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Neue Methoden f¸r das Hochdurchsatz-Screening von enantioselektiven
Katalysatoren und Biokatalysatoren

Manfred T. Reetz*

Die Bedeutung der asymmetrischen Katalyse ist unum-
stritten, nicht zuletzt belegt durch die Verleihung des Nobel-
preises f¸r Chemie 2001 an K. Barry Sharpless, Ryoji Noyori
und William S. Knowles. Grunds‰tzlich stehen den Chemi-
kern dabei zwei Mˆglichkeiten zur Verf¸gung: die Nutzung
von ‹bergangsmetallkatalysatoren in homogener Lˆsung[1]

und Biokatalysatoren.[2] Im ersteren Fall ist der Schl¸ssel zum
Erfolg das auf Intuition basierende πLiganden-Tuning™,
Molecular Modeling und bis zu einem gewissen Grad Versuch
und Irrtum.

In den 1990er Jahren wurde eine neue Technik entwickelt,
die, etwas salopp, kombinatorische asymmetrische Katalyse
genannt wurde.[3] Diese umfasst die zeitsparende parallele
Synthese und das Testen einer hohen Anzahl von chiralen
Katalysatoren. Die Herausforderungen in diesem interessan-
ten neuen Feld der asymmetrischen Katalyse erstrecken sich
auf zwei Gebiete: zum einen auf Strategien zur modularen
Synthese von chiralen Liganden, zum anderen auf die
Entwicklung von Hochdurchsatz-Assays zur Bestimmung
des Enantiomeren¸berschusses (ee).[4] Bislang war die Grˆ˚e
der Katalysatorbibliotheken normalerweise auf weniger als
100 Katalysatoren beschr‰nkt, die fast immer auf konventio-
nelle Weise analysiert wurden.

Das Potential der kombinatorischen asymmetrischen Ka-
talyse wurde also nur unvollst‰ndig genutzt. Eine Erhˆhung
des Erfolges bei der Identifizierung von Treffern (Hits) ist
durch Vergrˆ˚erung der Bibliotheken wahrscheinlich. Im
Falle der Enzymkatalyse wurde die Idee der Anwendung
molekularbiologischer Methoden der gerichteten Evolution
zur Erzeugung enantioselektiver Enzymmutanten (Varian-
ten) k¸rzlich in die Praxis umgesetzt.[5, 6] Das zugrunde
liegende Konzept geht weit ¸ber das der kombinatorischen
Katalyse hinaus, da es auf wiederholten Zyklen von Muta-
genese und Screening beruht, durch die ein evolution‰rer
Druck erzeugt wird. Die Kenntnis der Struktur oder des
Mechanismus des Enzyms ist dabei nicht erforderlich. Die
Grˆ˚e jeder durch Anwendung von fehlerhafter PCR oder
DNA-Shuffling erzeugten Bibliothek von Enzymmutanten

bel‰uft sich auf mehrere tausend Komponenten. Dies wirft
ein schwieriges analytisches Problem auf, wenn von jeder
Komponente der Bibliotheken die Enantioselektivit‰t in
einer bestimmten Reaktion ermittelt werden soll.

Es ist offensichtlich, dass beide Zug‰nge zu asymmetri-
schen Katalysatoren Hochdurchsatz-ee-Screeningsysteme er-
fordern. Der erste f¸r die Handhabung von akzeptabel gro˚en
Enzymbibliotheken entwickelte ee-Assay war ein relativ
grobes, auf UV/Vis-Spektroskopie basierendes Screening-
system zur Erfassung einer Lipase-katalysierten kinetischen
Racematspaltung eines chiralen p-Nitrophenolesters. Die
(R)- und (S)-Ester werden getrennt voneinander paarweise
in einer 96er-Mikrotiterplatte unter Verwendung eines ein-
fachen UV/Vis-Leseger‰ts getestet.[5a]

