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Résumé

Une stratégie pour isoler un catalyseur pour une réaction chimique donnée consiste a extraire des enzymes a partir d’'un
ensemble de protéines distinctes par sélection en fonction de I'activité catalytique. L'étude de la réaction de polymérisation de
I’ADN a la surface des phages filamenteux et du pontage du substrat aux phages est décrite pour optimiser une sélection in vitro
en fonction de I'activité ADN polymérase. Lefficacité de la sélection, qui est la plus élevée décrite dans la littérature, est mesurée
par un facteur d’enrichissement qui s’éléve a 3,8 X Hile est suffisante pour envisager I'évolution dirigée d’enzymes vers des
activités catalytiques nouvelleBour citer cet article : E. Orsi, J.-L. Jestin, C. R. Chimie 6 (2003).
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Abstract

Optimisation of an in vitro enzyme selection. Isolation of a catalyst for a given chemical reaction may be achieved by in
vitro selection of enzymes from a protein library. Here, we investigate the polymerisation reaction on filamentous phage and the
cross-linking of substrate on phage to optimise an in vitro selection for DNA polymerase activity. The efficiency of the optimised
selection is measured by enrichment factors up to 3.8%xthé highest described so far for an in vitro selection of proteins for
catalysis. It should be useful for directed polymerase evolution towards novel catalytic actiot@te this article: E. Ors,

J.-L. Jestin, C. R. Chimie 6 (2003).
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1. Introduction consiste a isoler le catalyseur optimal a partir d'un
grand répertoire de protéines distinctes. Ainsi, le cri-
La conception d’'une enzyme pour une réaction don- blage a haut débit permet d’analyser en série typique-
née a été menée a bien par modélisation moléculaire eiment 13, voire 1¢ protéines distinctef2]. La sélee
par mutagenese dirigéfl]. Une autre approche tion est une stratégie différente, qui permet d’isoler un
ou plusieurs catalyseurs a partir d'un ensemble plus
" Auteur correspondant. grand, de 10a 10" protéines distinctes : la caractéri
Adresse e-mail : jjestin@pasteur.fr (J.-L. Jestin). sation des enzymes isolées est réalisée par amplifica-
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tion du géne correspondant [3]. Pour exploiter le po-
tentiel des stratégies de sélection en ingénierie des
enzymes, certaines limitations doivent étre levées:: (i)
dans le cas des sélections in vivo, chague enzyme est
exprimée dans le cytoplasme d’ une bactérie ; la géné-
raisation de la méthode a la plupart des réactions
chimiques est alors délicate, car les substrats passent
souvent difficilement atraversles membranes cellulai-
res; (ii) dansle cas de sélections in vitro de protéines
(cf. Fig. 1) [4-10], c'est I’ efficacité des sélections qui
doit étre optimisée pour diriger I'évolution d’ enzymes.
Cette efficacité est mesurée par un facteur d’enrichis-
sement ; il est généralement défini pour un mélange de
deux protéines active et inactive par la proportion en
enzyme active apres sélection, divisée par la propor-
tion en enzyme active avant sélection. Des facteurs
d’enrichissement de I’ordre de 10° ont été mesurés
pour des sélections faisant appel a des réactions de
transcription et de traduction couplées in vitro dans
une émulsion d’eau dans |’ huile [4]. Lorsgque les tech-
niquesd’ expression de protéinesalasurface de phages
filamenteux sont utilisées pour coupler une protéine au
gene qui lui correspond, les facteurs d’ enrichissement
en enzymes actives obtenus jusgu’a présent sont de
I’ ordre de 10 pour des mélanges entre une enzyme et
une autre protéine[5, 7-9], ou pour des mélanges entre
une enzyme et une enzyme inactivée par mutagenese
dirigée [6].

Danscet article, lesréactions de pontage du substrat
aux phages et de polymérisation delI’ ADN alasurface
des phages ont été éudiées pour optimiser une sélec-
tion de protéines en fonction de |’ activité catal ytique.

S

Fig. 1. Principe de la sélection en fonction de I’ activité catalytique.
Lesubstrat Sdel’ enzyme est |ié de maniére covalente aune protéine
de la surface du phage. Si une enzyme est exprimée a la surface du
phage a proximité du substrat, le substrat est converti en produit P,
qui est isolé par chromatographie d' affinité ; la phage-enzyme est
ains extraite du mélange de phages-protéines. Si aucune enzyme
n’'est exprimée alasurface du phage, le substrat S n’est pas converti
en produit P et le phage n’ est pas isolé par chromatographie d affi-
nité pour le produit de laréaction.

