Wesentlichen planaren oder gefalte-
ten Form umfasst. Das Element kann eine hohle, im
Wesentlichen zylinderférmige Gestalt aufweisen.
Falls gewunscht, kann die Vorrichtung das Filterele-
ment in Kombination mit einer aufstromseitigen
und/oder abstromseitigen Stitz- oder Drainage-
schicht umfassen. Die Vorrichtung kann eine Mehr-
zahl von Membranen aufweisen, z.B. um ein mehr-
schichtiges Filterelement bereitzustellen, oder in ge-
stapelter Form, um ein Membranmodul bereitzustel-
len, z.B. ein Membranmodul zur Verwendung in der
Membranchromatographie. Filterpatronen k&nnen
konstruiert werden durch Einbeziehung von einem
Gehause und Endkappen, um eine Fluiddichtung be-
reitzustellen, sowie von mindestens einem Einlass
und mindestens einem Auslass. Die Vorrichtungen
kénnen so konstruiert sein, dass sie im Quer-
strom-(Crossflow-) oder Tangentialstrombetrieb so-
wie im statischen (Dead-end-)Betrieb arbeiten. Dem-
entsprechend kann das zu behandelnde Fluid bei-
spielsweise tangential zur Membranoberflache ge-
fuhrt werden, oder es kann senkrecht zur Membrano-
berflache stromen gelassen werden.

[0044] Fir Ausfuhrungsformen der Membran, wel-
che als ein Rohr oder eine Faser oder als Bundel von
Rohren oder Fasern vorliegen, kann die Membran als
Module konfiguriert sein, z.B. nach Einbetten ihrer
Enden in einem Klebemittel. Zwecks einer Beschrei-
bung beispielhafter chromatographischer Vorrichtun-
gen, Modulen mit porésen Medien und Strdmungs-
verteileranordnungen, siehe U.S. Provisional Patent
Application Nr. 60/121 667 und Nr. 60/121 701, beide
mit Einreichungsdatum vom 25. Februar 1999; U.S.
Provisional Patent Application Nr. 60/168 738 und
60/168 750, beide mit Einreichungsdatum vom 6. De-
zember 1999; und International Applications mit Ein-
reichungsdatum vom 25. Februar 2000 und mit dem
Titel "Positively Charged Membrane" von Xiaosong
Wu, Chung-Jen Hou, Jayesh Dharia, Peter Konstan-
tin und Yujing Yang; "Chromatography Devices and
Flow Distributor Arrangements Used in Chromato-
graphy Devices" von Mark Hurwitz, Thomas Soren-
sen, John Stempel und Thomas Fendya; und "Chro-
matography Devices, Porous Medium Modules Used
in Chromatography Devices and Methods for Making
Porous Medium Modules" von Mark Hurwitz, Thomas

6/14



DE 600 12 311 T2 2005.07.21

Fendya und Gary Bush. Siehe auch UK Patent Appli-
cation GB 2 275 626 A.

[0045] Die erfindungsgemafle Membran weist eine
oder mehrere vorteilhafte Eigenschaften auf, ein-
schliellich hoher Wasserdurchlassigkeit, dynami-
scher Proteinbindungskapazitat und Ladungsdichte.
Beispielsweise weist die Membran bevorzugt eine
WasserflieRrate von mehr als 5 ml/min/cm?, bevor-
zugt mehr als 10 ml/min/cm?, z.B. ca. 20 ml/min/cm?
bis ca. 160 ml/min/cm?, bevorzugt ca. 25 ml/min/cm?
bis ca. 100 ml/min/cm?, bei 24 in.Hg auf. Die Memb-
ran ist robust und kann hohen Behandlungsfluidflie3-
raten widerstehen. So kann die Membran Fliel3raten
von bis zu 10 cm/min, z.B. von ca. 1 cm/min bis 10
cm/min bei 10 psi (68,9 kPa) ausgesetzt werden. Die
Membran zeigt einen Offnungs-Wasser-Blasenpunkt
(Bubble-Point), der unter ca. 70 psi (482 kPa) liegt,
z.B. in einem Bereich von ca. 2,5 psi (9,39 kPa) bis
ca. 70 psi (482 kPa), bevorzugt ca. 5 psi (34,47 kPa)
bis ca. 50 psi (344,7 kPa).

