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die analyse von 25-oh Vitamin d mit der lc-MS/MS-technik stellt im Vergleich zu automatisierten 
ligandenbindungs-assays einen erheblichen technologischen Mehraufwand an das klinische labor. 
die Vorteile dieser technologie überwiegen aber ihre nachteile; speziell in Zentren der tertiären Ver-
sorgung ist ihr einsatz in der routine oder zumindest die Bereithaltung für die zeitnahe Überprüfung 
von ligandenbindungsassay-ergebnissen unerlässlich.

Vitamin D mit Massenspektrometrie – ein 
notwendiger Mehraufwand?

Christoph Seger1

Seit jeher ist die Laboratoriumsmedi-
zin durch den Wunsch nach Innovation 
geprägt. Mögliche neue diagnostische 
Marker sind ebenso Handlungsziel wie 
neueste technologische Entwicklungen, 
welche eine verbesserte Analytik und 
damit einen vielschichtigen Mehrwert 
für Labor und Zuweiser versprechen. In 
diesem Sinne stellt die moderne Analy-
tik von Vitamin-D-Metaboliten – allen 
voran 25-Hydroxy-Vitamin-D (25OHD) 
– ein hervorragendes Fallbeispiel im 
medizinischen Labor dar, welches in 
den nächsten Absätzen beleuchtet wer-
den soll [1]. Im Zentrum der Betrach-
tung wird die Rolle der Massenspek-
trometrie stehen – eine Technologie, 
welche sich in den vergangenen zwei 
Jahrzehnten in diesem Umfeld gut eta-
bliert hat [2]. 
In den letzten Jahren hat eine grosse 
Zahl von retrospektiven Datenauswer-
tungen den Anschein erweckt, als ob 
das Absinken des 25OHD Plasma-Spie-
gels weit unter den Referenzbereich (Vi-
tamin-D-Mangel) [3] nicht nur mit ei-
ner Vielzahl von Erkrankungen (z.B. 
aus dem Kreis der kardiovaskulären Er-
krankungen, der Autoimmun-Erkran-
kungen, des Diabetes, diverse Krebs-
erkrankungen) assoziiert sei, sondern 
diese auch kausal bedinge. Es ist ein 
Kreis von Behauptungen, deren Veri-
fikation in der Fachwelt bis dato um-
stritten bleibt und in diversen Meta-
Analysen nicht oder nur unzureichend 
bestätigt werden konnte [4 –11]. Einzig 
die Rolle von 25OHD als Marker für die 
Knochengesundheit ist ausreichend ve-
rifiziert [12] . Der oftmals genutzte Be-
griff 25OHD steht dabei für drei Analy-
ten: 25-Hydroxy-Vitamin D3 (25OHD3, 
Derivat des Cholecalciferols), 25-Hyd-
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roxy-Vitamin-D2 (25OHD2, Derivat des 
Ergosterols) und 3-epi-25-Hydroxy-Vi-
tamin D3 (3-epi-25OHD3), einem Cho-
lecalciferol-Derivat des frühkindlichen 
Lebens. Alle drei Metabolite stellen für 
die Analytik von «Gesamt-25OHD» He-
rausforderungen und Limitationen dar. 
Im Zusammenhang mit der Knochen-
gesundheit darf auf keinen Fall uner-
wähnt bleiben, dass gros se Teile der Be-
völkerung in den gemässigten Breiten 
die avisierten Zielspiegel (75–100 nmol/l 
für die optimale Knochengesundheit 
bzw. 50 nmol/l für die Prävention von 
Osteomalazie / Rachitis [13–15]) selbst 
im Sommer nicht erreicht [16 –18].
In dieser Situation – weiterführende 
Studien sind dringend erforderlich, um 
die oben genannten Behauptungen ei-
ner Verifikation zu unterziehen – ist es 
unabdingbar, möglichst richtige und ge-
naue Messeinrichtungen zur Verfügung 
zu halten.

