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Zusammenfassung 

Schwere Verletzungen der Luftröhre (Trachea) durch beispielsweise Tumore, Unfälle 

oder Verätzungen können zu einer Öffnung des Brustraums und zu einem 

Einströmen der Atemluft führen, was schwere Infektionen nach sich ziehen kann. 

Des Weiteren kann es zur Aspiration über den Defekt kommen, was schwere 

Lungenentzündungen mit oft tödlichem Ausgang hervorruft. Zur operativen 

Behandlung kann circa 1/3 der Trachea entfernt, der Rest gelockert und wieder 

vernäht werden. Auch Stunts oder Tubes stehen für die Behandlung zur Verfügung. 

Für eine kleine Gruppe von Patienten sind diese Maßnahmen aber nicht 

ausreichend, da ihre Verletzungen beispielsweise zu großflächig sind. Für diese 

Patienten wird im Rahmen der sogenannten Regenerativen Medizin nach Lösungen 

gesucht.  

Für den Einsatz am Patienten im Rahmen von klinischen Studien müssen die Regeln 

und Gesetze der guten Herstellungspraxis (good manufactoring practise = GMP) 

umgesetzt und eingehalten werden. Hierdurch ist die Produktion von hoher Qualität 

gewährleistet und somit die Sicherheit des Patienten erhöht.  

Das Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung eines vaskularisierten, autologen 

Implantats zur Behandlung von schweren Verletzungen der Trachea im Umfeld der 

guten Herstellungspraxis. Die Matrix besteht aus einem circa 14 cm langen Stück 

porcinen, azellularisierten Dünndarm, welches mit dem zuführenden Arterien- und 

Venenpaar frei präpariert und BioVaSc (Biological Vascularized Scaffold) genannt 

wird. Dieses wird dann mit isolierten und kultivierten Zellen des Patienten besiedelt 

und reift für zwei Wochen in einem speziell hierfür entwickelten Bioreaktorsystem. 

Danach erfolgt die Analyse bzw. die Implantation in den Patienten.  

 Zur Überprüfung der Integrität der Gefäße des nativen Ausgangsmaterials ist eine 

definierte Menge PBS durch die Arterie eingeleitet und der venöse Rückfluss 

bestimmt worden. Als Qualitätskriterium galt hierbei ein Rückfluss von 50%. Im 

Anschluss erfolgten die Azellularisierung der BioVaSc zur Entfernung der porcinen 

Zellen und der enzymatische Abbau der DNS, unter Erhalt des natürlichen 

Gefäßsystems. Zur Entfernung der porcinen Zellen ist Natriumdesoxycholat 

verwendet worden, wobei Rückstände davon das Ansiedeln der autologen Zellen 

negativ beeinflussen könnten. Deshalb wurde ein Test etabliert, mit dessen Hilfe, das 
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Auswaschen der Azellularisierungsdetergenz bis zur Sterilisation nachweisbar war. 

Des Weiteren könnten in der BioVaSc natürlicherweise enthaltene Endotoxine 

Immunreaktionen im späteren Empfänger auslösen. Die gesetzlichen Grenzwerte 

hierzu betragen <0,5 EU/ml und konnten durch Modifikationen des Protokolls erreicht 

werden. Zur Etablierung des GMP-Prozess war es außerdem notwendig, die zur 

Azellularisierung verwendeten Reagenzien soweit wie möglich auf speziell für das 

GMP zertifizierte umzustellen. Durch Modifikation des Protokolls konnte histologisch 

eine weitgehende DNS- und Zellfreiheit erzielt werden, in der quantitativen Analyse 

ergab sich eine Abreicherung von 97% im Vergleich zum Ausgangsmaterial. Zur 

Bestimmung der funktionellen Stabilität der azellularisierten Matrix wurde die 

maximal tolerable Zugspannung bestimmt, wobei sich zeigte, dass das die 

Degeneration der BioVaSc erst bei 60°C für 1,5 Tage zu starken Veränderungen in 

der Reißfestigkeit führt. Bei einer Lagertemperatur von 4°C waren bei einer 

Lagerdauer von 24 - 253 Tagen keine gravierenden Unterschiede ermittelbar. Somit 

ist die Haltbarkeit auf 3 Monate festgelegt worden, da in diesem Zeitraum nicht mit 

Veränderungen der Stabilität für die chirurgische Anwendung zu rechnen ist. 

Zur Besiedlung der Gefäße der Matrix wurden mikrovaskuläre Endothelzellen und für 

das Lumen Fibroblasten und Skelettmuskelzellen verwendet. Die Protokolle sind 

hierzu unter den Bedingungen der guten Herstellungspraxis etabliert, optimiert und 

mit, soweit möglich, zertifizierten Reagenzien durchgeführt worden. Zur genauen 

Charakterisierung der Zellen wurden diese immunhistologisch über vier Passagen 

charakterisiert, wobei sich unterschiedliche Expressionsmuster ergaben. Zur 

Charakterisierung der Endothelzellen ist die Färbung gegen CD31 und den vWF 

etabliert worden. Die Färbung gegen CD31 ist zur Identitätsfindung gut geeignet und 

wird von der ersten Passage von den Zellen exprimiert, wohingegen der vWF 

Spender abhängig starke Unterschiede in der Expression aufwies. Bei den 

Fibroblasten waren Kollagen 1 und der Prolyl-4-hydroxylase-Enzymkomplex über vier 

Passagen analysierbar. Hierbei wurde Kollagen 1 von einer Vielzahl von Zellen 

exprimiert, wohingegen der Enzymkomplex nur bei circa 1/3 der Zellen nachweisbar 

war. Eine Kreuzreaktivität der Fibroblasten auf die verwendeten Muskelzellmarker 

war nicht ersichtlich. Die Muskelzellen wachsen aus Satellitenzellen aus, somit ist die 

Findung geeigneter Marker sehr schwierig, da sich die Zellen alle in 

unterschiedlichen Differenzierungsstadien befinden. Dies zeigte sich auch bei der 
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immunhistologischen Analyse mit den Antikörpern gegen Desmin, Myogenin, Myosin 

und MyoD. Diese Proteine wurden von den Muskelzellen je nach 

Differenzierungsstadium gebildet, wohingegen der Prolyl-4-hydroxylase- 

Enzymkomplex und Kollagen 1 in ähnlichem Maße sowohl bei den 

Skelettmuskelzellen als auch bei den Fibroblasten nachweisbar war.  

Zur Herstellung des autologen Implantats wurden zunächst die mikrovaskulären 

Endothelzellen in das vorhandene Gefäßsystem der BioVaSc eingebracht und dann 

für sieben Tage im etablierten Bioreaktorsystem kultiviert. Danach erfolgte die 

Besiedlung mit Skelettmuskelzellen und Fibroblasten und die weitere siebentägige 

Kultur im Bioreaktorsystem. 

