Die Suche nach dem kleinsten Fehler
- Validitat des Chelat-evozierten Metallexkretionstests (CEMET) —

Dr. med. Thomas C. Carmine

1. Einleitung

Das Bio-Monitorring von toxischen Metallen und anderen Umweltschadstoffen stellt eine
grosse analytische Herausforderung dar.! Ein optimaler Biomarker sollte einerseits
Exposition und toxische Belastung adaquat reprasentieren und andererseits moglichst kleine
Tagesschwankungen (intraindividuelle Varianz) bei gleichzeitig hoher interindividueller
Varianz aufweisen.? Die Biomarker sollten dabei moglichst spezifisch die Exposition abbilden
und nur wenig von anderen Variablen und Storfaktoren beeinflusst werden.

Urin und Blut sind in der Metallanalytik die gebrauchlichsten Analysemedien.
Gegenuber Stuhl, Nageln oder Haar sind Blut- und Urinkonzentrationen der meisten Metalle
umfangreicher wissenschaftlich dokumentiert und validiert.! Die Validitat von Blut- und
Urintests variiert stark zwischen den einzelnen Metallen und ist abhangig von deren
Konzentration, chemischer Zusammensetzung, Verteilung und Toxikokinetik (Tab.1).
Generell weisen Urinwerte die hochste Validitat fur tberwiegend renal eingelagerte und
ausgeschiedene Metalle wie z.B. anorganisches Quecksilber, Cadmium oder Arsen auf.
Dagegen ist die kumulierte Gesamtkoérperlast von Knochen-affinen Metallen wie Blei,
Gadolinium oder Uran nur schwach durch die Konzentration im Spontanurin (SpU)
reprasentiert.® Fir die meisten Metalle sind keine sicheren Riickschliisse von Urin - und
Blutkonzentrationen auf Zeitpunkt, Dauer, Héhe und Art der Exposition moglich. Oft sind
detaillierte Expositionsanamnesen und Umweltanalysen z.B. von Trinkwasser oder
Umgebungsluft zur Aufklarung erforderlich.

Kurzzeit-Exposition| Mittelfristige Exposition | Langzeitexposition (Jahre) | Kontinuierliche
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Tabelle 1: Validitat verschiedener Kérpermedien fur epidemiologische Kenngrdssen der toxikologisch
bedeutsamsten vier Metalle. Vollblut bildet kurz- mittel und mit héherem Alter zunehmend auch
langfristige Bleibelastungen ab. Zudem besteht eine genetisch bedingte hohe Expositions-unabhéngige
interindividuelle Varianz der Blutbleiwerte. Auch CEMET Blei reprasentiert nur schlecht die Gesamt-
korperlast, da 93 % des Schwermetalls im Knochen gebunden sind, von wo es durch i.v. Chelate nur zu
einem kleinen Bruchteil mobilisiert und urinar ausgeschieden werden kann. Auch Quecksilber in Blut und
Urin setzt sich aus akuter, mittel- und langfristiger Exposition zusammen. Dagegen sind SpU-Cadmium-
Werte bei Nierengesunden sehr aussagekréaftig fur die kumulierte Gesamtkoérperlast, da Cd uberwiegend
in den Nieren eingelagert wird und die Gewebskonzentration des Nierenkortex mit der TBB korreliert.5”



Zudem sind SpU-Messungen vieler Metalle haufig nicht ausreichend sensitiv, d.h. sie
sind entweder unterhalb der IPC-MS Nachweisgrenze (NWG) oder mehrheitlich nur knapp
oberhalb dieser (Abb.1). Die Werte sind damit unvollstandig und die Interpretierbarkeit
aufgrund der oft geringen Varianz eingeschrankt. Gebrauchliche Chelate wie DMPS,
Na-Ca-EDTA oder Zn-DTPA erhdhen die Urinausscheidung der meisten Metalle in
Abhangigkeit von deren Affinitat zum Chelator. Sie wirken damit in der Urin-Metallanalytik
wie eine Lupe und verbessern die Sensitivitat des Metallnachweises im Urin.34°

Der erste Abschnitt dieses Artikels behandelt die Unterschiede von Sensitivitat und
Validitat zwischen SpU und einem standardisierten CEMET basierend auf der klinisch
bewahrten i.v. Kombination von 600 mg Glutathion, 1.9 g Na-Ca-EDTA und 250 mg DMPS.

Der zweite Teil befasst sich mit einigen problematischeren Aspekten der Validitat von
urindren Biomarkern, die bei ihrer Interpretation zu berticksichtigen sind. Wie SpU
reflektieren auch CEMETS nicht ausschliesslich die Toxin Exposition, sondern werden von
Lebensalter, Geschlecht, Muskelmasse, Nierenfunktion und vor allem von der Diurese
mitbeeinflusst. Letztere erklart bis zu 80% der Ergebnisvarianz, was eine adaquate
Verdunnungs-Korrektur erforderlich macht. Die gangigen Diurese-Korrekturen durch Bezug
auf urindres Kreatinin (UCRN), Osmolalitat oder spezifisches Gewicht kompensieren
allerdings den Verdinnungsfehler nur teilweise und sind selbst in mehrfacher Hinsicht
fehleranféllig. Die Berticksichtigung von Lebensalter, Geschlecht und BMI auf
Urinergebnisse sind neben moderneren polynomischen Diurese Korrekturen geeignete
Instrumente, die Aussagekraft von Urinergebnissen zu verbessern.

Der dritte und letzte Abschnitt des Artikels behandelt die Korrelationen von CEMET
Ergebnissen mit 6ffentlich zugéanglichen Luftverschmutzungsparametern wie elementarem
Kohlenstoff (EC, Russ), SO., NO, und Feinstaub. Vergleichende Datenanalysen eigener
CEMET Ergebnisse mit offiziellen Luftqualititsmessungen des Schweizer Bundesamtes fir
Umwelt (BAFU) legen nahe, dass sich erhdhte ambiente Belastungen mit Schwermetallen,
wie zum Beispiel in langeren Trockenheits- und Feinstaubperioden, auf Gruppenbasis im
CEMET erkennen lassen. Im Gegensatz zu den weniger sensitiven Spontanurinmessungen
scheinen CEMETs auch gut geeignet zur Untersuchung der Latenzzeiten zwischen
Exposition und Absorption inhalierter Metalle in Blutkreislauf und chelierbare Organe.

2. Sensitivitatssteigerung durch CEMET

Der grosste Vorteil des CEMET besteht ganz offensichtlich in einer deutlich sensitiveren
Nachweisbarkeit der meisten Metalle im Urin (Abb.1/2). Allerdings kdnnen sich SpU und
CEMET bezuglich der erfassten Kérperkompartimente, der ausgeschiedenen chemischen
Formen und des reprasentierten Expositionszeitraums unterscheiden (Abschnitt 2.5).

2.1. Erhéhung des Anteil quantifizierbarer Proben

Abbildung 1 fasst die Auswertung von n = 337 korrespondierenden SpU/CEMET Proben
zusammen, in denen je 33 Metalle mit ICP-MS (IMD, Berlin) bestimmt wurden. Zehn Metalle,
darunter Arsen, lassen sich regelmassig in SpU oberhalb der Nachweisgrenze (NWG)
bestimmen (Abb.1a), wahrend vier Metalle (Gold, Platin, Palladium und Beryllium) sowohl in
SpU als auch im CEMET nur in Ausnahmefallen nachweisbar sind (Abb.1b). Fir die
Mehrheit der Metalle (19/33) lasst sich hingegen im CEMET eine erhebliche Verbesserung
von Sensitivitat und Probenausbeute erzielen (Abb.1c). Aus umweltmedizinischen
Gesichtspunkten ist dies vor allem fir Blei und Quecksilber bedeutsam, da beide ein grosses
Gefahrdungspotential aufweisen,® dabei aber nur in einem kleinen Prozentsatz der SpU-
Proben oberhalb der ICP-MS NWG quantifizierbar sind.

2.2. Bestimmung der CEMET-Effizienz durch Exkretions-Verstarkungsfaktor (EVF)

Die Medianwerte der n = 337 SpU-Proben aus Abb.1 wurden in Abb.2 mit den zugehdrigen
CEMET Median- und Interquartilsbereichswerten verglichen. Von den toxikologisch
relevantesten vier Metallen wird im CEMET vor allem die Ausscheidung von Blei (EVF 38)
und Quecksilber (EVF 39) signifikant verstarkt (Abb.2a/b), wahrend Arsen und Cadmium nur
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C. Steigerung von Sensitivitdt und validem Probenanteil durch CEMET

Abbildung 1: Sensitivitatssteigerung durch CEMET - Anteil valider Proben. Vergleich der prozentualen
Anteile von Proben oberhalb der ICP-MS Nachweisgrenze von SpU- und CEMET (n = 337 SpU und
korrespondierende CEMET Proben, uCRN 0.3-3 g/L). (A) Regelméassig im SpU ausgeschiedene Metalle,
(B) sowohl in SpU als auch im CEMET nur ausnahmsweise nachweisbare Metalle, (C) Metalle mit im
CEMET verbesserter Exkretion.

geringfugig erhéht werden. Auch die Aluminiumwerte sind im CEMET im Vergleich zu SpU
deutlich erhoht, wobei CEMET-Aluminium aufgrund variabler Al-Gehalte der verwendeten
Na-Ca-EDTA-Ldsungen nur eingeschrankte Validitat fir die tatsachliche Al-Exposition
aufweist (Siehe Punkt 3.3).

