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„Liquere hoc tibi, Lucili, scio, neminem posse beate vivere, ne tolerabiliter 

quidem, sine sapientiae studio, et beatam vitam perfecta sapientia effici, 

ceterum tolerabilem etiam inchoata. Sed hoc quod liquet firmandum et altius 

cotidiana meditatione figendum est: plus operis est in eo ut proposita 

custodias quam ut honesta proponas. Perseverandum est et assiduo studio 

robur addendum, donec bona mens sit quod bona voluntas est.“ 

SENECA, EPISTULAE MORALES AD LUCILIUM 16 (1, 3-5) 
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1 Einleitung 

1.1 Subarachnoidalblutung 

1.1.1 Definition und Epidemiologie 

Bei der Subarachnoidalblutung (SAB) handelt es sich um eine akut einsetzende intrakra-

nielle Blutung in den mit Liquor gefüllten Raum zwischen Arachnoidea und Pia mater. 

Nach ihrer Ätiologie wird die SAB in traumatische und nicht traumatische (spontane 

SAB) unterteilt. In 60 – 90 % der polytraumatisierten Patienten liegt ein Schädelhirn-

trauma vor. Bei 40 % dieser Patienten lässt sich in der initialen Bildgebung eine trauma-

tische SAB (Zylka-Menhorn 1996; Lier et al. 2005; Steudel et al. 2005; Maegele et al. 

2011) feststellen. Die spontane SAB macht 5 % aller Schlaganfälle aus (van Gijn et al. 

2007). In Mitteleuropa und den Vereinigten Staaten wird die jährliche Inzidenz der spon-

tanen SAB auf 6 – 9/100 000 Personen geschätzt (Steinmetz et al. 2015). Frauen sind von 

einer spontanen SAB häufiger betroffen als Männer (Poeck und Hacke 2006). Innerhalb 

der letzten Jahre ist die 30-Tage-Letalität der spontanen SAB von vormals 50 % auf 35 

% gesunken, die Morbidität ist allerdings weiterhin hoch (Feigin 2005; Connolly et al. 

2012; Steiger et al. 2015).  

1.1.2 Pathogenese 

Die Ruptur eines intrakraniellen Aneurysmas ist mit 85 % die häufigste Ursache der spon-

tanen SAB (van Gijn et al. 2011). In diesen Fällen sprechen wir von einer aneurysmati-

schen SAB (aSAB), die von der nicht-aneurysmatischen SAB zu unterscheiden ist. Letz-

tere tritt in etwa 15 % der Fälle auf und wird unter anderem durch Ruptur einer arterio-

venösen Malformation (AVM) oder einer duralen arteriovenösen Fistel (dAVF) verur-

sacht. Eine Sonderstellung nimmt die perimesenzephale oder präpontine SAB ein. Diese 

ist hinsichtlich ihrer Ausdehnung auf die präpontine Zisterne begrenzt ist und hat mut-

maßlich eine primär venöse Blutungsquelle zur Ursache (van Gijn et al. 2011).  

Wesentliche Risikofaktoren für die Entstehung eines zerebralen Aneurysmas sind Niko-

tinabusus, Hypercholesterinämie, arterielle Hypertonie und Alkoholkonsum (Athanasios 

et al. 2017). Weitere prädisponierende Faktoren sind neben erworbenen Gefäßverände-

rungen durch Arteriosklerose oder Entzündungsprozesse auch kongenitale Struktur-

schwäche der Gefäßwand, wie sie bei Bindegewebserkrankungen (Ehlers-Danlos-Syn-

drom, Marfan-Syndrom) zu finden sind.  
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Infolge erhöhter Druckbeanspruchung der Gefäße im Rahmen eines bestehenden arteri-

ellen Hypertonus kommt es zu einer Ektasie der Gefäßwände (Athanasios et al. 2017; 

Steinmetz et al. 2012). Dieser Mechanismus erklärt, warum insbesondere Gefäßgabelun-

gen, die einer strömungsmechanischen Mehrbelastung ausgesetzt sind, Prädilektions-

stelle eines Aneurysmas darstellen (Poeck und Hacke 2006). Bei den zerebralen Aneu-

rysmen werden sakkuläre, fusiforme und mykotische Aneurysmen unterschieden (Poeck 

und Hacke 2006; Wiebers et al. 2003). Zu lokalisieren sind 80 – 85 % der Aneurysmen 

im vorderen Kreislauf des Circulus arteriosus Willisii. Folgende Lokalisationen sind in 

absteigender Häufigkeit zu nennen: A. communicans anterior und A. cerebri anterior (40 

–45 %), A. carotis interna (15 – 20 %), A. cerebri media (15 – 20 %) sowie A. communi-

cans posterior, A. basilaris und A. vertebralis (etwa 15 %) (Abbildung 1, Poeck und Ha-

cke 2006).  

Einige Risikofaktoren für die Ruptur von zerebralen Aneurysmen sind bereits identifiziert 

worden: Greving et al. (2014) erstellte hierzu über eine Analyse von sechs prospektiven 

Kohortenstudien den PHASES-Score zur Evaluation des individuellen Rupturrisikos von 

nicht-rupturierten Aneurysmen. Prädiktoren für eine Ruptur sind neben Patientenalter, 

geografische Lage und Hypertonus u.a. auch stattgehabte SAB, Aneurysmagröße und 

Aneurysmalage. Unter Berücksichtigung dieser Faktoren kann das 5-Jahres-Rupturrisiko 

einschließlich Morbidität und Mortalität abgeschätzt werden (Tabellen 1, 2). 
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Tabelle 1. PHASES-Score (Mariß und Maurer 2018). 
 

Risikofaktor Punkte 

(P) Geografische Herkunft 

Nordamerika, Europa (ohne Finnland) 0 

Japan 3 

Finnland 5 

(H) Arterielle Hypertonie 

nein 0 

ja 1 

(A) Alter 

< 70 Jahre 0 

≥ 70 Jahre 1 

(S) Größe des Aneurysmas 

< 7,0 mm 0 

7,0–9,9 mm 3 

10,0–19,9 mm 6 

≥ 20 mm 10 

(E) Stattgefundene SAB eines anderen Aneurysmas 

nein 0 

ja 1 

(S) Aneurysma Lokalisation 

A. carotis interna 0 

A. cerebri media 2 

A. cerebri anterior/A. communicans posterior/hinterer Kreislauf 4 

Die Summe der vergebenen Punkte für jeden Faktor ergibt den PHASES-Score (Spann-

breite 0-22 Punkte). 

 

Tabelle 2. 5-Jahres-Rupturrisiko nach dem PHASES-Score (Mariß und Maurer 2018). 
 

Punktezahl PHASES-Score 5-Jahres-Rupturrisiko in % (Spannbreite) 

≤ 2 0,4 (0,1–1,5) 

3 0,7 (0,2–1,5) 

4 0,9 (0,3–2,0) 

5 1,3 (0,8–2,4) 

6 1,7 (1,1–2,7) 

7 2,4 (1,6–3,3) 

8 3,2 (2,3–4,4) 

9 4,3 (2,9–6,1) 

10 5,3 (3,5–8,0) 

11 7,2 (5,0–10,2) 

≥12 17,8 (15,2–20,7) 
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Abbildung 1. Prädilektionsstellen. Prädilektionsstellen von Aneurysmen im Bereich des 

Circulus arteriosus Willisii an Aufzweigungen der Arterien (Poeck und Hacke 2006, mit 

freundlicher Genehmigung des Springer-Verlags). 

 

1.1.3 Klinische Symptome der SAB 

Akutes Leitsymptom der SAB ist der plötzlich einsetzende Vernichtungskopfschmerz, 

der häufig in den Nacken und/oder Rücken ausstrahlt (Athanasios et al. 2017). Auch ve-

getative Symptome, u.a. Übelkeit, Erbrechen oder eine Bewusstseinsstörung stellen sich 

zumeist begleitend ein. Weiteres Kardinalsymptom ist der Meningismus, der durch eine 

meningeale Reizung, u.a. durch die Steigerung des intrakraniellen Druckes, verursacht 

wird. Über 90 % der von einer SAB Betroffenen weisen elektrokardiographische Verän-

derungen auf (Athanasios et al. 2017), diese Veränderungen des Herz-Kreislaufsystems 

sind Ausdruck einer Störung der neuro-kardialen Interaktionen (Athanasios et al. 2017). 

Häufig führen diese Veränderungen im Rahmen der Notfalldiagnostik zur Verdachtsdi-

agnose eines Herzinfarktes, die konsekutiv in eine verzögerte neurologische Diagnostik 

mündet und die Prognose der Patienten beeinträchtigen kann (Rose 2011; van Gijn et al. 

1982). Auch neurologische Defizite oder epileptische Anfälle können zum Zeitpunkt der 

Manifestation einer SAB auftreten (van Gijn et al. 1982).  
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1.1.4 Diagnostik 

Besteht der klinische Verdacht auf eine SAB, ist die native craniale Computertomogra-

phie (CCT) die diagnostische Methode der ersten Wahl. Liegt eine SAB vor, stellt sich 

diese typischerweise hyperdens mit Ausdehnung in den basalen Zisternen dar. In einzel-

nen Fällen kommt es zum begleitenden Einbruch der Blutung ins Hirnparenchym und/o-

der in das Ventrikelsystem. Die CCT hat zum Zeitpunkt des Blutungsereignisses eine 

hohe Sensitivität von 95 % für die Diagnosestellung einer SAB (Abbildung 2) (Verma et 

al. 2013). Sofern nur eine leichte Blutung (minor leak) vorliegt, die als solche mittels 

CCT nicht darstellbar ist (sog. CCT-negative SAB), jedoch der klinische Verdacht be-

steht, sollte im nächsten Schritt eine Lumbalpunktion zum Ausschluss einer SAB erfol-

gen (Athanasios et al. 2017). Die spektrometrische Bilirubinbestimmung und der Nach-

weis von Siderophagen im Liquor können hierbei diagnostisch zielführend sein. Der 

Nachweis von drei Gläserproben blutigen Liquors gilt dabei als beweisend für das Vor-

liegen einer SAB. Darüber hinaus ist die Lumbalpunktion nützlich, um wesentliche Dif-

ferenzialdiagnosen (bspw. einer Meningitis) auszuschließen (Verma et al. 2013).  

Mit zunehmender, zeitlicher Latenz zum Blutungsereignis fällt die Sensitivität der CCT 

deutlich ab, nach einer Woche ist sie nur noch bei etwa der Hälfte der Patienten positiv 

(Athanasios et al. 2017). In diesen Fällen kann eine Magnetresonanztomographie (cMRT) 

hilfreich sein, wobei die Blutabbauprodukte sowohl in den T1- als auch in T2-gewichte-

ten Sequenzen eine Signalanhebung aufweisen (Poeck und Hacke 2006).  Der Goldstan-

dard zur Detektion des Aneurysmas und der Darstellung der Blutungsquelle ist die digi-

tale Subtraktionsangiographie (DSA) (Wiebers et al. 2003). Sie dient gleichzeitig als 

Grundlage für die Planung des Aneurysma-Verschlusses (Athanasios et al. 2017; Poeck 

und Hacke 2006).  
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Abbildung 2. Diagnostisches CCT. a. CCT: Links betonte SAB mit sichtbarem Blut in 

der Sylvischen Fissur links und in den basalen Zisternen. b. CTA: Sakkuläres 

Mediabifurkationsaneurysma (7 x 6,8 x 4,5mm) links (Pfeil). (Mit freundlicher Geneh-

migung der Abteilung für Neuroradiologie der UMG). 

 

Abbildung 3. Diagnostische Angiographie. a. DSA in antero-posteriorer Projektion mit 

Nachweis eines 8 x 5 mm großen sakkulären Mediabifurkationsaneurysmas links. b. 

DSA-Rekonstruktion: 3D-Rekonstruktion mit Darstellung des Mediabifurkationsaneu-

rysmas in lateraler Projektion. (Mit freundlicher Genehmigung der Abteilung für Neuro-

radiologie der UMG). 



  7 

 

 

1.1.5 Klassifikation der SAB 

Die Einteilung des klinischen Schweregrads der SAB erfolgt anhand der Klassifikation 

nach Hunt und Hess (Tabelle 3). Die Graduierung der SAB ist von prognostischer Be-

deutung. Je niedriger der initiale Schweregrad, desto höher ist die Überlebensrate und 

desto größer sind die Genesungschancen (Poeck und Hacke 2006; Frontera et al. 2007). 

Gebräuchlicher ist heutzutage die Klassifikation der World Federation of Neurosurgical 

Societies (WFNS). Sie richtet sich nach dem Glasgow Coma Scale (GCS), einem Bewer-

tungsschemata für Bewusstseins- und Hirnfunktionsstörungen nach einem erlittenen 

Schädel-Hirn-Trauma. Dieser unterscheidet wiederum fünf Grade (Tabelle 4). 

 

Tabelle 3. Einteilung des Schweregrads der SAB nach Hunt und Hess (Poeck und Hacke 

2006). 
 

Grad   Kriterien 

I Asymptomatisch, leichte Kopfschmerzen, leichter Meningismus 

II Starke Kopfschmerzen, Meningismus 

III Somnolenz, Verwirrtheit, leichte Fokalneurologie 

IV Sopor, mäßig bis schwere Hemiparese, vegetative Störungen 

V Koma, Zeichen der Einklemmung 

 

Tabelle 4. Einteilung des Schweregrads der SAB nach WFNS (Mariß und Maurer 2018). 
 