Die Besiedlung des Gefäßsystems musste optimiert werden, um sowohl die 

Besiedlungsdichte zu steigern als auch die Effizienz zu erhöhen. Das angedachte 

Verfahren besiedelte das Gefäßsystem der BioVaSc mit einer Spritze, hierbei war die 

Beladung sehr gering, da ein Großteil der Zellen nicht in der BioVaSc adhärierte. Die 

Umstellung auf einen konstanten Fluidstrom mit Hilfe des Infusomators führte zu 

einer verbesserten Effizienz und in Kombination mit einer erhöhten Zellzahl zu einer 

deutlichen Erhöhung der Besiedlungsdichte. Das Lumen konnte mit der etablierten 

Methode vollständig besiedelt werden, wobei allerdings die histologische 

Unterscheidung zwischen Fibroblasten und Skelettmuskelzellen nicht möglich ist, da 

keine entsprechender zellspezifischer Marker etabliert werden konnten. Nach 

vierzehntägiger Kultur im Bioreaktorsystem erfolgte die Kontrolle der Zellvitalität mit 

Hilfe von MTT, mit welchem sowohl in den Gefäßstrukturen als auch im Lumen der 

BioVaSc vitale Zellen nachweisbar waren. Histologische Analysen zeigten, dass die 

mikrovaskulären Endothelzellen in den verbliebenen vaskulären Strukturen CD31 

und den vWF exprimieren. 

Zusätzlich wurde die BioVaSc mit upcyte mvEC der Firma Medicyte besiedelt. Diese 

transfizierten Zellen sind hochproliferativ und bilden endothelspezifische Marker aus. 

Mit ihnen konnte das Gefäßsystem der BioVaSc mit hochproliferativen Zellen 

besiedelt werden. Nach der vierzehntägigen Kultur im Bioreaktorsystem waren die 

Zellen sowohl in den Gefäßstrukturen als auch im Lumen und im Bindegewebe 

nachweisbar. Die Lebend/Tot-Färbung zeigt genauso wie MTT vitale Zellen innerhalb 

der Gefäßstrukturen. In der histologischen Analyse konnte die Ausbildung von CD31, 
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eNOS und vWF nachgewiesen werden. Des Weiteren wurde die Matrix mit 

mesenchymalen Stammzellen besiedelt, um zu analysieren, ob die Scherkräfte die 

Ausbildung endothelialer Marker stimulieren können. Die Isolation von Stammzellen 

ist schon lange erprobt und wäre für den Patienten mit wenigen und bekannten 

Risiken verbunden. Außerdem wäre mit einer Isolation eine große Zellzahl 

erreichbar. Nach vierzehntägiger Kultur konnte in den histologischen Analysen keine 

Ausbildung von CD31 oder dem vWF gefunden, mit MTT allerdings vitale Zellen 

nachgewiesen werden.  

Die Kultur des autologen Transplantats erfolgt in Bioreaktoren und den 

dazugehörigen Inkubatorwagen. Der Inkubatorwagen hält die Temperatur und 

Gaszusammensetzung aufrecht und sorgt mit den eingebauten Pumpen für die 

Übertragung des Fluidstroms in die vaskulären Strukturen der BioVaSc. Die 

mikrovaskulären Endothelzellen werden so durch die entstehenden Scherkräfte 

stimuliert, wohingegen die Fibroblasten und Skelettmuskelzellen ohne Belastung im 

Lumen wachsen. Die benötigten Bioreaktoren und der entsprechende 

Inkubatorwagen mussten für die Bedingungen des GMP weiterentwickelt werden. Er 

erhielt zwei voneinander unabhängige Pumpsysteme, eine möglichst einfache 

Bedienoberfläche, eine verbesserte Reinigungs- und Desinfizierbarkeit sowie die 

Erfassung der Daten von Druck, Temperatur und Kohlenstoffdioxid. Für diese 

Prozessgrößen wurde eine Regelung etabliert, da eine einfache Steuerung die durch 

das biologische Material auftretenden Störungen nicht ausgleichen kann.  
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Summary 

Severe damage of the windpipe (trachea) caused by injuries such as tumors, 

accidents or chemical burn can lead to an opening of the trachea to the chest 

followed by an influx of air, often causing serious infections. Furthermore, aspiration 

via the defect can result in a fatal pneumonia. Surgical intervention is limited to 1/3 of 

trachea, which can be removed, loosened and re-sutured. Stents or tubes can be 

sutured into the trachea for extension or structural support. For a small group of 

patients, these procedures are not sufficient because their injuries are too large. 

Solutions for these patients are being explored in the field of regenerative medicine. 

In order to transplant ex vivo produced cells or tissues into patients in clinical studies, 

the rules and laws of good manufacturing practice (GMP) have to be followed, as the 

quality of the produced product helps to ensure the safety and efficacy of the 

treatment for the patient. 

In this work, a vascularized implant for the treatment for tracheal defects was 

developed according to GMP standards. For this purpose, a part of porcine small 

intestine with a feeding artery and vein was prepared, decellularized and sterilized. 

The remaining matrix, trademarked BioVaSc ñBiological, Vascularized Scaffoldò, was 

colonized with isolated and cultured cells from the patient and then matured for two 

weeks in a bioreactor system. Finally, the prepared for implantation autologous 

implant was extensively characterized.  

To check the integrity of the vessel system before the subsequent procedures, flow 

through the BioVaSc was verified. For this purpose, a defined amount of PBS was 

introduced through the artery and venous return was then ascertained. Only 

BioVaScs with a venous return higher than 50% are taken into the decellularization 

process, which is performed by removing the porcine cells with sodium desoxycholat 

and enzymatic degradation of the residual DNA. As traces of sodium desoxycholat 

could negatively affect the seeding of the autologous cells, a test was established to 

demonstrate the depletion of sodium desoxycholat to acceptable traces in the final 

matrix preparation. Furthermore, the porcine starting material for the BioVaSc 

contains endotoxins, which could trigger immune reactions in the recipient if not 

efficiently removed. The legal limit for endotoxine levels in pharmaceutical products is 

set at <0.5 EU / ml and could be achieved through modifications of the protocol. In 

order to establish a GMP compliant process, specially certified chemicals were used 
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wherever possible. The protocol was optimized until histological analysis showed 

only few residual cells and DNA residues. The quantitative DNA analysis revealed a 

decrease of 97 % of the initial DNA content. To determine storage stability, a tensile 

test to check elasticity of the BioVaSc was established. The analysis shows that only 

the incubation of the BioVaSc at 60 ° C for 1.5 days leads to significant degradation 

and changes in durability of the matrix. When stored at 4 ° C for a period of 24-253 

days, no significant differences could be identified, so storage for at least 3 months at 

4° C should be feasible.  

To colonize the matrix, autologous microvascular endothelial cells, fibroblasts and 

skeletal muscle cells were used. The protocols were established under GMP 

conditions, were further optimized and, wherever possible, certified reagents were 

used. For accurate characterization of these cells, immunohistology analyses were 

performed at each of the four passages for all cell types. For the characterization of 

endothelial cells, staining identifying CD31 and vWF was used. Staining identifying 

CD31 is very homogeneous and well-suited to identify endothelial cells, whereas 

expression of vWF factor highly depends on the donor. On fibroblasts, collagen 1 and 

the prolyl-4-hydroxylase enzyme complex were tested with antibodies. Collagen 1 

was expressed by approximately 2/3 of the cells, whereas the enzyme complex was 

formed only by about 1/3 of the cells. Cross-reactivity of fibroblasts with the muscle 

cell markers was not detectable. Muscle cells were isolated from satellite cells at 

varying differentiation stages and displaying different surface markers. This was 

shown in a broad immunohistochemical analysis with antibodies identifying desmin, 

myogenin, myosin, and MyoD. Collagen 1 was generated by almost all muscle cells, 

whereas the prolyl 4-hydroxylase enzyme complex, a special marker for fibroblasts, 

was detectable in 40% (average over 4 passages) of the skeletal muscle cells. 

