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Super-Hochdurchsatz-Screening von
enantioselektiven Katalysatoren mittels
parallelisierter Kapillarelektrophorese**

Manfred T. Reetz,* Klaus M. Kiihling, Alfred Deege,
Heike Hinrichs und Detlev Belder*

Die Enantiomerenreinheit des Produkts einer asymme-
trisch verlaufenden Reaktion wird iiblicherweise durch Tren-
nung der Enantiomere mit konventioneller Gaschromato-
graphie  (GC),  Hochdruckfliissigkeitschromatographie
(HPLC)™ oder Kapillarelektrophorese (CE)P! unter Verwen-
dung chiraler stationédrer Phasen ermittelt. Allerdings lassen
sich mit diesen sequentiell betriebenen Trennverfahren in der
Regel nur einige Dutzend Bestimmungen des Enantiomeren-
iiberschusses pro Tag durchfiihren. Bei unseren Untersuchun-
gen zur Erzeugung von enantioselektiven Enzymen durch
gerichtete Evolution befassen wir uns seit einiger Zeit auch
mit der Entwicklung von ee-Screeningsystemen mit hohem
Durchsatz.¥ Solche Assays sind auch fiir die kombinatorische
Herstellung enantioselektiver Ubergangsmetallkatalysatoren
essentiell.’] Die von uns und anderen Arbeitsgruppenl®
bislang beschriebenen ee-Screeningsysteme basieren auf
UV/Vis- und Fluoreszenzspektroskopie, Circulardichroismus
oder Massenspektrometrie und haben alle Grenzen beziiglich
des Substrat- und Reaktionstyps sowie des Durchsatzes (300 -
1000 Proben pro Tag). Wir berichten nun iiber ein Screening-
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system, mit dem Tausende von ee-Wert-Bestimmungen pro
Tag moglich sind.

Ausgangspunkt unserer Uberlegungen war die herkémm-
liche CE, die elektrophoretische Trennungen von Enantio-
meren durch den Zusatz chiraler Selektoren zum Elektroly-
ten ermdglicht.Pl Als chirale Selektoren werden bevorzugt
geloste Cyclodextrine (CDs) als pseudostationidre Phasen
eingesetzt. Ein wichtiges Einsatzgebiet der CE ist die DNA-
Analyse und -Sequenzierung. Insbesondere fiir das Human-
Genom-Projekt wurden mehrere technische Realisierungen
dieses Verfahrens entwickelt, um den Probendurchsatz deut-
lich zu erhdhen. 81 Dazu z#hlt die Kapillar-Array-Elektro-
phorese (CAE), bei der viele Kapillaren parallel betrieben
werden, um DNA-Trennungen oder -Sequenzierungen mit
hohem Durchsatz automatisiert zu ermdglichen.l” Spezielle,
auf die DNA-Analytik abgestimmte Gerite dieser Art sind
inzwischen kommerziell erhiltlich, z.B. das MegaBACE-
System,’! das aus 6 Biindeln zu je 16 Kapillaren zur Bearbei-
tung von Standard-96er-Mikrotiterplatten besteht. Unser
Ansatzpunkt fiir das Hochdurchsatz-Screening von enantio-
selektiven Katalysatoren war die Adaptierung dieser Technik
unter Verwendung chiral modifizierter Elektrolyte.'”) Als
konkretes Ziel wihlten wir die Bestimmung des ee-Werts von
chiralen Aminen.

Chirale Amine des Typs 3 sind wichtige Zwischenstufen bei
der Synthese von Pharmazeutika und Pflanzenschutzmit-
teln.'l Sie konnen unter anderem durch katalytische reduk-
tive Aminierung von Ketonen 1, Markownikow-Addition von
NH; an Alkene 2 oder hydrolytische, Enzym-katalysierte
kinetische Racematspaltung von Amiden 4 (oder Riickreak-
tion) hergestellt werden.

O

)l\ NH3 / [H]
H3C™ R Katalysator
1
NH, NH,
R A
. NH;3 . HC R HC” R
Katalysator
2 (R)-3 (sr3
H,O
9 EZ a R =n-Pentyl
NHCR'  =hzym b R =n-Hexyl
)\ C R =c-Hexyl
HsC™ "R d R =Phenyl
e R=p-Tolyl
4 f R =1-Naphthyl