Grad GCS Begleitendes Defizit 

0 15 Nicht-rupturiertes Aneurysma, kein motorisches Defizit 

I 15 Kein motorisches Defizit 

II 13-14 Kein motorisches Defizit 

III 13-14 Motorisches Defizit vorliegend 

IV 7-12 Mit oder ohne motorisches Defizit 

V 3-6 Mit oder ohne motorisches Defizit 

 

1.1.6 Therapie 

Da es sich bei einer SAB um einen akuten medizinischen Notfall handelt, sollten die Be-

troffenen einer sofortigen Behandlung in einem neurovaskulären Zentrum zugeführt wer-

den. Van Lieshout et al. (2017) bewies, dass mit verlängerter zeitlicher Latenz zwischen 

dem initialen Auftreten der Symptome und dem Eintreffen in einem neurovaskulären 

Zentrum, die Mortalität signifikant ansteigt. Gründe für verlängerte Transportzeiten sind 

neben Erstvorstellungen in Krankenhäusern ohne neurochirurgische Versorgungszentren, 

auch fehlgeleiteten Verdachtsdiagnosen wie beispielsweise einer kardialen Ursache der 

Symptome. Gerade die Diagnose der koronaren Herzkrankheit (KHK), wie eingangs er-

wähnt, führt dabei zu einem Anstieg der Mortalität auf bis zu 75 % (Van Lieshout et al. 
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2017). Der Behandlungsalgorithmus von Patienten mit noch nicht ausgeschalteter Blu-

tungsquelle zielt primär darauf, Nachblutungen, lebensbedrohliche Komplikationen und 

Folgeschäden zu verhindern bzw. diese zu reduzieren. Alle Patienten werden daher einer 

intensivmedizinischen Überwachung unterzogen. Diese erfolgt mittels kontinuierlicher 

Überwachung der Vitalparameter und der permanenten Erfassung des neurologischen 

Status, u.a. durch Überprüfung der Vigilanz und des Pupillenstatus (Athanasios et al. 

2017). Bei erhöhtem intrakraniellem Druck wird zur Neuroprotektion eine Sedierung an-

gestrebt. Außerdem wird Bettruhe mit einer Oberkörperhochlagerung und die Vermei-

dung körperlicher Belastung empfohlen (Poeck und Hacke 2006; Steinmetz et al. 2012). 

Entscheidend ist zudem, Blutdruckspitzen von >160 mmHg systolisch zu verhindern, um 

das Risiko der frühen Nachblutung zu minimieren. Die Leitlinie der Deutschen Gesell-

schaft für Neurologie (DGN) sieht daher vor, bis zur finalen Versorgung des Aneurysmas 

den mittleren arteriellen Blutdruck (MAD) auf einen Zielwert von 60–90 mmHg zu brin-

gen. Weiteres Therapieziel ist neben der Aufrechterhaltung der Normoglykämie und 

Normovolämie auch der Ausgleich von Elektrolytstörungen (Steinmetz et al. 2012). 

Nach angiografischem Nachweis eines Aneurysmas als Blutungsquelle ist eine frühzei-

tige Versorgung dessen indiziert, um das Risiko einer Nachblutung zu begrenzen (Kassell 

et al. 1990). Empfohlen wird ein frühes Ausschalten des Aneurysmas innerhalb der ersten 

72 Stunden nach Aneurysma Ruptur (Kassell et al. 1990; Mahaney et al 2011; Van 

Lieshout et al. 2017). Mit dem mikroneurochirurgischen Aneurysma-Clipping und dem 

endovaskulären Coiling stehen zwei Therapieoptionen zur Versorgung des Aneurysmas 

zur Verfügung. Das mikrochirurgische Clipping ist ein Verfahren, das erstmals 1937 

durch Walter E. Dandy initiiert und über die Jahre im Zuge der Anwendung kontinuierlich 

optimiert wurde (Dandy 1938). Das Prinzip des Clippings besteht darin, einen chirurgi-

schen Verschluss durch Anbringen eines Metallclips zu erzielen. Hierzu wird der Clip um 

den Hals des Aneurysmas positioniert (Abbildung 4) (Dandy 1938; Guglielmi et al. 

1991).  Das Coiling liegt in neuroradiologischer Hand: Platinspiralen (Coils) werden en-

dovaskulär in das Aneurysma eingebracht, diese thrombosieren im Verlauf und schalten 

somit das Aneurysma funktionell aus (Abbildung 5) (Guglielmi et al. 1991).  

Die Leitlinie der DGN empfiehlt, eine individuelle Therapieentscheidung nach interdis-

ziplinärer Falldiskussion zwischen Neuroradiologen und Neurochirurgen unter Berück-

sichtigung verschiedener patientenspezifischer sowie Aneurysma-spezifischer Faktoren 

zu treffen (Steinmetz et al. 2012). Ziel ist eine langfristig anhaltende und vollständige 

Ausschaltung des Aneurysmas mit Elimination des Blutungsrisikos.  
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Abbildung 4. Intraoperative mikroskopische Bilder vom Clipping eines Aneurysmas. a. 

Operationssitus unter Mikroskop nach Präparation eines innozenten Aneurysmas der A. 

cerebri media ohne SAB vor dem Clipping; b. Operationssitus unter dem Mikroskop nach 

Clipping des Aneurysmas. c. Operationssitus nach Präparation eines rupturierten Aneu-

rysmas der A. pericallosa mit SAB vor dem Clipping. d. Operationssitus nach Clipping 

des rupturierten Aneurysmas der A. pericallosa (Athanasios et al. 2017, mit freundlicher 

Genehmigung des Deutschen Ärzteblatts).  
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Abbildung 5a. Planung des interventionellen Prozederes (von rechts nach links): Angio-

graphische Darstellung eines Basilariskopfaneurysmas. Subtraktionsangiographie. 3D-

Rekonstruktion des Basilariskopfaneurysmas. (Mit freundlicher Genehmigung der Abtei-

lung Neuroradiologie des Uniklinikums Düsseldorf). 

 

 
 

Abbildung 5b. Planung und Coiling (von rechts nach links): Angiographische Darstellung 

eines Basilariskopfaneurysmas vor endovaskulärer Therapie. In der Arteria basilaris ein-

liegender Katheter sowie erstes Absetzen eines Coils. Mit Coils vollständig „bepacktes“ 

Aneurysma. Angiographische Kontrollserie ohne Nachweis eines residuellen Blutflusses 

im Aneurysma. (Mit freundlicher Genehmigung der Abteilung Neuroradiologie des Uni-

klinikums Düsseldorf). 
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1.1.7 Komplikationen im Verlauf nach einer SAB 

Der klinische Verlauf einer spontanen SAB wird durch Komplikationen erschwert, die 

mitunter ursächlich für die hohe Letalität des Krankheitsbildes sind. Folgende Komplika-

tion treten häufig nach einer SAB auf: Nachblutung, Hydrozephalus und Vasospasmen 

(Abbildung 6).   

Abbildung 6. Darstellung der Häufigkeit und des Zeitpunkts von Komplikationen nach 

SAB (Poeck und Hacke 2006, mit freundlicher Genehmigung des Springer-Verlags).  

 

1.1.7.1 Vasospasmen und sekundäre Ischämien 

 

Bei etwa 30–70 % der Patienten treten im Verlauf nach einer aSAB Vasospasmen auf. 

Das Häufigkeitsmaximum liegt im Zeitraum zwischen dem 4ten und 14ten Tag nach Blu-

tungsereignis (Steinmetz et al. 2012). In circa 30 % der Fälle wird der Vasospasmus 

symptomatisch. Zerebrale Vasospasmen sind einer von multiplen Faktoren, die zu verzö-

gerten zerebralen Ischämien führen können. Die verzögerte zerebrale Ischämie ist ein po-

tenziell reversibler Prozess, der zu Infarkten mit permanenten neurologischen Defiziten 

führen kann, wenn diese nicht behandelt oder zu spät behandelt werden. Die Pathogenese 

der verzögerten zerebralen Ischämie ist multifaktoriell. Bisherige pathophysiologische 

Überlegungen fußen unter anderem auf folgende Mechanismen: Unter Einfluss von Blut-

abbauprodukten kommt es zur Freisetzung vasokonstriktiver Faktoren, die Vasospasmen 

evozieren. Diese bedingen eine Hypoperfusion und sekundäre ischämische Hirninfarkte. 

Die dabei diskutierten spasmogenen Substanzen kommen aus der Gruppe der Endothe-

line, Polypeptide, Plasmine sowie Prostaglandine (Steinmetz et al. 2012).  Zum anderen 

werden lokale Entzündungsreaktionen an den Gefäßwänden für das Auftreten der Vasos-
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pasmen verantwortlich gemacht. Dafür sprechen nachgewiesene Spiegel aktivierter Kom-

plementfaktoren im Plasma und im Liquor der Betroffenen (Steinmetz et al. 2012). Unter 

Berücksichtigung der Erkenntnisse viele experimenteller und klinischer Studien wurde 

der Begriff der verzögerten zerebralen Ischämie (DCI) etabliert (Athanasios et al. 2017). 

Diese werden als eine neu aufgetretene klinisch-neurologische Verschlechterung (Vi-

gilanzminderung mit Abnahme von >2 Punkte auf der GCS und/oder fokal-neurologische 

Defizite wie Hemiparese oder Aphasie) nach Ausschluss anderer Ursachen definiert 

(Frontera et al. 2009). 

1.2 Nimodipin 

 

Die Leitlinien der DGN empfehlen die systemische Gabe von Nimodipin ab Aufnahme-

zeitpunkt des Patienten zur Vasospasmusprophylaxe und Verbesserung der klinischen 

Prognose (Steinmetz et al. 2015). Nimodipin ist das einzige Medikament mit nachgewie-

senem, prognostischem Nutzen, sowohl zur Prophylaxe als auch in der Therapie der DCI 

(Dorhout et al. 2007; Vergouwen 2011). Nimodipin ist ein L-Typ-Kalziumantagonist aus 

der Gruppe der Dihydropyridine, das parenteral (Infusionslösung, 10 mg/50 ml) oder oral 

(Lacktablette, 30 mg) appliziert wird. Es handelt sich um ein stark lipophiles Racemat, 

welches die Blut-Hirn-Schranke überwinden kann und daher vorwiegend in der Neurolo-

gie und Neurochirurgie zum Einsatz kommt (Abernethy 1988). Nimodipin bewirkt eine 

Vasodilatation der zerebralen Gefäße durch Blockade der spannungsabhängigen L-Typ-

Kalziumkanäle. Infolgedessen wird der Ca2+- Einstrom in die glatten Muskelzellen der 

Gefäße gehemmt und eine Herabsetzung des Muskeltonus evoziert (Abernethy 1988). 

Entsprechend kommt es zur Vasodilatation. Nach oraler Gabe kommt es zu einer raschen 

Resorption des Arzneistoffs. Bedingt durch den First Pass-Effekt beträgt die orale Biover-

fügbarkeit von Nimodipin im Mittel nur 5–30 %, die Plasmahalbwertszeit liegt bei einer 

Stunde (Abernethy 1988). Nimodipin wird über das CYP3A4-Isoenzym in der Leber ver-

stoffwechselt und zum Großteil renal ausgeschieden (Gengo et al. 1987). Ein Nachteil 

der systemischen Gabe des Kalziumantagonisten ist die arterielle Hypotonie. Diese kann 

die zerebrale Perfusion verschlechtern und infolgedessen ursächlich für ischämischer 

Schlaganfälle werden. Zur Umgehung dieser Gefahr, wurde in experimentellen Studien 

eine intrathekale Applikation induziert.  

Die direkte intrathekale Gabe ermöglicht es, größere Mengen von Nimodipin in den Sub-
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arachnoidalraum zu verabreichen, ohne dabei einen signifikanten Effekt auf den systemi-

schen Blutdruck zu provozieren (Bilati et al. 2005).  

1.3 Nanopartikel  

Das Präfix „nano“ leitet sich aus dem Griechischen „nanos“ ab und bedeutet „Zwerg, 

zwergenhaft“. Der Eigenname bezieht sich auf die Strukturgröße der Nanopartikel, die 

zwischen 1 und 100 nm liegt.  

Nanopartikel können Arzneimittel enkapsulieren und die Wirksubstanz zum gewünsch-

ten Zielort transportieren. Hier erfolgt dann eine kontrollierte, kontinuierliche Wirk-

stofffreisetzung über einen definierten Zeitraum (Chow et al. 2008). Diese Technologie 

ist schon seit längerer Zeit Gegenstand klinischer und experimenteller Forschung, insbe-

sondere im Bereich der Onkologie lassen sich hierzu schon aussichtsreiche Studien lesen 

(Chow et al. 2008; Kreuter et al. 1983). 

Nanopartikel werden der Gruppe der festen kolloidalen Arzneistoffträger (Poloxamere) 

zugeordnet. Die Arzneistoffe können entweder in Cluster eingebettet oder an der Ober-

fläche der Nanopartikel gebunden werden. Synthetische Polymere oder natürliche Mak-

romoleküle wie Proteine bilden die Ausgangsmaterialien für der Nanopartikel (Chow et 

al. 2008). Aufgrund der geringen Größe der nanoskalierten Trägersysteme (100 bis 200-

fach kleiner als die Zellen des menschlichen Körpers) ist eine gezielte Anreicherung des 

Wirkstoffs in erkrankten Organen möglich. Diese gezielte Wirkstofflieferung kann durch 

oberflächliche Modifizierung der Trägersubstanzen mit biologisch aktiven Adhäsionsmo-

lekülen - beispielsweise Antikörper oder Lektine - zusätzlich vereinfacht werden, um bi-

ologische Barrieren, wie die der Blut-Hirn-Schranke, zu überwinden (Langer et al. 2009).  

Neben dem gerichteten Transport zum Einsatzort, muss auch die Freisetzung des Arz-

neistoffs vom Trägersystem in der notwendigen Dosis und zum richtigen Zeitpunkt si-

chergestellt werden, um die erwünschte pharmakologische Wirkung zu erzielen (Kreuter 

et al. 1983). Die Freisetzungskinetik des Wirkstoffs hängt dabei entscheidend von ver-

wendetem Ausgangsmaterial des Trägersystems und der Art der Bindung an den Nanot-

räger ab.  Bei der Einbettung des Arzneistoffs in den Nanopartikel, ist die Diffusion durch 

die Matrix die Voraussetzung für die Wirkstofffreisetzung. Dies bedingt im Gegensatz 

zur oberflächlichen Bindung an den Nanopartikel eine verlangsamte Freisetzung (Parisi 

et al. 2014). Die besonderen Eigenschaften der Nanopartikel liegen neben der Biokompa-
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tibilität, der Bioabbaubarkeit und der Thermosensivität vor allem auch im geringen Ne-

benwirkungsspektrum und in der Unschädlichkeit. Aufgrund dieser Eigenschaften eignen 

sich Nanopartikel als Arzneimittel-Träger für nahezu jede Form der Applikation, sei es 

oral, intranasal, ocular oder parenteral (Lee et al. 2013; Schmolka 1972).   