[0046] Die erfindungsgemafle Membran weist eine
hohe Ladungsdichte auf. Die Ladungsdichte kann
nach Verfahren bestimmt werden, wie sie dem
Durchschnittsfachmann bekannt sind. So kann die
Ladungsdichte beispielsweise Uber das Vermogen
der Membran, einen positiv geladenen Farbstoff zu
binden, gemessen werden. Beispielhaft weist die
Membran eine Methylenblau-Farbstoff-Bindungska-
pazitat von mindestens 10 ml auf, z.B. ca. 10 ml bis
ca. 1000 ml, bevorzugt ca. 100 ml bis ca. 800 ml, bei
Prifung mit einer 10 ppm-Farbstofflésung in Wasser.
Methylenblau ist ein positiv geladener Farbstoff.

[0047] Das Farbstoffbindevermégen wird gemes-
sen durch Filtrieren einer 10 Gew.-ppm-L&sung von
Methylenblau-Farbstoff, pH 6,6, bei einem Unter-
druck von 24 in.Hg durch eine Membranscheibe mit
einem Durchmesser von 25 mm und Uberwachen
des Volumens des Filtrats, bis eine Spur des Farb-
stoffs im Filtrat zu erscheinen beginnt.

[0048] Die erfindungsgemale Membran weist ein
hohes spezifisches Proteinbindevermégen auf. Die
Membran weist ein spezifisches Lysozym-Bindever-
mogen von mehr als 10 mg/ml, z.B. ca. 10 mg/ml bis
ca. 130 mg/ml, bevorzugt ca. 25 mg/ml bis ca. 120
mg/ml auf. Das spezifische Bindevermogen kann
nach der folgenden beispielhaften Methode bestimmt
werden. Ein Fluid, welches ein Lysozym-Protein in 10
mM MES-Puffer, pH 5,5, enthalt, wird filtriert, indem
es bei 1 cm/min durch eine Membran geleitet wird,
und die Konzentration des Proteins in dem Filtrat wird
als eine Funktion der Zeit gemessen. Die Konzentra-
tion des Proteins kann spektrophotometrisch be-
stimmt werden, z.B. durch Messen der Extinktion des
Proteins bei 280 nm. Eine Durchbruchkurve, wie die
in Fig. 1 gezeigte, kann dann erstellt werden, wobei
die x-Achse die Zeit des Filtrationsexperimentes an-

gibt und die y-Achse die Proteinkonzentration im Fil-
trat angibt. Die Membran weist ein hohes spezifi-
sches Proteinbindevermdgen und eine niedrige
nichtspezifische oder hydrophobe Bindung auf. Die
Steigung der fir die Membran erhaltenen Durch-
bruchkurve ist vertikal oder im Wesentlichen vertikal.
Diese Charakteristik bietet eine verbesserte Auflo-
sung und Trennung von Proteinen. Die Membran
weist ferner eine hohe dynamische Proteinbindungs-
kapazitat auf.

[0049] Ein Vorteil der erfindungsgemaflien Membran
besteht darin, dass keine Leckage von Proteinen vor
dem Durchbruch auftritt. Ein weiterer Vorteil der vor-
liegenden Erfindung besteht darin, dass die Kompo-
nenten der Membran sorgfaltig gewahlt sind, so dass
die Membran frei oder im Wesentlichen frei von
Pfropfungen oder kovalenten Bindungen zwischen
der Beschichtung und dem Substrat ist. Die Herstel-
lung von negativ geladenen Membranen in Einklang
mit der vorliegenden Erfindung beinhaltet eine Che-
mie und Verfahren, welche relativ einfach und leicht
zu realisieren sind.

[0050] Die Eigenschaften der erfindungsgemafien
Membranen machen sie attraktiv zur Verwendung bei
der Detektion, Trennung und/oder Reinigung von Bi-
omolekilen, z.B. Proteinen, Aminosauren, Nuklein-
sauren und Viren. Beispiele fir Nukleinsauren umfas-
sen modifizierte oder unmodifizierte, synthetische
oder natirliche RNA und DNA.

