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Elucidation and Chemical Identification of Cardioactive Compounds 
from Extracts of Human Kidneys 

Summary. Bioassays involving the measurement of cardioactivity have been 
used in the past to determine glycoside concentration in post-mortem speci- 
mens following glycoside poisoning. This paper describes the presence of a 
cardioactive principle in alcoholic extracts of kidney that could interfere with 
these bioassays and which has been identified as tyramine. 

For the analysis of tyramine a combination of purification methods was 
employed, including cation exchange with Sephadex CM C-25, gel filtration 
and HPLC. Detection was achieved using mass spectrometry after careful 
cation-exchange treatment. The fragmentation pattern with and without prior 
formation of the TFA-derivative corresponded to that tyramine. IR and UV 
spectra also indicated the presence of tyramine. 

Under suitable experimental conditions, positive inotropic and positive 
chronotropic effects on the right guinea-pig atrium and positive inotropic 
effect on the left guinea-pig atrium produced by the kidney extract can be 
shown to differ from those cardiac glycosides. 

These investigations bring into question earlier court decisions made in 
legal processes which have been based upon the results ofbioassays for the 
evaluation of cardiac glycoside toxicity. 
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Zusammenfassung. Mit Bioassays als postmortalen Nachweisverfahren •r 
Herzglykosidvergiftungen wird versucht, die kardioaktive Wirkung der in 
Organen enthaltenen Glykosidkonzentration darzustellen. Ein kardioaktiv 
wirksames Prinzip, das aus alkoholischen Extrakten menschlicher Nieren 
gefunden wurde, konnte jedoch dem bekannten Tyramin zugeordnet wer- 
den. 

Sonderdruckanfragen an: Dr. J. Para~kevov6, Kaulbachstr. 59, D-6000 Frankfurt/Main 70, BRD 
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Der Nachweis gelang nach kombinierter Reinigung mittels Kationenaus- 
tausch an Sephadex CM C-25, Gelfiltration und HPLC sowie durch Massen- 
spektroskopie nach besonders vorsichtigem Kationenaustausch. Dabei 
wurden die Fragmentierungsmuster yon Tyramin durch Verdampfung der 
isolierten, biologisch wirksamen Substanz sowie nach Derivatisierung zum 
Trifluoroacetylderivat erhalten. IR-Spektren und UV-Daten stimmen eben- 
falls mit Tyramin tiberein. 

Die Erfassung der von Herzglykosiden unterscheidbaren pharmakologi- 
schen Wirkung erfolgte fiber den positiv inotropen und positiv chronotropen 
Effekt am rechten und tiber den positiv inotropen Effekt am linken Meer- 
schweinchen-Vorhof. 

Die Untersuchungen zeigen die zweifelhafte Basis frfiherer gerichtlicher 
Entscheidungen, bei denen Bioassays den Nachweis der Herzglykosid-Gift- 
wirkung erbringen sollten. 

SchliisselwSrter: Glykosidvergiftung - Bioassay - Herzaktive Substanzen 

Im Rahmen eines forensischen Gutachtens untersuchte H. Scholz 1977 [11 
alkoholische Gewebsextrakte [2] von Verstorbenen, bei denen der Verdacht auf 
Digitalis-Uberdosierung bestand. 

Den bekannten analytischen Verfahren zur Bestimmung von Herzglyko- 
siden liegen unterschiedliche Prinzipien zugrunde. Zu den biologischen kamen 
sNiter auch physikalisch-chemische und immunologische Verfahren hinzu. Die 
immunologischen Verfahren haben hohe Empfindlichkeit, allerdings ist eine 
St6rung durch Kreuzreaktivit/iten m6glich. 

TLC-, GC- und HPLC-Verfahren zeichnen sich durch hohe Spezifit/it aus. 
Sie sind allerdings weniger empfindlich und erfordern daher entsprechende Vor- 
reinigung der Extrakte. Ein Reinigungsverfahren t'fir Gewebsproben mit ein- 
facher Handhabung wurde erst kfirzlich yon R. Aderjan publiziert [3]. 