Das essenzielle Spurenelement Zink stellt quantitativ das bedeutsamste CEMET
Urinmetall dar, mit grossem Abstand gefolgt von Bor, Kupfer und Eisen. Zink ist als
essenzielles Spurenelement ubiquitéar im System verfligbar und wird von beiden Chelatoren
Na-Ca-EDTA und DMPS mit hoher Affinitat gebunden.>® Seine pradominante Rolle im
CEMET Urin weist auf eine potenziell bedeutende Stérquelle von Zinksupplementation vor
dem Test hin. Zink kann die Bindungsstellen der Chelatoren besetzen und so die
Ausscheidung der anderen Metalle potenziell stark vermindern.
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Abbildung 2a: Sensitivitatssteigerung durch CEMET-Medianwerte. Vergleich der Medianwerte der
n = 337 SpU-Proben aus Abb.1 mit den Medianen + IQR der korrespondierenden CEMET Urine
(UCRN 0.3-3 g/L). Rote Umrandung: CEMET Werte von Metallen mit signifikanter Chelatbindung.
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Abbildung 2b: CEMET Exkretions-Verstarkungsfaktoren (EVF). Der EVF wurde fir alle 33 Metalle anhand
der Mediane der Proben aus Abbildung 2a mit der Formel EVF = Mcemet / Mspu berechnet. Die
umweltmedizinisch relevantesten Metalle sind rot markiert.® Silber war in keinem SpU und Beryllium
weder in SpU noch im CEMET oberhalb der NWG und fir beide Metalle konnte somit kein EVF bestimmt
werden. Nur 80% der Proben mit uCRN 0.3-3 g/L im SpU lagen im durch die Chelat-Infusionen hdher
verdiinnten CEMET Urin noch in diesem Toleranzbereich.



2.3. Abhangigkeit des EVF von Metallbelastung und chemischer Bindung

Die in Abb.2b dargestellten Exkretions-Verstarkungsfaktoren (EVF) des CEMET sind nicht
fur alle Metallkonzentrationen konstant, sondern kdnnen starke Abhangigkeiten von der SpU-
Metall-Konzentration aufweisen (Abb.3). Die meisten Metalle zeigen fir niedrige Belastungen
deutlich héhere EVFs als fir hohe. Ausnahmen bilden Blei und Quecksilber, die keinen
signifikanten Abfall der EVF mit steigender SpU-Konzentration zeigen - wahrscheinlich ihrer
vergleichsweise starken Chelat-Bindung geschuldet.
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Abbildung 3: Abhangigkeit des EVF von der SpU Metallkonzentration.

2.4, Der variable EVF von Gadolinium - spéate Erkenntnisse eines Humanexperiments
Am Beispiel von Gadolinium (Gd) lasst sich sehr gut die Abhangigkeit des EVF von
einerseits der Belastung und andererseits der chemischen Bindung und Verteilung im Korper
demonstrieren. Gadolinium gelangt Uberwiegend iatrogen, d.h. tiber die Gabe von MRI-
Gadolinium-Kontrastmitteln (Gd-KM) in den menschlichen Organismus und wird im Verlauf
grosstenteils renal ausgeschieden. Gadolinium in SpU, CEMET und der EVF sind somit
abhangig von der zum Messzeitpunkt verstrichenen Zeit nach Gd-KM Gabe (Abb.4a).

Im SpU lasst bis ca. sechs Monate nach Gd-KM-MRI ein kontinuierlicher Abfall von
Gd beobachten, was bei der Interpretation von Gd-Urinproben bericksichtigt werden sollte.
Die Konzentrationskurve fur CEMET-Gd verlauft deutlich héher als die SpU-Kurve und im
Gegensatz zu SpU zeigen CEMETs meist noch Jahre nach Gd-KM-Gabe Werte oberhalb
der NWG, wobei der EVF mit zunehmendem Abstand zur Gd-KM Gabe zunimmt.

Interessanterweise zeigen sich in der Regel bis ca. zwei Wochen nach der KM-Gabe
im SpU sogar hohere oder mit CEMET Urin vergleichbare Gd-werte.'%!! Dies sollte allerdings
nicht dazu verleiten, die Effektivitat der Chelatbindung (Na-Ca-EDTA, Zn-DTPA) von
Gadolinium generell in Frage zu stellen. Bei Gd-KM handelt es sich um Gd-Chelate, welche
als solche von Nierengesunden sehr schnell renal eliminiert werden. Zunéchst liegt das KM-
Gd also bereits in chelierter, d.h. an einen Liganden gebundenen Form vor, was die Bindung
an Na-Ca-EDTA oder Zn-DTPA erschwert. Ausserdem vermindert sich die renale
Ausscheidung von Gd-KM durch die im CEMET stark erhdhte Exkretion von anderen
Metallen, welche mit Gd-KM um tubuléare Metalltransporter konkurrenzieren kénnen.

Ganz offensichtlich wird aber nicht die gesamte Menge an Gd-KM als solches mit
dem Urin ausgeschieden. Ein kleinerer Anteil (geschétzt 0.8-2%) des KM-Gd I6st sich vom
Liganden,*'*d.h. er wird dort durch einen als Transmetallisierung bezeichneten Prozess
durch andere Metalle wie z.B. Eisen ersetzt und der wesentlich toxischere freie, bzw. nieder-
molekular gebundene Gd-Anteil dann Gberwiegend im Knochengewebe gebunden und von
dort Uber lange Zeitraume in Blut und Weichgewebe umverteilt.}>-4 Kleinere Anteile dieses
retinierten Gd kdnnen mit Chelaten wie Ca-Na-EDTA oder Zn-DTPA noch bis mehrere Jahre
nach der Gd-KM Gabe ausgeleitet und im CEMET nachgewiesen werden (Abb.4b).1112
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Abbildung 4a: Abhéangigkeit von SpU-Gd, CEMET-Gd und EVF von der Zeit nach letzter Gd-KM-Dosis

(n = 40). Durchschnittlich erhielten die Patienten kumulativ 2.5 Gd-KM Gaben im Laufe ihres Lebens.
Durch Division der Regressionsfunktionen von Gd-CEMET/Gd-SpU ergibt sich fir die ersten 2 Jahre nach
dem letzten Gd-KM-MRI eine Abschatzung des EVF mit 3 x Monate nach Gd-KM-MRI.1! Das gelb markierte
Symbol rechts représentiert eine Patientin nach kumulativ exzessiver Gd-KM Exposition von 22 Gd-KM-
Dosen Uber einen Zeitraum von 15 Jahren. Die Mehrexposition spiegelt sich in einer 19-fachen Erhéhung
von CEMET-Gd (47 pg/g vs. 2.5 pg/g uCRN) gegenuber dem Erwartungswert auf der Regressionskurve
wider. Das griin markierte Symbol zeigt eine Patientin nach drei Gd-KM-MRIs an drei aufeinander
folgenden Tagen. Sie weist mit 25 vs. 4.7 pg/g uCRN ein um Faktor 5.3 erhéhtes CEMET-Gd gegentiber
dem nach 7.5 Monaten zu erwartenden Regressionswert auf. Diese Beispiele belegen deutlich die
Abhéngigkeit der im CEMET erfassten, retinierten Gd-Menge von der im Laufe des Lebens kumulierten,
nie vollstidndig ausgeschiedenen Gesamtdosis.
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Abbildung 4b: 3-Phasen-Schema der Gadolinium Ausscheidung nach Gd-KM Gabe. Die Bindung an
Chelate wie Na-Ca-EDTA oder Zn-DTPA erfolgt nur durch nieder-molekular gebundenes oder freies
Gadolinium. Bis ca. 2 Wochen nach Gd-KM-Gabe besteht Giberwiegend Bindung zum KM-Liganden was
die Chelatbindung erschwert und eine Mehrausscheidung von Gd im CEMET-Urin verhindert.

2.5. Validitatsunterschiede zwischen SpU und CEMET

Unterschiede zwischen CEMET und SpU Ergebnissen bestehen hinsichtlich der Quantitat,
der chemischen Verbindungen des ausgeschiedenen Metalls, der reprasentierten
Kdrperkompartimente und des erfassten Expositionszeitraums. CEMET Urin ist somit nicht
nur eine quantitative Verstarkung der SpU-Metallkonzentration, sondern kann auch
unterschiedliche toxikologische ExpositionszeitrAume repréasentieren und die fir SpU



bestehende Validitat verandern. Wie SpU lasst auch CEMET Urin generell keine klare
Differenzierung des Expositionszeitraums zu, d.h. im CEMET werden, wie auch meist im
SpU, kumulativ kurz, mittel-, und langfristige Belastungen erfasst, ohne dass dabei
eindeutige Ruckschliusse auf die Gesamtkdrperlast (Total Body Burden, TBB) und/oder die
klinische Toxizitat gezogen werden kénnen (Tab.1).>* CEMET Ergebnisse sollten daher eher
als eine eigene epidemiologische Kenngrdsse verstanden werden, die hauptsachlich den
aus Blut und Weichteilen mobilisierbaren Metallpool reprasentiert. Dieser ist in der Regel
weniger stark gebunden, reaktiver, Uberwiegend in vitalen Organen lokalisiert und damit als
toxikologisch relevant einzustufen.

