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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft ein thermoresponsives
Substrat zur Aufnahme biologischer Zellen, insbe-
sondere ein Substrat, dessen Oberflächeneigen-
schaften in Abhängigkeit von der Temperatur ver-
änderlich sind. Des Weiteren betrifft die Erfindung
ein Verfahren zur Herstellung eines derartigen Sub-
strats, insbesondere ein Verfahren zur Aufbringung
von thermoresponsivem Polymermaterial auf einer
Substratkörper. Des Weiteren betrifft die Erfindung
ein Verfahren zur Kultivierung biologischer Zellen auf
einem thermoresponsiven Substrat. Anwendungen
der Erfindung sind bei der in-vitro-Kultivierung biolo-
gischer Zellen gegeben.

[0002] Es ist allgemein bekannt, lebende biologische
Zellen auf Substraten außerhalb eines Organismus
zu kultivieren (in-vitro-Kultivierung). Ein zur Kultivie-
rung vorgesehenes Substrat (Kultivierungssubstrat)
besitzt typischerweise einen festen Substratkörper,
z. B. aus Glas oder Kunststoff, dessen Oberfläche
(Trägerfläche) funktionalisiert ist. Mit der Funktionali-
sierung, die z. B. eine Plasmabehandlung, eine Be-
schichtung mit Proteinen (wie z. B. Fibronektin, Kol-
lagen) oder eine Beschichtung mit Polymeren (wie z.
B. Polylysin) umfasst, wird eine Wechselwirkung der
Zellen mit der Oberfläche beeinflusst. Es besteht ein
Interesse an Kultivierungssubstraten, die eine geziel-
te Manipulation der biologischen Zellen und insbe-
sondere eine Beeinflussung z. B. der Adhäsion, Mi-
gration, Proliferation, Differenzierung oder Zelltrans-
formation (Bildung von Tumorzellen) ermöglichen.
Ein grundsätzliches Problem stellt insbesondere die
schonende Ablösung der Zellen von den Oberflächen
dar. Dies geschieht in der Regel über eine Enzym-
behandlung (Trypsinierung), die zu Zellschädigungen
und Zellverlusten führen kann.

[0003] Durch Experimente wurde festgestellt, dass
Eigenschaften biologischer Zellen durch die Här-
te der Oberfläche des Kultivierungssubstrats beein-
flusst werden können. Beispielsweise führten Härte-
variationen, die durch sequenzielle Beschichtungen
mit Polyacrylamid und Biomolekülen erzielt wurden,
zu verschiedenen Differenzierungen von mesenchy-
malen Stammzellen (siehe Discher et al. in „Cell” 126
(2006) 677–689). Des Weiteren ist bekannt, dass die
Adhäsion biologischer Zellen von der Härte der Sub-
stratoberfläche abhängig ist.

[0004] Des weiteren sind thermoresponsive Polyme-
re bekannt. Ein thermoresponsives Polymer zeich-
net sich dadurch aus, dass es eine Schalttempera-
tur (LCST, ”lower critical solution temperature”) in
wässrigen Medien aufweist. Wässrige Medien sind
z. B. reines Nasser, kommerziell erhältliche Pufferlö-
sungen, Zellkulturmedien oder Mischungen von Was-
ser mit organischen Lösungsmitteln. Unterhalb der
Schalttemperatur sind wässrige Lösungen thermore-

sponsiver Polymere einphasig, darüber zweiphasig.
Wenn thermoresponsive Polymere an Oberflächen
immobilisiert werden, so vollziehen sie in wässrigen
Medien bei Überschreiten der Schalttemperatur ei-
nen Phasenübergang (Konformationsübergang): sie
sind unterhalb der Schalttemperatur stärker hydrati-
siert als oberhalb.

[0005] Es wurde festgestellt, dass die Adhäsion auf
Substraten, die mit dem thermoresponsiven (ther-
mosensitiven) Polymer Poly-(N-isopropyl-acrylamid)
(”PNIPam”) oder Derivaten davon beschichtet sind
und die temperaturabhängige Hydratisierung aufwei-
sen, gezielt in Abhängigkeit von der Temperatur be-
einflusst werden kann (siehe N. Yamada et al. in „Ma-
kromol. Chem.” 11 (1990) 571; C. Williams et al. in
„Adv. Mater.” 21 (2009) 2161–2164, O. Ernst et al. in
„Lab Chip” 7 (2007) 1322). Diese Eigenschaft wurde
auch an Polyethylenglykol (PEG)-basierten Polyme-
ren gezeigt (siehe E. Wischerhoff et al. in „Angew.
Chem.” 47 (2008) 5666).

[0006] Herkömmliche Substrate, deren Oberflächen
mit thermoresponsiven Polymeren beschichtet sind,
können sowohl in Bezug auf die Herstellung der Be-
schichtung als auch in Bezug auf die Eignung für
die Zellkultivierung Nachteile haben. So erfordert die
Herstellung eines mit einem thermoresponsiven Po-
lymer beschichteten Substrats mehrere aufwendige
Prozessschritte, die mit einem kostspieligen appa-
rativen Aufbau realisiert werden. Des Weiteren be-
steht nur eine beschränkte Variabilität der Polymer-
zusammensetzung. Beispielsweise kann das thermi-
sche Ansprechverhalten des thermoresponsiven Po-
lymers sich verändern oder verschwinden, wenn dem
Polymer eine zweite Polymerkomponente zugesetzt
wird. Daher besteht nur eine beschränkte Flexibili-
tät hinsichtlich der Einführung einer weiteren Funktio-
nalisierung eines mit einem thermoresponsiven Poly-
mer beschichteten Substrats.

[0007] Zur Herstellung von mit thermoresponsiven
Polymeren beschichteten Substraten wurden in der
Praxis verschiedene Protokolle zur Funktionalisie-
rung des Substratkörpers entwickelt, wie z. B. Reak-
tionen mit Silanen, eine Plasmabehandlung oder eine
chemische Behandlung. Dabei werden an der Ober-
fläche des Substratkörpers funktionelle Gruppen, wie
z. B. -NH2, -COOH oder Epoxide bereitgestellt, die
komplementär funktionalisierten Molekülen, wie ins-
besondere den thermoresponsiven Polymeren eine
kovalente Anbindung ermöglichen. Dabei hat sich ei-
ne beschränkte Reproduzierbarkeit und Steuerbar-
keit der Funktionalisierung insbesondere in Bezug
auf die Anbindungsdichte und Homogenität, sowie
die Beschränkung auf spezielle Substratmaterialien
und chemische Substanzen und eine Beschränkung
auf harte, planare Substratkörper als nachteilig erwie-
sen. Die Herstellung einer Oberfläche mit definierten
Mischungen verschiedener Moleküle ist nur in spezi-
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ellen Ausnahmefällen und mit hohem Aufwand mög-
lich.

[0008] Für die Kultivierung biologischer Zellen hat
sich insbesondere die folgende Eigenschaft thermo-
responsiver Polymere als nachteilig erwiesen. Allge-
mein ist ein thermoresponsives Polymer ein Polymer,
das in Abhängigkeit von der Temperatur einen physi-
kalischen Phasenübergang durchläuft, bei dem z. B.
eine Umordnung von Polymerketten erfolgt. Während
der Phasenübergang in einer flüssigen Lösung in ei-
nem Temperaturbereich von wenigen °C scharf de-
finiert ist, zeichnen sich schichtförmig immobilisierte
thermoresponsive Polymere durch ein breites Tem-
peraturprofil des Phasenübergangs aus. So wurde
gefunden, dass für bestimmte Typen adhärenter Zel-
len eine Abkühlung von 37°C auf Temperaturen un-
terhalb von 20°C von bis zu einer Stunde erforder-
lich sind, um die Adhäsion von der Oberfläche des
Substrats zu lösen (siehe „Application Notes” für die
PNIPam-beschichteten UpCell-Kultivierungssubstra-
te des Herstellers Nunc). Eine derartige Abkühlung
über diesen Zeitraum ist jedoch wegen der damit
verbundenen möglichen Beeinflussung der Zellfunk-
tion unerwünscht. Des Weiteren wurde in der Praxis
festgestellt, dass thermoresponsive Polymerschich-
ten für verschiedene Zelllinien, wie z. B. MCF7-Tu-
morzellen oder MG63 Osteoblasten-Zellen, unzurei-
chend wirksam sein können.

[0009] Herkömmliche Techniken zeichnen sich fer-
ner durch Nachteile bei der Kultivierung mit so ge-
nannten Kokulturen aus. Da ein zu kultivierender Zell-
typ zum Wachstum oder zur Aufrechterhaltung der
Vitalität im adhärenten Zustand Botenstoffe (parakri-
ne Faktoren) von anderen Zellen benötigt, müssen
häufig die Kultivierung, das Wachstum oder mani-
pulative oder analytische Prozesse von adhärenten
Zellen in der Kokultur gemeinsam durchgeführt wer-
den (z. B. Stammzellen und Feederzellen oder Me-
lanozyten und Keratinozyten). Für die anschließen-
de Trennung der Zellen stehen bisher nur Verfahren
zur Verfügung, die auf einer Zelltrennung in flüssigen
Zellsuspensionen basieren. Hierzu müssen die Zel-
len vom Substrat abgelöst und in eine Trennvorrich-
tung (Durchfluss-Zytometer) überführt werden, was
wegen des Zeit- und Präparationsaufwandes und der
geringen Ausbeute erhebliche Nachteile hat. Insbe-
sondere für Proben mit Zellzahlen unterhalb von 105

Zellen ist die herkömmliche Zelltrennung nicht durch-
führbar, da bei der Bildung der Suspension und der
Trennung im Durchfluss-Zytometer übermäßig viele
Zellen verloren gehen.

[0010] Die Aufgabe der Erfindung ist es, ein ver-
bessertes thermoresponsives Substrat zur Aufnahme
biologischer Zellen bereitzustellen, mit dem Nach-
teile der herkömmlichen Technik überwunden wer-
den. Die Aufgabe der Erfindung ist es insbesonde-
re, ein verbessertes thermoresponsives Substrat be-

reitzustellen, das sich durch eine einfache Herstel-
lung, eine hohe Flexibilität bei der Einstellung von
Oberflächeneigenschaften, eine erweiterte Funktio-
nalisierungsfähigkeit, eine Eignung für eine erweiter-
te Zahl von Zelltypen und/oder eine Eignung für eine
schonende Zellkultivierung und Adhäsionssteuerung
mit geringen Temperaturunterschieden auszeichnet.
Eine weitere Aufgabe der Erfindung ist es, ein ver-
bessertes Verfahren zur Herstellung eines thermo-
responsiven Substrats, insbesondere zur Aufnahme
biologischer Zellen, bereitzustellen, mit dem Nach-
teile herkömmlicher Verfahren zur Substratherstel-
lung überwunden werden. Eine weitere Aufgabe der
Erfindung ist es, ein verbessertes Kultivierungsver-
fahren unter Verwendung eines thermoresponsiven
Substrats bereitzustellen, mit dem Nachteile und Be-
schränkungen herkömmlicher Kultivierungsverfahren
überwunden werden.