Bei der Untersuchung auf Glykoside stieg H. Scholz auf ein kardioaktives 
Prinzip [4]. Mit Hilfe der durchgeftihrten pharmakodynamischen Untersuchun- 
gen an isolierten linken Vorh6fen von Meerschweinchen und Ratten schlog 
er Herzglykoside, a- und p-Sympathomimetika, indirekt wirkende Sympatho- 
mimetika, H (1), H(2)-histaminerge Substanzen, Coffein, Kalciumcanrenoat, 
Ca ++-, K÷-Salze sowie Harnbestandteile Kreatin, Kreatinin und Harnstoff und 
schliel31ich auch Verwesungsprodukte, z. B. die Diamine, Cadaverin und Putres- 
cin als Ursachen der pharmakologischen Aktivit/it aus [4]. 

In darauffolgenden Studien wurde der im Vorhoftest beobachtete positiv 
chronotrope (p.c.) Effekt des Extrakts beschrieben [5, 6], der zu der positiven 
Inotropie hinzukam [4, 5, 6]. Beide Effekte waren dosisabNingig. Am Meer- 
schweinchen-Ileum verursachte die Extraktapplikation eine nach dem Aus- 
waschen v611ig reversible steile Kontraktion [5, 6]. Antagonistenversuche er- 
gaben ein Wirkspektrum, das als histaminghnlich mit muskulotroper Kompo- 
nente angesehen werden konnte [5, 6]. Frfiher publizierten Ergebnissen einer 
Gruppentrennung konnte ebenfalls entnommen werden, daf5 alas Wirkprinzip 
ein biogenes Amin oder ein nicht allzu grol3es Peptid sein konnte [5, 6]. 
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Materialien 

Ein Pool alkoholischer Extrakte aus gesunden menschlichen Nieren (Kardioaktivit~itsver- 
gleich: Niere > Herz > Leber > Gehirn) (12,5 ml EtOH/1 g Gewebe) wurde 24 h post mortem 
entnommen und bei 4°C ca. 90 Tage gelagert. Die Extrakte wurden bei 36°C bis zur Trockne 
eingeengt, der feste Rfickstand in Wasser aufgenommen (2,5 ml H20/1 g Gewebe) und mit 
Petrol/ither (P)k 40°-80°C) gewaschen (5 ml P)k/1 g Gewebe). Der PA und die Lipid-Grenz- 
phase waren pharmakologisch inaktiv. Die H20-Phase wurde gefriergetrocknet und erneut in 
Wasser aufgenommen (6,4 ml H20/1 g Trockensubstanz). Nach nochmaligem Zentrifugieren 

U 3°C, 50 rain) wurde die Hauptphase vom mit hoher Beschleunigung (Sorvall 13 000 mi~' 

Sediment und der oberen Fettschicht befreit, gefriergetrocknet und erneut in Wasser (5 ml 
H20/1 g Trockensubstanz) aufgenommen. Wegen der bei der groBen Verdfinnung des Wirk- 
faktors an der Luft bei Raumtemperatur auftretenden Instabilit/it wurde der Extrakt bei 
-20°C  portioniert gelagert. 

Ausbeute: 28,3 mg gefriergetrocknete Substanz pro 1 g Gewebe ~ 2,83%. 
Erscheinungsform: pulveriger Feststoff, dunkel br~iunliche Farbe, finer Geruch. 

MeJ3verf ahren 

a) Pharmakologische Charakterisierung des Wirkfaktors in vitro 

Die Kardioaktivit/it wurde an isolierten rechten und linken Vorh6fen von Meerschweinchen 
geprfift (Tyrode/Carbogen pH = 7,4, 30°C, Vorlast 1 g, rechter Vorhof freischlagend, linker 
Vorhof stimuliert mit rechteckigen Doppelimpulsen 1,5 Hz, 0,1 mA, Grundrhythmus 800 ms, 
Breite 5 ms). Parameter waren Kraft und Frequenz. Die Kraft wurde fiber die Ver/inderung der 
Amplitude oder die absolute Amplitude nach Extraktapplikation im Verh/iltnis zum unbe- 
handelten Vorhof erfaBt (A A (%) oder A (%), linker Vorhof A &.v. (%) oder &v. (%), rechter 
Vorhof A Ar.v. (%) oder Ar.v. (%)). Die Frequenzver~inderung (A F(min-a)) bezog sich auf den 
freisehlagenden Vorbof nach Extraktapplikation. Die statistische Auswertung erm6glichte 
trotz biologischer Streuung relevante Aussagen. 