Die im CEMET verglichen mit SpU veranderte Validitat lasst sich deutlich am Beispiel
von Cadmium erkennen, dessen TBB bei Nierengesunden aufgrund seiner tiberwiegend
renalen Langzeiteinlagerung durch SpU-Cd valide reprasentiert wird.®’ Die Assoziation
zwischen CEMET-Cd und SpU-Cd ist jedoch deutlich weniger ausgepragt als flir andere
Metalle wie z.B. Quecksilber, Blei oder Arsen (Abb.5a/b). Dies weist darauf hin, dass
CEMET-Cd zu einem erheblichen Anteil aus nicht-renalen Quellen wie v.a. aus Leber,
Knochenmark und Erythrozyten mobilisiert wird, welche im Gegensatz zu SpU-Cd eher kurz-
und mittelfristige Expositionen reprasentieren als die TBB.°

Auch die CEMET Werte fir Quecksilber weisen systemische Validitatsunterschiede
auf, die vor allem auf die hohe DMPS-Bindung und renale Ausscheidung von
Methylquecksilber (Met-Hg) zurtickgehen.® Met-Hg wird tiberwiegend hepatisch-biliar
eliminiert und tragt daher nur unwesentlich zu Hg in SpU bei.® Die in Abb.5a dargestellte gute
Korrelation zwischen CEMET- und SpU-Hg muss insofern relativiert werden, als dass in die
Auswertung naturgemass nur die 9 der insgesamt 337 Urinproben eingehen, die Hg bereits
im SpU oberhalb der NWG aufweisen, d.h. Proben von Patienten mit ungewéhnlich hohen
anorganischen Hg-Belastungen.

Wahrend sich im CEMET die SpU-Validitat von Cd fur TBB hin zu mittel- und
kurzfristigen und die von Hg von anorganischen zu organischen Expositionen (Met-Hg)
verschiebt, wird fiir Aluminium aufgrund der variablen Al-Gehalte von Na-Ca-EDTA die im
SpU bestehende Validitat fur die Al-Exposition stark limitiert (Abb.5b, Punkt 3.3).1° Fir eine
bessere Beurteilung der Exposition und TBB von Al sind Provokationstests auf Basis
niedriger Dosierungen des gangigen Fe- und Al-Chelators Desferrioxamin geeigneter als der
hier untersuchte CEMET.6:"
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Abbildung 5a: Metalle mit guter Korrelation und geringer Validitdtsdanderung zwischen SpU und CEMET.
Auswertung aller der n = 337 Proben aus Abb. 1 mit SpU-Werten oberhalb der NWG. Casium (Cs) zeigt
eine nur sehr geringe Chelatbindung im CEMET und es besteht daher eine anndhernd lineare Beziehung
zwischen Cs in CEMET und SpU. Fur Korrelationen von CEMET Metallen mit Umweltparametern eignet
sich das vorwiegend aus Bodenstauben stammende Cs (neben Lithium) sehr gut als wenig storanfalliger,
von Chelaten und Chelat-induzierten Metallinteraktionen kaum beeinflusster Kontrollparameter.



Cadmium Aluminium

P . 40 y = 19.483x
E ¢ . E 400 ° R? = 0.5986
%:o 5 . . b O a0 R ¢

hd ® L] (1)
= ~ 300
oo ® . .
3 25 . s e o s " - : s g 250 *
= . . : =2
E 2 . + % .I= . . : . . ... . E 200 . . .
E 15 b g 4 ° D'. . g . 15¢ .
w 1 ° H %% ~ L) 6.6983 E 100 & . :
o olge®. oy e y=6. X d o
3 > - -'5"': e I L R? =0.7901 ; s0 °

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 o 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Cd SpU vor CEMET (pg/g CRN) Al SpU vor CEMET (pg/g CRN)

Abbildung 5b: Cadmium und Aluminium - Metalle mit Inkongruenz und Validitatsanderung zwischen SpU
und CEMET. Die hohe Streuung der Werte wird im Fall von Cadmium wahrscheinlich durch Unterschiede
in den reprasentierten Kérperkompartimenten und fur Aluminium durch stark variable externe Zufuhr von
Al in Na-Ca-EDTA-L&sungen verursacht.

3. Methodische Schwierigkeiten und Fallstricke des CEMET

Eine komplexe Untersuchung wie der CEMET bietet eine Vielzahl an méglichen
Fehlerquellen (Tab.2). Generell lassen sich dabei Zufalls-Schwankungen (Random-Fehler)
von systemischen Fehlern, d.h. auf grundsatzlichen Fehlannahmen oder ungeeigneter
Methodik beruhenden Unzulanglichkeiten unterscheiden. Erstere entstehen durch den nicht
vollstandig kontrollierten variablen Einfluss der Urinflussrate, metabolischer Unterschiede,
diverser Pathologien und methodischer Storfaktoren mit Einfluss auf das CEMET Ergebnis.
Random-Fehler sind entweder durch Wiederholung oder adaguate Normierung
abzuschwachen, wahrend Systemfehler einer grundsétzlichen Anderung der Testmethodik
bedurfen. Der potenzielle Einfluss von Random-Fehlern wirkt sich wesentlich starker auf die
Validitat von intra-individuellen und - starker noch - inter-individuellen Vergleichen aus als in
Untersuchungen an grésseren Kollektiven, bei denen sich die Randomfehler mit gentigend
grosser Stichprobenzahl herausmitteln. Einige der einflussreichsten Fehlerquellen werden im
folgenden Abschnitt erlautert.

L] Randomfehler ______ systemfehler |

Pra- * Variable Nierenfunktion (GFR/Filter/Tubular)
Analytisch * Variable Urinflussrate (UFR)
* Unkontrollierte Confounding-Faktoren fiir Analyt
und/oder UFR-Korrektoren wie Kreatinin (BMI,
Geschlecht, Alter, Muskelmasse, Diat,
Nierenfunktion, Tageszeit, u.a.)
* Verunreinigungen von Reagenzien (Aluminium in
Na-Ca-EDTA) oder Sammelbehaltern
* Atypische Exposition (z.B. Fischkonsum vor Test)
* Non-compliance Test-Instruktion/-Durchfiihrung
* Variable Lager- und Transportbedingungen Urin

Analytisch * Variation von Kalibrierung und Reagenzien
* Variable Analysengerate

Post- Q
Analytisch

Zuordnungsfehler von Resultaten

Tabelle 2: Random- und Systemfehlerquellen des CEMET.

¢ Parameter nicht reprasentativ fur
MessgroRe (z.B. CEMET fur
Dauerbelastung/Body Burden/Toxizitat)

* Toxokinetische Fehlannahmen
(v.a. bezuiglich von Absorption, Verteilung
und Ausscheidung)

* Konstanter Kalibrierungsfehler
* Zu geringe Prazision, Sensitivitat, Spezifitat
der Messmethodik

e Mathematische Fehlannahmen z.B. bei
Berechnung von Quotienten mit nicht-
linearen Eigenschaften, wie Metall/
Kreatinin — Ratio zur UFR-Korrektur



3.1. Einfluss der Nierenfunktion

Nierenschadigungen kénnen sich in unterschiedlicher Weise auf die Metallausscheidung
auswirken. Allgemein fuhrt eine alleinige Reduktion der GFR zu einer verminderten
Metallausscheidung. Die Ausscheidung des Diurese Korrektors uCRN wird dagegen erst in
fortgeschrittenen Stadien von Niereninsuffizienz vermindert, da seine reduzierte glomerulare
Filtration lange durch seine effektive proximal tubulare Mehrsekretion kompensiert wird. Uber
vergleichbare tubulare Kompensationsmechanismen fur Metalle ist wenig bekannt, allerdings
werden Metalle und CRN im proximalen Tubulus teilweise Uber identische transmembrantse
Transporter wie MDR1/P-Glycoprotein oder MATE-1 von tubuldren Zellen in den Primarharn
geschleust.'® Somit ware auch ein kompetitiver Effekt zwischen CRN und Metallen an diesen
Transportern und eine Abhé&ngigkeit des Nettoeffekts auf die uCRN-korrigierten Urin-
Metallwerte von der Metallkonzentration denkbar. Bei insgesamt eher zu erwartender
Verminderung der uCRN-korrigierten Urinkonzentrationen bei isolierter glomerulérer
Schéadigung, konnten die Werte in Abh&ngigkeit vom Metall, seiner chemischen Form und
Konzentration auch nicht beeinflusst oder -bei physiologischer tubularer Metall-
Nettosekretion- sogar gesteigert werden.

