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Kombinatorische und evolutionsgesteuerte Methoden zur Bildung
enantioselektiver Katalysatoren

Manfred T. Reetz*

Professor K. Barry Sharpless zum 60. Geburtstag gewidmet

Kombinatorische Methoden in der
Entwicklung enantioselektiver homo-
gener Katalysatoren stellen einen
neuen Zweig der Katalyseforschung
dar. Ziel ist es, Bibliotheken moglicher
asymmetrischer Katalysatoren herzu-
stellen und nicht dem traditionellen
Ansatz folgend einen Katalysator nach
dem anderen zu untersuchen. Ver-
schiedene konzeptionelle Fortschritte
in der parallelen Herstellung chiraler
Liganden sind beschrieben worden.
Die derzeit bedeutsamsten Systeme
bestehen aus modular aufgebauten
Liganden auf festen Tragermaterialien.
Sie bieten einen hohen Grad an struk-
tureller Diversitidt und maximieren so-
mit die Wahrscheinlichkeit, enantiose-
lektive Katalysatoren oder sogar neue
Ligandenklassen fiir die asymmetri-
sche Katalyse zu finden. Suchstrate-
gien wurden entwickelt, die unter an-
derem zu Katalysatoren fiihrten, die
mit traditionellen Methoden wahr-
scheinlich nicht gefunden worden wi-
ren. Die konsequente Anwendung sol-
cher Strategien beinhaltet Tausende

\_

von Katalysatoren und erfordert
Hochdurchsatz-Screeningsysteme zum
Bewerten der Enantioselektivitdt. So
wurden die ersten Hochdurchsatz-ee-
Screeningsysteme fiir die Anwendung
in der gerichteten Evolution enantio-
selektiver Enzyme entwickelt; diese
Screeningsystem basieren auf einer
»Evolution im Reagensglas“ und stel-
len eine Kombination der Methoden
der Zufallsmutagenese, der Genex-
pression und des ee-Assays dar. Da
wahrscheinlich kein Screeningsystem
universell anwendbar ist, sind verschie-
dene Ansidtze notwendig. Diese um-
fassen bis heute Assays, die auf UV/
Vis, Fluoreszenz, Circulardichroismus,
Massenspektrometrie und sogar ent-
sprechend modifizierter Gaschromato-
graphie sowie speziellen Formen der
Kapillarelektrophorese aufbauen. Ei-
nes der leistungsfahigsten Systeme, mit
dem ungefahr 1000 genaue ee-Bestim-
mungen pro Tag moglich sind, beruht
auf der massenspektrometrischen De-
tektion deuteriummarkierter Pseudo-
enantiomere und pseudoprochiraler

Verbindungen. Allerdings ist der As-\
say auf kinetische Racematspaltungen
und/oder Reaktionen prochiraler Ver-
bindungen, die enantiotope Gruppen
tragen, beschrinkt. Ein Super-Hoch-
durchsatz-Screening auf Enantioselek-
tivitdt ist in vielen Féllen durch An-
wendung chiral modifizierter paralle-
lisierter Kapillarelektrophorese mog-
lich. Damit konnen 7000 bis 30000 ee-
Bestimmungen pro Tag durchgefiihrt
werden. Diese und andere analytische
Entwicklungen werden voraussichtlich
weitere Forschungsarbeiten in der
kombinatorischen Suche nach asym-
metrischen homogenen Katalysatoren
und in der gerichteten Evolution enan-
tioselektiver Enzyme fiir Anwendun-
gen in der Organischen Chemie stimu-
lieren.

Stichworter: Analytische Methoden -
Asymmetrische Katalyse - Enzymka-

talyse Hochdurchsatz-Screening -
Gerichtete Evolution - Kombinatori-
sche Chemie

/

1. Einleitung

Die Bedeutung enantiomerenreiner oder -angereicherter
Verbindungen in der pharmazeutischen, der Agro-, der
praparativen Organischen und der Naturstoffchemie wéchst
stetig.l! Dies spiegelt sich auch in dem so genannten ,,chiralen
Markt“ fiir industrielle pharmazeutische Produkte wider, der
sich 1999 auf iiber 200 Milliarden DM belief und voraus-
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sichtlich weiter wachsen wird.l'"¢l Obwohl viele dieser Pro-
dukte nicht durch Totalsynthesen hergestellt werden konnen,
sind dennoch etliche chirale Zielverbindungen der organi-
schen Synthese zugénglich. Die klassische Enantiomerentren-
nung gekoppelt mit der Racemisierung des unerwiinschten
Stereoisomers ist zwar immer noch der industriell bevorzugte
Prozess,'Y in Zukunft wird jedoch die enantioselektive
Katalyse als 6konomisch und 6kologisch attraktivste Strategie
an Bedeutung zunehmen. In der Tat war in den vergangenen
drei Jahrzehnten ein GroBteil der Grundlagenforschung in
der Organischen Chemie der Methodenentwicklung auf dem
Gebiet der asymmetrischen Synthese gewidmet,?! aber wei-
tere Bemiihungen sind notwendig. Die beiden Optionen sind
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einerseits kiinstliche Katalysatoren, wie Ubergangsmetall-
komplexe,®! und andererseits Biokatalysatoren.l” Im ersten
Fall wird eine bekannte Ubergangsmetall-katalysierte Reak-
tion chiral modifiziert, indem chirale Liganden eingefiihrt
werden. Obwohl die Anwendung eines solchen Katalysators
in einer gegebenen Reaktion notwendigerweise iiber diaste-
reomorphe Ubergangszustéinde zu den beiden moglichen
enantiomeren Produkte fiihrt, kann die zugehorige Energie-
differenz |AG% — AG¥| so klein sein, dass keine merkliche
Enantioselektivitit zustande kommt. So wurden z. B. mehr als
2000 chirale phosphorhaltige Liganden hergestellt, von denen
sich nur eine Handvoll als wirklich enantioselektiv (ee >
95%) erwies. Dariiber hinaus ist die Anwendung dieser
Katalysatoren in der Regel auf bestimmte Substratklassen
oder sogar auf spezifische Substitutionsmuster beschréinkt.P!
Zur weiteren Ligandenoptimierung werden zweite und n-te
Generationen von Katalysatoren in einem Prozess entwickelt,
der nach wie vor Erfahrung, Intuition, Kenntnis des Reak-
tionsmechanismus, die F#higkeit, Molecular Modeling und
andere theoretische Techniken anzuwenden, sowie zu einem
Grofteil trial and error erfordert (Abbildung 1a). In fast allen

a) R
T2 Ligandenoptimierung
D>\A<S
5 D
R
b)

ortsgerichtete

”Mutagenese

Abbildung 1. a) Schematische Darstellung der Ligandenoptimierung im
Entwurf eines chiralen Ubergangsmetall(M)-Katalysators (die C,-Symme-
trie ist willkiirlich dargestellt); die Pfeile symbolisieren Punkte moglicher
Strukturverdnderungen, und D steht fiir Donor-Atome. b) Schematische
Darstellung des De-novo-Designs eines enantioselektiven Enzyms; die
Pfeile symbolisieren den Austausch von Aminosduren mittels ortsgerich-
teter Mutagenese.

Fillen miissen nicht nur sterische und elektronische Eigen-
schaften der chiralen Liganden beriicksichtigt werden, son-
dern auch die Natur des Metalls, die Temperatur, das
Losungsmittel und chirale oder achirale Zusitze. Da jeder
Katalysator Schritt fiir Schritt optimiert wird, ist dies mit einer
enormen Menge an Arbeit und Kosten verbunden. Die
Stereoselektivitit wird routinemifBig ermittelt, indem der
Enantiomereniiberschuss (ee) eines gegebenen Produkts
durch konventionelle Verfahren wie Gaschromatographie
(GC),” Hochleistungs-Fliissigkeitschromatographie (HPLC)!®!
oder (weniger oft) Kapillarelektrophorese (CE)["! an chiralen
stationdren Phasen gemessen wird. Einige Dutzend Proben
konnen so pro Tag analysiert werden, was sicherlich nicht den
langsamsten Schritt im Gesamtprozess der Entwicklung eines
enantioselektiven Katalysators ausmacht. Féllt die Wahl auf
die Biokatalyse, werden so viele kommerziell erhéltliche
Enzyme wie moglich getestet, bis sich der Erfolg einstellt.
Wenn die Enantioselektivitdt fiir eine gegebene Reaktion
dennoch inakzeptabel bleibt, kann ein Prozess in Analogie
zur Ligandenoptimierung in der Ubergangsmetallkatalyse
angewandt werden: der Austausch einer Aminosiure an einer
bestimmten Position gegen eine der verbleibenden 19 natiir-
lich vorkommenden Aminosiduren mittels ortsgerichteter
Mutagenese® (Abbildung 1b). Aufgrund der strukturellen
Komplexitdt der Enzyme und des Fehlens zuverléssiger
theoretischer Verfahren sind bis jetzt leider nur sehr wenige
erfolgreiche Fille beschrieben worden.

Aufler der Enantioselektivitdt kennzeichnen auch solche
Parameter wie Aktivitét, Stabilitdt und Wiedergewinnbarkeit
die Qualitédt eines Katalysators. Die Herausforderungen bei
der Herstellung aktiver und enantioselektiver Ubergangs-
metallkatalysatoren oder bei der Optimierung von Enzymen
fir den FEinsatz in asymmetrischen Umsetzungen erinnern
daher an die Probleme (sind aber nicht identisch mit ihnen),
denen Chemiker in der traditionellen Entwicklung therapeu-
tischer Wirkstoffe vor dem Aufkommen der kombinatori-
schen Chemie gegeniiberstanden, d. h. als Substanzen sequen-
tiell, eine nach der anderen, in einer arbeitsintensiven Art und
Weise synthetisiert und getestet wurden. Kombinatorische
Methoden stellen bei der Entdeckung von Wirkstoffen und
anderen biologisch aktiven Verbindungen Werkzeuge bereit,
mit denen groBe Bibliotheken von Verbindungen rasch
synthetisiert und bewertet werden konnen.”) Zwei Strategien
werden angewendet: die iterative Split-and-mix- (auch Split-

&

Manfred T. Reetz, geboren 1943 in Deutschland, erhielt 1965 seinen B.S. von der Washington
University, St. Louis, und 1967 den M.S. in Chemie von der University of Michigan. 1969 erhielt
er mit einer unter der Anleitung von U. Schollkopf angefertigten Arbeit den Doktorgrad von
der Universitit Gottingen. Nach einem Postdoc-Aufenthalt bei R. W. Hoffmann an der
Universitit Marburg habilitierte er sich dort 1974 und verbrachte zwei Jahre als C3-Professor
an der Universitit Bonn, bevor er 1980 C4-Professor in Marburg wurde. 1991 wechselte er nach
Miilheim an der Ruhr, und zwei Jahre spiter wurde er Direktor des Max-Planck-Instituts fiir
Kohlenforschung. Seine derzeitigen Interessen umfassen metallorganische Reagentien und
Katalysatoren in der organischen Synthese, nanostrukturierte Ubergangsmetallcluster und die
gerichtete Evolution als Methode zur Bildung enantioselektiver Biokatalysatoren.

~

/

Angew. Chem. 2001, 113, 292-320



Kombinatorische asymmetrische Katalyse

AUFSATZE

and-pool-) Methode und die Parallelsynthese. Der Vorteil der
Split-and-mix-Synthese, die auf polymeren Triagerharzen
durchgefiihrt wird, liegt in der enorm hohen Zahl an
Verbindungen, die in kurzer Zeit aufgrund der Permutations-
moglichkeiten, die durch die Zahl der Synthesestufen und
Reaktionspartner gegeben sind, theoretisch zugénglich sind.
Die Identifizierung der Mitglieder einer solchen Bibliothek
im Zuge der Dekonvolution oder Kodierung erfordert jedoch
Zeit und Miihe.’®! Bei der Parallelsynthese werden alle
Reaktionen in gesonderten Gefdlen mit automatisierten
Geriten durchgefiihrt, wobei die Produkte zwar in niedrige-
rer Zahl, dafiir aber jedes in einem Gefi3 mit definierter
Position verfiigbar ist. Solche rdumlich adressierbaren Ver-
bindungsbibliotheken sind direkt einem Hochdurchsatz-
Screening auf biologische Eigenschaften zugéinglich, wobei
viele Methoden auf fluoreszenzaktiven oder radioaktiv mar-
kierten Rezeptoren beruhen. Obwohl ein Konsens beziiglich
der Terminologie noch nicht erzielt ist,['”! war streng gesehen
der Begriff , kombinatorisch“ urspriinglich als Bezeichnung
von Split-and-mix-Methoden reserviert.”! Parallelmethoden
in Losung oder an einer Festphase sind tatsdchlich nicht
grundlegend neu, aufler dass Automatisierung und Roboter
unter Anwendung miniaturisierter Ausriistung, wie Mikro-
titerplatten, einen hohen Durchsatz in kleinem MalBstab
ermoglichen. Vielleicht spiegelt die von Combs vorgeschla-
gene vereinfachte Definition der kombinatorischen Chemie
die Meinung der Mehrheit der auf diesem Gebiet tdtigen
Forscher wider:!") |the applied use of technologies and
automation for the rapid chemical syntheses of relative large
numbers of compounds”. In der Wirkstoff-Forschung wird
eine steigende Betonung der Parallelsynthese verzeichnet,
allerdings sind zukiinftige Trends schwierig vorherzusagen.”)

Die Erfolge der kombinatorischen Methoden zunichst in
der pharmazeutischen® und spiter auch in der material-
wissenschaftlichen Forschung!'?l haben Chemiker dazu ange-
regt, diese Techniken in der Katalyse anzuwenden.l'?l Anstatt
Katalysatoren individuell einen nach dem anderen in einem
zeitraubenden Prozess zu synthetisieren und zu testen, wie bei
der Entwicklung des Haber-Bosch-Verfahrens zur Herstel-
lung von Ammoniak, in der Tausende von Katalysatoren und
Katalysatorformulierungen prapariert und nacheinander ge-
testet werden mussten, besteht hier die Idee darin, eine viele
Katalysatoren auf einmal (oder nahezu gleichzeitig) herzu-
stellen und zu priifen.'> ¥ Die Bemiihungen beziiglich dieser
faszinierenden Aussicht waren aus zwei Griinden gehemmt,
einem realen — die entsprechenden Verfahren fehlten — und
einem psychologischen: Kritiker behaupteten, dass jede
Strategie ohne strukturelle und/oder mechanistische Aspekte
nicht nur aus intellektuellen Griinden (fehlende Kreativitét!)
unpassend, sondern auch zum Scheitern verurteilt sei. Tat-
sédchlich aber ergidnzen sich kombinatorische und traditionelle
Methoden in der Katalyseforschung, weshalb die eine Me-
thode niemals die andere ersetzen wird.

Die Forschung in der kombinatorischen Suche nach enan-
tioselektiven Ubergangsmetallkatalysatoren hat immer zwei
Probleme zu bewiltigen: 1) die Entwicklung von Strategien
und Methoden zur Herstellung grofler Bibliotheken aus
chiralen Liganden und/oder Katalysatoren mit hoher struk-
tureller Diversitdt und 2) die Entwicklung von Analyseme-
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thoden fiir das Hochdurchsatz-Screening solcher Katalysato-
ren. Das Testen der Katalysatoraktivitit und -selektivitét
beinhaltet das Erfassen von kinetischen Eigenschaften. Daher
kann dies schwieriger sein als die Entwicklung von auf
Affinitdtsphdanomenen beruhenden Tests auf biologische
Eigenschaften. Das Problem der Identifizierung chiraler
Selektoren in groBen Bibliotheken potentieller Kandidaten
fiir die chromatographische Enantiomerentrennung'¥ unter-
scheidet sich ebenso von der Herausforderung, Hochdurch-
satz-Tests fiir die asymmetrische Katalysatoren zu entwickeln.
Obwohl seit Mitte der 90er Jahre signifikante Fortschritte in
der Entwicklung sehr schneller Detektionssysteme fiir achi-
rale homogene und heterogene Katalysatoren erzielt wur-
den,l'> 13 kam die entsprechende Forschung auf dem Gebiet
der enantioselektiven Katalysatoren nur langsam in Gang.

Meine Arbeitsgruppe stie8 1995 auf die Notwendigkeit,
Hochdurchsatz-Screeningsysteme fiir die Bewertung der
Enantioselektivitdt tausender Biokatalysatoren zu entwi-
ckeln.'l Wir hatten gerade ein Projekt begonnen mit dem
Ziel, die Methoden der gerichteten Evolution!'”! auf die Bil-
dung enantioselektiver Enzyme fiir die organische Synthese
anzuwenden.l'l Daher bildete die geeignete Kombination
molekularbiologischer Methoden fiir die Zufallsmutagene-
sel'® 181 und Genexpression mit den passenden Hochdurch-
satz-Screeningsystemen die Grundlage unserer Strategie
(Schema 1).01 1]

Schema 1. Gerichtete Evolution eines enantioselektiven Enzyms.!")