1.3.1 Ultraschallgesteuerte Medikamentenfreisetzung 

Der von uns verwendete therapeutische Ultraschall (Physioson Expert 1 MHz multi fre-

quency ultrasonic treatment system with power of 0,4 W, Physiomed Elektromedizin AG, 

Deutschland) mit Frequenzen von 1-3 MHz wirkt über seinen gekrümmten Transducer 

wie ein Brennglas. Die Bündelung der Schallwellen lässt einen konvergenten Strahl ent-

stehen, dessen Energiedichte je nach Frequenz bis 1.7 W/cm2 beträgt. Das im Fokus des 

Transducers stehende Gewebe kann über diesen Weg auf bis zu 100 °C erhitzt werden 

(Kempe et al. 2009). Diese hohe Energie ist dabei präzise auf den Brennpunkt begrenzt, 

wobei in unmittelbar benachbarten Bereichen die Energie massiv abfällt. Das Anwen-

dungsspektrum für den fokussierten Ultraschall ist breit gefächert. Je nach Therapiepara-

meter (Schallart, Dosis, Behandlungsdauer) steht bei der Ultraschalltherapie eine andere 

Wirkung im Fokus. Zu der Vielzahl therapeutischer Optionen werden u.a. die Thermoab-

lation zur Behandlung von Prostatakrebs, Stimulierung einer Frakturheilung und 

Schmerzlinderung gezählt (Kempe et al. 2009). Ein sich neu eröffnender Forschungs-

schwerpunkt des fokussierten Ultraschalls fällt in den Bereich der Sonodrugs (Van Gijn 

et al. 2011). Dabei werden nanoskalierte Systeme – mit Wirkstoffen beladene Nanopar-

tikel – intravenös verabreicht. Sind diese beladenen Drug Carrier am Zielort angekom-

men, wird anschließend über gezielte niederfrequente MHz-Ultraschallimpulse eine Frei-

setzung des Wirkstoffes vom Nanopartikel (kontrollierte Wirkstofffreisetzung) induziert 

(Kempe et al. 2009). Der Vorteil dieser innovativen Technik liegt insbesondere in der 

Potenzierung der Wirkstofffreisetzung und –menge, der Reduktion der im Rahmen der 

Arzneimittelapplikation auftretenden Nebenwirkungen und der auf das zu behandelnde 

Organ fokussierten Therapie, die größere Heilungschancen verspricht. 
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1.4 Hintergrund der Dissertation 

1.4.1 Rationale der Arbeit 

 

Nimodipin ist bislang das einzige Medikament, das nachweislich nicht nur zerebralen 

Vasospasmen vorbeugt, sondern auch die funktionelle Prognose der Patienten nach einer 

SAB verbessert (Diringer et al. 2011). Die prophylaktischen und therapeutischen Effekte 

von oral verabreichtem Nimodipin sind jedoch durch eine geringe orale Bioverfügbarkeit 

limitiert. Ursächlich hierfür ist der dem Nimodipin eigenen hohen First-Pass-Effekt.  

Die häufig unter Nimodipingabe auftretende arterielle Hypotonie, die eine Dosisreduk-

tion oder Absetzen von Nimodipin nötig macht, unterbindet eine suffiziente intrathekale 

Nimodipinkonzentration (Sandow et al. 2016; Hernandez-Duran et al. 2019). Zur Über-

windung dieser Limitation, ist die lokale, intrathekale Anwendung von Nimodipin zuneh-

mend ins Zentrum der Forschung gerückt (Newton-II/III-Studie; Hänggi et al. 2012; 

Macdonald et al. 2012). Im Zuge dessen wurden auch Nanoträgersysteme entwickelt, in 

denen Nimodipin in Nanopartikeln gebunden wurde (Etminan et al. 2015). Diese innova-

tive Technik birgt ein enormes therapeutisches Potential: Wie eingangs erwähnt gehen 

Nanoträgersysteme mit einer immensen Zunahme der Oberfläche einher. Man spricht 

auch von größeninduzierter Funktionalität (Chow et al. 2008). Block-Copolymere sind 

aufgrund ihrer Eigenschaften mit einem hydrophoben Kern (Reservoir) und mit umge-

benden Polyethylenoxid-Ketten ideale Wirkstoffträger für hydrophobe Substanzen wie 

Nimodipin (Pampaloni et al. 2019).  Zwar berichteten bereits verschiedene Studien über 

eine kontinuierliche intrathekale Wirkstofffreisetzung aus Nimodipin-beladenen Nano-

partikeln (Etminan et al. 2015; Hänggi et al. 2017; Carlson et al. 2020), eine kontrollierte 

und bedarfsorientierte Wirkstofffreisetzung zum Zeitpunkt der Entwicklung von Vasos-

pasmen ist allerdings noch nicht möglich. Das primäre Ziel dieser Studie war es, eine 

kontrollierte bedarfsorientierte Freisetzung von an Nanopartikeln gebundenem Nimodi-

pin durch gezielte Ultraschallanwendung in-vitro und in-vivo zu etablieren.  Prognostisch 

hat dies für die Prävention und Therapie von zerebralen Vasospasmen und verzögerter 

zerebraler Ischämie nach aSAB eine hohe klinische Relevanz.  
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1.4.2 Umsetzung 

 

Ziel dieser Arbeit ist die Herstellung eines Nimodipin-beladenen Nanocarriers und die 

Evaluation einer gezielten Freisetzung unter Verwendung therapeutischen Ultraschalls. 

Hierzu wird zunächst die Bindung des Nimodipins an den Nanopartikeln etabliert. An-

schließend erfolgt die Beurteilung der Ultraschall-gesteuerten Wirkstofffreisetzung. Bei 

dem verwendeten Nanopartikel handelt es sich um das Pluronic F-127. Die Freisetzung 

des Nimodipins erfolgt kontrolliert mittels Ultraschallanwendung im niederfrequenten 

MHz-Bereich in einem in-vitro- und in-vivo-Setting. Mittels Dialyseverfahren wird dazu 

in-vitro die kontrollierte Freisetzung des Nimodipins untersucht. Das Ziel hierbei ist es, 

das geeignetste Verhältnis des dispersen Systems zu extrahieren und die probaten Moda-

litäten zur Ultraschall-gesteuerten Freisetzung zu bestimmen. 

Darauf aufbauend erfolgt die in-vivo-Studie: Hierzu wird am embryonalen Ei ein experi-

menteller Vasospasmus evoziert. Zur Ermittlung der Auswirkungen auf den Vasospas-

mus, werden die beladenen Nanopartikel appliziert und die Wirkstofffreisetzung mittels 

Ultraschallanwendung kontrolliert induziert. Zum leichteren Verständnis werden im Fol-

genden die Materialien und Methoden, die Ergebnisse und Diskussionen für jeden Ver-

suchsaufbau im Einzelnen beschrieben. 
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2 Materialien und Methoden 

2.1 Materialien 

Tabelle 5. Laborgeräte und Verbrauchsmaterialien. 

Laborgeräte und Verbrauchsmaterialien  Produktionsfirma 

Deionisiertes Aqua Neurochirurgisches Labor, 

UMG Göttingen 

Eierbecher Karl Hammacher GmbH, Solingen 

Embryonales Ei, Bresse Gauloise Poulets-de-France, Hildesheim 

Erlenmeyerkolben Simax GmbH, Selb 

Filterpapier, Chromatography Paper 3MM Whatman, Maldstone 

Inkubator BSS 420 

Nürnberg 

Grumbrach GmbH & Co.KG, 

Nürnberg 

 

Innova 4000, Inkubator und Schüttler 

 

New Brunswick Scientific, Nürtingen 

 

Leica® MC170 HD 

 

Leica Kamera AG, Wetzlar 

 

Leukotape® BSN Medical, Hamburg 

Massenspektrometer LC-MS 7 

Göttingen 

Klinische Chemie, UMG, Göttingen 

NanoSight, LM10-HS 

vern 

Malvern Instruments, Malvern 

PARAFILM® Pechiney Plastic Packaging, Ohio 

PHYSIOSON-Expert Physiomed ®, Paderborn 

Pipetten Eppendorf, Hamburg 

Pipettenspitzen Sarstedt, Nümbrecht 

pluriStrainer®, 1µm mesh size pluriSelect®, Leipzig 

Präparationsnadel Karl Hammacher GmbH, Solingen 

Präparationsschere Karl Hammacher GmbH, Solingen 

Sonosid® Asid Bonz GmbH, Herrenberg 

Spectrum™ Labs Spectra/Por™ 6 3500 D 

MWCO  

Fisher Scientific, Schwerte 

TEM EM 10C Zeiss, Oberkochen 

TEM Grid Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim 

Vortex-Genie 2 

 

Electro Scientific Industries, Portland 

Zentrifugenröhrchen, 50ml Fisher Scientific, Schwerte 
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Tabelle 6. Chemikalien und Medien. 

Chemikalien und Medien Produktionsfirma 

Calciumchlorid Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim 

Formaldehyd BASF Corporation, New Jersey 

Magnesiumchlorid Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim  

Methanol Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim 

Nimodipin Pulver Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim 

Nimotop® S Bayer AG, Leverkusen 

Phosphat Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim 

Pluronic® F127 BASF Corporation, New Jersey 

Tween® 80 Fluka Chemicals Company, Seelze  

Wolframphosphorsäure Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim 

 

Tabelle 7. Puffer und Lösungen. 

Die Herstellung der Puffer und Lösungen erfolgt mit bidestilliertem Wasser. 

Puffer/Lösungen Zusammensetzung Volumina 

Dialysat PBS 200 ml 

Tween 80® 0,1% w/v 

Kontrolle Nimotop S® 0,2 mg/mL 

Negativfärbung Wolframphosphorsäure 2,0 % w/v 

PBS pH 7,4 NaCl 137 mM 

 KCl 2,7 mM 

KH₂PO₄ 1,8 mM 

Na₂HPO₄ 10 mM 

15% Pluronic Lösung Pluronic® F127 15 % w/v 

 Deionisiertes Aqua 10 ml 

Nimodipin Pulver 2 mg 

10% Pluronic Lösung Pluronic® F127 10 % w/v 

 Deionisiertes Aqua 10 ml 

Nimodipin Pulver 2 mg 

5% Pluronic Lösung Pluronic® F127 10 % w/v 

 Deionisiertes Aqua 10 ml 

Nimodipin Pulver 2 mg 
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Tabelle 8. Strukturformel der Materialien.  
 

Material Strukturformela Konstitutionsformela 

Pluronic® F-127  

 

 

Nimodipin  

 

 

 

C21 H26 N2O7 

a Die Angaben wurden von dem Hersteller bezogen. 

 

2.1.1 Software 

Die in dieser Studie verwendete Software ist in Tabelle 10 zusammengefasst. 

Tabelle 9. Software. 

Software Application Source 

Fiji  
Quantitative Messung 

der Gefäße der CAM 
ImageJ 

GraphPad Prism® 6.0 
Statistische Analyse und 

Graphische Illustration 

GraphPad Software 

Inc. 

MS Office Excel 2010 
Statistische Analyse und 

Graphische Illustration 
Microsoft 

MS Office Word 2010 Text, Editieren Microsoft 

NanoSight Tracking Analyse 2.3 
Größe, Größenverteilung 

der Nanopartikel  
Malvern Instruments 
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2.2 Methodik 

2.2.1 In-vitro-Experimente 

Die In-vitro-Versuche beinhalten die Herstellung von leeren sowie mit Nimodipin bela-

denen Mizellen und die gezielte Nimodipin Freisetzung von den Nanopartikeln durch 

Ultraschallanwendung. 

2.2.1.1 Herstellung von Mizellen 

Pluronic® F-127 Block-Copolymere wurden ohne zusätzliche Reinigung als Nanocarrier 

verwendet. Pluronic® F-127 ist ein Tri-Block-Copolymer aus Poly-Ethylen-Oxid und 

Poly-Propylen-Oxid (PEO-PPO-PEO) mit einem Molekulargewicht von 12600 Da (alle 

Angaben stammen vom Hersteller, Tabelle 5). Zur Herstellung der Mizellen wurde das 

von Sotoudegana et al. (2016) beschriebene Verfahren der direkten Auflösung verwendet. 

Unter kontinuierlichem Schütteln mittels Innova 4000 bei 100 U/min wurde Pluronic® 

F-127 in verschiedenen Konzentrationen (5 %, 10 %, 15 %) zu 10 ml deionisiertem Was-

ser gegeben. Die dispersen Phasen wurden anschließend drei Stunden bei 25 °C mitei-

nander gemischt. Die Experimente wurden für jede, der in Tabelle 10 aufgeführten Be-

dingungen, dreimal wiederholt. 

Tabelle 10. Experimentensetting zur Herstellung der Mizellen. 

 

2.2.1.2 Herstellung Nimodipin-beladener Mizellen 

Das Verfahren zur Herstellung von Nimodipin-beladenen Mizellen umfasste folgende 

Schritte: 1 - Herstellung Nimodipin-beladener Mizellen unter Verwendung der direkten 

Auflösungsmethode; 2 - Bestimmung der Einschlusskapazität (encapsulation efficiency, 

EE) der Polymere, des prozentualen Anteils des ausgefällten Wirkstoffs (precipitated  

drug, PD) und der Wirkstoffbeladung (drug loading, DL) (Abbildung 7, Sotoudegana et 

al. 2016).  

