
Figure 6 - Characterization
Clones selected from biopanning against eGFP were analyzed for kinetic affinity using dip-in FO-SPR. 
Selected low-affinity clones presented nanomolar Kd values, while high affinity clones presented 
picomolar Kd values. Kinetic profiles are shown for the FO-SPR top scoring clone (left) (A in fig 4) 
with a Kd of 1.2x10-14 M which scored low on ELISA and an example of the ELISA top scoring clones 
(right) (B in fig 4) with a Kd of 1.3x10-11 M which scored low on FO-SPR.

Abstract

Phage display in conjunction with biopanning is a frequently used 
strategy in the selection process for single domain antibodies and other 
binding proteins with specificity to a target antigen. Here we present a 
workflow optimization by monitoring biopanning and performing early 
selection using kinetic characterization direct on phage libraries and 
phage clones. From clone selection with off-rate ranking to real-time 
kinetics characterization providing kon and koff data on normalized clones, 
more insight and efficiency as compared to endpoint techniques such as 
ELISA.

Acknowledgement

This poster is based on the publication of Knez et al. Anal. Chem. 2013, 85, 
10075−10082, dx.doi.org/10.1021/ac402192k

The authors gratefully acknowledge the MeBioS research group at KU Leuven and 
their partners at IRF Life Sciences, PharmAbs, Centre for Microbial and Plant 
Genetics, Laboratory for Structural Neurobiology at KU Leuven and College of 
Veterinary Medicine, Department of Pathobiology at Auburn University, for their 
elaborate research on FO-SPR applications in the above reference, which provided 
the basis of the method and results shared in this poster.

Figure 2 - Monitoring panning for polyclonal section guidance
(A) M13 phage libraries expressing lactoferrin binding peptides are grown and captured on lactoferrin-
functionalized sensor probes. (B-C) clones eluted at pH 2.5, 2.0 and 1.5 to be used in subsequent 
culture cycles. The selection process is monitored with FO-SPR. Real-time binding sensorgrams of 
phage binding for the three subsequent biopanning rounds are shown.

Methods

As a model phage display system, libraries of filamentous M13 phage were used, 
displaying peptides with selective affinity for a target protein, either at the N-terminus 
of the p3 protein (5 sites at end of the viral filament) or p8 protein (up to 2700 sites 
along the viral filament). Phage were incubated with Escherichia coli at 37 °C for 30 
min. Infected cells were grown overnight in NZY-tetracycline-medium for phage 
amplification.

BIOPANNING: 1) Lactoferrin: libraries of M13 phage displaying peptides with selective 
affinity for lactoferrin were used. Solid phase affinity selected phage were eluted for 5 
minutes in 10 mM glycine, pH 2.5, 2.0 and 1.5 successively. Phage grown from elution 
were tested for binding to lactoferrin-immobilized FO-SPR sensor probes.  2) eGFP: 
libraries of M13 phage displaying peptides with selective affinity for enhanced green 
fluorescent protein (eGFP) were subjected to three rounds of solid phase selection in 
streptavidin-coated microtiter plates using biotinylated eGFP. Single clone phage were 
isolated, tested for binding to eGFP comparing ELISA and FO-SPR and identified using 
DNA sequencing. 

FO-SPR BINDING CHARACTERIZATION: Streptavidin probes were used on WHITE FOx to 
capture biotinylated eGFP 10 µg/mL as a selective binding layer. Phage binding (at pH 
6.0) and phage dissociation steps were performed for 15 minutes each. Probes were 
washed for 60s in 10 mM glycine pH 2 for cleaning.

ELISA: was performed in streptavidin-coated microtiter plates using biotinylated eGFP 
for 1.5h at RT, followed by incubation with rabbit anti-fd bacteriophage antibody and 
alkaline phosphatase conjugated goat anti-rabbit IgG for 1h at RT. After extensive 
washing with MES, the substrate (p-nitrophenylphosphatedin in 1 M diethanolamine, 1 
mM MgCl2, pH 9.8) was added and monitored at 405 nm for 15 minutes.