[0051] Die erfindungsgemaflen Membranen finden
Verwendung in verschiedenen Anwendungen, z.B. in
der Filtration von Fluiden, welche positiv geladene
Atome, Molekile und Partikel enthalten, und beim
makromolekularen Transfer von Elektrophoresege-
len, z.B. beim Transfer von Nukleinsduren und Prote-
inen von Elektrophoresegelen auf eine Immobilisie-
rungsmatrix. Die Membran kann Anwendung finden
in der Trennung oder Reinigung von Komponenten,
welche in biologischen Fluiden vorliegen. So kann die
Membran zum Beispiel Anwendung finden bei der
Trennung von Humanalbuminen vom Serum, bei der
therapeutischen Blutfraktionierung und bei der Tren-
nung von Komponenten in genmanipulierten Zellkul-
turen oder Fermentationsbouillons. Die Membran
kann fur die Reinigung von z.B. viralen Vakzinen und
Gentherapievektoren, z.B. adenoassoziierten Viren,
Verwendung finden.

[0052] Dementsprechend stellt die vorliegende Er-
findung ein Verfahren bereit zum Behandeln eines Bi-
omolekile enthaltenden Fluids, wie in Anspruch 33
definiert. Die an der Membran adsorbierten positiv
geladenen Materialien kénnen durch Elution mit ei-
nem geeigneten Solventeluans wiedergewonnen
werden. Die vorliegende Erfindung stellt ferner ein
Verfahren bereit zum selektiven Adsorbieren eines
oder mehrerer Biomolekile aus einem Fluid, welches
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eine Mischung von Biomolekiilen enthalt, umfassend
das Inkontaktbringen des Fluids mit der Membran un-
ter Bedingungen, welche vorteilhaft fir die Adsorpti-
on von ausgewahlten Biomolekilen sind. Das eine
oder die mehreren Biomolekiile kbnnen aus der erfin-
dungsgemalen Membran selektiv freigesetzt werden
durch Kontaktieren der adsorbierte Biomolekiile auf-
weisenden Membran mit einem Elutionsmittel unter
Bedingungen, welche vorteilhaft fir die Freigabe der
ausgewahlten Biomolekile sind. Die vorliegende Er-
findung stellt ferner ein Verfahren bereit fur den ma-
kromolekularen Transfer von einem Elektrophores-
gel, umfassend das Kontaktieren einer erfindungsge-
maflken Membran mit dem Elektrophoresegel und
Transferieren der Makromolekile von dem Gel auf
die Membran.

[0053] Die erfindungsgemafle negativ geladene
Membran ist besonders geeignet zur Behandlung
von Fluiden, welche Biomolekile enthalten, die eine
positive Oberflachenladung fur den gegebenen
pH-Wert des Fluids aufweisen. So weist z.B. Lyso-
zym einen isoelektrischen Punkt von 11,25 auf und
kann mittels der erfindungsgemafen negativ gelade-
nen Membran aus einem Fluid mit einer niedrigen
Salinitat, z.B. 10 mM MES, pH 5,5, abgetrennt wer-
den. Proteine mit verschiedenen Oberflachenladun-
gen kénnen ebenfalls mittels der erfindungsgemalen
Membran abgetrennt werden; als Beispiel sei die Ab-
trennung von Lysozym aus Cytochrom C genannt.

[0054] So wird z.B. eine Mischung von Lysozym und
Cytochrom C wie folgt getrennt. 80 pl eines Fluids,
welches 3 mg/ml Lysozym und 1 Cytochrom C ent-
halt, kann auf eine chromatographische Saule oder
Stapel von funf Lagen einer erfindungsgemafien ne-
gativ geladenen Membran mit einem Durchmesser
von 25 mm gegeben werden. Die Saule oder der Sta-
pel kann mit einem Gradienten eluiert werden — 7 ml
von 10 mM MES-Puffer bei einem pH von 5,5 zu 1M
NaCl-10 mM MES-Puffer bei einem pH von 5,5. Die
Flierate kann 4 ml/min betragen. Cytochrom C wird
als erstes eluiert, danach Lysozym.

[0055] Die folgenden Beispiele sollen die vorliegen-
de Erfindung weiter veranschaulichen.

BEISPIEL 1

[0056] Dieses Beispiel zeigt ein Verfahren zur Her-
stellung einer Polymerzusammensetzung zur Her-
stellung einer Ausflihrungsform der negativ gelade-
nen Membran gemaf der vorliegenden Erfindung.

