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PARA A DETERMINAGAO DE PROLACTINA EM EXTRATOS
BACTERIANO E EM SUA FORMA PURIFICADA: SUA APLICAGAO
EM ESTUDO COLABORATIVO INTERNACIONAL
PROMOVIDO PELA O.M.S

Elizabeth Kinuye Gimbo Vianna
RESUMO

Foi padronizada uma técnica de cromatografia liquida em fase reversa para a
determinacéo de prolactina humana no espago periplasmico bacteriano ou em
preparagdes purificadas. Esta técnica, com base na alta hidrofobicidade da
molécula de hPRL, permitiu sua separa¢do do conjunto de proteinas bacterianas.
A precisdo, no caso da analise dos extratos periplasmicos derivados de choque
osmotico, foi caracterizada por um desvio padrdo relativo de 3-7% para as
determinagdes intra-dia e de 3-25% para aquelas inter-dia. A exatidao, avaliada
mediante testes de recuparagéo, foi da ordem de 90%, sendo que a curva de
calibragéo foi construida com o uso de um extrato periplasmico liofilizado, que
providenciou uma preparagao de referéncia interna estavel e de facil preparacéo.
A sensibilidade foi da ordem de 0,5 ug de hPRL. A metodologia desenvolvida
também proporcionou uma ferramenta util para comparar a hidrofobicidade das
moléculas de prolactina glicosilada e nao glicosilada obtidas de espécies
diferentes e de diferentes preparacbes de prolactina humana natural ou
biossintética. A mesma técnica foi também aplicada com sucesso no Estudo
Colaborativo Internacional sobre os Reagentes de Referéncia propostos pela
Organizagdo Mundial de Saude para a prolactina recombinante e seus
componentes glicosilados e nao glicosilados, concluida em 2001 e cujos

resultados mais significativos s&o também apresentados
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REVERSED-PHASE HIGH-PERFORMANCE LIQUID
CHROMATOGRAPHY METHOD FOR THE DETERMINATION OF
PROLACTIN IN BACTERIAL EXTRACTS AND IN ITS PURIFIED

FORM: APPLICATION TO A WHO INTERNATIONAL

COLLABORATIVE STUDY .

Elizabeth Kinuyo Gimbo Vianna

ABSTRACT

Reversed-phase high—-performance liquid chromatography methodology for the
determination of human prolactin (hPRL) in bacterial periplasmic space or in
purified preparations has been developed. The technique. based on the high
hydrophobicity of the hPRL molecule, allows its separation from the bulk of
bacterial proteins. The precision for periplasmic shock fluid analysis was
characteized by relative standard variations of 3-7% for intra-day and of 3-25% for
inter-day determinations. Accuracy, evaluated by recovery tests, was of the order
of 90%, a calibration curve being constructed with the use of a lyophilized osmotic
shock fluid extract, which provided a stable, readily prepared internal reference.
Sensitivity was of the order of 0.5 ug of hPRL. The methodology developed also
provided a tool for comparing the hydrophobicity of glycosylated and non-
glycosylated prolactin molecules obtained from several different species and of
different preparations of native or biosynthetic human prolactin. This technique,
moreover, was already successfully applied to the International Collaborative Study
of the proposed WHO Reference Reagents for rDNA-derived prolactin and its

glycosylated and non-glycosylated components, concluded in 2001 and whose
more significant results are also presented..
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RP-HPLC

Page 1 of @

26
COluna-C4 00/4+Pré 00/4+S8i60 00/1
71,4% Tris 0,05M pH 7,5 + 28,6% n-propanol
coluna-45°C
220nm
Sample ID : pit-hPRL-NIDDK 10ug
File : c:\class-vp\chrom\2211006
Method ¢ c:\class-vp\methods\rphplc.met
c:\class-vp\chrom\2211006 -- Channel A
Peak Number
Retention Time
100 100
m
A
50 50 5
-1
m
0
o
N
m
o
5 /\ \
o |
- " \
- N
A \'\.,
(o3 ~ l 0
Q 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Minutes
Channel A Results
Peak Time Area Area %
1 17,65 287750 8,200
2 19,11 306785 8,747
3 21,06 2912542 83,047
Totals
3507117 100,000