For the final manufacturing of the autologous implant, microvascular endothelial cells 

were introduced into the vascular system of the BioVaSc and were cultured for seven 

days in a custom made bioreactor system under defined shear stress conditions 

resembling the human blood pressure. This was followed by culturing of skeletal 

muscle cells and fibroblasts in the lumen of the gut, followed by an additional seven-

day culture period. Colonization of the vascular system had to be optimized in order 

to increase the population density as well as the efficiency of reseeding. The 

envisaged method was to reseed the remaining vascular structures of the BioVaSc 
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with a syringe; in this case, the efficiency was very low because the majority of cells 

didn´t adhere. Switching to a constant fluid flow by using a syringe pump led to an 

improved reseeding efficiency. Additionally, increasing cell numbers showed a 

significant improvement in population density. The lumen was fully populated with 

fibroblasts and skeletal muscle cells by the established protocol. However, the 

discrimination between fibroblasts and skeletal muscle cells with normal histology 

was difficult because no fitting antibody was available. After a two-week culture in the 

custom made bioreactor system, the cell vitality was checked using MTT. The 

analysis showed vital cells in the vascular structures and in the lumen of the 

BioVaSc. Endothelial cells in the remaining vascular structure displayed CD31 and 

vWF shown by histological analyses. 

In order to explore alternative cell sources, the BioVaSc was reseeded with upcyte 

mvEC. These transfected cells are highly proliferative and show typical endothelial 

markers. The BioVaSc vascular structure was colonized three times. After fourteen 

days of culture in the bioreactor system, cells could be detected in vascular 

structures, lumen and in connective tissue. Live / dead staining and MTT identified 

vital cells within vascular structures. The histological analysis revealed expression of 

CD31, eNOS and vWF.  

Furthermore, the matrix was reseeded with mesenchymal stem cells; to test if shear 

stress triggers differentiation into endothelial like cells. This was checked through 

displaying the corresponding endothelial markers in histological analyses. 

Mesenchymal stem cells are used in clinical studies and would be a known and low 

risk for use in patients. With one extraction, a large number of cells could be attained. 

After fourteen days of culture in the bioreactor system, histological analyzes show no 

expression of CD31 or vWF factor. With MTT, vital cells could be detected. A further 

differentiation of cells could possibly be caused by the use of appropriate media or a 

longer culture period. 

Culture and maturation of autologous implants are performed in bioreactors and 

related incubators. The custom-made incubator maintains the temperature, gas 

composition and pulsatile fluid flow through the vascular structures of the BioVaSc. 

Microvascular endothelial cells are stimulated by the resulting shear stress, while 

fibroblasts and skeletal muscle cells are cultured without any flow in the lumen. 
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Required bioreactors and related incubators were developed according to GMP 

requirements. It comprised two independent pumping systems, uncomplicated user 

interface, an improved cleaning and disinfection options, as well as the 

documentation of data, such as pressure, temperature and carbon dioxide.  
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Abkürzungsverzeichnis 

AK   Antikörper 

AKF  Antikörperfärbung 

ATMP  Advanced therapies medicinal products 

BioVaSc  Biological Vascularized Scaffold 

BR   Bioreaktor 

CD  Cluster of Differentiation 

CD31  Platelet endothelial cell adhesion molecule (PECAM-1) 

DAPI   4',6-Diamidino-2-phenylindol 

d.h.   das heißt 

FCS   Fetal calf serum 

h   Stunde 

HCl   Salzsäure 

H&E   Hämatoxilin - Eosin 

H2O   Wasser 

HRP  horseradish peroxidase - Merrettichperoxidase 

M   Molar 

mM   millimolar 

min   Minute 

Mio   Millionen 

MTT  3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid  

mvEC   mikrovaskuläre Endothelzellen 

NaCl   Natriumchlorid 

OT  Objektträger 

P   Passage 

PBS-  Phosphat-Buffered-Saline 

PBS+  Phosphat-Buffered-Saline mit Kalzium und Magnesium 

PCNA  Proliferating-Cell-Nuclear-Antigen 

rpm  Rounds per minute 

RT   Raumtemperatur 

SIS   Small Intestinal Submucosa 

SOP  Standard Operating Procedure = Standardvorgehensweise 
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VE-Wasser  Voll Entionisiertes Wasser 

vWF  von Willebrand Faktor 

z.B.   zum Beispiel 
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1.  Einleitung 

1.1 Regenerative Medizin 

Die Fachrichtungen Zellbiologie, Gentherapie, Biomaterialien, Immunologie,  Tissue 

Engineering und  Ingenieurwesens werden in der Regenerativen Medizin vereint und 

auf ein breites Feld von klinischen Anforderungen angewendet. Zielsetzung ist die 

Entwicklung von biologischen Implantaten, welche geschädigte Gewebe reparieren, 

unterstützen oder erhalten sollen [1]. Implantate können biologischen oder 

künstlichen Ursprungs sein. Diese fallen, da sie keinen aktiven Wirkstoff enthalten, 

unter das Medizinproduktegesetz. Sobald sie mit allogenen oder autologen Zellen 

besiedelt sind, erhalten sie den ĂWirkstoffñ Zelle und können damit in den 

Stoffwechsel eingreifen. In diesem Fall greift das Arzneimittelgesetz. Das 

Herstellungsverfahren und die Etablierung geeigneter Kulturbedingungen sind in 

diesen Fällen von wissenschaftlicher Bedeutung. Bei der Herstellung von Zell-Matrix-

Implantaten werden die autologen Zellen aus Biopsiematerialien isoliert, im Labor 

expandiert und in eine Matrix eingebracht. Nach einigen Tagen bis Wochen der ex 

vivo Kultur ist das autologe Implantat soweit gereift, dass eine gewebeähnliche oder 

organoide Struktur entsteht, die nach Implantation eine Regeneration des 

geschädigten Gewebe oder Organs ermöglicht und eine Heilung unterstützt, wo dies 

zuvor aus Mangel an Struktur oder Funktionalität nicht möglich gewesen wäre. In 

Abbildung 1 wird die Implantat Herstellung schematisch dargestellt. Dabei erfolgt 

nach der Entnahme der Biopsie, die Isolation und Vermehrung der Zellen, das 

Einbringen der Selbigen in eine geeignete Matrix sowie deren Kultur. Nach der 

Reifung erfolgt dann die Implantation in den Patienten.  
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Abbildung 1: Schema der Regenerativen Medizin. Nach Entnahme der Biopsien erfolgen die 
Zellisolation, die Kultivierung und das Einbringen der Zellen in eine geeignete Matrix. Nach 
einer individuellen Reifungsphase erfolgt schließlich die Implantation. 