Experimente Kondition Pluronic® F-127 (% 

w/v) 

Nimodipin 

[2mg/10ml] 

Herstellung nicht-belade-

ner Mizellen 

K1 5 - 

K2 10 - 

K3 15 - 

Herstellung Nimodipin-be-

ladener Mizellen 

K4 5 X 

K5 10 X 

K6 15 X 
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Wie der Tabelle 8 zu entnehmen ist, wurde gleichzeitig jeweils eine definierte Menge 

Pluronic® F-127 (5 %, 10 %, 15 %) mit 2 mg Nimodipin-Pulver zu 10 ml deionisiertem 

Wasser gegeben. Anschließend wurde die Suspension bei 100 U/min für 3 Stunden bei 

Raumtemperatur (25 °C) gerührt. Danach wurde das ausgefällte Nimodipin durch Filtra-

tion (pluriStrainer® Filter, Maschenweite von 1 µM) von der Mizellensuspension ge-

trennt. Die Filtersedimente wurden in 1 ml deionisiertes Wasser gelöst und zusammen 

mit der filtrierten Lösung für die Bestimmung der Partikelgröße, PD, EE und DL verwen-

det (Abbildung 7).  Mittels fluorometrischen Assays (Flüssigkeitschromatographie-Mas-

senspektrometrie) wurden die Anteile an freiem und verkapseltem Wirkstoff ohne vorhe-

rige Fällung gemessen. Hierzu wurden die Proben 1:1000 in 50/50 MeOH/H20 verdünnt. 

Als interner Standard wurde D3-Trimipramin verwendet (200 µl Probe + 10 µl einer 1 

mg/L-Lösung von D3-Trimipramin). Die Nimodipin-Konzentration wurde jeweils in der 

ungefilterten Suspension, im Filtrat und im Sediment gemessen.  

 

DL (%)=
Gewicht des Nimodipins

Gewicht der beladenen Mizellen
×100 

 

EE (%)=
Gewicht des Nimodipins

Gewicht des Pluronic® F-127 
×100 

 

PD (%)=
Gewicht des Nimodipins in den Mizellen

Gewicht des Pluronic® F-127 und des Nimodipins
×100 

 

Abbildung 7: Herstellung Nimodipin-beladener Mizellen. Bestimmung der Einschluss-

kapazität (EE), Ausgefällter Wirkstoff (PD) und Wirkstoffbeladungskapazität (DL) 

(Sotoudegana et al. 2016). 

 

2.2.1.3 Morphologische Untersuchung der Mizellen 

Die Morphologie der nicht-beladenen und der beladenen Mizellen wurde mittels 

Transelektronenmikroskopie (TEM) sowie mittels Nanopartikel-Tracking-Analyse 

(NTA) evaluiert. Für die TEM-Untersuchungen erfolgte eine Negativfärbung mit Wolf-

ram-Phosphorsäure (TPA): Dazu wurde eine Probe der Mizellensuspension in gleicher 

Menge mit TPA (2 % w/v) gemischt. Anschließend wurde ein Tropfen dieses Gemischs 

auf ein mit Pioloform beschichtetes Kupfergitter gegeben. Nach vollständiger Trocknung 
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wurde das benetzte Gitter unter dem TEM (Zeiss, EM10C) bei einer Beschleunigungs-

spannung von 80 kV untersucht.  

Die Partikelgröße und die Größenverteilung der arzneimittelbeladenen Mizellen wurden 

mittels NTA (NanoSight®, LM10-HS) bestimmt. Die Nanopartikel-Tracking-Analysen 

wurden bei einem Erfassungswinkel von 175°, einer Raumtemperatur von 25 °C und ei-

ner Analysedauer von 60 Sekunden durchgeführt. Aus Gründen der Reproduzierbarkeit 

erfolgte eine fünfmalige Wiederholung.   

Zur Evaluation der Stabilität der Mizellen wurden die Lösungen zusätzlich für drei Mo-

nate bei Raumtemperatur und bei 4 °C gelagert. Zu definierten Zeitpunkten (1 Woche, 1 

Monat und 3 Monate) wurden die Lösungen hinsichtlich ihrer Morphologie mittels TEM, 

ihrer Größe mittels NTA und ihrer Phasenstabilität anhand makroskopischer Veränderun-

gen bewertet. Es wurden keine besonderen Vorkehrungen getroffen, um die Stabilität der 

Mizellen zu beeinflussen. 

 

Tabelle 11. Probenvorbereitung für die TEM-Analyse. 

Schritte Materialien:  Stammlösung der Probe (ca. 1mg/ml), etwas Parafilm, Wolf-

ramphosphoräure (2%) zum Kontrastieren,  die Träger (Kupfergrid für 

TEM) und eine kleine saubere Brussel-Edelstahlpinzette vor. 

I Kontrastierung der Probe (1mg/ml) mit Wolframphosphoräure (2%) im 

Tube. 

II Deposit eines Grids auf den Parafilm (bei den Gittern muss die Kupferseite 

nach oben gerichtet sein). Gabe eines Tropfens von 15 µl. Probe 1 bis 2 

Minuten eintrocknen lassen. 

III Trocknen der Probe mit einem Stück Löschpapier. 

IV Waschen des Grids mit 300µl deionisiertes Wasser und Trocknen der Probe 

mit Löschpapier.  

V Trocknen der Probe. Anschließend TEM-Analyse. 

 

2.2.1.4 In-vitro-Wirkstofffreisetzung aus Nimodipin-beladenen Mizellen 

2.2.1.5 Spontane Nimodipin-Freisetzung aus den Mizellen 

Das Wirkstofffreisetzungsprofil von gebundenem Nimodipin in polymeren Mizellen 

wurde mittels Dialyseverfahren untersucht. Dazu wurde der Dialysebeutel (Spectrum™ 

Labs Spectra/Por™ 6 3500 D MWCO) zunächst über 24 Stunden in deionisiertem Wasser 

getränkt und bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C gekühlt. Um perfekte Sinkbedingun-

gen für hydrophobe Substanzen zu generieren, wurde ein Dialysat hergestellt, welches 

sich aus 200 ml phosphatgepufferte Salzlösung (PBS-Medium, pH 7,4, 0,2 M) und 0,1 % 
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w/v Tween80® zusammensetzt (Chiapetta et al. 2013; Batrakov et al. 2008). Jeweils 10 

ml der Nimodipin-beladenen Mizellenlösung wurden für die weiteren Versuche in den 

Dialysebeutel gegeben. Der Dialysebeutel wurde anschließend mittels Clips an beiden 

Enden verschlossen und in das Dialysat gegeben. Das gesamte Setup wurde mittels In-

nova 4000 bei 100 U/min für 24 Stunden und 37 °C gerührt. Zu vorgegebenen Zeitpunk-

ten (0, 5, 15 und 30 Minuten, 2 und 24 Stunden) wurde ein Aliquot von 300 µl aus dem 

Dissolutionsmedium entnommen. Die erhaltenen Proben wurden dann ohne weitere Ver-

dünnung mittels Massenspektrometer analysiert. Die Menge der Wirkstofffreisetzung im 

Medium wurde über eine Kalibrierkurve berechnet. Eine hydroalkoholische Lösung von 

Nimodipin (Nimotop S®) mit einer Konzentration von 0,2 mg/ml diente als Kontrolle. 

Aus Gründen der Reproduzierbarkeit und zur Ermittlung eines validen Mittelwerts wurde 

die Analyse pro Bedingung dreimal durchgeführt. 

2.2.1.6 Gezielte Nimodipin-Freisetzung durch Ultraschallanwendung 

Die Ultraschallwellen wurden durch PHYSIOSON-Expert (Physiomed®) appliziert. Wie 

oben beschrieben, wurden 10 ml der verschiedenen Konzentrationen der Nimodipin-be-

ladenen Mizellenlösung in die Dialysebeutel und in ein Dialysat aus 200 mL PBS-Me-

dium und 0,1 % w/v Tween80® gegeben. Im Gegensatz zu den Experimentenreihen der 

spontanen Nimodipin Freisetzung wurde der Aufbau zur gezielten Freisetzung zunächst 

mit Ultraschall (kontinuierlicher Ultraschall mit einer Frequenz von 1 MHz und einer 

Intensität von 1,7 W/cm²) behandelt und anschließend noch einmal bei 100 U/min für 24 

Stunden bei 37 °C gerührt. Die Ultraschall-Behandlung wurde mit einer Dauer von je-

weils 30 bzw. 60 Sekunden durchgeführt. Danach wurde entsprechend der oben angege-

benen Zeitpunkte (0, 5, 15 und 30 Minuten, 2 und 24 Stunden) jeweils ein Aliquot von 

300 µl aus dem Dissolutionsmedium entnommen und ohne weitere Verdünnung mit dem 

Massenspektrometer untersucht. Anschließend wurde die Menge der Wirkstofffreiset-

zung im Medium via Kalibierkurve gemessen. Das Experiment wurde für jede Bedingung 

dreimal wiederholt, um die Mittelwerte zu bestimmen. Aufgrund der hohen Viskosität 

der Mizellenlösung entschieden wir, die 15%ige Lösung im Hinblick auf die ultraschall-

induzierte Freisetzung des Wirkstoffs nicht weiter zu untersuchen.  
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2.2.2 In-vivo-Experimente 

Die In-vivo-Versuche beinhalten die Vasospasmeninduktion durch Ultraschallanwen-

dung am CAM-Modell und die ultraschallinduzierte Nimodipin-Freisetzung von den Mi-

zellen. 

2.2.2.1 Vasospasmeninduktion durch Ultraschallanwendung im CAM-Modell 

2.2.2.2 Vorbereitung des CAM-Modells  

Zur Verwendung kamen weiße, befruchtete Eier der Hühnerrasse Bresse Gauloise (Pou-

lets-de-France, Hildesheim, Deutschland). Unter Verwendung des Inkubators BSS 420, 

Artnummer 8301/01 (Grumbach®) erfolgte die vierzehntägige Bebrütung. An Tag 0 wur-

den die Eier bei 37,7 °C mit einer konstanten Luftfeuchtigkeit von 65 % unter stets kon-

stanten Bedingungen bebrütet. An Tag 4 der Inkubation wurde gemäß einer von Leighton 

et al. beschriebenen Technik die Schale am unteren Pol, im Bereich der Luftkammer, 

durchstochen. Das Fenster wurde mit Leukotape® fixiert und stabilisiert, dann mit einer 

feinen Nadel imprägniert und mit einer Schere gefenstert. Anschließend wurde das Ei bis 

zum nächsten Schritt mit transparentem Klebeband (Parafilm®) verschlossen. Am 13. 

Tag wurde das Klebeband entfernt. Nachdem das Überleben des Hühnerembryos sicher-

gestellt war, starteten die Experimente. Hierzu wurden die Eier in einem Becher stabili-

siert, die CAM wurde durch Abdecken mit einem Streifen Parafilm® geschützt (Abbil-

dung 8, 9).    
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Abbildung 8. Versuchsaufbau unter dem Mikroskop. Gefenstertes embryonales Ei mit 

makroskopischer Darstellung der CAM vor Vasopasmusinduktion. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 9. Schematischer Versuchsaufbau. Darstellung des Versuchsaufbaus am 

CAM-Modell. 
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2.2.2.3 Vasospasmusinduktion  

Die In-vivo-Vasospasmus-Induktion im CAM-Modell (Abbildung 10) basiert auf der An-

wendung von Ultraschall. Der Ultraschall (Physiomed®) fand dabei unter folgenden 

Konditionen Einsatz: Maximal wirksame Fläche der Ultraschallsonde 5 cm², kontinuier-

liche Ultraschallwellen, Frequenz von 3 MHz, Intensität von 1,0 W/cm². Am 13. Tag der 

Inkubation erfolgte die Vasospasmeninduktion via Ultraschallapplikation für 60 Sekun-

den. Thermostabiles Ultraschallgel (Sonosid®) wurde dazu auf das die CAM-schützende 

Tape gegeben (Abbildung 9, 10). 

Abbildung 10. Schematische Darstellung des zeitlichen Ablaufes. Versuchsaufbaus zur 

Vasospasmusinduktion am CAM-Modell. 

2.2.2.4 Qualitative und quantitative Auswertung der Vasospasmen 

Die zeitlichen Veränderungen des Gefäßdurchmessers an der CAM wurden mit einer 5 

Megapixel HD-Mikroskopkamera (Leica® MC170 HD) festgehalten. Die quantitative 

Bestimmung erfolgte mit Fiji Image J (Fischer et al. 2010) zu prädeterminierten Zeit-

punkten (Abbildung 13). Da es sich um eine vergleichende Messung handelt und der ab-

solute Wert methodisch schwer zu bestimmen ist, werden die Werte als willkürliche Ein-

heit ausgedrückt, entsprechend definierten Standards (Olesen 1995). Der vor Vasospas-

musinduktion gemessene Gefäßdurchmesser wurde als Maximum (100 %) definiert und 

eine dazu relative Verringerung des Gefäßdurchmessers über die Zeit erhoben: Der er-

fasste Zeitraum betrug 20 Minuten. Innerhalb dieses Zeitraums wurde im 1-Minutenin-

tervall ein Bild aufgenommen, anhand dessen die mikroskopischen Veränderungen do-

kumentiert und quantitativ ausgewertet wurden.  Die Bestimmung der Stelle, an der die 

Messung durchgeführt werden sollte, basierte auf dem makroskopischen Eindruck des 
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am stärksten ausgeprägten Vasospasmus. Die Messungen wurden nur an einem Gefäß, 

jeweils reproduzierbar an der gleichen Stelle, durchgeführt. Für die qualitative mikrosko-

pische Bewertung wurde folgende Kriterien herangezogen: Beobachten einer Retraktion 

der umgebenden CAM und eines Aufplatzens von Gefäßen. Zusätzlich wurden makro-

skopische Untersuchungen durch Beobachtung des embryonalen Verhaltens (Verände-

rung der embryonalen Motilität) durchgeführt. 