[0057] 2-Acrylamido-2-methyl-1-propansulfonsau-

re, N-(Isobutoxymethyl)-acrylamid und Hydroxypro-
pylmethacrylat wurden in einem Gewichtsverhaltnis
von 8,0:2,5:1,5 in einem Methanol-Wasser-Medium
kombiniert, um eine Polymerisationslésung mit ei-
nem Feststoffgehalt von 12 Gew.-% zu erhalten. Am-

moniumpersulfat wurde als Initiator mit 0,3 Gew.-%
der Lésung verwendet. Die Polymerisation wurde fur
einen Zeitraum von ca. 10-15 h bei Umgebungstem-
peratur (20-25 °C) durchgefiihrt. Die resultierende
Lésung hatte eine Viskositat von 166 cps (0,166
Pa.s).

BEISPIEL 2

[0058] Dieses Beispiel zeigt ein Verfahren zur Her-
stellung einer Ausflihrungsform der negativ gelade-
nen Membran gemaR der vorliegenden Erfindung.
Dieses Beispiel zeigt ferner die Eigenschaften dieser
Ausfuhrungsform.

[0059] Eine Beschichtungsldsung wurde hergestellt
durch Mischen der in Beispiel 1 beschriebenen Poly-
merisationslésung und einer wassrigen Lésung von
Dextran, Molekulargewicht 148 K, so dass die resul-
tierende Losung Polymer und Dextran im Gewichts-
verhaltnis von 3:1 enthalt.

[0060] Ein hydrophiles mikropordses Polyethersul-
fon-Substrat mit einer Porengrofie von ca. 0,8 pm
wurde mit der obigen Beschichtungslésung be-
schichtet. Das beschichtete Substrat wurde in einem
Ofen bei 100-110 °C fur 1 h gehartet, anschlieRend
in siedendem DI-Wasser fir 1 h gewaschen. Die re-
sultierende Membran wurde in einem Ofen getrock-
net, um eine Ausfiihrungsform der vorliegenden Er-
findung zu erhalten.

[0061] Die wie oben beschrieben erhaltene Memb-
ran wurde auf Behandlung einer lysozymhaltigen L6-
sung getestet. Die Lésung enthielt 206,4 pg pro ml
von 10 mM MES-Puffer bei pH 5,5. Die Behandlungs-
fluidflieRrate betrug 4 mil/min. Zwei Membranschei-
ben mit einem Durchmesser von 25 mm wurden
Ubereinander angeordnet. Die erhaltene Durchbruch-
kurve istin Eig. 1 dargestellt. Die Membran hatte eine
Lysozym-Bindungskapazitat von 97 mg/ml. Die wah-
rend der ersten 10 Minuten der Behandlung erhalte-
ne relativ flache Kurve bestatigte, dass die Membran
keine Leckage zeigte. Die nahezu vertikale Steigung
zeigt an, dass die Membran in der Lage war, eine
hohe Auflésung bereitzustellen.

BEISPIEL 3

[0062] Dieses Beispiel zeigt ein Verfahren zur Her-
stellung einer Ausflihrungsform der negativ gelade-
nen Membran gemaR der vorliegenden Erfindung.
Dieses Beispiel zeigt ferner die Eigenschaften dieser
Ausfuihrungsform.

[0063] Eine Beschichtungslésung wurde hergestellt
durch Mischen der in Beispiel 1 beschriebenen Poly-
merisationslésung und einer wassrigen Lésung von
Dextran, Molekulargewicht 148 K, so dass die resul-
tierende Losung Polymer und Dextran im Gewichts-
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verhaltnis von 4:1 enthalt.

[0064] Ein hydrophiles mikroporéses Cellulosenit-
rat-Substrat mit einer Porengrée von ca. 0,8 pm
wurde mit der obigen Beschichtungslésung be-
schichtet. Das beschichtete Substrat wurde in einem
Ofen bei 100-110 °C fir 1 h gehartet, anschlieend
in siedendem DI-Wasser fir 1 h gewaschen. Die re-
sultierende Membran wurde in einem Ofen getrock-
net, um eine Ausfiihrungsform der vorliegenden Er-
findung zu erhalten.