Messplattformen
Auf Grund der oben genannten Asso- 
ziationsstudien ist es in den vergange-
nen Jahren zu einem erheblichen An-
stieg des 25OHD-Auftragsvolumens ge-
kommen; Steigerungsraten von mehre-
ren hundert Prozent in relativ kurzen 
Zeitspannen waren zu beobachten. Es 
ist nicht verwunderlich, dass diese ver-
änderte Auftragslage die IVD-Indust-
rie vor ungewöhnliche Probleme ge-
stellt hat. Einerseits mussten in kurzer 
Zeit neue Liganden-Bindungs-Assays 
(LBAs) etabliert werden, andererseits 
hat der unerwartet hohe Reagenzi-
enverbrauch zu ungewohnt raschem 
Turn over von Antikörper-Chargen ge-
führt. Mittlerweile sind fast nur noch 
automatisierte LBA-Testsysteme in 
Verwendung; als Bindungspartner für 
25OHD dient entweder ein Antikörper 
oder das Vitamin-D-Binding-Protein 

(VDPB). Parallel zu dieser Entwicklung 
kam es im Bereich der chromatogra-
phischen Analytik (HPLC) zu einer In-
tensivierung der Bemühungen, valide 
HPLC-MS/MS (HPLC-Tandem-Massen-
spektrometrie Kopplung) Messplattfor-
men zu etablieren. Dies hat zu einer re-
gen Publikationstätigkeit geführt, eine 
Vielzahl von individuellen, nur lokal de-
finierten Messplattformen, wurde etab-
liert [19].  Nach einigen Jahren kam es 
in der Folge zur Etablierung von IVD-
CE-zertifizierten HPLC-MS/MS Assays. 

Vor- und nachteile der liganden-
bindungsassays
Die Automatisierbarkeit von LBAs in-
klusive der Möglichkeit aus Primärröhr-
chen arbeiten zu können, macht diese 
scheinbar unverzichtbar für Hoch-
durchsatz-Routine-Laboratorien. Ring-
versuchs-Ergebnisse (z.B. DEQAS Ring-
versuch www.deqas.org) und Herstel-
lerangaben zeigen, dass die Präzision 
derartiger Assays gut ist. Die Unrichtig-
keit der Messungen zu Zielwerten (Me-
thoden-Bias) hingegen ist in Hinsicht 
auf die Zielvorgaben für den – aus der 
biologischen Variabilität ableitbaren ge-
wünschten Gesamtfehler – der Messung 
mitunter problematisch [20].
LBAs weisen eine Reihe von generel-
len Nachteilen auf, die es in ihrer An-
wendung zu beachten gilt. Während 
bei extraktiven Verfahren die 25OHD-
Freisetzung aus der Proteinbindung 
durch eine Fällungsreaktion bewerkstel-
ligt wird (z.B. «Extraktions-EIA») [21], 
muss in automatisierten 25OHD-Assays 
diese Freisetzung in situ durch Verdrän-
gungsreaktionen bewerkstelligt werden. 
Es konnte gezeigt werden, dass dieser 
analytische Ansatz bei Patienten-Subpo-
pulationen mit veränderten Bindepro-
tein-Spiegeln (z.B. bei eingeschränkter 
Nierenfunktion) oder bei unterschiedli-
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La détermination du taux de vitamine D 
avec la spectrométrie de masse – une 
dépense supplémentaire justifiée?
 