2.2.2.5 In-vivo-ultraschallinduzierte Nimodipin-Freisetzung von den Mizellen  

Die ultraschallinduzierte Wirkstofffreisetzung umfasste drei Vorgänge: 1 - Bestimmung 

der reinen Nimodipin-Wirkung (Kontrolle) auf die CAM-Gefäße (unverdünntes Nimo-

top®, 1:50 verdünntes Nimotop®, deionisiertes Wasser), 2 - Bestimmung der Wirkung 

Nimodipin-beladener Mizellen auf die CAM-Gefäße in Abwesenheit von Vasospasmen 

(+/- Ultraschall), 3 - Bestimmung der Wirkung Nimodipin-beladener Mizellen auf CAM-

Gefäße in Gegenwart von Vasospasmen (+/- Ultraschall).  

Die ultraschallgesteuerte Wirkstofffreisetzung erfolgte mit demselben Gerät (PHYSIO-

SON-Expert (Physiomed ®)), das für die Vasospasmus-Induktion verwendet wurde, je-

doch unter Anwendung anderer Geräteeinstellungen (kontinuierlicher Schall, Frequenz 

1.0 MHz, Intensität 1,7 W/cm²). Die Ultraschall-Behandlung wurde mit einer Dauer von 

60 Sekunden durchgeführt, da diese in den vorausgegangenen In vitro Versuchen eine 

effizientere Wirkstofffreisetzung gezeigt haben.  

2.2.2.6 Wirkung von Nimodipin (pur, verdünnt) auf die CAM-Gefäße - Kontroll-

gruppe 

Die Wirkung von unverdünntem Nimodipin S® 10 mg/50 ml, verdünntem Nimodipin S® 

10 mg/50 ml (1:50 in deionisiertem Wasser) und deionisiertem Wasser auf die CAM 

wurde in einer Kontrollgruppe ohne Vasospasmen untersucht. Dazu wurde 1µl jeder Lö-

sung direkt auf die CAM appliziert und die Wirkung auf die Gefäße in einminütigem 

Intervall über 20 Minuten mittels Life-Imaging via HD-Mikroskopkamera aufgezeichnet. 

Aus Gründen der Validität wurde der Versuch pro Bedingung drei Mal wiederholt. 

2.2.2.7 Wirkung der Nimodipin-beladener Mizellen auf die CAM-Gefäße in Abwe-

senheit von Vasospasmen (+/- Ultraschall) – Behandlungsgruppe ohne Vaso-

pasmen 

In Abwesenheit von Vasospasmen bewerteten wir die Wirkung von Nimodipin-belade-

nen Mizellen unter den folgenden Bedingungen: 1 - Ohne ultraschallgesteuerte Freiset-

zung und 2 - mit ultraschallgesteuerter Freisetzung von Nimodipin aus dem Nanocarrier. 
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Die Experimente wurden unter Verwendung von Lösungen mit unterschiedlichen Kon-

zentrationen (5 %, 10 % und 15 %) von Pluronic® F-127durchgeführt. Pro Bedingung 

wurden zwei embryonale Eier getestet, wobei 1µl jeder Lösung direkt auf die CAM auf-

getragen wurde. Für Bedingung 1 wurden die Veränderungen an der CAM im 1-Minute-

nintervall in einem Zeitraum von 20 Minuten aufgezeichnet. Für Bedingung 2 haben wir 

zunächst 1µl der Lösungen appliziert, dann ein Bild aufgenommen und anschließend die 

ultraschallgesteuerte Freisetzung des Medikaments mittels Ultraschalls (kontinuierlicher 

Schall, 1 MHz, 1.7 W/cm²) für 60 Sekunden durchgeführt. Es folgten Bildaufnahmen in 

einminütigen Abständen über einen Zeitraum von 20 Minuten.  

2.2.2.8 Wirkung der Nimodipin-beladener Mizellen auf die CAM-Gefäße in Gegen-

wart von Vasospasmen (+/- Ultraschall) – Behandlungsgruppe mit Vasospas-

men 

Die Auswertung im Kollektiv mit Vasospasmus wurde unter folgenden Bedingungen 

durchgeführt: 1 - Ohne ultraschallgesteuerte Wirkstofffreisetzung und 2 - mit ultraschall-

gesteuerter Wirkstofffreisetzung. Sobald der maximale Vasospasmus sichtbar war, wurde 

1µl der Lösung appliziert, gefolgt von einer ultraschallgesteuerten Nimodipin-Freiset-

zung. Anschließend wurde die Nimodipinwirkung in einminütigen Intervallen bis zur 20. 

Minute hin beobachtet. Für jede Bedingung wurden drei embryonale Eier unter Verwen-

dung von 5 % - und 10 %igen Lösungen untersucht. Nachdem die 15 %ige Lösung in den 

vorausgegangenen Versuchen eine starke Viskosität aufgewiesen hat, verzichteten wir in 

diesem Protokoll auf die Verwendung dieser Lösung. 

2.2.3 Statistik 

Die statistische Analyse wurde mit der Statistiksoftware GraphPad Prism Version 9.0 

durchgeführt. Ein p-Wert von <0,05 wurde als Signifikanzniveau angenommen. Alle Da-

ten wurden als Mittelwert ± SD angegeben. Um die Vergleiche zwischen den unterschied-

lichen Behandlungsgruppen zu valideren, wurde eine ANOVA-Analyse durchgeführt.  
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3 Ergebnisse 

3.1 In-vitro-Experimente 

3.1.1 Herstellung nicht-beladener Mizellen 

Die mittlere Größe der leeren Mizellen, gemessen via NTA, betrug 110 nm SD ± 10,6 nm 

mit einer Spannweite von 92 bis 138 nm. Die mittels TEM gemessene mittlere Partikel-

größe betrug 114 nm SD ± 7,5 nm, Spannweite von 90 bis 153 nm (Tabelle 12). Mit 

Zunahme der Konzentration von Pluronic® F-127 nahm die Größe der Mizellen ab, dem-

nach besteht eine inverse Korrelation. Die leeren Pluronic® F-127-Blockcopolymer-Mi-

zellen wiesen eine sphärische Morphologie mit unscharfen Kanten auf (Abbildung 12, 

13). Weder die Partikelgröße noch die Morphologie der hergestellten Mizellen hat sich 

nach einer Woche, einem Monat oder nach drei Monaten verändert (Tabelle 14). Mit zu-

nehmender Konzentration des Pluronic® F-127 wurde die Suspension jedoch zunehmend 

zähflüssiger und geleeartig (Tabelle 12). Nach drei Monaten zeigte sich ein biphasischer 

Zustand die Lösung, welcher sich über Schütteln wieder homogenisieren ließ. 

Tabelle 12.  Größe der nicht-beladenen und Nimodipin-beladenen Mizellen, gemessen 

mittels TEM und NTA. 

 

3.1.2 Herstellung Nimodipin-beladener Mizellen 

Die berechneten DL, EE und PD sind in Tabelle 10 zusammengefasst. Während die EE 

bei allen drei Konditionen ähnlich war, wurde die niedrigste Ausfällungsrate in der 10 % 

igen Mizellenlösung (K5) gefunden. Die durchschnittliche Partikelgröße lag unter <150 

nm. Mit steigender Pluronic® F-127-Konzentration von 5 % auf 15 % stieg die Partikel-

größe von 127 nm auf 149 nm (Tabelle 14, Abbildung 11) an. Es gab keinen signifikanten 

 

Größenbestimmung 

 Kondition Mizellengröße 

 

TEM  

Mean ± SD in nm 

Mizellengröße 

 

NTA 

Mean ± SD in nm 

p-Wert 

Nicht-beladene 

Mizellen 

K1 153,4 ± 7,2 138,5 ± 18,2  

0,85 K2 100,2 ± 9,1 98,8 ± 7,9 

K3 90,4 ± 6,2 92,1 ± 5,6 

Nimodipin-

beladene 

Mizellen 

K4 122,4 ± 12,3 127,8 ± 14,8  

0,84 K5 134,3 ± 6,6 129,0 ± 3,1 

K6 157,0 ± 7,1 149,3 ± 5,6 



  30 

 

 

Unterschied zwischen der mittels NTA und der via TEM (Tabelle 13, 15) gemessenen 

Partikelgröße (ANOVA-Test, p = 0,85). Die wirkstoffbeladenen Mizellen wiesen ge-

nauso wie die leeren Mizellen eine sphärische Form mit glatter Oberfläche auf (Abbil-

dung 11,12). Sowohl die Größe als auch die Morphologie der Nimodipin-beladenen Mi-

zellen sind im zeitlichen Verlauf stabil geblieben. Ähnlich wie bei den leeren Mizellen 

stieg mit zunehmender Konzentration von Pluronic® F-127 die Viskosität der Suspension 

Nimodipin-beladener Mizellen an. 

Tabelle 13. Qualitative Beurteilung der Mizellen. Bestimmung der Einschlusskapazität 

(EE), Ausgefällter Wirkstoff (PD) und Wirkstoffbeladungskapazität (DL) von Nimodi-

pin-beladenen Mizellen. 

 

Tabelle 14. Stabilität der Mizellen, im kurz- und langfristigen Intervall (NTA). 
 

Experiment Kondition 1 Woche 

Größe 

Mean ± SD  

in nm 

1 Monat 

Größe 

Mean ± SD 

in nm 

3 Monate  

Größe 

Mean ± SD 

in nm 

p-

Wert 

Leere 

Mizellen 

K1 138,5 ± 18,2 147,3 ± 12,2 142,6 ± 10,8  

0,98 K2 98,8 ± 7,9 100,2 ± 6,3 97,8 ± 8,1 

K3 92,1 ± 5,6 94,1 ± 6,0 93,8 ± 5,9 

Nimodipin-

beladene 

Mizellen 

K4 127,8 ± 14,8 118,7 ± 12,4 121,5 ± 17,4  

0,95 K5 129,0 ± 3,1 130,4 ± 3,8 129,7 ±4,5 

K6 149,3 ± 5,6 147,5 ± 7,5 154,3 ± 8,1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Konditionen DL (%) EE (%) PD (%) 

Nimodipin- 

beladene 

Mizellen 

K4  0,038 46 59,58 

K5 0,019 47 39,63 

K6  0,013 47 69,33 
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Abbildung 11. Morphologie der nicht-beladenen Mizellen. Gemessen mittels TEM. A. 

5 % Pluronic. B. 10 % Pluronic. C. 15 % Pluronic. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 12. Morphologie der Nimodipin-beladenen Mizellen. Gemessen mittels TEM. 

A. 5 % Pluronic. B. 10 % Pluronic. C. 15 % Pluronic. 
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3.1.3 Spontane Nimodipin-Freisetzung 

Die spontane Freisetzung von Nimodipin konnte in allen drei Lösungen mit unterschied-

lichen Pluronic® F-127-Konzentrationen gezeigt werden, die ihr Maximum nach 24 

Stunden erreichte. Die Freisetzungsrate variierte jedoch zwischen den Lösungen. Die 

stärkste Freisetzung wurde nach 24 Stunden in der 10 %igen Lösung (Mittelwert 40 % ± 

4,6; Spannweite 35 – 44 %) gefunden, gefolgt von der 15 %igen Lösung (Mittelwert 21,3 

% ± 0,6; Spannweite 21 – 22 %) und der 5 %igen Lösung (Mittelwert 14,7 % ± 3,5; 

Spannweite 11 – 18 %) signifikant höher war (ANOVA, p = 0,0002). Im Gegensatz dazu, 

wurde in der 5 %igen Lösung nach 2 Stunden eine signifikant höhere spontane Wirk-

stofffreisetzung (Mittelwert 7,7 % ± 1,2; Spannweite 7 – 9 %) im Vergleich zur 10 %igen 

Lösung (Mittelwert 2,7 % ± 0,6; Spannweite 2 – 3 %) und zur 15%igen Lösung (Mittel-

wert 1 %, Spannweite 0,3 – 1 %) gefunden (ANOVA, p < 0,0001). Über den erfassten 

Beobachtungszeitraum konnte eine langsame, jedoch kontinuierliche spontane Nimodi-

pin-Freisetzung von den Nimodipin-beladenen Mizellen dokumentiert werden.  

3.1.4 Gezielte Nimodipin-Freisetzung durch Ultraschallanwendung 

Eine signifikante Erhöhung der Nimodipin-Freisetzung konnte durch Ultraschall-Anwen-

dung sowohl nach 30 als auch nach 60 Sekunden Behandlungsdauer induziert werden. 

Die längere Ultraschallbehandlung führte allerdings zu einer schnelleren Nimodipin-Frei-

setzung. Bereits fünf Minuten nach einer Ultraschallbehandlung der 10 %igen Lösung 

über 30 Sekunden konnte die Nimodipin-Freisetzung vervierfacht werden. Zwei Stunden 

nach einer Ultraschallbehandlung der 5 %igen Lösung über 30 Sekunden konnte die 

Nimodipin-Freisetzungsrate im Vergleich zur unbehandelten Lösung verdoppelt werden. 

Die maximale Wirkstofffreisetzungsrate 24 Stunden nach der Ultraschallbehandlung war 

in der 5 %- und 15 %igen Lösung signifikant höher als die spontane Wirkstofffreiset-

zungsrate (ANOVA, p = 0,004). In der 10 %igen Lösung war dies hingegen nicht der 

Fall. Im Vergleich der beiden Kollektive (30 vs. 60 Sekunden) wurde eine signifikant 

höhere Wirkstofffreisetzung  in der Gruppe mit einer Behandlungsdauer von 60 Sekunden 

nach 5 Minuten (t-Test, p = 0,0002), nach 15 Minuten (t-Test, p = 0,0005) und nach 30 

Minuten (t-Test, p = 0,0003) in der 5 %- und 10 %igen Lösung gefunden. Insgesamt war 

die Freisetzungsrate jedoch in der Gruppe mit einer Behandlungsdauer von 60 Sekunden 

am höchsten. Das Freisetzungsprofil von Nimodipin ist in Abbildung 13 dargestellt.  
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Abbildung 13. Freisetzungsprofil von Nimodipin zu unterschiedlichen Konditionen. 

