Optische Sonden fiir anorganische Anionen und

Nukleotide auf Basis von Goldnanopartikeln

vom Fachbereich Chemie der Rheinland-Pféalzischen Technischen Universitét
Kaiserslautern Landau zur Verleihung des akademischen Grades ,Doktor der

Naturwissenschaften“ genehmigte Dissertation

DE - 386

Tl Rheinland-Pfalzische
Technische Universitdt

P Kaiserslautern
Landau

Datum der wissenschaftlichen Aussprache: 17.02.2023

vorgelegt von
Dipl. Chem. Lena Reinke

Geboren in Birkenfeld

1. Gutachter: Prof. Dr. Stefan Kubik

2. Gutachter: Prof. Dr.-Ing. Jens Hartung






,» Alles fliel3t, nichts bleibt.”

Heraklit






Die vorliegende Arbeit wurde unter der Leitung von Prof. Dr. Stefan Kubik im Zeitraum von November

2017 bis Januar 2021 im Fachbereich Chemie der Technischen Universitat Kaiserslautern angefertigt.

Dekanin: Prof. Dr. Elke Richling

Betreuer: Prof. Dr. Stefan Kubik

Priifungskommission
Vorsitzender: Prof. Dr. Dr. Gereon Niedner-Schatteburg
1. Gutachter: Prof. Dr. Stefan Kubik

2. Gutachter: Prof. Dr.-Ing. Jens Hartung



Eidesstattliche Erklarung

Hiermit versichere ich, Dipl.-Chem. Lena Reinke, dass ich die vorliegende Arbeit mit dem Titel
,Optische Sonden fiir anorganische Anionen und Nukleotide auf Basis von Goldnanopartikeln” gemafR
der Promotionsordnung des Fachbereichs Chemie selbststandig verfasst und keine anderen als die

angegebenen Quellen und Hilfsmittel verwendet sowie Literaturzitate kenntlich gemacht habe.

Dariber hinaus erklare ich, dass diese Dissertation, auch nicht in Teilen, als Priifungsarbeit bereits in
einem anderen Fachbereich eingereicht wurde oder Bestandteil eines vorausgegangenen

Promotionsverfahrens war.

Frankfurt am Main, den

(Lena Reinke)

Teile der vorliegenden Arbeit wurden bereits veroffentlicht:

- Selective sensing of adenosine monophosphate (AMP) over adenosine diphosphate (ADP),
adenosine triphosphate (ATP), and inorganic phosphates with zinc(ll)-dipicolylamine-containing
gold nanoparticles. L. Reinke, M. Koch, C. Miiller-Renno, S. Kubik, Org. Biomol. Chem. 2021, 19,
3893-3900.

- Optical detection of di- and triphosphate anions with mixed monolayer-protected gold
nanoparticles containing zinc(ll)—dipicolylamine complexes. L. Reinke, J. Bartl, M. Koch, S. Kubik,
Beilstein J. Org. Chem. 2020, 16, 2687—-2700.

- Ultrasensitive electrochemical sensing of phosphate in water mediated by a dipicolylamine-zinc(ll)
complex. U. Sivasankaran, L. Reinke, S. K. Anand, K. Malecka, K. G. Kumar, H. Radecka, S. Kubik, J.
Radecki, Sens. Actuators, B 2020, 321, 128474.



Danksagung

Meine Zeit in Kaiserslautern ist vorbei und ich méchte an dieser Stelle all die Menschen erwahnen, die

mich in den vergangenen Jahren auf meinem Weg begleitet haben.

Mein besonderer Dank gilt Prof. Dr. Stefan Kubik. Danke, dass Sie mich in Ihren Arbeitskreis
aufgenommen und mir ein spannendes und anspruchsvolles Projekt anvertraut haben. Die vielen
Gesprache, die ich wahrend meiner Promotionszeit mit Ihnen fiihren durfte, sowie die Ermdéglichung
von Besuchen einiger nationaler und internationaler Fachkonferenzen haben substanziell zu meiner
wissenschaftlichen Entwicklung und dem Gelingen dieser Arbeit beigetragen. Ich werde die

vergangenen Jahre in sehr guter Erinnerung behalten.

Prof. Dr. Ing. Jens Hartung hat mich vom ersten Tag meines Studiums an sowie wahrend meiner
Diplomarbeit und schlieRlich meiner Promotion begleitet und somit auch einen Einfluss auf mein
wissenschaftliches Arbeiten ausgeibt. Dafiir und fiir das Erstellen des Zweitgutachtens méchte ich

herzlich danken.
Prof. Dr. Dr. Gereon Niedner-Schatteburg danke ich fiir die Ubernahme des Priifungsvorsitzes.

Dr. Marcus Koch (INM, Saarbriicken) mochte ich vielmals fiir die Durchfiihrung zahlreicher TEM-
Messungen danken. Ohne die unkomplizierte Kommunikation und die stete Hilfsbereitschaft beziiglich
der Interpretation der Ergebnisse waren diese Arbeit und die gemeinsamen Publikationen nicht
moglich gewesen. Es war immer schoén, dem Institut in Saarbriicken einen Besuch abzustatten und

einen Projektpartner an meiner Seite zu haben, der jederzeit fir mich greifbar war.
Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danke ich fir die finanzielle Unterstiitzung des Projekts.