2. Résultats

Pour optimiser lasélectioninvitro d’ ADN polymé-
rases en fonction de leur activité catalytique (cf.
Fig. 2), notre étude a porté sur plusieurs parametres :
(A) pour diminuer des interactions non spécifiques
phage—phage et phage—phase solide, des détergentsont
été testés (B) pour minimiser les effets de réactions
intermoléculaires (cf. Fig. 3), lesconditions de laréac-
tion de polymérisation ont été gjustées (C) pour adap-
ter la sélection aux volumesimportants des banques de
phages ; I'influence de la concentration en substrat
pontant 1 a été analysée.

La réaction de polymérisation en trans (cf. Fig. 3)
est favorisée dans des complexes constitués de plu-
sieurs phages liés entre eux de maniére non covalente.
Un détergent, le monolaurate de polyoxyéthyléne sor-
bitan, a été utilisé pour dissocier ces complexes. La

dU’l;P-bioline
polymérisation

TAACACGACAAAGCGCAAGATGTGGCGT
1 GCGTTCTACACCGCAAAATAACAACAT
2

Fig. 2. Sélectionin vitro en fonction de |’ activité ADN-polymérase.
Laréaction de pontage conduit alaformation d’ uneliaison covalente
entre I’amorce 1 modifiée par un groupement maléimidyle a son
extrémité 5' et un nucléophile ala surface du phage. La réaction de
polymérisation est I’ addition catalysée par la polymérase d’un nu-
cléotide 3 al’ extrémité 3' de|’amorce 1 hybridée au brin matrice 2.
Letrait en grasentre O et T indique I’ oxygéne 5' du nucléotide T de
|"amorce.

Fig. 3. Laréaction intermoléculaire ou réaction en trans et la réac-
tion intramoléculaire ou réaction en cis. Dans la réaction en trans,
une phage-enzyme catalyse la réaction de conversion d’un substrat
lié aun phage qui n’exprime pas d'enzyme : par chromatographie
d'affinité pour le produit, un phage n’exprimant pas d’' enzyme est
isolé. Pour des temps de réaction longs ou pour des concentrations
élevées en phages, la réaction en trans constitue un bruit de fond
significatif pour la sélection en fonction de I’ activité catalytique.
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Tableau 1

Rendements et facteurs d’ enrichissement de la sélection en fonction del’ activité catal yti que mesurés pour des mélanges de phages-polymérases
(sauvages S) et de phages-polymeérases inactives (mutantes M) ou phages n’exprimant pas de polymérases (témoin T), dans des conditions
expérimental es diverses. Les définitions du rendement et du facteur d’ enrichissement sont données dans la partie expérimentale : (a) amorce 1
2,5uM, dATP 100 uM, polymérisation et pontage pendant 90 min ; (b) amorce 1 2,5 pM, dATP 100 uM, incubation pendant 1 h avec détergent
des phages-polymérases, pontage et polymeérisation pendant laduréeindiquée; (c) dATP 1 uM, incubation des phages-polymérases pendant 1 h
avec détergent, polymérisation pendant 5min ; (d) dATP 100 puM, incubation des phages-polymérases pendant 1 h avec détergent, polymérisation

pendant 5 min.
Mélange de phages rendement (%) facteur d' enrichissement conditions expérimentales
(€] ST 0,74 129 @
2 ST 12 670 (a) incubation avec détergent
?3) ST 8,7 686 (a) incubation et chromatographie avec détergent
(4) ST 0,1 4 (b) 20 sec
(5) ST 72 255 (b) 2min
(6) ST 13 1320 (b) 90 min
(7) ST 29 277 (b) 1200 min
(8) ST 18 1665 (c) amorce 10,25 pM
9 ST 18 2747 (c) amorce 10,75 uM
(10) ST 13 3796 (c) amorce12,5pM
(11 ST 23 858 (d) amorce 12,5 uM
(12) ST 12 670 (d) amorce 1 25 pM
(13) SIM 19 1104 (c) amorce12,5uM

comparaison des expériences (1) et (2) (Tableau 1)
montre que le facteur d’enrichissement est multiplié
par plus d’'un facteur 5. L’ augmentation du rendement
de plus d’'un ordre de grandeur suggére que I’ activité
catalytique des phages-polymérases est augmentée par
la présence du détergent a des concentrations faibles
(0,3%), ce qui pourrait induire le repliement de protéi-
nes. L’ expérience (3) montre que |’ effet du détergent
n'est paslié al'étape de chromatographie.

