Summary

Prognostic factors for the development of diabetes mellitus
complications. Doelman CJA, Bilo HJG, Dikkeschei LD Voor-
st tot Voorst E van, Ballegooie E van en Miedema K. Ned
Tijdschr Klin Chem 1995, 20: 50-55.

Diabetes mellitus is a frequent occurring disease in the Wes-
tern world. Long-term effects of this disease are microvascular
alterations, retinopathy, neuropathy and nephropathy. Chronic
hyperglycaemia results in an improved risk for this diabetic
complications. Many mechanisms have been proposed, but the
exact pathophysiological pathway is still unknown. Formation
of glycated proteins and advanced glycosylated endproducts,
reactive oxygen species formation, changes in lipidprotein

Ned Tijdschr Klin Chem 1995; 20: 55-63

profile, coagulation abnormalities and alterations in the arachi-
donic acid metabolism may all contribute to the genesis of dia-
betic complications. Some of these biochemical alterations
may procede the clinical manifestation of these diabetic com-
plications and may be used as a disease marker. Moreover
pharmacologic intervention in one or more of these biochemi-
cal alterations may postpone the development of complica-
tions. Both biochemical and pharmaceutical investigations
have been started in hospital De Weezenlanden in Insulin De-
pendent as well as in Non-Insulin Dependent Diabetic patients
in order to receive more insight in the pathophysiology of dia-
betic complications and the way to interfere in this process
Key-words: diabetes mellitus; long-term complications; gly-
coxidation.

Magnesiumonderzoek in ontwikkeling

J.L. WILLEMS!, H. J. HUIJGEN?, H. E. van INGEN3, P. VIS*, J. LEMMERS!, W. B. GEVEN®
en G. T. B. SANDERS?

Het is nog allerminst duidelijk welke parameter(s)
gemeten moet(en) worden om uitspraken te kunnen
doen over de magnesiumstatus van het lichaam. Het
grote belang van dit element voor de stofwisseling
kan worden afgeleid uit haar centrale rol in vele en-
zymatische processen zoals in de energievoorziening
en in de RNA-, DNA- en eiwitsynthese. Ook in de
processen, die verband houden met de regulatie van
de intracellulaire kationconcentratie speelt Mg?* in
samenspel met Ca?* een hoofdrol.

In klinisch opzicht is hypomagnesi€émie belangrijker
dan hypermagnesiémie. Bij de hypomagnesi€mie is
het moeilijk te beoordelen of er sprake is van een
magnesiumdeficiéntie. Een antwoord kan mogelijk
met behulp van een magnesiumbelastingstest gege-
ven worden.

Technisch is het nu mogelijk om zowel de intracellu-
laire als ook de extracellulaire (bloed) Mg?** concen-
traties te meten, waarbij bovendien onderscheid kan
worden gemaakt in eiwit-, complexgebonden of vrije
(geioniseerde) vorm. Een overzicht van de meetme-
thoden wordt gegeven. Echter de correlatie van welke
verschijningsvorm van Mg?** dan ook in diverse soor-
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ten cellen met de in het serum voorkomende Mg?*
fracties is slecht. Veel onderzoek zal daarom nodig
zijn om hierop een antwoord te kunnen geven, waar-
bij speciale aandacht zal moeten worden gegeven aan
de bestudering van transport processen en aan de
compartimentalisatie van Mg?* in de cel.

Binnen de klinische chemie in Nederland wordt op
enkele plaatsen gewerkt aan het verkrijgen van meer
inzicht in de rol van magnesium in fysiologische, bio-
chemische en andere processen in het menselijk li-
chaam. Een compleet overzicht over alle aspecten
van dit element zou te ver voeren. De auteurs hebben
de aandacht vooral gericht op de betekenis van het in-
tracellulaire magnesium in relatie met het serum
magnesium en de klinische implicaties hiervan.

De totale hoeveelheid magnesium in het lichaam van
volwassenen bedraagt ongeveer 1000 mmol, waarvan
het grootste gedeelte (50 - 70%) in het skelet aanwe-
zig is. De magnesiummoleculen in het bot zijn van
wezenlijk belang voor de stevigheid van de matrix. De
magnesium ionen zijn niet opgenomen in de apatiet-
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Figuur 1. Overzicht van alle magnesium fracties met hun re-
ferentie waarden.

55



S
—
S = =

Figuur 2. Magnesium turnover per dag bij een normale vol-
wassene.

structuur maar komen voor in een schil rond het hy-
droxy-apatietkristal (1). De mogelijkheid om het bot-
magnesium te benutten is beperkt en neemt af met
toenemende leeftijd (2). Het overige magnesium be-
vindt zich in de weefsels en organen. Het spierweefsel
bevat ongeveer 30% van het lichaamsmagnesium (3).
Een zeer klein deel (ongeveer 1%) van het lichaams-
magnesium bevindt zich in het bloed (figuur 1).

