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Mit Hilfe der Mikropunktionstechnik ist in den letzten Jahren die 
Nierenphysiologie um wichtige Erkenntnisse bereichert worden. Be- 
s t immte Untersuchungen jedoch, wie die lokaler Transportraten von 
Elektrolyten und Nichtelektrolyten oder Permeabilit/~tsmessungen von 
Wasser und gelösten Substanzen, ließen sich mit  der Mikropunktions- 
technik ebenso wie mit  der Clcarance-Methodik nicht befriedigend klären. 
Alle diese Grölten lassen sich nur dann exakt messen, wenn die Messungen 
unabhängig von der glomerulären Filtration ausgeführt werden. 

Die Entwicklung einer Mikrotechnik, bei der ein bestimmtes Flüssig- 
keitsvolumen intratubulär injiziert, wieder herausgesaug~ und analysiert 
wirdS, 6, war ein erster Versuch in dieser Richtung. Diese Methode konnte 
aber nur am Kal~blüter zu Erfolgen führen, bei dem die tubulären Trans- 
portprozesse relativ langsam ablaufen. Beim Warmblüter  erlaubte diese 
Methode zwar die Analyse von Gleichgewichtszuständen 2-4, hingegen 
nicht von dynamischen Vorgängen, da hier die Transportgeschwindig- 
keiten zu hoch sind. Zur Untersuchung der Transportkinetik am Warm- 
blüternephron bedarf es vielmehr einer Methode, mit  der die Tubuli fort- 
laufend, konstant  und unabhängig vom Glomerulumfiltrat durchströmt 
werden können. Auch hierin hat  es an Bemühungen nicht gefehlt, Neben 
einer einfachen Durchströmung vermittels einer an die Punktionscapillare 
angeschlossenen handbetätigten Injektionsspritze ~ wurde von SoLoMo~ 7 
eine Methode angegeben, bei der aus einer Mikrocapillare durch Wind- 
kesseldruck Flüssigkeit in ein Tubuluslumen ausgetrieben wird. Für  
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Untersuchungen jedoch, in denen es auf  exakt  reproduzierbare Per- 
fusionsraten aueh in den niedrigen Stromst~rkebereichen ankommt,  ge- 
nfigte die mit  einer Drucksteuerung erzielbare Konstanz und Genauigkeit 
der MLkroperfusionen nicht. 

I m  folgenden soll eine Appara tur  beschrieben werden, mit  der eine 
solche konstante Perfusion in vivo et situ mSglieh ist, und zwar mit  Per- 
fusionsraten, die beliebig variierbar sind und b~s herunter zu einem Ffinftel 
der normalen intratubul~ren t Iarnstromst~rke exakt  einstellbar sind. 

Die Mikroperfusionspumpe 
Ein Asynchronmotor dreht fiber ein Getriebe mit  einer Ubersetzung 

yon 1 : 16 000 einen Stab]stilt in den Schaft einer Mikropunktionscapfllare. 
Wie in Abb. 1 schematiseh dargestellt, wird die Basis der Capillare dureh 

~ ~ c  d e f ~ A ~ k ~ ~ n o p 

Abb.£. Sehnittzeiehnung der Mikroperfusionspumpe. Die Perfusionscapillare wird mi~Hi l fe tier 
Spannmutter a, des Druekstiftes b und des Diehtungsgummis e in die Capillarffihrung d eingespannt. 
Die Fiihrung wird in die Pumpenhfilse ] eingeschraubt, wodurch das Tefionstfick e zusammengepre~t 
wird und den Kolbenstift g abdichtet. In der Gabel der Kolbenspindel h gleitet der Kupplungsstift 
der Kupplung l, der fiber die Gleitringe n and Yersehraubang m m i t  der Motorwelle ~ verbunden:ist 

