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Automation der Bestimmung
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Vitamins play an important role in many processes in the human
organism. The detection of insufficient supply of vitamins is therefore
of particular importance to avoid significant effects for human health.
An increasing number of tests is only possible with suitable automated
procedures. For the determination of vitamin D3 and vitamin D2 in
serum samples, three methods were automated and compared with
regard to their performance. All three methods enable reliable detec-
tion of 25(0OH)D2 and 25(OH)D3 in serum in the ng/ml range.
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B Vitamine sollten ein essenzieller Bestand-
teil unserer Erndhrung sein. Mangelversor-
gung mit Vitaminen kann zu unterschiedli-
chen Krankheitsbildern fiihren. Ist eine aus-
reichende Zufuhr iiber die Nahrung nicht
moglich, muss u. U. eine zusatzliche Gabe
von Vitaminen erfolgen. Vitamin D, das zu
den fettloslichen Vitaminen zahlt, ist ein
wichtiger Teil des Calciummetabolismus [1,

2]. Ein Mangel kann zu einer gestorten Kno-
chenmineralisation (Rachitis bei Kindern,
Osteomalazie bei Erwachsenen), Muskel-
krampfen, Migrdane oder einer allgemein
erhohten Infektanfilligkeit fiihren. Disku-
tiert werden auch Zusammenhéange zwischen
einem niedrigen Vitamin-D-Serumspiegel
und SARS-CoV-2-Infektionen.
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A Abb. 1: Vergleich der drei methodischen Anséatze zur Bestimmung von Vitamin D in Blut.
Links: Methode 1 mit klassischer Zentrifugation; Mitte: Methode 2 mit Proteinfallung tiber Impact-
Platten; rechts: Methode 3 mit Phree-Kartuschen (kombinierte Proteinféllung, Entfernung von

Phospholipiden, Festphasenaufreinigung).

Vitamin D wird im menschlichen Organis-
mus im Blut transportiert. Der Referenzwert
fiir einen normalen Vitamin-D-Gehalt liegt
zwischen 35 und 60 ng/ml Blut [3]. Der
Umfang von Vitamin-D-Testungen hat sich
aufgrund dessen Bedeutung in den vergan-
genen Jahren stark erhoht [4]. Fir die
Bestimmung von Vitamin D in Plasma oder
Serum ist eine umfangreiche Probenvorbe-
reitung erforderlich. Zunachst erfolgt eine
Proteinfillung, die neben der Entfernung der
Proteine fiir die nachfolgende analysenmess-
technische Bestimmung vor allem der
Abspaltung des Vitamin D von seinem Tra-
gerprotein dient. Hierzu werden tiblicherwei-
se Methanol, Acetonitril oder Mischungen
[5], seltener auch Zusdtze wie Zinksulfat
eingesetzt [6]. Nach erfolgter Zentrifugation
wird der Uberstand zur weiteren Isolation
und Aufkonzentration des Analyten einer
Extraktion unterzogen; dies konnen sowohl
Fliissig-Flissig-Extraktionen [7] als auch
Festphasenextraktionen sein [8]. Anschlie-
Bend erfolgt i.d. R. ein Eindampfen zur Trock-
ne sowie eine Wiederaufnahme in einem fiir
die messtechnische Bestimmung geeigneten
Losungsmittel.

Fiir eine weitere Steigerung der Testzahlen
ist die Automatisierung dieser arbeitsinten-
siven Prozesse eine wichtige Voraussetzung.