Par rapport aux analyses automatisées des liaisons de li-
gands, l’analyse de la vitamine D 25 (OH) au moyen de la 
technique de la LC-MS/MS impose, en matière d’équipe-
ment technologique, une dépense supplémentaire impor-
tante au laboratoire clinique. Pourtant, les avantages de 
cette technologie dépassent ses inconvénients et leur in-
tégration dans le quotidien des centres de soins tertiaires, 
en particulier, est indispensable. L’analytique moderne des 
métabolites de la vitamine D – surtout de 25-hydroxy-
vitamine-D (25 OH-D) – en apporte une excellente illus-
tration pour le laboratoire médical. La spectrométrie de 
masse, une technologie qui s’est bien implantée dans ce 
domaine au cours des deux dernières décennies, occupe 
un rôle central. Les connaissances acquises en matière 
de conception de méthodes, d’analyse des sources d’er-
reurs et de traçabilité analytique servent de modèle pour 
l’établissement futur d’une analytique fiable en endocrino-
logie. S’agissant de 25 OH-D, il faut s’attendre à ce que 
se manifestent de plus en plus de preuves de l’échec des 
analyses des liaisons de ligands dans la détermination in-
dividuelle du taux de vitamine D.

cher Bindungsstärke zu falsch niedrigen 
25OHD-Spiegeln führen kann [22,23].
Für die longitudinale Stabilität von Li-
gandenbindungsassays konnte im Rah-
men der NHANES-Studie bereits vor 
mehreren Jahren gezeigt werden, dass 
inkonsistente Antikörper-Chargen zu 
Unrichtigkeiten führen können, die die 
biologische Variabilität überdecken kön-
nen [24]. Das dritte zentrale Problem der 
Ligandenbindungsassays ist Möglichkeit 
der «Kreuzreaktivität», d.h. der diagnos-
tische Antikörper reagiert nicht nur mit 
dem Ziel-Analyten, sondern auch mit 
anderen Stoffen, z.B. Abbauprodukten 
des Analyten. Es kommt daher – von 
der individuellen Verstoffwechselung ab-
hängig – zu möglicherweise überhöh-
ten Ergebnissen [25].  Eine besondere 
Stellung nimmt hier 24,25-Di-OH-Vita-
min D3 ein, da dieser Katabolit in der 
Regel quantitativ (d.h. Kreuzreaktivi-
tät 100 % oder höher!) miterfasst wird 
[26, 27]. Eine weitere Besonderheit von 
LBAs stellt da generelle Unvermögen 
dar, zwischen 25OHD3 und 25OHD2 zu 
unterscheiden, d.h. üblicherweise wird 
seitens der Hersteller angegeben, dass 
Gesamt-25OHD bestimmt wird. Dies ist 
nur eingeschränkt richtig, da Studien 
mit Nativ-Proben klar gezeigt haben, 
dass LBAs teilweise einen von 100 % 
deutlich nach unten abweichenden An-
teil von 25OHD2 der Quantifikation zu-
führen können [28, 29].
Zusammengefasst kann festgehal-
ten werden, dass bei LBAs diese un-
terschiedlichsten Fehlertypen zu mitun-
ter gravierenden Ergebnisabweichungen 
zur HPLC-MS/MS führen [30 –32], wel-
che – trotz ihrer eigenen methodischen 
Limitationen – gerne als analytischer 
Goldstandard in diesem Arbeitsgebiet 
angesehen wird. 

Vor- und nachteile der hplc-MS/MS
Da Protein-Fällungen in der HPLC-MS/
MS die Standard-Probenvorbereitung 
darstellen, ist oben genannte Abhängig-
keit von Bindeprotein-Konzentrationen 
nicht zu befürchten. Auch kann es zu 
keiner Inkonsistenz biologischer Rea-
genzien (z.B. Antikörper) kommen; da-
her scheiden diese Fehlerquellen aus. 
Dies bedeutet aber nicht, dass LC-MS- 
und LC-UV-basierte 25OHD-Assays 
ohne weiteres richtig messen [33]. Ganz 
im Gegenteil, die Massenspektrometrie 
kennt eine Reihe von groben Fehler-