Bei Schadigungen der Filtermembran mit Proteinurie und/oder Hamaturie ist ein
Anstieg der Metallausscheidung bei gleichbleibender CRN-Ausscheidung, also eine
Steigerung auch des korrigierten Wertes zu erwarten, da der Hauptmetallanteil im Blut an
Zellen und Eiweisse gebunden ist, die physiologischer Weise nicht, oder wie Albumin nur in
geringem Mass, die glomerulare Filtermembran passieren.®

Auch eine rein tubulare Schadigung wird die renale Ausscheidung der meisten
Metalle erhéhen. Einerseits werden in Tubulus Zellen eingelagerte Metalle bei deren
Destruktion in den Urin freigesetzt und andererseits erfolgt physiologischer Weise meist eine
tubuléare Netto-Reabsorption von glomerular filtrierten Metallen. Diese kann im
pathologischen Zustand beeintrachtigt sein mit der Folge einer gesteigerten Metall
Ausscheidung.®181® CRN wird dagegen nur in Ausnahmesituationen tubular reabsorbiert und
es kommt im Fall eines Tubulusschadens im Gegensatz zum Metall zu keiner Mehrsekretion
von CRN. Dies impliziert eine Erhéhung auch der uCRN-korrigierten Urin-Metallwerte.

Bei gemischten renalen Pathologien kénnen sich die einzelnen Schadigungs-
komponenten synergistisch oder gegenlaufig auf die Metallausscheidung auswirken und als
Nettoeffekt kann, in Abhangigkeit von Metall und Art der Erkrankung, ein verglichen mit
Nierengesunden gesteigerter, verminderter oder identischer Messwert resultieren.

3.2. Einfluss des Lebensalters

Viele CEMET Metalle werden im Alter mehr ausgeschieden als in jingeren Jahren, wie vor
allem Cadmium und Blei aufgrund ihrer langen Eliminations-HWZ und ausgepragten
Gewebsretention (Abb.6). Einige Metalle zeigen dagegen im Alter niedrigere CEMET Werte,
wie z.B. Molybdan oder Mangan.

Metalle mit Alterskorrelation Griinde fiir Mehrausscheidung in h6heren Alter

Mb * Langzeitakkumulation

* Knochenabbau - Redistribution
- Interne Exposition

* Leaky Gut = Intestinale Resorption T
- Externe Exposition

* Verbesserte Biotransformation/Methylierung
- erleichterte Exkretion

* Glomeruldre Membranpermeabilitit > >
Albumin-gebundenes Metall Urin T

¢ Tubulus Schaden - Metall-Reabsorptiond.

cd ¢ CRN — Bildung und -Ausscheidung .

B —» korrigiertes Urin Metall T
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Abbildung 6: Altersabhangigkeit von CEMET Metallen und Ursachen fiir Mehrausscheidung. Auswertung
von n =281 Erst-CEMETSs, CRN 0.3-3 g/L, Al <150 ug/g.
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Abbildung 7: Alters- und Geschlechtsabhéngigkeit von Arsen in Spontanurin (A/B, n = 5698) und CEMET
(C/D, n = 1181), uCRN 0.3-3 g/L. Blau (A/C): unkorrigierte Werte in pg/L, griin (B/D): variable
potenzfunktionelle Kreatinin-Korrektur in pg/1g/L CRN. Der konstante Anstieg von As im SpU beider
Geschlechter (A/B) ist im CEMET aufgehoben (B/D). Senioren > 65 Jahre zeigen keine wesentliche
Steigerung von As im CEMET verglichen mit SpU (B vs. D), der EVF nahert sich dem Wert von 1.

Ferner ist zu beachten, dass erhebliche Unterschiede zwischen SpU und CEMET beztiglich
ihrer Altersabhangigkeit bestehen kénnen, wie in Abb.7 am Beispiel von Arsen gezeigt.
Arsen wird mit fortschreitendem Alter besser methyliert und im SpU vermehrt ausgeschieden
(Abb.7b). Das Resultat ist eine Verminderung des chelierbaren Anteils im héheren Alter mit
entsprechender Nivellierung des EVF (Abb.7b/d). Die Altersabhangigkeit sollte bei der
Beurteilung idealerweise mit bertcksichtigt werden z.B. durch alterskorrigierte
Referenzbereiche oder rechnerische Normierung auf ein definiertes Lebensalter.

3.3. Storfaktor Aluminium - eine analytische Herausforderung

Das Leichtmetall erweist sich in mehrfacher Hinsicht als problematisch bei der Interpretation
von CEMET Ergebnissen. Auf Schwankungen der Aluminiumkonzentrationen von
Na-Ca-EDTA Ldsungen wurde bereits 2017 hingewiesen,® und in eigenen zwischen 2021-
2023 erfolgten Kontrollen bestéatigt. In 67 Na-Ca-EDTA-Proben variierte Al zwischen 1514
und 38707 pg/L mit einem Median von 6323 pg/L. Dies entspricht bei der im CEMET
verwendeten EDTA-Menge von 20 ml einer infundierten Chelat-gebundenen Al-Dosis von
30-775 ug/CEMET (Median 126 ug). Es zeigte sich eine starke Korrelation zwischen Al im
Na-Ca-EDTA (R? 0.65) und CEMET Urin, d.h. die Varianz der CEMET Werte wird zu 65%
durch iatrogenes Aluminium erklart und entsprechend schwach ist die Validitat der
Ergebnisse fir die Exposition.

Ausser diesem erheblichen Storfaktor fur die Validitat der CEMET-AI Werte ist auch
der verzerrende Einfluss von Al auf die Ausscheidung einer Reihe weiterer Transferrin-
gebundener Metalle von diagnostischer Relevanz (Abb.8a/b).2%->* Die CEMET Werte von
Mangan, Eisen, Vanadium, Chrom und Kupfer zeigten die starkste Assoziation mit Al, von
dem im Blut 45% intrazellulér vorliegen und die restlichen 55% im Plasma zu 90% an
Transferrin gebunden sind (Abb.8a).2* Wahrend Transferrin physiologischer Weise nicht die



glomerulare Filtermembran passieren kann, sind die restlichen 10% des Plasma-Al
Uberwiegend niedermolekular an Citrat gebunden und damit sowohl chelier- als auch frei
filtrierbar.62® Die mehrschichtigen disruptiven Effekte von Aluminium auf die Transferrin
Bindung und Verwertung von Eisen sind gut dokumentiert.?-*° Die bekannten Folgen reichen
von erhéhter totaler Eisenbindungskapazitat, reduziertem Ferritin, eingeschrankter Ham-
Synthese mit Anstieg von Zink-Protoporphyrin bis zur EPO-resistenten mikrozytaren Anamie
bei schweren chronischen Intoxikationen wie sie historisch haufig durch Al-belastete
Hamodialysefllsssigkeiten (>200 ug/L Al) hervorgerufen wurden. Es liegt nahe, dass
Aluminium ausser Eisen auch andere Metalle aus ihrer Transferrin Bindung verdrangt, und
so die Bindung an frei glomerular filtrierbare Chelatoren und ihre Ausscheidung im CEMET
erleichtert.

Der Al-Einfluss auf die Transferrin Bindung von Eisen und anderer Metalle scheint
sich dabei nicht nur auf iatrogenes Al aus Na-Ca-EDTA zu beschranken. Subanalysen von
Proben mit geringem CEMET-AI (< 125pug/g uCRN) zeigten sogar einen proportional
wesentlich starker steigernden Einfluss von Al auf die anderen genannten CEMET Metalle,
wie in Abb.8b fur Eisen veranschaulicht. Gleiche Ergebnisse fanden sich bei der Subanalyse
von CEMETS, bei denen Na-Ca-EDTA einer identischen Charge mit weitgehend konstanten,
niedrigen Na-Ca-EDTA-AI Konzentrationen verwendet worden war, also mit Proben, deren
CEMET-AI Varianz weitgehend durch die tatsachlich vorbestehende Al-Kdrperlast erklart
wurde. Dies legt nahe, dass der destabilisierende Effekt von Aluminium auf die Transferrin
Bindung anderer Metalle mit zunehmender Expositions- und Verweildauer des Al im
Organismus ansteigt und dieser Stérfaktor wahrscheinlich auch bei Verwendung Al-
standardisierter Na-Ca-EDTA L&sungen fortbestehen wird.

Toxikologisch bewegen sich die mit Na-Ca-EDTA i.v. verabreichten Al-Dosen in
einem vertretbaren Bereich. In 80% der Na-Ca-EDTA Proben lag die infundierte Menge an
elementarem Aluminium unterhalb der 311ug, die nach oraler Einnahme der maximalen
Tagesdosis gangiger Al(OH)s-haltiger Antazida mit einer intestinalen Absorptionsrate von
0.03% in den Blutkreislauf gelangen und die héchste Na-Ca-EDTA-assoziierte Al Menge von
775 ug entsprache 2.4 zulassigen Antazida-Tagesdosen.?>3132 Absorbiertes Aluminium wird
grosstenteils inert Stunden bis Tagen renal eliminiert und seine Exkretion durch die Chelat-
Bindung an Na-Ca-EDTA zusatzlich beschleunigt.>® Schwere adverse Effekte wie Dialyse-
Encephalopathie, Osteodystrophie und Anamie werden erst durch mehrmonatige- bis jahrige
i.v. Al-Exposition mit erheblicher Akkumulation und kontinuierlich erhéhten Al-Serumwerten
von >100 pg/L (normal < 10 pg/L, Dialysepatienten: < 60ug/L) hervorgerufen.® Dies wiirde
einer mehrmonatigen Exposition von taglich > 10 CEMETS mit der maximal bestimmten
Na-Ca-EDTA Al-Dosis von 775 ug entsprechen.®
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Abbildung 8: Aluminiumeinfluss auf andere CEMET Metalle (B). n = 1181 CEMETSs, uCRN 0.3-3 g/L.

