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Initiation a la chromatographie d'échange d'ions appliquée a la sépar ation de protéines

On se propose de séparer un mélange artificiel de 3 protéines du blanc d'ceuf de poule (ovalbumine, OVA,
lysozyme, Lyso et conalbumine, conA) par chromatographies d'échange d'ions afin d'analyser les effets de la nature
de I'échangeur d'ions et du mode d'élution.

Questions préalables

Question 1. A |'aide de « diagrammes de formes prédominantes », prévoir les profils d'élution sur échangeur
d'anions a pH 8 et échangeur de cations a pH 5,5 d'un mélange OVA, Lyso et conA.

Question 2. On souhaite obtenir des chromatogrammes ot les pics d'élution a 280 nm soient sensiblement de la
méme surface. On dispose de solutions d'OVA, Lyso et conA a 1 mg/mL en tampon d'équilibration pH 5,5 et en
tampon d'équilibration pH 8. Proposer les proportions d'un mélange adapté.

Données :
Protéine Lysozyme | Ovotransferrine| Ovalbumine |On rappelle le profil d'évolution de la charge nette
= Conalbumine globale d'une protéine en fonction du pH.
MM 14 3 kD 82 kD 46 KD charge nette de la protéine
' a a a
+ pHi
pH, 11,3 6,5 4,6 pH
8 280 nm
2,64 Lg'em™ | 1,16 Lg'cm” 0,69 Lg'em™

2. Travail pratique : résolution du mélange OVA/Lyso/ConA par chromatographie d'échange d'ions
Il s'agit de mettre au point une élution en gradient de force ionique et/ou une élution par paliers de forces

ioniques croissantes permettant la sortie successive des 3 protéines avec une résolution compléte. Différentes
phases stationnaires sont disponibles. Le document annexe “chromatographie d'échange d'ions et élution en
gradient de force ionique” rappelle quelques points techniques fondamentaux.
2.1.Matériel et réactifs

-équipemem‘s chromatographiques de la série AKTA®, Amersham Biosciences, a I'échelle laboratoire.

+Kit de colonnes d'échange d'ions Amersham Biosciences IEX selection kit 17-6002-33. Documentation

technique a consulter :

Property SP Sepharose CM Sepharose Q Sepharose DEAE Sepharose
Fast Flow Fast Flow Fast Flow Fast Flow

Matrix 6%  highly  cross-linked | 6%  highly  cross-linked | 6% highly cross-linked 6% highly cross-linked
agarose agarose agarose agarose

Mean particle size 45-165 ym 45-165 ym 45-165 ym 45-165 pm

Charged group -CH,CH,CH,SO5 -0-CH,COO -N+(CH3)3 -N+(C2H5)2H*

Total ionic capacity .18-0.25 mmol  H+/ml|0.09-0.13 mmol H+/ml|0.18-0.25 mmol CI/ml|0.11-0.16 mmol CI/ml
medium medium medium medium

Dynamic binding | 70 mg ribonuclease A/ml |50 mg ribonuclease A/ml | 120 mg HSA/ml medium 110 mg HSA/ml medium

capacity1 medium medium

pH stability:

Short term 3-14 2-14 1-14 1-14

Long term 4-13 4-13 2-12 2-12

Storage temperature 4°C to 30°C 4°C to 30°C 4°C to 30°C 4°C t0 30°C

Storage buffer supplied in 0.2 M sodium | supplied in 20% ethanol supplied in 20% ethanol supplied in 20% ethanol
acetate in 20% ethanol

Chemical stability All commonly used buffers, 1 M NaOH, 8 M urea, 6 M guanidine hydrochloride, and 70% ethanol
Avoid Oxidizing agents, cationic detergents, and buffers
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+Solutions pour phases mobiles pour les chromatographies sur échangeur d'anions (filtrées sur filtre 0,45
pm) :
v'tampon d'équilibration Tris-HCl 50 mM, pH 8,0
v'tampon d'élution a force d'élution élevée (par force ionique élevée) Tris-HCI 50 mM, pH 8,0 + NaCl 1M

«Solutions pour phases mobiles pour les chromatographies sur échangeur de cations (filtrées sur filtre 0,45
pm) :

v tampon d'équilibration NaOAc (acide acétique/acétate de sodium) 50 mM pH5,5

v tampon d'élution a force d'élution élevée (par force ionique élevée) NaOAc 50 mM pH5,5 + NaCl 1 M