Wie eine standardisierte Lagerung (1 Jahr, 4°C, geschlossenes GefiiB, 4 Nieren) die Aus- 
beute am kardiotonen Prinzip beeinfluBt, wurde getestet. Jeweils am 2.-3. (x = 2,8), 43.-53. 
(x = 45,5), 92.-96. (x = 95,0), 131.-133. (~ = 132,5), 185. (x = 185,0), 273. (x = 273,0) und 365. 
(x = 365,0) Tag wurden Proben von jeder Niere entnommen, Extrakte hergestellt und die 
Wirksamkeit bestimmt. 

b) In vivo-Versuche am Ganztier 

Ganztiereffekte wurden an an~isthesierten Meerschweinchen (Fentanyl = 4,01 ml/kg, Fluani- 
san = 1,60 ml/kg, Valium = 0,50 ml/kg) untersucht. Es wurde der intraarterielle Blutdruck der 
Arteria carotis und alas Elektrokardiogramm nach intraven6ser Bolusinjektion (0,9 ml = 
35,1 mg Trockensubstanz, Extrakt : physiologische NaC1-L6sung/1 : 51) und eine Dauerinfu- 
sion (35,1 mg Trockensubstanz/min) registriert. 

c) Chromatographische Trennverfahren 

Kationenaustausch. Der Extrakt wurde mit dem Kationenaustauscher Sephadex CM C-25 [7] 
gereinigt (Extrakt: 500 gl, S~ule 2 x 7,5 cm, NaC1-Konzentrationsgradient 0-2 M, UV-Regi- 
strierung bei 254 nm) und die Wirksamkeit im Vorhoftest (AA, A F) geprfift. 

HPLC. Zur Reinheitsprfifung der Kationenaustauschfraktionen wurde die HPLC-Trennung 
mit LichroSorb RP 18, 1 gm durch Variation der L6sungsmittel nach steigencler Polarit/it opti- 
miert (Ges~ttigte Kationenaustauschprobe : Elutionsmittel/1 : 1 10 gl, Knauer 4,6 x 25 mm, 
MeOH:H20/70:30, UV-Registrierung bei 280 nm, 254 nm. Fluoreszenzregistrierung bei 
280 nm Einstrahlung, bei 300 Emission). 
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Abe. L Entwicklung der mittleren Kraft [A (%)J und Frequenzzunahme [~ F(min-~)] am rech- 
ten und linken Vorhof bei n = 4 Nieren, antilog (~ ~ S.D.) fiber 1 Jahr [Zeit (~ ]  post mortem 

Schonender Kationenaustausch. Die oben dargestellte Kationenaustauschchromatographie 
wurde besonders schnell bei 4°C und unter Ausschlug von UV-Licht durchgeffihrt. Die Pro- 
ben wurden sofort gefriergetrocknet und bei -20°C  aufbewahrt. 

E r g e b n i s s e  

Pharmakologische Effekte 

Die  p h a r m a k o l o g i s c h e n  W i r k u n g e n  von  15 N i e r e n  [positiv inot rop  (p.i.), p.c.] 
wurde  durch  Gegen t ibe r s t e l lung  u n d  Ermi t t lung  tier Kor re la t ion  der  Mittel-  
wer te  (n = 5) der  un te r sch ied l i chen  Effekte  a m  rech ten  Vorhof ,  p.i. (r), p.c. (r) 
u n d  a m  l inken Vorho fp . i .  (1) geprtift.  Es e rgaben  sich signifikante Korre la t ions-  
koeff iz ienten:  r;.i. (r)/rp.i~ 0) = 0,8957, Vp.o. (o/rp.i. o~ --- 0,699. 
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Bei der statistischen Auswertung der Kardioaktivit/iten yon 11 Nieren wurde 
keine Abh/ingigkeit der p.i. und p.c. Effekte yon den Medikamenten und Diagno- 
sen der Organspender festgestellt. 

