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INLEIDING EN PROBLEEMSTELLINGEN

De reguiatie van de erythropoiese verloopt in belangrijke mate via
een humorale regulator. Deze wordt erythropoietine genoemd, en heeft
een specifieke stimulerende werking op de erythropoiese, waarschijnlijk
in hoofdzaak door de inductie van erythroide differentiatie in een niet
gefdentificeerde primitieve hemopoietische cel. Bij de productie van
erythropoietine speelt de nier een niet volledig opgehelderde rol. Het
hormoon gedraagt zich in serum en urine als een giycoproteine waarvan
de relatieve molecuulmassa ongeveer 30,000 bedraagt.

De veronderstelling dat een humorale factor de erythropoiese stimu-
leerf werd in 1906 voor de eerste maal gefermuleerd. Enkele jaren na de
definiéring van een hormoon door Bayliss en Starling (1902} concludeer-
den Carnot en Deflandre {1906a, b) uit een reeks experimenten tot het
bestaan van een dergelijke factor, die zij hemopoietine noemden. Ze
bestudeerden het effect van intraveneguze toediening van serum van ge-
bloede konijnen bij normaie kenijnen: "... Dans un de nos cas, par
exemple, un lapin neuf, doni le séng comprenait, d'une fagon assez
constante, 5 millions et demi d'hématies par millimatre cube, aprés
avoir regu, en injection intraveneuse, 9 cm” de sérum (recveilli, chez
un autre lapin, 20 heures aprés une saignée de 30 cm3), eut une hyper-
globulie telle que le nombre des hématies atteignait 8 millions e lende-
main, plus de 9 millions le surlendemain, prés de 12 millions le trois-
igme jour, .". Dit verbazend grote effect kan zeker niet zijn veroor-
zaakt door erythropoietine, terwijl hun bevinding, dat de serumfactor
bij verwarming tot 56°9C werd geinactiveerd, niet tot de thans bekende
eigenschappen van erythropoietine behoort. Hun derde conclusie, dat
de stimulerende activiteit van het serum 20 uur na de bloeding maximaal
is, stemt echier wel ongeveer overeen met latere onderzoekingen,

De bevindingen van Carnot en Deflandre konden niet worden gerepro-
duceerd. Hierop voelden Gorden en Dubin zich in 1934 genoopt tot
"critical research in the whole subject". Zi] verwierpen de mogelijk-
heid van een humoracl regelsysteem voor de erythropoiese categorisch.
Een nieuwe reeks experimenten om een substantie in het serum, die de
erythropoiese zov stimuleren, aan te tonen, werd in 1950 opgezet door
Reissmann. Hij benaderde hef probleem met een systeem van twee para-
biotische ratten, waarbij hij kon aantonen, dat het megelijk is in én
rat een normale, en in de andere een verlaagde zuurstofspanning te hand-
haven. In beide ratten was hyperplasie van het erythroide beenmerg
aantoonbaar. De conclusie was gewettigd, dat een humorale factor aan
deze waarneming fen grondslag lag.
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In 1953 publiceerde Erslev de resultaten van een reeks proeven, waar-
in gebloede konijnen werden gebruikt als donors van serum, en normale
konijnen als acceptors hiervan. HI] toonde aan, dat na toediening van
enige doses van het "anemisch serum"” een significante toename van het
aantal reticulocyten waar te nemen is, en, als de behandeling lang ge~
noeg wordt voortgezet, een toename van het hemoglobinegehalte van
het bloed en van het aantal erythrocyten. In hetzelfde jaar slaagde hij
erin deze proeven te reproduceren met apen.

Het duurde tot 1957 voor men er in slaagde een biclogische bepalings-
methode voor erythropoietine te ontwikkelen, die voldeed aan de toen-
malige eisen van gevoeligheid, nauwkeurigheid en reproduceerbaarheid.
Het principe van deze methode is eenvoudig, en wordt nog steeds ge-
bruikt om erythropoietine aan te tonen en te kwantificeren. Bij een
proefdier wordt de gevoeligheid voor exogeen erythropoietine verhoogd
door een verschuiving aan te brengen in de verhouding tussen zuurstof-
aanbod en zuurstofverbruik ten gunste van het aanbod. Hiermee wordt
de endogene erythropoietineproductie onderdrukt en een verloagde ery-
thropoiese geinduceerd. De respons van het erythroide systeem op de
toediening van erythropoietine-activiteit kan vervoigens worden gemeten
met behulp van 3%Fe-incorporatie in de erythrocyten van het perifere
bloed, waarbij wordt aangenomen dat reeds in de circulatie aanwezige,
volwassen erythrocyten geen ijzer meer opnemen, zodat de ijzerincorpo-
ratie een maat is voor nieuwgevormde erythrocyten.

Fried en medewerkers gebruikten na studies met normale (Plzak et al.
1955) en gehypofysectomeerde {1958) ratten, de hongerende {1957} rat
als proefdier voor het bio-assay voor erythropoietine, MNa enkele dagen
voedseldeprivatie werden de ratten enige doses erythropoistisch actief ma-
teriaal toegediend, waarna de incorporatie van 27Fe in de erythrocyten
van het perifere bloed in verband kon worden gebracht met de greotte
van de toegediende dosis. De methode werd door White en medewerkers
voor het eerst gebruikt in een uitvoerig onderzoek, getiteld "Studies
on erythropoietin® (1960}. De hongerende rat is inmiddels in onbruik ge-
rackt bij het assaysysteem voor erythropoietine-activiteit. De polycy-
themische muis bieek een gevoeliger en nouwkeuriger (zie hoofdstuk |
en hoofdstuk 11} huipmiddel.

in de afgelopen twee decennia zijn veel bijdragen verschenen, die
tot doel hadden de details van de humorale regulatie van de erythropoie-
se op te helderen. Goldwasser en Kung (1968, 1971} slaagden erin ery-
thropoietine te isoleren en zeer ver te zuiveren, maar hun opbrengst van
het hormoon was te gering voor een chemische karakterisering. De be-
langrijke rol van de nier bi{ de erythropoietineproductie, en de erythro-
poietineproductie in relatie tot hemoglobineconceniratie van het bloed
en erythropoiese werden uitvoerig onderzocht. Een aantal theorieén
zijn geformuleerd over het werkingsmechanisme van erythropoietine bin-
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nen het hematopoietisch systeem.

Het in dit proefschrift beschreven onderzoek werd bewerkt noar aan-
leiding van enkele kiinische vraagstellingen. Ten behoeve van de diffe-
renticaldiagnostiek van onder meer anemieén en polycythemieén lijkk
het gewenst te beschikken over een immunochemische bepaiingsmethode
van erythropoietine die routinematig kan worden uitgevoerd, bijvoor-
beeld de methode van Krugers Dagneaux {1967). Na bestudering van
literatuurgegevens en op grond van enige oriénterende experimenten
stelden wij ons op het standpunt, dat de uitwerking van een dergelijke
immunochemische techniek de zuivering en chemische karakterisering
van het hormoon behoeft. lsolatie en zuivering van erythropoietine
vormde derhalve hef eerste probleem.

Dit vereist het ter beschikking hebben van cen biologische bepalings-
methode van voldoende geveeligheid en nauwkeurigheid. Aangezien
bij de isolatie van erythropoietine gerekend moest worden met een ge-
ringe opbrengst {Goldwasser en Kung, 1968, geven een rendement van
2% op) leek het noodzakelijk de methode zo gevoelig mogelijk te ma-
ken. Hierbij kwam een tweede argument. Het klinisch gebruik van de
erythropoietinebepaling is slechts waardeveo!l wanneer referentiewaarden
voor fysiologisch circulerende erythropoietinegehalten (veelal "normale
waarden" genoemd) beschikbaar zijn. Uit de literatuur wos gebleken,
dat nog geen handzame methode bestond om dergelijke referentiewaar-
den vast te stellen, met name omdat de gevoeligheid van de bestaande
assaysystemen daarvoor te kort schoot. Derhalve wijdden wij aandacht
aan factoren, die de gevoeligheid van de biclogische hepalingsmethode
zouden kunnen betnvloeden. Hiermee was het tweede probleem gesteld.

Een klinisch onderzoek, tenslotte, werd opgezet bij patienten met
een transplantaat van de nier. DIt beoogde het bio-assay voor erythro-
poiefine te testen op de klinische bruikbaarheid ervan, en kwantitatieve
gegevens te verkrijgen over de regulatie van de erythropoiese bij de
mens,
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Het humorale regulatiemechanisme voor de erythropoiese

Onder fysiologische omstandigheden is de erythropoiese in evenwicht
met de afbraak van erythrocyten. Recent is het inzicht gegroeid dat een
humoraal regelmechanisme de basis vormt voor dit evenwicht, waarin
erythropoietine de enige humorale regulator is, waarvan de regulerende
functie ondubbelzinnig vastgesteld is. Verschillende publicaties zijn
verschenen over erythropoieseremmers, maar specificiteit noch fysiolo-
gische betekenis van deze substanties is aangetoond (zie blz, 33 ).

Erythropoietine kan op dit moment het best worden gedefinieerd als
een substantie, aanwezig in het plasma, die een niet geidentificeerde
hemopoietische cel tof differentiatie in erythroide richting aanzet. Af-
gezien van deze inductie tot erythroide differentiatie versnelt het hor-
moon de rijping van pro-erythroblast tot erythrocyt (zie blz. 28).

De rel van de nier bij de productie van erythropoietine is niet volle-
dig opgehelderd. Vast staat dat de nier de belangrijkste erythropoieti-
neproducent is (Jacobson et al, 1957a). De grootte van de stimulus voor
de productie van erythropoietine kan worden benaderd door het quotient
van zuurstofaanbod en zuurstofverbruik (Fisher, 1969), waarbij op grond
van perfusie-experimenten wordt aangenomen, dat het aangrijpingspunt
van de stimulus eveneens in de nier ligt (Kuratowska et al., 1960, 1941,
1964). Waarschijnlijk bestaat er een complexe relatie tussen zuurstof-
aanbod, metabolisme van de nier, en erythropoietinepreductie (Krantz
en Jacobson, 1970). Gordon en medewerkers (zie blz. 27} menen dat
de nier een enzym, eryihrogenine, produceert, dat de omzetting van
een plasmasubstraat tot erythropoietine katalyseert.

Op grond van deze gegevens is het mogelijk de regulatie van de fy-
siologische erythropoiese op te vatten als een eenvoudig negatief feed-
backmechanisme, waarbij de afnemende erythropoietineproductie bij
stijgende zuurstofvoorziening van de nier (of stijgende hemoglobinecon-
centratie van het perifere bloed) de negatieve component vormt,

Een gedetailleerd cybernetisch model voor de erythropoiese werd ge-
formuleerd door Hodgson (1970)., Aangenomen werd, dat de primaire
stimulus voor de erythropoietineproductie een verandering van de weef-
sel-pO, in de nier is. Als receptoren zouden cellen, gelegen aan de
veneuze zijde van een capillair en gevoelig voor de pOp-veranderingen,
dienst doen. Met de weefsel-pOoy van de nier werd echter een variabele
ingevoerd die niet voor directe meting toegankelijk is.
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Door Mylrea en Abbrecht (1971) werd de erythropoisetinepreductie niet
in verband gebracht met de nierweefsel-pOp, maar met de oxyhemoglobi-
neconcentratie van het arterigle bloed. Indirect brachten zij foch het
verband met de weefsel-pO2 gan door een correctie aan te brengen voor
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Fig. 1. Blokdiagram van het terugkoppelingsmodel voor de humorale
regulatie van de erythropoiese volgens Mylrea en Abbrecht
(1971).
Verklaring van de symbolen:
EHbO] = oxyhemoglobineconcentratie
\& = viscositeitsfactor

R = erythropoletineproductiesnelheid

Ve = erythropoietinedistributievolume

T = tijdsconstante voor de verdwijning van erythropoietine
uit het plasma

EE] = plosma-erythropoietineconcentratie

P = hemoglobinepreductiesnelheid

MT = rijpingstijd van de voorlopers van de erythrocyt

L = verdwijningssnelheid van hemoglobine

TH = totaa| circulerend hemoglobine

EHICZ] = hemoglobineconcentiratie van het bloed

Vi = bioedvolume

MCV = mean sorpuscular voiume

MCH = mean corpuscular hemoglobin

pQO2 = zuurstofspenning van het bloed
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de hematocriet. Het argument hiervoor was de stijging van de viscosi-
teit van het bleed met de stijging van de hematocriet en als gevolg daar-
van een afname van de bloedstroomsnelheid door de nier. In hun model
is rekening gehouden met de mogelijkheid dat een bepaalde tijd moet
verlopen voor de renale hypoxische stimulus een erythropoietineproduc-
tie ten gevelge heeft. De duur van dit tijdsverloop werd afgeleid uit de
kinetische studies door Gordon en medewerkers over het erythrogenine-
erythropoietinesysteem. Aangenomen werd verder, dat de duur van het
tijdsverloop, benodigd voor de differentiatie van primitieve voorloper-
cel tot erythrocyt mede door de graad van stimulering met erythropois-
tine wordt bepaald. De invoering van deze twee tijdsverlopen geeftde
erythropoiese een oscillerend karakter.

Het model van Mylrea en Abbrecht kon met behulp van een digitale
computer worden gesimuleerd en vervolgens worden vergeleken met ex-
perimentele gegevens. Een vereenvoudigde versie van dit model is afge-
beeld in figuur 1, Opgemerkt moet worden, dat het exponentigle ver-
loop van de erythropoiefineproductie als functie van de voor de hemato-
criet gecorrigeerde oxyhemoglobineconcentratie hypothetisch is. Dit
geldt ook voor de verkorting van de rijpingsiijd van de erythrocyt onder
invloed van erythropoietine. Het exponentigle verloop van de respons
van het beenmerg op erythropoietine is afgeleid uit gegevens die de toe-
name in totale erythrocytenmassa in verband brengen met een dagelijks
geinjiceerde hoeveelheid erythropoietine.

Het terugkoppelingsmodel van Mylrea en Abbrecht is een goede sa-
menvatting van wat tot dusver over de humorale regulatie van de ery-
thropoiese bekend geworden is. Als zodanig vormt het een kader voor
onderzoek cver aspecten van deze regulatie.

Nemenclatuur

De door Carnot in 1906 gehanteerde term hemopoietine werd in 1948
vervangen door erythropoietine {Bonsdorff en Jalavisto}. In de talloze
publicaties die na 1950 over erythropoietine zijn verschenen worden ver-
schillende termen gebruikt. [n publicaties over de zuivering van ery-
thropoietine wordt vaak gebruik. gemaakt van de afkorting ESF (erythro-
poiesis stimulating factor). In de literatuur over de werking van erythro-
poietine op beenmergcellen wordt de afkorting EP gebruikt. Het werk
van Kuratowska et al. {1965, 1968, 1969) en Gordon en Zanjoni (1966,
1968, 1970) gaf aanleiding tot het gebruik van de afkorting REF (renal
erythropotietic factor} naast ESF. Voor REF werd later de term erythro-
genine voorgesteld. [n ons eigen werk wordt vaak gebruik gemaakt van
de term erythropoietine-activiteit.
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Biologische .bepalingsmethoden voor erythropoietine

De principes waarep de biologische bepalingsmethoden voor erythro-
poietine berusten, onderdrukking van de endogene erythropoietineproduc-
tie en meting van de erythropoiese door de meting van Fe-incorporatie
in de erythrocyten van het perifere bhloed, werden reeds in de inleiding
viteengezet. Nadat Plzak en medewerkers (1255) de 59Fe—incorporcfie
hadden benut voor een bestudering van de erythropoiese bij normale rat-
ten, introduceerden Fried en medewerkers de gehypofysectomeerde (1956)
en de hongerende (1957) rat voor het bio~assay voor erythropoietine.
Hoewel aanvankelijk werd gemeend dat de hypofyse verantwoordelijk
was voor de erythropoietineproductie, bleek deze veronderstelling niet
juist (Jacobson, 1957a). De afgenomen erythropoiese na hypofysecto~
mie en voedseldeprivatie vindt een verklaring in de afname van het ge~
hele metabolisme. Deze afname leidt tot een verminderd zuurstofge-
bruik, waardoor een normaal Bh-gehalte in feite te hoog wordt voor de
eisen die het organisme er aan stelt. De lange levensduur van de ery-
throcyt heefi tot gevolyg, dat deze situatie enige tijd blijft bestaan, lang
genoeg voor de uitvoering van een erythropoietine-assay. Het bio-assay
met behulp van de hongerende rat bleek het eenvoudigst uit te voeren.
Aan de gehypofysectomeerde en de hongerende rat kleven voor het bio-
assay twee nadelen: de gevoeligheid bleek niet groot, en de specifici-
teit liet te wensen over, aangezien de gehypofysectomeerde rat rea-
geert op de toediening van hermonen, en de hongerende rat op de toe-
diening van eiwitten.

Spoedig werd dan ook de pelycythemische muis ingevoerd als een ge-
schikter proefdier voor het bio-assay (Jacobson et al., 1960; DeGowin
etal., 1962a, b; Gordon, 1962}. Polycythemie kan bij muizen op ver-
schillende manieren worden geinduceerd, waarbij de keuze voornamelijk
schijnt te worden bepaald door de persoonlijke smaak van de onderzoeker
en economische overwegingen. De verschillende methoden omvatten het
verkrijgen van een polycythemie door biloedtransfusie {Jacobson et al.,
1960; DeGowin etal,, 1962a, b}, hypobare hypoxie (Cotes en Bangham,
1961; DeGowin etal., 1962; Weintraub et al., 1943; Camiscoli, 1968)
zuurstofdeficiéntie door middel van omsluiting van de muizekooien met
siliconrubber membranen (Lange et al., 1966, 1968; McDonald en Lange,
1967), en polycythemie geinduceerd door blootstelling aan koolmonoxi-
de (Fogh, 1966), waarbij dan nog een keuze kan worden gemaakt uit
continue en discontinue blootstelling. Zoals vit hoofdstuk Ill zal blijken
werd voor ons werk gekozen voor een discontinue blootstelling aan iso-
bare hypoxie (Wagemaker et al., 1972}, Een samenvattend verslag be-
treffende de assaymethoden voor erythropoietine werd gepubliceerd door
Cotes en Bangham {1966). De beschreven resultaten waren afkomstig vit
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zeventien laboratoria. Het assay met behulp van de polyeythemische
muis werd beschreven als het meest gevoelige. Door Camiscoli en Gor-
don werd in 1970 een uitvoeriger verslag gegeven. De zeventiende
zitting van het WHQO Expert Commitiee on Biological Standardization
heeft international Standard B (ISB) apgelieverd als International Refer-
ence Preparation for Erythropoietin, afgekort IRPE. Zoals in hoofdstuk
[il nader aangegeven zal worden, worden de erythropoietine-activiteiten
van preparaten, geijkt op deze standaard, door ons opgegeven in senhe-
den van 1.U. (ISB).

Het 1st IRPE wordt omschreven als Erythropoietin, human, urinary,
for Bio-assay, waarbij 1 |.U. wordt gedefinieerd als 1,48 mg van dif pre-
paraat, Het is op aanvraag verkrijgbaar in ampullen van tien eenheden,
lyofiei gedroogd. Het preparaat bestaat niet uit zuiver erythropoietine.
Deze standaard werd vitvoerig beschreven (Cotes en Bangham, 1964,
1968). De resultaten van hun vergelijkend onderzoek betreffende de log-
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Fig. 2. log-dosis-respons-curve voor een erythropoietinepreparact,
geisoleerd uit menselijke urine (Keighley, 1968]).
Verklaring van de symbolen:
® = respons op verschillende doseringen van het preparoat,
O = respons op respectievelijk 0,1 en 0,5 1.U. {ISB).



Tabel 1

overzicht van de belangrijkste studies over de zuivering van erythropoietine

specifieke ac-

duteurs uitgangsmateriaal St:f_ methode tiviteit (I.U./ opbrengst
mg eiwit)
White et al, {1960) plasma anemisch schaap f adsorptie aan DEAE-celfulose 0,3-0,9
{0,007 [.U./mg eiwit [l odsorptie aan IRC-50-Resin 0,8-1,6
[{l  adsorptie aan DEAE-cellulose 1-4 22,5
IV  adsorptie aan IRC-50-Resin 40-100 22,5
Goldwasser en Kung plasma anemisch schaap IV precipitatie met ammoniumsulf. 19 20,0
{1948) (0,007 t.U./mg eiwit) V  adsorptie aan SE-Sephadex 133 10, 4
Stap |-1tl als White et al. VI adsorptie aan calciumfosfaat 6500-8000 2,2
Allen en Moore plasma anemisch schaap
(1968) Stap [-1ll als White et al. [V polyacrylamidegelelektroforese 2,5 20
Allen en Moore plasma anemische muizen
polyacrylamidegelelektroforese 7,9 64

{1968) (2,4 1.U./mg eiwit)
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dosis-respons-curven van een adntal erythropoietinepreparaten kunnen wor-
den samengevat als: parallelle regressie, homogene hellingen. In figuur
2 is een log-dosis-respons~curve opgenomen (Keighley, 1968). De paral-
lelliteit van de log-dosis-respons-curven van erythropoietinepreparaten
van verschillende oorsprong wordt echter door socmmige onderzoekers in
twijfel getrokken (Dukes et al., 1969).

Maast in vive assaymethoden bleken beenmergeultures bruikbaar te
zijn voor het bestuderen van de responses op erythropoietine {Krantz et al.,,
1962; Ward et al., 1967; Dukes et al., 1971), waarbij de haemsynthese
werd gebruikt als maat voor de erythropoiese. Enkele pogingen tot de vit-
werking van een immuno-assay zijn gepubliceerd {Krugers Dagneaux et al .,
1968; Lange et al., 1968, 1969, 1970; Fisher, 1971), maar de reprodu-
ceerbaarheid en specificiteit van de gebruikte methoden, respectievelijk
immunoprecipitatie, hemagglutinatie-inhibitie, en radio-immuno-assay
zijn onbewezen.

Isolatie van erythropoietine

De eersten die een uitvoerig onderzoek instelden naar de mogelijk-
heid erythrepoietine uit serum te zuiveren waren White, Gurney, Gold-
wasser en Jacobson (1960}. Hun studies leidden tot een gedeelielijke
zuivering en een karakferisering van erythropoietine als een as-glyco-
proteine. De methode is samengevat in tabel 1. De DEAE-cellulose-
stappen berusten op het gegeven dat bij 0,0375 molair NaCl alle ery-
thropoietine~activiteit wordt geadsorbeerd in het pH-traject 4,2 - 8, 5.
Bij een pH 4, 5 werd het hoogste gehalie aan eiwit nlet geadsorbeerd.
Stap 1V is een methode om aj-glycoproteinen te scheiden van a,-glyco~
proteinen. De laatste worden door adsorptie van de eerste gesc%eiden
(Schmid et al., 1958}. Whiteet al. bereikten een zuivering op eiwitha-
sis van 7500 maal bij een ophrengst van 22, 5% van de erythropoietine-
activiteit van het uvitgangsmateriaal. Uit stap [V was af te leiden, dat
de erythropoietine-activiteit gelocaliseerd is in de ay-glycoproteine-
fractie.

Goldwasser en Kung {1968, 1971) volgden de zuiveringsstappen van
White et al. voor de isclatie van erythropoietine en zuiverden verder
tot een specifieke erythropoietine-activiteit van 6500~ 8500 1.U. {ISB)
{zuivering op eiwitbasis 930.000 macl bij een opbrengst van 2% van de
erythropoietine-activiteit van het vitgangsmateriaal}. Uit de wisselende
activiteit per mg eiwit van verschillende preparaten werd besloten dat
nog geen homogeen preparaat bereikt was. In 1971 meldden de auteurs,
dat een verontreiniging zou bestaan vit erythropoietine, dat geen N-ace-
tylneuraminezuur meer bevatte. Van de actieve fractie kon niet vol-
doende worden verzameld voor de meest elementaire chemische analyse.

De grootste en goedkoopste bron van erythropoietine-activiteit is
menselijke urine, bij voorkeur van patienten met aplastische anemie.
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De zuivering van erythropoietine uit urine wordt echter gekenmerkt door
twee praktische probiemen: de grote hoeveelheid te verwerken materiaal
en de instabiliteit van het gezviverde materical. Goldwasser en Kung
(1968) maakten gebruik van acetonprecipitatie en van wat zij noemden
een "reverse ammonium suifate gradient dissclution method" om urine
van anemische patienten fe concenireren en te fractioneren. De actieve
fractie, verkregen met de ammoniumsuifaattechniek werd vervoigens on-
derworpen aan adsorptie aan een calciumfosfaatgel, waarmee zij verder
fractioneerden tot sen erythropcietine-activiteit van 300 1. U./mg

eiwit. Graham et al, {1963) mackten gebruik van acefonprecipitatie,
DEAE-cellulosechromatografie, calciumfosfaatgeladsorptie en ammenium-
sulfaaiprecipitatie. Hiermee bereikten zij een preparaat met een speci-
fieke erythropoietine-activiteit van 136 [.U./mg eiwit. Lowy en
Keighley {1966} maakten gebruik van ethanoiprecipitatie van de erythro-
poietine-activiteit, gevolgd door ammoniumsulfaatprecipitatie en poly-
acrylamidegeichromatografie, waarmee zij een fractie isoleerden met
een specifieke erythropoietine-activiteit van 238 [.U./mg.

Espada en Gutnisky {1970) tensiotte maakten gebruik van precipitatie
met benzo¥zuur; zi] geven geen opbrengst op. In ons laberatorium werd
de techniek nagewerkt met urine van anemische patienten. Heft prepa-
raat bleek 170 1. U./mg vosie stof te bezitten aan erythropoietine-activi-
teit bij een opbrengst van 50% *). Vervolgens werd met DEAE-cellulose-
chromatografie, adsorptie aan hydroxylapatiet en gelfiltratie een speci-
fieke erythropoietine-activiteit van 8000 i.U./mg eiwit bereikt, met
een opbrengst van 19%.

Eigenschappen van erythropoietinepreparaten

Eén der eerste zuiveringsmethoden, die van Borsook {1959} bestond
vit koken bij loge pH. Het verkregen actieve preparaat kon dan ook
worden beschreven als stabiel bij hoge temperatuur in zuur milieu.

Bij de fractionering volgens Cohn kan erythropoietine-activiteit wor-
den teruggevonden in de meeste fracties {Krugers Dagneaux, 1947).
Kuratowska (1962) sicagde erin erythropoietine te isoleren uit fractie 1V .
Het preparaat van White et al. (1960) na stap Ili {zie tabel 1) had als
eigenschappen: sedimentatieconstante 3,7 5, relatieve molecuulmassa
40.000 {lichtversirooiing), 6, 5% koolhydraatgehalte. De specificke
activiteit verschiide van batch tot batch,

In 1968 somden Goldwasser en Kung de eigenschappen van erythro-
poietine, zoals die op dat moment bekend waren geworden, als volgt op:

* Wij danken Mevr. A M. Monifoort-Beun hartelijk voor de uitvoering van de
precipitatietechnisk.
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1) erythropoietine is een eiwit dat N-ocetylneuraminezuur bevat,

2) de hydroxylgroepen van serine en/of threonine zijn niet belangrijk
voor de biologische activiteit,

3) SH-groepen zijn evenmin vereist voor erythropoietine-~activiteit,

4) phenolische hydroxylgroepen en/of vrije aminogroepen zouden voor
de erythropoietine-activiteit vereist zijn,

3) het hormoon heeft waarschijniijk een relatieve molecuulmassa van

50.000 - 60.000.

De verwijdering van het N-acetyineuraminezuur leidt in vivo tot een
volledig activiteitsveriies, maar het met sialidase behandelde preparaat
is in beenmergcultures werkzaom. De auteurs veronderstelden, dat het
N-acetyineuraminezuur een functie vervult bij het transport van eryfhro-
poiefine via de bloedbaan. Zjj achtkende betekenis van de bevinding
achter twijfelachiig. De opgesomde gegevens stammen van verschillen-
de laboratoria (Lowy en Borsook, 1962; Lowy et al., 1960; Rambach

et al., 1958) en zijn verkregen door analyse van preparaten met een ge-
ringe specifieke activiteit.

Allen en Moore {1968) konden met behulp van eenpolyacrylamide-
gelelectroforese een erythropoietisch actieve fractie isoleren. Dere
fractie kwam wat electroforetisch gedrag betreft overeen met €én van de
cholinesterase iso-enzymen. Dit stemt overeen met de waarneming van
Davis {1960), dat inspuiting van chelinesterase in preefdieren leidt tof
een tocename van de erythropoiese. De erythropoietisch actieve band
kon echter na re~electroforese opgesplitst worden in zes banden, waarvan
er sfechts drie esferase-activiteit bezaten. Het is onwaarschijnlijk dat
cholinesterase zelf verantwoordelijk is voor de erythropoietine-activi-
teit, dangezien een verdere behandeling van de gebruikte proefdieren
met phenylhedrazine leidt tot een afnome van de cholinesterase~activi-~
teit zonder een vergeliijkbare afname van de erythropcietine-activiteit.

Een aantol auteurs maakten gebruik van de erythropoietine-activi-
teit om een relatieve molecuuimassa van het hormoon te bepalen zonder
vergaande zuivering. Hun werk is samengeval in tabel 2. Sullivan et

Tabel 2. Bepalingen van de relatieve molecuulmassa van erythropoietine

auteur(s) methode rei., molecuul-
massa
Rosse et al., 1963 inactfivering met R&ntgensiraling 27.000
Lukowsky en Painter  gelfiltratie 60.000
1968
Qlesen en Fogh, 1968 gelfiltratie 62.000
Sullivan et al., 1970 gelfiltratie; 56 .000

vitracentrifugaiie 32.600
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al. vonden met behulp van hun ultracentrifugatiestudies (in een sucro-
segradient) een relatieve molecuulmassa van 32.600. Deze bevinding
komt dicht bij de metingen van Rosse et al. (19463), die tot een
relatieve molecuulmassa van 27,000 concludeerden.

Een bijzondere eigenschap van ver gezuiverde erythropoietineprepa-
raten is, dat voor de bepaling van de erythropoietine-activiteit met be-
hulp van het bio-assay de toevoeging van ovo-albumine, gelatine of
oro-somucoid noodzakelijk is (Goldwasser en Kung, 1968). Deze au-
teurs veronderstelden, dat erythropeietine in verdunde oplossingen onder-
hevig is aan oppervlaktedenaturatie. Qok voor gezuiverde erythropoie-
tinepreparaten uit urine veroorzaakt de toevoeging van normaal serum of
oro-somucoid een verbetering van de meetbaarheid (Moores et al., 1986),

Tenslotte zijn de experimenten van Lewis en medewerkers vermeldens~
waard . |n 1964 maakten deze auteurs melding van dialysestudies, waar-
uit zou blijken, dat erythropoietine voorkomt in een gebonden en in een
vrije vorm. In 1965 werd vit chromatografieproeven geconcludeerd tot
het bestaan van complexen van basische en zure eiwitten, geassocieerd
met erythropoietine-activiteit. In 19467 verscheen een publicatie, waar-
in werd beschreven, dat enige cellulosemembranen een verhocgde per~
meabiliteit voor erythropoietine-activiteit vertonen bij verhoogde ion-
sterkte. Cok op grond hiervan concludeerden Lewis en medewerkers tot
het bestaan van een dialyse-evenwicht. In 1969 verscheen een heronder-
zoek van de toepassing van dialyse bij de zuivering en karakterisering
van erythropoietine. Dialyse in een systeem met 0, 1% phenol leidde
tot een voliedige scheiding van dialyseerbaar en niet-dialyseerbaar ery-
thropoietine. De meest zuivere fractie van het dialyseerbare erythropoie-
tine bezat een sedimentatieconstante van 25; deze fractie bezat overi-
gens slechts een specifieke erythropoietine~activiteit van 484 1. U. /mg
stikstof. De erythropoietine-activiteit binnen het dialysemembraan
(sedimentatieconstante 2,75 - 4,55) werd geremd door toevoeging van
normaal serum, weaarbij de Lineweaver-Burk-plot resulteerde in een cur-
ve typisch voor enzyminhibitie door substraatovermaat. In 1971 ver-
scheen een publicatie, waarin deze proefepzet was uitgebreid. Het
urineconcentraat, bereid door DEAE-cellulose-chromatografie als in 1965
beschreven, werd aan dialyse onderworpen als in 1969 beschreven, gan-
vankelijk dertien dagen onder toevoeging van 0, 1% phenol, daarna
tien dagen zonder phenol. In het dialysaat was gedurende de diclyse
met phenol nauwelijks erythropoietine-activiteit con te tonen, maar na
verwijdering van de phenol nam de erythropoietine-activiteit in het dia-
iysaat dagelijks toe, tot op de drieéntwintigste dialysedag een specifieke
activiteif kon worden aangetoond van 1113 [.U./mg stikstof. Binnen het
dialysemembraan bleef 62% van de erythropoietine-activiteit van het
vitgangsmateriaal achter, in het dialysaat bevond zich 32%. Volgens de
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auteurs bevatte het dialysaat oy -zuur-glycoproteine als voornaamste 2i-
witcomponent, en voorts één o} meer steroiden. De erythropoietine~acti-
viteit binnen het dialysemembraan had de eigenschappen van een erythro-
poietine-genererende factor, De interactie tussen deze foctor en serum
had een pH-optimum van 7,4. Dit optimum werd echter gevonden door
samenvoeging van een urineconcentraaf en normaal konijneserum, dat
intraperitoneaal aan muizen werd foegediend. De conclusie dat dit pH-
optimum behoort bij een specifieke interactie tussen een erythropoietine-
genererende factor en een serum-eiwit lijkt ons enigszins voorbarig.
Lewis en medewerkers interpreteren hun gegevens als volgt: "It is sugges-
ted that an ESF(s) remains inactive when bound to a glycoprotein such as
aj-acid-glycoprotein or the corticosteroid-binding-glokulin. A role of
the ESF-generating factor would be to act on the complex to produce a
fragment of the glycoprotein steroid complex, thereby activating the
hormone" .

Deze interpretatie is echter gebaseerd op summiere gegevens., Verge-
lijking van de specifieke erythropoietine~activiteit die Lewis en mede-
werkers bereikten met de specifieke erythropoietine~activiteit van Geld-
wasser en Kung (1968), respectievelijk 1131 1.U./mg stikstof en
8500 |.U./mg eiwit, laat zien, dat 98% van het eiwit aanwezig in
Lewis' zuiverste dialysaat als verontreiniging kan worden aangemerkt,

Het erythrogenine/erythropoietinesysteem

In serum kan erythropoietine-activiteit worden gegenereerd door het
te incuberen met extracten van nierweefsel. Uit studies met een neutra-
liserend antiserum was Zanjani (1968bk) in staat te concluderen dat dit
gegenereerde erythropoietine in antigene structuur niet verschilt van het
erythropoietine zoals dat kan worden aangetroffen in het serum van an-
oxische proefdieren. Dit zijn de voornaamste bevindingen van een serie
studies uvitgevoerd door Gordon en medewerkers (Zanjani et al., 1967a,
b, 1948a, b; Contrera et al., 196éqa, b, 1968; Cantor et al., 1969;
en Gordon en Zanjani, 1970). De factor (renale erythropoietische
factor of REF) uit nierweefsel was in staat erythropoietine volgens een
eerste arde reactie {Zanjani, 1967a) uit serum te genereren; de reactie
was jon-afhankelijk, waarschijnlijk CaZ%-afhankelijk. In figuur 3 is
de Lineweaver-Burk-plot voor de inferactie afgebeeld (Zanjani et al.,

1967b).
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Fig. 3. Lineweaver-Burk-plot voor de verming van erythropoietine-
activiteit in het incubatiemengsel van nierextract en serum
volgens Gordon en medewerkers (1970).

De REF kon worden geisoleerd uit extracten van de lichte mitachon-
driénfractie van nierweefsel, welke fractie peroxisomen (DeDuve en
Baudhuin, 1966) bevat. Dat de factor een enzymatisch karakfer zou heb-
ben wordt geconcludeerd uit het kinetisch gedrag van de vorming van
erythropoietine in het incubatiemengsei van nierextract en serum. De
auteurs voeren als tweede argument aan, dat de renale erythropoietische
factor onder omstandigheden van chronische hypoxie niet continu wordt
gevormd. Recent stelden zij voor REF de ferm erythrogenine voor (Gor-
don en Zanjani, 1970). Het reactiemechanisme zou zijn:

erythrogenine
Cc:2+ (?)