Der Ausgangspunkt zur Entwicklung eines enantioselekti-
ven Katalysators fiir eine gegebene Reaktion A —B ist ein
Wildtyp- (d.h. natiirlich vorkommendes) Enzym, das die
chemische Umsetzung zwar katalysiert, aber nicht mit einem
akzeptablen Maf3 an Enantioselektivitdt. Das Gen, welches
das Enzym kodiert, wird der Zufallsmutagenese mittels
fehlerhafter Polymerase-Kettenreaktion (error-prone poly-
merase chain reaction, epPCR)!%® oder rekombinanter
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Methoden wie DNA-Shuffling unterworfen.'®! Nach der
Expression in einem geeigneten bakteriellen Wirtorganismus
werden Tausende mutierter Enzyme produziert, die dann auf
ihre Enantioselektivitidt in der interessierenden Reaktion
A —B getestet werden miissen.'”l Da die herkémmlichen
Verfahren zur Bestimmung des ee-Werts einer Reaktion (wie
GC oder HPLC)P 91 nicht geeignet sind, in kurzer Zeit solch
grofe Zahlen von Proben zu bewiltigen, mussten neue
Methoden entwickelt werden.["”] Zwar waren Screeningsyste-
me dieser Art 1995 nicht verfiigbar, doch hatten wir zu-
mindest keine Probleme beziiglich Dekonvolution oder
Kodierung. Der Grund dafiir ist einfach. Nach dem Aus-
plattieren des biologischen Materials auf Agarplatten pro-
duziert jede Bakterienkolonie nur ein mutiertes Enzym, weil
sie von einer einzigen Zelle abstammt. Indem die Bakterien-
klone mit einem automatischen Kolonienpicker einzeln
geerntet und in die mit Nahrmedium gefiillten Vertiefungen
einer Mikrotiterplatte iiberfithrt werden, werden somit An-
ordnungen tausender potentiell enantioselektiver Katalysa-
toren fiir die Tests rdumlich adressierbar, d.h. zugéinglich
(Schema 2).015 17.19]

An diesem Punkt hat die Methode den Charakter einer
kombinatorischen Katalyse. Der Gesamtprozess geht jedoch
viel weiter als die kombinatorische Chemie, denn nun kommt
der Gedanke der Evolution ins Spiel. Nach der Identifizie-
rung des enantioselektivsten Enzyms wird die entsprechende
Mutante erneut der Mutagenese und dem Screening unter-
worfen, und dieser Prozess wird so oft wiederholt, bis die
Enantioselektivitdt den gewiinschten Wert erreicht hat.!'? 1]
Weil die minderwertigen Enzyme/Gene aussortiert werden
und nur mit dem enantioselektivsten weitergearbeitet wird,
haben wir es mit einer Art , Evolution im Reagensglas“ zu
tun. Dieser Ansatz, Enantioselektivitét zu erzielen, ist grund-
legend verschieden von allen anderen Strategien wie der
Ligandenoptimierung in der homogenen Metallkatalyse,P!
dem De-novo-Design von Enzymenl® oder der Bildung
katalytischer Antikorper,?% weil er keine strukturellen oder
mechanistischen Uberlegungen erfordert. In einem gewissen
Sinn ist solch eine evolutiondre Vorgehensweise vollkommen
rational. Das erste Beispiel fiir dieses Konzept wurde 1997
vorgelegt (Abschnitt 3.1),['1 und seitdem sind weitere Fort-
schritte erzielt worden.['% 21l

Die meisten Hochdurchsatz-ee-Screeningsysteme, die fiir
die Bewertung enzymbkatalysierter Reaktionen entwickelt
wurden, diirften genauso gut bei asymmetrischen Ubergangs-
metall-katalysierten Prozessen funktionieren. Aus diesem
Grund haben viele neuere Arbeiten zur Entwicklung solcher
Tests Beachtung gewonnen, und diese Forschung hilt weiter

an. Bevor die Screeningsysteme, die wir und andere bislang
beschrieben haben (Abschnitt 3), vorgestellt und bewertet
werden, ist ein kurzer Uberblick iiber die wichtigsten
Entwicklungen in der kombinatorischen Herstellung enantio-
selektiver Ubergangsmetallkatalysatoren angebracht (Ab-
schnitt 2). Dabei wird deutlich werden, dass diese grund-
legenden Beitridge den Beginn eines faszinierenden neuen
Forschungsgebiets darstellen, dass aber das eigentliche Ziel,
potentiell enantioselektive Katalysatoren in wirklich grofler
Zahl herzustellen und zu bewerten, noch nicht erreicht ist, in
erster Linie aufgrund fehlender Screeningsysteme.

2. Strategien in der kombinatorischen Planung und
Herstellung enantioselektiver
Ubergangsmetallkatalysatoren

Die ersten Studien iiber kombinatorische Methoden in der
enantioselektiven Ubergangsmetallkatalyse fiihrten zu zwei
grundlegenden Ansétzen: Bei dem einen werden Analoga
bekannter Ligandentypen hergestellt, und zwar vorzugsweise
unter Verwendung modular einsetzbarer Bausteine, um so
eine hohe Diversitit beziiglich der sterischen und elektroni-
schen Eigenschaften an der Metallbindungsstelle zu errei-
chen. Beim anderen werden die Reaktionsbedingungen einer
gegebenen katalytischen asymmetrischen Transformation,
wie Losungsmittel, Temperatur etc., unter Verwendung
bekannter Liganden optimiert. Die Vorteile der Festphasen-
synthese, die sich als ideal fiir die Herstellung von Biblio-
theken potentieller therapeutischer Stoffe herausgestellt
hat,® sollten auch bei der Herstellung chiraler Liganden fiir
die asymmetrische Katalyse genutzt werden konnen. Insbe-
sondere eroffnet die Parallelsynthese, im Unterschied zur
Split-and-pool-Methode, einen rdumlich adressierbaren Zu-
griff auf jeden hergestellten Liganden, d. h., die Katalysatoren
konnen einzeln getestet werden. In der Theorie begrenzt dies
natiirlich die Diversitdt und damit die GroBe der Bibliothe-
ken, was die Frage aufwirft, ob die Methode nur fiir die
Optimierung bekannter Liganden verwendet werden kann
oder ob sich auch neue Typen von chiralen Ligandensystemen
auf kombinatorischem Weg mittels Parallelsynthese entde-
cken lassen. Wir halten die zweite Moglichkeit durchaus fiir
realistisch, allerdings setzt sie die kreative Entwicklung von
Suchsystemen voraus.

Aufbauend auf fritheren Berichten iiber die Verwendung
chiraler f-Aminoalkohole als katalytisch aktive Liganden in
der enantioselektiven Addition von Et,Zn an Aldehyde
berichteten Ellman und Mitarbeiter 1995 iiber die parallele
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Schema 2. Einzelne Schritte in der gerichteten Evolution eines enantioselektiven Enzyms.['")
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Festphasensynthese einer kleinen Bibliothek substituierter
2-Pyrrolidinmethanolderivate 6 und 9 (Schema 3).?% trans-4-
Hydroxy-L-prolinmethylester 2 wurde zunéchst auf Polysty-
rol(Merrifield)-Harz 1 iiber einen abspaltbaren Tetrahydro-
pyranol-Linker verankert. Die Zugabe verschiedener Grig-
nard-Reagentien und anschliefende Schutzgruppenumwand-
lungen am Stickstoffatom lieferten zehn immobilisierte
Liganden 5 und 8, die mit Sdure hydrolytisch vom Harz
abgespalten werden konnten und so 6 bzw. 9 gaben. Diese
Verbindungen wurden dann eine nach der anderen in Et,Zn-
Additionen an verschiedene Aldehyde unter klassischen
Bedingungen getestet und die ee-Werte durch konventionelle
GC an chiraler stationdrer Phase bestimmt. In den besten
Fillen (bei aromatischen und aliphatischen Aldehyden bis zu
94 bzw. 85% ee) wurde auch die Selektivitdt der trigerge-
bundenen Liganden untersucht, sie war gegeniiber der
Enantioselektivitit des jeweiligen freien Liganden in Losung
leicht unterlegen. Dieser frithe Beitrag demonstriert die
Durchfiihrbarkeit der parallelen Festphasensynthese neuer
Mitglieder einer speziellen Ligandenklasse, aber er enthilt
keinen Hinweis darauf, wie ein Hochdurchsatz-Screening in
realen Anwendungen erreicht werden kann. Die Autoren
haben allerdings auch nicht den Anspruch erhoben, das
Konzept der Hochdurchsatz-Herstellung und -Bewertung
neuer enantioselektiver Katalysatoren in die Tat umgesetzt
zu haben. Moglicherweise konnte die Diversitédt der Biblio-
thek und damit die Wahrscheinlichkeit, noch bessere Kataly-
satoren zu finden, durch Verwendung einer groferen Zahl
von Grignard-Reagentien und N-Schutzgruppen erhoht wer-
den. Eine Automatisierung wiirde so in kurzer Zeit groflere
Ligandenbibliotheken zuginglich machen.

In einem anderen Ansatz hat Gilbertson die Polyethylen-
stibchen-Methode von Geysen angewendet, um eine 63
Mitglieder zdhlende Bibliothek phosphanmodifizierter Pep-
tide als Liganden in der enantioselektiven Rh-katalysierten
Hydrierung von Methyl-2-acetamidoacrylat zu synthetisie-
ren.”’ Ein individuelles Screening wurde konventionell in
trigergebundener Form in einem Parallelreaktor mit 24
GefiBen mittels GC durchgefiihrt. Zwar iiberstigen die ee-
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N
5 me ©OH

(e o U
N
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Werte 18 % nicht, doch wurden Korrelationen zwischen der
Peptidsequenz und der Enantioselektivitdt festgestellt. Die
eigentliche Chemie ist zwar neu, aber kaum als kombinato-
rische Katalyse zu bezeichnen, da wirklich gro3e Liganden-
bibliotheken sowie geeignete Hochdurchsatz-Screeningsyste-
me nicht beriicksichtigt wurden. Nichtsdestotrotz ist diese
Arbeit ein bemerkenswerter erster Schritt, weil Phosphane
eine sehr wichtige Ligandenklasse sind. In der Tat bleibt die
effiziente kombinatorische Herstellung und Bewertung chi-
raler Phosphane eine Herausforderung. Gilbertson hat eine
dhnliche Strategie zur Optimierung von Pd-Katalysatoren fiir
den Einsatz in der asymmetrischen allylischen Substitution
beschrieben (ee bis zu 85 % ).

Gennari ging bei der Entwicklung neuer enantioselektiver
Katalysatoren mittels Parallelsynthese einen Schritt weiter,
obwohl wiederum ein wirkliches Hochdurchsatz-Screening
nicht Teil der Bemiihungen war.””) Neue Mitglieder einer
bekannten Familie chiraler Sulfonamidliganden wurden in
einer modularen Weise durch Festphasenextraktion (SPE)
gebildet. Vicinale Diamine 10 wurden mit Sulfonylchlorid 11
im Uberschuss versetzt, um einen vollstindigen Umsatz zu
gewihrleisten (Schema 4). Um die aufwéndige Reinigung der
Sulfonamidprodukte 12 zu vermeiden, wurden die Reaktio-
nen in Dichlormethan in Gegenwart von polymergebunde-
nem Dimethylaminopyridin durchgefiihrt, das nicht nur die
Kupplungsreaktion katalysiert, sondern auch freigesetztes
HCl abfingt. Der Uberschuss an Sulfonylchlorid wurde dann
durch Reaktion mit festphasengebundenem Tris(2-amino-
ethyl)amin entfernt. Somit waren die modulare Herstellung
und die leichte Abtrennung der ,,Nebenprodukte“ von den
»reinen” Liganden in einfacher Weise moglich.

Die Disulfonamid-Bibliothek wurde sodann in der
Ti(OiPr),-vermittelten Addition von Et,Zn an Aldehyde 13
getestet (Schema 5),! eine Reaktion, die zuerst von Yoshio-
ka und Ohno mit dem Bistrifluormethylsulfonamid von 1,2-
Diaminocyclohexan beschrieben wurde.?®l Die Tests wurden
in paralleler Weise in 30 ReaktionsgefdB3en durchgefiihrt. Um
den Durchsatz zu erhohen, wurde jedes Gefdfl mit vier
Aldehyden beladen, und die Enantioselektivitidten der vier

RlMgBr
)\ OMe
3 0O~ "OEt
PPTS HO.
BuOH/1,2-Dichlorethan K R |
R

Lo
6Me O

1 BuOH/l 2-Dichlorethan le
N

Schema 3. Festphasensynthese von chiralen 2-Pyrrohdlnmethanolhganden.[22] PPTS = Pyrldlmum-p-toluolsulfonat.
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Rl torsuche fiihrte zu der Entde-
" D??'Tx'l' ckung, dass Ag! den Prozess
H‘-[:“H’ -i: GHaGClp, 0 *CAT groe, PR katalysiert, ein Befund, der bis
™ NH, VKN 30 m{)"'ﬁ\HF“-_- e T dahin noch nicht beschrieben
LE worden war. Mehr noch, mit
. e "'

Q@

108 RAR=-CHl- (A 118 B = GHx K= H ¥ = Boc
B AR=-{CH- {55 h B =CHCH - X = H; ¥ = Boc
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Schema 4. Festphasensynthese von chiralen Sulfonamidliganden.”! Boc = tert-Butoxycarbonyl; Cbz = Benzyl-

oxycarbonyl.

OH
RCHO + EtZ TiloP 12 —oud
—_—
+ EpZn o+ TOPMs + —78°C/-20°C__ R
13a R=Chx 14 a
b R=Ph b
(> R=PhCHQCH2 C
d R = pCICgH, d

Schema 5. Ti-vermittelte enantioselektive Addition von Et,Zn an Alde-
hyde in Gegenwart katalytischer Mengen chiraler Sulfonamidliganden.’!
Chx = Cyclohexyl.

Reaktionsprodukte wurden durch konventionelle GC-Analy-
se der Rohmischungen bestimmt. Die Idee, einen gegebenen
Katalysator zu verwenden, um kombinatorisch die Reaktio-
nen verschiedener Substrate zu testen, war vorher in einem
anderen Zusammenhang von Kagan vorgeschlagen wor-
den.?) Im vorliegenden Fall benétigte man fiir den Test jeder
Mischung etwa eine Stunde, d.h., dass etwa 96 ee-Bestim-
mungen der Produkte 14 pro Tag durchgefithrt werden
konnten. Insgesamt wurden 120 Ergebnisse gesammelt, wobei
die besten Enantioselektivititen bei >90% ee lagen. Vor
kurzem wurde von Liskamp ein dhnlicher Ansatz verfolgt, bei
dem durch Festphasensynthese eine kleine Bibliothek von
Peptidosulfonamiden als chirale Liganden fiir die gleiche
Reaktion hergestellt wurde (bis zu 66 % ee).?s! Wiederum
waren vermutlich etwa 96 ee-Bestimmungen pro Tag mittels
GC moglich, aber nur einige wenige Dutzend wurden
tatsichlich durchgefiihrt.

Aufbauend auf fritheren Arbeiten von Sulikowski tiber die
enantioselektive Cu-katalysierte intramolekulare C-H-Inser-
tion von Metall-Carbenoiden! hat Burgess ein interessantes
System zur Optimierung der geeigneten Kombination von
Ligand, Ubergangsmetall und Losungsmittel fiir die Reaktion
der Diazoverbindung 15 vorgeschlagen (Schema 6).5% Unter
Verwendung einer Standard-Mikrotiter-/Filtrationsplatte mit
96 Vertiefungen wurden die Reaktionsparameter systema-
tisch variiert. Finf Liganden, sieben Metallvorstufen und
vier Losungsmittel wurden in einem iterativen Optimierungs-
verfahren getestet. Nach Oxidation mit 2,3-Dichlor-5,5-di-
cyan-1,4-benzochinon (DDQ) wurde die Stereoselektivitit
mittels Standard-HPLC iiberpriift. Diese Art der Katalysa-
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Liganden vom Pfaltz-Typl! stieg
die Diastereoselektivitéit der Bil-
dung des Endproduktes 17 von
urspriinglich 2.3:1 bei 64 % Aus-
beute auf 3.9:1 bei 75 % Umsatz
und auf 5.9:1 bei 23 % Umsatz.*"!
Hier wire es wieder interessant
zu wissen, ob ein wahres Hoch-
durchsatz-Screening einer viel
grofleren Zahl von Reaktionen
zu noch besseren Ergebnissen
fiihren wiirde. Dies wiirde die

12 ag 12 ah. ... 12Tk

r-"“'r-.e-|z

Stirke der kombinatorischen
COx(L-Men) CO,(L-Men)
@Nz Kat. H
—_— wO,
Insertion
Dnuo N IIIIO><
15 "’o/i 16
COy(L-Men)

DDQ AN
Oxidation %‘“‘Ox
IIIIO
17

Schema 6. Katalytische stereoselektive intramolekulare Carbeninser-
tion.’”] L-Men = L-Menthyl; DDQ = 2,3-Dichlor-5,5-dicyan-1,4-benzochi-
non.

Verfahren gegeniiber dem traditionellen Ansatz, bei dem
einzelne Katalysatoren nacheinander unter verschiedenen
Bedingungen getestet werden, eindrucksvoll veranschauli-
chen.

Burgess hat auch die Pd-katalysierte allylische Substitution
untersucht, indem er sieben Phosphanyloxazolin-Liganden in
verschiedenen Ligand-zu-Metall-Verhiltnissen einsetzte.[?
In den 27 Vertiefungen eines Aluminiumblocks wurden die
Reaktionen unter Schutzgas (Handschuhkasten) parallel
durchgefiihrt. Die Analysen wurden mit konventioneller GC
an einer chiralen Phase und einem automatischen Probenge-
ber durchgefiihrt. Dieser Aufbau ermdoglichte ungefihr 33
Katalysatorbewertungen pro Tag. Offenbar wurden im Rah-
men der Untersuchung nur ein paar Dutzend Ansitze
bewertet, was zur Identifizierung eines Katalysators fiihrte,
der in der Reaktion von 4-Acyloxy-2-penten mit Malonat
einen ee-Wert von 74% gab. Moglicherweise konnte eine
weitere Diversifizierung der Liganden zu einem selektiveren
Liganden als dem in diesem Fall besten, dem Trost-Kataly-
sator (92 % ee), fithren.