[0011] Diese Aufgaben werden durch ein Substrat
und Verfahren mit den Merkmalen der unabhängi-
gen Ansprüche gelöst. Vorteilhafte Ausführungsfor-
men und Anwendungen der Erfindung ergeben sich
aus den abhängigen Ansprüchen.

[0012] Gemäß einem ersten Gesichtspunkt der Er-
findung wird ein Substrat, insbesondere zur Auf-
nahme biologischer Zellen, bereitgestellt, das einen
Substratkörper mit einer Trägerfläche aufweist. Er-
findungsgemäß sind auf der Trägerfläche thermore-
sponsive Mikrogele angeordnet. Im Unterschied zu
herkömmlichen thermoresponsiven Substraten mit
isotropen oder homogenen Polymerschichten zeich-
net sich das erfindungsgemäße Substrat durch eine
Trägerfläche des Substratkörpers aus, an der ther-
moresponsive Mikrogele (Partikel, die ein thermo-
responsives oder thermosensitives Polymer enthal-
ten) freiliegen. Die thermoresponsiven Mikrogele sind
an der Trägerfläche fixierte Polymerpartikel, die bei
einer vorbestimmten kritischen Temperatur (Schalt-
temperatur) einen physikalischen Phasenübergang
zwischen verschiedenen Hydratisierungszuständen
aufweisen.

[0013] Gemäß einem zweiten Gesichtspunkt der Er-
findung wird ein Verfahren zur Herstellung des er-
findungsgemäßen Substrats bereitgestellt, bei dem
thermoresponsive Mikrogele als Dispersion (Mikro-
gel-Dispersion, μ-Gel-Dispersion) hergestellt wer-
den. Zur Bereitstellung der thermoresponsiven Mikro-
gele auf der Trägerfläche des Substratkörpers wird
die Dispersion auf die Trägerfläche aufgetragen, wo-
bei thermoresponsive Mikrogele, welche die Träger-
fläche berühren, mit dieser verbunden werden, wäh-
rend überschüssige Mikrogele von der Trägerfläche
getrennt, z. B. abgewaschen werden.

[0014] Gemäß einem dritten Gesichtspunkt der Er-
findung wird ein Verfahren zur Kultivierung biolo-
gischer Zellen auf dem erfindungsgemäßen Sub-
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strat bereitgestellt, bei dem die biologischen Zellen
auf dem Substrat in Kontakt mit den freiliegenden
thermoresponsiven Mikrogelen angeordnet werden.
Erfindungsgemäß werden Kultivierungsbedingungen
für die Zellen auf dem Substrat derart eingestellt,
dass die Zellen einer zerstörungsfreien Ablösung
(Abtrennung vom Substrat), einem Wachstum, einer
Differenzierung und/oder einer Zellwanderung unter-
zogen werden.

[0015] Die erfindungsgemäße Bereitstellung eines
Kultivierungssubstrats mit thermoresponsiven Mikro-
gelen hat eine Reihe von Vorteilen in Bezug auf
die Einstellung physikalischer und/oder chemischer
Oberflächeneigenschaften, die gezielte Veränderung
von Oberflächeneigenschaften, die Herstellung des
Substrats und die Schaffung neuer Anwendungen
oder Funktionen von Kultivierungssubstraten. Die Er-
finder haben festgestellt, dass der Phasenübergang
der thermoresponsiven Mikrogele in einem engen
Temperaturbereich erfolgt, welcher mit dem schma-
len Temperaturprofil des Phasenübergangs gelöster
thermoresponsiver Polymere vergleichbar ist. Breite
Temperaturprofile über Intervalle von 20°C bis 30°C,
wie sie bei herkömmlichen, isotropen Polymerschich-
ten auftreten, werden erfindungsgemäß vermieden.

[0016] Die Erfinder haben festgestellt, dass sich der
Phasenübergang durch eine Änderung eines Fes-
tigkeitsparameters des thermoresponsiven Polymers
(z. B. Härte, plastische oder elastische Deformier-
barkeit, insbesondere Young'scher Elastizitätsmodul)
auszeichnet. Mit dem Festigkeitsparameter ändert
sich die Adhäsion von Zellen unter- und oberhalb
einer kritischen Temperatur des Phasenübergangs
(Schalttemperatur des Polymers).

[0017] Gleichzeitig ändert sich der Wassergehalt
des thermoresponsiven Polymers. Im Ergebnis wird
die Adhäsion der Zellen beeinflusst. Die Einstellung
der Adhäsion ist vorteilhafterweise mit größerer Zu-
verlässigkeit und Reproduzierbarkeit möglich als bei
herkömmlichen Polymerschichten. Die Erfinder ha-
ben festgestellt, dass mit dem Phasenübergang der
immobilisierten Mikrogele eine wesentlich erhöhte
Anzahl von Oberflächenwechselwirkungen angebo-
ten oder unterbrochen und damit die Zuverlässig-
keit einer temperaturgesteuerten Freigabe von Zellen
verbessert wird.

[0018] In Bezug auf die gezielte Veränderung von
Oberflächeneigenschaften hat sich als besonders
vorteilhaft erwiesen, dass erfindungsgemäße Sub-
strate einer Funktionalisierung für die biologischen
Zellen unterzogen werden können, ohne dass die
thermoresponsiven Mikrogele ihr Ansprechverhalten
verlieren. Vorteile für die Herstellung des erfindungs-
gemäßen Substrats ergeben sich aus der Stabilität
der Partikeldispersion über Wochen oder Monate und
der unmittelbaren Gebrauchsfertigkeit des Substrats

nach der Beschichtung der Trägerfläche mit den Mi-
krogelen. Die Funktionalisierung thermoresponsiver
Substrate liefert neue Anwendungen, z. B. für eine
passive Steuerung einer Zellwanderung auf der Sub-
stratoberfläche oder eine gezielte Ablösung von Zel-
len in vorbestimmten Substratbereichen.

[0019] Das erfindungsgemäße Substrat ist ein Kul-
tivierungssubstrat für biologische Zellen. Das Sub-
strat ist zur Aufnahme biologischer Zellen und zur
Bereitstellung von physiologischen Kultivierungsbe-
dingungen konfiguriert. Das Substrat ist insbesonde-
re zur Aufnahme der Zellen in einem flüssigen Kulti-
vierungsmedium eingerichtet, d. h. die Trägerfläche
ist geeignet, das Kultivierungsmedium aufzunehmen.
Der Substratkörper kann aus einem festen Materi-
al hergestellt sein, das starr oder nachgiebig (bieg-
sam) ist. Das Material des Substratkörpers ist vor-
zugsweise temperaturstabil und insbesondere nicht
thermoresponsiv. Die Trägerfläche ist vorzugsweise
eine ebene Fläche, kann jedoch alternativ gekrümmt
gebildet sein.

[0020] Die thermoresponsiven Mikrogele enthalten
ein Polymer, das den Phasenübergang in einem phy-
siologischen Temperaturbereich aufweist. Der Pha-
senübergang, der insbesondere ein Volumenphasen-
übergang ist, erfolgt vorzugsweise bei einer Tem-
peratur unterhalb von 40°C, insbesondere unterhalb
von 37°C, z. B. unterhalb von 35°C. Bevorzugt er-
folgt der Phasenübergang bei einer Temperatur ober-
halb von 10°C, insbesondere oberhalb von 20°C, z.
B. oberhalb von 32°C. Das Temperaturintervall, in
dem der Phasenübergang erfolgt, ist vorzugsweise
schmaler als 15°C, insbesondere schmaler als 10°C,
wie z. B. 5°C oder weniger.

[0021] Die thermoresponsiven Mikrogele sind vor-
zugsweise aus mindestens einem ungeladenen und
nichtionisierbaren Polymer hergestellt. Besonders
bevorzugt bestehen die Mikrogele zumindest an ih-
rer Oberfläche aus dem mindestens einen ungelade-
nen und nichtionisierbaren Polymer. Vorteilhafterwei-
se werden damit unerwünschte Wechselwirkungen
mit der Zelloberfläche minimiert.

[0022] Gemäß bevorzugten Ausführungsformen der
Erfindung sind die thermoresponsiven Mikrogele aus
mindestens einem der Polymere der folgenden Poly-
mere oder Polymergruppen gebildet:

(1) Poly-(N-isopropylacrylamid),
(2) -X-(-CH2-CR1COO-R2-)n-(-CH2-CR1COO-
R3-)m-R4 oder ein Copolymere davon,
(3) -X-[(-CH2-CR1COO-R2-)n-(-CH2-CR1COO-
R3-)m-R4]2 oder ein Copolymere davon, wobei
X eine Kopplungsgruppe zur Trägerfläche, R1 =
H oder CH3, R2/R3 = aliphatische Kohlenwas-
serstoffketten mit mindestens einer Ethergruppe,
vorzugsweise mit 1 bis 20 Ethergruppen (bevor-
zugt Polyethylenoxid), und R4 -H, eine aliphati-
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sche Kohlenwasserstoffkette oder eine funktionel-
le Gruppe ist, wie z. B. -Halogen, -N3, -thiocar-
bonyl, -(di)thiocarbamyl
(4)

mit R1, R2, R3 und R4 = H oder Alkyl, bevorzugt R1
= Isopropyl, R2 = H, n = 0,
(5)

mit R1, R2 = H oder CH3, R3, R4 = H oder Alkyl, x,
y = 0 bis 20,
(6)

mit R1, R2 = H oder CH3, R3, R4 = H oder Alkyl, x,
y = 2 bis 20, und
(7)

mit R1 = H oder CH3, x = 3 bis 5, Copolymere mit
x = 3 und X > 3.

[0023] Bei den Polymeren gemäß (4) bis (7) beinhal-
tet mindestens eine terminale Einheit der Polymer-
hauptkette vorzugsweise eine Kopplungsgruppe zur
Trägerfläche.

[0024] Die Trägerfläche kann die unmittelbare Ober-
fläche des Substratkörpers, z. B. aus Glas, Silizium
oder Kunststoffen, wie Polystyrol, COP (Cyclo-Ole-
fin Polymer), Polykarbonat, sein oder durch einen
Metallfilm, z. B. aus Gold, Silber, Platin, Titan oder
Chrom, auf dieser gebildet werden. In Abhängigkeit
von der chemischen Zusammensetzung der Träger-
fläche kann X eine funktionelle Gruppe sein, wie z. B.
-SS-, -SH, -COOH, -NH2 (SS ist eine beidseits sym-
metrisch substituierte Disulfidgruppe). Vorzugsweise
ist n + m > 10.

[0025] Diese Polymere haben sich in Bezug auf die
Biokompatibilität und die Flexibilität bei der Einstel-
lung physikalischer oder chemischer Oberflächenei-
genschaften als besonders vorteilhaft erwiesen.