Die adäquate Versorgung solcher artifiziellen Gewebeäquivalente mit Nährstoffen 

bzw. Sauerstoff stellt bei entsprechender Abmessung eine große Herausforderung 

dar [2]. Im Gegensatz zur allogenen Organtransplantationen benötigen solche 

maßgeschneiderten Produkte der Regenerativen Medizin beispielsweise keine 

lebenslange Immunsupression, so dass die Bildung von Infektionen vermieden 

werden kann. Im Bereich der Regenerativen Medizin ließen sich bisher zahlreiche 

Behandlungsfelder wie beispielsweise im Bereich der Blase [3], des Pankreas [4], der 

Leber [5], der Niere [6], der Herzklappen [7], der Haut [8] und der Wundheilung [9] 

sowie orthopädische Anwendungen [10] erschließen. Im nächsten Abschnitt werden 

die bisherigen Behandlungsmöglichkeiten von Verletzungen der Luftröhre erörtert.  

1.2 Ursache und Behandlung von trachealen Defekten 

Die Luftröhre (Trachea) stellt die circa 9 - 14 cm lange Verbindung des Kehlkopfs zur 

Hauptbronchiengabel dar [11] und ist an der Reinigung, Befeuchtung und 

Erwärmung der Atemluft beteiligt. Sie teilt sich über die Hauptbronchien in die 

Lappenbronchien, Segmentbronchien, Bronchiolen und schließlich in die Bronchioli 

respiratorii. Sie liegt ventral der Speiseröhre und wird von 16 bis 20 hufeisenförmigen 

Spangen aus hyalinem Knorpel stabilisiert [11]. Diese halten das Lumen der Trachea 

gegen einen beim Einatmen entstehenden Unterdruck offen. Das Lumen wird durch 

die Pars membranacea mit dem Musculus trachealis abgeschlossen. Diese kann das 
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Lumen kontrahieren und somit verkleinern. Durch diese Verkleinerung des 

Querschnitts kann die Strömungsgeschwindigkeit erhöht und somit beispielsweise 

das Abhusten von Fremdkörpern erleichtert werden (Abbildung 2). 

 

Abbildung 2: Anatomische Darstellung (1) Kehlkopf (Larynx) (2) Luftröhre (Trachea) (3) 
Knorpelspangen (Cartilagines tracheales) (4) Teilungsstelle der Luftröhre (Bifurcatio trachea) 
(5) Hauptbronchus (Bronchus principales) (6) Lappenbronchien (Bronchus lobaris) (7) 
Segmentbronchien (Bronchus segmentalis)  

Die Trachea zeigt einen dreischichtigen Wandaufbau. Die Tunica adventitia ist eine 

Schicht aus lockerem Bindegewebe zur Befestigung der Luftröhre im Körper. Die 

Tunica fibromusculocartilaginea besteht aus den hufeisenförmigen Knorpeln sowie 

glatter Muskulatur und die Tunica mucosa besteht aus einem mehrreigen 

Flimmerepithel und der bindegewebigen Lamina propria (Abbildung 3). 

1

2

3

4
 

Abbildung 3: Querschnitt der Trachea (1) mehrreihiges hochprismatisches Flimmerepithel 
(Lamina epithelialis mucosae) (2) lockeres Bindegewebe (Lamina propria mucosae) (3) 
Knorpelspange (hyaliner Knorpel) (4) lockeres Bindegewebe (Tunica adventitia) 
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Die im respiratorischen Epithel vorhandenen Flimmerzellen sorgen mit ihren 

koordinierten Zilienbewegungen für den Abtransport der schleimanhaftenden 

Fremdkörper. Dieser Vorgang wird mukozilliäre Clearence genannt. Die Fremdkörper 

werden Richtung Pharynx transportiert und entweder verschluckt oder abgehustet. 

Die Luftröhre kann durch Infektionen, Tumore oder traumatische Ereignisse, wie 

beispielsweise Unfälle oder Intubation, verletzt werden, was zu starken 

Ventilationsproblemen der Lunge führt. Auch angeborene Fehlbildungen wie 

Agenesie, Atresie oder langstreckige Stenosen können einen Luftröhrenersatz 

notwendig machen [12]. Diese Gruppe von Patienten kann im Moment nur palliativ 

mit Stents oder T-Tube behandelt werden [13]. Die durch die Wundheilung und 

chirurgische Maßnahmen entstehende Narbenbildung kann, genauso wie 

beispielsweise die Vergrößerungen der Schilddrüse oder Tumore, zur Verengung 

(Stenosierung) der Atemwege führen [14]. Dies beeinträchtigt nicht nur die 

Lebensqualität, sondern kann lebensbedrohliche Zustände hervorrufen [13]. Kleine 

stenotische Verengungen von bis zu 4 cm Länge können durch End-zu-End-

Anastomosen erfolgreich therapiert werden [13-16]. Dies gelang schon 1881 [17] an 

einem Tiermodel. 1909 wurde von Nowakowski [18] und 1912 von Levit [19] Haut 

und die Faszie des Oberschenkels zur Therapie von Luftröhrendefekten eingesetzt. 

Erst im Zeitraum 1951 - 1953 [20-22] kam man wieder auf die End-zu-End 

Anastomose zurück. Dabei konnten allerdings maximal 2-3 Trachealringe entfernt 

werden. Erst Michelson [23] konnte in einem Tiermodel die Trachea aus dem 

umliegenden Gewebe lösen und die Resektion auf 12 Ringe (circa 4-6 cm) erhöhen. 

Diese Technik wurde 1964 [24] an humanen Leichen getestet. Durch die Haltung des 

Halses kam es dabei, bei zunehmender Länge der Resektion, zum exponentiellen 

Anstieg der Spannung. Die Resektionslänge konnte durch eine veränderte Technik, 

welche zur Beugung im Halsbereich führte, auf Defekte bis 6 cm Länge erweitert 

werden. Bei Defekten von über 6 cm stößt diese Operationstechnik an ihre Grenzen. 

Deshalb sind Trachealprothesen aus unterschiedlichsten Materialien im Einsatz [13]. 

Es ließ sich jedoch bis heute keine ideale Prothese für größere Resektionen 

entwickeln. Ein idealer Ersatz für die Trachea sollte laterale Stabilität und 

longitudinale Elastizität kombinieren und die Aufgaben des respiratorischen Epithels 

übernehmen [13, 25]. Das verwendete Material sollte reizlos in das Gewebe 

einwachsen und somit keine Infektionen, Granulationen oder Erosionen hervorrufen. 
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Zusätzlich sollte es biokompatibel, nicht immunogen, thrombogen, toxisch oder 

kanzerogen sein [26, 27]. Durch eine ausreichende Besiedlung mit autologen Zellen 

kann das Risiko einer Infektion sowie die Entstehung von Granulationsgewebe 

reduziert [28] werden. Die eingesetzten Zellen müssen dazu ausreichend versorgt 

werden. Hierfür ist eine effiziente Vaskularisierung des Implantats zur Sauerstoff- und 

