In 13000-facher Vergr!sserung
unter dem Elektronenmikroskop
kann man deutlich die
Geburtsnarben sehen, die
entstehen, wenn Hefezellen
(Saccharomyces cerevisiae) sich
durch Knospung vermehren.
Ml!chte man Fremd-DNA
einf"hren, muss ein Teil der
Zellwand durch abbauende Enzyme
entfernt werden.

At 13,000-fold magnification
electron microscopy clearly
shows the birth scars produced
by budding yeast cells
(Saccharomyces cerevisiae) .
Part of the cell wall must first be
removed by degrading enzymes in
order to insert foreign DNA.

Les cellules de levur¢Saccharomyces
cerevisiae)e reproduisent par
bourgeonnement.

Starthilfe durch Hefe

Bei der Suche nach neuen Leitstrukturen wandeln die
Medizinalchemiker seit kurzem auf Hefepfaden urehniot
einer Kooperation mit Evolva «Genetische Chemtaskegithes
Verfahren zum erweiterten Naturstoff-Screening.

Viele von Tieren, Pflanzen odersen. Auchistes nichtimmer m"glich, Bauplan eines Naturstoffes und
Pilzen produzierte Stoffe haben Ei- einen solchen Stoff £+ so man ihn bringt im besten Fall Zellen oder ein-
genschaften, die fir Arzneimittelher- gefunden hat + dann direkt aus der zellige Organismen dazu, ihn zu pro-
steller von Interesse sind. Sie k"n- Natur flr den Menschenin gr'sseren duzieren * solange es sich um Eiwei-
nen z. B. bei der Abwehr von Viren Mengen nutzbar zu machen. Denn sse handelt. Auch niedermolekulare
und unliebsamen Bakterien oder bei oft kommen die herstellenden Orga- Stoffe lassen sich so herstellen. Nur
Krebs helfen. nismen nur selten und an exotischen muss man in diesem Falle nicht nur

Solche Substanzen zu finden, ist Orten vor, produzieren die Substan- einen Bauplan !bertragen, sondern
jedoch aufwi#ndig und relativ un- zen nur in geringen Mengen oder in die genetische Information f!r all jene
effektiv, wenn aus jedem einzelnen unterschiedlicher Qualit#t. Eiweisse, die an der Herstellung ei-
Organismus erst Extrakte gewonnen  Das Nachschub-Problem I#sst nesbestimmten Naturstoffes beteiligt
und daraus die eventuell aktiven sich manchmal biotechnologisch I'- sind, normalerweise aber nicht per se
Komponenten isoliert werden m!s- sen: Man isoliert den genetischen in der Produktionszelle vorkommen.
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Warum nun sollte man die- Funktionalit#ten» vorsorglich auf
sen biotechnologischen Weg der alle Zellen ausgedehnt haben, in
Stoffherstellung eigentlich nur in die man unter Standard-Laborbe-

RoWorld

Starting with yeast

Richtung Optimierung der Synthese dingungen die Erbsubstanz anderer In their search for new lead structures our medicinal
eines Molek!ls gehen? K'nnte man Organismen einschleusen kann, so chemists have recently been using genetic chemistry, an

mit den Winzlingen nicht auch eine arbeiten sie doch bevorzugt nur mit
Art Biologie getriebene kombinato- einem Produzenten, mitSaccha-
rische Chemie und Selektion neuer romyces cerevisiaeEs ist ein Pilz,
Molek!le in einem betreiben? Die den nahezu jeder von uns kennt:
Experten von Evolva haben genauals B#ckerhefe.
das geschafft. In diese Hefepilz-Zellen wer-
den k!nstliche Chromosomen ein-
Wenn die Hefe zur Leitstruk-
tur weist
Auch wenn die Erfinder Ale- Naturstoffe sind das Ergebnis von
xandra Sorensen, Suren Nielsen,Wechselwirkungen verschiedener

Curt Nielsen und Neil Goldsmith Enzyme in Zellen, die in verschie-

ihr Patent «<Methoden flr das Multi- denen Organismen #hnlich sind.
Parameter-Screening und die Evo- Durch Kombination der Gene unter-
lution von Zellen zur Produktion von schiedlicher Spezies flr den Synthe-
kleinen Molek!len mit multiplen seweg einer bestimmten Naturstoff-

Genetische Chemie im Prinzip:

Gene verschiedener Spezies werden
zu k"nstlichen Chromosomen
zusammengef'hrt. In Hefezellen
werden mittels dieser k"nstlichen
Chromosomen einige Naturstoffe

auf neuen Wegen produziert. In die
Hefezellen eingebaute Testsysteme
sorgen daf'r, dass nur jene "berleben,
die ein bestimmtes, an die Existenz
eines Naturstoff gekoppeltes Merkmal
aufweisen. Diese Hefezellen werden
vermehrt und ihre Produkte analysiert.