[0026] Die Mikrogele auf der Trägerfläche können
sämtlich identisch aus einem einzigen Polymer ge-
bildet sein. Wenn gemäß einer alternativen Varian-
te die Mikrogele aus mindestens zwei verschiedenen
Polymeren gebildet sind, können sich Vorteile bei der
Einstellung der Oberflächeneigenschaften ergeben.
Des Weiteren können in diesem Fall Mikrogele mit
verschiedenen Zusammensetzungen auf der Träger-
fläche angeordnet sein. Mikrogele mit verschiedenen
Zusammensetzungen können z. B. nach Teilberei-
chen getrennt vorgesehen sein, um auf der Träger-
fläche verschiedene Kultivierungsbedingungen be-
reitzustellen. Alternativ können die Mikrogele mit
den verschiedenen Zusammensetzungen miteinan-
der vermischt auf der Trägerfläche verteilt angeord-
net sein. Alternativ oder zusätzlich können die Mi-
krogele verschiedene Durchmesser aufweisen. Bei-
spielsweise können thermoresponsive Mikrogele mit
verschiedenen Durchmessern getrennt in verschie-
denen Teilbereichen der Trägerfläche fixiert oder mit-
einander vermischt über die Trägerfläche verteilt an-
geordnet sein.

[0027] Vorteilhafterweise können Mikrogele mit ei-
nem vorbestimmten Durchmesser der dispergierten,
kolloidalen Teilchen hergestellt werden (siehe M. An-
dersson, S. L. Maunu, in „J. Poly. Sci.” B 44 (2006)
3305; X. Wu et al. in „Coll. Poly. Sci.” 272 (1994) 467).
Dies ermöglicht, die Größe, oder, falls Partikel mit
verschiedenen Durchmessern angeordnet werden,
die verschiedenen Größen der thermoresponsiven
Mikrogele gezielt einzustellen. Gemäß bevorzugten
Ausführungsformen der Erfindung haben die thermo-
responsiven Mikrogele einen Durchmesser von min-
destens 10 nm, insbesondere mindestens 20 nm, be-
sonders bevorzugt mindestens 50 nm, wie z. B. min-
destens 100 nm. Die Obergrenze des Partikeldurch-
messers beträgt vorzugsweise 50 μm. Besonders be-
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vorzugt ist der Durchmesser der thermoresponsiven
Mikrogele kleiner oder gleich 30 μm, insbesondere
kleiner oder gleich 20 μm, wie z. B. 10 μm oder klei-
ner, z. B. kleiner als 1 μm.

[0028] Gemäß einer weiteren Variante können
die thermoresponsiven Mikrogele eine Kern-Scha-
le-Struktur aufweisen, wobei ein Kern entweder
aus einem nicht-thermoresponsiven Material, insbe-
sondere einem festen Trägerpartikel oder aus ei-
nem vernetzten thermoresponsiven Material beste-
hen kann. Vorzugsweise besteht ausschließlich die
Schale aus dem thermoresponsiven Polymermate-
rial. Die Verwendung des festen Trägerpartikels,
der z. B. aus anorganischem Glas, Metall, Kera-
mik oder Kunststoff, insbesondere Polymethylmetha-
crylat oder Polystyrol, gebildet sein kann, kann Vor-
teile in Bezug auf die Bereitstellung einer bestimm-
ten Mindesthärte der Oberfläche des erfindungsge-
mäßen Substrats haben. Vorzugsweise wird der Zu-
sammenhalt der Kerne der thermoresponsiven Mi-
krogele durch Nebenvalenzwechselwirkungen (nicht
kovalente Wechselwirkungen zwischen Molekülen
wie van der Waals-Wechselwirkung, Wasserstoff-
brückenbindung, hydrophobe Wechselwirkung) oder
durch chemische Vernetzung bewirkt.

[0029] Weiterhin bieten Kern-Schale-Partikel die
Möglichkeit, unvernetzte oder schwach vernetzte Po-
lymerketten in ein Mikrogele zu integrieren, ohne den
mechanischen Zusammenhalt des Partikels zu be-
einträchtigen. Unvernetzte oder schwach vernetzte
Mikrogele bieten den Vorteil, dass die thermores-
ponsiven Ketten sehr beweglich bleiben und so die
Konformationsänderung beim Phasenübergang bes-
ser zum Tragen kommen kann. Sofern schwach ver-
netzte Partikel zum Einsatz kommen, soll die Vernet-
zungsdichte nicht mehr als 1 pro 20 Wiederholungs-
einheiten betragen und bevorzugt zwischen 1 pro 100
und 1 pro 500 Wiederholungseinheiten liegen. Um
einen ausgeprägten thermoresponsiven Effekt zu er-
reichen, soll die Dicke der Schale mindestens 10 nm
und höchstens 400 nm, bevorzugt zwischen 30 und
100 nm betragen. Generelle Beispiele für die Herstel-
lung von Kern-Schale-Partikeln finden sich zum Bei-
spiel Schuller in „Kolloid Z. Z. Polym.” 211, 113–121
(1966), Fulda et al. in „Progr. Colloid Polym. Sci.” 101,
178–183 (1996), oder Gao et al. in „Macromolecules”
39, 3154–3160 (2006).

[0030] Vorzugsweise ist die Dicke der Schicht aus
thermoresponsiven Mikrogelen auf der Trägerfläche
kleiner oder gleich dem Durchmesser der Mikrogele.
Die Mikrogele bilden vorzugsweise eine Monolage.
Es kann insbesondere eine geschlossene Monolage,
d. h. eine geschlossene Bedeckung der Trägerfläche
mit den Mikrogelen, oder eine Sub-Monolage mit Lü-
cken zwischen den Mikrogelen vorgesehen sein. Da
die fixierten Mikrogelen eine abgeflachte Gestalt ha-
ben können, kann die Dicke der Schicht aus ther-

moresponsiven Mikrogelen kleiner als der Partikel-
durchmesser sein. Mikrogele-Monolagen haben ge-
genüber Mehrfachlagen den Vorteil, dass die Adhäsi-
on der biologischen Zellen mit größerer Zuverlässig-
keit steuerbar ist.

[0031] Alternativ kann eine Schicht mehrere Lagen
der thermoresponsiven Mikrogele enthalten. In die-
sem Fall können sich Vorteile durch eine größere Ro-
bustheit gegenüber Defekten bieten.

[0032] Gemäß einer besonders bevorzugten Aus-
führungsform der Erfindung kann die Trägerfläche mit
einem Haftvermittler ausgestattet sein. Als Haftver-
mittler kann jede Substanz verwendet werden, die zur
Immobilisierung der Mikrogele geeignet und biokom-
patibel ist. Der Haftvermittler kann z. B. eine kova-
lente Bindung mit der Trägerfläche und dem thermo-
responsiven Polymer bilden. Des Weiteren können
zur Immobilisierung der Polymere spezifische biolo-
gische Rezeptor-Ligand-Bindungen, wie z. B. die Bin-
dung von Streptavidin und Biotin verwendet werden.
Schließlich kann der Haftvermittler für eine Kopplung
des Polymers durch eine unspezifische Wechselwir-
kung, wie z. B. eine Ladungs-Wechselwirkung, ei-
ne hydrophobe Wechselwirkung oder eine van-der-
Waals-Wechselwirkung, ausgelegt sein. Mit diesen
Wechselwirkungen wird das thermoresponsive Poly-
mer auf der Trägerfläche temperaturunabhängig fest
verankert. Die Verankerung der Partikel auf der Trä-
gerfläche bleibt unabhängig vom Phasenübergang
des thermoresponsiven Polymers bestehen.

[0033] Gemäß einer weiteren, besonders bevorzug-
ten Ausführungsform der Erfindung ist das Substrat
mit mindestens einer Modulatorsubstanz ausgestat-
tet. Die mindestens eine Modulatorsubstanz ist auf
der freiliegenden Oberfläche des Substrats, d. h. zwi-
schen den thermoresponsiven Mikrogelen und/oder
diese zumindest teilweise überdeckend angeordnet.
Die Bereitstellung der mindestens einen Modulator-
substanz ermöglicht vorteilhafterweise eine Funktio-
nalisierung des Substrats. Somit stellt diese Ausfüh-
rungsform der Erfindung einen wesentlichen Fort-
schritt gegenüber herkömmlichen Kultivierungssub-
straten mit thermoresponsiven Polymeren dar, die
für eine solche Funktionalisierung ungeeignet waren.
Hierzu im Gegensatz er möglicht die mindestens ei-
ne Modulatorsubstanz eine Beeinflussung der Kulti-
vierungsbedingungen auf dem Substrat, ohne dass
das Temperaturverhalten der Mikrogele beeinträch-
tigt wird.

[0034] Vorteilhafterweise können verschiedene Ty-
pen von Modulatorsubstanzen einzeln oder in Kombi-
nation vorgesehen sein. Beispielsweise können Mo-
dularsubstanzen vorgesehen, welche die Adhäsions-
fähigkeit der biologischen Zellen steigern (adhäsi-
onssteigernde Modulatorsubstanzen, zellanziehende
Moleküle).
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[0035] Hierzu ist mindestens eine der folgenden
Substanzen vorgesehen:

– Biomoleküle, wie z. B. Fibronektin, Kollagen, La-
minin,
– adhäsionsvermittelnde Peptide, wie z. B. Pepti-
de, welche die Aminosäurefolge RGD enthalten,
– synthetische Polymere, wie z. B. Poly-L-Ly-
sin, Polystyrolsulfonat, Polyallylamin, Polyethyle-
nimin.

[0036] Alternativ können Modulatorsubstanzen vor-
gesehen sein, welche die Adhäsionsfähigkeit der bio-
logischen Zellen vermindern (adhäsionsmindernde
Modulatorsubstanzen, zellabstoßende Molekülen). In
diesem Fall wird mindestens eine der folgenden Sub-
stanzen als Modulatorsubstanz verwendet:

– Proteine, wie z. B. Rinderserumalbumin (bovine
serum albumin, BSA),
– adhäsionsmindernde Peptide, wie z. B. Peptide
mit hohem Anteil an Leucin und Isoleucin,
– synthetische Polymere, wie z. B. Polymere, die
Ketten aus Polyethylenglycol (”PEG”) enthalten,
und
– Lipide.

[0037] Es können des Weiteren adhäsionssteigern-
de und adhäsionsmindernde Modulatorsubstanzen
auf einem Substrat kombiniert vorgesehen sein. Bei-
spielsweise können die Modulatorsubstanzen mit
verschiedenen Wirkungen in verschiedenen Teilbe-
reichen der Trägerfläche getrennt oder miteinander
vermischt über die Trägerfläche verteilt angeordnet
sein. Im letzteren Fall kann durch das Mischungsver-
hältnis von adhäsionssteigernden und adhäsionsmin-
dernden Modulatorsubstanzen eine effektive Adhäsi-
onsfähigkeit in der Oberfläche des Substrats einge-
stellt werden, wobei durch die gleichzeitige Bereitstel-
lung der thermoresponsiven Mikrogele die tempera-
turabhängige Fixierung oder Ablösung von Zellen er-
halten bleibt.

[0038] Gemäß einer weiteren Variante der Erfindung
kann alternativ oder zusätzlich eine Modulatorsub-
stanz vorgesehen sein, die geeignet ist, in den bio-
logischen Zellen zelluläre Reaktionen zu induzieren.
Beispielsweise kann vorgesehen sein, dass eine Mo-
dularsubstanz an Oberflächenrezeptoren der Zellen
anbindet, um die Reaktionen auszulösen. Für diese
Funktion sind Substanzen, wie z. B. Proteine der ex-
trazellulären Matrix (ECM) wie Fibronektin, Antikör-
per gegen Rezeptoren (EGFR), die Wachstumsfak-
toren binden, oder Antikörper z. B. gegen CD 28 und
CD 3 von T-Zellen (Aktivierung der Immunantwort)
besonders bevorzugt vorgesehen.