Fig.5 RP-HPLC isocratica em coluna C4 Vydac 214 TP 54 da preparagdo de

referéncia de hPRL (NIDDK)
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RP-HPLC
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7
COluna-C4 00/4+Pré 00/4+Si60 00/1 2
71,4% Tris 0,05M pH 7,5 + 28,6% n-propanol
coluna-45°C
220nm
Sample ID Rec-hPRL-CR5-Liq. llug
File c:\class—-vp\chrom\2211004
Method c:\class—vp\methods\rphplc.met
c:\class-vpAchrom\2211004 -- Channel A
Peak Number
Retention Time
100 100
m
50 50 A
D
s
[+4]
< %
o <
- N m
o 5w o
we e oo
a0 g 7 A ] ~
o [voe 3
m . Py -
N/\]/\ \ o o
[ N L 1
S | I ———
o} 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Minutes
Channel A Results
Peak Time Area Area %
1 14,17 539621 6,844
2 14,95 318206 4,036
3 16,27 629607 7,985
4 18,16 1097850 13,924
5 20,42 2255997 28,613
6 23,42 2333838 29,600
7 27,82 405691 5,145
8 31,95 303684 3,852
Totals
7884494 100,000

Fig.6 RP-HPLC isocratica em coluna C4 Vydac 214 TP 54 do padréo de referéncia

- quimica de hPRL (CRS)
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RP-HPLC 29 !
COluna-C4 00/4+Pré 00/4+5i60 00/1
71,4% Tris 0,05M pH 7,5 + 28,6% n-propanol
coluna-45°C
220nm
Sample ID Rec-hPRL(97/714) -20°C
File c:\class-vp\chrom\26100003
Method c:\class-vp\methods\rphplc.met
c\class-yp\chrom\26100003 -- Channel A
Peak Number
Retention{Time
100 100
m
A
50 50 b
S
<
[+ 4]
0
[04] o
8 ™~
v o 9
Q@ n «
@
o 9 A Y ot
5 @ 9" /\ <
S 8wt Tl g
N T =
o T ] o
o 5 10 15 20 25 30 35 40 45 S0
Minutes
Channel A Results
Peak Time Area Area %
1 10,32 9082 0,128
2 12,52 45856 0,647
3 16,00 748315 10,557
4 17,86 570497 9,459
5 20,11 1619795 22,852
6 22,88 3687310 56,253
7 30,42 7297 0,103
Totals :
7088152 100,000

Fig.7 RP-HPLC isocratica em coluna C4 Vydac 214 TP 54 da preparagéo padrao

de rec-hPRL (97/714)
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RP-HPLC

COluna-C4 00/4+Pré 00/4+5i60 00/1 30
71,4% Tris 0,05M pH 7,5 + 28,6% n-propanol

coluna-45°C

220nm

Sample ID : Rec-hPRL(97/714) +37°C

File : c:\class-vp\chrom\26100006
Method ¢ c:\class-vp\methods\rphplc.met

c:\class-vp\chrom\26100006 -- Channel A

Peak Num%er
Retention|Time

100 100

50 50

wg»3

~ 6 19.799

E_
&
—f1 10288
Yéa
.
4é\;:> 7 22,376
25,068
—1 o 30,369

4 15,739
5 17,424

12,519
. 13,837

0

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Minutes
Channel A Results
Peak Time Area Area %

1 10,28 9286 0,146
2 12,52 55845 6,876
3 13,84 194175 3,046
4 15,74 541730 8,497
5 17,42 697968 10,948
) 19,80 1305534 20,478
7 22,38 2408169 37,773
8 25,07 1155987 18,132
9 30,37 6596 0,103

