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Zusammenfassung

Durch die Entwicklungen in der Produktion von Biopharmazeutika und der zunehmend
steigenden Nachfrage, aufgrund vermehrter Applikationsgebiete, insbesondere fur den Einsatz
monoklonaler Antikdrper (mAb’s), ist die Aufreinigung (Downstream) dieser Produkte in den
letzten Jahren zu einer limitierenden Komponente geworden. Bei der Herstellung solcher
Biopharmazeutika (Upstream) konnten erstaunliche Fortschritte in Bezug auf die erreichten
Titer erzielt werden, wodurch die Aufreinigung zum teuersten Schritt der gesamten Produktion
geworden ist. Ublicherweise werden fiir die Aufreinigung dieser Produkte chromatographische
Verfahren genutzt. Wobei die Affinitdtschromatographie im product capture einen
wesentlichen Schritt darstellt, da in einer Basisoperation eine Reinheit von bis zu >99 %

erreicht werden kann.

Hierbei wird am weitaus hdufigsten auf stationdre Phasen in Form von porosen Partikeln
zurlickgegriffen. Diese haben sich in den letzten Jahrzehnten bewdhrt, verfligen tber hohe
spezifische Oberflachen und folglich hohe Proteinbindungskapazitaten. Die immer weiter
steigende Nachfrage und die Fortschritte im Upstream lassen diese Technologie allerdings
sowohl physiko-chemisch, als auch apparativ, an ihre Grenzen stolen.

Die Entwicklung alternativer stationdrer Phasen ist somit ein wesentlicher Weg dieser
technischen Limitierung zu entgehen und die Chromatographie als Basisoperation im

Downstream rentabler zu machen.

In dieser Arbeit werden zwei Verfahren zur Herstellung solcher alternativer stationarer Phasen
vorgestellt und diese auf ihre physiko-chemischen Eigenschaften sowie auf ihre Verwendung
im product capture Schritt hin untersucht.

Dabei kann gezeigt werden, dass eine Modifizierung von Zellulosemembranen mit globuldren
Polymernetzwerkstrukturen tiber eine verdinnte Fallungspolymerisation zu einer Steigerung
der spezifischen Oberflache und gleichzeitiger Funktionalisierung solcher Membranen fihrt.
Die Morphologie der globuldren Polymernetzwerkstrukturen ist im Wesentlichen entscheidend
fur die spatere Leistung solcher modifizierten Membranen. Es wird gezeigt, dass die
Morphologie (ber die Zusammensetzung der Polymerisationslosung steuerbar ist. Des
Weiteren kann der Einfluss der Ausgangsmembran gezeigt werden. Die Optimierung dieser
Eigenschaften, hin zu einer besonders hohen Proteinbindungskapazitdt bei hohen

Permeabilitaten, ergibt, im Vergleich zur unmodifizierten Membran, eine Steigerung der
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Proteinbindungskapazitat um ca. 50 %, wahrend die Permeabilitdt um lediglich ca. 20 %

verringert wird.

Die Herstellung von Membranadsorbern aus Polysaccharid basierten Polymernetzwerken
eroffnet hingegen die Moglichkeit die Vorteile von pordsen Partikeln, die hohe Oberflache und
damit auch die hohe Proteinbindungskapzitit sowie die Vorteile der Membranadsorber, den
schnellen Massentransfer, zu kombinieren. Hierbei wird insbesondere die Struktur des
Polysaccharid basierten Membranadsorbers untersucht. Es wird gezeigt, dass die entstandenen
flow-through Poren im Polysaccharid die Eigenschaften dynamische Proteinbindung und
Permeabilitdt maligeblich beeinflussen. Durch die Struktur der flow-through Poren im
Polysaccharid Membranadsorber ist ein schneller Massentransfer in- und aus dem Meso- bzw.
Makropordsen Polysaccharidnetzwerk moglich, welcher zu hohen Proteinbindungen bei hohen

Permeabilitaten fihrt.

Durch die Entkopplung der flow-through PorengréfRe von der spezifischen Oberflache bzw. der
Proteinbindungskapazitét ist die sogenannte trade-off Kurve flir Membranen bei diesem neu
entwickelten Membranadsorber nicht mehr gultig.

In einem theoretischen product capture Schritt ist zudem dargestellt, dass die Produktivitat
beider Prototypen signifikant oberhalb der eines chromatographischen Mediums aus pordsen
Partikeln liegt. In diesem theoretischen Beispiel konnen Steigerungen der Produktivitit (g mAb
pro h Prozesszeit) um den Faktor 2,5 (Prototyp Kapitel I, mit Polymernetzwerk modifizierte
Membran) bzw. um den Faktor 6,9 (Prototyp Kapitel 11, makro- & mesopordser Polysaccharid

Membranadsorber) erzielt werden.

AbschlieBend wird eine neuartige Methode zur Charakterisierung makropordser Membranen
am Beispiel einer lateral-flow Membran beschrieben, welche innerhalb dieser Arbeit auch auf
die Polysaccharid Membranadsorber angewendet wird. Die Entwicklung dieser Methode ist
fur Membranmaterialien, die in getrocknetem bzw. mit Losungsmittel benetztem Zustand ihre
strukturellen Eigenschaften andern, notwendig. Herkdmmliche Methoden arbeiten fast
ausschlieBlich mit getrockneten Proben. Membranen, die fir die Aufreinigung von
Biopharmazeutika konzipiert sind, sind haufig mit wéssrigen Lésungen benetzt. Somit ist eine
Methode, welche die Struktureigenschaften auch in benetztem Zustand charakterisieren kann
notwendig, um die Struktur der Membran unter applikationsrelevanten Bedingungen zu
verstehen. Die Methode baut auf dreidimensionalen Rekonstruktionen der Membranstruktur
auf, die durch die Verwendung von Confocal-Laser-Scanning Mikroskopie und
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Bildbearbeitungsverfahren erhalten werden. Die daran anschlielende, computergestiitzte
Bildauswertung ist in Zusammenarbeit mit dem KIT (Karlsruher Institut fir Technologie,
Institut fir Angewandte Materialien), innerhalb der dort entwickelten Simulationsumgebung
PACE3D'?, realisiert worden. Es wird gezeigt, dass mithilfe dieser Methode vergleichbare
Ergebnisse zu herkdmmlichen Methoden erzielt werden, diese allerdings, aufgrund des
dreidimensionalen Charakters der Methode, auch lokal und in jede Raumrichtung auswertbar

sind.
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1. Einleitung und Zielsetzung

1. Einleitung

1.1 Herausforderungen und Trends biotechnologischer Prozesse und

Downstream processing therapeutisch wirksamer Biomolekiile

1.1.1 Grundlagen Biotechnologischer Prozesse und Downstream processing

In den letzten 50 Jahren hat die pharmazeutische Biotechnologie bei der Produktion von
Biopharmazeutika (u.a Peptide, Proteine, Viren, DNA und Antikdper) groRe Fortschritte
gemacht.*® Insbesondere die Innovationen in der rekombinanten DNA- bzw.
Zellkulturbiologie ermdglichten die Herstellung monoklonaler Antikorper im industriellen
Mafstab fiir den Einsatz gegen eine Vielzahl menschlicher Krankheiten. Dies flhrte zu einer
stetig ansteigenden Nachfrage und macht monoklonale Antikdrper zum derzeit erfolgreichsten
biotechnologischen Produkt.” Die Produkttiter sind innerhalb der letzten Jahrzehnte von
wenigen Milligramm auf mittlerweile 3-5 Gramm pro Liter Nahrmedium gestiegen und in der
Literatur werden bereits Konzentrationen von 10-13 Gramm pro Liter in fed-batch Prozessen,
bis hin zu 25 Gramm pro Liter in modifizierten Perfusionsprozessen, diskutiert.>84 Diese
rasante Entwicklung in der Herstellung von Biopharmazeutika aus dem sogenannten Upstream
Prozess macht es unabdingbar, dass die nétige Aufreinigung des Rohproduktes im Downstream
Prozess, auf dem Weg zum fertigen biopharmazeutischem Produkt, darauf angepasst ist. Da
die konventionellen Methoden im Downstream Prozess ursprunglich fir geringere Produkttiter
bzw. Produktmengen ausgelegt wurden, fiihrt dies zu Kapazitatsproblemen. Dies ist in der
Literatur haufig als Downstream bottleneck beschrieben.’® Die im Downstream verursachten
Kosten machen so, stand 2014, 50-80 % der Gesamtproduktionskosten aus.’>’ In diesem
Teilbereich der Produktion biopharmazeutischer Produkte ist somit viel Potential vorhanden,
um die Gesamtproduktionskosten zu senken. Insbesondere fur Entwicklungslénder ist der Preis
ein entscheidender Faktor, denn trotz ihrer hohen Wirksamkeit, sind biopharmazeutische

Produkte fur diese L&nder bisher kaum verftigbar.

Die Produktion von Biopharmazeutika teilt sich im Allgemeinen in die bereits angesprochenen
Teilschritte des Upstreams und des Downstreams. Der Upstream Prozess umfasst die
Bioreaktion zum gewtinschten Produkt aus verschiedensten Quellen. Zum Beispiel werden die
Rohprodukte aus menschlichem sowie tierischem Gewebe, aus Pflanzen, mikrobieller

1



1. Einleitung und Zielsetzung

Fermentation oder mittels Zellkulturen in Bioreaktoren gewonnen. Der Downstream Prozess

beinhaltet alle Aufreinigungsschritte nach der Bioreaktion.'8°
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Abbildung 1:Schematische Darstellung der Grundoperationen zur Produktion monoklonaler Antikdrper (mAb's).2

Diese kdnnen als eine Reihe verschiedener Grundoperationen beschreiben werden, die durch
ihre Anwendung nach der Produktion des geklarten Nahrmediums zum jeweiligen Zielprodukt
in der gewunschten Reinheit fiihren. Im Allgemeinen kdnnen die Grundoperationen jedoch wie
folgt gegliedert werden. Mittels geeigneter Kombination von Zentrifugation, Mikro- und
Ultrafiltration oder Fallungstechniken wird zundchst das Zielprodukt von Zellriickstdnden
befreit und erstmals konzentriert. Im Anschluss wird durch verschiedene Membran- und
Chromatographieverfahren sowie Sterilisationsmethoden das Zielprodukt aufgereinigt,

stabilisiert und formuliert.



1. Einleitung und Zielsetzung

1.1.2 Chromatographie als Grundoperation im Downstream processing

monoklonaler Antikorper

Unabhédngig von der jeweiligen biotechnologischen Produktion missen die erzeugten
Rohprodukte somit viele Aufreinigungsschritte durchlaufen, um in der, fir die Nutzung
nétigen, Form und Reinheit erhalten zu werden. Hierbei ist die Chromatographie, wie bereits
angesprochen, eine essentielle Methode, um die gewunschte Reinheit der Produkte zu
erreichen.’®?!  Dabei ist die physikalisch-chemische  Grundlage einer jeden
chromatographischen Operation die Auftrennung von Ziel- und Nebenkomponenten, gel6st in
einer mobilen Phase, durch Interaktion mit einer stationdren Phase. Wie in Abbildung 1 zu
erkennen besteht die klassische Aufreinigung monoklonaler Antikdrper aus einer Abfolge von
Operationen basierend auf Filtration und Chromatographie. Die nétigen chromatographischen
Operationen, die fir die gezielte Aufreinigung benétigt werden, unterscheiden sich hierbei je
nach Anforderung an die Reinheit und Ausbeute des gewinschten Zielmolekdils. Sie lassen
sich aber grundséatzlich in die drei Schritte product capture, intermediate purification und
polishing gliedern. In der Regel erfolgt vor dem product capture die Klarung des Nahrmediums,
wie bereits eingangs beschrieben. Im product capture soll das Zielmolekul in groBer Reinheit
und Ausbeute®?! aus der geklarten Losung isoliert werden. Zudem wird in diesem Schritt auch
eine Stabilisierung und Konzentrierung des Produktes erreicht. Als Prozess hat sich im product
capture die Protein A Chromatographie etabliert. Diese ermdglicht eine hohe
Aufkonzentrierung des Antikdrpers und eine hohe Produktreinheit, aufgrund ihrer hohen
Selektivitat gegenliber Antikdrpern vom Typ Immunglobulin G (1gG) und hohen
Bindekapazitaten. Im product capture wird im sogenannten bind and elute Modus gearbeitet.
Hierbei wird der Antikorper bzw. das Zielmolekll unter bindenden Bedingungen auf der
stationaren Phase gebunden und im Anschluss unter nicht bindenden Bedingungen eluiert. In
der intermediate purification sollen die verbliebenen intrazelluldren Verunreinigungen (DNA,
RNA, Endotoxine, Viren, host cell proteins (HCP)) entfernt und im polishing letztendlich der
finale Reinheitsgrad erreicht werden, indem auch nahe verwandte Verbindungen (Isomere,
Dimere, etc.) entfernt werden.?? In diesem Prozessschritt wird haufig der sogenannte flow-
through Modus eingesetzt, wobei die Verunreinigungen an die stationdre Phase gebunden
werden, wéhrend der Antikorper bzw. das Zielmolekil die stationdre Phase ungebunden

passiert.



1. Einleitung und Zielsetzung

1.2 Herausforderungen und Trends chromatographischer Medien

Ein wesentlicher Ansatz, dem eingangs beschriebenen Downstream bottleneck zu begegnen
und die Ausbeute und Produktivitat im Downstream Prozess zu erhdhen, ist die Entwicklung
neuer oder die Verbesserung bestehender chromatographischer Medien bzw. stationérer
Phasen. Die erreichte performance eines chromatographischen Mediums im Hinblick auf den
jeweiligen Prozess hangt dabei im Wesentlichen an den physikalisch-chemischen
Eigenschaften der stationdren Phase. Diese besteht aus einer Matrix und darauf immobilisierten
Liganden, welche die gewtinschte Wechselwirkung mit dem Zielprodukt zeigen. Bekannte und
héufig genutzte Materialien fiir stationdare Phasen, in der Aufreinigung biopharmazeutischer
Produkte, sind insbesondere Polysaccharide wie z.B. Zellulose, Dextrane, Agarose und deren
Derivate sowie synthetische Polymere wie z.B. Polyacrylamide und Polymethacrylate oder
porose Silicate.?®3! Zusitzlich zu den verschiedenen Materialien haben sich in der
Chromatographie drei unterschiedliche Arten fur stationare Phasen etabliert. Bei diesen handelt
es sich um gepackte Saulen mit porésen Gelpartikeln®, Membranadsorber3? (Abbildung 2 und
Abbildung 3) sowie Monolithsiulen.®*** Gepackte Siulen aus porésen Partikeln (sog. beads,
resins) stellen dabei die meist etablierte Methode dar. Insbesondere bei der Protein A
Affinitatschromatographie, zur Reinigung und Konzentrierung monoklonaler Antikdrper im
product capture, werden diese verwendet. Moderne Protein A Affinitdtsmedien auf Basis solch
poroser Partikel verfugen Gber Bindungskapazitaten von 15 — 100 Gramm Antikorper pro Liter
stationarer Phase, bei einer Reinheit, die konsistent groRer 95 % liegt.>>=° Diese Entwicklung
in der performance geht mit der stdndigen Optimierung der stationdren Phasen und der
Liganden sowie den immer weiter steigenden Anforderungen an solche Systeme einher. Durch
die zahlreichen Optimierungen dieser auf pordsen Partikeln basierten stationdren Phasen und
dem haufigen, praktischen Einsatz in vielen Downstream Prozessen, wird dieses klassische
System als verlasslich, effektiv und gut verstanden beschrieben. Aktuelle Studien zur weiteren
Optimierung dieses klassischen Systems beschaftigen sich u.a. mit der weiteren Optimierung
der stationdren Phasen und der Liganden, im Hinblick auf die Verringerung der Zyklusdauer,
um die Produktivitat signifikant steigern zu konnen.*®3¢4% Dies ist notwendig, da diese
stationdaren Phasen zwar Uber einige bereits beschriebene Vorteile verfuigen aber, aufgrund
ihrer sphérischen Geometrie und ihrer hochpordsen Struktur, gewissen Limitierungen
unterliegen. Etwa 70 % der vorhandenen Bindungsstellen befinden sich innerhalb der

Partikel.** Der Transport der Zielmolekiile erfolgt somit hauptséchlich tiber einen Intrapartikel-



1. Einleitung und Zielsetzung

Diffusionsmechanismus (Abbildung 2). Diese Diffusionlimitierung macht lange Verweilzeiten
der Zielmolekule innerhalb der Sé&ulenpackung notwendig, um ausreichend viele
Bindungsstellen ausnutzen zu kénnen. Somit kann die Prozessdauer nicht uber eine Erhdhung
der Flussrate verkirzt werden, sondern die Saulendimension muss angepasst werden. Durch
die grofleren Volumina der Séulen kann trotz langer Verweilzeiten der Zielmolekiile eine
grolere Flussrate realisiert werden. Allerdings flhrt dies zu einem gréReren Verbrauch an
stationdrer Phase und somit hoheren Kosten.**#4 Die Verkiirzung der Diffusionswege ist somit
ein Ansatz die Diffusionslimitierung zu umgehen. Allerdings sollten die Partikel einen
gewissen Durchmesser nicht unterschreiten, da ansonsten die Partikelzwischenrdume weiter
abnehmen und so die Permeabilitdt der Partikelpackung sinken bzw. die bendtigten
Prozessdriicke fir einen konstanten VVolumenstrom steigen wirden. Zusatzlich ist das Packen
und Validieren der Saulen sehr zeit- und personalintensiv.’® Dies tragt zu den bereits

angesprochenen hohen Kosten im Downstream Prozess bei.

Konventioneller pordser Partikel Membranadsorber
s Y o
y ¢

¢« Laminarer Fluss

9 =
. S
) - > iR !
-3 SN
v‘ Porendiffusion
2
- cais Filmdiffusion

Abbildung 2: Schematischer Vergleich des Massentransports am Beispiel konventioneller pordser Partikel und
Membranadsorbern.*

Ein vielversprechender Ansatz, um die Schwachen klassischer Systeme zu umgehen, ist die
Entwicklung neuer chromatographischer Medien, die einen schnellen Massentransfer aus der
mobilen Phase zu den Bindungsstellen erlauben. Eine Mdoglichkeit besteht darin, die
Diffusionswege signifikant zu verkirzen oder, im Idealfall, lediglich konvektiven
Massentransport zu den Bindungsstellen sicherzustellen. Beispiele fur solche Ansétze sind die

Prozessintegration von Monolithsaulen und Membranadsorbern.*° Solche Systeme lassen
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aufgrund der hochpordsen Netzwerkstruktur und grofRen PorengrofRen im einstelligen
Mikrometerbereich (ca. 1 — 5 um) einen konvektiven Fluss zu den Bindungsstellen zu, welcher
zu niedrigeren Prozesszeiten, im Vergleich zu beads, filhrt (Abbildung 2).333 In Produktion
und Regeneration verursachen Monolithsysteme allerdings ebenfalls hohe Kosten und sind
zudem in ihrer GroRe nur bedingt skalierbar, wodurch diese fiir einen Prozess im industriellen
MaRstab nur eingeschrankt nutzbar sind.>* Membranadsorber sind hingegen deutlich besser
skalierbar. Allerdings verfligen Membranadsorber nur ber geringe spezifische Oberflachen
und demzufolge auch niedrige Bindungskapazititen im Vergleich zu klassischen stationaren
Phasen was einen Einsatz im bind and elute Modus aktuell verhindert. Jedoch werden diese
Systeme speziell im Prozessschritt des polishing genutzt, da hier lediglich die verbliebenen
Verunreinigungen gebunden werden. Dies macht eine hohe Bindungskapazitit nicht notig
weshalb sich diese Systeme zur finalen Reinigung monoklonaler Antikorper auch im

industriellen Mal3stab bereits bewahrt haben.

—_ 100 ym ——

Abbildung 3: Rasterelektronenmikroskopaufnahmen einer Membranoberflache (links) sowie die Oberflache eines pordsen
Partikels (rechts); 550xVergroRerung.

Zur Senkung der Kosten im Bereich des Downstream ware demnach eine
diffusionsunabhéngige stationdre Phase, die hohe Flussraten zuldsst und sich einfach
handhaben sowie skalieren ldsst, notwendig. So konnte die Produktivitdt und damit
einhergehend die Menge an gereinigtem Protein pro Zeit erhoht werden. Dies wirde

folgerichtig auch die Kosten im Bereich des Downstream senken. Da Membranen sowohl die
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notige mechanische Stabilitat, als auch Skalierbarkeit aufweisen, sind diese ideal als

Ausgangsmaterial geeignet, um stationare Phasen mit den ben6tigten Eigenschaften zu erhalten.

1.3 Oberflachenmodifizierung chromatographischer Medien

Die spezifischen Oberflachen nicht partikulérer stationédrer Phasen sind, verglichen mit denen
partikuldarer Systeme, deutlich geringer. Die Immobilisierung von Liganden an den
Oberflachen solcher stationdrer Phasen fiihrt somit zu kleineren, volumetrischen
Ligandendichten und als Konsequenz daraus, zu niedrigeren Bindungskapazitaten. Wie
eingangs beschrieben sind es u.a. die geringeren Bindungskapazitaten, die einen Einsatz nicht
partikuldrer stationdrer Phasen, insbesondere im product capture, verhindern. Somit ist die
Verbesserung dieser Eigenschaft, bei Erhalt moglichst aller Vorteile der nicht partikularen

Systeme, erstrebenswert und Gegenstand aktueller Forschung.

Membran  Zielmolekiil Bindungsstelle Polymerkette
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Abbildung 4: Schematische Darstellung von immobilisierten Polymerketten mit inh&renten Bindungsstellen am Beispiel
kationischer Bindungsstellen auf der Oberfldche eines Membranadsorbers.

Ein haufig verfolgter Ansatz ist die Immobilisierung einer Polymernanoschicht, in der die
Bindungsstellen nachtraglich eingebracht oder bereits inhdrent vorhanden sind. Dieses

immobilisierte Polymer ermdglicht somit eine Multilagen Adsorption des Zielmolekdls und
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kann so die Bindungskapazitit der stationdren Phase, verglichen mit einer monolagen
Adsorption des gleichen Mediums, um zwei GroBenordnungen erhéhen (Abbildung 4).5
Dieser Ansatz bendtigt eine oberflachenspezifische Anbindung der einzelnen Polymerketten.
Hierbei kann generell in drei Ansétze gegliedert werden. Beim grafting-to Ansatz wird ein
endfunktionalisiertes zuvor hergestelltes Polymer Uber eine spezifisch reaktive Endgruppe
kovalent an die Oberflache der stationdren Phase gebunden. Somit erdffnet sich die
Maoglichkeit die Polymereigenschaften, des zu immobilisierenden Polymers, zuvor gezielt
einzustellen.>>* Ein weiterer Ansatz ist der grafting-through Ansatz. Hierfir werden
ungesattigte Funktionalitaten an der Oberflache der stationdren Phase bendtigt, welche dann,
durch eine in der stationdren Phase initiierten Polymerisation, in die wachsende Polymerkette
eingebaut werden.>™ Am haufigsten ist in der Literatur jedoch der grafting-from Ansatz
beschreiben (Abbildung 5). Hierbei wird die Oberflachenselektivitat durch an der Oberflache

befindlichen Initiatoren bzw. dort erzeugten Radikalen erreicht.

0
7

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Immobilisierung einer Polymerkette auf einer Oberflache.¢

Grafting-To Grafting-Through

Diese  Ansdatze werden in Bezug auf Membranadsorber haufig fur die
lonenaustauschchromatographie (IEX) untersucht.>® Die Bindungsstellen sind hierbei
mindestens einfach geladen und stoRen sich durch die Coulombsche AbstoRung untereinander
ab. Somit nehmen die Ketten den maximal mdoglichen Abstand zueinander ein wodurch das
immobilisierte Polymer stark quillt. Durch die weitreichende Coulombsche Anziehung zum
Zielmolekdl entsteht zudem eine starke Triebkraft fiir die Zielmolekiile, die immobilisierte
Polymernanoschicht zu penetrieren. Durch diese Faktoren entsteht ein gequollenes und
dadurch zugangliches sowie ein geladenes und dadurch attraktives immobilisiertes

Polymer.>"%8 Ist eine der beiden Voraussetzungen nicht erfiillt (kollabierte Polymernanoschicht
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bzw. fehlende oder schwache Triebkraft fir Penetration der Polymernanoschicht), kdnnen die

Vorteile dieser Technik nicht ausgenutzt werden.

Dies wird an der sukzessiv sinkenden Bindung von Zielmolekiillen an das Polymer und
gleichzeitig steigendem zuganglichem Volumenanteil der stationdren Phase, bei steigender
Konzentration an Gegenionen oder sinkenden geladenen Anteilen in der Polymerkette,
besonders deutlich.>*® Zudem kollabiert ein, auf diese Weise hergestelltes
oberflachengebundenes, Polymer auch bei vorhandener Coulombscher AbstoRung, bei zu

groRen Abstanden (>10 nm) der jeweiligen Polymerketten zueinander.>”8

Fur die Herstellung neuer affinitatschromatographischer Medien, insbesondere der Herstellung
von Protein A Affinitatsmedien, ist ein solcher Ansatz somit aus verschiedenen Griinden nicht
geeignet. Zum einen kann hierbei, durch fehlende Coulombsche AbstoBung, eine ausreichende
Quellung des Polymernetzwerks nicht gewéhrleistet werden. Zum anderen besitzen, sowohl
der Ligand Protein A (~45 Kg/mol; ~3,5 nm Dy)®°, als auch der Antikérper als Zielmolekiil
(Immunglobulin G (1gG); ~150 Kg/mol; ~8 nm Dn)®®%! ein hohes molares Gewicht und
hydrodynamischen Durchmesser (Dwn), die eine Penetration in ein ungeladenes
Polymernetzwerk entropisch erschwert. Eine solche Penetration ware nur dann denkbar, wenn
die Polymerketten einen Abstand >10 nm hatten. Allerdings kollabiert ein solches

Polymernetzwerk bei diesen Polymerkettenabstinden.>’*8

Stationdre Phasen fir die Protein A Affinitatschromatographie bendtigen somit eine
weitrdumige und inhdrent stabile Oberflachenmodifizierung. Ein Beispiel flr aktuelle Studien
in diesem Gebiet ist die kovalente Immobilisierung von Polysacchariden (wie. z.B. Dextranen),
die durch ihre verzweigte, ungeladene und grolRe Struktur ein flr Protein A und den Antikdrper

zugéngliches Netzwerk bilden und so die Bindungskapazitit erh6hen.52-64

Ein weiterer Ansatz basiert auf der Kombination aus monolithischen Strukturen, welche tiber
Féallungspolymerisationen (precipitation polymerization) erhalten werden und Membranen
bzw. Vliese als Stutzmatrix enthalten. Hierbei werden die Poren der Stiitzmatrix vollstandig
mit einer homogenen zu polymerisierenden Losung, bestehend aus Initiator, Monomer/en,
Vernetzer und einem schlechten Lésungsmittel fiir das sich bildende Polymernetzwerk, gefllt
und im Anschluss polymerisiert. Durch das wachsende Polymernetzwerk bilden sich so
polymerreiche und polymerarme Bereiche aus. So entsteht in den Poren des Stiitzmaterials ein
poroses Polymernetzwerk bzw. ein monolithisches System.%>-%8 Dieser patentierte Ansatz fiihrt
aufgrund der VergroRerung der zur Verfugung stehenden Oberflache im Polymernetzwerk zu

9
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grolRen Bindekapazitdten und ist aufgrund der starken Vernetzung auch ohne Ladungen und
Coulombsche AbstofRung stabil. Allerdings fihrt diese Form der Modifizierung stationarer
Phasen zu kleinen Permeabilitaten. Dies wird mit der vollstandigen Ausfillung der Poren des
Stlitzmaterials mit monolithischen Polymernetzwerkstrukturen begriundet. Die geringen
Permeabilitaten verringern wiederum signifikant die chromatographische performance und
somit das Verhaltnis aus Menge gereinigtem Zielmolekiil und dafiir aufgebrachter Zeit.%°
Zusammenfassend lasst sich an dieser Stelle festhalten, dass aktuelle Forschungen fur die
Entwicklung neuer stationarer Phasen fur die Chromatographie im Downstream Prozess darauf
ausgelegt sind, die spezifische und erreichbare Oberflache fir Antikdrper bzw. Zielmolekiile,

bei moglichst gleichbleibender Permeabilitat, zu erhéhen.

1.4 Charakterisierung chromatographischer Membranen

Aufgrund der strukturellen Komplexitat der soeben beschriebenen chromatographischen
Membranen stellt die Charakterisierung solcher Medien eine Herausforderung dar.
Eigenschaften der Membranen, wie die spezifische Oberflache, die PorengroRe bzw. die
PorengroRenverteilung sowie die Porositat, haben einen Einfluss auf die gewinschte
performance solcher Membranen. Insbesondere Membranen, die ihre Struktur bei der
Benetzung mit LoOsemittel verdndern (z.B. Polymernanoschicht Membranen oder
Polysaccharid basierte Membranen) konnen mittels blicherweise genutzter Verfahren nur
unzureichend charakterisiert werden. Solche fiir gewohnlich genutzten Verfahren, um die
Porenstruktur von Membranen zu charakterisieren, sind z.B. die Kapillarfluss Porometrie,
BET-Oberflachenmessungen, inverse GréRenausschlusschromatographie (i-SEC)’%"? oder
Bubblepointmessungen’°, Diese Methoden geben allerdings keinen Aufschluss tber lokale
Strukturen, sondern sind als Summe der gesamten Membranstruktur zu verstehen.
Rasterelektronenmikroskop oder konfokale Lasermikroskop Aufnahmen konnen, bei
unterschiedlicher Prdparation der Proben, genutzt werden, um solche lokalen
Strukturinformationen zu erhalten.®%%% Typischerweise werden solche Darstellungen von
Membranen nur zweidimensional z.B. in Aufsicht oder Querschnitt aufgenommen. Somit ist
eine quantitative Charakterisierung solcher Aufnahmen nur schwer mdglich. Alternative
Techniken, die fur die dreidimensionale Darstellung von Membranen entwickelt wurden, wie

Rontgen-Streuung®®, Epoxidharz gefiillte Membranen®-% oder konfokale Laser-Scanning-
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Mikroskopie®”®, sind limitiert in der quantitativen Auswertung der erhaltenen
dreidimensionalen  Strukturinformation. Hierbei ist die konfokale Laser-Scanning-
Mikroskopie allerdings herauszuheben, da diese eine Visualisierung der Membranen in
Losemittel benetztem Zustand ermdglicht.

1.5 Problemstellung und Lsungsansatz

Wie eingangs beschrieben ist die biopharmazeutische Industrie, aufgrund der hohen Nachfrage,
des therapeutischen Potentials und der immer weiter steigenden Qualitatsanspriiche der
Produkte aktuellen Herausforderungen ausgesetzt. Die Produktivitdt ist hierbei im
Wesentlichen limitiert durch den Downstream Prozess und die darin gestellten Anforderungen
an Reinheit und Ausbeute. Um dieses Downstream bottleneck zu Uberwinden, hat sich die
Entwicklung nicht partikularer stationdarer Phasen als besonders Erfolg versprechend
herausgestellt, da diese die wesentlichen Limitierungen Partikel basierter stationdrer Phasen
uberwinden. Die Anforderungen, welche an diese neuen stationaren Phasen gestellt werden,
sind jedoch sehr vielféltig, méchten diese mit den klassischen Partikel basierten Systemen in

Konkurrenz treten.

Diese missen mindestens vergleichbare Eigenschaften in Bezug auf Bindungskapazitét,
Trenneffizienz und mechanische Stabilitat aufweisen. Gleichzeitig sollen sie die Limitierungen
der klassischen Partikel basierten Systeme umgehen. Ein besonders entscheidender Punkt
hierbei ist der diffusionslimitierte Massentransfer, welcher bei klassischen Partikel basierten
Systemen zu langen Prozessdauern und hohem Volumen der stationdren Phasen fiihrt. Zudem
sollte die alternative stationdre Phase so ausgelegt sein, dass diese als plug-play und single-use
Produkt genutzt werden kann, um arbeits- und Kkostenintensive Reinigungs- bzw.

Validierungsschritte zu vermeiden.

Diesen Anforderungen folgend, kann die Entwicklung von Membran basierten bzw. gestiitzten
Polymernetzwerken, die den zuvor geschilderten Anforderungen gentgen, als grundlegendes
Ziel dieser Arbeit definiert werden. Des Weiteren ist eine Spezialisierung auf den product
capture Schritt, genauer die Protein A Affinitatschromatographie, innerhalb des Downstream
Prozesses von monoklonalen Antikdrpern erfolgt, da dieser Schritt besonders abhé&ngig von

klassischen Partikelbasierten stationdren Phasen ist. Hierflir werden zwei unterschiedliche
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Ansatze verfolgt, die beide eine Steigerung der spezifischen Oberflache und so eine Steigerung
der Bindungskapazitat zum Ziel haben. Zudem lag ein besonderes Augenmerk auch auf der
Charakterisierung dieser stationdren Phasen jenseits der bereits bekannten Methoden, um ein
Verstandnis fir strukturelle Einflisse auf die performance der stationdren Phasen gewinnen zu

kdnnen.