Conclusions

This study presents WHITE FOx dip-in FO-SPR based kinetic analysis of protein 
binding affinities on whole M13 phage particles, where p3 or p8 coat protein 
expressing constructs were tested in a biopanning procedure selective for a target 
protein.

The advantage of this analysis method is i) it can be combined with solid phase 
selection based biopanning workflows such as magnetic beads or ELISA plates to 
provide fast selection of polyclonal eluates, and ii) the same method can provide 
kinetic ranking and detailed kinetic characterization on monoclonal phage directly, 
reducing number of samples and the need for a cleaving cycle to validate clones. In 
a confirmation run selected cleaved clones can be analyzed with the same assay 
protocols on WHITE FOx. No protein isolation or sample purification was required. 
The label-free kinetic characterization allows for individual determination of kon and 
koff and their contribution to the Kd for each clone, which is not provided by an 
endpoint method like ELISA.
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Figure 1 – Binding measurement method using dip-in sensors
Fiber optic surface plasmon resonance (FO-SPR) dip-in probes in 96 well plates on WHITE FOx. 
Probes functionalized with the target protein were used to selectively bind peptides and proteins 
expressed on M13 phage coat proteins.

Figure 4 - Comparison with ELISA 
Comparison of FO-SPR with ELISA for M13 clones expressing eGFP-binding peptide with a low 
number of P3-expressed binding sites (P3), elevated number of P3-expressed binding sites (P3*), 
and P8-expressed binding sites (P8) to eGFP.
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Figuur 21: Grafiek golflengteshift bij het incuberen van de fiber met R2-fagen geëlueerd bij pH 2,5 tijdens R1: 
panningsronde 3 (R3). 

5.2.3.2 Opgroei fagen uit verschillende elutiebuffers (R1 pH 2,5 ± fagen) 

Fagen geëlueerd bij pH 2,5 in de eerste panningsronde vertonen allemaal groei na de derde 
panningsronde wat volgens de verwachtingen is (figuren 22; 23; 24). Er zijn dus telkens fagen 
die aan HuLF gebonden blijven na elutie bij pH 2,5 om dan te elueren bij pH 2,0 en 1,5. 
Aangezien er bij R2 overal groei is, wordt er in R3 ook overal groei verwacht. 

 

Figuur 22: Groei van E. coli cellen geïnfecteerd met panningsronde 3 – fagen in 2x YT medium met tetracycline. 
De fagen zijn geëlueerd in glycine buffer: (1) pH 2,5; (2) pH 2,0; (3) pH 1,5. Panningsronde 2 – fagen werden in 

de eerste en tweede panningsronde geëlueerd bij pH 2,5. 

 

Figuur 23 Groei van E. coli cellen geïnfecteerd met panningsronde 3 – fagen in 2x YT medium met tetracycline. 
De fagen zijn geëlueerd in glycine buffer: (1) pH 2,5; (2) pH 2,0; (3) pH 1,5. Panningsronde 2 – fagen werden in 

de eerste panningsronde geëlueerd bij pH 2,5 en in de tweede bij pH 2,0. 

 

Figuur 24 Groei van E. coli cellen geïnfecteerd met panningsronde 3 – fagen in 2x YT medium met tetracycline. 
De fagen zijn geëlueerd in glycine buffer: (1) pH 2,5; (2) pH 2,0; (3) pH 1,5. Panningsronde 2 – fagen werden in 

de eerste panningsronde geëlueerd bij pH 2,5 en in de tweede bij pH 1,5. 
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Buffer/Reagent Concentration 

Biotinylated eGFP 10 Ɋg/ml 

Lactoferrin 10 Ɋg/ml in MEST 

EDC: 1-ethyl-3-[3-dimethylaminopropyl] carbodiimide

NHS: N-hydroxysuccinimide

0.4 M in EDC/NHS  (see AN1)

0.1 M in EDC/NHS  (see AN1) 

PBST: Phosphate buffer saline, pH 7.4, 0.01% Tween 20 10 mM 

MEST: 2-(N-morpholino) ethanesulfonic acid, pH 6.0 ,0.01% Tween-20 50 mM 

PBS with 0.1% Tween 20, 1M NaCl 10 mM

Glycine buffers: Glycine (pH 2.5, pH 2.0, pH 1.5) 0.1 M 

Table 1: Reagents and buffers required for FO-SPR. All solutions were prepared with deionized water purified by a Milli-Q Plus system.

