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1. Einleitung

Biguanide haben als orale Antidiabetica eine lange Tradition. Wegen des Risikos des Auftre-
tensvon Lactatazidosen wurden Wirkstoffe dieser Substanzgruppe in den achtziger Jahren zu-
nehmend seltener verordnet: alle Biguanide mit Ausnahme des kurzwirkenden Metformins
verschwanden vom Markt. Durch klinische Studien der letzten Jahre, besonders durch die
grole United Kingdom Prospective Diabetes Study (UKPDS, Zusammenfassung siehe z. B.
King et d. 1999) wurde die Bedeutung von Metformin fir die Therapie Gbergewichtiger Pati-
entinnen und Patienten mit Typ 2-Diabetes wieder erheblich aufgewertet. Metformin wird
daher wieder erheblich haufiger verschrieben: Zwischen 1988 und 1997 stieg die Anzahl der
verordneten Tagesdosen in Deutschland von 9 auf 122 Millionen an (Schwabe & Paffrath
1999). Mit dem vermehrten Auftreten von Metformin-Vergiftungen mui3 daher heute gerech-
net werden. Bel klinisch-toxikologischen Untersuchungen wegen metabolischer Azidose
unklarer Ursache sollte daher immer auf Metformin geachtet werden.

In der hier vorgestellten Kasuistik war die Einnahme einer hochtoxischen Dosis Metformin
durch eine unvollstdndige Anamnese und die begleitende Einnahme weiterer Substanzen mit
typischer Vergiftungssymptomatik nicht rechtzeitig erkannt worden.

2. Kasuistik
Anamnese, Primérbefund und -behandlung

Ein 50jdhriger Mann wurde morgens von der Hausérztin somnolent aufgefunden. Bei ihm
farden sich |eere Tablettenschachteln fiir 100 Thl. Euglucon® (Glibenclamid), 50 Thl. X anef®
(Enalapril) und 50 Thl. Musaril® (Tetrazepam). Beim Eintreffen in der Klinik war der Patient
bewulitlos, die Konzentration von Glucose im Plasma lag unterhalb der Nachweisgrenze.
Nach Glucoseinfusion stieg der Blutzuckerwert auf Uber 100 mg/dl an, ohne eine wesentliche
Veradnderung des klinischen Zustandes.
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Serumanalytik:

- Durch toxikologische Analytik wurde Glibenclamid zu 440 pg/I Serum bestimmt.

- In der gaschromatographischen Prifung auf Losemittel des Serums fand sich kein positi-
ver Befund.

- In der Serumprobe wurde durch GC/MS Carbamazepin, 5H-Dibenz[b,flazepin und
Coffein nachgewiesen.

Urinanalytik:
In der Urinprobe wurden durch GC/MS-Analytik (mit und ohne Konjugatspaltung, s. Metho-

den) folgende Substanzen identifiziert:

Glibenclamid - en Furosemidmetabolit
Carbamazepin und Metabolite - Lidocain
Tetrazepam und Metabolite - Coffein

Diazepam und Nordazepam - 4-Amino-2-dimethylamino-6-methyl-1,3,5-triazin



Die analytischen Befunde wurden zunéchst als eine Mischintoxikation mit Ubertherapeti-
scher Serumkonzentration an Glibenclamid (therapeutisch 100 - 200 pg/l, Schulz & Schmoldt
1997), mit Carbamazepin, Tetrazepam, Diazepam, Furosemid und Coffein interpretiert. Lido-
can as Inhdtsstoff von Gleitgden ist as Probenkontamination zu deuten.
5H-Dibenz[ b,flazepin ist am wahrscheinlichsten ein GC-Artefakt von Carbamazepin. Fur den
Nachweis von 4-Amino-2-dimethylamino-6-methyl-1,3,5-triazin ergab sich zundchst keine
Erkl&rung.

Klinischer Verlauf |

Erst einige Stunden nach Aufnahme wurde bei dem bewuf3tlosen und inzwischen maschinell
beatmeten Patienten eine Blutgasanalyse durchgefihrt. Dabei wurde eine schwere Laktatazi-
dose nachgewiesen:

Blut-pH-Wert 6,77 (Referenzbereich: 7,35-7,43, Grelling & Gressner 1995)
Laktat im Plasma: 26 mmol/l (Referenzbereich: 1,00-1,78 mmol/l, Greiling & Gressner
1995)

Aulkerdem wurde eine starke
Hyperammoni&mie (600 pg/dl, Referenzbereich: 23-102 pg/dl, Greiling & Gressner 1995)

festgestellt. Fir diese Laborbefunde ergab sich aus der Anamnese und der toxikologischen
Analytik keine Erklarung. Trotz der sofort eingeleiteten Gabe von Natriumhydrogencarbonat
und Hamodialyse verstarb der Patient am Folgetag an nicht beherrschbarem Kammerflim-
mern.
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Da die Genese der schweren Azidose mit der Aufnahme der nachgewiesenen Medikamente
nicht in Zusammenhang gebracht und eine Ingestion von toxischen Dosen Methanol durch die
bereits durchgefuhrte Lésemittelanalytik ausgeschlossen worden war, wurde nach Bekannt-
werden der Azidoseproblematik eine Bestimmung von Ethylenglykol durchgefthrt: In der
gaschromatographischen Glycolanalytik des Serums fand sich kein positiver Befund.