[0039] Ein weiterer Vorteil der Erfindung ergibt sich
aus der Flexibilität der Bereitstellung der mindestens
einen Modulatorsubstanz. Gemäß einer ersten Vari-
ante sind Modulatorpartikel vorgesehen, die aus der
mindestens einen Modulatorsubstanz bestehen oder

mit dieser beschichtet sind und zwischen den ther-
moresponsiven Mikrogelen auf der Trägerfläche an-
geordnet sind. Vorteilhafterweise können die Modu-
latorpartikel dem Mikrogel zugesetzt und mit diesem
auf die Trägerfläche aufgetragen werden. Alternativ
oder zusätzlich kann die mindestens eine Modulator-
substanz als Substanzschicht auf der Trägerfläche
gebildet sein, auf der die thermoresponsiven Partikel
angeordnet sein können.

[0040] Vorteilhafterweise kann gemäß einer weite-
ren Ausführungsform der Erfindung eine räumliche
Modulation der Oberflächeneigenschaften des Sub-
strats auf der Trägerfläche vorgesehen sein. Die Trä-
gerfläche weist in mindestens zwei Teilbereichen ver-
schiedene Oberflächeneigenschaften auf. Vorteilhaf-
terweise können die Teilbereiche dadurch gebildet
werden, dass mindestens eines von den thermore-
sponsiven Mikrogelen, dem Haftvermittler und der
mindestens einen Modulatorsubstanz auf der Träger-
fläche mit mindestens einem räumlichen Dichtegradi-
enten angeordnet wird. Mindestens eine der genann-
ten Komponenten der Oberfläche des Substrats ist
mit einer räumlichen Dichte vorgesehen, die in min-
destens einer Richtung entlang der Trägerfläche ver-
änderlich ist. Der Dichtegradient kann stufenweise
oder kontinuierlich gebildet sein. Die Bereitstellung
des mindestens einen Dichtegradienten ermöglicht
vorteilhafterweise, dass die Zellen entlang der Trä-
gerfläche verschiedene Adhäsionsfähigkeiten, ver-
schiedene Temperaturreaktionen, verschiedene zel-
luläre Reaktionen, wie z. B. verschiedene Differen-
zierungen, und/oder verschiedene Zellwanderungen
zeigen.

[0041] Gemäß einer weiteren vorteilhaften Ausfüh-
rungsform der Erfindung kann auf der Trägerflä-
che mindestens eine Kultivierungskavität vorgesehen
sein. Die Kultivierungskavität ist ein über die Trä-
gerfläche hinausragender Vorsprung, der die Träger-
fläche partiell überdeckend gebildet ist. Die Kultivie-
rungskavität umfasst z. B. die Gestalt eines einsei-
tig offenen Hohlraums oder einer Tasche, und sie
ist zur Aufnahme von mindestens einer biologischen
Zelle eingerichtet. Mit der Kultivierungskavität wer-
den räumliche Kultivierungsbedingungen nachgebil-
det, die bei der Kultivierung im Zellverband gegeben
sind.

[0042] Vorteilhafterweise kann der mindestens eine
Dichtegradient zur Funktionalisierung der Oberfläche
des Substrats so gebildet sein, dass Zellen zu der
Kultivierungskavität wandern, um dort einer weiteren
Kultivierung und/oder Differenzierung unterzogen zu
werden.

[0043] Das erfindungsgemäße Substrat ist für die
Kultivierung biologischer Zellen ausgelegt. Hierzu ist
der Substratkörper vorzugsweise ein Teil einer Kulti-
vierungseinrichtung, wie z. B. eines Kultivierungsge-
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fäßes oder einer Fluidikeinrichtung, in der Zellen kulti-
vierbar sind, wie z. B. eines fluidischen Mikrosystems.
Der Substratkörper kann mit der Kultivierungseinrich-
tung fest verbunden sein, z. B. den Boden des Kulti-
vierungsgefäßes bilden, oder von der Kultivierungs-
einrichtung lösbar sein, z. B. ein in ein Kultivierungs-
gefäß einlegbares Teil darstellen.

[0044] Das erfindungsgemäße Verfahren zur Kul-
tivierung biologischer Zellen kann mit einem oder
mehreren der folgenden Verfahrensschritte ausge-
führt werden. So kann eine Einstellung der Adhäsion
der biologischen Zellen auf dem Substrat vorgesehen
sein, indem die Temperatur des Substrats eingestellt
wird. Die Temperatureinstellung kann global für das
gesamte Substrat oder lokal für mindestens einen
Teilbereich vorgesehen sein. Mit der Temperaturein-
stellung wird ein Festigkeitsparameter der Substrato-
berfläche beeinflusst. Des Weiteren kann eine Ein-
stellung einer zelltypspezifischen Migration von min-
destens einem Typ der biologischer Zellen vorgese-
hen sein, indem mindestens ein Zelltyp, z. B. min-
destens ein Differenzierungstyp, entlang eines Dich-
tegradienten einer Modulatorsubstanz zur Migration
angeregt wird. Des Weiteren kann eine Einstellung
der Migration von mindestens einem Zelltyp mittels
des Dichtegradienten der Modulatorsubstanz derart
vorgesehen sein, dass die biologischen Zellen in eine
Kultivierungskavität wandern.

[0045] Weitere Einzelheiten und Vorteile der Erfin-
dung werden im Folgenden unter Bezug auf die bei-
gefügten Zeichnungen erläutert. Es. zeigen:

[0046] Fig. 1: eine schematische Perspektivansicht
einer ersten Ausführungsform des erfindungsgemä-
ßen Substrats;

[0047] Fig. 2: schematische Illustrationen des Pha-
senübergangs von thermoresponsiven Mikrogelen;

[0048] Fig. 3: experimentelle Ergebnisse, die den
Phasenübergang von thermoresponsiven Mikrogelen
zeigen;

[0049] Fig. 4: eine schematische Illustration eines
thermoresponsiven Mikrogels mit Kern-Schale-Struk-
tur;

[0050] Fig. 5 bis Fig. 8: weitere Ausführungsformen
erfindungsgemäßer Substrate;

[0051] Fig. 9: eine schematische Illustration einer
Kultivierungseinrichtung, die mit dem erfindungsge-
mäßen Substrat ausgestattet ist;

[0052] Fig. 10 bis Fig. 13: schematische Illustratio-
nen weiterer Ausführungsformen erfindungsgemäßer
Substrate, die mit mindestens einer Modulatorsub-
stanz ausgestattet sind;

[0053] Fig. 14 bis Fig. 17: schematische Illustratio-
nen weiterer Ausführungsformen erfindungsgemäßer
Substrate mit Dichtegradienten von Oberflächenkom-
ponenten; und

[0054] Fig. 18: eine schematische Illustration ei-
nes erfindungsgemäßen Substrats mit einer Kultivie-
rungskavität.

[0055] Bevorzugte Ausführungsformen der Erfin-
dung werden im Folgenden unter Bezug auf die Be-
reitstellung von thermoresponsiven Mikrogelen auf
der Trägerfläche eines Kultivierungssubstrats und
dessen optional vorgesehene Funktionalisierung be-
schrieben. Einzelheiten von Kultivierungsverfahren,
insbesondere von Verfahren zur Handhabung bio-
logischer Zellen und deren gezielte Beeinflussung,
werden nicht beschrieben, da diese an sich aus dem
Stand der Technik bekannt sind. Des Weiteren wird
betont, dass die beigefügten Zeichnungen schema-
tische, vergrößerte Illustrationen von Ausschnitten
des erfindungsgemäßen Kultivierungssubstrats dar-
stellen. Die Umsetzung der Erfindung in der Praxis
ist nicht auf die Illustrationen beschränkt, sondern mit
abgewandelten Formen, Größen und Zusammenset-
zungen des Substrats möglich.

[0056] Fig. 1 zeigt in schematischer Perspektivan-
sicht eine erste Ausführungsform des erfindungsge-
mäßen Substrats 10 mit dem Substratkörper 1, auf
dessen Oberseite (Trägerfläche 2) die thermorespon-
siven Mikrogele 3 angeordnet sind. Der Substratkör-
per 1 besteht z. B. aus Metallen, wie Gold, Titan,
Platin, Glas, Siliziumwafer oder Kunststoff, wie Po-
lystyrol, COP, Polykarbonat, dessen Oberfläche die
Trägerfläche 2 bildet. Die thermoresponsiven Mikro-
gele 3 sind aus den kolloidalen Bestandteilen eines
thermoresponsiven Polymers gebildet. Abweichend
von der schematisch illustrierten Kugelform können
die thermoresponsiven Mikrogele 3 in der Praxis z.
B. eine Halbkugelform oder eine in Abhängigkeit von
den Beschichtungsbedingungen unregelmäßig de-
formierte Gestalt aufweisen.

[0057] Die thermoresponsiven Mikrogele 3, die z.
B. aus PNIPam hergestellt sind, zeigen den in den
Fig. 2A bis Fig. 2C schematisch illustrierten Phasen-
übergang. Die thermoresponsiven Mikrogele 3 um-
fassen einen vernetzten Kern 3.1, von dem radial
nach außen abstehend Polymerketten 3.2 gebildet
sind. Oberhalb einer kritischen Temperatur (”Lower
Critical Solution Temperature”, LCST, Schalttempe-
ratur), die für Kultivierungsanwendungen typischer-
weise wenige °C, z. B. 2°C bis 10°C unterhalb von
37°C gewählt ist, liegen die Polymerketten 3.2 in ei-
nem kollabierten Zustand vor (Fig. 2A). Bei Abküh-
lung um eine vorbestimmte Temperaturdifferenz ΔT
und Unterschreitung der kritischen Temperatur ge-
hen die Polymerketten 3.2 in einen nicht-kollabier-
ten (gequollenen) Zustand über (Fig. 2B). Die Grö-
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ße der thermoresponsiven Mikrogele wird mit einem
hydrodynamischen Radius beschrieben, der im kolla-
bierten Zustand (R1) geringer als im nicht-kollabier-
ten Zustand (R2) ist. Im nicht-kollabierten Zustand, d.
h. unterhalb der kritischen Temperatur können zwi-
schen den Polymerketten 3.2 Kettenbrücken 3.3 be-
stehen bleiben (Fig. 2C), was sich auf die mechani-
schen Deformationseigenschaften und damit auf die
Adhäsionseigenschaften des Substrats 10 für biolo-
gische Zellen auswirkt.

[0058] In einem praktischen Beispiel ist der Radius
R1 der kollabierten Partikel z. B. im Bereich von 2 nm
bis 5 μm gewählt. Entsprechend kann ein Radius R2
im nicht-kollabierten Zustand z. B. im Bereich von 4
nm bis 10 μm erreicht werden (z. B. 200 nm bis 420
nm oder 300 nm bis 480 nm, siehe Wu et al. in „Coll.
Poly. Sci.” 272 (1994) 467; z. B. 92 nm bis 200 nm,
von 42 nm bis 97 nm, von 29 nm bis 65 nm und von
19 nm bis 35 nm, siehe M. Andersson et al. in „J. Poly.
Sci. B 44 (2006) 3305).