Pour étudier la polymeérisation en trans en fonction
de la durée de réaction, la polymérisation est amorcée
par I’ gjout de désoxynucléotides triphosphates et blo-
guée par I'addition d’'éthyléne diamine tétra-acétate,
qui chélate les ions magnésium, aux temps indiqués.
Le facteur d'enrichissement montre un optimum en
fonction du temps (4-7). Pour les temps longs, la
réaction entransn’est plusnégligeable par rapport ala
réaction en cis (7). Pour lestemps courts (4), le rende-
ment tres faible indique que peu de dUTP dérivatisé
par un groupement biotine est gjouté al’ extrémité de
I’amorce ; les expériences (10) et (11) montrent que
I’ excés de dATP d'un facteur 100 par rapport au dUTP
dérivatisé par un groupement biotine peut étre sup-
primé. Les facteurs d’ enrichissement les plus élevés
sont ainsi obtenus. Cet excés avait été introduit initia-
lement pour éviter I’incorporation non spécifique de
dUTP dérivatisé par un groupement biotine. Par

ailleurs, les expériences de (8) a(12) montrent qu’' une
concentration de 0,25 pM en amorce, modifiée par un
groupement maléimidyle, le substrat pontant, est suffi-
sante pour obtenir un facteur d’enrichissement supé-
rieur & 10° ; cette concentration minimale sera utile
pour |’ application delasélection in vitro ades banques
de plus de 10" phages-polymérases, qui correspon-
dent ades volumes au moins égaux au millilitre. Enfin,
la comparaison des expériences (10) et (13) suggere
gue la phage-polymérase mutante n’ est pas totalement
inactive et qu’ elle possede une activité catalytiquerési-
duelle, qui diminue le facteur d enrichissement en en-
zymes actives par un facteur trois environ.

3. Partie expérimentale

Les désoxyoligonucléotides 1 et 2, dont les séquen-
ces respectives sont TAACACGACAAAGCGCAA-
GATGTGGCGT et TACAACAATAAAACGCCACA-
TCTTGCG ont été synthétisés et caractérisés comme
mentionné précédemment [6]. Le dUTP dérivatisé par
un groupement hiotine est le 5-[-N-[N-(N-biotinyl-e-
aminaocaproyl)-y-aminobutyryl]-3-aminoal lyl]-uridine-
5'-triphosphate (Roche).

L es phages-polymérase ont été préparées apartir du
phage assistant KM13 [11] et des phagemides
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pHEN1-Stoffel pour la phage-polymérase sauvage,
pHEN1-Stoffel mutant pour la phage-polymérase
inactive et pHEN1 pour le phage n’ exprimant pas de
polymérase a sa surface [6]. La bactérie hote utilisée
pour produire les bactériophages filamenteux est la
souche TG1 de E. coli. La séquence des inserts entre
lessitesderestriction Ncol et Notl, qui codent pour les
polymérases, est donnée en annexe.

Le protocole pour la sélection in vitro de phages-
polymeérases en fonction de |’ activité catalytique opti-
misée dérive de celui déjapublié[6]. Lesmodifications
apportées a la sélection, qui ont conduit & un facteur
d’ enrichissement maximum, sont décrites ci-dessous.
Unméanged environ 10” phages-polymérases actives
et inactives ou un mélange de phages-polymérases
actives et de phages n’exprimant pas de polymérase
dans les proportions 1:1000 respectivement est incubé
dans une solution aqueuse contenant 0,1 M NaCl et
25 mM Na,HPO, apH =8 et a25 °C pendant 1 h, en
présence de 0,3% de monolaurate de polyoxyéthyléne-
sorbitan (Sigma). Au mélange de phages, on gjoute
ensuite le substrat pontant 1 2,5 uM (sauf si laconcen-
tration est précisée), le brin matrice 2 50 uM, du chlo-
rure de magnésium (Merck) 9 mM dans un volume
final de 11 ul, qui est incubé pendant 85 min a 35 °C
sans agitation. La polymérisation est amorcée par
I'gjout de dVTP 1 uM (V = A, C et G) et de dUTP
dérivatisé par un groupement biotine 1 uM et arrétée
aprés une durée indiquée par I'addition d'éthyléne
diamine tétra-acétate (250 mM, 15 W, pH = 8). Le
mélange est alors incubé avec des billes superparama-
gnétiques recouvertes de streptavidine (Dynabeads
M180, Dynal) dans un tampon TEN, 200 g (0,3 M
tris-hydroxyméthyle-aminométhane, 33 mM éthyléne
diamine tétra-acétate, 1,3 M NaCl, pH = 9) pendant
30 min sur une roue tournante atempérature ambiante.
Les billes sont ensuite lavées a sept reprises avec le
tampon TEN, contenant éventuellement 0,12% de mo-
nolaurate de polyoxyéthylénesorbitan, puis reprises
dans le tampon PBS (0,1 ml). Un gjout de trypsine de
pancréas de boeuf (10 pl, 10 g I, Sigma) rend non
infectieux |’ ensemble des phages qui n’ expriment pas
de protéines codées par le phagemide [11]. Des bacté-
ries E. coli TG1 en excés (8 x 10° cellules, 1 ml de
milieu de culture 2xTY) sont ensuite goutées aux
mélanges de phages avant ou aprés sélection a 37 °C
pendant 25 min, puis déposées sur des boites de Pétri
contenant de I’ ampicilline (100 mg I™) et incubées &