In Vorversuchen haben wir zunichst mit einem herkomm-
lichen Einkapillar-CE-System die Elektrophoresebedingun-
gen fiir die Trennung der chiralen Amine 3 in die Enantio-
mere variiert. Um die parallele Detektion in Kapillar-
Arraysystemen mittels Laser-induzierter Fluoreszenz (LIF)
zu ermoglichen, wurden die Amine 3 mit dem {iblichen
Fluoresceinisothiocyanat (FITC) 50”1 unter Bildung der
Derivate 6 umgesetzt. Obwohl eine vollstindige Optimierung
der Elektrolytzusammensetzung nicht fiir alle Verbindungen
durchgefiihrt wurde, zeigen die Versuche, dass durch Varia-
tion des Cyclodextrinderivats in jedem Fall eine zumindest
ausreichende Trennung der Substrate in ihre Enantiomere
gelang (Tabelle 1).
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Tabelle 1. Ergebnisse chiraler CE-Trennungen der Aminderivate 6 unter Varia-
tion der Elektrolytzusammensetzung.[?

Puffer, verwendetes CDI®! 6a 6b 6¢c 6d 6e 6f

40 mmol CHES, 40 mmol y-CD+15% CH;CN B B - ng - -
20 mmol Borat, 20 mmol DM-3-CD
40 mmol CHES, 20 mmol DM-3-CD

40 mmol CHES, 5 mmol DM-$-CD

40 mmol CHES, 40 mmol HE-3-CD - - - -
40 mmol CHES, 20 mmol HE-3-CD - - A - -
40 mmol CHES, 10 mmol HE-3-CD - A A -

A
A
40 mmol CHES, 5 mmol HE-3-CD FB
40 mmol CHES, 2.5 mmol HE-3-CD FB A
A
A

>

> > |
»n
=
1
™
[

40 mmol CHES, 5 mmol HP-a-CD

40 mmol CHES, 20 mmol HP-3-CD - - A -

40 mmol CHES, 5 mmol HP-3-CD - A FB A -
40 mmol CHES, 20 mmol HP-3-CD+ 15 % CH;CN - - A - A
40 mmol CHES, 25 mmol HP-y-CD - A - - -
40 mmol CHES, 6.25 mmol HP-y-CD - B - A FB
40 mmol CHES, 25 mmol HP-y-CD+ 15 % CH;CN - B - - -

40 mmol CHES, 10 mmol NH,-3-CD
40 mmol CHES, 10 mmol 3-CD

[a] A: Antrennung; B: Basislinientrennung; FB: Fastbasislinientrennung; —:
keine Trennung; n.g.: nicht gemessen. [b] DM: Heptakis(2,6-di-O-methyl); HE:
Hydroxyethyl; HP: Hydroxypropyl; NH,: 6*-Amino-6*-desoxy; CHES: 2-(N-
Cyclohexylamino)ethansulfonséure.

In einer Modellstudie wurde nun versucht, das Aminderivat
6 ¢ mit Hilfe der CAE in die Enantiomere zu trennen. Dazu
mussten die in den Vorversuchen fiir ein klassisches Ein-
kapillarsystem entwickelten Parameter auf das Multikapillar-
system MegaBACE {ibertragen werden. Wegen der speziel-
len, auf die DNA-Analytik zugeschnittenen Konfiguration
des Instruments (nur elektrokinetische Injektion und Detek-
tion nur an der Anode moglich), musste das Elektrolytsystem
angepasst werden. Elektrolyte, mit denen in Einkapillar-CE-
Systemen sehr gute Ergebnisse erhalten wurden, lieferten nur
sehr instabile Elektrophoreseldufe mit fiir einzelne Kapilla-
ren stark schwankendem elektrischem Strom. Die erhaltenen,
wenig reproduzierbaren Resultate konnen zum Teil damit
erklart werden, dass eine elektrokinetische Injektion der
anionischen Analyte auch bei nur schwachem kathodischem
elektroosmotischem Fluss (EOF), wie in den verwendeten,
mit Polyacrylamid beschichteten Kapillaren, problematisch
ist. Dagegen waren die Ergebnisse mit einem viskosen
Elektrolyten, der durch Zusatz von linearem Polyacrylamid
(LPA) zum Elektrolyten hergestellt wurde und in dem der
EOF unterdriickt ist, reproduzierbar und von hoher Qualitit.
Als Elektrolyt diente 6.25 mMm y-CD, gelost in einem 40 mm
CHES-Puffer von pH 9.1, der im Verhéltnis 5:1 mit dem hoch
viskosen LPA-Puffer von Amersham Pharmacia verdiinnt

war; pro Kapillare wurde eine Spannung von —10kV bei
8 WA Strom angelegt; und die Probenaufgabespannung betrug
fir 9s —2 kV.