Beim Ganztierversuch f~ihrte eine intraven6se Bolusinjektion ftir ca. 3 min 
zu einem voriibergehenden Anstieg des systolischen Blutdruckes und der Herz- 
frequenz. Der gleiche Effekt konnte durch eine Dauerinfusion tiber 10 min w~ih- 
rend der gesamten Infusionszeit aufrechterhalten werden. 

Bei der standardisierten Lagerung zeigten die logarithmierten Mittelwerte bis 
ca. zu 130. Tag einen steilen Anstieg, danach eine Abnahme tier Aktivit/iten des 
Extraktes. Dabei verhielten sich alle Werte im wesentlichen parallel (Abb. 1). 
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ABb. 3. a Verdampfungskurve der massenspektrographisch getrennten Substanz, der totale 
IonenfluB (194232 × 100) als 100% Intensit/it wurde tier Retentionszeit [Zeit (s)] gegent~ber- 
gestellt, b Das zugeh6rige Massenspektrum des Molpeaks, der totale Ionenflug (194232 x 100) 
als 100% Intensit~it wurde der Massenzahl (MZ) gegenfibergestellt 

Darstellung der kardioaktiven Substanz 

Der Kationenaustausch des Extraktes mit Sephadex CM C-25 [7] ergab einen 
effektiven Trennschritt. Das F1/ichenverh/iltnis unter der Transmissionskurve 
wies auf eine weitgehende Reinigung hin (Abb. 2). 

Dutch HPLC lieB sich eine Aufspaltung in 2 Peaks erzielen, von denen der 
breitere eine ausgepr~igte Schulter aufwies. 

Die ,,Isolierung" des gesuchten aktiven Faktors gelang massenspektrogra- 
phisch mit aktiven Proben, die in einem sehr schonenden Kationenaustausch 
gereinigt worden waren. Dutch die anschlieBende Verdampfung bei der Massen- 
spektrographie wurde tier Wirkstoff isoliert. Die Verdampfungskurve zeigte 
einen scharfen einheitlichen Peak mit der Retentionszeit von 1,31rain. Das zuge- 
h6rige Massenspektrum wies einen Molpeak mit der Massenzahl 138 auf. Diese 
Massenzahl entspricht dem Fragment MH +, da die Verdampfung im Ammo- 
niak-Strom durchgeftihrt wurde (Abb. 3). Die Maxima der Ionenflfisse der drei 
wichtigsten Peaks des Massenspektrums und der totale IonenfluB traten im 
gleichen Zeitpunkt auf. Somit konnte das Prinzip als Reinsubstanz identifiziert 
werden. 

Das Massenspektrum der direkt verdampften Substanz zeigte den Molpeak 
ffir M + bei 137 MZ. Der Basispeak hatte die Massenzahl 108 (Abb. 4). 
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Ftir die Aufnahme des IR-Spektrums der gefriergetrockneten wirksamen 
Kationenaustauschfraktionen wurde tier direkte Pressling hergestellt (Abb. 5). 

Die UV-Spektren der schonend mit Kationenaustausch getrennten Wirksub- 
stanz mit und ohne FeC13 wiesen jeweils 2 Maxima auf (Abb. 6). 

Das aus der NaCl-haltigen aktiven Kationenaustausch-Fraktion mit TFAA 
dargestellte Derivat wurde massenspektrographisch isoliert bei gleichzeitiger 
Aufnahme des Massenspektrum. Die Massenzahl des Molpeaks betrug 233, die 
des Basispeaks 51 bzw. 50 (Abb. 7). 