Kuratowska en medewerkers konden de resuitaten van de studie over
de kinetiek van de reactie niet bevestigen, en vonden een renale ery-
thropoietische factor bovendien niet in de lichte mitochondrignfractie
gelocaliseerd, maar in de kernenfractie (Kuratowska et al., 1965, 1969).

serumsubstroat erythropoietine

Het aangrijpingspunt van erythropoietine: de voor
erythropoietine gevoelige cel (ERC)

Het hemopoietisch systeem van de polycythemische muis bevat geen
morfologisch identificeerbare erythroide elementen, De toediening van
serum van anemische proefdieren leidt bij de polycythemische muis echter
in korte tijd tot het verschijnen van pro-erythroblasten in beenmerg en
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milt {Jacobson, 1957b). Dit eenvoudige experiment wordt algemeen be-

schouwd als bewijs voor de inductie van erythroide differentiatie in een

niet geidentificeerde primitieve hemopoietische cel door erythropoietfine.

Deze cel werd aanvankelijk de erythropoietische stamcel genocemd {Fil-

manowicz en Gurney, 1961; Gurney etal., 19461), iater ERC {erythro-

poietin responsive cell) (Gurney en Fried, 1965; Gurney etal., 1965).

Deze celpopulatie is derhalve gedefinieerd bij polycythemische proef-

dieren. Op een aantal criteria verschiit de ERC-populatie van de

CFU-5-populatie* (review: Metcalf en Moore, 1971).

Een drietal modellen zijn voor de interactie tussen erythropoietine

en ERC-populatie geformuleerd. Aanvankelijk meende Lajtha (1962,

1966), dat erythropeietine de specifieke differentigrende stimulus was

voer stameellen in de Gp-fase von de celeyclus, waoarbi] cellen in cy-

clus niet gevoelig zouden zijn voor differentiérende stimuli. Deze op-
vatting is enigszins gewijzigd. [n recentere publicaties (Lajtha et al.,

1969, 1971) wordt de ERC~populatie gezien als een transit populatie

{in cyclus) met een hoge turn-over-rate, zelfs bij de polycythemische

muis. Bij een plotselinge verkleining van de ERC-populatie door diffe-

rentiatie neemt de turn-over-raie van de stamceipopulatie foe, vermoe~
delijk tengevoige van een focaal opererend feedback-mechanisme. Dit
model is in figuur 4 weergegeven.

in het door Kretchmar en medewerkers {19646, 1970a, b; McDonald
et al., 1971) geformuleerde model wordt uitgegaan van een zesial ver-
onderstellingen:

1) Erythropoietine grijpi aan op stamcellen,

2) De concentratie van erythropoietine in het milieu van de cellen is
evenredig met de toegediende dosis,

3) De respons is evenredig met de hoeveelheid erythropoietine die in de
stamcellen is doorgedrongen of ercan wordt gebonden,

4) Het effect van erythropoietine wordt bewerkstelligd in de S~fase van
de celeyelus,

5) Werkzaam erythropoietine is in de cel alleen aanwezig in de G-fuse
en in de S~fase van de celcyclus,

6) De werkzaamheid van het erythropoietinemolecuul is van beperkte
duur, en er is een zeker tijdsverloop voor het erythropoietinemole-
cuul in of aan de cel de werkzame vorm heeft aangencomen.

Deze verendersteilingen werden door Kretchmar (1964) op basis van
het model van de erythropoiese van Congdon (195%9) omgezet in een vijf-
tal differentiaclvergelijkingen. Simulatie met behulp van een analoge

* . . . _—
Colony-forming-unit-spleen. Een suspensie van hemopoietische cellen bevat
een populatie cellen die na intraveneuze toediening aan een lethaal bestraal-
de muis in de milt kolonies van hemopoietische cellen vermt (Till en McCul-

loch, 1961). Deze populatie cellen is een maat voor het aantal hemopoie~
tische stamcellen van de suspensie.
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computer leverde een steady-state die niet in strijd was met experimente-
le gegevens. Kretchmar neemt con dat er een minimale en een maxima-
le tijdsduur voor G bestaat, waarbij de tijdsduur, waarin erythropoieti-
ne werkzaam is langer is dan de minimale G-tijdsduur.

Als het begrip stamcel wordt vervangen door ERC wordt het model
van Kretchmar en medewerkers, meer dan dat van Lajtha ef al. door ex-
perimentele gegevens gesteund (Schooley, 1965; Morse et al., 1948,
1970; Hodgson, 1967, 1970}. De responsgrootte op toediening van ery-
thropoietine wordt bepaald door de lengte van de G -fase van de voor
erythropoietine gevoelige celpopulatie. Een sterk door erythropoietine
gestimuleerde populatie wordt refractair, aungezien de Gy-foses korter
worden dan het tijdsverloop dat het erythropoietine-molecuui nodig heeft
voor het aannemen van de werkzame vorm; hiermee wordt uitpuiting van
de populatie voorkomen. Hieraan kan foegevoegd worden, dat waar-
schijnlijk voor celdifferentiatie tenminste &én celcyclus obligaat is
(review: Epifanova en Terskikh, 1969).

Stohlman en medewerkers (Morse et al., 1968; Stohlman et al.,
1968; Stohiman 1970a, 1970b) onderscheiden voor de differentiatie van
stamcel ot erythrocyt een pluripotent sfamcellencompariment, een in
erythroide richting "committed compartment” en een in morfologisch op~
zicht herkenbaar compartment cellen, het erythron {figuur 5). De eer-
ste twee compartmenten zijn in staat tot onafhankelijke zelfhandhaving
door proliferatie. Alleen tijdens stress~erythropoiese wordf het commit-
ted compartment vanuit het sfamcellencompartiment aangevuld {Cudko-
wicz, 1964). De werking van erythropoietine op dit systeem komt neer
op:

1) wverkorting van de Gj-fase in het commitied compariment,

2} initiatie van de Hb-synthese in hetzelfde compartment,

3} versnelling van de Hb-synthese in het gedifferentieerde compartment.
De initiatie van de Hb-synthese zou neerkomen op '"derepressing a
repressor” in de zin van Jacob en Monod. Verder is in Stohlmans opvat-
tingen over de regulatie van de erythropoiese het bereiken van een kri-
tische intracellulaire hemoglobineconcentratie in het gedifferentieerde
compariment de stimulus voor het ophouden van celdelingen, wat een
verklaring inhoudt voor micro-, normo-, en macrocytose onder normale
en pathclogische omstandigheden,

De drie hier geschetste modellen van de erythropoiese bevatten een
opvallende parallel: de tussenschakeling ven een compartment cellen
tussen de als pluripotent geschetste stamcel en de herkenbaoar differen-
tigrende cellen. In lajtha's model is dit de ERC, in Kretchmars model
de stamcel in Gy, Stohlman gebruikt de term "committed celi".



- 32 -

Klinische studies en problemen

Het klinisch onderzoek naar de betekenis van erythropoietinespicgels
in het serum van patienten wordt bemoeilijkt door het kostbare en om-
slachtige bio-assay, dat bovendien de meting van nermale en subnormale
waarden nauwelijks toelaat. De belangrijkste categorieén ziekten waar-
bij afwijkende waarden kunnen worden gevonden zijn de anemieén en de
polycythemiegn.

Bij de anemie&n is de erythropoietineconcentratie van het serum ver-
hoogd.Bij aplastische anemie&n worden zeer hoge waarden gevonden.
Aangenomen wordt dat dit een logisch gevolg is van het eerder beschre-
ven regulatiemechanisme. Deze algemene regel kent twee vitzonderin-
gen: de anemie bi]j hemoglobinopathieén welke gepaard gaan met een
verschuiving van de zuurstofdissociatiecurve naar links, en de anemie
welke kan worden waargenomen bij chronische nierinsufficigntie. De
etiologie van deze laafste anemie is niet geheel opgehelderd. Erslev
{1970) stelt dat de nierinsufficiéntie cp twee manieren invlced heeft.

De afname van de exocriene functie van de nier ieidt tot beenmergbe~

schadiging door de ophoping van metabolieten, en tot een gestoord ijzer-

metabolisme. De insufficigntie van de endocriene functie leids tot een
verlaagde erythropoietineproductie. De rol van extrarenale erythropoie-
tinebronnen is niet geheel duidelijk.

Levin en Alperin (1968) gebruikten het erythropoietine-concept voor
een, wat zij noemen, endocrinologische classificatie van de polycythe-
mie&n, die op basis hiervan in drie categorieén kunnen worden onderver-
deeld:

1) polycythemie tengevelge van autonome erythropoiese (polycythemia
vera rubra) met zen onderdrukte erythropeoietineproductie,

2) polycythemie tengevolge van een autonome erythropoietineproductie
door renale en extrarenale tumoren. Deze polycythemie wordt door
Thorling (1972) paraneoplastische erythrocytose of para-endocriene
erythrocytose gencemd. Een paraneoplastische ziekie wordt door hem
gedefinieerd als "tumour disease in which the tumour is derived from
"non-endocrine" cells, but in which symptoms are present suggestive
of an overproduction of different hormones" .

3) polycythemie tengevolge van een secundair verhoogde erythropoie-
tinespiegel, verocorzaakt door een relatieve hypoxie van het nier-
weefsel.

Hoewel voor deze indeling veel te zeggen valt geeft het ontbreken van

een afgerond inzicht in het regulatiemechanisme van de erythropoiese er

een hypothetisch karakter aan.

Deel | van de dissertatie van Thorling {1972) is een kritisch over-
zicht van alle in de literatuur verschenen gevailen van paraneoplastische
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erythrocytose. Uit zijn werk is af te leiden dat in de meeste gevallen
niet duidelijk is of de tumor inderdaad autoncom erythropoietine produ-
ceerde. I[n een aanial gevallen is het hoogst waarschijnlijk, dat de tu-
moren druk uitoefenden op ureter, nierweefsel of a.renalis, met als ge-
volg een relatieve hypoxie van de nier en een toegenomen erythropoie-
tineproductie. Dit is met name het geval bij vterusleiomyofibromen en
niercysten.

Een belangrijke omissie in de literatuur over de betekenis van ery-
thropoietinebepalingen bij hematologische aandoeningen is het ontbreken
van het gebruik van de eenheid van het IRPE voor de erythropoietinecon-
centratie. Dit bemoeilijkt de interpretatie van de gegevens enigszins,
en maakt het onmogelijk een aantal publicaties met elkaar te vergelijken.
Zoals uit hoofdstuk |V zal blijken hebben wij de erythropoietinecencen-
tratie systematisch opgegeven in de eenheid van het IRPE.

Humorale inhibitie van de erythropoiese

Een aantal auteurs hebben eryfhropoieseremmers aangetoond in het
serum van polycythemische proefdieren {Krzymowski, 1961; Krzymowski
en Krzymowska, 1962; Krzymowska, 1966; Reynafarje et al., 1964;
Whitcomb et al., 19865; Whitcomb en Moore, 1965, 1948; Reynafarje,
1968). Erslev en Thorling (1968; Thorling en Erslev, 1968) sloagden
hier echter niet in,

Kilbridge, Fried en Heller (1949) voerden proeven vit, waarbij proef-
dieren werden gehypertransfundeerd met rode cellen die methemoglobine
bevatten, Ter vergelijking werden andere proefdieren gehyperiransfun-
deerd met oxyhemoglobine-erythrocyten. Tot een hematocriet van 60%
werd door de transfusie van oxyhemoglobine-erythrocyten het erythroide
systeem sterker geremd dan door de methemoglobine-erythrocyten. Wan-
neer de transfusie leidde tot hemeatocrietwaarden boven 60% was er geen
significant verschil meer. De auteurs concludeerden dat, bij hematocriet-
waarden tussen normaal en 60%, hyperoxaemie leidt tot een remming van
het erythroide systeem via een onderdrukte erythropoietineproductie,
maar dat hematocrietwaarden groter dan 60% leidden tot de inschakeling
van andere ferugkoppelingsmechanismen, met name humorale inhibitie,

Naast de demonstratie van een humorale erythropoieseremmer bij
polycythemie is een remmende werking van uremische sera aangetoond
(Markson en Rennie, 1956; Kuroyanagi en Saite, 1966; Kurtides et al .,
1964; Fisher et al., 1968). Dit kon echter door andere onderzoekers
niet bevestigd worden (Erslev, 1958; Gallagher et al., 1959, 1960;
Naets, 1960; Markson en Moore, 1962; Lange en Gallagher, 1962;
Maes et al., 1965}. De relatie tussen de polycythemische en de ure-
mische erythropoieseremmer is niet duidelijk.
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Recent werd opnieuw melding gemaakt van onderzoek over erythro-
poieseremmers. Lewis et al, (196%b) vonden in de urine van normale per-
sonen en anemische patienten een erythropoieseremmer die zij karakteri-
seerden als een eiwit mef een sedimentatieconstante van 1,995. Linde.-
mann (1971) beschreef eveneens een erythropoieseremmer met cen rela-
tief loag molecuulgewicht in urine van normale personen en patienten
mef aplastische anemie. Skjaelen en Halvorsen (1971) tenslotte vonden
erythropoieseremming bij muizen na inspuiting van neonataal plasma.

Het metabolisme van erythropoietine

Zoals op biz 23 opgemerkt, wordt erythropoietine vitgescheiden via
de urine. Rosse en Waldmann (1964) merkten op, dat de uitscheiding in
de urine evenredig is aan de serumconcentratie van het hormoon, ze
schatten het dagelijks verlies via de urine op 10% van het dagelijkse to-
tale verlies, en bepaalden de clearance van het hormoon op 0,06 - 0,67
ml/minuut. Weintraub et al. (1964) deden een soortgelijk expariment en
vonden waarden van 2 - 5% en 0,1 - 0,é6ml/minuut. Hoewel de getallen
mogelijk een onderscharting zijn van de werkelijke vitscheiding in de
urine tengevolge van de relatieve instabiliteit van urinair erythropoietine,
kan toch worden geconcludeerd, dat de nier slechts voor een klein deel
verantwoordelijk is voor de verdwijning van erythropoietine uit het plas-
ma .

De halfwaardetijd van erythropoietine in plasma is betrekkelijk kort.
Stohtman en Brecher (1959, 1962) bepaalden deze bij ratten op 3 fot 5
vur, De door hen gevonden verdwijningscurve was homogeen. Contrera
et al. (1965) vonden een bifasische verdwijningscurve, waarvan het eer-
ste gedeelte een halfwaardetijd van 0, 5 vur, en de tweede component
een halfwaardetijd van 2, 5 uur had. Het verschil tussen de curven van
Stohiman en Brecher en die van Contrera et al. berust op een verschil in
methode (Reissmann et al., 1965). Stohlman en Brecher volgden de ver-
dwijning na ratten bloot te stellen ean hypoxie (16 uur) en vervolgens de
hypoxie te onderbreken, terwijl Contrera en medewerkers een erythropoie-
tinepreparaat intraveneus toedienden. Andere auteurs (Keighiey, 1962;
Bozzini, 1966; Naets en Wittek, 1965, 1968; en Weintraub et al., 1964)
schatten de halfwaardetijd van erythropcietine in het plasma op ongeveer
1 uur bij ratten, en 7 - 10, 5 uur bij honden.

Door een aantal auteurs werd de mogelijkheid van inactivering door
de lever van erythropoietine onderzocht. Jacohson vergeleek de verhoog~
de erythropoietinespiegels bij kenijnen na phlebotomie en phenylhydrazi-
nebehandeling. De behandeling met phenylhydrazine leidde tot de hoog-
ste erythropoietinewaarden. Jacobson (1956) nam aan daf dit berustte op
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leverbeschadiging. Mirand en Prentice (1957, 1959) behandelden ratten
met CCly, en vonden dat blootstelling aan hypoxie bij de behandeide
ratten leidde tot veel hogere erythropoietinespiegels dan bij een onbehan-
deide controlegroep. Zij concludeerden dat de lever mogelijk een fysio-
fogische rol speelt bij de inactivering van erythropoietine. Keighley
(1962) vond echter bij met CCly behandelde ratten een normale erythro-
poietine-verdwijningscurve. Burke en Morse (1962) perfundeerden ratte-
levers met ratteserum met een hoge erythropoietinespiegel en vonden dat
het erythropoietinegehalte no 2 - 3 vur perfusie afnam. Deze afname
was echter verminderd bi} perfusie van levers van ratten, die tevoren met
CCi4 waren behandeld. Fisher en Roheim {1962) konden echter de afna-
me van het erythropoietinegehalte door leverperfusie niet bevestigen.
Tenslotie vonden Mirand et ai. (1959) dat de toediening van erythropoie-
tinepreparaten via de v porta leidt tot lugere erythropoietinespiegels in
het plasma dan toediening via de v.jugularis.

59
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Fig. &. Het verfoop van de erythropoietineconcentratie, uitgedrukt als
%SQFe-incorpnraﬁe, als functie van de tijd tijdens continue
hypoxie bij de ret (Stohiman en Brecher, 1959). De curve werd
samengesteid uit twee experimenten.

Een aantal auteurs onderzochten de mogelijkheid dat erythropoietine
wordt gevtiliseerd door het beenmerg. Dit werk berust op twee gegevens.
Stohiman en Brecher (195%, b, 1962) namen waar, dat het blootstellen
aan anemie of hypoxie van ratten leidt tot een snelstijgende erythropoie-
tinespiege!, met een piek bij 18 - 24 uur, welke na 48 yur weer gedaald
is (figuur 6) zonder dat daarbij veranderingen zijn opgetreden in het peri-
fere rode bloedbeeld. Dif verschijnsel is door veel auteurs bevestigd,
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In de tweede plaats zijn de erythropoietineconcentraties in het serum
van patienten met een aplastisch beenmerg over het algemeen aanmerke-
lijk hoger dan bij patienten met een hyperplastisch beenmerg. Het ligt
voor de hand beide verschijnselen toe te schrijven gan utilisatie van
erythropoietine door erythroide cellen. Het lijkt er echter op dat het
eerste verschijnsel moet worden verklaard uit een aanpassing van het or-
ganisme aan de hypoxische stimulus (Siri et al., 1966). Bovendien toon-
den Fried et al. (1%67) aan, dat de afnemende erythropoietineconcentra-
tie eerder berust op een afnemende productie dan op een toenemende uti-
lisatie. De zeer hoge erythropoietineconcentraties bij patienten met een
aplastische anemie zijn onbegrepen. Sommige auteurs trekken echter het
verschil n erythropoietineconcentraties bij patienten met een aplastisch
en een hypoplastisch beenmerg in twijfel (Van Dyke en Poliycove, 1962;
Friederici, 1964). Hierop wordt in hoofdstuk [V nader teruggekomen.
Sumenvattend kan worden opgemerkt, dat uitscheiding via de urine,
inactivering door de lever, noch utilisatie door het erythroide systeem af-
zonderlijk de snelle erythropoietineverdwijningscurve verkiaren. De op-
lossing van het probleem wordt nog bemoeilijkt door het ontbreken van
een afgerend inzicht bij deop klz. 33 genoemde inhibigrende substanties,
welke mogelijk de mer behulp van biologische methoden bepaalde erythro-
poietineconcentraties beinvloeden,

Semenvatting

De regulatie van de erythropoiese kan worden opgevat als een humo-
rale feedback, waarin de nier dienst doet als sensor voor de behoefte aan
circulerende erythrocyten en cls producent van het hormoon erythropoie-
tine. Erythropoietine induceert in een niet geidentificeerde voorloper-
cel erythroide differentictie, mogelijk door initiatie ven de hemoglobine-
synthese. Erythropoietine is een uitsluitend in vivo gedefinieerd hormoon,
waarvan de hoeveelheid het meest reproduceerboar wordt gekwantificeerd
door meting van de erythropoiese die erdoor wordt geproduceerd bij de
polycythemische muis  Er bestoat een algemeen aanvaard referentiepre-
paract voor erythropoietine (International Reference Preparation for Ery-
thropoietin, IRPE}.

Chemische karakteristieken van erythropoietine, zoals het ap-glyce-
proteinekarakter ervan met relatieve molecuulmassa 30.000, zijn verkre-
gen door onderzeek op preparaten, waarvan ten hoogste 5% van het ei-
wit erythropoietisch ectief was Een zeer vergaande zuivering leverde
een dermate geringe hoeveelheid eiwit op, daf de meest eenvoudige che-
mische karakterisering onmogelijk was.

De betekenis van erythropoietinebepalingen voor de klinische diag-
nostiek is onvoldoende onderzocht. Het kostbare en omslachtige bio-as-
say voor het hormoon bemoeilijkt routinematig onderzoek, de ongevoe-
ligheid ervan doet referentiewaarden voor fysiologisch circulerende
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erythropoietinegehalten ontbreken, en de beschikbare gegevens zijn
slecht vergelijkbaar omdat de erythropoieiinegehalten niet steeds in de
eenheid van het IRPE worden gekwantificeerd.

Het fundamentele belang van onderzoek over erythropoietine, dat
zijn weerslag vindt in de grote hoeveelheid publicaties opgesomd in dit
literatuuronderzoek, berust in niet geringe mate op de modelfunctie die
de regulatie van de erythropoiese vervult. Hoewel aangenomen wordt
dat analoge regulaties bestaan voor de overige celtypen van de hemo-
poiese zijn de experimentele gegevens niet eenduidig. Opheldering
van de wijze waarop erythropoietine de inductie van erythroide diffe-
rentiatie teweegbrengt, zou weinig minder dan een doorbraack betekenen
op het gebied van de regulatie van de cellulaire differentiatie.






L

BESCHRIIVING VAN REAGENTIA EN METHODIEKEN

Reagentia

De gebruikte reagentia waren alle van pro analysi kwaliteit, tenzij
anders vermeld. Het gebruikte runderserumalbumine was No.A-4503 van
de firma Sigma, en bestond uit fractie V voigens Cohn. Volgens de bij-
geleverde opgave bevatte het 96 - 99% albumine. Het gebruikte ovo-
albumine was Ne. A-5503 van dezelfde firma; voigens opgave was het
electroforetisch voor 99% zuiver.

Internationale standaarden voor erythropoietine werden ons ter be-
schikking gesteld door het WHO International Laboratery for Biclegical
Standards, National Institute for Medical Research, Mill Hill, London,
England. Dit laboratorium verschafte ons het 1st International Reference
Preparation of Erythropoietin, human, urinary, for bicassay, dat
1 1.U./1,48 mg bevatte, en later het 2nd IRPE, dat 11.U./0, 5 mg be-
vatie (Anpable et al., 1972).

Het aqua bidest,werd routinematig bereid in een glazen apparaat met
een capaciteit van ongeveer 15 liter. Voor een aantal doeleinden werd
het nogmaals gedestilieerd in een glazen apparaat van 2 liter, onder toe-
voeging van 10 ml H2504/|iter; hierbij werden de eerste en laatste
250 ml van het destillaot weggeworpen. Voor de nog te beschrijven hy-
droxylapatietgeichromatografie werd gebruik gemaakt van gedeminerali-
seerd water,

Bij het onderzoek werd gebruik gemaakt van een viertal buffers,
te weten:

1) Tris-HC!-buffer, 0,1 molair. pH 8,2
2) Acetaatbuffer, 0,05 molair, pH 5,0
3) Fosfaatbuffer, 0,0005 - 0,2 molair, pH 6,8

De trisbuffer werd bereid volgens Gomori (1948), de acetaatbuffer
volgens Walpole (1914}, de fosfaatbuffer volgens Sgrensen (1909).
Gelfiltratie en ionenwisselaars

Voor de isolatie van erythropoietine door middel van gelfiltratie
over Sephadex G150 werden perspex kolommen gebruikt met een
lengte van 1 meter en een diameter van



- 40 -

3,2 cm in een gesioten systeem. De gel werd gestapeld onder een druk
en met een loopsneiheid gelijk aan die welke voor het elueren werden
gebruikt (respectievelijk 110 cm HoO en 50 ml/uur}. Als buffer werd
voor de scheiding van serumeiwitten en voor analytische doeleinden de
gencemde Trisbuffer gebruikt, waaraan NaCl tot een molariteit van 0, 5
was toegevoegd. De buffer werd ontlucht. Wanneer de kolom voor ana-
iytische doeleinden werd gebruikt werd bij de stapeling in het gelreser-
voir, een vulirechfer, continu geroerd teneinde sen zo homogeen moge-
lijk gelbed te verkrijgen. Elutie von de opgebrachie monsters, opgelost
in ten hoogste 20 m! buffer, vond placts van beneden noar boven.

Voor het uitvoeren van de chromatografie over DEAE/Sephadex A50
werd een kolom gebruikt van 30 c¢m en een diameter van 3,2 cm., D=z
stapeling van de kolom vond plaats op dezelfde wijze als beschreven
voor de Sephadex G150-kolom, echter onder een druk van 50 cm HyO.
Als buffer werd de genoemde dcetaatbuffer gebruiks, pH 5,0. Elutie
vond plaats deor aan de buffer NaCl toe te voegen. Hierbij werd ge-
bruik gemaakt van een gradigntopsielling, welke bij het betreffende ex~
periment werdt beschreven. De elutie vond plaats van boven naar hene-
den in verband met het krimpen van de gel bij het toenemen van de mola-
riteit van de buffer.

Voor de bereiding van hydroxylapatietgel werd uvitgegaan van onder
meer calciumchloride-oplossingen. Acngezien vanwege dz hygrosco-
pische eigenschappen van CaClp inwegen niet betrouwbaar kan worden
geacht, werd de molariteit van de oplossingen vasigesteld door een cal-
ciumanalyse. 200 gram CaCly . 2H50 werd opgelost in 2 liter bidest.
Van deze opleossing werden volumina van 0,3 en 0,4 ml gepipetteerd in
moatkolfjes ven 100 ml, waarna met aqua bidest.tot 100 ml werd aange-
vuld. De kolfies werden goed geschud, waarna het C02+-gehuife werd
bepaald *.

Hydroxylapatietge! werd bereid volgens een voorschrift van
Tiselius et al. (1958), waerbii een brushier wordt omgezet in een hy-
droxylapatiet door hydroiyse met NaOH. De bersiding verliep als
volgi. Na bepaling van de molariteit van de CaClg-oplossing als
boven beschreven werd een NasHPO, -oplossing bereid van dezelfde
moeiariteit, eveneens met sen volume van 2 liter. Voor het bijeenvoe-
gen van de 2 oplossingen werd gebruik gemaakt van een peristaltische
pomp (LKB), waarmee een gelijke stroomsnelheid van de oplossingen kon
worden bereikt (nauwkeurigheid 0,4 o/00). De stroomsnelheid
bedroeg ongeveer 250 ml/uur. De twee oplessingen werden via de pomp

* complexometrische titratie met EDTA, uitgevoerd In het Centraal Klinisch

Chemisch Laboratorium van het Academisch Ziekenhuis Rotterdam
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geleid in een bekerglus van 5 liter, waarin een halve liter water was
gebracht, en waarin continue werd geroerd door rotatie van sen perspex
plactie ter grootte van 5 x 10 cm (rotatiesnelheid 45 rpm}. De ver-
kregen brushiet werd vervolgens volgens de methode van Tiselius door
koken in alkalisch mitiev omgezet in hydroxylopatiet. Op één punt
weken wij van deze methode of: bij de verschillende stappen werd de
opgewervelde gel een sedimentatie toegestaan van 3 [.p.v.

5 minuten.
Dit was noodzakeliik om een

Fig. 7.

Debye-3Scherrer-diffractiepatronen van hef gevormde brushiet
(boven) en bydroxylapatiet.

goede doorloopsnelheid ie verkrijgen in een kolom van 40 x 3,2 em,

De kwaliteit van de verkregen brushiet en de bereide hydroxylapatiet

werd anderzocht met behulp van r8ntgendiffractie {Den Boer et al., 1972,
De Debije-Scherrer-diffractiepatronen zijn afgebeeld in figuur 7. Ze
werden vervacardigd door de heer T.L. Liem. Uit de diffractiepatronen

is af te leiden dat de verkregen gels voor tenminste 90% bestaan uit
brushiet, respectievelijk hydroxylapatiet. Een hogere nauwkeurigheid

is met de rdntgendiffractie nief te bereiken. De hydroxylapa-
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tietgel werd opgenomen in gedemineraliseerd water, en gestapeld op de-
zelfde manier als beschreven voor Sephadex G150, onder een druk van
50 em H2O. De kolom werd van boven naar beneden geglueerd met fos-
faatbuffers, pH 6,8, Voor de molariteiten en de elutieschema's wordt
verwezen naar de betreffende experimenten. De hydroxylapatietgel-
chromatografie werd by 4°C uitgevoerd.

Dialysestudies

Dialyse werd uitgevoerd met behulp van Viskingmembranen van 0, 92,
1,84 en 2,14 em in diameter. De Viskingslang werd aan één zijde
dichtgeknoopt en na het inbrengen van het te dialyseren monster even-
eens agan de andere zijde. Voor de samenstelling en het volume van de
oplossing waartegen werd gedialyseerd wordt verwezen naar de betreffen-
de experimenten.

Voor negatieve drukdialyse werd gebruik gemaakt van Viskingslang
met een diameier van 0,92 cm. Voor de opstelling werd een afzuiger-
ienmeyer gebruikt van 2 liter die kon worden afgesloten met een kurk van
siliconrubber. Deze kurk was doorboord met een scheitrechter met een
inhoud van 175 ml. De Viskingslang (lengte 15 - 25 cm tenzij anders
vermelid), die aan &énzijde was dichtgeknoopt, werd aan de andere zijde
aan de uitmonding van de trechter bevestigd met behulp van een stukje
Teflonslang. Het te dialyseren monster werd in de slang gebracht, waar-
bij de trechter als reservoir dienst deed, Het geheel (slang + trechter +
stop) werd op de erienmeyer geplaatst, waarbij de slang er binnen ge-
bracht werd. Door afzuiging met een waterstraalpomp kon in de erlen-
meyer een vaculm worden bereikt ter groctte van 200 pascals.

Dierexperimenten

a. Bij alle experimenten met muizen werden vrouwelijke Swiss-mui-
zen gebruikt, afkomstig van TNO/Zeist, met een gewicht van 18 - 22
gram. Voor het creéren van hypoxische omstandigheden werd een per-
spex (dikte 5 mm) bak met een inhoud van 54 liter geconstrueerd
(0,60 x 0,45 x 0,20 m3), en later &één van 36 liter (0,40 x 0,45 x 0, 20

m?). In de bukken werden voorzieningen getroffen voor sen ad libitum
hoeveelheid voer en drinkwater, en voor continue doorsiroming mef een
gasmengsel. Voor het induceren van isobare hypoxie (8% O,) werd can-
vankelijk perslucht en Ny gemengd in een verhouding 2 : 3, met behulp
van een zeer aenvoudige manometer. Toen dit mengsel zijn woarde had
bewezen werd overgegaan op gascilinders, met als inhoud een gasmeng-
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sel van 92% No en 8% Op. Later werd gebruik gemaakt van een No-
en een Ozncilinder, waadrbi] de twee gassen via een driewegkraan wer-
den gemengd in een verhouding 92 : 8. De zuurstofbehoefte van de mui-
zen werd berekend vit het basaal metabolisme van muizen van 18 gram,
16,0 kl/dag, en de aanname van een respiratoir quotient van 0,8, Een
geslefen ruimte, waarin 100 muizen van 20 gram, blootgesteld aan een
atmosfeer van 8% Oz, dient doorstroomd te worden met een snelheid van
1,1 liter/minuut om op basis van deze gegevens te voldoen aan de zuur-
stofbehoefte van de muizen.

Bij het in hoofdstuk Ill nader te beschrijven bio-assay werden aile
monsters intraperitoneaal toegediend. S%Fe {FeClq of Fe(ll)eitraat)
werd intraveneus toegediend, nadat de oplossing door teevoeging van
0,15 molair NaCl verdund was tot 1 pCi/0,2 mi. De muizen werden
over het algemeen verbloed uit de a.carotis. in het bijzonder bij expe-
rimenten waarbij meting van de hematocriet van belang was werd orbita-
punctie toegepast,

De bepaling van het bloedvoiume van muizen werd uitgevoerd met
behulp van een 131 j_albumine preparaat, dat 1 pCi 131)/2 mg mense-
lijke albumine/0,2 ml bevatte. Hiervan werd 0,2 ml intraveneus toege-
diend op de boven beschreven wijze. Na tien minuten werden de mui-
zen verbloed. Het bicedvolume werd berekend uit het aontal dpm, dat
werd teruggevonden in 0,05 mi piasma, en uit de hematocriet {bepaald
met behulp van een Hawksley microhematocriet centrifuge}, waarbij ten-
gevolge van het geringe bloedvolume van de muizen de toegediende 0,2

ml niet kon worden verwaarloosd. |n formule betekent dit:
100 dpmini
Bloedvolume = ( { } - 0,2 mi.
100 - Ht 20.dpmy g5 mi

De bloedvolumebepaling werd benut voor het verifigren van de relatie
tussen bloedvolume en gewicht bij polycythemische muizen (zie hoofdstuk
[11). Het lichaamsgewicht van de muizen werd vastgesield met een
Berkel weegschaai, type E, met een nauwkeurigheid van 0,5 gram.

b. Bijalle experimenten met ratten werden mannelijke Wistar-rat-
ten (TNO/Zeis} gebruikt met een gewicht van 250 - 350 gram. Bi{ aan-
komst werden de ratten ondergebracht in gewichtskiassen met een sprei-
ding van 25 gram. De ratten werden gebruik! voor experimenten, waar-
bif bij de proefdieren een anemie werd geinduceerd, waarna plasma en
urine werd verzameld. De inductie van een hemolytische anemie werd
vitgevoerd door infraperitoneaie toediening van 1 ml van een geneutra-
liseerde 1%-ige phenylhydrazineoplossing in 0, 15 molair NaCl. Deze
toediening werd over vier tot vijf dagen voortgezet, waarna na meting
van de hematecriet de ratten werden verbioed uit de a.carotis, woarbij
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heparine aan het bloed werd toegevoegd tot een concentratie van 10
l.U./ml bloed. Het plasma werd verzameld. Dit vond plaats tenminste
24 vur na de laatste phenylhydrazine-toediening. De inductie van een
verbloedingsanemie werd uitgevoerd door middel van herhaalde hart-
punciies onder ether- of Nembutal-anesthesie. De procedure werd gedu-
rende vier tot vijf dugen voortgezet op geleide van de hematocriet. De
ratten werden verbloed op dezelfde wijze als de met phenyihydrazine be-
handelde ratten. Urine van de anemische ratten werd verzameld met
behulp van metabolisme kooien. De urine werd onder toevoeging van
phenol tot een concentratie van ongeveer 0,2% opgevangen in een gla-
zen bakje. Over het algemeen werd de anemie langer gehandhaafd dan
voor het verzamelen van plasma. Kleine hoeveelheden bloed voor ana~

lytische doeleinden werden bij ratten afgenomen door midde! van orbita-
puncties.

¢. Voor experimenten met konijnen werd gebruik gemaakt van Mew
Zealand White Rabbits {TNO/Zeist), met een gewicht van 3 tot 5 kg.
Een hemolytische anemie werd gelhduceerd door middel van intraperito-
neale toediening van een geneutraliseerde 1%-ige phenylhydrazine-op-
lossing in 0,15 melair NaCi in een dosering van 15 mi/kg lichaemsge-
wicht/dag. Deze behandeling werd voortgezet totdat de hematocriet
waarden bereikte van minder dan 15%. De konijnen werden hierna ver-
bloed onder Nembutal-anesthesie uit de a.carotis of door middel van
hartpunctie. Evenals bij ratten werd een verbloedingsanemie geindu-
ceerd door middel van herhaalde haripunciies. Hierbij werd per dag op
geleide van de hematocriet 20 ml bloed/kg lichaamsgewicht gepuncteerd.
Het serum werd intraveneus opnieuw in de bloedbaan gebracht. De ko-
nijnen werden verbloed zodra de hematocriet waarden bereikte tussen
15 en 20% . Van deze konijnen werd heparineplasma verzameld.