Das Konzept, die (R)- und (S)-Enantiomere bei einer
kinetischen Racematspaltung getrennt zu vermessen, hat
einige Nachteile.[4] Dennoch basieren andere Tests ebenfalls
auf diesem Konzept,[4] darunter eine erst vor kurzem entwi-
ckelte Methode, die gekoppelte enzymatische Umsetzungen
nutzt.[7] Mehrere allgemeinere Screeningsysteme sind erson-
nen worden. Dazu z‰hlen Methoden, die auf der massen-
spektrometrischen Analyse von Deuterium-markierten Sub-
straten basieren und 1000 ee-Bestimmungen pro Tag erlauben
(dies ist mittlerweile durch den Gebrauch eines Acht-Kanal-
Multiplex-Einspritzsystems auf 10000 Bestimmungen erwei-
tert worden),[8] sowie die Verwendung von Kapillarelektro-
phorese (bis zu 30000 ee-Bestimmungen pro Tag)[9] und
HPLC/Circulardichroismus(CD)-Spektroskopie (typischer-
weise 1000 Proben pro Tag).[10]

Diese und andere Methoden wurden im vergangenen Jahr
in mehreren ‹bersichtsartikeln behandelt.[4] Da aber kein
einziger dieser Assays universell anwendbar ist, sind weitere
Bem¸hungen in diesem faszinierenden Forschungsbereich
notwendig. Feringa et al. berichteten k¸rzlich ¸ber einen
raffinierten Farbtest f¸r Enantioselektivit‰t, der auf der
chiralit‰tsabh‰ngigen Farberzeugung in dotierten Fl¸ssigkris-
tallfilmen beruht.[11] Es bleibt abzuwarten, ob dieses inte-
ressante System zu einem Hochdurchsatz-ee-Assay modifi-
ziert werden kann.

K¸rzlich wurden mehrere neue Mˆglichkeiten zum Hoch-
durchsatz-Screening von enantioselektiven Katalysatoren
beschrieben. So beschrieben Shair et al. eine neue Technik,
die DNA-Mikroarrays nutzt.[12][19] Diese neue Technik wurde
fr¸her zur relativen Bestimmung von genomweiten Genex-
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pressionsraten genutzt, wobei das Verh‰ltnis von Fluoreszenz-
reportern betrachtet wurde.[13] Das Ziel in dem neuentwi-
ckelten ee-Assay war die Bestimmung der Enantiomeren-
reinheit von chiralen Aminos‰uren.[12] Solche (R)/(S)-Mi-
schungen kˆnnen z.B. durch Rh-katalysierte Hydrierung der
korrespondierenden N-Acylaminoacrylate erhalten werden,
wobei eine Bibliothek von kombinatorisch hergestellten
Katalysatoren verwendet wird. In einer Modellstudie wurden
Mischungen von (R)- und (S)-Aminos‰uren zun‰chst an der
Aminofunktion zu den Boc-gesch¸tzten Derivaten acyliert
(Boc� tert-Butoxycarbonyl). Die Proben wurden anschlie-
˚end durch kovalente Verkn¸pfung in r‰umlich definierter
Anordnung auf aminfunktionalisierte Glastr‰ger aufgebracht
(Abbildung 1). In einem zweiten Schritt wurden die freien
Aminofunktionen der Oberfl‰che erschˆpfend acyliert. Der
dritte Schritt umfasste die Entsch¸tzung der Aminos‰uren,

um die freie Aminofunktion der Aminos‰ure zu erhalten.
Schlie˚lich wurden in einem vierten Schritt zwei pseudoe-
nantiomere Fluoreszenzsonden an die freien Aminofunk-
tionen auf der Arrayoberfl‰che gebunden.

Voraussetzung f¸r den Erfolg dieses ee-Assays ist eine
merkliche paralle kinetische Racematspaltung beim Prozess
der Amidkupplung,[12] ‰hnlich wie bei einem auf Massen-
spektrometrie basierenden System, das k¸rzlich von Finn
et al. entwickelt wurde.[14] In dem hier vorliegenden Fall sind
die ee-Werte durch Messung des Verh‰ltnisses der relevanten
Fluoreszenzintensit‰ten zug‰nglich. 8000 ee-Bestimmungen pro
Tag sind mˆglich bei einer Genauigkeit von �10%. Es bleibt
abzuwarten, ob die DNA-Mikroarraytechnik in einer analogen
Weise f¸r andere Substrattypen modifiziert werden kann.