‘Totals

6375290 100,000

Fig.8 RP-HPLC isocratica em coluna C4 Vydac 214 TP 54 da preparagao padréo
de rec-hPRL (97/714) apds 25 meses de estocagem a 37°C
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RP-HPLC

Page 1 of

COluna-C4 00/4+Pré 00/4+sSié0 00/1 31
71,4% Tris 0,05M pH 7,5 + 28,6%

coluna-45°C

n-propanol

220nm

Sample ID : Rec-hPRL(97/714) +45°C

File : c:\class-vp\chrom\26100007
Method : c:\class-vp\methods\rphplc.met

c:\class-vp\chrom\26100007 -- Channel A

f Peak NumHder
% Retention{Time
100{ 1100
! }
¥ :
I
i
B
§
m
A
50 |‘50 o]
! s
!
i
g m
-~ N
o RN & N g
o o OR ~ 3 o
— (o] !\_ [(o] (o] . 2
- n i) -t [ K(\] P
o (: - O | 0‘ i
- . P o i
o ™21 ,5
ob— /N 1 ' i lo
e} 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Minutes
Channel A Results
Peak Time Area Area %
1 10,12 10338 0,168
2 12,51 75270 1,222
3 13,79 212297 3,447
4 16,97 910572 14,785
5 17,85 439567 7,137
5 19,80 1264292 20,529
7 22,36 2115715 34,354
8 25,09 1122823 18,232
9 30,37 7755 0,126
‘Totals
6158629 100,000

Fig.9 RP-HPLC isocratica em coluna C4 Vydac 214 TP 54 da preparagdo padréo
de rec-hPRL (97/714) apds 25 meses de estocagem a 45°C
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RP-~HPLC

COluna-C4 00/4+Pré 00/4+Si60 00/1 32
71,4% Tris 0,05M pH 7,5 + 28,68 n-propanol

coluna-45°C

220nm

Sample ID : NG-Rec~-hPRL(98/582) 8ng

File : c:\class-vp\chrom\26100004
Method : c:\class-vp\methods\rphplc.met

c:\class-vp\chrom\26100004 -- Channel A

Peak Numpber
Retention{Time

100 100

50 50

wgog >3

>4 22164
270

N
w
~
)
o o -
5 3 "\ g
s o AV
v, — (\1’// \
Of——uos bvrﬂ ' o
o) 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Minutes
Channel A Results
Peak Time Area Area %
1 10,2 238027 0,377
2 13,94 149545 1,943
3 19,78 2051192 26,653
4 22,16 3648927 47,413
5 25,27 1817276 23,613
Totals
7695967 100,000

Fig.10 RP-HPLC isocrética em coluna C4 Vydac 214 TP 54 da preparagéo de
hPRL n&o glicosilada (NG-hPRL 98/582)

Page 1 of F
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RP-HPLC

COluna-C4 00/4+Pré 00/4+Si60 00/1 33
71,4% Tris 0,05M pH 7,5 + 28,6% n-propancl

coluna-45°cC

220nm

Sample ID : G-Rec-hPRL(98/580) 4ug

File : c:\class-vp\chrom\26100005
Method : c:\class~-vp\methods\rphplc.met

c:\class-vp\chrom\26100005 -- Channel A

Peak Nurrjber
Retention!Time

100 ) 100
m
A
50 50 o
s
o)}
—
< &
0w o
-~ 9
N —

13,776
25.093

4 19,764
5 21,246
24,053

i |
-
'E: '
_8'2&2;5
T 30,412

0
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Channel A Results
Peak Time Area Area %

1 132,78 445505 13,180
2 15,42 1120979 33,163
3 1¢,21 889833 26,325
4 19,76 232726 6,885
5 21,25 324839 9,610
6 24,05 86140 2,548
7 25,09 267092 7,902
8 28,26 5215 0,154
9 30,41 7861 0,233

