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Die jüngsten Erfahrungen zeigen, dass gentechnisch 
hergestelltes Erythropoietin (EPO) ein wichtiges Thera­
peutikum in der Behandlung von Anämien sein wird, 
denen kausal eine unzureichende endogene E P O - B i l -
dung zu Grunde liegt. Die Diagnose eines absoluten oder 
relativen EPO-Mangels lässt sich am zielstrebigsten 
durch eine Bestimmung der EPO-Konzentration im Se­
rum oder Plasma herbeiführen. Die Bestimmung von 
EPO-Konzentrationen ist bislang noch nicht Routine 
eines klinisch-chemischen Labors, sondern derzeit noch 
beschränkt auf Speziallaboratorien (meist Forschungs­
laboratorien). Ziel dieses Beitrages ist es, die wichtigsten 
Bestimmungsmethoden für E P O vorzustellen und ihre 
Anwendbarkeit und Störanfälligkeit zu erörtern. 

E P O wird aus historischen Gründen als Aktivität 
quantifiziert. Referenzgrösse ist die Internationale Ein­
heit (IU). Um EPO-Aktivitäten miteinander vergleichen 
zu können, müssen alle EPO-Standardpräpara t ionen an 
die «Second International Reference Preparation B» an­
geglichen werden. Seitdem E P O in reiner Form verfüg­
bar ist, kennt man auch die spezifische Aktivität des 
Hormones, welche bei rund 100000 I U / m g E P O liegt. 
Der Normalwert der EPO-Konzentration im mensch­
lichen Plasma und Serum liegt zwischen 15 und 25 m U / 
ml. Es ist keine Geschlechtsabhängigkeit und kein Tages­
rhythmus der Serum-EPO-Konzentration erkennbar. 
Die Altersabhängigkeit des Normalwertes ist noch nicht 
ausreichend untersucht. 

Die zur Bestimmung der EPO-Konzentration verwen­
deten Assays lassen sich prinzipiell in Bioassays und 
Immunoassays einteilen. 

Bioassays 

Als Nachweisprinzip verwenden alle Bioassays die 
biologische Wirkung von E P O , welches ein spezifischer 
essentieller Proliferationsfaktor (Auslösung von Zelltei­
lungen) und Differenzierungsfaktor (Induktion der 
Hämoglobinsynthese) für bestimmte erythroide Vorläu­
ferzellen ist. Bioassays können in vivo und in vitro 
durchgeführt werden. 

In-vivo-Bioassay 
Für diese Form der EPO-Bestimmung werden Labor­

tiere (Mäuse und Ratten) verwendet, deren endogene 
EPO-Bildung und in der Folge Erythröpoiese suppri-
miert ist. Eine solche Hemmung der Erythröpoiese kann 
durch Hungern, Hypophysektomie oder Polyzythämie 
erzeugt werden. Der gebräuchlichste Assay darunter ist 
der polyzythämische Mausassay (PCM-Assay). Dabei 
wird in Mäusen entweder durch Hypertransfusion oder 
durch intermittierenden Sauerstoffmangel eine Poly­
zythämie (Hämatokri t 60-70%) erzeugt. In einem genau 
einzuhaltenden Protokoll erhalten die Tiere im Abstand 
von 24 h die Probe zweimal (je 0,5 ml) subkutan verab­
reicht. Weitere 24 h später erhalten die Tiere 5 9 Eisen 
intravenös oder intraperitoneal. Nach weiteren 48 h 
werden die Tiere entblutet, und die in den Erythrozyten 
enthaltene Radioaktivität gemessen. Aus der injizierten 
Radioaktivität und in der für den Ganzkörper hochge­
rechneten Radioaktivität in allen Erythrozyten wird 
dann die Eiseneinbaurate berechnet (% Eiseneinbau). 
Diese Rate ist ein Mass für die Hämoglobinsyntheserate 
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Abb. 1. Dosiswirkungskurve für Human-EPO auf die Eisenein­
baurate in rote Blutzellen in polyzythämischen Mäusen im P C M -
Assay. Weibliche ICR-Mäuse wurden für 14 Tage intermittierender 
(22 h/Tag) normobarer Hypoxie (8% 02) ausgesetzt. Am 5. und 6. 
Tag nach Beendigung der Hypoxie erhielten die Tiere subkutan je 
0,5 ml der Probe und am 7. Tag intraperitoneal 0,1 uCi 5 9Fe-Chlorid. 
Zwei Tage später wurden die Tiere entblutet und der Hämatokrit 
und die > 9 Fe-Radioakt iv i tät in den Erythrozyten gemessen. Der 
Eiseneinbau in rote Blutzellen (% 5 9Fe-Einbau) wurde nach folgen­
der Forme] berechnet: "^Fe-Einbau (%) — ^Fe-Rad.ioaktiv.ität(pro 
ml Blut) x Körpergewicht (in g) x 0,075/injizierte 5 9Fe-Radioakti-
vität. Für die Auswertung wurden nur Tiere berücksichtigt, deren 
Hämatokrit höher als 55% war. 
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Abb. 2. Dosiswirkungskurve von EPO auf die erythroide Kolo­
nienbildung in fetalen Mausleberzellen im CFU-E-Assay. Ein An­
satz enthält 105 kernhaltige fetale (13 Tage alte) Leberzellen in 1 ml 
Kulturmedium (Iscove-Medium plus 0,8 g/100 ml a-Methylzellu-
lose plus 10% fetales Rinderserum + 10% Probe bzw. EPO-Stan-
dard). Die Kulturen wurden für 48 h bei 37°C in humidifizierter 
Atmosphäre ( 0 2 / N 2 / C 0 2 , 20/75/5) inkubiert. Anschliessend wur­
den die typischen erythroiden (CFU-E)-Kolonien unter dem Mi­
kroskop ausgezählt. 