Voeding, opname en uitscheiding

De opname van magnesium voor volwassenen moet
12 mmol per dag bedragen om de behoefte te dekken
(4). Voor groeiende individuen en met name voor zui-
gelingen is de behoefte groter (5). Vooral groene
groenten, zeevoedsel (schaaldieren) en vlees bevatten
veel magnesium.

De resorptie van magnesium vindt voornamelijk
plaats in het jejunum en ileum. Er wordt 30 to 40 %
geresorbeerd. De nier is het belangrijkste orgaan voor
de regulatie van de magnesiumspiegel. Omdat onge-
veer 30% van het magnesium in het plasma aan eiwit
gebonden is, zal ongeveer 70% gefilterd worden,
waarvan ongeveer 5% in de urine wordt uitgeschei-
den. Deze hoeveelheid (ongeveer 4 mmol/24 uur) kan
verminderd worden tot < 0,5 mmol/24 uur bij een
dreigend magnesium tekort. Mg?* wordt voorname-
lijk teruggeresorbeerd in het opstijgende deel van de
lis van Henle (60-70%) en in de proximale tubulus
(20-30%) (figuur 2).

Tabel 1. Oorzaken magnesiumverlies

Intracellulair magnesium (6)

In het cytoplasma van alle levende cellen is magnesi-
um (Mg?*) een belangrijke component. Het komt daar
in twee vormen voor, vrij (iMg**,+.) en gebonden.
De laatste vorm is in de meerderheid vanwege de
grote affiniteit van dit tweewaardige kation voor veel
intracellulaire verbindingen zoals eiwitten en ATP,
waardoor er voor Mg?* een grote buffercapaciteit be-
staat. Ook al bestaat er nog geen eenduidigheid over
de concentratie van iMg?*;,... , in het algemeen neemt
men aan dat deze tussen de 0,5 en 1,0 mmol/l ligt (7).
Deze concentratie benadert de Km van veel intracel-
lulaire enzymen (8). Er zijn een aantal mogelijkheden
gepostuleerd om het intracellulaire magnesiumniveau
te reguleren. Dat zijn een elektrochemische gradiént
in combinatie met permeabiliteit van de plasma-
membraan, een verondersteld Mg-ATPase of een
Na*/Mg?* uitwisseling (via Mg?* transporters), in-
tracellulaire buffermechanismen (mogelijk door ei-
witten), transport met behulp van intracellulaire orga-
nellen, en ook een magnesium-influx regulerend hor-
moon is verondersteld (8,9). De permeabiliteit van de
plasma membraan en de veronderstelde magnesium-
transport-mechanismen in het membraan controleren
naar men nu aanneemt de steady-state concentratie
van het intracellulaire magnesium.

Intracellulair magnesium in relatie tot de intracellu-
laire concentratie van kationen

Mg?* speelt intracellulair een cruciale rol door bein-
vloeding van een groot aantal cellulaire functies zoals
de activering van veel enzymen en de eiwitsynthese.
Mg?* is een essentiéle cofactor voor enzymen die zijn
betrokken bij glycolyse, celademhaling, en het trans-
port van andere ionen zoals Na*, K* en Ca®" over
membranen. Alle enzymatische reacties waarbij ATP
is betrokken tonen een absolute noodzaak voor Mg?*.
Omdat de activiteit van het membraangebonden
Na/K-ATPase, de natriumpomp, samenhangt met de
iMg?*. concentratie, is het iMg?*;,., belangrijk voor
de basale verdeling van Na* en K* over de membraan
en dus voor de rustpotentiaal.

Een ander zeer belangrijk transport enzym is het
Ca/ATPase dat onder meer voorkomt in hart- en ske-
letspieren. Het handhaaft de zeer lage iCa?*;,,, con-