Seto et al. beschrieben eine enzymatische Methode zur
Bestimmung von Enantiomeren¸bersch¸ssen, die sie als

(EMDee) (πenzymatic method for determining
ee™) bezeichneten.[15,20] Sie basiert darauf, dass ein
geeignetes Enzym dazu genutzt werden kann, ein
Enantiomer des Produkts einer katalytischen Re-
aktion selektiv umzusetzen. Die vielfach unter-
suchte katalytische Addition von Diethylzink 2 an
Benzaldehyd 1 wurde als Testsystem zur Demonst-
ration der Leistungsf‰higkeit von EMDee ausge-
w‰hlt. Das Reaktionsprodukt, 1-Phenylpropanol
3, kann durch Verwendung der Alkoholde-
hydrogenase aus Thermoanaerobium sp. zu Ethyl-
phenylketon 4 oxidiert werden, wobei dieser Pro-
zess vollst‰ndig (S)-selektiv ist (Schema 1). Die
Geschwindigkeit dieser enzymatischen Oxidation
konnte durch UV-spektroskopische Verfolgung
der Bildung von NADPH bei 340 nm gemessen
werden.

Entscheidend f¸r den Erfolg dieses Assays ist,
dass die Geschwindigkeit der Oxidation ein di-
rektes Ma˚ f¸r den ee-Wert ist (Abbildung 2).[15]

Der Hochdurchsatz wurde durch die Analyse von
100 Proben im 384er-Format mittels eines UV/
Fluoreszenz-Plattenleseger‰ts gezeigt. Jede Probe
enthielt 1 �mol 1-Phenylpropanol 3 in einem
Gesamtvolumen von 100 �L. Die Genauigkeit
des ee-Werts bel‰uft sich auf �10%, wie in
unabh‰ngigen GC-Untersuchungen ermittelt wur-
de. Ungef‰hr 100 Proben kˆnnen in 30 min ver-

Abbildung 1. Reaktionsmikroarrays bei der Hochdurchsatz-ee-Bestimmung. Reagen-
tien und Bedingungen:[12] Schritt 1: BocHNCHRCO2H, PyAOP, iPr2NEt, DMF;
Schritt 2: Ac2O, Pyridin; Schritt 3: 10% CF3CO2H und 10% Et3SiH in CH2Cl2, dann
3% Et3N in CH2Cl2; Schritt 4: Pentafluorphenyldiphenylphosphonit, iPr2NEt, 1:1-
Mischung der beiden fluoreszierenden Prolinderivate, DMF, �20 �C. PyAOP� 7-
Azabenzotriazol-1-yloxytris(pyrrolidino)phosphoniumhexafluorophosphat.
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Schema 1. Die Reaktionen, auf denen EMDee beruht, im
Falle von 1-Phenylpropanol als Substrat f¸r die Alkohol-
dehydrogenase.[15]
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Abbildung 2. Auftragung der Anfangsgeschwindigkeit der enzymkataly-
sierten Oxidation von 1-Phenylpropanol gegen den ee-Wert (Ausgleichs-
gerade auf Basis der Michaelis-Menten-Formalismen f¸r kompetetive
Inhibitoren mit [S]� [(S)-3] und [I]� [(R)-3]).[15] Die Gesamtkonzentra-
tion an Alkohol ist konstant gehalten bei 10 m�.

arbeitet werden, entsprechend 4800 ee-Bestimmungen pro
Tag.

Wie von den Autoren ausgef¸hrt, kann das EMDee-
Verfahren nicht zwischen Prozessen unterscheiden, die mit
niedriger Enantioselektivit‰t und hohem Umsatz ablaufen,
und solchen, die mit hoher Enantioselektivit‰t und niedrigem
Umsatz ablaufen. Aus diesem Grund wurde EMDee dahin-
gehend weiterentwickelt, dass es Informationen sowohl ¸ber
ee-Werte als auch den Umsatz liefert.[15] Daf¸r wurde in einem
zweiten Satz an Assays die (R)-selektive Alkoholdehydro-
genase ausLactobacillus kefir genutzt, um dieMenge an (R)-3
in der Mischung zu ermitteln. Wenn die Mengen an (R)-3 und
(S)-3 bekannt sind, kann der Umsatz berechnet werden.
Es stellt sich nun die Frage der Verallgemeinerbarkeit des

EMDee-Assays im Falle anderer chiraler Alkohole, bei denen
die durch Alkoholdehydrogenase katalysierte Oxidation
nicht mit so hoher Enantioselektivit‰t verl‰uft. Theoretisch
sollte der Test ebenfalls funktionieren, obgleich die Genau-
igkeit in solchen F‰llen demonstriert werden m¸sste. Es
d¸rfte leichter sein, eine andere, selektivere Alkoholdehy-
drogenase zu verwenden; es ist tats‰chlich eine gro˚e Anzahl
solcher Enzyme kommerziell erh‰ltlich. Insgesamt bietet
EMDee eine interessante Mˆglichkeit, den ee-Wert von
Alkoholen im Hochdurchsatz mit Standardinstrumenten zu
bestimmen. Nat¸rlich muss dieser Assay f¸r jeden neuen Fall
eines zu untersuchenden chiralen Alkohols optimiert werden.