Radioactivifeits metingen

Bij het onderzoek werd gebruik gemaakt van de radicactieve nucliden
59Fe en 131, Meting van de activiteit  vond plaats met behulp van
een "Controlled Temperature Gamma Scintillation Spectrometer System"
(Model 3002, Packard).

59FeC13 werd betrokken van NV Philips-Duphar; het preparaat be-
vafte 0,2 ~ 0,4 umol 56Fe/100 uCi als drager. 59Fe(l!)citrc1c1t werd be-
trokken van het Zentralinstitut fur Kernforschung, DDR; deze oplossing
bevatte 0,2-0,3 pmol 20Fe/100 uCi als drager.

De kanaalhummers van de gamma scintillatie spectrometer werden ge-
ijkt met behulp van een standaardpreparaat 137¢sCi, waarbij de top van
de fotopiek van het 137Cs werd gesteld op 0,662 MeV. Het 137Cs kon
worden gemeten met een efficiency van 18,4% (0, 534 MeV tot 0,917



- 45 -

MeV}, ervan uitgaande dat de gammalijn van 0,662 MeV voor 85,7%
voorkomi, en de halveringstijd van hef nuclide 30 jaar bedraagt. Me-
ting van de activiteit van het °?Fe vond plaats met de onderste dis-
criminator op 1,05 MeV en de bovenste op 1,76 MeV. In dit kanaal
vailen de beide fotopieken van 1,10 en 1,29 MeV. Het 59Fe kon wor-
den geteld met een efficiency van 9,2%, ervan vitgaande dat de beide
gammalijnen voor respectievelijk 57% en 43% voorkemen, en de halve-
ringstijd van het nuclide 45 dagen bedraagt. Meting van de activiteit
van 131 ] vond plaats tussen 0,255 MeV en 0, 559 MeV. In dit kanaai
valt vitsluitend de fotopiek van 0,364 MeV. Het 131 kon worden ge-
teld met een efficiency van 32,4%, ervan vitgoande dat deze gamma-
lijn voorkomt voor 80%, en de halveringstijd van het nuclide 8,09 dagen
bedraagt.

59Fe werd gebruikt voor bestudering van de ijzerincorporatie in de
erythrocyten van het perifere bloed bij muizen en ratten. Bij de muize-
experimenten werd 0,2 mi bloed gehemolyseerd in 1,0 ml water; van
het hemolysaat werd de acfiviteit gemeten, Bi]l de ratte-experimenten
werd de activiteit. van 1,0 ml bloed bepaaid. 31 J-albumine werd ge-
bruikt voor bloedvolumemetingen. Hiertoe werd 0,05 ml serum gebracht
in 1,0 ml 0,15 molair NaCl; van deze oplossing werd de activiteit be-
paald.

Bewerking van serum en urine van patienten

Voor het uitvoeren van de erythropoietinebepaling in serum- en
urinemonsters afkomstig van patienten werden de monsters onderworpen
aan een reeks bewerkingen.

Als routine werd op serum de volgende bewerking toegepast. Het te
onderzoeken monster werd onderworpen can dialyse tegen een vijftigvou~
dig volume 0,15 molair NaCl, gedurende vierentwintig vur bij een tem-
peratuur van 4°C . Vervolgens werd het serum gecentrifugeerd {17.000 -~
28.000 g), waarna het neerslag en de eventueel bovendrijvende lipide-
achtige substanties werden gescheiden van het supernciant, dat zonodig
nog werd gefiltreerd. Dit supernatant werd gebruikt voor het bio-assay,
Afhankelijk van de op klinische basis verwachte erythropoietineconcen-
tratie werd het supernatant sems verdund met 0, 15 molair NaCl,

Urine werd verzameld onder toevoeging van 0,1% phencoi. De ver-
zamelde urine werd gefiltreerd, en gedialyseerd tegen een vijftigvoudig
volume agque bidest (24 uur, 4°0, De gedialyseerde urine werd vervol-
gens drooggevroren. Het drooggevroren materioal werd opgelost in een
volume 0,15 moleir NaCl ter grootte van 1/10 maal het uitgangsvoiume.
Vervolgens werd ovo-albumine tof een concentratie van 30 g/l toege-
voegd. Met deze oplossing werd het bio-assay uitgevoerd. Wanneer op
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grond van klinische gegevens verwacht mocht worden dat een hoge ery-
thropoietineconcentratie in de urine zou worden aangetroffen, werd de
droogvriesprocedure achterwege gelaten maar werd can de gedialyseerde
urine NaCl toegevoegd iot een concentratie van 0, 15 molair.

Eiwitbepalingen

extinctie

440 nm /

| T
0 20 4C

pg eiwit/mi reactiemengsel

Fig. 8. tJklijn {runderserum-clbumine) voor de bepaling van het kij de
biureetreactie gebonden koper.

Het eiwitgehalte van een oplossing werd doorgaans bepaald door mid-
del van de biureetreactie (Henry et al., 1957). Voor monsters, waarbij
de gevoeligheid van deze reactie tekort schoot werd een micromethode
gevolgd, waarbij het bij de biureetreactie gebonden koper werd bepaald
{Mattenheimer, 1959). Deze bepaling is 50 maal gevoeliger dan de biu-
reetbepaling. fn figuer 8 is de itklijn voor runderserum-albumine weer-
gegeven.

Statistiek, correlatierekening en regressie-analyse

Gemiddelds, standaarddeviatie, standaarddeviarie van het gemid-
delde en variatiecoéfficient werden berekend volgens gangbare formules
(zie geraodpleegde literatuur). De significantie van het verschil tussen
gemiddelden werd berekend door middel van de Student's-t-foeis.

Cok de correlatiecoéfficienten (nulde orde, partigle en meervoudige)
werden berekend volgens gangbare formules. De significantie van het
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verschil met 0 werd voor nulde orde en voor partigle correlatieco&ffi-
cienten berekend met Student's-t-toets, voor meervoudige met de F-toets,

Regressievergelijkingen werden berekend volgens de "least square"
methode. Parallelliteit van regressielijnen werd aangenomen als de
regressiecoéfficienten niet significant verschillen.

Geraadpleegde literatuur:

D.5. Riggs , The mathematical approach to physiological problems, 1963,

Nederlands Normalisatie-instituut: Recepibladen voor de statistische verwerking
van laboratoriumgegevens, 1968,

E. Kreyszig, Introductory Mathematical Statistics, 1970.

Documenta Geigy Scientific Tables, 7th Edition, 1970.






A. ONDERZCEK OVER DE BIOLOGISCHE BEPALINGSMETHODE
VOOR ERYTHROPOIETINE

Inleiding

De biologische bepalingsmethoden voor erythropoietine, zoals die in
de literatuur worden beschreven, bestaan uit het onderdrukken van de
erythropoiese van hef gebruikte proefdier door onderdrukking van endo-
gene erythropoietineconcentratie; toediening van het op erythropoieti-
ne-activiteit te onderzoeken monster; toediening van gemerkt ijzer;
en meting van de hoeveelheid gemerkt ijzer geincorporeerd in de ery-
throcyten van het perifere bloed. Aan dezeprocedure liggen twee voor-
onderstellingen ten grondslag: de aanmaak van erythrocyten wordt gere-
guleerd door een humoraal systeem, waarvan erythropoietine de beper-
kende factor is; de in het perifere bloed gemeten incorporatie van radio-
actief ijzer in erythrocyten is een maat voor de erythropoiese.

Door Fried en medewerkers (1957) werden assaysystemen vitgewerkt
mef behulp van gehypophyseciomeerde en hongerende ratten. In het
eerste hoofdstuk werd reeds viteengezet, dat specificiteit en gevoelig-
heid van deze systemen te wensen overliefen. De geringe gevoeligheid
fiet bijvoorbeeld de meting van fysiclogische erythropoietineconcentra-
ties zonder kunstgrepen als exiractie en concentratie nief toe. Een ande-
re megelijkheid om het quotient van zuursiofaanbod en zuurstofverbruik
te wijzigen ten gunste van het aanbod is polycythemie. De pelycythe-
mische muis werd door Cotes en Bangham (1966} beschreven als het meest
gevoelige proefdier voor erythropoietine-bio~assays.

De inductie van pelycythemie is voor het metabolisme van het proef-
dier aanzienlijk minder ingrijpend dan hypophysectomie of voedseldepri-
vatie. Bovendien wordt bi| de polycythemische muis de erythropoiese
volledig stilgelegd (Jacobson et al., 1957b), wat niet het geval is bij de
gehypophysectomeerde of hongerende rat {Gallagher ef al., 1961;
DeGowin et al., 1962). De respons op erythropoietine-activiteit in on-
gezuiverd materiaal is bij gebruik van polycythemische muizen derhalve
specifieker en gevoeliger dan bij beide genoemde rat-assays., Voor de
manieren waarop een polycythemie kan worden geinduceerd wordt verwe-
zen naar het eerste hoofdstuk.
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De gevoeligheid en de precisie, waarmee een onbekende erythropoie-
tinespiege! kan worden gemeten, worden beinvioed door de spreiding in
de responses, de ligging van de log-dosis-respons-curve, de verhouding
tussen de responses van standaard en onbekende, de stabiliteit van de ge-
bruikte standaard, het aantal per bepaling gebruikte proefdieren, en de
grootte van de blanco-respons {= respons op 0, 15 molair NaCl{). Door Co-
tes {1968) werden de variabelen die van invioed zijn op de ligging van de
log-dosis-(log)~respons-curve voor erythropoietine bij gebruik van de po-
lycythemische muis opgesomd als: 1} muizenstam; 2} hoeveeiheid en fre-
quentie van de hypertransfusie of graad en duur van de hypoxie bij de voor-
behandeling; 3) het aantal doses bij, en de wijze en het tijdstip van ery-
thropoietine toediening; 4) het tijdstip en de wijze van toediening van het
gemerkte ijzer; en 5} het tijdsverloop tussen toediening von het ijzer en
meting van de ijzerincorporatie.

De invioed van een dantal van deze variabelen is in de literatuur be-
schreven. Bij de polycythemische muis bestaat na afloop van de inductie
van polycythemie een voarbijgaande hoge gevoeligheid voor erythropoie-
tine, nadat de controle-ijzer-incorporatie is gedaald fof een constant
minimum tengevolge van de polycythemie (Gallagher en Lange, 1960;
McDonald et al., 1971). Er bestacn slechts geringe verschillen tussen de
responses na subcutane, infraperitoneale an intraveneuze toediening (Ca-
miscoli en Gordon, 1970). Subcutane toediening gesft de grootste respons,
maar het verschil met intraperitoneale toediening is niet significant. in-
traveneuze toediening geeft de iaagste respons. Door een groot aantal
onderzoekers (Gurney, 1961; Schocley, 1962; Gatlagher et al., 1943;
Adamson et al., 1966; Alexanian, 1966; Fogh, 1966, 1968, 1970; Schoo-
ley, 1965) is de toegenomen respons op erythropoietine na voorafgaande
toediening van erythropoietine beschreven. Dit leidde
tot het gebruik van meerdere deeldoses om de gevoeligheid van het assay-
systeem te vergroten. Door Lewis en medewerkers (1970) werd vastgesteld,
dat gen reductie van de dagelijkse periode gedurende welke de muizen
aan hypoxie worden blootgesteld een verbeterde reproducesrbaarheid en
een verhoogde gevoeligheid vocr erythropoietine veroorzaakt. Zij achi-
ten het waarschijnlijk dat dit verschijnsel wordt verocorzaakt door een ver-
minderde vorming van een erythropoieseremmer,

De ontwikkeling van een assaysysteem voor erythropoietine met de
posthypoxische polycythemische muis

Technische gegevens over de proefopstelling voor het induceren van
een polycythemie door middel van isobare hypoxie werden gegeven op
blz. 42 . Aanvankelijk onderzochten wij de mogelijkheid om op basis
van de literatuurgegevens van hoofdstuk | de polyeythemie te induceren
door continue doorvoer van het gasmengsel van 8% Op, 92% Ns.
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Bij de eerste experimenten was de mortaliteit hoog. Hierbij werden
de volgende observaties gedaan:

1. Hoge mortalijeit (  50%) tijdens hypoxie werd voorafgegaan door
een typisch gedragspatroon van de muizen. Het bestond vit hyperventi-
latie, ongeveer 1 uur na de blootstelling aan het gasmengsel, in een
hoog tempo door de kooi lopen, frequent {tot 10 macal per minuut) om-
hoog springen, waarnc de ademhalingsfrequentie snel terugliep tot adem-
stilstand intrad. Hoewel wij de deodsoorzaak niet gedetailleerd hebben
bestudeerd, ligt het voor de hand te veronderstellen, dat uvitputtiing,
zyurstofschuld, en een onvoldoende gecompenseerde stoornis van hef
zuur-base-evenwicht belangrijke factoren zijn.

2. Het beschreven gedragspatroon kon sterk worden verminderd, en dacr-
mee de mortaliteit, door een periode van 24 vur gewenning aan de proef-
opstelling met doorvoer van normale fucht.

3. Tijdens gewenning en hypoxie deed een minimaal houvden van plot-
seling optredende visuele en auditieve prikkels de mortaliteit evensens
dalen.

4. De snelheid waarmee het gasmengsel van 8% ©2, 92% Ny werd toe=
gevoerd werd nooit lager dan 1,5 liter/minuut/100 muizen, en nooit ho-
ger dan 3 liter/minuut/100 muizen ingesteld. De in hoofdstuk Il gencem-
de snelheid van 1,1 liter/minuut/100 muizen berustte op de aanname dat
alle zuurstof zou worden benut. Een minimum van 1,5 liter/minuut
bleek echter essentieel. De bovengrens van 3 liter/minuut/100 muizen,
waarbij een stabiel laag O2~gehalte pas na bij benadering 45 minuten in
de kooi bereikt wordt (zie berekening in de discussie van dit hoofdstuk),
berust op de uit de mortaliteit afgeleide conclusie, dat een geleidelijk
tot stand komen van de hypoxische conditie ook van belang is. Op ba-
sis van deze waarnemingen hanteerden wij in de praktijk een doorvoer
van 2 tot 2, 5 liter/minuut/100 muizen van het gasmengsel 8% O3,

92% Ny .

Deze woarnemingen werden niet systematisch gekwantificeerd, aange-
zien bi] het optreden van een mortaliteit van meer dan 25 muizen gedu-
rends de eerste anderhalf vur blootstelling aan hypoxie een proef werd
gestaakt. Voor de in kwantitatieve zin belangrijkste factoren, fe weten
de 24 uur gewenning aan de proefopstelling, en het minimaal heuden van
plotseling optredende prikkels, werd de overleving wel gekwantificeerd,
Hiertoe werd de overleving van drie groepen muizen vergeleken geduren-
de de eerste B uur blootstelling aan hypoxie. De eerste groep werd een
24 yur durende gewenning gegeven aan de proefopstelling in een afgeslo-
ten ruimte, waarna onder dezelfde omstandigheden de doorvoer van de
opstelling met het gasmengsel van 8% Cs2, 92% N3 werd vitgevoerd.

Bij de tweede groep werd onder identieke omstandigheden een gewenning
van 2 uur gegeven, gevoelgd door de blootstelling aan hypoxie. Bij de
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derde groep vond gewenning van 24 uur plaats in een rustig gehouden
ruimte, waarna aan hypoxie werd blootgesteld in dezelfde, maar prikkel-
rijke ruimte (reiniging van een stalruimte, waarbij 200 Macrolon muizen-
kooien van 20 muizen/kooi werden vervangen door 2 niet over de aard
van de proef ingelichte personen). Afgezien van de genoemde variaties
waren de proefopstellingen en de behandeling van de muizen identiek.
De mortaliteit werd elk half vur gescoord. De overlevingscurven zijn
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Fig. 9. Overleving van muizen als functie van de tijd blooigesteld
aan 8 wur doorvoer mef een gasmengsel van 8% 09g.
A. Overleving van 100 muizen na 24 uvur gewenning aan de
proefomstandigheden tijdens de eerste § uur hypoxie, rustige
omgeving,
B. Ovwerleving van 100 muizen na 24 yur gewenning acn de
proefomstandigheden tijdens de eerste 8 vur hypoxie, prikkel-
rijke omgewving,
C. Overleving van 100 muizen na 2 uur gewenning aan de
proefomstandigheden tijdens de eerste 8 uur hypoxie, rustige
omgeving,
Voor verklaring zie tekst.

weergegeven in figuur 2. Bij de eerste groep was de overleving na twee
uur hypoxie stabiel op 98%, bij de tweede na driegnhalf vur op 22%, bij
de derde na vier vur op 47% . Het relatieve belang van de twee onder-
zochte factoren op de overleving is, hoewel de prikkelrijke ruimte
slechts werd gedefinigerd in termen van een {veel voorkomende) prak-
tische situatie, hiermee nadr onze mening voldoende gekwantificeerd.
Bij continue hypoxie bedroeg de mortaliteit over een periode van negen
dagen gemiddeld over een viertal proeven 13% (respectievelijk 16%,
9%, 7%, 19%)
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Tabel 3
24-uurs-%77Fe- gemid- 48-uurs-%>7Fe- gemid- hemato-
incorporatie deld incorporatie deld criet
onbehandel- 34,9 65,4
de muizen 40,8 38,9 64,7 61,9 46 +3
36,0 35,5
polycythemische 66 + 2
muizen

Bij de proeven werd de erythropoiese gemeten aan de hand van de
in het perifere bloed gemeten 39Fe-incorporatie van de erythrocyten.
Over het algemeen werd de 24—uurs-—%59Fe-incorporu’rie gemeten. De
ijzerincorporatie werd hiertoe uitgedrukt als het percentage van het
aantal ingespoten dpm, volgens de formule:

bloedvelume x aantal dpm/ml bloed

aantal dpmin]

%59Fe— incorporatie =

r

waarbij het bloedvolume van de muizen werd gesteld op de algemeen ge-
hanteerde 77 ml/kg lichaamsgewicht. Ongetwijfeld geldt voor de poly-
cythemische muis een andere relatie tussen bloedvolume en lichaamsge-
wicht; hierop wordt later teruggekomen.

In eerste instantie werd de waarde van de proefopstelling met betrek-
king tot de inductie van de polycythemie en de daaropvolgende afname
van de erythropoiese bestudeerd. Daartoe werden veertig muizen bloot-
gesteld aan 8% O3 gedurende een periode van negen dagen. Na afloop
hiervan werden de muizen in normale lucht gebrachi. OCp de lste post-
hypoxische dog werd de hematocriet van zes muizen gemeten, Tot en
met de 12e posthypoxische dag werd de 24-uurs-%3%Fe-incorporatie ge-
meten, waarbi] fwee muizen/24 vur werden gebruikt. Tevens werden de
24-yurs-en 48-uurs- %59Fe-incorporaties van 3 onbehandelde muizen
vastgesteld, en de hematocriet van zes onbehandelde muizen gemeten.
De resultaten staan vermeld in tabel 3 en figuur 10. Uit de figuur is of
te leiden dat de erythropoiese bij de posthypoxische polycythemische mui-
zen na zes dagen is afgenomen tot t - 2% 24-uurs- %59Fe—incorporoﬂe.
Dit minimum blijft gehandhaafd tot de twaalfde dag. Bij de hier baschre-
ven continue blootstelling aan isobare hypoxie verschillen de resultaten
niet essentieel van hypobare hypoxie (Gordon en Camiscoli, 1970} en
hypoxie door middel van selectieve membraanpermeabiliteit voor Oy en
COyp {Lange et al., 1948).

Aan een continue blootstelling van 8% Oy kleven een aantal nadelen.



%% Fe. incorporatie
80—

70—
60—
50~
40+

30—

°
] ] I’ [ " L

| A L A I
01231 45678 910nNn1213

posthypoxische tijd (dagen)
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Twee ervan hangen in corzaak samen. Onder omstandigheden van hypo-
xie nemen de muizen, afgezien van de laaiste drie van de negen dagen,
nauwelijks voedsel op. Het gevolg hiervan was een relatief hoge morta-
liteit (de reeds genoemde 13%) tengevolge van een groot gewichtsver-
lies {tot 25% van het corspronkelijke [ichaamsgewicht). In de tweede
plaats verdroegen de aan continue hypoxie blootgestelde muizen de toe-
diening van 1 mi serum (wat noodzakelijk was voor het meten van ery-
thropoietineconcentraties bij patienten) slecht, vermoedelijk tengevei-
ge van de slechte voedingstoestand. Hierbij kwamen twee praktische
problemen. Continue hypoxie sluit in de praktijk het schoonmaken van
de muizenkooi gedurende negen dagen uit; het bleek gezien de mortali-
teit noodzakelijk dit eenmaal in de drie dagen te doen. Een tweede pro-
bleem is het zeer hoge, kostbare verbruik van het gasmengsel met

8% 0O3. Om deze redenen en mede op basis van de 1n de inleiding van
dit hoofdstuk genoemde gegevens van Lewis ef al; (1970) werd besloten
over te gaan tot een discontinue blootstelling aan hypoxie. Hiertoe

werd het voorgaande experiment herhaald voorga n discontinue hypoxie
blootgestelde muizen. Bovendien werd de gevoeligheid voor erythropoie-
tine-activiteit van aan confinue en aan discontinue hypoxie blootgastel-
de muizen vergeleken. Hierbij werd deze gevoeligheid gedefinieerd als
de respons, uitgedrukt als 24-—uurs—%59Fe—incorporctie, op een standaard-
dosis (0,2 |.U. {ISB)) erythropoietine~activiteit.

Het verloop van de respons op erythropoietine als functie van de
tijd na continue en na discontinue hypoxie

Een groep van 80 muizen werd blootgesteld aan een atmosfeer met
8% O tijdens een periode van negen dagen, gedurende 8 uur per dag.
De mortaliteit bedroeg 3% . Hierna werd de erythropoiese bestudeerd
aan de hand van de 24-vurs-%37Fe-incorporatie. Hierbij werden vijf
muizen per meetpunt gebruikt.

Het verloop van de 24-uurs-59Fe-incorporarie na begindiging van
de hypoxie is sangegeven in figuur 11. Evenals na continue hypoxie
daalt de erythropoiese tot omstreeks de zesde posthypoxische dag een
minimum wordt bereikt dat zich handhaaft tot omstreeks de twacifde dag.
Vervolgens werd een groep van 50 muizen at random verdeeld in twee
gelijke groepen. Deze werden op de beschreven wijze blootgesteld aan
continue respectievelijk discontinue hypoxie. Op de derde posthypo-
xische dag werd aan vier muizen van elk van de groepen 0,1 1,U. (ISB)
erythropoietine-activiteit toegediend in een volume van 0,1 ml. Dit
werd op de vierde posthypoxische dag herhaald, waarna de muizen op de
vijfde dag 99Fe(l1)citraat toegediend werd, en op de zesde posthypoxische
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dag verbloeding vit de a.carotis plaatsvond. Velgens dit schema werden
ook de overige muizen behandeld, echter met de eerste injectie op de
vierde, vijfde of zesde posthypoxische dag. Tevens werd op elke gencem-~

®fo 59Fe~incorporaiie “fe nge-inCOFPOBﬂE
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Fig. 12. Responses op 0,2 [.U. (ISB), toegediend in een volume van
0,2 ml in twee gelijke deeldoses, als functie van de posthy-
poxische tijd, a. ra continue hypoxie; b. na discontinve
hypoxie; c. beide regressielijnen in één figuur.

de begindag voigens dit schema twee muizen ingezet die 0, 15 molair
NaCl in plaats van erythropoietine-activiteit toegediend kregen. De re-
sultaten zijn afgebeeld in figuur 12, Zowel bij de groep die aan conti-
nue hypoxie was blootgesteld geweest, als bij de aan discontinus hypoxie
blootgesteide groep, blijken de responses af te nemen als functie van de
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posthypoxische tijd. De standaarddeviaties van de aan continue hypoxie
blootgestelde groep zijn, als percentages van de gemiddelden, signifi-
cant {p <0,05) groter dan die van de aan discontinue hypoxie blootge-
stelde groep. Bovendien zijn de responses van de eerste groep signifi~
cant (p £ 0,05) groter. De 24-uurs-%59Fe-incorporcties van de muizen
die 0,15 molair NaCl hadden toegediend gekregen waren voor de can
continue hypoxie blootgestelde groep 4 + 2% en voor de.aan discontinue
hypoxie blootgestelde groep 2 + 1%, In verband met het geringe aantal
wadrnemingen werden voor de responses op 0,15 molair MaCl geen re-
gressielijnen berekend. In overeenstemming met de figuren 10 en 11
namen ze slechts in zeer geringe mate en statistisch niet significant, af.
De hematocriet bedroeg op de vierde posthypoxische dag respectievelijk
64 + 3% en 5%+ 2%. |In figuur 12 zijn de regressielijnen samengebracht,
zoals berekend vit de responses verkregen op de zesde, zevende en acht-
ste posthypoxische dag. Voor beide geldt een statistisch significante af-
name (p< 0,005). De regressielijnen verschillen niet significant in hel-
lingshoek; op basis waarvan parailelliteit werd aangenomen. De respon-
ses verkregen op de negende posthypoxische dag verschillen niet signifi-
cant van de responses verkregen op de achtste. Dit geldt voor beide groe-
pen.

Uit dit experiment werden de volgende conclusies getrokken. Uit de
gegevens blijkt niet dat de gevoeligheid voor erythropoietine wordt ver-
hoogd door in plaats van continue blootsteiling aan hypoxie intermitte-
rende hypoxie toe te passen. De parallelliteit van de afname van de
responses op eryfhropoietine-activiteit als functie van de tijd na hypoxie
leidt tot de gedachte dat de oorzaak van de afname bij beide groepen
dezelfde is. Indertijd werd deze afname door ons verklaard uit een af-
name van het aantal ERC's (Wagemaker et al., 1972). Het argument
hiervoor was dat de afname van de respons op 0, 15 molair NaCl ver-
waarloosd kan worden bij de afname van de responses op erythropoietine-
activiteit. In hoofdstuk Il B is dit denkbeeld nader onderzocht.

De definitieve proefopzet voor het assay

De definitieve proefopzet voor het assay bestond, op grond van het
vermelde in de vorige poragraaf, uit: 1) inductie van polycythemie door
discontinue hypoxie, te weten blootstefling aan een atmosfeer met
8% Q5 gedurende 8 uur per dag tijdens een periode van ¢ dagen; 2) toe-
diening van erythropoietine-activiteit op de vierde en vijfde pos?hg o=
xische dag in twee gelijke deeldoses; 3) meting van de 24-vurs-%>7Fe-
incorporatie van de zesde tot de zevende posthypoxische dag. Dit assay-
schema is aangegeven in figuur 13,
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Fig. 13. Gewichisafname tijdens hypoxie, en erythropsiese, hemato-
criet en gewichisfoename ais functies van de posthypoxische
tijd. Aangegeven zijn het definitieve assayschema en het
tijdstip van de bloedvolumebepaling met 131 J-clbumine.
Verklaring der symbolen:
$ eerste en tweede deeldeses erythropoietine

toediening van 5%Fe
t verbloeding uit a.carotis

Bij de voorafgaande experimenten was waargenomen, dat de muizen
tijdens de blootstelling aan hypoxie een gewichtsdaling vertoonden, ter-
wiil het gewicht weer snel toenam bij terugkeer in normale lucht. Dit
werd ook gevonden voor aan discontinue hypoxie blootgestelde muizen.
Bovendien werd geconstateerd, dat gelijktijdig met de afname van de
erythropoiese een relatief snelle afname van de hematocriet kon worden
aangetoond als functie van de tijd na hypoxie. Tenslotte neemt, zouls
bij de figuren 10 en 11 reeds was opgemerkt, de erythropoiese na de
twaalfde posthypoxische dag weer toe. Bi] de voorgaande experimenten
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waren echter de hematocrietdaling en de gewichisvariaties onvoldoende
gekwantificeerd, Teneinde hierin te voorzien werd het volgende expe-
rimenf opgezef.

Honderd muizen werden blootgesteld aan discontinue hypoxie op de
beschreven wijze. Tijdens de periode van hypoxie werd van dertig mui~
zen, die aselect werden gekozen, het gezameniijke gewicht bepaaid.
Dit werd dagelijks vitgevoerd aan het eind van de periede van 8 uur
hypoxie, en werd voortgezet tot en met de zesde posthypoxische dag.

De erythropoiese werd, vitgedrukt als 24-uurs-%3%Fe-incorporatie, ge-
meten tot en met de dertiende posthypoxische dag; hierbij werden vijf
muizen per meetpunt gebruikt. De hematocrief werd gemeten tof en met
de veeriiende posthypoxische dag; hierbij werden twee muizen per meet-
punt gebruikt, De resuitaten zijn aangegeven in figuur 13. Het gewicht
neemt gedurende de negen dagen hypoxie af met 17% van de uitgangs-
waarde. Bij terugkeer in normale lucht werd de vitgangswaarde in zes
dagen opnieuw bereikt. Het verloop van deze gewichisvariaties als
functies van de ti{d werd benaderd met twee exponentiéle functies; deze
zijn aangegeven in de figuur. De daling van de hematocriet als functie
van de tijd werd van de fweede tot en met de veertiende posthypoxische
dag benaderd met een lineaire functie. De 24-yurs-%3 Fe-incorporatie
verloopt anaicog aan figuur 11, en werd benaderd met een exponentiéle
functie. Tenslotte zijn in de figuur de normale erythropoiese, vitgedrukt
als 24-uurs-%9%Fe-incorporatie, en de normale hematocriet vit tabel 3
opgenomen,

De verkregen getallen geven aanleiding tot de volgende overwegin-
gen. De normale groeisnelheid van muizen van 17 gram bedraagt onge~
veer 1,5 gram/week (Hagemann en Schmidt, 1960), zodat geconcludeerd
kan worden, dat de muizen na de periode van hypoxie sneller in gewicht
toenemen dan op basis van dit gegeven kan worden verwacht. Bij het
ontbreken van erythropoiese van betekenis na de vierde posthypoxische
dag kan warden verwacht, dat de hematocriet daalt met een snelheid
die overeenstemi met de snelheid waarmee de erythrocyten worden afge-
broken, daarbij uitgaande van de prehypoxische hematocriet. De waar-
genomen hematocrietdaling zou, op basis ven deze premisses, een over-
leving van de erythrocyten betekenen van 45 dagen. Uit het verschil
tussen de normale erythropoiese en de erythropoiese van de zesde tfot en
met de elfde posthypoxische dag kan tenslotte worden afgeleid, dat de
d oor ons gehanteerde inductie van polycythemie door middel van isobare
hypoxie leidt tot een ongeveer 20-voudige vermindering van de
ijzerincorporatie.

Een volgend punt van onderzoek vormde de dosis-respons-reiatie en
de ijking van een geitoleerd standaardpreparaat op het in hoofdstuk I
en Il gencemde IRPE. Hiertoe werd het volgende experiment opgezet,
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dat deels ook tot doel had het in figuur 12 weergegeven experiment te
bevestigen. Honderd muizen werden op de beschreven wijze bloctge-
steld aan discontinue hypoxie. Volgens het eerder gebruikte assaysche-
ma van twee gelijke deeldoses werden de responses bestudeerd op doses
van gencemde eigen preparaat en het IRPE. Het eigen standaardprepa-
raat werd bereid uit de urine van een patient met PRCA (pure red cell
aplasia) op blz 79 genoemd als patient 18. De urine werd gedialyseerd
tegen aquo bidest, drooggevroren, en vervolgens opgelost in een volume
0,15 molair NaCl ter grootte van 1/10 van het uitgangsvolume., Op deze
bereidingswijze wordt in het vijfde hoofdstuk teruggekomen,

Er werden drie groepen muizen ingezet. De eerste groep werd het
eigen standaardpreparaat toegediend in verdunningen met 0, 15 molair
NaCl van 1/40, 1/20, en 1/10. De eerste deeldosis van 0,2 ml werd
toegediend op de derde posthypoxische dag. Er werden vijf muizen per
meetpunt ingezet. Ter contrele diende een groep van 5 muizen, die 0,15
molair NaCl toegediend kregen. De tweede groep muizen werd het IRPE
toegediend in doses van respectievelijk 0,02, 0,05, 0,10en 0,20 1.U.
(SB). Voor dit experiment werd het 2nd IRPE (Annable et al., 1972) ge~
bruikt. Dit prepuraat werd opgelost in 0,15 molair NaCl tot 1,0 1.U./ml,
en daarmee ook verdund tot de gebruikte concentraties. De eerste deef-
dosis werd toegediend op de derde posthypoxische dag. Er werden vijf
muizen per meetpunt ingezet, De controclegroep is reeds gencemd. De
derde groep muizen werd het IRPE toegediend als genoemd bij de tweede
groep. Hierbij werd de eerste deeldosis echter toegediend op de vierde
posthypoxische dag. Ook hier werd een controlegroep van 5 muizen
ingezet. Op &én punt werd bij dit experiment van het normale assay-
schema afgeweken. De tijdsverlopen tussen de beide deeldoses, en tus-
sen de tweede deeldosis en de toediening van 59FeC|3 bedroegen 22 uur

Tabel 4

eigen standaardpreparaat IRPE

dosis respons dosis respons (%SQFe-incorp.)
{verdunning) (%59Fe—incorp.) (1.U.ISB) groep b groep ¢

1:40 8,9+ 2,6 0,02 7,3+1,8 2,6+0,4

1:20 17,5+2,4 0,05 150+2,9 9,2+1,2

1:10 26,2 +1,6 0,10 22,9+1,3 17,8+1,9

0,20 30,6+3,2 251+3,9

Blanco 3,9+0,6 Blanco 3,9+0,6 2,2+0,6
(0,15 molair
NaCi)

voor verklaring zie tekst
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i.p.v. 24 vur, De redenen hiervoor waren organisatorisch van aard,
De resultaten zijn weergegeven in tabei 4 en figuur 14, De respon-
ses op 0,15 melair NaCl zijn in overeenstemming met figuur 11, en ver-
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Fig. 14. Log dosiswrespons-relaries voor het eigen standaardpreparaat
en het IRFE. In de figuur zijn de linecire regressielijnen
aangegeven. Voor verkiaring zie tekst.
Verklaring der symbolen:
@ responses op het preparaat bereid vit menselifke urine
o responses op het IRPE, eerste deeldosis derde posthypoxische
dag,
& respenses op het IRPE, eerste deeldosis vierde posthypoxische
dag.
Het punt a' is de gontrole behorend bij de curven a en b,
het punt ¢' is de controle behorend bij curve ¢.

schillen 1,7% 59Fe—incorporqtie; het verschil is statistisch significant
{p<0,02). De responses op de verdunningen van de eigen standaard
konden in lineair verband worden gebracht met de logarithmen van de
doses. De responses op de foegediende doses van het IRPE konden bij
beide groepen muizen eveneens in lineair verband worden gebracht met
de logarithmen van de doses vanaf 0,05 1.U, (ISB). De hellingen van
de drie regressielijnen verschillen niet significant; op basis hiervan werd
parallelliteit acangenomen,
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Het verschil tussen de curven b en ¢ bedraagt gemiddelid 5, 3% 5%Fe-
incorporatie. Dit is kwantitatief in overeenstemming met figuur 12 en
statistisch significant (p< 0,02). Het verschilt bovendien significant
van het verschil tussen de bejde responses op 0,15 molair NaCl (p< 0,02},
wat bevestigt, dat de afname van de responses op erythropoiefine~acti-
viteit als functie van de posthypoxische tijd niet parallei verioopt aan de
afname van de responses op 0, 15 molair NaCl. De responses op G, 02
I.U. (I5B) wijken kij beide groepen muizen af van de lineaire regressie-
lijn. Bij curve b bedraagt de afwijking 2,0%59Fe—incorporarie, en bij
curve ¢ 3,8% . In de figuur zijn vitsluitend de regressielijnen van het
lineaire gedeelte van de curven weergegeven.

Samenvaottend zi| opgemerki, dat de hellingen van de eigen stan-
daard en van het |RPE niet significant verschillen, zodet aan de eigen
standaard een erythropoietine-activiteit in termen van |.U. {ISB) kan
worden toegekend. Bovendien werd het experiment weergegeven in
figuur 12 bevestigd.