Der in Kapitel | beschriebene Ansatz nutzt eine an die Literatur angelehnte Methode.®>-8
Durch  precipitation  polymerization  (Fallungspolymerisation)  sollen  gezielt
Polymernanostrukturen auf der Oberflache von Zellulose Membranen immobilisiert werden.
Durch die erzeugte raue Oberflache soll ein Zuwachs an spezifischer Oberflache, bei
gleichzeitiger Funktionalisierung dieser, entstehen. Durch die Erhéhung der spezifischen
Oberflache und die Funktionalisierung soll eine leichte Immobilisierung von Liganden, in
diesem Fall zwei unterschiedliche funktionelle Protein A Analoga, gewéhrleistet werden und
gleichzeitig die gebundene Menge an Antikorper signifikant gesteigert werden.

Im zweiten Ansatz, beschrieben in Kapitel Il, wird das Polysaccharid Agarose genutzt, um
Makro- bzw. Mesopordse Strukturen zu erzeugen, die konvektiv durch flow-through Poren
durchstromt werden kénnen. Durch die Makro- bzw. Mesoporen der Agarose soll der
Antikdrper in groRer Menge gebunden werden kénnen, wéhrend die konvektiven flow-through
Poren flr eine hohe Permeabilitat und einen schnellen Massentransport, in und aus den Makro-
bzw. Mesoporen, sorgen.

In Kapitel 111 wird ein Ansatz zur Charakterisierung von Membranen beschrieben, der mittels
Confocal-Laser-Scanning Mikroskopie dreidimensionale Repréasentationen von Membranen in
Losemittel benetztem Zustand ermdglicht. Durch eine nachgeschaltete computergestitzte
Analyse dieser dreidimensionalen Membranstrukturen (CgC) sollen Strukturparameter wie die
spezifische Oberflache, die Porengréfienverteilung und die Permeabilitat ermittelt werden.

12
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2. Theoretische Grundlagen

In diesem Abschnitt werden die theoretischen Grundlagen zu den genutzten Materialien und
Reaktionen vorgestellt. Insbesondere sind dies die photoinitiierte radikalische Polymerisation,
Monolithe, Fallungspolymerisationen, Agarose sowie Membranen und die ihnen

zugrundeliegenden Eigenschaften.

2.1 Membranchromatographie zur Aufreinigung therapeutischer

Biomolekile

Eine Membran ist eine diinne Schicht eines Materials, die Bereiche voneinander trennt und
dabei unterschiedliche Kriterien fir einen moéglichen Stofftransport aufweist. Das hierbei
einfachste denkbare Kriterium ist die GroRe (GroRenausschlussprinzip). In der Natur sind
semipermeable Membranen in Zellen die am h&ufigsten anzutreffende Form von Membranen.
Bei diesen speziellen Membranen kénnen bestimmte Stoffe diese passieren, andere hingegen

werden zurlickgehalten.

—€
- —c
—©
. —€
Hydrophobe Interaktions- Ionenaustausch- Affinitéts-
chromatographie chromatographie chromatographie

(HIC) (IEX)

Abbildung 6: Gegeniberstellung der Wechselwirkungen in der hydrophoben Interaktionschromatographie (HIC), der
lonenaustauschchromatographie (IEX) und der Affinittschromatographie.
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Die Selektivitat dieser Membranen ist durch ihren biologischen Nutzen flr die entsprechende

Zelle gegeben, ist jedoch meist abhangig von der Ladung des zu transportierenden Stoffes.

Membranadsorber hingegen unterscheiden sich von semipermeablen Membranen dahingehend,
dass die Stofftrennung aufgrund von gezielten Wechselwirkungen mit der Oberfléche erfolgt.
Ein Stofftransport in das Innere des Membranadsorbers ist prinzipiell fur alle Stoffe moéglich,

die nicht aufgrund ihrer GroRe bereits ausgeschlossen werden.

Je nach Modifizierung der Membranoberflache kénnen einige Stoffe die Membran, aufgrund
chemischer Wechselwirkungen mit der Oberflache, nicht ungehindert passieren (Abbildung 6).
Maogliche Modifizierungen, die in Membranadsorbern genutzt werden, sind ionische,
hydrophobe,  hydrophile  und  affinitdtsbedingte ~ Wechselwirkungen.  In  der
biopharmazeutischen Industrie kommen am haufigsten die ionischen, hydrophoben und
Affinitatswechselwirkungen von Molekulen mit der modifizierten Oberflache zum Einsatz. Im

Weiteren wird auf die Affinitatswechselwirkungen genauer eingegangen.

Ein wesentlicher Vorteil der Chromatographie mit Membranadsorbern ist, dass deren
Bindungskapazitat nahezu unabhéngig von der Flussrate ist. Dies wird mit den grof3tenteils
uber Konvektion erreichbaren Bindungsstellen der Membranadsorber begriindet. Bei pordsen
Partikeln fihren, aufgrund der Porendiffusion der Zielmolekiile zu den Bindungsstellen,
lediglich kleine Flussraten zu hohen Bindungskapazitaten und steigende Flussraten lassen diese
einbrechen (Abbildung 7).162

Ein hdufig verwendetes Membranmaterial ist Zellulose oder seine Derivate. Diese bieten den
Vorteil, dass sie in Herstellung und Entsorgung 6kologisch unbedenklich sind®%. Zustzlich
ist die Oberflachenmodifizierung solcher Membranen einfach zuganglich, da mit den
Hydroxylfunktionalitaten bereits Anknupfpunkte fir eine Vielzahl chemischer Reaktionen mit

der Oberflache gegeben sind.

Aufgrund der Porenstruktur der Zellulose-Membranen ist ein Einsatz als unmodifizierte
Membran, auf Grundlage des GroRenausschlussprinzips, im Bereich der Mikro- und
Ultrafiltration genauso moglich, wie als oberflaichenmodifizierte Membran in den bereits

genannten Bereichen der Membranchromatographie.®*?

Membranadsorber werden insbesondere durch ihre Permeabilitat und ihre Bindungskapazitat

gegentber der jeweiligen Zielverbindung charakterisiert.
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oy, Ad (1)
i FNF Ap

Die Permeabilitat P; in Millidarcy [mD], ist dabei nach Darcy das Verhaltnis der linearen
Flussgeschwindigkeit v in Zentimeter pro Sekunde [cm/s], der dynamischen Viskositét #r in
Centipoise [cP] der Losung und der Membrandicke Ad in Zentimetern [cm] zum
Transmembrandruck Ap in Atmosphare [atm] (Gleichung 1).%% Insbhesondere die
Verwendung mehrerer Membranen Ubereinander macht die Membrandicke zu einem
relevanten Parameter. Besonders wenn diese Membranen mit einer Séule gepackter pordser

Partikel verglichen werden, da hierfir die gleichen Zusammenhange gelten.

I I
L 2
X —
v a>b
L DO [HH'HHJLH” y x>y

Resin Membran
Chromatographie =~ Chromatographie

|

—— gepackte Resin-Siule
—— Membranadsorber

dynamische
Bindungskapazitit

Flussrate

Abbildung 7: Gegentberstellung der Transportprozesse in Gelpartikeln und Membranen und Auftragung der dynamischen
Bindungskapazitat gegen den Fluss von Sdulen mit pordsen Partikeln und Membranadsorbern.
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Neben der Permeabilitét ist die statische Bindungskapazitat eine wichtige Gleichgewichtsgrofie,
die angibt wie viele Zielmolekile nach Gleichgewichtseinstellung unter den gewahlten
Bedingungen pro Membranvolumen an die verfligbaren Bindungsstellen gebunden werden
kénnen. Diese Kenngrole ist bedeutend fir die Charakterisierung von Membranen, da sie
sowohl von den chemischen (u.a. Ligandendichte) als auch den physikalischen Eigenschaften

(u.a. PorengroRenverteilung) abhangt.

Die statische Bindungskapazitdt SBC ist definiert als die Menge m einer Substanz, die

reversibel pro Membranvolumen Vmy im Gleichgewicht gebunden werden kann.

SBC = 2)
VMV
Beginn der Beladung
100 % B N —
o
i
g
=
v
N
[w
o
i
_E — realer Membranadsorber
= —— 1dealer Membranadsorber
e
10 Yo I
0% ey |

Volumen Proteinlésung

Abbildung 8: Schematische Darstellung des Verlaufs einer Durchbruchskurve eines Membranadsorbers. Die rot markierte
Flache stellt die dynamische Kapazitit bei 10% des Durchbruchs (DBCio%) dar. Die gepunktete Flache die dynamische
Kapazitat bei 100 % des Durchbruchs (DBCu1o0%).%

Dieser Wert wird hdufig aus statischen Gleichgewichtsexperimenten ermittelt, kann allerdings
auch aus der Durchbruchskurve (Abbildung 8) ermittelt werden und wird dann als DBC1oo%
bezeichnet. Die Kapazitdt bei 100 % des Durchbruchs ist somit gleichzusetzten mit der
statischen Bindungskapazitat (Gleichung 2). Die unterschiedliche Nomenklatur ergibt sich aus
der entweder statischen oder dynamischen Messmethode. Allerdings ist dieser Wert fir die
Anwendung als Membranadsorber eher unbedeutend, da die Zielmolekile, wie eingangs

beschrieben, oft sehr wertvoll sind und demnach unter einer Maximierung der Ausbeute isoliert
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werden sollen. Daher wird in der Anwendung neben der statischen auch die dynamische
Kapazitdt als KenngroRe aufgenommen, die sich je nach Prozessfihrung und
Chromatographiemedium stark von der statischen Kapazitat unterscheiden kann. Bei der
dynamischen Kapazitat wird zusatzlich bertcksichtigt, dass bei einem Fluss von Zielmolekilen
in Losung durch die Membran bzw. die stationdre Phase auch vor Erreichen der statischen
Kapazitat Zielmolekile die Membran ungebunden passieren. Dies wird hauptsachlich durch

Dispersion innerhalb der stationaren Phase und der genutzten Anlage verursacht.%-%

Bestimmt wird dabei in der Praxis meist der Durchbruch bei 10% und 100 % der
Ausgangskonzentration, d.h. wenn die Konzentration des Zielmolekuls, welches den
Membranadsorber passiert, 10 % bzw. 100 % der Ausgangskonzentration entspricht.
Abbildung 8 zeigt einen typischen Verlauf einer solchen Durchbruchskurve fur
Membranadsorber. Die Durchbruchskurve sollte im Idealfall senkrecht ansteigen, womit die
statische der dynamischen Bindungskapazitdt entsprechen wirde. Je flacher die
Durchbruchskurve ist, desto Kkleiner ist die dynamische im WVergleich zur statischen
Bindungskapazitat. Dies ist dahingehend relevant, da in der biopharmazeutischen Industrie

meist maximal bis zu einem Durchbruch von 1 % beladen wird.

2.2 Affinitatschromatographie

Die Affinitdtschromatographie basiert auf der bioselektiven Wechselwirkung eines, an die
Membran oder sonstige Tragermatrix, gebundenen Liganden, mit dem ausschlieflich die
Zielverbindung wechselwirken sollte (Abbildung 9). Alle anderen Komponenten des zu
trennenden Gemisches werden nicht gebunden. Somit kann bei der hier vorliegenden Methode

selektiv ein Zielmolekiil hoch rein aus dem Gemisch abgetrennt werden.*®

Besonders von Interesse ist hierbei die Affinitdtschromatographie mit Protein A als
bioselektivem Liganden fiir die Abtrennung von Antikérpern vom Typ Immunglobulin G (1gG)
aus Blutserum oder anderen Quellen.®® Dies ist in der hohen Affinitat von Protein A zu 1gG
begrindet. Aufgrund der Vielzahl von anderen Bestandteilen des jeweiligen
Ursprungsmediums (z.B. Vitamine, Hormone, Enzyme u.a.) ist hier eine schnelle und hoch
selektive Aufreinigung im product capture des Downstream Prozesses von Vorteil gegentber

anderen Methoden in diesem Arbeitsschritt.?® Protein A bindet selektiv viele Unterklassen des
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IgG (z.B. Humanes IgG 1/2/4) und nur wenige nicht (z.B. Humanes 1gG 3/M).>® Trotz der
hohen Affinitat ist eine Elution, also eine Lésung der Bindung zwischen den theoretisch
maoglichen funf Bindungsstellen des nativen Protein A% und den Fc-Regionen des IgG, bei
niedrigem pH-Wert (haufig pH 2-4) maoglich.

|
" s H
Beladen O O Spiilen .
—YYY 999
Matrix Zielmolekiil
regenerieren eluieren O

QO

YYY- YYY

Abbildung 9: Schematische Darstellung der Funktionsweise der Affinitatschromatographie.1®

Die theoretisch moglichen finf Bindungen von nativem Protein A zu 1gG werden in der Praxis
allerdings nicht erzielt. Auf Membranadsorbern werden derzeitig Werte zwischen 1 und 2
Bindungen zu 1gG pro immobilisiertem Protein A Molekdl und fir porose Partikel Werte
zwischen 2,5 und 3,5 erreicht.>®%t Somit ist auch die Modifizierung des Affinitatsliganden,
auf Basis der Peptidsequenzen der Bindungsstellen des nativen Protein A Liganden, Teil
aktueller und vorrangegangener Forschung. Da oftmals basische Reinigungsschritte (CIP,
cleanin-in-place) zwischen den einzelnen Zyklen notwendig sind, um zum Beispiel
verbliebene DNA-Fragmente zu entfernen, wurde auch die Laugestabilitdt der Liganden, im

Vergleich zum nativem Protein A Liganden, deutlich verbessert.8%:102-105

Eine weitere Herausforderung stellt auch die Immobilisierung des Liganden dar. Dieser muss
auf einer ausreichend pordsen Matrix so immobilisiert werden, dass diese als stationare Phase
im chromatographischen Trennprozess wirksam ist.%® Dies setzt voraus, dass der Ligand fiir
das Zielmolekul erreichbar ist. Zudem muss die stationdre Phase ausreichend dicht mit

Liganden besetzt sein, damit eine hohe Bindungskapazitit entsteht.® Jedoch darf die Besetzung
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nicht zu hoch sein, da sonst die Liganden durch sterische Abschirmung untereinander

wechselwirken und die Bindungskapazitit somit verringert wird.*

2.3 Strukturparameter chromatographischer Medien

Strukturparameter sind Materialparameter, die durch die Herstellung und Funktionalisierung
des Materials festgelegt werden. Diese beeinflussen die Trenneffizienz der stationdren Phase.
Fur porose Partikel sind dabei der Liickengrad, die Porositat, die PorengrofRenverteilung, die
spezifische Oberflache, die Ligandendichte sowie die Geometrie und die Abmessungen der
stationdren Phase von Bedeutung. Diese Strukturparameter konnen analog auch far

Membranen zugrunde gelegt und als bestimmend fiir die Trenneffizienz angesehen werden.

Die Grundlagen dieser Strukturparameter sowie Methoden zu deren Bestimmung sollen im

Folgenden diskutiert werden.

2.3.1 Luckengrad, Porositat und Porengréf3enverteilung

Der Lickengrad und die Porositat spiegeln die Phasenverteilung innerhalb einer stationaren
Phase wieder. Hierfur muss das Gesamtvolumen der stationdaren Phase Vg in drei Teilvolumina
unterteilt werden.’%® Zum einen das Volumen der mobilen Phase auBerhalb der stationaren
Phase Vext, zum anderen das Volumen der stationdren Phase innerhalb des Porensystems der
stationdren Phase Vin und das Gesamtvolumen der stationdren Phase Vst (Feststoff und

Porensystem, falls dies vorhanden ist).

Somit lassen sich unterschiedliche Porositaten und Lickengrade definieren. Der externe
Luckengrad ep, auch Hohlraumanteil genannt, wird aus dem Verhéltnis von Vex und

Gesamtvolumen des Saulenbettes V bestimmt.

<

ext (3)

Ep =

<
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Porose Partikel in Sdulen erreichen hierbei typischerweise Werte zwischen 0,36 — 0,4 und
liegen damit nahe am Erwartungswert, resultierend aus der dichtesten Kugelpackung
sphérischer Partikel. Fur Membranadsorber liegt dieser Wert typischerweise zwischen
0,5-0,75.1%7 Die interne Porositit ¢, charakterisiert den internen Liickengrad der stationaren
Phase. Fur pordse Partikel ist es das Verhéltnis zwischen Volumenanteil der Mikro-, Meso-

und Makroporen zum Gesamtvolumen der stationaren Phase.

— Vint — Vint (4)
P Vstae (A—gp)V

&

Sofern keine interne Porositat vorliegt, falls die stationdre Phase aus einem nicht pordsen
Tragermaterial besteht, belduft sich & somit zu null. Die Gesamtporositat eines
chromatographischen Systems ist als die Summe der internen Porositdt ¢, und externem

Luckengrad ep definiert.

=g t¢& (5)

Ublicherweise genutzte Methoden zur Charakterisierung dieser KenngroRen sind
Gasadsorptionsexperimente (z.B. BET-Isothermen mit Stickstoff als Adsorbens) oder die
Quecksilberintrusion.1%81% Dije so erhaltenen Ergebnisse spiegeln die stationire Phase
allerdings nur im trockenen Zustand wieder und kdénnen keine Quellungseffekte der stationéren

Phase bei Kontakt mit wassrigen Losungen wiedergeben.

Um  solche  Effekte  wiedergeben zu  konnen hat sich die inverse
GroRenausschlusschromatographie (i-SEC) als Methode etabliert. Diese erlaubt die
Charakterisierung der stationdren Phase in der S&ule bzw. im Modul. So kénnen der externe
Lickengrad, die interne Porositat sowie die PorengroRenverteilung der Mikro-, Meso- und in

Teilen auch der Makroporen bestimmt werden.”%-"2

Fur die Bestimmung der flow-through PorengroRenverteilung ist diese Methode allerdings
nicht geeignet, da die verwendbaren Analyten fir diese Porengrdfien (>100 nm) zu klein sind.

Hierfir wird fiir Membranen Gblicherweise die Kapillarfluss Porometrie verwendet.1°
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2.3.2 Spezifische Oberflache

Die spezifische Oberflache O ist als die gesamte Oberflache einer Matrix definiert. Diese wird,
der Vergleichbarkeit halber, typischerweise auf die Masse oder das Volumen der Matrix
referenziert. Fir porése Systeme in der Chromatographie ist diese Angabe sehr verbreitet, da
sowohl die Immobilisierung von Liganden als auch die Adsorption von Zielmolekilen
malgeblich von der zur Verfiigung stehenden Oberflache der stationdren Phase bestimmt wird.
In einem idealen System, in dem die verflighare Oberflache vollstandig erreichbar ist, korreliert

die Oberflache linear mit der Bindungskapazitat der stationdren Phase.

In idealisierten Betrachtungen, wie z.B. der Betrachtung der stationdren Phasen als
regelmaRige Abfolge einfacher geometrischer Strukturen, kann die spezifische Oberflache
naherungsweise berechnet werden. Fir komplexere Strukturen kann die Oberflache
experimentell Uber Gasadsorptionexperimente bestimmt werden. Hierbei ist zu beachten, dass
solche Experimente nicht fur alle stationdren Phasen in der Flussigkeitschromatographie

sinnvoll sind.

Handelt es sich um eine stationare Phase, die im trockenen sowie nassen Zustand (benetzt mit
einem applikationsrelevanten Fluid), dieselben geometrischen Abmessungen besitzt, die
folglich nicht quillt oder schrumpft, liefern solche Experimente wertvolle Daten zur Oberflache
der stationdren Phase fiir die Flissigkeitschromatographie. Beispiele fiir solche stationdren
Phasen sind z.B. vernetzte Zellulose oder stark vernetzte Polymernetzwerke. Sind hingegen
beim Ubergang vom nassen in den trockenen Zustand ein Schrumpfen oder sogar ein
vollstandiges oder teilweises Kollabieren der Struktur zu erwarten, sollten andere Methoden
fiir die Bestimmung der Oberflache herangezogen werden. Beispiele fur solche Medien sind
z.B. nicht oder schwach vernetzte, oberflachengebundene Polymernetzwerke oder hochporose

Gele basierend auf Polysacchariden, wie z.B. Agarose.

Eine alternative Methode fiir solche Materialien stellt die i-SEC (Abschnitt 2.3.1; Seite 19) dar.
Uber die Bestimmung der PorengroRenverteilung (der Mikro-, Meso- und in Teilen auch
Makroporen) und unter Annahme einer bestimmten Geometrie der Poren kann auf die
Oberflache des Porensystems, in Abhangigkeit der ZielmolekiilgroRe, geschlossen werden. "2
In einer solchen Betrachtung sind jedoch flow-through Poren nicht enthalten. Da diese
allerdings nur einen kleinen Teil der spezifischen Oberflache ausmachen sind diese in guter

Né&herung zu vernachlassigen.
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2.3.3 Ligandendichte

Als Ligandendichte wird die Anzahl verfligbarer Liganden fiir das jeweilige Zielmolekul auf
der Oberflache der stationdren Phase eines chromatographischen Systems bezeichnet. Dies
stellt einen wesentlichen Steuerparameter fir die mogliche Bindungskapazitét der stationdren
Phase, neben den strukturellen Steuerparametern, wie zuvor bereits diskutiert, dar. 5111112
Typischerweise wird hierbei die molare Anzahl oder die Masse der verfligharen Liganden bzw.
Bindungsstellen auf das VVolumen der stationdaren Phase referenziert. Je nach Wechselwirkung,
welche die stationdre Phase mit den Zielmolekilen zeigen soll, werden ionische
Funktionalitaten (lonenaustauschchromatographie; 1EX), hydrophobe Molekiile (Hydrophobe
Interaktionschromatographie; HIC), aber auch Proteine oder Bindungsdomanen
(Affinitatschromatographie; hier im speziellen Protein A Chromatographie) als Liganden
bezeichnet. Da in dieser Arbeit die Liganden (Protein A und modifizierte funktionelle Analoga
der Bindungsdomanen) ausschlief3lich auf die Oberflache der stationaren Phase immobilisiert
werden, ist die mogliche Ligandendichte direkt proportional zur verfligbaren Oberflache. Wie
bereits beschrieben (siehe Abschnitt 2.2), kdnnen die Proteinliganden aufgrund sterischer
Wechselwirkungen nicht beliebig eng auf die Oberflache angebracht werden. Somit ist die
Ligandendichte ein Steuerparameter, welcher fur jede stationdre Phase in der Protein A

Affinitatschromatographie gesondert angepasst bzw. optimiert werden muss.*®

Fur die Quantifizierung der Ligandendichte wird in der Literatur eine Vielzahl an Methoden
diskutiert. Fiir ionische Funktionalitaten werden haufig Saure-Base-Titrationen eingesetzt.>’
Proteine oder Peptide als Liganden werden hdufig Gber einen Bicinchonséure (BCA) bzw.
Bradford Test quantifiziert.!!* Uber Infrarot- oder UV/Vis-Spektroskopie ist auch eine
Bilanzierung der angebotenen Menge an Ligand und der Menge, die sich nach der Reaktion

noch in Losung befindet, ein hiufig genutztes Verfahren,11>116

2.4 Polymernetzwerke als chromatographische Medien

Fir Membranadsorber mit z.B. Zellulose als nicht porGser Membranmatrix, ist eine direkte
Funktionalisierung der vorhandenen Hydroxylgruppen mit verschiedenen Funktionalitaten (u.a
Epoxide, Carbonsduren) moglich. Dies flhrt allerdings zu geringen Bindungskapazitaten

aufgrund der geringen spezifischen Oberflache der Adsorber. Im Folgenden werden auf
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Polymernetzwerken basierende chromatographische Medien im Allgemeinen und im Einsatz
als Modifizierungen von Matrixoberflachen fir die Erzeugung alternativer Adsorber mit
pordsen und unporésen Matrices, auf Basis von kovalenten Methacrylat basierten und
physikalischen Polysaccharid basierten Polymernetzwerken, beschrieben. Letztlich haben die
beschriebenen Methoden gemeinsam, dass eine Optimierung der verfligbaren spezifischen

Oberflache mithilfe des Polymernetzwerks angestrebt wird.

2.4.1 Kovalente Methacrylat basierte Polymernetzwerke

Eine mdgliche Modifizierung nicht porgser Tragermatrices ist die Pfropfung von
funktionalisiertem Polymer auf die Oberflaiche der Membranmatrix (siehe Seite 7;
Abschnitt 1.3).11718  Am weitaus haufigsten wird dazu die konventionelle radikalische

Polymerisation verwendet.!®

Kk .

Initiatorzerfall 1, —d > 2]

. k .
Start I + M —> R,

. k .
Wachstum Ri + M —L Ri+1
. : ke ,
Ubertragung R+ T —> Ry + P

. .k
Abbruch R+ R~ —%% P, oder Pj+P,

Abbildung 10: Schematische Darstellung eines Mechanismus zur konventionellen radikalischen Polymerisation, dargestellt
sind die einzelnen Reaktionsschritte und die zugehorigen Geschwindigkeitskoeffizienten k;.%

Die konventionelle radikalische Polymerisation bietet die Mdoglichkeit die verschiedensten
Monomere zu verwenden. Zwingende Voraussetzung ist jedoch eine endstdndige #-Bindung
zwischen zwei Kohlenstoffatomen.® Sie ist unempfindlich gegeniiber Verunreinigungen wie
Sauerstoff oder Kohlenstoffdioxid und tolerant gegenuber vielen funktionellen Gruppen, z.B.
Alkoholen, Amiden und Epoxiden.*® Sie kann unter verschiedenen Reaktionsbedingungen, wie
in Substanz, Ldsung, Emulsion und Suspension durchgefiihrt werden und mit Wasser als

maoglichem Losungsmittel ist sie zudem attraktiv fiir technische Umsetzungen.®°
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Die konventionelle radikalische Polymerisation verlauft in den fiinf Schritten Initiierung, Start,
Wachstum, Ubertragung und Abbruch (Abbildung 10).°° Im Allgemeinen basiert sie auf der
Addition von Monomeren zur wachsenden Polymerkette. Dem Start vorgelagert ist die
Radikalbildung (Initiierung). Diese kann thermisch, chemisch, durch Plasma, durch
Hochenergiestrahlen oder photochemisch geschehen.!'’ Dies ist notwendig, um mittels
entstehender freier Radikale an die z-Bindung zu addieren und Makroradikale zu erzeugen.

Diese bilden dann die wachsende Polymerkette (Abbildung 10).%

Neben Membranen mit Nanoschichten aus oberflachengebundenem Polymer bzw.
Polymernetzwerken (Abbildung 5; Seite 8; Abschnitt 1.3) wurden in den 90er Jahren des
letzten Jahrhunderts monolithische Polymernetzwerke als stationdre Phasen in der
Fliissigkeitschromatographie entdeckt.***2 Diese zeichnen sich durch ihre hochpordse
Struktur und die netzwerkartigen, miteinander verkniipften Poren aus. Gleichzeitig befinden
sich keine Hohlrdume zwischen den Partikeln, wie es typischerweise bei gepackten S&ulen mit

pordsen Partikeln vorkommt.

Homogener Anwendungsgebiete:
Polymerisationsansatz: )

Monomer/e Initiierung 1) Waschen - Chromatographlscher Support

Porogen/e o ey - Bioreaktoren

radikalischer Initiator Polymerisation 2) wenn - Fest-Phasen Extraktion
benétigt: - Dekontaminierung
chemisch
modifizieren

Abbildung 11: Schematischer Ablauf fiir die Herstellung von Monolithsaulen.?

Monolithe werden tblicherweise mittels konventioneller radikalischer in situ Polymerisation
in oberflachenmodifizierten stainless steel Zylindern (modifiziert fur grafting-through) fir die
direkte Verwendung als Trennsdulen in der HPLC (high-performance-liquid chromatography)
hergestellt (Abbildung 11). Dies kann auf verschiedene Arten geschehen,1%-121.123-128

Im Allgemeinen bestehen Polymerisationsansatze fir Monolithen aus einem geeigneten
Losungsmittel fir das Monomer bzw. die Monomere, einem UV, thermisch oder chemisch

initiierten Radikalstarter, einem Vernetzer (ein Monomer mit zwei oder mehr z-Bindungen)
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und einem oder mehreren sogenannten porogenen (fir das entstehende Polymer nicht bzw.

schlecht 16senden) Losungsmitteln.

Die Morphologie der Monolithe entsteht durch Phasenseparation wahrend der Ausbildung des
Polymernetzwerks und ist somit per Definition in der Literatur der F&llungspolymerisation,
bzw. der polymerization induced phase separation (PIPS) zugeordnet.!?®-131 Aus der

urspringlich homogenen Lésung wird ein heterogenes Gemisch.

Die Poren entstehen hierbei durch den Ausschluss des wachsenden Polymernetzwerks aus
bestimmten Bereichen, welche durch die schlechte Loslichkeit des wachsenden
Polymernetzwerks im porogenen Losungsmittel verursacht werden was zu einer Fallung bzw.

unter bestimmten Umstanden zu einer spinodalen Entmischung fiihrt.1221%

Fur die Herstellung von monolithischen  Polymernetzwerkstrukturen  werden
Fallungspolymerisationen typischerweise in relativ hoch konzentrierten
Polymerisationslésungen durchgefuhrt, um eine zusammenhdngende bikontinuierliche
Polymernetzwerkstruktur zu erzeugen.'?6128130.131 Dje GroRe und Verteilung der entstehenden
Polymernetzwerkstrukturen wird hauptsachlich durch die porogenen Ldsungsmittel
(volumetrischer Anteil und Art), den Vernetzer (molarer Anteil und Art) und dem Verhaltnis

von Monomer zur porogenen Phase bestimmt (Abbildung 12; Abbildung 13).3

29,7 mmol/L Vernetzer 188,7 mmol/L Vernetzer |
r\- | , ',7.- >

S 8EE -7 EN
% »m . ' 3y \ /F >
Do R} F8

2
i
(»A\‘

»

o

5 Q\‘ -
i @C ;
k'

b — 2pm ——

Abbildung 12: Beispielhafte REM Aufnahmen zweier monolitischer Strukturen auf Matrixoberflachen bei 60000-facher
Vergroferung. Zusammensetzung entsprechend Versuch 4 (links) und Versuch 8 (rechts) in Tabelle 10 (Anhang 12.2).
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Der Initiator beeinflusst die Porengrof3e und Verteilung seinerseits durch seine Konzentration
und die Geschwindigkeit seines Zerfalls, indem er die Kettenlangen bzw. die Maschenweite
im Polymernetzwerk beeinflusst. Je schneller dieser Radikale freisetzt, desto kleiner werden
die Maschenweiten im Polymernetzwerk aufgrund der Mehrzahl an gestarteten Polymerketten,
welche folglich zu kirzeren statistischen Abstanden zwischen den Knotenpunkten im
Polymernetzwerk filhren.®* Dies wiederum beeinflusst auch die Loslichkeit im Losungsmittel.
Systeme mit mehreren porogenen Losungsmitteln sorgen in der Regel fir eine bessere
Loslichkeit der sich bildenden Polymere im Polymerisationsansatz und veréndern so zusatzlich
die sich ausbildenden Poren durch eine spater einsetzende Féallung bzw. spinodale Entmischung.
Ublicherweise werden leichte Alkohole oder Ether wie 1-Propanol, Dodecanol oder

Tetrahydofuran als porogene Losungsmittel verwendet.'321%2

Fox o ity

L

&

]

47.6 V% 1-Decanol T bl 226 vo% 1-Decanol  [S

Abbildung 13: Beispielhafte REM Aufnahmen von monolitischen Strukturen auf Matrixoberflachen bei 6000 facher
VergréBerung. Zusammensetzung entsprechend Versuch 23 in Tabelle 9 (Anhang 12.1). Lésungsmittel 1-Decanol und
Cyclohexanol (100 v% Cyclohexanol abziiglich der hier angegebenen Anteile an 1-Decanol).
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Innerhalb der Porenstruktur der Monolithe gibt es vier Haupttypen von Poren. Die sogenannten
flow-through Poren (>100 nm), Makroporen (>50 nm), Mesoporen (2 nm-50 nm) und die
Mikroporen (<2 nm). Die flow-through Poren und Makroporen ermdglichen einen konvektiven
Fluss durch die Matrix. Diese machen allerdings nur einen kleinen Teil der spezifischen
Oberflache des Monolithen aus.!32-134 Mesoporen und Mikroporen hingegen erlauben aufgrund
ihres Durchmessers keinen oder kaum konvektiven Fluss, tragen allerdings signifikant zu der
hohen spezifischen Oberflache des Monolithen bei und sind somit malRgeblich an den hohen
Bindungskapazitaten der Monolithe beteiligt.13*13>  Zusatzlich ist die Lange der Poren
ausschlaggebend fiir die spatere performance als stationdre Phase in der
Flussigkeitschromatographie. Kurze Poren tragen, wie schmale Poren, starker zur spezifischen
Oberflache bei, vermindern aber die konvektive Strémung innerhalb des Monolithen.*?® Fir
eine stationdre Phase im Downstream Prozess sind beide Aspekte wichtig, die Permeabilitét
fir die realisierbare Prozessgeschwindigkeit und die Bindungskapazitat pro Volumen der

stationédren Phase fur eine optimale Ausnutzung dieser.