3.2 In-vivo-Experimente 

3.2.1 Vasospasmeninduktion im CAM-Modell durch Ultraschallanwendung 

Der ultraschall-induzierte Vasospasmus war in allen 10 Eiern zuverlässig reproduzierbar. 

Der mittlere Gefäßdurchmesser vor der Vasospasmusinduktion betrug 0,21 a.u. (Spann-

weite 0,08–0,36 a.u.).  

Die erste signifikante Reduktion des Gefäßdurchmessers wurde nach drei Minuten mit 

einer durchschnittlichen Abnahme des Gefäßdurchmessers auf 77 % festgestellt (mittlere 

relative Durchmesserreduktion von 23 %, Spannweite 58–88 %). Die maximale Reduk-

tion des Gefäßdurchmessers wurde acht Minuten nach der Ultraschall-Applikation mit 

einer durchschnittlichen Abnahme des Gefäßdurchmessers auf 57 % (mittlere relative 

Durchmesserreduktion von 43 %, Spannweite 44–61 %) erreicht, ANOVA, p = 0,0002. 

Die zeitliche Entwicklung der Vasospasmen ist in Abbildung 13 dargestellt. Es konnten 

Vasospasmen mit unterschiedlicher Ausprägung induziert werden.  Die relative Reduk-

tion des Gefäßdurchmessers acht Minuten nach erfolgter Ultraschall-Behandlung reichte 

von 19–83 %.  
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Nach Ultraschallanwendung wurde eine Reduktion des Kapillarnetzes und eine Zunahme 

der embryonalen Motilität beobachtet. Eine Verletzung der Gefäße und des Kapillarnet-

zes im Sinne einer Hämorrhagie wurden nicht festgestellt. 

 

Abbildung 14. Vasospasmusverlauf nach Induktion durch Ultraschall (3MHz, 1.0 

W/cm²). 
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Abbildung 15. Videomikroskopische Beobachtung des ultraschallinduzierten Vasospas-

mus. A. CAM Gefäße vor der Ultraschallapplikation. B. 3 min nach Ultraschallapplika-

tion. C. 8 min nach Ultraschallapplikation 
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Nach Etablierung der Vasospasmeninduktion an der CAM des embryonalen Eis (s.o.) 

erfolgte die Umsetzung dessen zur Überprüfung der Anwendbarkeit der ultraschallge-

steuerten Freisetzung Nimodipin-beladener Nanopartikel zur Behandlung der Vasospas-

men.  

3.2.2 Reine Nimodipin-Wirkung auf die CAM-Gefäße - Kontrollgruppe 

Die Kontrollgruppe umfasst pro Kondition (Nimodipin pur, verdünntes Nimodipin, deio-

nisiertes Wasser) 3 Eier. Die Gesamtzahl beläuft sich demnach auf 9 Eier.  

Weder die Zugabe von 1 µl deionisiertem Wasser noch die Zugabe von 1 µl Nimodipin 

S® 10 mg/50 ml (1:50) führte zu mikroskopisch sichtbaren und quantitativ messbaren 

Veränderungen des Gefäßdurchmessers. Im Gegensatz dazu wurde nach Applikation von 

1 µl unverdünntem Nimodipin S® 0,2 mg/ml eine beinahe sofortige Gefäßruptur mit 

nachfolgender Hämorrhagie beobachtet (Abbildung 16). 

 

Abbildung 16. Auswertung des Kontrollkollektivs. Kapilläre Mikrohämorrhagien nach 

Applikation von unverdünntem Nimotop S ®. A. 4 min nach Applikation. B. 10 min nach 

Applikation. 

 

3.2.3 Wirkung Nimodipin-beladener Mizellen auf die CAM-Gefäße in Abwesen-

heit von Vasospasmen (+/- Ultraschall) – Behandlungsgruppe ohne Vasos-

pasmen 

Pro Kondition (5 %, 10 %, 15 %) wurden drei Eier zur Replizierbarkeit untersucht. Unter 

Anwendung +/- ultraschallgesteuerter Freisetzung des Nimodipins wurden in dieser Stu-

die 18 Eier eingeschlossen.  

A. B. 
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Über den Beobachtungszeitraum von 20 Minuten wurde weder eine makroskopische Ver-

änderung noch eine quantitativ messbare Veränderung des Gefäßdurchmessers festge-

stellt. Dies war in allen untersuchten Lösungen der Nimodipin-beladenen Mizellen der 

Fall (Abbildung 17) und betraf auch die CAM-Modelle, bei denen eine ultraschallgesteu-

erte Freisetzung des Nimodipins erfolgte (Abbildung 18). 

 

Abbildung 17. Auswertung des Kollektivs ohne Vasospasmus und ohne Ultraschall.  

 

Abbildung 18. Auswertung des Kollektivs ohne Vasospasmus und mit Ultraschall.  
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3.2.4 Wirkung Nimodipin-beladener Mizellen auf die CAM-Gefäße in Gegen-

wart von Vasospasmen (+/- Ultraschall) – Behandlungsgruppe mit Vasos-

pasmen 

Pro Kondition (5 %, 10 %) wurden drei Eier untersucht, sodass insgesamt 12 Eier für die 

Evaluation der ultraschallgesteuerten Nimodipin-Freisetzung verwendet wurden.  

Nach der Vasospasmus-Induktion veränderte sich der mittlere Gefäßdurchmesser auf  

57 % (Spannweite 44–61 %) im Vergleich zum initialen Gefäßdurchmesser (100 %). We-

der mikroskopisch sichtbare noch quantitativ messbare Veränderungen des Gefäßdurch-

messers konnten nach Zugabe der Nimodipin-beladenen Mizellen ohne Wirkstofffreiset-

zung bei ausbleibender Ultraschallanwendung nachgewiesen werden (Abbildung 19). 

Nach der ultraschallinduzierten Wirkstofffreisetzung stieg der mittlere Gefäßdurchmes-

ser der vasospastischen Gefäße wieder auf 89 % (Spannweite 83–91 %) des ursprüngli-

chen Gefäßdurchmessers an, was statistisch signifikant war (ANOVA, p = 0,0002). Die 

10%ige Lösung lieferte hierbei die besten Ergebnisse (Abbildung 20). 

 

Abbildung 19. Veränderung des Gefäßdurchmessers ohne Ultraschallanwendung. Wir-

kung der Nimodipin-beladener Mizellen auf die CAM-Gefäße in Gegenwart von Vasos-

pasmen ohne Ultraschallanwendung.  
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Abbildung 20. Veränderung des Gefäßdurchmessers nach Ultraschallanwendung. Wir-

kung der Nimodipin-beladener Mizellen auf die CAM-Gefäße in Gegenwart von Vasos-

pasmen nach ultraschallgesteuerter Nimodipin-Freisetzung.  
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4 Diskussion 

Die Herstellung von Nimodipin-beladenen Nanopartikeln und die gezielte ultraschallin-

duzierte Wirkstofffreisetzung waren das Ziel dieser experimentellen Arbeit.  

Im Rahmen von In-vitro-Versuchen konnten im ersten Schritt stabile Nimodipin-bela-

dene Nanopartikel unter Anwendung der direkten Auflösungsmethode erzeugt werden. 

In einem zweiten Schritt bestätigten wir In-vitro eine signifikante Erhöhung der Wirk-

stofffreisetzung durch Ultraschallanwendung. Basiert auf den aus diesen Experimenten 

gewonnenen Erkenntnissen konnte dann die direkte therapeutische Wirkung des freige-

setzten Nimodipins auf Ultraschall-induzierten Vasospasmen im CAM Modell In-vivo 

demonstriert werden.   

4.1 Experimentelle Vasospasmeninduktion und Evaluation 

Experimentelle SAB-Tiermodelle sind sowohl bei der Evaluation der Pathophysiologie 

der SAB als auch bei der Entwicklung neuer Therapien von essenzieller Bedeutung. Die 

ersten dokumentierten SAB-Tiermodelle wurden 1982 durch Bagley beschrieben (Bagley 

1982). Auf der Basis dessen wurden in den nachfolgenden Jahren weitere Tiermodelle 

zur Erforschung zerebraler, SAB – induzierter Vasospasmen etabliert. Methodisch wer-

den zwei Hauptmodelle unterschieden, das sogenannte Injektions- und das Perforations-

modell. Wie von der jeweiligen Bezeichnung abzuleiten ist, wird bei den Injektionsmo-

dellen eine bestimmte Menge an Blut direkt in den Subarachnoidalraum injiziert. Bei den 

Perforationsmodellen hingegen wird ein intrakranielles Gefäß perforiert, woraufhin es zu 

einem direkten Blutaustritt in den Subarachnoidalraum kommt (Bagley 1928). Beide 

SAB-Induktionsmodelle wurden bei verschiedenen Tieren etabliert, die diverse Vor- und 

Nachteile mit sich bringen und je nach Fragestellungen Anwendung finden. In den nach-

folgenden Abschnitten sind die Stärken und Limitationen der gängigsten SAB-Tiermo-

delle an der Maus und der Ratte für die Evaluation von Vasospasmen dargelegt.  

 

4.1.1 Evaluation von Vasospasmen im murinen SAB-Modell 

Über die Injektion autologen Blutes via Bohrlochtrepanation rechts parietal wurde in ei-

ner Studie unter Leitung von Matz et al. (2000) eine SAB induziert. Ziel dieser Studie 

war es, mehr über die Rolle des Bluts und Hämoglobins (Hb) bei der Vermittlung von 

zellulären Schädigungen zu erfahren. Hierzu untersuchte Matz et al. den Grad der 

Apoptose nach kortikaler Exposition gegenüber subarachnoidalen Hämolysats, da Hb und 
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Hämolysat mit der Erzeugung oxidativen Stresses und Zellverletzungen in Verbindung 

gebracht werden (Matz et al. 2000). Kochsalzlösung-injizierte Mäuse wurden als Kon-

trollen verwendet. Die Tiere wurden nach 24 h durch transkardiale Perfusion fixiert. Die 

Schnitte wurden mit der terminalen Desoxyuridin-Nick-End-Labeling (TUNEL/Apopto-

semarker) - Methode auf Desoxyribonukleinsäure (DNA)-Fragmentierung angefärbt und 

auch für das Hämoxygenase-1 (HO-1)-Protein immungefärbt, um die Blutverteilung zu 

beurteilen. Die Ergebnisse der DNA-Fragmentierung waren bei der TUNEL - Färbung 

eindeutig (Matz et al. 2000): TUNEL-positive Zellen waren am häufigsten in der Nähe 

der Stelle der kortikalen SAB zu finden, was durch die HO-1-Immunreaktivität belegt 

wurde (Matz et al. 2000). TUNEL-positive Zellen wurden auch distant im Hippocampus 

und im basalen Vorderhirn gesehen. Darüber hinaus wurde das Vorhandensein von 

Apoptose mittels DNA-Laddering in der Elektrophorese evaluiert. Bei Kochsalz-injizier-

ten Tieren ließ sich hingegen kein Laddering nachweisen (Matz et al. 2000).  Diese Er-

gebnisse liefern den Beweis, dass das Vorhandensein von subarachnoidalen Blutproduk-

ten mit DNA-Fragmentierung und apoptotischem Zelltod verbunden ist.  

Das aus dem endovaskulären Perforationsmodell bei Ratten bekannte SAB-Induktions-

modell wurde von Kamii et al. für die Anwendung bei Mäusen modifiziert, indem er die 

Filamentgröße zur Perforation der Arteria cerebri anterior anpasste (Kamii et al. 1999). 

Das Ergebnis war eine diffuse Blutverteilung in der Pentagonzisterne des Gehirns, mit 

besonderer Gewichtung im Bereich der perforierten Arteria cerebri anterior (McGirt et 

al. 2002; Mino et al. 2003). Die Sterblichkeitsrate, die in einer Versuchsgruppe nach 72 

Stunden gemessen wurde, lag bei 10 – 29 % (McGirt et al. 2002; Mino et al. 2003; Saito 

et al. 2001). Die Spasmen wurden mittels cerebrovaskulären casting (Auswahlverfahren) 

gemessen. Dabei wurden die schwersten Vasospasmen an der Arteria cerbri media 72 

Stunden nach SAB-Induktion erfasst (57 % Reduktion des Durchmessers).  Am siebten 

Tag nach Induktion bildeten sich die Vasospasmen wieder zurück (Kader et al. 1990; 

McGirt et al. 2002). Mit der schnellen und sicheren Durchführbarkeit bietet diese Metho-

dik deutliche Vorteile, die Ausfallrate durch eine hohe Sterblichkeit ist jedoch hoch. Auf-

grund einer punktuell gesetzten Perforation ist zudem nur eine kurze Blutungszeit gesetzt. 

Die milde Blutung induziert demnach auch nicht schwere Vasospasmen. 

Lin et al. entwickelte zur Umgehung dieser Limitation ein murines Cisterna magna – 

Blutinjektionsmodell, das auf dem der Ratten beruht. Der Hauptvorteil ist die niedrigere 
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Sterblichkeit gegenüber dem Perforationsmodell (Lin et al. 2003). Methodisch wird au-

tologes Hämolysat in die Cisterna magna injiziert. Zur Detektion von Vasospasmen wur-

den die Gefäße in einer Suspension aus Tinte und Gelatine zeitgleich gefärbt und fixiert. 

Vasospasmen an den Hirnbasisarterien wurden dabei zuverlässig beobachtet. Der Höhe-

punkt dieser Vasospasmen konnte zu zwei Phasen beobachtet werden: Erster Höhepunkt 

der Vasospasmen war 6 – 12 Stunden nach SAB-Induktion; der zweite Höhepunkt war 

zwischen dem ersten  und vierten Tag nach SAB-Induktion (Lin et al. 2003). Ab dem 

siebten Tag ließen sich keine weiteren gefäßalterierenden Effekte mehr nachweisen 

(Parra et al. 2002; Lin et al. 2003).  

