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Mit Hilfe der Mikropunktionstechnik ist in den letzten Jahren die
Nierenphysiologie um wichtige Erkenntnisse bereichert worden. Be-
stimmte Untersuchungen jedoch, wie die lokaler Transportraten von
Elektrolyten und Nichtelektrolyten oder Permeabilitdtsmessungen von
Wasser und gelosten Substanzen, lieBen sich mit der Mikropunktions-
technik ebenso wie mit der Clearance-Methodik nicht befriedigend kliren.
Alle diese GroBen lassen sich nur dann exakt messen, wenn die Messungen
unabhéngig von der glomeruldren Filtration ausgefiihrt werden.

Die Entwicklung einer Mikrotechnik, bei der ein bestimmtes Fliissig-
keitsvolumen intratubuldr injiziert, wieder herausgesaugt und analysiert
wird %8, war ein erster Versuch in dieser Richtung. Diese Methode konnte
aber nur am Kaltbliiter zu Erfolgen fithren, bei dem die tubulidren Trans-
portprozesse relativ langsam ablaufen. Beim Warmbliter erlaubte diese
Methode zwar die Analyse von Gleichgewichtszustinden?4, hingegen
nicht von dynamischen Vorgéingen, da hier die Transportgeschwindig-
keiten zu hoch sind. Zur Untersuchung der Transportkinetik am Warm-
bliiternephron bedarf es vielmehr einer Methode, mit der die Tubuli fort-
laufend, konstant und unabhingig vom Glomerulumfiltrat durchstréms
werden kénnen. Auch hierin hat es an Bemiithungen nicht gefehlt. Neben
einer einfachen Durchstromung vermittels einer an die Punktionscapillare
angeschlossenen handbetétigten Injektionsspritze® wurde von Soromox?
eine Methode angegeben, bei der aus einer Mikrocapillare durch Wind-
kesseldruck Flissigkeit in ein Tubuluslumen ausgetriecben wird. Fiir

* Mit Unterstiitzung einer Sachbeihilfe der Deutschen Forschungsgemeinschaft
und eines N.L.H. Research Grant No. AM 06806—01.



670 H. SonneNsERG und P. DEETIEN:

Untersuchungen jedoch, in denen es auf exakt reproduzierbare Per-
fusionsraten auch in den niedrigen Stromstérkebereichen ankommt, ge-
niigte die mit einer Drucksteuerung erzielbare Konstanz und Genauigkeit
der Mikroperfusionen nicht.

Im folgenden soll eine Apparatur beschrieben werden, mit der eine
solche konstante Perfusion in vivo et situ moglich ist, und zwar mit Per-
fusionsraten, die beliebig variierbar sind und bis herunter zu einem Fiinftel
der normalen intratubuliren Harnstromstérke exakt einstellbar sind.

Die Mikroperfusionspumpe
Ein Asynchronmotor dreht iiber ein Getriebe mit einer Ubersetzung
von 1:16000 einen Stahlstift in den Schaft einer Mikropunktionscapillare.
Wie in Abb.1 schematisch dargestellt, wird die Basis der Capillare durch
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Abb.1. Schnittzeichnung der Mikroperfusionspumpe. Die Perfusionscapillare wird mitJHilfe der
Spannmutter a, des Druckstiftes » und des Dichtungsguminis ¢ in die Capillarfithrung 4 eingespannt.
Die Fiihrung wird in die Pumpenhiilse f eingeschraubt, wodurch das Teflonstlick e zusammengeprefit
wird und den Kolbenstift g abdichtet. In der Gabel der Kolbenspindel 4 gleitet der Kupplungsstift &
der Kupplung I, der iiber die Gleitringe » und Verschraubung m mit der Motorwelle p verbunden:ist
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Abb. 2. Prinzipschaltung fiir den Pumpenmotor (Siemensregelmotor K2AJ3). Der Netzstrom wird
itber eine Sicherung @ aus Schalter b und einem Anzeigeldmpchen ¢ einem magnetischen Spannungs-
konstanthalter d zugefiihrt. Dessen auf 220 V stabilisierte Ausgangsspannung wird einerseits der
Antriebsfeldwicklung 7, des Regelmotors, zum andern iiber einen Transformator ¢ einem Gleichrichter
¢ zugefiihrt. Die so gewonnene Gleichspannung wird durch den Tadekondensator » geglittet und
durch eine Leistungszehnerdiode ¢ abermals stabilisiert. Mit dieser konstanten Spannung wird tiber
einen Spannungsteiler % die Bremsfeldwicklung F'» des Motors gespeist. Diese erzeugt in dem rotieren-
den Anker bremsende Wirbelstrome