Hierfur ist es notwendig, dass innerhalb des Monolithen die Balance zwischen mdglichst
hohem konvektiven Fluss und hoher Oberflache gefunden wird. Dies macht eine optimale
Mischung aus Makro-, Meso- und Mikroporen notwendig. Aufgrund der interessanten
Eigenschaften der monolitischen Polymernetzwerke finden sich in der Literatur auch hybride
Materialien, die monolitische Polymernetzwerke mit Membran- bzw. Vliesmatrices
verkniipfen.%5% Diese Materialien weisen, insbesondere fir die 1EX-Chromatographie
kleinerer Proteine wie z.B. Lysozym, hohe Bindungskapazitaten auf. Allerdings sind die dabei
erzielten Permeabilitdten deutlich unterhalb dessen, was mit z.B. Membranadsorbern mit

oberflachengebundenen Polymer Nanoschichten erreicht werden kann.

Dies liegt im Wesentlichen an der vollstandigen Ausflllung der Poren der Membran- bzw.
Vliesmatrix mit den monolithischen Polymernetzwerken. Dadurch wird die Porositat der
Trégermatrix durch die Porositdt des monolitischen Polymernetzwerks ersetzt. Wird die
Leistung Lc solcher Materialien als Produkt von gebundenem Protein bei 10 % des
Durchbruchs pro Volumen Membran DBCio% [mg/mL] und seiner Permeabilitdat P [mD]
beschrieben (Gleichung 6), so ergeben sich fir kommerziell erhaltliche, hybride Materialien,
trotz ihrer hohen Bindungskapazitdten, Werte deutlich unterhalb der Werte, die fir

Membranadsorber mit oberflachengebundenen Polymer Nanoschichten erreicht werden.
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Aufgrund der starken Abhangigkeit der mdglichen Proteinbindungskapazitét zur spezifischen
Oberflache des chromatographischen Mediums (Abschnitt 2.2) kann in Gleichung 6 die
Bindungskapazitat durch die spezifische Oberflache Os ersetzt werden (Gleichung 7) um einen
Wert fiir die Leistung L des chromatographischen Mediums zu erhalten.?

mng] (6)
L, = DBC;yo, P
c Cio% [ L
L = 0up m?mbD (7)
o= Us L

Wird eine wie zuvor beschriebene Polymerisation, fir die Herstellung monolithischer
Polymernetzwerkstrukturen, in Gegenwart lediglich verdiinnter Mengen an Monomer und
Vernetzer durchgefihrt ergibt sich jedoch, trotz gleicher chemischer Zusammensetzung des

Polymernetzwerks, eine andere mikroskopische Morphologie des Polymernetzwerks. 3613

I ko — 2R
R+M : » RM’
M, +M ko > M.,

. Fillung
W) NM,., = /J\

s
b) { \{\/I + Mn 1 Wachstum
S

/‘ Homo-Koagulation
C) VA \‘{ — L !
|

d) X-M.., Gelbildung . (/\. S/ %&;{\///\}\%

C

Schema 1: Schematische Darstellung der stattfindenden und mdglichen Teilreaktionen mit den dazugehdrigen
Geschwindigkeitskoeffizienten ki wahrend der Fallungspolymerisation, adaptiert nach Medina-Castillo 26,
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Hierbei spielen die gleichen Effekte, wie bereits zuvor beschrieben, eine Rolle. Dies liegt darin
begrlindet, dass beide Strukturtypen auf den gleichen thermodynamischen zusammenhéangen
der Loslichkeit von wachsenden Polymeren bzw. Polymernetzwerken in Loésungsmitteln
beruhen. Polymernetzwerkstrukturen, die strukturell den monolithischen Polymernetzwerken
zugeordnet werden, kénnen auch als zusammenhéngende Homo Koagualate einer verdiinnten

Fallungspolymerisation beschrieben werden (Schema 1c).

Allerdings ist die Morphologie des entstehenden Polymernetzwerks, wie bereits beschrieben,
eine andere. Durch die Verdinnung entstehen isolierte globulére Partikel, da die einzelnen
prapolymeren Nuklei in der Friihphase einer solchen Polymerisation, aufgrund des rdumlichen

Abstands zueinander, nicht oder nur wenig mit anderen wechselwirken (Schema 1b).136:137

Kodnnen die prapolymeren Nuklei, aufgrund eines geringen Abstands zueinander bis zu einem
gewissen Grad miteinander reagieren, entsteht eine Homo-Koagulation. Es bilden sich
kovalent miteinander verbundene Nuklei-Cluster, die je hach Konzentration der prapolymeren
Nuklei unterschiedlich groB, bis hin zu einer zusammenhangenden Struktur, ausfallen kénnen
(Schema 1c).1%

Wie bereits zuvor beschrieben haben auch die Loslichkeitscharakteristika der verwendeten
Losungsmittel einen groRen Einfluss auf die erzielte Morphologie solcher Polymernetzwerke.
Entstehen wéhrend einer Fallungspolymerisation aufgrund zu guter Loslichkeit des Polymers
im Losungsmittel, keine oder nur sehr wenige Nuklei, so entsteht dabei ein polymeres Gel
(Schema 1d).1*® Um die Lésungsmittel und ihre Loslichkeitsverhalten zu charakterisieren
werden haufig die sogenannten Hansen-Loslichkeits Parameter herangezogen. Diese sind
empirisch bestimmte Parameter, welche die London Wechselwirkungen (dp), die dipolaren
Wechselwirkungen (dr) und die Wasserstoffbriickenbindungswechselwirkungen (o)
beschreiben.’*® Diese drei Parameter konnen als Koordinaten fir einen Punkt in drei
Dimensionen behandelt werden, auch als Hansen-Raum bekannt. Je néher sich zwei Molekule
in diesem dreidimensionalen Raum sind, desto wahrscheinlicher ist es, dass sie sich ineinander
auflésen. Um zu bestimmen, ob die Parameter von zwei Molekilen (ublicherweise ein
Losungsmittel und ein Polymer) innerhalb des Bereichs liegen, wird flr die Substanz die gelost
wird ein empirischer Wert bestimmt, der als Wechselwirkungsradius (Ro) bezeichnet wird.
Dieser Wert bestimmt den Radius der Kugel im Hansen-Raum und sein Mittelpunkt sind die
drei Hansen-Parameter. Diese Parameter sind fir viele kommerziell erhéltliche Losungsmittel

in der Literatur zu finden.138
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2.4.2 Physikalische Polysaccharid basierte Polymernetzwerke

Als physikalische Polysaccharid basierte Polymernetzwerke werden im folgenden
Polysaccharide bezeichnet, welche aus nattrlichen Quellen gewonnen werden und in der Lage
sind Polymernetzwerke auszubilden. Solche ublicherweise als Geliermittel bezeichneten
Polysaccharide finden neben der Lebensmittelindustrie (Lebensmittelzusatzstoffe E406, Agar;
E415, Xanthan oder E440, Pektin) auch in der Herstellung stationdrer Phasen fir die
Flussigkeitschromatographie und Gelelektrophorese rege Verwendung.

Insbesondere Agarose, das aus Agar gewonnen wird, ist das Basismaterial vieler kommerziell
erhaltlicher pordser Partikel 2425116133143 Agarose wird aus der roten Seealge gewonnen und
ist ein lineares Polysaccharid bestehend aus 1,3-verkniipfter 3-D-Galactopyranose und 1,4-
verkniipfter 3,6-hydrierter a-L-Galactopyranose. 2% Agarose ist in heiBen, wissrigen
Losungen I6slich und geliert unterhalb von ca. 45 °C aus. Hierbei gilt es zu beachten, dass es
verschiedene Subklassen von kommerziell erhaltlichen Agarosen gibt, die sich im
Wesentlichen in der Herkunft (exakte Algenart) und der damit verknlpften exakten
chemischen Zusammensetzung oder aus synthetisch erzeugten Agarose Derivaten ergeben. Flr
die Ausbildung des Polymernetzwerks sind u.a. die Wasserstoffbriickenbindungen zwischen
den Polysaccharidketten verantwortlich. Folglich fiihrt eine chemische Modifikation der
urspringlichen Polysaccharidketten zu einer Modifikation des Polymernetzwerks und seiner

Eigenschaften.

Zusétzlich werden kommerziell auch verschiedene Kettenldngen und Dispersitédten vertrieben.
Somit sind auch die Schmelz- und Gelpunkte dieser verschiedenen kommerziell erhaltlichen
Agarosen unterschiedlich. Rontgenstreu Experimente legen nahe, dass Agarose eine Doppel-
Helix Struktur annimmt, sobald diese geliert (Abbildung 14).14 Wenn diese aggregieren bilden
sich in der Gelstruktur Poren von ca. 50 nm bis tiber 200 nm Durchmesser aus. Die Porengrofie
ist hierbei abhéngig von der Konzentration an Agarose in wassriger Losung, der

Elektrolytkonzentration und dem Temperaturgradienten, mit dem die Lsung abgekhlt wird.

Allgemein l&sst sich sagen, je hoher konzentriert die Agarose, je Kkleiner die
Elektrolytkonzentration und je hoher der Temperaturgradient, desto kleiner die
Porendurchmesser.1#6147 In Kapitel 11 (Seite 81 ff.) wird auf die Steuerparameter der Gelierung

genauer eingegangen.
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Abbildung 14: Schematische Darstellung der Gelierung von Agarose. 46

Die sich selbstandig ausbildenden Poren im Makro- bzw. Mesoporenbereich sind ein
entscheidender Vorteil von Agarose gegentiber anderen, in der Flissigkeitschromatographie
ebenfalls verwendeten, Materialien. Durch die inhdrente Porositat besitzen Materialien aus
Agarose eine sehr hohe innere Oberflache und konnen somit hohe Bindungskapazitaten
erreichen. Auch ist die PorengrofRRe des entstehenden pordsen Systems, wie soeben beschreiben,
relativ leicht steuerbar.'*® Zudem ist Agarose, liber die vorhandenen Hydroxylfunktionalitéten,

leicht chemisch modifizierbar, um Liganden auf der Oberflache zu immaobilisieren.

Insbesondere in der Protein A Affinitatschromatographie sind pordse Partikel aus Agarose die

stationére Phase der Wahl fir fast alle groien kommerziellen Hersteller solcher Produkte.
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2.5 Confocal-Laser-Scanning (CLS) und Stimulated-Emission-Depletion
(STED) Mikroskopie

Mikroskopische Methoden sowie die Lichtmikroskopie oder die Rasterelektronenmikroskopie
sind weit verbreitet in der qualitativen Charakterisierung von Festkorpern und Oberflachen.
Bei der qualitativen Betrachtung von Membranstrukturen ist die Lichtmikroskopie, aufgrund
der limitierten Aufldsung und der Strukturen im niedrigen Mikrometerbereich, h&ufig nicht

geeignet.

Gangiger sind hier die Rasterelektronenmikroskopie oder die Atomic-Force Mikroskopie,
aufgrund der deutlich héheren Auflosung. Allerdings ist es, insbesondere bei Membranen, die
in der Flussigkeitschromatographie eingesetzt werden sollen, von Vorteil, dass eine
Charakterisierung solcher Strukturen im nassen Zustand stattfindet. Dies gilt besonders fir
Matrices, die einen strukturellen Unterschied zwischen ihrem trockenen und Fluid benetzten

Zustand aufweisen.

Aus diesen Voraussetzungen schlussfolgernd eignet sich die Confocal-Laser-Scanning
Mikroskopie in besonderem Male, um solche Strukturen mikroskopisch untersuchen zu

kdnnen.

Neben der Verwendung Fluid benetzter Proben, ist es gleichzeitig mdglich eine ausreichend
gute Auflosung zu erzielen. Dies hangt u.a. mit dem starken Kontrast zusammen, welcher durch
den Einsatz von kovalent immobilisierten Flourophoren und dem Aufbau des

Konfokalmikroskops ermdglicht wird.

In einem Konfokalmikroskop werden zwei konfokale Lécher, sogenannte pinholes, genutzt,
wobei eines unmittelbar vor dem Detektor positioniert ist, um das von der Probe emittierte
Licht von Streulicht zu filtern. Dadurch wird die Auflésung der erhaltenen Bilder deutlich
erhoht.

Im Gegensatz zur Weitfeldmikroskopie wird ein Bild erzeugt indem ein Laser die Probe scannt
und jeden Bildpunkt einzeln detektiert.!*® Die Fokussierung auf einen einzelnen Bildpunkt

erfolgt durch den Einsatz des zweiten pinholes.
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Abbildung 15: Schematische Darstellung eines CLSM-Aufbaus.!4°

Aus den einzelnen Bildpunkten wird anschlieBend das Gesamtbild der Probe zusammengesetzt.
Die Fokussierung ermdoglicht dadurch auch die Auflésung einzelner Bildpunkte in

unterschiedlichen z-Ebenen.

Kontrastreiche Bilder mit hoher Auflésung aus verschiedenen z-Ebenen erlauben eine spatere
Rekonstruktion der untersuchten Strukturen im 3D-Modell. Fir die Anregung wird meist
kohdrentes Licht in Form eines Lasers verwendet, sodass eine Fokussierung am zweiten

pinhole nicht mehr notig ist und dieses entfallt.14°

Die Betrachtung von Membranen und Membranadsorbern mittels Confocal-Laser-Scanning
Mikroskopie wurde in der Literatur bereits mehrfach gezeigt.8” 8150151 Allerdings konnten
diesen qualitativen Analysen nur wenige quantitative Strukturmerkmale der untersuchten

Membranen entnommen werden.
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Die Auflosung dieser Technik ist allerdings durch das Abbe-Limit auf maximal 200 nm

begrenzt (Gleichung 8).1%?

A
A=t (8)
2n sina
A 9)

Ad =

2n sina /1 +1L
Sat

Eine weiterentwickelte Form der CLSM st die Stimulated-Emission-Depletion (STED)-
Mikroskopie. Hierbei kommt ein Fluoreszenz deaktivierender, ringférmiger Laser zum Einsatz,
der, je nach Abmessung, nur einen kleinen Bereich an Fluoreszenz im inneren des Rings beldsst.
Durch den Einsatz dieser stimulierten Emission wird eine deutlich hohere, theoretisch
unbegrenzte, Auflésung erreicht.

Durch diese Neuerung ist es gelungen das Abbe-Limit zu verschieben (Gleichung 9).15%1%
Wobei | die maximale Fokale Intensitdt des ringférmigen STED-Lasers und Issx die
charakteristische Sattigungsintensitat (Wert, bei der die Fluoreszenzwahrscheinlichkeit auf
~1/e gesunken ist) darstellt. Mithilfe dieser Technik ist es somit mdglich Strukturen deutlich

unterhalb der 200 nm in guter Auflosung darzustellen.

2.6 Mathematische Beschreibung von Membranstrukturen im Hinblick auf

ihre chromatographische Leistung Lo

Werden Membranen als Quader mit regelmél3ig angeordneten, zylindrisch geformten Ldchern
betrachtet ergibt sich ihr makroskopisches Membranvolumen Vmy (Gleichung 10) bzw. ihr
Porenvolumen Vp (Gleichung 11) wie folgt.

Vwy =L-B-H (10)
LB

Vp = mr?H - (11)
r224/3
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Wobei L die Lange, B die Breite und H die Hohe des betrachteten Quaders und r den Radius
der einzelnen Pore beschreibt. Die Porenanzahl selbst ergibt sich aus dem Verhéltnis der Flache
der Modellmembran und der Flache der Pore. Fir die Flache der Pore wird eine hexagonale
Verteilung der Poren angenommen, da sich die Poren nicht iberschneiden. Ihre Porositat P,
sprich der volumetrische Anteil an Poren innerhalb der Membran, ergibt sich dann nach
Gleichung 12.

(12)

Vp

pM[%]=( )-100

VM 14

Die Oberflache Owm einer solchen Modellmembran setzt sich dann aus der Mantelflache der

Poren und der verbliebenen Oberflache des Quaders zusammen (Gleichung 13).

0 —2nrH+(2-(LB+LH+BH)—2nr2-(L'B)) (13)
K r224/3
0
05 = 2L (14)
VMV

Die spezifische Oberflache ergibt sich dann aus dem Verhaltnis zwischen der Oberflache Om
zu dem makroskopischen Membranvolumen Vmv (Gleichung 14). Uber das Hagen-
Poiseuille’sche!® Gesetz, das die Strémungsgeschwindigkeiten in Rohren beschreibt, als
solche die zylindrischen Poren hier verstanden werden, kann im Folgenden auch der

Volumenstrom Vdurch eine solche Membran beschrieben werden (Gleichung 15).

o m?| _dV _ nmr*dp (15)
s| dt 8nyH
v (LB ) (16)
_ r22+/3 Ad
P, = T 100 7p 5

Wobei r den Radius, Ap die Druckdifferenz zwischen Anfang und Ende des Rohres, # die
dynamische Viskositat des betrachteten Fluides und H die Héhe bzw. die Lénge der einzelnen

Pore beschreibt.
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Abbildung 16: Beispielhafte Auftragung der Permeabilitat und der spezifischen Oberflache einer Modellmembran gegen den
Porenradius. Festgelegte Porositét 80 %.

Die Permeabilitat (Gleichung 16) kann somit aus Gleichung 1 und 15 beschrieben werden,
indem die Stromungsgeschwindigkeit fur alle Poren in eine lineare Flussgeschwindigkeit in
[cm/s] Uberflhrt wird (Gleichung 16).

Nach Gleichung 6 ist die Leistung eines chromatographischen Mediums definiert als das
Produkt der Menge gebundenen Proteins bei 10% des Durchbruchs (DBCio%) und der
jeweiligen Permeabilitat.

Die Menge gebundenen Proteins hangt u.a. stark von der spezifischen Oberflache des
chromatographischen Mediums ab. Wird die spezifische Oberflache und die Permeabilitat der
Modellmembran im Verhéltnis zum Porenradius, bei gegebener Porositat (Abbildung 16; 80 %
Porositat) betrachtet, ergibt sich daraus eine Limitierung in Bezug auf die chromatographische
Leistungsféhigkeit von Membranen. Es ist zu erkennen, dass kleine Porenradien zwar zu

groleren spezifischen Oberflachen, aber auch zu einer kleineren Permeabilitaten fiihren.

Werden die so erhaltenen Leistungsdaten gegeneinander aufgetragen, ergibt sich eine

sogenannte trade-off Kurve (Abbildung 17), welche die soeben beschriebene Limitierung von
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Membranen als chromatographisches Medium noch einmal verdeutlicht. Eine Steigerung der
Leistung nach Gleichung 7 bedeutet in diesem Zusammenhang also immer auch ein

verschieben einer solchen trade-off Kurve, wie in Abbildung 17 beispielhaft dargestellt.
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Abbildung 17: trade-off Kurve (schwarz) zwischen der Permeabilitat und der spezifischen Oberflache der Modellmembran
aus Abbildung 16 und gewiinschte Verschiebung der performance (rot).
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3. Kapitel | — Oberflachenmodifikation von Zellulosemembranen mittels

Fallungspolymerisation

3.1 Einleitung

Aufgrund der eingangs beschriebenen  Notwendigkeit hoher Leistungen der
chromatographischen Medien, ist neben der maximal mdoglichen Proteinbindung bzw. der
spezifischen Oberflache, auch die Permeabilitdt neuartiger Membranadsorber ein
entscheidendes Kriterium zu deren Beurteilung (Gleichung 6 und 7) und Vergleich mit bereits

kommerziell erhéltlichen Absorbern oder klassischen chromatographischen Medien.

Somit sind als physikalische Strukturparameter der chromatographischen Medien vor allem die
spezifische Oberflache, flr eine moglichst hohe Proteinbindung, als auch der Radius bzw. der
Durchmesser der konvektiven Poren, fiir eine entsprechend hohe Permeabilitdt, von

entscheidender Bedeutung.

Da die direkte Oberflachenmodifizierung nach den grafting-Verfahren fiir eine Anwendung in
der Protein A Affinitatchromatographie nicht geeignet erscheint (Abschnitt 1.3) und die
monolitischen Strukturen hybrider Adsorber zu nur sehr geringen Permeabilitdten fuhren
(Abschnitt 2.4.1), wird im Weiteren die Modifizierung mittels verdiinnter
Fallungspolymerisation beschrieben. Diese soll die gezielte Erzeugung globulérer Strukturen
auf der Membranoberflache ermdglichen, ohne dabei die Poren der Membran vollstandig
auszufullen. Durch diese Form der Modifizierung soll eine VergroBerung der
Oberflachenrauigkeit und damit auch der spezifischen Oberflache erreicht werden. Zusatzlich
dient diese Modifizierung auch als inhdrente Funktionalisierung der Membranoberflache mit
den entsprechenden funktionellen Polymernetzwerken. Hierbei findet keine vorherige
Funktionalisierung der Oberflache statt, sodass die globuléren Strukturen allein durch

Adhésion an der Membranoberflache verbleiben.

Es werden die Einflisse von Monomer-, Initiator- und Vernetzerkonzentration sowie der
Einfluss des Losemittels und der verwendeten Ausgangsmembran auf die entstehenden
globul&ren Strukturen untersucht. Des Weiteren wird der Zusammenhang der Morphologie und

der Grolie der globuldren Strukturen auf die leistungsrelevanten Strukturparameter untersucht.
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Letztlich werden die so modifizierten Membranen mit den Liganden (rsPA50 und ProteinA),
welche fir die Anwendung in der Protein A Affinitdtschromatographie notwendig sind,
umgesetzt. Die reaktionsrelevanten Parameter werden hierbei in Zusammenhang mit der

chromatographischen Leistung, insbesondere der Proteinbindungskapazitét, gesetzt.

3.2 Materialien und Methoden

3.2.1 Materialien

Tabelle 1: In Abschnitt 3 genutzte Chemikalien mit Hersteller und CAS-Nummer.

Chemikalie CAS-Nr. Hersteller
Kaliumchlorid (>99,5%) 7447-40-7 Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Tyramin (>98%) 51-67-2 Sigma-Aldrich Chemie GmbH
2'Hydroxy‘4'(_Z'hydmxyemxy)'z' 106797-53-9  Sigma-Aldrich Chemie GmbH
methylpropiophenon (98%)
Aceton (=99,9%) 67-64-1 Carl Roth GmbH
TriS(z-iaTrgoExF}/,e;g)g%J)hOSphi” 51805-45-9  Sigma-Aldrich Chemie GmbH
ProteinA (lyophilisiert) / Osaka Soda Co. Ltd.
rsPA50 (>95%) / Repligen GmbH
Dichlormethan (DCM) (>99,9%) 75-09-2 Carl Roth GmbH
Natriumcyanoborhydride, (>95%) 25895-60-7 Alfa Aesar GmbH
Natriumborhydrid (>96%) 16940-66-2 Merck KGaA
Dinatriumhydrogenphosphat (98%) 7782-85-6 Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Glycidylmethacrylat (GMA) (>99%) 106-91-2 DOW Chemicals AG
Cyclohexanol (>99%) 108-93-0 Merck KGaA
1-Decanol (>99%) 112-30-1 Merck KGaA
konz. Salzsédure (32%ig) 7647-01-1 Carl Roth GmbH
Kaliumdihydrogenphosphat (99,5%) 7778-77-0 Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Natriumchlorid (>99,8%) 7647-14-5 Carl Roth GmbH
Natriumhydroxid (>99%) 1310-73-2 Carl Roth GmbH
Glycin (>99%) 56-40-6 Sigma-Aldrich Chemie GmbH
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BCA Protein Assay Reagent A
(Pierce Prod. Nr. 23221)
BCA Protein Assay Reagent B
(Pierce Prod. Nr. 23224)
Natriummetaperiodat (>99%) 7790-28-5 Merck KGaA
Trimethylolpropantriacrylat (t. grade) 15625-89-5 Sigma-Aldrich Chemie GmbH

/ Thermo Fisher Scientific GmbH

/ Thermo Fisher Scientific GmbH

Ethylenglycoldimethacrylat

97-90-5 Evonik-Degussa GmbH
(EDMA, >98%)
Cellca 1l (IgG) / Sartorius Stedim Cellca GmbH
Alexa Fluor® 594 NHS Ester / Thermo Fisher Scientific GmbH
Ethanol (t. grade) 64-17-5 Merck KGaA
Porefil® / Porometer Ltd.
Lysozym (from chicken egg white) / Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Als Ausgangsmaterialien werden vernetzte Zellulosemembranen der Firma Sartorius Stedim
Biotech GmbH genutzt.'®® Als reines Wasser dient das vor Ort durch Umkehrosmose
gewonnene RO-Wasser (reverse osmosis, ROW). Dieses wird als Spulmedium fir die
modifizierten Membranen verwendet. Die in diesem Kapitel verwendeten Puffer werden wie

folgt hergestellt.

1xPBS-Puffer (Waschpuffer): 1000 g Wasser werden vorgelegt und 8,00 g Natriumchlorid,
0,29 Kaliumchlorid, 1,42 ¢ Dinatriumhydrogenphosphat und 0,27 g
Kaliumdihydrogenphosphat darin geldst.

0,1 M Glycinpuffer (Elutionslésung): 1 L ROW wird mit 0,1 M HCI auf einen pH-Wert von
3,5 eingestellt. In 1 L dieser Losung wird im Anschluss 7,5 g Glycin gel6st.

Bindungspuffer: In 1 L Waschpuffer (1xPBS-Puffer) wird 0,5g 1gG (Cellca 1I) gel6st
(0,05 w%). Die Proteinlésung wird durch  einen  Sterilfilter der Firma
Sartorius Stedim Biotech GmbH (0,22 um) filtriert.

KPI-Puffer: 541,5 g Wasser werden vorgelegt und 208,5 g Dikaliumhydrogenphosphat gelost.
Zusétzlich werden 383,0 g Wasser vorgelegt und 117,0 g Kaliumdihydrogenphosphat gelost.
Letztere Losung wird zur ersten zugegeben, bis ein pH-Wert von 7,0 erreicht ist. Im Anschluss
werden 5 L Wasser vorgelegt und mithilfe der zuvor hergestellten Losung eine Leitfahigkeit

von 1,75 mS/cm eingestellt.
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3.2.2 Oberflachenmodifikation mittels Fallungspolymerisation

YLO/\W \()Lo/\/%(l\ o w

Glycidylmethacrylat, Ethylenglycoldimethacrylat, 2-Hydroxy-4-(2-hydroxyetoxy)-2-
methylpropiophenaon (Initiator)
GMA (Monomer) EDMA (Vernetzer)
OH
S TSN N TN TN 0 @
1-Decanol Cyclohexanol
(Lésungsmittel) (L&ésungsmittel)

Abbildung 18: Hauptkomponenten einer typischen Polymerisationsldsung; das Monomer GMA, der UV-Initiator 2-Hydroxy-
4-(2-hydroxyethoxy)-2-methylpropiophenon, der Vernetzer EDMA, das Lésungsmittel 1-Decanol und das Ldsungsmittel
Cyclohexanol.

Fur die Oberflachenmodifikation mittels Fallungspolymerisation werden aus dem
Ausgangsmaterial Stanzlinge (d = 70 mm) ausgestanzt. Diese werden mittels Pinzette bis zur
vollstdndigen Benetzung der Membran in die Polymerisationslésung eingetaucht. Fir eine
typische Polymerisationslosung  werden 3,00mL (3,12 ¢g; 21,90 mmol; 0,21 Ag.)
Glycidylmethacrylat, 0,169 (0,71 mmol; 7-10° Ag.) 2-Hydroxy-4-(2-hydroxyethoxy)-2-
methylpropiophenon, 1,00 mL (1,05 g; 5,29 mmol; 0,05 Ag.) Ethylenglycoldimethacrylat,
1,00 mL (0,83 g; 5,24 mmol; 0,05 Aqg.) 1-Decanol und 11,00 mL (10,45 g; 104,30 mmol;
1,00 Ag.) Cyclohexanol eingewogen bzw. abgemessen und bis zum vollstandigen Ldsen
30 Minuten im Ultraschallbad behandelt. Anschlieend werden die mit Polymerisationsldsung
benetzten Proben luftblasenfrei zwischen zwei LD-PE (low-density polyethylen) Folien
platziert und mit UV-Licht (Ultraviolettes Licht; 254 nm, 40 W) bestrahlt (20 Minuten). Fur
die hierbei ablaufende UV-initiierte, konventionelle, radikalische Polymerisation (Schema 2)
wird ein UV-Crosslinker BLX-E254 BIO-Link des Herstellers LLG verwendet. Die
modifizierten Membranen werden abschliefend 10 Minuten unter laufendem ROW gespult
und anschlieRend fir 20 Minuten in Aceton geschuttelt und an Luft getrocknet.

Auf diesen Membranen wird anschlielend der Ligand (Protein A) immobilisiert. In dieser
Arbeit werden zwei verschiedene kommerziell erhéltliche Protein A Liganden eingesetzt und
miteinander verglichen. Der Ligand rsPA50 der Firma Repligen GmbH und der Ligand
ProteinA der Firma Osaka Soda Co. Ltd.
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Schema 2:Schematische Darstellung der konventionellen radikalischen Polymerisation nach UV-Initiierung. M = Monomer,
R12 = Radikal, Pn = Préapolymer bzw. Makroradikal, V = Vernetzer.

Beide Liganden unterscheiden sich in ihrer Struktur und den vorhandenen funktionellen
Gruppen, welche fur eine Immobilisierung zur Verfiigung stehen. Der Ligand rsPA50 weist
laut Hersteller eine molare Masse von 45 Kg/mol auf und fir die Immobilisierung stehen
primare Amine, hauptsachlich durch vorhandene Lysine, in der Primarstruktur des Proteins,
zur Verfligung. Der Ligand ProteinA weist laut Hersteller eine molare Masse von 21,5 Kg/mol
auf und fur die Immobilisierung stehen primare Amine (Lysine in der Primarstruktur) und eine
Thiolgruppe (ein Cystein in der Primérstruktur) zur Verfligung. Es werden somit in dieser
Arbeit zwei Immobilisierungskonzepte verfolgt. Eines fir die Immobilisierung mit priméren
Aminen und eines fur die Immobilisierung mit Thiolen. Die Immobilisierung mittels priméren
Aminen erfolgt durch Umsetzten der Epoxidfunktionalitdten zu Aldehydfunktionalitdten mit
Natriummetaperiodatlésung in ROW, wodurch sich Imine zwischen dem Liganden und der
Membran ausbilden, die in einem abschlieenden Schritt mit Natriumcyanoborhydrid zu

stabilen sekundaren Aminen reduziert werden.
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Schema 3: Schematische Darstellung beider in dieser Arbeit genutzten Reaktionswege zur immobilisierung der Protein
Liganden rsPA50 (a) und ProteinA (b).

Fur eine typische Immobilisierung mittels primaren Aminen werden die modifizierten
Membranen 2 h in eine 0,01 w% Natriummetaperiodatlosung in ROW gelegt, 10 Minuten in
flieRendem ROW gespilt, 20 Minuten in Aceton geschittelt und an der Luft getrocknet.
AnschlieBend werden die so praparierten Membranen 2h in eine 25w%
Natriumcyanoborhydridlosung in Kaliumhydrogenphosphatpuffer (pH 8) gelegt (1,1 mL/cm?)
zu der 4,96-10° mL/cm? rsPA50 Losung (1 mL = 50,4 mg rsPA50) gegeben wird, um eine
Konzentration von 7,2 mg/mL zu erreichen (Reaktionsweg a in Schema 3). Anschlie}end
werden die Membranen nach dem Immobilisierungsschritt nacheinander in eine 0.1 w%
Natriumborhydridldsung, eine 5.8 w% Losung von Natriumchlorid in ROW, einer 0,1 M
Glycinlosung in ROW (mit 1M HCI auf pH 3.5 eingestellt) gelegt und fiir jeweils 15 Minuten
auf einer Schuttelplattform (80 rpm) bewegt, um verbliebene Aldehydfunktionalititen zu

reduzieren und verbliebenes NaBH4 zu entfernen.