« Solutions OVA, Lyso et conA d 1 mg/mL chacune et en tampon d'équilibration pH 55 et en tampon
d'équilibration pH 8 (donc 6 solutions au total). Deux mélanges sont a réaliser en fonction de la réponse a la
question 2 du paragraphe 1. Les mémes mélanges, mais hypersalés par I'ajout (par pesée) de NaCl a 1 mol/L
final pourront aussi, en plus, tre réalisés afin de mettre en évidence « I'interférence » par effet de force
ionique de départ déséquilibrée.

3. Manipulations
3.1.1.Pilotage informatique du chromatographe
Utiliser le document « données concernant |'utilisation des appareils Akta-explorer et Akta-purifier et leur
logiciel de pilotage.
3.1.2.Premiére séparation, gradient « large »
Choisir un mélange a injecter (en tampon d'équilibration pH8 ou pH5,5) et une colonne. Mettre en ceuvre un
gradient large : de 0 a 0,5M en NaCl, en 20 volumes de colonne.
3.1.3.3 Autres séparations, optimisation, études particuliéres
Optimiser le gradient puis proposer un mode opératoire par paliers et le mettre en ceuvre.
Tester éventuellement la résolution du mélange hypersalé par I'ajout de NaCl.
3.1.4.Compte-rendu
Schéma de structure de |'installation chromatographique utilisée.
Chromatogrammes obtenus annotés.
Analyse commentée des résultats obtenus sous la forme de quelques lignes annexées a chaque chromatogramme
obtenu.

4. Remerciements, bibliographie
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Document annexe

La phase stationnaire est un échangeur

Equilibration " ., )
—— S— o d'ions : elle est constituée d'un support
- 1o . s .
i ;lnf;fngth solide portant des charges excédentaires
] uffer iy P .
o = 2 EX medium aquilibrated with positives ou négatives. Ces charges sont
cHar‘ged? . start buffer. équilibrées par des ions qui s'équilibrent
lonic graups e @ avec les ions de la phase mobile. On les
L] — . .
o e appelle ions compensateurs. Les ions
compensateurs peuvent étre échangés par
Sawiileapplication des molécules d'échantillon introduites
' - Oppositaly-charged proteins dans la phase mobile. La conservation de
e f bind to lonic groups of the et 2 . . .
Eﬁ;‘]g:glnl:dely . [ 'l IEX med.umlghempfmng la neutralité électrique implique que les
protsins . I' | mlﬁ”&eggefgfz‘?';'ﬁ‘ge molécules d'échantillon qui  échangent
| . with the same charge as the possedent une quantité de charge totale
- | ianic graups, alute during or identi \ lle d . +
— . P just aftar sample application. identique a celle des ions compensateurs
positively . ‘elles déplacent
charged ——_ . TimeVolume qu placent.
proteirs i -
Elution 1 Les molécules neutres et non chargées
Abscrption sont non retenues et éluées en premier :

[ Flow-Through
| A Increasing lonic strength
{using a gradient) displaces
bound proteins as lons inthe
buffer compate far binding sites. . . L. )
L'élution des protéines retenues ne doit

e commencer que lorsque que le signal
d'absorbance est revenu au niveau basal.

Elution 2
Absorption ! . L
s R Le: gradient de for‘c:g ionique permet de
strangth displace proteins that décrocher les protéines en fonction du
are maore highly charged (mare .. . . .
Hightly bourid) nombre de ligisons ioniques mises en jeu
avec le support donc en fonction du
Tmarolme nombre de groupements de charge
opposée a celle de la phase stationnaire,
Elution 3 dépendant du pI et du pH de la phase
Abscrption mobile.

Timasvolume

Wash
En fin de chromatographie, on réalise un

. . / palier avec une phase mobile de force
Final high lonic strength wash

Absorption

| . I removes any ionically bound ionique fres élevée pour décrocher
l] A Il II proteins before r=-equilibration || §'¢ventuelles protéines encore retenues.
R % S,
Timevolums Le support est alors prét pour la

chromatographie suivante, commengant

par une équilibration.
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