Totals

33801990 100,000

Fig.11 RP-HPLC isocratica em coluna C4 Vydac 214 TP 54 da preparagéo de
hPRL glicosilada (G-hPRL 98/580)
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3.5.2. Analise mediante RP-HPLC da prolactina sintetizada e purificada em
nosso laboratério

Aproveitando deste esquema de estudo e padronizagdo, resolvemos
analisar também uma preparacdo de prolactina produzida no IPEN, a partir de
extrato periplasmico bacteriano e que, portanto, ndo possui forma glicosiladas. Na
Fig.12 podemos observar o cromatograma de um extrato periplasmico com
(choque osmético) onde sdo evidentes, a esquerda do pico 1, todas as proteinas
contaminantes da célula hospedeira. E interessante ressaltar a pureza da forma
fundamental de hPRL bacteriana, pois ndo ha evidéncia das formas alteradas ou
das isoformas presentes em todas as preparagbes analisadas até agora. Isto foi
confirmado pela analise realizada na preparagdo de prolactina purificada e
liofilizada (Fig.13) em que somente ha uma pequena porcentagem de forma
alterada (7,6%) juntamente com 92,4% de forma fundamental, o que caracteriza
esta preparagdo como a mais pura ja analisada por nés. Ressaltamos também a
estabilidade dos tg que, no mesmo dia, apresentaram valores de 23,98 min, 23,55
min e 23,66 min respectivamente para 0 CRS (OMS), o extrato periplasmico e a
prolactina purificada, com média X = 23,73 min £ 0,94% DPR, o que proporciona
um teste de identidade de alta sensibilidade. De acordo com estes dados €
possivel verificar que a isoforma de hPRL (NIDDK), tg = 21,06, aparentemente ndo
é a forma fundamental mas corresponde ao pico 5 do CRS, ou seja a um isébmero
de hidrofobicidade menor.

3.5.3. Anadlise mediante HPSEC das preparag¢des da O.M.S.

As mesmas amostras ja analisadas por RP-HPLC foram também
analisadas mediante a técnica de exclusdo molecular (HPSEC) que separa as
varias formas com base em seu peso ou tamanho molecular. Considerando a
maior velocidade de eluicdo (1,0 mL/min contra os 0,5 mL/min utilizados na RP-

HPLC) a area dos picos resultou ser a metade, a paridade de quantidade de
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RP-HPLC
COluna-C4 00/4+Pré 00/4+8i60 00/1

71,4% Tris 0,05M pH 7,5 + 28,6% n-propanol
coluna-45°C

220nm
Sample ID : Rec—hPRL-IPEN (osmotic shock)
File : c:\class-vp\chrom\2311002
Method ¢ c:\class-vp\methods\rphplc.met
c:\class-vp\chrom\2311002 -- Channel A
Peak Nurnbey
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Channel A Results

Peak Time Area Area %
1 198,08 55381 1,028
2 23,55 5333224 98,972
Totals
5388605 100,000

Fig.12 RP-HPLC isocratica em coluna C4 Vydac 214 TP 54 de rec-hPRL-IPEN

em extrato periplasmico bacteriano
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RP-HPLC
COluna-C4 00/4+Pré 00/4+Si60 00/1 36

71,4% Tris 0,05M pH 7,5 + 28,6% n-propanol
coluna-45°C

220nm
Sample ID : NG-Rec-hPRL-IPEN 10ug
File t c:\class-vp\chrom\2311003
Method : c:\class-vp\methods\rphplc.met
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Peak Time Area Area % |
1 21,26 418211 7,589 !

2 23,66 5104660 82,411
Totals !
5523871 100,000 !