Eerder werd opgemerkt, dat het bloedvolume van de posthypoxische
poiycythemische muis wacrschijnlijk niet voldoet aan de betrekking van
C,077 liter/kg lichaamsgewicht, Dit vormde aanleiding om bij een groep
van zes muizen op de zevende posthypoxische dag, zoals aangegeven in

bloedvolume(mi)

2,30
2,101

1,90

1,70
O-f“v—i T T T T
18 19 20 21 22 23

lichaamsgewicht{gram)

Fig. 15. Bloedvolume, bepaald met behulp van 131 albumine als
functie van het lichaamsgewicht bij posthypoxische (dag 7)
polycythemische muizen.
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figuur 13, bloedvolumebepalingen met behulp van met 131 ) gemerkt al-
bumine uii fe voeren, en het verband met het lichaamsgewicht te onder-
zoeken. Het resuitaat is gangegeven in figuur 15. Bloedvolume en
lichaomsgewicht waren lineair gecorreleerd (r = G, 96, p < 0,01). De
afwijking van de lineaire regressielijn ligt binnen de fout waarmee het
lichaamsgewicht werd vastgesteld. Het bloedvolume bedroeg 0,098 +
0,007 liter/kg lichaamsgewicht. Dit getal wordt bij de hierna bespro-
ken experimenten voor de berekening van de %9 Fe-incorporatie gehan-
teerd.

De invloed van het gebruik van drie deeldoses op de ligging
van de log-dosis-respons-curve

In de inleiding van dit hoofdstuk werd reeds gewezen op het verschijn-
sel, dut de respons op erythropoietine toeneemt no voorafgacnde toedie-
ning van erythropoietine. Dit potentiérend effect van erythropoietine
werd het eerst door Gurney (1961) beschreven en met name door Fogh
{1966, 1968, 1970) bestudeerd. Op enkele kwantitatieve ospecten er-
van wordt in hoofdstuk 111 B teruggekemen. Het mechanisme ervan heeft
waarschijniijk dezelfde grondslag als de reeds beschreven afnemende res-
pons als functie van de posthypoxische tijd (zie ook hoofdstuk Il B)., Wij
besloten van dit potentigrend effect gebruik te maken door bij het bio-
assay drie i.p.v. twee deeldoses toe te passen, met tijdsintervallen van
twaalf uur. De lengte van deze tijdsintervalien was afgeleid uit de cur-
ve van Gurney {1961}, welke het verband aangeefi tussen het tijdsinter-
val tussen twee deeldoses, en de dacropvolgende respons. Teneinde de
invloed van het gebruik van drie deeldoses op de ligging van de dosis-
respons-curve na te gaan, werd het op blz.60 beschreven experiment
hernaald. Na blootstelling aan discontinue hypoxie op de beschreven
wijze, werden twee groepen muizen ingezet.

De eerste groep muizen werd het IRPE foegediend in doses van res~
pectievelijk 30, 75, 150, 300 ml.U. (I5B) in drie geiijke decldoses van
0,2 ml. De gebruikte oplossingen van het IRPE waren dezelfde als ge-
noemd op blz. §0. De eerste deeldosis werd toegediend op de derde
posthypoxische dag. Er werden vijf muizen per meetpunt ingezet. Ter
controie diende een groep van vijf muizen, die 0,15 molair NaCl toege-
diend kreeg. De tweede groep muizen werd het IRPE toegediend in doses
van respectievelijk 6, 12,30, 75, 10 en 300 m!.U. (ISB) in drie gelijke
deeldoses van 0,2 ml. De gebruikte oplossingen van het |IRPE werden op
dezelfde wijze bereid als genoemd opbk 40. De eerste deeldosiz werd toe-
gediend op de vierde posthypoxische dag. Er werden vijf muizen per
meetpunt ingezet. Ter controle diende een groep van vijf muizen, die
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0, 15 molair MaCl toegediend kreeg. De tweede groep muizen werd
zestien uur fater ingespoten dan de eerste.

De resultaten zijn weergegeven in tabel 5 en figuur 16. De respon-
ses op 0,15 molair NaCl zijn in overeenstemming met figuur 11, en
verschillen 2, 1%3%Fe-incorporatie; het verschil is statistisch significant
(p <0,01). De responses op de toegediende doses konden in lineair ver-
band worden gebracht met de logarithmen van de doses, bij curve b van-
af 0,012 1.U, {ISB). De hellingen van de bzide regressielijnen verschil-
len niet significant; op basis hiervan werd paralleliiteit aangenomen.

Tabel 5 50

IRPE respons (%~ Fe-incorporatie)
(E.U. (ISB) groep a groep b
0,006 3,0 + 0,6
0,012 5,5+ 1,3
0,030 16,3 + 3,1 12,1 + 1,7
0,075 23,7 + 1,9 20,8 + 3,6
0,150 32,8 «+ 28,6 + 2,3
0, 300 38,1 + 3,8 33,8 + 3,2
0,15 molair NaCl 4,1 + 1,0 2,0 + 0,3

voor verklaring zie tekst

Het verschil tussen de beide curven bedraagt gemiddeld 3,9%59Fe-in—
corporatie en is statistisch significant (p< 0,02}. Ook bij dit experiment
is genoemd verschil significant groter dan het verschil tussen de beide
responses op 0, 15 molajr NaCl (p< 0,05}, Dit bevestigt, dat de afname
van de responses op erythropoiefine-activiteit ook bij gebruik van drie
deeldoses niet parallel verloopt aan de afname van de responses op 0,15
molair NaC] als functie van de posthypoxische tijd. De respons op
0,006 [.U. (ISB) wijkt af van de linecaire regressielijn, doch verschilt
significant van de respons op 0, 15 molair NaCl (p< 0,02). Uit de gege~
vens kan worden geconcludeerd dat het gebruik van drie deeldoses leidt
tot een grotere respons dan het gebruik van twee deeldoses, terwijl de
gevoeligheid. van de bepaling, gedefinieerd als de minimale dosis ery-
thropoietine-activiteit die leidt tot een respons welke significant ver-
schilt van de respons op 0,15 molair NaCl, gunstig wordt beinvlced.
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Fig. 16. Log-dosis~respons-relaties voor het IRPE. De doses werden
in drie gelijke deeldoses toegediend.
O curve a, eerste deeldosis op de derde posthypoxische dag,
® curve b, eerste deeldosis op de vierde posthypoxische dag.

De respons als functie van de tijd na taediening van
erythropoietine-activiteit

Tot dusver namen wij op grond van literatuurgegevens (Erslev, 1959;
Schooley en Garcia, 1962; Filmanowicz en Gurney, 1961) aan, dat
toediening van erythropoietine-activiteit op de vierde en vijfde posthy-
poxische dag resulteert in een optimale respons bij meting van de 24-uurs-
%99Fe-incorporatie van de zesde tot de zevende posthypoxische dag.
De respons van het erythroide systeem bestaat echter, zoals in het eerste
hoofdstuk reeds is duidelijk gemaakt, uit een erythropoiese-"golf", die
zich over enkele dagen uitstrekt. Het verdient de voorkeur om de top
hiervan te meten. In het feit dat de erythropoietine-activiteit door ons
in drie deeldoses werd toegediend, meenden wij reden te hebben om een
en ander nader te onderzoeken. Hiertoe werd de 24-uurs-%9%Fe-incor-
poratie op vier achtereenvolgende dagen na de toediening van erythro-
poietine-activiteit gemeten.
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Tabe!l &

dosis erythropoietine

dag nr. 0 75 ml.U_{(ISB) 150 ml. U, (1SB) 300 ml|.U.(ISB)

5-6  4,2+0,4 13,9+2,6  188+1,5 21,1+2,1
6-7 1,9+0,2 20,4+3,1  26,9+1,9  33,1+4,0
7-8 1,8+0,4 14,3+1,4 19,5+2,7  22,3+1,2
8-9 1,8+0,1 6,8+1,1 8,5+0,9 10,1+1,7

.Totaal 55,4 73,7 86,6

Voor verklaring zie tekst

Erythropoietine~activiteit (75, 150 en 300 m!.U. {ISB) in drie gelij-
ke deeldoses met volumina van 0,2 ml) werd toegediend op de vierde en
vijfde posthypoxische dag, waarna de 24-uurs-%3%Fe-incorporaties wer-
den gemeten van de vijfde tot de negende posthypoxische dag. De ver-
kregen 5%Fe-incorporaties zijn opgesomd in tabel 6 en weergegeven in
figuur 17. Dit geldt eveneens voor het controle-experiment (responses
op 0,15 molair NaCl). Het verloop als functie van de dosis is voor elk
van de dagen vitgezet in figuur 18, Uit dit experiment werden de vol-
gende conclusies getrokken. Uit tabel 6 en figuur 18 kan worden afge-
leid, dat de meting van de 24-uurs=%3 Fe-incorperatie op het tot dusver
gekozen tijdstip inderdoad de erythropoiesegolf bij het maximum ervan
meet. In de tweede plaats kan uit figuur 18 vastgesteld worden, dat in
het bestudeerde deel van de dosis-respons-curve de 24-yurs=%5%Fe-in-
corporatie in lineair verband staat tot de volledige erythropoiesegolf.
Opgemerkt zij, dat meting van de 24-uurs-%97Fe-incorporatie op vier
opeenvolgende dagen na toediening van erythropoietine een accuratere
ijking van onbekende monsters mogelijk zou maken dan uitsluitend me-
ting op dag 6 - 7, gezien de hellingshoek van de dosis-respons-curve van
de totale ijzerincorporatie. Van deze mogelijkheid hebben wij om prak-
tische redenen echter geen gebruik gemaakt.

Onderzoek over de mogelijkheid tot verdere vergroting van de
gevoeligheid van het bio-assay

Bij de voorgaande experimenten werd gebruik gemaakt van het poten-
tigrend effect van erythropoietine door de toe te dienen dosis erythro-
poietine-activiteit, en daarmee de eventueel op erythropoietine-activi-
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teit te onderzoeken monsters, in drie deeldoses toe te dienen. Een twee-
de benadering om gebruik te maken van het potentiérend effect is de toe-
diening van een hoeveelheid erythropoietine-activiteit alvorens het ei-
genlijke assay te beginnen. Ongetwijfeld zou het nadeel hiervan zijn
een verhoogde respons op 0,15 molair NaCl, maar hiertegenover stond
de verwachting, dat de gevoeligheid van het assay eveneens zou toene-
men.

Veertig muizen, op de beschreven wijze blootgesteld aan discontinue
hypoxie, werden verdeeld in twee groepen: de eerste groep kreeg op de
vierde posthypoxische dag het eigen standaardpreparaat, op het IRPE ge-
ijkt als beschreven op blz. 60 , tcegediend. De dosis bedroeg 116 mi.U.
(ISB) in een volume van 0,2 ml. Op de vijfde en zesde posthypoxische
dag werd het eigen standaardpreparaat toegediend in doses van respec-
tievelijk 35, 70, 140 en 280 ml.U. (ISB) in drie gelijke deeldoses van
0,2 ml. Tussen de vier toedieningen van erythropoietine-activiteit be-
stonden tijdsintervallen van twaalf uur. Als controlegroep diende een
groep muizen, die op de vierde posthypoxische dag 116 mi.U. (I5B) toe-
gediend kreeg, en op de vijfde en zesde posthypoxische dag 0, 15 molair
NaCl i.p.v. erythropoietine-activiteit. Er werden vier muizen per meet-
punt ingezet. De tweede groep muizen werd volgens hetzelfde schema
behandeld. Op de vierde posthypoxische dag werd echter niet de dosis
van 116 ml.U. (I5B) toegediend, doch 0,15 molair NaCl. Dit vond
eveneens plaats voor de controlegroep. Ook bij deze groep werden vier
muizen per meetpunt ingezet.

Tabel 7
24—uurs—%SQFe-incorporaﬁe
zonder voorafgaande na voorafgaande
dosis toediening van ery- toediening van

thropoietine 116 mi.U. (15B)
3,15 molair NaCl 2,1+0,2 i1,3+0,8
35 mi.U. (IS8) 2,5+0,3 15,5+2,3
70 ml.U. (158) 4,7+1,0 19,1+1,8
140 ml.U. (15B) 14,0+ 2,1 23,7+0,3
280 ml.U. (ISB) 21,5+ 0,4 3,5+1,2

De resultaten zi[n weergegeven in tabel 7 en figuur 19. De in de
figuur aangegeven waarden werden berekend door de responses van de
controlegroepen af te trekken van de responses op erythropoietine-activi-
teit. Bij de groep muizen, die op de vierde posthypoxische dag geen
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Fig. 19. Log-dosis-respons~relaties verkregen met (@) en zonder (O}
voorafgaande stimulering met 0,1 §.U. (ISB).
Voor details zie tekst.

dosis van 116 m|.U. (ISB) had ontvangen, waren de responses vanaf 70
ml.U. (1SB) in lineair verband te brengen met de logarithmen van de do-
ses. De respons op 35 ml.U. (ISB) wijkt bij deze groep of van de lineai-
re regressielijn, maar verschilt nog juist significant (p < 0, 05) van de res-
pons op 0, 15 molair NaCl. Vergelijking van deze regressielijn met re-
gressielijn b van figour 13 laat het verschil zien in gevoeligheid, veroor-
zaokt door een verschil in posthypoxische tijd van 1 dag. Bij de groep
muizen, die op de vierde posthypoxische dag een dosis van 116 ml .U,
{ISB) had ontvangen, waren de responses niet inlin.eair verband te bren-
gen met de logarithmen van de doses, De log-dosis-respons-curve werd
benaderd met een exponentigle functie (regressielijn a}. Voor de respon-
ses op 35, 70 en 140 ml.U. {ISB) kon echter wel als lineair worden be-
schouwd; de regressielijn s in de figuur met een stippellijn aangegeven.
Het feit dat de respons op 35 ml.U. (158) nog op deze lineaire regressie~
lijn ligt en 4,2%3%Fe-incorporatie van de respons op 0,15 molair NaCl
verschilt, leidt tot de conclusie, dat de voorafgoande toediening van
erythropoietine-activiteit inderdaad leidt tot een verhoogde gevoeligheid.
De beide responses op 140 ml.U. (ISB) verschillen na aftrek van de res-
ponses op 0, 15 molair NaCl niet significant, evenmin als de responses

op 380 ml.U. (ISB). Op basis hiervan werd
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voor dit traject van de regressielijnen parallelliteit aangenomen. Het
is duideliik dat bij deze hogere doses het effect van de vonrafgaande
stimulering met erythropoietine-activiteit teniet wordt gedaan.

Dit experiment kan gelden als een demonstratie van de mogelijkheid
de gevoeligheid van het bio-assay verder op te voeren. Aangezien de
winst echter betrekkelijk gering is, de dosis-respons-relatie in hellings-
hoek kleiner wordt en op halflogarithmische schaal niet meer lineair ver-
loopt, hebben wij er geen gebruik van gemaakt. Uit het oogpunt van de
kinetiek van de erythropoietine-targetcel interactie zou het interessant
zijn dit effect van voorafgaande stimulering met erythropoietine-activi-
teit nader te kwantificeren. Aan dit type experimenten zijn wij echter
helaas niet toegekomen.

De invloed van het volume van de toegediende dosis
erythropoietine-activiteit

Het ligt voor de hand te veronderstelilen, dat de erythropoietine-acti-
viteit bi] intraperitoneale toediening een aantal biologische membranen
dient te passeren. Hieruit kan worden verwacht, dat de respons op een
gegeven hoeveelheid erythropoietine-activiteit mede afhankelijk is van
ket volume en de ionsterkte van de toegediende dosis. Teneinde de
invloed van het volume op de respons te onderzoeken werden de volgen-
de experimenten opgezet.

In eerste instantie werd een oriénterend experiment uitgevoerd met
behulp van een preparaat, vervaardigd uit de urine van met phenylhydra-
zine behandelde ratten. Het preparaat was vervaardigd door de urine
te dialyseren tegen een vijfiigvoudig volume aquadest {42C, 48 uur}, dat
driemaal werd ververst, en daarna werd gedialyseerd tegen een vijftig-

Tabel 8

concentratie als  toegediend relatieve erythro- 24-uurs-%5%Fe-

verdunningsgraad volume poietine-activiteit incorporatie
1/5 3x0,5 1 11,3+2,3
1/5 3x1,0 2 17,6 + 3,1
/1 3x0,1 1 18,3 +3,5
1/1 3x0,2 2 24,1+2,7
i/1 3x0,3 3 28,4 +3,6

0,15 molair NaCt (3 x 1,0 ml) 2,1+0,4
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voudig volume 0,15 melair NaCl (42C, 24 uvur). Op deze procedure
wordf in het vijfde hoofdstuk nader teruggekomen, Het preparaat werd
aan dertig muizen, op de beschreven wijze blootgesteld aan discontinue
hypoxie, toegediend in drie doseringen en twee concentraties. Aange-
zien het preparaat niet was geijkt op het IRPE, worden de doses cpgege-
ven in relatieve erythropoietine-activiteit (zie tabel 8}, waarbijaan de
erythropoietine-activiteit aanwezig in 0,3 ml van het preparaat een
waarde 1 wordt toegekend. De concentraties worden om dezelfde reden
aangegeven als verdunningsgraad. De doses werden toegediend in drie
gelijke deeldoses. De ecerste deeldosis werd toegediend op de vierde
posthypoxische dag, waarna het assayschema werd gebruikf als beschre-
ven op blz.59 . Er werden vi|f muizen per meetpunt ingezet. De resul-
taten zijn weergegeven in tabel 8. Uit de gevonden waarden leidden
wi| af, dat de respons omgekeerd evenredig is met de grootte van het
volume, of recht evenredig met de concentratie aan erythropoietine-ac-
tiviteit. De vraag of voor het eerste dan wel voor het tweede moet wor-
den gekozen, is op grond van dit experiment niet te beantwoorden, en
in het algemeen niet gemakkelijk te onderzoeken. Wij achtten de vroag
van ondergeschiki belang, en trokken de conclusie, dat bij de bepaling
van de erythropoietine-activiteit van een willekeurig monster het volume
van de gebruikte standaardoplossing gelijk zou moeten zi[n aan dat van
het monster. De mogelijkheid bestaat, dat de waargenomen afname van
de erythropoietine-activiteit bij toenemend volume, wordt veroorzaakt
door instabiliteit van het hormoon in verdunde oplossingen. Hieraan zou
tegemoer kunnen worden gekomen door een indifferent eiwit als gelatine,
ovo-albumine of orosomuceid, of serum toe te voegen (Moores et al .,
1966; Goldwasser en Kung, 1968).

In het tweede experiment werd het karakter van de beschreven even-
redigheid onderzocht, en de invioed van de toevoeging van het erythro-
poietisch inactieve ovo-albumine, Veertig muizen werden op de beschre-
ven wijze blootgesteld aan discontinue hypoxie. Adn zestien van deze
muizen werd het eigen standoardpreparaat, op het IRPE geijkt als be-
schreven op blz. 60 , toegediend, in doses van 350 mi.U. {[SB). Hier-
bij werden drie deeldoses gebruikt van volumina van respectievelijk
0,1, 0,2, 0,5en1,0mil. De eerste deeldosis werd toegediend op de
vierde posthypoxische dag. Ter controle diende een groep muizen die
1,0 ml en 0,15 molair NaCl toegediend kreeg. Er werden vier muizen
per meetpunt ingezet. Aon de tweede zestien muizen werd erythropoie-
tine-activiteit toegediend in dezelfde dosering en volumina, doch met
ovo-albumine tot een concentratie van 30 gram/liter toegevoegd aan de
monsters. Ter controle diende een groep muizen die 1,0 ml van een op-
lossing van 30 gram/liter ovo~albumine in 0,15 molair NaCl i.p.v.
erythropoietine-activitelt toegediend kreeg. Ook hier werden vier muj~
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Tabel ¢
concentratie toegediend 24~uurs-°/059Fe-Encorpomﬁe

{1.U.(15B)/liter) volume(ml) zonder ovo-albumine met ovo-albumine
1160 3x0,1 23,6 + 1,4 28,8+ 1,0
580 3x0,2 19,8 + 0,3 26,2+ 1,2
232 3x0,5 18,6 + 0,4 21,5+0,6
116 3x1,0 18,0+0,8 21,3+0,5

0,15 motlair 3x1,0 2,2+0,1 2,4+0,2
NaCl

zen per meetpunt ingezet. De resuitaten zijn aangegeven in tabel ? en
figuur 20. De curve welke ontsiond na toevoeging van ovo-albumine

tot een concentratie van 30 gram/liter ligt gemiddeld 4,0 %39Fe-incor-
poratie hoger dan bij de groep muizen, waarbij het ovo-albumine uit de
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Fig. 20. Het effect van het volume van een foegediende dosis
erythropoietine-activiteit (350 ml.U. {ISB}) en van de
toeveeging van ovo-albumine op de grootte van de respons.
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monsters was weggelaten. Dit verschil is significant (p< 0,01). Uit de
waarden is af te [eiden, dat de toevoeging van ove-albumine geen ef-
fect heeff op de invliced van het volume van de toegediende dosis op de
respons. De responses bif de beide controlegroepen verschillen niet
significant, waaruit kan worden afgeleid, dat het ovo-albumine zelf
geen erythropoietine~activiteit bezit, welke het verschil tussen de bei-
de curven zou kunnen verklaren. De respons op een volume van 3 x 1,0
ml verschilt een factor 0,74 van de respons op 3 x 0, 1 mi bij curve a en
een facfor 0,76 bij curve b. Deze waarden verschillen niet significant,

Het verloop van de dosis-respons-relatie

Het verloop van de dosis-respons-relatie bepaalt mede de nauwkeu~
righeid en het meetbereik van het bio-assay, reden om dit met enige
zorgvuldigheid te bestuderen., In deze paragraaf wordt de dosis-respons-
curve, in het bijzender bij lage en hoge doses erythropoietine-activiteit
behandeld, =n in de eropvolgende de reproduceerbaarheid en de nauwkeu-
righeid van de bepalingsmethode. De dosis-respons-relatie werd op de
volgende manier vasigesteld. Een groep muizen kreeg volgens het stan-
daardschema erythropoietine-activiteit toegediend in een tiental dose-
ringen die uiteenliepen van 4 tot 2000 ml.U. (ISB). Er werden zeven
muizen per meetpunt gebruiki. Het gebruikte erythropoietinepreparaat
was op de in hoofdstuk V beschreven wijze bereid uit urine van een pa-
tient mef PRCA door gelfiliratie over Sephadex G150, en op het 2nd
IRPE geijkt. De verkregen dosis-respons-relatie is in figuur 21 semi-lo-
garithmisch weergegeven. De respons op8 ml.U. (ISB) verschilde signi-
ficant (p < 0,01) van die op 0,15 molair NaCl, terwijl tussen 0,5 en
F.0 1.U. (15B) een plateau bereikt schijnt te worden. Dezelfde gege-
vens zijn in figuur 22 op lineaire schaal weergegeven, waarbij de dosis-

Tabel 10
experiment nummer laagste dosis (ml.U.) significantieniveau
] 8 p 0,02
2 5 p 0,05
3 15 p 0,005
4 7 p 0,02
5 9 p 0,02
) 9 p 0,005
7 8 p 0,02
8 10 p 0,005
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respons-relatie het best benaderd kan worden door een hyperbool. De
vorm van de dosis-respons-relatie was zeer reproduceerbaar. Er wordt in
hef zesde hoofdstuk in theoretisch verband kort op teruggekomen. In een
achttal experimenten werd de reproduceerbaarheid van de ondergrens
van de bepalingsmethode onderzocht. Dit werd vitgevoerd door volgens
het standaardschema doseringen van 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15en

20 ml.U. erythropoietine-activiteit toe te dienen ven hetzelfde stan-
daardpreparaat, en na te gaan welke van de responses significant ver-
schilde van die op 0,15 melair NaCl. De vitkomsten van deze experi-
menien zijn weergegeven in tabel 10, uitgedrukt als laagste dosis, waar-
bij dit het gevalwas. Per meefpunt werden steeds vijf muizen gebruikt.
Bij elk van de experimenten gaven de hogere doses eveneens responses
die verschilden van de respons op 0,15 molair NaCl. Afgeleid kan wor-
den dat de laagst aantoonbare dosis bij dit bio-assay tussen 5 en 10 ml.U.
ligi. Het plateau dat de respons op erythropoietine-activiteit bereikt
werd in vier experimenten nader onderzocht. Bij de eerste twee experi-
menten bestond het volgens het standaardschema toegediende erythropoie-
tine uit het eerder genoemde urinaire preparaat, bij de beide andere de
op dezelfde wijze verkregen erythrepoietisch actieve eiwitfractie vit het
serum van dezelfde patient. De resuliaten van deze experimenten zijn
in figuur 23 vastgelegd. Bij elk van de experimenten was de dosis-res-
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Fig. 23. Een viertal log-dosis-respons-relaties voor doses erythropoie-
tine-activiteit >0, 5 .U, (158}.
Voor verklaring zie tekst.
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pons-relatie volkomen vergelijkbaar met die van het eerste in deze
paragraaf genoemde experiment. Uit deze laatste experimenten kan ge-
conciudeerd worden dat het plateau voor de respons op erythropoistine
bij deze methode wordt bereikt voor doses tussen 0,5 en 2,0 1. U. (ISB),
waarbij opvalt dat bij drie van de vier experimenten hoge doses leidden
tot een significant lagere respons (p< 0,02). Hoewel het in principe
voorstelbaar is, en ook voorspeld wordt door de theorie van Kretchmar
et al. (1964}, dat bij hoge doses de gevoelige cellen refractair voor ery-
thropoietine worden, lijkt het ons waarschijnlijker dat wij hier te maken
hebben met een toxisch fenomeen. Het werd door ons niet nader onder-
zocht.

De hier beschreven experimenten leidden tot de conclusie dat het
bio-dassay een meetbereik heeft van 5 - 10 mi. U. (ISB) %0t 0,5-1,0
[.U. {ISB) aan erythropoietine-activiteit, met een gemiddelde ondergrens
van 8 ml.U. (I5B) en een bovengrens die omstreeks 1,0 1. U, (ISB) be-
draagt. Bi] meting van de erythropeietine-activiteit werd bij voorkeur
gebruik gemaakt van het traject tussen 0,05 en 0,25 1. U. (1SB). Wij
achtten het niet zinvol de bovengrens van de methode nauwkeuriger vast
te stellen.

Reproduceerbaarheid en nauwkeurigheid van de bepalingsmethode

Een biologische bepalingsmethode is alleen dan zinvol te gebruiken
als de reproduceerbaarheid en nauwkeurigheid ervan standaardisering van
de metingen toestaan. In een reeks experimenten hebben wij dit nader
onderzocht. Serum van een patient met een aplastische anemie was door
middel van een zespunisijking op het st IRPE gestandaardiseerd en bevat-
te 6,1 x 103 [.U. {ISB)/liter. Dit serum werd gebruikt voor een reeks
metingen binnen &én assaygroep, en voor een reeks metingen in opeen-
volgende assays. Met serum werd 40 maal verdund met 0, 15 moleir NaCl
en deze verdunning bevatte op basis van de gencemde ijking 92 + 3 mi. U.
(ISB) per 0,6 ml. De verdunning werd aan zestien groepen van vijf mui-
zen binnen één assaygroep van 100 muizen toegediend, in drie gelijke
deeldoses gescheiden door 12-uurs-intervallen, en aan groepen van vijf
muizen als é&n van de ongeveer twintig metingen in zestien opeenvolgen-
de assaygroepen. Bij elk van de experimenten werd een driepunisijklijn
ingezet met hetzelfde preparaat als gencemd op blz. 60, in doses van
40, 80 en 160 ml.U. (I5B). Het resultaat van de tweemaal zestien
ifkingen is in de histogrammen van figuur 24 weergegeven. Het gebruik-
te standaardpreparaat werd aan het eind van de zestien assays opnieuw
geijkt op het 2nd IRPE, en bleek niet significant in activiteit te zijn
veranderd .
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Fig. 24. Histogram van zestien bepalingen van een serummonster verdund
tot 92 + 3 1. U, (ISB) binnen &één assaygroep (links], en van
zestien bepalingen in evenzoveel achtereenvelgende assaygroe-
pen (rechts).

Het gemiddelde van de zestien bepalingen binnen één assaygroep be-
droeg 90, standaarddeviatie 8§ m|.U. (ISB), en voor de zestien onafhan-
kelijke assays lagen deze getallen op resp. 71 en 9. Deze gemiddelden
verschillen onderling niet significant, en afzonderlijk niet significant
van de vastgestelde waarde van 92 + 3 1. U. (ISB}. Opgemerkt zij dat
routinematige bepaling van serum en urine monsters werd uitgevoerd door
de 59Fe-incorporaﬁe op twee verdunningen te vergelijken met sen drie-
tal verdunningen van de standaard.

Op basis van de aanname van een normale verdeling van de verkregen
meetpunten werden betrouwbaarheidsintervallen berekend voor gemiddel-
de p en standaarddeviatie ¢ . Deze zijn gegeven in tabel 11. Voor de
hier gegeven reeks bepalingen bedraagt de variatiecoéfficient 10%.

Tabel 11
fregquentieverdeling betrouwbaarheidsinterval voor gemiddelde p
en standaarddeviatie o
figuur 23 ({boven) 6,1 (¢ < 13,7
85,4 { u < 954
figuur 23  {onder) 6,4 C o { 14,3
86,0 ¢ u < 9,6
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Bepaling van erythropoietine-activiteit in het serum van
normale proefpersonen en in serum van patienten met
aandoeningen van de erythropoiese

Ter verkrijging van referentiewaarden voor het gebruik van de ery-
thropoietinebepaling voor klinische doeleinden werd erythropoietine-ac-
tiviteit bepaald in normaal menselijk serum tegen een standaardreeks be-
staande wit 5, 10, 15 en 20 ml.U. (iSB), met 0,15 molair NaCl en
runderserumalbumine (30 gram/liter) als contreles. In een tweetal onaf-
hankelijke experimenten werden respectievelijk een mengsel van gelijke
delen van 18 normale proefpersonen, en 10 afzonderlijke sera van nor-
male proefpersonen onderzocht. De sera werden na dialyse (4°C, 24 uur)
tegen 0, 15 molair NaCl en centrifugatie in een volume van 3 x 1,0 ml
aan de muizen toegediend. Er werden acht muizen per meetpunt ge-
bruikt. De uitkomsten van de bepalingen zijn in tabel 12 weergegeven.

Tabel 12

serumnummer erythropoietine-activiteit
1.U. (ISB)/liter*
1 3,5
2 3,0
3 3,0
4 3,5
5 4,5
6 4,0
7 3,0
8 <3,0%*
¢ <3,0
10 <3,0
mengsel (18 sera} 3,0

* afgerond op 0,5 1.U. (ISB)
** significant verschillend van 0,15 melair NaCl

Wij concludeerden ervit dat de normale erythropoietine-activiteit van
menselijk serum bij benadering 2 - 5 1.U. (I5B)/liter bedraagt.

In het verloop van het in dit proefschrift beschreven onderzoek wer-
den bepalingen verricht bij een aantal patienten met aandoeningen van



Tabel

PRIMAIRE POLYCYTHEMIE

pat.nr. erythropoietine- pat.nr.
activiteit

) n.a.* 6
2 n.a, 7
3 n.a 8
4 n.a 9
5 n.a. 10

11

12

*
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13 Erythropoietinebepalingen bij polycythemie

niet aantoonbaar

SECUNDAIRE POLYCYTHEMIE

erythropoietine-

activiteit
[.U, (1SB)/liter
34+ 6
42+ 3
48 + 3
61 + 11
120+ 8
68+ 5
55+ 3

er ythropoietine-
activiteit

I.U. {ISB)/liter

n.a.*

n.a,

n.a.

n.a.

285 + 30

(8,3+0,7) x 10°

(13,3+0,4) x 10

(5,1+0,9 x 10°
3

3

Tabel 14  Erythropoietinebepalingen bij anemie
pat.nr. diagnose
13 nierinsufficiéntie (hemodialyse)
14 nierinsufficiéntie (hemodialyse)
15 nierinsufficiéntie (hemodialyse)
16 nierinsufficigntie (hemodialyse}
17 anemie e.c.i.
i8 pure red cell aplasia {(PRCA}
19 PRCA
20 PRCA
21 beenmergaplasie
22 beenmergaplasie

*

niet aantoonbaar

(5,3 +0,6) x 10
(3,9+0,5 x 10°
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de erythropoiese, in het bijzonder bij primaire en secundaire polycythe-
mie, en bij beenmergaplasie, pure red cell aplasia, bi] een geval van
anemie e.c.i., en bij een viertal patienten met een anemie tengevolge
van ernstige nierinsufficiéntie, waarvoor zij hemodialyse ondergingen,
De resultaten van deze bepalingen zijn weergegeven in de tabellen 13
en 14 met vermelding van de diagnose. Gezien het fragmentarisch ka-
rakter van deze studie bij patienten zien wij af van een gedetaillieerde
bespreking. Vastgesteld kan worden, dat erythropoietine niet aantoon-
baar was bij primaire polycythemie en anemie tengevalge van ernstige
nierinsufficiéntie, verhoogd bij patienten met een secundaire polycythe-
mie, en zeer sterk verhoogd bij beenmergaplasie en pure red cell apla-
sia. Deze waarnemingen zijn volkomen in overeenstemming met litera-
tuurgegevens, vermeld in het eerste hoofdstuk.
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B. KINETIEK VAN DE RESPONS OP ERYTHROPOIETINE

De respons op een enkelvoudige dosis erythropoietine-activiteit
als functie van de tijd na hypoxie

Eerder werd vastgesteld, dat de respons op erythropoietine-activiteit,
toegediend in twee gelijke deeldoses met een interval van 24 uur, af-
neemt als functie van de tijd na be8indiging van de hypoxische condi-
ties. Om te bevestigen, dat het verschijnsel berust op verschillen in aan-
inl ERC's (zie hoofdstuk | en hoofdstuk VI) als functie van de tijd na be-
eindiging van de hypoxie werd het experiment herhaald met een enkel-
voudige kieine dosis erythropoietine-activiteit. Als dosis werd 0,1 .U,
{15B} gekozen, wat voldoende groot is om een significante respons te ge-
ven, en voldoende klein om aan te nemen dat de grootte van de respons
niet significant wordt beinvloed door erythroide differentiatie van onder
invloed van langdurig circulerend erythropoiefine gerecruteerde ERC's.
Het experiment werd vitgevoerd door vanaf dag 0 tot en met dag 5 ne
hypoxie 0,1 [.U. (ISB) aan afzonderlijke groepen van 7 muizen tce te
dienen, en 48 vur later de 24-uurs-% gFe—incorpora’rie te meten. HMet
resuitaat is in figuur 25 weergegeven in vergelijking tot de respons op
0,15 molair NaCi, als functie van het tijdstip waarop de 3%Fe-incorpo-
ratie gemeten werd (bovenste abscis) en als functie van de tijd waarep
erythropoietine-activiteit, respectievelijk 0, 15 molair NaCl werd toege-
diend (onderste abscis). Evenals beschreven op blz.57 neemt de respons
op erythropoietine af in de periode (dag 6 - 8) waarin geen afname meer
na toediening van 0,15 molair NaCl wordt waargenomen. Het verschil
tussen de responses op 0,15 molair NaCl en op erythropoietine wordt ge-
kenmerkt door een maximum.

Interpretatie van dit maximum wordt bemoeilijkt door het in hoofd-
stuk | vermelde feit dat erythropoietine, afgezien van de inductie van
erythreide differentiatie, de rijping van reeds gevormde erythroide cel-
fen versnelt, als schematisch weergegeven in figuur 26. De praktische
betekenis hiervan is, dat de woargenomen verschillen tussen de 24-vurs-
%59Fe-incorporcties volgend op de toediening van 0,15 molair NaCl en
op de toediening van erythropoietine van dag 3 tot dag 5 als minimale
getallen moeten worden cpgevat. Hiervit volgt dat het tijdstip van de
maximale respons op erythropoietine, te weten toediening van erythro-
poieiine op dug 2 na beg&indiging van de hypoxie, onbetrouwbaar is.