Bei der Durchfiihrung zahlreicher Experimente wurde ich stets von aullerordentlich fleiigen und
motivierten Studierenden im Rahmen von Bachelorarbeiten und Forschungspraktika unterstiitzt. Ich
mochte mich an dieser Stelle ganz herzlich bei Carolina Barbosa, Sebastiano Casalino, Lisa Gellrich,
Sabrina Knospe, Sandra Poplawska, Ann-Kathrin Wolff und Manuela Zouatom bedanken. lhr wart
immer eine groflle Hilfe fiir mich und ich verbinde mit jedem von euch schéne Erinnerungen an die

gemeinsame Zeit im Labor.

Bei administrativen und organisatorischen Belangen hat mich in den letzten Jahren unsere OC-

Sekretdrin Susanne tatkraftig unterstiitzt. Vielen Dank fur die Zeit und Arbeit die Du investiert hast.

Der Analytikabteilung im Haus danke ich fiir das Messen der Elementaranalysen und Christiane und

Harald fir das Messen unzahliger NMR-Spektren.



Ein groRes Dankeschon moéchte ich an dieser Stelle auch an Luki, Jirgen und Frank richten. Neben dem
stets schnellen und unbirokratischen Erfiillen aller Wiinsche, von Chemikalienbeschaffung (liber
Hilfestellung bei technischen Problemen jeglicher Art, habe ich wahrend Feuerzangenbowlen und
ChemCups schone Stunden mit Euch verbracht und werde Euch sicherlich nochmal den ein oder

anderen Besuch abstatten.

Meinen ehemaligen Kollegen des Arbeitskreises Kubik Dr. Daniel Hamsch, Dr. Julia Bernhard, Stephanie
Faber, Dr. Patrick GaR, Dr. Michaela Klische, Dr. Ligia Mesquita, Dr. Disha Mungalpara, Dr. Beatrice
Romer, Dr. Christian Schneider, Dr. Fabian Sommer, Marcel Wasik, Benedict Wyrwol und Manuela
Zouatom mochte ich fir die gute Arbeitsatmosphdre danken. Auch die gemeinsamen
Weihnachtsfeiern und Gruppenausfliige, egal ob Wandern, Paddeln oder Zoobesuche, haben mir

immer viel Freude bereitet.

Dem gesamten Arbeitskreis Hartung, vor allem Alex, Mike und Irina méchte ich an dieser Stelle fir den
guten Zusammenhalt unserer Gruppen danken. Insbesondere das unkomplizierte Teilen einiger Gerate
hat mir Zeit gespart und Messungen enorm erleichtert. Die gemeinsame Betreuung vieler OC-Praktika,
unsere gemeinsamen Auftritte beim ChemCup sowie schone Grill- und Glihweinabende werde ich

immer in guter Erinnerung behalten.

Wahrend meiner Zeit in Kaiserslautern haben mich sehr viele Menschen begleitet, die mich gepragt
haben und mit denen ich viele Erinnerungen teilen darf. An dieser Stelle moéchte ich Amelie und
Maurice, mit denen ich seit dem ersten Tag meines Studiums durch dick und diinn gehen durfte,
erwdhnen. Ebenso meine Freunde Irina, Chewie, Stephie, Ela, Fibs und Schneider, ohne die die Zeit
wahrend Diplomarbeit und Promotion trostlos gewesen ware und meine langjahrigen Freunde Meiki,
Maria und Basti, die, obwohl wir uns so selten sehen, sehr wichtig fliir mich sind. Ich danke euch allen
fir die vielen schonen Erinnerungen, fir Unipartys, Weinfeste, gemeinsame Urlaube und Ausfliige,

Festlichkeiten in der Casa Lenart und fiir eure Unterstlitzung in jeder Lebenslage.

Zu guter Letzt mochte ich mich noch bei meinen Eltern, meiner Schwester Katja, meinen Cousinen und
Cousins, Tanten und Onkeln, Omas und Opas und natirlich Christian bedanken. Es ist ein schénes
Gefuhl zu wissen, dass Ihr mich in den letzten Jahren immer unterstiitzt habt und fir mich da wart.

Auch das hat zum Gelingen dieser Arbeit beigetragen



Inhaltsverzeichnis

1  Einleitung 1
1.1 Goldnanopartikel — Ein vielfaltig einsetzbares Nanomaterial 1
1.2 Anorganische und organische Oxoanionen in Umwelt und Medizin 11

2 Kenntnisstand 14
2.1 Goldnanopartikel als optische Sonden fiir Phosphat-basierte Anionen 14

3 Teil1 — Synthese gemischt-funktionalisierter Goldnanopartikel zur Erkennung anorganischer

Anionen 26
3.1 Aufgabenstellung 26
3.2 Ergebnisse und Diskussion 29
3.2.1 Ligandsynthesen 29
3.2.1.1 Darstellung der inerten Liganden L1%° und L1 29
3.2.1.2 Darstellung der funktionellen Liganden L2 und L3 31
3.2.1.3 Darstellung der funktionellen Liganden L4 und L5 32

3.2.1.4 Darstellung der Quadratsaureamid-basierten Bausteine Q1 und Q2 sowie des Liganden L6

34
3.2.2 Darstellung Citrat-stabilisierter Goldnanopartikel 37
3.2.3 Synthese, Charakterisierung und Eigenschaften funktionalisierter Goldnanopartikel 41
3.2.3.1 TEG-stabilisierte, wasserl6sliche Goldnanopartikel 41
3.2.3.2 Synthesen und Eigenschaften von NP2 und NP3 49
3.2.3.3 Synthese und Eigenschaften von NP4 67

3.2.3.4 Forschungsartikel: Optical detection of di- and triphosphate anions with mixed monolayer-

protected gold nanoparticles containing zinc(ll)—dipicolylamine complexes 77
3.2.3.5 Synthese und Eigenschaften von NP5, NP6 und NP7 92
3.2.5 Zusammenfassung und Ausblick 100
4  Teil 2 - Entwicklung von Assays zum Nachweis von Nukleotiden 103
41 Aufgabenstellung 103