Die Immobilisierung mittels Thiolfunktionalitaten erfolgt durch direkte Reaktion der Thiole
des ProteinA Liganden mit den vorhandenen Epoxiden (Reaktionsweg b in Schema 3). Fir
eine typische Immobilisierung mittels Thiolen werden die modifizierten Membranen fiir 2 h in
eine Losung bestehend aus 5 mM Tris(2-carboxyethyl)phosphin (TCEP) und 25-102 mg/cm?
ProteinA  Ligand (entspricht ~ einer  Konzentration  von 7,2 mg/mL) in
Kaliumhydrogenphosphatpuffer (pH 8,5) gelegt. Die so umgesetzten Membranen werden
anschlieRend fir 30 Minuten unter flieRendem ROW gespdlt und fir 20 Minuten in 1xPBS
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geschuttelt. Die Lagerung erfolgte fir beide Reaktionswege in 20 v% Ethanol in 1xPBS bei
8 °C im Kuhlschrank, um eine bakterielle oder sonstige Denaturierung des Proteinliganden zu

vermeiden.

3.2.3 Physiko-chemische Charakterisierung

3.2.3.1 Bestimmung des Massenzuwachses durch das Polymernetzwerk

Der Pfropfgrad beschreibt in dieser Arbeit den relativen Massezuwachs durch das Polymer,
dass sich in den Kavitéten der Membran befindet. Er wird gravimetrisch mit einer Feinwaage
des Modells LE225D der Firma Sartorius Stedim Biotech GmbH bestimmt.

Mpp —my (17)

Pos [%] = ( ) 100

my

Hierfur werden zum einen die Massen der Membranen vor der Pfropfung (mo) und zum anderen
nach der Pfropfung (mef) bestimmt. Um Messungenauigkeiten durch den Wassergehalt
maoglichst auszuschliefen, wird die Messung an einer Trockenwaage bei 105 °C bis zur
Gewichtskonstanz vorgenommen. Der Pfropfgrad Pes wird Gber Gleichung 17 bestimmt.

3.2.3.2 Bestimmung der Porositat

Die Porositat beschreibt das volumetrische Verhéltnis aus Porenraum und Struktur eines
porésen Mediums und entspricht somit dem in Abschnitt 2.3.1 (Seite 19) definierten, externen
Luckengrad ey eines chromatographischen Mediums. Sdmtliche Proben dieser Arbeit werden
fur die Porositatsbestimmung mit ROW benetzt und im Folgenden als nass bezeichnet. Fir die
experimentelle Porositatsbestimmung werden zum einen die Massen der Membranen in
trockenem Zustand (mo) und zum anderen in nassem Zustand (mn) bestimmt. Diese werden mit
einer Feinwaage des Modells LE225D der Firma Sartorius Stedim Biotech GmbH bestimmt.
Um Messungenauigkeiten durch den Wassergehalt bei der Bestimmung von mo mdglichst
auszuschlieen, wird die Messung an einer Trockenwaage bei 105°C bis zur
Gewichtskonstanz vorgenommen. Die Porositat Pm wird tGber Gleichung 18 bestimmit.
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My, — Mg (18)

Py [%]=( )-100

2. -
nrs - H - prow

Hierbei stellt r den Radius des vermessenen Stanzlings, H die H6he bzw. die Dicke des

Stanzlings und prow die Dichte von Wasser dar.

3.2.3.3 Bestimmung der Permeabilitat

Die Untersuchung der Membranen auf ihre Permeabilitat wird mittels einer speziellen
Durchflussapparatur vorgenommen. Diese verflgt tiber acht identische Messzellen (stainless
steel Pressure Holder, 200 mL Kapazitat) der Firma Sartorius Stedim Biotech GmbH, welche

an eine Peristaltikpumpe des Typs TC der Firma Meredos GmbH angeschlossen sind.

Fir die Messung werden aus den zu untersuchenden Membranen Stanzlinge (d = 47 mm)
ausgestanzt und ihre Dicke mittels Messschieber bestimmt. Die Stanzlinge werden jeweils in
eine der acht Messzellen der Apparatur eingesetzt. Uber eine Peristaltikpumpe werden die
Messzellen mit ROW befiillt und ein Druck von 100 mbar aufgebaut. Durch Offnen der Hihne
werden die Messungen gestartet und die Permeate in unterhalb der Messzellen befindlichen
Messbechern, die auf jeweils einer Waage stehen, aufgefangen. Die Messung ist beendet,
sobald die vorher am System eingestellte Zielmasse erreicht ist. Die daflir notwendige Zeit
wird gemessen und die Permeabilitat P; in der Einheit Millidarcy [mD] wie folgt (Gleichung 19)
berechnet.

Es entspricht V dem aufgefangenen Volumen des Permeates, dass sich aus der Dichte und der
gemessenen Masse ergibt, t der Zeit nach Beginn des Auffangens des Permeates bis zum
Erreichen der Zielmasse, A der Membranflache, zrow der dynamischen Viskositat von ROW,
Ad der Dicke der Membran und Ap dem eingestellten Druck. Es wird jeweils eine
Doppelbestimmung durchgefihrt.

VimL
I ). o A [em]
[mb] = t [sek] Nrowl¢ ]Ap [atm] (19)
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3.2.3.4 Bestimmung der Anzahl an immobilisierten Liganden und
Aldehydfunktionalitaten

Fur die Bestimmung des immobilisierten Proteins pro Membranflaiche wird ein BCA

(Bicinchoninic acid) Test verwendet.

Hierfur werden Stanzlinge (d = 13 mm) aus der zu untersuchenden, modifizierten Membran
ausgestanzt und ihre Dicke mittels Messschieber bestimmt. Diese werden in Petrischalen (3 mL)
vorgelegt und mit dem BCA-Reagenz (2 mL) benetzt. Das BCA-Reagenz besteht aus dem
BCA Protein Assay Reagent A (Pierce Prod. Nr. 23221) und dem BCA Protein Assay Reagent
B (Pierce Prod. Nr. 23224) im volumetrischen Verhéltnis 50:1. AnschlieRend werden die so
praparierten Proben 60 Minuten auf einer Schuttelplattform (80 rpm) bewegt.

Die aus der Oxidation des BCA-Reagenzes folgende Verfarbung wird als Extinktion (562 nm)
gegentiber einer Referenzlosung des BCA-Reagenzes ohne Membranprobe gemessen. Die
photometrischen Messungen erfolgen an einem UV/Vis-Spektralphotometer Specord200plus
von Analytik Jena AG. Die Extinktion kann mittels einer Kalibriergerade (Abbildung 19), aus
der die Gleichungen 20 (ProteinA) und 21 (rsPA50) hervorgehen, in Masse Protein [ug]

umgerechnet werden.

Dieser Wert wird im Anschluss auf das Volumen des Stanzlings bezogen und in mg Protein/mL

Membranvolumen (Vm) angegeben.

Der Bestimmung der Anzahl an Aldehydfrunktionalitdten geht die Immobilisierung von
Tyramin voraus. Tyramin besitzt lediglich ein primédres Amin und reagiert somit aquimolar mit

den vorhandenen Aldehydfunktionalitaten.

Die Immobilisierung verlduft nach Abschnitt 3.2.2 (Immobilisierung Uber primare Amine) in
groBem Uberschuss (2 M Tyramin) fir 24 Stunden, um eine vollstandige Umsetzung zu
gewahrleisten. Uber den soeben beschriebenen BCA-Test wird die Masse an Tyramin auf dem
Stanzling bestimmt (Gleichung 22), welche mit der molaren Masse von Tyramin
(137,179 g/mol)**" und dem Volumen des untersuchten Membranstanzlings (Vm) umgerechnet

und im Weiteren in pmol/mL angegeben wird.
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Abbildung 19:Kalibriergeraden des BCA-Tests fir rsPA50, Tyramin und ProteinA.
20
Proteind : Mproetina [1g] = 165,41-A [Au] (20)
rsPA50: Mygpaso [1g] = 239,53-A [Au] (21)
Tyramin: mgyqmin [1g] = 22,76-A [Au] (22)

3.2.3.5 Bestimmung der dynamischen Proteinbindungskapazitat (DBC1ov/100%)

Fur die Ermittlung der dynamischen Proteinbindungskapazitat wird ein AKTAexplorer
Chromatographiesystem des Herstellers GE Healthcare Europe GmbH verwendet. Hierfir
werden die Membranen ausgestanzt (d = 30 mm) und in ein Membranhaltermodul (LP-Modul,
Sartorius Stedim Biotech GmbH) verbaut, welches tUber eine Anstromverteilung verfiigt. Bei
Messungen mit kommerziell erhaltlichen chromatographischen Medien werden diese in den
Modulen vermessen, in denen sie geliefert werden. VVor der Messung wird das Totvolumen des
Systems, mitsamt chromatographischen Medium, mit Hilfe eines Aceton Pulses (2 v% Aceton
in ROW) bestimmt. Da Aceton von der Membran nicht adsorbiert wird, gelangt es ohne

Rickhalt zum Detektor. Der Massenschwerpunkt des dabei entstehenden Peaks entspricht dem
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Totvolumen. Im Anschluss werden die Membranen mit Elutionspuffer (25 mL 0,1 M Glycin
pH 3,5) gespult und mit Waschpuffer (35 mL 1xPBS) equilibriert, ehe sie mit Bindungspuffer
(0,5 mg/mL 19gG) beladen werden. Sofern nicht anders angegeben wird in dieser Arbeit mit
einer Flussgeschwindigkeit von 5 Membranvolumen/min (bei 0,3 mL Membranvolumen somit
1,5 mL/min), was einer Verweilzeit der Losungen im chromatographischen Medium von
12 Sekunden entspricht, gearbeitet. Die Proteinkonzentration wird kontinuierlich auf der
Permeatseite der Membran mittels eines UV/Vis-Spektrometers bei 280 nm bestimmt.

Die dynamische Kapazitat entspricht der Masse an Protein bezogen auf das Membranvolumen,
die bei Erreichen einer Permeatkonzentration von 10 % bzw. 100 % der Proteinausgangslésung
von der Membran adsorbiert wird. Die dynamischen Kapazitaten werden nach Gleichung 23
berechnet.

mg (V1o%/100% - VTotV) * Cproteinlésung
DBCi0%/100% [H] = (23)

VM 14

Hierbei ist DBC1ow%/100% die dynamische Bindungskapazitét bei 10 % bzw 100 % des Proteins
im Permeat. Viow/100% ist hierbei dann das Volumen, welches die Membran bis zum Erreichen
dieser Werte durchstromt hat. Vrorv ist das Totvolumen des Versuchsaufbaus und Vmy das
Volumen der entsprechenden Membran. Gleichzeitig wird der Druckabfall am
Membranadsorber in Abhangigkeit der Flussrate aufgenommen. Dieser Wert dient als
Uberpriifung zur bestimmten Permeabilitit, da bei konstantem Fluss und gemessenem

Druckverlust auch hier die Permeabilitat tber Gleichung 19 direkt bestimmt werden kann.

3.2.3.6 Statistische Versuchsplanung mittels Design of Experiment (DoE)

Die Bestimmung der Einflisse und Wechselwirkungen verschiedener Parameter fir
verschiedene physikalische Effekte dieses Kapitels erfolgte Uber einen ,,Design of
Experiment“-Ansatz (MODDE®, Umetrics MKS Instruments AB, Vers. 11).2%8 Hierfiir wird ein
central-coposite-face design verwendet. Mit diesem Ansatz wird ein Versuchsraum
aufgespannt, der exemplarisch fur zwei zu untersuchende Faktoren in Abbildung 20 dargestellt
ist. Daflir werden alle Kombinationen der Grenz- und Mittelwerte miteinander gebildet, sodass

die Faktoren jeweils auf 3 Ebenen (+1/0/—1) untersucht werden.
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2 Faktoren: A+B

0/+B
+A/+B -A/+B
+A/0 -A/0
+A/-B -A/-B

0/-B

Abbildung 20: Beispielhafte Darstellung eines central-coposite-face design Versuchsraums.

Zusétzlich wird dem Versuchsplan ein centerpoint hinzugefiigt, bei dem von jedem Parameter
der Mittelwert verwendet wird. Dieser dient zur Einschatzung, inwieweit eine Linearitat einer
Observablen mit dem jeweiligen Parameter besteht und wie signifikant sich ein Parameter auf
eine Observable auswirkt. Uber die dreifache Bestimmung des centerpoints wird zusatzlich
bestimmt, ob die erhaltenen Daten reproduzierbar sind.!®® Eine Ubersicht aller
Versuchsbedingungen und den gemessenen Charakteristika der Membranen ist dem Anhang
bzw. dem jeweiligen Kapitel zu entnehmen. Fur die Darstellung des Einflusses der einzelnen
Parameter auf die untersuchten Observablen werden die Ergebnisse jeweils eines Parameters
uber die anderen Parameter gemittelt. Der Fehlerbalken ergibt sich somit aus den Einfliissen
der anderen Parameter und der Messungenauigkeit der Messmethode der jeweiligen
Observablen als seine Standardabweichung. Jeder Datenpunkt enthélt somit die Einflusse aller

anderen Parameter, weshalb dieser als signifikant zu betrachten ist.
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3.2.3.7 Bestimmung des Durchmessers der kovalenten

Polymernetzwerkstrukturen mittels Rasterelektronenmikroskopie (REM)

Die Rasterelektronenmikroskopie (REM oder Scanning Electron Microscopy, SEM) ist eine
Methode um Objekte vergroRert darzustellen, wobei die theoretisch erreichbaren
VergroBerungen erheblich groRer sind, als bei der klassischen Lichtmikroskopie. Die
Elektronenmikroskopie basiert auf der Abbildung durch Elektronenstrahlen, welche fokussiert
uber die Probe gefiihrt werden. Diese erzeugen Sekundarelektronen in der Probe, welche von
einem Detektor aufgefangen werden. Die erzeugten Sekundérelektronen strahlen von der
Oberfl&che ungerichtet ab, werden aber durch die positive Ladung des Detektors angezogen.
Somit werden alle freien Elektronen detektiert, die Auflésung der Probe erfolgt lediglich durch
das Abfahren der Oberflache mit dem Elektronenstrahl. Die Erzeugung des Elektronenstrahls
erfolgt durch eine Gluhkathode und eine anschlieende Beschleunigung und Fokussierung in
einem elektrischen Feld. Durch die Bestrahlung mit Elektronen I&dt sich die Probe negativ auf,
sodass diese dem Strahl mit der Zeit ein immer starker werdendes Feld entgegensetzt. Um dies
zu verhindern, werden Proben fur die REM, sofern nicht selber leitfahig, mit Gold oder Graphit
beschichtet, wodurch die Ladung abgefiihrt werden kann. In dieser Arbeit werden die
Rasterelektronenmikroskop Aufnahmen an einem Nova NanoSEM, der Firma FEI
Deutschland GmbH mittels HVD (high-vacuum detector), nach einer Gold Beschichtung,
durchgefuhrt. Die Bestimmung des Durchmessers der kovalenten Polymernetzwerkstrukturen
erfolgt durch héndisches Ausmessen der Strukturen mittels ImageJ (1.47v). Dabei werden an
REM Aufnahmen mit einer 60000x fachen VergroRerung jeweils 40 zuféllig ausgewahlte
Strukturen vermessen und diese Werte im Anschluss gemittelt.

3.3.2.8 Brunauer-Emmett-Teller (BET) Oberflachenmessung

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Oberflachenbestimmungen werden mithilfe eines
Gemini V der Firma Micromeritics GmbH durchgefiihrt. Die zu messenden Proben werden
zuvor abgewogen und in die Probenkammer gegeben. Diese werden daraufhin bei 100 °C und
2 mbar (Vakuum erzeugt durch eine VacPrep 061 der Firma Micromeritics GmbH) fir 24 h
ausgeheizt. Im Anschluss wird die Probenkammer mit Stickstoff gespult und erneut bei 100 °C
und 2mbar 1h ausgeheizt. Zur eigentlichen Messung wird Stickstoff (ber das zu

untersuchende Material geleitet. Aufgrund von Kiihlung, durch fliissigen Stickstoff (—196 °C),
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kann mit einem Normaldruckmessgerat unterhalb des Sattigungsdampfdruckes des Stickstoffs
die adsorbierte Menge bestimmt werden (Adsorption). Anschlielende Verringerung des
Drucks innerhalb der Apparatur 16st einen Teil der adsorbierten Gasmenge von der Oberflache
(Desorption). Dadurch kann eine Adsorptions-Desorptions-Isotherme ermittelt werden. Im
Relativdruckbereich von 0,05 mbar bis 0,3 mbar ist die dabei gemessene Menge an

adsorbiertem oder frei werdendem Gas proportional zur Oberflache.”"1%°

3.2.3.9 Confocal-Laser-Scanning (CLSM) und Stimulated-Emission-Depletion
(STED) Mikroskopie

Wie zuvor bereits beschreiben (Abschnitt 2.5, Seite 32) eignet sich CLS und STED
Mikroskopie besonders fur die Visualisierung und Charakterisierung von Membranen bzw.
Membranadsorbern. Vor der Visualisierung der Proteinliganden auf der Membran mittels CLS
bzw. STED Mikroskopie, werden die darauf immobilisierten Proteinliganden mit
Fluorophoren spezifisch markiert, um diese sichtbar zu machen. Die kovalente Markierung der
Liganden (rsPA50 und ProteinA) erfolgt nach der jeweiligen Immobilisierung auf der
Membran mithilfe von Alexa Fluor® 594 (Thermo Fisher Scientific GmbH) mit reaktiver
Esterfunktionalitat (Succinimidyl Ester; NHS-Ester; Abbildung 21). Hierfiir werden die
modifizierten Membranen, auf denen der Proteinligand bereits nach Abschnitt 3.2.2

immobilisiert ist, fir 2 h in einer Lésung aus 32 pg/mL Fluorophor in 1XPBS-Puffer geschittelt.

Abbildung 21: Strukturformel des in diesem Kapitel genutzten Fluorophors Alexa Fluor® 594 NHS Ester.
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AnschlieBend werden diese Membranen drei Mal fur jeweils 15 Minuten in 1XPBS gewaschen

und dunkel in 1xPBS gelagert.

Die so préparierten Proben werden auf einem Objekttréger platziert (Fisher Scientific GmbH,
Ultra White Glass; 75 x 25 x 1 mm) und mit 1xPBS-Puffer benetzt. Anschlielend wird ein
Deckglas (Fisher Scientific GmbH, 20 x 20 x 0,25 mm) ber der Membran aufgebracht. Die in
diesem Kapitel durchgefiihrten Experimente werden mit einem Leica TCS SP8 und einem
Leica TCS SP5 (STED) Mikroskop durchgefiihrt. Fir samtliche Messungen wird ein Argon-
Krypton Laser mit einem Spektrum an emittierter Strahlung von 458-591 nm und ein 63xOl-
Objektiv (HC PL APO 63x/1.40 Oil CS2; Leica Microsystems GmbH) verwendet. Fir die
STED Messungen werden zusétzlich die STED-Laser fir die x- und y-Ebene (660 STED:
Vortex Donut (FWHM); Leica Microsystems GmbH) sowie ein separater Laser fur die z-Ebene
(660 STED: Z Donut (FWHM); Leica Microsystems GmbH) dazu geschaltet.

3.2.3.10 Kapillarfluss Porometrie

Membranstanzlinge mit einem Durchmesser von 25 mm werden mit Porefil®, einem
Perflourether, benetzt. Porefil® besitzt eine niedrige Oberflachenspannung sowie einen
niedrigen Dampfdruck bei Raumtemperatur (16 mN/m; 399 Pa), womit es sich fir diese

Methode besonders eignet.

Nach dem volistandigen Benetzen des Membranstanzlings wird ein Stickstoffstrom oberhalb
der Membran angelegt und Stickstoff durch die Membran gedriickt, wobei Porefil® (ber die
Dauer der Messung vollstandig verdrangt wird. Hierbei wird die sogenannte pressure scan
method genutzt.!10160161  Bej dieser Methode wird der Druck des Stickstoffstroms
kontinuierlich, anhand eines vordefinierten Druckgradienten, erhoht. Das gleiche
Messverfahren wird direkt im Anschluss fur die dann trockene Membran wiederholt. Fir die
Auswertung wird der Fluss, welcher hinter der Membran gemessen wird, gegen den angelegten

Druck aufgetragen.

Der Druckunterschied zwischen der trockenen und der benetzten Probe Ap ist hierbei direkt
antiproportional zum Porendurchmesser d. Somit kann eine PorengréRenverteilung tber die

Young-Laplace Gleichung (Gleichung 24) bestimmt werden.
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_4-0-005(6)-61
B d

Ap (24)

Hierbei ist o die Oberflachenspannung des verwendeten Fluids, ¢ der Kontaktwinkel des
verwendeten Fluids, welcher bei dem verwendeten Membranmaterial literaturgemal zu 0°
angenommen wird und a ist der sogenannte shape Faktor, der eine bestimmte
zweidimensionale Porengeometrie beschreibt. In dieser Arbeit wird ein in der Literatur

tblicher shape Faktor von 0,715 genutzt, welcher einer ovalen Porengeometrie entspricht.62

Die mittlere Porengrolie ist definiert als der Punkt, in dem sich die halbe trockene Kurve, bei
der alle Werte der trockenen Messung durch zwei dividiert werden, und die Kurve aus der
Messung mit Porefil® schneiden. Alle Messungen werden mit einem Porolux500 der Firma

Porometer Ltd. durchgefiihrt.

3.2.3.11 Bestimmung der Transmission von Membranen

Die Transmission der Membranen wird mittels UV/Vis Messung bestimmt. Hierbei wird ein
Streifen der jeweiligen Membran (1 x 3 cm) in einer Kivette (Fisherbrand™ ; Quarzglas;
1 mm Weglange) fixiert. AnschlieBend wird ein UV/Vis Spektrum von 220-500 nm
aufgenommen und diese Messung mit der gleichen leeren Kivette wiederholt. Alle Messungen

werden an einem Specord200plus von Analytik Jena AG durchgefiihrt.
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3.3 Ergebnisse und Diskussion

Die angegebenen Fehlerbalken beziehen sich auf die Standardabweichung der Messergebnisse
einer Doppelbestimmung mit der jeweiligen Messmethode bzw. dem angegebenen
Gerétefehler bei Verwendung der genutzten Pipetten und Waagen. Bei Design of Experiment
Ansatzen (Abschnitte 3.3.2, 3.3.3 und 3.3.6) ergeben sich die Fehlerbalken, wie in Abschnitt
3.2.3.6 beschrieben, aus den Einfliissen der anderen Parameter und der Messungenauigkeit der

Messmethode der jeweiligen Observablen als seine Standardabweichung.

3.3.1 Theoretische Betrachtung der Problemstellung

In diesem Abschnitt wird eine modellhafte Membran mit zylindrischen Poren, wie in
Abschnitt 2.6 beschrieben, mit oberflachlich immobilisierten globuldren Strukturen betrachtet
(Abbildung 22). Hierbei gelten dieselben Gesetzmé&Rigkeiten wie in Abschnitt 2.6, erweitert
um die geometrischen GesetzmaRigkeiten zu Kugeln (Gleichung 25). Diese stark vereinfachte
theoretische Betrachtung wird vorgenommen, um die relevanten strukturellen Parameter dieser
Modifizierung zu identifizieren. Dies sind insbesondere der Durchmesser der globuldren
Strukturen sowie die PorengroBe und Porositat der verwendeten Ausgangsmembran. Die
spezifische Oberflache der modifizierten Membran Osmm Wird hierbei Gber die Oberflache der
immobilisierten globuldren Struktur Oigs, die Oberflache der Membran Owm (Gleichung 13),
dem Radius r der immobilisierten globuldren Struktur und der Fl&che eines Hexagons, in der
sich jeweils eine der immobilisierten globuldren Strukturen befindet, berechnet (Gleichung 26).

Die Annahme dieser hexagonalen Raumausfillung ist notwendig, da sich die angebundenen

globuldren Strukturen in diesem Modell nicht tiberschneiden kdnnen.

Die Permeabilitdt wird tber Gleichung 16 berechnet. Hierbei wird dem Radius der Pore
allerdings der doppelte Radius der immobilisierten globuléren Struktur abgezogen. Dies
berilicksichtigt die Porenverengung der modifizierten Membran durch die globuléren

Strukturen im Vergleich zur Ausgangsmembran.

Wird die Membran aus Abschnitt 2.6 mit 80 % Porositat mit der modifizierten Membran
verglichen ((Abbildung 23A und B); &quivalente Ausgangsmembran mit 100 nm Durchmesser

der globuldren Strukturen) féllt die Verschiebung der trade-off Kurve im Bereich kleiner
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Permeabilitaten (100-400 nm Porenradius) auf. In diesem Bereich wird durch die
Modifizierung mehr Oberflache generiert, als gleichzeitig Permeabilitat durch die
Porenverengung verringert wird. Fur die weiteren Berechnungen wird aufgrund dieser
Ergebnisse mit einer Modellmembran mit 200 nm Porenradius gerechnet. In Abbildung 23D
ist der Einfluss der Porositat zu erkennen. Je hoher die Porositét, desto hoher auch die Leistung

einer modifizierten Membran.

00000000
000000000,

Abbildung 22: Schematische Darstellung einer Pore der beschriebenen Modellmembran vor und nach der Modifizierung mit
oberflachlich immobilisierten globuléren Strukturen.

0igs = 4mr? (25)
0; O—M
95 2. 243 (26)
Osmm = v,

Dies ist darin begriindet, dass die Porositét entscheidend ist fur die Anzahl der vorhandenen

Poren und somit beide relevanten Parameter der Leistung (Gleichung 7) positiv beeinflusst.

Abbildung 23C zeigt die Auswirkungen des Durchmessers der globul&ren Strukturen auf die
Leistung der modifizierten Membran. Es ist zu erkennen, dass die Leistung bei groRer
werdenden globuldren Strukturen stark abnimmt. Dies wird damit begrindet, dass die
Permeabilitat durch die effektive Verkleinerung der PorengrofRe stark abnimmt (Gleichung 16).
Gleichzeitig steigt die Oberflache nicht, da die Oberflache in diesem Modell nicht von der
GrolRe der globuldren Strukturen abhdngt. Die zunehmende Oberflache fiir groRere globulére

Strukturen wird durch die geringere Anzahl an globuldren Strukturen vollstandig kompensiert.
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Abbildung 23: Auftragung der Permeabilitit gegen die spezifische Oberflache (trade-off; A); der Permeabilitat bzw. der
spezifischen Oberflache gegen den Porenradius (B), der Leistung gegen den Durchmesser der globulédren Strukturen (C) bzw.
die Porositét (D).

Aufgrund dieser Ergebnisse und der Verflgbarkeit, wird im Weiteren, wenn nicht anders
beschreiben, mit einer Membran mit 0,45 um mittlerer Porendurchmesser und 71 % Porositat
gearbeitet. Des Weiteren wird ein besonderer Fokus auf die durchschnittliche GroRe der

erzeugten globulédren Strukturen gelegt.

3.3.2 Einfluss der Verdinnung der Polymerisationslésung

Wie in Abschnitt 2.4.1 (Seite 23) beschrieben, unterscheidet sich die verdiinnte
Fallungspolymerisation von der Herstellung monolithischer Strukturen im Wesentlichen durch
die Konzentration an Monomeren in Lésung. Um die notwendige Verdinnung bis zum
vollstandigen ausftllen der Poren der verwendeten Membran (Regenerierte Zellulose; 0,45 pum
mittlere PorengroRe; Sartorius Stedim Biotech GmbH) mit monolithischen Polymernetzwerken

zu ermitteln, wird in einem DOE-Ansatz (Abschnitt 3.2.3.7; Seite 43; Anhang 12.1) das
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Volumen an Lésungsmittel, Monomer, Vernetzer und Initiator (Abschnitt 3.2.2; Abbildung 18)

stark variiert. Hierbei wird das Gesamtvolumen des Polymerisationsansatzes konstant gehalten.

Die grole Variation der einzelnen Messwerte in Abbildung 24 wird hierbei durch die Einflsse
der Monomer-, Vernetzer- und Initiatorkonzentration verursacht. Nichtsdestotrotz sind klare
Trends in Bezug auf den volumetrischen Anteil an Monomer und Vernetzer zu erkennen. Mit
steigendem volumetrischem Anteil sinkt die Permeabilitat der modifizierten Membranen stark
ab (Abbildung 24A), wéhrend gleichzeitig der Pfropfgrad stark zunimmt (Abbildung 24C). Die
direkte Korrelation dieser beiden Parameter ist in Abbildung 24D zu erkennen und zeigt eine
abfallende Permeabilitat mit steigendem Pfropfgrad.
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Abbildung 24:Auftragung der Permeabilitat (A), der Leistung (B) und des Pfropfgrades (C) gegen den volumetrischen Anteil
an Monomer und Vernetzer; Auftragung des Pfropfgrades gegen die Permeabilitét (D). Markierte Bereiche entsprechen dem
Bereich mit der maximalen Leistung Lo.

Wird die Leistung Lo, definiert nach Gleichung 7, der modifizierten Membran betrachtet
(Abbildung 24B), lasst sich erkennen, dass dieser Parameter ein Maximum zwischen 10 und
15 v% aufweist und danach stark abfallt. Insbesondere die Steigung der Leistung von 0 v%

(Ausgangsmaterial) auf 10 v% ist deutlich zu erkennen und liegt im Maximum bei 160 %.
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Strukturell lasst sich eine niedrige Permeabilitdat der so modifizierten Membran auf eine
annéhernd gefullte bzw. vollstdndig mit einem monolithischen Polymernetzwerk geftllte Pore
zuruckfuhren (monolithische Struktur).

4,8 v%

Abbildung 25:REM Aufnahmen von modifizierten Membranen mit 0 v% (Ausgangsmaterial;A), 34 v% (B) und 8,8 v% (C, D).

Dies ist in Abbildung 25B beispielhaft zu erkennen. Im Gegensatz dazu lassen kleine
volumetrische Anteile nahe bei 10 v% darauf schlieBen, dass lediglich die Membranoberflache
bedeckt ist. Dies lasst sich auf den REM Aufnahmen (Abbildung 25C und D) gut erkennen.

Aufgrund dieser vorgeschalteten, prinzipiellen Untersuchung wird im weiteren Verlauf dieser
Arbeit die Fallungspolymerisation in einem Bereich zwischen 5 und 20 v% betrachtet, da sich
dieser Bereich, fir das hier verwendete Polymerisationssystem und die gestellten
Anforderungen hinsichtlich der Leistung, als das Optimum erwiesen hat.
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3.3.3 Einfluss der Komponenten der Polymerisationslésung

Aufgrund des deutlich sichtbaren Einflusses der Komponenten Monomer, Vernetzer und
Initiator aus Abschnitt 3.3.2, wird in diesem Abschnitt deren Einfluss auf die Morphologie der
globuldren Strukturen im Bereich von 5-20 v% untersucht. Mithilfe dieser Erkenntnisse wird
ein  Zusammenhang zwischen der Morphologie der globuldren Strukturen und den
Leistungsparametern spezifische Oberflache und Permeabilitdt hergestellt. Hierfur wird in
einem DOE-Ansatz (Abschnitt 3.2.3.7; Seite 43; Anhang 12.2), wie in Abschnitt 3.3.2, die
Monomer-, Vernetzer und Initiatorkonzentration variiert und dabei das Gesamtvolumen der
Polymerisationslosung konstant gehalten. Abbildung 26 und Abbildung 27 zeigen die
Eckpunkte des DOE Ansatzes. Durch die Wahl der jeweiligen maximalen Konzentrationen der
einzelnen Komponenten werden dadurch die Extremfélle dargestellt. Qualitativ ist zu
beobachten, dass sich insbesondere die  Morphologie der immobilisierten
Polymernetzwerkstrukturen veréndert. Bei erhohter Vernetzerkonzentration erscheinen die
globuldren Strukturen ausgepragter und weitestgehend separiert voneinander. Ein &hnlicher
Effekt ist flr sinkende Initiatorkonzentrationen zu beobachten (vgl. Abbildung 26 mit
Abbildung 27).

Zusétzlich erscheinen die entstehenden globuldren Strukturen im Durchschnitt kleiner als bei
hohen Initiatorkonzentrationen. Eine hoéhere Monomerkonzentration sorgt hingegen fur

grolere globuldre Strukturen und eine weniger ausgepréagte globulére Morphologie.

Die quantitative Bildauswertung in Abbildung 28 zeigt den Effekt der Monomer- und
Initiatorkonzentration auf die durchschnittlichen Durchmesser der globuléren Strukturen
deutlich. Je groRer die Konzentration an Monomer bzw. Initiator, desto grofler auch der
Durchmesser der globularen Strukturen. Der gegenldufige Effekt ist bei der

Vernetzerkonzentration zu beobachten.