Aufgrund der Vorerkrankung des Patienten Qiabetesmellitus, Typ 2), des klinischen Ver-
laufs und der Ergebnisse der Laboruntersuchungen wurde die Mddichkeit einer zusdtdichen
Einnahme eines Biguanides in Betracht gezogen. Daher wurden mittels einer neu im Labor
etablierten Spezialanalytik Serum und Urin post mortem auf Metformin untersucht.

Nach gezielter Vorbehandlung mit 4-Nitrobenzoylchlorid (s. Reaktionsgleichung 1) konntein
der Urinprobe des Patienten  4-Amino-2-dimethylamino-6-(4’ -nitrophenyl)-1,3,5-triazin
identifiziert werden (Abb. 1). Synthetische Testurine wurden mit gleicher Vorbehandlung
untersucht: In T2 Kontrollurin supplementiert mit 50 mg/l Metformin) fand sich ebenfalls
4-Amino-2-dimethylamino-6-(4' -nitrophenyl)-1,3,5-triazin, in T1 @unsupplementierter Kon-
trollurin) fand sich diese Substanz nicht. Im Urin konnte somit Metformin sicher nachgewie-
sen werden.
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Abb. 1: Massenspektrum des Metformin-Derivates

Mittels einer (ebenfalls neu im Labor etablierten) HPL C-Methode wurde ein Metformin-Spie-
gel im Serum von 166 mg/l bestimmt (therapeutisch 0,1-1,3 mg/l, als letal wird ein Spiegel
von 85 mg/l eingeschétzt, Schulz und Schmoldt 1997). Die Metformin-Konzentration in der
Urinprobe betrug 1607 mg/I.

Schliefdich wurden Leerurine mit verschiedenen Konzentration von Metformin supplemen-
tiert und im Labor-Routine-GC/M S-Screening-Verfahren aufgearbeitet: in der mit 500 mg
Metformin/l supplementierten Probe war 4-Amino-2-dimethylamino-6-methyl-1,3,5-triazin
sicher identifizierbar, bei niedrigeren Konzentrationen war die Substanz nicht sicher nach-
zuweisen. Die Substanz war ebenfalls nicht nachzuweisen, wenn statt Ethanol andere Ldse-
mittel (Diethylether, Trichlormethan) zur GC-Injektion verwandt wurden. Als Bildungsreak-
tion kédme danach eine Zyklisierung unter Mitwirkung von Ethanol in Betracht (Reaktions-
gleichung 2).

Der Nachweis von 4-Amino-2-dimethylamino-6-methyl-1,3,5-triazin im Patientenurin kann
somit durch die Anwesenheit hoher Konzentrationen von Metformin verursacht worden sein.
Nach Integration des Massenspektrums von 4-Amino-2-dimethylamino-6-methyl-1,3,5-triazin
in die laboreigene Spektrenbibliothek kann der Nachweis dieser Substanz zukinftig als Hin-
weis auf schwere Metformin-Vergiftungen gelten.
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Abb. 2: Massenspektrum des Reaktionsproduktes

3. Methoden

Glibenclamidbestimmung im Serum: HPLC mit RP18-Saule und Laufmittel Acetonitril /
NaH,PO,-Puffer nach Benzolextraktion. UV -Detektion, externe Kalibrierung.

Gaschromatographische L osemittel- und Glycolanalytik (Serumdirektinjektion, Flammenioni-
sationsdetektor). Fir die Glycolbestimmung wurde die Serumprobe durch Zugabe von Aceton
deproteiniert (Desel & Neurath 1999).

Gaschromatographie mit massenselektiver Detektion (GC/MS) nach nativer und alkalischer
organischer Extraktion. Teile der Urinprobe wurden sauer hydrolysiert und nach organischer
Extraktion zur Gewinnung von Acetylderivaten mit Acetanhydrid (Pfleger et a. 1992) und
zur Gewinnung von Methylderivaten mit Trimethylaniliniumhydroxid (TMAH) behandelt
(laboreigenes Screening-Standardverfahren).

Identifizierung von Metformin im Urin nach Behandlung mit 4-Nitrobenzoylchlorid (Ross
1977).

Metforminbestimmung im Serum und Urin (Yuen & Peh 1998): Reversed phase-Hochlei-
stungsfl Uissigkeitschromatographie (HPLC) mit Cyanopropyl-Saule und Acetonitril/ KH2PO4-
Puffer als Laufmittel. Direktinjektion der Probe nach Deproteinierung mittels Perchlorséure.
UV/NIS-Detektion (Diodenarray), externe Kalibrierung.

4. Diskussion

Klinik und Verlauf der hier beschriebenen Vergiftung entspechen einer schweren, letztlich
letalen Metforminintoxikation mit Laktatazidose, die initial durch Benzodiazepine und einen
durch Glibenclamid bedingten Blutzuckerabfall maskiert wurde. Metformin wird z.Zt. auch
bei umfassenden toxikologischen Suchanalysen haufig nicht (sicher) erfasst.
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