4.2 Ergebnisse und Diskussion 104



4.2.1 Verhalten Zink-DPA-haltiger Nanopartikel in Anwesenheit organischer Phosphate 104

4.2.1.1 Nachweis von ATP 104

4.2.1.2 Nachweis von AMP 113

4.2.1.3 Forschungsartikel: Selective sensing of adenosine monophosphate (AMP) over adenosine

diphosphate (ADP), adenosine triphosphate (ATP), and inorganic phosphates with zinc(ll)-

dipicolylamine-containing gold nanoparticles 120
4.2.1.4 Nachweis von DNA-Derivaten 129
4.2.2 Zusammenfassung und Ausblick 134
5  Experimenteller Teil 135
5.1 Verwendete Chemikalien, analytische Methoden und Apparatives 135
5.2 Allgemeine Arbeitsvorschriften 139
5.2.1 Abspaltung der Boc-Schutzgruppe 139
53 Ligandsynthesen 139
5.3.1 Herstellung von L2 140
5.3.1.1 2-(6-Bromhexyl)isoindolin-1,3-dion (7a)*"* 140
5.3.1.2  2-(6-(Bis(pyridin-2-ylmethyl)amino)hexyl)isoindolin-1,3-dion (8a)"° 141
5.3.1.3 N!N-Bis(pyridin-2-ylmethyl)hexan-1,6-diamin (9a)"° 142

5.3.1.4 (R)-N-(6-(Bis(pyridin-2-ylmethyl)amino)hexyl)-5-(1,2-dithiolan-3-yl)pentanamid (L2)"°

143
5.3.2 Herstellung von L4 und L5 145
5.3.2.1 (R)-Perfluorophenyl-5-(1,2-dithiolan-3-yl)-pentanoat (10)"2 145
5.3.2.2 (R)-6-(5-(1,2-Dithiolan-3-yl)pentanamid)hexansiure (L4)° 146
5.3.2.3 (R)-Perfluorphenyl 6-(5-(1,2-dithiolan-3-yl)pentanamid)hexanoat (11) 147

5.3.2.4 (R)-6-(5-(1,2-Dithiolan-3-yl)pentanamid)-N-(4-hydroxyphenethyl)hexanamid (12) 148

5.3.2.5 (R)-6-(5-(1,2-Dithiolan-3-yl)pentanamid)-N-(3-((bis(pyridin-2-ylmethyl)amino)methyl)-4-

hydroxyphenethyl)hexanamid (L5) 149
5.3.3 Herstellung der Quadratsdaureamid-Bausteine Q1, Q2, Q3 und Q4 150
5.3.3.2 tert-Butyl-(6-aminohexyl)carbamat (13b)” 150
5.3.3.3  3-Ethoxy-4-(propylamino)cyclobut-3-en-1,2-dion (14)' 151



5.3.3.4 2-((2-Ethoxy-3,4-dioxocyclobut-1-en-1-yl)amino)-N,N,N-trimethylethanaminium-chlorid
(15)7> 152

5.3.3.8 tert-Butyl-(6-((3,4-dioxo-2-(propylamino)cyclobut-1-en-1-yl)amino)hexyl)carbamat (19)
153

5.3.3.9 2-((2-((6-((tert-Butoxycarbonyl)amino)hexyl)amino)-3,4-dioxocyclobut-1-en-1-yl)amino)-
N,N,N-trimethylethanaminiumchloride (20) 154

5.3.3.10 (R)-N-(6-((3,4-Dioxo-2-(propylamin)cyclobut-1-en-1-yl)Jamino)hexyl)-5-(1,2-dithiolan-3-

yl)pentanamid (L7) 155
5.4 Nanopartikelsynthesen und Durchfiihrung von Bindungsstudien 156
5.4.1 Citrat-stabilisierte Goldnanopartikel 156
5.4.1.1 Synthese von NPC! 156
5.4.1.2 Synthese von NPC? 157
5.4.2 Triethylenglykol-stabilisierte Goldnanopartikel 158
5.4.2.1 Synthese von NP1 — Bestimmung der benotigten Menge an L1 158
5.4.2.2 Untersuchungen von NP1 in gepuffertem Medium 158
5.4.3 Gemischt-funktionalisierte Goldnanopartikel 159
5.4.3.1 Synthese von NP2 159
5.4.3.2 Bildung der Zinkkomplexe 160
5.4.3.3 Durchfiihrung visueller Bindungsstudien mit NP2 160
5.4.3.4 Synthese von NP4 161
5.4.3.5 Synthese von NP4 162
5.4.3.6 Durchfiihrung der Sichtstudien von NP4*?" mit anorganischen Salzen 162

5.4.3.7 Durchfiihrung der UV-Vis-Bindungsstudien von NP4%2" mit anorganischen Salzen 163

5.4.3.8 Synthese von NP5 165
5.4.5.9 Synthese von NP6 165
5.4.5.10 Synthese der Nanopartikel NP7, NP8 und NP9 166
5.4.5.11 Durchfiihrung der visuellen Bindungsstudie von NP8 mit anorganischen Salzen 167
5.4.5.12 Durchfiihrung visueller Bindungsstudien von NP4%2" mit Nukleotiden 167

5.4.5.13 Durchfiihrung der UV-Vis-Bindungsstudien von NP4?" mit Nukleotiden 168



5.4.5.14 Durchfiihrung visueller Bindungsstudien von NP3%%" mit DNA-Derivaten 170

5.4.5.15 Durchfiihrung der visuellen Bindungsstudie mit verdorbenen Fleischproben 171
5.4.5.16 Auflésung von Nanopartikelaggregaten durch Natriumpyrophosphat 171