[0065] Die wie oben beschrieben erhaltene Memb-
ran wurde mit einer lysozymhaltigen Lésung getestet.
Die Loésung enthielt 201,3 pg pro ml von 10 mM
MES-Puffer bei pH 5,5. Die BehandlungsfluidflieRrate
betrug 4 ml/min. Zwei Membranscheiben mit einem
Durchmesser von 25 mm wurden ubereinander an-
geordnet. Die erhaltene Durchbruchkurve ist in Fig. 2
dargestellt. Die Membran zeigte ein Lysozym-Binde-
vermoégen von 77 mg/ml. Die wahrend der ersten 10
Minuten der Behandlung erhaltene relativ flache Kur-
ve bestatigte, dass die Membran keine Leckage zeig-
te. Die nahezu vertikale Steigung zeigt an, dass die
Membran in der Lage war, eine hohe Auflésung be-
reitzustellen.

BEISPIEL 4

[0066] Dieses Beispiel zeigt ein Verfahren zur Her-
stellung einer weiteren Ausfihrungsform der negativ
geladenen Membran gemaf der vorliegenden Erfin-
dung. Dieses Beispiel zeigt ferner die Eigenschaften
dieser Ausflihrungsform.

[0067] 2-Acrylamidogylcolsaure, 2-Carboxyethyl-
acrylat, N-(Isobutoxymethyl)-acrylamid, N-(Hydroxy-
methyl)-acrylamid und Hydroxypropylacrylat wurden
in einem Gewichtsverhaltnis von 5,0:5,0:3,0:1,5:1,5
in einem Methanol-Wasser-Medium kombiniert, um
eine Polymerisationsldsung mit einem Feststoffge-
halt von 16 Gew.-% zu erhalten. Ammoniumpersulfat
wurde als Initiator mit 0,4 Gew.-% der LOsung ver-
wendet. Die Polymerisation wurde fur einen Zeitraum
von ca. 16—-24 h bei Umgebungstemperatur durchge-
fuhrt. Die resultierende LOsung hatte eine Viskositat
von 116 cps (0,116 Pa.s). Eine Beschichtungsldsung
wurde hergestellt durch Mischen der Polymerisati-
onslésung und einer wassrigen Lésung von Dextran,
Molekulargewicht 148 K, so dass die resultierende
Lésung 4 Gew.-% Polymer und 1,33 Gew.-% Dextran
enthielt.

[0068] Ein hydrophiles mikropordses Polyethersul-
fon-Substrat mit einer PorengréRe von ca. 0,8 pm
wurde mit der obigen Beschichtungslésung be-
schichtet. Das beschichtete Substrat wurde in einem
Ofen bei 100-110 °C fir 1 h gehartet, anschlielend
in siedendem DI-Wasser fir 1 h gewaschen. Die re-
sultierende Membran wurde in einem Ofen getrock-

net, um eine weitere Ausfiihrungsform der vorliegen-
den Erfindung zu erhalten.

[0069] Die wie oben beschrieben erhaltene Memb-
ran wurde mit einer lysozymhaltigen Losung getestet.
Die Lésung enthielt 213,6 pg pro ml von 10 mM
MES-Puffer bei pH 5,5. Die BehandlungsfluidflieRrate
betrug 4 ml/min. Zwei Membranscheiben mit einem
Durchmesser von 25 mm wurden ubereinander an-
geordnet. Die erhaltene Durchbruchkurve ist in Fig. 3
dargestellt. Die Membran zeigte ein Lysozym-Binde-
vermoégen von 45 mg/ml. Die wahrend der ersten 10
Minuten der Behandlung erhaltene relativ flache Kur-
ve bestatigte, dass die Membran keine Leckage zeig-
te. Die nahezu vertikale Steigung zeigt an, dass die
Membran in der Lage war, eine hohe Auflésung be-
reitzustellen.

Patentanspriiche

1. Negativ geladene mikroporése Membran, um-
fassend ein pordses Substrat und eine vernetzte Be-
schichtung, wobei die vernetzte Beschichtung erhal-
ten werden kann durch Polymerisieren einer Mi-
schung, die ein ungesattigtes Monomer mit einer ne-
gativ geladenen Gruppe, ein hydrophiles nichtioni-
sches ungesattigtes Monomer und ein N-(Hydroxyal-
kyl)- oder N-(Alkoxyalkyl)-acrylamid-Monomer um-
fasst, wobei die vernetzte Beschichtung Amid-Ester-
und Amid-Amid-Vernetzungsstellen aufweist.