Mit dem adaptierten MegaBACE-Geritl! wurden zunéchst
zwolf Losungen von Gemischen aus (+)/(—)-6¢ analysiert.
Abbildung 1 zeigt die parallel erhaltenen Elektropherogram-
me und Tabelle 2 die mit CAE bestimmten ee-Werte. Zur

N

.
-
15 18

t/min —»

Abbildung 1. CAE-Trennung reprisentativer Proben des Amin-Derivats
6c¢.

Tabelle 2. Vergleich der experimentellen Ergebnisse zur Bestimmung der
Enantiomereniiberschiisse von Proben aus (+)/(—)-3 ¢ mittels GC und von
den entsprechenden Proben aus (+)/(—)-6 ¢ mittels CAE.

Probe ee-Wert 3¢ (GC) [%] ee-Wert 6¢ (CAE) [%]
1 98 >95
2 88 90
3 84 82
4 74 70
5 74 70
6 38 38
7 18 16
8 18 16
9 0 0

10 0 2

11 54 52

12 54 52

Kontrolle wurde die Enantiomerenreinheit der nichtderivati-
sierten Amine (+)/(—)-3¢ gaschromatographisch unter Ver-
wendung einer chiralen stationidren Phase (Ivadex-1/PS086 d;:
0.15 um, i.D.: 0.25, I: 25 m) bestimmt. Die Ubereinstimmung
ist sehr gut, obwohl die Integration des CAE-Signals fiir das
(+)-Isomer, insbesondere bei geringen (+)/(—)-Verhéltnissen
(Probe 1), durch eine Verunreinigung erschwert war (Ta-
belle 2).

Die so durchgefiihrte, noch nicht beziiglich der Analysen-
zeit optimierte Enantiomerentrennung benoétigt etwa 19 Mi-
nuten. Bei Verwendung des automatisierten 96er-Arraysys-
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tems sind mindestens 7000 ee-Wert-Bestimmungen pro Tag
moglich. Durch Optimierung der experimentellen Parameter,
z.B. durch Erhohung der elektrischen Feldstirke und/oder
Steuerung des elektroosmotischen Flusses mit Hilfe spezieller
Kapillaren,?¥ kénnen deutlich kiirzere Analysenzeiten er-
reicht werden, so dass 15000-30000 ee-Wert-Bestimmungen
pro Tag realistisch sind. Ein solches Super-Hochdurch-
satz-Screening der Enantioselektivitét ist mit keinem anderen
zurzeit verfiigbaren System moglich. Angesichts der Tat-
sache, dass mit der CAE viele Vorteile verbunden sind, z. B.
kleinste Probenmengen, nahezu kein Solvensverbrauch, Ab-
wesenheit von Hochdruckpumpen und -ventilen, sehr variab-
ler Einsatz unterschiedlicher, relativ kostengiinstiger chiraler
Phasen, erscheint der hier beschriebene Assay besonders
attraktiv.

Eine zweite Moglichkeit zur Erhohung des Analysendurch-
satzes in der CE macht von der Chip-Technik Gebrauch.[®!
Hierbei werden bevorzugt auf photolithographischem Weg
eine oder mehrere Kapillaren auf Mikrochips hergestellt.
Solche Kunststoff- oder Glas-CE-Mikrochips sind bisher zur
Analyse von Oligonucleotiden, DNA-Sequenzfragmenten,
Aminosiduren, DNA-Restriktionsfragmenten und PCR-Pro-
dukten eingesetzt worden. In diesen hoch miniaturisierten
Systemen gelingen Trennungen extrem schnell innerhalb von
Sekunden bis Minuten. Deshalb haben wir begonnen, auch
die Trennung von organischen Verbindungen in ihre Enan-
tiomere auf CE-Mikrochips zu erproben.!¥] Wihrend bei der
Trennung von Biomolekiilen, z.B. von Aminosduren, in
wissrigen Elektrolyten sowohl Plastik- als auch Glas-Chips
genutzt werden konnen,['l stellten wir fest, dass bei der
Trennung von herkommlichen organischen Verbindungen in
Elektrolyten, die organische Solventien enthalten, auf Poly-
methylmethacrylat (PMMA) basierende Mikrochips nicht
bestandig genug sind.

