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TECHNIQUE

Présentation a la surface de phages filamenteux :
les multiples applications du phage display

Christelle Souriau, The Duc Hua, Marie-Paule Lefranc, Mylene Weill

La présentation a la surface de phages filamenteux, le
phage display, est devenue un tres puissant outil de
sélection et de synthese combinatoire des protéines. Les
phages filamenteux pewvent présenter a leur surface des
peptides aléatoires, des protéines ou encore des fragments

d’anticorps.

Les banques de peptides exposés sur phage ont été
sélectionmées avec succes sur différentes cibles purifiées.
Les sélections sur anticorps monoclonaux caractérisent
rapidement des épitopes tandis que les sélections sur
récepteurs ou sur enzymes identifient de nouveaux ligands

et de nouveaux substrats.

Les banques combinatoires de fragments d’anticorps ont
permis d’isoler des anticorps dirigés contre un tres grand

a présentation de peptides a

la surface de phages filamen-

teux a été démontrée pour la

premicere fois par Georges

Smith en 1985 [1], mais il a
fallu attendre quelques années pour
comprendre I'importance de ce puis-
sant outil de sélection [2, 3]. Les
phages filamenteux sont utilisés pour
présenter a leur surface, en fusion
avec le domaine amino-terminal de
leurs protéines plIl ou pVIII, des
molécules telles que des peptides
aléatoires [3], des fragments d’anti-
corps (Fab, Fv ou scFv single chain F)
[4] ou d’autres protéines (figure 1A).
Les phages recombinants sont sélec-
tionnés pour leur capacité de liaison
a une cible (figure 2). Aprés de nom-
breux lavages, les phages fixés sont
élués puis isolés et amplifiés par

meesssms infection de bactéries. Les phages
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nombre d’antigenes différents. Les banques dites naives ne
nécessitent pas d’immunisation et sont particulierement
intéressantes pour isoler des anticorps humains ou des
anticorps dirigés contre des protéines tres conservées.

De nouveaux protocoles permettent maintenant les

sélections sur des cibles complexes telles que des cellules,

des sérums de patients ou des tissus.

Enfin, une protéine active exposée sur phage peut étre
soumise a différentes modifications suivies de sélections
sur une cible. Cette « évolution in vitro » représente un
puissant outil d’analyse des relations entre la structure et

la fonction d’une molécule.

amplifiés sont sélectionnés a nouveau
sur la méme cible. Apres 3 a 4 tours
de sélection-amplification, les phages
sélectionnés sont analysés et testés
pour lactivité recherchée. Des pres-
sions de sélection différentes peuvent
étre introduites a chaque tour ainsi
qu’une diversité additionnelle par
mutagenese. Cette stratégie fondée
sur la sélection est nettement plus
puissante qu’une stratégie de cri-
blage classique qui nécessite de nom-
breuses manipulations. II est en effet
possible de cribler 10° a 10 molé-
cules recombinantes différentes dans
un volume réduit de quelques micro-
litres. De plus, I’association de la pro-
téine exposée en surface (phéno-
type) avec son ADN codé par le
phage (génotype) permet d’accéder
rapidement aux séquences des molé-
cules sélectionnées car 'ADN est

Cette revue décrit différentes applications développées dans
un nombre croissant de laboratoires.

directement isolé avec la protéine
pour laquelle il code. Cette méthode
est tres efficace puisqu’il est possible
de sélectionner un phage dont la fré-
quence était de 1/10® dans la banque
originale. Le nombre croissant de
publications apparues ces dernieres
années indique que la technologie
du phage display représente un outil
performant pour de trés nombreuses
applications.

Les banques de peptides
sur phage

Construction

Les banques de peptides sont engen-
drées par clonage d’oligonucléotides
aléatoires en 5’ des génes plll ou
pVIII d’un phage filamenteux. La
longueur des peptides fusionnés avec
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plII ne semble pas perturber la mor-
phologie du phage. En revanche, le
nombre important de protéines
pVII en surface limite la taille des
peptides fusionnés a environ 8 acides
aminés pour éviter les phénomenes
d’encombrement stérique. Pour
exposer des peptides plus longs ou
pour diminuer la valence des molé-
cules présentées il est nécessaire
d’utiliser des vecteurs phagemides
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qui permettent une dilution des pro-
téines fusionnées par des protéines
sauvages issues du phage auxiliaire
(figure 1B). Un facteur limitant la
taille des peptides est en fait la taille
de la banque nécessaire pour que
tous les peptides aléatoires possibles
soient représentés. L’efficacité de
clonage est telle qu'au-dela de 6 a
7 acides aminés les banques obtenues
sont partielles puisqu’elles nécessi-