Literaturverzeichnis 172

Anhang 181
7.1 Supporting Information zu Teil 1 181
7.2 Supporting Information zu Teil 2 227
7.3 Daten zur Charakterisierung der Nanopartikel 265
7.3.1 NP2 265
7.3.2 NP4 266
733 NP7 269

7.4 Lebenslauf 270



Abkiirzungsverzeichnis

ADP
AMP
ATP
BBPAB
Boc
cAMP
CTAB
d

DC
DCM
DIPEA
DMF
DMF-d,
DMSO
DMSO-ds
DMAP
DNA
DP
DPA
EDC
EDL
EtOH
FRET
GMP
GTP

HEPES
HPLC
IDA

K.
LSPR

Adenosindiphosphat
Adenosinmonophosphat
Adenosintriphosphat
Bis[bis(2-pyridylmethyl)aminomethyl]benzen
tert-Butyloxycarbonyl

Cyclisches Adenosinmonophosphat
Cetyltrimethylammoniumbromid

Tage

Diinnschichtchromatographie
Dichlormethan

N,N-Diisopropylethylamin
N,N-Dimethylformamid

deuteriertes N,N-Dimethylformamid
Dimethylsulfoxid

deuteriertes Dimethylsulfoxid
4-Dimethylaminopyridin
Desoxyribonukleinsdure

Diphosphat (Pyrophosphat)

Dipicolylamin
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid
Electric Double Layer

Ethanol

Forster-Resonanzenergietransfer
Guanosinmonophosphat
Guanosintriphosphat

Stunden
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure
High Performance Liquid Chromatography
Indicator Displacement Assay
Infrarotspektroskopie

Bindungskonstante

Localized Surface Plasmon Resonance

Molar



MALDI
MeCN
MeOD
MeOH
min
MS
MWCO

Na

n. Chr.
NHS
NMDPA
NMR
PFP

PPi

ppm
PVP
RNA

RP
SARS-CoV-2
SERS
SPR
Sulfo-NHS
TACN
TBTU
TEG
TEM
TFA
T™MT
TOABr
TOF

TP

tr
UV-Vis
(v/v)

Matrixunterstiitzte Laserdesorption/lonisation
Acetonitril

deuteriertes Methanol

Methanol

Minuten

Massenspektrometrie

Molecular Weight Cut-Off
Masse/Ladungs-Verhéltnis
Avogadrokonstante

Nach Christus

N-Hydroxysuccinimid
N-(2-Mercaptoethyl)-di(2-pyridylmethyl)amin
Nuclear Magnetic Resonance (Kernresonanz)
Pentafluorphenol

Pyrophosphat (Diphosphat)

Parts per million

Polyvinylpyrrolidon

Ribonukleinsdure

Reversed Phase
Schweres-akutes-Atemwegssyndrom-Coronavirus Typ 2
Surface-enhanced Raman spectroscopy
Surface Plasmon Resonance (Oberflachenplasmonenresonanz)
N-Hydroxysulfosuccinimid
1,4,7-Triazacyclononan
O-(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N ’-tetramethyluroniumtetrafluoroborat
2-[2-(2-Methoxyethoxy)-ethoxy]-ethanol
Transmissionselektronenmikroskopie
Trifluoressigsaure
2,4,6-Trimethoxy-1,3,5-triazin
Tetraoctylammoniumbromid

Time of Flight

Triphosphat

Retentionszeit

Absorptionsspektroskopie im UV-Vis-Bereich

Verhialtnis volume to volume



1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Goldnanopartikel — Ein vielfaltig einsetzbares Nanomaterial

Als Goldnanopartikel werden Cluster von Goldatomen bezeichnet, deren Ausdehnung in
allen drei Dimensionen kleiner als 100 nm ist.%> Um diese GroRe zu veranschaulichen, kann der
Vergleich mit alltagsbezogenen Objekten helfen. Ein menschliches Haar hat einen Durchmesser von
ca. 100 um, welcher somit um das 10000-fache gréRer als der eines 10 nm groBen Goldnanopartikels
ist (Abbildung 1). Vergleicht man andererseits die GrofRe eines Goldatoms mit der des Nanopartikels,
der in dieser GroRe ca. 31000 Goldatome enthélt, so wird ersichtlich, dass nanoskalige Systeme die

Briicke zwischen Einzelatomen und Metallen bilden.

Menschliches Haar Goldnanopartikel

Birkenpollen

Goldatom

Goldnanopartikel

100 um 10 nm

Abbildung 1 Gegendliberstellung der relativen GréfSe von Goldnanopartikeln und verschiedenen Vergleichsobjekten.

Trotz ihres geringen Durchmessers sind Goldnanopartikel strukturell eng mit metallischem Gold
verwandt, in dem die Atome periodisch dreidimensional angeordnet sind und ein kubisch

flichenzentriertes Kristallgitter ausbilden.?
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Analog besteht der Au55 Cluster mit einem Durchmesser von 1.4 nm aus zwei vollstindig
abgeschlossenen Atomschalen,® in denen die einzelnen Goldatome wie im Feststoff dichtgepackt
vorliegen und eine kubooktaedrische Struktur aufweisen.® Neben Au55 wurden weitere Cluster (13,
147, 309) mit abgeschlossenen atomaren Schalen beschrieben.® In diesen Goldclustern spielen
insbesondere der ikosaedrische und kubooktaedrische Aufbau eine Rolle,%” wihrend fiir gréRere
Goldkolloide auch verschiedene polyedrische und sphirische Strukturen (Abbildung 2) méglich sind.®
10 Je nach Wahl der Synthesebedingungen kénnen Goldnanopartikel mit unterschiedlicher
Morphologie hergestellt werden. Dazu zdhlen beispielsweise stabchen-, wiirfel-, prismen- und

sternférmige Nanopartikel, worin die Goldatome ebenfalls dichtgepackt angeordnet sind.1*"%4

Abbildung 2 Schematische Darstellung eines Goldatoms, des Au55 Clusters und eines sphérischen Goldnanopartikels.