Renaal

Niet-renaal

Diuretica
Ethanol toxiciteit
Diabetische nefropathie

Reductie in opname

Verminderde intestinale absorptie

Congenitaal vasten short bowel syndroom
Cisplatinum deficiénte i.v. voeding chronische diarrhee
Cyclosporine deficiént drinkwater malabsorptie syndromen
Antibiotica congenitaal
Gemengde oorzaken
acuut myocard infarct
digitalis toxiciteit
insuline therapie
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centratie in alle cellen en heeft eveneens Mg?* nodig
voor zijn activering. Bovendien is het intracellulair
Mg?* van essentieel belang voor het spanningsafhan-
kelijke gedrag van kalium- en calciumkanalen
(10,11). Een algemeen aanvaarde visie is dat iMg?*;,.
wa Werkt als een blokkerend agens voor calciumkana-
len (12). De kaliumgradiént (intracellulair ~150
mmol/l; extracellulair ~4,5 mmol/l) zorgt voor de
rustpotentiaal en de 10.000-voudige Ca’*-gradiént (de
intracellulaire Ca?* concentratie is ongeveer 107
mol/l, extracellulair 10 mol/l) zorgt voor de drem-
pelpotentiaal over de celmembraan. Het verschil tus-
sen deze twee potentialen bepaalt de hoogte van de
impuls die nodig is om de cel te activeren (actie-
potentiaal, ongeveer 20 millivolt). Bijvoorbeeld bij
hypomagnesiémie kan een belangrijke verstoring in
de handhaving van de membraanrustpotentiaal ont-
staan, doordat in de herstelfase van de cellulaire ac-
tiepotentiaal de uitwisseling van Na*, K* en Ca’* via
de membraan wordt verstoord. Hierdoor kan de rust-
potentiaal van de celmembraan stijgen. De gevolgen
van magnesiumdeficiéntie op cellulair en moleculair
niveau kunnen dan ook grotendeels worden verklaard
uit het remmende effect van een intracellulair magne-
siumtekort op zowel Na/K- als Ca-ATPasen. De hier-
uit resulterende verminderde capaciteit van de cel om
K* en Ca?*-concentratiegradiénten te handhaven leidt
tot het zogenaamde "sick cell syndrome". De intracel-
lulaire concentraties van Na* en Ca®* zijn verhoogd,
de intracellulaire K* concentratie is verlaagd, terwijl
tevens de intracellulaire Ca**-distributie verstoord is.

Magnesium in de kliniek

Hypermagnesiémie

Door de hoge renale excretiecapaciteit voor magnesi-
um, bestaat bij patiénten met een goede nierfunctie
weinig risico op het ontstaan van hypermagnesiémie.
Dit treedt eigenlijk slechts in twee situaties op: bij
acute of chronische nierinsufficiéntie, en bij een der-
mate snelle toevoer van exogeen magnesium dat de
renale excretiecapaciteit wordt overschreden, zoals
dat gebeurt bij de behandeling van eclampsie of het
intraveneus of intramusculair suppleren van magnesi-
um. Met name bij chronische nierinsuffici€éntie wan-
neer tegelijkertijd magnesium bevattende medicatie
toegediend wordt (antacida, laxantia, voedingsupple-
menten, dialysevloeistof) bestaat kans op het ontstaan
van hypermagnesi€émie. Boven een concentratie van
2,0 mmol/l ontstaan hypotensie, ECG afwijkingen
(2,5-5,0 mmol/l), verminderde peesreflexen (5,0
mmol/l), respiratoire paralyse (7,5 mmol/l) en uitein-
delijk hartstilstand (12,5 mmol/l) (13,14). Het anaes-
thetisch effect van hypermagnesi€mie is waarschijn-
lijk het resultaat van cerebrale hypoxie secundair aan
cardiale en respiratoire depressie, en niet het gevolg
van een direct narcotisch effect van magnesium (14).
Bij een snelle verhoging van de magnesium concen-
tratie kan een gevoel van warmte optreden, gecombi-
neerd met roodheid van de huid, hoofdpijn en duize-
ligheid.

Gezien de aspecificiteit van de symptomen van hy-
permagnesiémie en de beperkte populatie waarin dit
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op kan treden, is het niet nuttig de algemene zieken-
huispopulatie hierop te screenen. De indicaties voor
het controleren op hypermagnesiémie dienen beperkt
te blijven tot de twee bovengenoemde situaties.

Hypomagnesiémie en magnesiumdeficiéntie
Hypomagnesiémie is gedefinieerd als een magnesi-
umconcentratie in plasma, die kleiner is dan de on-
dergrens van het referentie-interval (0,73 - 1,05
mmol/l) (15). Magnesium- deficiéntie kan omschre-
ven worden als een pathologische situatie, ontstaan
door een tekort aan magnesium in één of meerdere li-
chaamscompartimenten. Magnesiumdeficiéntie hoeft
niet noodzakelijkerwijs gepaard te gaan met hypo-
magnesi€émie, terwijl algemeen aangenomen wordt
dat hypomagnesiémie het eindresultaat is van een
langer durende of ernstige magnesiumdefici€éntie
(16).

De oorzaken van magnesiumdeficiéntie en hypomag-
nesiémie kunnen worden ingedeeld in renale (ver-
laagde tubulaire reabsorptie) en niet-renale oorzaken
(zie tabel 1). Bij bepaalde categorieén van patiénten
bestaat een verhoogde prevalentie van magnesiumde-
ficiéntie. Intensive care (IC) patiénten hebben een
verhoogd risico op het ontwikkelen van magnesium-
deficiéntie door het gelijktijdig optreden van meerde-
re risicofactoren (verminderde opname via de voe-
ding, verhoogd renaal verlies door een combinatie
van intraveneuze hydratie en diuretica toediening,
metabole acidose en toediening van antibiotica). De
prevalentie van hypomagnesi€mie in een IC-popula-
tie kan variéren van 20-65% (17,18).