This application note makes use of either streptavidin pre-functionalized probes, which are ready-for-use to bind biotinylated 
capture protein in common lab buffers, or alternatively generic carboxyl probes. The latter can be used to immobilize a wide 
range of molecules and are not dependent on the availability of biotinylated or tagged materials, but they do require additional 
preparation as described in application note 1: Carboxyl probe immobilization for label-free protein quantification.  Both sets of 
probes are suitable for regeneration and in-run reuse, with the only limiting factors being the stability of the capture molecule 
and the strength of the target binding.

Figure 2: Schematic representation of the biopanning procedure using FO-SPR.
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5.2.1.2 Opgroei fagen uit verschillende elutiebuffers 

Zoals te zien op figuur 17 is er groei in baffles 1 en 3. Dit indiceert dat er fagen bij pH 2,5 en 
pH 1,5 geëlueerd zijn. De fagen bezitten een tetracycline resistentie gen waardoor enkel 
geïnfecteerde E. coli cellen in een tetracyline bevattend medium kunnen groeien. In de glycine 
buffer pH 2,0 waren er geen fagen aanwezig om E. coli cellen in een selectief medium te laten 
opgroeien. Er wordt vermoed dat een deel van de gebonden fagen bij pH 2,5 elueren, maar er 
blijven waarschijnlijk fagen met een hogere bindingssterkte gebonden. De elutie bij pH 2,0 is 
vervolgens niet sterk genoeg om deze sterkere binders te elueren waardoor geen groei te zien 
is. Bij pH 1,5 is dit wel het geval, waardoor we mogen verwachten dat er hier fagen aanwezig 
zijn met een hogere bindingssterkte voor HuLF. 

 

Figuur 17: Groei van E. coli cellen geïnfecteerd met R1–fagen in 2x YT medium met tetracycline. De fagen zijn 
geëlueerd in glycine buffer: (1) pH 2,5; (2) pH 2,0; (3) pH 1,5. 

5.2.2 Panningsronde 2 

De fagen opgegroeid uit de eerste panningsronde, geëlueerd bij pH 2,5 en 1,5, en opgegroeid 
na infectie van E. coli cellen, ondergaan een volgende panningsronde. 

5.2.2.1 Grafiek biosensor 

Bij de tweede panningsronde is reeds een duidelijke golflengteshift te zien (figuur 18). Er is 
dus faagbinding op het gecoate HuLF. Er wordt verwacht dat de fagen, geëlueerd bij pH 1,5, 
sterkere binders zijn en dus een grotere shift vertonen. Alhoewel dit te zien is op de grafiek, is 
dit eerder minimaal. 

 

Figuur 18: Grafiek golflengteshift bij het incuberen van de fiber met R1-fagen: panningsronde 2 (R2). 
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Figure 5 – Workflow optimization
(A) Regular workflow biopanning, clone selection and characterization. ELISA preference for high 
producers and high avidity samples.  Numbers of clones indicated as example; numbers can differ by 
project.

Figure 3 – Biopanning for eGFP binding phage
M13 phage libraries expressing peptides on either p3 or p8 viral protein are grown, captured on 
streptavidin-biotin-eGFP coated microtiterplates and eluted to be used in subsequent culture cycles 
for 3 rounds of panning.
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pH  1.5 (green), 2.0 (red) and 2.5 (blue)
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geëlueerd in glycine buffer: (1) pH 2,5; (2) pH 2,0; (3) pH 1,5. 

5.2.2 Panningsronde 2 

De fagen opgegroeid uit de eerste panningsronde, geëlueerd bij pH 2,5 en 1,5, en opgegroeid 
na infectie van E. coli cellen, ondergaan een volgende panningsronde. 

5.2.2.1 Grafiek biosensor 

Bij de tweede panningsronde is reeds een duidelijke golflengteshift te zien (figuur 18). Er is 
dus faagbinding op het gecoate HuLF. Er wordt verwacht dat de fagen, geëlueerd bij pH 1,5, 
sterkere binders zijn en dus een grotere shift vertonen. Alhoewel dit te zien is op de grafiek, is 
dit eerder minimaal. 