Een soortgelijk verschijnsel werd waargenamen door McDanald et al,
(1971) bij muizen waarbij de polycythemie was geinduceerd door middel
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Fig. 25. 24—uurs—%59Fe—incorporaﬁe in respons op een enkelvoudige
dosis van €, 1 1.U. (ISB) erythropoietine (@) en 0,15 molair
NaCl (@} als functie van de tijd na hypoxie. Bovenste
abscis: tijdstip van de 59Fe-incorporufie-meting, anderste
cbscis: tijdstip van de toediening van C, 15 molair NaCl
resp, erythropoietine-activiteit, Onderbroken tijn (4 ):
het verschil tussen de twee responses. Verticale ljnstukken
geven de standeorddeviaties van het gemiddelde wan.

beenmerg : bloed
HSC pop| ERC fow| 7V7 o] ery’s
v, .

ERYTHROPOIETINE

Fig. 26, Schematisch mode} van de werking van erythropoietine op de
erythropoiese. HSC = hemopoietische stamcel; ERC = voor
erythropoietine gevoelige cel; "erythroid” = compartiment van
differentigrende erythroide cellen. Erythropoietine induceert
erythroide differentiatie in het compartiment ERC en versnelt
de erythroide differentiatie van gevormde erythroide cellen.
Zie ook de hoofdstukken | en VI.
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van de beperkte doorinatbaarheid van silicone rubber membranen voor
zuurstof (genoemd in hoofdstuk |). Door Okunewick en Fulton {1970)
werd het echter niet gevonden. Er bestaan duidelijke verschillen tussen
de proefopzet van McDonald et al. en de onze enerzijds, en die van
Okunewick en Fulton anderzijds. Gezien het feit dat bij gebruik van
selectieve membraanpermeabiliteit voor O en CQO» een evenwichts-
zuurstofspanning pas na angeveer 7 - 9 uur wordt bereikt en de proefop-
stelling dagelijks wordt geopend (Lange et al., 1948) wordt in feite een
situatie van intermitterende hypoxie bereikt, evenals bij onze proefop-
stelling. In tegenstelling hiermee gebruikten Okunewick en Fulton een
proefopsteliing waarmee een langdurige periode van continue hypoxie
kon worden geinduceerd. Het tweede verschil is de dosis erythropoie-
tine. Evenals bij het hier beschreven experiment gebruikten McDonald
et al, een lage dosis erythropoietine-activiteit (0,5 1. U. {ISB)}, ter-
wiil Okunewick en Fulton een dosis van & [.U. (ISB) gebruikten., Het
is zeker dat toediening van deze dosis leidt tot een befrekkelijk langdu-
rige circulatie van meetbare hoeveelheden erythropoietine waardoor de
respons op erythropoietine mede wordt bepaald door ERC's die op het
tijdstip van de toediening van erythropoietine nog niet aanwezig waren
{Metcalf en Moore, 1970). Wij komen in de discussie van dit hoofdstuk
kort op deze verschillen terug.

De respons op meerdere deeldoses erythropoietine-activiteit als
functie van de tijd na toediening

Eerder in dit hoofdstuk werd vastgesteld, in overeenstemming met de
resultaten van de onderzoekers gencemd in de inleiding van hoofdstuk
[l A, waargenomen, dat het effect van toediening van erythropoietine
wordt vergroot door voorafgaande toediening van erythropoietine. Wij
hebben hiervan gebruik gemaakt door de gevoeligheid van het bio-assay
te vergroten. In deze paragraaf worden enkele experimenten beschre-
ven die tot doel hadden dit verschijnsel nader te kwantificeren, en het
relatieve belang van elk van de door ons gebruikte deeldoses te onder-
zoeken,

In het eerste experiment werd aan verschillende groepen van zeven
muizen 0,15 molair NaCl, 1 maal 0,1 [.U. (ISB), 2 maal 0,1 |, U. {ISB)
of 3 maal 9,1 [.U. (ISB) toegediend, bij de meerdere deeldoses met in-
tervallen van 12 yur. Dit schema is weergegeven in figuur 27 evenals
de 24—uurs—%squ-incorporcfie gemetfen op vijf achtereenvolgende da-
gen. Vastgesteld werd, dat de tweede deeldosis de grootste toename in
de ijzerincorporatis veroorzaakt, terwijl de bijdrage van de derde deel-
dosis aan de piekwaarde gering is. Indien de piekwaarde van de 24-uurs-
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Fig. 27. 24—uurs-%59Fe—incorporofie in respons op respectievelijk
0,1 1.U. (ISB) (0}, 2 maal 0,1 .U, {ISB) (@) en 3 maci
0,1 1.U. (158) (&) als functie van de tijd na hypoxie.
De pijien geven het tijdstip van toediening aan.
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Fig. 28. Het gemiddelde van de 24—uurs—%59Fe—incorporurie verkregen
gedurende 5 opeenvolgende dagen als functie van het aantal
doses van 0,1 [.U. {ISB) erythropoietine.
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%59Fe-incorporc=fie verkregen met drie deeldoses op 10% gesteld wordt,
wordt hiervan 4% veroorzaakt door de controle, 24% door de eerste deel~
dosis, 62% door de tweede deeldosis en slechts 10% door de derde. Ten
overvioede zij hier opgemerkt, dat het routine-bic-assay op deze piek-
waarde ingesteld is. Het geringe effect van de derde deeldosis is echter
slechts schijnbaar. Wanneer het gemiddelde van de op vijf achtereen-
volgende dagen verkregen 24-uurs-%27Fe-incorporatie op halflogarith-
mische schaal tegen het cantal toegediende deeldoses uitgezet word?
(figuur 28), ontstaat een lineair verband. Het relatieve belang van de
doses, berekend op dezelfde wijze als hiervoor, bedraagt 15, 25, 38 en
22% voor respectievelijk G, 15 molair NaCli, en 1, 2 en 3 maal C,1 1.U.
(ISB). Qok hier is het relatieve belang van de tweede deeldosis het
grootsi, maar neemt het relatieve belang van de derde aanzienlijk toe.
Dit wordt veroorzaakt door het feit dat het grootste effect van de derde
deeldosis niet op dag 2, maar op dag 3 na toediening valt, gerekend
vanaf de eerste deeldosis.

In het tweede experiment werd de respons op twee deeldoses, toege-
diend met intervallen van 12 vur en van 24 uvur, onderzocht. Het toe-
dieningsschema is in figuur 29 weergegeven, evenals de 24-uurs-%27Fe-
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Fig. 29. 24—uurs—%59Fe—inccrporqﬁe inresponsop 0,2 |.U. (158)
erythropoietine, toegediend in twee deeldoses met intervallen
van 12 {0O) en 24 (O} wur. De pijlen geven het tijdstip van
toediening aan.
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incorporatie, gemeten op viif achtereenvolgende dagen. Dit experiment
bevestigt het voorafgoande, in die zin, dat toediening van de tweede
deeldosis 12 uur na de eerste een aanzienlijk grotere respons geeft dan
toediening van de tweede deeldosis na 24 yur, wat in het vorige experi-
ment het tijdsinterval voor toediening van de derde deeldosis was. Het
potentigrend effect van de eersie dosis op een volgende dosis is kenne-
lijk een tijdsgebonden fenomeen, dat na 24 vur weer vrijwel verdwenen
is, Inferpretatie van deze experimenten wordt bemoeilijkt door het feit
dat erythropoietine, als toegelicht in figuur 26, meerdere effecten heeft
op de erythropoiese. Nog niet genoemd is dat erythropoietine, geba-
seerd op het feit dat, ook bij de hier beschreven experimenten, de res-
pons op twee gelijke doses erythropoietine met een tijdsinterval van 12
vur groter is dan tweemaal de respons op de afzonderlijke dosis, kenne-
lijk een toename van het aantal ERC's veroorzaakt. Het resultaat van
deze experimenten dient derhalve te worden beschouwd als de resultante
van ERC-toename, inductie van erythroide differentiatie, en versnelling
van erythroide differentiatie. Geen eenduidige uitspraak kan worden ge-
daan over het relatieve belang van deze drie effecten van erythropoie-
fine.

Discussie

Het in dit hoofdstuk beschreven onderzoek heeft geleid tot een bio-
logische bepalingsmethode waarmee het mogelijk was erythropoietine
aan te tonen in een hoeveelheid van 8 mi. U. {I$B). De extreme gevoe-
ligheid van het bio-assay in vergelijking tot de in hoofdstuk | gencemde
bio-assays behoeft enige toelichting. Factoren die de gevoeligheid dui-
delijk beinvloedden waren het gebruik van drie deeldoses, toegediend
met tijdsintervallen van twaalf vur, en de keuze van het tijdstip van
toediening. Op grond van het experiment weergegeven in figuur 25,
werd vastgesteld dat de gevoeligheid van de posthypoxische muis voor
erythropoietine als functie van de tijd na hypoxie een maximum bereikt,
van welk maximum wij een optimaal gebruik hebben gemaakt. Het ver-
schijnsel is door ons geinterpreteerd als een "overshoot" van de ERC-po-
pulatie, optredend na be&indiging van de hypoxische condities, en der-
halve in afwezigheid van erythropoietine (zie ook hoofdstuk VI). Het
verschijnsel is, zoals eerder vermeld, tot dusver alleen waargenomen na
intermitterende hypoxie, en door ons (zie blz.57 ) ook na blootstelling
aan continue hypoxie van betrekkelijk korte duur. Mogelijk berusten
de verschillen tussen de experimenten van McDoncald et al. (1971) en de
onze enerzijds, en die van Okunewick en Fulfon {1970) anderzijds in
hoofdzaak op het verschil in toegediende dosis erythropmehne-cchv:—
teit, zoals op biz .83 uiteengezet.
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De door ons toegepaste methode van isobare hypoxie leidt fot een
lage zuurstofspanning, mogelijk lager dan bij welke andere methode ook.
In figuur 30 is de, op basis van de gegevens vermeld in hoofdstuk 11,
berekende afname weergegeven van het zuurstofpercentage in een geslo-
ten systeem, doorstroomd met een gasmengsel van 8% Oj en 92% Nj

% 02 20

l

0 2

)

tijd (uren)

Fig. 30. Berekende afname van het zuurstofpercentage in een gesloten
systeem van 52 liter waarin 100 muizen van 20 gram, dat
wordt doorstroomd met een gasmengsel van 8% 09 en 92%MN4
met een snetheid van 2,5 liter/minuut. De onderbroken lijn
geeft de afname voor hetzelfde systeem onder dezelfde
condities zonder muizen.

met een snelheid van 2, 5 liter/minuut, waarin 100 muizen van 20 gram,
De berekeningen leidden tot de conclusie, dat een evenwichtszuurstof-
percentage wordt bereikt binnen 40 minuten ter grootte van 4 tot 5%
zuurstof . Waarschijnlijk wordt bij geen van de in de literatuur beschre-
ven bio-assays een dermate lage relatieve zuurstofspanning bereikt, en
het is mogelijk dat de sterke erythropoietische stimulus die ervan uitgoat
van invloed is op de gevoeligheid van het bio-assay na begindiging van
de hypoxische conditie.
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De gemeten referentiewaarden voor erythropoietine-activiteit aan-
wezig in mensefijk serum van individuen zonder hematologische afwij-
kingen ziin in tabel 15 vergeleken met de uitkomsten van een aantal

Tabel 15
auteurs erythropoietine-activiteif methode
normaal menselijk serum
{L.U. (1SB)/liter)
Goudsmit et al., 0,5-2,0 immunoprecipitatie
1967
Jordan et al., 6 - 60 hemagglutinatie-inhibitie
1971
Garcia, 1973 ?4,3+0,2 04,9+0,2 radio-immuno-assay
Lertora et af., 52 - 84 redio-Tmmuno-assay
1975
Dunn, 1975 2 100 o 230 foetale leverkweek
Div proefschrift 2-5 posthypoxische polycy-
{Wagemaker et themische muis
al., 1972)

andere onderzoekingen. Wij willen hier niet gedetailleerd ingaan op de
verschillen. Opgemerkt zi], dat het door ons uitgewerkte bio-assay ery-
thropeietine-activiteit meet zoals het in vive is gedefinigerd, terwijl

bij geen der vijf andere assays de specificiteit voor biologisch actieve
erythropoietine-activiteit ondubbelzinnig is aangetoond.
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ERYTHROPOIESE, ERYTHROPOIETINEPRODUCTIE EN
ERYTHROPOIETINE-UITSCHEIDING BlJ PATIENTEN MET EEN
NIERTRANSPLANTAAT

Inleiding

Uit de rol van de nier bij de productie van erythropoietine is begrij-
pelijk, dat nieraandoeningen danleiding kunnen zijn tot stoornissen van
de regulatie van de erythropoiese. Deze kunnen zowel tot een anemie
als tot een erythrocytose leiden. Hoewel de fysiologie van de erythro-
poietineproductie niet is opgehelderd, en daarom de etiologie wan een
in het licht van de hemogiobineconcentratie abnormaie erythropoietine-
productie evenmin voiledig verklaard is, kan uit een terugkoppelingsmo-
del als beschreven in het eerste hoofdstuk een opvatting over hef ont-
staan van een abnormale erythropoietineproductie worden afgeleid. Het
tot stand komen van een erythrocytose vanuit een normaal hemoglobine-
gehalte kan worden veroorzaakt door een afgenomen zuurstofaanbod aan
de nier tengevolge van een beperking van de niercirculatie. De hierop
volgende verhoogde erythropoietineconcentratie kon inderdaad worden
aangetoond bij een experimentele stenose van de arieria renaiis (Takaku
et al., 1962; Fisher et al., 1967a, b, 1968), hoewel de afwiiking bij
patienten zeiden aanleiding geeft 1ot een erythrocytose. De erythrocy-
jose, die na niertransplantatie soms wordt gevonden wordt meestal ver-
klaard (Thorfing, 1972) uit een beperking van de microcirculatie van de
nier, .

De anemie die zich ontwikkelt bij een chronische nierinsufficigniie
zou kunnen ontstaan ais gevolg van een afnemende erythropoietineproduc-
tie, voortvloeiend uit de afname van functionerend nierweefsel. Dit
kon tot dusverre echter nauwelijks worden aangetoond gezien de proble-
men rond het meten van verlaagde erythropoietineconcentraties van het
serum. Wel werd gevonden dat hij patienten met een anemie tengevol-
ge van nierinsufficigéntie erythropoietine niet of nauwelijks in het serum
aan te tonen is {Erslev, 1970). In figuur 31 zijn de beide veronderstel-
lingen schematisch weergegeven. De etioclogie van de anemie bij
chronische nierinsufficiéntie is waarschijnlijk gecompliceerder dan uit-
sluitend een verlaagde of afwezige erythropoietineproductie. In een sa-
menvattende publicatie noemt Erslev (1970) drie factoren die de erythro-
poiese bi] chronische nierinsufficigntie nadelig beinvlceden: verlaogde
erythropoietineproductie; ophoping van toxische metabolieten; ijzerge-
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brek. Het ijzergebrek zou worden veroorzoakt door de hemarrhagische
diathese van patienten met een uremie (Castaldi, 1966}. Voorts bestaat

beperking zuurstofaanbeod:
verheogde productie van
erythropolietine (EP}

EP-productie

concentrgtie

normale b b normale
hemoglobine~ / NIER /

afname van functionerend
nierweefsel: verlaagde
EP-productie

Fig. 31. Schematische voorstelling van de hypothese over het ontstaan
van erythrocytose of anemie bij een nieraandoening. Beper-
king van het zuurstofaanbod door circulatiebeperking bij
overigens intact nierweersel leidt na verloop van tijd tot een
erythrocytose, terwijl een afnome van functionerend nier-
weefsel tot een anemie kan leiden.

er een verkorte levensduur van de erythrocyt, evenredig met het serum-~
ureum=-gehalte (Joske et al., 1956; Shaw, 1967). Het relatieve belang
van de drie door Ersfev gencemde factoren is niet duidelijk aangezien
het niet mogelijk is gebleken het onderdrukkend effect van de uremie op
de erythropoiese te scheiden van de verlaagde of afwezige erythropoie-
tineproductie,

De keuze van patienten met een niertransplantaat voor bestudering
van de samenhang tussen exocriene nierfunctie en erythropoiese behoeft
enige toelichting. Transplantatie van een nier bij een genefrectomeerde
en anemische patient wordt gevolgd door een geleidelijke verbetering
van de nierfunctie en een foenemende erythropoiese, die over het alge-
meen leidt tot een normaal hemoglobinegehalte, en gezien het gehand-
haafd blijven ervan kennelijk tot de insteliing van esn normale steady
state erythropoiese. De normalisering van de erythropoiese wordt toege-
schreven aan de erythropoietineproductie van de getransplanteerde nier.
De verbetering van de nierfunctie wordt mede gekenmerkt door het op
gang komen van een diurese, en een sterke daling van de ureum- en
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creatinineconcentraties van het bloed. Deze veranderingen vinden
plaats cver een tijdsverloop van enkele weken tot maanden. Tegelijker-
tijd hiermee treedt een toenemende erythropoiese op, gekenmerkt door
een voorbijgaande reticulocytose en een stijging van het hemoglobine-
gehalte van het bloed tot normale waarden zijn bereikt.

Bij patienten met een niertransplantaat bestaat er een zekere varia-
tie in de viteindelijk bereikte nierfunctie, terwijl er per patient een
grote variafie in de nierfunctie bestaat als functie van het tijdstip na
transplantatie. Aangezien er eveneens een variatie bestaat in de snel-
heid waarmee de erythropoiese na fransplantatie op gang komt, en er
per patient een grote variatie besfaat als functie van het tijdstip na trans-
plantatie, ziin patienten met een niertransplantaat mogelijk geschikt
voor bestudering van de samenhang tussen erythropoiese en nierfunctie
met behulp van correlatierekening. Dit was ons vitgangspunt,

De tweede vraagstelling wordt gevormd door de scheiding van een
eventueel anderdrukkend effect van de uremie op de erythropoiese en
het stimulerend effect van erythropoietine. Hiertoe werden bepalingen
verricht ter vaststelling van de erythropoietineconcentratie van het se~
rum en de urine van de patienten in de tweede week na transplantatie.
Voorts leek het ons belangrijk erythropoietinegehalten te correleren met
erythropoiese en nierfunctie. Hiertoe werd een tweede erythropoietine-
bepaling verricht op serum en urine op een later te defini&ren tijdstip.
Tenslotte onderzochten wij of de verkregen waarde voor de erythropoie-
tineconcentratie van de urine voldoende goed correleerde met de waar-
de voor serum om gebruikt te kunnen worden als maat voor de erythro-
poietineproductie.

Bij sommige patienten met een niertransplantaat treedt een erythro-
cytose op van voorbijgaande aard (Nies et al., 1965, Denny et al.,
1966; Abbrecht en Greene, 1966; Hoffman, 1966; Westerman, 1967).
De derde vraagstelling bij dit onderzoek wordt gevormd door de ondui-
delijxheid over de corzaok van de erythrocytoses, al wordt een verband
met afstotingsreacties verondersteld. Afstoting zou een tijdelijke veran-
dering in de microcirculatie van de nier veroorzaken, welke leidt tot
relatieve hypoxie van nierweefsel en een verhoogde erythropoietinepro-
ductie (Kountz et al., 1963}. Het leek ons zinvol om bij potienten bij
wie na niertransplantatie een erythrocytose ontstond, tijdens de periode
van erythrocytose erythropoietinebepalingen te verrichten, en het ver-
band tussen afstotingsreactie en hemoglobinestijging adn een nader
onderzoek te onderwerpen.
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Opzet van het anderzoek en populatiegegevens

Het onderzoek werd uvitgevoerd bij 25 patienten met een niertrans-
piantaat. De erythropoiese werd becordeeld aan de hand van de hemoglo-
bineconcentratie (mmol(Fe)/liter), hematocriet (%), en reticulocyten-
promillage (o/00). Deze drie variabelen werden tijdens de klinische pe-
riode dagelijks, en tijdens de poliklinische elke 3 tot 6 dagen gemeten.
Ter beoordeling van de exocriene nierfunctie beperkten wij ons tot de
ureum- en creafinineconcentraties (respectievelijk mmol/liter en pmol/
fiter}) van het serum. Deze variabelen werden op dezelfde tijdstippen
gemeten als de variabelen ter becordeling van de erythropoiese. De af-
name van het bloed, en het verzamelen van de urine voor de erythropoie-
tinebepalingen vond plaats rond de twoalfde dag na transplantatie, en
rend het tijdstip waarop de hoogste waarde van de reticulocytose werd
bereikt. De monsters werden verzameld enbewerkt als vermeld op blz.

De groep patienten bestond vit 11 vrouwen en 14 mannen. De leef-
tijdsverdeling van de patienten is weergegeven in het histogram van

6
— 47
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0 14 32 48 64

leeftijd (jaren)

Fig. 32. Fregquentieverdeling van de leeftijd van de 25 patienten die
in het onderzoek zijn betrokken,

figuur 32. De gemiddelde leeftijd van de vrouwelijke patienten bedroeg
33 + 10, en van de mannelijke 35 + 11 jaar. Bij de bewerking van ery-
thropoiese en nierfunctie met behulp van correlatierekening werd geen
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onderscheid gemaakt tussen mannelijke en vrouwelijke patienten. Wel
werd voor elke gehanteerde variobele nagegaan of er een significant
verschil tussen de twee groepen bestond,

De patienten werden gerangschikt naar volgorde van transplantatie;
bij de 25ste getransplanteerde putient werd het onderzoek afgesloten.
in de Appendix van dit proefschrift zijn de patienten met een nummer
aangeduid en enkele elementaire gegevens opgenomen die wij van be-
lang achtten voor het onderzoek. De patienten zijn in deze tabel onder-
scheiden naar het viteindelijk bereikie hemoglobinegehalte, te weten
anemisch (a), nermaal (n) of polycythemisch (p). Twee patienten onder-
gingen nefrectomie van het transplantaat, patient nr. 5 wegens het op-
treden van een nefrotisch syndroom, patient 16 wegens thrombusvorming
in de a.renaiis van het transpiantaat. Eén patient overleed, en bij één
patient konden wij niet over de gegevens van de klinische periode be-
schikken. Bij twee patienten werden geen erythropoietinebepaiingen
verricht.

Verwerking van de gegevens betreffende de erythropoiese

De verwerking van de gegevens kan het best worden toegeiicht aan
de hand van figuur 33. |n deze figuur zijn het gelijktijdig optreden van
de karakteristieke veranderingen na transplantatie bij parameters voor
erythropoiese en exocriene nierfunctie schematisch aangegeven. De
grafieken zijn gebaseerd op de gegevens van patient nr. 2, bij wie het
verloop van de parameters voor de nierfunctie niet wordt beinvioed door
dialyses. Het verloop van het reticulocytenpromillage kan worden geka-
rakteriseerd als fluctuerend met een duidelijke maximale waarde.

De fluctuaties zifn in hei bijzonder duidelijk tussen de 15de en 30ste

dag na transplantatie. Een soortgelijk beeld werd bij alle patienten aan-
getroffen. Mogelijk berust het fluctuerend karakter van de voorbijgaan-
de reticulocytose op de in het eerste hoofdstuk kort gencemde, aan

het feedback-systeem van de regulatie van de erythropoiese inherente
oscillaties (Morfey, 1970). In het zesde hoofdstuk wordt aan gevonden
fluctuaties van de reticulocytenproductie bij deze patienten een korte
bespreking gewiijd.

Als het reticulocytenpromillage wordt gehanteerd als maat voor de
erythroide productie is het noodzakelijk het te corrigeren voor het aan-
tal circulerende erythrocyten. De eenvoudigste correctie is vermenig-
vuldiging van het reticulocytenpromillage (ret) met de hematocriet (hi)
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Fig. 33. Verloop van erythropoiese- en nierfunctieparameters als func-
lie von de tijd na transplantatie. Tronsplantatie vond plaats
op tijdstip 0,
Verklaring der symbolen:
: reticulocytenpromillage
: hemoglobineconcentratie
: creatinineconcentratie van het serum.
De gegevens waarop deze figuur is gebaseerd zijn afkomstig van
patient nr 9, bij wie nu transplantatie geen diolyses
plactsvonden
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volgens Hillman en Finch (1969):
' . ret . ht
"Tht 45

waarmee een benaderende maat voor het totaal geproduceerde aantal
reticulocyten wordt verkregen (rety,) op basis van de aanname van een
constant bioedvolume en een constante rijpingstijd van de reticulocyten.
Bij een toegenomen erythropoiese treden veranderingen op in het
rijpingspatroon van differentiérende erythroide elementen in het been-
merg (Lajtha en Suit, 1965; Finch en Coleman, 1955; Reif etal., 1958;
Ganzoni et al., 1969; Tarbutt, 1969; Hanna et al., 1969). Deze
leiden tot een verkorting van het verblijf van deze cellen in het been-
merg, en een hiermee evenredige verlenging van de rijpingstijd van de
reticulocyt. De gevolgtrekking van een toename van de rijpingstijd van
de reticulocyten bij een toename van de erythropoiese maakt voor verge~
lijking van de erythropoiese bij verschillende paiienten aan de hand van
het reticulocytengetal een correctie voor verschillen in rijpingstijd ge-
wenst. Een benadering voor verschillen in rijpingstijd kan worden gege-
ven uit het morfologisch beeld van de reticulocyten (Hillman en Finch,
196%9). Een alternatieve methode is berekening van de tijdsduur van dif-
ferentigrende erythroide elementen als M.T.T. (Marrow Transit Time)
uit ferrokinetische metingen (Finch et al., 1970; Rhyner en Ganzoni,
1972), waargan de reticulocytrijpingstijd omgekeerd evenredig is. Wij
hebben geen van beide methoden toegepast. Uit figuur 32 is duidelijk,
dat de reticulocytose niet verloopt als een eenvoudige functie van de
tijd, en dan ook moeilijk als zodanig met een getal gekarakteriseerd
kan warden. Het verloop van de reticulocytose werd dan ook vastgelegd
door een tweetal variabelen, te weten het grootste reticulocytenpromil-
lage Rety,, dat na transplantatie werd gemeten, en het tijdsverloop na
transplantatie tp ., voordat Rety; werd bereikt. Het product van beide
variabelen werd beschouwd als een benaderende maat voor het totale aan-
tal reticulocyten, dat gedurende het tijdsverloop tpot werd geproduceerd.
De hemoglobineconcentratie (zie figuur 33} vertoont een aanvanke-
litke daling, gevelgd door een niet-lineaire stijging tot het bereiken van
een waarde die als normaal kan worden beschouwd (voor vrouwelijke pa-
tienten 7,1 - 10,2; voor mannelijke 8,4 - 11,2 mmol(Fe)/liter}. Een
dergelijk beeld werd bij aile patienten gevonden, die na verioop van
tijd een normaal hemoglobinegehalte bereikten. De stijging van het he-
moglobinegehalte als functie van de tijd werd benaderd met een rechte
lijn; dit wordt in de voigende paragraaf toegelicht. Voor etk van de
patienten werd de regressielijn berekend van de hemoglohinestijging tus-
sen het laagste hemoglobinegehalte na transplantatie, en het eerst be-
reikte normale, woarvoor waarden werden gehanteerd die 5% boven de
ondergrens van de genoemde normale waarden liggen. Uit de regressie-
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lijn werd de gemiddelde hemoglobinestijging per dag afgeleid
{umol(Fe)/liter/dag).

De gegevens van de patienten 13 en 16 werden niet bewerkt, omdat
de tijdsduur, waarover de erythropoiese kon worden bestudeerd te kort
was voor een volledige beschrijving. Van de resterende 23 patienten
bleef 1 patient anemisch, en bereikten vier patienten abnermaal hoge
hemoglobineconcentraties. De verdeling tussen mannelijke en vrouwe-
lifke patienten ten aanzien van de bereikte hemogiobineconcentraties
is weergegeven in tabel 16. Het verschil tussen mannen en vrouwen is

Tabel 16. Uiteindelijk bereikte hemogiobineconcentraties van de
patienten

hemoglobineconcentratie (mmol(Fe)/liter)

mannelijke patienten vrouwelijke patienten aantel percentage
patienten
<7,0 - 1 4
8,4 -11,2 7,1 -10,2 17 68
- >11,0 4 6

niet significant, in overeenstemming met literatuurgegevens (Thorling,
1972). De gegevens van de groep patienten, die een normale hemoglo-
bineconcentratie bereikte werd bewerkt met behulp van correlatierske-
ning. Patient nr. 18 moest noodgedwongen buiten beschouwing worden
gelaten, omdat de beschikbare gegevens ontoereikend waren voor een
karakterisering van de reticulocytose. De viif patienten met afwijkende
hemoglobineconcentraties worden individuee! besproken. Cnze gedach-
fengang is, dat bij deze patienten een abnormale erythropoiese besiaat,
die, indien de gegevens van deze patienten bij de overige zouden zijn
gevoegd, aanleiding zou zijn tot een bemoeilijkte interpretatie van de
correfatierekening en mogelijk tot foutieve conclusies zou leiden.

Karakterisering van de erythropoiese als functie van de tijd
na transplantatie

Appendix, tabel 2 geeft de individuele waarden voor de drie pora-
meters, aan de hand woarvan de erythropoiese werd beoordeeld, gevoegd
bij de waarden voor het hemoglobinegehalte gedurende de eerste dagen
na transplantatie en voor het laagste hemoglobinegehalte dat na trans-
plantatie werd bereikt (Hb[g). Het verschil tussen mannelijke en vrou-
welijke patienten is voor geen van de variabelen significent.
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Fig. 34. Het verloop van de gemiddelde hemoglobineconcentratie als
functie van de tijd. De lineaire regressielijn is als een onder~
broken lijnstuk aangegeven.

In figuur 34 is het verloop van het gemiddeide hemoglebinegehalte
voor de 17 patienien weergegeven als functie van de tijd na transplanta-
tie. Het is in principe gelijk aan het verloop, zoals gegeven in figuur
33. Opvallend is de aanvankelijke snelle stijging, gevelgd door een
daling, die rond de twaalfde dag na transplantatie leidt tot een minimaal
hemoglobinegehalte. Na deze laagste waarde treedt een stijging op die
een sigmoidaal verloop heeft. Teneinde onnodige complicaties bij de
correlatierekening te voorkomen, werd deze hemoglobinestijging bij
alle patienfen benaderd met een rechte lijn, zoals in de figuur geschetst.
Gezien de correlatiecosfficient (r = 0, 97) voldoet de benadering goed ,
Uit de figuur is afleesbaar, dat de hemoglobinestijging het grootst is
rond het tijdstip, dat het hoogste reticulocytenpromillage werd gemeten,

De relatie tussen erythropoiese en hemoglobineconcentratie

Vervoigens werden de correlatiecoéfficienten berekend tussen de
drie parameters voor de erythropoiese. Significant positieve correlaties
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werden gevonden te bestaan ftussen de hemoglobinestijging enRet
(r=+0,63; p<0,01) en tussen Retp;entp , (r=+0,59; pg0,02).
Een negatieve partiéle correlatie werd gevonden tussen de hemoglobine-
stijging en tRgy (rparf =-0,70; p< 0,005). Wanneer de hemoglobine-
stijging wordt beschouwd als afhankelijk van de reticulocytose, dan is
de variatie van de hemoglobinestijging voor bijna 70% verkiaard vit de
variatie van de beide parameters die voor de reticulocytose werden ge-
hanteerd (R = 0,83; p<0,001), Hierbij is er voorlopig van uitgegaan
dat het verband tussen hemoglobinestijging en reticulocytose lineair is.
Als tweede stap werden de drie parameters voor de erythropoiese in ver-
band gebracht met de hemoglobineconcentraties op verschillende tijd-
stippen na transplantatie, korter gezegd met Hb, (0<'n <130), n in da-
gen. De correlatieco&fficient als functie van de fijd is per parameter
weergegeven in figuur 35. Significante negatieve correlaties werden
voor iedere parameter aangetroffen met het initigle hemoglobinegehalte,
d.i. het hemoglobinegehalte gedurende de eerste 48 uur na transplanta-
tie, waarvoor wij hierna het Hby hanteren. Hbgzg_j1q is significant po-
sitief gecorreleerd met de hemoglobinestijging. Eenzeifde verloop werd
aangetroffen voor Rety ., zij het met zwakkere correlaties. Op basis
van de bevindingen kan worden verwacht, dat op enig moment na de
38ste dag na transplantatie een negatieve correlatie kan worden aange-
toond te bestaan tussen Hb, en Hby. Het verloop van deze correlatie
als functie van de tijd is weergegeven in figuur 36. De omslag van posi-
tieve naar negatieve correlaties is duidelijk; de negatieve correlaties
zijn echter op geen enkel tijdstip significant. Hiervoor bestaan moge-
lijk twee redenen. Aangezien als vaststaand aangenomen mag worden
dat Hb, de resultante is van erythrocyfenproductie, erythrocytenafbraak
en bloedvolume, kan verwaarlozing van de afbraak bij aanname van een
constant bloedvolume hier mogelijk van inviced zijn. In de tweede
plaats is het mogelijk dat de relatie tussen Hb, en Hbj niet lineair is.
Voorts werden de correlatiecogfficienten berekend met Hb, als afhanke-
lijke, en de hemoglobinestijging en Hby als onafhankelijke variabelen,
teneinde na te gaan of het initigle hemoglobinegehalte ook afgezien
van de relaties ermee met de drie erythropoiese-parameters invliced heeft
op Hb,. Vanaf de 28ste dag na transplantatie verloopt deze meervoudi-
ge correlatiecoéfficient echter identiek aan de correlatie tussen Hb, en
de hemoglobinestijging, terwijl de correlaties voorafgaand aan dit tijd-
stip niet significant zijn. De variatie van de initigle hemoglobinecon-
centratie wordl reeds tussen de 20sfe en de 30ste dag na transplantatie
volledig gecompenseerd door de hemoglobinestijging. Uit figuur 35 kon
reeds worden afgeleid, dat relatief lage initigle hemoglobineconcentra-
ties na verloop van tijd leiden tof relatief hoge hemoglobineconcentra-
ties. Ten opzichte van het initigle hemoglobinegehalte bestaat er een
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Fig. 35. Het verloop van de correlatiecoéfficienten van Hb, (d.i. de

hemoglobineconcentratie op het tijdstip n na transplantatie,

n in dagen) met de drie parameters voor de erythropoiese als
functie van de tijd na transplantatie,

Verklaring ven de nofatie: 1 = Hb, ; 2 = Hb-stijging ;

3 =Retpy i 4 =1Rgt; 5=Hb.

Niet significante {(p <{0,05) defen van het verloop zijn aange-
geven met onderbroken lijnstukken.
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Fig. 34. Het verlcop van de correlatiecoéfficient (ry ) tussen an en Hi
en het verloop van de meervoudige correlulisecoéfficient (R, 34)
tussen Ho, als afhankelijke, en Retp, en tpayals onafhankelij-
ke variabelen, als functies von de tijd no transplantatie.

overcompenserende hemoglobinestijging. Het effect van dit mechanisme
wordt geflivstreerd aan de hand van de variatiecoéfficient van Hb,, die
dls functie van de tijd een monotoon dalende curve oplevert tot een voor
een normaal hemoglobinegehalte normale variatie is bereikt {zie figuur
37). Het cangetoonde verband tussen hemoglobinestijging en reficulocy-
tose doet verwachten, dat Hb, ook in ruime mate van Rethy en tRet zal
afhangen. Het canionen hiervan klemt des te meer, omdat de hemoglo-
binestijging uit Hby is berekend, en de relatie tussen Hb, en de hemogio-
binestijging betekenisloos zou kunnen zijn. Het verloop van de corre-
latieco&fficient met Hb, als afhankelijke, en Retp en gt als onafhanke-
lijke variabelen is weergegeven in figuur 36, De correlatie is significant
van de léde tot de 115de dag na transplantatie, echter met uvitzondering
van de ?0ste dag. Wij veronderstellen, dat deze vitzondering samenhangt
met de afbraak van de eerste cohort na transplantatie gevormde erythro-
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Fig. 37. De variatiecogfficignt van an(VHb } als functie van de tijd
na transplantatie. n

cyten,

Op basis van het model uit hoofdstuk [, blz.18 en de bevindingen,
beschreven in het derde hoofdstuk, kan niet worden verwacht dat de ery-
thropoiese te beschrijven is als een stelsel van lineaire vergelijkingen.
Aangezien de dosis-respons-relatie voor erythropoietine (zie hoofdstuk
1), zoals talloze biologische betrekkingen, in essentie een hyperbool
is, hebben wi] een aantal van de door ons onderzochte relaties getrans-
formeerd tot hyperbole functies.