(A) Alle 12 der 33 analysierten CEMET Metalle, die Spearman Korrelationen r > 0.1 mit Al aufweisen.

(B) Konzentrations- und Expositions-differenzierter Einfluss von Al auf Eisen. Tiefere, wahrscheinlich
systemische Al-Vorbelastungen reprasentierende Aluminiumwerte (blau) zeigen proportional starkeren
Einfluss auf Eisen mit steilerem Kurvenverlauf als Gberwiegend infundiertes Al (griin in A).



Dagegen zeigten sich subklinische Laborveranderungen wie moderate Reduktionen
von Hamoglobin, Hamatokrit und Ferritin bei Niereninsuffizienten bereits nach dreimonatiger
Anwendung hoherer Antazida Dosen von taglich 960 mg Al(OH)s , aquivalent zu 100 pg/d
intestinal absorbiertem elementarem Al.2°32 Die hier Giber drei Monate oral verabreichte
Kumulativdosis entspricht der i.v. Al-Menge von 71 CEMETs mit durchschnittlichem, 12
CEMETs mit dem hoéchsten und 298 CEMETs mit dem tiefsten beobachteten Al-Gehalt in
Na-Ca-EDTA. Die im CEMET iatrogen hervorgerufene Al-Kurzzeitbelastungen sind somit
auch fur den subklinischen Bereich aus toxikologischer Sicht vernachlassigbar und werden
zudem durch die entgiftenden Wirkungen der Chelate auf problematischere Metalle wie vor
allem Quecksilber und Blei kompensiert.34°

3.4. Random-Fehler und Einflussfaktoren auf urinares Kreatinin (uUCRN)
Zur Anpassung der SpU und CEMET Ergebnisse an die Diurese (Urinflussrate, UFR) wird
meist die Konzentration des Metalls im Urin in pg/L durch die uCRN in g/L dividiert. Von dem
so erhaltenen korrigierten Wert in pgweta/gucrny Wird angenommen, dass der Diurese Einfluss
ausgeglichen ist. Das heisst, die uCRN-korrigierten Werte sollten dann bei einer gegebenen
Exposition idealerweise intra- und interindividuell Gber einen weiten Diurese Bereich konstant
und damit vergleichbar sein. Diese Annahme ist jedoch in mehrfacher Hinsicht unzutreffend.
Eine Hauptschwierigkeit ergibt sich aus dem Umstand, dass die taglich produzierte und
ausgeschiedene Menge an CRN einer starken intra- und mehr noch interindividuellen
Variabilitat unterliegt (Tab.3). Diese wirkt sich im Gegensatz zum systemischen
Verdiinnungsfehler (Punkt 3.5) tGiber den gesamten Diurese Bereich gleichsinnig auf das
Ergebnis aus (Abb.9).3%-3¢

Da jeder Mensch eine eigene Kombination aus konstanten und variablen uCRN-
beeinflussenden Faktoren aufweist (Tab.3), kann die daraus resultierende der
Expositionseinschatzung auch durch moderne multilineare Modelle niemals vollstandig
kompensiert werden.’ Allerdings sind die intraindividuellen Schwankungen der CRN
Produktion in der Regel moderat und die Vielzahl der Einfluss-faktoren mindert allgemein die
Gefahr von extremeren Fluktuationen.

CRN-Ausscheidung reduziert CRN-Ausscheidung erhoht

* Muskelmasse+,, BMI} * Erhéhte Muskelmasse 1, guter Trainingszustand

* Bewegungsmangel - Kreatin (CR) — CRN- * Training vor Analyse (insb. anaerob)
Umwandlung, .

Jiingeres Alter
* Héheres Alter (UCRN-Peak bei 19 -25 LJ, Sarkopenie, Mznnlich
Malnutrition, Niereninsuffizienz, Diuretika)
* Weiblich (CRN-Produktion 20 % Urin/kg KG 25% o . .
- uCRN 36%+,) * Hoher Konsum von Eiweiss, Fleisch, Fisch oder
Kreatin NEPs

* Muskeltraumata / Rhabdomyolyse / Krimpfe

* Chronisch-degenerative Muskeldystrophien

(uUCRNY, ist guter Pradiktor; meist auch uCRT ) * Schwangerschaft (CRN-Clearance 50% im 2.
Trimester mit uCRN ‘P, im 3. Trimester Reduktion
* Eiweiss-/Cholin-/Folat-/B12-Néhrstoffmangel der CRN-Clearance mit physiologischer uCRN+},
* Niereninsuffizienz (Multifaktoriell: Synthese ., und Serum-CRN bis zum Termin
Diat, Dialyse, Poly-/Oligurie, GFR\,, Diuretika) + Medikamente (Statine, einige Antibiotika und
* Diabetes mellitus (GFR,), Diabetes Insipidus Antazida)
(oft sSCRN1) * Tagsiiber: CRN-Produktion/-Exkretionsrate 1
* Nachts: CRN-Produktion/-Exkretionsrate aber UFR 1 -> uCRN Tagesurin -

aber: UFRY,{, = uCRN Morgenurin‘f

Tabelle 3: Synopsis der senkenden und steigernden Einflussfaktoren auf die CRN Produktion.



y=ay O 20-25mgCRN/kg KG/24h

_ D 15-20 mg CRN/kg KG/24h
Y=3xt

Y =2x! Durchschnittliche Urinproduktion W > M
Q30.8 ml/kg KG/24h
d 24.5 ml/kg KG/24h

- : Der U-CRN-Differenz-Fehler
|y =0.67x | Q wirkt sich liber den gesamten
v=05x | UFR-Bereich gleich aus

Urinkonzentrierung ——__1]
UFR ——

Urinkonzentration Met,, (ug/L), CRN (g/L)
Metall CRN-korrigiert (ng/g CRN)

Abbildung 9: Einfluss unterschiedlicher CRN-Produktion auf die korrigierten Urinwerte eines Metalls Y.
Hier gezeigt am Beispiel der Geschlechterdifferenz unter der vereinfachenden Annahme linearer
Verhaltnisse zwischen UFR und uCRN bzw. uMetall. Die kleinere CRN-Produktion fuhrt bei Frauen tGber
den gesamten Diurese Bereich zu deutlich niedrigerem uCRN und damit héheren korrigierten Werten. Die
hoéhere weibliche Urinproduktion verringert zusétzlich uCRN, wirkt sich aber nicht auf die korrigierten
Analyt Werte aus, da Analyt und CRN proportional gleich verdiinnt werden.

In Extremfallen kdnnen aber auch mehrere gleichsinnige Einflussfaktoren ihren irrefihrenden
Effekt auf das Ergebnis potenzieren. Die Kenntnis dieser Faktoren ist daher vor allem zur
Beurteilung von ungewohnlichen oder nicht plausiblen Urinergebnissen hilfreich. Geschlecht,
Lebensalter und BMI gelten als die praxisrelevantesten Faktoren und werden in
fortschrittlicheren Korrekturmodellen fir wissenschaftliche Untersuchungen bereits
beriicksichtigt.3"-3®

Interessanterweise unterscheiden sich die Geschlechts- und Altersabhéngigkeiten
von UCRN zwischen SpU und CEMET (Abb.10). Der fir SpU beobachtete kontinuierliche
altersabhangige Abfall von uCRN beider Geschlechter istim CEMET aufgrund
flussigkeitsregulierender hormoneller Einflisse abgeschwécht.® Zudem ist der im SpU
geschlechterparallele uCRN-Altersverlauf im CEMET fir Frauen und Manner vom 18. bis
zum 60. Lebensjahr sogar gegenlaufig. Die diuretische Reaktion auf den i.v. Flissigkeits-
stress der Chelatinfusionen scheint bei Mannern vor allem im mittleren Alter aufgrund ihrer
generell hdheren renalen Vasopressin-Aktivitat weniger stark ausgepragt als bei Frauen, d.h.
die CEMETs von Mannern zeigen gegeniiber SpU geringere uCRN Verminderungen.*®
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Abbildung 10: Unterschiedlicher Geschlechts- und Alterseinfluss auf uCRN-Konzentrationen von
Spontanurin (A, n = 5599) und CEMET Urin (B, n = 1649).%°