Die bei kleineren Partikeln im Verhaltnis zum Volumen immer groRer werdende Oberflache fihrt zu
chemischen und physikalischen Eigenschaften nanopartikuldrer Systeme, die sich von denen eines

Partikels gréRerer Ausdehnung unterschieden.®®

Insbesondere die optischen Eigenschaften von Goldnanopartikeln, die deren Losungen in der
Durchsicht eine intensiv rote Farbe verleihen, faszinieren seit vielen Jahrhunderten und haben zu
diversen Einsatzgebieten gefiihrt.’® So nutzte man schon in der rémischen Antike Goldnanopartikel,
um Glas einzufarben. Das wohl bekannteste Beispiel stellt der Lykurguskelch (400 n. Chr.) dar.” Im 17.
Jahrhundert wurden Methoden zur gezielten Herstellung von Goldpurpur entwickelt, womit das

Einfarben von Kirchenfenstern und die Herstellung rot gefiarbter GlasgefiRe erméglicht wurden.

Die Farbe von Goldnanopartikellosungen ist auf die Oberflichenplasmonenresonanz (SPR)
zuriickzufihren. Hierunter versteht man die kollektive Schwingung der freien Elektronen in den
Goldclustern nach Anregung mittels elektromagnetischer Strahlung. Durch Absorption von griinem

Licht erscheinen die kolloidalen Lésungen rot und im UV-Vis-Spektrum ist eine intensive SPR-Bande

2
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detektierbar. Die Lage und Intensitat der SPR-Bande variieren je nach GréRe der Nanopartikel und ihrer
Konzentration. Bei 10 nm groBen Partikeln liegt das Maximum der Bande beispielsweise bei ca.

520 nm.*?®

Die ersten gezielten Synthesen von kolloidalem Gold gehen auf Michael Faraday zuriick, der 1857
durch das Versetzen einer wassrigen Natriumtetrachloroaurat-Lésung mit Phosphor in
Kohlenstoffdisulfid bzw. Ether Goldnanopartikellésungen herstellte.?’ Faraday fiel auf, dass das durch
die Losung fallende Licht gestreut wird, was er auf das Vorhandensein sehr kleiner Partikel
zurlickfiihrte. Die damals von Faraday hergestellten Goldnanopartikellésungen werden im Faraday
Museum der Royal Institution in London ausgestellt und sind auch noch nach 160 Jahren intensiv rot

gefarbt.

Im 20. Jahrhundert wurden effiziente Verfahren etabliert, um Goldnanopartikel groflen- und
formspezifisch herzustellen. Man unterscheidet zwischen den sogenannten Top-Down- und Bottom-
Up-Methoden, wobei bei Top-Down-Verfahren elementares Gold so lange mechanisch bearbeitet
wird, bis Nanopartikel vorliegen.?! Weiter verbreitet sind jedoch die Bottom-Up-Methoden. Hierbei
werden Tetrachloroaurationen durch verschiedene Reduktionsmittel zu elementarem Gold reduziert,

welches zu Nanopartikeln aggregiert, die dann mithilfe von geeigneten Reagenzien stabilisiert werden.

Zur Herstellung von Goldnanopartikeln der GréBenordnung von ca. 5 — 150 nm in wassriger Losung
wird heutzutage meist die Turkevich-Methode verwendet.?? Hierbei wird Natriumcitrat zu einer
siedenden Losung der Tetrachlorgoldsdure gegeben, wobei diese zu Au(0) reduziert wird. Die
Citratanionen dienen gleichzeitig als Puffer und Reduktionsmittel. AuBerdem stabilisieren sie am Ende
der Reaktion die gebildeten Nanopartikel in Lésung.??* Die Bildung der Nanopartikel folgt dabei dem
seed mediated growth-Mechanismus.?* Nach der Zugabe von Natriumcitrat zu der Lésung der
Goldsaure steigt der pH-Wert, was zur Folge hat, dass hauptsachlich hydrolysierte Goldsaureformen
([AuClax(OH),]) vorliegen. Die noch vorhandenen [AuCls]-Anionen werden in den ersten Sekunden
nach der Citrat-Zugabe zu Au(l) reduziert und bilden durch Disproportionierung und anschlieRender
Aggregation die seed-Partikel mit einem Durchmesser von ca. 1.5 nm. Die weniger reaktiven Gold-
Komplexe lagern sich bevorzugt an den zuvor gebildeten seed-Partikeln an und werden innerhalb von
deren elektronischer Doppelschicht (EDL) reduziert, was zum Wachstum der seed-Partikel flhrt. Die
Anzahl der seed-Partikel in Losung ist wahrend des Bildungsprozesses der gréRenbestimmende Schritt.
Diese Anzahl wird wiederum durch die Menge der eingesetzten Goldsdaure bzw. das Verhaltnis von
Goldsadure zu Natriumcitrat bestimmt. Je mehr Goldsadure eingesetzt wird, umso niedriger ist der pH-