Dieses beobachtete Verhalten kann durch die Vorgange wéhrend der Fallungspolymerisation
erklart werden. Durch eine hohere Konzentration an Monomer werden die sich bildenden
Nuklei, bei ansonsten gleichbleibenden Bedingungen, grofRer, aufgrund der groReren

Wahrscheinlichkeit, dass Monomer in das Polymernetzwerk eingebaut wird.
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mittels

0,39 mol/L Monomer
0,03 mol/L Vernetzer
0,04 mol/L Initiator

0,39 mol/L Monomer
0,19 mol/L Vernetzer
0,04 mol/L Initiator

1,19 mol/L Monomer
0,03 mol/L Vernetzer
0,04 mol/L Initiator

1,19 mol/L Monomer
0,19 mol/L Vernetzer
0,04 mol/L Initiator

Abbildung 26: REM Aufnahmen mit einer VergroRerung von 60000x mit variierenden Konzentrationen an Monomer und

Vernetzer bei einer Initiatorkonzentration von 0,04 mol/L.

0,390 mol/L Monomer
0,030 mol/LL Vernetzer
0,004 mol/L Initiator

0,390 mol/L Monomer
0,190 mol/L Vernetzer
0,004 mol/L Initiator

1,190 mol/L Monomer
0,030 mol/L Vernetzer
0,004 mol/L Initiator

1,190 mol/L Monomer
0,190 mol/L Vernetzer
0,004 mol/L Initiator

Abbildung 27: REM Aufnahmen mit einer VergréRerung von 60000x mit variierenden Konzentrationen an Monomer und

Vernetzer bei einer Initiatorkonzentration von 0,004 mol/L.
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Abbildung 28: Auftragung des durchschnittlichen Durchmessers der globuléren Strukturen zu den Konzentrationen an
Monomer,Vernetzer und Initiator.

Eine hohere Vernetzerkonzentration hingegen verdichtet die entstehenden Nuklei und sorgt
somit fur eine friher eintretende Phasenseparation der Nuklei. Eine hohe Konzentration an

Initiator sorgt flir eine Mehrzahl an gestarteten Polymerketten und somit auch Nuklei.

Bei Ansonsten gleichbleibenden Bedingungen wirde dies zu einer Verkleinerung der
restlichen Polymerketten und damit auch zu einem kleineren Durchmesser der Nuklei flihren.
Allerdings erhéht eine groRere Anzahl Nuklei auch die Wahrscheinlichkeit der Agglomeration
der Nuklei untereinander, welches letztendlich zu groReren und weniger separierten Nuklei
fuhren kann. In Abbildung 29 ist zu erkennen, dass steigende Monomer- Vernetzer- und
Initiatorkonzentrationen zudem fiir einen groReren Pfropfgrad der modifizierten Membranen
sorgen. Der Durchmesser der globuldren Strukturen, deren Morphologie und auch der
Pfropfgrad, der die Menge an immobilisiertem globuléren Polymernetzwerk angibt, haben
einen Einfluss auf die spezifische Oberfliche bzw. die Permeabilitdt der modifizierten

Membran.
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Auf die spezifische Oberflaiche wirkt sich insbesondere der Einfluss der
Vernetzerkonzentration aus. Je mehr Vernetzer vorhanden ist, desto definierter werden die
globul&ren Strukturen und die spezifische Oberfl4che steigt an. Die Initiatorkonzentration zeigt

einen gegenlaufigen Effekt.
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Abbildung 29: Auftragung des Pfropfgrades gegen die Konzentration an Monomer, Vernetzer und Initiator.

Je weniger Initiatormolekile vorhanden sind, desto definierter die globulédre Morphologie und
groRer die spezifische Oberflache. Der Durchmesser der globuléren Strukturen und als gréRter
Einflussfaktor folgerichtig auch die Monomerkonzentration, haben keinen signifikanten

Einfluss auf die spezifische Oberflache.

Dies bestétigt die, aus der Modellmembran abgeleitete, Unabhangigkeit der spezifischen
Oberflache vom Durchmesser der globuléren Strukturen. Wird die Leistung der modifizierten
Membranen, definiert nach Gleichung 7, gegen den Durchmesser der globuléren Strukturen
bzw. deren jeweiligen Pfropfgrad aufgetragen, l&sst sich erkennen, dass bei Zunahme beider
Parameter die Leistung absinkt (Abbildung 30). Diese Beobachtung deckt sich mit der in
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Abschnitt 3.3.1 analysierten modifizierten Modellmembran (Abbildung 23), da der
Durchmesser der globuléren Strukturen sich nicht signifikant auf die Oberflache, jedoch
negativ auf die Permeabilitat auswirkt.
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Abbildung 30: Auftragung der Leistung gegen den Durchmesser der globuldren Strukturen (A), den Pfropfgrad (B), die
Monomerkonzentration (C) und die Vernetzerkonzentration (D).

Somit ist festzustellen, dass hohe Monomerkonzentrationen, die zu groReren Durchmessern,
geringer ausgepragter globulérer Morphologie und hoheren Pfropfgraden fuhren, folgerichtig

auch eine Verringerung der durchschnittlichen Leistung zur Folge haben.

Die Initiatorkonzentration zeigt einen leicht negativen Einfluss auf die durchschnittliche
Leistung der Membran. Die VergréRerung der Durchmesser der globuldren Strukturen und der
Einfluss auf den Pfropfgrad wird durch die positiv beeinflusste Morphologie und damit
verbundene hohere spezifische Oberflache teilweise kompensiert. Ahnlich verhalt es sich bei
der Vernetzerkonzentration. Da hier der positive Einfluss auf die Morphologie und damit auch
die spezifische Oberflache deutlich groRer ist, als bei der Initiatorkonzentration, ist ein leicht

positiver Einfluss auf die Leistung zu erkennen.
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Werden die so modifizierten Membranen wie in Tabelle 2 (Abschnitt 3.3.6; Seite 76) mit
rsPA50 umgesetzt und die Bindungskapazitaten bei 10 % und 100 % des Durchbruchs (DBC1o%
bzw. DBCioo%) gegen die spezifische Oberflache der modifizierten Membranen aufgetragen,
lasst sich ein linearer Zusammenhang durch den Ursprung beider Parameter erkennen. Somit
kann die bis hierher angenommene Proportionalitét der Leistung Lc nach Gleichung 6 und der

Leistung Lo nach Gleichung 7 gezeigt werden.

359 = DBCy

4 DBCypoy
A

DBC,g%/100% [Mg/mL]

1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 35
sp. Oberflache nach Modifizierung [m?/mL]

Abbildung 31: Auftragung der dynamischen Bindungskapazitat bei 10% und 100% gegen die spezifische Oberflache der
modifizierten Membranen nach Immobilisierung von rsPA50 nach Tabelle 2.

3.3.4 Einfluss des Lésemittelsystems

Die Fallungspolymerisation ist neben den Komponenten Monomer, Initiator, Vernetzer und
der Menge des verwendeten Ldsemittels auch von der Art des Losemittels abhangig. Je besser
ein Losemittel ein entstehendes Polymernetzwerk I6st, desto gréfier werden auch die Nuklei,
bevor diese unléslich werden und ausfallen.'® In diesem Abschnitt wird somit bei ansonsten
konstanten Polymerisationsbedingungen die Art des Losemittels variiert, um diesen Einfluss
auf die Modifizierung beschreiben zu kénnen. Die hierfir verwendeten Losungsmittel und das

genutzte Polymerisationssystem sind im Anhang (Anhang 12.3) genau ausgefuhrt.
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. & Globulére Strukturen nach Féllungspolymerisation
“T——__ Keine globularen Strukturen nach Fallungspolymerisation

—

—

20

Abbildung 32: 3D Auftragung der Hansen-Parameter dn, do und dr gegeneinander fur ausgewéhlte Losungsmittel.

Hierfur werden die Losemittel nach literaturbekannten Werten in der Klassifikation nach
Hansen!36-138.163-165 55gewahlt, um einen maoglichst groBen Bereich innerhalb dieser
Klassifikation zu untersuchen. Wie in Abschnitt 2.4.1 beschrieben, werden die Losemittel nach
den  Werten on  (Wasserstoffbriickenbindungswechselwirkungen), 6o (Dipol

Wechselwirkungen) und ép (London Wechselwirkungen) kategorisiert.

Hierbei wird in Abbildung 32 lediglich unterschieden in Losemittel, die zu einer
Féallungspolymerisation innerhalb der Kavitdten der Membran geflihrt haben (rot), sowie
Losemitteln, die unter den gewéhlten Bedingungen zu keiner Fallungspolymerisation fuihren
(grin). Die Parameter op und oJp zeigen keinen signifikanten Zusammenhang zu einer
stattfindenden Polymerisation. Lediglich bei oy ist ein Zusammenhang zu erkennen. Bei
Werten fur on > 9 werden Fallungspolymerisationen beobachtet. on stellt die Starke der
Wasserstoffbriickenbindungswechselwirkungen der Losemittel und damit auch ein Mal} fur

deren Hydrophilie dar.
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Abbildung 33: Auftragungen des Pfropfgrades (A), dem durchschnittlichen Durchmesser der globuldren Strukturen (B), der
prozentualen Zunahme der Oberflache (C) und der prozentualen Reduktion der Permeabilitat (D) gegen den Parameter dw.

Es ist somit aus Abbildung 32 zu erkennen, dass Féllungspolymerisationen lediglich in
ausreichend hydrophilen organischen Ldsungsmitteln stattfinden, da diese ausreichend

unléslich flr das entstehende hydrophobe Polymernetzwerk sind.

Wird der Pfropfgrad gegen den Parameter on aufgetragen (Abbildung 33A), ist zu erkennen,
dass auch der Pfropfgrad erst ab Werten fiir o >9 signifikant zunimmt. Dieser erreicht bei
einem Wert von o =13,5 ein Maximum und féllt danach wieder ab. Auch die Auftragungen
der prozentualen Zunahme an Oberflache (Abbildung 33C) und der prozentualen Reduktion
der Permeabilitat (Abbildung 33D) folgen diesem Trend bzw. verlaufen antiproportional
(Reduktion der Permeabilitat) dazu. Der durchschnittliche Durchmesser der globuléren
Strukturen nimmt mit steigendem Wert fur on linear zu (Abbildung 33B). Qualitativ betrachtet
zeigen die REM Aufnahmen allerdings, dass es nach dem Maximum bei 4 = 13,5 insgesamt
weniger globulére Strukturen werden. Dies stimmt mit den quantitativen Beobachtungen fr

den Pfropfgrad, die Oberflache und die Permeabilitat tberein.
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Der sprunghafte Anstieg des Pfropfgrades und der spezifischen Oberflache bzw. die Reduktion
der Permeabilitit bis zum beschriebenen Maximum, wird damit erklart, dass bei Uberschreiten
des Grenzwertes fur on das Losemittel ausreichend hydrophil ist fiir eine Ausfallung globular

strukturierter Polymernetzwerke des hier verwendeten Polymerisationssystems.

Abbildung 34: REM Aufnahmen der Proben mit 64=13,5 (A) und Jn = 22,3 (B).

Bei weiter steigender Hydrophilie des Losungsmittels sollte die Fallung des Polymernetzwerks
zunehmend friher stattfinden und es sollten sich somit in der Frihphase der Polymerisation
zunehmend kleinere Nuklei bilden (vgl. Abschnitt 2.4.1; Schema 1). Diese scheinen sich dann
allerdings in einer Homokoagulation zusammen zu lagern, um die Grenzflache mit dem
Losungsmittel zu reduzieren.!®® Dies wiirde den steigenden Durchmesser der globuléren
Strukturen bei ansteigendem Wert flir on erklaren. Durch die mittlere PorengréRe der Membran
(450 nm bei der hier verwendeten Membran) ist den globuléren Strukturen in ihrer maximalen

GroRe jedoch eine Grenze gesetzt.

Somit bilden diese sich, in den fur sie zu kleinen Poren, nur sehr geringfligig aus. Ein GroRteil
der globuldren Strukturen ist demnach auf der duBeren Oberflache der Membran zu finden
(Abbildung 34). Zusatzlich kann die Adhé&sion aufgrund der groReren Strukturen geringer
ausgepragt sein, weshalb es zu einer instabileren Wechselwirkung mit der Membranoberflache
kommt. Dadurch konnten entstandene globuldre Strukturen wahrend des Waschens der
Membran ab- bzw. ausgewaschen worden sein. Dies kdénnte den Abfall bzw. Anstieg im
Pfropfgrad und der Oberflache bzw. der Permeabilitét erklaren.
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3.3.5 Einfluss des verwendeten Ausgangsmaterials

Die Modifizierung der Membranoberflache hangt neben den bereits untersuchten Parametern
auch vom verwendeten Ausgangsmaterial ab. Eigenschaften der Membran, wie die PorengréRRe
und ihre Porositat, beeinflussen nicht nur die Leistung der Membran, sondern auch die
Oberflache und den Raum, die flr eine Modifizierung bzw. Polymerisation zur Verfiigung
stehen. In diesem Abschnitt wird somit der Einfluss des verwendeten Ausgangsmaterials bei
ansonsten gleichen Bedingungen und konstantem Polymerisationssystem untersucht. Hierfur
werden Membranen aus chemisch &quivalentem Material (regenerierte Zellulose), jedoch mit
unterschiedlichen Porengroen und Porositdten genutzt, um unterschiedliche chemische
Wechselwirkungen der Oberflache mit der Polymerisationslosung auszuschliel3en.

Wird die spezifische Oberflache der modifizierten Membran gegen die spezifische Oberflache
des Ausgangsmaterials aufgetragen, ist zu erkennen, dass mit steigender spezifischer
Oberflache des Ausgangsmaterials, die spezifische Oberflache der modifizierten Membran
linear zunimmt (Abbildung 35A). Da diese Gerade nicht durch den Ursprung verlauft, kann
die spezifische Oberflache der globuldren Strukturen hieraus als Ordinate extrapoliert werden.
In diesem Fall betragt die spezifische Oberflache der globuldren Strukturen 0,85+0,14 m?/mL.

Des Weiteren ist festzustellen, dass alle modifizierten Membranen eine hohere spezifische
Oberflache haben als das Ausgangsmaterial. Allerdings ist die Steigung der Geraden mit
0,87+0,04 kleiner eins wonach bei noch héheren spezifischen Oberflachen die modifizierte
Membran sich der spezifischen Oberflache des Ausgangsmaterials weiter annahern wird.
Somit ist, insbesondere als prozentualer Zusammenhang aufgetragen (Abbildung 35B), zu
erkennen, dass die prozentuale Zunahme der Oberflache fur Ausgangsmaterialien mit kleinen
spezifischen Oberflachen deutlich groRer ist. Ebenso ist der Pfropfgrad fur
Ausgangsmaterialien mit kleineren spezifischen Oberflachen deutlich hoéher, als fiir solche mit
grof3en spezifischen Oberflachen.

Diese Effekte sind auf die Porositat, PorengroRe und die Durchlassigkeit fir Strahlung im
Bereich von 256 nm der Ausgangsmaterialien zurtickzufuhren. Es kann festgestellt werden,
dass bei gleichbleibenden Polymerisationsldsungen die entstenenden globuléren Strukturen fur

alle Proben eine gleichbleibende Form und durchschnittlichen Durchmesser haben.
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Aufgrund dieser Erkenntnis kann der Rickgang der Pfropfgrade und der damit verbundene
Rickgang der prozentualen Zunahme an Oberflaiche gedeutet werden. Bei
Ausgangsmaterialien mit hohen Porositaten ist ein grof3eres VVolumen innerhalb der Membran

vorhanden, das fur die Bildung von globuléren Strukturen zur Verfligung steht.
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Abbildung 35: Auftragung der sp. Oberflache nach Modifizierung (A), der prozentualen Zunahme der sp. Oberflache nach

Modifizierung (B), dem Pfropfgrad (C) und dem Durchmesser der Pore des Ausgangsmaterials (D) gegen die sp. Oberflache
des Ausgangsmaterials.

Somit steigt hier der Pfropfgrad im Vergleich zu Ausgangsmaterialien mit kleinen Porositaten
deutlich starker an. Gleichzeitig sinkt mit der spezifischen Oberflache auch die Porengrélie.
Ausgangsmaterialien mit kleineren Poren, insbesondere solche die ihre PorengroRe im Bereich
der Wellenlange der eintreffenden Strahlung haben, lassen nur einen geringeren Anteil dieser
Strahlung ins Innere der Membran. Da in dieser Arbeit mittels UV-Strahlung im Bereich von
256 nm die Polymerisation initiiert wird, werden so weniger Bereiche der Membran von der
UV Strahlung erreicht und kdnnen somit die Polymerisation nicht oder nur mit einer geringen
Konzentration an freien Radikalen initiieren.

69



3. Kapitel I -  Oberflichenmodifikation von  Zellulosemembranen  mittels
Fallungspolymerisation

80

60

Porositat
Ausgangsmaterial [%]

__100

~
[§) ]
|

[8)]
o
|

Transmission
256 nm [%

N
[$)]
|

.

o

10 15 20 25 30 35
Pfropfgrad [%]

a

Abbildung 36: Auftragung der Porositat des Ausgangsmaterials (A), der Transmission des Ausgangsmaterials bei 256 nm (B)
gegen den Pfropfgrad der modifizierten Membran.

In dieser Untersuchung erwies sich die verwendete Membran mit 450 nm mittlerer PorengroRe
und 71 % Porositat als guter Kompromiss aus Permeabilitdt und absoluter spezifischer

Oberflache nach der Modifizierung.

3.3.6 Einfluss der Protein-Ligand Immobilisierung

Damit eine, wie in den vorherigen Kapiteln beschriebene, modifizierte Membran als
Membranadsorber in der Affinitdtschromatographie fungieren kann, muss auf das
oberflachengebundene Polymer ein Affinitatsligand immobilisiert werden. Wie Dbereits
beschrieben, werden in dieser Arbeit zwei verschiedene Verfahren genutzt, um zwei
verschiedene, kommerziell erhdltliche, Protein-Liganden auf den funktionellen Gruppen des
Polymers zu immobilisieren. Zum einen die Immobilisierung Uber primére Amine mit dem

Liganden rsPA50 und zum anderen die Immobilisierung Uber Thiole mit dem Liganden
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ProteinA (vgl. Abschnitt 3.2.2). Hierzu wird in allen Féllen eine modifizierte Membran aus
Abschnitt 3.3.3 verwendet, die eine hohe Leistung Lo aufwies, da sowohl die Morphologie der
globuldren Strukturen, als auch ihr Ausgangsmaterial bereits zuvor dahingehend untersucht

und optimiert worden sind (Tabelle 2).
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Abbildung 37: Auftragung der Aldehydkonzentration gegen die prozentual eingesetzte Menge an NalO4 (A), Auftragung der
dynamischen Bindungskapazitét bei DBCio% und DBC1o0% (B), der Ausnutzung der Liganden bei DBCio% und DBC1o0% (C)
und der Anbindung bzw. der Leistung (definiert nach Gleichung 7) (D) gegen die Aldehydkonzentration.

Das Verhaltnis aus der molaren Menge an Aldehydfunktionalitdaten und der immobilisierten
Menge an rsPA50 wird hier und im Weiteren als Anbindung (Gleichung 27) bezeichnet. Das
Verhéltnis der molaren Menge an Antikdrper, welches uber Affinitdtswechselwirkungen an
den Proteinliganden bei DBCig% und DBCioo% (Abschnitt 2.1) gebunden ist, zur

immobilisierten molaren Menge an Proteinligand wird hier und im Folgenden als Ausnutzung
(Gleichung 28) bezeichnet.

Fur die Immobilisierung mittels priméren Aminen werden die vorhandenen Epoxide des
Polymers, wie in Abschnitt 3.2.2 beschrieben, selektiv zu Aldehyden oxidiert und anschlieRend

mittels Reduktionsmittel kovalent und irreversibel immobilisiert.
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Somit ergeben sich in beiden Teilschritten die folgenden Einflussfaktoren. Zum einen die
verwendete Konzentration an Oxidationsmittel bei der Erzeugung der Aldehyde im ersten
Teilschritt und zum anderen die verwendete Konzentration an rsPA50 und der pH-Wert
wahrend der Reaktion im zweiten Teilschritt. Hierbei steuert die verwendete Konzentration an
Oxidationsmittel die zur Verfligung stehende Anzahl an Aldehydfunktionalitaten (Abbildung
37A) und die verwendete Konzentration an rsPA50 die Anbindung (Gleichung 27) an diese.
Die Imin Bildung und die Reduktion der Imine mittels Reduktionsmittel zum sekundaren Amin

sind jeweils antiproportional pH-Wert abhéngig.1%®
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Abbildung 38: Auftragung DBCio0% und DBCioo% Sowie die Anbindung (A), der Ausnutzung der Liganden bei DBCio% und
DBCioo% (B) gegen den eingesetzten pH-Wert und DBCio% und DBCuoo% sowie der Anbindung (C), der Ausnutzung der
Liganden bei DBC10% und DBCio0% (D) gegen die Konzentration an rsPAS50.
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Somit beeinflusst der pH-Wert die Ausbeute in diesem Reaktionsschritt. Je mehr rsPA50 bei
gleichbleibender Menge fiir eine Reaktion zur Verfligung steht, desto geringer wird die Anzahl
an verfugbaren Aldehyden pro rsPA50 (Gleichung 27).

In Abbildung 37A ist zu erkennen, dass die fir eine Reaktion zur Verfligung stehende molare
Menge an Aldehydfunktionalitaten mit der eingesetzten Menge an Oxidationsmittel wie zu
erwarten stark zunimmt. Somit nimmt auch die immobilisierte Menge an Ligand und die
Anbindung deutlich zu (Abbildung 37D). Die gesteigerte molare Menge an Protein und die
Anbindung flihren dazu, dass die Ausnutzung bei steigender Aldehydkonzentrationen abnimmt.
Dies ist Uber zunehmende sterische Hinderung der Liganden und verstérkt auftretendes multi-
point attachment zu erklaren. Sind Liganden zu nah aneinander immobilisiert oder mit sehr
vielen Bindungsstellen an der Oberflache fixiert sind die Bindungsstellen der Liganden
weniger flexibel und somit schlechter zu erreichen.®®!® Da die molare Menge an
immobilisiertem Ligand linear mit steigender Aldehydkonzentration zunimmt und dies die
dynamischen Bindungen DBCio% und DBCioow erhoht, kann fir eine Aldehydkonzentration
von 74,3 umol/mL ein Maximum fur die dynamische Bindungskapazitaten DBCio% und
DBCio0% sowie fir die Leistung beobachtet werden. Dies wird Uber die steigende molare
Menge an Liganden und die abfallende Ausnutzung dieser erklart. Der pH-Wert hat im
untersuchten Bereich zwischen pH 6,9 und 8,4 keinen signifikanten Einfluss auf die
untersuchten Parameter. Lediglich bei pH 10 sinken die Bindekapazitaten sowie die
Ausnutzung stark ab. Bei einem héheren pH-Wert ist die Reduzierung der Imine die bevorzugte
Reaktion gegeniber der Iminbildung. Somit steigt die Anbindung an, da bei gleichbleibender
Aldehydkonzentration weniger rsPA50 gebunden wird. Gleichzeitig sinken die
Bindekapazitdten DBCio% und DBCioo% sowie die Ausnutzung, da pro rsPA50 mehr
Aldehydfunktionalitaten der Oberflache mit rsPA50 reagieren. Dies fuhrt zu einem starken
multi-point attachment, welches die Beweglichkeit des Proteins sowie die Tertidrstruktur
negativ beeinflusst.>®13167 Dije Konzentration an rsPA50 hat hingegen einen starken Einfluss
auf die Anbindung. Diese sinkt mit steigender Konzentration an rsPA50 wie zu erwarten stark
ab. Die Bindungskapazitaten DBC1o% und DBCioo% Steigen zunachst von 3 mg/mL bis 6,5
mg/mL an, &ndern sich bei weiterer Erhdhung auf 10 mg/mL aber nicht mehr signifikant. Das
gleiche gilt fur die Ausnutzung bei DBCio%. Bei DBCio0% dndert sich die Ausnutzung nicht
signifikant. Bei gleichbleibender Aldehydkonzentration wird durch eine Erhéhung der rsPA50
Konzentration die Anbindung herabgesetzt, da mehr rsPA50 Liganden an den vorhandenen

Aldehyden immobilisieren kdnnen.
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Abbildung 39: Auftragung der dynamischen Bindungskapazitdten DBCio% und DBCioo% Sowie der Konzentration an
immobilisiertem ProteinA (A), der Ausnutzung der Liganden bei DBC1o% und DBC100% (B) gegen die Reaktionszeit und den
dynamischen Bindungskapazitiaten DBCio% und DBCioo% Sowie der Konzentration an immobilisiertem ProteinA (C), der
Ausnutzung der Liganden bei DBC1o% und DBC1o0% (D) gegen die Konzentration an ProteinA.

Somit erhdhen sich zundchst auch die Bindekapazitaten DBCio% und DBCigow Sowie die
Ausnutzung bei DBCio%, da mehr rsPA50 fur eine Wechselwirkung mit dem Antikorper zur
Verfligung steht und dieses sich sterisch gegenseitig nicht negativ beeinflusst. Gleichzeitig
reduziert sich das multi-point attachment, welches zu einer groReren Beweglichkeit des rsPA50
fihrt. Bei weiterer Erhohung der Konzentration an rsPA50 sind keine weiteren positiven
Effekte auf die Bindungskapazitat oder die Ausnutzung zu beobachten, obwohl sich die
Anbindung weiter verkleinert und somit mehr Ligand zur Verfligung steht. Dieser ausbleibende
positive Effekt kann, wie bereits thematisiert, tiber die sterische Hinderung der Liganden
untereinander erklart werden.

Fir die Immobilisierung mittels Thiolen werden die vorhandenen Epoxide des Polymers, wie
in Abschnitt 3.2.2 beschrieben, mit dem am ProteinA Liganden vorhandenen Thiol direkt
umgesetzt. Die stattfindende Ring6dffnung des Epoxids mit dem Thiol wird auf die Einfliisse
der Konzentration an ProteinA, die Reaktionszeit sowie des pH-Wertes des dabei genutzten
KPI-Puffers hin untersucht.
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Abbildung 40: Auftragung der dynamischen Bindungskapazitdten DBCio% und DBCioow Sowie der Konzentration an
immobilisiertem ProteinA (A), der Ausnutzung der Liganden bei DBCio% und DBCio0% (B) gegen den eingesetzten pH-Wert.

Um eine Ringdffnung der Epoxide mit den vorhandenen primaren Aminen des ProteinA
Liganden auszuschlieRen, werden vor der eigentlichen Untersuchung mit ProteinA die
aquivalenten Bedingungen mit rsPA50 und Lysozym als Modellproteine durchgefiihrt. Hierbei
kann keinerlei signifikante kovalente Bindung an die Membran festgestellt werden, sodass im
Weiteren davon ausgegangen wird, dass lediglich das vorhandene Thiol des ProteinA Liganden
unter den hier genutzten Bedingungen reagiert und somit ein sogenanntes single-point
attachment vorliegt.

Es ist zu erkennen, dass die Bindungskapazitaten DBC10% und DBC1o0% €in Maximum bei 2 h
Reaktionszeit erreicht, wohingegen die immobilisierte Menge an ProteinA weiter zunimmt.
Gleichzeitig sinkt die Ausnutzung des Liganden mit steigender Reaktionszeit stark ab. Dies
lasst darauf schliefen, dass ab einer Konzentration an immobilisierten ProteinA von
3,2 mg/mL die bereits zuvor beschriebene sterische Hinderung der Liganden einsetzt. Dariiber
hinaus immobilisierte ProteinA Liganden sind durch die sterische Abschirmung untereinander

zunehmend schlechter fir den AntikOrper erreichbar und verringern somit die
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Bindungskapazitaten DBC1o% und DBCio0%. Ein &hnlicher Effekt ist fir die Konzentration an
ProteinA zu beobachten. Bei steigender Konzentration an ProteinA in der Reaktionslosung
steigen sowohl die Bindungskapazitaten DBC1os% und DBC1o0% Wie auch die Konzentration an
immobilisierten ProteinA bis zu einem Wert von 3,4 mg/mL stark an. Darlber hinaus
immobilisiertes ProteinA verringert die Ausnutzungen bei DBCio% und DBCigo%, die sich
zuvor nicht signifikant &ndern, und somit auch die Bindungskapazitaten DBC1o% und DBC100%

durch sterische Wechselwirkungen.

Tabelle 2: Experimentelle Bedingungen fiir die Modifizierung und Immobilisierung und Ergebnisse zweier &quivalenter
modifizierter Membranen mit der bestméglichen Immobilisierung fiir die Liganden rsPA50 und ProteinA.

ProteinA rsPA50
Aldehydkonzentration [umol/mL] / ~ 74,3%10,0
CLigand Reaktionslosung [mg/mL] 20,0+0,6 6,5+0,5
pH [] 8,5+0,2 ~ 8,240,25
Reaktionszeit [h] 2,0+0,01 2,0+0,01
Dyn. Bindungskapazitatios [mg/mL] 16,0£0,5 13,9405
Dyn. Bindungskapazitatioos [mg/mL] 23,1+0,9 23,3+1,1
Imm. Protein-Ligand [mg/mL] 3,5+0,15 . 6,3%0,15
Imm. Protein-Ligand [nmol/mL] 162,7+6,9 140,0+3,3
Imm. Protein-Ligand Bindungstellen [Bindungst./mL] = (2,93+0,2)-10*"  (4,21+0,1)-10""
Ausnutzungios [IgG/Bindungsstelle] (22+1)-10°2 (13+1)-102
Ausnutzungioos [1gG/Bindungsstelle] (32+1)-1072 (22+1)-1072
Membran 450 nm Porend; 71 % Porositat
Monomerkonzentration [mmol/L] 79942
Vernetzerkonzentration [mmol/L] 110+1
Initiatorkonzentration [mmol/L] 25+1
Losungsmittel, Art und Konzentration [mmol/L] Cyclohexanol; 8300,0
Lo [m?mD/mL] 20,9+0,8
Lc [mgmD/mL] 131,7+1,2 114,4+1,5
Lc . Gleiche Membran ohne Modifizierung 48,5+0,9

Der pH-Wert wirkt sich ebenfalls stark auf die Konzentration an immobilisierten ProteinA und
somit auch auf die Bindungskapazitdten DBC1o% und DBCioo% aus. Hierbei ist festzustellen,
dass beide Werte bei steigenden pH-Werten erst ansteigen und dann eine Sattigung bei einer

Konzentration an immobilisiertem ProteinA von 3,4 mg/mL erreichen.

Es ist anzunehmen, dass keine abfallenden Bindungskapazitdten DBCio% und DBCioo%

beobachtet werden kénnen, da der, zuvor beobachtete, Grenzwert fiir die sterische Hinderung

76



3. Kapitel I -  Oberflichenmodifikation von  Zellulosemembranen  mittels
Fallungspolymerisation

(3,2 mg/mL bzw. 3,4 mg/mL) nicht signifikant tberschritten wird. Dies lasst sich auch an den

Ausnutzungen bei DBCio% und DBCio0% erkennen, die sich nicht signifikant &ndern.

Beide Liganden, rsPA50 und ProteinA, werden unter den jeweilig bestmdglichen Bedingungen,
in Bezug auf ihre dynamische Bindungskapazitdt DBCio%, fur die jeweilige Immobilisierung
miteinander verglichen (Tabelle 2). Hierbei fallt auf, dass ProteinA um 15 % gréRere Werte

fur die Bindungskapazitdat DBCio% aufweist, obwohl die Konzentration an immobilisiertem

Bindungsstellen pro Milliliter Membran fiir den ProteinA Liganden um 43 % Kkleiner ist
(Tabelle 2).

0,8

0,6 4

Normalisierte Intensitét [-]

0.4 .\-

T 7 T T ,
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Durchmesser globulére Struktur [nm)

Abbildung 41: STED-Aufnahmen einer beispielhaft modifizierten Membran mit immobilisierten rsPA50; Fluorophor auf
rsPA50 nach Abschnitt 3.2.3; Auftragung der normalisierten Intensitat gegen den Durchmesser der globuléren Struktur.

Bei der DBCioo% unterscheiden sich die Werte allerdings nicht signifikant. Diese
Beobachtungen kann zum einen tber die Struktur der Liganden und zum anderen Uber die
Immobilisierung selbst erklart werden. ProteinA ist deutlich leichter und kleiner als rsPA50
und besitzt drei Bindungsdoménen, wobei rsPA50 fiinf Bindungsdomanen besitzt.>® Dariiber
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hinaus wird ProteinA (ber lediglich ein N-terminales Cystein an das Polymer gebunden,

wohingegen rsPA50 uber viele Lysine (bzw. dessen primare Amine) gebunden wird.