In figuur 38 is op deze wijze de relatie tussen Hby en Ret; weerge-
geven, waarbij een benadering door het normale reticulocytenaantal
gearceerd is aangedvid. In figuur 38 is het product 1/2 . Retyy . tRet:
door ons gehanteerd als benadering voor het totaal aantal geproduceerde
reticulocyten, weergegeven als een reciproke functie van Hby, terwijl
ook hier een maat voor de normale reticulocytenproductie in een verge-
lijkbaar tijdsverloop gearceerd is cangegeven. Op grond van deze fi-
guur kan worden vastgesteld, dat de reticulocytenproductie niet alleen
in correlatief verband staat met Hby, maar er cok in kwantitatieve zin
nauwkeurig mee overeenstemt: bij een hemoglobineconcentratie van
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- 103 -

7,5 tot 8,0 mmol(Fe)/liter wordt volgens de regressievergelijking het ge-
middelde van de normale reticuloeytenproductie bereikt. De beide cur-
ven van figuur 38 verklaren 65% van de variatie van Ret, zodat wij
meenden, dat deze variabelen mogelijk nog door andere factoren bein-
vioed worden. De variobelen die hierop werden onderzocht waren het
laagste na transplantatie gemeten hemoglobinegehalte Hby,, de gemid-
delde daling van het hemoglobinegehalte per dag in de initiéle periode
na transplantatie, en de immunosuppressieve therapie. De gemiddelde
Hb-daling per dag werd vitgedrukt in umol(Fe)/liter/dag t.o.v. Hbpy en
berekent uit de lineaire regressielijn van Hbg tot Hby,. De immunosup-
pressieve therapie werd uitgedrukt als totale doses actinemycine ¢,
azathioprine, prednison en hydrocortison gedurende de eerste dertig da-
gen na transplantatie. Het argument om de doses over 30 dagen te bere-
kenen was, dat omstreeks de 30ste dag het hoogste reticulocytenpromil-
lage werd gemeten (?Ref = 29). In tabel 17 zijn de nulde-orde correlatie-

Tabel 17
AFHANKELIJKE VARIABELEN
Rety,, 1/Rety  fRey 1/tRet

Hb; -0,70% +0,81* -0,57% +0,67*
_ﬁ Hb,_ - 0,43 +0,5* -0,32 +0,38
2 Hb-daling +0,15 -0,09 +0,18 -0,07
sf actinomycine ¢ - 0,27 +0,16 -0, 1 +0,10
Z  azathioprine -0,04 +0,06 -0,62* +0,45
X prednison -0,05 0,00 -0,14 -0,04
'E hydrocortison -0,09 +0,i0 -0,35 40,07
Bzé Rety,; -- -- +0,59* -0,71*
% Ret +0,59% -0,63* -- --
s 1/Ret, | -- -- -0,63* +0,79*
O Vot -0,71% -- -

* 5<0,05

coéfficienten opgesomd, met de beide purameters voor de reticulocytose
als afhankelijke, en Hby, Hby,, de Hb-daling en de dosis immuno-
suppressiva ols onathankelijke variabelen,
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1/Rety, is positief gecorreleerd (p < 0,05) met de laagste Hb-con-
centratie die na fransplanfaiie werd bereikt, en tpgt is negatief gecor-
releerd (p < 0,01) met de toegediende doses azathioprine, De berekening,
die wij hier niet geven, van alle partigle en meervoudige correlatieco-
efficienten van de ? in tabel 17 gencemde variabelen, toonde aan dat de
correlatie van 1/Retht met Hb] wordt veroorzaakt door de correlatie van
Hby en Hby, (r =+ 0,60; p <0,02) en derhalve irrelevant is. Voorts
werd erbi] wadrgenomen dat de initiéle daling van de hemoglobinecon~
centratieook significant met 'J/Refhf is gecorreleerd (p < 0,05}, De cor-
relatie tussen tpoy en Hby berust op de correlatie tussen Rely, en Hby,
Deze laatste bijzonderheden zijn uit tabel 18 af te fezen.

Tabel 18  Correlaiieco&fficienten tussen reticulocytose parameters en
hemoglobineconcentraties

parameters nulde-orde partiéle meervoudige
1. I/Rethi r]2:+0,81 r]2’3:+0,86 R]’2320,86
2 Hb, r]3=-0,09 r13’2=—0,50
3. Hb-daling fog =+ 0,23
4. W/t (4= F 0,79 ry, =70,08

fog = + 0,67

Reth; en tpoy lijken op grond van de tot nu toe vitgevoerde bereke-
ningen nauw verwant te zijn. Hef is niet duidelijk welke van beide
moet worden beschouwd als de afhankelijke variabele, al pleiten de ge~
gevens ervoor tg.; als mede afhankelijk van Retht te beschouwen. Het
verband werd benaderd met een hyperbool. Het verband tussen de stij-
ging van de hemoglobineconceniratie en Rety; en g, is in figuur 39
als driedimensionale functie gegeven. De functie verklaart 80% van de
variatie van de Hb-stijging (R = 0,89; p< 0,0005) uit de reticulocytose.
Uit de gevonden regressievergelijking is aof te leiden, dat een Hb-daling
zou optreden bij Ret); <24 o/00.

Samenvattend blifkf uit de berekeningen dat de reticulocytose in be-
langrijke mate wordt bepaald door het initigle hemoglobinegehalte na
transplantatie, en zijdelings ook door de aanvankelijke daling van de
hemoglobineconcentratie. De stijging van de hemoglobineconcentratie is
nagenoeg volkomen ferug te brengen tot de groofte van de optredende re-
ticulocytose.

Het verband tussen het tijdsverloop waarna de reticulocytose een maxi-
mum bereikt en de dosis azathioprine is betekenisloos. De dosis azathioprine
wardt verhoogd bij verbetering van de nierfunctie. In de volgende para-
graaf wordt het verband tussen iy, en deze verbetering besproken.
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De relatie tussen reticulocytose en uremie

Op grond van het overzichtsartike!l van Erslev ( 1970)
veronderstelden wi], dat de uremie* de erythropoiese mede zou
beinvloeden. Het feit dat Rety,; vrijwel volledig uit Hby en de
Hb-daling kan worden verklaard, {eidde ertoe dat onze aandacht op
tRet Werd gerichi. Aangezien de reticulocytose in tRet is geka-
rakteriseerd door een tijdsverloop, meenden wij hef verloop van de
uremie, uitgedrukt in ureum- en creatinineconceniratie van het perife-
re bloed, eveneens als een tijdsverloop te moeten vitdrukken, derhalve
als to(cr)<x en te(ur)<y » Waarin t het tijdsverloop na transplantatie is,
c{cr) en c(ur) creatinine- en ureumconcentratie voorsiellen, en x en y
de erbij behorende bepaalde waarden. Het op deze wijze verkregen
gemiddelde tijdsverloop als functie van de concentraties is afgebeeld
in figuur 40. Opmerkelijk is de discongruentie in de beide verlopen:
hoewel de creatinineconcentratie bij elke patient na verloop van tijd
normaal (< 140 umo!l/liter) wordt, is dit niet het geval voor de ureum-
concentratie.

De verschillende gevonden tijdsverlopen werden per creatinine-
respectievelijk ureumconcentratie gecorreleerd met tpgy. Dit Is weerge~
geven in figuur 41. Aangezien reeds een verband tussen Rety; en
thes werd vastgesteld, werd bovendien de meervoudige correlatiecoéffi-
cient met tpg; als afhankelijke, en Rety, en de gevonden tijdsverlopen
als onafhankelijke varigbelen berekend en vitgezet. De hoogste sig-
nificante correlatiecogfficienten werden gevonden voor de tijdsverfopen
te(er)< 500 en tc(ur)<40‘ Deze tijdsverlopen bedragen respectievelijk
12+ 7 en 11 + 7 dagen. Dit verschil is niet significant. Bij de hierna-
volgende berekeningen wordt soms het gemiddelde van beide fijdsverlo-
pen gehanteerd, aangeduid als te(er) {500/ (ur) <40 De relarics van
tRet met Retp; en fe(cr)¢ 500,/ ¢ (ur) <40 ziin gegéven in de figuren 42 en 43
en in tabel 19.

Wij concludeerden uit deze gegevens dat de reficulocytose aan een
vertraging onderhevig is die samenhangt met de snelheid woarmee de
uremie na transplantatie vermindert,

Tabel 19  Correlaties tussen tRgy als afhankelijke, en Refyy en
te(cr)< 500/ clur) <40 als onafhankelijke variabelen

paramefers nulde orde pariieel meervoudig
1. Ret rg =+ 0,59 M2,3=+0.72 Ry ,,=0,83
2 Retht rig = +0.59 rg,2=+072
3 te(cr)c500/

sefur) (40

* te definiéren als renale toxemie, gepaard gaande met ocnder meer sterk verhoogde

creatinine- en ureumconcentraties van het perifere bloed
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Fig. 44. Strooidiagram van het verband tussen de erythropoietine-acti-
viteit van het plasma en de hemoglobineconcentratie rond dag
12 na transplantatie,

De erythropoietineconcentraties van het serum

Erythropoietinebepalingen op serum en urine werden verricht rond
de twaalfde en de negenentwintigste dag na transplantatie, De gevon-
den waarden zijn vermeld in tabel 20. Op de twaalfde dag werden ery-
thropoietineconcentraties gevonden van gemiddeld 38 + 16 1.U. (ISB)/
liter, op de negenentwintigste dag van 60 + 23 |.U. (ISB)/liter. Het
verschil is significant {(p< 0,05). Tussen beide recksen metingen bestaat
een negatieve correlatie (r =-0,53; p 0,05). Op dezelfde tijdstip-
pen werden hemoglobineconcentraties waargenomen van respectievelijk
4,4+ 1,0en 5,2+0,9 mmol(Fe)/liter. Ook het verschil tussen deze
getallen is significant. Kennelijk goat de stijging van de erythropoie-
tineconcentratie gepaard met een stijging van de hemoglobineconcentra-
tie. De erythropoietineconcentraties gemeten rond de twaalfde dag na
transplantatie konden in direct verband met de hemoglobineconcentra-
ties op hetzelfde tijdstip worden gebracht (r = - 0,67; p<0,01), zoals
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Tabel 20
serum urine
patient nr. EF’12 EP:29 EP]2 E P29
I.U. {ISB)/liter 1.U. (ISB)/24 uur
2 59 60 10 13
3 12 86 --* 25
4 15 468 3 17
5 50 46 8 6
6 75 26 34 16
7 33 92 13 33
9 28 47 11 17
10 32 21 12 3
g - " s o
12 51 76 6 23
14 33 56 9 13
19 26 96 4 17
21 29 80 17 26
22 43 28 15 6
23 38 63 8 20
24 40 72 5 8
25 39 47 10 13
semiadeld 48416 60423 M+7  16+8

* niet verricht

in figuur 44 vasigelegd. Dit is niet het geval voor de erythropoietine-
concentraties gemeten omstreeks de negenentwintigste dag na transplan-
tatie. De erythropoietineconcentraties waargenomen op de negenentwin-
tigste dag na transplantatie waren in een eenvoudig verband (r = + 0, 58;
p <0,02) te brengen met de reticulocytenpromillages, in principe Rety ..
Dit verband is in figuur 45 weergegeven. Een soortgelijke relatie kon
niet voor erythropoietineconcentraties en reticulocytenpromillages cp de
twaalfde dag na transplantatie vastgesteld worden,



-110 -

40 /]
@ ../
/s
@d
/
- @
5 3077 e ohe
£ S
o .,
2
>
o
L
P .
= 20
e
L
10 —L
! T A B N B
10 50 100

erythropoietineconcentratie

(.U, (15B}/liver)
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en het reticulocytenpromillage rond dag 30 na fransplantatie.

De effectiviteit van de in het serum gemeten erythropoietine-activiteit
als functie van de uremie

Deze bevindingen brachten ons ertoe een eenvoudige maat voor de
effectiviteit van erythropoietine in te voeren, die wij definieerden als
het reticulocytenpromillage per dag per eenheid erythropoietine-activi-
teit, korter gezegd re’rhf/eryrhropoietineconcentrqtie. Op de twaalfde
dag na transplantatie werd een gemiddelde voor deze grootheid gevon-
den van 0,25+ 0,19, en op de negenentwintigste dag van 0, 54 + 0,24;
het verschil is significant (p { 0,05). Een eenvoudige berekening leert
dat deze getallen neerkomen op een productie van respectievelijk 6 x 10
en 14 x 107 reticulocyten/1. U, {ISB)/dag {(aangenemen bloedvolume
5 liter, 5 x 109 erythrocyten per mm3). De stijging van de effectiviteit
van erythropoietine is des te opmerkelijker, omdat vit de halflogarith-
mische doses~respons-relatie verwacht kan worden dat bij foenemende
erythropoietineconcentratie een afname ervan zal worden waargenomen.
De door ons gemeten referentiewaarden voor erythropoietine-activiteit
bij hematelogisch normale volwassenen geven bijvoorbeeld een bereken-
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de erythropoietine-effectiviteit van ongeveer 3 o/o00 reticulocyten/l. U.
(15B)/dag (70 x 107 reticulocyten/1.U. (ISB)/dag).

Op grond van de in de vijfde paragraaf gesignaleerde vertraging in
het optreden van de reticulocytose, gecorreleerd met het tijdsverloop
woarna de creatinineconcentratie een waarde { 500 umol/liter bereikte,
werd de erythropoietine-effectiviteit in verband gebracht met de graad
van renale toxemie, vitgedrukt als serum~creatinineconcentratie. Op
de negenentwintigste dag na transplantatie, waarop bi] de meeste pa-
tienten de nierfunctie als normaal beschouwd kan worden, kon een der-
gelitk verband niet worden aangetoond. Op de twaalfde dag is het ech-
ter significant (r = - 0,79; p <0,0001). Dit verband is in figuur 46
weergegeven als een hyperbool. Uit de figuur laat zich aflezen dat bij
een creatinineconcentratie < 500 pmol/liter de erythropoietine-effecti-
viteit slechts in geringe mate verandert. Opgemerkt zi] dat rond de
twaalfde dag de reticulocytenpromillages wel, en de erythropoietine-
activiteit niet met de creatinineconcentratie in een significant verband
te brengen was. Substitutie van de creatinineconceniratie door de ureum-
concentratie geeft een identiek beeld, waarbi] bij ureumconceniraties
<40 mmol/liter geen noemenswaardige afname van de effectiviteit van
erythropoietine meer wordt gevonden.

0,60

0,40 =

0,20 —

erythropoietine-effectiviteit
{%0o reticuiocyten/1.U. {15B)/liter}

0 500 1000

creatininecencentratie {pmol/liter)

 Fig. 46. Het verband tussen de effectiviteit van erythropoietine en de
creatininecconcentrotie rond dog 12 no transplantatie.
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De uvitscheiding van erythropoietine-activiteit in de urine

De vitscheiding van erythropoietine-activiteit in de urine was niet
in een eenvoudige relatie te brengen met die van creatinine. Evenmin
was er een verband aantoonbaar tussen de berekende clearances van ery-
thropoiefine en die van creatinine gemeten op hetzelfde tijdstip. De
clearances voor erythropoietine bedroegen op de twaalfde dag na frans-
plantatie 0,28 + 0,13 liter/dag, en op de negenentwintigste dag 0, 26
+0,13 liter/dag. Dit verschil is niet significant en legt de nadruk op
het verschil met de creatinineclearance, die in dezelfde periode gemid-
deld een factor 2 - 3 toeneemt; deze toename is significant (p< 0,05).

351

30

25 1

20 4

15 1

10

I.U.(ISB)/24 uaur

erythropoietine-unitscheiding

0 20 40 60 80 100 120

erythropeietineconcentratie (plasma)

1.U.{ISB)/liter

Fig. 47. Het verband tussen de erythropoietineconcentratie van het
plosma en de erythropoietine-vitscheiding in de urine rond
dag 12 {m} en rend dag 30 (O) na transplantatie.

regressielijn voor alle meetpunten

---- regressielijn voor deg 12

...... regressielijn voor dag 30
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Tenslotte bleek de totale hoeveelheid erythropoietine die per 24 vur
uitgescheiden wordt, opgevat te kunnen worden als een eenvoudige func-
tie van de serumconcentratie van erythropoietine. Dit is weergegeven
in figuur 47. In deze figuur is de uitscheiding op de twaalfde dag ge-
scheiden weergegeven van die op de negenentwintigste. Aangezien de
beide paren regressielijnen niet significant (p< 0, 10) verschillen, werd
de lineaire regressielijn berekend en aangegeven voor alle meetpunien.
Deze regressielijn geeft aan dat per |.U. {I5B)/liter serum gemiddeld
0,28 .U. {ISB)/24 yur in de urine wordt uitgescheiden.

Bespreking van de erythropoiese bij patienten die een verhoogd
hemoglobinegehalte ontwikkelden

Het in dit hoofdstuk beschreven onderzoek was gericht op een be-~
schrijving van de fysiologische humorale regulatie van de erythropoiese
bij de mens, waarvoor als model de erythropoiese bij patienten met een
niertransplantaat was gekozen, en niet op de dysregulatie die bij deze
patienten eveneens kan voorkomen. In oversgenstemming hiermee was
het onderzoek niet ingericht op bestudering van de corzaak van dysregu-
latie, en zijn de gegevens t.a.v. deze vraagstelling summier.

Bij de patient (nr. 1), bij wie een anemie bleef bestaan, werden
geen erythropoietinebepalingen verricht. De reticulocytose is niet in
cvereenstemming met het Hby (4,5 mmol(Fe)/liter; Rety, =15, thoy = 29).
Deze waarden zijn in figuur 38 aangegeven. De nierfunctie was in
deze periode niet afwijkend van de bevindingen bij de 17 bestudeerde
patienten, bij wie de hemoglobineconcentratie zich binnen normale
grenzen handhcafde. Vier patienten (nrs.8, 15, 17, 20) ontwikkelden
een verhoogde hemoglobineconcentratie. De gegevens die wij relevant
achten zijn in tabel 21 vermeld, en de erythropoietinemetingen in
tabel 22. Een deel ervan is in figuur 38 ingetekend ter vergelijking met
de reeds besproken patienten. Bij patient nr. 8 werd reeds in de begin~
fase na transplantatie een sterk verhoogde erythropotetineconcentratie
aangetoond, die in geen enkele verhouding stond  tot de betrekking
met het hemoglobinegehalte vermeld ap blz. 108  van dit hoofdsiuk.

De reticulocytose is hiermee in overeenstemming en de conclusie is dat
het transplantaat bij deze patient erythropoietine produceerde in een ma-
te die ver boven de behoefte ligt {"inappropriate erythropoiesis" volgens
Thorling, 1972}. Bij patient 15 en 17 is dit in de initiéle fase na trans-
plantatie niet het geval. Erythropoietineconcentraties en reticulocyten-
promilleges zijn bij deze patienten niet afwijkend van de bevindingen
bijde 17 in kaart gebrachte patienten. Tijdens de polycythemische fase
werd echter een duidelijk verhoogde erythropoietineconcentratie zowel
als een ten opzichte van de hemoglobineconceniratie verhoogde reticu-
locytenproductie waargenomen. Bij patient nr. 20 tenslotte ontstond een
polycythemie zonder een duidelijk verhoogde reticulocytose en zonder
dat er sprake is van een t.o0.v. de hemoglobineconcentratie buitengewoon
hoge erythropoietineconcentratie, al kan opgemerkt worden dat op dag 28



Tabel 21

patient nr. Hb] Re*hr fRet fc(cr)<. 500 prol refhfpol(Hb) rpol
mmol(Fe)/liter o/co dagen  dagen mmol(Fe)/liter o/co dagen
8 5,4 137 35 10 11,1 31 (10,7) 20 - 120
5 . 4,7 76 16 13 12,6 18 (10,3) 120 - 200
17 5,8 77 42 13 13,3 95 (11,8) wv.a. 100
20 8,0 30 22 3 12,0 -=* v.a. 80
* niet verricht |
=
)
Tabel 22
patient nr erythropoietine-activiteit van het serum (tijdstip) [E U. (isB)/liter (dugenﬂ
le meting 2e meting 3e meting (polycythemie)
: 123 ( 8) 213 (31)
15 71 (10) 42 (16) 22 (1%96)
17 39 (13) 69 {21) 119 {145)
20 12 { 7} 17 (28) —a®

* niet verricht
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een erythropoietine-activiteit van 17 |.U. (I15B)/liter werd waargenomen
bij een hemoglobineconcentratie van 7,8 mmol{Fe}/liter.

Het verband van de verhoogde hemoglobineconcentratie met afsio-
ting van de nier is dubieus. Met name bij de patienten nr. 8 en nr. 15
lijkt de stijging van de hemoglobineconceniratie te worden voorafgegaan
door een fase van (klinische) afstoting van het transplantaat, maar bij
de patienten nr. 17 en nr. 20 is een dergelijke relatie niet duidelijk.
Ten overvicede zi] opgemerkt dat bij vrijwel alle patienten fasen van
afstoting worden wadargenomen zonder daf dit leidt tot een boven norma-
le grenzen stijgende hemoglobineconcentratie. Samenvattend zi] opge-
merkt, dat bij 3 van de 4 patienten die een poiycythemie ontwikkelden
t.o.v. het hemoglobinegehalte een verhoogde erythropoietineproductie
en erythropoiese werd vastgesteld.

Discussie

Met dit onderzoek is een poging gedaan een kwantitatieve beschrij-
ving te geven van de humorale regulatie van de erythropoiese bij de
mens. Als model werd de erythropoiese bij patienten mef een transplan-
taat van de nier gekozen, in hoofdzaak omdat bij deze patienten de aan-
vankelijke anemie het gevolg is van de onvoldoende tot ontbrekende ery-
thropoietineproductie, waarmee ernstige nierinsufficigntie gepoard goat.
In de tweede placts omdat dezelfde anemie enige garantie biedt voor
goed meetbare erythropoietineconcentraties van serum en urine na trans-
plantatie. Hierbi} wordt voorondersteld dat de regulatie van de erythro-
poiese bij anemie niet kwalitatief verschilt van die bij het handhaven
van een normale hemoglobineconcentratie.

De erythropoiese werd beschreven aan de hand van eenvoudige para-
meters, te weten hemoglobineconcentratie, reticulocytenproductie en
stijging van de hemoglobineconcentratie. Op grond van het feit dat
oorzakelijk verband tussen deze parameters bewezen geacht mag worden,
werden correlatiecoifficienten berekend en regressie-analyses vitgevoerd
om de samenhang te kwantificeren. Onze conclusies uit de gevonden
betrekkingen zijn in sommige opzichten verrassend. Zowel voor het ver-
band tussen erythropoietine-activiteit van hef serum en de hemoglobine-
concentratie, als voor het verband tussen de optredende reticulocytose
en de hemoglobineconcentratie blijkt dat de hemoglobineconcentratie
vlak na transplantatie van het grootste belang is voor het verloop van de
erythropoiese. Verondersteld kan worden dat de erythropoietineproductie
slechts gedeeltelijk door de hemoglobineconcentratie bepaald wordt.

Het feit dat er een negatieve correlatie bestaat tussen de op de twee tijd-
stippen gemeten erythropoietineconcentraties doet vermoeden dat de



erythropoietineproductie ook mede door de hoeveelheid circulerend ery-
thropoietine wordt bepaald. In het zesde hoofdstuk hebben wij de theo-
retische consequenties van een dergelijke produci-inhibitie voor de
erythropoietineproductie overwogen en meer dargumenten aangevoerd.
Wij verwijzen hier kortheidshalve naar dit hoofdstuk. Slechis opgemerkt
zij, dat er een discrepantie is tussen het in het eerste hoofdstuk gencem-
de model van Mylrea en Abbrecht (1972) en de experimentele gegevens
waarop het berust. Deze bestaat uit het verschijnsel, dat de erythropoie-
tineconcentratie in het model niet en bij de hypoxische proefdieren wel
daalt voordat de hemoglebineconcentratie stijgt. He? door ons voorge-
stelde mechonisme zou dat verklaren. Het effect van de exocriene nier-
functie is beperkt tof een vertraging in het optreden van de reticulocyto~
se, waarvan het mechanisme bleek te berusten op een afnome van de
effectiviteit van erythropoietine als functie van de graad van renale
toxemie, vitgedrukt als creatinine- en ureumconcentratie van het serum.
Wij veronderstellen dat de verminderde effectiviteit berust op een ver-
traagde celeyclus, op basis van de bevindingen van McDermott en mede-
werkers {1974), die celcyclusparameters bepaalden van darmepirheel bij
experimentele acufe uremie. Met het aangetoonde verband tussen de
effectiviteit van erythropoietine en rendale toxemie is aangetoond, dat
bij het ontstaan van de anemie bij ernstige nierinsufficiéntie de renale
toxemie een rol speelt naast de verminderde erythropoietineproductie.

De getaller die wij voor de vitscheiding van erythropoietine als
functie van de serumconcentratie van erythropoietine hebben gevonden
stemmen overeen met de waarden die Rosse en Waldmann (1964} bij ge-
transfundeerde anemische patienten waarnamen, en de waarden die
Weintrauk et al, (1964) vonden na de intraveneuze toediening van een
partieel gezuiverd preparaat van schape-erythropoietine bij honden.

Bij drie van de vier patienten die een erythrocytose ontwikkelden
{hier gedefinieerd als zowel een verhoogde hemoglobineconcentratie
als een verhoogde reticulocytenproductie) kon worden aangetoond dat
deze berust op een verhoogde erythropoietineproductie. Geen vitspraak
kon worden gedaan over de corzaak van deze "inappropriate erythro-
poietin production". Bij twee patienten is het verband tussen afstoting
van het transpiantaat en hemaglobinestijging svuggestief, maar niet meer
dan dat. Er zij hier nogmaals op gewezen, dat periodes van afstoting
frequenter voorkomen dan periodes van polycythemie. Het effect van
de Tmmunosuppressiva op de erythropoiese is moeilijk vast te stellen,
Van geneesmiddelen zoals actinomycine ¢ en azathioprine is een myelo-
suppressief effect te verwachten. Wij veronderstellen in het lichi van
de berekende correlatieco&fficienten, dat het effect van de immunosup-
pressieve therapie op de erythropoiese gering is, of dat de door de immuno-
suppressiva veroorzaakte variatie in de erythropoiese gering is, In geen van
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Fig. 48. Schematisch overzicht von de veornaamste conclusies uit het
onderzoek aver de erythropoiese bij patienten met een trans-
plantoat van de nier.

beide gevallen doet dat afereuk aan de door ons gevonden relaties,

Twee studies met als onderwerp de erythropoiese na niertransplantatie

zijn in opzet te vergelijken met dit onderzoek, te weten de siudie van
Denny en medewerkers {1966) en de studie van Abbrecht en Greene (1944},
met respectievelijk reeksen van 10 en 7 patienten. Hun bevindingen,

die zij niet in kwantitatieve zin vitwerkten, zijn in overeenstemming

met de onze. Onze bevindingen en conclusies zijn in figuur 48 schema-
tisch samengevat.






STUDIES OVER DE [SOLATIE EN ZUIVERING VAN
ERYTHROPOIETINE

Inleiding

Van de pogingen erythropoietine te zuiveren, zoals die tot omstreeks
1970 in de literatuur zijn verschenen, werd een uitvoerig overzicht ge-
geven in het eerste hoofdstuk. Wi beperken ons hier tot de punten,
die van belang zijn voor de opzet van onze zuiveringsstudies.

Het uitgangsmateriaal voor de isolatie  van erythropoietine kan be-
staan uit serum of urine, zowel van menselijke als van dierlijke corsprong.
Menselijk serum met een hoge erythropoietine-activiteit is logischerwij-
ze slechts in beperkte mate beschikbaar - het betreft hier patienten 1ij-
dend aan aplastische anemie of "pure red cell aplasia" (PRCA). Zoals
in het vierde hoofdstuk beschreven kunnen de erythropoietine gehalfen
van het serum bij deze patienten oplopen tot waarden rondom 10.000
[.U. (1SB)/liter. De wrine van deze patienten is meestal in ruime mate
beschikbaar. Hierbij doet zich echter een tweetal problemen voor: de
relatief beperkte houdbaarheid van erythropoietine-activiteit in urine,
en de "instabiliteit" van uit urine gezuiverd erythropoietine. Beide
noemden we reeds in het eerste hoofdstuk. [n het tweede en derde hoofd-
stuk hebben wij onze wijze van urine preserveren viteengezet, en hier-
op wordt in de volgende paragrafen teruggekomen. Het gebruik van
urine heeft, naast de betrekkelijk ruime beschikbaarheid ervan wanneer
menselijke urine wordt gebruikt, een voordesl. De hoge erythropoie~
tinegehalien van urine afkomstig van patienten met aplastische anemie
of PRCA, of van proefdieren met een kunstmatig gefnduceerde anemie,
gevoegd bij het normaal lage eiwitgehalte van de urine, geeft een ho-
gere specifieke erythropoietine-activiteit op eiwitbasis dan het serum
van dezelfde patient of hetzelfde proefdier. De specifieke erythropoie-
fine-activifeit van deze urines is inorde van grootte vergelijkbaar met die
van het stap-Ill-erythropoietinepreparaat volgens White et al. (1940)
(Graham et al., 1963; Lowy en Keighley, 1966). Op basis van deze
gegevens is te verwachten, dat erythropoietine gemakkelijker vit urine
dan uit serum geisoleerd en gezuiverd kan worden.

Het verkrijgen van erythropoietine-rijk serum of urine van dierlijke
oorsprong heeft praktische voordelen boven menselijke bronnen, in die
zin, dat met sen gestandoardiseerde proefopzet kan worden gewerkt, en
men niei athankelijk is van een beperkt patientenaanbod. Hiertegenover
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staan het nodeel van de relatief geringe opbrengst, en de noodzaak van
het continu handhaven van een proefopstelling. Daardoor zullen zui-
veringsstudies van erythropoietine afkomstig van proefdiermateriaal een
analytisch karakter moeten dragen, terwijl menselijke urine geschikt
zou zijn voor de bereiding van erythropoietinepreparaten op relatief
grote schaal.

Bij proefdieren kan een anemie worden geinduceerd door middel van
injecties met een phenylhydrazine-oplossing. Phenylhedrazine veroor-
zaakt een diepe hemolytische anemie, en zet een klein deel van het
hemoglobine om in methemoglobine (Lowy et al., 1959; Kiese, 1965},
Bekend is voorts, dat phenylhydrazine een aantal enzymen activeert en
andere inhibieert, en reageert met aldehyden en ketonen. Het is moge-
lijk, dat phenylhydrazine op die wijze metabole verschuivingen teweseg-
brengt, die, afgezien van de anemie, leiden tot een hoog erythropoieti-
negehalte {Lowy, 1970). Wij hebben van phenylhydrazine gebruik ge-
maakt voor het bewerkstelligen van een anemie bij ratten en konijnen,
De toedieningsschema’s voor deze proefdieren zijn vermeld in hoofdstuk
Il. Incidenteel maakten wij ock gebruik van verbloeding voor het be-
reiken van een anemie (zie eveneens hoofdstuk 11). Tenzij anders ver-
meld is het proefdiermateriaal waarvan voor de experimenten van dit
hoofdstuk gebruik gemaakt is, afkomstig van met phenylhydrazine behan-
delde proefdieren.

' De door Goldwasser en Kung (1968, 1971) uitgewerkte zuiveringsme-
thode voor erythropoietine uit plasma van anemische schapen is de be-
langrijkste leidraad geweest voor onze proefopzet. De auteurs bereik-
ten met hun methode een preparaat dat 6500 tot 8000 1. U. (I5SB)/mg
eiwit aan erythropoietine-activiteit bevatte, en later (1970) een prepa-
raat van 10.000 1.U. (158)/mg eiwit. De belangrijkste stap in hun zuj-
veringsmethode is adsorptie van de erythropoietine-activiteit aan een
hydroxylapatietgel. De methode heeft een opbrengst aan erythropoie-
tine-activiteit van 2% van de activiteit van het vitgangsmateriaal - wat
de reden is van het tot dusver uitblijven van een chemische karakteri-
sering van het hormeon.

Wij meenden een poging te moeten doen het rendement van de zuive-
ringsmethode te verbeteren, waarbij wij vitgingen van een tweetal prin-
cipes: beperking van het aantal zuiveringsstappen vdér de adsorptie
aan de hydroxylapatietgel; gebruik van een hydroxylapatietkolom als
laatste zuiveringsstap 1.p.v. de door Goldwasser en Kung gehanteerde
suspensie van de gel. Het eerste principe is ingegeven door het grote
verlies aan erythropoietine-activiteit waaraan de initigle zuiverings-
stappen van White et al. (1960), die ook door Goldwasser en Kung wor-
den gebruikt, lijden, t.w. bijna 80% van de erythropoietine-activiteit
van het uvitgangsmateriaal. Beperking van het aantal zuiveringsstappen,
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gevoegd bij een poging om het verlies per stap zo beperkt mogelijk te
houden, zou een verbetering van de methode betekenen. Het tweede
principe berust op de gedachte, dat de adsorptie en elutie van een
eiwit aan een gel efficienter en beter reproduceerbaar verloopt, wanneer
de gel niet is gesuspendeerd in de gebruikte buffer, maar in evenwicht
met die buffer in een kolom is gebracht. Van deze gedachte zijn voor
de zuivering van erythropoietine inmiddels ook Espada en Gutnisky uit-
gegaan. Zij sloagden erin de bevinding van Goldwasser en Kung te
reproduceren, uitgaande van menselijfke urine en misschien ook om het
rendement van de methode te verbeteren, al zijn hun getallen op dit
punt niet goed interprefeerbaar. Wi| komen in de discussie van dit
hoofdstuk kort op hun werk terug.

In de tweede plaats hielden wij bi] onze proefopzet rekening met
de dialysestudies van Lewis en medewerkers (1964, 1965, 1967, 1969q,
1971). Wi] meenden op basis van deze gegevens te moeten onderzoeken
in welke mate bij onze dialyse-opstellingen erythropoietine-activiteit
wordt verloren. Bij de door ons gehanteerde technieken speelt dialyse
tegen water een grote rel. Voorts wilden wij nagaan of negatieve-druk-
dialyse, die voor de meeste eiwitten goed voldoet als concentratieme-
thode, en mogelijk ook bij onze studies als zodanig zou kunnen worden
gebruikt, leidt tot verlies van erythropoietine-activiteit.

Bij enkele in dit hoofdstuk beschreven experimenten is de erythropoie-
tine-activiteit van de monsters uitgedrukt als 24-uurs-%3%Fe-incorpo-
ratie, gemeten met behulp van het posthypoxisch polycythemisch muize-
assay als beschreven in hoofdstuk Il A. Deze experimenten dateren van
de tijd dat wij niet beschikten over het International Reference Prepara-
tion for Erythropoietin. Bij het merendeel van de experimenien is de
erythropoietine-activiteit uitgedrukt als |.U. (ISB)/liter. De woarden
werden bereikt door vergelijking van tenminste twee verdunningen van
het monster met tenminste drie verdunningen van een standaard geijkt
op het IRPE. Hierbij werden de verdunningen van monster en standaard
zodanig gekozen, dat deze een vergelijkbare 24-yurs- %2 Fe-incorpora-
tie in het lineaire deel van de log-dosis-respons~curve induceerden bij
de muizen. Het behoeft geen betoog, dat in een groot cantal gevallen
deze bepalingen voorafgegaan moesten worden door zogenaamde
"pilot-assays" .
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Dialyse van erythropoietisch actieve urine en serum

Urine van met phenylhydrazine behandelde ratten werd onder toevoe-
ging van ongeveer 2 o/oo phenol verzameld. De mogelijke doorlaat-
baarheid van de gebruikte Viskingslang voor erythropoietine uit deze
urine werd in een tweetal experimenten bestudeerd. In het eerste expe-
riment werd na filtratie van de urine een zestal monsters met volumina
van 10 mi in een dialyseslang met een diameter van 0, 92 c¢m tegen een
vijftigvoudig volume 0, 15 molair NaCl gedialyseerd gedurende dialyse-
tijden die varieerden van 2 - 32 vur {4°C}. De teruggevonden erythro-
poietine-activiteit, vitgedrukt als 24-uurs-%59Fe—incorporatie, gevon-
den met behulp van het bio-assay als besproken in hoofdstuk 1, is ver-
meld in tabel 23.