‹ber eine dritte neue Entwicklung berichtetenWagner und
Mioskowski; sie betrifft das Hochdurchsatz-Screening von
enantioselektiven Katalysatoren mittels Enzymimmunoas-
says,[16] einer Technik, die routinem‰˚ig in der Biologie und
Medizin angewendet wird. Bei diesem neuen Assay wurden
(R)/(S)-Mischungen von Mandels‰ure analysiert, die durch
enantioselektive Ru-katalysierte Hydrierung von Benzoyl-
ameisens‰ure 5 erhalten wurden (Schema 2). Durch Nutzung
eines Antikˆrpers, der an beide Enantiomere bindet, war es
mˆglich, die Konzentration an Reaktionsprodukt zu bestim-
men, und so den Umsatz zu berechnen. Der Gebrauch eines
(S)-selektiven Antikˆrpers ermˆglicht dann die Bestimmung
des ee-Werts.

Schema 2. Darstellung des Hochdurchsatz-Screenings eines enantioselek-
tiven Katalysators in einem kompetitiven Enzymimmunoassay.[16] Der blau
markierte Antikˆrper erkennt beide Enantiomere, der rot markierte
Antikˆrper ist (S)-spezifisch und ermˆglicht somit die Bestimmung von
Ausbeute und ee-Wert.

Obgleich dieses Verfahren einigen Organikern kompliziert
vorkommen mag und auch einige Details ber¸cksichtigt
werden m¸ssen, kˆnnen Antikˆrper gegen fast alle Verbin-
dungen, die von Interesse sind, erzeugt werden. Dar¸ber
hinaus ist nur eine einfache automatische Ausr¸stung, beste-
hend aus einem Plattenwascher und einem Plattenleseger‰t
(Absorption) notwendig. Es sind ungef‰hr 1000 ee-Bestim-
mungen pro Tag mˆglich, wobei die Genauigkeit �9%
betr‰gt.[16]

Die hier beschriebenen neuen Hochdurchsatz-ee-As-
says[7, 12, 15, 16] haben die Liste der fr¸her entwickelten Systeme
deutlich erweitert.[4] In den Laboratorien des Autors ist
gerade ein weiterer ee-Assay entwickelt worden, der NMR-
Detektion nutzt und mindestens 1000 ee-Bestimmungen pro
Tag mit einer ¸berraschend hohen Genauigkeit ermˆglicht.[17]

Vielleicht ist ein Vorteil dieser Methode die Tatsache, dass
Organiker mit der NMR-Spektroskopie gut vertraut sind. Die
Entscheidung, welches ee-Screeningsystem genutzt wird,
h‰ngt stark von dem einzelnen analytischen Problem ab.
Wenn f¸r einen gegebenen Zweck ein Durchsatz von 300 ±
700 Proben pro Tag ausreichend ist, dann reichen sogar
klassische Gas- oder Fl¸ssigchromatographie in geeignet
modifizierter Form aus. F¸r solch ein System, bestehend aus
zwei GC-S‰ulen in getrennten ÷fen, einem Prep-and-load-
Probengeber und einem PC, konnte gezeigt werden, dass es
f¸r bestimmte Substrate gut funktioniert (500 ± 700 ee-Be-
stimmungen pro Tag).[18] Die Pr‰zision bei ee-Bestimmungen
ist ein weiteres Kriterium, das beachtet werden muss, ab-
h‰ngig von dem speziellen analytischen Problem. Das Scree-
ning nach Treffern in der kombinatorischen asymmetrischen
‹bergangsmetallkatalyse oder in den fr¸hen Phasen der
gerichteten Evolution eines enantioselektiven Enzyms erfor-
dert nicht zwangsl‰ufig eine maximale Genauigkeit bei der ee-
Bestimmung. Jedoch wird eine hohe analytische Pr‰zision,
z.B. bei den letzten Stufen eines Projekts der gerichten
Evolution, bei dem versucht wird, den ee-Wert von typischer-
weise 90% schrittweise zu erhˆhen, sehr wichtig.
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