Somit ist ProteinA deutlich beweglicher und die Bindungsstellen besonders fir die
Bindungskapazitdt DBCio% besser erreichbar. Bei der Bindungskapazitdt DBCioos% Spiegelt
sich die relative Haufigkeit der Bindungsdoménen des rsPA50 wieder. Da es sich hierbei um
einen Gleichgewichtswert handelt ist die Beweglichkeit des Liganden nicht mehr limitierend
fur dessen Erreichbarkeit. Somit kdnnen hier, relativ zur Bindungskapazitdt DBCios%, hohe
Werte erzielt werden.

Dennoch bleibt festzuhalten, dass die Ausnutzung der Bindungsdoménen des rsPA50 Liganden
69 % (DBC1o%) bzw. 45 % (DBC1o0%) schlechter ist als die des ProteinA Liganden.

Fur beide Liganden kann zusétzlich gezeigt werden, dass diese ausschlie3lich an der
Oberflache der globuldren Strukturen der modifizierten Membranen immobilisiert werden. Die
globularen Strukturen stellen somit keine, fiir die hier genutzten Proteine und Antikorper,
zugéngliche Porositat zur Verfligung. Hierfir ist eine STED-Mikroskop Aufnahme beispielhaft
fur eine modifizierte Membran (nach Tabelle 2 mit rsPA50 immobilisiert) in Abbildung 41

dargestellt.

3.4 Zusammenfassung Kapitel | - Oberflachenmodifikation von

Zellulosemembranen mittels Fallungspolymerisation

In diesem Kapitel kann gezeigt werden, dass es mit einer Oberflachenmodifikation von
Zellulosemembranen  mittels  Fallungspolymerisation ~ mdoglich  ist,  konvektive

chromatographische Medien fir die Affinitatschromatographie herzustellen.

Es ist gezeigt worden, dass die volumetrische Konzentration an Monomer und Vernetzer im
Wesentlichen der Parameter ist, der fiir ein VerschlieRen der konvektiven Poren mit geféalltem
Polymer sorgt und sich eine Konzentration in einem Bereich zwischen 5-15 v% sehr vorteilhaft

auf die Leistung Lo auswirkt.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass neben dem Grad der Verdunnung auch die

Morphologie und Masse der, durch Fé&llungspolymerisation entstandenen, globuldren
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Strukturen von Bedeutung ist und sowohl die Monomer-, Vernetzer- und die

Initiatorkonzentration als auch die Art des Losungsmittels diese beeinflussen.

Eine Erh6hung der Konzentration an Initiator, Monomer oder Vernetzer sorgt jeweils fur einen
héheren Pfropfgrad und damit eine hohere Masse an Polymernetzwerk auf der
Membranoberflache. Zudem sorgen erhohte Initiator- und Monomerkonzentrationen fir einen
Anstieg im durchschnittlichen Durchmesser der globulédren Strukturen, wohingegen eine

erhohte Vernetzerkonzentration diese signifikant verkleinert.

Des Weiteren kann qualitativ festgestellt werden, dass eine erhdhte Vernetzerkonzentration
bzw. eine niedrige Initiatorkonzentration fiir voneinander separierte globulére Strukturen
sorgen, wohingegen eine niedrige Konzentration an Vernetzer sowie eine hohe Konzentration

an Initiator und Monomer zu verstarkter Homokoagulation der préapolymeren Nuklei fuhrt.

Diese Zusammenhange werden in einen Kontext mit der Leistung als chromatographisches
Medium gesetzt und zeigen, dass kleine, separierte und niedermolekulare, globulére Strukturen
zu einer hohen Leistung Lo fiihren. Diese Beobachtungen kdnnen auch mit dem erstellten
Modell in Einklang gebracht werden. Zusatzlich ist der zu Beginn postulierte Zusammenhang

zwischen Lo und Lc an den unterschiedlich modifizierten Membranen gezeigt worden.

Fur das Losemittel wird eine Abhangigkeit der entstandenen globuléren Strukturen von dem
Hansen-Loslichkeitsparameter on beobachtet. Sowohl ihr Durchmesser als auch ihre Masse
nehmen mit steigendem Wert fir Jn zu, erreichen ein Maximum und fallen anschlieRend
(01 >13,5) wieder ab. Dies kann mit der steigenden Hydrophilie der Losemittel bei steigendem
Wert fiir on erklart werden. Sobald die Lésungsmittel den Grenzwert (on >9) Uberschritten
haben l6sen sich die entstehenden Nuklei nicht mehr wahrend der Polymerisation im
Lésungsmittel und fallen aus. Durch die weiter steigende Hydrophilie bei steigendem Wert fiir
on werden die prépolymeren Nuklei immer kleiner und beginnen verstarkt zu koagulieren. Dies
sorgt fiir steigende Durchmesser der globuléren Strukturen auf der Membranoberflache. Durch
die steigenden Durchmesser der globuléren Strukturen und den durch die Membranporen und
Porositat begrenzten Raum bilden sich weniger bzw. kaum noch globulére Strukturen in den
Membranporen aus. Zusétzlich ist eine geringere Adhasion der globul&ren Strukturen an der
Membranoberflache bei steigendem Durchmesser wahrscheinlich, welches zu einem Abldsen
dieser im Waschprozess fuhren kdnnte. Diese Effekte sorgen fir sinkende Pfropfgrade und

steigende Permeabilitaten fir Losemittel mit Werten von Jn >13,5.
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Bei der Ausgangsmembran sind die Porositat und die Transmission bei 256 nm, die von der
PorengroRe abhangt, entscheidend fir die Polymerisation. Wie zuvor beschrieben bilden sich
bei gleichbleibendem Durchmesser der globuldren Strukturen und absinkendem Raum
(Porositat) weniger globulére Strukturen aus. Gleiches gilt flir eine absinkende Porengrolie, die
zusétzlich die Transmission der Membran bei 256 nm verringert und so weniger Initiierung bei
dieser UV-initiierten Polymerisation zulasst. Somit sinkt der Pfropfgrad in beiden Féllen stark
ab.

Die Immobilisierung des Protein-Liganden ist letztendlich entscheidend fiur die Anwendung
als chromatographisches Medium in der Affinitdtschromatographie. Es wird die
Immobilisierung tber priméare Amine mit dem Liganden rsPA50 und die Immobilisierung tber
ein Cystein mit dem Liganden ProteinA untersucht. Hierbei kann festgestellt werden, dass in
beiden Féllen ein gewisser Grenzwert an Ligand Konzentration nicht uberschritten werden
sollte. Ab diesem Wert sind sich die Liganden sterisch zu nah und wechselwirken miteinander
und sind so fiir den Antikdrper schlechter zu erreichen. Dieser Grenzwert belduft sich fur die
untersuchte Membran bei ProteinA zu 3,3+0,1 mg/mL. Fur rsPA50 kann kein definierter
Grenzwert angegeben werden, da die negativen Effekte der sterischen Abschirmung und des
multi-point attachments auf die dynamischen Bindungskapazitaten, aufgrund der
Immobilisierung, nicht zweifelsfrei voneinander zu trennen sind. Des Weiteren kann gezeigt
werden, dass ProteinA durch seine Anbindung (single-point attachment) tber lediglich ein
Cystein beweglicher sein muss im Vergleich zu rsPA50, das uber viele primare Amine
gebunden ist. Somit wird bei der Immobilisierung von ProteinA auch die groRere
Bindekapazitat bei 10 % des Durchbruchs von 16 mg/mL beobachtet. Abschlieend kann
gezeigt werden, dass die Leistung Lc fir die optimal modifizierte Membran im Vergleich zur

gleichen Membran ohne Modifizierung eine Steigerung von 170 % aufweist.
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4. Kapitel 11- Agarose Membranadsorber

4.1 Einleitung — Agarose basierte chromatographische Medien

Wie bereits beschrieben und in Kapitel | bereits gezeigt, besteht ein Zusammenhang zwischen
der spezifischen Oberflache von chromatographischen Medien zu ihrer Bindungskapazitét. Die
in Kapitel | beschriebene Modifizierung ermoglicht eine signifikante Erhéhung der
spezifischen Oberflache, bei lediglich geringfugiger Permeabilitdtsminderung. Um noch
deutlich hohere spezifische Oberflachen zu erzeugen, missten die globuldren Strukturen eine
inh&rente Porositét besitzen und diese Poren miissten Porendurchmesser in einem Bereich von
ca. 20-100 nm haben, damit diese fur einen Antikorper ausreichend erreichbar wéren.
Allerdings kann die fur den Antikorper erreichbare spezifische Oberflache dieser modifizierten
Membranen nicht weiter gesteigert werden, da die entsprechend benétigten PorengrdfRen iber

einen solchen Modifizierungsansatz nicht zu erzielen sind.

Ein bereits bei beads bzw. resins genutztes Material, Agarose, bietet jedoch diese
Eigenschaften eines Polymernetzwerks mit inhdrenter Porositat und Poren mit einem
Porendurchmesser von 50-200 nm. Diese Eigenschaft macht die Agarose zu einem hdufig
genutzten Material fur die Herstellung chromatographischer Medien. Die daraus hergestellten
beads verfugen allerdings nicht tber flow-through Poren, durch welche ein konvektiver Fluss
stattfinden kann. Zusétzlich sind sie aus applikativer Sicht limitiert in ihrem Durchmesser. Die
Verweilzeiten der Zielmolekile sind aufgrund ihrer Geometrie und der dadurch entstehenden
Diffusionslimitierung deutlich langer als die bei Membranadsorbern. Somit ist der Ansatz, der
in diesem Kapitel verfolgt wird, die Kombination der Vorteile von Membradsorbern mit ihren
flow-through Poren und dem daraus resultierenden konvektiven Fluss durch diese, mit der
inhdrenten Porositdt und der hohen spezifischen Oberflache bzw. der daraus resultierenden

hohen Bindungskapazitat der Agarosematerialien.

Hierfur wird eine mit Vlies verstarkte Membran als template fiir die Agarose genutzt. Die
Agarose wird als Sol in die Poren der template Membrane gefillt. Nach dem Erstarren des
Agarose Sols wird die Membran herausgelost und die Agarose mit dem Vlies verbleiben.
Durch die vorherigen Membranstege entstehen nach dem Herauslésen flow-through Poren in
der festen Agarose. Durch die bikontinuierliche Membranstruktur der template Membran

entsteht in der Agarose Membran ein negatives Abbild dieser bikontinuierlichen Struktur.
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Somit entstehen durch die Porenstruktur in der template Membran sehr kurze Wegstrecken,
welche das Zielmolekil aus den flow-through Poren der Agarose Membran in die

Agarosestruktur diffundieren muss. So lassen sich sehr kurze Verweilzeiten bei gleichzeitig

hoher Bindungskapazitat im Vergleich zu globuldren pordsen beads realisieren.

Da in Kapitel | eine deutlich bessere Leistung mit dem Liganden ProteinA uber das single-

point attachment erzielt worden ist, wird in diesem Kapitel ausschlielich ProteinA als

Affinitatsligand verwendet.

4.2 Materialien und Methoden

Fur alle in diesem Kapitel durchgefiihrten Versuche wird eine Zelluloseacetat Membran
(3-5 pum Porendurchmesser, 75 % Porositat, Abbildung 42) der Firma Sartorius Stedim Biotech

GmbH genutzt. Diese Membranen enthalten ein integral eingebrachtes Vlies (Sontar 8001) der

Firma Freudenberg GmbH.

4.2.1 Materialien

Tabelle 3: In Kapitel 11 genutzte Chemikalien mit Hersteller und CAS-Nummer.

Chemikalie CAS-Nr. Hersteller
Dichlormethan (DCM) (>99,9%) 75-09-2 Carl Roth GmbH
Ethanol (t. grade) 64-17-5 Merck KGaA
Agarose, NEEO Ultra-Qualitat 9012-36-6 Carl Roth GmbH

Dinatriumhydrogenphosphat (98%) 7782-85-6

Alexa Fluor® 594 NHS-Ester /
Aceton (>99,9%) 67-64-1
Kaliumdihydrogenphosphat (99,5%) 7778-77-0

Tris(2-carboxyethyl)phosphin
(TCEP, >98%)

51805-45-9

ProteinA (lyophilisiert)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Thermo Fisher Scientific GmbH
Carl Roth GmbH

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Osaka Soda Co. Ltd.
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Glycin (>99%)

BCA Protein Assay Reagent A
(Pierce Prod. Nr. 23221)

BCA Protein Assay Reagent B
(Pierce Prod. Nr. 23224)

Cellca Il (1gG)

1,4-Butanedioldiglycidylether
(>95%)
Natriumhydroxid

Leica Typ F Immersion Oil
(RI: 1,512)

Oregon Green 488 Cadaverin

FITC-Dextran (4, 10, 20, 110, 500
und 2000 Kg/mol)

Natriummetaperiodat (=99%)
Tyramin (>98%)
Natriumcyanoborhydride, (>95%)

56-40-6

2425-79-8
1310-73-2
/

/
60842-46-8

7790-28-5
51-67-2
25895-60-7

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Thermo Fisher Scientific GmbH

Thermo Fisher Scientific GmbH

Sartorius Stedim Cellca GmbH

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Carl Roth GmbH
Leica Microsystems GmbH
Thermo Fisher Scientific GmbH
Tdb-Consultancy AB

Merck KGaA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Alfa Aesar GmbH

Querschnitt

Abbildung 42: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme des Querschnitts (links) und der Aufsicht (rechts), der in diesem

Kapitel verwendeten vliesgestutzten Zelluloseacetatmembran der Firma Sartorius Stedim Biotech GmbH.
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4.2.2 Herstellung konvektiver Agarose Membranen

Fur die Herstellung der Agarose Membran wird zuerst ein template Membranstanzling
ausgestanzt (d = 70 mm) und im Anschluss das Agarose Sol hergestellt. Daftir werden 2 w%
Agarose in ROW gegeben und in einem geschlossenen Durangefal’ bei 95 °C fiir 1 h in einen
Trockenschrank gestellt. Im Anschluss wird eine template Membran mit dem Agarose Sol
impréagniert (40 uL Agarose Sol pro cm? template Membran), und mit einem Papiertuch
vorsichtig von uberschissigem Agarose Sol befreit wird. Die mit Agarose Sol impragnierte
template Membran wird dann fir 45 min in ein Wasserbad (25 °C) gelegt. Nachdem das
Agarose Sol geliert ist, wird der so praparierte Membranstanzling jeweils dreimal fir 10 min
in Ethanol, Dichlormethan und wieder in Ethanol geschuttelt, um den Membranstanzling im
ersten Schritt von ROW zu befreien, im zweiten Schritt die Zelluloseacetat template Membran

aufzuldsen und im dritten Schritt das Dichlormethan zu entfernen.

Agarose Sol

Komposit

Agarose Membran

Abbildung 43: Schematische Darstellung der Herstellung der Agarose Membran.
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AbschlieBend wird die Agarose Membran dreimal fur funf Minuten in ROW geschdittelt, um
Ethanol zu entfernen. Die verschiedenen Losemittel werden jeweils deutlich im Uberschuss

dazugegeben (0,5 mL Losungsmittel pro cm? Membran).

Fir eine Immobilisierung von ProteinA ist eine Aktivierung der Agarose notig. Hierfur wird
die Agarose Membran fiir 20 h in 50 uL/cm? Vernetzungslésung geschiittelt. Eine typische
Vernetzungslosung besteht aus 15 mL (13 v%; 81 mmol; 1 Aqg.) 1,4-Butanedioldiglycidylether
(Budge) und 0,39 g (10 mmol; 0,12 Aq.) Natriumhydroxid in 100 mL ROW. In diesem Schritt
wird die Agarose chemisch an ihren Hydroxylfunktionalitaten vernetzt, indem beide
Epoxydfunktionalitaten abreagieren. Durch die Konzentration an Budge und Natriumhydroxid
bzw. die Reaktionszeit wird allerdings die Anzahl an nur einseitig abreagiertem Budge
gesteuert. Die Immobilisierung mittels Thiolfunktionalitdten erfolgt dann aquivalent zu
Kapitel | durch direkte Reaktion der Thiole des ProteinA Liganden mit den vorhandenen, nur
einseitig reagierten, Epoxiden (Reaktionsweg b) in Schema 3. Fur eine typische
Immobilisierung mittels Thiolen werden die Agarose Membranen fiir 20 h in eine Lésung,
bestehend aus 5 mM Tris(2-carboxyethyl)phosphin (TCEP) und 25-10 mg/cm? ProteinA
Ligand (entspricht einer Konzentration von 7,2 mg/mL) in Kaliumhydrogenphosphatpuffer
(pH 8,5), geschittelt. Die so umgesetzten Agarose Membranen werden anschlieRend flr
30 Minuten unter flieBendem ROW gespult und fur 20 Minuten in 1xPBS geschdttelt. Die
Lagerung erfolgt in 20 v% Ethanol in 1xPBS bei 8 °C im Kuhlschrank, um eine bakterielle

oder sonstige Denaturierung des Proteinliganden zu vermeiden.

4.2.3 Physiko-chemische Charakterisierung

Sofern nicht anders angegeben wird die Agarose Membran mit den bereits in Kapitel I
(Abschnitt 3.2.3) und Kapitel 111 (Abschnitt 5.2) beschriebenen Methoden charakterisiert.

4.2.3.1 Bestimmung der statischen Proteinbindungskapazitét

Die zu untersuchenden Membranen (Stanzlinge: d = 13 mm) werden 24h in 5mL
Bindungspuffer (2 mg/mL IgG in 1xPBS) auf einer Schittelplattform (80 rpm) bewegt.
AnschlieBend wird dreimal mit Waschpuffer (1xPBS) gewaschen (100 mL) und wiederum 2 h
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in Elutionslésung (100 mL; 0,1 M Glyin pH 3,5) auf einer Schittelplattform (80 rpm) bewegt.
AnschlieBend wird das Eluat mittels UV/Vis Messung (280 nm) untersucht. Die
photometrischen Messungen erfolgen an einem UV/Vis-Spektralphotometer Specord 200
PLUS von Analytik Jena AG.

1,0 4

o o o
= =2} ™
1 1 1

IgG (Cellca Il) [mg/mL]

o
[h%]
1

00 F<¥——t—¥FF——7——7—
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Absorbanz [Au]

Abbildung 44: Kalibriergerade fur 1gG (Cellca I1) bei 280 nm.

Die erhaltenen Absorbanzen werden mit einer Kalibriergerade (Abbildung 44) und der
Gleichung der Ausgleichsgeraden (Gleichung 29) in Konzentrationen und anschlieRend in die
statische Bindungskapazitdt pro Membranvolumen (Vm) (Gleichung 2, SBC, static binding
capacity) umgerechnet. Aus diesem Wert wird auch die statische Ausnutzung (stat.

Ausnutzung) nach Gleichung 28 bestimmt.

IgG (Cellca II; Humira®): c¢[mg/mL]=0,716-A4 [Au] (29)

4.2.3.2 Inverse GrélRenausschlusschromatographie (i-SEC)

Fur die inverse  GroRenausschlusschromatographie  wird ein  AKTAexplorer

Chromatographiesystem des Herstellers GE Healthcare Europe GmbH verwendet (UV/Vis
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Detektor bei 280 nm). Es werden zwanzig Membranen ausgestanzt (d = 10 mm) und in eine
Chromatographieséaule (Superformance 150; Gotec Labortechnik GmbH) verbaut. Zuséatzlich
werden FITC-Dextrane (4, 10, 20, 110, 500 und 2000 Kg/mol; tdb Consultancy AB) in ROW
gelost (0,5 mg/mL). Vor der Messung wird das Totvolumen des Systems, ohne das
chromatographische Medium, mit Hilfe eines Aceton Pulses (2 v% Aceton in ROW) bestimmt.
Da Aceton von der Membran nicht adsorbiert wird, gelangt es ohne Riickhalt zum Detektor.
Der Massenschwerpunkt des dabei entstehenden Peaks entspricht dem Totvolumen. Die
Messung selbst verlduft identisch, jedoch werden, nach dem Einbau der Membranen, Aceton
(2 v%) sowie die verschiedenen FITC-Dextrane in Loésung (ROW, 1 mg/mL) als Puls
aufgegeben. Uber die Verschiebung der Massenschwerpunkte wird im Anschluss darauf
geschlossen, welcher VVolumenanteil des chromatographischen Mediums fr die verschiedenen
MolekiilgroBen zugénglich war. Hierbei ist ¢, in Gleichung 30, die Porositat bzw. der
zugéngliche Volumenanteil, Vet das Retentionsvolumen fiir das jeweilige Testmolekil und Vm

das Membranvolumen.

_ Vret
€= Vi (30)

4.2.3.3 Strukturuntersuchung mittels CLSM

Die Strukturuntersuchung erfolgt angelehnt an die in Kapitel | und Kapitel Il bereits
beschriebenen Methoden. Die kovalente Markierung der Liganden (ProteinA) erfolgt nach der
Immobilisierung auf der Agarose Membran mithilfe von Alexa Fluor® 594 (Thermo Fisher
Scientific GmbH) mit reaktiver Esterfunktionalitat (Succinimidyl Ester; NHS-Ester; Abbildung
21). Hierfur werden die Agarose Membranen fiir 2 h in einer Losung aus 32 pg/mL Fluorophor
in 1XxPBS-Puffer geschiittelt. AnschlieBend werden diese Membranen dreimal fur jeweils 15

Minuten in 1xPBS gewaschen und dunkel in 1xPBS gelagert.

Die kovalente Markierung der template Membran wird &quivalent zur Immobilisierung tber
primare Amine durchgefihrt (Kapitel I; Abschnitt 3.2.2). Jedoch wird hierbei nicht rsPA50 als
Ligand sondern Oregon Green® 488 Cadaverin (Thermo Fisher Scientific GmbH) als
Fluorophor immobilisiert. Hierflir wird die template Membran nach der oxidativen Behandlung
mit Natriummetaperiodat (oxidation verbliebener Diolfunktionalitaten des Zelluloseacetats in
Dialdehyde) fur 2 h in 32 pg/mL der Fluorophorldsung in 1xPBS geschiittelt und anschliel}end

drei Mal fur jeweils 15 Minuten in 1XPBS gewaschen und dunkel in 1XxPBS gelagert. Die so

87



4. Kapitel 11 — Agarose Membranadsorber

praparierten Agarose Membran Proben werden auf einem Objekttrager platziert (Fisher
Scientific GmbH, Ultra White Glass; 75x25x 1 mm) und mit 1xPBS-Puffer benetzt.
AnschlieRend wird ein Deckglas (Fisher Scientific GmbH, 20 x 20 x 0,25 mm) Uber der
Membran aufgebracht. Daraufhin werden Bilder von der Oberflache der einen Seite der
Membran bis zu ihrer anderen mit einer Auflésung von 240 nm/Pixel in x-, y- und z-Richtung
aufgenommen. Die in diesem Kapitel durchgefiihrten Experimente werden mit einem Leica
TCS SP8 Mikroskop durchgefihrt. Fir samtliche Messungen mit der Agarose Membran wird
ein Argon-Krypton Laser mit einem Spektrum an emittierter Strahlung von 458-591 nm und
ein 63xWasser-Objektiv (HC PL APO 63x/1.20 W Corr. CS2; Leica Microsystems GmbH)

verwendet.

Abbildung 45: Strukturformel des Fluorophors Oregon Green® 488 Cadaverin.

Die praparierten template Membran Proben werden ebenfalls auf einem Objekttréger platziert
(Fisher Scientific GmbH, Ultra White Glass; 75 x 25 x 1 mm) und mit Immersionsél (Leica
Microsystems GmbH Typ F; Brechungsindex von 1,512) benetzt. AnschlieBend wird ein
Deckglas (Fisher Scientific GmbH, 20 x 20 x 0,25 mm) Uber der Membran aufgebracht.
Daraufhin werden Bilder von der Oberflache der einen Seite der Membran bis zu ihrer anderen
mit einer Auflésung von 240 nm/Pixel in x-, y- und z-Richtung aufgenommen. Fir samtliche
Messungen mit der template Membran wird ein Argon-Krypton Laser mit einem Spektrum an
emittierter Strahlung von 458-591 nm und ein 63x0OI-Objektiv (HC PL APO 63x/1.40 Oil CS2;
Leica Microsystems GmbH) verwendet. Die erhaltenen Bildstapel werden wie in Kapitel I11

beschrieben bearbeitet und analysiert.

Fur die Bildbearbeitung wird in allen Féllen ImageJ (Version 1.51j8) genutzt. Die
Standardabweichung wird in diesem Kapitel aus einer Doppelbestimmung an zwei

unterschiedlichen Positionen (40x40 pum) desselben template Membranstanzlings erhoben.
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4.2.3.4 Bestimmung der Epoxiddichte

Die Epoxiddichte wird in diesem Kapitel indirekt bestimmt. Zuerst werden die freien Epoxide
mittels 0,1 w% Natriummetaperiodat Losung in ROW (20 h bei 50 rpm geschdttelt) quantitativ
in Aldehyde tberfiihrt und diese dann wie in Kapitel 1 (Abschnitt 3.2.3) mittels BCA Test mit

Tyramin quantifiziert.

4.3 Ergebnisse und Diskussion

Die angegebenen Fehlerbalken beziehen sich auf die Standardabweichung der Messergebnisse
einer Doppelbestimmung mit der jeweiligen Messmethode bzw. dem angegebenen
Geratefehler bei Verwendung der genutzten Pipetten und Waagen.

4.3.1 Strukturanalyse mittels CLSM

Mithilfe der in Kapitel 111 beschriebenen Methode zur computergestiitzten Charakterisierung
(CgC) von Membranstrukturen aus CLSM Aufnahmen wird im Folgenden die template
Membran und ihr Negativ, im Folgenden als Agarose Membran bezeichnet, untersucht. Diese
Betrachtung ermdglicht die Bestimmung der Charakteristika der Agarose Membran, ausgehend
von der experimentellen (CLSM und CgC) Untersuchung der template Membran, indem aus

den erhaltenen dreidimensionalen Strukturen das Negativ gebildet wird (Abbildung 46).

Dies ist moglich, da durch die Herstellung der Agarose Membranen die Membranstruktur der
template Membran der spéteren flow-through Porenstruktur der Agarose Membran entspricht.
Somit entspricht die flow-through PorengroRenverteilung der template Membran der
Grolenverteilung an Agarose und die flow-through Porenverteilung der Agarose Membran der

Zelluloseacetatstruktur Dickenverteilung der template Membran.

Es ist zu erkennen, dass die flow-through PorengréfRenverteilung der Agarose Membran
schmaler und zu kleineren Werten hin verschoben ist, als die flow-through

PorengroRenverteilung der template Membran (Abbildung 48).
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—

40x40x40 pm ' 40x40x40 pm

template Membran Agarose Membran

Abbildung 46: Beispielhafte Darstellung der dreidimensionalen Struktur der template Membran (links) sowie deren Negativ,
das die Agarose Membran darstellt (rechts).

Dies ist qualitativ auch in Abbildung 46 zu erkennen. Die Wegstrecken, welche die Antikoper

zwischen den flow-through Poren der Agarose Membran diffusiv zurticklegen massen, kénnen
so im Mittel zu 2,9+0,3 um bestimmt werden, wobei die flow-through Poren der Agarose

Membran selbst im Mittel zu 1,4+0,2 um bestimmt werden kdnnen (Tabelle 4).

Abbildung 47: Rasterelektronemikroskopische Aufnahme der Aufsicht der template Membran (links) und CLSM-Aufnahme
der daraus hergestellten Agarose Membran (rechts) bei gleicher VergréRerung.
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Tabelle 4: Experimentell und tiber CgC bestimmte Charakteristika der template und Agarose Membran.

template template Agarose Agarose
Eigenschaft Membran  Membran  Membran Membran
(C9C) (Exp.) (CgC) (Exp.)
Porositét [-] 0,736+£0,03 0,751+0,05 0,264+0,03 /
Permeabilitat (ROW) [mD] 32516 330+2 4,5+0,6 4,1+0,1
Mittlerer Porendurchmesser [um] 2,9+0,3 / 1,4+0,2 /

30
GV der Agarose Membran
Normalverteilung der PGV sgar0se Membran
25 - | PGV der template Membran
Normalverteilung der PGV g /ate membran
X
=20 4
)
X
2
& 15 \
I
g L
=10 4
o | %
54

1 2 3 4 5
Porendurchmesser [pm]

Abbildung 48: PorengrélRenverteilungen (PGV) der Agarose- und der template Membran.

Die Wegstrecken, welche die Antikorper in die Agarose diffundieren missen, sind neben der

PorengroRe innerhalb des Agarose Gels entscheidend fur die Bindungskapazitat unter nicht
Gleichgewichtsbedingungen.

Je kiirzer die Wegstrecken und groRer die diffusiven Poren innerhalb des Agarose Gels, desto
schneller findet die Diffusion der Antikdrper zu den Liganden innerhalb des Agarose Gels statt.
Zusétzlich wird Uber diese Methode die Permeabilitat der Agarose Membran bestimmt. Die
mittels CgC bestimmte Permeabilitat fir die Agarose Membran liegt im Fehlerbereich des
experimentell bestimmten Wertes und liefert so eine Bestdtigung fur die angenommene
Struktur als Negativ der template Membran.
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Aus CLSM-Aufnahmen der Agarose Membran selbst, im Vergleich zur REM Aufnahme der
gleichen Probe vor der Umsetzung (template Membran), ist die Struktur der template Membran

qualitativ ebenfalls zu erkennen (Abbildung 47).

4.3.2 Einfluss der Immobilisierung von ProteinA

Die zweistufige Reaktion der Immobilisierung von ProteinA wird in diesem Abschnitt auf den
Einfluss der Konzentration an Natriumhydroxid, welches als Katalysator fur die Ringéffnung
des Epoxids dient sowie auf den Einfluss der Konzentration des Diepoxids (Budge) auf die
Menge an Epoxiden fiir die anschlieBende Immobilisierung des Liganden ProteinA hin

untersucht.

Im Anschluss wird der Einfluss der Reaktionszeit und der Konzentration an ProteinA auf die
immobilisierte Menge an ProteinA sowie DBCio9 und die statische Bindungskapazitat (SBC)
hin untersucht. Der pH-Wert wird im Folgenden nicht weiter variiert, da aus Kapitel | das
Optimum fur die Reaktion zwischen dem Thiol des ProteinA Liganden und Epoxid bereits

bekannt ist.

In Abbildung 49 ist der Einfluss der Konzentration an Natriumhydroxid bei der Aktivierung
von Agarose mit dem Diepoxid Budge gezeigt. Bei konstanter Konzentration an Diepoxid
(13 v%) und einer Reaktionszeit von 20 h ist zu erkennen, dass die Epoxiddichte erst stark
zuzunehmen und ab einer Konzentration von 0,55 mol/L konstant zu bleiben scheint. Diese
Beobachtung kann darauf zurtickgefiihrt werden, dass bei steigenden Konzentrationen an
Natriumhydroxid eine Mehrzahl an Diepoxiden mit beiden Epoxidfunktionalititen reagiert und
somit bei diesen keine Epoxidfunktionalitat fur die Immobilisierung des Liganden verbleibt,

sondern die Agarose kovalent vernetzt wird.

Die molare Menge an immobilisierten ProteinA verhélt sich aquivalent zur Epoxiddichte,
wobei die Ausbeute der Reaktion zwischen Epoxid und Thiol des ProteinA bei 72-90 % liegt.
Da ProteinA lediglich mit einer Thiolfunktionalitat sehr selektiv mit den Epoxiden reagiert, ist

ein solches Verhalten zu erwarten.

Die DBC1o% sowie die SBC folgen dem Trend der Ligandendichte proportional. Die statische

Ausnutzung der Liganden, berechnet bei der SBC, nimmt hingegen antiproportional zur
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Ligandendichte ab. Dies kann mit der zunehmenden sterischen Abschirmung der
Bindungsstellen der Liganden durch andere Liganden in der Nahe und eine damit verbundene
schlechtere Erreichbarkeit der Liganden fur den Antikorper im Gleichgewichtszustand
begriindet werden.

120, ™ DBCyqy, 3,0
100 | 4 SBC {
{ —e—imm. ProteinA 12° 2
— 80 1 S
- } 120 N
£ 60+ 1. 32
)] 1 41,5
S 40 ] ﬁ
20 | 110S
R ]
A 0] ® ® 1057
T [ T I T I T [ T [
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10
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204" Epoxiddichte ( )1 ]
g 15 |—* Ligandendichte ProteinA
210
=
0,5
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Abbildung 49: Auftragung der DBCio%, der statischen Bindungskapazitat (SBC), der statischen Ausnutzung, der

Ligandendichte an ProteinA in mg/mL (A) und pmol/mL (B) und der Epoxiddichte (B) und gegen die verwendete
Konzentratuion an NaOH.