Figure 1. A. Représentation schéma-
tique du bactériophage filamenteux
fd. Le phage présente une longueur
de 930 nm et un diametre de 6,5 nm.
Son ADN est logé a l'intérieur d’un
cylindre flexible composé d’environ
2700 monomeres de protéine pVIIl.
Une extrémité de la particule pré-
sente 5 copies des protéines pVIl et
plX tandis que l'autre extrémité pré-
sente 5 copies des protéines plll et
pVI. Les protéines plll exposées sur
la téte du phage sont impliquées
dans l'attachement aux pili de la bac-
térie héte qui précéde l'infection. Les
protéines pVIll composent le man-
teau du phage. B. Exemple d’expres-
sion a la surface d’un vecteur phage
ou d’un vecteur phagemide. Dans le
cas d’une expression a la surface
d’un vecteur phage plll, toutes les
protéines plll du phage sont fusion-
nées a la molécule étrangére. Dans
le cas d’une expression a la surface
d’un vecteur phagemide plll, la pro-
téine plll du phagemide fusionnée a
la molécule étrangere et la protéine
plll sauvage codée par le phage auxi-
liaire sont exprimées dans la méme
cellule. Plusieurs combinaisons
d’expression sont possibles et le
nombre de molécules étrangéres
exprimées en surface est variable.

tent plus de 10" transformants [5].
Cela n’est pas forcément génant
puisque de telles banques ont pu étre
criblées avec succes.

Les banques sont régulierement régé-
nérées, contrairement aux banques
chimiques qui, elles, s’épuisent.
Cependant, le caractére «vivant» de
ces banques biologiques peut présen-
ter certains désavantages. De nom-
breux clones, ceux qui sont toxiques
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pour I’héte, ceux qui sont sensibles
aux protéases endogénes, ceux qui
sont faiblement traduits ou sécrétés
ou ceux qui diminuent le pouvoir
infectieux des phages, peuvent étre
absents d’'une banque théoriquement
complete. De plus, une a deux ampli-
fications successives appauvrissent
considérablement la diversité d’une
banque car certains clones présentent
des avantages de pousse et envahis-
sent rapidement la population. La
régénération d’'une banque nécessite
donc un reclonage des insertions et
non pas une simple amplification. La
sélection de phages recombinants
issus de banques différentes, sur une
méme cible, identifie parfois des pep-
tides différents révélant ainsi I'impor-
tance du contexte de présentation
des peptides. Les séquences flan-
quantes sont importantes, et un pep-
tide peut perdre totalement ses capa-
cités de liaison s’il est synthétisé
chimiquement sous forme soluble.
Ces observations ont orienté les cher-
cheurs vers la construction de
banques «contraintes ».

Les banques dites contraintes présen-
tent les peptides aléatoires dans une
conformation qui accepte peu de
degrés de liberté. Les peptides peu-
vent étre cycliques (leur séquence est
flanquée de deux cystéines formant
un pont disulfure), ou abrités dans
des structures fixes d’autres protéines
telle qu’une boucle hypervariable
d’un domaine VH d’immunoglobu-
line. Une étude systématique du
mode de présentation semble indi-
quer que les peptides contraints pré-
sentent souvent des affinités et des
spécificités de liaison supérieures aux
peptides linéaires et sont plus infor-
matifs sur les sites de liaison. De plus,
les versions solubles conservent en
général leur capacité de liaison.

Applications

Sélection sur différentes cibles

Les banques de peptides permettent
la sélection rapide de peptides
capables de se fixer sur une cible
immobilisée. En général, la sélection
révele plusieurs peptides différents
qui définissent un ou plusieurs
consensus. Les consensus sont ensuite
testés sous forme soluble pour 'acti-

s vité recherchée. Lorsque aucun
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consensus ne peut étre obtenu, il est
souvent difficile et onéreux de tester
chaque peptide séparément. Un nou-
veau protocole de sélection ou une
nouvelle banque sont alors utilisés.