How genetic chemistry works:
Genes from different species

are merged to form artificial
chromosomes which are then
used to manufacture natural
products in yeast cells. Test
systems incorporated into the yeast
cells ensure that only those cells
displaying a certain characteristic
linked to the existence of a natural
product will survive. These yeast
cells are then grown and their
products analysed.

ingenious approach to the expansion of natural product
screening, to explore the opportunities open up by yeasts,
in a cooperative venture with Evolva.

Many naturally occurring sub- print and, in the best-case scenario,

gebracht, die Gene verschiedener stances produced by animals, plants getting cells or single-celled organ-
Organismen enthalten. «Bioaktive or fungi have properties thatinterest isms to manufacture it + assuming

drug manufacturers. They can help we're talking about proteins. We
defend against viruses, unwelcome can also produce low-molecular-
bacteria and even cancer. weight substances. However, in this
However, finding such sub- case it is not enough to transfer
stances is a laborious and relatively just one blueprint. What's needed
ineffective process if we first have is the genetic information for all the
to obtain extracts from every single proteins involved in making a given
organism and then isolate active natural product but which aren't
components from them. themselves normally present in the
Even once we find them, we producer cell.
can't always make such substances  But why follow this biotech-
useful to humans in large quanti- nological production pathway only
ties directly from nature. Often the to optimise synthesis of a single
producer organisms are rare, occur molecule? Wouldn't it be possible
only in exotic locations and make the to use microorganisms to pursue a
substances only in small amounts kind of biology-driven combinatorial
and/or variable quality. chemistry and new molecule selec-
Biotechnology can sometimes tion in one?
solve the supply problem by isolat- This is exactly what the Evolva
ing a natural product's genetic blue- scientists have done.

=i

K"nstliche Chromosomen
Yeast chromosomes with
expression cassettes
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Genetische Chemie in der Praxis: Auch bei Evolva werden
Naturstoffproduzenten wie Pflanzen zun#chst zerm!rsert.

Genetic chemistry in practice: Even at Evolva, plant
producers of natural products are first ground in a pestle
and mortar.

La chimie g$n$tique en pratique courante: ici aussi, les
producteurs de substances naturelles sont tout d'abord broy$s.

klasse, zum Beispiel der Synthese«Gezielte Evolution»
von Carotinoiden oder Capsaicinen,  Bisher habe man bevorzugt
produzieren die Hefezellen m"gli- Gene verschiedener Organismen
cherweise ganz neue, in der Natur zur Produktion einer Naturstoff-
nicht vorhandene Substanzen mit klasse !bertragen. Aber jede nur
bioaktiven Eigenschaften, wobei der erdenkliche ~ Kombination  von
Anteil der Modifikationen durch die Syntheseweg-Genen, sei machbar,
Hefezellen nicht unbetr#chtlich sein meint Prof. Jutta Heim, Evolvas
kann. Die so erzeugten Substanzen Chief Technology Officer (CTO).
k"nnen uns als neue Leitstrukturen Evolvas Plattform sei nicht nur flr
bei der Arzneimittelsuche dienen», das Auffinden neuer Leitstruktu-
berichtet der Initiator der Koope- ren, sondern auch flr deren Op-
ration mit Evolva, der globale Lei- timierung geeignet. Denn wl!rde
ter der Medizinalchemie Prof. Hans man einer Hefezelle, die eine solche
Joachim B"hm. Leitstruktur produziere, zus#tzliche
genetische Information zufthren,
k"'nnten die Eigenschaften dieser
Verbindung weiter verbessert wer-
den £ ein Prozess, der «gezielte
Evolution» genannt w!rde, so Heim.
Evolvas Technologie eignet sich
nicht nur flr die Suche nach neuen
Arzneimitteln, sondern auch f!r die
nach neuen Pflanzenschutzmitteln,
neuartiger Substanzen, sie k"nnen Insektiziden oder Kosmetika. In der
auch gleich schon ein erstes Test- Kooperation mit Roche, die am
Ergebnis mitliefern und die Frage 31. Dezember 2009 unterzeichnet
beantworten: Befinden sich unter wurde, suchen die Forscher zu-
den synthetisierten Substanzen n#chst nach neuen Molek!Istruk-
auch jene mit den gew!nschten turen mit antiinfektiver und anti-
therapeutischen Eigenschaften? So tumoraler Wirksamkeit. Die Details
l#sst man die modifizierten Hefen der Zusammenarbeit wurden von
beispielsweise gegen spezifische Pharma Partnering unter der Lei-
Viren antreten. Wer den Kampf tung von Allianzdirektor Matthias
Iberlebt, muss etwas produzieren, Steger ausgearbeitet. Roche wird
was ihn vor der Attacke der Sch#d- Evolva nicht nur mit finanziellen
linge sch!tzt. Gleichzeitig k"nnen Mitteln, sondern auch mit der Ex-
diese neuen Substanzen nicht sehr pertise in der Assay-Entwicklung
toxisch sein, sonst w!rden die He- und der analytischen Chemie un-
fezellen ihre Produktion nicht !ber- terstltzen.
leben.