 

Figuur 18: Grafiek golflengteshift bij het incuberen van de fiber met R1-fagen: panningsronde 2 (R2). 

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

3,5

4

4,5

0 100 200 300 400 500 600

G
ol

fle
ng

te
sh

ift
 (n

m
)

Tijd (s)

Biopanningsronde 2: faagbinding

R2 2,5

R2 1,5

W
av

el
en

gt
h 

sh
ift

 (n
M

)

Time (s)

   

35 

5.2.1.2 Opgroei fagen uit verschillende elutiebuffers 

Zoals te zien op figuur 17 is er groei in baffles 1 en 3. Dit indiceert dat er fagen bij pH 2,5 en 
pH 1,5 geëlueerd zijn. De fagen bezitten een tetracycline resistentie gen waardoor enkel 
geïnfecteerde E. coli cellen in een tetracyline bevattend medium kunnen groeien. In de glycine 
buffer pH 2,0 waren er geen fagen aanwezig om E. coli cellen in een selectief medium te laten 
opgroeien. Er wordt vermoed dat een deel van de gebonden fagen bij pH 2,5 elueren, maar er 
blijven waarschijnlijk fagen met een hogere bindingssterkte gebonden. De elutie bij pH 2,0 is 
vervolgens niet sterk genoeg om deze sterkere binders te elueren waardoor geen groei te zien 
is. Bij pH 1,5 is dit wel het geval, waardoor we mogen verwachten dat er hier fagen aanwezig 
zijn met een hogere bindingssterkte voor HuLF. 

 

Figuur 17: Groei van E. coli cellen geïnfecteerd met R1–fagen in 2x YT medium met tetracycline. De fagen zijn 
geëlueerd in glycine buffer: (1) pH 2,5; (2) pH 2,0; (3) pH 1,5. 

5.2.2 Panningsronde 2 

De fagen opgegroeid uit de eerste panningsronde, geëlueerd bij pH 2,5 en 1,5, en opgegroeid 
na infectie van E. coli cellen, ondergaan een volgende panningsronde. 

5.2.2.1 Grafiek biosensor 

Bij de tweede panningsronde is reeds een duidelijke golflengteshift te zien (figuur 18). Er is 
dus faagbinding op het gecoate HuLF. Er wordt verwacht dat de fagen, geëlueerd bij pH 1,5, 
sterkere binders zijn en dus een grotere shift vertonen. Alhoewel dit te zien is op de grafiek, is 
dit eerder minimaal. 

 

Figuur 18: Grafiek golflengteshift bij het incuberen van de fiber met R1-fagen: panningsronde 2 (R2). 
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van de fracties gebeurt als volgt: de pH waarbij de faag geëlueerd werd in R1 ³/´ de pH waarbij 
de faag geëlueerd werd in R2 ³/´ de pH waarbij de faag geëlueerd werd in R3 (bijvoorbeeld: 
2,5/2,5/2,5). 

 

Figuur 15: Schema biopanningsronden met verschillende elutie pH’s. * = geen groei. 

5.2.1 Panningsronde 1 

5.2.1.1 Grafiek biosensor 

Bij de eerste panningsronde met de faagbibliotheek, is er een minimale shift waar te nemen 
tijdens de faagbinding (figuur 16). De faagbibliotheek bevat in theorie 206 verschillende fagen. 
Daarvan binden er maar een gering aantal met als gevolg dat er slechts een minimale shift te 
zien is. Dit resultaat is overeenkomstig met een ELISA resultaat waar eveneens een lage binding 
te zien is ten opzichte van het target (figuur 29). 

 

Figuur 16: Grafiek golflengteshift bij het incuberen van de fiber met de faagbibliotheek: panningsronde 1 (R1). 
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(B) Efficiency gain by fast in workflow monitoring, and kinetic characterization direct on phage. 
Validation only on a limited number of selected clones, using the same kinetic analysis method. 
Numbers of clones indicated as example; numbers can differ by project.
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