La cible est un anticorps monoclonal

C’est certainement I'application la
plus fréquente de la sélection de pep-
tides sur phage. La localisation du
consensus sélectionné dans la
séquence de l'antigéne (celle-ci est
généralement connue), permet I'iden-
tification de I’épitope de l'antigene
reconnu par ’anticorps. L’identité
entre le consensus et 1'épitope n’est
souvent que partielle mais des expé-
riences de compétition permettent de
valider I'interaction. De nombreux
épitopes linéaires ont pu étre ainsi car-
tographiés (pour revue [6]). Lorsque
I’épitope recherché est conformation-
nel ou discontinu, les séquences
consensus identifiées ne présentent
pas d’analogie avec le ligand naturel
de T'anticorps. Les peptides sélection-
nés correspondent dans ce cas a des
mimotopes. Il est également possible
de mettre en évidence des épitopes
modifiés de maniere post-traduction-
nelle. Westendorf et al. (Scripps
Research Institute, La Jolla, CA, USA)
ont phosphorylé une banque de pep-
tides de 15acides aminés et I'ont
ensuite sélectionnée sur 'anticorps
MPM2 dirigé contre des phosphopro-
téines de la phase M des cellules euca-
ryotes. Apres trois tours de sélection,
ils ont mis en évidence une séquence
consensus fixant I'anticorps unique-
ment sous sa forme phosphorylée [7].

La cible est une protéine

La sélection de peptides sur protéine
purifiée permet, comme dans le cas
d’une sélection sur anticorps, d’iden-
tifier le site de liaison d’un ligand
naturel dont la séquence est déja
connue. En général, I'interrogation
de bases de données a partir du
consensus obtenu ne permet pas
d’identifier un partenaire nouveau.
Pour ce type de projets, le systéme
double hybride ou les banques de
produits d’ADN complémentaires
(ADNc) exposés sur phages (voir
plus loin) semblent plus adaptés.
Cependant les banques de peptides
sur phages représentent un moyen
rapide d’identifier les sites d’interac-

tion entre deux protéines connues.
La sélection de peptides sur le pro-
duit de I'oncogéne HDM2 a permis
de confirmer son interaction avec la
protéine p53 et d’identifier un pep-
tide potentiellement thérapeutique
capable d’inhiber 'interaction de ces
deux protéines (pour revue [8]).
Plusieurs laboratoires ont isolé des
peptides sur des protéines dont le
ligand naturel n’est pas peptidique. La
sélection sur streptavidine identifie le
peptide HPQ (His-Pro-Gln) qui entre
en compétition avec la biotine [9]. La
sélection sur concanavaline A, une lec-
tine qui fixe ’a-D-mannopyranoside,
identifie le peptide YPY (Tyr-Pro-Tyr)
qui entre en compétition avec le sucre
et présente une affinité comparable
pour la cible [10]. Ces deux exemples
montrent que des peptides peuvent
mimer un ligand naturel non pepti-
dique sans pour autant former les
mémes contacts avec la cible.

La cible est de '’ADN

La compréhension du mode de recon-
naissance protéine-ADN est compli-
quée car il n’existe pas de correspon-
dance simple établie entre acides
aminés et nucléotides. Les protéines a
doigts de zinc représentent un modeéle
idéal pour étudier le mode de recon-
naissance de ’ADN car chaque doigt
de zinc reconnait précisément 3 paires
de bases consécutives. Choo et Klug
(Cambridge, GB) ont mis au point
une méthode d’analyse systématique
d’une banque de doigts de zinc expri-
més sur phage pour établir une base
de données doigt de zinc/ADN [11].
Ils ont utilisé ce «code syllabique »
pour trouver les doigts de zinc se
fixant sur une séquence de 9 pb repré-
sentant la jonction des oncogénes
BCR et ABL sur ’'ADNc pl90 BCR-
ABL. Les doigts de zinc se fixant sur
chacun des trois codons ont été asso-
ciés dans I'ordre approprié puis testés
sur la séquence cible. La spécificité
obtenue in vitro est remarquable et la
protéine en doigt de zinc synthétique,
produite dans des cellules eucaryotes,
bloque la transcription de 'ADN pos-
sédant la séquence cible.

La cible est un récepteur purifié

La sélection sur récepteur purifié
représente un immense intérét phar-
macologique. Le but ici est de trou-
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Figure 2. Sélection d’un répertoire de molécules exprimées a la surface de
phages filamenteux pour leur liaison a une cible (biopanning). Le mélange
de phages est incubé avec la cible en milieu de saturation. Aprées plusieurs
lavages, les phages fixés sont élués puis utilisés pour infecter des bactéries
en phase exponentielle de croissance. Les phages sélectionnés sont ensuite
amplifiés puis utilisés pour un nouveau tour de sélection.