Da Gerite zum Betrieb von CE-Chips noch nicht kom-
merziell erhiltlich sind, wurde zunichst im Eigenbau ein
Instrument angefertigt, das aus zwei Hochspannungsgeriten,
Hochspannungsumschaltern und einem LIF-Detektor (Ar-
gon-Ionenlaser) bestand. Damit konnten unter Verwendung
von Glas-CE-Chips der Firma
Micralyne (Edmonton, Kana-
da) erste vielversprechende
Trennungen der FITC-derivati-
sierten Amine in die Enantio-
mere durchgefiihrt werden. Im
Falle von 6¢ wurde eine Fast-
F basislinientrennung in weniger
als zwei Minuten erreicht (Ab-
bildung 2). Dazu wurde der
gleiche Elektrolyt wie bei der
in Abbildung 1 beschriebenen
Trennung verwendet, jedoch
ohne Zusatz von LPA ; zur Pro-
benaufgabe wurde an den Elek-
troden an Puffereinlass, Puf-
ferauslass sowie Probeneinlass
jeweils eine Spannung von 1 kV
angelegt, wihrend der Proben-
auslass auf Erdpotential war;

—_—

1.4 1.8 22
t/min —»
Abbildung 2. Chirale elektro-
phoretische Trennung des race-
mischen Amin-Derivats 6¢ auf
einem CE-Mikrochip. F=
Fluoreszenzintensitét.
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fiir die Trennung wurde die Spannung dann so umgeschaltet,
dass folgende Potentiale an den vier Elektroden anlagen:
Puffereinlass 1kV, Probeneinlass 0.6 kV, Probenauslass
0.6 kV, Pufferauslass 0 V.

Derzeit wird an der Weiterentwicklung des Analysengeriits
gearbeitet, damit noch grofere elektrische Feldstirken ge-
nutzt werden konnen, die chirale CE-Trennungen in Sekun-
den ermoglichen wiirden. Wir hoffen, dass damit eine zweite
auf der CE basierende Methode zum Super-Hochdurchsatz-
Screening von enantioselektiven Katalysatoren verfiigbar
werden wird. Die Durchfiihrung der katalytischen Reaktio-
nen auf Mikrochips und ihre Kopplung mit diesem CE-
Screeningsystem ist ein weiteres Ziel.

Unsere Arbeit zeigt, dass die zur CAE weiterentwickelte
CE zur Bestimmung der Enantiomerenreinheit genutzt
werden kann. Somit ist ein wahrlich hoher Probendurchsatz
(>7000 ee-Wert-Bestimmungen pro Tag) erstmals moglich.
Dieses Ergebnis sowie die Optimierung der beschriebenen
Methoden diirften fiir die Weiterentwicklung der kombina-
torischen asymmetrischen Ubergangsmetallkatalysel” und
der gerichteten Evolution enantioselektiver Enzyme! ¥ von
grof3er Bedeutung sein.
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Der Aufbau molekularer Funktionseinheiten, wie photo-
elektrochemische Zellen, die sich fiir die Umwandlung von
Sonnenenergie einsetzen lassen, ist nicht nur von groflem
Nutzen, sondern auch eine groBe Herausforderung.!! Hiufig
treten Probleme infolge von Grenzflichendiffusionen der
Donor- und Acceptormolekiile oder von unzureichender
Anregung durch sichtbares Licht bei Halbleitermaterialien
mit groBer Energieliicke auf.[*3]

Im Folgenden mochten wir die supramolekulare Organisa-
tion von Donor-verkniipften Fullerenen vorstellen, durch die
sich eine attraktive Moglichkeit zur Herstellung photoaktiver
Indiumzinnoxid(ITO)-Elektroden ergibt, die sich durch ef-
fiziente Erzeugung von Photostrdmen auszeichnen. Ein
grundlegender Vorteil derartiger maBgeschneiderter Archi-
tekturen besteht darin, die Schichtdicke und die Zusammen-
setzung der organisierten Filme auf molekularem Niveau
kontrollieren zu kénnen.P] Ebenso wichtig sind die spezifische
Ausrichtung und Orientierung der eingebauten Donor-Ac-
ceptor-Systeme zur Erleichterung des Elektronentransfers
zwischen benachbarten Schichten.® Es ist davon auszugehen,
dass die Effizienz, mit der die Photostrome hervorgerufen
werden, vom Zusammenspiel dieser einzelnen Parameter
(Filmdicke, Anordnung und Orientierung) abhingt.

Im Folgenden beschreiben wir die schichtweise Auftragung
des Fulleropyrrolidinium-Ions 1 und der Ruthenium(ir)-poly-
pyridyl-Fulleren-Donor-Acceptor-Dyaden 2 und 3 (Gegenion
jeweils PF¢~; Schema 1) auf Festkorpersubstraten (Quarz
und halbleitende ITO-Elektroden). Die verwendeten Ru-
thenium(11)-polypyridyl-Komplexe zeigen eine ausgeprigte
Rotverschiebung des Absorptionsmaximums bei gleich-
zeitiger Beibehaltung eines hohen Potentials zur Erzeugung
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