Eine wichtige Entwicklung beziiglich der Optimierung
asymmetrischer Katalysatoren wurde 1996 von Snapper und
Hoveyda beschrieben.* Sie bahnten unter anderem den Weg
fiir diversitdtsbezogene Vorgehensweisen in der Ti-vermittel-
ten enantioselektiven Ringoffnung von meso-Epoxiden wie
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19 mit Cyanotrimethylsilan (TMSCN) zum Nitril 20 (Sche-
ma 7). Als Katalysatoren wurden Peptide gewdhlt, die aus
drei unabhéngig voneinander variablen Untereinheiten auf-
gebaut sind: einer Schiff-Base (SB), einer Aminosiure 1
(AA1) und einer weiteren Aminoséure 2 (AA2). Der modu-
lare Aufbau dieses Systems gestattet einen hoheren Grad an

AAl  AA2 SB

O H R?
1 R3
@Y, “%Nﬁ@
1
RE O A~
18
o OSiMe
MesSICN wCN
10 Mol-% 18
Ti(OPN),
19 20

Schema 7. Ti-katalysierte Ringoffnung von 19 in Gegenwart modular
aufgebauter Liganden 18.534

Diversitédt und ist deshalb ideal geeignet fiir die
kombinatorische Katalysatorforschung. So ist mit
20 unterschiedlichen Aldehyden fiir die Schiff-
Base und 20 natiirlichen Aminosiuren prinzipiell
die Synthese von 8000 chiralen Liganden mog-
lich. Da zum Zeitpunkt dieser grundlegenden
Arbeiten allerdings keine Hochdurchsatz-Scree-
ningsysteme existierten, entschied man sich, eine
solch grof3e Bibliothek nicht herzustellen, son-
dern nur eine recht kleine. Die Liganden dieser B8
Bibliothek wurden alle vom Trager abgel6st und
in der Ti-katalysierten Reaktion von Cyclohexen-
oxid 19 mit TMSCN in Losung unter Verwen-
dung konventioneller GC untersucht. Spiter
wurde eine é&hnliche Untersuchung mit den
katalytisch aktiven Kiigelchen selbst durchge-
fithrt.B%]

Snapper und Hoveyda benutzten eine Suchstrategie, die
ihrer Meinung nach die Identifizierung effektiver Liganden
ohne die Untersuchung aller Moglichkeiten ermogli-
cht.B* 3% Dementsprechend wurde jede der drei modularen
Untereinheiten sukzessive optimiert, wéhrend die anderen
beiden Untereinheiten jeweils konstant gehalten wurden
(Abbildung 2). Aus der Gesamtheit von nur 60 Katalysatoren
wurde der beste mit einer Enantioselektivitit von 89 % ee in
der Modellreaktion identifiziert. Wie die Autoren betonen,
liegt dem Abrastern der Positionen nach diesem Muster die
Annahme zugrunde, dass sich die drei Untereinheiten additiv,
aber nicht kooperativ verhalten. Obwohl diese Bewertung
nicht bewiesen oder widerlegt werden kann, ohne grofere
Bibliotheken zu priifen, erscheint sie plausibel. Eine dhnliche
Suchstrategie wurde von den Autoren in der Ti-katalysierten
enantioselektiven Addition von Cyanid an Imine ange-
wandt.?®¢l Nichtsdestoweniger konnte das Auffinden und
Optimieren modular aufgebauter Katalysatorsysteme, bei
denen sehr wohl synergistische Effekte zwischen den Unter-

21
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Abbildung 2. Suchstrategie fiir das Testen enantioselektiver modular
aufgebauter Katalysatoren.** 31 AA = Aminosiure; SB = Schiff-Base.

einheiten auftreten, ein interessantes Ziel fiir die Zukunft
sein.

Auf der Suche nach den optimalen Bedingungen fiir eine
enantioselektive Lewis-Sédure-katalysierte Aza-Diels-Alder-
Reaktion (21 + 22 —23; Schema 8) hat Whiting verschiedene
Parameter parallel verindert.! Die Literaturvorgaben fiir
den Katalysator waren nicht sehr klar, es war lediglich

OMe OMe
/©/1) Lewis-Saure + chiraler Ligand + /©/
N Additive, L8sungsmittel, Temperatur >N
)\H/OMe

O (6]
22 23

OO Ph _/_(Ph

OH

N\‘) OH H,N  NH,
Bu

W

24 25 26

Schema 8. Hetero-Diels-Alder-Reaktion, katalysiert durch Lewis-Sduren in Gegenwart
der Liganden 24, 25 oder 26.°% R = Trimethylsilyl.

bekannt, dass viele Lewis-Sduren, einschlieBlich Yb(OTf),
(Tf =Trifluormethansulfonyl), Diels-Alder-Reaktionen kata-
lysieren. Drei bekannte chirale Liganden wurden in Verbin-
dung mit Yb(OTf);, Cu(OTf),, Mgl, und FeCl; als Lewis-
Sduren getestet und weiterhin eine begrenzte Zahl von
Additiven und Losungsmitteln. Mit einem Autosampler und
einem konventionellen HPLC-Gerét mit einer chiralen Saule
wurden 144 Ausbeuten und ee-Werte in etwa einer Woche
erhalten, sodass in diesem System etwa 20 Bewertungen von
Katalysatorsystemen fiir eine gegebene Reaktion pro Tag
moglich sind. Vier der besten Treffer wurden dann in ver-
grofferten Ansitzen untersucht. Der optimale Katalysator,
Yb(OTHY)3/26, lieferte das Cycloaddukt 23 mit 97 % ee in 64 %
Ausbeute (Schema 8). Obwohl diese Art der Suche in diesem
konkreten Fall recht erfolgreich war, ist es nicht klar, wie
effektiv sie wirklich ist, da die Ligandendiversitit kaum
beachtet wird. Mit Bibliotheken aus modular aufgebauten
chiralen Liganden oder aus einfachen chiralen Liganden in
Verbindung mit einer hohen Diversitidt an achiralen Additi-
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ven sind die besten Ergebnisse in der kombinatorischen Suche
nach enantioselektiven Katalysatoren zu erwarten.

Jacobsen beschrieb 1998 eine kombinatorische, auf Diver-
sitdt beruhende Methode zur Entdeckung hoch enantioselek-
tiver Katalysatoren, die mit dem traditionellen Einer-nach-
dem-anderen-Ansatz zur Katalysatoroptimierung nicht so
einfach moglich gewesen wire.’7l Eine Strategie fiir die
Parallelsynthese einer bestimmten Klasse modular aufgebau-
ter Liganden fiir die katalytische asymmetrische Strecker-
Reaktion von Iminen 27 (Schema 9) wurde beschrieben. Wie
im Fall von Snapper und Hoveydal® 3! ist der erste Schritt in

o
N 1) MesSi .
jf Z 1) e3§|CN/CI)<at fc )l\)N\/\/
R 2)
F3CJ\OJ\CF3 R™CN
27 28

R'

N, N
M
\

R
Katalysator:O—{ Linker; |—| "'}Srgmg' H Linker, I—

Schema 9. Asymmetrische Strecker-Reaktion der Aldimine 27, katalysiert
durch modular aufgebaute Metallkomplexe.”)

der parallelen Herstellung einer Katalysatorbibliothek die
Auswabhl eines Ligandensystems, das an der Festphase herge-
stellt und dessen Struktur systematisch variiert werden
kann.’”) Zusitzlich zu der Voraussetzung, dass die Reaktio-
nen in der modularen Herstellung der Liganden hohe Aus-
beuten liefern, ist eine geeignete Stelle fiir die Anbindung an
den festen Trdger notwendig. Viele herkommliche C,-sym-
metrische Liganden wiirden mehrere langatmige Synthese-
schritte erfordern. Dagegen sind dreizdhnige Schiff-Base-
Verbindungen, die als Liganden fiir eine Reihe katalytischer
Reaktionen bekannt sind, in der Tat geeignet fiir die Fest-
phasensynthese.’”] Diese Systeme sind gewohnlich aus drei
Einheiten aufgebaut, einem chiralen Aminoalkohol, einem
Salicylaldehydderivat und einem Metallion. In der vorliegen-
den Studie wurde die Aminoalkoholeinheit durch ein chirales
Diamin ersetzt; dariiber hinaus trugen auch die beiden Linker
zur strukturellen Diversitdt bei (Schema 9).

Zuerst wurde ein gegebenes Ligandensystem an der Fest-
phase hergestellt und eine kleine Katalysatorsammlung
(Bibliothek 1) aufgebaut, indem 11 verschiedene Metalle
sowie in einem Fall kein Metall zugegeben wurden (Sche-
ma 10). Der beste ee-Wert (19 % ) wurde mit dem metallfreien
System erhalten. Aufgrund dessen wurde eine parallele
Ligandenbibliothek mit 48 Mitgliedern (Bibliothek 2) aus
zwei 1,2-Diaminen und einer Vielzahl von Aminosiduren und
Schiff-Basen hergestellt. Die Kombination aus L-Leucin und
einem (R,R)-Diamin stellte sich als optimal heraus, wobei das
Substitutionsmuster im aromatischen Substituenten des Sali-
cylaldehyds ebenfalls eine entscheidende Rolle spielte. Da-
nach wurden die Linkerelemente durch den traditionellen
Einer-nach-dem-anderen-Ansatz optimiert, was ergab, dass
die selektivsten Katalysatoren Thioharnstoff-Linker enthal-
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Schema 10. Katalysatorbibliotheken fiir die asymmetrische Strecker-Re-
aktion.’”  DP =1,2-Diphenyl-1,2-ethandiamin; CH = 1,2-Cyclohexandi-
amin; CP = N-Benzyl-3,4-diaminopyrrolidin.

ten. Dementsprechend wurde die Bibliothek 3 hergestellt, die
132 Thioharnstoffderivate enthielt (Schema 10). Die Enan-
tioselektivitdten in der Addition von HCN an eine Vielzahl
von Iminen betrugen >80 %, im besten Fall, einem Ansatz im
LabormaBstab, betrug sie 91% ee bei —78°C.F"l Die ee-
Bestimmungen wurden mit konventioneller HPLC an einer
chiralen Phase durchgefiihrt. Der tatsdchliche Durchsatz
wurde nicht angegeben. Die Bedeutung dieses Beitrags
besteht jedoch darin, dass er die Frage der Komplexitit
beriihrt, die sich aus den voneinander abhéngigen Variablen
in katalytischen Prozessen ergibt. In der Tat fiihrte die
diversitatsgestiitzte Methode zu zwischen den Katalysator-
komponenten auftretenden synergistischen Effekten, die
unerwartet waren und nicht der ,normalen“ Intuition ent-
sprechen.

Der nichste wichtige konzeptionelle Fortschritt, der eben-
falls von Jacobsen beschrieben wurde, betrifft die Frage, ob
kombinatorische Methoden zur Entdeckung neuer Typen
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chiraler Liganden herangezogen werden kénnen. In diesem
Fall konzentrierten sich die Bemiihungen auf die kombinato-
rische Suche nach einem chiralen Ligand/Metall-System, das
die H,O,-vermittelte enantioselektive Epoxidierung von
trans-B-Methylstyrol 29 katalysiert (Schema 11). Zunéchst
wurden modular aufgebaute Liganden, die aus 1) einer von

— 30 % H202
Katalysator
bibliothek
29
Katalysatorstrukturen Endgruppen (R?)
2
(H)N"R
QN )K( w O
N=/
R2
H (H)N’ CHj3
R = = =
*@ kaoliae
_OH

ﬁ’L, Bu

o””* i

PhoP HO
tBu
Aminosauren o
Asp (R = CH,CO,H) »{ NO, WY
Cys (R! = CH,SH) N~
His (R = CH.(4-Imidazolyl) HO
Met (R1 = CH,CH,SCHs) Bu
Ser (R = CH,OH) o o)
>
N =
WY H)J\Q
/
\/\CH3 ©
0o

Schema 11. Ligandenbibliotheken fiir die asymmetrische metallkatalysier-
te Epoxidierung des Olefins 29.1%!

fiinf Aminoséuren, 2) 1-Amino-2-indanol, trans-1,2-Diamino-
cyclohexan oder Serin und 3)einer von 12 Endgruppen
zusammengesetzt waren, auf einem Wang-Harz hergestellt.
Um auch solche Liganden einzuschlieBen, die bekannterma-
Ben metallkatalysierte Epoxidierungen begiinstigen, wurde
auch endgruppengeschiitztes Salicylamin an das Wang-Harz
angekniipft. Die Bibliothek aus insgesamt 192 Liganden
wurde dann mit 30 verschiedenen Metallsalzen versetzt,
sodass theoretisch 5760 Metall-Ligand-Komplexe entstehen
konnten. Aufbauend auf fritheren Erfahrungen beziiglich der
Anwendung metallbindender kombinatorischer Bibliotheken
zur Identifizierung von KoordinationskomplexenP’! war es
moglich, mit Farbassays und qualitativ anhand der Farbe der
anorganischen Spezies zu zeigen, dass sich ungefahr 80 % der
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5760 moglichen Metall-Ligand-Kombinationen gebildet hat-
ten.P

Um das aktivste und stereoselektivste Kiigelchen zu
identifizieren, musste eine Dekonvolutionsstrategie entwi-
ckelt werden. Dazu wurde eine Mischung aller 192 Liganden
jeweils nur mit einer Metallquelle versetzt, und jede der so
erhaltenen 30 Katalysatorgruppen wurde in der Modell-
Epoxidierungsreaktion getestet. Eine konventionelle GC-
Analyse dieser 30 Experimente ergab, dass die mit VOSO,
und FeCl, erhaltenen Gruppen die aktivsten waren. Da
VOSO, an sich bereits katalytisch recht aktiv ist, konzen-
trierte man sich nun auf FeCl,. Es wurden 12 Ligandenbib-
liotheken hergestellt, von denen jede die 16 Grundstrukturen
und eine der Endgruppen enthielt, und mit FeCl, versetzt.
Das normale Screeningverfahren ergab, dass die aktivsten
Katalysatoren diejenigen sind, die eine Endgruppe vom
Pyridintyp enthalten. Danach wurden die 16 Liganden mit
der aktivsten Endgruppe getestet. Da jedoch bei einem solch
restriktiven Vorgehen theoretisch aktive Katalysatoren iiber-
sehen werden konnten, wurde eine weitere Verschliisselung
nicht vorgenommen,®! vielmehr wurden alle FeCl,-Kom-
plexe der urspriinglich 192 Liganden auf Aktivitit untersucht.
Die Liganden mit Pyridinendgruppen erwiesen sich als die
aktivsten. Diese kleine Gruppe wurde dann auf Enantiose-
lektivitdt hin untersucht: Es wurden drei FeCl,/Ligand-Kom-
plexe identifiziert, die das Produkt 30 der Modellreaktion mit
ee-Werten von 15-20% lieferten. Obwohl die Enantioselek-
tivititen moderat sind, wird hier zum ersten Mal deutlich, dass
es moglich ist, neue Ligandstrukturen fiir die Anwendung in
der asymmetrischen Katalyse zu entdecken. Nichtsdestowe-
niger ist bislang noch kein kombinatorisches Suchsystem
entworfen worden, das auf der strikten Analogie zur Split-
and-mix-Strategie basiert, wie sie in der pharmazeutischen
Wirkstoff-Forschung angewendet wird. Eine der Herausfor-
derungen wire somit die Frage des Hochdurchsatz-Scree-
nings.

Es wurde in diesem Abschnitt deutlich, dass eine Reihe
wichtiger konzeptioneller Fortschritte im Hinblick auf die
Synthese von Bibliotheken chiraler Liganden und Katalysa-
toren erzielt werden konnte. Verschiedene Systeme wurden
entworfen, um eine relativ hohe Diversitdt der Liganden zu
ermdoglichen, obwohl die Zahl der tatséchlich hergestellten
Liganden bei weitem nicht in die N&he der theoretischen
Grenzen getrieben wurde. Weitere Beispiele sind erschie-
nen.[*) Die Probleme beziiglich des zweiten Teils der Umset-
zung der asymmetrischen kombinatorischen Katalyse in die
Praxis, die Entwicklung und konsequente Anwendung von
Hochdurchsatz-Screeningsystemen zur Erfassung der Enan-
tioselektivitdt wirklich groBer Zahlen von Katalysatoren,
wurden in diesen Arbeiten kaum angegangen.

3. Hochdurchsatz-Screeningsysteme zur Bewertung
enantioselektiver Katalysatoren und Enzyme

In den 90er Jahren wurden verschiedene Systeme entwi-
ckelt fiir das Hochdurchsatz-Screening der Aktivitdt von
Enzymen!'®l und Ubergangsmetallkatalysatoren!'> 13! in nicht-
enantioselektiven Reaktionen. Gewohnlicherweise geniigten
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Farbtests oder einfache massenspektrometrische (MS-) Mes-
sungen. Zudem sind viele dieser Assays recht ungenau, aber
ausreichend effektiv, um besonders aktive Katalysatoren aus
groen Bibliotheken zu identifizieren. Einmal ermittelt,
werden diese ,, Treffer® konventionellen kinetischen Messun-
gen unterworfen, um prézise Aktivititsdaten zu erhalten.
Leider war die Ausweitung dieser Systeme auf enantioselek-
tive Prozesse keineswegs einfach, sodass neue Konzepte
entwickelt werden mussten. Tatsdchlich gab es vor 1997 kein
einziges Hochdurchsatz-ee-Screeningsystem.

3.1. UV/Vis-gestiitzte Systeme

Wie in Abschnitt 1 geschildert, wurden wir zum ersten Mal
mit dem Problem, ein Hochdurchsatz-ee-Screeningsystem zu
entwickeln, in unseren Arbeiten zur gerichteten Evolution
enantioselektiver Enzyme (Schema 1) konfrontiert.'’! Das
konkrete Ziel war die Bildung hoch enantioselektiver Enzy-
me fiir die hydrolytische kinetische Racematspaltung von
racemischem 2-Methyldecanoat 31 (Schema 12). Ausgangs-
punkt war die Lipase aus Pseudomonas aeruginosa, die die
Hydrolyse des Substrats katalysiert, allerdings nur mit
verschwindend niedriger Enantioselektivitdt (Selektivitéts-
faktor E = 1.1, relative Reaktionsgeschwindigkeit des (S)-
bzw. (R)-Esters, entsprechend 2-8% ee bei 40-50% Um-
satz) zugunsten der Sdure (S)-32.

o (0]
R < > H20
\gl\o NO: Katalysatoren R\‘)‘\OH *
CHs y CHs

rac-31 (R = n-CgH17) (5)-32

o
R\?)ko—<i%No2 . 'OONOZ
CH
(R-31 33

3
R)-

Katalysatorbibliothek: 30 000 Lipasemutanten aus P. aeruginosa

Evolution
—_—

Ergebnis: ee=2-8% (E = 1.1) ee>90 % (E=25)

Schema 12. Kinetische Racematspaltung des Esters 31, katalysiert durch
Lipasemutanten, die durch gerichtete Evolution erhalten wurden.['?1%21]

Nicht der Methyl-, sondern der p-Nitrophenylester wurde
in den Untersuchungen verwendet, denn die Bildung des
gelben p-Nitrophenolats 33 als eines der Produkte im
Puffermedium erlaubt die einfache Verfolgung der Reaktion
durch Messung der Absorption bei 410 nm als Funktion der
Zeit. Da das Racemat lediglich kinetische Informationen
beziiglich der Gesamtaktivitdt liefern wiirde, wurden die
Ester (R)- und (S)-31 synthetisiert und getrennt paarweise fiir
jede Lipasemutante getestet. Somit konnten auf einer Stan-
dard-Mikrotiterplatte mit 96 Vertiefungen 48 Mutanten in
wenigen Minuten getestet werden. Zwei typische experimen-
tell erhaltene Diagramme sind in Abbildung 3 dargestellt.
Das obere zeigt den Reaktionsverlauf mit einer kaum
stereoselektiven Lipase (in diesem Fall dem Wildtyp), das
untere die gesteigerte Enantioselektivitit der besten Mutante,
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Abbildung 3. Zeitlicher Verlauf der Lipase-katalysierten Hydrolyse der
Ester (R)- und (S)-31.1"! a) Wildtyp-Lipase aus P. aeruginosa, b) verbes-
serte Mutante der ersten Generation.

die in der ersten Bibliothek mit ungefédhr 1500 Mitgliedern
gefunden wurde.["”]

In den folgenden drei Runden der Zufallsmutagenese
wurden in jeder Generation etwa 2000-2400 Mutanten
getestet. Die Enantioselektivitit der jeweils selektivsten
Mutante (,,Treffer) wurde anschlieBend in der kinetischen
Racematspaltung mit konventioneller GC bestimmt. Im
Schnitt wurden sechs bis sieben verbesserte Varianten pro
Bibliothek aus 2000-2400 Enzymmutanten entdeckt. Das
Gen der besten Variante wurde in der jeweils folgenden
Mutagenese verwendet. Nach vier Mutageneserunden war
eine Lipasemutante identifiziert, die einen Selektivitatsfaktor
von E =11.3 aufwies, der einem ee-Wert von 81 % bei 30%
Umsatz zugunsten von (S)-32 entspricht.l'’] Verbesserte
Methoden zur Erforschung des Proteinsequenzraums in Hin-
blick auf Enantioselektivitit, die auf der Kombination von
epPCR und Sittigungsmutagenese basieren, fithrten zu einer
kleinen Familie von Lipasemutanten mit E-Werten von 20—
25 (ee>90-93%).'"21 Der Gesamtaufwand fiir dieses
Ergebnis umfasst etwa 30000 Mutanten, die alle mit dem
oben genannten Assay bewertet wurden. Durch Umkehrung
des Evolutionsdrucks — der Proteinsequenzraum wurde ein-
fach nach R-selektiven Mutanten durchsucht — konnte die
Richtung der Enantioselektivitit umgekehrt werden.!')