ver de nouveaux agonistes ou antago-
nistes sans se préoccuper du coté
«naturel » de ces molécules. De nom-
breuses sélections ont été réalisées
avec succes. La sélection sur le récep-
teur de D'érythropoiétine (REPO) a
identifié plusieurs peptides cycliques
dont les séquences difterent de celle
de I’érythropoiétine et qui se fixent
plus faiblement sur le récepteur. Les
études fonctionnelles montrent qu’ils
induisent la dimérisation du REPO,
la transmission du signal associé ainsi
que la croissance et la différenciation
de cellules murines (pour revue [8]).
Ce travail important montre qu’il est
possible de sélectionner de petits
peptides biologiquement actifs,
capables de mimer des hormones, et
représentant une nouvelle classe de
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molécules thérapeutiques (m/s n°10,
vol. 12, p. 1124). Les sélections sur
intégrines, protéines impliquées dans
I’adhérence cellulaire, identifient les
consensus RGD (Arg-Gly-Asp) et
KGD (Lys-Gly-Asp) (pour revue [6]).
Ces deux peptides sont présents dans
les venins de serpents connus pour
inhiber I'agrégation plaquettaire. Ils
inhibent la liaison de nombreuses
cellules a la fibronectine.

La cible est un mélange complexe
Sélection sur cellules

La sélection sur cellules est tres impor-
tante puisque de nombreuses cibles
sont des récepteurs transmembra-
naires difficiles a purifier ou a recons-
tituer sans membrane, ou encore des
récepteurs inconnus. Le probléme

majeur rencontré est évidemment le
bruit de fond car de nombreux phages
se fixent de maniére non spécifique
sur la surface cellulaire. Plusieurs
essais sont réalisés dans différents labo-
ratoires et pour l'instant peu de résul-
tats sont publiés. Il semble important
de choisir des récepteurs fortement
exprimés et d’éluer les phages fixés
par compétition avec un agoniste. Il
est possible de pratiquer des sélections
dites négatives sur des cellules qui ne
possedent pas le récepteur cible pour
épuiser la banque de tous les phages
non concernés. Une stratégie promet-
teuse consiste a surexprimer le récep-
teur cible dans deux types cellulaires
différents. La sélection de peptides en
alternance sur les deux types cellu-
laires permet de se débarrasser pro-
gressivement du bruit de fond. La
sélection sur plaquettes enti¢res a per-
mis d’isoler plusieurs peptides dont le
peptide RGD, déja isolé sur intégrines
purifiées et connu pour inhiber 1’agré-
gation plaquettaire (pour revue [8]).
Sélection sur animal

Un travail novateur démontre la pos-
sibilité de sélection in vivo. Apres
injection intraveineuse d’une banque
de peptides cycliques a une souris, les
différents organes de I’animal ont été
broyés et les phages correspondants
amplifiés [12]. Plusieurs tours de
sélection ont permis d’identifier des
peptides qui présentent une forte
spécificité pour le cerveau et les vais-
seaux du rein. Certains organes, tels
que le foie ou les poumons, captu-
rent trop de phages et rendent la
sélection impossible. Des globules
rouges recouverts de ces peptides
spécifiques ont ensuite été injectés
par voie intraveineuse puis localisés
dans les organes cibles. Ces expé-
riences ouvrent un champ important
d’applications pour le ciblage spéci-
fique de médicaments dans certaines
cellules (en particulier les cellules
tumorales) ou dans certains tissus.
Sélection sur sérums de patients

La sélection de peptides sur sérums
de patients permet d’identifier des
épitopes spécifiques de maladies
infectieuses ou auto-immunes sans
avoir besoin de connaitre la nature
de l'antigéne pathogéne. Les pep-
tides isolés réagissent contre les anti-
corps présents dans les sérums de
malades mais pas avec ceux des m——
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sérums témoins. En fait, ces peptides
miment I'antigéne pathogéne (pour
revue [8]). L'immunisation a I’aide
de ces peptides immunogenes peut
représenter un moyen rapide de pro-
duire des anticorps neutralisants.

Sélection de phages-substrats

L’équipe de Jim Wells (Genenteh,
CA, USA) a développé une approche
astucieuse pour sélectionner des sub-
strats de protéases [13]. Ils ont
exprimé sur phage, de facon mono-
valente, des protéines de fusion tri-
partites qui possédent un domaine
amino-terminal capable de se fixer
sur un support solide, suivi d’une
séquence peptidique aléatoire (sub-
strat potentiel de protéases), puis du
domaine carboxy-terminal de pIII.
Apres fixation sur le support solide,
les phages qui expriment les substrats
potentiels sont traités par la protéase
étudiée (la subtilisine ou le facteur
Xa). Les phages qui exposent un
peptide substrat sont alors libérés et
amplifiés, alors que les phages qui
exposent un peptide résistant a la
protéolyse restent fixés (figure 3).
Cette technique a également été
appliquée a d’autres enzymes [13].