[0059] Um die thermoresponsiven Mikrogele 3 auf
der Trägerfläche 2 zu immobilisieren, wird zunächst
eine Mikrogel-Dispersion hergestellt, welche die Mi-
krogel-Partikel als kolloidale Teilchen enthält. Der
Radius R1 wird durch die Reaktionsbedingungen bei
der Herstellung des Mikrogels eingestellt. Die Mikro-
gel-Dispersion kann stabil gelagert werden.

[0060] Bei der Herstellung der Mikrogel-Dispersion
werden vorzugsweise die folgenden Parameter der
Partikel eingestellt:

– Polymerkettenlänge,
– Vernetzungsdichte (z. B. Bildung von Kettenbrü-
cken),
– Partikelradius R1 im kollabierten Zustand,
– Partikelradius R2 im nicht-kollabierten Zustand,
– Elastizitätsmodul im kollabierten Zustand,
– Elastizitätsmodul im nicht-kollabierten Zustand,
und
– (optional) radialer Gradient der Steifigkeit von in-
nen nach außen.

[0061] Die Mikrogel-Parameter werden in Abhängig-
keit von der Anwendung des Substrats 10 gewählt.
Obwohl mit den genannten Eigenschaften ein kom-
plexer Parameterraum aufgespannt wird, ist die Aus-
wahl der konkret zu verwendenden Parameter in Ab-
hängigkeit von den zu kultivierenden Zellen und den
zu realisierenden Kultivierungsbedingungen (geome-
trisch, physikalisch und chemisch) z. B. durch ein-
fache Tests oder durch Verwendung von Tabellen-
werten möglich. Die Erfinder haben festgestellt, dass
zwischen der Adhäsion biologischer Zellen auf den
thermoresponsiven Mikrogelen 3 und deren elasti-
schen Eigenschaften eine starke Korrelation besteht,
so dass durch die Auswahl insbesondere von elasti-
schen Eigenschaften des Mikrogels eine Optimierung
der Kultivierungsbedingungen möglich ist. So wurde

z. B. festgestellt, dass bei einer Änderung des E-Mo-
duls der Mikrogele von 600 kPa (oberhalb der LCST)
auf 100 kPa (unterhalb der LCST) (siehe Fig. 3C)
sehr gute Adhäsions- bzw. Zellablöseeigenschaften
bestehen.

[0062] Zur Herstellung des Substrats 10 wird das Mi-
krogel auf die Trägerfläche 2 aufgebracht. Es wird
eine an sich bekannte Depositionstechnik, wie z.
B. Spin-Coating, Eintauchen, Aufsprühen, Stempeln
oder Dispensieren, z. B. mit Nadeln oder Dispenser-
düsen, verwendet. Die thermoresponsiven Mikroge-
le 3, die mit der Trägerfläche 2 in Kontakt kommen,
bilden mit dieser z. B. eine kovalente Bindung. An-
schließend wird die beschichtete Trägerfläche 2 ge-
waschen, z. B. mit Wasser, um die überschüssigen,
nicht-gebundenen Teilchen abzutrennen. Die an der
Trägerfläche 2 fixierten thermoresponsiven Mikroge-
le 3 können, wie in Fig. 1 schematisch gezeigt, eine
regelmäßige, dichte Packung oder alternativ eine un-
regelmäßige Packung mit Lücken bilden.

[0063] Anschließend kann ein Trocknen der mit den
Mikrogelen 3 versehenen Trägerfläche 2 vorgese-
hen sein. Die Trocknung ist jedoch nicht zwingend
vorgesehen. Alternativ kann unmittelbar nach dem
Abwaschen eine zusätzliche Funktionalisierung oder
die Kultivierung biologischer Zellen vorgesehen sein.
Des Weiteren kann eine Sterilisierung der freiliegen-
den Oberfläche der thermoresponsiven Partikel, z.
B. durch ionisierende Strahlung (Gammastrahlung)
oder Begasung (z. B. mit Ethylenoxid) vorgesehen
sein.

[0064] Wie in Fig. 1 schematisch illustriert, ist min-
destens eine biologische Zelle 21 auf der Oberfläche
mit thermoresponsiven Mikrogelen 3 im kollabierten
Zustand adhärent angeordnet. Durch eine Tempera-
turabsenkung kann der Phasenübergang der thermo-
responsiven Mikrogele 3 in den nicht-kollabierten Zu-
stand induziert werden, in dem die Härte der Oberflä-
che mit den thermoresponsiven Mikrogelen 3 im Ver-
gleich zum kollabierten Zustand vermindert ist. Auf
der Oberfläche mit der verminderten Härte hat die
mindestens eine biologische Zelle 21 eine verminder-
te Adhäsionsfähigkeit, so dass sie durch das flüssi-
ge Kultivierungsmedium über dem Substrat (in Fig. 1
nicht gezeigt) abgelöst, z. B. abgespült werden kann.

[0065] Experimentelle Ergebnisse, die den Phasen-
übergang von thermoresponsiven Mikrogelen 3 zei-
gen, sind beispielhaft in Fig. 3 gezeigt. Fig. 3A illus-
triert die mit einem Atomkraftmikroskop gemessene
Topographie einzelner Mikrogele 3 (PNIPam) für ver-
schiedene Temperaturen. Quellkurven der Mikroge-
le 3 im adsorbierten Zustand sind in Fig. 3B gezeigt.
Die kleine Graphik in Fig. 3B zeigt mittlere Höhen-
profile im Apex der Mikrogele 3 (Höhe H in Abhän-
gigkeit von Durchmesserkoordinate, jeweils in μm).
Schließlich illustriert Fig. 3C die Temperaturabhän-
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gigkeit des Young'schen Elastizitäts-Moduls der Mi-
krogele, die aus Messungen mit dem Atomkraftmikro-
skop abgeleitet wurden. Während bei 37°C das Elas-
tizitäts-Modul größer als 300 kPa, verringert sich das
Elastizitäts-Modul bei 25°C auf Werte unterhalb von
100 kPa. Gleichzeitig haben die Partikel bei der hö-
heren Temperatur einen geringen Wassergehalt von
rund 65%, während bei 25°C der Wassergehalt der
Mikrogele rund 90% ist.

[0066] Die experimentellen Ergebnisse zeigen, dass
das thermische Ansprechverhalten der Mikrogele 3,
insbesondere das scharfe Temperaturprofil des Pha-
senübergangs, im adsorbierten Zustand mit dem flüs-
sigen Zustand vergleichbar ist. Experimentelle Tests
mit Maus-Fibtoblasten haben ergeben, dass die Ad-
häsion der Fibroblasten auf der Oberfläche in dem
Temperaturbereich, in dem der Phasenübergang mit
der Änderung des Young-Moduls gemessen wurde,
von einem adhärenten Zustand bei Temperaturen
oberhalb des Phasenübergangs in einen nicht-adhä-
renten Zustand bei Temperaturen unterhalb des Pha-
senübergangs verstellt werden konnte. Oberhalb des
Phasenübergangs, z. B. bei 37°C haben die Zellen
eine größere Kontaktfläche mit dem Substrat als bei
Temperaturen unterhalb des Phasenübergangs.

[0067] Die Fig. 4 bis Fig. 6 zeigen Varianten der
Erfindung, welche insbesondere in Abhängigkeit von
der konkreten Kultivierungsaufgabe gewählt werden
können. So ist gemäß Fig. 4 ein thermoresponsives
Mikrogel 3 mit einer Kern-Schale-Struktur vorgese-
hen. Der Kern 3.4, z. B. aus Latex, ist unter den
Kultivierungsbedingungen und insbesondere bei ei-
ner Temperaturänderung unveränderlich. Die Scha-
le 3.5 wird durch das thermoresponsive Polymer, z.
B. PNIPam gebildet. Die Herstellung einer Mikrogel-
Dispersion zur Bildung von Partikeln mit Kern-Scha-
le-Struktur ist an sich bekannt (siehe Hellweg et al. in
„Langmuir” 20 (2004) 4330; Fernández-Barbern et al.
in „Phys Rev E 66” (2002) 051803/1-10). Die Fixie-
rung von thermoresponsiven Mikrogelen 3 mit Kern-
Schale-Struktur auf der Trägerfläche und die weitere
Behandlung des Substrats erfolgt, wie dies oben un-
ter Bezug auf Fig. 1 beschrieben ist.

[0068] Die thermoresponsiven Mikrogele 3 können
eine geschlossene (Fig. 5) oder eine von Lücken un-
terbrochene, nicht-geschlossene Monolage (Fig. 6)
auf der Trägerfläche 2 bilden. Die regelmäßige An-
ordnung der thermoresponsiven Mikrogele 3 gemäß
Fig. 5 kann durch Selbstorganisation (Bildung der
dichtesten Packung) erzeugt werden. Bei der nicht-
geschlossenen Schicht gemäß Fig. 6 hingegen kann
die regelmäßige Anordnung der thermoresponsiven
Mikrogele 3 durch eine Vorbehandlung der Träger-
fläche, z. B. mit lokal aufgebrachten Haftvermittler-
Inseln erreicht werden. Abweichend von den Fig. 5
und Fig. 6 können die thermoresponsiven Mikrogele

3 unregelmäßige Anordnungen auf der Trägerfläche
2 bilden.

[0069] Die Fig. 7 und Fig. 8 illustrieren schema-
tisch, dass die Verankerung der thermoresponsiven
Mikrogele 3 auf der Trägerfläche 2 verbessert werden
kann, wenn auf dieser ein Haftvermittler 4 angeord-
net ist. Der Haftvermittler 4 kann die Trägerfläche 2
komplett bedecken (Fig. 7) und so die für die Fixie-
rung der thermoresponsiven Mikrogele 3 freiliegen-
de, modifizierte Trägerfläche bilden. Fig. 8 zeigt ei-
nen Ausschnitt des erfindungsgemäßen Substrats 10
mit den thermoresponsiven Mikrogelen 3 im kollabier-
ten Zustand (Fig. 8A) oberhalb der kritischen Tempe-
ratur und im nicht-kollabierten Zustand (Fig. 8B) un-
terhalb der kritischen Temperatur. Fig. 8B illustriert
des Weiteren schematisch die zwischen dem Haft-
vermittler 4 mit einerseits dem Substratkörper 1 und
andererseits den thermoresponsiven Partikeln 3 vor-
gesehenen Bindungsvarianten. So können an den
freien Enden der Polymerketten 3.2 der thermore-
sponsiven Mikrogele 3 Bindungsplätze 3.6 für eine
kovalente oder biospezifische Bindung 4.1 mit dem
Haftvermittler 4 vorgesehen sein. Die Bindungsplätze
3.6 können bei der Herstellung des Mikrogels gebildet
werden. Die kovalenten Bindungen basieren auf z.
B. Epoxid-, Karboxy-, Amino-, Hydrazid-, Thiol- oder
Maleimid-Verbindungen an den Enden der Polymer-
ketten 3.2. Zur Bildung der kovalenten oder biospe-
zifische Bindung 4.1 ist die Haftvermittler-Schicht 4
entsprechend mit Bindungsplätzen 4.2 ausgestattet,
die mit den Bindungsplätzen 3.6 der thermorespon-
siven Mikrogele 3 reagieren. Gleichzeitig bilden die
Bindungsplätze 4.2 mit dem Substratkörper 1 kova-
lente oder biospezifische Bindungen aus. Die biospe-
zifischen Bindungen können insbesondere durch Re-
zeptor-Ligand-Bindungen, wie z. B. zwischen Strep-
tavidin und Biotin gebildet werden.