Wirksamkeits- und
Tox-Screening inclusive

Da die Hefezellen nicht nur die
k!nstlichen Chromosomen, son-
dern auch gleich noch ein internes
Testsystem mit eingepflanzt be-
kommen k"nnen, synthetisieren sie
nicht nur eine Fllle bekannter und
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Extrahiert werden dann aber nicht die Naturstoffe selbst, sondern die Baupl#ne
f'r die Enzyme, welche die bioaktiven Substanzen in Zellen produzieren.

What is then extracted is not the natural products themselves, but the blueprints
for the enzymes that produce the bioactive substances in cells.

On en extrait le code g$n$tique pour les enzymes qui produisent les substances
bioactives dans des cellules.

Yeast pointers to lead struc- Efficacy and tox screening
tures combined

Even though, as a precaution, The yeast cells can be implanted
the inventors Alexandra Sorensen, simultaneously not only with the ar-
Suren Nielsen, Curt Nielsen and tificial chromosomes, but also with
Neil Goldsmith extended their pat- aninternal test system. Thus, as well
ent "Methods for multiple parameter as synthesising a large number of
screening and evolution of cells known and novel compounds, they
to produce small molecules with can provide an immediate test re-
multiple functionalities' to all cells sult and answer to the question: do
into which genetic material of other the synthesised compoundsinclude
organisms can be introduced under any with the therapeutic properties
standard laboratory conditions, they we're looking for? For example,
work mainly with only one producer, the modified yeasts can be pitted
Saccharomyces cerevisiaa fungus against specific viruses. The yeasts
that almost all of us know as baker's that survive the battle necessarily
yeast. produce substances that protect

Into these yeast cells are intro- them against pathogen attack. At
duced artificial chromosomes con- the same time these new sub-
taining genes from various organ- stances can't be too toxic because
isms. ‘Bioactive natural products the yeast cells would die producing
are the result of interactions be- them.
tween various enzymes in cells that
are similar in different organisms," "Directed evolution'
reports Global Head of Medici- Until now, according to Prof.
nal Chemistry Prof. Hans Joachim Jutta Heim, Evolva's Chief Technol-
B"hm, the initiator of the coopera- ogy Officer, the standard practice
tive venture with Evolva. ‘By combin-has been to transfer genes from
ing the genes of different species various organisms to produce one
coding for the synthetic pathway of class of natural products. But any
a particular class of natural prod- conceivable combination of syn-
ucts, for example carotenoid or thetic pathway genes is feasible.
capsaicin synthesis, the yeast cells Evolva's platform is suitable not only
may produce completely new bioac- for discovering new lead structures,
tive substances that do not occur in but also for optimising them. Add-
nature. In this process, the propor- ing further genetic information to
tion of modifications effected by the a yeast cell producing such a lead
yeast cells is potentially substantial. structure could further improve the
The substances we create in this structure's properties +inaprocess,
way can serve as new lead struc- says Heim, that has been called
tures in the search for drugs. “directed evolution'
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Diese Baupl#ne werden in Hefezellen "bertragen, die auf
Agar-Agar-N#hrb!den in Petrischalen kultiviert werden.

These blueprints are transferred to yeast cells which are
grown on agar culture media in Petri dishes.

Ces codes sont transf$r$s dans des cellules de levure cultivées
en g$lose nutritive, dans des bo%tes de P$tri.

Evolva's technology is suitable and antitumour activity. The details
for searching not only for new of the collaboration were formu-
drugs, but also for new plant pro- lated by Pharma Partnering under
tection agents, insecticides and Alliance Director Matthias Steger.
cosmetics. Under the cooperative Roche will support Evolva not only
agreement with Roche, signed on with financial resources, but also
31 December 2009, the researcherswith expertise in assay development
are looking initially for new molec- and analytical chemistry.
ular structures with anti-infective

Hefezellen, die Stoffe mit den gew"nschten Eigenschaften produzieren, werden
durch Fermentation vermehrt. Tina Benawra "berf"hrt die Hefezellen daf'r
zun#chst in einen Blender, in dem der Agar-Agar entfernt wird, und dann zur
weiteren Kultur in einen Erlenmeyerkolben.

Proliferation stage: the yeast cells are first transferred to a blender to remove the
agar and then to an Erlenmeyer flask for further growth.

Les cellules de levure sont tout d'abord pass$es au mixeur pour I'Slimination de la g$lose,
puis transvas$es dans un erlenmeyer pour leur culture ult$rieure et leur multiplication.