Immunisation

Par définition, les peptides isolés
pour leur liaison a un anticorps peu-
vent présenter certaines propriétés
d’anti-idiotypes telles que le pouvoir
immunogene (pour revue [6]). Il est
parfois possible d’identifier des
mimotopes qui ressemblent a ’anti-
geéne original, mais qui sont suffisam-
ment dégénérés pour présenter diffé-
rents spectres de réactions croisées.
Par exemple, un mimotope sélec-
tionné sur un anticorps spécifique
d’un sous-type du virus de I’hépatite
B (HBV) a permis d’induire une
réponse humorale anti-HBV non res-
treinte et donc plus protectrice. Il
s’agit cependant de cas heureux car
il arrive également que les anticorps
dirigés contre des peptides mimo-
topes ne soient pas capables de
reconnaitre ’antigeéne original et,
dans ce cas, les mimotopes injectés
ne présentent aucun pouvoir protec-
teur. Le phage lui-méme représente
un excellent vecteur pour I'immuni-
sation. Greenwood et al. (Cambridge,
GB) ont exposé le peptide corres-
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— T T
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ADNCc de substrats de protéase potentiels

clonés dans un phagemide

Digestion par protéase
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Figure 3. Sélection de phages-substrats. Les phages monovalents codant
pour des substrats potentiels fusionnés a I’hormone de croissance (hGH,
human growth hormone), sont incubés avec le récepteur de I’hormone (hGH
récepteur). Apreés traitement par la protéase d’intérét, les phages porteurs de
peptides substrats sont libérés et utilisés pour infecter des bactéries en
phase exponentielle. Les phages sélectionnés peuvent éventuellement étre
amplifiés pour réaliser une nouvelle sélection.

pondant a I’antigéne de surface
majeur de Plasmodium falciparum a la
surface de pVIII. Les phages porteurs
de peptides injectés se sont avérés
fortement immunogenes [14]. II est
possible d’imaginer la construction
de phages «super-immunogenes »
présentant simultanément des épi-
topes B et T ainsi qu’une cytokine
immunostimulante.

Les banques ]
combinatoires d’anticorps

Une application essentielle du phage
filamenteux a été la construction de
banques combinatoires de fragments
d’anticorps (pour revue [4, 15]). Les
domaines variables d’un anticorps
peuvent étre exprimés sur phage, soit
sous forme de fragments scFv (single
chain Fv), dans lesquels les domaines
VH et VL réarrangés sont liés de
maniere covalente par un court pep-
tide, soit sous forme de fragments
Fab. Cette technique a permis
d’obtenir de nombreux anticorps

monoclonaux et s’est avérée particu-
licrement intéressante dans le cas
d’anticorps humains pour lesquels
les hybridomes sont techniquement
et éthiquement difficiles a obtenir.

Le répertoire immunitaire naif d’un
animal (répertoire avant la rencontre
avec les antigénes) contient des anti-
corps capables de se fixer sur la plu-
part des molécules avec des affinités
modérées (Ka ~10%10"M-1). Ce
répertoire dérive du réarrangement
combinatoire des différents génes V
dans les cellules souches (figure 4).
Chaque cellule B (~ 108 chez la souris
et 10" chez 'homme) exprime une
seule combinaison VH et VL, qui
résulte d’un réarrangement V-D-J
pour la chaine lourde et V-] pour la
chaine légeére. L’immunisation induit
la prolifération des cellules B qui
reconnaissent I'immunogene, leur
différenciation en plasmocytes et la
sécrétion de l'anticorps correspon-
dant. Une maturation de Daffinité
des anticorps est effectuée par un
processus de sélection d’hypermuta-
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tions somatiques. C’est a ce stade que
les cellules B sont généralement
récoltées pour préparer les hybri-
domes.

Les génes réarrangés VH et VL des
anticorps peuvent étre amplifiés
séparément par PCR (polymerase
chain reaction), associés au hasard,
puis clonés dans des phages permet-
tant d’obtenir ainsi des banques
combinatoires (figure 4). Dans le cas
de banques construites a partir
d’une source «immunisée », des
fragments d’anticorps de forte affi-
nité pour 'immunogéne peuvent
étre sélectionnés directement. Dans
le cas de banques construites a par-
tir du répertoire naif, des anticorps
d’affinité modérée peuvent étre
sélectionnés contre une grande
variété d’antigénes sans recourir a
I'immunisation [16]. Les banques
combinatoires naives dites natu-
relles, sont construites a partir des
genes réarrangés VH (V-D-]) et VL
(V-]) de I’'animal. Les banques com-
binatoires naives dites synthétiques,
sont construites a partir des diffé-
rents genes (V, D, ]J) non réarrangés.
Leur réarrangement est réalisé in
vitro par PCR. L'’utilisation d’oligo-
nucléotides aléatoires correspon-
dant aux régions CDR (complementa-
rity determining regions) [17] permet
d’augmenter la diversité de la
banque. Il a été montré que plus la
banque combinatoire naive est com-
plexe, plus il est possible d’isoler des
anticorps contre n’importe quel
antigéne et plus leur affinité est éle-
vée. L’infection combinatoire a per-
mis d’obtenir des banques naives de
plus de 10" fragments Fab différents
présentant de bonnes affinités (Ka
~10%10° M~') pour une trés grande
variété d’antigenes [18]. Bien des
aspects du systéme immunitaire
naturel sont donc ainsi copiés. Sou-
vent, des processus de maturation in
vitro doivent étre appliqués pour
obtenir les «meilleurs » anticorps en
terme de spécificité et d’affinité. Les
permutations de chaines qui ont
lieu durant le développement des
cellules B peuvent étre mimées in
vitro par la technique de I’échange
de chaines (chain shuffling) dans
laquelle une chaine (VH ou VL) est
gardée puis réassociée a toutes les
autres chaines de la banque (pour
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Anticorps de forte affinité
contre I'immunogene