Im Vergleich zu dem Perforationsmodell nach Kamii et al. erhält man mit dem murinen 

Cisterna magna - Modell schwerere Vasospasmen mit zwei klar zu beobachtenden zeitli-

chen Höhenpunkten. Im Perforationsmodell sind die Vasospasmen meist begrenzt mit 

einem einzigen Höhepunkt 72 Stunden nach Induktion. Die Rückbildung der Vasospas-

men fand in beiden Modellen um den siebten Tag statt (Parra et al. 2002; Lin et al. 2003). 

Wegen technischer Schwierigkeiten, nicht zuletzt bedingt durch die winzigen anatomi-

schen Verhältnisse, waren verlässliche murine Modelle für SAB‐induzierte zerebrale Va-

sospasmen lange Zeit undenkbar. Reale oder nahe realzeitliche Untersuchungen der Va-

sospasmen werden immer noch erforscht. Die oben beschriebenen experimentellen An-

sätze sind jedoch ermutigend für weitere Studien von Vasospasmen am murinen Modell.  

4.1.2 Evaluation von Vasospasmen im SAB-Modell bei der Ratte  

Ratten sind die gängigsten Versuchstiere für die Untersuchung SAB-assoziierter intraze-

rebraler Pathomechanismen. Im Zuge der bewährten Anwendung der SAB-Modelle bei 

Ratten, wurden eine Vielzahl von Techniken für die Untersuchung zerebraler Vasospas-

men evaluiert. Verwendung finden unter anderem die digitale Substraktions‐Angiogra-

phie (Vora et al. 1999), die zerebrale Computertomographie (Turrowski et al. 2007) und 

die Magnetresonanztomographie (Van den Bergh et al. 2005). Auch bei den SAB-Mo-

dellen der Ratte wird primär zwischen Perforationsmodellen und Injektionsmodellen un-

terschieden. 

Bederson et al. und Veelken et al. beschrieben nahezu zeitgleich unabhängig voneinander 

das heute gängigste Punktionsmodell bei der Ratte (Bederson et al. 1995, Veelken et al. 

1995). Hierbei wird die Arteria carotis interna nahe ihrer intrakraniellen Bifurkation mit-

tels spitzen Drahts durchstochen. Das Perforationsmodell benötigt keine Kraniotomie und 

gilt als repräsentativ für die klinische Situation, da ein Riss der Arteria carotis interna 
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imitiert wird. Die Sterblichkeit liegt zwischen 37,5 % und 50 % nach 24 Stunden (Veel-

ken et al. 1995). Limitationen liegen zum einen in einer hohen Fehlerquote von 12,5 % 

(Vatter et al. 2006), in einer Induktion großvolumiger intrazerebraler Blutungen (etwa 11 

%) (Bederson et al. 1995) und einer unkontrollierbare Blutverteilung. So hat Schwartz et 

al. im Rahmen einer Studie den Nachweis erbracht, dass eine veränderte Filamentgröße 

dazu führen kann, dass sich das Blutungsvolumen verändert (Schwartz et al. 2000).  Am 

zweiten Tag ist mit einer 20 %igen Reduktion des zerebralen Gefäßdurchmessers zu rech-

nen (Gules et al. 2002), womit sich dieses Modell als nutzbar für Studien früher Vasos-

pasmen erweist (Cahill et al. 2006). 

Bei den Injektionsmodellen wurden einfache und doppelte Blutinjektionsmodelle be-

schrieben.  Nach einfacher Blutinjektion beschrieb Delegado et al. biphasische Vasospas-

men, deren zeitliches Auftreten sich auf den zweiten Tag post Injektion und nach einer 

sich anschließenden Erholung am fünften Tag fokussieren ließ. Die periinterventionelle 

Sterblichkeitsrate lag bei 11,5 %, wobei die totale Zahl der Versuchstiere nicht erfasst 

wurde (Delegado et al. 1985). Suzuki et al. haben eine zweizeitige, d.h. doppelte, im In-

tervall von 48h durchzuführende intrazisternale Injektion von hämolysierten Eigenblut 

als SAB-Modell beschrieben (Suzuki et al. 1999). Die Vasopasmen wurden radiologisch 

gesichert und biphasisch beobachtet. Initial nach 10 Minuten und am 5. bis 7. Tag nach 

SAB-Induktion (Gules et al. 2002). Die Sterblichkeitsrate lag bei 4–9 % (Gules et al. 

2002).  Diese Methodik ist hinsichtlich der unkontrollierten Blutverteilung (Menge und 

Ausdehnung), dem hohen Risiko der mechanischen Verletzung des zerebralen Gewebes 

und der hohen Mortalitätsrate (Doczi et al. 1985) problembehaftet.    

4.1.3 Evaluation von Vasospasmen im CAM-Modell 

Die CAM ist eine nicht-innervierte, extraembryonale Gefäßmembran, die Ähnlichkeiten 

zur humanen Plazenta aufweist und als In-vivo-Modell im Rahmen von experimentellen 

Studien mit verschiedenen Fragestellungen Einsatz findet (Nowak-Sliwinska et al. 2014; 

Ribatti et al. 2016). Da aviane Embryonen lebende Wirbeltiere mit einem Kreislaufsystem 

und organischen Funktionen sind, kann das CAM-Modell als Bindeglied zwischen In- 

vitro- und In-vivo-Versuchen fungieren (Ribatti et al. 2016; Eckrich et al. 2020): Anwen-

dungsbereiche des CAM-Modells finden sich unter anderem auf dem Gebiet der Onkolo-

gie. Bereits 1912 beschrieben Murphy et al. die Implantation von Tumoren in-ovo. Seit-

dem wurde das CAM-Modell bei der Erforschung diverser Tumorentitäten, unter ande-

rem unter Anwendung von Sarkom-, Kolonkarzinom- und Prostatakarzinomzelllinien 
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eingesetzt (Cho et al. 2011; Kunz et al. 2019). Außerdem eignet sich das CAM-Modell 

ausgesprochen gut zur Untersuchung der Angiogenese (Ribatti et al. 2016). Das CAM-

Modell kann Ex-ovo (außerhalb des Eis) oder In-ovo (innerhalb des Eis) durchgeführt 

werden (Ribatti et al. 2016). Beim Ex-ovo-CAM-Modell wird die Eischale aufgebrochen, 

gefolgt von einem Transfer des Eiinhalts in ein alternatives Gefäß (Dohle et al. 2009). 

Beim In-ovo-CAM-Modell erfolgt eine Fensterung der Eischale (Ribatti et al. 2016). We-

sentliche Vorteile des Ex-ovo- gegenüber dem In-ovo-CAM-Modell ist die erleichterte 

Zugänglichkeit der CAM-Oberfläche und eine dadurch bedingt bessere Visualisierung 

der Gefäße (Ribatti et al. 2016). Das In-ovo-CAM-Modell birgt Vorteile im simplen Auf-

bau und in den wesentlich geringeren Ausfallraten (Ribatti et al. 2016). Für die Evaluation 

von Vasospasmen am CAM-Modell wurde eine Punktionsmethode entwickelt. Am 3. Tag 

wird nach Entfernung von 2 – 3 ml Eiweiß ein quadratisches Fenster in der Schale geöff-

net, um die CAM von der Schale selbst zu lösen und die darunter liegenden CAM-Gefäße 

freizulegen. Das Fenster wird mit einem Glas verschlossen und die Inkubation geht bis 

zum nächsten Versuchstag weiter. Am fünften Tag wird das Ei an einem durch die Schale 

scheinenden Gefäß punktiert. Ab dem 11. – 12. Tag sollten dann Vasospasmen ersichtlich 

sein, jedoch sind diese fluktuierend und reversibel, sodass eine sichere Durchführung zu 

einem gewünschten Zeitpunkt x nicht verlässlich möglich ist. Hinzu kommen auch bei 

dieser Methodik der Vasospasmus-Induktion hohe Dropout-Raten vor (Ribatti et al. 

2016). Diese Technik kann eine physiologischere Umgebung bewahren und hat den Vor-

teil einer hohen Lebensfähigkeit in der Langzeitinkubation. Allerdings verlangt dieses 

Setting eine hohe zeitliche Personalbindung, da die Eier permanenter visueller Kontrolle 

unterliegen müssen, technisches Equipment und Fingerfertigkeit. Zur quantitativen Er-

fassung der Vasospasmen im CAM-Modell sind unter anderem Bezugsgrößen wie Ge-

fäßgröße und Gefäßdichte zu beurteilen (Dehelaen et al. 2013; Freye-Fonseca et al 2018). 

Darüber hinaus können histologische und immunhistochemische Auswertungen der 

CAM zur Bestimmung der Gefäßdichte vorgenommen werden (Shereema et al. 2015; 

Jilani et al. 2003). 

Die CAM ist ein verhältnismäßig einfaches, schnelles und kostengünstiges Modell, das 

das Screening einer großen Anzahl von Eiern in kurzer Zeit ermöglicht. Sie bindet keine 

administrativen Verfahren zur Einholung einer Genehmigung der Ethikkommission für 

Tierversuche, da das embyronale Ei erst ab Tag 17 der Entwicklung als lebendes Tier 

angesehen wird. So legten das Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC), 

das National Institute og Health, USA sowie das New England Medical Center in einem 
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gemeinsamen Entscheid fest, dass ein Küken-Embryo, der den 14. Tag seiner Inkubation 

noch nicht erreicht hat, bedenkenlos ohne ethische Einschränkungen oder vorherige Pro-

tokollgenehmigung für Experimente verwendet werden kann (Ribatti et al. 2016; EU 

2010). Grund hierfür ist die Annahme, dass die CAM bis zu diesem Zeitpunkt nicht in-

nerviert und die nozizeptiven Zentren, die mit der Schmerzwahrnehmung in Verbindung 

stehen, noch nicht vollständig ausgereift sind (Toman et al. 2015; Schlenk et al. 2017). 

Weiterer Vorteil dieses Modells ist die Kostenreduktion (Eckrich et al. 2020): Befruchtete 

Hühnereier stellen eine weitaus geringere finanzielle Belastung dar als Mäuse. Die Kos-

ten für Kaninchen, Schweine et cetera, bedingt durch den laufenden Bedarf an Nahrung, 

Unterbringung und Personal, sind immens und übersteigen bei Weitem die laufenden 

Kosten des CAM-Modells. Diese Vorteile bieten die Option auf einen sehr hohen quan-

titativen Output, der sich in einer besseren Standardisierung und Quantifizierung nieder-

schlägt und das CAM-Modell als Vermittler im Transferprozess zwischen In-vitro- und 

In-vivo- Forschung etabliert. Entsprechend dem wissenschaftlich-ethische Standards des 

„3R-Prinzip“ (reduce, replace, refine) (Russell et al. 1959) lassen sich die Erkenntnisse 

aus dem CAM-Modell auf das Tiermodell übertragen und ermöglichen so, eine bessere 

Planung weiterer Tierversuche und damit eine Reduktion (reduce) der Anzahl der hierfür 

notwendigen Tiere.   

4.1.4 Limitationen des CAM-Modells 

Die Hauptlimitation des CAM-Modells stellt der sehr kurze Untersuchungszeitraum von 

maximal zwei Tagen dar. Der Beobachtungszeitraum ist durch das Schlüpfen der Emb-

ryonen an Tag 21 und durch die notwendige Beendigung der Experimente an Tag 14 

aufgrund von reifender Nozizeption begrenzt (Bellairs et al. 2014; Yuan et al. 2016).  

Hühner sind keine Säugetiere, sodass die gewonnenen Ergebnisse folglich nicht uneinge-

schränkt auf den Menschen übertragbar sind (Nowak-Sliwinska et al. 2016). Diese Limi-

tation ist allerdings mit variierendem Ausmaß auch bei anderen Tiermodelle vorhanden 

(Marbacher et al. 2010; Bhat 2017; Leclerc et al. 2018). Darüber hinaus ist die CAM 

gegenüber Veränderungen durch Umweltfaktoren wie unter anderem durch Änderungen 

der Sauerstoffsättigung, pH-Wert, Osmolarität und das Ausmaß der Keratinisierung sehr 

empfindlich (Auerbach et al. 2000). Tiermodelle bilden insgesamt eine realistischere Dar-

stellung der Prozesse, die einer SAB nachfolgen ab und ermöglichen so eine zuverlässi-

gere Evaluation der Pathophysiologie. Etablierte tierexperimentelle SAB-Modelle kön-

nen daher durch das CAM-Modell nicht vollständig ersetzt werden (Gules et al. 2002). 
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4.2 Gezielte Wirkstofffreisetzung des Nimodipins aus den Mizellen  

Die medikamentöse Behandlung neurologischer Erkrankungen ist nach wie vor eine Her-

ausforderung, da nur eine begrenzte Anzahl von Medikamenten die Blut-Hirn-Schranke 

in ausreichender Konzentration passieren kann, um dort eine hinreichende Wirkung zu 

entfalten (Opris et al. 2020).  

Im Rahmen einer aSAB ist Nimodipin, wie eingangs erwähnt, das Medikament, mit nach-

gewiesenem Nutzen sowohl in der Prophylaxe als auch in der Therapie von DCI (Dorhout 

et al. 2007; Vergouwen 2011). Die Voraussetzung dafür ist jedoch eine ausreichende in-

trathekale Wirkstoffkonzentration (Diringer et al. 2011; Riva et al. 2019).  Das Erzielen 

einer ausreichend hohen intrathekalen Konzentration ist durch einige Faktoren, wie unter 

anderem dem Nebenwirkungsspektrum und geringer oraler Bioverfügbarkeit limitiert. 

Mit der Idee der intrathekalen Medikamentenverabreichung soll diese Limitation über-

windbar werden (Hänggi et al. 2016; Macdonald et al. 2019). Hinsichtlich der Löslichkeit 

und der Pharmakokinetik (Householder et al. 2019) bestehen jedoch auch Einschränkun-

gen. Hydrophile Substanzen, wie auch Nimodipin, werden nach intrathekaler Injektion 

aufgrund des Liquorumsatzes so schnell abgebaut, dass wiederholte Medikamentengaben 

erforderlich sind, um die Zielkonzentrationen zu erreichen und aufrechtzuerhalten 

(Householder et al. 2019).   

