
Absolutquantifizierung  
proteinischer Wirkstoffe
Quantitative Analyse von Mistel-Lektin I in  
Pflanzenextrakten für Phytopharmaka

mäß hohe Selektivität von Antikörpern stößt dann 
an ihre Grenze. Das Risiko steigt, dass Antikörper 
an Strukturen binden, die nicht zum Zielmolekül 
gehören. Damit wächst die Gefahr, dass das Ana-
lyseergebnis falsch interpretiert wird.

Ähnlichkeit macht Analysen schwierig

Zu den phytotherapeutisch interessanten Subs-
tanzen zählen Mistel-Lektine (ML) aus Mistelex-
trakten. Die quantitative Analyse von Mistel-Lek-
tinen ist jedoch eine Herausforderung, denn 
Misteln produzieren eine Vielzahl an homologen 
Mistellektinen (die Hauptmistel-Lektine sind ML I, 
ML II und ML III), die einander sehr ähnlich sind. 
Sowohl bei polyklonalen als auch bei monoklona-
len Antikörpern verursachen sie starke Kreuzreak-
tionen. Eine zuverlässige Quantifizierung, die den 
Vorgaben der Arzneimittelzulassung entspricht, 
wird dadurch erheblich erschwert. Die Fa. biosyn. 
Arzneimittel, ein Pharmaunternehmen aus Fell-
bach bei Stuttgart, hat sich daher für die Massen-
spektrometrie entschieden, um eines seiner Pro-
dukte quantitativ analysieren zu lassen und diese 

Fast 1,2 Mrd. € setzten Deutschlands Apotheken 
im vergangenen Jahr mit rezeptfreien Phytophar-
maka um. Gut 220 Mio. € davon entfielen auf Phy-
topharmaka, die von Ärzten verordnet wurden. 
Um zulassungs- und insbesondere auch erstat-
tungsfähig zu sein, müssen Phytopharmaka die 
Vorgaben des aktuellen Europäischen Arzneibuchs 
(Ph. Eur. 2002) erfüllen. Für sog. standardisierte 
Extrakte ist dort festgeschrieben, dass der Herstel-
ler sie auf einen definierten Gehalt einer wirksa-
men Leitsubstanz mit einer Abweichung von ± 
5 % einstellen muss. 

Massenspektrometrie – schnelle Alter-
native ohne Kreuzreaktionen

Handelt es sich bei den Leitsubstanzen um protei-
nische Substanzen, so werden derartige Analyse-
aufgaben im Allgemeinen mit Immunoassays be-
arbeitet. Doch es gibt auch Fälle, in denen 
Hersteller von Phytopharmaka auf Massenspekt-
rometrie setzen. Die Vorteile der Massenspektro-
metrie gegenüber Immunoassays: Die Massen-
spektrometrie kann als Methode schneller etabliert 
werden, Quantifizierungen können somit kurzfris-
tig durchgeführt werden. Die Antikörperentwick-
lung für einen Immunoassay nimmt dagegen gut 
fünf Monate oder länger in Anspruch. Zum ande-
ren werden aufgrund der hohen Spezifität der 
Massenspektrometrie Kreuzreaktionen vermieden. 
Sie treten auf, wenn das Analysematerial Proteine 
mit sehr ähnlichen Epitopen enthält. Die naturge-

Abb. 1: Massenspektrometrie eines Mistel-Lektin-I-Standards: anhand des Massenunterschieds von 
zehn Dalton können Reporterpeptid und innerer Standard voneinander unterschieden werden. Die Ka-
libriergerade zeigt, dass sogar eine Peptid-Konzentration von nur 50 ng/ml noch erfasst werden kann. 
Linearität besteht zwischen 50 ng/ml und 350 ng/ml. 

Als Alternative zu Immunoassays können Proteine auch mit Massenspektromet-

rie zuverlässig quantifiziert werden. In manchen Fällen ist sie den Immunoas-

says sogar überlegen, wie die Quantifizierung von Mistel-Lektin I in phytophar-

mazeutischen Mistelextrakten belegt. Die Massenspektrometrie führt schneller 

zu Ergebnissen und schließt irreführende Kreuzreaktionen mit anderen Lekti-

nen aus. Mit ihrer Spezifität und Sensitivität ist die Massenspektrometrie zur 

Proteinquantifizierung auch für Hersteller von Biopharmazeutika interessant.
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Methode künftig für die Qualitätskontrolle einzu-
setzen. Es handelt sich um einen Mistelextrakt 
mit Mistel-Lektin I als Leitsubstanz.

Mistel-Lektin I ist ein Glykoprotein, bestehend 
aus einer 245 Aminosäuren langen A-Kette mit ei-
ner Glykosylierungsstelle, und einer 264 Amino-
säuren langen B-Kette mit drei Glykosylierungs-
stellen. Bei den meisten der 25 Isotypen von 
Mistel-Lektin I sind die beiden Einheiten über eine 
Disulfidbrücke verknüpft. 