und reflektiert damit die Aktivität der Erythröpoiese. In 
jedem Assay wird eine Eichkurve mit menschlichem 
Standard-EPO mitgeführt. Abbildung 1 zeigt eine solche 
typische Eichkurve für den PCM-Assay. 

Der PCM-Assay ist die wichtigste Nachweismethode 
für biologische EPO-Aktivität, und er muss deshalb im­
mer zur Kalibrierung von EPO-Standardpräparat ionen 
verwendet werden. Der PCM-Assay ist nur wenig störan­
fällig. Aus diesem Grund kann damit prinzipiell EPO in 
jeder wässrigen Lösung (Serum, Plasma, Urin, Zellkul­
turmedien, Applikationslösungen etc.) ohne spezielle 
Probenaufbereitung bestimmt werden. 

Nachteil des PCM-Assays ist seine relativ grosse Auf­
wendigkeit. Die Durchführung eines Assays erfordert 
einschliesslich der Induktion der Polyzythämie zwischen 
3 und 4 Wochen Zeit. Pro Probe oder Eichkurve müssen 
wegen der interindividuellen biologischen Streubreite 5 

bis 10 Tiere verwendet werden. Ebenso ist der nicht 
unbeträchtliche Verbrauch an 5 9 Fe zu beachten. Aus der 
Eichkurve (Abb. 1) geht weiterhin hervor, dass der P C M -
Assay eine hohe Nachweisschwelle (zirka 50 mU/ml ) 
besitzt. Dies macht den PCM-Assay für Routinemes­
sungen im menschlichen Blut ungeeignet, da die Normal­
konzentrationen dort unterder Nachweisgrenze liegen. 

In-vitro-Bioassay 
Bei den In-vitro-Bioassays für EPO werden Kurz­

zeitgewebekulturen hämopoietischen Gewebes aus Mi lz , 
Knochenmark oder fetaler Leber (in der Regel von der 
Maus) verwendet. In diesen Gewebekulturen wird dann 
entweder der proliferationsfördernde Effekt von EPO 
oder die Stimulation der Hämoglobinsynthese bestimmt. 
Die Wirkung auf die Proliferation kann durch mikrosko­
pische Auszählung bestimmter Teilungsstadien ery-



Bestimmungsmethoden für Erythropoietin 13 

0 1 10 100 1000 

Epo-Konzent ra t ion (mU/ml) 

Abb. 3. Tracerverdrängungskurve für Human-EPO im RIA. Im 
Ansatz wurden 0,l-ml-Proben oder Standardlösungen zunächst für 
24 h bei 4 ° C mit verdünntem Kaninchenantiserum gegen EPO 
vorinkubiert. Danach wurde l25l-markiertes EPO hinzugegeben und 
nach weiterer Inkubation für 24 h wurde antikörpergebundenes 

I-EPO mit Hilfe eines zweiten, gegen Kaninchen-IgG gerichteten 
Antikörpers, von ungebundenem i : 5 I - E P O abgetrennt. In Abwesen­
heit von nichtmarkiertem EPO war 45% der hinzugegebenen Radio­
aktivität an Antikörper gebunden, und Standardwerte der Eich-
kurve sind in Relation zur Bindung bei diesem Wert (B„) dargestellt. 
Der Intraassay-Variationskoeffizient liegt im idealen Teil der Eich­
kurve bei 2%, der Interassay-Variationskoeffizient bei 7%. 

throider Vorläufer (erythroid colony-forming cells; 
CFU-E-Assay) oder durch die Messung der Einbau­
rate von 3 H-Thymidin in die Zellen bestimmt werden. 
Die Wirkung von EPO auf die Hämoglobinsynthese 
wird durch Bestimmung des ^ 9Fe-Einbaus in die Ge­
webekulturen ermittelt. In jedem Assay wird eine Eich­
kurve mit menschlichem Standard-EPO mitgeführt. 
Abbildung 2 zeigt eine solche typische Eichkurve für 
einen CFU-Assay unter Verwendung fetaler Mausleber­
zellen. 