2, 

~z 

~ 3 

Abb. 2. Prinzipschaltung ffir den Pumpenmotor (Siemensregelmotor X2AJ3). Der Netzstrom wird 
iiber eine Sieherung a aus Sehalter b und einem Anzeigelampchen c einem magnetischen Spannungs- 
konstanthalter d zugeffihrt. Dessert auf  220 V stabilisierte Ausgangsspannung wird einerseits tier 
Antriebsfeldwieklung F~ des ]~egelmotors, zum andern fiber einen Transformator e einem Gleiehriehter 
g zugeffihrt. Die so gewonnene Gleiehspannung wird dutch den Ladekondensator h geglat~e~ und 
dureh eine Leistungszehnerdiode i abermals stabilisiert. ~ i t  dieser konstanten Spannung wird fiber 
einen Spannungsteiler k die Bremsfeldwicklung ~v., des Motors gesPeist. Diese erzeugt in dem rotieren- 

den Anker bremsende Wirbelstrbme 

einen Teflonansatz abgedichtet. Schiebt s~ch nun der Stahlstfft in das 
Lumen vor, so wird Flfissigkeit, mit  der die Capillare gefiillt wurde, ver- 
dri~ngt und fiieBt an der Capillarspitze aus. 

Die Drehz~hl des Motors und d~mit die I-IShe der Perfusionsrate l~t~t 
sieh stufen]os fiber elne ]3remsspannung regulieren (siehe Schaltbild 
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Abb. 2), Ein magnetischer Spannungskonstanthalter schließt Änderungen 
der eingestellten Motordrehzahl infolge Schwankungen in der Netzspan- 
nung aus. Die Mikroperfusionsapparatur ist auf einen handelsüblichen 
Leitz -Mikromanipulator montiert. 

Die Eiehung 
Direkte Messungen der intratubnlären Harnstromstärke hatten je 

nach Funktionszustand der Iqiere für den proximalen Tubulus Werte 
zwischen 10 und 35 • 10 -s tal/min ergeben s. An diesen Bereich wurde die 
Perfusionsapparatur angeglichen. 

Die Eichungen werden so vorgenommen, daß die Wanderungs- 
geschwindigkeit einer Wasser-Ö1-Grenzfläche im Lumen der Mikrocapfl- 
lare unter dem Mikroskop mit einem 0cularmikrometer gemessen wird. 
Aus dieser Geschwindigkeit und dem Lumendurchmesser der Capillare 
läßt sich dann die Perfusionsstromstärke erreehnen. Die Perfusionsrate 
gegen die Potentiometereinstellung der Bremsvorriehtung aufgetragen, 
ergibt eine leichte S-förmige Krümmung der Eichkurve. Sie ist dadurch 
bedingt, daß die Motordrehzahl der Bremsspannung nicht linear folgt. 
Bleibt der Lumendurchmesser der Capi]larspitze oberhalb eines Wertes 
von 2/z, so spielt der Widerstand in der Capillarspitze für die Perfusions- 
stromstärke keine Rolle. Auch macht es keinen Unterschied, ob die Capil- 
larspitze während der Eichung in ein Wasserbad eintaucht oder intra- 
tubulär liegt. Um eine konstante Perfusionsstromstärke zu erhalten, ist es 
jedoch erforderlich, die Capillarspitze in ein thermokonstantes Milieu ein- 
tauchen zu lassen, wobei nur die Temperaturkonstanz, nicht aber eine 
bestimmte Temperaturhöhe ausschlaggebend ist. Die Eichungen sind 
auch nach mehreren Monaten noch mit einer Abweichung von ~ 3°/0 gut 
reproduzierbar. 

Perlusion einzelner l~ephronabschnitte 
Die Niere des anaesthesierten Versuchstieres (Ratte oder Goldham- 