Automatisierung der Bestimmung
von Vitamin D

Fiir die Automatisierung der Bestimmung
von Vitamin D wurde eine SPE-basierte
Methode gewdahlt. Hierbei werden die Proben
(200 ! Serum) nach Zugabe von 40 pl inter-
nem Standard (D-25-Hydroxyvitamin D3;
50 pg/ml), 500 pl Methanol und 200 pl 0,2 M
Zinksulfatlosung geschiittelt und anschlie-
Bend zentrifugiert. Ein Aliquot des Uber-
stands (500 pl) wird einer Festphasenextrak-
tion zugefiihrt; hierfiir kommen Strata C8
1-ml-Kartuschen (Phenomenex, Torrance,
US) zum Einsatz. Jeweils 10 ul der nach der
Elution mit 2 x 100 uL Methanol resultieren-
den Losungen werden direkt der Analytik
mittels LC/TOF-MS zugefiihrt. Als Trenn-
sdule wurde eine Zorbax Eclipse PAH (Rapid
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Resolution HT, 4,6 x 50 mm, 1,8 wm) einge-
setzt. In der ersten Automationslosung
erfolgte eine 1:1-Umsetzung dieses manuel-
len Verfahrens. Hierzu wurde eine Zentri-
fuge in das Automationssystem integriert. In
einem zweiten Ansatz wurde der Proteinfal-
lungsschritt durch den Einsatz spezieller
Platten fiir die Proteinfallung vereinfacht
(Impact Protein Precipitation 2 ml 96 well
filter plates, Phenomenex). Ein Aliquot der
Probe (200 pl) und 40 pl des internen Stan-
dards werden dabei auf die Fallungsplatten
aufgebracht, anschlieBend erfolgt die Zugabe
von 500 pl Methanol und 200 pl 0,2 M Zink-
sulfatlosung als Féallungsreagenz. Die Abtren-
nung der Proteinmatrix erfolgt dann durch
eine Filtration durch die Fallungsplatten.
500 ul des Filtrats werden wie im ersten
Ansatz einer weiteren Aufreinigung tiber
eine Festphasenextraktion zugefiihrt; die
resultierenden Losungen anschlieBend mit-
tels LC/TOF-MS vermessen.

Im dritten Ansatz wurde eine weitere Ver-
einfachung gewdhlt, indem spezielle Platten
eingesetzt wurden, die neben der Proteinfal-
lung auch eine weitere Abtrennung von
Phospholipiden ermdoglichen (Phree Phos-
pholipid Removal 1 ml tubes; Phenomenex).
Dazu wurden 100 ul Serum, 50 pl interner
Standard sowie 850 pl Acetonitril mit 0,1 %
Ameisensdure auf die Kartuschen aufgege-
ben und durch mehrfaches Aspirieren und
Dispensieren gemischt. Nach einer Inkuba-
tionszeit von drei Minuten wurden die
Proben von 500 mbar filtriert. Eine weitere
Aufreinigung der Proben durch eine nach-
folgende SPE kann dann entfallen, wodurch
das Verfahren schneller wird. Abbildung 1
zeigt eine vergleichende Gegeniiberstellung
der schematischen Abldufe der drei Verfah-
ren.

Systemdesign

Die Automationslosung sollte moglichst
platzsparend sein, damit sie in normalen
Laborrdumen ohne zusitzlichen Aufwand
nutzbar ist. Als Basis wurde daher ein klas-
sisches Liquidhandling-System (Biomek i7,
Beckman Coulter Life Sciences) eingesetzt.
Fiir den Zentrifugationsschritt wurde eine
Mikrotiterplatten-Zentrifuge VSpin (Agilent
Technologies) in das System integriert
(Abb. 2, 1). Die Festphasenextraktion fiir die
Aufreinigung der Proben erfolgt iiber einen
integrierten automatisierten Positive Pressu-
re Extractor (amplius GmbH) (2). Das System
ermoglicht eine Druckbeaufschlagung von
SPE-Kartuschen oder -platten mit bis zu 7
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A Abb. 2: Liquidhandler Biomek i7 fiir Flissigkdosier- und Transportprozesse (1), Positive Pressure
Extractor fiir automatisierte Festphasenextraktion (2), Self-Refilling-Reservoir fiir die Ldsungs-
mittel-/Reagenzienzufuhr (3), 3D-Tilting-ALP fiir Mischprozesse (4), Deckpositionen fiir Proben und

Labware (5).

bar. Durch eine zusétzliche Flussreduzierung
kann ein Austrocknen der Kartuschen ver-
mieden werden. Der PPE wird durch den
Gripper des i7 mit Labware bestiickt, der
Transfer der Proben erfolgt iiber den Span-
8-Pipettierkopf. Ein Self-Refilling-Reservoir
(amplius GmbH) ermdglicht die Zufuhr von
bis zu vier verschiedenen Losungsmitteln
mit einem Volumen von jeweils 40 ml (3).
Uber Ultraschallsensoren erfolgt eine perma-
nente Kontrolle des Fiillstands; bei Bedarf
wird ein automatisches Auffiillen des Reser-
voirs aktiviert. Dadurch kann der Platzbedarf
fiir die Bereitstellung von Losungsmitteln
und Reagenzien auf dem Deck des i7 mini-
miert werden. Eine peltiergekiihlte Station
wurde fiir die Kiihlung der eingesetzten Stan-
dards ebenfalls integriert. Die Entfernung
kleiner Fliissigkeitsmengen kann iiber ein
3D Tilting ALP (automated labware positioner,
amplius GmbH) erfolgen, das eine dreidimen-
sionale Bewegung mit einem Winkel von 15°
ermoglicht (4).