Nährstoffversorgung der Zellen über den Blutkreislauf notwendig. Dies erhält die 

Vitalität und beugt Nekrosen vor [29, 30]. Die Heilungsphase ist aufgrund der 

anatomischen Besonderheit der Trachea kritisch. Postoperative Infektionen und die 

dadurch entstehenden Schwellungen belasten die Nähte, welche sich hierdurch im 

ungünstigsten Fall auch wieder öffnen können [31]. Die Luftröhre hat keinen eigenen 

Zugang zum Blutgefäßsystem sondern wird über kleinlumige Verzweigungen des 

Netzwerks der Schilddrüsengefäße oder der Bronchialarterien versorgt [11, 32]. Bei 

chirurgischen Eingriffen kann es zur Zerstörung dieses Bereiches und damit zu 

Problemen bei der Wundheilung kommen. Diese wird zusätzlich durch den ständigen 

Kontakt mit der Atemluft und den im Mundraum befindlichen Keime erschwert. Falls 

es durch Nekrosen im Bereich der Anastomosen zur erneuten Öffnung der Defekte 

kommt, kann die Atemluft ungefiltert in den Brustkorb einströmen und diesen 

infizieren. Wenn kurative Maßnahmen zur Behandlung einer infizierten Resthöhle 

nicht möglich sind, eine Behandlung zum Überleben des Patienten aber notwendig, 

muss ein Thorakostoma angelegt werden. Dieses Fenster in der Brustwand dient 

dann zur offenen Behandlung der Infektion und wird in Abbildung 4 gezeigt. 

  

Abbildung 4: Thorakostoma bei infizierter Resthöhle 
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Die Lebensqualität der Patienten wird hierdurch massiv beeinträchtigt und durch die 

Bildung von Borken und den durch Infektionen verursachten extremen Mundgeruch 

weiter herabgesetzt [13].  

1.3 Rekonstruktion der Trachea 

Die Behandlungserfolge der verschiedenen Operationstechniken und die 

Verwendung von Prothesen bei großen Defekten der Luftröhre sind meist nur 

kurzfristig [12]. Tubuläre Prothesen verschiedenster Materialien sind in 

Tierexperimenten und in Ausnahmefällen auch in der Klinik zum Einsatz gekommen. 

In Hundemodellen wurden in der Vergangenheit Stahlrohre [33, 34], Stahlspiralen 

[35], Glasröhren [33]), Polyethylenstrukturen [36], Silikonschläuche  [37, 38] und 

Teflonröhren [39, 40] getestet. Diese Prothesen sind aufgrund ihrer Unflexibilität im 

Körper gewandert und haben sich vom Ort der Implantation entfernt. Eine 

Epithelialisierung war selten zu beobachten. Dafür kam es zu Infektionen an den 

Wundrändern, zur Granulation und zur Bildung von Stenosen. Poröse Prothesen aus 

Polytetrafluoroethylen (PTFE) [41], Polyurethan [42] oder von Plastikringen bzw. 

Spiralen gestützte Netzen [43-45] fanden ebenso in Tierversuchen Verwendung. Sie 

wurden hier zur Abdichtung mit Omentum aus der Bauchhöhle, mit Faszien oder mit 

Perikard umwickelt. Der klinische Einsatz war hierbei sehr eingeschränkt. Diese 

durchlässigen Grafts wiesen jedoch eine bessere Zellmigration, allerdings auch eine 

höhere bakterielle Besiedlung auf. Außerdem bildeten sich Narbengewebe und 

Stenosen [46]. Xenogene, autogene und allogene Kadavertracheen, fixiert durch 

Stickstoff, Alkohol, Formalin oder Glutaraldehyd, kamen in Großtiermodellen zum 

Einsatz [27] und zeigten keinen Erfolg. Bioprothesen aus Omentum [47], 

Rippenmuskel [48] oder Rippe und Pleura [49], welche direkt oder indirekt 

vaskularisiert waren, wurden ebenfalls als Ersatz für die Luftröhre verwendet. Die 

Vaskularisierung förderte dabei den Heilungsprozess. Im Bereich des Tissue 

Engineering kam es 1994 zu ersten Ergebnissen mit trachealem Ersatz. Hierbei 

wurde eine Marlex Mesh Tube mit einer Spirale versehen, mit Kollagen beschichtet 

und zum Ersatz von 2 ï 4 cm chirurgisch entfernter Trachea in Hunden benutzt [50]. 

Zur ersten humanen Anwendung kam es 2002, wobei eine Marlex Mesh Tube mit 

Kollagen beschichtet und implantiert wurde. Nach zwei Monaten konnte eine 

vollständige Epithelialiesierung beobachtet werden. 2004 kam es zur ersten 

humanen, autologen Implantation von künstlich hergestelltem Tracheagewebe. 
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Hierzu ist ein azellularisiertes Stück Schweinejejunum mit autologen Muskelzellen 

und Fibroblasten besiedelt und nach 3-wöchiger Kultur erfolgreich in einem Patienten 

mit trachealer Fistel eingesetzt worden [51] (Abbildung 5). 

 

Abbildung 5: Bronchoskopie des 2004 mit einem autolog besiedelten Patch behandelten 
Patienten; Defekt in der Trachea (A), eingeheilter Patch (B) 

Weiterhin kam es im selben Jahr zur Verwendung allogenen Aortengewebes in 

Kombination mit Trachea Stents [52]. Bei zwei auf diesem Weg therapierten 

Patienten konnte ein Jahr nach der Implantation die Bildung von Epithel im 

ehemaligen Aortenlumen beobachtet werden. 2008 wurde eine azellularisierte 

humane Trachea mit aus mesenchymalen Stammzellen differenzierten, 

Chondrocyten und epithelalien Zellen besiedelt, in einem Bioreaktor kultiviert und 

schließlich transplantiert. Diese Behandlung resultierte in einer guten Heilung, 

verbunden mit einem starken Anstieg der Lebensqualität [53]. 2010 bekamen Prof. 

Thorsten Walles und sein Team den von-Langenbeck Preis für sein 

Operationsverfahren zur Behandlung schwerer Luftröhrenverletzungen mit künstlich 

hergestelltem Gewebe basierend auf azellularisiertem porcinen Jejunum, welches 

autolog mit mikrovaskulären Endothelzellen und Skelettmuskelzellen besiedelt 

worden war. 2011 kam eine speziell auf die Maße des Patienten gefertigte Prothese 

zum Einsatz. Dieses Konstrukt wurde für 36 Stunden in einem Bioreaktor mit 

mononukleären Zellen besiedelt und danach implantiert. Im Anschluss wurde der 

Patient mit Filgastrim und EPO behandelt. Nach 5 Monaten ließen sich ein gutes 

Einheilen und Tumorfreiheit diagnostizieren [54]. 2012 berichtete Elliott [55] über eine 

erfolgreich Operation eines Kindes. Dieses war mit einer schweren Trachealstenose 

und einer Schlingenbildung der Pulmonalarterie geboren worden. Nach vielfältigen 

Operationen und Therapien kam es im Alter von 10 Jahren zum Einsatz einer 
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azellularisierten, humanen Spendertrachea welche mit mesenchymalen Stammzellen 

und Gewebestücken aus dem respiratorischen Epithel des Patienten besiedelt sowie 

durch den Einsatz von Stunts gestützt wurde. Zusätzlich erfolgte die Simulation der 

Zellen durch hr-EPO, G-CSF und TGF-ß. Nach zwei Jahren konnte eine erfolgreiche 

Bildung von respiratorischem Epithel nachgewiesen werden. Das Kind ist seit dem 

Einsatz der Prothese 11 cm gewachsen, ohne dass es zu Komplikationen mit dem 

Transplantat kam [55]. 