Wert der Goldsaurelésung und umso mehr sinkt die Tendenz zur Bildung unreaktiver, hydrolysierter
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Goldspezies. Es steht mehr [AuCls]” zur direkten Reduktion zur Verfligung, wodurch die Anzahl der

seed-Partikel ansteigt. Da damit einhergehend auch die Gesamtoberfliche gréRer wird, ist der

Wachstumsschritt limitiert, was zu insgesamt kleineren Partikeln fiihrt (Abbildung 3).24%

Bildung der Seed-Partikel Seed-Partikel induziertes Wachstum
; . . @
® o0 °.°
.. oo Reduktion” @ °® [ J .. Koagulat|on . Wachstum
[ J [ ] — @ ® . _—
0® %
° o’
[AuCl,] Au® Seed-Partikel Seed-Partikel AuNP
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Abbildung 3 Seed-mediated-growth-Mechanismus nach Polte et al.?*

Alternativ zur Turkevich-Methode wurde von Brust und Schiffrin ein Verfahren entwickelt, bei dem
Goldnanopartikel in einer GréfRenordnung von 1 —6 nm mit einer engen GrélRenverteilung erhalten
werden.?*?” Die in Wasser geldste Goldsdure wird dabei zundchst mithilfe von
Tetraoctylammoniumbromid (TOABr) in Toluol Gberfiihrt. Der Phasentransfer erfolgt Uber die

Ausbildung eines lonenpaars mit dem [AuCls]” Anion.

Nach dem Entfernen der wassrigen Phase wird der organischen Phase ein Alkanthiol zugesetzt. Dieses
reduziert Au(lll) zunachst zu Au(l). Mithilfe von Natriumborhydrid erfolgt die Weiterreduktion zu Au(0),
wobei die gebildeten Partikel durch Anlagerung des Alkanthiols an die Goldatome auf der Oberflache
stabilisiert werden. Die GroRRe der entstehenden Nanopartikel kann durch Variation des Goldsaure zu
Alkanthiolverhiltnisses gesteuert werden.?® Das Lésungsmittel kann nach Beendigung der Synthese
entfernt und die Nanopartikel problemlos erneut dispergiert werden, ohne dass eine Aggregation

erfolgt.?®

Die Stabilisierung der Nanopartikel bei den beiden vorgestellten Synthesemethoden basiert auf
unterschiedlichen Strategien. Die Methode von Turkevich flihrt zu elektrostatisch stabilisierten
Goldnanopartikeln. Durch die Coulomb-AbstofRung der auf den Nanopartikeloberflachen befindlichen
diffusen Doppelschichten aus lonen, kdnnen sich die einzelnen Partikel nicht annahern wodurch eine

Koagulation unterbunden wird.
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Bei zunehmender lonenstarke im Losungsmittel wird die Doppelschicht komprimiert und neutralisiert,
was zur Aggregation der Nanopartikel fiihrt.3° Elektrostatisch stabilisierte Goldnanopartikel sind
demzufolge fir Anwendungen im biologischen Bereich eher ungeeignet. Als Stabilisator kdnnen neben
Citrat auch Ascorbat,® Succinat®> oder Tenside wie Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB)3
eingesetzt werden. Im Gegensatz dazu basiert die sterisch bedingte Stabilisierung der beim Brust-
Schiffrin Verfahren gebildeten Goldnanopartikeln darauf, dass eine Barriere aus raumerfillenden
organischen Liganden um die Partikel aufgebaut wird. Als Liganden werden in diesem Fall
beispielsweise Polyethylenglykol3#®®, Polyvinylpyrrolidin (PVP)*® oder auch niedermolekulare
Verbindungen mit Ethylenglykoleinheiten®” oder Alkanketten auf der Goldnanopartikeloberfliche
adsorbiert.3® Als Stabilisierungsreagenzien kommen haufig Thiole®, Disulfide3®, Amine***' oder
Phosphane* zum Einsatz. Die Stabilitit der Ligandhillen profitiert hierbei von der Ausbildung
kovalenter Bindungen zwischen den Liganden und den Goldatomen der Nanopartikeloberflache. So
bilden sich beispielsweise beim Einsatz von Diazoniumverbindungen Arylradikale, die kovalente Au-C
Bindungen zu den Goldatomen der Nanopartikeloberfliche ausbilden.***34* Im Fall von Thiolen und
Disulfiden sind mehrere Bindungsszenarien vorstellbar. Es konnte beispielsweise gezeigt werden, dass
Goldadatome an der Bindung insofern beteiligt sind, dass sie von zwei Schwefelatomen sandwichartig
umfasst werden (Abbildung 4).%°*” Aber auch die direkte Bindung von schwefelhaltigen Verbindungen
an oberflachenlokalisierte Goldatome wurde nachgewiesen.*®* Die Art der Au-S Bindung ist nach wie

vor viel diskutiert. Die Bindung kann hierbei kovalenten oder ionischen Charakter aufweisen.>®