In der frithen Phase dieser Studie wurden viele Schritte per
Hand ausgefiihrt, z.B. das Kolonienpicken oder das Pipettie-
ren, wodurch die Zahl der Mutanten, die getestet werden
konnten, limitiert wurde.'> %4 Trotzdem lieBen sich etwa
500 Katalysatoren pro Tag untersuchen. Dies wurde spéter
auf ca. 1000 Mutanten pro Tag erhoht, hauptséchlich durch
die Verwendung eines Pipettierroboters. Durch komplette
Automatisierung unter Verwendung eines automatischen
Kolonienpickers und einer Roboter-Arbeitsstation konnte
der Durchsatz auf ca. 1500 Mutanten pro Tag erhoht wer-
den.™ Da die Zufallsmutagenese zumeist einen gewissen
Prozentsatz von Enzymmutanten hervorbringt, die tiberhaupt
keine Lipaseaktivitdt aufweisen (,,tote Varianten*), haben wir
kiirzlich einen groben Vortest eingefithrt, der auf dem
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Tributyrin-Test beruht.*?l Dabei werden die Agarplatten, die
die Bakterienklone enthalten (Schema 2), mit Glyceryltribu-
tyrat (Tributyrin) versetzt, das ein wohlbekanntes Substrat fiir
Lipasen ist. Aufgrund seiner Unloslichkeit im Medium haben
die Platten ein milchiges Aussehen. Eine katalytisch aktive
Mutante hydrolysiert das Tributyrin unter Bildung wasser-
lIoslicher Produkte, und es resultieren klare Hofe um die
betreffenden Kolonien (Abbildung 4). Das Ausbleiben sol-
cher klarer Bereiche signalisiert fehlende katalytische Ak-
tivitdt. Die entsprechenden Bakterienkolonien werden nicht
weiter beriicksichtigt, sodass sich die Zahl der zu unter-
suchenden Mutanten verringert.

Abbildung 4. Typischer Tributyrin-Test auf Lipaseaktivitit, in dem die
Agarplatte zur Veranschaulichung auf einen schwarzen Hintergrund
gestellt wurde.l*?l WeiBe Punkte reprisentieren Bakterienkolonien; solche
ohne (klaren) schwarzen Hintergrund beinhalten inaktive Mutanten.

Diese UV/Vis-Methode ist das erste Hochdurchsatz-ee-
Screeningsystem, das allerdings zwei Einschriankungen auf-
weist. Da die Substrate (R)- und (S)-31 getrennt untersucht
werden miissen, ist die Substratkonkurrenz im Hinblick auf
das Enzym nicht gewéhrleistet. Normale enzymatische Be-
dingungen liegen also nicht vor. Deshalb konnen aus den
kinetischen Diagrammen in Abbildung 3 keine verldsslichen
E- oder ee-Werte abgeleitet werden. Der Test stellt lediglich
einen bequemen Weg dar, positive ,, Treffer* zu identifizieren.
Ferner ergeben sich bei hohen ee-Werten Probleme. Ein
schwerwiegenderer Nachteil hingt damit zusammen, dass die
evolutionsgestiitzte Optimierung mit dem p-Nitrophenylester
31 und nicht mit einem praxisrelevanteren Kandidaten, z.B.
dem Methylester, durchgefiihrt wird.

Kazlauskas hat ein kolorimetrisches Assay zum Testen der
Enantioselektivitdt von Lipasen oder Esterasen in Esterhy-
drolysen entwickelt.¥] Um die Konkurrenzsituation eines
enzymatischen Prozesses zu simulieren, wurde der so genann-
te Quick-E-Test entwickelt. Dabei wird die Mischung des
chiralen p-Nitrophenylesters 34 und des Resorufinesters 35
der enzymkatalysierten Hydrolyse unterworfen (Schema 13),
wobei Letzterer die Rolle des ,,Enantiomers* iibernimmt. Die
beiden Hydrolysen lassen sich durch Aufnahme der UV/Vis-
Absorption der Produkte 33 und 38 bei zwei deutlich
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Schema 13. Quick-E-Test zur Bestimmung der Enantioselektivitdt von
Lipasen oder Esterasen.*!

@]

verschiedenen Wellenldngen (410 bzw. 570 nm) bequem
verfolgen. Gleiches wird mit (R)-34/35 durchgefiihrt. Obwohl
dies eine genauere Bestimmung des E-Wertes ermoglicht,
weist die Methode den gleichen Nachteil auf wie unser
System, die Notwendigkeit, den p-Nitrophenylester der
chiralen Sdure einzusetzen. Dessen ungeachtet sollte eine
geeignete Automatisierung einen Durchsatz von mehreren
tausend Proben pro Tag erméglichen.

Spéter schlug Kazlauskas einen zweiten Test vor, der darauf
beruht, dass die Hydrolyse zu einer Anderung des Siurege-
halts fiihrt.*! Durch Verwendung eines Puffers (N,N-Bis(2-
hydroxyethyl)-2-aminoethansulfonsiure) und eines pH-Indi-
kators (p-Nitrophenol) mit gleichem pK,-Wert wurde eine
lineare Korrelation zwischen der Menge der freigesetzten
Sdure und dem Grad der Protonierung des Indikators
hergestellt. In diesem Fall wurden die beiden enantiomeren
Ester getrennt paarweise dhnlich unserem Test!'”] eingesetzt,
und die Farbinderung infolge der Protonierung wurde in
beiden Fillen kolorimetrisch verfolgt. Noch ist unklar, wie
allgemeingiiltig und wie genau diese Methode wirklich ist,
denn spater wurde festgestellt, dass in einigen Féllen deutli-
che Unterschiede zwischen den so erhaltenen und den in
Kontrollexperimenten konventionell gemessenen E-Werten
bestehen.*!

In der Folgezeit wurden weitere verwandte kolorimetrische
Hochdurchsatz-Tests fiir enantioselektive Enzyme beschrie-
ben.*l Diese und die hier behandelten Systeme sind nicht auf
die Bewertung enantioselektiver Enzyme beschriankt, da
jeder enantioselektive Katalysator einem solchen Screening
zuginglich sein sollte. Allerdings erfordern die meisten
Systeme eine chromophore Einheit, sodass sich die evolutio-
nidre Entwicklung eines Enzyms oder die kombinatorische
Optimierung eines Ubergangsmetallkatalysators auf Reak-
tionen beschrinkt, deren Substrate durch Einbau eines
Chromophors modifiziert wurden und somit nicht zu den
iblicherweise in Reaktionen im Labor- oder Industriemal3-
stab eingesetzten Verbindungen zéhlen.
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3.2. Fluoreszenz-Assays

Ein groBer Vorteil der auf Fluoreszenz beruhender Tests ist
die hohe Empfindlichkeit auch bei sehr niedrigen Substrat-
konzentrationen und extrem kleinen Katalysatormengen.[*’!
Dies ist nicht immer notwendig, aber in einigen Fillen konnen
die Bedingungen nicht abgedndert werden, z.B. bei der
Untersuchung katalytischer Antikorper in Zellkulturen. Rey-
mond hat einen einfachen und praktischen Fluoreszenztest
fiir die hydrolytische kinetische Racematspaltung chiraler
Acetate wie 39 entwickelt (Schema 14).M1 Dieser Test bein-
haltet zwei enzymatische Schritte, die ein Paar enantiomerer

O C
)\/\ H3C/_\/\O /O Vo)

(R) -39 (539

l@

)\/\ m Hscj\/\omo

(R)-40 ® (S)-40

l pd
30)01\/\0/©\/010 - Homo
41

Schema 14. Fluoreszenz-Test zur Bestimmung der Enantioselektivitidt von
katalytischen Esterhydrolysen.!*s]

Alkohole, die bei der untersuchten asymmetrischen Hydro-
lyse gebildet werden (z.B. (R)- und (5)-40), in ein fluores-
zierendes Produkt (z.B. 42) umwandeln. Im ersten Schritt
werden die Substrate (R)- und (S)-39 getrennt der hydroly-
tischen Reaktion unterzogen. Die Umwandlung wird durch
eine Enzymmutante (Lipase oder Esterase), einen katalyti-
schen Antikorper oder im Prinzip auch einen synthetischen
Katalysator, der mit dem System kompatibel ist, katalysiert.
Ziel des Tests ist die Messung der Enantioselektivitét einer
solchen kinetischen Racematspaltung. Die relative Menge an
(R)- und (S)-40, die nach einer gegebenen Reaktionszeit
gebildet wurde, ist ein MaB fiir die Enantioselektivitdt und
kann schnell, aber nicht direkt, ermittelt werden. Folgende
chemische Umwandlungen sind notwendig. Im zweiten
Schritt werden die enantiomeren Alkohole (R)- und (S)-40
getrennt mit Pferdeleber-Alkoholdehydrogenase (HLDH)
zum Keton 41 oxidiert, aus dem das fluoreszierende End-
produkt Umbelliferon 42 jeweils durch die katalytische
Wirkung von Rinderserumalbumin (BSA) freigesetzt wird.
Durch getrennte Messung der Fluoreszenz von 42 fiir das (R)-
und das (S)-Substrat ist es somit moglich, die relativen
Mengen von (R)- und (S)-40 zu bestimmen. Die Autoren
testeten 30 Esterasen und Lipasen und verfolgten die
Geschwindigkeit der Freisetzung von 42 in den Vertiefungen
einer Standard-Mikrotiterplatte anhand der Fluoreszenz.[*!
Durch Kontrollexperimente wurde sichergestellt, dass die
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scheinbare Geschwindigkeit der Freisetzung von Umbellife-
ron direkt proportional zur Geschwindigkeit der Esterhydro-
lyse ist. Die so ermittelten und in Kontrollversuchen iiber-
priiften E- und ee-Werte (Standardanalyse mittels HPLC an
einer chiralen Phase) lagen im Bereich von +20%. Nur in
einem Fall wurde eine groflere Abweichung beobachtet, was
vermutlich an der ungewohnlich niedrigen Michaelis-Kon-
stanten Ky eines der Enantiomere lag. Da der Test auf einer
Mikrotiterplatte mit 96 Vertiefungen durchgefiihrt werden
kann, sollte ein hoher Durchsatz moglich sein. Allerdings
weist auch diese Methode den bereits genannten inhidrenten
Nachteil aller kolorimetrischen Tests auf: Die Optimierung
eines potentiellen Katalysators ist auf Substrate wie 39
beschrinkt, die durch den Einbau einer Sonde, in diesem
Fall der fluorogenen Einheit 42, verdandert wurden.

Von Miller stammt eine neue Fluoreszenz-Methode, um die
Aktivitdt von Katalysatoren in Acylierungen zu untersu-
chen.! Da es im Prinzip moglich sein sollte, diese Methode
auf die Bestimmung von Enantioselektivititen auszuweiten,
beschreiben wir sie hier detailliert. Die zugrunde liegende
Idee beinhaltet die Verwendung einer molekularen Sonde, die
bei der Bildung eines Produktes fluoresziert (Schema 15). In

Vorversuchen wurde Isopropanol 43 (R!'=R?*=CH;) mit
Me
HO O O
RZ + >_O
RP_ Me)I\OJ\Me 0o ?—RZ
43 44 45

Katalysator

;) F )
)KO g J\@ g
N N

g ? T
46 Me™ "O" 47

(keine Fluoreszenz) (intensive Fluoreszenz)

Schema 15. Fluoreszenz-Screeningsystem fiir die Bewertung von Acylie-
rungskatalysatoren.[*]

Essigsdureanhydrid 44 in Gegenwart der nichtfluoreszieren-
den Chemosonde 46 umgesetzt. Ohne einen Katalysator trat
keine Fluoreszenz auf. Mit bekannten Katalysatoren wie
Dimethylaminopyridin (DMAP) oder Piperidinopyridin
(PPY) wurde eine intensive Fluoreszenz festgestellt, die
darauf beruht, dass die Chemosonde durch die freigesetzte
Essigsdure unter Bildung von 47 protoniert wird. Die weiter-
gehenden Arbeiten wurden dann mit diesen und anderen
Katalysatoren durchgefiihrt. Dazu gehorten modular aufge-
baute Tetrapeptide, die zuvor von den Autoren in der
Acylierung eines racemischen chiralen Alkohols eingesetzt
worden waren.”! Sieben Katalysatoren wurden in drei Kon-
zentrationen zu Losungen des Substrats in Toluol in den
Vertiefungen einer 96er-Mikrotiterplatte gegeben, und jede
Reaktion wurde zweimal wiederholt, sodass insgesamt 63
Experimente resultierten. Die Reaktionen wurden iiber 30—
40 Minuten mittels eines Fluoreszenz-Mikrotiterplattenlese-
gerits verfolgt; die Ergebnisse waren in ausgezeichneter
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Ubereinstimmung mit den durch Standardkinetiken erhalte-
nen Ergebnissen von Kontrollexperimenten. Interessanter-
weise bestand im Fall der enantioselektiven chiralen Tetra-
peptid-Katalysatoren eine Korrelation zwischen der absolu-
ten Geschwindigkeit und dem traditionell bestimmten Grad
der asymmetrischen Induktion.* In diesem Sinn kann das
System als Assay zur ee-Wert-Bestimmung aufgefasst werden.
Es kann allerdings nicht einfach auf andere Substrate und/
oder Katalysatoren iibertragen werden. Die Bestimmung von
E- und ee-Werten sollte jedoch, wie noch praktisch zu zeigen
sein wird, dadurch moglich sein, dass die Tests auf der
Mikrotiterplatte fiir das (R)- und das (S)-konfigurierte
Substrat getrennt durchgefiihrt werden, wie in unserem UV/
Vis-Assayl'”l (Abschnitt 3.1).

Miller et al. konnten zeigen, dass ihr Aktivitétstest fiir das
Echtzeit-Simultanscreening von kombinatorischen One-
bead/one-compound-Bibliotheken verwendet werden kann.*)
In dieser interessanten Variante wurden die Aminomethylan-
thracen-Sonde und der modular aufgebaute Tetrapeptidkata-
lysator mittels Festphasensynthese an einen Trager gebunden.
Indem Serien von Kiigelchen den Reaktionsbedingungen
ausgesetzt wurden, konnte gezeigt werden, dass die relativen
Fluoreszenzintensitdten, die durch Fluoreszenzmikroskopie
gemessen wurden, mit den relativen Reaktionsgeschwindig-
keiten, die zuvor in Losung mit Standardverfahren ermittelt
wurden, korrelierten. Dieser Ansatz, entsprechend modifi-
ziert und erweitert, konnte ein betridchtliches Potential fiir das
Hochdurchsatz-Screening enantioselektiver Acylierungskata-
lysatoren haben.