Ook in chronische alcoholisten komt een combinatie
van meerdere risicofactoren voor: het magnesiumge-
halte in de voeding is laag, de resorptie is laag door
het optreden van diarree en braken, terwijl alcohol de
renale tubulaire resorptie van magnesium remt (13).
Diabetes mellitus kan magnesiumdepletie veroorza-
ken door een verhoogde renale excretie (osmotische
diurese, diabetische nefropathie) en een veranderde
distributie over de lichaamscompartimenten (metabo-
le acidose, insuline deficiéntie) (19).

Een vierde (diverse) populatie waarbij de klinicus
verdacht moet zijn op het voorkomen van magnesi-
umdeficiéntie bestaat uit patiénten, die met bepaalde
farmaca behandeld worden. Met name cisplatinum,
cyclosporine, aminoglycosiden en de niet K*-sparen-
de diuretica stimuleren de renale magnesiumexcretie
(20,21,22).

Vanwege het feit dat de ziektebeelden die magnesi-
umdeficiéntie veroorzaken vaak tegelijkertijd hypo-
calciémie en hypokali€émie bewerkstelligen zijn de
symptomen, die ontstaan door tekorten van deze drie
kationen (23) vaak moeilijk van elkaar te onderschei-
den. Subklinische symptomen van een (intracellulai-
re) magnesiumdeficiéntie kunnen al optreden bij een
normale plasma magnesiumconcentratie (24). Pas bij
een extracellulaire magnesiumconcentratie die klei-
ner is dan 0,45 mmol/I treden duidelijk waarneemba-
re neuromusculaire symptomen op (24).

Behandeling
Het totale deficit aan magnesium bij een symptomati-
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sche magnesiumdeficiéntie is 0,5-1,0 mmol magnesi-
um per kg lichaamsgewicht (25). Behandeling hier-
van kan plaatsvinden door intraveneuze toediening
van 4-8 mmol magnesiumsulfaat in 5 minuten, ge-
volgd door 24-32 mmol magnesiumsulfaat intrave-
neus per dag gedurende 3-5 dagen (26). Vrij snel na
het starten van de therapie zal het plasma magnesium
normaliseren; om de depots aan te vullen is het echter
noodzakelijk de therapie enkele dagen door te zetten
(25,26).

Asymptomatische hypomagnesi€émie/magnesiumdefi-
ciéntie behoeft geen acute behandeling. Er kan wor-
den volstaan met het geven van voeding met een ade-
quaat magnesiumgehalte. Bij magnesiumsuppletie
dient de dosis gereduceerd te worden indien de pa-
tiént een verminderde nierfunctie heeft.

De intraveneuze toediening van magnesiumsulfaat bij
het acute hartinfarct leidt tot een vermindering van
het overlijdensrisico (27). Een reductie van iMg?*, .,
veroorzaakt door een infarct, zorgt voor een te hoge
concentratie van Ca* in de hartspiercel door een ver-
minderde werking van de Na/K-pomp (zie paragraaf
over intracellulair magnesium). De contractie wordt
daardoor verlengd wat leidt tot hypertensie en tachy-
cardie. Toename van de prikkelbaarheid van de cel-
membraan kan bij ischemie door een kransvatafslui-
ting potentieel letale ritmestoornissen zoals ventri-
keltachycardieén en ventrikelfibrileren doen ontstaan
(28).

De behandeling van symptomatische hypermagnesié-
mie begint met het staken van alle magnesium bevat-
tende medicatie, tenzij deze toegediend wordt voor
de behandeling van levensbedreigende situaties, zoals
ernstige hartritme-stoornissen. Afhankelijk van de
ernst van de situatie kan intraveneuze toediening van
1 gram calciumgluconaat geindiceerd zijn. Het effect
van calcium toediening is slechts tijdelijk. Bij patién-
ten met een goede nierfunctie kan de magnesiumex-
cretie door toedienen van een lisdiureticum gestimu-
leerd worden en zo bijdragen aan de correctie van de
hypermagnesi€émie. Met name wanneer hypermagne-
siémie gepaard gaat met nierinsufficiéntie kan hemo-
dialyse tegen een magnesiumvrij dialysaat de enige
effectieve behandelingsmodaliteit zijn (29).

METHODEN

Meten van magnesium

Een magnesiumdeficiéntie wordt normaliter vastge-
steld aan de hand van de totale magnesiumconcentra-
tie in serum, die dus wordt beschouwd als zijnde re-
presentatief voor de magnesiumstatus van het mense-
lijk lichaam. De keuze voor serum als monster voor
het stellen van een diagnose of de monitoring van een
patiént ligt voor de hand. Bloed is gemakkelijk te
verkrijgen en te bewerken, terwijl het nemen van
biopten van weefsels voor het vaststellen van de
magnesiumstatus, voor de patiént zeer belastend is.
Bovendien is de meting van magnesium in dit materi-
aal niet eenvoudig. Men kan zich afvragen of de se-
rum magnesiumconcentratie voldoende inzicht in de
magnesiumhuishouding biedt en dus de informatie
geeft die nodig is voor een adequate behandeling.
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Een betere benadering van de actuele magnesiumsta-
tus wordt mogelijk gegeven door de intracellulaire
magnesiumconcentratie van mononucleaire bloedcel-
len (lymfocyten en monocyten)(30,31). Ook magne-
sium in erytrocyten, granulocyten en trombocyten
kan worden bepaald (30,31,32,33,34). Daarnaast is
het mogelijk om intracellulair vrij, niet aan cel orga-
nellen of ATP gebonden, magnesium (iMg”*,..) te
meten.