3.5. Systemischer Verdinnungs-Korrekturfehler und seine Behebung



Wahrend sich die nicht vollstandig kontrollierbare Variabilitat der in Tab.3 gezeigten Faktoren
meist nur in begrenztem Mass auf die korrigierten Metallwerte auswirkt, fihrt eine davon zu
unterscheidende mathematisch-physiologische Fehlannahme zu wesentlich ausgepragteren
Schwankungen der uCRN-korrigierten Werte. Diese sind im Gegensatz zu den
Randomfehlern aus Tab.3 stark von der Diurese abhangig.!8%94° Die klassische uCRN-
Korrektur der einfachen Ratio-Bildung uAnalyt/uCRN geht falschlicherweise von konstanten
Massenverhaltnissen zwischen Analyt und Korrektor (CRN, Osmolalitat oder spezifische
Uringewicht) Uber einen weiten Diurese-Bereich aus (Abb.11).** Faktisch unterscheiden sich
jedoch die Diurese-Abhangigkeiten der Ausscheidungen von Analyt und uCRN und die
Nichtberiicksichtigung dieser Asymmetrie flhrt zu teils erheblichen Verzerrungen der
korrigierten Werte vor allem in den Extrembereichen des Verdinnungsspektrums
(Abb.12b).394! Diese systemische physiologisch-mathematische Fehlkonzeption wird bis
heute Ublicherweise symptomatisch durch Beschrankung des Urinkonzentrationsbereichs auf
0.4-2.7 g/L (friher 0.3-3 g/L) uCRN abgemildert. Dies wiederum invalidiert in den hier
untersuchten Kollektiven 23% ( 25.7%, & 20.8%) der SpU Proben und 44.2% (9 55.2%,

d 25.6%) der aufgrund der Chelatinfusionen hoher verdiinnten CEMETS, welche ausserhalb
des akzeptierten uCRN-Bereichs liegen. Abgesehen von dem hohen Probenausschuss
zeigen sich auch noch innerhalb des akzeptierten Verdiinnungsspektrums potenziell
irrefihrende Schwankungen der uCRN-korrigierten Resultate (Abb.12b). Die Notwendigkeit
und Maoglichkeit verbesserter Diurese-Korrekturen wurde eindriicklich in einer 2019
publizierten Studie illustriert, die in SpU fur Arsen sogar eine niedrigere Korrelation zwischen
uCRN-korrigiertem As im Vergleich zu unkorrigierten As mit der As-Trinkwasserbelastung
feststellte.*° Die besten Korrelationen mit der Trinkwasserexposition erzielten die Autoren
dagegen mit einer einfachen potenzfunktionellen Modifikation der klassischen uCRN-
Korrektur.%4 Mit Hilfe numerischer Analyse anhand grosserer Probenzahlen lassen sich
reale physiologische Beziehungen zwischen Analyt und CRN adaquat erfassen und
mathematisch kompensieren.!83°40 Wie am Beispiel von Arsen gezeigt, konnen mit einer
Normierung der Urinmetallkonzentrationen auf 1g/L uCRN durch variable potenzfunktionelle
CRN-Korrektur (V-PFCRC) stabile uCRN-korrigierte Werte tber einen weiten Diurese
Bereich erzielt werden (Abb.12c).18
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Abbildung 11: Unterschiedliche Diurese-Abhangigkeit von uCRN und Metall Ausscheidung als Ursache
des systemischen Verdinnungskorrekturfehlers. Mit zunehmender Austrocknung kommt es unter
Katecholamin Einfluss zur Reduktion der GFR. Wéahrend die CRN-Ausscheidung durch tubulare CRN-
Mehrsekretion lange annéhernd konstant bleibt, fihrt verlangsamter Urinfluss im Tubulus meist zu einer
vermehrten Reabsorption von Metallen. Das Resultat sind erniedrigte uCRN-korrigierte Werte bei
Austrocknung und erhéhte Werte bei stérkerer Diurese (Abb.12b).
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Abbildung 12: Abh&ngigkeiten von unkorrigiertem, klassisch uCRN-korrigiertem und V-PFCRC-
korrigiertem Arsen in SpU. Gezeigt sind Kurven einer nach Sextilen differenzierten Analyse von n = 5400
getrimmten As-SpU Proben.8 Die grosste Variabilitat besteht in unkorrigiertem Arsen (A). Beispielsweise
hatte hier ein gut hydrierter Patient mit 0.5g/L CRN nach einer As-Exposition in Hohe der Mitte des

4. Sextils einen As-Wert von 8 pg/L. Hatte der gleiche Patient deutlich weniger getrunken ergaben sich bei
2.5 g/L uCRN 28 ug/L As, d.h. 3.5-mal héher als im hydrierten Zustand. Die klassische uCRN-Korrektur
erreicht zwar eine quantitative Verbesserung dieser Schwankungen, allerdings resultiert eine erneute
Asymmetrie der Werte mit jetzt umgekehrten Vorzeichen (B). Der gleiche Patient hatte jetzt bei 0.5 g/L
UCRN einen As-Wert von 18 pg/g CRN gegentber 10 pg/g CRN im dehydrierten Zustand bei 2.5 g/L uCRN.
Zudem musste der giiltige uCRN-Bereich aufgrund noch extremerer Schwankungen an den Randern
eingeschrankt werden entsprechend den blau schattierten Flachen in B. Der variabel potenzfunktionelle
Korrekturansatz (C) normiert die Werte des gesamten uCRN-Bereiches auf den fiir 1 g/L uCRN (in B) zu
erwartenden Wert und fuhrt damit auf allen Expositionsniveaus zu annahernd gleichen Werten, in diesem
Beispiel zu 14 pug/1g CRN.*®

Vergleichende Berechnungen fiir Arsen ergaben allerdings fiur CEMETSs geringere
Fehler der konventionellen CRN-Korrektur als fur SpU, was eine Modifikation der
mathematischen Kompensationen erforderlich macht. Dies erklart sich einerseits durch die
hoheren Verdiinnungen von CEMET Urin aufgrund der verabreichten i.v. Fllssigkeiten.
Diese bedingen, dass der hohe Urin- Konzentrierungsbereich mit Abflachung der Metallkurve
(Abb.11) im CEMET seltener erreicht wird als im SpU, was wiederum zu einer Annédherung
an ideale lineare Verhaltnisse fuhrt und damit im CEMET die Fehler der konventionellen
UCRN-Korrektur reduziert. Dieser Effekt wird durch die deutlich gesteigerte Metallexkretion
weiter verstarkt. Eine Sattigung der tubularen Metallriickresorption kann im CEMET das
Metall-CRN-Verhéltnis erh6hen und damit die asymmetrische tubulare Diurese-Anpassung
von CRN und Metallen angleichen (Abb.11).5® Auch Jod und anderen Metalle wie Casium,
Molybdéan, Zink und Strontium lassen sich durch analoge Berechnungen auf numerischer
Basis adaquat ausgleichen. Fir Jod konnte mit V-PFCRC auch eine im Vergleich zur CRN-
Korrektur verbesserte Korrelation zwischen SpU und Blutwerten erzielt werden (bisher
unverdffentlichte Daten). Die modifizierten Korrekturen sind perspektivisch einfach in die
Laborroutine integrierbar und erfordern keine aufwandigen praanalytischen klinischen
Datenerhebungen. Sowohl der Anteil valider Proben sowie die Genauigkeit der SpU- und
CEMET Ergebnisse konnen so ohne Mehraufwand optimiert werden. 83940

4. Interkorrelationen und Assoziationen von CEMET-Metallen mit Umweltbelastungen
Toxische Metalle gelangen in den menschlichen Organismus Uber Nahrung, Trinkwasser, die
Haut und Uber die Einatmung von meist an Staubpartikel gebunden Metallpartikeln und -
quantitativ weniger - von Metallaerosolen.'® Interkorrelationen von CEMET Metallen konnen
einerseits Hinweise auf gemeinsame Quellen sein, andererseits aber auch durch vielfaltige
wechselseitige testmethodische Einflisse wie u.a. die erwahnten Konfundierungen durch
Alters-, Verdiinnungs-, oder Aluminiumeinfliisse verursacht werden (Siehe Punkt 3). Auch
Korrelationen von CEMET Metallen mit offiziell dokumentierten Umweltfaktoren wie Stickoxid
(NO>), Schwefeldioxid (SOy), elementaren Kohlenstoff (EC, Russ) oder Feinstaub (PM2.5,
PM10, PM2.5-10) erlauben Riickschliisse auf relevante Belastungen.*? Allerdinges muss hier



die oft unbekannte Latenzzeit zwischen Expositionszeitpunkt und der Absorption in die im
CEMET erfassten Kérperkompartimente beriicksichtigt werden.*?

Nach Inhalation von Stauben werden diese in Abhéngigkeit von ihrer Loslichkeit und
Grosse entweder in den tieferen, Zilien-freien Lungenbereichen (Bronchiolen, Alveolen)
deponiert oder im Falle grosserer Partikel > 2.5 um DM tberwiegend im oberen Atemtrakt.*®
Gesundheitlich bedenklicher Ultrafeinsstaub < 0.1um DM macht nur eine geringen
Gewichtsanteil der inhalierten Staube aus, durchdringt aber relativ schnell die Alveolarwand
und ist mit gesundheitlichen Auswirkungen wie Krankenhauseinweisungen aufgrund von
Atemwegs- und Herz-Kreislauf-Erkrankungen assoziiert.** Feinstaubpartikel 0.1 - 2.5 um DM
penetrieren dagegen in einem Tage bis Monate andauernden Prozess die Bronchiolen- oder
Alveolarwand, werden von Makrophagen aufgenommen und gelangen erst verzdgert in die
bronchialen Lymphknoten, das RES, den Kreislauf und die chelierbaren Weichgewebe.*® Die
Absorption der gréberen Staube (2.5-10 um DM, PM2.5-10) weist dagegen eine kirzere
Latenzzeit von Tagen bis Wochen auf.*® Diese werden grossteils tiber mukoziliare Transport-
mechanismen vom oberen Atemtrakt in den Nasen-Rachenraum beférdert, um dann
verschluckt und partiell intestinal resorbiert zu werden. Die Klarung von pulmonalen
Staubpartikeln kann durch Luftschadstoffe wie NO; und SO, zusatzlich stark verlangsamt
werden.*® Die nicht beriicksichtigte, haufig unbekannte Latenzzeit und die mangelhafte
Sensitivitat von SpU fir die meisten Metalle erklart u.a. die bisherigen umweltanalytischen
Schwierigkeiten bei der Etablierung von Kausalzusammenhéngen zwischen ambienten
Metallbelastungen und Urinmessungen.