Figure 4. Production d’anticorps. In vivo, aprés réarrangement des différents
geénes variables dans les cellules B, les anticorps naifs sont exprimés en sur-
face sous forme d’IgM et d’lgD. Aprés immunisation, les clones qui recon-
naissent I'immunogeéne proliferent (expansion clonale) et se différencient en
plasmocytes qui sécretent les anticorps sous forme d’IlgG (commutation de
classe). Des mutations somatiques (représentées dans le schéma par des
points rouges), s’accumulent dans les régions variables et conduisent, aprés
sélection, a une augmentation de I'affinité des anticorps pour I'immunogene.
Les banques combinatoires permettent de mimer ce processus in vitro.

revue [4]). La maturation de 1’affi-
nité est également assurée par intro-
duction de mutations dans les CDR
des fragments sélectionnés.

Le systéme artificiel des banques
combinatoires s’est donc avéré parti-
culierement intéressant pour toute
production d’anticorps pour laquelle
I’immunisation est difficile voire

impossible. C’est le cas de certains
anticorps humains ou encore d’anti-
corps dirigés contre des molécules
trés conservées non immunogenes. Il
est également utile pour I'étude du
répertoire immunitaire de patients
infectés par certains virus pathogenes
ou de patients atteints de maladies
auto-immunes [19].
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Banques de produits
d’ADN complémentaires
présentés sur phage
filamenteux

La présentation de produits d’ADNc a
la surface du phage filamenteux est
trés séduisante car elle permet de
sélectionner les ligands naturels de
n’importe quelle cible. Jacobsson et
Frykberg (Uppsala, Suede) ont
exprimé une banque compléte
d’ADNc de Staphylococcus aureus a la
surface de pVIII [20]. Leur sélection
s’est avérée particulicrement efficace
puisque la majorité des clones sélec-
tionnés présentaient des séquences de
protéines connues pour se lier aux
différentes cibles testées. Cependant,
les ADNc eucaryotes ne peuvent étre
exprimés directement en fusion avec
pII ou pVIII a cause des sites de ter-
minaison de transcription présents
dans leur région 3’ non codante. Cra-
meri et Suter (Davos, Suisse) ont
développé une stratégie astucieuse,
fondée sur 'association des protéines
Jun et Fos, pour lier de maniére cova-
lente le produit de ’ADNCc a la surface
du phage. Les genes Jun et Fos sont
exprimés a partir de deux promoteurs
lacZ distincts du phagemide pComb3.
Dans le phage pJuFo, Jun est exprimé
en fusion avec plll tandis que le pro-
duit de Fos est synthétisé en fusion
amino-terminale avec les produits des
ADNc de la banque. Pour éviter la
perte de la paire phage/ADNCc, I'asso-
ciation Jun-Fos a été rendue covalente
grace a des ponts disulfure (figure 5).
Les auteurs ont présenté sur phage
une banque compléte de produits
d’ADNc d’Aspergillus fumigatus qu’ils
ont sélectionnés avec succes sur sérum
IgE humain [21].