Fig.13 RP-HPLC isocratica em coluna C4 Vydac 214 TP 54 da preparacéo de rec-
hPRL-IPEN purificada
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proteina aplicada. Neste estudo utilizou-se também, pela primeira vez, soro
albumina bovina cristalina (BSA)que podera aparentemente muito bem substituir
hGH como preparacdo de controle das condi¢gdes cromatograficas, lembrando
porém que, devido ao seu peso molecular (~69.000 Da) bem maior, saira bem
antes (ou seja tera um tg inferior) que o hGH. (Fig.14). Na Fig. 15 podemos de fato
observar o cromatograma do hGH, com tg= 14,84 e uma area de 3505 u.a./10ug,
bem préxima daqueia obtida com 10ug de BSA.

A hPRL pituitaria do NIDDK novamente confirmou uma area muito inferior
(64-69% relativamente ao hGH e BSA) pelos mesmos 10ug aplicados € um tr da
mesma ordem daquele do hGH (+1,01%), de acordo com a proximidade do
tamanho molecular das duas moléculas (Fig.16).

O CRS, seja liquido que liofilizado (Fig. 17 e 18), confirmou a exatidao da
analise quantitativa (3624 u.a. /10 ug = 2,3%), valor bem préximo aos ja obtidos
com hGH e BSA e uma pequena diminui¢do de tamanho molecular (tr= -2%) com
refacdo a hPRL pituitaria. Ao mesmo tempo confirmou também a presenga de 25-
30% de formas alteradas. Estes parametros todos foram também confirmados
pela analise do padrao proposto (rec-hPRL 97/714) , que apresentou um tg=15,43
min. € uma resposta de 3800 u.a. /10 ug (Fig. 19) e da forma nao glicosilada (NG-
hPRL, 98/582) com um tg=15,46 min. e uma resposta de 3826 u.a. /10 ug (Fig.
20). Diferentemente, a prolactina glicosilada (G-hPRL, 98/580) apresentou
logicamente um tamanho molecular maior (com tg= -7,4%) com uma resposta de
2656 u.a. /110 pg, o que indicaria a presenga de um erro nesta determinagéo
quantitativa em decorréncia provavelmente a presenga de um " bias" devido a
preparacdo ou a metodologia (Fig. 21). A NG-rec-PRL-IPEN apresentou

novamente um alto nivel de pureza e uma resposta quantitativa perfeitamente
aceitavel (Fig. 22).
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! Coluna: ToscHaas TSK2000 00/1+Pré 00/1 38
i Tampdo:Bicarbonato de aménio 0,025 M pH 7,0
| 220nm
Sample ID : BSA (10ng)
File : c:\class-vp\chrom\0702012
| Method : c:\class-vp\methods\se_hplc.met

1 c:\class-vp\chrom\0702012 -- Channel A

Peak Number o ]
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o —J 0
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Minutes
Channel A Results
Peak Time Area Area %
1 12,33 3281081 100,000
Totals
3281081 100,000

Fig.14 HPSEC isocratica em coluna Tosohas G 2000 SW da preparagédo de BSA
cristalina
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Coluna: TosoHaas TSK2000 00/1+Pré 00/1 39
Tampao:Bicarbonato de aménio 0,025 M pH 7,0
220nm
Sample ID : Rec-hGH (WHO) 10pg
File : c:\class-vp\chrom\0702011
Method : c:\class-vp\methods\se hplc.met
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Channel A Results
Peak Time Area Area %
1 11,80 71275 2,034
2 13,26 135026 3,853
3 14,84 3298187 94,113
Totals
3504488 100,000

Fig.15 HPSEC isocratica em coluna Toschas G 2000 SW do Padréo Internacional

de rec-hGH (WHO 88/624)
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Coluna: TosoHaas TSK2000 00/1+Pré 00/1 40
Tampdo:Bicarbonato de aménio 0,025 M pH 7,0

220nm

Sample ID : pit-hPRL-NIDDK 10ug

File : c:\class-vp\chrom\2411002

Method : cit\class-vp\methods\se hplc.met

c:\class-vp\chrem\2411C02 -- Channel A
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Channel A Results