Kontrollierte klinische Studien müssen nun zeigen, welche dieser teils 

vielversprechenden Ansätze das größte Potential haben und wo die jeweiligen 

Limitationen liegen. 

1.4 Matrices in der Regenerativen Medizin 

Matrices dienen in der Regenerativen Medizin als Trägergerüst für die Kultur von 

Zellen und sorgen für eine dreidimensionale Struktur. Sie müssen die Adhäsion und 

Ernährung der Zellen ermöglichen, biokompatibel sein und sich möglichst reizlos in 

das Gewebe einfügen. Prinzipiell kann jedes synthetische oder biologische Material 

als Matrix für das Tissue Engineering verwendet werden, vorausgesetzt es ist 

bioverträglich [31] und lässt sich je nach Anwendungsgebiet von den Zellen 

gewebespezifisch ab- und umbauen [56]. Diese Voraussetzungen erfüllen zahlreiche 

sowohl synthetische als auch natürliche Materialien, wobei beide ihre Vor- und 

Nachteile haben. Synthetische Materialien wie Polytetrafluorethylen (PTFE), 

Polymilchsäuren (PLA), Hydrogele, Poly-3-hydroxybutyrat (P-3-HB), Polyglyco-

lidsäure (PGA), Poly-4-hydroxybutyrat (P-4-HB) und Polyhydroxyoctanoat (PHO) [56-

58] besitzen eine unterschiedliche Porengröße, sind nach Belieben formbar und 

stabil. Physikalische, chemische oder biologische Modifikationen können die 

Eigenschaften der Matrix, wie beispielsweise den Abbau, die 

Oberflächeninteraktionen oder die Mikroumgebung direkt beeinflussen und somit die 

Signaltransduktion verändern [59]. Synthetische Materialien inkorporieren oft 

schlecht und ein Umbau in körpereigenes Gewebe findet selten statt [60].  

Als natürliche Matrices finden beispielsweise Alginat [61], Kollagene [62] oder auch 

azellularisierte Gewebe [63] ihren Einsatz. Bei letzteren ist es zunächst notwendig 

die nativen Zellen mit chemischen oder mechanischen Mitteln zu entfernen. Es 

ließen sich bereits verschiedenste Gewebe und Organe wie beispielsweise der 

http://de.wikipedia.org/wiki/Polytetrafluorethylen
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Dünndarm [1], die Blase [64, 65], die Haut [66], die Lunge [67], die Herzklappen [68], 

die Gefäßklappen [69] oder die Niere [70] azellularisieren. Je nach Verfahren bleibt 

die natürliche Mikroumgebung aus beispielsweise Kollagenen, Elastin, Fibronectin 

sowie anderen Bestandteilen der extrazellulären Matrix erhalten und der Nachweis 

von Wachstumsfaktoren ist möglich [71-73]. Nach einer Implantation können solche 

azellularisierten Matrices mit dem Körper interagieren und Angiogenese induzieren 

[60]. Die indirekte Vaskularisierung der meisten Matrices kann die Sauerstoff- und 

Nährstoffversorgung der Zellen limitieren [74]. Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich 

sowohl mit der Weiterentwicklung als auch der Optimierung der Herstellung und 

Qualitätsprüfungsverfahrens für den späteren Einsatz als Arzneimittel für neuartige 

Therapien (ATMP) der sogenannten biologisch vaskularisierten Matrix (Biological 

Vascularized Scaffold) kurz BioVaSc [75-81]. Diese BioVaSc ist ein azellularisiertes, 

vaskularisiertes Stück porcinen Dünndarms mit der zugehöriger Arterie und 

abführender Vene. Während der Azellularisierung bleibt das Gerüst des 

Gefäßsystems erhalten, wodurch die BioVaSc anastomisierbar ist und die 

Versorgung größerer Areale sichergestellt werden könnte (Abbildung 6).  

  

Abbildung 6: Biologisch vaskularisierte Matrix (BioVaSc). Das arterielle Gefäßsystem ist mit 
Trypanblau dargestellt. (1) arterieller Zufluss (2) venöser Abfluss (3) Gefäßpaar (4) Darmwand 
(5) Gefäßast 

Der Aufbau ähnelt der SIS (small intestinal submucosa), welche sich schon als 

komplett biokompatibles, resorbierbares Grundgerüst bewährt hat [60] und die 

Adhärenz, zelluläre Migration und Stimulierung von Zellen ermöglicht [82, 83]. 

Zusätzlich bleiben bei der BioVaSc die Matrixstrukturen der Mucosa, Serosa und des 

versorgenden Mesenteriums sowie die Gefäßstrukturen erhalten (Abbildung 7).  
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Abbildung 7: H&E-Färbung (A) nativer Darm (B) azellularisierte BioVaSc (C) SIS. 1: Darmlumen 
2: Tunica mucosa 3: Tela submucosa 4: Tunica muscularis aus Stratum circulare (innen) und 
Stratum lonigitudinale 5: Tunica serosa  

1.5 Zellquellen in der Regenerativen Medizin 

In der Regenerativen Medizin verwendete Zellen können autolog, allogen oder 

xenogen sein [84]. Autologe Zellen können direkt aus Biopsien des Patienten isoliert 

und in vitro expandiert werden [3, 85]. Der entscheidende Vorteil dieser Zellen ist, 

dass sie einen Verzicht auf Immunsupressiva ermöglichen. Allerdings ist die 

Gewinnung nicht für alle zu regenerierenden Gewebe möglich, weil es beispielsweise 

nicht möglich ist, entsprechende Biopsien aus dem jeweiligen Organ zu entnehmen 

[84]. Die Verwendung von allogenen bzw. xenogenen Quellen ist durch die erhöhte 

immunologische Reaktion limitiert. Xenogene Zellen werden heute ausschließlich in 

extrakorporalen Organsatzsystemen zur Überbrückung von maximal sechs Tagen 

z.B. bei Leberversagen verwendet. Eine Implantation wird aufgrund der zu 

erwartenden starken Abstoßungsreaktionen nicht durchgeführt [86]. Eine weitere 

Zellquelle stellen embryonale oder adulte Stammzellen dar. Diese können in 

verschiedene Zelltypen differenzieren und besitzen ein hohes Proliferationspotenzial 

[87]. Embryonale Stammzellen können aus der Blastozyte von Embryonen isoliert 

werden und finden sowohl aus ethischen Gründen, ihrer geringen Verfügbarkeit und 

der zu erwartenden Immunreaktion des Empfängers bisher selten in der Klinik 

Verwendung [88]. Adulte Stammzellen können aus somatischen Zellen des Patienten 

wie beispielsweisen aus dem Knochenmark [89], zentralen Nervensystem [90], 

Muskel [91], Haarfollikeln [92] oder Fettgewebe [93] isoliert werden. Dabei ist das 