Wie anhand der folgenden Beispiele gezeigt wird, ermdglicht die hohe Sensitivitat
des CEMET auf Gruppenbasis den Nachweis von ambienten Metall-Mehrbelastungen.
Zudem ergeben sich im CEMET wertvolle toxokinetische Hinweise auf die Latenzzeiten
zwischen Exposition und Absorption (Abb.14,15,18).

Zurich NABEL

2

Abbildung 13: Offizielle Messungen von Luftverschmutzung im Schweizer Mittelland durch das
Bundesamt fur Umwelt an sechs Messstationen.*? Die Tagesmittelwerte der einzelnen
Luftqualitédtsparameter korrelieren eng zwischen den einzelnen Messstationen, d.h. klimatische
Schwankungen wie langere Trockenheits- oder Feinstaubphasen wirken sich Uberregional qualitativ
weitgehend gleichférmig aus, wenn auch mit quantitativen regionalen Unterschieden (Siehe Abb.17).

4.1. Barium, Nickel, Cadmium, Thallium und Wolfram aus fossilen Brennstoffen



Zur Aufklarung der Absorptionslatenzen der CEMET Metalle in der Schweizer Luft wurden
n = 205 Erst-CEMET Ergebnisse mit den o6ffentlich zuganglichen Luftverschmutzungsdaten
der Messstation NABEL Zurich korreliert.*? Diese Station wurde ausgewahlt aufgrund ihrer
raumlichen Nahe zu Praxis und Patientenwohnorten sowie aufgrund der Verflugbarkeit
umfassender Datensétze fur die Schwermetall-relevanten Parameter Feinstaub
(PM2.5/PM10/PM2.5-10), elementarer Kohlenstoff (EC, Russ), CO, NO2 und SO; (Abb.13).

Hochsignifikante mittlere Korrelationen bestehen zwischen den CEMET Werten von
Barium (Ba) und Nickel (Ni) (r = 0.36, p<0.001) und zwischen Ni und Cd (r = 0.3, p<0.001).
Dartber hinaus wurden ahnliche Latenzzeiten der SO; - und EC-Korrelationen von Ba, Ni,
Cd, Thallium (TI) und Wolfram (W) gefunden (Abb.14). Dies spricht deutlich fur fossile
Brennstoffemissionen (Diesel, Kohle, Energieerzeugung) als eine gemeinsame Hauptquelle
von EC, SO; und den genannten Metallen.

Elementarer Kohlenstoff zeigt zudem fiir Ba, Cd, Ni und Tl ein biphasisches
Korrelationsmuster mit einer frihen Phase 1- 4 Wochen und einer spateren Phase 8 -11
Wochen nach Exposition. Dies legt eine zeitlich versetzte Absorption mindestens zweier
distinkter Partikelkategorien unterschiedlicher Grosse und/oder Léslichkeit nahe. Es diirfte
sich dabei wahrscheinlich einerseits um kleine Staube (< 2.5 um DM) mit langsamer
Absorption Uberwiegend aus dem Zilien-freien tieferen Lungenbereich und andererseits
grossere Partikel (2.5-10 um DM), die nach ihrem mukoziliaren Transport innert weniger
Tage in den Mund befordert und geschluckt wurden handeln (Punkt 4.2, Abb.15).4344
Relevante Assoziationen zwischen den CEMET-Metallen und SO, fanden sich im Gegensatz
zu EC nur zu Beginn der friihen Phase, d.h. fiir den Expositionszeitraum der ersten zwei
Wochen vor der Testung.
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Abbildung 14: Latenzzeiten der Korrelation von CEMET Metallen von n = 205 Patienten aus dem
Schweizer Mittelland / Zirichsee mit offiziellen Luftbelastungsdaten der Messstelle Zirich NABEL fiir EC
und SO2. 2-Wochen Durchschnitts EC- und SOz Werte in Wochenschritten zeitversetzt.*? Analysiert
wurden ausschliesslich Erst-CEMETs ohne vorherige Chelatbehandlung mit CRN 0.2-2.7 g/L und
Aluminium < 150 pg/L. Extremwerte wurden ausgeschlossen und Messungen unterhalb der NWG mit 80%
der NWG substituiert. Die abgestuften Schattierungen zeigen den Grad der Korrelation (r, Spearman), d.h.
den Einfluss des in dem jeweiligen Zeitabschnitt vor dem CEMET eingeatmeten Metalls auf das Ergebnis.

4.2. Metalle aus nicht Verbrennungs-assoziierten Verkehrsemissionen (NVAVE)



Wahrend sich Verbrennungs-assoziierte Verkehrsemissionen (VAVE) lUiberwiegend in der
Fein- (PM2.5) und Ultrafeinstaubfraktion (PM 0.1) wiederfinden, gelangen nicht
Verbrennungs-assoziierte Emissionen (NVAVE) wie Reifen-, Brems-, Strassenabrieb und
resuspendierter Staub Gberwiegend in der gréberen, allgemein schneller absorbierten
Staubfraktion (>2.5 um,< 10 um DM, PM2.5-10), in den Organismus.*® Aufgrund effektiver
Massnahmen zur Reduktion der PM2.5-assozierten VAVE in den letzten 30 Jahren kommt
heute oft ein Grossteil der Verkehrs-assoziierten Staube (bis 90%) aus NVAVE und wird der
PM2.5-10 Fraktion zugerechnet.*® Stickstoffdioxid (NO2) gilt als ein guter Marker fiir
verkehrsbedingte Emissionen, und unter den NVAVE-assoziierten Metallen nimmt Eisen
mengenmassig die mit Abstand bedeutendste Rolle ein.*®*’ In einer internationalen
Vergleichsstudie zur Strassenstaubzusammensetzung fanden sich durchschnittlich 25 g
Eisen/kg Staub, gefolgt von Kupfer mit 0.7g/kg und Zink mit 0.63g/kg.*® Eisen gelangt vor
allem durch Strassen- und Bremsabrieb (Bremsscheibe 95% Fe, 1.3% der PM10,
Bremsbelag 20% Fe) in die Strassenstaube und gilt vor Kupfer, Antimonit und Barium als
wichtiger Marker fiir letztere Quelle.*® Auch Kupfer ist ein wichtiger Bestandteil von
Bremsbelagen (10% Cu) wahrend Zink das Hauptmetall von Reifenabrieb darstellt (95% der
Metalle, 0.45% der PM10).4849
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Abbildung 15: Latenzzeiten der Korrelation von CEMET Metallen von Proben aus dem Schweizer
Mittelland / Zurichsee mit offiziellen Luftbelastungsdaten der Messstelle Zirich NABEL (oben: n = 205,
unten n = 38, alle 1.CEMETs mit CRN 0.2-2.7 g/L und Al < 150ug/g CRN). Fur NO2 als Hauptmarker der
Strassenverkehrs Aktivitat sind ausschliesslich signifikante (p < 0.05) Korrelationen gezeigt, fur PM2.5
und PM2.5-10 sind zur Verdeutlichung alle Korrelationen unabhangig ihrer Signifikanz eingeschlossen.
Die wichtigsten, uberwiegend an PM2.5-10 gebundenen NVAVE Metalle Eisen, Kupfer und Zink zeigen
sich bereits friih nach Exposition im CEMET.*?
Interessanterweise zeigt sich auch im CEMET eine sehr gute Korrelation zwischen

Verkehrsaktivitat (reprasentiert durch NO>) und diesen drei mengenmassig bedeutsamsten



NVAVE Metallen.*? NO,-Anstiege fiihren schon schnell, d.h. mit einer Latenz von 1-21 Tagen
zu signifikanten Steigerungen von Eisen, Kupfer und Zink im CEMET (Abb.15). Auch ein die
CEMET Ausscheidung dieser Metalle verstarkender methodischer Effekt durch gleichzeitig
inhaliertes Aluminium (Abb.8a/b, Punkt 3.3) als einer weiteren bedeutenden
Staubkomponente - ist sehr wahrscheinlich.” Allerdings erreichten die in dem gleichen
Zeitraum bestehenden NO; - und Feinstaub-Korrelationen von Aluminium und den
testmethodisch stark Al-beeinflussten Metallen Mangan und Vanadium (Abb.8a) nicht das
Signifikanzniveau von p<0.05 (Abb.18).