möglichkeiten, die nur durch adäqua-
tes Methoden-Design und stringente 
Überwachung in der Routine vermieden 
werden können [34]. In erster Linie ist 
hier der «Matrix-Effekt» zu nennen, ein 
hoch dynamischer Prozess im Rahmen 
der Analyt-Ionisierung. Residuale Mat-
rixbestandteile die mit den Zielanalyten 
gleichzeitig die HPLC verlassen, können 
im Interface zur MS/MS, der «Ionen-
Quelle» zur Signal-Unterdrückung oder 
(seltener) -Verstärkung führen. Kann 
dieser Effekt nicht durch die Mitführung 
geeigneter interner Standards (üblicher-
weise stabil-isotopen markierte Analy-
ten) ausgeglichen werden, kann es zu 
grob falschen Ergebnissen kommen. Die 
zweite Limitation der MS/MS-Detektion 
liegt in der intrinsischen Unmöglichkeit, 
gleich schwere (isobare) Moleküle in der 
MS/MS zu trennen. Wird im Rahmen 
der Methodenentwicklung das mögliche 
Auftreten eines isobaren Moleküls nicht 
berücksichtigt oder zu spät entdeckt, 
kommt es zur Spiegelüberschätzung. 
Während in der 25OHD-Analytik Ma-
trixeffekte in der Routine bei gut vali-
dierten Testsystemen nur noch in Aus-
nahmefällen auftreten sollten, sind iso-
bare Interferenzen ubiquitär. Kann das 
im frühkindlichen Organismus auftre-
tende 3-epi-25OHD3 nicht in der HPLC 
von 25OHD3 abgetrennt werden, führt 
dies in diesem Kollektiv zu einer mitun-
ter gravierenden Spiegelüberschätzung 
[35, 36], deren Bedeutung aber bei Er-
wachsen und Kindern ab dem 3. Lebens-
jahr nicht gegeben ist [37].
Ein weiteres Problem stellt die Hetero-
genität der im Feld befindlichen HPLC-
MS/MS Installationen und das damit 
verbundene potentielle Problem man-
gelnder Assay-Vergleichbarkeit im Ring-
versuch und in der Routine dar. Ein 
entscheidender Schritt weg von dieser 
unbefriedigenden Situation war die Er-
kenntnis, dass ein beachtlicher Fehler-
anteil in der Verwendung selbst her-
gestellter und nicht auf Referenzmate-
rialien rückzuführender Kalibratoren 
geschuldet war [38]. Konsequenter-
weise wurde daher in den letzen Jah-
ren durch das NIH (National Institute 
of Health, USA) eine Initiative zur Eta-
blierung von Referenzmethoden, Refe-
renzmaterialien und Referenzlaborato-
rien gegründet (Vitamin D Standardi-
zation Program, VDSP) [39, 40], das zur 
Etablierung der oben genannten analy-

tischen Instrumente geführt hat. Mitt-
lerweile sind daher 25OHD-Messungen 
in der klinischen Routine als rückführ-
bar (traceable) im Sinne metrologischen 
Denkens zu bezeichnen [41]. 

ausblick
Die lange und intensive Beschäftigung 
der Klinischen Chemie mit der 25OHD-
Analytik ist ein Meilenstein im Verständ-
nis für die Rolle der HPLC-MS/MS in 
der endokrinologischen Forschung und 
Routine. Die erarbeiteten Erkenntnisse 
in Methodendesign, Fehlerquellenana-
lyse und analytischer Rückführbarkeit 
sind beispielgebend für die zukünftige 
Etablierung zuverlässiger endokrinolo-
gischer Analytik; sie gehen weit über den 
Wunsch, 25OHD-Spiegel korrekt zu er-
fassen, hinaus. Bei 25OHD darf erwartet 
werden, dass immer mehr Evidenz für 
das Versagen von LBAs bei der individu-
ellen Beurteilung der Vitamin-D-Versor-
gung zu Tage treten wird. Die HPLC-MS/
MS wird – die notwendige Automatisie-
rung vorausgesetzt, immer mehr in die 
Routinemessung von 25OHD vordrin-
gen und LBAs verdrängen.
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