~m

N

einen Teflonansatz abgedichtet. Schiebt sich nun der Stahlstift in das
Lumen vor, so wird Fliissigkeit, mit der die Capillare gefiillt wurde, ver-
dringt und flieft an der Capillarspitze aus.

Die Drehzahl des Motors nund damit die Hohe der Perfusionsrate 1afit
sich stufenlos iiber eine Bremsspannung regulieren (siche Schaltbild
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Abb.2). Ein magnetischer Spannungskonstanthalter schlieBt Anderungen
der eingestellten Motordrehzahl infolge Schwankungen in der Netzspan-
nung aus. Die Mikroperfusionsapparatur ist auf einen handelsiiblichen
Leitz-Mikromanipulator montiert.

.- Die Eichung
Direkte Messungen der intratubuldren Harnstromstirke hatten je
nach Funktionszustand der Niere fiir den proximalen Tubulus Werte
zwischen 10 und 35 - 10-% ml/min ergeben®. An diesen Bereich wurde die
Perfusionsapparatur angeglichen.

Die Eichungen werden so vorgenommen, dafl die Wanderungs-
geschwindigkeit einer Wasser-Ol-Grenzfliche im Lumen der Mikrocapil-
lare unter dem Mikroskop mit einem Ocularmikrometer gemessen wird.
Aus dieser Geschwindigkeit und dem Lumendurchmesser der Capillare
148t sich dann die Perfusionsstromstérke errechnen. Die Perfusionsrate
gegen die Potentiometereinstellung der Bremsvorrichtung aufgetragen,
ergibt eine leichte S-formige Kriimmung der Eichkurve. Sie ist dadurch
bedingt, dall die Motordrehzahl der Bremsspannung nicht linear folgt.
Bleibt der Lumendurchmesser der Capillarspitze oberhalb eines Wertes
von 2 u, so spielt der Widerstand in der Capillarspitze fiir die Perfusions-
stromstérke keine Rolle. Auch macht es keinen Unterschied, ob die Capil-
larspitze wihrend der Eichung in ein Wasserbad eintaucht oder intra-
tubular liegt. Um eine konstante Perfusionsstromstirke zu erhalten, ist es
jedoch erforderlich, die Capillarspitze in ein thermokonstantes Milieu ein-
tauchen zu lassen, wobei nur die Temperaturkonstanz, nicht aber eine
bestimmte Temperaturhohe ausschlaggebend ist. Die Eichungen sind
auch nach mehreren Monaten noch mit einer Abweichung von <<39/, gut
reproduzierbar.