In Abbildung 50 ist der Einfluss der Reaktionszeit fur die Immobilisierung von ProteinA auf
Membranen mit einer Epoxiddichte von 1,7 pumol/mL gezeigt. Die Reaktion zwischen Thiol
und Epoxid scheint innerhalb der ersten drei Stunden nahezu vollstandig zu verlaufen und im
Anschluss in eine S&ttigung einzutreten. Der, in Abschnitt 3.3.6, beobachtete konstante Abfall
in den Bindungskapazitaten sowie der Ausnutzung ist hier somit nicht zu beobachten. Dies
weist darauf hin, dass uber die erfolgte Aktivierung lediglich eine relativ geringe Anzahl an
Epoxiden fur die Immobilisierung zur Verfugung steht. Wohingegen bei der Modifizierung mit

globularen Polymernetzwerkstrukturen, aufgrund der gewahlten Monomerzusammensetzung,
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eine um ein Vielfaches groere Anzahl an Epoxiden verfligbar ist. Bei 710 pL
Polymerisationslosung, die eine Membran aus Kapitel 1 pro mL Membran in ihren Kavitéaten
aufnehmen kann (71 % Porositat) und einer typischen Konzentration von 1,37 mmol/mL
Glycidylmethacrylat in der Polymerisationsldsung wirde sich eine Epoxiddichte von
971 umol/mL Membran ergeben. Selbst bei einem sehr geringen Umsatz der Polymerisation
aus Kapitel I wirde sich eine um ein vielfaches hohere Epoxiddichte auf der Membran ergeben.
Zusatzlich ist die spezifische Oberflache der modifizierten Membranen aus Kapitel | deutlich
kleiner, als es hier der Fall ist, sodass bei gleicher Menge an immobilisierten ProteinA die
Liganden néher beieinander liegen missen. Dies lasst sich bereits ohne konkrete Messungen
zur spezifischen Oberflache der Agarose Membranen, Uber die Menge an immobilisiertem
ProteinA, schlussfolgern. Welche bei den Agarose Membranen um ca. ein zehnfaches groRer
ist als bei den modifizierten Membranen aus Kapitel I, bei vergleichbarer Ausnutzung der
Liganden. Die Epoxiddichte ist somit ein wichtiger Steuerparameter fur die Immobilisierung
des Liganden und beeinflusst signifikant die Bindungskapazitat sowie die statische Ausnutzung

uber die Steuerung der Ligandendichte an ProteinA.
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Abbildung 50:Auftragung der DBC1o%, der statischen Bindungskapazitét, der Ligandendichte an ProteinA, der Epoxiddichte
und der statischen Ausnutzung gegen die Reaktionszeit.
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Aufgrund dieser Zusammenhédnge beeinflusst die Konzentration an ProteinA in der
Immobilisierungslésung, sofern ProteinA im Uberschuss vorliegt, die absolute Menge an
immobilisiertem ProteinA nicht signifikant, da diese fast ausschlieBlich von der Epoxiddichte
abhéngt.

Die Konzentration an Diepoxid zeigt, im untersuchten Bereich von 9-17 v%, lediglich einen
kleinen Einfluss auf die Epoxiddichte und somit auch auf alle anderen Faktoren. Bei steigender
Konzentration an Diepoxid und ansonsten gleichbleibenden Bedingungen (20 h, 0,1 mol/L
NaOH) kann von 9 v% auf 17 v% eine Steigerung der Epoxiddichte von 15+2 % festgestellt
werden. Dies wird auf den, bei allen Bedingungen, deutlichen Uberschuss von Diepoxid
gegeniiber dem Katalytisch wirkenden Natriumhydroxid zurtckgefiihrt. Dieser Effekt ist in
dieser Reaktion dominierend und musste fiir noch groRere Epoxiddichten dementsprechend

ebenso erhdht werden.
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Abbildung 51: Auftragung der Bindungskapazitaten (DBCio% und SBC) sowie der jeweiligen Ausnutzungen der Liganden
gegen die Ligandendichte an ProteinA.
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In Abbildung 51 ist der Einfluss der Ligandendichte auf die Bindungskapazitaten und
Ausnutzungen deutlich zu erkennen. Bei steigender Ligandendichte nimmt die DBC1o% linear
mit dieser zu, wéhrenddessen die SBC bei 17,5 mg ProteinA pro mL Agarose Membran in eine
Sattigung eintritt.

Die Ausnutzungen (bei DBCio% und SBC) verhalten sich zu den jeweiligen
Bindungskapazitaten antiproportional und spiegeln die Erreichbarkeit der Liganden unter
dynamischen und Gleichgewichtsbedingungen wieder. Es ist erkennbar, dass die dynamische
Erreichbarkeit weniger stark abfallt als die Erreichbarkeit unter Gleichgewichtsbedingungen

sowie, dass diese sich bei hohen Ligandendichten einem gemeinsamen Grenzwert nahern.

Auch ndhern sich die DBCio% mit steigender Ligandendichte dem Wert der SBC an. Die
beobachtete Sattigung der statischen Bindungskapazitat deutet auf eine beginnende sterische
Abschirmung der Bindungsstellen der Liganden zwischen 20-35 mg/mL hin. Ansonsten
misste bei steigender Ligandendichte auch die statische Bindungskapazitat linear zunehmen.
Dieser Effekt ist bei der DBCio9% nicht zu beobachten. Dies l&sst sich dartiber erklaren, dass
unter dynamischen Bedingungen die drei verfligbaren Bindungsstellen aus sterischen Griinden
fir den Antikkdrper nicht erreichbar sind, auch wenn geniligend Abstand zwischen den

Liganden vorherrscht.

Unter Gleichgewichtsbedingungen sind diese allerdings erreichbar. Somit ist die dynamische
Ausnutzung bei geringer Ligandendichte sehr viel kleiner als die statische und mit
zunehmender Ligandendichte nimmt somit die Anzahl an dynamisch erreichbaren
Bindungsstellen linear mit der Ligandendichte zu. Wahrenddessen macht sich die sterische

Abschirmung bei der statischen Bindungskapazitat bereits bemerkbar.

4.3.3 Einfluss der Porengrolie der Agarose auf die Diffusionsabhangigkeit

der dynamischen Bindungskapazitat

Uber die Zugénglichkeit fiir Molekiile mit unterschiedlichen hydrodynamischen Durchmessern
bzw. Molekulargewichten kann eine Aussage Uber die PorengroRe der Agarose getroffen
werden. Je zuganglicher die Poren der Agarose fur die hier verwendeten Dextranderivate sind,

desto gréRer sind die Poren der Agarose im Durchschnitt.
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Abbildung 52: Auftragung der Zuganglichkeit bzw. der Porositét ¢ gegen den Agaroseanteil im Sol (A) und die Konzentration
an NaCl im Sol bei 4 % Agaroseanteil (B).
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Abbildung 53: Auftragung der Bindungskapazitaten DBC1% und SBC sowie der Konzentration an immobilisierten ProteinA
gegen die Zugénglichkeit fuir die Dextranderivate mit 500 Kg/mol bzw. 2000 Kg/mol.
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Mit steigendem Massenanteil an Agarose ist eine abnehmende Zuganglichkeit der
Dextranderivate, mit einer molaren Masse von 500 Kg/mol bzw. 2000 Kg/mol, erkennbar.
Ebenso sorgt eine steigende NaCl Konzentration in der Agaroselésung wahrend der
Herstellung fur eine Zunahme der Zuganglichkeit der beiden Dextranderivate. Diese Trends

sind aus der Literatur zu erwarten.

Werden die Bindungskapazitdten und die Konzentration an immobilisiertem ProteinA in
Relation zu diesen Parametern betrachtet (Abbildung 53), fallt auf, dass bei sinkender
Zuganglichkeit fur die Dextranderivate die SBC und die Konzentration an immobilisiertem
ProteinA zunimmt. Gleichzeitig nimmt die DBC1o% ab. Insbesondere bei einem Massenanteil
von 4 % Agarose fallt die DBCiov Stark ab.

Diese beobachteten Effekte werden mit der steigenden spezifischen Oberflache der Agarose

Membranen bei sinkender PorengroRRe bzw. dem gesteigerten Massenanteil an Agarose erkléart.

4.3.4 Vergleich der Konzepte aus Kapitel I und Il mit kommerziellen

chromatographischen Medien im Hinblick auf einen product capture Schritt

Werden die Prototypen dieser Arbeit aus Kapitel I und Kapitel Il mit kommerziellen
chromatographischen Medien fir die Affinitatchromatographie, im Hinblick auf ihre
dynamische Bindungskapazitdt (DBCio%), verglichen (Abbildung 54) fallt auf, dass
insbesondere die Agarose Membranen aus Kapitel Il eine starke Steigerung dieser Werte

aufzeigen.

Dabei zeigen alle getesteten chromatographischen Medien aus pordsen Partikeln (MabSelect
SuRe® und MabSelect SuRe® LX, GE Healthcare Europe GmbH sowie ProSep®Ultra Plus,
Merck KGaA) die erwartete Diffusionslimitierung. Lediglich bei Verweilzeiten zwischen 120-
240 Sekunden erzielen diese hohe Werte fiir die dynamische Bindungskapazitét (DBCio%). Die
nicht diffusionslimitierten Membranadsorber (Sartobind® ProteinA Sartorius Stedim Biotech
GmbH und der Prototyp aus Kapitel I) zeigen hingegen eine relativ konstante dynamische

Bindungskapazitat Gber die Verweilzeit.

Insbesondere der Prototyp aus Kapitel | zeigt bei einer Verweilzeit von 60 Sekunden

vergleichbare Bindungskapazitaten zu MabSelect SuRe®. Somit koénnte hier eine Anwendung
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im Bereich von Verweilzeiten unterhalb einer Minute sinnvoll sein, da eine kiirzere Verweilzeit

im chromatographischen Medium gleichzeitig einer kiirzeren Prozesszeit entspricht.

Die Agarose Membran aus Kapitel Il zeigt ebenfalls die erwartete Abhéngigkeit der
dynamischen Bindungskapazitdt von der Verweilzeit. Allerdings liegen, aufgrund der
bikontinuierlichen Struktur der template Membran, die flow-through Poren der Agarose
Membran so, dass die Abstande zwischen den gréfieren Agaroseansammlungen sehr klein sind
und die Diffusion des Antikdrpers in und aus der Agarose sehr viel schneller von statten geht,

als bei konventioneller Chromatographie mit pordsen Partikeln.
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Abbildung 54: Auftragung der DBCio% verschiedener kommerzieller Protein A Affinitatsmedien gegen die Verweilzeit
innerhalb des chromatographischen Mediums.

Basierend auf dem besten, in diesem Vergleich, gemessenen Wert fur chromatographische
Medien in der Protein A Affinitatschromatographie mit pordsen Partikeln (ProSep® Ultra Plus;
57 mg/mL bei 120 Sekunden Verweilzeit Merck KGaA), bietet der hier hergestellte Prototyp
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des Agarose Membranadsorbers eine ca. 37 % hohere Bindekapazitat bei lediglich einem
Zehntel der Verweilzeit. Somit konnte ein product capture Schritt in einem Downstream
Prozess mit dem hier entwickelten Agarose Membranadsorber deutlich schneller sowie in
weniger Zyklen durchgefuhrt werden.

Dies ist an einem modellhaften product capture Schritt eines Beispielprozesses in Tabelle 5
gezeigt. Hierbei wird von einem Feed (verunreinigtes Ursprungsmedium) mit einer
Antikdrperkonzentration von 5 g/L und einem Feed Volumen von 2000 L ausgegangen.
Zusatzlich wird mit funf L chromatographischem Medium und jeweils flinf Membran- bzw.
Saulenvolumen (25L) fur den Equilibrierungsschritt bzw. den Waschschritt und zwei
Membran- bzw. Séulenvolumen (10 L) fiir die Elution gerechnet. Fir den Equilibrierungs- und
Waschschritt wird davon ausgegangen, dass fir die Sdule eine hdhere Flussrate
(funf Saulenvolumen pro Minute) gewéhlt wird, zudem wird ohne den CIP (cleaning in place
mit NaOH) Schritt gerechnet. Es wird zuséatzlich davon ausgegangen, dass nur bis 10 % vor

der DBC1o% beladen wird, um maglichst wenig Produkt im Durchbruch zu verlieren.

Tabelle 5: Modellhafter product capture Schritt in einem Downstream Prozess eines monoklonalen Antikorpers mit einem
kommerziellen chromatographischen Medium aus pordsen Partikeln und den Prototypen aus Kapitel | und Kapitel 1.

Konzentration mAb im Feed [g/L] 5
Volumen Feed [L] 2000
Menge Antikorper [g] 10000
Merck
. . KGaA Protot Protot
Chromatographische Medien ProSep® Kapite)I/pI Kapi teﬁ)l
Ultra Plus
Volumen chrom. Medium [L] 5
DBC10% [mg/mL] 57 16 78
10 % Sicherheitsabstand zum Durchbruch [mg/mL] 51,3 14,4 70,2
Zyklen [-] 39 139 29
Flussrate [L/min] 2,5 25 25
Verweilzeit Beladung [s] 120 12 12
Zeit pro Beladung [s] 1231 35 169
Volumen Equilibrierung & Waschen pro Zyklus [L] 50
Volumen Elution pro Zyklus [L] 10
Zeit pro Equilibrierung & Waschen [s] 120
Zeit Pro Elution [s] 240 24 24
Zeit Pro Zyklus [s] 1591 179 313
Gesamtzeit capture Schritt [h] 17,2 6,9 2,5
Produktivitat [gmab/h] 581 1449 4000
Pufferverbrauch [L] 2340 8340 1740
Lc (Gleichung 7) [mgmD/mL] / 131,7 287,8
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Es ist zu erkennen, dass die Gesamtzeit fiir den product capture Schritt bereits mit den
Prototypen aus Kapitel I deutlich herabgesetzt werden kann (60 %). Hierbei ist allerdings die
deutlich groRBere Anzahl an Zyklen zu beachten. Dies sorgt fur einen deutlich gréReren
Verbrauch an Puffer (72 %), als mit den konventionellen, pordsen Partikeln. Je nach Puffer
stellt dies einen signifikanten Kostenfaktor dar. Der Prototyp aus Kapitel 11, der Agarose
Membranadsorber, hingegen zeigt eine deutliche Verminderung der Gesamtzeit (85,5 %), der
Zyklenanzahl (25 %) sowie des Pufferverbrauchs (25 %) gegeniiber dem hier genutzten

pordsen Partikeln.

Wird die Produktivitat als das Verhéltnis der Masse an aufgereinigtem monoklonalem
Antikorper (mAb) zu der dafir bendtigten Zeit in Stunden definiert, so sind dieselben
Zusammenhange zu erkennen wie zuvor beschrieben. Sie liefern allerdings einen plastischen
Eindruck Uber die Moglichkeiten, die sich mit den Prototypen aus dieser Arbeit ergeben. Fur
den Prototypen aus Kapitel I wird eine Erhdhung der Produktivitat um den Faktor 2,5 und flr

den Prototypen aus Kapitel Il um den Faktor 6,9 erreicht.

4.4 Zusammenfassung Kapitel 11 — Agarose Membranadsorber

In dem hier vorgestellten Kapitel 11 wird die Herstellung und Charakterisierung einer
stationdren Phase, welche aus Agarose, einem Polysaccharid basierten Polymernetzwerk,
mittels templating hergestellt wird beschrieben. Dazu wird eine Vliesgestiitzte Zellulosacetat-
Membran mit dem Agarose Sol vollstandig gefiillt und nach der Gelbildung der Agarose mittels
Dichlormethan wieder herausgeldst. Durch das hier beschriebene Verfahren entstehen flow-
through Poren, welche die Permeabilitat der Agarose Membran bestimmen. Durch die
inhdrenten Poren des Agarose Gels entsteht so eine hohe, diffusiv zugéangliche, spezifische
Oberflache fur die Proteinbindung.

Es kann mittels CgC und CLSM gezeigt werden, dass die flow-through Poren der Agarose
Membran den Stegen der template Membran entsprechen. Des Weiteren kdnnen so die
strukturellen Eigenschaften der Agarose Membran, wie die PorengréRenverteilung und

Permeabilitat, bestimmt werden.

Fur die Immobilisierung von ProteinA kann gezeigt werden, dass die Konzentration an

Natriumhydroxid der dominierende Einflussparameter fiir die Aktivierung der Agarose mit
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reaktiven Epoxidfunktionalitdten ist. Die anschliefend erfolgende Immobilisierung von
ProteinA verlauft proportional zur Epoxiddichte aufgrund der hohen Selektivitat der Reaktion
zwischen Thiol und Epoxid. Ebenso kann gezeigt werden, dass dieser Reaktionsschritt
innerhalb der ersten drei Stunden nahezu vollstandig verlauft.

Die Ligandendichte wiederum beeinflusst die Bindungkapazitaten der Agarose Membran
signifikant. Bei steigender Ligandendichte wird eine steigende Bindungskapazitdt DBCio%
beobachtet. Wohingegen die SBC bei einer Ligandendichte von ca. 17,5 mg/mL in eine
Sattigung eintritt. Dies wird auf die molekularen Zusammenhéange und die unterschiedliche
Erreichbarkeit der Bindungsstellen der einzelnen Liganden, unter Gleichgewichtsbedingungen

und nicht Gleichgewichtsbedingungen, zurlickgefuhrt.

Die Porengrof3e innerhalb des Agarose Gels wird mittels i-SEC abgeschatzt. Hierbei ist zu
erkennen, dass die PorengrofRen bzw. die Zuganglichkeiten fur ausgewahlte Dextranderivate
bei zunehmendem Massenanteil an Agarose im Agarose Sol abnehmen. Gleichzeitig werden
diese mit steigender Konzentration an Natriumchlorid wieder erhoht. Somit kann die
PorengroBe gezielt gesteuert werden. Dies ist von Bedeutung, denn die PorengrofRe des
Agarose Gels ist fur die diffusive Erreichbarkeit der Liganden, innerhalb der angestrebten

Prozesszeit (12 Sekunden), mal3geblich.

Je groRer die Poren innerhalb des Agarose Gels, desto schneller kénnen die Antikdrper in und
aus dem Agarose Gel diffundieren. Dies wird insbesondere bei der abfallenden
Bindungskapazitdit DBCio% mit sinkender Zuganglichkeit fur die ausgewahlten

Dextranderivate deutlich.

AbschlieBend wird die Leistungsfahigkeit der in Kapitel 1 und Kapitel Il hergestellten
Membranadsorber flr einen modellhaften product capture Schritt aufgezeigt. Hierbei wird
deutlich, dass beide stationdren Phasen zu einer Steigerung der Produktivitat gegenuber einer
konventionellen, auf pordsen Partikeln basierten, stationaren Phase fiihren. Dies ist durch die
deutlich kiirzere Verweilzeit innerhalb der stationdren Phase mdglich, da die Struktur beider

Membranadsorber einen schnellen Massentransport zu den Liganden erméglicht.

Allerdings fihrt der Ansatz aus Kapitel | zu einem hoheren Pufferverbrauch, aufgrund der
niedrigeren Bindungskapazitat und der so erhohten Cyclenanzahl. Die Agarose Membran aus

Kapitel Il jedoch flhrt, aufgrund ihrer hoheren Bindungskapazitat (DBCio%), zu einer

102



4. Kapitel 11 — Agarose Membranadsorber

gesteigerten Produktivitat bei niedrigerem Pufferverbrauch, als es bei der hier getesteten
konventionellen stationdren Phase der Fall ist.

Somit ist ein Einsatz dieser Materialien in einem groRtechnischen Prozess sinnvoll, um die

Kosten fiir die Produktion von monoklonalen Antikérpern (mAb's) signifikant zu verringern.
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5. Kapitel 111- 3D Membranstrukturanalyse mittels CLSM

5.1 Einleitung computergestitzte 3D-Strukturanalyse

Wie eingangs bereits beschrieben liefern Ublicherweise verwendete Verfahren zur
Charakterisierung der Porenstruktur von makroporésen Membranen (Kapillarfluss
Porometrie” ">110, BET-Analyse’’, Bubble-Point-Messungen’88)  ausschlieRlich
Integralstrukturparameter. Diese liefern jedoch keine lokal aufgelésten Informationen. Obwohl
diese Informationen sehr bedeutend sind, da sie oft direkt mit der Leistung der Membran
korrelieren, wie in Kapitel | gezeigt. Lokale Strukturinformationen kdnnen allerdings,
insbesondere entlang der Dicke der Membran, sehr hilfreich sein bei der vollstdandigen
Betrachtung und lokalen Verortung dieser Leistung.

Rasterelektronenmikroskopie und CLSM Bildanalysen von unterschiedlich préaparierten
Membranproben werden in der Literatur verwendet, um lokal aufgel6ste Strukturinformationen
zu erzeugen.® 8 Jedoch ist, aufgrund des zweidimensionalen Charakters der REM
Bildgebungstechniken und der berichteten zweidimensionalen CLSM Bilder, eine quantitative
Auswertung der Porenstruktur, aufgrund ihrer strukturellen Komplexitét, nicht moglich.
Basierend auf verschiedenen Methoden der dreidimensionalen Bildgebung und Bildanalyse
wurden alternative Techniken wie Rontgenbeugung®, Abbildung von harzgefiillten
Membranen®-% oder dreidimensionale CLSM entwickelt.®® Alle diese Techniken sind in ihrer
Féahigkeit begrenzt quantitative Strukturinformationen aus den Bildern zu extrahieren. Die
Probenvorbereitung erfordert hierbei oftmals eine kinstliche Konditionierung der Proben weit

entfernt von der jeweiligen Anwendung.

In diesem Kapitel, welches auch als Veréffentlichung in der Literatur zu finden ist?, soll somit
ein Ansatz vorgestellt werden, der eine hinreichend aufgeldste dreidimensionale Darstellung
kommerzieller Membranen®®®1% [iefert und gleichzeitig die Auswertung hinsichtlich
quantitativer Strukturinformationen aus diesen dreidimensionalen Darstellungen ermdglicht.
Somit sollen detaillierte und lokale Struktur-Leistungs-Korrelationen zuganglich werden.
Hierfiir wird die CLSM in Kombination mit computergestutzter Bildauswertung verwendet.
Die dreidimensionalen Darstellungen werden mit zuvor fluoreszenzmarkierten, kommerziellen,
makropordsen Nitrozellulosemembranen erzeugt. Mit einem auf einer vorzeichenbehafteten

Abstandsfunktion und einer Medialachse fur jede Pore basierenden Algorithmus, kénnen
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Kugeln in die pordse dreidimensionale Struktur eingepasst werden. Anhand der
GroRenverteilung dieser Kugeln wird die PorengréRenverteilung der Membran auf lokaler
Ebene bestimmt. Um die aus der CLSM erhaltenen dreidimensionalen Darstellungen zu
validieren, werden typische Membrancharakteristika, wie die spezifische Oberflache, die
PorengroRenverteilung und die Permeabilitdit der Membran, mit experimentellen Werten

verglichen.

In dieser Studie wird eine kommerziell verfligbare, makropordse Nitrozellulosemembran
untersucht. Diese Membran wird Ublicherweise in lateralen Durchfluss Immunoassays, z.B. bei
Tests zum Nachweis von Schwangerschaften, Drogen oder Infektionskrankheiten verwendet.
Die makropordse Nitrozellulosemembran sorgt hierbei flr einen kapillargetriebenen Transport
der Probenflussigkeit. Nitrozellulosemembranen weisen zudem eine relativ hohe
Bindungskapazitat fir Proteine auf, ohne die Aktivitdt des gebundenen Proteins zu
beeinflussen. Somit kénnen Antikérper auf die Membran gedruckt werden©8.169,

Die hier untersuchte Membran soll im Kontext dieser Arbeit als Modellmembran dienen, um
die beschriebene Technik zu entwickeln. Die gewahlte Membran eignet sich hierfir besonders,
da sie eine homogene Struktur sowie eine geringe Dicke besitzt. Zusatzlich ist diese Membran,
im Hinblick auf die hier untersuchten Charakteristika, bereits gut charakterisiert. Dieser Ansatz

ist so ausgelegt, dass er auch auf Membranadsorber, wie in Kapitel Il gezeigt, anwendbar ist.

5.2 Materialien und Methoden

Alle Experimente werden mit der Unisart©140 (Sartorius Stedim Biotech GmbH; 8 um
nominelle PorengroRe; 142 um Dicke; Abbildung 55), einer kommerziell erhaltlichen,
Nitrozellulose basierten Membran, durchgefiihrt. Alle experimentellen Messungen werden an
denselben Membranproben durchgefuhrt, um Schwankungen der Messergebnisse, die durch

eine Inhomogenitat der Membran verursacht werden kdnnten, zu vermeiden.

Es werden acht Membranstanzlinge (jeweils 47 mm Durchmesser) genutzt, um die Porositat,
die Permeabilitat und die spezifische Oberflache zu bestimmen. Im Anschluss werden aus dem
Zentrum jedes Stanzlings kleinere (jeweils 25 mm Durchmesser) Stanzlinge genommen. Mit
diesen wurde die PorengroRe tber die Kapillarfluss Porometrie (Abschnitt 3.2.3.10) bestimmt.

Aus diesen Stanzlingen werden dann jeweils 2 Stanzlinge (jeweils 10 mm Durchmesser) flr
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die CLSM-Experimente genommen. Sofern nicht anders angegeben wird die vorliegende
Membran mit den bereits in Kapitel I (Abschnitt 3.2.3) und Kapitel Il (Abschnitt 5.2)
beschriebenen Methoden charakterisiert.

Abbildung 55: REM Aufnahme der in diesem Kapitel verwendeten Membran Unisart©140.

5.2.1 Materialien

Tabelle 6: In Kapitel 111 genutzte Chemikalien mit Hersteller und CAS-Nummer.

Chemikalie CAS-Nr. Hersteller
Kupferchlorid (97%) 7447-39-4 Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Dinatriumhydrogenphosphat (98%) 7782-85-6 Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Alexa Fluor® 594 NHS-Ester / Thermo Fisher Scientific GmbH
Kaliumdihydrogenphosphat 7778-77-0 Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(99,5%)
Leica Typ F Immersion Qil / Leica Microsystems GmbH
(RI: 1,512)
konz. Salzséure (32%ig) 7647-01-1 Carl Roth GmbH
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5.2.2 3D Rekonstruktionen aus der Confocal-Laser-Scanning Mikroskopie
(CLSM)

Wie zuvor beschrieben werden flr die CLSM Experimente Membranstanzlinge mit 10 mm
Durchmesser verwendet. Die Messungen selbst werden jeweils im Zentrum des Stanzlings

aufgenommen.

Um die Membran im CLSM sichtbar zu machen, ist die Immobilisierung eines Fluorophors
notwendig. Hierflr werden die Membranen nach einem modifizierten Protokoll aus der
Literatur'™ jeweils fiir 16 Stunden in 1 mL einer Losung aus 1 M HCI und 1 M Cu(l)ClI
geschuttelt, um die Nitrogruppen auf der Oberflache zu primaren Aminen umzusetzen. Im
Anschluss werden die Membranen 30 Minuten unter flieBend ROW gewaschen und im Ofen
bei 80 °C fur 30 Minuten getrocknet. Die getrockneten Membranstanzlinge werden dann in
1 mL einer wassrigen Losung aus 1M KPI; pH 7,0 und 32,5 mg/L Alexa Fluor® 594 NHS-
Ester, fur 2 Stunden geschittelt. Im Anschluss werden die Membranen dreimal 30 Minuten

unter flieBend ROW gewaschen und im Ofen bei 80 °C fiir 1 Stunde getrocknet.

Die so praparierten Membranstanzlinge werden fur die CLSM Experimente auf Objekttrager
(Fisher Scientific GmbH, Ultra White Glass; 75 x 25 x 1 mm) gelegt und mit Immersionsol
(Leica Microsystems GmbH Typ F; Brechungsindex von 1,512) benetzt. Im Anschluss wird
ein Deckglas (Fisher Scientific GmbH; 20 x 20 x 0,25 mm) auf der Membran positioniert und
die Rander mit Zweikomponentenkleber versiegelt. Da das Immersionsél einen identischen
Brechungsindex zur Membran aufweist, wird diese transparent und ermdglicht so eine
vollstdndige Penetration des Lasers (iber die komplette Dicke der Membran (142 pm), wéhrend

die Strukturinformation tiber die immobilisierten Fluorophore sichtbar bleibt.®

Die in diesem Kapitel durchgefiinrten Experimente werden mit einem Leica TCS SP8
Mikroskop durchgefihrt. Fur samtliche Messungen wird ein DPSS Laser, mit einer emittierten
Strahlung von 561 nm und ein 63xOl-Objektiv (HC PL APO 63x/1.40 Ol CS2; Leica
Microsystems GmbH) mit einem maximalen Arbeitsabstand von 1,4 mm, verwendet. Das
pinhole wird bei 95,6 um und der smart gain (photomultiplier Detektorspannung) bei 650 V
festgesetzt. Die GroRe der Bilder betragt in allen Féllen 256x256 Pixel. Dies entspricht einer
Kantenlange fur die x- und y-Ebene von 61,56 um. Fir jeden Stanzling werden insgesamt 590

Bilder in der Z-Ebene aufgenommen. Dies entspricht einer Penetrationstiefe von 141,89 um.
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Abbildung 56: Bestimmung des oberen threshold Wertes iber den Vergleich der Porositaten aus der computergestiitzten
Charakterisierung und dem experimentell gemessenen Wert.!

Insgesamt werden so 16 Bildstapel im Zentrum der Stanzlinge aufgenommen, um eine
statistische Evaluation durchfiihren und eine experimentelle Standardabweichung berechnen

zu konnen.

Um die so erhaltenen Bildstapel in eine dreidimensionale Rekonstruktion tberfiihren zu
konnen, ist eine Bildbearbeitung und vor allem eine Uberfiihrung in binare Bilder notwendig,
um exakt zwischen Struktur und Porenraum unterscheiden zu kdnnen. Die Bildstapel werden
dafiir zunachst mittels median-Filter (2 Pixel) geglattet, um das Signal zu Rausch Verhéltnis
zu verbessern. Im Anschluss wird der threshold (Grenzwert) fiir die Uberfilhrung in binére
Bilder auf 0 als untere Grenze bzw. 170 als obere Grenze gesetzt. Der obere threshold wird
hierbei im Vorfeld Gber die Porositat der computergestiitzten Auswertung (Abschnitt 5.2.3)
und der experimentell gemessenen Porositat bestimmt (Abbildung 56). Dieses Referenzieren
auf einen experimentell gut zugénglichen Wert ist notwendig, da der threshold einen grof3en
Einfluss auf das Ergebnis und die dem Ergebnis zugrundeliegende Struktur der Rekonstruktion
hat. Die binarisierten Bildstapel kdnnen dann anschliefend in die dreidimensionalen
Rekonstruktionen Uberfuhrt werden (Abbildung 57). Fir die beschriebene Bildbearbeitung

wird in allen Féllen ImageJ (Version 1.51j8) genutzt.
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Abbildung 57: Beispielhafte Bildbearbeitung fiir die dreidimensionale Rekonstruktion aus CLSM Bildstapeln.t

5.2.3 Computergestitzte Charakterisierung (CgC) der 3D Rekonstruktionen

Die computergestltzte Charakterisierung (CgC) der dreidimensionalen Rekonstruktionen
beinhaltet numerische Flussigkeits-Fluss-Simulationen sowie verschiedene, im Weiteren naher
erlauterte, Nachbearbeitungsschritte. Beide sind in der Simulationsumgebung PACE3D?
enthalten, die in dieser Arbeit verwendet wird. Fir die Charakteristika Porositat und spezifische
Oberflache werden 16 dreidimensionale Rekonstruktionen vermessen, um die experimentelle
Standardabweichung bestimmen zu koénnen. Fir die Permeabilitit und die
PorengroRenverteilung werden lediglich finf Rekonstruktionen vermessen, da der
Rechenaufwand fir diese Messungen deutlich hoher ist, als fur die Porositat und die spezifische
Oberflache. Um auch fir diese Werte eine plausible, experimentelle Standardabweichung
bestimmen zu konnen, werden funf verschiedene dreidimensionale Rekonstruktionen aus den

Ergebnissen der 16 bestimmten Porositaten ausgewahlt.

Hierbei werden die zwei Rekonstruktionen mit den hochsten, die zwei Rekonstruktionen mit
den Kkleinsten sowie eine Rekonstruktionen mit der mittleren Porositét fur die weitere Analyse
der Permeabilitdt und der Porengrof3enverteilung herangezogen. Um den Einfluss der
geometrischen Inhomogenitat der Membranstruktur zu reduzieren wird in dieser Arbeit im

Vorfeld ein reprasentatives Volumenelement (RVE) bestimmit.
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Abbildung 58: Bestimmung des reprasentativen Volumenelements (RVE); Das RVE ist bei einer Kantenldnge von 14,4 pm
erreicht.!