Wirkstoffträger wie Nanopartikel könnten die Lösung für dieses Problem sein. Diese er-

möglichen eine nachhaltige und kontinuierliche Wirkstofffreisetzung, die auf freier Dif-

fusion basiert. Um die Wirkstofffreisetzung modifizierbar und bedarfsorientiert (on-de-

mand) zu gestalten, machten wir uns zusätzlich die Anwendung des Ultraschalls zunutze. 

Diese Idee ist nicht neu, sondern bereits Gegenstand diverser Studien (Rapoport 2012; 

Phenix et al. 2014; Xia et al. 2016). Nanopartikel wurden bereits als sogenannte Drug-

Delivery-Systeme zur Umgehung der Blut-Hirn-Schranke erfolgreich eingesetzt (Silva 

2008; Furtado et al. 2018). Die Fähigkeit von Nanopartikeln, hydrophobe Wirkstoffe wie 

Nimodipin zu verkapseln, wurde bereits getestet (Basalious et al. 2015; Salgarella et al. 

2018). Entsprechend wissenschaftlichen Standards wurde in unserer Studie Nimodipin in 

Nanopartikel via direkter Auflösungsmethode verkapselt und anschließend die Struktur 

der Mizellen mittels NTA und TEM evaluiert. Auch die Partikelgröße wurde anhand die-

ser Verfahren bestimmt und bewertet. Im Gegensatz zu der Arbeit von Basalious et al. 

waren die von uns hergestellten Mizellen etwa ein Drittel kleiner. Dieses Ergebnis ist 

wahrscheinlich auf die verwendete Herstellungsmethode zurückzuführen. Während wir 

die direkte Auflösungsmethode verwendeten, wurde in der Arbeit von Basalious et al. die 
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Dünnschichthydratationsmethode eingesetzt (Basalious et al. 2015). Im Rahmen der di-

rekten Auflösungsmethode gehen wir von einer mechanischen Reaktion aus, die in der 

Regel zu einer spontanen langsamen Wirkstofffreisetzung führt. Dieses Ergebnis wurde 

auch im Rahmen unserer In-vitro-Studie bestätigt: Die spontane Freisetzung des Wirk-

stoffs im Laufe der Zeit wurde bei allen untersuchten Bedingungen festgestellt und er-

reichte nach 24 Stunden ein Maximum. Die Wirkstofffreisetzungsrate variierte jedoch 

zwischen den Lösungen. Zudem ließ sich ein wiederkehrendes Profil der Wirkstofffrei-

setzung beobachten: So ist die Freisetzungsrate initial schneller und nimmt mit der Zeit 

ab. Insgesamt kann eine kontinuierliche spontane Freisetzung dokumentiert werden. 

Durch eine gezielte Ultraschallanwendung auf die Nimodipin-beladenen Mizellen konnte 

eine signifikante Steigerung der Wirkstofffreisetzung erzielt werden. Die In-vitro- Ergeb-

nisse bestätigten sich im anschließenden In-vivo-Setting. Erstmalig wurde die In-vivo- 

Vasospasmus-Therapie dazu an der CAM des embryonalen Eis angewendet. 

 

4.2.1 Limitationen der Wirkstofffreisetzung durch Ultraschallanwendung 

Ultraschallinduzierten Effekten können prinzipiell thermische und nicht-thermische (me-

chanische) Wirkmechanismen unterliegen (Dyson 1982; O'Brien 2007).  Limitationen der 

Ultraschallanwendung bestehen folglich unter anderem auf die Thermosensitivität des 

beschallten und peripheren Gewebes. Mit der Dauer der Anwendung und Zunahme der 

Frequenz und der Leistungsdichte, steigt die Temperatur der beschallten Region (Zhong-

gao et al. 2004).  Dazu beschreibt Martin et al. unter anderem frequenzabhängige, ultra-

schallinduzierte Veränderungen hinsichtlich des Gefäßtonus (Martin et al. 2010): Wäh-

rend für niederfrequenten Ultraschall (20 kHz) eine Dilatation von Blutgefäßen In-vitro 

nachgewiesen wurde, führte die In-vitro-Applikation von Ultraschall im MHz-Frequenz-

bereich an der Arteria carotis zu einer Vasokonstriktion (Martin et al. 2010). Auf Grund-

lage der Reversibilität des Effekts, besteht die Annahme, dass der Ultraschall jedoch 

keine dauerhaften Schäden an der Gefäßwand verursacht. Mechanische Scherbeanspru-

chung, Strahlungskräfte und lokale Erwärmung werden als Pathomechanismen der durch 

Ultraschallwellen induzierten Gefäßtonusveränderungen diskutiert (Martin et al. 2010; 

Phenix et al. 2014). So schlussfolgert O`Brian (2007) entsprechend physikalischen Ge-

setzmäßigkeiten, dass die Ausbreitung der Ultraschallwellen in einem Gewebe, eine me-

chanische Dehnung induziert, die zu einer relativen Änderung der Abmessungen oder der 

Form des beanspruchten Körpers führt. Bisher ergaben Studien, dass kleine Gefäße wie 

Arteriolen mit einem höheren Anteil an glatter Muskulatur in ihren Wänden eine stärkere 
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Reaktion auf Ultraschall zeigen (Martin et al. 2010). Diese Beobachtungen wurden auch 

in unserer Studie unterstützt, denn auch hier zeigte sich, dass die Intensität der ultraschall-

induzierten Effekte umgekehrt proportional von der Gefäßgröße abhängig ist. In Anbe-

tracht dessen scheint auch unser neu etabliertes CAM-Modell vor allem für die Beurtei-

lung von Vasospasmen innerhalb der Mikrozirkulation geeignet zu sein. Sowohl thermi-

sche als auch nicht-thermische Effekte könnten zu den beobachteten Effekten in unserer 

Studie beigetragen haben. In dieser Versuchsanordnung waren wir aufgrund methodi-

scher Einschränkungen nicht in der Lage, quantitative Messungen thermischer oder me-

chanischer Effekte durchzuführen. Eine Ultraschalldosimetrie wäre notwendig, um die 

Ultraschallenergie zu messen und ihre Wechselwirkung mit biologischen Materialien zu 

bewerten. In unserer Studie haben wir Ultraschall mit einer Intensität von 1.0 W/cm² an-

gewendet und keine Nebenwirkungen beobachtet. Weitere Experimente einschließlich 

histologischer Analyse sind notwendig, um die Mechanismen aufzuklären, die den ultra-

schallinduzierten Effekten zugrunde liegen. 

Im Rahmen unserer Studie muss jedoch neben der Temperatursensitivität des beschallten 

Gewebes auch die der Mizellen berücksichtigt werden. Derzeit geht man davon aus, dass 

die Wirkstofffreisetzung bei konventionellen Mizellen durch die mechanische Wirkung 

des Ultraschalls vermittelt wird (Marin et al. 2001; Marin et al. 2002; Husseini et al. 

2005). Inwieweit ein thermischer Pathomechanismus zugrunde liegt, ist derzeit noch un-

klar.  Bekannt und beschrieben ist eine vereinfachte Emulgierung von Arzneimittel und 

Trägerstoff (Nanopartikel) durch den Einsatz erhöhter Temperaturen während des Her-

stellungsprozess (Nicolai et al. 201; Zhang et al. 2014). Der Unimer-zu-Mizellen-Über-

gang werde durch das Vorhandensein thermischer Energie beschleunigt und die Barriere 

für Dissoziation zurück zu Unimeren stabilisiert. Mit steigender Temperatur werde die 

Bindung stärker (Rapoport 2012). Polymere Mizellen erhöhen somit ihre Stabilität bei 

steigender Temperatur. Da wir 1- eine Erhöhung der Mizellen Stabilität verhindern und 

2- eine tiefe Penetration der Schallwellen erzeugen wollten, haben wir uns in Anbetracht 

der gewünschten intrathekalen Applikation des Medikaments in zukünftigen in vivo-Stu-

dien auf die Verwendung von 1.0 MHz, 1.7 W/cm² konzentriert. Unsere Ergebnisse 

hierzu sind vielversprechend: Nach der ultraschallinduzierten Wirkstofffreisetzung stieg 

der mittlere Gefäßdurchmesser der vasospastischen Gefäße von vormals 57 % (Spann-

weite 44 – 61 %) wieder auf 89 % (Spannweite 83 – 91 %), (ANOVA, p = 0,0002). Auf-

grund von begrenzten, labortechnischen Möglichkeiten, können wir hinsichtlich thermi-

scher Effekte auf die Nimodipin-beladenen Mizellen keine weiteren Aussagen tätigen. 
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Von einem komplexen Zusammenspiel zwischen Ultraschallphysik und biologischen Ef-

fekten, Partikelformulierung, Pharmakokinetik und Biodistribution ist auszugehen 

(Boissenot et al. 2016). Eine generelle Risikobewertung ist daher nicht möglich.  

Trotz der noch fehlenden Evidenz der bei der Anwendung von Ultraschall wirkenden 

Mechanismen, bestätigt sich auch in unserer Studie die Vielseitigkeit und Wirksamkeit 

des Ultraschalls zur aktiven Induktion (on-demand) von Drug-Delivery-Systemen (Rapo-

port 2012; Phenix et al. 2014). Durch die Bündelung der Schallwellen im Niederfrequenz-

bereich ist nicht nur eine tiefe Weichteilpenetration, sondern auch eine fokussierte lokal 

begrenzte Applikation möglich (Xia et al. 2016).  
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5 Zusammenfassung 

 

Die aSAB stellt ein schweres neurologisches Krankheitsbild dar. Die Gesamtmortalität 

liegt bei 51 % (Bederson et al. 2000). Die Prognose wird überwiegend durch das Ausmaß 

der initialen Blutung und das Auftreten von DCIs bestimmt. DCI sind dabei als sekundäre 

und damit potenziell reversible Komplikationen zu werten. Die DCI beruht auf multifak-

torieller Genese. Bei bis zu 70 % der von einer SAB betroffenen Patienten treten zerebrale 

Vasospasmen im akuten Verlauf der Erkrankung auf. In 20 – 30 % der Fälle werden diese 

symptomatisch und im Sinne einer DCI klinisch relevant. Trotz multimodaler Therapie-

ansätze stellt die DCI weiterhin eine interdisziplinäre Herausforderung dar. Das einzige 

Pharmakon mit nachgewiesenem Nutzen zur Verbesserung des funktionellen Outcomes 

ist Nimodipin (Diringer et al. 2011; Dorhout et al. 2008; Vergouwen et al. 2011). Neue 

Forschungsansätze zur Untersuchung von Präventionsmaßnahmen und neuer Therapie-

optionen sind daher von großem Interesse. 

Ziel dieser Studie war es, eine neue Therapieoption zur Behandlung von Vasospasmen zu 

etablieren. Dies umfasst eine kontrollierte und bedarfsorientierte intrathekale Freisetzung 

von Nimodipin-beladenen Mizellen durch eine fokussierte Ultraschallanwendung. Die 

Versuche erfolgten In-vitro und In-vivo.     

Die hohe klinische Relevanz zur Prävention und aussichtsreicher, Outcome verbessernder 

Therapie begründet die Initiative für die Durchführung dieser Studie. Im Rahmen der 

Methodenetablierung erfolgte 1 – die Herstellung Nimodipin-beladener Mizellen, 2 – Va-

sospasmeninduktion an der CAM und 3 – ultraschallgesteuerte Freisetzung des Nimodi-

pins aus den Mizellen in einem inital In-vitro- und nachfolgenden In-vivo-Setting. An-

schließend wurde die Wirksamkeit der ultraschallgesteuerten Freisetzung in Bezug auf 

die Auflösung des Vasospasmus untersucht. Unter Verwendung der Programme Image J, 

GraphPad und Excel erfolgte die qualitative und quantitative Auswertung der Vasospas-

men. Unter Verwendung der direkten Auflösungsmethode nach Sotoudegana et al. konnte 

erfolgreich ein Verfahren zur Enkapsulierung des Nimodipins in die Mizellen etabliert 

werden (Sotoudegana et al. 2016).  

Im In-vitro-Setting, dessen Kernprozess auf dem Dialyseverfahren beruht, wurde die er-

wartete kontinuierliche Wirkstofffreisetzung bestätigt.  Eine gezielte, signifikante Steige-

rung der Wirkstoffabgabe konnte mithilfe gerichteter Energie in Form Ultraschalls (1 

MHz, 1.7 W/cm², 60 sec) erzielt werden. Unter Verwendung, hochintensiven Ultraschalls 
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zu den Konditionen von 3 MHz, 1.0 W/cm², 60 sec etablierten wir ein neues Verfahren 

zur Induktion von Vasospasmen am CAM-Modell. Auf Basis dieses neu etablierten 

CAM-Modells erfolgten die In-vivo-Umsetzung unserer In-vitro-Erkenntnisse der ultra-

schallvermittelten Wirkstoffabgabe. Hierbei bestätigten sich die Ergebnisse der gezielten 

und bedarfsorientierten, im Sinne eines „on-demand“ Wirkstoffabgabe. Bestehende Va-

sospasmen ließen sich reproduzierbar signifikant binnen weniger Minuten auflösen.  

Da unser labortechnisches Setting methodisch limitiert war, können wir hinsichtlich der 

zugrundeliegenden Pathomechanismen keine Aussagen treffen. Detaillierte Auswertun-

gen der Mechanismen, die bei der ultraschallvermittelten Wirkstofffreisetzung von Na-

nocarrier und der Vasospasmusinduktion wirksam werden, sind nötig, um Risiken hin-

sichtlich unerwünschter Wirkungen und des toxikologischen Profils abzuschätzen. 

Dennoch ermutigen die neu gewonnenen Erkenntnisse zur weiteren Evaluierung der na-

noskalierten, ultraschallunterstützenden Arzneimitteltherapie zur Prävention und Thera-

pie Vasospasmen-assoziierter DCI in einem Ratten-SAH-Modell und können als solide 

Grundlage für die Planung zukünftiger Experimente angesehen werden. 
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