Perfusion einzelmer Nephronabschnitte

Die Niere des anaesthesierten Versuchstieres (Ratte oder Goldham-
ster) wird in der bei Mikropunktionen tiblichen Weise freigelegt. Fiir die
Mikroperfusionstechnik ist neben der Perfusionsanordnung ein zweiter
Mikromanipulator erforderlich, der eine mit gefirbtem Paraffinsl gefiillte
Capillare trigt. Mit dieser Capillare wird zunichst ein Tubulus so weit
proximal punktiert, daff durch einen in den tubuliren Harnstrom in-
jizierten kleinen Oltropfen noch mindestens zwei weiter distal gelegene
Konvolutschlingen an der Nierenoberfliche erkennbar werden (Abb.3).
In die erste dieser Schlingen wird die Perfusionscapillare eingestochen
und — bei schon laufender Perfusion — die zwischen beiden Capillaren
liegende Tubulusschlinge mit O gefiillt. Die Olcapillare wird dann aus der
glomerulumnahen Punktionsstelle herausgezogen und in die am weitesten
distal gelegene Schlinge gestochen. Infolge der langen Olsiule proximal
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der Perfusionscapillare wird das Perfusat nicht mit Glomerulumfiltrat
vermischt. Das Glomerulumfiltrat kann durch die erste Punktionsstelle
nach aullen abflieBen.

Eine andere Moglichkeit, Mikroperfusionen durchzufiithren, bietet die
Benutzung doppelldufiger Punktionscapillaren. Die eine Capillarbranche
wird mit der Perfusionsfliissigkeit gefiillt und auf die Mikropumpe auf-
gesetzt, die andere Branche mit gefirbtem Ol gefiillt. Eine geeignete

Abb. 3. Punktionsschema. Erklirung siehe Text

Tubulusschlinge wird so punktiert, daf die Capillarspitze dem intratubu-
liren Harnstrom entgegengerichtet ist. Wird nun eine Olsdule in Rich-
tung auf das Glomerulum injiziert und dann die Perfusion begonnen, so
wird durch den Perfusiondruck der Filtrationsdruck kompensiert, die
proximale Olsdule bleibt proximal der Punktionsstelle unbewegt und ver-
hindert eine Filtratbeimischung zum Perfusat.

Wird mit der gleichen Stromstérke perfundiert, wie sie normalerweise
durch das Filtrat vorgegeben ist, so liegen die intratubuldren Drucke in
der Perfusionsstrecke des prozimalen Konvolutes im Bereich normaler
Werte zwischen 14 und 18 mm Hg. Auch die Lumenweiten werden nicht
verindert und betragen im Mittel 20 u.

Perfusionen im distalen Konvolut sind schwieriger, aber moglich. Wegen der
wenigen und nur kurzen Schlingen, die an der Nierenoberfliiche sichtbar sind, emp-
fiehlt sich zur Perfusion die Technik mit doppelldufigen Capillaren. Die niedrigste
Perfusionsrate unserer Apparatur von 10 - 10~% ml/min bedeutet fiir das distale
Konvolut eine Stromstirke, wie sie nur bei starker Diurese anzutreffen ist®. Dem-
entsprechend sind die Lumina auch bis zu 25 y aufgedehnt gegeniiber einer Weite

von 9 x in Antidiurese. Die intratubuliren Drucke liegen im distalen Konvolut dann
zwischen 25—35 mmHg.

Nach Beendigung der Perfusion wird die Perfusionsstrecke mit Neo-
pren gefiillt und nach Maceration der Niere die Linge des betreffenden
Nephronstiickes mit Hilfe einer Mikrodissektion mikroskopisch aus-
gemessen. Aus mikrophotographischen Aufnahmen der Nierenoberfliche
wahrend der Perfusion lassen sich die Lumenweiten der Tubuli bestim-
men und zur Berechnung der tubuldren Kontaktfliche heranziehen.
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Anwendung und Grenzen der Methodik