Dies entspricht somit dem minimalen Volumenelement, welches flr eine statistisch
représentative CgC Analyse genutzt werden sollte. Das RVE wird hierbei bestimmt, indem die
Kantenlange des analysierten Volumenelementes schrittweise vergroRert wird, bis die
Standardabweichung fiir die Membrancharakteristika Porositdt und spezifische Oberflache
unter 5 % fallt."*12 Es werden 50 Volumenelemente von 5-25 um Kantenlange untersucht,
wahrenddessen wird die Auflosung bei 240 nm/Pixel konstant gehalten. Eine schematische
Darstellung ist in Abbildung 58 dargestellt und zeigt das erhaltene RVE von 14,4 um. Dies
zeigt, dass die genutzten Reprasentationen von 61,56 x 61,56 x 141,89 um reprasentativ sind

in Bezug auf ihr Volumenelement und die Heterogenitat der Membranstruktur.
5.2.3.1 Porositat bestimmt durch CgC

Die Porositét Pcgc wird aus dem Verhéltnis des Porenvolumens Vp zum totalen Volumen der
Reprasentation V; bestimmt.

SIS

P cgc = (31)
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Die Porositat wird hierbei iber ein Aufsummieren der VVoxel beider VVolumina berechnet, da
die dreidimensionalen Rekonstruktionenen Voxel basiert sind. Voxel ist hierbei die

Beschreibung flr einen dreidimensionalen Pixel.

5.2.3.2 Spezifische Oberflache bestimmt durch CgC

Die spezifische Oberflache Scgc wird als Verhaltnis der inneren Oberflache S; der

Membranstruktur zum totalen VVolumen V: der Représentation bestimmt.

S;
SCgC = Vt (32)

Die innere Oberflache S;i wird bestimmt, indem die Grenzen zwischen der Struktur und dem
Porenbereich mit einem Gaufschen Filter verwischt werden, um eine diffuse Grenzflache zu

erhalten. An dieser werden anschlieRend Oberflachennormalen berechnet und aufsummiert.

5.2.3.3 Permeabilitat bestimmt durch CgC

Die Permeabilitdt Pcgc der dreidimensionalen Rekonstruktionen fir ROW, wird (ber eine
numerische Losung der Stokes Gleichung im Porenraum bestimmt. Mit der Annahme, dass
niedrige lineare Stromungsgeschwindigkeiten (<1 m/s) in den Poren vorherrschen, sind die
resultierenden advektiven Tragheitskrafte, im Vergleich zu den viskosen Kraften, klein. Daraus
ergibt sich eine niedrige Reynolds-Zahl (Re << 1) fiir das Stromungsproblem. Die advektive
Kraft kann dann vernachlassigt werden und die vollstdndige Navier-Stokes-Gleichung kann zu

der folgenden Stokes-Gleichung linearisiert werden.

nV2u—Vp =0 (33)

V-u=20 (34)
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Abbildung 59: Beispielhafte Fluss-Simulation in Durchflussrichtung (z-Ebene).!

Fur die verbleibenden Grenzen wird die Gleitbedingung festgelegt. Das Geschwindigkeitsfeld,
welches sich bei einem gegebenen Druckgradienten Vp einstellt, wird fur die
Permeabilitatsbestimmung, unter Verwendung des Darcy-Gesetzes, verwendet.'”® Hierbei ist |
die Lange bzw. die Dicke der Membran.

l
chc=u'n'% (35)

FUr numerische Stréomungssimulationen ist es, neben einer minimalen physikalischen
Kantenldnge des RVE, wichtig, eine sinnvolle numerische Auflésung fiir den Porenraum zu
verwenden, um Diskretisierungsfehler beim numerischen Losen der Gleichung 33 zu
minimieren. Im Gegensatz zu der gegebenen rdumlichen Auflésung der Bilder kann die
numerische Auflésung durch Erhéhen der Anzahl von Voxeln modifiziert werden, um das
Berechnungsgitter fir den Porenraum in der 3D-Mikrostruktur darzustellen. Als eine Folge
andert sich auch die VoxelgréRe. Um die erforderliche minimale Voxelgrél3e zu bestimmen,
wird ein 3D-Schnitt von 26,4 x 26,4 x 141,89 um der Membranstruktur extrahiert. In diesem
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wird die VoxelgroRe schrittweise verringert, wahrenddessen die Anzahl der Voxel zunimmt.
Um die Erhaltung der Morphologie der Rekonstruktion zu gewahrleisten, wahrend die
numerische Auflésung geéndert wird, werden die binarisierten dreidimensionalen Daten durch
einen Gaul'schen Filter zuerst diffus dargestellt. AnschlieBend wird die Gitterverfeinerung
erhalten, indem die DomanengrofRe um das 2,4- und 5-fache erhéht wird, wobei jedes Mal eine

trilineare Interpolation der urspriinglichen unscharfen Werte auf dem verfeinerten Gitter erfolgt.
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Abbildung 60: Bestimmung der minimalen VoxelgréRe der untersuchten Membranstruktur.!

Als abschlieRender Schritt wird die verfeinerte Doméne erneut bindrisiert. Beginnend mit einer
VoxelgrélRe von 240 nm wird die Permeabilitat fur jede numerische Auflésung berechnet.
Unter der Annahme einer maximalen relativen Abweichung, mit der niedrigsten numerischen
Auflésung, nimmt der relative Fehler fir die Permeabilitdtswerte mit zunehmender
numerischer Auflésung ab. Der relative Fehler betrégt fir die VoxelgroRe von 60 nm auf 48 nm
lediglich noch 1,67 %, wodurch die minimal erforderliche numerische Auflésung

gekennzeichnet wird.

Die Bestimmung der Permeabilitdtswerte und der entsprechenden relativen Abweichungen
sind in Abbildung 60 dargestellt. Um den Diskretisierungsfehler fir die

Permeabilitatsschatzungen zu minimieren wird ein diskretes Gitter mit ungefahr 221 Millionen
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Berechnungspunkten benétigt. Fur die numerischen Simulationen werden 193 CPU's des

ForHLR Il Supercomputers in Karlsruhe parallel verwendet.

5.2.3.4 Bestimmung der PorengroRenverteilung mittels CgC

Fur die Bestimmung der PorengroRenverteilung auf der Mikroskala wird ein
Bildverarbeitungsverfahren entwickelt. Diese Methode kann in drei Verarbeitungsschritte

unterteilt werden:

i) Losen einer vorzeichenbehafteten Abstandsfunktion (SDF)

ii) Bestimmung der medialen Achse (MA)

iii) Filtern der Losung der vorzeichenbehafteten Abstandsfunktion durch die Medialachse

Mit der vorzeichenbehafteten Abstandsfunktion (SDF) f(x) kann die kiirzeste euklidische
Entfernung zum néchsten Punkt, basierend auf der binaren Darstellung der Mikrostruktur g(x)
und innerhalb der Grenze 6sQ einer Domane, berechnet werden.t’*1"™> Wird die SDF durch
f(x) = g(x) initialisiert, kann die Entfernung jedes Punktes zur Grenzflache beider Phasen,
durch Einstellen der GroRe des Gradienten des Normalvektors relativ zur Grenzflache,
berechnet werden (Gleichung 37). Die Ldsung dieser Bedingungen wird durch eine iterative
Losung einer partiellen Differentialgleichung im dreidimensionalen Raum erreicht
(Gleichung 37).

Vf)| =1 (36)

0
) S(f) - sign(f) - (1 = |Vf (D) (37)

ot
_ f
D e

(38)

Hierbei unterscheidet die Funktion sign die diskreten Bereiche der Membranstruktur
voneinander. Ist sign = 1, so wird die Funktion im Porenraum gel6st, ist sign = 0 beschreibt
diese den Grenzbereich zwischen Porenraum und Membranstruktur und ist sign = —1 so
beschreibt diese die Membranstruktur selbst. S(f) beschreibt in Gleichung 37 und 38 eine
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sogenannte Schmierfunktion, welche in diesem Zusammenhang die Grenzflachen fir die
Losung der SDF Funktion fixiert. Die partielle Differentialgleichung (Gleichung 33) wird

mittels Godunov's upwind difference scheme gelost.1"

Pore Q+

Membranstruktur
QO R 0~

N

0,2

/

Medialachse

Euklidisches Distanzfeld [-]
E
0 4

(a) (b) ()

Abbildung 61: Schematische Darstellung des Prozesses fir die CgC Bestimmung der PorengréRenverteilung einer Doméne Q
mit der Oberflache 5sQ. Bestimmung der Medialachse (a), Losung der SDF (b), Filtern der SDF mit der Medialachse (c).!

Um die Medialachse zu bestimmen wird an jedem Punkt der dreidimensionalen Struktur eine
Sphare eingefiigt. Berthrt die Sphare die Membranstruktur an mehr als einem Punkt, so ist dies
die maximale Sphare fur diesen Punkt der Struktur. Die Medialachse ist definiert, als der Ort
aller Mittelpunkte der maximalen Spharen und verlauft somit im Mittel der Porenstruktur jeder

Pore.

Die so erhaltene Medialachse wird mittels Ausdinnungsalgorithmen extrahiert, welche zu
einfachen Linien fuhren, welche die topologischen Eigenschaften erfillen. Jedoch liefern diese
keine Informationen Uber Entfernungen zwischen Medialachse und Porenwand. Um zu
erreichen, dass die Topologie der Membranstruktur erhalten bleibt und gleichzeitig
parametrisch reprasentiert und somit charakterisiert wird, wird die vorzeichenbehaftete
Abstandsfunktion mit der Medialachse Uberlagert. Der angewendete Algorithmus fiir das

Ausdiinnungsverfahren basiert auf Lees Algorithmus!’’.
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Bei diesem wird durch symmetrisches Erodieren die Oberflache der Geometrie auf die
Topologie der resultierenden diinnen Linie projiziert.'”® Die Kombination aus SDF und
Medialachse liefert somit einen Ausdruck fiir die PorengroRenverteilung der Membranstruktur.
Dafiir wird zuerst die partielle Differentialgleichung (Gleichung 33) geldst, um das euklidische
Distanzfeld zu erhalten.

Im Anschluss wird das euklidische Distanzfeld mit den Punkten aus der Medialachse gefiltert.
Die daraus resultierenden Distanzen werden anschlielend als Radien der Poren interpretiert,

wahrend die genaue Position dieser Porenradien aus der Medialachse hervorgeht.

Lokaler Porendurchmesser [pum]
0.24 I D 334

Abbildung 62: Illustration der SDF mit Uberlagerter Medialachse und angaben der lokalen Porendurchmesser eines
Beispielhaften Auschnitts einer dreidimensionalen Rekonstruktion aus den CLSM Messungen.!

Mithilfe dieser Methode wird der Porenraum von vielen unterschiedlich grofRen Kugeln
durchsetzt (Abbildung 62), wobei sich benachbarte Kugeln tberlappen dirfen. Somit sind auch
lokale Informationen Uber die PorengroRen sowie die allgemeine Information Uber die
PorengroRenverteilung und die resultierende mittlere Porengréfie zugéanglich.

Abbildung 61 veranschaulicht das gesamte Verfahren durch Vereinfachung des Porenraums
der komplexen Membranstruktur zu einem einfachen zweidimensionalen Rechteck
wéhrenddessen Abbildung 62 das Ergebnis in der komplexen dreidimensionalen Struktur
aufzeigt. Hierbei wird der Pfad der Medialachse durch Kiigelchen visualisiert, die den

Durchmesser der Poren durch die entsprechenden lokalen Farben aufzeigen.
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5.3 Ergebnisse und Diskussion

Die physikalische Charakterisierung der Porositat und der spezifischen Oberflache werden
durch Wiegen der trockenen und wasserbenetzten Membran und Messen der BET-
Stickstoffadsorption durchgefiihrt (Abschnitt 3.2.3).

Im Gegensatz zu diesen Methoden bietet die hier vorgestellte CgC die Moglichkeit die
Membraneigenschaften global oder lokal auf der Mikrometerskala und in Bezug auf jede Achse
der Membran zu berechnen (Abbildung 63).

Die aus der CgC bestimmte Gesamtporositit der Membran stimmt, aufgrund des
Referenzierens des thresholds tber die experimentell bestimmte Porositat (Abbildung 56), wie
zu erwarten gut mit den experimentellen Messungen (berein (Tabelle 7). Die lokale
Bestimmung Uber die z-Achse zeigt, dass die Membran eine homogene Porositét tUber der z-
Achse aufweist. Der beobachtete Anstieg am oberen bzw. unteren Rand der Membran ist
vermutlich auf die Unebenheit der Membranoberflache zurtickzufuhren (Abbildung 63). Die
lokale Bestimmung der spezifischen Oberflache durch die CgC zeigt das erwartete

antiproportionale Verhalten gegentiber der lokalen Porositét.
Tabelle 7: Experimentell und tber CgC bestimmte Charakteristika der untersuchten Membran, Porositatshestimmung (PB),

spezifische Oberflache (BET), Wasser (ROW) Permeabilitdtsmessungen (WPM), Kapillarfluss Porometrie (KFP) und
computergestiitzte Charakterisierung (CgC).!

Eigenschaft PD BET WPM KFP CgC
Porositét [-] ~ 0,82+0,02 / / / 0,79+0,02
spezifische Oberflache
[m2/mL] / 0,69+0,09 / / 0,27+0,02
Permeabilitat (ROW)
[x10m?] / / 9,92+0,96 / 9,41+1,22
mittlere PorengroRe [um] / / / 3,05+0,09 @ 3,74+0,19

Es ist deutlich zu erkennen, dass die untersuchte makropordse Membran keinen signifikanten
Gradienten hinsichtlich der Porositdt und der spezifischen Oberflache Uber die Dicke der
Membran aufweist. Dies kann durch herkémmliche Porositatsbestimmung oder die BET-
Analyse nicht gezeigt werden. Der absolute Wert fir die, durch CgC bestimmte, spezifische
Oberflache ist jedoch signifikant kleiner als jene aus den Stickstoffadsorptionsversuchen
(Tabelle 7). Eine Erklarung ist, dass die Auflésung der Bilder durch CLSM nicht hoch genug
Ebene, i

Die Oberflachenrauigkeit hat keinen

ist, um die Oberflachenrauigkeit ~ auf  molekularer wie in

Stickstoffadsorptionsexperimenten, darzustellen.
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signifikanten Einfluss auf Porositéat, Wasserpermeabilitat und PorengroRenverteilung aus den
CgC-Bestimmungen, aber in Bezug auf die spezifische Oberflache fuhrt es zu einer
unterschatzten Oberflache in der CgC im Vergleich zur BET-Analyse.

—m—spez. Oberflache
......... mittlere spez. Oberflache

160 —— Porositat
— — mittlere Porositat
<140 - : '
~i 1
120 e‘.lu
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100 = im
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spez. Oberflache [m’mL™]
Porositat[-]

Abbildung 63: Porositat und spezifische Oberflache entlang der z-Achse der untersuchten Membran im Vergleich zu einer
REM Querschnitts Aufnahme (155 pm Hohe x 165 pm Breite) des selben Stanzlings.*

Die Wasserpermeabilitdtssimulationen werden mit einer Auflésung von 48 nm
Voxelkantenlange durchgefiihrt (Abbildung 60). Die Permeabilitat aus der CgC, in Tabelle 7
angegeben, stimmt sehr gut mit den experimentell bestimmten Werten (berein. Die
quantifizierte Wasserpermeabilitat bestatigt somit die dreidimensionale Morphologie sowie die
ermittelten Strukturmerkmale. Die PorengrofRenverteilung wird an den gleichen funf
Rekonstruktionen bestimmt, welche auch fir die Simulationen der Permeabilitat verwendet
werden. Um eine bessere Vergleichbarkeit der hier dargestellten Ergebnisse zu gewéhrleisten,
sind in Abbildung 63, Abbildung 64 und Abbildung 65 die exemplarischen Ergebnisse

desselben Membranstanzlings gezeigt.

In Abbildung 64 ist die aus der CgC bestimmte PorengréRRenverteilung relativ und kumulativ
dargestellt. Die mittlere PorengroRe der Membranrekonstruktion wird zu 3,59 um bestimmt.

Eine Normalverteilung spiegelt die Ergebnisse fir die relative PorengréRenverteilung gut

wider.
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8
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Abbildung 64: Relative und kummulative PorengréfRenverteilung (PGV) aus der CgC, die hieraus bestimmte mittlere
PorengroRe betragt 3,59 um.t
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Abbildung 65: Vergleich der bestimmten PorengréfRenverteilungen (PGV) uber die CgC und der experimentell bestimmten
PGV aus der Kapillarfluss (KF) Porometrie.!
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Als mittlere Porengrolie wird hierbei der Massenschwerpunkt der Normalverteilung angegeben.

Dies zeigt, dass die Porengrofien symmetrisch um die mittlere PorengroRe verteilt sind.

Ein Vergleich der, Gber die Normalverteilung angepassten, Verteilung aus der CgC und der
experimentellen PorengrofRenverteilung aus der Kapillarfluss Porometrie zeigt, dass die
experimentell beobachtete mittlere Porengrofie der Membran kleiner ist als die CgC-Daten
(Tabelle 7). Die experimentellen Ergebnisse zeigen weiterhin eine schmalere

PorengroRenverteilung im Vergleich zur CgC-Analyse.

5.4 Zusammenfassung Kapitel 111 — 3D Membranstrukturanalyse mittels
CLSM

Die vorgestellte computergestitzte Charakterisierung (CgC) wird erfolgreich zur
Charakterisierung einer makropordsen Nitrozellulose Diagnostikmembran eingesetzt.
Typische Membranstruktureigenschaften wie die Porositat, die spezifische Oberflache und die
PorengréRenverteilung werden in Ubereinstimmung mit den experimentellen Ergebnissen
bestimmt, welche durch Gblicherweise genutzte Membrancharakterisierungsverfahren erhalten

werden.

Zusatzlich wird die Permeabilitat mit einem Stokes Ansatz simuliert, um die dreidimensionalen
Rekonstruktionen weiter zu evaluieren. Diese Ergebnisse stimmen gut mit experimentellen
Messungen Uberein. Die vorgestellte Methode ist in der Lage, Ergebnisse mit géngigen
Techniken zu reproduzieren und darlber hinaus graduelle Verdnderungen der Porositat und der
Membranstruktur mit einer lokalen Parameteranalyse entlang der z-Achse (Abbildung 63) zu

quantifizieren.

Dieser neue Ansatz, welcher experimentelle und computergestiitzte Methoden miteinander
kombiniert, ermdglicht eine quantitative Bewertung der Heterogenitaten einer makropordsen
Membranstruktur. Zukinftig kdnnen Untersuchungen mittels CgC verwendet werden, um flr
spezifische Membrantypen den shape Faktor fur die Kapillarfluss Porometrie zu bestimmen.
Dies wirde eine dreidimensionale Betrachtung der Form einer Pore in einer Membran

ermdglichen anstelle der heutzutage (iblichen zweidimensionalen Betrachtung einer Pore.11%:162
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6. Zusammenfassung und Ausblick

Die Entwicklung nicht partikularer chromatographischer Medien mithilfe von Matrix
gestutzten Polymernetzwerken ist ein vielversprechender Ansatz das, zu Beginn
angesprochene, Downstream bottleneck zu Uberwinden. In dieser Arbeit werden zwei
unterschiedliche Techniken zur Herstellung nicht partikulérer chromatographischer Medien
untersucht, um die angestrebte Leistungssteigerung chromatographischer Medien im product
capture Schritt zu erreichen. Zum einen die Modifizierung vernetzer Zellulosemembranen mit
Methacrylat basierten Polymernetzwerken, wobei die Membran selbst als Stltzmatrix dient
und zum anderen die Herstellung von Agarose Membranadsorbern, bei denen die Agarose ein
Polysaccharid basiertes Polymernetzwerk ausbildet und ein in die template Membran integral

eingebrachtes Vlies als Stiitzmatrix dient.

In beiden Féllen kann eine deutliche Leistungssteigerung (Lo und Lc; Gleichung 6 und 7)
gegenuber kommerziellen Membranadsorbern festgestellt werden (Abbildung 54, Tabelle 5).
Im Fall der Agarose Membranadsorber kann sogar eine deutliche Steigerung der Produktivitat
(in gman/h um den Faktor 6,9) anhand eines modellhaft beschriebenen product capture Schrittes,
gegeniber eines kommerziellen chromatographischen Mediums, aus pordsen Partikeln, gezeigt
werden. Zuséatzlich eignen sich beide, in Kapitel I und Il hergestellten, Prototypen als plug-
play und single-use Produkt. Diese kdnnten somit direkt nach Anlieferung genutzt und nach
Nutzung entsorgt werden, um arbeits- und Kostenintensive Reinigungs- bzw.

Validierungsschritte im product capture Schritt zu vermeiden.

In Kapitel 11l wird eine Methode zur Charakterisierung makropordser Polymermembranen
anhand einer Nitrozellulose basierten Modellmembran vorgestellt. Diese ist in der Lage, Uber
dreidimensionale Rekonstruktionen aus der CLSM, die Struktur der Membran auch lokal zu
beschreiben und somit neue Mdoglichkeiten in der vollumfanglichen Betrachtung und dem
damit einhergehenden Prozessverstdndnis fir makroporose Polymermembranen im
Allgemeinen bietet. Die direkte Ubertragung der entwickelten Methode auf andere
Membrantypen wird anhand der Agarose Membranen gezeigt. Dies ist von besonderer
Bedeutung, da Agarose basierte Polymernetzwerke im trockenen Zustand nicht stabil sind und
eine Charakterisierung mit herkdmmlichen Methoden somit nicht zielfiihrend ist. Durch die
Toleranz der CLSM fir jegliche Lésungsmittel kann die Agarose Membran somit auch im

ROW benetzten (nassen) Zustand vermessen und charakterisiert werden.
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Mithilfe der hier entwickelten Methoden aus Kapitel | ist eine Funktionalisierung einer
Membranoberflache zukinftig sehr leicht zugénglich. In Einzelversuchen, auf welche in dieser
Arbeit nicht eingegangen wird, kann gezeigt werden, dass auch Membranen und Vliese aus
anderen Materialien wie z.B. Polyethersulfon, Nylon, Zellulosenitrat, Zelluloseacetat und
Polyethylenterephthalat mithilfe dieser Methode funktionalisiert werden kdnnen. Zuséatzlich
kann die spezifische Oberflache erhéht werden, ohne die Permeabilitat der Membran stark

abzusenken.

Die in Kapitel 1l vorgestellte Methode zur Herstellung von Agarose Membranadsorbern zeigt
in Bezug auf ihre Bindungskapazitaten und Permeabilitdt herausragende Leistungswerte. Mit
weiterer Forschung an solchen Materialen, insbesondere im Hinblick auf ihre groRtechnische
Produktion, konnte eine vollig neue Art chromatographischer Affinitdtsmedien den
Downstream Prozess revolutionieren und das Downstream bottneneck, zumindest teilweise,
beheben.

Mithilfe der in Kapitel 111 beschriebenen Methode kdnnten template Membranen in Zukunft
direkt auf ihre performance als Agarose Membran bewertet werden und eine Entwicklung
neuer template Membranen mit vorteilhaften Eigenschaften fur die Agarose Membran weiter
vorantreiben. So ware eine weitere Steigerung der Permeabilitat, Gber die Steigerung der

Stegdicke der template Membrane, maoglich.

Die in Kapitel 1l beschriebene Methode eignet sich dariiber hinaus auch fir Membranen
anderer Applikationen, wie der Chromatographie oder lateral flow Tests. So ist auch eine
Anwendung dieser Methode fiir die Filtration und eine lokale Verortung von Ablagerungen der
Filtrationsmembranen denkbar. Zusétzlich ist auch hier keine Einschrankung bei den
verwendeten Materialien zu erkennen, da lediglich ein Losungsmittel mit dem Brechungsindex
des Membranmaterials und eine Mdglichkeit zur Immobilisierung von Fluorophoren benétigt

werden.
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7. Abkirzungsverzeichnis

BCA
BET
bzw.
CgC
CIP
CLSM
CPU
Cu(l)Cl
DBCio%
DBC1o0%
DCM
Dn
DNA
DOE
EDMA
GMA
HCI
HCP
HIC
HPLC

IEX

bicinchoninic acid

Brunauer-Emmet-Teller

beziehungsweise

computergestutzte Charakterisierung

cleaning in place

confocal-laser-scanning microscopy

central processing unit

Kupfer(I)Chlorid

dynamic binding capacity at 10 % breakthrough
dynamic binding capacity at 100 % breakthrough
Dichlormethan

Hydrodynamischer Durchmesser
Desoxyribonukleinséure

design of experiment
Ethylenglycoldimethacrylat
Glycidylmethacrylat

Salzséure

host-cell proteins

hydrophobic-interaction chromatography

high performance liquid chromatography

ion-exchange
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IgG Immunglobulin G

i-SEC inverse size exclusion chromatography
KFP Kapillarfluss-Porometrie

KPI Kaliumphosphat

LD-PE low-density polyethylen

LM Lésungsmittel

MA Medialachse

mAb’s monoclonal antibodys

PBS phosphate buffered saline

PD porosity determination

PGV PorengroRenverteilung

PIPS polymerization induced phase separation
REM Rasterelektronenmikroskopie

RNA Ribonukleinsdure

ROW reverse-osmosis water

rpm revolutions per minute

RT Raumtemperatur

RVE reprasentatives Volumenelement

SBC static binding capacity

SDF signed distance function

SEM scanning electron microscopy

STED stimulated emission depletion microscopy
TCEP Tris(2-carboxyethyl)phosphin
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u.a. unter anderem

uv Ultraviolett

Vis visible

WPM Wasser Permeabilitatsmessungen
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12. Anhang

12.1 Anhang zu Abschnitt 3.3.2

Tabelle 8: Versuchsbedingungen und Messdaten zu Abschnitt 3.3.2.

Versuch Oberflache Pfropfgrad Permeabilitat Anteil Leistung
[m2/mL] [90] [mD] Monomer&  [mDm?/mL]
Vernetzer
[v%6]
1 3,42 4,2 6,2 9,4 21,1
2 5,58 22,5 59 9,4 33,0
3 2,85 51 7,8 11,9 22,2
4 4,37 25,4 58 11,9 25,5
5 3,94 14,8 6,9 19,4 27,1
6 6,92 35,0 3.9 19,4 27,1
7 3,56 13,8 58 21,9 20,8
8 6,64 447 3,3 21,9 21,9
9 3,58 18,6 4,8 15,6 17,2
10 5,21 21,5 52 15,6 27,0
11 5,39 20,6 3,7 14,4 20,2
12 4,67 17,7 51 16,9 23,9
13 4,62 21,5 6,5 10,6 30,2
14 5,57 23,5 34 20,6 19,2
15 5,36 28,3 51 15,6 27,3
16 4,48 23,5 4,9 15,6 22,1
17 4,46 10,0 4,5 15,6 20,2
18 6,56 44,4 2,4 25,3 15,5
19 7,67 65,2 0,3 31,6 2,5
20 19,65 64,6 0,1 37,8 1,4
Referenz 1,90 0,0 9,6 0,0 18,2
21 2,26 19,6 5,6 19,2 12,7
22 2,61 13,8 5,0 27,1 13,0
23 2,05 56,3 0,7 34,8 1,5
24 1,93 53,4 0,5 42,7 1,0
25 3,16 33,1 4,8 19,2 15,2
26 4,06 37,0 3,5 27,1 14,4
27 2,66 54,3 2,2 34,8 5,8
28 3,17 65,0 1,6 42,7 5,2
29 2,28 32,2 6,0 27,0 13,6
30 2,93 38,9 1,7 34,9 4,9
31 3,12 25,4 4,0 23,1 12,6
32 2,70 53,4 0,5 38,8 1,3
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33 1,86 11,9 4,0 30,9 7,4
34 3,50 42,8 3,0 30,9 10,5
35 2,95 40,8 2,7 30,9 8,0
36 2,97 33,1 3,6 30,9 10,7
37 2,74 37,0 4,1 30,9 11,3
Referenz 1,90 0,0 6,8 0,0 13,0
2
Tabelle 9: Zusammensetzung der Polymerisationldsungen zu Abschnitt 3.3.2.
Versuch Initiator [g] Monomer Vernetzer Losungsmittel
[mL] [mL] [mL]
Cyclohexanol/
1-Decanol
(91,7/8,3 v%)
1 0,002 0,05 1,45 14,5
2 0,016 0,05 1,45 14,5
3 0,002 0,45 1,45 14,1
4 0,016 0,45 1,45 14,1
5 0,002 0,05 3,05 12,9
6 0,016 0,05 3,05 12,9
7 0,002 0,45 3,05 12,5
8 0,016 0,45 3,05 12,5
9 0,002 0,25 2,25 13,5
10 0,016 0,25 2,25 13,5
11 0,009 0,05 2,25 13,7
12 0,009 0,45 2,25 13,3
13 0,009 0,25 1,45 14,3
14 0,009 0,25 3,05 12,7
15 0,009 0,25 2,25 13,5
16 0,009 0,25 2,25 13,5
17 0,009 0,25 2,25 13,5
18 0,016 0,05 4,00 12,0
19 0,016 0,05 5,00 11,0
20 0,016 0,05 6,00 10,0
Referenz - - - -
21 0,0016 2,5 0,57 12,93
22 0,0016 2,5 1,83 11,67
23 0,0016 5 0,57 10,43
24 0,0016 5 1,83 9,17
25 0,016 2,5 0,57 12,93
26 0,016 2,5 1,83 11,67
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27 0,016 5 0,57 10,43
28 0,016 5 1,83 9,17
29 0,0088 3,75 0,57 11,68
30 0,0088 3,75 1,83 10,42
31 0,0088 2,5 1,2 12,30
32 0,0088 5 1,2 9,80
33 0,0016 3,75 1,2 11,05
34 0,016 3,75 1,2 11,05
35 0,0088 3,75 1,2 11,05
36 0,0088 3,75 1,2 11,05
37 0,0088 3,75 1,2 11,05
Referenz 2 - - - -

12.2 Anhang zu Abschnitt 3.3.3

Tabelle 10: Zusammensetzung der Polymerisationldsungen zu Abschnitt 3.3.3.

Versuch Initiator Monomer Vernetzer Losungsmittel
[] [mL] [mL] [mL]

Cyclohexanol/

1-Decanol

(91,7/8,3 v%0)
1 0,016 0,85 0,09 15,06
2 0,16 0,85 0,09 15,06
3 0,016 2,55 0,09 13,36
4 0,16 2,55 0,09 13,36
5 0,016 0,85 0,57 14,58
6 0,16 0,85 0,57 14,58
7 0,016 2,55 0,57 12,88
8 0,16 2,55 0,57 12,88
9 0,016 1,7 0,33 13,97
10 0,16 1,7 0,33 13,97
11 0,088 0,85 0,33 14,82
12 0,088 2,55 0,33 13,12
13 0,088 1,7 0,09 14,21
14 0,088 1,7 0,57 13,73
15 0,088 1,7 0,33 13,97
16 0,088 1,7 0,33 13,97
17 0,088 1,7 0,33 13,97
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Tabelle 11: Messdaten zu Abschnitt 3.3.3

Versuch Durchschnittlicher ~ Pfropfgrad Leistung
Durchmesser glob. [%0] [m?mD/mL]
Struktur [nm]
1 136 3,92 25,48
2 188 10,57 24,73
3 218 15,59 17,37
4 356 17,10 14,85
5 109 10,01 29,79
6 104 10,43 26,51
7 210 24,54 19,34
8 263 36,11 14,61
9 141 14,67 21,72
10 277 13,51 19,46
11 162 8,10 25,50
12 294 23,42 15,21
13 139 9,52 19,89
14 166 28,84 20,44
15 214 20,58 19,36
16 187 20,37 20,91
17 240 36,08 19,80

12.3 Anhang zu Abschnitt 3.3.4

Tabelle 12: Genutzte Losemittel und ihre Hansen-Solubility Parameter Jp, 6p und 6+ aus Abschnitt 3.3.4.138

Losemittel oD op OH
Cyclohexanol 17,4 4,1 13,5
1-Decanol 17,6 2,7 10
Cyclohexanol/1-Decanol (76/24 v%o) 17,52 3,2 11,26
Cyclohexanol/1-Decanol (55/45 v9%0) 17,5 3,5 12,1
Cyclohexanol/1-Decanol (25/75 v%b) 17,4 3,9 12,9
2-Propanol 15,8 6,1 16,4
Aceton 15,5 10,4 7
Ethanol 15,8 8,8 19,4
Toluol 18 1,4 2
Methanol 15,1 12,3 22,3
Hexanol 14,1 8,6 12,7
Tetrahydrofuran 16,8 5,7 8
Dichlormethan 18,2 6,3 6,1
Acetophenon 19,6 8,6 3,7
Octan-2-on 16,2 4,5 4,1
Cyclohexanone 17,8 6,3 5,1
Trichlormethan 17,8 3,1 5,7
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