Als gouden standaard voor het aantonen of uitsluiten
van een magnesiumdeficiéntie van het lichaam wordt
de magnesiumbelastingstest beschouwd. Daarbij
wordt na het vaststellen van de basis magnesiumuit-
scheiding in de urine, een bekende hoeveelheid mag-
nesiumsulfaat intraveneus toegediend. Vervolgens
wordt in de daarop volgende 24 uur opnieuw de uit-
scheiding gemeten en de retentie van het geinfun-
deerde magnesium berekend (35,36).

Methoden van meten in het bloed

Aanvankelijk werd magnesium in serum bepaald
door middel van precipitatie met ammonium en fos-
faat (37,38). Colorimetrische methoden, later ook met
behulp van enzymen, volgden snel (39,40,41,42). An-
dere bepalingsmethoden zijn op basis van fluorescen-
tie (43,44,45), vlamemissiespectrofotometrie (FES)
(46) en atoomabsorptiespectrofotometrie (AAS) (47).
De laatst genoemde techniek wordt nu beschouwd als
de referentiemethode voor de bepaling van magnesi-
um in serum (48).

In het serum komt het Mg?* in drie vormen voor na-
melijk de eiwitgebonden, de complexeerde en de
vrije of geioniseerde fractie. Scheiding van de frac-
ties kan worden bewerkstelligd door ultrafiltratie
(49), waarna met behulp van AAS de concentratie
wordt bepaald; hierbij wordt onderscheid gemaakt in
eiwit gebonden en niet-eiwit gebonden (ultrafiltrabel)
magnesium. Ook met eriochroom zwart T kan de
concentratie vrij gefoniseerd magnesium worden ge-
meten, zij het in serumultrafiltraat (50).

Naast deze indirecte meetmethoden is de magnesium
ion-selectieve elektrode (Mg-ISE) de enige directe
techniek. Hiermee kan de concentratie vrij geioni-
seerd magnesium worden bepaald. Rond 1980 was de
selectiviteit van de Mg-ISE ten opzichte van calcium-
ionen een groot probleem, maar na de ontwikkeling
van nieuwe ionoforen en correctie methoden voor de
calciuminterferentie, verschenen er in 1990 twee pu-
blikaties met als onderwerp de meting van iMg** .
in serum (51,52). De introductie van de Mg-ISE heeft
ertoe geleid dat alle tot dusver bekende serumfracties
op een betrouwbare manier kunnen worden bepaald.
De totale magnesiumconcentratie met AAS, de niet-
eiwit gebonden fractie na ultrafiltratie ook met AAS
en de geioniseerde fractie met behulp van een Mg-
ISE. Het verschil tussen ultrafiltrabel en geioniseerd
magnesium levert de complex gebonden fractie.

Methoden van meten in de cel

Zoals genoemd kan in bloedcellen naast de totale
magnesiumconcentratie ook de vrije fractie
(iMg?*;,ra) gemeten worden ter verbetering van de in-
zichten in het celmetabolisme. In alle metingen,
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waarbij de diverse vormen van Mg?* in de cel worden
bepaald, is het van groot belang om de meting te ver-
richten in een energetische steady-state situatie en het
liefst in de situatie die op het moment van afname in
het lichaam voorkwam (53). Het is dus belangrijk om
de cel gedurende de meting in een situatie te houden
waarbij het ATP niveau constant blijft. Tot nu toe zijn
er vijf verschillende methodieken gebruikt voor de
meting van het iMg?*;, ... Een karakteristiek van deze
vijf methoden wordt met de voor- en nadelen kort be-
sproken:

- Eriochroomblauw methode

Heinonen (54) beschrijft een methode waarbij ge-
bruik wordt gemaakt van de kleurstof eriochroom-
blauw voor het meten van iMg?*;,, in synaptoso-
men. Een groot nadeel van deze techniek vormt de
gevoeligheid van deze kleurstof voor pH verande-
ringen, zeker als gebruik wordt gemaakt van iono-
foren. Bovendien is een kalibratie moeilijk uit-
voerbaar en niet alle cellen kunnen deze stof zon-
der meer opnemen. In de moderne literatuur wordt
deze methode dan ook zelden meer toegepast.