Bislang sind konstante Perfusionen bis zu 30 min Dauer gelungen.
Noch lingere Zeit die Perfusions- und Absaugcapillaren in guter Position
‘zu halten, ist schwierig. Von Zeit zu Zeit fithren besonders tiefe Atemziige
-der Versuchstiere trotz Fixierung der Niere in einem Plexiglasschalchen
.zu Lagednderungen der Capillarspitzen. In den meisten Féllen vergroSert
sich dadurch die Punktionséffnung und 148t sich nicht mehr abdichten.
Um geniigend Perfusionsfliissigkeit fiir mikrochemische Analysen auf-
‘zusaugen, geniigen jedoch Perfusionszeiten von 10—15 min. Bei Nieren
‘in gutem Funktionszustand zeigen sich auch nach 30 minutiger Perfusion
keine sichtbaren Verdnderungen an den Tubulusepithelien. Bei Nieren in
:schlechtem Funktionszustand sind schon nach kurzer Perfusionszeit
‘weillliche Randbildungen an der Tubuluslumenseite zu beobachten, die
moglicherweise auf eine Schidigung der Biirstensiume zuriickzufithren
isind.

Es sei hier angemerkt, daB bei diesen Untersuchungen — wie iiberhaupt bei
‘Mikropunktionsversuchen — grofle Sorgfalt darauf zu legen ist, die Kérpertempera-
‘tur der Versuchstiere konstant zu halten. Durchblutungsmessungen mit einem un-
‘blutigen photoelektrischen Verfahren unter den gleichen Versuchsbedingungen wie
‘wahrend eines Mikropunktionsexperimentes haben gezeigt, daB von einer guten
Erwiirmung der Versuchstiere die Qualitit der Experimente mitbestimmt wird
(DEETIEN und BRECHTELSBAUER, unverdffentlichte Befunde). Die Korpertempera-
“tur einer Ratte, die im Mittel 38°C betrigt, sinkt unter Barbituratnarkose auf etwa
-34°C ab. Die Durchblutung der Nierenrinde ist dann auf die Halfte abgesunken.
Dabei kann der Blutdruck noch eine normale Héhe haben und auch die Tubuli kén-
nen noch normal gefiillt erscheinen. Die intratubulire Harnstromstirke allerdings
st dann auch etwa auf die Hilfte abgesunken®. Um einen solchen Temperaturschock
zu vermeiden, muBl das Versuchstier durch ein elektrisches Heizkissen o.3. von allen
Seiten erwirmt werden. Behilt auf diese Weise die Korpertemperatur ihren nor-
malen Wert, kénnen Mikropunktionsuntersuchungen bei guter Nierenfunktion iiber
-einen Zeitraum von 6—8 Std ausgefiithrt werden.

Das geschilderte Verfahren der Mikroperfusion bietet den Vorteil, daB
unabhingig vom Glomerulumfiltrat isoliert einzelne Tubulusabschnitte
it Losungen beliebiger Zusammensetzung konstant perfundiert werden
konnen. Anderungen des Perfusates durch tubulire Resorption oder
Sekretion sind quantitativ meBbar.

Diese Methode erdffnet eine Moglichkeit, die tubuldre Transport-
kinetik von Elektrolyten und Nichtelektrolyten in situ zu untersuchen
und sie erscheint geeignet, Mechanismen tubulirer Resorption und Sekre-
tion aufzuklaren. Uber erste Ergebnisse mit der Technik der Mikroper-
fusion ist bereits kurz berichtet worden.°.

Zusammenfassung
Es wird eine Mikroperfusionsapparatur beschrieben, mit der kon-
stante Perfusionsraten zwischen 10 und 35 - 10-% ml/min eingestellt wer-
den koénnen. Mit Hilfe dieser Apparatur kénnen Teile eines Nephrons in
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situ kontinuierlich durchstrémt werden. Die angegebene Technik erlaubt
Tubulusperfusionen, ohne daB Beimischungen von Glomerulumfiltrat das.
Perfusat verindern, so daB Messungen lokaler, tubulirer Transportraten
von Elektrolyten und Nichtelektrolyten oder Permeabilitdten von Wasser
und geldsten Substanzen moglich sind.

Prof. Dr. K. J. Urreice und Dr. K. H. Gerrz, Berlin, haben wir fiir die An-
regung zu dieser Arbeit und wertvolle Ratschlige sehr zu danken.
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