2. Negativ geladene mikroporése Membran nach
Anspruch 1, wobei das hydrophile nichtionische un-
gesattigte Monomer ein Acryl-Monomer ist.

3. Negativ geladene mikroporése Membran nach
Anspruch 1 oder Anspruch 2, wobei das N-(Hydroxy-
alkyl)- oder N-(Alkoxyalkyl)-acrylamid-Monomer eine
Alkylgruppe mit 4 oder weniger Kohlenstoffatomen
enthalt.

4. Negativ geladene mikropordse Membran nach
einem der Anspruche 1 bis 3, wobei die vernetzte Be-
schichtung ein hydroxylreiches Material mit zwei oder
mehr Hydroxylgruppen pro Molekil oder Einheit um-
fasst, wobei die Menge des hydroxylreichen Materi-
als in der vernetzten Beschichtung so ist, dass das
Verhaltnis des Polymers zu dem hydroxylreichen Ma-
terial in einem Bereich von 100:1 bis 1:100 angesie-
delt ist.

5. Negativ geladene mikroporése Membran nach
Anspruch 4, wobei das hydroxylreiche Material ein
Polysaccharid ist.

6. Negativ geladene mikroporése Membran nach
einem der Anspriche 1 bis 5, wobei die negativ gela-
dene Gruppe eine Sulfon- oder Carbonsauregruppe
ist.
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7. Negativ geladene mikroporése Membran nach
Anspruch 2, wobei das Acryl-Monomer ein Acrylat
oder Acrylamid ist.

8. Negativ geladene mikroporése Membran nach
Anspruch 7, wobei das Acryl-Monomer ein Acrylamid
ist.

9. Negativ geladene mikroporése Membran nach
Anspruch 8, wobei das Acrylamid ein Alkylacrylamid
ist.

10. Negativ geladene mikroporése Membran
nach Anspruch 9, wobei das Acrylamid eine Sulfon-
sauregruppe enthalt.

11. Negativ geladene mikropordse Membran
nach Anspruch 10, wobei das Acrylamid Acrylami-
do-N-alkylsulfonsaure ist.

12. Negativ geladene mikroporése Membran
nach Anspruch 9, wobei das Alkylacrylamid eine Car-
bonsauregruppe enthalt.

13. Negativ geladene mikroporése Membran
nach Anspruch 12, wobei die Mischung ein weiteres
Acryl-Monomer umfasst, welches eine Carbonsaure-
gruppe enthalt.

14. Negativ geladene mikroporése Membran
nach Anspruch 13, wobei das weitere Acryl-Mono-
mer ein Acrylat ist.

15. Negativ geladene mikroporése Membran
nach Anspruch 14, wobei das Acrylat -Carboxye-
thylacrylat ist.

16. Negativ geladene mikroporése Membran
nach Anspruch 4, wobei das Acryl-Monomer ein Hy-
droxyacryl-Monomer ist.

17. Negativ geladene mikroporése Membran
nach Anspruch 16, wobei das Hydroxyacryl-Mono-
mer ein Hydroxyacrylamid oder ein Hydroxyacrylat
ist.

18. Negativ geladene mikroporése Membran
nach einem der Anspriiche 1 bis 17, wobei die Mi-
schung ein N-(Alkoxymethyl)-acrylamid umfasst.

19. Negativ geladene mikroporése Membran
nach Anspruch 18, wobei das N-(Alkoxyme-
thyl)-acrylamid N-Isobutoxymethylacrylamid ist.

20. Negativ geladene mikroporése Membran
nach Anspruch 5, wobei das Polysaccharid Dextran
ist.

21. Negativ geladene mikroporése Membran
nach einem der Anspriiche 1 bis 20, wobei die Mem-

bran ein dynamisches Protein-Bindevermdgen von
ca. 25 mg/ml Lysozym oder mehr aufweist.

22. Negativ geladene mikroporése Membran
nach einem der Anspriiche 1 bis 21, wobei das das
Substrat bildende Material ein Polymer umfasst, aus-
gewahlt aus der Gruppe, welche aus Polyaromaten,
Polysulfonen, Polyolefinen, Polystyrolen, Polyami-
den, Polyimiden, Celluloseacetaten, Cellulosenitra-
ten, Polycarbonaten, Polyestern und Fluorpolymeren
besteht.