- Nulpunttitratie
In Nature verscheen in 1977 een elegante methode
om iMg?* ., te meten door middel van nulpuntti-
tratie (55 ). Na isolatie van de cellen worden deze
in diverse buffers gebracht met verschillende
Mg?*-concentraties. Als het membraan van de cel
vervolgens permeabel wordt gemaakt voor Mg?
door de ionofoor A23187 dan treedt athankelijk
van de pH een verplaatsing op van Mg?* naar bin-
nen of naar buiten. Bij die concentratie, waarbij
geen netto Mg?* over het celmembraan wordt ge-
transportreerd, is de intracellulaire concentratie
van vrije Mg?* in evenwicht met de externe vrije
Mg?* concentratie in de buffer en kan vervolgens
berekend worden wat de vrije Mg?*-concentratie in
de cel is. We hebben deze methode met succes toe-
gepast (56) met de aantekening dat deze methode
alleen kan worden toegepast voor erytrocyten om-
dat een groot aantal cellen (>0,5 x 10°) per bepa-
ling nodig is. Bovendien moeten bij de isolatie van

de cellen een aantal wasstappen worden uitge-
voerd, hetgeen er toe leidt dat de oorspronkelijke
energetische toestand van de cel verandert. Van-
daar dat de cellen voor het experiment worden ge-
tonometreerd met 95% O, and 5% CO,.

Polarografische methode

Door de ontwikkeling van een elektrode met een
ion-selectief membraan naar het ontwerp van Si-
mon (57) zijn polarografische methoden beschre-
ven waarbij een microelektrode in de cel wordt ge-
prikt zonder de cel doorlaatbaar te maken voor io-
nen. Alleen zeer grote cellen zoals bijvoorbeeld
spiercellen zijn hiervoor geschikt (58). Er is op dit
moment geen onderzoek bekend waarin deze tech-
niek op bloedcellen is toegepast. Deze ontwikke-
ling vindt op dit moment zijn weg meer in de rich-
ting van metingen in de extracellulaire vloeistof
zoals in bloed.

NMR-methode

De meting van iMg>*j,,, met behulp van NMR
heeft het grote voordeel dat geen isolatieprocedu-
res nodig zijn. Wel wordt geadviseerd om de cellen
te oxygeneren om een stabiele energetische situatie
te bereiken. Er wordt in deze methode (59) gebruik
gemaakt van de verschuiving van het 3'P-NMR
signaal doordat Mg?* bindt aan ATP en ADP. Door
middel van de totale concentratie van ATP, ADP,
DPG (2,3-difosfoglyceraat) en hemoglobine, hun
bindingsconstante voor Mg?* en de ® ("chemical
shift"), die uit het NMR-spectrum afgeleid kan
worden, wordt iMg?*;,.. berekend. De beperking
van deze methodiek vormt de grote hoeveelheid
cellen (3 x 10° cellen) , die nodig zijn omdat de
techniek nogal ongevoelig is, hetgeen betekent dat
in de praktijk alleen erytrocyten kunnen worden
gebruikt voor dit type onderzoek. Bovendien
wordt er in de literatuur twijfel uitgesproken over
de juistheid van de evenwichtsconstanten met
name voor de belangrijke Kd voor Mg?*-ATP van
3,8 x 10°mol/l (37 °C en pH 7,2) omdat de om-
standigheden waaronder deze Kd's zijn bepaald an-
ders zijn dan de intracellulaire.

Tabel 2. Literatuur overzicht van het geioniseerde intracellulaire magnesium ( iMg>*,, ) in mmol/l en de gerapporteerde spreiding

in variatiecoéfficiénten (VC)

Type cel methode iMg?* VC(%) Auteur(ref)
Erytrocyten NMR 0,22 4 Petersen(53)
NMR 0,20 2 Geven(56)
nulpunttitratie 0,30 ? Flatman(55)
nulpunttitratie 0,55 22 Geven(56)
Mononucleaire mag-fura 0,15 26 Ng(71)
cellen
mag-fura 0,56 21 eigen waarneming
Skeletspier micro-electrode 3,80 11 Lopez(58)
NMR 0,60 ? Gupta(72)
Synaptosomen eriochroom blauw 0,35 7 Heinonen(54)
Hepatocyten nulpunttitratie 0,37 ? Corky(73)
mag-fura 0,59 ? Raju(60)
Hartcellen mag-fura 0,48 6 Murphy(63)
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- Fluorescentiemethode met mag-fura

Tenslotte is de fluorescentie meting met behulp
van mag-fura voor de toekomst de meest beloven-
de techniek (60,61). Deze stof kan in de estervorm
de celmembraan passeren, waarna in de cel de es-
ter wordt gehydrolyseerd en mag-fura de cel niet
meer uit kan. Mag-fura kan Mg?* complexeren
zonder de intracellulaire verhouding tussen
iMg?*, . €n het gebonden Mg?*,., te veranderen.
Met behulp van een dubbele golflengte fluorescen-
tie-techniek kan de verhouding van de vrije mag-
fura en het Mg**-mag-fura-complex worden be-
paald zonder dat de concentratie van het mag-fura
zelf van belang is. Hierdoor kunnen veranderingen
in de concentratie van het iMg?*,,, worden ge-
volgd en kan een kalibratie met behulp van EDTA
en ionofoor worden uitgevoerd. Deze fluorescen-
tiemeting kan goed worden toegepast op leucocy-
ten en andere niet hemoglobine bevattende cellen.
Zoals eerder vermeld moet er voor de meting een
isolatie procedure worden toegepast met eerder ge-
noemde nadelen. Mag-fura (Kd: 1,5 mM) is onge-
voelig voor pH veranderingen en voor geioniseerd
Ca?* i, in de fysiologische range.