37 °C pendant 12 h. Le nombre de colonies obtenu
définit alors e nombre de phages avant ou apres sélec-
tion. Le rendement est défini comme le rapport du
nombre de phages-polymérases aprés sélection et du
nombre de phages-polymérases avant sélection.

L’ enrichissement est cal cul é apres analyse de 48 co-
lonies dérivant du mélange de phages avant sél ection et
de 48 colonies du mélange de phages aprés sélection.
Chague colonie de bactéries, qui dérive d’ un phage
aprés infection, comporte un phagemide, qui code ou
non pour une polymérase et qui est utilise comme
matrice d’ ADN pour I’amplification par réaction de
polymérisation en chaine.

Pour les mélanges de phages-polymérases
(sauvage/mutant), le protocole d’ amplification puis de
digestion par I'enzyme de restriction Alul décrit précé-
demment [6] a été utilisé : la phage-polymérase sau-
vage se différencie aprés électrophorése sur gel d aga-
rose a2% par deux fragments de 57 et de 193 pairesde
bases, de |la phage-polymérase mutante, qui comporte
un fragment de 260 bases. Pour |es mélanges de phages
(sauvage/témoin) exprimant ou non une polymérase,
I’amplification a été réalisée avec les désoxynucléoti-
des 4 CTATGCGGCCCCATTCA, 5 ACAGCTA-
TGACCATGATTACGCC et 6 GCTTGGGCAGAG-
GATCC ; la taille des fragments obtenus définit de
facon univoque le phage exprimant I’ enzyme sauvage
(767 paires de base) ou le phage témoin (218 paires de
bases).

4. Conclusion

L’ expression de protéines a la surface des phages
permet d'établir un lien entre une protéine et le gene
correspondant. Le pontage du substrat sur les phages
crée un second lien. C’ est la superposition de ces deux
liens qui permet de concevoir une stratégie pour isoler
desenzymesapartir de banques de protéines par sélec-
tion in vitro. Cette sélection in vitro de protéines en
fonction de I' activité catalytique est une sélection en
fonction de I’ affinité pour le produit de la réaction lié
defagon covalente alaphage-enzyme qui acatalyséla
réaction. Les sélections de protéines en fonction de
I’ affinité pour une molécule donnée, qui utilisent les
techniques d’ expression de protéines a la surface de
phages filamenteux, et établies depuis plus d'une dé-
cade, condui sent typiquement ades enrichissementsen
protéines affines de I’ ordre de 10° & 10° par tour de
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sélection [12-14]. Il parait improbable que les enri-
chissements de notre sélection en fonction del’ activité
catalytique puissent étre supérieurs a ceux de sélec-
tions en fonction de I’ &ffinité. Dans ce travail, nous
avons montré qu’ un enrichissement en enzymes acti-
ves d'un facteur 4 x 10° peut étre obtenu dans le cas
d’'un mélange de phages-polymérases et de phages
n'exprimant pas d ADN-polymérases a leur surface.
Cette sélection optimisée permet de diminuer le nom-
bre de cycles d’amplification et de sélection nécessai-
res pour isoler aprés criblage de lapopulation finale de
protéines les meilleurs catalyseurs d' une banque.

Cette sélection in vitro de polymérases en fonction
de I'activité catalytique et I’optimisation du facteur
d’enrichissement devraient étre aisément généralisa-
bles a d'autres enzymes. Cette sélection optimisée
pourra étre appliquée a des banques d environ 10
phages-polymérases contenant plus de 10® phages-
polymeérases distinctes pour extraire des enzymes do-
tées d' activités catalytiques nouvelles, comme des po-
lymérases capables de copier desARN (transcriptases
inverses) ou des anal ogues d' acides nucléiques. Adap-
tée ad' autres stratégies d' expression de protéines ala
surface de phages filamenteux [15], elle pourrait avoir
des applications en génomique fonctionnelle.
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Annexe

La séquence d’ ADN entre les sites Ncol et Notl du
phagemide qui code pour le fragment de Stoffel de
I’ADN polymérase | de Thermus aquaticus est indi-
quée ci-dessous.