D i s k u s s i o n  

Der erste biologische Nachweis einer ,,Digitalin"-Vergiftung wurde an freigeleg- 
ten Froschherzen schon im Jahre 1863 im Mordprozel3 gegen den Arzt Dr. Conty 
de la Pommerais durchgeftihrt [8]. Was damals schon heftig angefochten wurde, 
entwickelte sich in den ersten Jahrzehnten dieses Jahrhunderts bei Gerichts- 
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Abb. 6. UV-Spektren des Wirkfaktors im Gemisch mit NaC1. Links ohne, rechts mit FeC13- 
Zusatz. Die Peakintensit~it wurde gegen Wellenl~inge aufgetragen und die Maxima (M1, M2) 
gesondert angegeben 

verfahren zur Methode der Wahl. Der eindeutige Giftnachweis gelang in extra- 
hierten Resten vom Erbrochenen oder Stuhl der Opfer, wobei die Bestimmung 
in alkoholischen Gewebsausztigen umstritten blieb. Zu den besonders auf- 
sehenerregenden F/illen, bei denen die physiologischen Experimente for die 
Verurteilung ausschlaggebend waren, geh6rten die Gerichtsverfahren gegen 
Dr. P. Richter [9] und gegen M. A. Becket [8]. 

Das Auftreten eines unbekannten kardioaktiven St6rprinzips im Bioassay 
von Gewebsextrakten bei H. Scholz [1, 4] und F. Thomas [10,11] best~itigte die 
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Hydroxy-phen~ithyl)-n-methyl-trifluoracetamids 

alten Vorbehalte gegen cliesen Nachweis. Die pharmakodynamischen Unter- 
suchungen der vorliegenden Arbeit zeigten, dab die positive Inotropie und 
Chronotropie der Extrakte wahrscheinlich einem einheitlichen Wirkprinzip zu- 
geordnet werden kann. Der Befund einer Blutdruck- und Frequenzsteigerung 
am intakten Kreislauf des Ganztiers entsprach der p.i. und p.c. Wirkung am iso- 
lierten Herzen. 

Die Befunde des Lagerungsversuches deuteten darauf hin, da6 die gesuchte 
Substanz im Nierengewebe erst entstand bzw. wahrscheinlich als Folge eines 
enzymatischen Abbaus freigesetzt wurde. 

Die chemische Natur des Wirkfaktors ergaben schrittweise die einzelnen 
Untersuchungen. Die K1/irung der L6slichkeit in organischen L6sungsmitteln 
unterschiedlicher Polarit/it und im Wasser deutete auf eine starke Polarit/it des 
gesuchten Prinzips hin. Die Anwesenheit polarer, eventuell geladener funk- 
tioneller Gruppen, best/itigten die Ergebnisse der Ionenaustauschchroma- 
tographie. W~ihrend durch den Anionenaustausch an Sephadex DEAE A-25 [7] 
bei sehr kleiner Retentionszeit keine ausreichende Reinigung m6glich war, 
erbrachte der Kationenaustausch an Sephadex CM C-25 [7] einen effektiven Rei- 
nigungsschritt. Die Kardioaktivit/it des Faktors war stabil gegen Hydrolasen, 
thermische Belastung und extreme pH-Werte [5, 6], so dab ein Peptid als Wirk- 
prinzip ausgeschlossen werden konnte. Das best~tigte auch die Gelfiltration mit 
Sephadex G-25 [12] und LH 11 [13]. 

Die chemische Identifizierung der pharmakologischen Aktivit/it als biogenes 
Amin gelang mittels Massenfragmentographie (Abb. 3), obwohl - wie die 
HPLC-Fraktionierung zeigt - die Substanz auch nach schonendem Kationen- 
austausch noch immer nicht v611ig rein vorlag. Es wurden, auch nach Trifluor- 
acetylierung, die entsprechenden Fragmentierungsmuster des Tyramins nach- 
gewiesen (Abb. 4, 8; 7, 9). Auch IR-Spektrum (Abb. 5) und UV-Spektrum 
(Abb. 6) waren denen des p-Tyramins [14,15] identisch. Die phenolische OH- 
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Gruppe 1ie13 sich nach Z usatz von FeC13 dutch die charakteristische ~nderung 
des UV-Spektrums nachweisen. 

Die erste Isolierung von p-Tyramin gelang im Jahre 1885 aus gefaulten 
menschlichen Eingeweiden. Auch sp/iter wurde die Bedeutung des Verwesungs- 
prozesses ftir die Anreicherung von p-Tyramin nachgewiesen [16,17]. So best~iti- 
gen die Ergebnisse des Einflusses der Lagerungsdauer das p-Tyramin als Wirk- 
faktor. 