In Fortsetzung seiner Arbeiten iiber Fluoreszenztests hat
Reymond ein Katalysator-Screeningsystem entwickelt, das
Antikorpersonden verwendet.””! Obwohl es noch nicht auf
enantioselektive Prozesse zugeschnitten ist, erscheint dieses
System sehr viel versprechend. Es beruht auf einer Idee, die
von Green und Mitarbeitern®'! entwickelt wurde, die zeigten,
dass katalytische Aktivitdit durch Immunoassays wie in
gewohnlichen ELISAs (ELISA = enzyme-linked immunosor-
bent assay) bestimmt werden kann. Der catELISA, wie er
jetzt genannt wird, wurde von Reymond verwendet, um die
Hydrolyse eines Esters auf einem festen Triger zu verfol-
gen, P ein Vorgehen, dass auch von Hilvert in seinen Arbei-
ten iiber Antikorper-katalysierte Diels-Alder-Reaktionenl®
angewandt und weiterentwickelt wurde. Das Substrat wird
zundchst an einen festen Trdger gebunden, der dann einer
Losung ausgesetzt wird, die potentielle Katalysatoren enthalt.
Nach einer ausreichenden Reaktionszeit wird die Testlosung
weggewaschen und das Produkt quantitativ mittels ELISA
analysiert, wobei ein produktspezifischer polyklonaler Ka-
ninchenantikérper zum Einsatz kommt. Wihrend im ur-
spriinglichen catELISA eine chromophore Gruppe vonndten
ist, benutzte Reymond eine aus einem produktspezifischen
Antikorper aufgebaute Sonde, die fest an ein Produktana-
logon gebunden ist. Letzteres ist mit einem empfindlichen
Fluoreszenzmarker (Acridon) versehen."! Das System ist fiir
eine Durchfiihrung auf Mikrotiterplatten mit 96 oder 384
Vertiefungen geeignet und ermdoglicht einen hohen Durch-
satz. Interessant ist die Frage, ob das Konzept auf die
quantitative Bewertung enantioselektiver Prozesse erweitert
werden kann.
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Ein anderer Zugang zu Fluoreszenz-ee-Assays ist theore-
tisch mit fluoreszenzaktiven Sonden moglich, die zwischen
Enantiomeren unterscheiden konnen. Das Prinzip ist seit
einiger Zeit bekannt, wenn sich auch die erforderlichen
Effekte, hohe Fluoreszenzintensitit (oder -l6schung) und
effiziente Enantiomerenerkennung, als sehr klein heraus-
stellten.P¥ Trotzdem wurde eine Abhéngigkeit zwischen den
Fluoreszenzeigenschaften und der Enantiomerenreinheit
festgestellt. Ein Beispiel wurde von Mattay beschrieben, der
2,2'-Dihydroxy-1,1-binaphthyl (BINOL) 25 (siche Schema 8)
als schwach fluoreszierende Sonde in der chiralen Unter-
scheidung von Aminen verwendete, die bei entsprechender
Wechselwirkung die Fluoreszenz 16schen.[* Wir haben eine
sehr fluoreszenzstarke Sonde entwickelt, die ungewohnlich
effizient Enantiomere unterscheiden kann: die helicale Ver-
bindung [2,15]-Dihydroxyhexahelicen.’¥ Wie anhand der
Fluoreszenzloschung ermittelt, ist die chirale Unterscheidung
zwischen enantiomeren Aminen und Aminoalkoholen aus-
gesprochen grof3. Es bleibt abzuwarten, ob daraus ein Hoch-
durchsatz-ee-Screeningsystem entwickelt werden kann.
SchlieBlich sei darauf hingewiesen, dass die Fluoreszenz auch
zur Detektion in der Chromatographie Anwendung findet
(siche Abschnitt 3.6).

3.3. IR-thermographische Assays

Alle Gegenstiande emittieren Infrarotstrahlung (Schwarz-
korperstrahlung), ein Vorgang, der mit modernen photovol-
taischen IR-Kameras, die mit einem Focal-plane-array(FPA)-
Detektor ausgestattet sind, detektiert werden kann.s! Das so
erhaltene Bild ist ein zweidimensionales Wéirmebild, das
nichts anderes ist als eine rdaumliche Kartierung der Tempe-
ratur- und Emissivitdtsverteilung aller Gegenstdnde auf dem
Bild. Es ist iiblich, in den Bildern verschiedene Farben zu
verwenden, um unterschiedliche Photonenintensititen der
aufgenommenen Infrarotstrahlung zu visualisieren, z.B. zei-
gen rote Gebiete ,,heile Zonen“ (hot spots) an, blaue Gebiete
bedeuten ,kalte Zonen“ (cold spots). Die Technik wurde
zuerst von Pawlickil®®! verwendet, um die Dynamik von
Reaktionen auf Festkorperoberflichen zu verfolgen, und
wurde von Sermonl’! weiterentwickelt, um Temperaturpro-
file exothermer, von SiO,-getrdgerten Platinteilchen kataly-
sierter Gasphasenreaktionen zu erhalten. Der erste Fall eines
parallelen Aktivititstests der Mitglieder einer kleinen Kata-
lysatorbibliothek wurde 1996 von Moates®! beschrieben.
Zwei Jahre spiter zeigte Morken, dass die Aktivitdt von
Acylierungskatalysatoren auf Trdgern, die durch die Split-
and-pool-Methode erhalten wurden, IR-thermographisch
detektiert werden kann, vorausgesetzt, die Kiigelchen
schwimmen auf der Oberfliche der Losung, die den Alkohol
und das Acylierungsmittel enthilt.’”) Ungefidhr zur selben
Zeit berichteten Maier et al. iiber einen weiteren konzeptio-
nellen Fortschritt,® die emissivititskorrigierte IR-Thermo-
graphie groBer Bibliotheken heterogener Katalysatoren, eine
Technik, die nur sehr kleine Katalysatormengen erfordert
(<200 pg). Der Hauptzweck dieser Studie war es, Tempera-
turunterschiede, die allein auf der katalytischen Aktivitéit von
Katalysatoren beruhen, zu visualisieren. Dies wurde erreicht,
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indem das Detektorsignal linear korrigiert wurde und das IR-
Bild der Bibliothek kurz vor dem Start als Hintergrund von
den Bildern wihrend der Katalysatorexperimente subtrahiert
wurde. Damit sind rdumliche Emissivitdtsunterschiede nicht
mehr sichtbar, sodass ausschlieflich die Warmeentwicklung
aufgrund der katalytischen Reaktionen auf einer Mikrotiter-
platte verlésslich detektiert werden kann. Dies wurde erfolg-
reich auf groBe Bibliotheken heterogener Katalysatoren in
Gasphasenhydrierungen und -oxidationen angewandt.l® Je-
doch steht eine Quantifizierung hier, wie auch bei anderen
IR-thermographischen Untersuchungen, noch aus.

In unseren eigenen Bemiihungen, die auf die Entwicklung
von Hochdurchsatz-Screeningsystemen fiir die Bewertung der
Enantioselektivitit abzielten, fassten wir die Anwendung der
IR-Thermographie in der kinetischen Racematspaltung chi-
raler Substrate ins Auge.[®") Es war jedoch nicht sicher, ob die
IR-Thermographie iiberhaupt auf homogene Losungen an-
gewandt werden kann, da sich diese Frage vorher nie gestellt
hatte. Unter Verwendung einer AIM-256?-IR-Kamera, die
mit einem PtSi-FPA-Detektor und einer Germaniumlinse
ausgestattet ist, machten wir uns daran, dieses Konzept zu
testen, indem wir die hydrolytische kinetische Racematspal-
tung chiraler Epoxide 48 untersuchten, die in homogener
Losung in wasserhaltigem Toluol durch den Jacobsen-Kom-
plexe 50121 katalysiert wird (Schema 16).°/] Nach einigem

OH
0 H,0 0
A = R)\/OH PENVAN
] (5,5)-50 R
rac-48 a R = CH,OCH,Ph 49 48
b R=Ph
C R=CH,CI
H.QH
—N N=
N 7
/M\
o o

50a M =Mn (Cl)
b M=cr ()
c M=Co

Schema 16. Hydrolytische kinetische Racematspaltung der Epoxide 48
mit dem Jacobsen-Katalysatoren 50. Screening mittels IR-Thermogra-
phie.l*1

Experimentieren beziiglich der optimalen Materialien(®!
entwickelten wir eine spezielle Mikrotiterplatte, die eine
effiziente Warmetibertragung sicherstellt und die geschiittelt
werden kann, um so eine ausreichende Durchmischung zu
gewihrleisten. Ein kommerziell erhéltlicher Eppendorf-Ther-
momixer wurde dazu so modifiziert, dass das Oberteil durch
eine Aluminiumplatte mit Vertiefungen ersetzt wurde, in die
zylindrische Glasgefidf3e mit ungefdhr 8 mm Durchmesser und
35 mm Hohe platziert wurden (Abbildung 5). So konnte die
gesamte Mikrotiterplatte geschiittelt werden, um die Durch-
mischung der Reaktionslosungen in jedem Gefifl zu gewéhr-
leisten.

Da der Einsatz eines Racemats lediglich Informationen
iber die Gesamtaktivitit des Katalysators liefern wiirde,
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Abbildung 5. Kommerziell erhiltlicher Eppendorf-Schiittler mit modifi-
zierter Aluminiumplatte, auf welche die Mikrotiterplatte gesetzt wird (zur
besseren Verdeutlichung ist die halbe Aluminiumplatte unbedeckt).l®" ¢

wurden die (S)- und (R)-Enantiomere paarweise in getrenn-
ten GefidBen der Mikrotiterplatte getestet. Das ist derselbe
Trick, den wir in unserem UV/Vis-gestiitzten Screeningsystem
(Abschnitt 3.1) angewandt hatten.['’l Im vorliegenden Fall
haben wir auch das Racemat untersucht. Nachdem wasser-
haltige Toluollosungen des Katalysators (S,5)-50 in die
Geféafle der Mikrotiterplatte gefiillt worden waren, wurden
(R)- und (S)-Epichlorhydrin, (R)- und (S)-48c¢, hinzugefiigt
und die Temperatur im Bereich 24-39°C eingestellt. Die
Reaktion wurde dann durch Zugabe von Wasser gestartet.
Nach einer gewissen Zeit wurde das Schiitteln fir 10s
unterbrochen, 500 IR-thermographische Bilder wurden auf-
genommen und deren Mittelwert wurde als Bild ausgegeben.
Die zeitaufgelosten Ergebnisse (Abbildung 6) zeigen zum
ersten Mal, dass zum einen die IR-Thermographie benutzt
werden kann, um die Warmeentwicklung einer Reaktion in
homogener Losung zu detektieren, und dass zum anderen ein
hoch enantioselektiver Katalysator tatsdchlich identifiziert
werden kann.’l So wies der Cobaltkomplex (S,5)-50¢ die
hochste Katalysatoraktivitdt und -selektivitét auf; er reagiert
enantioselektiv mit dem Epoxid (§5)-48¢c. Der Chromkataly-
sator (S,5)-50b ist ebenfalls selektiv, wenn auch weniger aktiv,
wihrend der Mangankomplex (S,5)-50a keine signifikante
Aktivitdt aufweist. Das stimmt mit den Resultaten von
Jacobsen et al. iiberein, die bei Reaktionen im LabormaRstab
Benzoesiure als Nucleophil eingesetzt hatten.[®] Man kann
auch sehen, dass im Fall des Cobaltkomplexes die Wirme-
entwicklung fiir die Reaktion von ($)-48¢ und rac-48c¢ nach
sieben Minuten so stark ist, dass visuell kein signifikanter
Unterschied mehr im verwendeten Temperaturfenster
(1 Grad) detektiert werden kann. Deshalb wurde das Tem-
peraturfenster auf 10 Grad vergrofert, sodass die ,,heiBeste*
Reaktion nun eindeutig identifiziert werden konnte (vgl.
Abbildung 6 ¢ und 6 f).°U

Mit dem Cobaltkatalysator (S,S)-50 ¢ wurde dariiber hinaus
ein Substratscreening durchgefiihrt, bei dem die chiralen

Angew. Chem. 2001, 113, 292-320
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Abbildung 6. Zeitaufgeloste IR-thermographische Bilder der enantioselektiven Hydrolyse des Epoxids 48 ¢, katalysiert durch (S,S5)-
50a—cnacha)0,b)2.5,¢c)4,d)5,e) 7, g) 8,h) 15und i) 32 min.l®' In f) ist das gleiche Bild wie in e) dargestellt, das Temperaturfenster
erstreckt sich hier aber tiber 10 Grad. Die Balken auf der duf3eren rechten Seite jedes Bildes sind der Temperatur/Farb-Schliissel zum

verwendeten Temperaturfenster [°C].

Epoxide 48a—c parallel untersucht wurden. Es stellte sich
heraus, dass (S)-48a das reaktivste Substrat ist, gefolgt von
(5)-48¢ und (R)-48b. Die relative Reaktivitit von (R)-48b
und (S5)-48¢ entspricht der von Jacobsen in Reaktionen im
LabormaBstab festgestellten,/®®! wihrend die Reaktion von
(5)-48a, die im Screening die schnellste war, zuvor nicht
beschrieben worden war. Die IR-thermographischen Bilder
liefern also ein interessantes chemisches Ergebnis.

In einer weiteren Reihe von Experimenten wurde eine
enantioselektive enzymkatalysierte kinetische Racematspal-
tung durch zeitaufgeloste IR-thermographische Detektion
visualisiert.[’!] In diesem Fall wurde das Enzym (die Lipase
aus Candida antarctica) in immobilisierter Form, d.h. als
heterogener Biokatalysator, in die Gefifle der Mikrotiter-
platte gegeben. Mit (R)- und (S)-1-Phenylethanol, (R)- und
(5)-51, als Substrat und Vinylacetat als Acylierungsmittel
wurde nachgewiesen, dass die Reaktion hoch R-selektiv ist
(Schema 17): Heie Zonen traten bei den Gefdflen der
Mikrotiterplatte auf, die (R)-51 enthielten. Das ist in perfek-
ter Ubereinstimmung mit den Literaturdaten, denen zufolge
bei 50% Umsatz der ee-Wert der acylierten Form >99 %

OAc
Ph\{CH3 =/ PhYCHg . Ph\_/CH3
Enzym =
OH OAc OH
rac-51 (R)-52 (S)-51

Schema 17. Enzymatisch katalysierte kinetische Racematspaltung des
Alkohols 51. Screening mittels IR-Thermographie.[©']

Angew. Chem. 2001, 113, 292-320

zugunsten von (R)-52 betrigt.[*! Kiirzlich haben wir diesen
speziellen Test etwas tiefergehend studiert, indem wir eine
IR-Kamera mit noch hoherer Auflosung verwendeten.[%]

Die IR-Thermographie ist ein ausgezeichnetes Werkzeug
fiir die Hochdurchsatz-Identifizierung sehr aktiver und enan-
tioselektiver Katalysatoren. Die Methode erlaubt es, solche
»Ireffer von anderen Mitgliedern einer Katalysatorbiblio-
thek zu unterscheiden, die weitaus weniger aktiv oder
enantioselektiv sind. Eine Quantifizierung steht allerdings
noch aus. Daher konnen geringfiigige Unterschiede in der
Enantioselektivitit, wie sie bei den sequentiellen Runden der
Enzymmutagenese (siche Schema 1) auftreten, (noch) nicht
IR-thermographisch detektiert werden. Eine andere inhédren-
te Beschrinkung dieser Methode besteht darin, dass thermo-
neutrale Reaktionen, sofern spezielle Effekte wie die Bildung
von Gasen ausbleiben, nicht verfolgt werden kénnen. Endo-
therme Prozesse hingegen geben in den IR-Bildern ,kalte
Zonen“.1 Obwohl dieser interessante Effekt noch nicht bei
einem enantioselektiven Prozess nachgewiesen wurde, konnte
er bei der Suche nach aktiven Olefinmetathese-Katalysatoren
genutzt werden, die sich auf Mikrotiterplatten als ,kalte
Zonen“ identifizieren lieBen.[!

3.4. Circulardichroismus-Assays

Es sollte prinzipiell méglich sein, die HPLC in der
Hochdurchsatz-Bestimmung der Enantiomerenreinheit ein-

307



AUFSATZE

zusetzen, vorausgesetzt, dass eine effiziente Trennung der
Enantiomere durch eine chiral modifizierte Sdule in einer
verniinftigen Zeit gelingt. Da eine schnelle Trennung in der
Regel eine grofle Herausforderung darstellt, besteht eine
Alternative darin, normale Sidulen zu verwenden, mit denen
lediglich die Ausgangsverbindungen von den enantiomeren
Produkten abgetrennt werden. Der Enantiomereniiberschuss
(ee) der Enantiomerenmischung wird dann durch Circulardi-
chroismus(CD)-Spektroskopie bestimmt. Dieses Prinzip wur-
de 1980 erstmals von Mason!®” verwirklicht und von Salva-
doril®! und Mannschreck[®! auf eine breite Basis gestellt. Wie
Mikami gezeigt hat, kann die Methode zum Screening von
kombinatorisch erhaltenen enantioselektiven Katalysatoren
verwendet werden.™ Dazu wird ein empfindlicher HPLC-
Detektor verwendet, der parallel den Circulardichroismus
(Ae) und die UV-Absorption (&) einer Probe bei einer
bestimmten Wellenldnge in einem Durchflusssystem
misst.[77%1 Das CD-Signal héingt nur von der Enantiomeren-
zusammensetzung der chiralen Produkte ab, wihrend die
Absorption deren Konzentration widerspiegelt. Damit sind
nur kurze HPLC-S4ulen notwendig.[-%! Wird der CD-Wert
auf die Absorption normiert, erhédlt man den so genannten
Anisotropiefaktor g [Gl. (1)].17]
Ae

8§ = e @

Der ee-Wert einer Enantiomerenmischung kann somit
ohne Zuhilfenahme einer umstidndlichen Kalibrierung be-
stimmt werden. Es wurde wiederholt betont, dass diese
Methode theoretisch nur dann anwendbar ist, wenn der g-
Faktor konzentrationsunabhingig ist und linear vom ee-Wert
abhingt.’-% Diese Bedingungen sind nicht gegeben, wenn
die chiralen Verbindungen Dimere oder Aggregate bilden,
weil solche enantiomeren oder diastereomeren Spezies selbst
CD-Signale geben wiirden. Zwar wurde iiber solche Fille
noch nicht berichtet, doch muss diese Moglichkeit vor der
Untersuchung eines jeden neuen Systems ausgeschlossen
werden.

Mikami et al. haben mehrere Bibliotheken chiraler Ligan-
den und Aktivatoren bei der Addition von Et,Zn an
Aldehyde untersucht (Schema 18).") Zunichst wurde die
kombinatorische Bibliothek aus chiralen Liganden L1*—-L5*
und chiralen Aktivatoren A1*—AS5* (Schema 19) untersucht,
um die Leitstruktur fiir die nédchste Generation chiraler
Liganden und Aktivatoren zu optimieren. Die besten Kom-
binationen waren L5*%A4* und L5*/AS5* mit denen mit

RN
* R2
OH  gyzn 0, RoN O Now
*[ [ 2N —Qn - LA
OH o J, o N
2
L* ZnL* ZnL*A*
53
Et,Zn / RCHO 13 OH
R
14

Schema 18. Addition von Et,Zn an die Aldehyde 13, katalysiert durch
chirale Zn-Diolate in Gegenwart chiraler Diamine."”! Screening mittels
CD-Messungen.

308

M. T. Reetz
0 »
x o) A0,
OH |4« T N \J AL*
O D
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99 d
0
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OH
OO H,N NH,
Br
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Ji L4 N/_</ Y Al
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PhT OH ol Ph
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8“ L5* )—R A5*
H =N N=\
OO Pl Ph

Schema 19. Chirale Diole als Liganden und Diaminverbindungen als
Zusitze in der Addition von Et,Zn an die Aldehyde 13.17]

Benzaldehyd ee-Werte von bis zu 65% erhalten wurden.
Aufgrund dieser Ergebnisse wurde eine neue Bibliothek
untersucht, die aus chiralen Diiminen als Aktivatoren bestand
(Schema 20).%1 Als beste Kombination erwies sich L5%/A9*
(ee=90% bei Raumtemperatur und 99% bei —78°C mit
Benzaldehyd und ee=92-99% mit anderen Aldehyden).
Zwar wurden nur ein paar Dutzend Reaktionen mit einem
JASCO-CD-995-Instrument verfolgt, doch diirfte der CD-
Test fiir das Hochdurchsatz-Screening enantioselektiver Ka-
talysatoren geeignet sein.