De concentratie van de totale intracellulaire Mg?*-
concentratie wordt in bijna alle gevallen bepaald met
AAS.

RESULTATEN EN DISCUSSIE

Er worden veel verschillende concentraties aan
iMg?*,a gerapporteerd afhankelijk van de techniek
en het celtype (zie tabel 2). Met behulp van nulpuntti-
tratie worden hogere Mg?*-concentraties gemeten dan
met NMR. Waarschijnlijk wordt met NMR niet alle
Mg?* zichtbaar gemaakt. In de nulpuntstitratie-expe-
rimenten daarentegen daalt de ATP-concentratie door
de wasprocedures, waardoor de vrije Mg?*-concentra-
tie toeneemt (56). Wel werd met beide technieken
vastgesteld dat bij patiénten met een geisoleerd renaal
Mg?*-verlies er een lager iMg>*;,., bestaat in verge-
lijking met controles (56). In de cel bestaat geen ho-
mogene Mg?*-verdeling. Gunther (62) toonde aan
dat Mg?* zich daar ophoopt, waar veel DNA, RNA en
Mg?*-bindende eiwitten aanwezig zijn. Het cytosoli-
sche Mg?* is vooral verrijkt met Mg?* aan de cel-
membraankant door Mg?*-bindende eigenschappen
van de fosfolipiden.

De concentratie van het iMg?*,.. in de erytrocyt
wordt gerapporteerd als 0,20 tot 0,55 mmol/l en be-
draagt ongeveer 10% van het totale erytrocytaire
Mg?*. In mononucleaire cellen ligt de concentratie op
ongeveer het gelijke niveau, hetgeen ongeveer 1%
uitmaakt van de totale Mg?*-hoeveelheid in deze cel-
len (zie figuur 1). In de publikatie van Murphy (63)
wordt vermeld dat door een incubatie in een Na*-vrij
medium er een drievoudige toename van Mg werd
gevonden, dat verklaard werd door de toename van
het cytoplasmatische Ca?*, dat het Mg?* verdringt van
de bindingsplaatsen in de cel. Lopez (58) en Scarpa
(64) rapporteren veel hogere iMg?*;,.,-concentraties,
hetgeen kan duiden op onvoldoende specificiteit van
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de door hen gebruikte methodieken.

Om inzicht te krijgen in de relatie tussen intra- en ex-
tracellulair magnesium en de relatie tussen de ver-
schillende celtypen onderling met betrekking tot hun
magnesiumconcentratie, zijn studies in zowel mon-
sters van proefdieren als van patié€nten uitgevoerd, re-
sulterend in uiteenlopende resultaten. Tussen magne-
sium in lymfocyten en magnesium in hart- en skelet-
spierweefsel lijkt er een verband te bestaan. Geen re-
latie werd er gevonden tussen totaal magnesium in
serum en erytrocyten en magnesium in bot en spier-
weefsel (65). Deze waarneming, dat magnesium in
serum en erythrocyten een slechte parameter is voor
de totale magnesiumvoorraad van het lichaam wordt
door veel onderzoekers ondersteund (30,66,67). Al-
frey et al (68) en Cohen et al (69) echter, toonden in
pati€ntenstudies wel een correlatie aan tussen magne-
sium in serum en magnesium in bot. Geven et al (70)
tenslotte, vonden bij magnesiumdefici€nte honden
een daling in het serum en bot maar geen magnesi-
umverandering in spierbiopten en lymfocyten. Mag-
nesium in erytrocyten, dat ook significant was ge-
daald, bleef laag, terwijl magnesium in serum reeds
was genormaliseerd.