4.3. Die Uranepisode im Frithjahr 2017
Weitgehend stabiles Uran 238 ist essenzieller Bestandteil der Erdkruste wobei in den vielen
Landern in den letzten Dekaden eine ausgepragte Bodenanreicherung aufgrund intensiver
langjahriger Phosphatdiingung berichtet wurde. Uran ist auch ein haufiger Bestandteil von
Flugasche, d.h. es gelangt bei Kohlenverbrennung in die Atmosphare. Von Februar 2017 an
fand sich bei allen in unserer Praxis mit CEMET untersuchten Patienten Uran oberhalb der
NWG, wéahrend dies vorher nur in Ausnahmen der Fall war (Abb.16).° Ahnliche CEMET
Ergebnisse fand Dr. Thomas Fischer in Dusseldorf und die Daten des Deutschen
Wetterdienstes (DWD) belegten flir Januar und Februar 2017 einen signifikanten Anstieg von
Uran im Niederschlag in der westlichsten (Offenbach) der 4 deutschen Messstationen fur
Uran.%! Es musste also von einem weiterverbreiteten, von Trinkwasser als tiblicher
Hauptquelle unabhangigem Phanomen ausgegangen werden. Dem U238 Anstieg
vorausgegangen war eine mehrmonatige Trockenheitsperiode (Hoch Yoérn) und ein
exzeptionell kalter Januar mit hoherer Heiz- und Carbon-abhangiger Energieproduktion.>?
Eine Synopsis der relevanten Kausalfaktoren ist in Abb.17 gezeigt.

Im gleichen Zeitraum zwischen Februar und Juni 2017 fand sich eine signifikante
(p < 0.005) Erh6hung der CEMET Arsenwerte und die Analyse der Latenzzeiten ergab
zudem eine gute Ubereinstimmung der Korrelationsmuster zwischen Uran, Arsen und Bismut
(Abb.18). Grébere Staube (PM2.5-10) zeigen auch ein &hnliches Latenzmuster fir
Aluminium, was auf die mdglichen gemeinsamen Quellen Flugasche aus Kohlenverbrennung
und fiir Uran-, Arsen- und Aluminiumhaltige Bodenstaube hindeutet.
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Abbildung 16: Periodische Anstiege von Uran und Aluminium in Schweizer CEMET Proben 2016-2019. Der
Anstieg im Frihjahr 2017 ist quantitativ am deutlichsten ausgepragt. Auch findet sich im Vergleich zu den
spateren beiden Episoden 2018 und 2019 im Fruhjahr 2017 kein begleitender Anstieg von Aluminium, was
eine Konfundierung der Werte durch Na-Ca-EDTA Aluminium (Siehe Punkt 3.3.) ausschliesst und fur eine
reale ambiente Mehrexposition spricht.
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Abbildung 17: Synopsis méglicher Kausalfaktoren fir den weitrdumigen CEMET-Urananstieg Feb 2017.
Offizielle PM10 Tagesmittelwertkurven aus 6 BAFU-Messstationen im Schweizer Mittelland (Abb.13),
meteorologische Besonderheiten, zivile nukleare Zwischenfélle in Europa und Schweizer CEMET
Ergebnisse von 6/2016 - 6/2017.
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Abbildung 18: Latenzzeiten der Korrelationen von Erst-CEMET mit EC, NOz, PM2.5 und PM2.5-10

(n = 205). Gezeigt sind ausschliesslich signifikante Korrelationen nach Spearman (p < 0.05). Eine
weitgehende Ubereinstimmung der Latenzmuster mit EC, NO2 bzw. PM2.5 besteht zwischen Uran, Arsen
und Bismut, fir PM2.5-10 zusatzlich auch zwischen Aluminium und Uran, was auf Flugasche aus
Kohlenverbrennung als gemeinsame Quelle hindeutet. Auch grébere Uran-, Arsen- und Aluminiumhaltige
Bodenstaube kommen als Verbrennungs-unabhéangige weitere Quelle in Frage, wobei auch ambientes
Aluminium Uber die Verdrangung von Uran aus Transferrin die CEMET Werte steigern kann (Abb.8a).

Interessanterweise besteht fur die signifikantesten Korrelationen zwischen Uran und den
assoziierten Metallen einerseits und den Luftqualitaitsparametern andererseits eine relativ



lange Latenz von 2-5 Monaten. Mdglicherweise lauft die pulmonale Absorption von Silikat
(SiO2) — und Aluminium (Al2O3) — reichen Flugasche — und Bodenstaubpartikeln nur sehr
verzogert ab. Der Abtransport von Silikat-Partikeln aus der Lunge durch Lymphdrainage und
Phagozytose mit anschliessender Migration durch die Bronchialwand kann bekanntermassen
langwierig sein und Quarz-Staube lassen sich bis Jahre nach der Einatmung in der Lunge
nachweisen.%?

4.4. Arsen und Quecksilber - gemeinsame maritime Quellen

In einer Korrelationsanalyse von 143 CEMET Proben (Werte innerhalb der 95%-
Konfidenzintervalle von As und Hg, CRN 0.2 - 2.8 g/L und Aluminium < 75 pg/g CRN) fand
sich eine hochsignifikante mittlere Korrelation (p < 0.001, Spearman r = 0.36) zwischen
beiden Elementen. Auch die Analyse von 26 Vollblutanalysen bestatigte diese Assoziation (p
< 0.001, r = 0.81), was methodische Fehler als Erklarung sehr unwahrscheinlich macht.
Meeresfische und -friichte sind quantitativ die wichtigsten Expositionsquellen sowohl fir Hg
(problematisches Methyl-Hg) als auch As (wenig toxisches Arsenobetain) und die starke
Assoziation der beiden Metalle ist mit der Konfundierung durch diese gemeinsame Quelle
plausibilisiert.58 Auch in zahlreichen Einzelmessungen ist die parallele Erhéhung von As
und Hg augenscheinlich und die Herkunft [&sst sich in der Regel anamnestisch bestatigen,
wie in Abb.19 anhand von praanalytischem Verzehr eines Thunfischsteaks verdeutlicht.
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Abbildung 19: CEMET einer 33-jahrigen Patientin nach Genuss von 180 Gramm Thunfisch am
Untersuchungsvorabend aufgrund eines Missverstandnisses der Testinstruktion.

Wie anhand der Beispiele dieses Abschnittes gezeigt wurde, korrelieren CEMET
Ergebnisse mit objektiv dokumentierten Umweltbelastungen durch Lebensmittel, Feinstaub
und fossile Brennstoffemissionen. Dies belegt die Validitat und das hohe
umweltmedizinische und -wissenschaftliche Potential der Methode. Im Gegensatz zu
konventionellen Untersuchungen im Spontanurin liefern CEMET Analysen in
Kohortenstudien aufgrund der verbesserten Sensitivitat wertvolle Hinweise Uber die Dauer
des Absorptionsprozesses von Feinstaub-assoziierten inhalierten Metallen. Allerdings sind
im klinischen Kontext fir ad&quate inter- und intraindividuelle Vergleiche von CEMET
Ergebnissen einige methodische Aspekte zu beachten und die Suche nach dem kleinsten
Fehler ist hier noch nicht zu Ende.

Kernpunkte:



o Der hier vorgestellte Chelat-evozierte Metallexkretionstest (CEMET) auf Basis von
i.v. Glutathion, Na-Ca-EDTA und DMPS verbessert deutlich die Nachweisbarkeit der
meisten Metalle im Vergleich zu SpU.

o CEMET Metalle reprasentieren vor allem freie oder niedermolekular gebundene
Metalle in Blut und gut durchbluteten Geweben wie Nieren, Leber, anderen
Weichteilen. Diese reaktivere, toxisch relevante Metallfraktion im Korper sollte als
eigene toxikologische Kenngrésse verstanden und weiter erforscht werden.

¢ Kontrolle der wichtigsten Confounder wie Geschlecht, Alter, BMI, Nierenfunktion,
iatrogene und ambiente Aluminiumbelastung und vor allem bessere Normierungen
der Urinflussrate kdnnen die Validitat von SpU und CEMET Ergebnissen verbessern.

o Gute Korrelationen von CEMET Ergebnissen mit Luftbelastungen belegen das
Potential des CEMET als ein Instrument zur Quantifizierung von ambienten
Metallbelastungen und zur Erforschung von Latenzzeiten zwischen Exposition und
Absorption, die sich im Falle eingeatmeter Staub-gebundener Partikel Monate bis
Jahre hinziehen kann.

ABKURZUNGEN:

Al(OH); Aluminiumhydroxid, Bestandteil vieler Antazida

BMI Body-Mass-Index

CEMET Chelat-evozierter Metall-Exkretionstest basierend auf Metall Urinwerten
eine Stunde nach sequenzieller intravendser Gabe von 600mg GSH,
1.9 g Na-Ca-EDTA und 500 mg DMPS

CRN Kreatinin

DMPS Dimercaptopropansulfonsaure

EC Elementarer Kohlenstoff, Russ

Gd-KM Gadolinium Kontrastmittel

GFR Glomerulare Filtrationsrate

GSH Glutathion

ICP-MS Induktiv gekoppelte Plasma-Massenspektrometrie

Na-Ca-EDTA Ethylendiamintetraessigsaure Calcium-Dinatriumsalz

Met-Hg Methylquecksilber

NO2 Stickstoffdioxid

NVAVE Nicht Verbrennungs-assoziierte Verkehrsemissionen

NWG Nachweisgrenze

SO, Schwefeldioxid

SpuU Spontanurin

TBB Total Body Burden, Gesamtkdrperbelastung

uCRN Urin Kreatinin

uMetall Urin Metall

VAVE Verbrennungs-assoziierte Verkehrsemissionen

V-PFCRN Variable potenzfunktionelle Kreatinin Korrektur

Zn-DTPA Zink-Trinatrium-pentetat
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