CCATGGCCTCTGGTGGCGGTGGCTGTGGTG-
GCGGTGGCAGCCCCAAGGCCCTGGAGGAGGC-
CCCCTGGCCCCCGCCGGAAGGGGCCTTCGTG-
GGCTTTGTGCTTTCCCGCAAGGAGCCCATGTG-
GGCCGATCTTCTGGCCCTGGCCGCCGCCAGGG-

GGGGCCGGGTCCACCGGGCCCCCGAGCCTTA-
TAAAGCCCTCAGGGACCTGAAGGAGGCGCGG-
GGGCTTCTCGCCAAAGACCTGAGCGTTCTGG-
CCCTGAGGGAAGGCCTTGGCCTCCCGCCCGG-
CGACGACCCCATGCTCCTCGCCTACCTCCTGG-
ACCCTTCCAACACCACCCCCGAGGGGGTGGC-
CCGGCGCTACGGCGGGGAGTGGACGGAGGA-
GGCGGGGGAGCGGGCCGCCCTTTCCGAGAGG-
CTCTTCGCCAACCTGTGGGGGAGGCTTGAGG-
GGGAGGAGAGGCTCCTTTGGCTTTACCGGGA-
GGTGGAGAGGCCCCTTTCCGCTGTCCTGGCC-
CACATGGAGGCCACGGGGGTGCGCCTGGACG-
TGGCCTATCTCAGGGCCTTGTCCCTGGAGGTG-
GCCGAGGAGATCGCCCGCCTCGAGGCCGAGG-
TCTTCCGCCTGGCCGGCCACCCCTTCAACCTC-
AACTCCCGGGACCAGCTGGAAAGGGTCCTCTT-
TGACGAGCTAGGGCTTCCCGCCATCGGCAAGA-
CGGAGAAGACCGGCAAGCGCTCCACCAGCGC-
CGCCGTCCTGGAGGCCCTCCGCGAGGCCCAC-
CCCATCGTGGAGAAGATCCTGCAGTACCGGGA-
GCTCACCAAGCTGAAGAGCACCTACATTGACC-
CCTTGCCGGACCTCATCCACCCCAGGACGGGC-
CGCCTCCACACCCGCTTCAACCAGACGGCCAC-
GGCCACGGGCAGGCTAAGTAGCTCCGATCCCA-
ACCTCCAGAACATCCCCGTCCGCACCCCGCTT-
GGGCAGAGGATCCGCCGGGCCTTCATCGCCG-
AGGAGGGGTGGCTATTGGTGGCCCTGGACTAT-
AGCCAGATAGAGCTCAGGGTGCTGGCCCACCT-
CTCCGGCGACGAGAACCTGATCCGGGTCTTCC-
AGGAGGGGCGGGACATCCACACGGAGACCGC-
CAGCTGGATGTTCGGCGTCCCCCGGGAGGCC-
GTGGACCCCCTGATGCGCCGGGCGGCCAAGA-
CCATCAACTTCGGGGTCCTCTACGGCATGTCG-
GCCCACCGCCTCTCCCAGGAGCTAGCCATCCC-
TTACGAGGAGGCCCAGGCCTTCATTGAGCGCT-
ACTTTCAGAGCTTCCCCAAGGTGCGGGCCTG-
GATTGAGAAGACCCTGGAGGAGGGCAGGAGG-
CGGGGGTACGTGGAGACCCTCTTCGGCCGCCG-
CCGCTACGTGCCAGACCTAGAGGCCCGGGTGA-
AGAGCGTGCGGGAGGCGGCCGAGCGCATGGC-
CTTCAACATGCCCGTCCAGGGCACCGCCGCCG-
ACCTCATGAAGCTGGCTATGGTGAAGCTCTTCC-
CCAGGCTGGAGGAAATGGGGGCCAGGATGCT-
CCTTCAGGTCCACGACGAGCTGGTCCTCGAGG-
CCCCAAAAGAGAGGGCGGAGGCCGTGGCCCG-
GCTGGCCAAGGAGGTCATGGAGGGGGTGTAT-
CCCCTGGCCGTGCCCCTGGAGGTGGAGGTGG-
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GGATAGGGGAGGACTGGCTCTCCGCCAAGGA-
GGCGGCCGC

La séquence codante pour le fragment de Stoffel
mutant est obtenue en substituant GACGAGCTG par

GCCGCACTG.
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