Nabeschouwing en suggesties voor verder onder-
zoek

Het nut van de magnesiumbelastingtest wordt in de
praktijk beperkt enerzijds door de onevenredige be-
lasting van de patiént met een normomagnesi€émie en
met lichte symptomatologie en anderzijds doordat de
populaties van pati€nten met een magnesiumdeficien-
tie/normomagnesi€émie en van controles een grote
overlap vertonen (34). Bovendien is het een nadeel
dat (omdat het verzamelen van urine bij deze test zeer
belangrijk is) de patiént, die de magnesiumbelasting-
test ondergaat, moet worden opgenomen. Een lage
urine concentratie van magnesium (< 4 mmol/kg/dag)
gepaard gaande met een normaal serummagnesium
voldoet bijna even goed in de praktijk (74). Vervol-
gens dient nagegaan te worden of er externe omstan-
digheden zijn, die deze lage uitscheiding verklaren.
Omdat de fysiologische werking van magnesium
vooral intracellulair wordt uitgeoefend zullen be-
trouwbare bepalingen in de cel voor de toekomst van
groot belang zijn. Op dit moment worden de beste re-
sultaten bereikt met mag-fura waarbij het niet alleen
mogelijk is metingen te verrichten met een groot aan-
tal cellen tegelijk (2,0 x 10%) maar ook met enkelvou-
dige celmetingen waarin de fluorescentie signalen
worden gevolgd in één enkele cel. Op deze wijze kan
ook informatie worden verkregen over de verschillen
tussen de cellen onderling van hetzelfde type en tus-
sen soorten cellen onderling (bijvoorbeeld tussen
lymfocyten en monocyten). De mag-fura experimen-
ten maken het tevens mogelijk om transportstudies en
de invloed van externe ionen op de magnesiumcon-
centratie in de cel te bestuderen. Daardoor kan inzicht
in het ingewikkelde proces van het transport van
magnesium over het celmembraan worden verkregen
en misschien wordt er een antwoord gevonden op de
vraag hoe de regulatie van de intracellulaire Mg?*-ho-
meostase zich verhoudt met de externe Mg?*-concen-
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tratie, die we gewend zijn dagelijks te meten. Ook
onderzoek naar de compartimentalisatie van Mg?* in
de cel komt binnen het bereik van de technische mo-
gelijkheden m.b.v. een combinatie van de mag-fura
methode en video-imaging.

Uit de tot dusver uitgevoerde studies blijkt dat het
zoeken naar correlaties tussen magnesium parameters
nog geen resultaat heeft opgeleverd om het selecteren
van een magnesium parameter, die de meest relevante
informatie levert over het klinisch beeld van de pa-
tient, mogelijk te maken. Het is opmerkelijk dat de
beste correlatie bestaat tussen erytrocyten en spiercel-
len (56,71) en dat de iMg?*,, in de rode bloedcellen
het minst slecht de intracellulaire magnesiumstatus
van het lichaam weerspiegelt (75).

Vooralsnog is de meting van totaal intracellulair mag-
nesium zeer bewerkelijk en staat de meting van geio-
niseerd intracellulair magnesium, welke nog com-
plexer is, in de kinderschoenen. Een plaats in de alge-
mene pati€ntenzorg lijkt er voor deze analyse dan ook
zeker niet weggelegd. Met betrekking tot de meting
van magnesium in serum met behulp van een magne-
sium ionselectieve elektrode valt te verwachten dat
de laatste hindernissen, zoals selectiviteit en levens-
duur van de membraan, binnen enkele jaren zijn op-
gelost. Echter, het meten van extracellulair geioni-
seerd magnesium in de klinische praktijk zal vermoe-
delijk in uitzonderlijke gevallen meerwaarde opleve-
ren ten opzichte van de meting van totaal extracellu-
lair magnesium. Uitgebreide klinische studies, waar-
bij goed omschreven patiéntengroepen onontbeerlijk
zijn, zullen nodig zijn om deze uitzonderlijke geval-
len goed te kunnen definiéren.

Al deze studies zijn van belang om meer inzicht in de
regulatie-mechanismen van de magnesiumhomeosta-
se te krijgen. Ook zullen transportstudies in diverse
soorten cellen ons mogelijk de betekenis van magne-
sium in metabole processen verder duidelijk maken.
Het doel van het onderzoek zal in eerste instantie
moeten zijn, dat de zin en onzin van het meten van
magnesium in zijn diverse vormen in bloed, bloedcel-
len en urine wordt vastgesteld.
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Huijgen HJ, Ingen HE van, Vis P, Lemmers J, Geven WB en
Sanders GTB. Ned Tijdschr Klin Chem 1995, 20: 55-63.
Which parameter can be used in the assessment of the magne-
sium status of the body is not yet clear. This ion has an impor-
tant function in the enzymatic processes related to supply of
energy and for DNA-, RNA- and protein synthesis. Moreover
Mg?* together with Ca* plays an important role in the regula-
tion of the intracellular cation concentrations.

In clinical respect hypomagnesiaemia is more important than
hypermagnesiaemia; it is difficult to judge whether the hypo-
magnesiaemia is coupled with a magnesium deficiency. A
magnesium loading test may give the answer.
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Technically it is possible to measure the intracellular and the
extracellular (blood) Mg?* concentrations in the protein-, com-
plex- and the free (ionized) forms. An overview of the me-
thods of maesurement is given. However, correlation between
the Mg?* fractions in different cell types and the fractions of
Mg?* in serum is lacking. To elucidate this problem more re-
search have to be performed with special focus on transport
mechanism of Mg?* and the intracellular compartimentaliza-
tion of Mg?* in the cell.

Key-words: pathophysiology of magnesium metabolism; hypo-
and hypermagnesiaemia,; methods of intracellular measure-
ment.
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