[0070] Im linken Teil von Fig. 8B ist schematisch il-
lustriert, dass die Wirkung des Haftvermittlers 4 auf
einer unspezifischen Wechselwirkung 4.3 einerseits
mit den thermoresponsiven Partikeln 3 und anderer-
seits mit dem Substratkörper 1 beruhen kann.

[0071] Der Haftvermittler 4 umfasst z. B. eine Bio-
tin-Schicht mit einer Dicke von 1 nm bis 1 μm (sie-
he Spinke et al. in „J. Chem. Phys.” 99 (1993) 7012;
Hong et al. in „Progr. Colloid Polym. Sci.” 93 (1993)
98; Zao et al. in „Electroanal.” 18 (2006) 1737). Die
Schicht wird mit an sich bekannten Verfahren, wie z.
B. Spin-Coating oder Selbstassemblierung aus der
Lösung, auf der Oberfläche des Substratkörpers 1
gebildet.

[0072] Das erfindungsgemäße Substrat 10 kann Teil
einer Kultivierungseinrichtung 30 sein, wie beispiel-
haft in Fig. 9 illustriert ist. Die Kultivierungseinrichtung
30 umfasst ein Kultivierungsgefäß 31 mit einem Bo-
den 32 und einer umlaufenden Seitenwand 33. Das
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Kultivierungsgefäß 31 ist zur Aufnahme eines flüssi-
gen Kultivierungsmediums 34 vorgesehen, das durch
eine Zufuhrleitung 35 in das Kultivierungsgefäß 31
eingeführt und durch eine Auslassleitung 36 aus dem
Kultivierungsgefäß 31 entfernt werden kann. Das er-
findungsgemäße Substrat 10 ist auf dem Boden 32
angeordnet. Alternativ bildet der Boden 32 das Sub-
strat 10. Auf der zum Inneren des Kultivierungsgefä-
ßes 31 weisenden Seite des Substrats 10 sind freilie-
gend die thermoresponsiven Partikel 3 angeordnet.
Auf dem Substrat 10 befinden sich biologische Zellen
20, 21.

[0073] Fig. 9 illustriert des Weiteren schematisch ei-
ne Temperatureinstelleinrichtung 40 und eine Mani-
pulatoreinrichtung 50. Mit der Temperatureinstellein-
richtung 40 kann die Temperatur des Substrats 10
oder von Teilbereichen (Segmenten) des Substrats
10 gezielt von einer Temperatur oberhalb bis zu einer
Temperatur unterhalb der kritischen Temperatur des
Phasenübergangs der thermoresponsiven Mikrogele
3 eingestellt werden. Die Temperatureinstelleinrich-
tung umfasst z. B. eine Heizeinrichtung, wie z. B. eine
Widerstandsheizung, oder eine Kombination aus ei-
ner Heizeinrichtung und einer Kühleinrichtung, wie z.
B. eine Peltier-Kühlung. Die Manipulatoreinrichtung
50 umfasst z. B. eine Zufuhrleitung 51, durch die eine
Zellsuspension in das Kultivierungsgefäß 31 gespült
werden kann.

[0074] Des Weiteren kann die Kultivierungseinrich-
tung 30 mit einer Beobachtungseinrichtung, z. B. ei-
nem Mikroskop, und einer Messeinrichtung, z. B. ei-
nem Temperatursensor (nicht dargestellt) ausgestat-
tet sein.

[0075] Die Fig. 10 bis Fig. 17 illustrieren verschie-
dene Varianten der Funktionalisierung eines erfin-
dungsgemäßen Substrats mit mindestens einer Mo-
dulatorsubstanz, die mit Modulatorpartikeln (z. B.
Fig. 10 bis Fig. 12) und/oder als Modulatorschicht (z.
B. Fig. 13, Fig. 15) auf der Trägerfläche des Sub-
strats vorgesehen sein kann. Allgemein umfasst die
mindestens eine Modulatorsubstanz eine einzelne
chemische Substanz oder eine Zusammensetzung
chemischer Substanzen, zu der die biologischen Zel-
len eine im Vergleich zu den thermoresponsiven Mi-
krogelen veränderte Adhäsionsfähigkeit aufweisen
(Beispiele siehe oben) und/oder mit der in den biolo-
gischen Zellen zelluläre Reaktionen induzierbar sind.

[0076] Substanzen, welche zelluläre Reaktionen
auslösen, sind allgemein Substanzen, welche durch
Bindung an Oberflächenrezeptoren der biologischen
Zellen z. B. eine verstärkte Adhäsion, eine Migration
(Zellwanderung), eine Differenzierung (insbesondere
Stammzelldifferenzierung), eine Änderung des Akti-
vierungsstatus oder eine Änderung der Malignität be-
wirken. Derartige Substanzen sind z. B.:

– Chemokine, wie z. B. FGF induzieren Chemota-
xis, oder
– Osteonektin (induziert Differenzierung von
Stammzellen in Herzmuskelzellen).

[0077] Vorteilhafterweise ermöglicht die Kombinati-
on verschieden wirkender Modulatorsubstanzen die
gezielte Einstellung vorbestimmter physikalischer
oder chemischer Oberflächeneigenschaften. Da die
mindestens eine Modulatorsubstanz bei der Herstel-
lung des Mikrogels der Dispersion kolloidaler Teil-
chen des thermoresponsiven Polymers zugesetzt
werden kann, lassen sich die thermoresponsiven Mi-
krogele und die mindestens eine Modulatorsubstanz
wie Module frei kombinieren. Die Oberfläche des er-
findungsgemäßen Substrats kann wie ein modularer
Baukasten gestaltet werden.

[0078] Bei dem schematisch in Fig. 10 gezeigten
Beispiel sind thermoresponsive Mikrogele 3, Kunst-
stoffpartikel, die mit zellanziehenden Molekülen be-
schichtet sind (adhäsionssteigernde Modulatorparti-
kel 5.1) und Kunststoffpartikel, die mit zellabstoßen-
den Molekülen beschichtet sind (adhäsionsmindern-
de Modulatorpartikel 5.2) kombiniert. Die Modulator-
partikel 5.1, 5.2 haben einen Durchmesser, der z. B.
im Bereich 50 nm bis 1 μm gewählt ist.

[0079] Fig. 11 illustriert schematisch die verschiede-
nen Wirkungen der Kombination thermoresponsiver
Mikrogele 3 mit adhäsionssteigernden Modulatorpar-
tikeln 5.1 und adhäsionsmindernden Modulatorparti-
keln 5.2 (symbolisiert in Fig. 11A). Gemäß Fig. 11B
bewirken die adhäsionssteigernden Modulatorparti-
kel 5.1 durch eine relativ hohe Anzahl von Bindungs-
plätzen für die adhärente Anbindung der Zelle 21,
dass eine relativ kleine Kontaktfläche zwischen der
Zelle 21 und der Substratoberfläche gebildet wird. Mit
der kleineren Kontaktfläche berührt die Zelle 21 rela-
tiv wenige thermoresponsive Mikrogele 3, so dass de-
ren Wirkung bei einem temperaturabhängigen Pha-
senübergang vermindert wird. Im Ergebnis wird eine
starke Bindung der Zelle 21 zum Substrat 10 erzielt.

[0080] Gemäß Fig. 11C bewirken adhäsionsmin-
dernde Modulatorpartikel 5.2 einen gegenteiligen Ef-
fekt. Die Zelle 21 wird auf der Oberfläche des Sub-
strats 10 ausgebreitet, um Bindungsplätze für die
Adhäsionskontakte der Zelle 21 zu finden. Entspre-
chend erhält die Zelle 21 Kontakt mit einer relativ
großen Anzahl thermoresponsiver Mikrogele 3. So-
mit wirkt sich ein Phasenübergang der thermorespon-
siven Mikrogele 3 stärker als bei den adhäsionsstei-
gernden Modulatorpartikeln 5.1 (Fig. 11B) aus. Die
Adhäsion der Zelle 21 auf der Oberfläche des Sub-
strats 10 wird vermindert.

[0081] Durch eine Einstellung der quantitativen Mi-
schungsverhältnisse der thermoresponsiven Mikro-
gele 3 mit mindestens einem Typ der Modulatorpar-
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tikel 5.1, 5.2 in der Dispersion zur Herstellung der
Mikrogele können somit vorteilhafterweise die Adhä-
sionseigenschaften (Anhaft- oder Ablösungsparame-
ter) der Substratoberfläche über einen weiten Bereich
variiert werden, wobei der thermoresponsive Charak-
ter der Oberfläche erhalten bleibt und die Oberflä-
che für einen Zelltyp oder mehrere Zelltypen optima-
le Adhäsionseigenschaften besitzt. Vorteilhafterwei-
se können die Mischungsverhältnisse in Trägerlösun-
gen zur Herstellung der Dispersionen einfach durch
Einwiegen erzeugt werden. Die Verwendung der Mi-
krogel-Dispersion, welche die Teilchen des thermo-
responsiven Polymers und die Modulatorpartikel ent-
hält, ermöglicht die gemeinsame Übertragung auf die
Trägerfläche des Substrats in einem einzigen Depo-
sitionsschritt.

[0082] Die in der schematischen Illustration von
Fig. 11 gewählten Größenverhältnisse einerseits der
biologischen Zelle 21 und andererseits der Mikrogele
3, 5.1 und 5.2 sind aus zeichnungstechnischen Grün-
den gewählt. Im Unterschied zur Illustration können
erheblich geringere Partikelgrößen, z. B. bis 50 nm
oder darunter, oder auch größere Partikel, z. B. 10
μm verwendet werden.

[0083] Gemäß einer weiteren Variante der Erfindung
können auf der Oberfläche des Substrats 10 Par-
tikel mit verschiedenen Größen kombiniert werden,
wie beispielhaft in Fig. 12 illustriert ist. Beispielswei-
se können die adhäsionssteigernden Modulatorpar-
tikel 5.1 einen größeren Radius als die thermores-
ponsiven Mikrogele 3 haben (Fig. 12A). In diesem
Fall wird die adhäsionssteigernde Wirkung der Mo-
dulatorpartikel 5.1 verstärkt, da diese im Vergleich zu
den thermoresponsiven Mikrogelen 3 für die Zelle 21
stärker zugänglich sind. Dazu im Gegensatz wird ge-
mäß Fig. 12B mit adhäsionsmindernden Modulator-
partikeln 5.2, deren Radius geringer als der Radius
der thermoresponsiven Mikrogele 3 ist, die Wirkung
der Modulatorpartikel 5.2 vermindert. Weitere Kombi-
nationen, wie z. B. kleinere adhäsionssteigernde Mo-
dulatorpartikel 5.1 und/oder größere adhäsionsmin-
dernde Modulatorpartikel 5.2 sind ebenfalls möglich.