Problem der gezielten Induktion von Stammzellen in einzelne Differenzierungs-

richtung nur stellenweise gelöst. Hierfür kommen beispielsweise Wachstumsfaktoren 

in Zellkulturmedien oder aus Ko-Kulturen [94, 95] und dynamische 

Kultivierungsbedingungen in Bioreaktoren [96-98] in Frage. Zusätzlich wird auch der 

Einfluss der extrazellulärer Matrices [99] hinsichtlich der Differenzierung der Zellen 
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untersucht. Ziel ist die reproduzierbare Steuerung der Differenzierungsvorgänge in 

der Zellkultur und auch die Vermeidung von Entartung. Eine weitere Zellquelle sind 

induzierte pluripotente Stammzellen (iPS-Zellen). Diese werden durch eine 

Reprogrammierung somatischer Zellen hergestellt [100-102]. Dabei wird die 

Expression von Transkriptionsfaktoren innerhalb der Zellen in vitro angestoßen und 

so Pluripotenz erzeugt. Sie haben in der Klinik ein hohes Potential, da die ethischen 

Probleme im Gegensatz zu embryonalen Stammzellen nicht gegeben sind und eine 

autologe Verwendung möglich ist. 

1.6 Reaktorsysteme für die Implantatherstellung 

Die klassische Zellkultur ist zweidimensional und greift vor allem auf Flaschen oder 

Petrischalen aus oberflächenbehandeltem Polystyrol zurück. Primäre Zellen 

dedifferenzieren unter diesen artifiziellen Bedingungen und verändern ihren 

Stoffwechsel sowie die Morphologie [103]. Spezielle Medien für primäre Zellen sollen 

diesen Prozess durch die Zugabe spezieller Zusätze verzögern, können ihn 

allerdings nicht verhindern [103]. Damit primäre Zellen ihre Funktionalität behalten, 

ist es nötig, ihnen eine in vivo ähnliche Mikroumgebung zu bieten. Dazu gehören 

neben Matrix, Zell-Zell-Kontakten auch mechanische Stimuli. Die 

Bioreaktortechnologie ermöglicht neben der statischen Kultivierung auch die 

dynamische Kultur (Abbildung 8). 

 

Abbildung 8: Bioreaktoren zur dynamischen Kultur von Zellen auf verschiedenen Matrices 
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Durch Bioreaktoren können die Zellen in vitro einem möglichst körpernahen positiven 

Stimuli, welche der Dedifferenzierung der Zellen entgegenwirkt, ausgesetzt werden 

[97]. Je nach Zelltyp können das unterschiedliche mechanische Bedingungen wie 

Dehnung, Zug, Druck oder Scherbewegungen sein [96, 97]. Bei der Herstellung von 

Knorpel konnte durch den Einsatz rotierender Bioreaktoren beispielsweise die 

Elastizität erhöht werden [104]. Andere Arbeiten belegen, dass mesenchymale 

Progenitorzellen unter Zug- und Dehnungsstress differenzieren [98]. Scherstress 

durch pulsatile Perfusion mit Nährmedium hat positiven Einfluss auf die Zellen des  

Blutgefäßsystems [105, 106]. Zusätzlich zum Scherstress ermöglicht die Perfusion 

auch eine bessere Versorgung der Zellen, da Nährstoffe, Gase und Endprodukte des 

Stoffwechsels verstärkt transportiert werden und es nicht wie bei statischen Kulturen 

zur Gradientenbildung kommt. Durch den mechanischen Reiz kann es zu einer 

verbesserten Differenzierung  von Stammzellen kommen [107]. Allerdings muss die 

Belastung genau dosiert sein, da es ansonsten zu unerwünschten Veränderungen 

kommen kann [108]. Gewebe für den Luftröhrenersatz sind im Moment meist dünner 

und weicher als das Original [109]. Die Entwicklung der Reaktoren geht deshalb hin 

zu einer immer besseren Simulierung der in vivo wirkenden Kräften, um eine 

verbesserte in vitro Reifung der Implantate zu erzielen. Die Durchströmung von 

vaskularisierten Gewebekonstrukten wird inzwischen über Computer gesteuert, um 

eine möglichst realistische Simulation des Blutflusses zu erreichen [97]. Somit 

können schrittweise die in vivo herrschenden Bedingungen immer besser 

nachgebildet werden.  

 1.7 Anforderungen an die Produktion von Arzneimitteln für neuartige 

Therapien (Advanced Therapy Medicinial Products = ATMP) nach der guten 

Herstellungspraxis 

Die Weiterentwicklung des Tissue Engineering und der Regenerativen Medizin in der 

Herstellung von Implantaten haben die Erweiterung des Arzneimittelbegriffs und den 

damit verbundenen Regularien notwendig gemacht. Zellen oder Gene, die zur 

Heilung verschiedenster Krankheiten eingesetzt werden, unterscheiden sich stark 

von den bisher verwendeten Arzneimitteln und werden deshalb in einer neuen 

Produktgruppe zusammengefasst: den Arzneimitteln für neuartige Therapien oder 

auch Advanced Therapy Medicinal Products (ATMP). Die Besonderheiten dieser 

Produkte bedurften einer neuen Gesetzgebung und so wurde 2007 eine eigene EU-
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Verordnung (EG Nr. 1394/2007) erlassen. Unter Arzneimittel für neuartige Therapien 

werden die drei Arzneimittelklassen der somatischen Zelltherapeutika, der 

Gentherapeutika und der biotechnologisch bearbeiteten Gewebezubereitungen 

zusammengefasst. Je nachdem welcher Produktklasse ein ATMP zugeteilt wird, 

gelten unterschiedliche gesetzliche und regulatorische Anforderungen. Die Einteilung 

erfolgt nach folgenden Punkten: 

1. Somatische Zelltherapeutika  

¶ haben in der Regel im Empfänger eine andere Funktion als im Spender 

¶ dienen der Behandlung, Diagnose oder der Vorbeugung von Erkrankungen. 

Dabei werden metabolische, immunologische und pharmakologische 

Eigenschaften der Zellen genutzt. 

¶ wurden grundlegend verändert, so dass sich biologische, physiologische oder 

strukturelle Funktionen bzw. Eigenschaften verändert haben 

 

2. Gentherapeutika  

¶ erzielen ihre therapeutische Wirkung durch eine rekombinante Nukleinsäure 

als aktive Substanz  

¶ zielen auf eine Veränderung einer genetischen Sequenz in der Zielzelle durch 

Addierung, Regulation, Reparation, Ersetzung oder Entfernung der jeweiligen 

Sequenz 

Hierbei gibt es die Ausnahme von Impfstoffen gegen Infektionskrankheiten. Diese 

können beide Eigenschaften erfüllen und werden trotzdem nicht als 

Gentherapeutikum klassifiziert.  

3. Biotechnologisch bearbeitete Gewebezubereitungen für die Regenerative 

Medizin 

¶ enthalten Zellen, um Gewebe zu reparieren, zu ersetzen oder zu regenerieren. 

Diese erfüllen im Empfänger nicht den gleichen Zweck wie im Spender. 