Trypsinverdau, Reporterpeptid und  
Kalibrierung 

Die quantitativen Analysen führte die Fa. Pana-
tecs, Tübingen, durch. Zunächst wurden die Pro-
teine des Mistelextrakts und somit auch die Typ-
I-Lektine mit Trypsin in Peptide gespalten. Der 
Trypsinverdau ist ein Prozessschritt, der die Ex-
aktheit der Analyse maßgeblich beeinflusst. Nur 
wenn alle Typ-I-Lektine quantitativ in Peptide 
zerlegt wurden, kann der Lektin-I-Gehalt genau 
bestimmt werden. 

Anschließend wird ein interner Standard her-
gestellt. Als Vorlage für den internen Standard 
ist nur ein Peptid geeignet, das allein aus der 
Leitsubstanz Mistel-Lektin I stammt, also nicht 
zugleich Fragment eines anderen Mistelproteins 
ist. Die Aminosäuresequenz dieses Reporterpep-
tids wird im hergestellten inneren Standard ex-
akt nachgebaut. Somit verhalten sich beide Pep-
tide bei nachfolgenden  Chromatographie-
schritten gleich. 

Es konnte ein geeignetes Reporterpeptid 
identifiziert werden, seine Sequenz ist FNPILWR. 
Bei der Herstellung des internen Standards wur-
de ein Peptid generiert, das insgesamt zehn Iso-
topenaustausche von 13C und 15N aufweist. 
Das interne Standard-Peptid hatte nun eine 
Masse von 955,5 Dalton gegenüber 945,5 Dal-
ton des Reporterpeptids. Interner Standard und 
Reporterpeptid lassen sich damit massenspekt-
rometrisch eindeutig unterscheiden. Bei allen 
weiteren Schritten des Analyseprozesses gehen 
sie aufgrund ihrer identischen chemisch-physi-
kalischen Eigenschaften jedoch Hand in Hand. 

Mengenverhältnis konstant

Die Probenaufarbeitung für die Massenspektro-
metrie muss sicherstellen, dass keine weiteren 
Peptide vorhanden sind, die die gleichen Mole-
külmassen besitzen wie die Reporter- oder die 
Standardpeptide. Die Erfahrung zeigt, dass selbst 
bei komplexen Gemischen die Komponenten 
nach einer zweidimensionalen Chromatographie 
ausreichend separiert vorliegen. Selbst mehrere 

Chromatographieschritte würden die Zuverläs-
sigkeit der Methode nicht gefährden. Da das 
Elutionsverhalten von Standard- und Reporter-
peptid identisch ist, bleiben deren Konzentrati-
onsverhältnisse auch bei Mengenverlusten er-
halten. 

Zur Kalibrierung wurden bekannte Mengen 
des Reporterpeptids, die durch quantitativen 
Verdau eines Mistel-Lektin I Standards generiert 
wurden, und des Standardpeptids massenspekt-
rometrisch erfasst, die Peakflächen aus den 
Messungen ins Verhältnis gesetzt und der Kon-
zentration des Reporterpeptids gegenüberge-
stellt. Daraus lässt sich eine lineare Beziehung 
ableiten, die später in der Probenmessung Aus-
kunft über die Konzentration der Leitsubstanz 
Mistel-Lektin I gibt.

Das Verfahren erwies sich als sehr sensitiv 
und hochspezifisch. Obwohl sich in einem Mis-
telextrakt viele phytochemische Verbindungen 
befinden und allein schon die Lektin-Typen II 
und III potenzielle Störfaktoren sein können, lie-
ferte die Methode stets zuverlässig reproduzier-
bare Ergebnisse. Selbst Mistel-Lektin I-Konzent-
rationen von 50 ng/ml ließen sich erfassen.

Geeignet auch für biotechnologisch 
hergestellte Proteine

Die vorgestellte Methode eignet sich nicht nur 
für die quantitative Analyse von proteinhaltigen 
Pflanzenextrakten. Auch für die Entwicklung und 
klinische Prüfung von Biopharmazeutika ist die 
Massenspektrometrie eine Methode mit Poten-
zial. So lässt sie zum Beispiel Aussagen zur Phar-
makokinetik von proteinischen Wirkstoffen zu. 
Sie kann die Konzentration von Biopharmazeuti-
ka, Biosimiliars und deren Abbauprodukten im 
Blut zuverlässig und mit hoher Empfindlichkeit 
analysieren. In der biotechnologischen Produkti-
on kann das Verfahren eingesetzt werden, um 

Konzentration und Qualität von Peptiden und 
Proteinen direkt im Produktionsmedium oder 
nach Zellaufschluss zu bestimmen. Seine rasche 
Verfügbarkeit und seine hohe Sensitivität ma-
chen es attraktiv für alle Entwickler und Herstel-
ler, die am schnell wachsenden Markt der Bio-
techmedikamente aktiv sind.
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Abb. 2: Für die Massenspektrometrie wird das zu messende Protein enzymatisch vollständig in Peptide 
zerlegt. Unter den Peptiden wird ein Reporterpeptid (orange) identifiziert, das nur im Zielprotein vor-
kommt. Dieses wird als schwerer innerer Standard (rot) nachgebaut und dabei mit 13C und 15N Isoto-
pen markiert. 

Abb. 3: Misteln enthalten unter anderem Mistel-
Lektin I, das als wirksame Leitsubstanz in pflanz-
lichen Arzneimitteln dient (Foto: biosyn Arznei-
mittel).
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