Tabel 23 Dialyse van erythropoietisch actieve ratte-urine tegen een
viiftigvoudig volume 0, 15 molair NaCl, 4°C

dialysetijd erythropoietine-activiteit % vitgangsactivi-
{uren) 24-uurs-%3%Fe-incorparatie teit**
0 28,3+ 3,5 100
2 24,1+2,8 B5
3 32,5+4,1 115
é 29,1+3,2 103
24 31,7+ 3,8 12
6+ 18* 28,3+ 4,1 100
24 + 8* 26,6 +2,1 24
gemiddelde +s.d. 28,7+ 3,1 102 + 11

* dialysaat eenmaal ververst

**binnen het dialysemembraan

In het tweede experiment werd 30 mi van dezelfde urine na filtratie
in een dialysemembraan met een digmeter van 2, 14 ¢m gedialyseerd
tegen 100 ml water, dat na 24 yur (49C} werd vervangen door 30 ml wa-
ter. De dialyse werd na nogmaals 24 uur beBindigd. Aan de gedialy-
seerde urine werd NaCl toegevoegd tot een concentratie van 0,15 mo-
lair. De beide dialysaten werden Iyofiel gedroogd, en elk werd opgelost
in 0,15 molair NaCl. De erythropoietine-activiteit van elk van de mon-
sters, uitgedrukt als 24—uurs-%59Fe~incorpora’rie, is vermeld in tabel 24,
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Tabel 24 Dialyse van erythropoietisch actieve ratte-urine tegen
water, 48 uur, 4°C

monster volume erythropoietine-activiteit

ml 24-yurs-%3%Fe-incorporatie
uitgangsurine - 28,3i 3,5
gedialyseerde urine 30 27,9+3,2
Iste dialysaat 100* 2,6+0,5
2de dialysaat 30* 2,3+0,3
controle (0, 15 molair - 2,3+0,4

NaCl)

*lysfiel gedroogd en opgelost in een volume van 10 ml 0, 15 molair NaCl

Een soortgelijk experiment werd vitgevoerd voor menselijke urine. De
urine was afkomstig van een patient met PRCA (tabel 14, patient nr. 18).
Deze urine was, als alle in dit hoofdstuk genocemde urinemonsters, ver-
zameld onder toevoeging van 2 tot 3 o/oo phenol, en bevatte na filtra-
tie 1,6 x 103 1. U. (ISB)/liter aan erythropoietine-activiteit. Van deze
urine werd 100 ml gedialyseerd in een Viskingmembraan met een diame-
ter van 2,14 cm tegen 500 ml water gedurende 72 uur bij 4°C. Het dia-
lysaat werd elke 24 uur vervangen door een vers volume van 500 ml wa-
ter, De drie dialysaten werden |yofiel gedroogd, en opgelost in volumina
van 10 ml 0,15 molair NaCl. Aan 5 ml van elk van de op deze wijze
verkregen mensters werd ovo-albumine toegevoegd tot een concentratie
van 30 gram/liter. De 7 monsters werden vervelgens onderzocht op ery-
thropoietine-activiteit. Het resultaat is weergegeven in tabel 25,
Dialyse-experimenten werden vervolgens ingezet voor erythropeietisch
actief serum. Het mogelijke effect van diclyse op erythropoietine-acti-
viteit werd onderzocht voor menselijk serum, ratteserum en konijneserum.
De werkwijze verliep analoog aan die voor het experiment waarbij men-
selijke urine werd onderzocht., In plaats van water werd echter bij de
tweede verversing gedialyseerd tegen 0, 15 molair NaCl, dat niet op
erythropoietine-activiteit werd onderzocht, terwijl voor menselijk serum,
afkemstig van de gencemde patient, een monster van 10 m! werd gebruikt,
Tabel 26 geeft de bevindingen bij dit experiment weer. In geen van de
dialysaten was erythropoietine-activiteit aantoonbaar.
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Tabel 25 Dialyse van erythropoietisch actieve menselijke urine tegen
water, 72 yur, 40C

maonster erythropoietine-activiteit
[.U. (ISB)/liter 24-uurs-%2"Fe-incorporatie
uitgangsurine (1,62 +0,16) x 103
3
gedialyseerde urine (1,57 +0,13) x 10
Iste dialysaat n.a. {n.a.}* 2,8+0,5(2,7+0,4)
(+ ovo-albumineg)
2de dialysaat n.a. (n.a.) 2,6 +0,3(2,8+0,5)
{(+ ovo~albumine)
3de dialysaat n.a. {n.a.) 2,3+0,4(2,4+0,2)
{(+ ovo-albumine)
controle (¢, 15 molair n.a. (n.a.) 2,4+0,5(2,5+0,5)

NaCl){+ ovo-alb.}

* niet aantoonbaar, d.i. niet significant verschillend van de Fe-inc. na

0, 15 molair NaCl.

Tabel 26 Dialyse van menselijk serum, ratteserum en konijneserum te-
gen water, 72 uvur, 4°C

monster erythropoietine-activiteit 1. U.(ISB)/liter
voor dialyse na dialyse
menselijk serum (8,3+0,7) x 10° (8,3+0,9) x ]03
ratteserum (5,240,7) x 1% (5,0+0,4) x 10°
konijneserum 6,8+0,5 x10° (6,6 +0,8) x 10°

In de vier hier beschreven experimenten leidde dialyse tegen water
of tegen 0, 15 molair NaCl in geen enkel geval tot een statistisch signi-
ficant verlies van erythropoietine-activiteit. Het uitdialyseren van de
phenol, toegevoegd wan urine in een concentratie van 2 tot 3%, be-
invioedde de erythropoietine~activiteit evenmin.
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Negatieve-druk-dialyse van erythropoietisch actieve urine

Negatieve-druk-dialyse, waarvoor de proefopzet is gegeven in
hoofdstuk Il, is niet vergelijkbaar met dialyse tegen een NaCl-oplossing
of water. Aangezien het drukverschil tussen binnen~ en buitenzijde
ven het membraan leidt tot witrekking, zal de doorlaatbaarheid van het
membraan veranderen. Dit is een bekend fenomeen. De doorlaatbaar-
heid van dialyseslang (Viskingmembraan, diameter 0,92 ¢m) bij nega-
tieve-druk-dialyse voor erythropoietine werd als volgt onderzocht,

Van ratte-urine werd een monster van 100 ml genomen en onderworpen
aan negatieve-druk-dialyse bi] 4°C gedurende 24 uur, Het concentraat
met een volume van 26 ml werd aangevuld tot het uitgangsvolume, waar-
na een monster van 10 ml werd getrokken. De resterende 90 m| werd
opnieuw gedurende 24 uur bij 4°C aan negatieve~druk-dialyse onder-
worpen. Hel concentraat {volume 5 ml) werd aangevuld tot 90 ml, even-
als het eerste concentraat met 0,15 molair NaCl, De uvitgangsurine, de
beide concentraten na aanvulling tot het corspronkelijke volume, en de
dialysaten werden onderzocht op erythropoietine-activiteit. De bevin-
dingen zijn weergegeven in tabel 27. Uit de tabel loat zich aflezen,

Tabel 27 Negatieve-druk-dialyse van erythropoietisch actieve ratte-
urine gedurende 2 maal 28 uur, 4°C

monster erythropoietine-activiteit % wvitgangs-
24-uurs-%59Fe—incorporarie activiteit
uitgangsurine (3 x 0,2 ml) 24,7 43,8 100
Iste concentract 17,3+2,9 70
{3x0,2ml)
2de concentraat 11,9+1,6 48
(3 x 0,2 ml}
Iste dialysaat (3 x 1,0 ml) 2,9+90,5 --
2de dialysoat (3 x 1,0 ml) 2,5+0,6 --
controle (0,15 molair 2,4+0,4 --
NaCl)

dat negatieve-druk-dialyse leidt tot een verlies van erythropoietine-ac-
tiviteit in het concentroat, dat niet kon worden teruggevonden in het
dialysaat. Het veriies, hier aangegeven in 24-uurs-%359Fe-incorpora-
tie is aanmerkelijk groter dan de getallen suggereren, aangezien een
verdubbeling van de erythropoietine-activiteit in het bio~assay leidt
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tot een toename van 6 tot 7% 24-uvurs-%5%F=-incorporatie (zie hoofd-
stuk il A). Het verlies aan erythropoietine-activiteit bij negatieve-
druk-dialyse was reproduceerbaar in een reeks soortgelijke experimenten,
die wij hier niet gedetailleerd bespreken. Op blz. .12 komen wij, in
samenhang met gelfiltratie-experimenten, op de oorzaak van het
verschijnsel terug.

Relatieve elutievolumina en verdelingsco&fficienten van
erythropoietine bij gelfiltratie over Sephadex G150

Relatieve elutievolumina en verdelingscoéfficienten werden voor
erythropoietine bi| gelfiltratie over Sephadex G150 bepaald voor uit-
eenlopende doeleinden. De eerste reden was het preparatieve gebruik
van de gelfiltratie voor de isolatie van erythropoietine-activiteit vit
serum én urine. In de tweede plaats wilden wij nagaan of er verschil
bestond t.a.v. de beide genoemde karakteristieken voor erythropoietine-
activiteit afkomstig van verschillende bron (mens, rat, konijn), en in
de derde ploats wilden wij over referentiewaarden beschikken om even-
tueel gezuiverd erythropoietine op gelfiltratie~karakteristieken te kun-
nen onderzoeken.

De relatieve elutievoluming en verdelingsco&fficienten werden be-
paald voor erythropoietine-activiteit van serum van rat, konijn en mens,
en urine van rat en mens. De proefopzet voor het verkrijgen van het
dierlijke materiaal is, evenals de gelfiltratie-techniek, beschreven in
hoofdstuk 1l. Het menselijke materiaal was verkregen van de reeds ge-
noemde patient met PRCA. De bepaling van de relatieve elutievolumi-
na werd vitgevoerd als beschreven door Andrews (1964). Het void
volume Vo en het totale watervolume V, werden bepaald met behulp van
een mengsel bestaande uit 1% Dexiran Blue 2000 {Pharmacia, Uppsala)
en 0, 5% phenol. De relatieve elutievolumina van de erythropoietine-
activiteit werden witgedrukt als V ,/V,, waarin Vg, het elutievolume
van de erythropoietine-activiteit is. De verdelingscogfficient Ky, werd
berekend uit de formule van Lourent en Killander (1964):

Voo~ V0

Kav = =
Y
t o

De verkregen elutiediagrammen voor serum en vrine van de rat zijn af-
gebeeld in figuur 49, De elutiediagrammen van het serum van konijn
en mens verschillen niet significant van dat van ratteserum, Op het
diagram voor menselijke urine wordt later in dit hoofdstuk teruggekomen.
De erythropoietine-activiteit werd gemeten in achtereenvolgende mon-
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Fig. 49. Gelfiltratie over Sephadex G150 van serum (boven) en urine
{onder} van de rat. Onderbroken fijn: extinctie bij 280 nm,
getrokken lijn: erythropoietine-activiteit. Verticale lijn-
stukken: standoarddevicties van het gemiddelde.

sters van het eluaat met volumina van 15 ml. De berekende relatieve
elutievolumina en verdelingscoéfficienten zijn gegeven in tabel 28, en
bedroegen gemiddeld respectievelijk 2,20 en 0,43. De verschillen
tussen de vijf gevonden waarden hebben in het licht van het velume van
de fracties waarin het eluaat werd verzameld, ongeveer 15 ml, geen
betekenis. Eveneens in tabel 28 zijn de dispersie-zones, gedefinieerd
als de verdelingscoéfficienten van de eerste t/m de loatste fractie waar-
in erythropoietine-activiteit aangetoond kon worden, vermeld. Deze
waarden worden vanzelfsprekend mede beihvloed door de gevoeligheid
van het bio-assay, en daarmee door de hoeveelheid erythropoietine-acti-
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Tabel 28 Relatieve elutievolumina en verdelingsco&fficienten van ery-
thropoietine bij gelfiltratie over Sephadex G150

erythropoietine- relatief elutie- wverdelings- dispersiezone
bren volume coéfficient
serum rat 2,18 0,43 0,37 - 0,52
serum konijn 2,21 0,43 0,3 -0,52
serum mens 2,16 0,42 0,35- 0,50
urine rat 2,24 0,44 0,36 -0, 54
urine mens 2,22 0,44 0,38 -0, 55
gemiddeld 2,20 0,43 0,36 - 0,53

Tabel 29 Opbrengst aan erythropoietine-activiteit na gelfiltratie over
Sephadex G150

erythropeietine- erythropoietine- erythropoietine- opbrengst
bron agetiviteit wit- activiteit na gel- (%)
gangsmateriaal filtratie
[.U. {15B)/1 1.U. (ISB)/I
2 2

serum rat 5,2x10 4,7 x 10 20,4
serum konijn 6,8 x 102 6,5 x 102 25,6
serum mens 8,3 x 103 7,9 x ]03 $5,2
urine rat 3,2 x ]02 2,9 % 102 20,6
urine mens 1,6 x ]03 1,4 x 103 87,5

Gemiddelde opbrengst 91,9

viteit die op de kolom was gebracht. In tabel 29 is de opbrengst can
erythropoistine-activiteit na gelfiltratie over Sephadex G150 weerge-
geven na verzamelen van de fractie, waarin zich de erythropoietine-
activiteit zou bevinden op basis van de gegeven waarden. Deze op-
brengst bleek gemiddeld 92% te bedragen. De conclusies van deze reeks
gelfiltratie-experimenten zijn duidelifk. Relatieve elutievolumina en
verdelingscoéfficienten van erythropoietine-activiteit, onderworpen aan
gelfiltratie over Sephadex G150 verschillen voor de sera van rat, konijn
en mens, en de urines van rat en mens niet significant, terwijl het ver-
lies aan erythropoietine-activiteit bij deze isolatietechniek gering is.
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Negatieve-druk-dialyse van erythropoietisch actieve serum-
en urinefracties in samenhang met gelfiliratie-experimenten

De erythropoietine-activiteit bleek zich bij gelfiltratie over Sepha-
dex G150 te manifesteren als een enkelvoudige piek, waarvan symmetrie
op basis van de elutiediagrammen aangenomen kan worden. Een illus-
tratie hiervan vormt figuur 50, waarin het elufiediagram van de gencem-
de patient met PRCA is afgebeeld. Deze figuur is afkomstig van het

280

erythropoietine-

activiteit
.U, {I5B) A \.:
1
— 2,0 I :
' )
1 I.
! 1
T
\ : L
f \
!
iy s b
. Ly 4 1
. Ay ) 1
o I‘, ¢\ v ;
i ¢ 8 e 7 N
. .“_""/, \ - ~.
L T | ] L L
elutievolume
—— = —p +
fractie i 2 3 4

Fig. 30. Gelfiltratie over Sephadex G150 van honderdvoudig geconcen-

treerde urine von de mens. Onderbroken lijn: extinctie bij
280 nm, getrokken liin: erythropoietine-activiteir. Verticale
lijnstukken: standaarddeviaties van het gemiddeide.

experiment beschreven op blz.126 . De hoge opbrengst aan erythropoie-
fine-activiteit vermeld in tabel 29 toont aan, dat tenminste ?0% van het
erythropoietine zich volgens dit elutiepatroon gedraagt. Wij achtten
het wenselijk een verdere opbrengst-analyse uit te voeren door alle af-
zonderlijke eiwitfracties verkregen d.m.v. gelfiltratie van serum en
urine te onderzoeken op erythropoietine-activiteit. Bij dit experiment
werd tevens het effect van lyofiel drogen op erythropoietine -activiteit
in serum en urine onderzocht. Een eventueel effect van lyofiel drogen
zou met name in het experiment van tabel 29 een rol kunnen spelen,
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waaruit al afleidbaar is, dat een dergelijk effect niet groter dan 10%

kan zijn. Het experiment werd vitgevoerd met serum en urine van de
genoemde patient. Monsters serum en urine werden gedurende 24 vur
(49C) gedialyseerd tegen een hondervoudig volume water, waarna ze lyo-
gedroogd werden en het droge materiaal weer opgelost werd Tn het
uitgangsvolume 0, 15 molair NaCl. Enig onepgelost materiaal werd door
middel van centrifugatie verwijderd, De erythropoietine-activiteit van
de op deze wijze verkregen mansters is in tabel 30 vergeleken met de

Tabel 20  Erythropoietine-activiteit van eiwitfracties verkregen door
middel van gelfiltratie over Sephadex G150 van erythropoie-
tisch actief menselijk serum en erythropoietisch actieve men-
selijke urine, en opbrengst aan erythropoietine-activiteit na
lyofiel drogen en opnieuw cplossen in 0, 15 molair NaCl

monster gelfiltratie van serum gelfiltratie van urine
erythropoietine-act. erythropoietine-act.
.U, (I15B)/liter .U, (158)/liter
uitgangsmateriaal 6,6 +0,5) x 103 (1,6 +0,2) x ]02
fractie i n.a.* n.a.
fractie 2 n.a. (],4i0,2)>~:]02
fractie 3 (6'2i0'9)"]03 n.a.
fractie 4 n.a. n.a.
fractie 1+2+3+4 6,1+0,8) x f03 (1,5+0,1}) x 102
fyofiel gedroogd 6,5+0,9) x ¥03 (1,6 +0,1) x 102

vitg maieriaal

* niet aantoonbaar, verschilt niet significant van de respons op

0,15 molair NaCl.

de erythropoietine-activiteit van het oorspronkelijke serum en de oor-
spronkeflifke urine. Het verschil is niet significant. Bij de geifiltratie-
experimenten werden voor serum vier eiwitfracties, analoog aan de eiwit-
pieken van figuur 49 verzameld, en voor urine eveneens vier eiwitfrac-
ties, gangegeven in het elutiediagram van figuur 50. Het verzamelen

van de fracties werd zodanig ingericht, dat het gehele eluaat van V,

tot Vi op erythropoietine-activiteit werd onderzocht. De erythropoie-
tine-activiteit van elk van de fracties, en van de vier weer bijeengevoeg-
de fracties, terugberekend op het uitgangsvolume, wardt in tabel 30
vergeleken met de erythropoietine-activiteit van het vitgangsmateriaal.
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Fig. 51. Log-dosis=respens-curven voor erythropoietine-activiteit aan-
wezig in vitgangsmateriaal en concentraat ven een negatieve-
druk-dialyse onderworpen erythropoietine-prepareat, uit
menselitk serum geisoleerd door middel van gelfiltratie.
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Fig. 52. Log-dosis-respons-curven voor grythropoietine-activiteit aan-
wezig in uitgangsmateriocl en concentraat van een can nega-
tieve-druk-dialyse onderworpen erythropoietine-preparaat,
uit menselijke urine gefsoleerd door middel van gelfiltratie.

O : concentraat; m: 2nd IRPE; O : uitgangsmaterical.
Onderste abscis: heeveelheld van de onderzochte monsters.
Bovensie abscis: eenheden van het 2nd iRPE.
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Adangezien de erythropoietine-activiteit zowel voor serum als voor urine
zich bevindt in &én fractie, overesenkomstig de elutievolumina van ta-
bel 28, en het bijeenvoegen van de vier fraciies de hoeveelheid terug-
gevonden erythropoietine-activiteit nief significant verandert, nemen
wij aan, dat al hef erythropoietine zich gedraagt volgens het elutie-
patroon op blz.128. Zoals al gesteld was dit voor 0% van de erythro-
poietine-activiteit ook bewijsbaar {zie tabellen 29 en 30). De implica-
tie hiervan is, dat het grootstie deel van de erythropoietine-activiteit,
die, zoals beschreven is op blz.129, wordt verloren tijdens negatieve~-
druk-diaiyse ook wan dit elutiepatroon zou hebben voldaan. Uit deze
gedachtengang is afleidbaar, dat het resultaat van de negatieve-druk-
dialyse-experimenten reproduceerbaar moet zijn wanneer de erythropoie-
tisch actieve eiwitfractie bereid door gelfiltratie van serum of urine
wordt onderworpen aan negatieve-druk-dialyse. |n een tweetal experi-
menien, één voor urine en één voor serum werd dit nagegaan, waarbij
de door middel van negatieve-druk-dialyse verkregen fracties werden
onderworpen aan analytische gelfiltratie. Bij het experiment voor serum
werd een erythropoietinepreparaat, bereid door middel van gelfiltratie
van serum van de genoemde patient met PRCA met een volume van 10 ml
(oorspronkelijke volume ongeveer 20 ml serum), verdund tot 250 ml met
water en gefiltreerd, Deze 250 ml werd gedurende 24 uur (4°C) onder-
worpen adn negatieve-druk-dialyse, waarna het concentraat een volume
van 8 m!, en het dialysaat een volume van 240 ml had, zodat 2 ml

(0, 8% van het vitgangsvolume) verloren was gegaan. De binnenzijde
van het dialysemembraan werd gespoeld met water, dat aan het concen-
traat werd toegevoegd, waarna het met water werd aangevuld toi een
volume van 50 ml. Het dialysaat werd verdeeld in twee porties van 120
ml enlyofiel gedroogd, waarna de ene werd opgelost in é ml 0, 15 molair
NaCli, en de andere in 6 ml van een oplossing van ovo-albumine

(30 g/1) in 0,15 molair NaCl. Deze monsters werden met behuip van het
bio-assay als beschreven in hoofdstuk 11l A onderzocht op erythropoie-
tine-activiteit, waarbi| ze werden vergeleken met de log-dosis-respons-
curven van 2nd IRPE en uitgangsprepardat. De resultaten zijn weerge-
geven in de figuren 51 en 53, terwij! de berekende erythropoietine-ac-
tiviteit van vitgangsmaieriaal en concentraat in tabel 31 vermeld zijn.
Samengevat komen deze resultaten neer op een canzienlijk verlies van
erythropoietine-activiteit in het concentraat, terwijl in het dialysaat

na toevoeging van ovo-albumine een geringe hoeveelheid erythropoie-
tine-activiteit aantoonbaar is, met een log-dosis-respons-curve die
duidelijk afwijkt van die van 2nd IRPE, vitgangsmateriaal en concentraat,
die parallel verlopen. Een identiek experiment werd vitgevoerd voor
een erythropoietinepreparaat, bereid door middel van gelfiltratie van
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Fig. 54. Patentiérend effect van runderserum-albumine en ovo~albumi-
ne op erythropoietine~octiviteit teruggevonden in het
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menselijke urine. De.voluming van conceniraat en diciysaat bedroegen
hier respectievelijk 4 en 243 ml, zodat 3 ml van het vitgangsmateriaal
verloren was gegaan (1,2%). Het onderzoek op erythropoietine-activi-
teit is weergegeven in de figuren 52 en 53, en in tabel 31. Het resul-
taat is volkomen vergelijkbaar met het resultaat dat voor de erythropoie-
tisch actieve eiwitfractie bereid uit serum werd gevonden.

Tabel 31 Erythropoietine-activiteit van vitgangsmateriaal en concen-
traat bij negatieve-druk-dialyse van de door gelfiltratie over
Sephadex G150 verkregen erythropoietisch actieve eiwitfrac-
ties van menselijk serum (1) en menselijke urine (2)

monster erythropoietine~activiteit
[.U. (1SB)/liter
1. uitgangsmateriaal (13,3 + 0,4} x ]03
conceniraat (8,8+0,5) x 103
2. uitgangsmateriaal (1,2+0,1)x 103
concentraat (0,7+0,2) x 103

Tenslotte werd nagegaan of het effect van ovo-albumine reproduceer-
baar is met een ander eiwit, waarvoor runderserum~-albumine werd geko-
zen. Hiertoe werd een monster van 250 ml urine, na gedialyseerd te zijn
tegen aquadest , onderworpen gan negatieve-druk-dialyse (dialysaat
241 ml, concentraat 5 ml). Het dialysaat werd lyofiel gedroogd, verdeeld
in drie gelijke hoeveelheden die werden opgelost in 10 m{ 0, 15 molair
NaCl, waarna bij twee ervan respectievelijk ovo-albumine (30 g/I) en
runderserum-albumine (30 g/l) was toegevoegd. De erythropoiefine-ac-
tiviteit ervan is weergegeven in figuur 54.
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Adsorptie van serum-erythropoietine aan DEAE-Sephadex A50

Gebaseerd op de zuiveringsmethode van White et al. (1960) en van
Krugers Dagneaux (1967) adsorbeerden wij de eiwitfractie met erythro-
poietine-activiteit, verkregen door middel van gelfiltratie over Sepha-
dex G150 gan een DEAE-Sephadex gel, in evenwicht met 0,05 molair
acetaatbuffer pH 4,65, Voor de elutie van de geadsorbeerde eiwitten
werd een gradient gebruikt met de zojuist genoemde acetaatbuffer als
beginbuffer, en een acetaatbuffer van 0,05 molair, pH 4,0, waaraan
2,0 molair NaCl was toegevoegd, als eindbuffer. De proeven werden
vitgevoerd met serum van de rat. De techniek kan als volgt worden be-
schreven. De erythropoietisch actieve eiwitfractie vrekregen door gel-
filtratie werd gedialyseerd tegen de buffer genoemd als beginbuffer.

Het gevormde neerslag werd verwijderd door middel van centrifugatie.
Het supernatant werd op de kolom gebracht, in evenwicht met de begin-
buffer. Elutie van de niet-geadsorbeerde eiwitten vond eveneens mef
deze buffer plaats. Deze eiwitten konden worden onderverdeeld in vier
fracties. Elutie van de geadsorbeerde eiwitten met behulp van een li-
neaire gradient gaof vervolgens het chromatogram als geschetst in figuur
55. Alle eiwitfracties werden op erythropoietine-activiteit onderzocht.
Deze bleek zich te bevinden in de in figuur 55 gearceerde piek. Het
gelukte om met behulp van een niet-lineaire gradient, waarvan de op-
stelling schematisch is weergegeven in de figuur, een verdere scheiding
van de geadsorbeerde eiwitten te bewerkstelligen. In het chromatogram
van de figuur is weergegeven, hoe een kleine eiwitfractie zich scheidt
van de erythropoietisch actieve eiwitfractie, Onderzoek op erythro-
poietine-activiteit gaf aan, dat deze kleine fractie volledig inactief is.
Uit de elutiediagrammen van figuur 55 is af te leiden, dat deze zuiverings-
stap leidt tot een aanzienlijk verlies van erythropoietisch inactieve ei-
witten. Het rendement van de methode met betrekking tot de erythro-
poietine-activiteit werd bestudeerd in een vijfial experimenten. Het
verlies aan erythropoietine~activiteit na deze zuiveringsstap bleek in deze
viif experimenten 35 tot 65% van de erythropoietine-activiteit van het
uitgangsmaieriaal te bedragen. Het grootste verlies aan erythropoietine-
activiteit trad op bij de dialyse tegen de beginbuffer. Het verlies liep
hier uviteen van 15 tof 60% van de erythropoietine~activiteit van de ei-
witfractie verkregen door middel van gelfiltratie. Eén en ander is weer-
gegeven in tabel 32. Op grond van deze bevindingen besloten wij de
stap niet als routine-zuiveringsstap te gebruiken, waarvoor, zoals later
in dit hoofdstuk ter sprake komt, ook geen noodzaak bestond .
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Tabel 32 Opbrengst aan erythropoietine na adsorptie aun DEAE-Sephadex A50 van de erythropoietische
actieve eiwitfractie verkregen door gelfiltratie over Sephadex G150 van serum van de rat,
Overzicht van 5 experimenten

erythropeietine- erythropoietine- opbrengst erythropoietine-* opbrengst erythropoietine- opbrengst

activiteit van activiteit na gel- % activiteit na % activiteit na %
vitgangsserum filtratie dialyse tegen elutie van

0,05 molair ace- DEAE-Sephadex

taat, pH 4,65 A50
1.U. (ISB)/I {.U. (I15B)/] .U, (18B)/I 1.U. (I15B)/1
2,2 x 102 2,0 x ]02 91** 1,7 » 102 F7%* gaE** 1,4 x ]02 64%* BRF** '
5,2x]02 4,7)(]02 90 2,3x102 44 49 ],9x102 37 83 by

~

4,1 x]O2 3,9x102 95 2,8x102 68 72 2,5><102 61 89 I
4,9x]02 4,3x102 88 1,8x102 37 42 l,7x102 36 94
2,8x102 2,3x102 82 1,2x102 43 52 I,Ox]02 3% 83
gemiddelde opbrengst 8¢9 54 60 47 86
* erythropoietine-activiteit van het supernatant na centrifugatie 500 g, 10 minuten, 4°C

**  uitgedrukt als percentage van de erythropoietine-activiteit van het uitgangsserum

*#% yitgedrukt als percentage van de erythropoietine-activiteit na de voorafgoande bewerking
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Adsorptie aan een hydroxylapatiet kolom van
erythropoietine-activiteit bereid uit ratteserum

In orignterende experimenten werd adsorptie van de erythropoietine-
activiteit bereid uit ratteserum aan een hydroxylapatietge! beproefd
{zie voor de methodiek hoofdstuk 11). Het actieve eluaat verkregen door
gelfiltratie van 80 ml (vier runs) ratteserum werd daarfoe na dialyse en
droogvriezen opgelost in 100 ml gedeioniseerd water en vervolgens vit-
puttend gedialyseerd tegen gedeioniseerd water tot een geleidingsvermo
gen > 15kOhm werd bereikt. Een eventueel neerslag werd afgecentri-
fugeerd. Het monster werd op de hydroxylapatietgel, in evenwicht mef
gedeioniseerd water, gebracht. Vervolgens werd ge&lueerd met een
stapsgewijs opklimmende concentratie van een fosfaatbuffer, pH 4, 8.
De aanvangsconcentratie bedroeg daarbij 5 x 10-4 molair. Een karakte-
ristiek elutiediagram is in figuur 56 weergegeven. De erythropoietine-

£ fractienphmmer

280 0, 1
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elutievelume

t

2x]0w] etutiemclariteit
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Fig. 56. Adsorptie ven erythropoietine-activiteit gefsoleerd door
midde! van gelfiltratie uit retteserum oan een hydroxylapatiet-
kolom, De verticale kolommen geven de erythropoietine-ac-
tiviteit van de aangegeven fracties weer. Onderbroken lijn:
extinctie bif 280 nm,
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activiteit werd gemeten na toevoeging van ovo-albumine tot een con-
centratie van 30 g/l, nadat de fracties d.m.v. vriesdrogen terugge-
bracht waren tot 15 ml. Afgeleid kan worden dat de erythropoietine-ac-
tiviteit in twee volledig gescheiden fracties geélueerd wordt. Dit ge-
drag van erythropoietine bij adsorptie aan een hydroxylapatietge! was
zeer reproduceerbaar.

Adsorptie aan een hydroxylapatiet kolom van
erythropoietine-activiteit bereid vit menselijk serum’

Erythropoietine~activiteit bereid uit menselijk serum werd op soort-
gelijke wijze aan een hydroxylapatietgel geadsorbeerd. De erythropoie~-
tine-activiteit was bereid door gelfiliratie van Sephadex G150 van serum
van de in tabel 14 genoemde patienten nr. 18 en 19, waarbij erythropoie-
tisch actieve eluaten werden samengevoegd. Per experiment werd op de
hydroxylapatiet kolom 160 1. U, (ISB) gebracht. Een karakteristiek
elutiediagram is weergegeven in figuur 57. Evenals bij preparaten bereid

E
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=
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Fig. 57. Adsorptie aan een hydroxylapatietkolom van erythropoietine-
activiteit gefsoleerd door middel van gelfiltratie uit menselijk
serum. De verticole kolommen geven de erythropoietine-ac-
tiviteit weer, de onderbroken lijn is de extinctie bij 280 nm.
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uit ratteserum wordt de erythropoietine-activiteit in twee volledig ge-
scheiden fracties ge&lueerd. Experimenten als deze werden in totaal
twaalf meal vitgevoerd, waarbi| zeer reproduceerbaar twee volledig ge-
scheiden fracties erythropeoietine-activiteit werden gevonden. Bij deze
experimenten werd de opbrengst in |.U. {I58) {na toevoeging van 30 g/1
ovo-albumine aan alle fracties) gemeten. Deze varieerde van 5 tot 29
I.U. {158} voor de eerste erythropoietisch actieve fractie en van 13 tot
72 1.U. (ISB) voor de tweede. De iotale opbrengst varieerde van 15%
fot 55% van de erythropoietine-activiteit van het vitgangsmateriaal.
Een overzicht van de opbrengsten aan erythropoietine~activiteit, en de
molariteiten van de fosfaatbuffer waarmee deze geglueerd werden, is
gegeven in tabel 33. De variabiliteit in de gegevens wordt in de discus-
sie besproken. De verzamelde fracties werden samengevoegd;

Tabel 33  Opbrengst agn erythropoietine activiteit bij adsorptie van de
uit menselijk serum gefsoleerde erythropoietisch actieve
eiwitfractie aan hydroxyl-apatiet

Iste fractie 2de fractie
exp. nr. elutiemolariteit |.U.(ISB}) % elutiemolariteit 1.U.{ISB} %
x 10-4 x 1074
] 5 16 10 200 23 14
2 5 19 12 60 4] 25
3 10 11 7 150 29 18
4 5 5 3 300 53 33
5 15 21 13 80 13 8
6 10 29 18 160 41 25
7 5 17 i1 40 72 44
8 5 27 17 160 17 10
9 5 20 12 80 37 23
10 15 13 8 80 28 17
11 5 15 9 40 44 28
12 5 10 é 40 15 ?
gemiddeld 17 1 35 21

totaal 203 415
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185 1.U. (ISB) van de als eerste, en 400 |. U, (15B) van de als tweede
geélueerde fractie werden gedialyseerd (48 uur, 4°C) tegen een in totaal
1000-voudig volume gedefoniseerd water; na dialyse werd respectievelijk
191 1. U. (ISB) en 383 .U, (ISB) teruggevonden., Ten opzichie van de
gerste ijking werden respectievelijk 179 1. U, {ISB} en 351 1. U. (I5B)
drooggevroren en opgenomen in 40 plen 1 ml 0,15 molair NaCl. Op
deze beide oplossingen werd een eiwitbepaling verricht. De 179 |.U.
{ISB) van de als eerste geglueerde fractie bevatte 37 ugram eiwit, waar-
mee de specifieke activiteit van dit preparaat 4800 [.U. {ISB)/mg eiwit
bedraagt; dit betekent een zuiveringsgraad van bij benadering 45.000 x
op eiwithasis t.o.v. het uitgangsserum, bereikt in een tweetal zuiverings-
sfappen en met een rendemeni van gemiddeld 11%. De 351 1.U. (ISB}
van de als tweede geBlueerde fractie bevatte 45 mg eiwit (specifieke
activiteit 8 |.U, {ISB)/mg eiwit; zuiveringsgraad 70 x; rendement 21%).
Als contrele onderging 40 ugram runderserum-albumine een behandeling
identiek aan de als eerste ge&lueerde fractie erythropoietine-activiteit.
Er werd 38 pgram van teruggevonden bij de eiwithepaling. Het poten-
tiérend effect van ovo-albumine (30 g/lop het verst gezuiverde erythro-
peietinepreparaat is in figuur 58 weergegeven.