Cassettes de mutagenese,

I’évolution in vitro
Le phage filamenteux représente une
excellente cassette de mutagenése.
Une protéine exprimée en surface du
phage est mutée de maniere aléatoire
puis sélectionnée pour l'activité
recherchée, le plus souvent la liaison
a une cible. De nombreuses protéines
exprimées a la surface de phages ont
conservé leur activité et ont pu étre

s 2insi «améliorées » (Tableaw I). La
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Figure 5. Expression d’ADNc a la surface du phagemide pJuFo. Les construc-
tions Jun-plll et Fos-ADNc sont sous le contréle de deux promoteurs lacZ
distincts. Le peptide signal pelB permet le passage des protéines dans
I’'espace périplasmique bactérien. La protéine Jun est fusionnée a la protéine
plll du phage et la protéine Fos est fusionnée au produit de I’ADNc. L’asso-
ciation Jun-Fos est rendue covalente a I'aide de ponts disulfures. L’ADNc et
son produit exprimé en surface sont donc liés physiquement sur la méme

molécule de phage.

taille des protéines ne semble pas étre
un parametre limitant; en revanche,
la protéine doit supporter la sécrétion
de plII ou pVIII a travers ’environne-
ment périplasmique oxydant de la
bactérie lors de l’assemblage du
phage. C’est pourquoi le systéeme
semble plus efficace pour des pro-
téines normalement extracellulaires
ou sécrétées. Cette application est fré-
quemment utilisée pour augmenter
Iaffinité d’un fragment d’anticorps
pour I'antigene. Dans ce cas plusieurs
stratégies de mutagenese ont été envi-
sagées. L’anticorps peut étre muté de
manieére totalement aléatoire, soit en
augmentant fortement le taux
d’erreurs de la Taq polymérase, soit a
I’aide d’une souche bactérienne
mutatrice [22]. Une autre stratégie
consiste a utiliser les techniques
d’analyse structurale classiques pour
identifier les résidus importants.
Ensuite, deux a trois positions seule-
ment sont mutées simultanément, ce
qui réduit la complexité de la banque
de mutants nécessaire, puis les posi-
tions optimales sélectionnées sont
combinées pour obtenir le «meilleur
mutant ». Nous avons choisi cette

approche «semi-rationnelle » d’ana-
lyse par résonance magnétique
nucléaire et modélisation moléculaire
suivie de mutagenese aléatoire pour
augmenter 'affinité d’un anticorps
anti-phényloxazolone [23].

Importance du mode
de sélection

Il est toujours possible d’éluer des
phages apres chaque tour de sélec-
tion, de les amplifier, et de recom-
mencer... Il est, hélas, trés fréquent
d’étre décu: le ligand sous forme
soluble ne se fixe plus sur la cible; il
se fixe in vitro sur la cible purifiée,
mais pas in vivo; il se fixe in vivo mais
ne présente aucune activité, ce qui
est génant lors de la recherche d’ago-
nistes ou d’antagonistes de récep-
teurs, lors de la recherche d’enzymes
modifiées actives ou encore lors de la
recherche d’anticorps bloquants ou
d’anticorps catalytiques !

Des modes de sélection sophistiqués
et plus adaptés a chaque probléma-
tique ont donc fait leur apparition.
Le systeme SAP [24] ou SIP [25] per-
met de coupler la reconnaissance
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Tableau |
PROTEINES FONCTIONNELLES PRESENTEES A LA SURFACE DE PHAGES
Protéines Références
Facteurs de croissance/cytokines
hGH revue [5]
IL-8 revue [5]
CNTF [28]
TNF revue [5]
hIL6 [29]
hiL2 [30]
hIL3 revue [5]
hEGF [27]
Récepteurs / Lectines
Ricine (chaine B) revue [5]
Récepteur IgE (FceRl chaine a) revue [5]
Récepteur PDGF revue [5]
CD4 revue [5]
Protéine A (domaine B) revue [5]
Enzymes
Glutathion transférase [31]
Phosphatase alcaline revue [5]
Nucléase de staphylocoque revue [5]
B-lactamase [26]
Trypsine revue [5]
Inhibiteurs de protéases
Inhibiteur du précurseur amyloide (3 (APPI) revue [5]
Inhibiteur de la trypsine pancréatique bovine (BPTI) revue [5]
Inhibiteur de la coagulation associé [32]
aux lipoprotéines (LACI-DI)
Inhibiteur de la papaine (cystatine) [33]
Inhibiteur de I'activateur du plasminogéne (PAI-1) revue [5]
Fragments d’anticorps et de récepteurs T
Fab revue [5]
scFv revue [5], [34]
Chaine o de récepteur T [35]
Protéine a doigts de zinc Zif268 revue [5]
gag VIH [36]
Peptide auriculaire natriurétique (ANP) revue [5]

anticorps-antigéne a I'infectiosité du
phage. Les fragments d’anticorps
exprimés a la surface de protéines
pIII défectueuses sont sélectionnés
sur une cible couplée a une plII sau-
vage ou complémentaire. Seuls les
phages porteurs d’anticorps liés a la
cible-pllI sont infectieux et amplifiés
dans E coli. Soumillion ef al. ont mis
au point une méthode astucieuse
pour sélectionner des enzymes selon
leur activité catalytique [26]. La B-lac-
tamase exprimée sur phage est incu-
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bée avec un substrat inhibiteur sui-
cide lié a la biotine. Lorsque
I’enzyme est active, apres réaction
avec le substrat, les phages sont mar-
qués a la biotine et se fixent sur des
billes de streptavidine. L’enrichisse-
ment en phages porteurs d’enzyme
active apres un seul tour de sélection
est trés convaincant.