Goldadatom

Abbildung 4 Schematische Darstellung des Querschnitts durch einen Thiolat-stabilisierten Goldnanopartikel.*”
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Aufgrund des dynamischen Charakters der Bindung zwischen Thiolen und den Goldatomen kénnen
Migrationsvorgange auf der Nanopartikeloberflache auftreten. Hierbei kommt es, insbesondere bei
erhohten Temperaturen, zur Wanderung von Liganden bzw. zum Austausch von Liganden zwischen
unterschiedlichen Goldnanopartikeln.*® Diese Migrationsvorginge sind bei Liganden, die tber zwei
Schwefelatome an die Goldoberflache binden, beispielsweise Liponsaure-basierten Liganden, weniger
ausgepragt. In diesem Fall wird durch die simultane Bindung beider Schwefelatome des cyclischen
Disulfids an die Goldoberflache eine Ligandhiille erzeugt, die insbesondere bei héheren Temperaturen
stabiler ist als vergleichbare Schichten aus monofunktionalen Thiolen.*®5¥>> Einige Gruppen
beobachteten allerdings, dass die Thiol-haltigen Ligandschichten unter oxidativen Bedingungen

stabiler als Disulfid-basierte Schichten sind.>®

Fiir die Funktionalisierung der Nanopartikeloberfliche kdénnen verschiedene Strategien verwendet
werden. So kdnnen funktionalisierte Goldnanopartikel in einem einzigen Schritt mit der Brust-Schiffrin-
Methode hergestellt werden, indem eine Mischung schwefelhaltiger Liganden fir die
Nanopartikelsynthese verwendet wird. Dieses Verfahren setzt aber voraus, dass alle in den Liganden
vorhandenen funktionellen Gruppen inert gegeniber dem Reduktionsmittel Natriumborhydrid
sind.3%%  Bei Citrat-stabilisierten Goldnanopartikeln erfolgt die Funktionalisierung der
Nanopartikeloberfliche durch den Austausch der Citratmolekiile mit Ligandmolekilen. Bei
Verwendung von Thiolen oder Disulfid-haltigen Liganden ist die treibende Kraft fir den
Ligandenaustausch die Bildung der stabilen Au-S Bindung.***”>® Obwohl Disulfide dabei weniger
reaktiv als Thiole sind, haben sie auch Vorteile. So kénnen bei Verwendung von Disulfiden als Liganden
Gruppen in dem Ligandmolekiil vorhanden sein, die mit freien Thiolen reagieren wiirden. Daneben
missen Disulfide nicht wie Thiole vor der Ligandaustauschreaktion entschiitzt werden, was die
Synthese oft vereinfacht. Weitere Methoden zur Einfihrung funktioneller Gruppen auf
Goldnanopartikeln sind chemische Reaktionen mit geeigneten Gruppen in den Liganden bereits
passivierter Nanopartikel. Besonders beliebt sind hierbei Click-Reaktionen*® oder Carbodiimid-
induzierte Amidkupplungen.®®%! Diese Methoden eignen sich insbesondere fiir die Immobilisierung

strukturell komplexer Verbindungen auf der Nanopartikeloberflache.

Die Vielzahl an Funktionalisierungsmoglichkeiten durch unterschiedliche Immobilisierungsstrategien
und die gleichzeitig grolRe Vielfalt an potentiellen Strukturen, die so realisiert werden kénnen, eréffnen
ein breites Anwendungsfeld fiir Goldnanopartikel. In diesem Zusammenhang ist erwahnenswert, wenn
auch nicht von zentraler Bedeutung, dass unmodifizierte Goldnanopartikel, anders als reaktionstrages

makroskopisches Gold, katalytisch aktiv sind. So vermitteln sie die Oxidation von D-Glucose zu
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D-Gluconsaure mit deutlich hoherer Selektivitat als gangige Platinkatalysatoren und zeigen bis zu 100
Tage eine hohe Aktivitdt.6%%® Im Bereich der Therapie und Diagnostik von Krankheiten wurden im
letzten Jahrzehnt ebenfalls zahlreiche interessante Einsatzgebiete fir funktionalisierte

6466 |nsbesondere im Bereich der Krebstherapie haben

Goldnanopartikel  beschrieben.
Goldnanopartikel Vorteile, weil sie den ortsspezifischen Transport und die programmierte Freisetzung
von Wirkstoffen an den Krebszellen erméglichen.®” So wurden Goldnanopartikel mit einem Polymer
funktionalisiert, das sowohl hydrophobe als auch hydrophile Bereiche aufweist. Wahrend im
hydrophoben Teil Wirkstoffe eingelagert werden kdnnen, dient der hydrophile Teil zur Solubilisierung
der Nanopartikel in wassriger Umgebung. Bei Kontakt mit hydrophoben Domé&nen in den
Zellmembranen der Zielzellen, werden die eingelagerten Wirkstoffe freigesetzt.®® Durch ihre Fihigkeit,
einfallende Photonen zu absorbieren, kdnnen Goldnanopartikel zudem fiir die photothermische
Therapie von Tumoren eingesetzt werden. Hierbei werden sie im Gewebe bestrahlt und die bei der
Bestrahlung erzeugte Wirme fiihrt zur Zerstdrung des Tumors.”® AuRerdem eignen sich
Goldnanopartikel hervorragend zur Farbmarkierung bestimmter Stoffe oder als Basis von optischen
Sonden, mit denen chemische oder biologische Schadstoffe in der Umwelt oder in medizinischen
Proben nachgewiesen werden konnen. Da bei solchen Analysen typischerweise
Mehrkomponentensysteme untersucht werden missen, sind selektive Nachweisverfahren ohne eine
zeitaufwandige Vorbereitung der zu untersuchenden Probe wiinschenswert. Der Vorteil optischer

Sonden ist zudem, dass der Analytnachweis auf einfachen photometrischen Messungen beruht und im

Idealfall sogar mit dem bloBen Auge moglich ist.

Ein aktuelles Beispiel fiir den Einsatz oberflaichenmodifizierter Goldnanopartikel fiir analytische
Zwecke ist der Antigen-Schnelltest zum Nachweis des SARS-CoV-2-Virus in Nasen- oder Rachensekret
mittels eines Lateral-Flow-Immunoassays.”® Diese Methode wird z.B. auch bei Schwangerschaftstests
oder dem Nachweis von Legionellen in Trinkwasser angewendet. Die zugrundeliegende

Nachweisstrategie ist in Abbildung 5 dargestellt.
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Abbildung 5 Schematischer Aufbau und Funktionsweise eines PoC-Antigen-Schnelltests.