ster) wird in der bei Mikropunktionen üblichen Weise freigelegt. Für die 
Mikroperfusionstechnik ist neben der Perfusionsanordnung ein zweiter 
Mikromanipulator erforderlich, der eine mit gefärbtem Paraffinöl gefüllte 
Capillare trägt. Mit dieser Capillare wird zunächst ein Tubulus so weit 
proximal punktiert, daß durch einen in den tubulären Harnstrom in- 
jizierten kleinen Öltropfen noch mindestens zwei weiter distal gelegene 
Konvolutschlingen an der I~ierenoberfläche erkennbar werden (Abb. 3). 
In die erste dieser Schlingen wird die Perfusionscapfllare eingestoehen 
und -- bei schon laufender Perfusion -- die zwischen beiden Capillaren 
liegende Tubulusschlinge mit Öl gefüllt. Die Ölcapillare ~_rd dann aus der 
glomerulumnahen Punktionsstelle herausgezogen und in die am weitesten 
distal gelegene Schlinge gestochen. Infolge der langen Ölsäule proximal 
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der Perfusionscaplllare wird das Perfusat nicht mit Glomerulumfiltrat 
vermischt. Das Glomernlumfiltrat kann durch die erste Punktionsstelle 
nach außen abfließen. 

Eine andere Möglichkeit, Mikroperfusionen durchzuführen, bietet die 
Benutzung doppelläufiger Punktionseapillaren. Die eine Capillarbranche 
wird mit der Perfusionsflüssigkeit gefüllt und auf die Mikropumpe auf- 
gesetzt, die andere Branche mit gefärbtem Öl gefüllt. Eine geeignete 

Abb. 3. Punktionssehema. Erkli.rung siehe Text 

Tubulusschlinge wird so punktiert, daß die Capillarspitze dem intratubu- 
lären Harnstrom entgegengeriehtet ist. Wird nun eine Öls/~ule in Rich- 
tung auf das Glomerulum injiziert und dann die Perfusion begonnen, so 
wird durch den Perfnsiondrnck der Filtrationsdruck kompensiert, die 
proximale Ölsi£ule bleibt proximal der Punktionsstelle unbewegt und ver- 
hindert eine Filtratbeimisehung zum Perfusat. 

Wird mit der gleichen Stromst/~rke perfnndiert, wie sie normalerweise 
durch das Filtrat vorgegeben ist, so liegen die intratubul/~ren Drucke in 
der Perfusionsstrecke des proximalen Konvolutes im Bereich normaler 
Werte zwischen 14 und 18 mm Hg. Auch die Lumenweiten werden nicht 
ver/~ndert und betragen im Mittel 20/~. 

Perfusionen im distalen Konvolut sind schwieriger, aber möglich. Wegen der 
wenigen und nur kurzen Schlingen, die an der Nierenoberfl~chc sichtbar sind, emp- 
fiehlt sieh zur Pcrfusion die Technik mit doppelläufigen Capillaren. Die niedrigste 
Perfusionsrate unserer Apparatur von 10-10 -6 tal/min bedeutet für das distale 
Konvolut eine Stromstärke, wie sie nur bei starker Diurcse anzutreffen ist s. Dem- 
entsprechend sind die Lumin~ auch bis zu 25 # aufgedehat gegenüber einer Weite 
von 9 # in Antidiurese. Die intratubul~ren Drucke liegen im distalen Konvolut dann 
zwischen 25--35 mmHg. 

Nach Beendigung der Perfusion wird die Perfusionsstrecke mit Neo- 
pren gefüllt und nach Maceration der Niere die Länge des betreffenden 
Nephronstückes m i t  ttilfe einer Mikrodissektion mikroskopisch aus- 
gemessen. Aus mikrophotographischen Aufnahmen der Nierenoberfl/£ehe 
w/~hrend der Perfusion lassen sich die Lumenweiten der Tubuli bestim- 
men und zur Berechnung der tubulärcn Kontaktfläche heranziehen. 
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Anwendung und Grenzen der Methodik 
Bislang sind konstante Perfusionen bis zu 30 min Dauer gelungen. 

;Noch längere Zeit die Perfusions- und Absaugcapillaren in guter Position 
z u  halten, ist schwierig. Von Zeit zu Zeit führen besonders tiefe Atemzüge 
~der Versuchstiere trotz Fixierung der Niere in einem Plexiglasschälchen 
:zu Lageänderungen der Capillarspitzen. In  den meisten Fällen vergrößert 
ùsich dadurch die Punktionsöffnung und läßt sich nicht mehr abdichten. 
Um genügend Perfusionsflüssigkeit für mikroehemische Analysen auf- 
:zusaugen, genügen jedoch Perfusionszeiten von 10--15 min. Bei Nieren 
:in gutem Funktionszustand zeigen sich auch nach 30 minutiger Perfusion 
keine sichtbaren Veränderungen an den Tubulusepithelien. Bei Nieren in 
:schlechtem Funktionszustand sind schon nach kurzer Perfusionszeit 
weißliche Randbildungen an der Tubuluslumenseite zu beobachten, die 
möglicherweise auf eine Schädigung der Bürstensäume zurückzuführen 
:sind. 