Unabhiingig von der Verdffentlichung von Mikamil™ be-
richteten wir iiber ein verwandtes System.U.7? In unserer

Ph. Ph
LY

—N N=\ /=N N=\
Ar Ar Ar Ar
Ar Ar
A4*: S,S Ph A10*: S5,S Ph
A5* R,R Ph All*: R,R Ph
A6*: S,S 2,6-Cl,CgH3 A12*: 5,S 2,6-Cl,CgH3
A7*: R,R 2,6-Cl,CgH3 A13*: R,R 2,6-Cl,CgH3

A8* S,S 246-MesCeH,  Al4*: S,S 2,4,6-MesCqHy
A9% RR 24,6-MesCeH,  A15% RR 2,4,6-MesCgH

Schema 20. Chirale Dialdimine als Zusétze in der Addition von Et,Zn an
die Aldehyde 13.07

Angew. Chem. 2001, 113, 292-320
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Arbeit zur gerichteten Evolution enantioselektiver Enzyme
mussten wir schnelle und effiziente Wege entwickeln, die
Enantiomerenreinheit von Alkoholen zu bestimmen, die
enzymatisch entweder durch Reduktase-katalysierte Reduk-
tion der prochiralen Ketone (z.B. 54) oder durch Lipase-
katalysierte kinetische Racematspaltung entsprechender rac-
Acetate (z.B. rac-52) zugénglich sind (Schema 21). In beiden
Fillen ist der CD-Assay theoretisch moglich. Im ersten Fall
miisste das Edukt 54 fliissigkeitschromatographisch vom
Produkt (S)/(R)-51 abgetrennt werden, im letzten Fall (S)/
(R)-51 von (S)/(R)-52.

O

Reduktase
N\ OH

o)
I

54 I S . ©/\
OAc ~
3 Lipase / (8151 (R-51
rac-52

Schema 21. Reduktase-katalysierte Reduktion des Ketons 54 und Lipase-
katalysierte kinetische Racematspaltung des Acetats 52. Screening mittels
CD-Messungen.[”!]

Da Acetophenon 54 bei ca. 260 nm einen wesentlich
hoheren Extinktionskoeffizienten aufweist als 1-Phenyletha-
nol 51, war die Trennung der Ausgangsverbindungen vom
Produkt unabdingbar; sie wurde auf einer relativ kurzen
Umkehrphasen-HPLC-Séule bewerkstelligt. In ersten Expe-
rimenten wurde unter Verwendung des reinen Produkts 51
der maximale Wert des CD-Signals ermittelt."!! Mischungen
von 51 mit verschiedenen Enantiomerenverhéltnissen (ee-
Werten) wurden hergestellt und zur Kontrolle mittels GC an
chiraler Phase genau analysiert. Dieselben Proben wurden
mittels CD untersucht, wobei eine Reihe von g-Werten
erhalten wurde. Bei der Auftragung der g- gegen die ee-
Werte wurde eine lineare Abhéngigkeit mit einem Korrela-
tionskoeffizienten von r = 0.99995 erhalten, die sich durch die
einfache Gleichung (2) beschreiben lisst.
ee = 3176.4g—8.0 @)

Dann haben wir die mogliche Abhéngigkeit des g-Faktors
von der Konzentration untersucht.”! Eine Losung von (S)-
und (R)-51 mit ee =20% wurde in einer Konzentration von
10 uL mL~" in Acetonitril hergestellt und dann schrittweise
verdiinnt. Abbildung 7 zeigt eindeutig, dass g nicht von der
Konzentration abhingt (Standardabweichung 2.6 % ). Daher
ist eine Aggregation aufgrund moglicher Wasserstoffbrii-
ckenbindungen zwischen zwei oder mehr Molekiilen des
Produkts (S)- und (R)-51, die zu Artefakten fithren konnte, in
diesem Medium auszuschlie3en, und das System kann mittels
CD-Messungen analysiert werden.

Die Frage, ob ein Hochdurchsatz-Screening des obigen
Reaktionssystems tatsédchlich in die Praxis umgesetzt werden
kann, wurde nun auf das Problem einer effizienten und
schnellen Trennung von 54 und (S)/(R)-51 zuriickgefiihrt.
Obwohl keine vollstdndige Optimierung durchgefiihrt wurde,
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Abbildung 7. Abhingigkeit des g-Faktors von der Konzentration in einer
Mischung aus (S)- und (R)-51 (ee =20%).17!

lie sich die Trennung mit Umkehrphasen-Kieselgel als
Saulenmaterial und Methanol/Wasser (47/53) als Eluent
problemlos durchfithren. Angesichts der Ergebnisse zur Ab-
hingigkeit des g-Faktors von der Konzentration (siche oben)
kann eine Aggregation in diesem protischen Medium ausge-
schlossen werden. Abbildung 8 zeigt das entsprechende HPL-
Chromatogramm, das Gemisch ist in weniger als 1.5 Minuten
vollstindig getrennt. Unter Verwendung eines JASCO-CD-
1595-Instruments und eines automatischen Probengebers
konnen so 700 - 900 genaue ee-Bestimmungen pro Tag durch-
gefiihrt werden.'t 72

50

0 1 2 3
t/ min ——»

Abbildung 8. HPLC-Chromatogramm einer Mischung aus 54 (Peak 1)
und (S)/(R)-51 (Peak 2)."

SchlieBlich mochten wir darauf hinweisen, dass verléssliche
ee-Wert-Bestimmungen mit CD-Assays in bestimmten Syste-
men theoretisch sogar ohne vorherige fliissigchromatogra-
phische Trennung mdglich sind.["-?1 Voraussetzung ist ein
prochirales Substrat (z.B. eine meso-Verbindung) sowie ein
UV-aktives Produkt (Chromophor), das in dem MaB gebildet
wird wie die enantioselektive Reaktion voranschreitet. Das
Absorptionsmaximum des gebildeten Chromophors muss
betrachtlich von dem des gewiinschten chiralen Produkts
abweichen. Dieses neue Prinzip wird anhand der Lipase-
katalysierten enantioselektiven Acylierung des meso-Diols 55
mit Benzoesdure-p-nitrophenylester 56 unter Bildung des
chiralen Produkts 57 und des gelben p-Nitrophenolats 33 mit
einer charakteristischen UV/Vis-Absorption bei 410 nm il-
lustriert (Schema 22). Mit der Messung des g-Werts am
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NO,
0}
OH /©/ Lipase
+ fe) —_—
OH

55 56

57 33

Schema 22. Lipase-katalysierte asymmetrische Acylierung des meso-Diols
55. Screening mittels CD-Messungen. "7

Absorptionsmaximum von 57 und der zusidtzlichen UV-
Absorption von 33 sind alle Informationen zur Bestimmung
des Umsatzes und der Enantiomerenreinheit zuginglich,
ohne dass es einer LC-Trennung bedarf. Der Vorteil dieses
neuen Ansatzes besteht in der Einfachheit der Durchfiihrung
und der begriindeten Aussicht auf hoheren Durchsatz.['-73]

Auf der Grundlage dieser und fritherer Arbeiten konnen
wir festhalten, dass in Einzelfillen bereits die HPLC-UV-CD-
oder die UV-CD-Methode als Hochdurchsatz-Screeningsys-
tem fiir enantioselektive (Bio-)Katalysatoren geeignet sein
kann. Der Erfolg wird vom jeweiligen Substrat der Unter-
suchung abhidngen und davon, ob die oben genannten Vo-
raussetzungen erfiillt sind.

3.5. Chromatographische Assays

Mit konventioneller GC oder HPLC an chiralen station&-
ren Phasen konnen nur ein paar Dutzend ee-Bestimmungen
pro Tag bewerkstelligt werden.©! Wir haben hingegen vor
kurzem gezeigt, dass die GC so modifiziert werden kann, dass
in bestimmten Fillen etwa 700 genaue ee- und E-Bestim-
mungen pro Tag moglich sind. Fallstudie war die Lipase-
katalysierte kinetische Racematspaltung des chiralen Alko-
hols (R)/(S)-58 unter Bildung der acylierten Form (R)/(S)-59
(Schema 23). Tausende Mutanten der Lipase aus Pseudomo-
nas aeruginosa wurden durch epPCRI' fiir die Anwendung
als Katalysator in der Modellreaktion hergestellt.[?!

OAc
—/
~NooN NN
ToH + N ow Toase oA + Yy oA
Ph Ph mutaten Ph Ph
(R)-58 (S)-58 (R-59 (5)-59

Schema 23. Lipase-katalysierte kinetische Racematspaltung des Alkohols
58. Screening mittels GC.I"> 74

Um einen verniinftig hohen Durchsatz zu erreichen,
wurden zwei GC-Siulen in einem Aufbau vereint. Im ersten
Ansatz wurden zwei Sdulen in einem GC-Ofen einge-
setzt.l’> 71 Es stellte sich jedoch heraus, dass dies mit einigen
Nachteilen verbunden war. Der erfolgreiche Aufbau besteht
aus zwei GC-Geriten,™ einem Prep-and-load(PAL)-Proben-
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geber” und einem PC (Abbildung 9). Die Gerite sind iiber
einen standardisierten Datenbus (HP-IB)™! mit dem PC
verbunden, der den Druck, die Temperatur etc. kontrolliert
und auch die Messwerte des Detektors verarbeitet. Der
Aufbau besteht weiterhin aus einer Waschstation sowie einem

[ PAL]
A

|
o_||lo_ | F—

GCI GCli HP-1B

t &I

Abbildung 9. Schematische Darstellung eines aus zwei GC-Geriten auf-
gebauten GC-Screeningsystems.[”l

Schubladensystem mit maximal acht Mikrotiterplatten. Mit
einer eigens entwickelten Konstruktion war der Probengeber
so angebracht worden, dass er beide Injektoren erreichen
kann. Da der Probengeber Proben aus Mikrotiterplatten mit
96 oder 384 Gefiflen injizieren kann, konnen iiber 3000
Proben ohne manuelles Eingreifen verarbeitet werden. Die
Software (Chemstation)”l bietet die Moglichkeit, vor und
nach jedem Analysenlauf zusitzliche Programme (Makros)
auflaufen zu lassen. So kontrolliert ein Makro den Proben-
geber, wobei jede Position auf der Mikrotiterplatte iiber die
Sequenztabelle gekennzeichnet ist. Ein anderes Makro ge-
wihrleistet, dass die Auswertung nach jedem Analysenlauf in
einer spezifizierten gleichartigen Weise verlduft, sodass die
Peaks der chiralen Verbindungen 58 und 59 quantitativ
analysiert werden. Die analytischen Daten werden via DDE
(Dynamic Data Exchange)™ in eine Excel-Datei iibertragen,
die die Ergebnisse entweder in Tabellenform oder, zur
schnellen Ubersicht, im Mikrotiterplattenformat liefert. Da
Wasserstoff als Tragergas verwendet wird, umfasst der Aufbau
auch H,-Wichter, die die H,-Konzentration in den Ofen
iiberwachen; bei Konzentrationen iiber 1% (Explosionsge-
fahr bei >4% H,) wird automatisch auf Stickstoff als
Trigergas umgeschaltet.[> 74

Mit stationdren Phasen auf der Basis von S-Cyclodex-
trin(CD)-Derivaten wie 2,3-Di-O-ethyl-6-O-tert-butyldime-
thylsilyl-3-CD wurden (R)- und (S)-58 (aber nicht (R)- und
(5)-59) in 3.9 Minuten vollstindig getrennt.’> 74 Mit der in
Abbildung 9 dargestellten Konfiguration aus zwei gleichzeitig
arbeitenden GC-Einheiten sind so etwa 700 genaue ee-
Bestimmungen von (R)/(S)-58 pro Tag moglich. Dariiber
hinaus liefert das System automatisch auch die zugehorigen
Werte fiir den Umsatz und den Selektivitdtsfaktor £ im
Mikrotiterplattenformat. Ein typisches Beispiel ist in Abbil-
dung 10 wiedergegeben. Die E-Werte der selektivsten En-
zymmutanten (E >2.4) sind grau unterlegt.’* Bei Mutanten
mit 0% Umsatz fehlt die Enzymaktivitit vollstindig. Nega-
tive ee-Werte zeigen die Umkehrung der Enantioselektivitét
an.

Angew. Chem. 2001, 113, 292-320
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Abbildung 10. Excel-Tabelle der GC-Daten im Mikrotiterplatten(MTP)-
Format, angegeben sind jeweils der Umsatz ¢ [% ], der ee-Wert [% ] und der
Selektivititsfaktor E von Lipasemutanten, die die hydrolytische kinetische
Racematspaltung des Alkohols 58 katalysieren.”!

Somit ist es entgegen der allgemeinen Meinung durchaus
moglich, in geeigneten Féllen die GC fiir das Hochdurchsatz-
Screening auf Enantioselektivitéit einzusetzen. Diese Art des
GC-Aufbaus sollte auch im Screening achiraler Umsetzungen
von Nutzen sein. Zudem kann der Durchsatz bisweilen weiter
erhoht werden, indem Proben zu geeigneten Zeiten injiziert
werden, die kiirzer sind als die Gesamtlaufzeit des eigentli-
chen Chromatogramms (ineinander geschachtelte Chromato-
gramme), sodass die Zeit zwischen den Liufen optimal
genutzt wird.l’> ™ Der Hauptvorteil gegeniiber der Verwen-
dung von zwei vollstdndig getrennten GC-Einheiten besteht
in der optimalen Ausnutzung des Laborplatzes und der
Verwendung nur eines Probengeber- und Computersystems,
wodurch eine hohe instrumentelle und 6konomische Effizienz
erreicht wird. Obwohl fiir jede neue zu testende chirale
Substanz eine Optimierung durchgefiihrt werden muss, kann
man davon ausgehen, dass in geeigneten Fillen 600-800
Proben miihelos pro Tag verarbeitet werden konnen. Es
bleibt abzuwarten, ob die HPLC idhnlich gut an die Er-
fordernisse einer gegebenen analytischen Fragestellung an-
gepasst werden kann. Es ist jedoch unwahrscheinlich, dass
Hochdurchsatz-ee-Bestimmungen, d.h. viele Tausend Proben
pro Tag, auf der Grundlage von GC oder HPLC erreicht
werden konnen. Je nach Problemstellung mag ein Durchsatz
von 600-800 ee-Bestimmungen pro Tag aber unter Umstén-
den vollkommen ausreichen.

Eine verwandte Fragestellung beschéftigt sich mit dem
Hochdurchsatz-Screening auf Enantioselektivitdt mittels
Diinnschichtchromatographie (DC). Es ist bekannt, dass
eine Enantiomerentrennung an chiral modifizierten stationé-
ren Phasen moglich ist und dass die relative Groe der DC-
Flecken des (R)- und des (S)-Isomers mit der Enantiomeren-
reinheit (ee) korreliert.” Giinther hat diese Technik zur ee-
Wert-Bestimmung chiraler Aminosduren und Hydroxycar-
bonsiuren angewandt,”"! strebte hierbei aber keinen hohen
Durchsatz an. Dieser kann prinzipiell durch eine geeignete
Bildverarbeitung per Computer erreicht werden. Hierzu
haben wir die Routine MORFO des kommerziell erhéltlichen
Softwarepakets IMAGIC-5 vorgeschlagen, die Flecken auf
einer gegebenen Oberfliche erkennt und ,,integriert«.l5% 8!
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Die DC-Platte einer kinetischen ﬁcﬁ"--mmuh
Racematspaltung weist das in Ab- :
bildung 11 schematisch wiederge- & = & |(5-Froduld
gebene Aussehen auf.’? Man kann

sich leicht vorstellen, dass Hunder- & % = |\F-Bduk
te dieser DC-Plattﬂen schnel.l at?- . @ @ |i5Ea
getastet werden konnen. Die ei-

gentliche Herausforderung be- Start

Abbildung 11. Schemati-
sche Darstellung einer
DC-Platte mit dem Er-
gebnis einer kinetischen
Racematspaltung  eines
rac-Edukts.[”]

steht hier darin, effiziente chirale
Selektoren zu finden, die eine
ausreichende Enantiomerentren-
nung gewéhrleisten.

3.6. Parallelisierte chiral
modifizierte Kapillarelektrophorese

Wie in Abschnitt 1 erwidhnt, wird die Bestimmung der
Enantiomerenreinheit bei herkommlichen Problemstellun-
gen bisweilen mittels Kapillarelektrophorese (CE) durchge-
fithrt, wobei der Elektrolyt chirale Selektoren wie Cyclodex-
trin(CD)-Derivate enthilt.”! Die konventionelle Form dieser
Analysentechnik ermdoglicht leider nur ein paar Dutzend ee-
Bestimmungen pro Tag. Wegen des analytischen Bedarfs
unter anderem im Rahmen des Human-Genom-Projektes
wurde die CE jedoch in den letzten Jahren revolutioniert,
sodass jetzt effiziente Techniken zur instrumentellen Minia-
turisierung verfiigbar sind, die zum ersten Mal eine Super-
Hochdurchsatz-Analyse von Biomolekiilen erméglichen. > 83
Zwei Ansitze wurden entwickelt: die Kapillar-Array-Elek-
trophorese (CAE)®? und die CE auf Mikrochips (auch CAE
auf Chips genannt).® Beide Techniken kénnen verwendet
werden, um DNA-Sequenzanalysen vorzunehmen und/oder
Oligonucleotide, DNA-Verdauungsfragmente oder PCR-Pro-
dukte zu analysieren. Viele Hunderttausend analytische
Datenpunkte kénnen so pro Tag gesammelt werden.[$% %
Wir gingen deshalb davon aus, dass durch chirale Modifizie-
rungen dieser Techniken zum ersten Mal Super-Hochdurch-
satz-Analysen der Enantiomerenreinheit moglich werden
sollten.[®

Im Fall der CAE wurden mittlerweile kommerziell erhalt-
liche Instrumente entwickelt, bei denen eine grofle Zahl von
Kapillaren parallel betrieben werden, wie die 96-Kapillaren-
Einheit MegaBACE, die aus sechs Biindeln zu je 16 Kapil-
laren besteht.[® Dieses System kann daher eine komplette
Mikrotiterplatte mit 96 GefidBBen verarbeiten. Jede Kapillare
ist etwa 50 cm lang.