Es zeigt sich eine deutliche Obereinstimmung zwischen den pharmakologi- 
schen Wirkungen undp-Tyramin. Wie der Extrakt zeigtp-Tyramin als indirektes 
Sympathomimetikum eine ausgepdigte p.i. und p.c. Wirkung. Diese Aktivit/iten 
wurden in zahlreichen Untersuchungen an unterschiedlichen Pr/iparaten be- 
schrieben [18, 19]. Hinzu kommt die bekannte Verst~irkung des Blutdruckes [20], 
die sich mit den Ganztierversuchen dieser Studie deckt. 

Scholz stellte dutch die Extraktgabe am isolierten linken Vorhof reserpini- 
sierter Meerschweinchen keine Ver~inderungen der positiven Inotropie fest und 
schloB so zun/ichst im Widerspruch zu unseren Befunden die indirekt wirkenden 
Sympathomimetika als das gesuchte Wirkprinzip aus [4]. Allerdings kann die 
Vorbehandlung der Versuchstiere mit Reserpin zu einer nicht ausreichenden 
Entleerung der vom Tyramin genutzten Depots geftihrt haben. Eventuell wurde 
eine Verminderung des Effektes nicht festgestellt, weil keine quantitative Aus- 
wertung des Kontraktilit~itszuwachses durchgeftihrt wurde. Darfiber hinaus 

Nierengewebe I 
(Homogenisat) 

Ig 
I 

Ethanolische Extraktion 
Reinigung mit Petrol~ther 

L 
2x reinigende Gefriertrocknung l Ausbeute: 28,3 mg I 

i 

I Kationenaustausch i Sephadex CM C-25 i 

ohne Vorsichtsma~nahmen durchgefUhrt [ 
J RT, kein UV-Licht-Schutz, lange Laufzeit 

I verunreinigte Wirksubstanz ] 

I schomend durchgefUhrt I 
-4°C, UV-Licht-Schutz, schneIles Arbeiten 

I spektroskopische Identifizierung I 

Abb. 10. Schema ftir die Aufarbeitung des Nierengewebes mit der Abtrennung und Identifizie- 
rung des Wirkstoffes p-Tyramin 
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kann nicht ausgeschlossen werden, dab in seinen Auszfigen ein anderes Wirk- 
prinzip enthalten war, das mit  dem bier untersuchten nicht identisch war. 

Auch die ver6ffentlichten Befunde fiber das histaminghnliche Tyramin-Ver-  
halten am Meerschweinchen- I leum [21, 22] best~itigen p-Tyramin  als Wirkstoff. 

Schlulifolgerungen 

Alle Befunde dieser Studie deuten darauf  hin, dag der Verursacher  der phar- 
makologischen Effekte in den yon uns untersuchten menschl ichen Nieren- 
extrakten das biogene p-Tyramin  ist [23] (Abb. 10). 

Zur forensisch-toxikologischen Routine geh6rt  die Untersuchung von Ge-  
websextrakten.  Diese Studie zeigt jedoch deutlich, dab die pharmakologische 
Prfifung von Organextrakten an isolierten Organen erhebliche Probleme auf- 
weist, wenn  daraus Rtickschlfisse aufentha l tene  Wirkstoffe gezogen werden sol- 
len. Insbesondere  bei Auszfigen aus Geweben ,  die sich im fortgeschrit tenen 
Verwesungszustand befinden (z. B. exhumier te  Gewebsproben) ,  m u g  mit  Effek- 
ten gerechnet  werden,  die auf  Eiweigzersetzungsprodukte,  z. B. das p-Tyramin,  
zurfickzufiihren sind. Solche Ergebnisse mfissen daher besonders  kritisch 
bewertet  werden. 

Danksagung. Ffir wertvolle Anregungen und Diskussionen danken wir Herrn Dr. reed. 
R. G. Alken, Zentrum der Pharmakologie der J.W. Goethe-Universit~it Frankfurt/Main. 
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