[0084] Im Ergebnis können nicht nur die Adhäsions-
eigenschaften der Oberfläche eingestellt, sondern
auch eine bestimmte Körnigkeit der Oberfläche be-
reitgestellt werden. Die Bereitstellung einer körnigen
Oberfläche bedeutet, dass eine Oberflächentopolo-
gie mit Erhöhungen und Vertiefungen erzeugt wird.
Vorteilhafterweise kann die Körnigkeit der Oberfläche
an typische Dimensionen des Adhäsionsmusters ei-
nes bestimmten Zelltyps angepasst werden (Humane
und Bovin Kapillarendothel-Zellen, siehe C. S. Chen
et al. in „Science” 276 (1997) 1425; und C2C12-Mus-
kelzellen, siehe U. Joos et al. in „Eur. J. Cell Bio.” 85
(2006) 225).

[0085] Fig. 13 illustriert eine weitere Variante der Er-
findung, bei der die mindestens eine Modulatorsub-
stanz in Kombination mit den thermoresponsiven Mi-
krogelen 3 als adhäsionssteigernde Modulatorschicht
5.3 oder als adhäsionsmindernde Modulatorschicht
5.4 bereitgestellt wird (Fig. 13A). Auch in diesem Fall
wird vorteilhafterweise eine modulare Gestaltung der
Oberfläche des Substrats 10 durch eine Überlage-
rung der Wechselwirkung der Zelle 21 mit den ver-
schiedenen Komponenten erzielt. Im Unterschied zu
der Verwendung von Modulatorpartikeln wird die min-
destens eine Modulatorsubstanz nicht dem Mikrogel
zugesetzt, sondern in einem zusätzlichen Depositi-
onsschritt durch eine Beschichtung der Trägerfläche
des Substratkörpers vor oder nach der Auftragung
der thermoresponsiven Mikrogele bereitgestellt.

[0086] Fig. 13B illustriert die Wirkung einer adhäsi-
onssteigernden Modulatorschicht 5.3, die analog zu
Fig. 11B eine verkleinerte Kontaktfläche der Zelle
21 und damit einer verminderte Wirkung der ther-
moresponsiven Mikrogele 3 ergibt. Dazu im Gegen-
satz liefert die adhäsionsmindernde Modulatorschicht
5.4 gemäß Fig. 13C eine Ausbreitung der Zelle 21
und damit eine verstärkte Wirkung der thermorespon-
siven Mikrogele 3.

[0087] Während bei den Varianten der Fig. 13B und
Fig. 13C die thermoresponsiven Mikrogele 3 durch
eine der oben beschriebenen Verbindungstypen mit
dem Substratkörper 1 gekoppelt ist, besteht gemäß
Fig. 13D alternativ die Möglichkeit, die thermores-
ponsiven Mikrogele 3 mit der adhäsionssteigernden
Modulatorschicht 5.3 zu verbinden. In diesem Fall
erfüllt die adhäsionssteigernde Modulatorschicht 5.3
eine Doppelfunktion als Haftvermittler (siehe oben,
Fig. 7, Fig. 8) und als Modulatorsubstanz.

[0088] Gemäß einer weiteren (nicht dargestellten)
Variante können zuerst die thermoresponsiven Mi-
krogele 3 mit dem Substratkörper 1 verbunden und
anschließend die adhäsionssteigernde oder adhä-
sionsmindernde Modulatorschicht aufgebracht wer-
den.

[0089] Die Fig. 14, Fig. 15 und Fig. 16 illustrie-
ren Ausführungsformen der Erfindung, bei denen die
thermoresponsiven Mikrogele, der Haftvermittler und/
oder die Modulatorsubstanz auf der Trägerfläche des
Substratkörpers mit mindestens einem Dichtegradi-
enten angeordnet sind. Diese Ausführungsformen
sind insbesondere für die Manipulation biologischer
Zellen bei der Kultivierung in Kokulturen von Vorteil.
Durch die Bildung von Dichtegradienten lassen sich
die Oberflächeneigenschaften des Substrats so mo-
difizieren, dass eine Migration (Zellwanderung) der
adhärenten Zellen in Abhängigkeit vom Zelltyp in-
duziert wird. Hierzu kann ein Konzentrationsgradi-
ent (Fig. 14, Fig. 15) und/oder ein Funktionsgradi-
ent (Fig. 16) von mindestens einer Modulatorsub-
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stanz mit chemotaktischen Eigenschaften vorgese-
hen sein.

[0090] Gemäß Fig. 14 sind auf der Trägerfläche 2
des Substratkörpers 1 thermoresponsive Mikrogele
3 und adhäsionssteigernde Modulatorpartikel 5.1 so
angeordnet, dass in einem ersten Teilbereich 1.1 eine
höhere Flächendichte der thermoresponsiven Parti-
kel 3 im Vergleich zu den adhäsionssteigernden Mo-
dulatorpartikeln 5.1 und in einem zweiten Teilbereich
1.2 umgekehrt eine geringere Dichte der thermore-
sponsiven Mikrogele 3 im Vergleich zu den adhäsi-
onssteigernden Modulatorpartikeln 5.1 erzeugt wird.
Im Ergebnis wird ein Dichtegradient 6 gebildet, der
sich entlang der Trägerfläche 2 durch eine zuneh-
mende Flächendichte der adhäsionssteigernden Mo-
dulatorpartikel 5.1 oder eine abnehmende Flächen-
dichte der thermoresponsiven Mikrogele 3 auszeich-
net. Der Dichtegradient 6, der in Fig. 14 schematisch
illustriert ist, kann in der Praxis stufenweise durch
die Deposition von Mikrogelen mit verschiedenen Zu-
sammensetzungen auf verschiedenen Teilbereichen
des Substratkörpers 1 erzeugt werden.

[0091] Gemäß Fig. 14 ist zur Kultivierung biologi-
scher Zellen 21 von einem ersten, interessierenden
Zelltyp gemeinsam mit Feeder-Zellen 22 die Bildung
der Kokultur in dem ersten Teilbereich 1.1 mit einem
hohen Anteil der thermoresponsiven Partikel 3 vor-
gesehen (Schritt S1). Nach der Kultivierung, die z.
B. eine Differenzierung der Zellen 21 umfasst, wan-
dern die Feeder-Zellen 22 unter der spezifischen Wir-
kung der adhäsionssteigernden Modulatorpartikel 5.1
aus dem ersten Teilbereich 1.1 heraus (Migration 7,
Schritt S2). Anschließend erfolgt die Ablösung der
interessierenden Zellen 21, indem durch eine Tem-
peraturänderung des Substrats 10 der Phasenüber-
gang der thermoresponsiven Mikrogele 3 induziert
und im Teilbereich 1.1 die Adhäsionsfähigkeit für bio-
logische Zellen 21 erheblich vermindert wird. Die Zel-
len 21 können dann, z. B. mit einer Manipulationsein-
richtung, wie sie in Fig. 9 gezeigt ist, vom Substrat 10
entfernt werden.

[0092] Um Zellen zelltypspezifisch zur Migration an-
zuregen, stehen eine Reihe von Modulatorsubstan-
zen zur Verfügung. Beispielsweise wirkt fMLP (For-
myl Methionyl-Leucyl-Prolin) ausschließlich auf die
Migration von HL 60 Leukämie-Zellen, während an-
dere Zelltypen unbeeinflusst bleiben.

[0093] Das in Fig. 14 schematisch gezeigte Prinzip
der selektiven Migration 7 eines Zelltyps aus einer
Mischung von adhärenten Zellen lässt sich entspre-
chend auf die Mischung von mehr als zwei Zelltypen
verallgemeinern, wobei die adhäsionssteigernde Mo-
dulatorsubstanz so gewählt ist, dass mindestens ein
Zelltyp aus der Mischung auswandert oder mindes-
tens ein Zelltyp unverändert bleibt und keine Migrati-
on zeigt. Vorteilhafterweise können damit kleine Zell-

proben mit geringen Zellzahlen insbesondere unter-
halb von 105 Zellen nach der Kokultivierung getrennt
werden.

[0094] Die Trennung von Mischungen verschiede-
ner Zelltypen ist nicht auf die Verwendung von ad-
häsionssteigernden Modulatorpartikeln beschränkt.
Alternativ oder zusätzlich können thermorespon-
sive Partikel 3 mit adhäsionssteigernden Modulator-
schichten 5.3 kombiniert werden, wie schematisch in
Fig. 15 illustriert ist. Es wird ein Dichtegradient 6 zwi-
schen einem ersten Teilbereich 1.1 des Substratkör-
pers 1 mit einer erhöhten Flächendichte der thermo-
responsiven Mikrogele 3 und einem weiteren Teilbe-
reich 1.2 des Substratkörpers 1 mit einer erhöhten
Flächendichte der adhäsionssteigernden Modulator-
schicht 5.3 gebildet. Analog zu Fig. 14 erfolgt zu-
nächst die Ablage und Kokultur der interessierenden
biologischen Zellen 21 gemeinsam mit Feeder-Zel-
len 22 (Schritt S1), anschließend die zelltypspezifi-
sche Migration 7 der Feeder-Zellen 22 aus dem Zell-
gemisch heraus (Schritt S2) und schließlich die Ablö-
sung der interessierenden Zelle 21 durch den tempe-
raturinduzierten Phasenübergang der thermorespon-
siven Mikrogele 3 (Schritt S3).

[0095] Für die Ablösung der Zellen 21 stehen ver-
schiedene Optionen zur Verfügung. Gemäß den
Fig. 15 und Fig. 16 kann die Temperatur des ge-
samten Substrats 10 unter die kritische Tempera-
tur (LCST) abgesenkt werden. Dies ist insbesondere
dann möglich, wenn die adhärent bleibenden Zellen
22 im Teilbereich 1.2 vom Phasenübergang der ther-
moresponsiven Partikel 3 unbeeinflusst bleiben. Al-
ternativ kann eine lokale Verminderung der Tempe-
ratur vorgesehen sein, wie schematisch in Fig. 16 il-
lustriert ist. Bei dieser Ausführungsform der Erfindung
ist die Temperatureinstelleinrichtung 40 (siehe auch
Fig. 9) lokal auf den Teilbereich 1.1 des Substratkör-
pers 1 wirkend angeordnet. In diesem Fall kann der
Phasenübergang der thermoresponsiven Mikrogele 3
lokal beschränkt im Teilbereich 1.1 induziert werden,
während die thermoresponsiven Mikrogele in ande-
ren Teilbereichen unverändert bleiben.

[0096] Die zelltypspezifische Migration auf der Sub-
stratoberfläche erfordert jedoch nicht zwingend einen
Dichtegradienten. Alternativ oder zusätzlich können
chemotaktisch wirkende Substanzen 8 dem Kultivie-
rungsmedium zugesetzt werden, wie schematisch in
Fig. 17 illustriert ist.