In unseren Bemiihungen, daraus ein analytisches Super-
Hochdurchsatz-System fiir ee-Bestimmungen zu entwickeln,
verwendeten wir als Modellsubstrate zunéchst chirale Amine
des Typs 62, die fiir die Synthese pharmazeutischer und
agrochemischer Produkte von Bedeutung sind.’! Sie sind
prinzipiell durch katalytische reduktive Aminierung der
Ketone 60, Markownikow-Addition von Ammoniak an
Olefine 61 oder enzymatische Hydrolyse der Acetamide 63
(wobei die Riickreaktion moglich ist) zuginglich (Sche-
ma 24).
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Q NH3 / [H]
H3C™ R Katalysator
60
NH; NH>
+ E
R NHs | H"R O HC TR
=/
Katalysator
61 (R)-62 (5)-62
H,O
o a R =n-Pentyl
NHCR' Enzym b R=n-Hexyl
C R =c-Hexyl
HC™ 'R d R =Phenyl
€ R=p-Tolyl
63 f R =1-Naphthyl

Schema 24. Katalytische Bildung der chiralen Amine 62. Screening mittels
CAE.1¥

In ersten Experimenten wurden zunéchst die Bedingungen
fiir ein konventionelles CE-Assay der Amine optimiert,
indem verschiedene a- und $-CD-Derivate als chirale Selek-
toren verwendet wurden.[* Um als empfindliches Detekti-
onssystem die laserinduzierte Fluoreszenz (LIF) einsetzen zu
konnen, wurden die Amine 62 zunichst in einer konventio-
nellen Reaktion mit Fluoresceinisothiocyanat 64 derivatisiert,
was zu den fluoreszenzaktiven Verbindungen 65 fiihrte
(Schema 25). Obwohl keine ausfiihrliche Optimierung vor-
genommen wurde (es wurden nur sechs CD-Derivate ge-
testet), konnte in allen Fillen eine befriedigende Basislinien-
trennung erzielt werden (Tabelle 1).

nientrennung exzellent (Abbildung 12). Die Ubereinstim-
mung der ee-Werte der (R)/(S)-Mischungen von 65¢, die mit
CAE bestimmt wurden, und gaschromatographisch bestimm-
ten ee-Werte der entsprechenden (R)/(S)-Mischungen von
62 ¢ erwies sich als sehr gut.]

@

+

G)

L

et

Pt —
15 18
t/ min ——»

Abbildung 12. CAE-Enantiomerentrennung reprasentativer Proben von
65c.%l

Die Enantiomerentrennung von (R)/(S)-65¢ mit der Me-
gaBACE-Einheit dauerte ungefihr 19 Minuten. Damit sind
bereits unter diesen nichtoptimierten Bedingungen mit die-
sem automatischen 96-Array-System mehr als 7000 ee-Be-
stimmungen pro Tag mdglich.®! In dhnlichen Fillen konnten
die Analysenzeiten fiir eine Enantiomerentrennung optimiert
werden, sodass ein tédglicher Durchsatz von 15000 bis 30000

Tabelle 1. Ergebnisse der CE-Enantiomerentrennung der Aminderivate 65 unter

64 65

Schema 25. Derivatisierung der chiralen Amine 62 fiir die im
CAE-Screening eingesetzte LIF-Detektion.[*]

Im néichsten Schritt wurden die Modellverbindungen
62¢/65¢ durch CAE mit einer MegaBACE-Einheit
analysiert. Mischungen der Amine 62¢ mit bekanntem
Enantiomereniiberschuss wurden in die fluoreszenzak-
tiven Derivate 65c¢ uberfiihrt, die dann mittels CAE
analysiert wurden. Dabei konnten die Ergebnisse des
konventionellen Einkapillarensystems aufgrund insta-
biler elektrophoretischer Laufe nicht reproduziert wer-
den. Das Problem wurde gelost, indem ein spezieller
Elektrolyt mit einer hoheren Viskositdt verwendet
wurde. Er setzt sich aus 40mm 2-(N-Cyclohexylami-
no)ethansulfonsidure (CHES; pH9.1), 6.25mm y-CD
(5/1) und einem Puffer, der lineares Polyacrylamid
enthilt, zusammen. Die MegaBACE-Einheit wurde bei
einer Spannung von —10kV (bei 8 pA) pro Kapillare
und einer Probenaufgabespannung von —2kV (95s)
betrieben. Unter diesen Bedingungen war die Basisli-
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Variation der Elektrolytzusammensetzung,. @15

Puffer, verwendetes Cyclodextrin®

65a 65b

65¢ 65d 65e 65f

40 mmol CHES, 40 mmol y-CD +15% CH,;CN
20 mmol Borat, 20 mmol DM-$-CD
40 mmol CHES, 20 mmol DM-3-CD
40 mmol CHES, 5 mmol DM-$-CD
40 mmol CHES, 40 mmol HE-3-CD
40 mmol CHES, 20 mmol HE-3-CD
40 mmol CHES, 10 mmol HE-3-CD
40 mmol CHES, 5 mmol HE-3-CD
40 mmol CHES, 2.5 mmol HE-3-CD
40 mmol CHES, 5 mmol HP-a-CD
40 mmol CHES, 20 mmol HP-3-CD
40 mmol CHES, 5 mmol HP-$5-CD

40 mmol CHES, 20 mmol HP-3-CD +15% CH;CN

40 mmol CHES, 25 mmol HP-y-CD
40 mmol CHES, 6.25 mmol HP-y-CD

B B

A
A
fB
fB
A —
A -

40 mmol CHES, 25 mmol HP-y-CD +15% CH;CN - -

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

- ng - -

- A - -

> |
&

ww > |
|

>

5]

[a] A: Antrennung; B: Basislinientrennung; fB: fast Basislinientrennung; —: keine
Trennung; n.g.: nicht gemessen. [b] DM: Heptakis(2,6-di-O-methyl); HE: Hydro-
xyethyl; HP: Hydroxypropyl; NH,: 6*-Amino-62-desoxy; CHES: 2-(N-Cyclohe-

xylamino)ethansulfonsdure.
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ee-Bestimmungen realistisch ist. Solch ein Super-Hochdurch-
satz-Screening auf Enantioselektivitét ist mit keiner anderen
zurzeit verfiigbaren Methode moglich. In Anbetracht der
Moglichkeit, den chiralen Selektor zu optimieren, und der
Tatsache, dass die CAE viele Vorteile aufweist, wie extrem
geringe Probenvolumina, so gut wie keinen Losungsmittel-
verbrauch, keine Hochdruckpumpen und -ventile sowie die
lange Standzeit der Sédulen, sind wir zuversichtlich, dass unser
CAE-Test ideal geeignet ist fiir die Hochdurchsatz-ee-Be-
stimmung.

Eine Variante der obigen Methode haben wir schon 1997
beschrieben, die Moglichkeit des Hochdurchsatz-ee-Scree-
nings chiraler organischer Verbindungen mittels Kapillar-
elektrophorese auf Mikrochips.® CE (oder spezieller CAE)
auf (typischerweise 10 cm x 10 cm groBen) Mikrochips wurde
allgemein zuvor von Manz® und anderen®™cM fiir die
Analyse von Biomolekiilen entwickelt. Traditionell werden
dabei photolithographische Verfahren angewandt, um Kapil-
laranordnungen auf Kunststoff- oder Glaschips herzustel-
len.[33] Wie wir feststellen mussten, ist die Enantiomerentren-
nung organischer Molekiile auf Kunststoffmikrochips auf-
grund der chemischen Unbesténdigkeit solcher Systeme nicht
generell moglich. Im Fall von Glaschips ist die Situation
dagegen ganz anders.®! So gelingt auf einem Glaschip
beispielsweise die Enantiomerentrennung von 65c¢, wobei
zur Detektion die laserinduzierte Fluoreszenz (LIF) einge-
setzt wird. Die Automatisierung mittels Robotern befindet
sich gerade in der Optimierungsphase, sodass bald ein zweites
CAE-gestiitztes System zur Super-Hochdurchsatz-ee-Bestim-
mung zu Verfiigung stehen wird. Angesichts der Berichte von
Mathies®> und Li®" zur Enantiomerentrennung von Ami-
nosduren in wissrigen Losungen auf CAE-Mikrochips, er-
warten wir, dass dieser Assaytyp in Zukunft eine wichtige
Rolle spielen wird.®®! Natiirlich muss fiir ein gegebenes
analytisches Problem eine effiziente Derivatisierung und
Antipodentrennung sichergestellt werden, weswegen eine
universelle Allgemeingiiltigkeit nicht beansprucht werden
kann.

Die vorgestellten beiden Arten der Kapillararrayelektro-
phorese sind hoch effiziente Methoden zur Bestimmung der
Enantiomerenreinheit chiraler Verbindungen in einem wirk-
lichen Hochdurchsatz-Screening. Verschiedene Abanderun-
gen sind moglich, z.B. die Detektion per UV/Vis, MS oder
elektrischer Leitfdhigkeit. Zudem sind die chiralen Selekto-
ren im CE-Elektrolyt nicht unbedingt notwendig, z.B. dann,
wenn die Enantiomere zuvor — beispielsweise unter Verwen-
dung fluoreszenzaktiver Derivatisierungsmittel — in Diaste-
reomere iiberfiihrt werden. [

3.7. Massenspektrometrie-Assays

Zwar wurden verschiedene massenspektrometrische Tests
fir den Einsatz in der kombinatorischen Katalyse entwi-
ckelt,['z 1342l doch ist die Anwendung auf das Screening
enantioselektiver Katalysatoren nicht so leicht, einfach des-
wegen, weil die (R)- und (S)-Formen einer chiralen Verbin-
dung identische Massenspektren geben. Wir haben uns davon
nicht abschrecken lassen und ein MS-gestiitztes System

Angew. Chem. 2001, 113, 292-320

entworfen, das die Bestimmung der Enantioselektivitét (ee-
und/oder E-Wert) ohne chromatographische Trennung oder
Diastereomerenbildung erméglicht. Typischerweise sind da-
mit etwa 1000 Katalysator-Bewertungen pro Tag moglich.[®]
Die Ionisierung kann durch Standardmethoden vorgenom-
men werden, wie Elektrospray-Ionisierung (ESI) oder ma-
trixunterstiitzte Laserdesorptions-Ionisierung (MALDI).[%]
Zwei grundsétzlich verschiedene stereochemische Prozesse
konnen mit unserer Methode verfolgt werden: die kinetische
Racematspaltung und die asymmetrische Umwandlung pro-
chiraler Verbindungen mit enantiotopen Gruppen.®-

Das zugrunde liegende Prinzip geht von der Verwendung
isotopenmarkierter Substrate in Form von Pseudoenantiome-
ren oder pseudoprochiralen Verbindungen aus (Schema 26).
Der Verlauf der asymmetrischen Umsetzung wird anhand der
relativen Mengen der Reaktanten und/oder Produkte mittels
ESI-MS verfolgt.

a) EG . FG* FG' . FG P
Rl/v\R2 Rl/_\RZ Rl/'\RZ Rl/_\RZ
66 67 68 69 70a 71b
b) ZC B A
= —— =
Rl/v\Rz RIRZ Rl/'\RZ RI7R2
66 71 68 72 70a
o FG FG* FG' FG* FG FG . .
= H + H + FG" + FG™
R R R R R R
73 74 75 70a 70b
d) — + + FG" + FG™
FG FG* FG' FG* FG FG'
76 7 78 70a 70b

Schema 26. a) Asymmetrische Umsetzung einer Pseudoenantiomerenmi-
schung unter Abspaltung der funktionellen Gruppe FG und der markierten
funktionellen Gruppe FG*. b) Asymmetrische Umsetzung einer Pseudo-
enantiomerenmischung unter Abspaltung oder Bindungsbildung an der
funktionellen Gruppe FG; die Isotopenmarkierung an R? ist durch einen
Stern gekennzeichnet. ¢) Asymmetrische Umsetzung eines Pseudo-meso-
Substrats unter Abspaltung der funktionellen Gruppe FG und der
markierten funktionellen Gruppe FG*. d) Asymmetrische Umsetzung
eines pseudoprochiralen Substrats unter Abspaltung der funktionellen
Gruppe FG und der markierten funktionellen Gruppe FG*.[*]

Im Fall der kinetischen Racematspaltung miissen die
Verbindungen 66 und 67, die sich in ihrer absoluten Kon-
figuration und der Markierung in der funktionellen Gruppe
FG* unterscheiden, in enantiomerenreiner Form hergestellt
und dann im Verhiltnis 1:1 gemischt werden, um ein Racemat
zu simulieren (Schema 26a). Bei der asymmetrischen Um-
wandlung der funktionellen Gruppe (in einer idealen kine-
tischen Racematspaltung bei 50% Umsatz) werden die
echten Enantiomere 68 und 69 sowie das nichtmarkierte
und das markierte achirale Produkt 70a bzw. 70b gebildet.
Das Verhiltnis der Gesamtintensitidten von 66/67 und 70a/
70b in den Massenspektren (m/z-Intensitdten der Quasimo-
lekiilionen) erlaubt die Bestimmung der Enantiomerenrein-
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heit und daher der Enantioselektivitit eines Katalysators. In
einigen Fillen kann es vorteilhaft sein, einen internen
Standard zur Umsatzermittlung einzusetzen.®!

Eine Variation dieses Themas ist die kinetische Racemat-
spaltung der Pseudoenantiomere 66 und 71, wobei hier der
Rest R? von 71 markiert ist, unter Bildung eines neuen Paares
von Pseudoenantiomeren 68 und 72 (Schema 26b). Aufgrund
der m/z-Intensitdten der Quasi-Molekiilionen von 66/71 und
68/72 konnen Umsatz, Enantioselektivitit (ee) und Selektivi-
titsfaktor (E) erhalten werden. Ein interner Standard ist nicht
notwendig.[*’]

Im Fall prochiraler Substrate mit enantiotopen Gruppen,
z.B. meso-Verbindungen (Schema 26c¢), geniigt die Synthese
einer einzigen Pseudo-meso-Verbindung, z.B. 73, da die
interessierende stereodifferenzierende Reaktion eine Mi-
schung aus zwei MS-detektierbaren Pseudoenantiomeren 74
und 75 liefert. Das Gleiche gilt fiir pseudoprochirale Ver-
bindungen des Typs 76 (Schema 26d).

Zunichst untersuchten wir die kinetische Racematspaltung
von 1-Phenylethylacetat 52 (Schema 27).1%1 Zu diesem Zweck
wurden die Pseudoenantiomere (S)-52 und (R)-79 in enan-
tiomerenreiner Form hergestellt. Um das Testsystem zu

OAc OAc[D3]
+ B

AN

Ph” >CHs  Ph” “CHs

(5)-52 (R)-79

OH

QH
Xt A

Ph” >CH;  Ph”” “CHj

+ CH3CO;H + CD3COH

(5)-51 (R-51 80 81

Schema 27. Kinetische Racematspaltung der Pseudoenantiomere (S)-52
und (R)-79. Screening mittels ESI-MS.I®]

iiberpriifen, wurden diese beiden Verbindungen in verschie-
denen Verhiltnissen gemischt und die entstandenen Mischun-
gen gaschromatographisch analysiert, um die genauen Pseu-
do-ee-Werte als Kontrolle zu erhalten. Danach wurden die
Proben mittels ESI-MS analysiert. Ein typisches ESI-Massen-
spektrum ist in Abbildung 13 wiedergegeben. Da die Natrium-
addukte von (S)-52 und (R)-79 aufgrund der Deuterium-
markierung Peaks bei verschiedenen mi/z-Werten geben, ist

Synthese von

100 %]
80 % [(S)-52+Na]’
T 60 %

rel
40 %i

/

0% i [(R)-79+Na]

| .. [
80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 30

ml/z —
Abbildung 13. ESI-Massenspektrum einer Probe von (S)-52 und (R)-79.1%]

die Integration eine einfache Sache. Insgesamt wurden 17
Kontrollproben untersucht und die Ubereinstimmung zwi-
schen den gaschromatographisch und den per ESI-MS er-
mittelten ee-Werten waren ausgezeichnet (£+5%).5) Im
Unterschied zu vielen anderen Methoden, die den Nachteil
aufweisen, dass die (R)- und (S)-konfigurierten Substrate
getrennt paarweise auf Mikrotiterplatten getestet werden,
werden bei diesem System 1:1-Mischungen von Pseudoenan-
tiomeren in kinetischen Racematspaltungen verwendet. Zu-
dem sollten analoge Reaktionen an Festphasen keine Pro-
bleme mit sich bringen.

Der anschlieend entwickelte experimentelle Aufbau fiir
das Hochdurchsatz-Screening enantioselektiver Reaktionen
besteht aus einem automatischen Fliissigkeitsprobengeber fiir
96er-Mikrotiterplatten und einem ESI-MS-System, die beide
kommerziell erhéltlich sind (Abbildung 14). %1 Mit diesem
Aufbau konnen pro Tag die ee-Werte, Umsitze und damit
auch die E-Werte von etwa 1000 Umsetzungen wie der oben
beschriebenen Modellreaktion durchgefiihrt werden. Wie
Schema 26 zeigt, kann sich die Deuteriummarkierung an
irgendeiner Stelle im Substrat befinden. Es ist ratsam, eine
einfache kinetische Studie des markierten und nichtmarkier-
ten Substrats durchzufiihren, um mogliche sekundire Isoto-
peneffekte auszuschlieBen.

Als Beispiel fiir die asymmetrische Umsetzung einer pro-
chiralen Verbindung betrachteten wir die bekannte De-
symmetrisierung von cis-1,4-Diacetoxycyclopenten.®! In die-
sem Fall wurde die pseudoprochirale Verbindung 82 herge-
stellt (Schema 28). Die Produkte der asymmetrischen
Umsetzung sind die Verbindungen 83 und 84, die jeweils
zwei stereogene Zentren enthalten. Da sie Pseudoenantio-
mere sind, konnen sie leicht mittels ESI-MS unterschieden
werden. So untersuchen wir zurzeit die gerichtete Evolution

PC und Daten-

LO000000

1

chirale Katalysatoren
oder Reagentien

Abbildung 14. Experimenteller Aufbau eines ESI-MS-ee-Screeningsystems.*)
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Pseudoenantiomeren
Probengeber fiir
A Mikrotiterplatten
enantioselektive - .
Umwandlung ol >

ESI-MS > auswertung
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[D3]ACO@‘OAC HO@‘OAC [D3]Ac0;©‘OH
. N
82 83

84

Schema 28. Desymmetrisierung eines pseudoprochiralen Substrats 82.
Screening mittels ESI-MS.[*]

einer Lipase fiir diese Umsetzung, wobei das Screening mit
dem in Abbildung 14 dargestellten Aufbau durchgefiihrt wird.