Aus der Eichkurve wird deutlich, dass der Assay EPO-
Aktivitäten ab 5 m U / m l nachweisen kann, die Anwen­
dung der Methode zur Bestimmung der EPO-Konzentra-
tion im menschlichen Blut somit möglich ist. 

Ein nicht zu vernachlässigender Nachteil aller In-
vitro-Bioassays ist jedoch, dass diese unspezifisch auch 
auf allgemein wachstumsinduzierende Hormone (wie 

z.B. Wachstumshormon oder insulinähnlicher Wuchs­
faktor) und wachstumsverstärkende Hormone (wie 
Schilddrüsenhormon oder Katecholamine) reagieren. 
Auch Toxine oder Medikamente in den Proben können 
die Bestimmung verfälschen. 

Immunoassays 
Der wichtigste Immunoassay zur Bestimmung von 

EPO-Konzentrationen ist der Radioimmunoassay 
(RIA). Dabei kommen polyklonale Antikörper zum Ein­
satz, die gegen aufgereinigtes natives Human-EPO oder 
reines rekombinantes Human-EPO (r-HuEPO) im K a ­
ninchen erzeugt wurden. Als Tracer wird iodiniertes ( , 2 5I) 
hochaufgereinigtes natives Human-EPO oder reines r-
H u E P O verwendet. Die bisherigen Erfahrungen zeigen, 
dass natives und r -HuEPO die gleiche Immunoreaktivi­
tät besitzen. Im R I A wird die Verdrängung des jodmar­
kierten EPOs aus der Antikörperbindung durch exo­
genes EPO (in der Probe) bestimmt. Abbildung 3 zeigt 
eine typische Tracerverdrängungskurve für mensch­
liches Standard-EPO. RIAs sind sehr sensitiv, d.h. E P O -
Konzentrationen von 5 m U / m l sind zweifelsfrei nachzu­
weisen. In Anbetracht der Tatsache, dass in einem R I A 
zahlreiche Proben umgesetzt werden können, bietet sich 
diese Bestimmungsmethode zur Routinemessung an. 
Prinzipiell kann mit dem RIA EPO in allen wässrigen 
Lösungen bestimmt werden. Zu achten ist auf einen even­
tuellen Proteasegehalt der Proben, welche im Ansatz den 
EPO-Antikörper zerstören könnten. Es muss weiterhin 
daraufhingewiesen werden, dass der RIA nur Immuno­
reaktivität und keine biologische Aktivität bestimmt. 
Theoretisch könnten biologisch inaktive EPO-Bruch-
stücke falsch-hohe RIA-Messergebnisse bewirken. 

Zusammenfassung 

Nach dem derzeitigen Erfahrungsstand ist die radioimmunolo­
gische Bestimmung der EPO-Konzentration im Blut die Methode 
der Wahl. Es hat sich herausgestellt, dass die Messung im Serum 
und im Plasma die gleichen Werte liefert. Unsere eigenen Erfah­
rungen zeigen weiterhin, dass EPO in sterilen Plasma- oder Serum­
proben bei Raumtemperatur bis zu 2 Wochen stabil ist. Sollte in 
diesem Zeitraum keine Messung mögl ich sein, so sollten die Proben 
bei - 2 0 ° C gelagert werden. Werden im RIA abnorm hohe EPO-
Konzentrationen gemessen, so ist eine Bestätigung des Befundes im 
polyzythämischen Mausassay (PCM-Assay) zu empfehlen. 

In-vitro-Biossays sollten auf die Fälle beschränkt werden, in 
denen keine radioimmunologische Bestimmung zur Verfügung 
steht. Abnorm hohe Werte sollten auch hier im PCM-Assay nachge­
prüft werden. 
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Assays for Erythropoietin 

The aim of this contribution is to briefly characterize the assays 
available for the quantitation of erythropoietin (EPO). The radioim-
munological determination of EPO has gained priority for routine 
and screening measurements. The in vivo bioassay is the most 
reliable assay for biologic EPO activity. In vitro bioassays should be 
limited to situations in which radioimmunoassays are not available 
and for which in vivo bioassays are too insensitive. 
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