23. Negativ geladene mikroporése Membran
nach Anspruch 22, wobei das Substrat ein Polysulfon
umfasst.

24. Negativ geladene mikroporése Membran
nach einem der Anspriiche 1 bis 23, wobei das por6-
se Substrat hydrophil ist.

25. Negativ geladene mikroporése Membran
nach einem der Anspriiche 1 bis 24, wobei eine un-
gesattigte Einheit, welche eine negativ geladene
Gruppe umfasst, 0,1 % bis 20 % w/w der vernetzten
Beschichtung bildet.

26. Negativ geladene mikroporése Membran
nach einem der Anspriiche 1 bis 25, wobei 0,1 % bis
15 % w/w der vernetzten Beschichtung aus dem Po-
lymer bestehen oder 0,1 % bis 15 % w/w der vernetz-
ten Beschichtung aus dem Polymer und Dextran be-
stehen.

27. Verfahren zum Herstellen einer negativ gela-
denen mikroporésen Membran nach Anspruch 1,
umfassend ein pordses Substrat und eine vernetzte
Beschichtung mit negativ geladenen Gruppen, um-
fassend:

(a) Bereitstellen eines pordsen Substrates;

(b) Bilden einer Mischung, umfassend ein ungesattig-
tes Monomer mit einer negativ geladenen Gruppe,
ein hydrophiles nichtionisches ungesattigtes Mono-
mer und ein N-(Hydroxyalkyl)- oder N-(Alkoxyal-
kyl)-acrylamid-Monomer, und Polymerisieren der Mi-
schung, um ein Polymer zu bilden;

(c) Kontaktieren des Substrates mit dem Polymer;
und

(d) Harten des in (c) erhaltenen Substrates, um die
negativ geladene mikroporése Membran zu erhalten,
welche eine vernetzte Beschichtung mit negativ gela-
denen Gruppen umfasst.

28. Verfahren nach Anspruch 27, wobei die nega-
tiv geladene Gruppe eine Sulfon- oder Carbonsaure-
gruppe ist.

29. Verfahren nach Anspruch 27 oder Anspruch
28, wobei das ungesattigte Monomer, welches eine
negativ geladene Gruppe aufweist, ein Acrylmono-
mer ist, welches eine Sulfon- oder Carbonsauregrup-
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pe enthalt.

30. Verfahren nach Anspruch 29, wobei das
Acryl-Monomer, welches eine Sulfon- oder Carbon-
sauregruppe aufweist, ein Acrylat oder ein Acrylamid
ist.

31. Verfahren nach Anspruch 27, wobei das Ver-
fahren umfasst: Kontaktieren des Substrates mit ei-
nem hydroxylreichen Material, welches zwei oder
mehr Hydroxylgruppen pro Molekil enthalt, vor dem
Harten des Substrates, so dass die Menge des hy-
droxylreichen Materials in der vernetzten Beschich-
tung so ist, dass das Verhaltnis des Polymers zu dem
hydroxylreichen Material in der Membran in einem
Bereich von 100:1 bis 1:100 angesiedelt ist.

32. Verfahren zum Transferieren eines biologi-
schen Materials von einem Elektrophoresegel, um-
fassend das Kontaktieren des Elektrophoresegels
mit der Membran nach einem der Anspriiche 1 bis 26
und Transferieren eines Proteins, eines Polypeptids,
einer Aminosaure, einer Nukleinsdure oder deren
Kombinationen von dem Gel auf die Membran.

33. Verfahren zum Abtrennen positiv geladener
Biomolekiile von einem Fluid, wobei die Biomolekile
ausgewahlt sind aus der Gruppe, welche aus Protei-
nen, Aminosauren, Nukleinsduren und Viren besteht,
wobei das Verfahren umfasst: Inkontaktbringen des
Fluids mit der negativ geladenen mikroporésen Mem-
bran nach einem der Anspriiche 1 bis 26, um die po-
sitiv geladenen Biomolekile an der Membran zu ad-
sorbieren.

Es folgen 3 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

FIGUR 1
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FIGUR 2
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FIGUR 3
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