[0097] Gemäß Fig. 17 wird ein erfindungsgemäßes
Substrat 10 verwendet, auf dessen Substratkörper
1 die thermoresponsiven Partikel 3 homogen verteilt
angeordnet sind. Nach der Kokultivierung der Zel-
len 21, 22 auf dem Substrat 10 (Schritt S1) erfolgt
der Zusatz chemotaktisch wirkender Substanzen 8
in das Kultivierungsmedium, so dass eine Migration
7 der Zellen induziert wird. Durch Auswahl der che-
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motaktisch wirkenden Substanz 8 kann die Migration
7 zelltypspezifisch induziert werden. Beispielsweise
bewirkt fMLP ausschließlich eine Migration von HL 60
Leukämie-Zellen, während Zellen von Zelllinien, die
aus gesundem Gewebe gewonnen wurden, unbeein-
flusst bleiben.

[0098] Zur Ablösung der interessierenden Zellen 21
erfolgt bei Schritt S3 eine lokal begrenzte Tempera-
turabsenkung. Die thermoresponsiven Partikel 3 zei-
gen den Phasenübergang in dem nicht-kollabierten
Zustand, so dass die Zelle 21 abgelöst werden kann.

[0099] Fig. 18 zeigt eine weitere Variante der Erfin-
dung, bei der das Substrat 10 mit einer Kultivierungs-
kavität 9 ausgestattet ist. Die Kultivierungskavität 9
kann zur in-vitro-Simulation von Differenzierungsvor-
gängen in Stammzellnischen verwendet werden. So
werden im biologischen Organismus Stammzellen
in Kavitäten mit einer vorbestimmten biochemischen
und/oder zellulären Auskleidung vorgehalten (siehe
David T. Scadden in „Nature” 441 (2006) 1075; M. C.
Dusseiller et al. in „Biointerphases” 1 (2006) P1) und
einer Differenzierung unterzogen. Ein Beispiel einer
derartigen Stammzellnische sind Haarfollikeln.

[0100] Mit der Kultivierungskavität 9 des erfindungs-
gemäßen Substrats 10 wird eine Mikroumgebung für
biologische Zellen 21 geschaffen, in der die Bedin-
gungen im Organismus nachgebildet werden. Her-
kömmliche Zellmanipulationstechniken zur Ausklei-
dung künstlicher Kultivierungskavitäten mit biologi-
schen Zellen erfordern die Verwendung optischer
Pinzetten oder dielektrophoretisch wirkender Ele-
mente. Dies ist hinsichtlich des Geräteaufwands und
der komplexen Verfahren nachteilig. Dieses Problem
wird mit dem erfindungsgemäßen Substrat gemäß
Fig. 18 dadurch gelöst, dass Zellen gezielt in die Kul-
tivierungskavität 9 einwandern.

[0101] Gemäß Schritt S1 in Fig. 18 wird ein Zellge-
misch aus biologischen Zellen 21, 22, die in der Kulti-
vierungskavität 9 angeordnet werden sollen, in einem
ersten Teilbereich 1.1 des Substratkörpers 1 aufge-
bracht und ggf. kultiviert. Bei einem zweiten Schritt
S2 erfolgt die gezielte Migration der Zellen 21, 22 in
die Kultivierungskavität 9, wobei einer der oben ge-
nannten Mechanismen, z. B. ein Dichtegradient und/
oder eine aus dem Kulturmedium wirkende chemo-
taktische Substanz verwendet werden.

[0102] Die in der vorstehenden Beschreibung, den
Zeichnungen und den Ansprüchen offenbarten Merk-
male der Erfindung können sowohl einzeln als auch
in Kombination für die Verwirklichung der Erfindung
in ihren verschiedenen Ausgestaltungen von Bedeu-
tung sein.
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Patentansprüche

1.  Substrat (10), insbesondere zur Aufnahme bio-
logischer Zellen (20, 21, 22), umfassend
– einen Substratkörper (1), der eine Trägerfläche (2)
aufweist,
dadurch gekennzeichnet, dass
– auf der Trägerfläche (2) thermoresponsive Mikro-
gele (3) fixiert sind.

2.  Substrat gemäß Anspruch 1, bei dem
– die thermoresponsiven Mikrogele (3) aus mindes-
tens einem ungeladenen und nichtionisierbaren Po-
lymer gebildet sind.

3.  Substrat gemäß Anspruch 1 oder 2, bei dem die
thermoresponsiven Mikrogele (3) aus mindestens ei-
nem der Polymere gebildet sind:
– Poly-(N-isopropylacrylamid),
– -X-(-CH2-CR1COO-R2-)n-(-CH2-CR1COO-R3-)m-R4
oder Copolymere davon, und
– -X-[(-CH2-CR1COO-R2-)n-(-CH2-CR1COO-R3-)m-
R4]2 oder Copolymere davon, wobei
X eine Kopplungsgruppe zur Trägerfläche, R1 = H
oder CH3, R2/R3 = aliphatische Kohlenwasserstoff-
ketten mit Ethergruppen, und R4 H, eine aliphatische
Kohlenwasserstoffkette oder eine funktionelle Grup-
pe ist.

4.  Substrat gemäß einem der vorhergehenden An-
sprüche, bei dem die thermoresponsiven Mikroge-
le (3) aus mindestens einem der Polymere gebildet
sind:

mit R1, R2, R3 und R4 = H oder Alkyl, bevorzugt R1 =
Isopropyl, R2 = H, m + n > 10,

mit R1, R2 = H oder CH3, R3, R4 = H oder Alkyl, x, y
= 0 bis 20,

mit R1, R2 = H oder CH3, R3, R4 = H oder Alkyl, x, y
= 2 bis 20, und

mit R1 = H oder CH3, x = 3 bis 5, Copolymere mit x
= 3 und n > 3.

5.  Substrat gemäß Anspruch 4, bei dem mindes-
tens eine terminale Einheit der Polymerhauptkette ei-
ne Kopplungsgruppe zur Trägerfläche (2) beinhaltet.

6.  Substrat gemäß einem der vorhergehenden An-
sprüche, bei dem
– die thermoresponsiven Mikrogele (3) aus mindes-
tens zwei verschiedenen Polymeren gebildet sind
und/oder verschiedene Durchmesser aufweisen.

7.  Substrat gemäß einem der vorhergehenden An-
sprüche, bei dem
– die thermoresponsiven Mikrogele (3) einen Durch-
messer aufweisen, der mindestens 10 nm und/oder
höchstens 50 μm beträgt.

8.  Substrat gemäß einem der vorhergehenden An-
sprüche, bei dem
– die thermoresponsiven Mikrogele (3) eine Kern-
Schale-Struktur aufweisen.

9.  Substrat gemäß Anspruch 8, mit mindestens ei-
nem der Merkmale
– ausschließlich die Schale der thermoresponsiven
Mikrogele (3) ist thermoresponsiv,
– der Zusammenhalt der Kerne der thermorespon-
siven Mikrogele (3) wird durch Nebenvalenzwechsel-
wirkungen bewirkt,
– der Zusammenhalt der Kerne der thermorespon-
siven Mikrogele (3) wird durch chemische Vernet-
zung bewirkt,
– Polymerketten in der Schale der thermorespon-
siven Mikrogele (3) sind unvernetzt,



DE 10 2010 012 252 A1    2011.09.22

17/31

– Polymerketten in der Schale der thermorespon-
siven Mikrogele (3) sind vernetzt, wobei die Anzahl
von Vernetzungspunkte nicht größer ist als 1 pro 20
unvernetzte Wiederholungseinheiten ist, und
– die Dicke der Schale der thermoresponsiven Mikro-
gele (3) beträgt mindestens 10 nm.

10.    Substrat gemäß einem der vorhergehenden
Ansprüche, bei dem
– die thermoresponsiven Mikrogele (3) eine Monola-
ge, insbesondere eine geschlossene Monolage, bil-
den.

11.    Substrat gemäß einem der vorhergehenden
Ansprüche, bei dem
– die Trägerfläche (2) mit einem Haftvermittler (4) ver-
sehen ist.

12.    Substrat gemäß einem der vorhergehenden
Ansprüche, bei dem
– mindestens eine Modulatorsubstanz (5) vorgese-
hen ist, mit der biologische Zellen eine Adhäsionsfä-
higkeit aufweisen, die sich von der Adhäsionsfähig-
keit der biologischen Zellen an den thermorespon-
siven Mikrogelen (3) unterscheidet, und/oder mit der
durch Bindung an Oberflächenrezeptoren der biolo-
gischen Zellen zelluläre Reaktionen induzierbar sind.

13.  Substrat gemäß Anspruch 12, bei dem
– die mindestens eine Modulatorsubstanz (5) auf Mo-
dulatorpartikeln (5.1, 5.2) und/oder als Modulator-
schicht (5.3, 5.4) auf der Trägerfläche (2) angeordnet
ist.

14.    Substrat gemäß einem der vorhergehenden
Ansprüche, bei dem
– mindestens eines von den thermoresponsiven Mi-
krogelen (3), dem Haftvermittler und der Modulator-
substanz auf der Trägerfläche (2) mindestens einen
Dichtegradienten (6) bilden.

15.    Substrat gemäß einem der vorhergehenden
Ansprüche, bei dem
– auf der Trägerfläche (2) mindestens eine Kultivie-
rungskavität (9) vorgesehen ist.

16.    Substrat gemäß einem der vorhergehenden
Ansprüche, bei dem
– der Substratkörper (1) Teil einer Kultivierungsein-
richtung (30) ist.

17.    Verfahren zur Herstellung eines Substrates
(10) gemäß einem der vorhergehenden Ansprüche,
mit den Schritten:
– Bereitstellung des Substratkörpers (1) mit der Trä-
gerfläche (2),
– Herstellung einer Dispersion der thermorespon-
siven Mikrogele (3),
– Auftragung der Dispersion auf der Trägerfläche (2),
und

– Fixierung der thermoresponsiven Mikrogele (3) auf
der Trägerfläche (2).

18.  Verfahren gemäß Anspruch 17, mit mindestens
einem der Schritte
– Auftragung eines Haftvermittlers (4) auf der Träger-
fläche (2),
– Auftragung von mindestens einer Modulatorsub-
stanz (5) auf der Trägerfläche (2), und
– Sterilisierung der Trägerfläche (2).

19.  Verfahren zur Kultivierung biologischer Zellen
(20, 21, 22) auf einem Substrat (10) gemäß einem
der Ansprüche 1 bis 17, mit den Schritten:
– Ablage der biologischer Zellen (20, 21, 22) auf dem
Substrat (10), und
– Einstellung von Kultivierungsbedingungen derart,
dass die biologischen Zellen (20) einem Wachstum,
einer Differenzierung und/oder einer Migration (7) un-
terzogen werden.

20.  Verfahren gemäß Anspruch 19, mit mindestens
einem der Schritte
– Einstellung der Adhäsion der biologischen Zellen
(20, 21, 22) auf dem Substrat (10) durch eine Tem-
peratureinstellung,
– Einstellung einer zelltypspezifischen Migration (7)
von mindestens einem Typ der biologischer Zellen
(20, 21, 22) mittels eines Dichtegradienten einer zell-
typspezifisch wirkenden Modulatorsubstanz, und
– Einstellung der Migration (7) von mindestens einem
Typ der biologischen Zellen (20, 21, 22) mittels ei-
nes Dichtegradienten einer Modulatorsubstanz der-
art, dass die biologischen Zellen (20, 21, 22) in eine
Kultivierungskavität (9) wandern.

Es folgen 14 Blatt Zeichnungen
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Anhängende Zeichnungen
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