La recherche d’agonistes ou d’anta-
gonistes de ligands naturels peut éga-
lement étre tres décevante. En effet,
de nombreux ligands sélectionnés

sur récepteur ne présentent ensuite
aucune activité en terme de transmis-
sion du signal. Dans le laboratoire,
nous avons développé un systeme de
criblage fonctionnel permettant de
détecter rapidement des agonistes ou
antagonistes de 'EGF humain [27].
Une lignée stable a été établie qui
exprime la luciférase sous le controle
de I’enhancer SIE du gene c¢-Fos impli-
qué dans la voie de transmission du
signal EGF. Lorsque cette lignée est
stimulée par de ’EGF soluble ou du
phage-EGF, une forte activité lucifé-
rase est mesurée. L’étude de plu-
sieurs mutants de 'EGF exprimés a la
surface du phage permet de détecter
les positions cruciales de la molécule.
La caractérisation de différents
ligands, a la fois pour leur liaison au
récepteur et pour leur activité de
transmission, identifie rapidement
les agonistes et antagonistes poten-
tiels de 'EGF.

I Conclusion

La technologie du phage display se
développe dans de trés nombreux
laboratoires. Les limitations du sys-
teme, taille des répertoires, matura-
tion in wvitro, sélections adaptées...,
sont résolues progressivement. Les
protocoles de sélection classiques
sont aujourd’hui trés simples et seules
les connaissances de bactériologie
classiques sont requises. Selon l'acti-
vité recherchée, le choix du mode de
sélection peut s’avérer crucial. La
sélection peut s’opérer sur cible fixée
sur support solide (plaque ELISA,
boite de Pétri, immunotube, agarose)
ou sur cible en solution, en général
marquée a la biotine. Les conditions
expérimentales: le milieu de satura-
tion des sites non spécifiques, la pré-
sence de détergent lors des lavages,
I'élution (pH acide, alcalin, infection
directe sans élution, élution spéci-
fique par compétition avec un ligand)
sont a déterminer pour chaque pro-
blématique. La sélection sur cellules
représente un enjeu trés important
mais les probléemes de bruit de fond
restent difficiles a résoudre. Peu de
résultats sont publiés par rapport aux
efforts engagés.

La construction de banques est un
investissement important. Dans les
cas ou des répertoires particuliers ne
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sont pas requis, il semble plus judi-
cieux d’obtenir des banques «prétes
a 'emploi» déja construites qui sont
distribuées par les laboratoires de
recherche. La sélection de plusieurs
banques différentes sur une méme
cible d’intérét permet d’éviter de
nombreuses déceptions. Les banques
de longs peptides (30 a 40 acides ami-
nés) qui sont théoriquement par-
tielles, semblent cependant tres effi-
caces puisqu’elles ont permis la
sélection de clones spécifiques et
affins alors qu’aucun peptide court
n’avait pu étre identifié (D. Capra,
communication personnelle). Il
semble que la structure des peptides
soit en fait trés importante. La pré-
sentation de molécules structurées
(hélices a, feuillet B...) représente
aujourd’hui un axe de recherche
important ®
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Summary
Phage display technology, a wide range of applications

The phage display is becoming a very powerful technology. Filamentous
phages can present on their surface either peptides, proteins or antibody
fragments. Peptide libraries are selected on antibodies to rapidly map epi-
topes, or on purified target to identify interaction sites. Selection on recep-
tors identifies new therapeutic ligands while selection on enzymes identifies
new substrates. New protocols are leading to selection on more complex
targets as cells, patient serums or tissues. Combinatorial antibody libraries
represent a performant alternative to hybridoma technology. Libraries
constructed from immunised repertoires allow rapid selection of high affi-
nity binders. Libraries constructed from naive repertoires allow isolation
of low affinity antibodies against a large range of antigens without the
need of immunisation. Naive libraries are particularly interesting to isolate
human or anti-self antibodies. A large number of biologically active proteins
have been expressed on phage and submitted to several rounds of modifica-
tion/selection on target. This « in vitro evolution » represents an excellent tool
for structure-function analysis. This review summarises several applications
which are developped in an increasing number of laboratories.
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