¶ beinhalten sowohl die Verwendung von lebendem als auch totem Gewebe 

und Zellen. Dies kann tierischen oder humanen Ursprungs sein und weitere 

Substanzen beinhalten. 
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Die laufende Entwicklung von ATMP´s findet oft an Universitäten und den 

zugehörigen Kliniken für schwere und/oder seltene Erkrankungen statt. Eine 

Zulassung muss zentralisiert über die Europäische Arzneimittelagentur (EMA= 

European Medicines Agency) erfolgen. In Deutschland ist für die Erteilung einer 

Herstellerlaubnis eine Landesbehörde (Arzneimittelüberwachung) zuständig. Das 

Paul-Ehrlich-Institut als zuständige Bundesbehörde wird beratend hinzugezogen und 

ist zuständig für die Genehmigung der anschließenden klinischen Studien. 

Voraussetzung für eine Herstellerlaubnis und die klinischen Studien sind ein 

etablierter, valider GMP Prozess sowie valide präklinische Daten. Einen Überblick 

über die gesetzliche Lage gibt Abbildung 9. 

 

Abbildung 9: Überblick über die gesetzliche Lage der ATMP´s in Deutschland.  

(Quelle: Vortrag Dr. Ralf Sanzenbacher, Zellkultur unter GMP, Promocell Academy) 
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Nachdem für humane Zellen oder Gewebe, welche zur Anwendung am Menschen 

kommen und nicht ohne Änderung rückübertragen werden, bzw. für Blutprodukte die 

Gewinnungserlaubnis nach §20b erteilt wurde, kommt es zur Unterscheidung 

zwischen klassischen Gewebezubereitungen und den ATMPs. Klassische 

Gewebezubereitungen sind nach einem bekannten Verfahren nicht industriell 

hergestellt worden und ihre Wirkung ist durch wissenschaftliche Erkenntnisse 

nachgewiesen. Hierzu zählen beispielsweise Herzklappen oder die Hornhaut des 

Auges. ATMPs werden nach unbekannten, nicht etablierten Verfahren industriell 

hergestellt und enthalten neuartige Wirkstoffe für spezielle Indikationen. Für diese 

muss eine Herstellungserlaubnis erteilt werden. Nach anschließender erfolgreicher 

klinischer Prüfung ist es notwendig, die Zulassung über die EMEA zu beantragen. 

Hierfür ist das ñCommittee for Medicinal Products for Human Useò (CHMP) 

zuständig. Da es bei ATMPs zusätzliche Expertise benötigt, ist das Komitee für 

neuartige Therapien (Commitee for Advanced Therapies: CAT) gegründet worden. 

Dieses besteht, genauso wie das CHMP, aus Experten, welche die Mitgliedstaaten 

repräsentieren. Die Mitglieder des CAT weisen Fachwissen im Bereich der ATMPs 

auf und werden von Patienten- und Ärztevereinigungen unterstützt. Diese haben 

gleichwertige Funktionen und Stimmrecht wie die Mitgliedstaaten. Damit der 

Austausch gesichert ist, sind fünf Mitglieder des CAT gleichzeitig Vertreter im CHMP. 

Eine Ausnahme dieser zentralen Zulassung ist über den Paragraf 4b des AMG 

möglich. Er kann für ein Arzneimittel beantragt werden, wenn dieses ein ATMP ist, 

individuell verschrieben und für einen einzelnen Patienten angefertigt, also nicht 

routinemäßig hergestellt und unter fachlicher Anwendung eines Arztes in demselben 

Mitgliedstaat verwendet wird, in dem es auch hergestellt wurde. Hierbei wird von 

nicht-routinemäßig Herstellung gesprochen, wenn: nur im geringen Umfang 

produziert, aufgrund eines einzelnen Patienten vom Standardverfahren abgewichen 

wird oder die Anzahl des produzierten Arzneimittels noch nicht ausreichend ist, um 

eine umfassende Beurteilung vorzulegen. Eine Herstellung und Anwendung nach 

§4b des Arzneimittelgesetz muss beim Paul-Ehrlich Institut beantragt werden. 

ATMPs m¿ssen unter den Bedingungen der ĂGuten Herstellungspraxisñ (Good 

manufactoring practise = GMP) hergestellt werden. Darunter sind Richtlinien zur 
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Qualitätssicherung von Produktionsabläufen und deren Umgebung zur Herstellung 

von Arzneimitteln und Wirkstoffen, genauso wie von Kosmetika, Lebens- und 

Futtermitteln, zusammengefasst. Das Ziel ist es, den Verbraucher oder Patienten vor 

bedenklichen oder gefährlichen Produkten zu schützen. Laut Arzneimittelgesetz 

dürfen nur unbedenkliche, wirksame und qualitativ einwandfreie Arzneimittel für Tiere 

und Menschen in den Verkehr gebracht werden. Schwerpunkte der Guten 

Herstellungspraxis sind Regularien zu den benötigten Räumen, die Hygiene, den 

verwendeten Geräten, die GMP gerechte Dokumentation und Qualitätskontrolle. Ziel 

ist es, Kreuz- bzw. mikrobiologische Kontaminationen oder Verwechslungen 

auszuschließen. Da Abweichungen in der Qualität direkten Einfluss auf die 

Gesundheit des Patienten nehmen, spielt die Qualitätssicherung eine große Rolle. 

Qualitätsmanagementsysteme sorgen für die gleichbleibende Qualität und für die 

durch die Gesundheitsbehörden überprüfbare Einhaltung der Anforderungen des 

GMP´s und des Arzneimittelgesetzes. Vom Gesetzgeber sind mehrere 

Personalstellen in Schlüsselpositionen vorgesehen, welche dieses System funktionell 

aufrechterhalten sollen (Abbildung 10). 
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Abbildung 10: Die Verantwortlichkeiten im GMP 

Für die Herstellung ist ein Leiter vorgesehen, welcher für alle Belange der 

Herstellung zuständig ist. Unabhängig und gleichgestellt hierzu ist die Position des 

Leiters der Qualitätskontrolle zu besetzen. Für beide Positionen werden von den 

jeweiligen Personen bestimmte Voraussetzungen an Ausbildung und Erfahrung im 

jeweiligen Fachbereich gefordert. Diesen Positionen vorangestellt wird die 

sogenannte Sachkundige Person oder auch Qualified Person. Sie ist für die 

Einhaltung aller Herstellungs- und Prüfkriterien sowie die Freigabe einer 

Produktionscharge verantwortlich. Die Voraussetzungen für diese Position 

entsprechen denen der vorgenannten Stellen. Eine weitere wichtige Funktion erfüllt 

der sogenannte Qualitätssicherungsbeauftragte. Diese Person überprüft und 

überwacht die Dokumentation des Qualitätssicherungssystems. Die dazugehörigen 

Richtlinien befinden sich im Arzneimittelgesetz, dem GMP-Leitfaden und der 

Arzneimittel- und Wirkstoffherstellungsverordnung. Dieses Gesamtsystem sorgt für 

einen gleichbleibend hohen Standard bei der Herstellung und  Qualitätsprüfung von 

Arzneimitteln und betrifft die Bereiche der Hygiene, der Reinräume, der Ausrüstung, 




















































































































































































