Es sei hier angemerkb, daß bei diesen Untersuchungen -- wie überhaupt bei 
:Mikropunktionsversuchen -- große Sorgfalt darauf zu legen ist, die Körpertempera- 
-tur der Versuchstiere konstant zu halten. Durchblutungsmessungen mit einem un- 
blutigen photoelektrisehen Verfahren unter den gleichen Versuchsbedingungen wie 
während eines Mikropunktionsexperimentcs haben gezeigt, daß von einer guten 
Erwärmung der Versuchstiere die Qualität der Experimente mitbestimmt wird 
,(DE]~TJV.~¢ und B~EC~TV.LSBAUE~, unveröffentlichte Befunde). Die Körpertempera- 
tut  einer Ratte, die im Mittel 38°C beträgt, sinkt unter Barbitm'atnarkose auf etwa 
,34°C ab. Die Durchblutung der Niereurinde ist dann auf die I-Iälfte abgesunken. 
Dabei kann der Blutdruck noch eine normale Höhe haben und auch die Tubuli kön- 
nen noch normal gefüllt erscheinen. Die intratubuläre Harnstromstärke allerdings 
:ist dann auch etwa auf die Hälfte abgesunken s. Um einen solchen Temperaturschock 
zu vermeiden, muß das Versuchstier durch ein elektrisches Heizkissen o.ä. von allen 
,Seiten erwärmt werden. Behält auf diese Weise die Körpertemperatur ihren nor- 
malen Wert, können Mikropunktionsuntersuchungen bei guter Nierenfunktion über 
.einen Zeitraum von 6--8 Std ausgeführt werden. 

Das geschilderte Verfahren der Mikroperfusion bietet den Vorteil, daß 
unabhängig vom Glomerulumfiltrat isoliert einzelne Tubulusabschnitte 
mit  Lösungen beliebiger Zusammensetzung konstant perfundiert werden 
]~önnen. Änderungen des Perfusatcs durch tubuläre Resorption oder 
Sekretion sind quantitativ meßbar. 

Diese Methode eröffnet eine Möglichkeit, die tubuläre Transport- 
kinetik von Elektrolyten und ~qichtelektrolytcn in situ zu untersuchen 
und sie erscheint geeignet, Mechanismen tubulärer Resorption und Sekre- 
tion aufzuklären. Über erste Ergebnisse mit der Technik der Mikroper- 
fusion ist bereits kurz berichtet worden1, 9. 

Zusammenfassung 
Es wird eine Mikroperfusionsapparatur beschrieben, mit der kon- 

stante Perfusionsraten zwischen 10 und 35 • 10 -6 tal/min eingestellt wer- 
den können. Mit Hilfe dieser Apparatur können Teile eines Nephrons in 
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s i tu  kon t inu ie r l i eh  d u r c h s t r ö m t  werden.  Die angegebene Technik  e r l aub t  
Tubuluspër fus ionen ,  ohne daß  Beimisehungen von Glomeru lumf i l t ra t  d a s  
Pe r fusa t  ve rändern ,  so daß  Messungen lokaler ,  t ubu tä re r  T r a n s p o r t r a t e n  
von  E l e k t r o l y t e n  und  Nich t e l ek t ro ly t en  oder  P e r m e a b i l i t ä t e n  von W a s s e r  
u n d  gelösten Subs tanzen  mögl ich  sind. 

Prof. Dr. K. J. U~L~ICH und ]Jr. K. t t .  G~~TZ, Berlin, haben wir für die An- 
regung zu dieser Arbeit und wertvolle Ratschläge sehr zu danken. 
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