Dieser Ansatz ist eine ausgesprochen niitzliche Methode
zum Hochdurchsatz-Screening von enantioselektiven Enzy-
men oder synthetischen asymmetrischen Katalysatoren. Statt
der Deuteriummarkierung kann auch eine andere Massen-
kennzeichnung (z.B. Methylgruppen anstelle von Wasser-
stoff) an entfernten Positionen im Molekiil verwendet wer-
den. Unsere Methode hat jedoch Grenzen, da sie auf die
Analyse der beiden Verbindungsklassen beschrankt ist, die
die genannten Symmetrieeigenschaften aufweisen (siche
Schema 26). Das bedeutet, dass Umsetzungen prochiraler
Verbindungen ohne enantiotope Gruppen (z.B. die Reduk-
tion von Acetophenon 54 zu 1-Phenylethanol 51, Schema 21)
nicht verfolgt werden konnen.

Ein anderer Ansatz, speziell zur Bestimmung der ee-Werte
von Alkoholen, wurde von Finn et al.®!l beschrieben und kann
als Erweiterung der Methode von Horeau angesehen wer-
den.” Thm liegt die Derivatisierung mit chiralen, massen-
markierten Acylierungsreagentien zugrunde. Die Methode
setzt ein messbares MafB3 an kinetischer Racematspaltung im
Derivatisierungsschritt voraus.”!l Es wird ein dquimolares
Gemisch pseudoenantiomerer, massenmarkierter chiraler
Acylierungsreagentien eingesetzt, die sich in einem Substi-
tuenten (z.B. Methyl statt Wasserstoff) weit entfernt vom
stereogenen Zentrum so unterscheiden, dass die Masse des
jeweiligen Molekiils eindeutig mit dessen absoluter Kon-
figuration verkniipft ist. Im Prinzip konnen die Reaktionen
der Enantiomere mit den chiralen Reagentien mit unter-
schiedlichen Geschwindigkeitskonstanten ablaufen (k;> k;
f =schnell, s =langsam). Fiir chirale Alkohole (R)-ROH und
(5)-ROH und massenmarkierte enantiomerenreine Acylie-
rungsreagentien ist dies in Schema 29 veranschaulicht.’l Die
enantiomeren Alkohole (R)-ROH und (5)-ROH werden
zundchst mit den massenmarkierten chiralen Séuren
A-CO,H und B-CO,H in Gegenwart von 1,3-Dicyclohexyl-
carbodiimid (DCC) umgesetzt. Aus den mittels MS gemesse-
nen relativen Mengen der Produktester konnen dann (nach
Durchfiithrung von zwei Kalibrierungen) die Enantiomeren-
zusammensetzung der Ausgangsmischung (R)-ROH/(S)-
ROH und so deren ee-Wert bestimmt werden.

Finn et al. verwendeten die von Prolin abgeleiteten massen-
markierten Acylierungsreagentien 85 und 86.°1 Die Reagen-
tien miissen in groBem Uberschuss eingesetzt werden, und es
ist erforderlich, dass ein kleiner, aber messbarer Grad an
kinetischer Racematspaltung auftritt. Die Empfindlichkeit
der Methode betréagt +10 % ee. Man kann das Verfahren auch
umkehren, indem massenmarkierte chirale Nucleophile ver-
wendet werden, um den ee-Wert bei Verwendung von nicht-
markierten Acylierungsmitteln zu bestimmen. Wie unser MS-
gestiitztes System®! beinhaltet auch diese Methode keine
chromatographische Trennung. Die Autoren betonen, dass
sich diese Methode zu einem automatischen Hochdurchsatz-
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A-CO,H B-CO,H
DCC, Base DCC, Base
A-CO,—(R)-R (R-ROH B-CO,—(R)-R
schnell langsam
Kia ksB
Masse 1 Masse 2
A-CO,H B-CO,H
DCC, Base DCC, Base
A-COx—(S)-R<=——— (S)-ROH - —(S)—|
() langsam S schnell - B-CO(9R
ksA ka
IMasse 1
—_— = y . q
IMasse 2
ke
-1)(s+1 S= 7
ee[%]: m + 100 ks' )
+1)s-1) y = korrigiertes
Intensitatsverhaltnis
HO,C )O HO,C O
H Z > CH,
85 86

Schema 29. Massenspektrometrische ee-Wert-Bestimmung in der kineti-
schen Racematspaltung des Alkohols (R)-ROH/(S)-ROH.P! [ =Peakin-
tensitit; g = Korrekturfaktor fiir die Ionisation; DCC = 1,3-Dicyclohexyl-
carbodiimid.

Screeningsystem mit Mikrotiterplatten ausarbeiten lassen
sollte.®l SchlieBlich sollten derartige Analysen auch mit einer
Deuterium- statt einer Methylgruppenmarkierung durchge-
fiithrt werden kénnen. 3]

3.8. Radioaktivitits-Assays

Auf die Moglichkeit, ee-Werte unter Verwendung radio-
aktiv markierter Substrate an einem festen Trager durch
Radioaktivitdtsmessungen an der Losung der abgespaltenen
Produkte zu bestimmen, haben wir bereits 1997 hingewie-
sen.®! Im Fall der hydrolytischen kinetischen Racematspal-
tung von Estern des Typs ROCH,CH(R)OC(O)CHj; unter
enantioselektiver Bildung der entsprechenden O-geschiitzten
Diole ROCH,CH(R)OH beispielsweise ist die Anbindung
geeigneter radioaktiv markierter Pseudoenantiomere 87/88
notwendig (Schema 30). Mit diesm System konnen Tausende
von (Bio-)Katalysatoren getestet werden. Nach der katalyti-
schen Hydrolyse in den Gefidllen einer Mikrotiterplatte wird
die Losung von der Festphase abgetrennt, und die relativen
Mengen der radioaktiv markierten Essigsduren 89 und 90
werden mit einem konventionellen Szintillationszdhler be-
stimmt. Auf diese Weise konnen die ee-Werte bei verschie-
denen Umsitzen erhalten werden. In speziellen Fillen ist
diese Methode sicher von Vorteil, die Automatisierung mit
einem automatischen Szintillationszidhler steht allerdings
noch aus.

3.9. NMR- und IR-Assays

Die NMR-Spektroskopie ist ein relativ langsames analy-
tisches Verfahren und diirfte daher als nicht geeignet fiir
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der chemischen Verschiebung in der dritten

R O R O Dimension zu erreichen (Abbildung 15).14
+ Ho\/'\O A tcicH, HO. _~ J PHICHs —_— Das Signal des Esters 91 (linkes Signal) upd
i 87 88 das des p-Fluorphenolats 93 (rechtes Sig-
nal) sind in beiden Fillen leicht auszuma-
chen. Die Spuren entlang der x- und der y-
R O R o Achse spiegeln jeweils die Gesamtabsorp-
" " +
O\/'\O)l\ [*4C]CH3 H.0 O\/'\OH HO™ ™ [*CICH3 tion bei der Resonanzfrequenz von 93 (in
K2—> 89 Probe A) und von 91 (in Probe B) wider.
B9 stalysatoren R 2 Im Fall der Probe B ist der Ester 91 in solch
A z T i r r91i
i o__~ i o__~ +
\/\OJ\ [*HICH, ~"0H HOJ\ [*HICH3 geringer Konzentration vorhanden, dass
_ 90 nur ein schwaches Signal auftritt.
Filter Die Daten derartiger 3D-CSI-Messun-
N gen konnen auf verschiedene Weise visua-
Szintillations- L. .
ee-Werte — 89 + 90 lisiert werden. AuBler der Darstellung in
zahler Form der Spuren in Abbildung 15 ist eine
Schema 30. Darstellung eines ee-Tests auf der Grundlage von Radioaktivititsmessungen.[®l raumliche Darstellung der F-NMR-Signa-

le moglich (Abbildung 16).7% °4 Die beiden
Hochdurchsatz-Analysen erscheinen. Tatsdchlich aber wur-
den Fortschritte in der Verwendung von NMR-Methoden in Probe A
der kombinatorischen Wirkstoffentwicklung gemacht, sowohl
bei Verfahren an Festphasen als auch bei solchen in Lo-
sung.” Einer der offensichtlichen Nachteile ist die geringe 1 100
Empfindlichkeit, die mit der Notwendigkeit der Verwendung 0
hoher Konzentrationen einhergeht. Die fortschreitende Ent- -
wicklung von Durchflusszellen und Kryosonden wird sicher t
weitere Fortschritte in der Anwendung der NMR-Spektros- 1% _/"/ ﬁ\\
kopie in der kombinatorischen Chemie nach sich ziehen.

Da ein hoher Durchsatz im Mittelpunkt der kombinatori- 9 200
schen Katalyse steht und idealerweise mehrere Proben t J_H/M\
parallel gemessen werden miissen, erwogen wir die Anwen- 1717 i
dung des magnetic resonance imaging (NMR-Tomographie),

a) 200

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 pu

0 S5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 pu

T T T T T T T T T T

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 pu

das in der Medizin erfolgreich zur Visualisierung von Probe B
Geweben und Organen eingesetzt wird. In unserem Fall war a)
das Ziel, Tomogramme von Mikrotiterplatten zu erhalten, in 1 200

denen enantioselektive Reaktionen ablaufen.” In Vorversu-
chen entschieden wir uns, den "F-Kern zur Verfolgung der
Hydrolyse der (R)- und (S)-konfigurierten Ester 91 (Sche-
ma 31) zu verwenden.>% In einer ersten Messung wurde

(e} (e}
H,O
Katalysatoren T

rac-91 rac-92 93
Schema 31. Modellreaktion fiir ein NMR-gestiitztes Screeningsystem.”> %4l 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 5:) 5'5 6(') pu

0 5 10 16 20 25 30 35 40 45 50 55 60 pu

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 pu

S ——»

. i . . Abbildung 15. Mittels 3D-CSI bestimmte chemische Verschiebung in
eine 3:2-Mischung aus rac-91 und p-Fluorphenolat 93 in DMF zweidimensionaler Auflosung.”>*l Probe A: 91:93=1:1.4; Probe B:

und Tris(hydroxymethyl)methylamin(TRIS)-Puffer (pH 7.5) 91:93 = 1:9. Angegeben ist jeweils die chemische Verschiebung (a) sowie
in D,O/H,0 (3/7) untersucht. Die beiden YF-NMR-Signale das Signal entlang der x- (b) und entlang der y-Achse (c). I = Intensitit,
von 91 und 93 (6 = — 117 bzw. —124) konnten leicht neben- pu=Pixel-Einheiten.
einander beobachtet werden.

In weiteren orientierenden Experimenten wurden NMR-

Rohrchen mit Mischungen aus 91 und 93 in den Verhéltnissen Scheiben reprisentieren die zweidimensional aufgeloste Ver-
1:1.4 (Probe A) und 1:9 (Probe B) beschickt. Die Proben teilung der NMR-Resonanzlinien von Probe A und konnen
wurden mit einem Mikro-5-Mikroimaging-Probenkopf auf wie bei einem NMR-Tomogramm im Raum in alle Richtun-
einem Bruker-DMX-300-WB-Spektrometer vermessen. gen gedreht werden. Die Helligkeit der Scheiben korreliert
Mittels 3D-CSI (chemical shift imaging) gelang es, eine mit der Konzentration der Verbindungen in den Proben (helle
raumliche Auflosung in zwei Dimensionen und eine Selektion Scheibe: 93, dunkle Scheibe: 91, entsprechend einem Ver-
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Abbildung 16. Verschiedene raumliche Darstellungen der Ergebnisse der
3D-CSI-Messungen an Probe A (93:91=1.4:1).02%4

hiltnis von 1.4:1). In einem moglichen ee-Assay wiirde man
(R)- und (5)-91 getrennt paarweise mit jedem Katalysator auf
einer Mikrotiterplatte reagieren lassen.

Auf der Grundlage dieser Experimente sollte es tatsdchlich
moglich sein, die Enantiomerenreinheit von Produkten in den
Gefdlen einer Mikrotiterplatte mittels NMR-Tomographie
zu visualisieren.”? Beim gegenwirtigen technologischen
Stand ist die Empfindlichkeit der Instrumentierung noch zu
niedrig fiir praktische Anwendungen. Dennoch weist diese
Methode ein gewisses Potential fiir ee-Wert-Bestimmungen
(und das Screening auf andere Parameter) auf. SchlieBlich hat
van Leeuwen zeigen konnen, dass in manchen Féllen die IR-
Spektroskopie bei der Bewertung von asymmetrischen Re-
aktionen niitzlich ist.!

4. Schlussfolgerungen

In den letzten fiinf Jahren wurden betréchtliche Fortschritte
in der Parallelsynthese chiraler Liganden fiir den Einsatz in
katalytischen enantioselektiven Reaktionen gemacht. Gleich-
zeitig wurden Strategien vorgestellt, um die Prinzipien der
kombinatorischen Chemie bei der Suche nach enantioselek-
tiven Katalysatoren anzuwenden. Zurzeit scheint die grofite
Aussicht fiir erfolgreiche Anwendungen im Studium modular
aufgebauter chiraler Liganden zu liegen, weil diese den
maximalen Grad struktureller Diversitdt bieten und des-
wegen hier die groite Wahrscheinlichkeit besteht, enantiose-
lektive Katalysatoren zu finden. Dieser Ansatz wird vermut-
lich einen der Wege bahnen, neue Klassen chiraler Liganden
fiir den Einsatz in der asymmetrischen Katalyse zu entdecken,
vorausgesetzt, dass die Suchexperimente intelligent aufgebaut
sind. Wie einer der Gutachter dieses Aufsatzes richtig fest-
gestellt hat, besteht die vielleicht wichtigste Botschaft, die aus
dieser Forschung hervorgeht, in der Frage: ,,Wie viel haben
wir tber die Jahre iibersehen, weil wir diversititsgestiitzte
Ansitze zur Katalysatorentdeckung und -optimierung nicht
angewandt haben ?“

Das systematische Testen geeigneter achiraler Zusétze, die
nicht nur zu einer Geschwindigkeitssteigerung fiihren,
sondern auch die Enantioselektivitit beeinflussen, sind eben-
so bemerkenswert. Die Zahl solcher Zusitze ist fast un-
begrenzt. Von besonderem akademischen und praktischen
Interesse sind solche Zusitze, die nicht nur formal achiral
sind, z.B. meso-Verbindungen, sondern die eigentlich zwei
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sich schnell ineinander umwandelnde Enantiomere sind.
Diese bilden durch Wechselwirkung mit dem chiralen Ligan-
den, der in der katalytischen Umsetzung verwendet wird,
Diastereomere.’””l Eine Variation dieses Themas ist die
kovalente Anbindung solcher Struktureinheiten an den
chiralen Liganden,” wodurch ebenfalls die kombinatorische
Diversitét erhoht werden kann.

Trotz des betrédchtlichen konzeptionellen Fortschritts wur-
de das tatséchliche Ziel, wirklich grof3e Bibliotheken chiraler
Liganden oder Katalysatoren zu synthetisieren, bis dato nicht
in die Praxis umgesetzt — teilweise aufgrund des Fehlens von
Hochdurchsatz-Screeningsystemen. Eine Ausnahme bildet
die Anwendung der gerichteten Evolution als Methode zur
Herstellung enantioselektiver Enzyme fiir den Einsatz in der
Organischen Chemie.['” ) Genau dieses Gebiet fiihrte zur
Entwicklung des ersten Hochdurchsatz-Tests auf Enantiose-
lektivitdt. Die meisten der neueren von uns entwickelten
Screeningsysteme konnen auch in der kombinatorischen
Suche nach asymmetrischen Ubergangsmetallkatalysatoren
angewandt werden. Dies eroffnet génzlich neue Perspektiven
fuir die Zukunft, einfach weil jetzt extrem grof3e Bibliotheken
wirklich schnell durchsucht werden kénnen. Das bedeutet,
dass der kreative Chemiker pro Zeiteinheit mehr seiner Ideen
in die Tat umsetzen kann. Es ist zu hoffen, dass die An-
wendung genetischer Algorithmen® und/oder neuronaler
Netzwerkel'™ in der kombinatorischen Suche nach enantio-
selektiven Katalysatoren hilfreich sein wird.

Unter den verschiedenen beschriebenen Ansétzen fiir
Hochdurchsatz-ee-Screeningsysteme erscheinen die auf der
Grundlage von Massenspektrometrie®™®-*11 und Kapillarelek-
trophoresel® derzeit am vielversprechendsten. Wahrschein-
lich ist aber kein System allein universell einsetzbar, sodass
die Verwendung und/oder Entwicklung von Alternativen
weiterhin wichtig bleibt. Im Fall der gerichteten Evolution
enantioselektiver Enzyme besteht eine solche Moglichkeit in
der Anwendung eines Phage-display-Systems!'®] zur Selek-
tion. Solche Systeme wiirden die Bewertung von Millionen
von Enzymmutanten hinsichtlich ihrer Enantioselektivitit in
einer gegebenen Reaktion ermoglichen.

Welches Screeningsystem in der Zukunft auch immer zur
Bewertung enantioselektiver Katalysatoren Verwendung fin-
den wird, mit der Anwendung von Super-Hochdurchsatz-
systemen muss auch das Datenmanagement beriicksichtigt
werden.® Die Forschung in Hinblick auf diesen Aspekt der
kombinatorischen Katalyse wird sehr wahrscheinlich an
Bedeutung gewinnen. SchlieBlich sollte es mit dem idealen
Screeningsystem moglich werden, fiir ein beliebiges kombi-
natorisches Katalysatorsystem génzlich unerwartete Ergeb-
nisse zu identifizieren, was dem Chemiker eine Methode an
die Hand geben wiirde, das so wichtige Phinomen des Zufalls
in der Wissenschaft zu kanalisieren.!*?]
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