Die aktiven Substanzen werden aus der Fermentations-
br'he mit HPLC isoliert (Abbildung rechts unten) und mit
Massenspektroskopie analysiert, wie hier zu sehen.

The active substances are isolated from the fermentation
broth by HPLC and analysed by mass spectroscopy.

Les substances actives sont isol$es dans le bouillon de
fermentation par HPLC et analys$es par spectroscopie de
masse.
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Sie sind zufrieden "ber die erste gemeinsame Arbeit  ssitzung, Experten von Roche und Evolva (v.l.)/ Happy with the first
joint working session (from left)/  Des sp$cialistes de Roche et d'Evolva satisfaits ldgoremi*re s$ance de travail commune
(d.g.5d.):Hans Joachim B!hm, globaler Leiter der Medizinalche = mie Roche, Thomas Tange (Evolva), Curt Nielsen

(Evolva), Jorgen Hansen (Evolva), Neil Goldsmith, C EO Evolva, Michael Naesby (Evolva), Jutta Heim, CTO Evolva, Jeremy
Beauchamp (Roche), Sanne Hansen (Evolva), Georg Jae schke (Medizinalchemie Roche), Markus Schwab (Evolv  a) und
Matthias Steger (Pharma Partnering Roche).

D$marrage au starter gr%ce & la levure

Depuis peu, les chimistes m!dicinaux s'int!ressent " la levuféuand la levure m*ne & la Criblage d'efficacit$ et de toxicit$
pour la recherche de nouvelles structures pilotes et utilisert"ucture pilote compris

. X IIs travaillent aveSaccharomyces ce- Comme il est possible d'y int$grer un
une m!thode astucieuse pour le criblage !tendu des substagggsevure de boulanger). v$ritable «syst‘me exp$rimental» outre
naturelles. Dans ces cellules de levure, ils ont les chromosomes artificiels, les cellules

int$gr$ des chromosomes artificiels por- de levure permettent non seulement
teurs de g*nes de diff$rents organismes. de synth$tiser une foule de substances
De nombreuses substances synth$ti- pour une substance naturelle et essaie «Les substances naturelles biologique- connues et inconnues mais aussi de
s$es par des animaux, des plantes ou desde faire produire celle-ci par des cellules ment actives r$sultent d'interactions fournir d'embl$e un premier r$sultat sur
champignons ont des propri$t$s qui pr$- ou des micro-organismes unicellulaires. entre diverses enzymes dans des cellulesla pr$sence parmi celles-ci de compos$s
sentent un int$r&t pour les fabricants de Cette solution est valable pour les pro- qui sont similaires chez diff$rents orga- dot$s des propri$t$s th$rapeutiques sou-
m$dicaments. La n$cessit$ d'obtenir des t$ines. Pour les substances de bas poidsnismes. La combinaison des g*nes de dif- hait$es. Sil'on fait, par exemple, affronter
extraits de chaque organisme producteur mol$culaire, ce n'est pasin code mais f$rentes esp*ces pour la synth*se d'une aux levures modifi$es des virus, on peut
puis d'en isoler des composants rend tou- l'information g$n$tique pour chacune classe de substances naturelles donn$e constater que les cellules qui survivent
tefois les recherches complexes et relati- des prot$ines intervenant dans la syn- pourrait entra%ner la production par lesproduisent quelque chose qui assure
vement peu efficaces. Sans compter qu'il th*se qu'il faut transf$rer. cellules de levure de tout nouveaux com- leur protection sans pour autant &tre
s'agit souvent d'organismes rares, qu'on Pourquoi n'utiliser cette voie bio- pos$saux proprist$s bioactives, n'existanttr*s toxique * sinon elles en mourraient
ne trouve que dans des lieux exotiques technologique de production que pour pas dans la nature. En l'occurrence, la elles aussi.
ou qui ne synth$tisent les substances optimiser la synth*se d'une mol$cule? part des modifications par les cellules de Ensemble, les scientifiques cher-
d'int$r&t qu'en petites quantit$s et diff$- Ne pourrait-on pas aussi exploiter les levure n'estenaucun cas n$gligeable. Les chent avant tout de nouvelles structures
rentes qualit$s. micro-organismes pour allier chimie compos$s ainsi obtenus peuvent nous mol$culaires efficaces contre des virus
Le probl*me du r$approvisionnement combinatoire et criblage de substances servir de nouvelles structures pilotes pour et des tumeurs.
peut parfois &tre r$solu gr+ce 5 la bio- naturelles? C'est ce qu'ont r$ussi 5 faire larecherche de m$dicaments», a expliqu$
technologie: on isole le code g$ns$tique les sp$cialistes d'Evolva. le professeur Hans Joachim B"hm.
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