Die maximale Anzahl der auf dem Deck zu
bearbeitenden Proben ist abhéngig von der
jeweils genutzten Methode und liegt bei
96 Proben fiir die Methoden 1 und 2 sowie
144 Proben bei Methode 3, da in diesem Fall
keine zusdtzlichen SPE-Kartuschen bendtigt
werden. Abbildung 2 zeigt das eingesetzte
System; die Deckkonfiguration variiert in
Abhéngigkeit der verwendeten Methode.

Die Proben werden dem Automations-
system in klassischen Safe Lock Vials
(Eppendorf) auf einem speziellen Adapter zur
Verfiigung gestellt (celisca). Fiir die in
Methode 1 durchgefiihrte Proteinfdllung
sowie als Probengefafe fiir die finalen Losun-
gen sind Standard 2-ml-Vials (Agilent Tech-
nologies) erforderlich. Die Standards werden
ebenfalls in 2-ml-Vials in einem speziellen
Aluminiumrack (celisca) bereitgestellt.

Eine weitere Automatisierung ist moglich,
wenn der Liquidhandler mit einem Roboter
gekoppelt wird. Damit werden die Entnahme
fertig prozessierter Proben sowie die Uber-
fiihrung in das analytische Messsystem mog-
lich. Ferner gelingt iiber diese Losung das
automatisierte Ein- und Ausschleusen von
Labware und Proben.

Ergebnisse

Die Testung der Automationsmethoden
erfolgte mit realen Schweine-Serumproben
(FBN, LALLF). Dabei wurden die Gehalte an
Vitamin D2 (25(0H)D2) sowie Vitamin D3
(25(0H)D3) bestimmt. Tabelle 1 stellt die
wichtigsten Parameter der drei Methoden
gegeniiber. Die hochsten Wiederfindungsra-
ten wurden fiir Methode 3 mit Verwendung
der Phree-Platten bestimmt. Die dabei erfolg-
te Abtrennung der Phospholipide wirkte sich
auch positiv auf das verwendete analytische
Messsystem aus. Es wurden signifikant
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Tab. 1: Analysenergebnisse fiir die automatisierten Methoden.

Methode 1 Methode 2 Methode 3
Proteinabtrennung Zentrifuge Impact-Platten Phree-Platten
Probenaufreinigung SPE SPE -
Max. Probenzahl 96 96 144
Wiederfindung [%]
Vitamin D2 83,31 77,76 97,36
Vitamin D3 82,85 79,57 94,61
Prazision [%]
Vitamin D2 3,07-4,71 5,31-12,19 2,29-8,36
Vitamin D3 1,63-3,06 2,35-8,23 1,69-5,51
Nachweisgrenze [ng/mL]
Vitamin D2 2,16 8,99 46,89
Vitamin D3 5,81 14,95 78,21
Bestimmungsgrenze [ng/mL]
Vitamin D2 4,62 20,68 98,01
Vitamin D3 14,4 37,66 203,94
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weniger Kontaminationen der verwendeten
Trennsédulen sowie des Massenspektrome-
ters (geringeres Untergrundrauschen) beob-
achtet. Etwas hohere Standardabweichungen
werden fiir die Methode 2 (Impact-Platten)
erhalten, was vermutlich auf eine etwas
geringere Effizienz der Proteinfdllung
zuriickzufiihren ist. Die Originalmethode mit
Zentrifugation weist die besten Werte fiir die
Nachweis- und Bestimmungsgrenzen auf.
Methode 3 liegt hier tiber den Zielwerten,
was auf unterschiedliche Elutionsvolumina
und damit der Konzentrationen in den fina-
len Losungen im Vergleich zu den SPE-
basierten Methoden 1 und 2 zuriickzufiihren
ist. Eine weitere Verbesserung der Nachweis-
und Bestimmungsgrenzen gelingt hier durch
den Einsatz von MS/MS-Verfahren. Der Ver-
zicht auf eine zusétzliche Probenaufreini-

gung mittels SPE fiihrt zu einer Effektivie-
rung und hoheren Durchsétzen.
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