Peak Time Area Area %
1 11,78 214480 38,499
2 13,31 198753 8,802
3 15,00 1844687 81,699
Totals
2257920 100,000

Fig.16 HPSEC isocratica em coluna Tosohas G 2000 SW da preparacdo de hPRL
pituitaria do NIDDK

DMIBSA0 NACIONAL DE FNERGIA NUCLEAR/SP s
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Coluna: TosoHaas TSK2000 00/1+Pré 00/1 41
Tampdo:Bicarbonato de aménio 0,025 M pH 7,0
220nm
Sample ID : Rec-hPRL-CRS-Liq. llug
File c:\class-vp\chrom\0702013
Method c:\class-vp\methods\se hplc.met
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Totals
3922464 100,000
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Fig.17 HPSEC isocratica em coluna Tosohas G 2000 SW do Padrdo de
Referencia Quimica (CRS) liquido
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Coluna: TosoHaas TSK2000 00/1+Pré 00/1 42
Tampdo:Bicarbonato de aménio 0,025 M pH 7,0
220nm
Sample ID : Rec-hPRL-CRS-Lyoc 1llug
File : c:\class-vp\chrem\0702014
Method : c:\class-vp\methods\se_hplc.met
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Peak Time Area Area %
1 11,98 1298965 3,207
2 13,09 331458 8,180
3 14,38 950667 23,461
4 15,31 2640022 65,152
Totals
4052112 100,000

Fig.18 HPSEC isocratica em coluna Tosohas G 2000 SW do Padrdo de
Referencia Quimica (CRS) liofilizado
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Coluna: TosoHaas TSK2000 00/1+Pré 00/1 43
Tampdo:Bicarbonato de aménio 0,025 M pH 7,0

220nm

Sample ID : Rec—~hPRL({S97/714) 10ug

File : c:\class-vp\chrom\0702016

Method : c:i\class-vp\methods\se_hplc.met
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3 15,43 29194924 76,829
Totals
3799994 100,000

Fig.19 HPSEC isocratica em coluna Tosohas G 2000SW da rec-hPRL 97/714
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Coluna: TosocHaas TSK2000 00/1+Pré 00/1 +4
Tampdo:Bicarbonato de amdnio 0,025 M pH 7,0
220nm
Sample ID : NG-Rec-hPRL{98/582) 5ug
File : c:\class-vp\chrom\0702017
Method : c:\class-vp\methods\se_hplc.met
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Channel A Results
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2 13,74 75727 3,958
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1913110 100,000

Fig.20 HPSEC isocratica em coluna Tosohas G 2000SW da NG-rec-hPRL

98/582
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Coluna: TosoHaas TSK2000 00/1+Pré 00/1

Page 1 of

45
Tampdo:Bicarbonato de amdnio 0,025 M pH 7,0
220nm
Sample ID : G-Rec—-hPRL({98/580) 5ug
File : c:\class-vp\chrom\0702018
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c\¢class-vp\chromi\0702018 -- Channel A
Peak Number
Retention Time
100 100
m m
5 =0 50 a
s s
N
m
3
m
~
38 [\
VNG [
o T ] ~— 0
o) 5 10 15 20 25 30
Minutes
Channel A Results
Peak Time Area Area ¢
1 11,85 30353 2,285
2 12,99 83727 6,304
3 14,32 1214002 91,410
Totals
1328082 100,000

Fig.21 HPSEC isocratica
98/580

em coluna Tosohas G 2000SW da G-rec-hPRL
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Coluna: TosoHaas TSK2000 00/1+Pré 00/1 46
Tamp&do:Bicarbonato de aménio 0,025 M pH 7,0
220nm
Sample ID : NG-Rec-hPRL-IPEN 10ug
File : c:\class-vp\chrom\2411004
Method : c:\class-vp\methods\se hplc.met
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Totals
3598878 100,000

Fig.22 HPSEC isocratica em coluna Tosohas G 2000SW da NG-rec-hPRL-
IPEN '
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