]
2 20 —
2
o]
& n
5 s
£ = /°
5 G
O\LI_
lnn\o 10 — n
1
§ ®
-+ Q
™~
L @ ¢
[ T
0,01 0,1 0,2 .U, (58}
{ 19 T 3 T T + 1 l‘ ‘
1 10 20 ng

Fig. 38. Potentigrend effect van ovo-albumine op de erythropoietine-
activiteit gefsoleerd door middel van adsorptie can een
hydroxylepatiet-kolom.
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De onderste abscis geeft de toegediende hoeveelheid van hes
preparaat adn,
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Discussie

In dit hoofdstuk is een reeks experimenten beschreven die isolatie en
zuivering van erythropoietine tot doel hadden. Voor erythropoietine-
activiteit oanwezig in serum en urine werd achfereenvoigens bestudeerd
dialyse en ultrafiliratie, gelfiltratie en voor erythropoietine-activiteit
geisoleerd uit serum adsorptie aan een hydroxylapatietgel. Bij dialyse
door Visking membranen werd geen erythropoietine-activiteit verloren.
Ultrafiltratie door een Visking membraan door middel van negatieve
druk daarentegen leidde tot verlies van erythropoietine-activiteit uit het
concentraat. Een deel van dat verlies kon teruggevonden worden in het
dialysaat, na toevoeging van ove-albumine; de dosis-respons-relatie
van deze erythropoietine-activiteit verschilde van die van het uvitgangs-
materiaal, het concentraat en het 2nd IRPE, die onderling met betrekking
tot deze parameter niet significant verschilden. Deze waarnemingen
werden verricht met behulp van een door middel van gelfiltratie {zie
onder) geisoleerd erythropoietinepreparaat. Op grond hiervan veronder-
stellen wij dat erythropoietine door middel van ultrafiltratie in twee ver-
schillende vormen wordt gescheiden, met klaarblijkelijke verschillen in
biologische werkzaamheid. |n principe zijn deze bevindingen niet in
tegenspraak met de in het eerste hoofdstuk uitvoerig besproken experi-
menten van Lewis en medewerkers, die selectieve membraanpermeabili-
teit gebruikten voor de zuivering van erythropoietine. Gelfiltratie over
Sephadex G150 van erythropoietine~activiteit agnwezig in serum van
konijn, rat en mens, en in urine van rat en mens liet zien dat erythro-
poiefine-activiteit wordt geélueerd als een enkelvoudige moleculaire en-
titeit met een verdelingsco&fficient van 0,43, Dit getal stemt overeen
met de bevindingen van Lukowsky en Painter (1968). Gezien de repro-
duceerbaarheid van gelfiliratie, en het feit dat geen erythropoietine-ac-
tiviteit wordt verloren hij het erbij noodzakelijke dialyseren en droog-
vriezen, werd deze methode gebruiki als eerste zuiveringsstap. De spe-
cifieke activiteit van op deze wijze uit serum en urine geisoleerde ery-
thropoietine~activiteit werd niet berekend; deze getallen zijn in hoofd-
zaak afhankelijk van de specifieke activiteit van het uvitgangsmateriaal.
Erythropoietine-activiteit werd vervolgens geadsorbeerd aan een hydro-
xylapatietgel {kolommenmethode}. Elutie met een stapsgewijs in molari-
teit toenemende fosfaatbuffer gaf een tweetal volledig gescheiden pieken
erythropoietine~activiteit. De eerste daarvan, geélueerd met een fos-
faatmolariteit in de orde van grootte van 10-3 molair bezat (tabel 34) een
specifieke activiteit van ongeveer 5000 1.U. (15B}/mg eiwit. De toe-
voeging van ovo-albumine aan dit preparaat was noodzakelijk voor ex-
pressie van de erythropoietine-activiteit, in overeenstemming met de



- 143 -

Tabel 34
erythropoietine- eiwitgehalte specifieke zuiveringsfactor
activitelt activiteit
I.U. (I5B) I.U. (15B)/mg
serum 1. 179 37 ug 4800 45.000 x
2. 351 45 mg 8 70 x

waarnemingen van Goldwasser en Kung (1968). Deze auteurs slaagden
erin (1971) erythropoietine te zuiveren tot een specifieke activiteit van
8250 1.U. (15B)/mg eiwit, met een rendement (2%, uit schapeplasma.
Uit menselijke urine werd door Espada et al. (1970, 1972) gezuiverd
tot een specifieke activiteit van 8000 I.U. (ISB)/mg eiwit, met een
rendement van 19%, in acht stappen. De belangrijkste contaminant in
het preparaat van Goldwasser en Kung {1971) was erythropoietine zonder
N-acetyl-neuraminezuur, dat in vivo niet, maar in vitro wel actief is.
Het is waarschijnlijk dat ook ons preparaat, dat in twee zulveringsstap-
pen bereikt werd met een rendement van 11%, hiermee "veronireinigd"
is.

Hydroxylapatietchromatografie is een empirische methode (Levin,
1968), waarvan de resolutie niet te voorspellen is op basis van eventueel
bekende moleculaire eigenschappen. Eén van de kenmerken van de
stapsgewijze elutie is een afname van het vermogen van de gel eiwit te
adsorberen wanneer de fosfaatconcentratie wordt verhoogd. Het gevolg
hiervan is dat de positie van een geadsorbeerd eiwit verandert bij een
verandering van de fosfaatconcentratie, Op grond hiervan dient grote
voorzichtigheid te worden betracht bij het afleiden van moieculaire eigen-
schappen uit het chromatografiegedrag van een eiwit geadsorbeerd aan
hydroxylapatiet. Hier staat tegenover dat de erythropoietine-activiteit
zeer reproduceerbaar in twee volledig gescheiden pieken werd geéluserd.
Het elutieprofiel wijst er bovendien niet op, daf dit verschijnsel zov wor-
den veroorzaakt door inefficignte elutie van de eerste piek, zodat aange-
nomen kan worden, dat een moleculair verschil de basis is voor de hetero-
geniteit van aan hydroxylapatiet geadsorbeerd erythropoietine,

Waarschijnlijk wordt een belangrijk deel van de in tabel 33 gemelde
variabiliteit van de molarifeit waarmee in het bijzonder de tweede piek
erythropoietine~activiteit gedlueerd werd terug te voeren op variabiliteit
van de specifieke weerstand van het apgebracht monster {15 - 35 kOhm/
em), op variaties in het elutieschema bestaande uit stapsgewijze toenemen-
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de fasfaatconcentraties, en verschillen in het eiwitgehalte van het opge-
brachte monster.

Het mechanisme waarmee ovo-albumine, zoals beschreven in dit en
in het derde hoofdstuk, de biologische werking van erythropoietine poten-
tieert is onduidelijk. Goldwasser en Kung {1968} veronderstellen dat
albumine, gelatine of orosomucoid oppervlaktedenaturatie van erythropoie=-
tine in verdunde oplossingen tegengaat. Een mogelijk alternatief is dat
ovo-albumine de in vive inactivatie van erythropoietine tegengaat, maar
specifieke experimenten hierover zijn niet verricht.



Vi

THEORETISCHE GEVCOLGTREKKINGEN UIT HET
EXPERIMENTELE ONDERZQOEK OVER DE HUMORALE
REGULATIE VAN DE ERYTHROPOIESE

Inleiding

Het kan niet ontkend worden dat de meest logische en efficiénte
regulatievorm voor het verspreid in het organisme liggend erythropoietische
weefsel een humorale is. Qok voor andere differentiatielijnen van het
hemopoietisch weefsel lijken regulerende humorale factoren als erythro-
poietine te besfaan., Waarschijnlijk wordt het hemopoietisch weefsel con-
tinu voorzien van regulators, die de vorming en het aantal van de hemo-~
poietische eindcellen sturen. Metcalf en Moore {1970) vatten de rol van
humorale regulators in de volgende veronderstelling samen: "at the intra-
cellular level are repressor molecules produced by ragulator genes; at
the extracellulur level are the microenvironmental inducing agents that
operate sequentially in development and differentiation to limit the gene-
tic potentialities of cells; and finally chalones and humoral regulators
regvlate mitotic activity and allow the system o adapt to envirenmental
change". Het belang van onderzoek over de regulatie van de erythro-
poiese ligt in hoofdzaak bij de ontrafeling van de details van deze hypo-
these. Als zodanig vervult de erythropoiese een belangrijke modelfunctie
als de enige hemopoietische differentiatielijn waarvoor een humorale
regulater ondubbelzinnig vastgesteld is.

Het klinisch belang van de humorale erythropoieseregulatie is beperkt.
Het onderscheid tussen primaire en secundaire polycythemie vergt siechis
zelden bepaling van de erythropoietine-activiteit van het serum. Ery-
thropoietinedeficiénties, anders dan bij nierinsufficigntie zijn nooit aan~
getoond. Wanneer in de toekomst gezuiverde erythropoietinepreparaten
op grote scheal ter beschikking zouden kunnen komen, kan overwogen
worden hemodialysepatienten te behandelen met dergelijke preparaten,
wanneer daarbij rekening wordt gehouden met het in het vierde hoofdstuk
beschreven effect van de uremie op de werkzaamheid van erythropoietine.

Dit laatste hoofdstuk heeft tot doel enige gegevens samen te voegen
tot verondersteflingen die in principe voor experimenteel onderzoek toe-
gankelijk zijn. Wij zullen ons hierbi] beperken tot enkele kenmerken van
het terugkoppelingsmechanisme en de erythropoietine«targetcel interactie,
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en geven tensiotte een overzichi van de stoornissen die in het regulatie-
mechanisme kunnen optreden,

Enkele kenmerken van het terugkoppelingsmechanisme
van de erythropoiese

Een kwantitatieve benadering van de regulatie van de erythropoiese
door middel van erythropoietine werd in de openingsparagraaf van het
eerste hoofdstuk genoemd in de vorm van het model van Mylrea en Ab-
brecht (1972), dat met behulp van een digitale computer kon worden ver-
geleken met experimentele gegevens, Zoals door Morley et al. (1970)
werd viteengezet, verloopt een dergelijk feedback-systeem nocdzakelij-
kerwijze oscitlerend door het tijdsverloop tussen de wijziging van de
erythropoietineconcentratie tengevolge van een verandering in het zuur-
stofaanbod, en de daaruit resulterende wijziging van de erythropoiese
in de vorm van een veranderde reticulocytenproductie. Mylrea en
Abbrecht voerden op grond van de experimentele gegevens van Gordon
(1970} een tweede tijdsverloop in, en wel dat tussen de gewijzigde zuur-
stofvoorziening en de in respons daarop veranderde erythropeietineproduc-
tie. Morley et al. (1970) namen inderdaad oscillaties waar bij de reti-
culocytenpromillage van honden in steady state erythropoiese. De perio-
de van de oscillaties bedroeg 14 tot 16 dagen. Theoretisch bedraagt de
periode van de oscillaties tweemaal het tijdsverloop dat er de corzaak
van is. In het geval van de erythropoiese zijn er een drietal mechanis-
men die het tot stand komen van oscillaties bemoeilijken. Een toenemen-
de erythropoiese leidt tot een verkorting van de differentiatietijd van de
erythroide cellen, wat leidt tot een verkorting van het eerstgenocemde
tijdsverloop. Er besiaaf een kleine reserve aan reticulocyten, in func-
tioneel opzicht eindcellen, in het beenmerg. De grote intravasculaire
voorraad van in vergelijking tor de differentiatietijd lang levende ery-
throcyten geeft een grote verdunning van nieuwgevormde erythrocyten,
tengevolge waarvan een oscillerende erythropoiese slechts in geringe
mate tot uitdrukking zal komen in oscillaties van het totaal gantal circu-
lerende erythrocyten.

Bij analyse van de erythropoiese van patienten met een niertrans-
plantaat werd onder meer waargenomen, dat (1) de erythropoiese als re-
ticulocytenproductie en stijging van de hemoglobineconcentratie in het
bijzonder gerelateerd was aan het hemoglobinegehalte gedurende de
eerste drie dagen na transplantatie, en (2} er een negatieve correlatie
bestond tussen de erythropoietinebepalingen die verricht werden rond de
twaalfde en rond de dertigste dag na transplantatie, terwijl de erythro-
poietineconcentraties wel in verband met genoemde, maar niet in ver-
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Fig. 59. Het verloop van het reticulocytenpromillage bij een patient
met een transplantaat van de nier,

band met latere hemoglobineconcentraties gebracht konden worden. De-
ze twee waarnemingen wijzen erop, zoals werd besproken in de discus-
sie van het vierde hoofdstuk, dat naast het hemoglobinegehalte (of de
zyurstofvoorziening van de nier) een ander, ervan onafhankelijk mecha-
nisme de erythropoietineconcentratie mede bepaalt. In overcenstemming
met de waarnemingen zou dit mechanisme kunnen berusten op remming
van de erythropoietineproductie door het cireulerend erythropoietine.
Deze gedachtengang komt overeen met de waarneming dat exogeen ery-
thropoietine de vorming van endogeen erythropoietine remt (Zanjani et
al., 1968), en met de daling, die in de erythropoietineconcentratie bij
hypoxie optreedt reeds voordat de verhoogde erythropoietineconcentra-
tie heeft kunnen leiden tot een in het perifere hloed waarneembore ver-
hoogde erythropoiese (Fried et al., 1970).
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Een dergelijke inhibitie van de productie door het product, in stea-
dy state van weinig belang, zou op zich oscillaties kunnen vercorzaken,
en bovendien optreden als een mechanisme, dat in eerste instantie de
oscillaties tengevolge van het tijdsverloop tussen verandering van ery-
thropoietine~ en reticulocytenproductie tegengaat *. In overeenstem-
ming ermee namen wij betrekkelijk korte periodes van de fluctuaties

van het reticulocytenaantal bij de niertransplantatiepatienten waar
(figuur 59 en figuur 60).
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Fig. 60. Verloop van de reticulocytose bij patienten met een frans-
plantaat van de nier. De figuur is het gemiddelde van de ge-
normaliseerde reticulocytose bij 17 patienten.

De erythropoietine-targetcel interactie

De dosis-respons-relatie voor erythropoietine, zoals verkregen bij
de experimenten van hoofdstuk |11, is goed benaderbaar door een hyper-
bool, die na omzetting op semi-logarithmische schaal een sigmoide
curve geeft (figuur 61}, De eenvoud van deze functie, die zonder
moeite in één van de receptortheorie&n te passen zou zijn, is betrekke-
lijk verrassend gezien de gevolgde meetmethode. Toediening van ery-
thropoietine aan een polycythemische muis leidt tot een complex van
erythroide differentiatie en proliferatie (exponentigle toename), waar-
bij een deel van de hoeveelheid eindcellen tenslotte wordt gemeten
aan de hand van de hoeveelheid 5%Fe die enkele dagen later in 24 uur
in nieuwgevormde erythrocyten is ingebouwd. Dit is in figuur 62 weer-
gegeven. Afgezien van de meetmethode is ook de werking van erythro-
poietine op het erythroide systeem complex, te weten drieledig: (1)
inductie van erythroide differentiatie bij de ERC; (2) versnelling van

* indien de oscillaties als gevolg van de veronderstelde inhibitie niet in fase zijn met

die tengevolge van het tijdsverloop, is hier een verklaring geschetst voor het ent-
staan van de "reticulocytencrise®
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24-~vurs- Fe-incorporatie

dosis log dosis
erythropoietine
Fig. 61. De dosis-respons-relatie voor het effect van erythropoietine

bij de posthypoxische polycythemische muis op lineaire
{links) en op semi-logarithmische (rechts) schaal.

de erythroide differentiatie bij rijpende erythroide cellen; en (3) stimu-
lering van de ERC -proliferatie.

Uit de eenvoudige betrekking tussen dosis erythropoietine en respons
gemeten als 99Fe-incorporatie in het perifere bloed kan in eerste instan-
tie worden afgeleid, dat de interactie tussen erythropoietine en target-
cel in biologische zin eveneens eenvoudig verloopt, d.w.z. dat de res-
pons een eenvoudige functie is van het aantal targetcellen en de ery-
thropoietineconcentratie. In feite is de dosis-respons-relatie weinig
meer dan een directe weergave van deze interactie, aangezien: (a)
bii de polycythemische muis het effect van een enkelvoudige® kleine
dosis erythropoietine in verband met de korte halfwaardetijd ervan uit-
sluitend inductie van erythroide differentiatie in op het moment van
toediening aanwezige ERC's is; (b) de exponentigle toename van het
aantal erythroide dochtercellen van de ERC de respons uitsluitend li-
neair beinvlcedt: erythroide differentiatie vit a ERC's, waarvan de
dochtercellen gedurende de erythroide differentiatie n + p delingen
doormaken geeft een respons van a , 2N*P erythroide cellen; (c) de po-

* deze redenering is gebaseerd op toediening van een enkelvoudige kleine dosis ery-

thropoietine; in hoofdstuk [Il is experimentee} aangetoond dat het gebruik van
meerdere gelijke deeldoses met relatief kleine tijdsintervallen slechts leidt tot ge-
ringe kwantitatieve verschillen
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pulatie differentigrende erythroide cellen zich als een homogeen kohart
gedraagt; en (d) de 24-uurs-%3%Fe-incorporatie in lineair verband
staat tot de totale 59Fe—incorpor0fie {zie hoofdstuk I[I) en eveneens [i-
neair gerelateerd is aan de totale hoeveelheid reticulocyten,

Wanneer op grond van deze argumenten geconcludeerd wordt, dat
de dosis~-respons-relatie voor erythropoietine nauwkeurig de erythropoie-
tine-targetcel interactie weergeeft, is het aanvaardbaar de meetmetho-
de met de polycythemische muis zowel te gebruiken voor erythropoie-
tinemetingen als voor de bepaling van het aantal ERC's dat op een be-
paald moment aanwezig is. In dit licht is de overshoot als functie van

Fe-incorporatie
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Fig. 62. De relatie tussen cellulaire erythroide differentiatie en Fe-
incorporatie gemeten in het perifere bloed bij de post=
hypoxische polycythemische muis.

Verklaring der symbolen:

HSC : hemopoietische stamcel

ERC : wvoor erythropoietine gevoelige cel
EF  : erythropoietine
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de posthypoxische tijd, die door ons voor het aantal ERC's werd waar-
genomen, van meer betekenis dan alleen als facter die de gevoeligheid
van de biologische bepalingsmethede voor erythropoietine gunstig betn-
vloedt. De overshoot treedt op in afwezigheid van erythropoietine,
zodat vastgesteld kan worden dat de aanvankelijke toename en de erop-
volgende afname onafhankelijk van erythropoietine optreedt. Kenne-
lijk hebben wij hier de vinger gelegd op een terugkoppelingsmechanisme
dat de grootte van het ERC-compartiment bepaalt, en dat voor nader
onderzoek vatbaar is*.

De pathologie van de humorale regulatie van de erythropoiese

Door de relatief lange differentiatietijd van het erythroide systeem
en de lange levensduur van de erythrocyt is het humorale regelmecha-
nisme van de erythropoiese slechts geschikt voor een adaptatie van het
organisme op lange termijn aan een gewijzigde zuurstofvoorziening.

Een indruk van de lengte van die termijn geeft ons onderzoek bij patien-
ten met een transplantaat van de nier, zij het dat hierbij het ongunstige
effect van de aanvankelijke renale toxemie op de erythropoiese mede

in beschouwing moet worden getrokken. De traagheid van de regulatie
manifesteert zich eveneens in de pathologie van de erythropoiese, in die
zin ddat een aandoening slechis langzaam in het hemoglobinegehalte tot
vitdrukking komt; hetzelfde geldt over het algemeen voor therapie.

De differentiaaldiagnostische waarde van de erythropoietinebepaling
kan het best worden besproken aan de hand van het feedback-mechanisme,
zoals dat in de loop van dit onderzoek werd gehanteerd. Wij zijn hier-
bij voor gen belangrijk deel aangewezen op een theoretische afleiding,
en moeten mogelijke kwantitatieve verschillen, zoals die waarschijnlijk
bestaan voor de erythropoietineconcentratie bij aplastische anemie en
PRCA enerzijds, en de defici&ntie-nemieén anderzijds (zie hoofdstuk
IV B) in het midden laten. Het ontbreken van voldoende kwantitatieve
gegevens over erythropoietineconcentraties bij verschillende ziektebeel-
den berust in hoofdzaak op het ontbreken van een eenvoudig toepasbare,
goed gestandaardiseerde meetmethodiek. Wij verrichtten een reeks
klinische bepalingen, die wel gestandaardiseerd waren, maar beperkt in
aantal gebleven zijn door enerzijds het beperkte patientenaanbod, ander-
zijds de kostbare en bewerkelijke bepalingsmethode.

Figuur 63 is een schematisch overzicht van het feedback-mechanisme
tussen nier en erythroid weefsel, waarbi] grof schematiserend een viertal
categorieén erythropoietische aandoeningen is aangegeven aan de hand
van de parameters hemoglobineconcentratie en erythropoietine-activiteit.

* een identieke overshoot werd inmiddels door ons aangetoond voor de CFU-5-populatie
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Overzicht van de pathologie van de humorale regulatie van
de erythropoiese.
Verklaring der symbolen:
1. plasmavolume
2. levensduur van de erythrocyt
3. arterigle pOyp
4. distributievolume en halfwaardetijd voor erythropoietine
4 . Hb*, EP; : nierinsufficiéntie
4 : Hb4, EP§ :pclycythemie vera (P.V.)
4 : Hb%, EP4 :secundaire polycythemie
4 : Hb}, EP% :anemie
HSC : hemopoietische stamcel
ERC : wvoor erythropoietine gevoelige cel
PRCA: pure red cell aplasia
EF  : erythropoietine
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Op deze vier hoofdcategoriegn zijn een groot aantal verfijningen moge-
lijk, maar een vergaande onderverdeling valt buiten de opzet van deze
tekst. Opgemerkt zi] nogmaals, dat de differenticaldiagnostische waar-
de van de erythropoietinebepaling in hoofdzaaok berust bij het onder-
scheid tussen primaire en secundaire polycythemie, en, incidenteel,

als aanvullende diagnostiek bi] een anemie =.c.i.
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SAMENVATTING

De humorale regulatie van de erythropoiese kan worden opgevat als
een negatief humoraal feedback-mechanisme, waarbij erythropoietine,
geproduceerd aan de hand van een centraal gemeten behoefte aan ery-
throcyten, erythroide differentiatie induceert in een morfologisch niet
geidentificeede primitieve hemopotetische cel, die met de operationele
term ERC is aangeduid. Binnen dit eenvoudige concept werd een drietal
aspecten van de humorale regulatie van de erythropoiese onderzocht.

In het derde hoofdstuk werd het effect van erythropoietine bij de
posthypoxische polycythemische muis besproken. Op basis van een rela-
tief korte (totaal: 72 uur) intermitterende blootstelling aan een diepe
(4 - 5% Oy) hypoxie, en de foediening van erythropoietine-activiteit
in drie deeldoses met intervallen van 12 vur, werd een bio-assay uitge-
werkt, gekenmerkt door een lineaire log-dosis-respons-relatie van 10
tot 500 ml.U. (I5B), een kleinst aantoonbare dosis erythropoietine-acti-
viteit van 8 ml.U. {I5B) en een nauwkeurigheid van 10 tot 15% . De
gevoeligheid van de meetmethode berust voor een belangrijk deel op een
voorbijgaande hoge gevoeligheid voor erythropoietine, die door ons werd
toegeschreven aan veranderingen in de grootte van de ERC-populatie, en
op de potentigring van het effect van erythropoietine door een vooraf-
gaande dosis erythropoietine. Het was mogelijk om met behulp van deze
meetmethode erythropoietine-activiteit in het serum van hematologisch
normale individuen aan te tonen, op basis waarvan normaal circulerende
erythropoietine-activiteit bij de mens werd geschat op 2 tot 5 1.U. (ISB)/
liter serum. In het serum van patienten met polycythemia vera en
anemie tengevolge van ernstige nierinsufficiéntie (hemodialyse) kon geen
erythropoietine-activiteit aangetroffen worden. Bij patienten met secun-
daire polycythemie werd een verhoogde erythropoietine-activiteit in het
serum gevonden, en sterk verhoogde waarden werden gevonden bij pa-
tienten met anemie tengevolge van beenmergaplasie en pure red cell
aplasia. De verkregen getallen werden door ons gestandaardiseerd in de
eenheid van het 2nd [RPE.

Het vierde hoofdstuk bevat een beschrijving van een onderzoek over
de regulatie van de erythropoiese bij patienten met een allotransplantaat
van de nier. Bij deze patienten bestaat een anemie tengevolge van de
nierinsufficiéntie voor transplantatie, waarvan gangenomen kan worden
dat deze voor een belangrijk deel op erythropoietine-defici&ntie berust.
Van transplantatie van een nier wordt verondersteld dat zowel de
exocriene nierfunctie als de erythropoietineproductie wordt genormali-
seerd. Door ons werd het verband tussen de hemaglobineconcentratie,
de optredende reticulocytose, en de stijging van de hemoglobineconcen-
tratie tot normale waarden gekwantificeerd door middel van correlatie-
rekening en regressie~analyse. De op twee verschillende tijdstippen ge-
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meten erythropoietine-activiteit van het serum van deze pafienten com-
pleteerde het verband tussen initieel hemogiobinegehalte en reticulo-
cytose. Vastgesteld werd dat de werkzaamheid van erythropoietine kan
worden beschreven als een functie van de in de aanvankelijke periode
nog bestaande renale toxemie, uitgedrukt als ureum- en creatininecon-
centratie van het serum. Deze afname van de effectiviteit van erythro-
poietine bij toename van de renale toxemie geeft een indicatie voor de
rol van deze laatste bij de geness van de anemie bij ernstige nierinsuf-
ficigntie. Hetis het mechanisme van de na niertransplantatie veriraagd
optredende reticulocytose, waarbij de grootte van de vertraging samen-
hangt met de snelheid waarmee de exocriene nierfunctie verbetert.

Op grond van de gegevens werd gepostuleerd dat de productie van
erythropoietine mede wordt bepaald door de hoeveelheid circulerend
erythropoietine. Een dergelijke product-inhibitie werd in het zesde
hoofdstuk in theoretisch verband besproken, in samenhang met fluctua-
ties waargenomen bij de reticulocytenpreductie van de patienten met
een transplantaat van de nier.

In het vijfde hoofdstuk werd een reeks experimenten beschreven die
tof doel hadden de isolatie en zuivering van erythropoietine te bestude-
ren Uit serum en urine van anemische proefdieren en aplasiische patien-
ten. Bij gelfiliratie over Sephadex G150 wordt erythropoietine-activi-
teit geélueerd als een homogene moleculaire entiteit met een verdelings-
cogfficient van 0,43, een gemiddelde, verkregen uit experimenten met
sera van rat, konijn en mens, en urines van rat en mens. De verschillen
verkregen bij de berekening van de verdelingsco&fficient waren voor
deze verschillende uitgangsmaterialen niet significant.

Bij negatieve-druk-dialyse van erythropoietisch actieve urine werd
binnen het dialysemembraan een aanzienlijke hoeveelheid erythropoie-
tine-activiteit verloren, die in het dialysaat slechts ten dele kon worden
teruggevonden na toevoeging van het op zich erythropoietisch inactieve
ovo-albumine. Uit de experimenten werd afgeleid, dat de erythropoie-
fine-activiteit die zich bij gelfiliratie homogeen gedraagt door middel
van negatieve-druk-dialyse te scheiden is in een tweetal vormen met
verschillende eigenschappen voorzover het de biologische activiteit
betreft,

Vervolgens werd adsorptie van de erythropoietine-activiteit aan een
hydroxylapatietgel bestudeerd, aanvankelijk voor erythropeietine-activi-
teit door gelfiltratie bereid uit het serum van anemische ratten, loter ook
voor activiteit op dezelfde wijze bereid vit menselijk serum en mense-
lijke urine. Bij elk van de experimenien werd de erythropoietine~activi-
teit in twee volledig gescheiden fracties geélueerd, zodat ook hier de
conclusie van twee vormen erythropoietine zich opdringt. Met behulp
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van de adsorptie aan hydroxylapatiet gelukte het fracties te verkrijgen
uit menselijk serum van 5000 1. U. (I1SB)/mg eiwit {(opbrengst: 11%)
door middel van twee zuiveringsstappen.
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SUMMARY

The regulation of erythropoiesis is considered to be a negative humo-
ral conirol mechanism, the primary regulator being a glycoprotein called
erythropoietin. This regulator is preduced by the kidney in response fo
a need for erythrecytes. It induces erythroid differentiation in a primi-
tive hemopoietic cell, designated as ERC (erythropoietin responsive cell),
which has not been morphologically identified, and accelerates the
maturation of hemoglobin producing cells. This simple concept is the
basis for the work presented in this thesis and 1s supported by the litera-
ture data which constitute the first chapter.

In the third chapter, the effect of injection of an erythropoietin pre-
paration into exhypoxic polycythemic mice is described. Polycythemia
was induced by a short {fotal: 72 h} intermitient exposure (8 h/day,

9 days) to a low (4 - 5%) oxygen tension. The erythropoietin preparation
was injected in three divided doses with time intervals of 12 h. This
procedure resulted in o bioassay characterised by o linear log-dose-res-
ponse relationship ranging from 10 to 500 mi.U. (ISB), en average smal-
lest detectable dose of 8 ml.U.(ISB) and an accuracy of 10 - 15%. The
sensifivity of the assay is partly based on a transiently increased sensiti-
vity to erythropoietin a few days after termination of hypoxia, which was
attributed to changes in the size of the ERC population, and partiy on the
potentiation of the effect of erythropoietin by a previcus dose of erythro-
poiefin.

This bioassay allowed measurements of erythropoietin activity in sera
of normal human individuals. Reference values for circulating erythro-
poietin in hematelogically normal humans were estimated to be 2 - 5. U.
{I1SB) per liter of plasma. The clinical relevance of the assay was inves-
tigated by measurements of erythropoietin activity in a small series of
patients with disorders affecting erythropoiesis. The serum of patients
with primary polycythemia and patients suffering from severe renal disease,
for which they were freated with hemodialysis, did not contain defecta-
ble levels of erythropoiefin activity. Serum erythropoietin activity was
elevated in patients with polycythemia secondary to other diseases, and
highly elevated levels of erythropoietin activity were observed in the
serum of patients with bone marrow or pure red cell aplasia. The data
obtained are standardized according to units established by the 2nd IRPE.

The fourth chapter deals with an investigation concerning the regula-
tion of erythropoiesis in kidney transplanted patients. Before transplant-
ation, these patients develop o severe anemia, probably due primarily to
a deficiency of erythropoietin. Kidney transplantation is supposed to
restore both exocrine kidney functions and erythropoietin production,

The relationship between hemoglobin concentration, reticulocytosis and
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subsequent increase in hemoglobin concentration was quantified by means
of correlation and regression analysis. [t was observed that erythropoie-
sis following renal allotransplantation is closely related to the hemoglobin
level existing in the first few days after transplantation. Reticulocytosis
following transpliantation shows a delay; the delay is proportional to the
rate at which renal toxemia, expressed ds serum creatinine and urea le-
vels, improves,

Measurements of erythropoietin levels in serum and urine at days 12
and 30 after transplantation demonstrated a relationship between erythro-
poietin level and hemoglobin level at the first but not at the second point
of time and a relationship between erythropoietin level and reticulocyte
count at the second but not at the first peint of time. An inverse relation-
ship between these two erythropoietin levels may suggest that erythropoie-
tin production is inhibited by the fevel of circulating erythropoietin.

This hypothesis is discussed in the sixth chapter, in relation to fluctuations
shown to occur in reticulocyte production following renal transplantation,

Finally, it was observed that the effectiveness of erythropoietin, ex-
pressed as reticulocyte count per [.U. {ISB} erythropoietin, could be des-
cribed as a function of renal toxemia, i.e., the effectiveness of erythro-
poietin decreases rapidly as renal toxemia increases. This fact explained
the delayed reticulocyte response mentioned earlier and is an indication
of the role of renal toxemia in the pathogenesis of anemia in states of
severe renal failure.

The fifth chapter contains a description of experimenis designed to
study the isolation and purification of erythropoietin from serum and
urine of animals with phenylhydrazine induced anemia and of patients
with bone marrow or pure red cell aplasia,

Gel filtration revealed that erythropoietin is eluted as a single homo-
geneous molecular entity with a partition coefficient of 0.43; this is
the average figure obtained from experiments performed with rat, rabbit
and human serum, and rat and human urine. Slight differences in parti-
tion coefficients for these different sources of erythropoietin activity
were within the limits of the experimental error.

Ultrafiltration of urine rich in erythropoietin activity through Visking
dialysis membranes by means of negative pressure resulted in a relatively
large loss of erythropoietin activity, part of which could be recovered
from the filtrate after addition of ovoalbumin, which in itself does not
possess erythropoietic activity. It was further demonstrated that the ery-
thropoietin activity which 1s eluted as a single homogeneous peak by gel
filtration may be separated into two forms of erythropoietin activity,
apparently with different biological activity, by ultrafiltration. Subse-
quently, adsorption of erythropoietin activity to a hydroxy-apatite
column was studied. 1t wos demaonstrated that erythropoietin activity
which is eluted as a single peak by gel filtration is invariably eluted
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from hydroxy-apatite as two completely separated fractions, again indi-
cating two forms of erythropoietin activity.

Adsorption of erythropoietin activity isolated by gel filtration from
human serum 1o hydroxy-apatite resulted in a fraction with a specific
activity of approximately 5000 1.U. (IS8)/mg protein, with o recovery
of 11% of the initial erythropoietin activity. This highly purified ery-
thropoietin required the addition of ovoalbumin for expression of its ery-
thropoiesis stimulating activity. [t might be emphasized that this result
was obtained with fwo purification steps.
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APPENDIX

Gegevens aver de patienten vermeld in hoofdstuk 1V

Tabel 1. geslacht en viteindelijk bereikte hemoglobineconcentratie
van de 25 bi| het onderzoek betrokken patienten.
De nummering geeft de volgorde van transplantatie aan.

nr. Hb- geslacht  nr. Hb- geslacht
concentratie concenfratie

1 a m 14 n v
2 n v 15 p v
3 n m 16 =k m
4 n m 17 p v
5 n m 18 _kkk m
& n m 19 n m
7 n m 20 p v
8 p v 21 n v
¢ n v 22 n v
10 n . m 23 n m
T1 n m 24 n m
12 n v 25 n v
13 -* m

a : verlaagde hemoglobineconcentratie

n : hemoglobineconcentratie binnen normale grenzen
p : verhoogde hemoglobineconcentratie

m: mannelijk

v : vrouwelijk

* overleden

nefrectomie
onvoldoende gegevens

**
L]
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Tabel 2 hemoglobineconcentratie tijdens de eerste dagen na transplan-
tatie parameters voor de reticulocytose, en stijging van de he-
moglobineconcentratie bij 17 patienten met een transplantoat
van de nier

nr, HbO Hb] Hlo2 Hb]q RethJr TRei‘ Hk-stijging
mmol{Fe)/liter o/oo  dagen pmol(Fe)/1/dag
2 3,6 3,9 3.8 2,9 64 42 71
3 4,3 4,7 4,3 3,6 75 45 83
4 4,0 4,5 4,5 4,0 71 a0 84
5 4,3 5,4 5.5 3,1 58 28 77
& 4,3 5,5 4,8 3,0 46 14 79
7 50 57 4,6 4,0 78 28 88
? 3,9 5,1 4,9 3,8 61 19 103
10 6,2 9,5 87 46 33 12 34
11 3,9 58 59 3,9 53 23 61
12 4,9 4,9 3,9 2,9 68 34 93
t4 3,4 4,6 6,0 3,2 64 33 70
19 3,2 3,5 4,4 3,2 63 38 47
21 2,6 3,8 4,8 2,6 73 18 139
22 2,5 4,3 3,4 2,0 g1 33 ©105
23 6,3 6,3 5,4 3,1 64 31 59
24 4,8 4,5 4,4 2,7 60 34 80
25 2,9 4,4 4,8 2,8 64 29 69
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Tabel 3 immunosuppressieve therapie gedurende de eerste dertig dagen
na transplantatie

patient actinomycine C azathioprine prednison hydrocortison
nr, kg mg* mg* mg
2 1200 2000 2800 600
3 800 3100 1800 800
4 1200 4100 3100 1000
5 1000 4000 2400 800
é 1200 4200 2900 2800
7 1200 4500 3500 200
9 1200 3700 3700 650
10 800 3400 3100 800
11 1400 4000 4200 800
12 1200 3500 4100 700
14 1000 3100 3500 800
19 200 1900 3300 700
21 200 4500 2700 700
22 400 2800 3700 600
23 400 2500 3700 800
24 800 3500 ” 3900 800
25 0 3600 3200 . 800

* afgerond
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