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Die bisherigen Methoden zur intravitalmikroskopischen Untersuchung der Leukozyten-
Endothel-Interaktion waren limitiert durch eine auf wenige Stunden begrenzte Beobachtungs-
zeit und durch eine mangelnde Diskriminierbarkeit von Leukozytensubpopulationen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ein neuer Fluoreszenzfarbstoff mit ldngerer
Halbwertszeit verwendet, der sich durch seine geringe Zytotoxizitdt bei uneingeschriankter
Visualisierung auszeichnete. In einem ersten Versuchsabschnitt gelang es, die optimale
Féarbekonzentration zu erarbeiten als Vorraussetzung fiir die in vitro Anfarbung der
separierten Zellpopulationen. Um reine Subpopulationen der Gesamtleukozyten zu erhalten,
wurde ein magnetisches Zelltrennungsverfahren verwendet, das bereits klinisch etabliert war.
Am Beispiel der CD4" Lymphozytenpopulation gelang es, die Methode am Modell der
lokalen Endothelzellschddigung zu validieren. Die Versuchsergebnisse zeigten eine diskrete
Aktivierung der separierten und fluoreszenzmarkierten Zellen. Dabei kam es zu einem Verlust
von einem Teil der Zellen in vivo. Die restlichen, nicht aktivierten Zellen, lieBen sich iiber
mindestens 12 Stunden mittels der Intravitalmikroskopie beobachten. Diese im peripheren
Blut verbliebenen Zellen zeigten in ihrer Interaktion mit dem entziindlich verdnderten
Endothel ein mit der Literatur iibereinstimmendes Verhalten.

Mit der hier vorgestellten Methode steht nun erstmals ein Instrument zur Verfiigung, das eine
differenzierte intravitalmikroskopische Untersuchung von reinen Leukozytensubpopulationen
und ihrer Interaktion mit dem Endothel i{iber einen Zeitraum von mindestens 12 Stunden
zulasst.

Die Moglichkeiten der Methode gehen iiber die Intravitalmikroskopie hinaus. Die separierten
und fluoreszenzmarkierten Zellen konnen fiir eine lange Beobachtungszeit in vivo verbleiben
um dann mittels FACS oder einem Fluoreszenzmikroskop in Gewebeschnitten nachgewiesen
zu werden. Die Separation anderer Subpopulationen ist durch den Einsatz spezieller
Mikrobeatcocktails fast beliebig erweiterbar.

Besonders geeignet ist die Methode fiir Fragestellungen, die sich mit Eigenschaften einer
bestimmten Zellpopulation befassen, wie z. B. Diapedese, Ischimie-Reperfusionsverhalten
und Sepsis.