Das Grundprinzip ist mit dem der Diinnschichtchromatographie vergleichbar. Es wird ein Teststreifen
aus Polymermaterialien (z.B. Nitrocellulose) verwendet, auf dem an einer Seite Goldnanopartikel
aufgetragen wurden, die auf ihrer Oberfliche immobilisierte Antikdrper enthalten, welche an die
potentiell im Sekret enthaltenen Proteinfragmente des Virus (Antigene) binden. Aufgrund der
optischen Eigenschaften der Nanopartikel ist dieser Bereich intensiv rot gefarbt. Wird auf diese Seite
des Teststreifens die zu analysierende wassrige Losung getropft, werden die Goldnanopartikel mit der
Losung auf den Teststreifen transportiert. Enthalt die wassrige Loésung die nachzuweisenden Proteine,
bilden diese auf der Nanopartikeloberflache den entsprechenden Antikérper-Antigen Komplex. Dieser
Komplex wird durch weitere in einem bestimmten Bereich des Tragermaterials befindliche Antikoérper
erkannt und gebunden, sodass die Nanopartikel dort angereichert werden. Nanopartikel, die kein
Antigen enthalten, werden in einem Kontrollbereich auf dem Teststreifen gebunden. Sind am Ende des
Tests beide Bereiche des Teststreifens rot gefarbt, ist der Test positiv. Ist nur der Kontrollbereich

gefarbt, ist der Test negativ.”

Anhand dieses Beispiels wird deutlich, dass Goldnanopartikel mit spezifischen Oberflachen-
gebundenen Erkennungseinheiten hochselektive Erkennungsprozesse ermoéglichen. Der Nachweis der

Bindung kann dabei auf unterschiedliche Weise erfolgen.
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Aufgrund der niedrigen Nachweisgrenzen bis hin zum pikomolaren Bereich ist beispielsweise die

t.”2 Das Prinzip beruht auf der

Messung der oberflaichenverstarkten Raman-Streuung (SERS) geeigne
Beobachtung charakteristischer Raman-Signale bei unterschiedlichen Analytkonzentrationen. Durch
die Ndhe des Analyten zur metallischen Oberfliche des Goldnanopartikels kommt es zu einer
Intensitatszunahme dieses Signals um bis zu elf GroBenordnungen, die leicht gemessen werden kann.
Auf diesem Weg kdnnen sogar einzelne Molekiile detektiert werden.”>”> Die Intensititserhéhung der
Signale steht in direktem Zusammenhang mit der Erhéhung des lokalen elektromagnetischen Feldes

der Nanopartikel durch deren lokalisierte Oberflichenplasmonen.”®’¢

Des Weiteren kann der Analytnachweis auch mittels Indicator Displacement Assays (IDA‘s) erfolgen.
IDA’s beruhen auf der Konkurrenz der Bindung eines Indikators und der zu analysierenden Spezies auf
der Goldnanopartikeloberflache. Als Indikatoren kommen sowohl Fluoreszenzindikatoren als auch
typische Farbstoffe zum Einsatz, welche schwach an die Rezeptoreinheit binden. Im Fall von
Goldnanopartikel-basierten Fluoreszenz-Nachweisassays kommt es durch die rdumliche Ndhe des
Indikators zum Goldnanopartikel zu einer Loschung der Fluoreszenz. Dieses Phdnomen ist auf den
Energietransfer des angeregten Zustands des Indikators auf die metallische Nanopartikeloberflache
zuriickzufiihren (FRET).”” In Gegenwart des Analyten wird der Indikator vom Analyt verdrangt und da
die gebundenen bzw. freien Indikatormolekile unterschiedliche optische Eigenschaften haben, lasst

die Anderung des optischen Signals unmittelbar auf die Anwesenheit der Analyten schlieBen.”®7°

Die am weitesten verbreitete Methode zur Detektion von Analytmolekiilen steht in direktem
Zusammenhang mit der lokalisierten Oberflachenplasmonenresonanz (LSPR) der Goldnanopartikel.
Fihrt die Wechselwirkung der Nanopartikel mit einem Analyten zu deren Aggregation, kommt es durch
die so erreichte rdumliche Nahe der Partikel zu einer Kopplung ihrer Plasmonenresonanz, die sich in
einer Blauverschiebung der SPR-Bande im UV-Vis-Spektrum dufert. Die Aggregation fiihrt also formal
zu einer VergroBerung der Nanopartikel. Bilden sich bei der Aggregation unldsliche Netzwerke, fallen
die Nanopartikel aus der Losung aus, wodurch sich die Intensitdat der SPR-Bande verringert bzw. die

Lésung entfarbt,80-82

Eine Reihe von optischen Sonden, die auf der Aggregation von Goldnanopartikeln nach Analytzugabe
beruhen, wurden bereits beschrieben. Hiermit konnten Schwermetallkationen®2* oder DNA®
nachgewiesen werden. Dabei profitiert die Starke der Bindung solcher Sonden an den Analyten von
der Multivalenz der Nanopartikel. Diese fiihrt dazu, dass der Analytnachweis auf mehreren bis vielen
einzelnen Bindungsereignissen beruht, die sich im Idealfall gegenseitig positiv beeinflussen und so
verstarken. Oft ist es einfacher, die Effizienz eines Bindungsvorgangs durch Ausnutzung multivalenter
Wechselwirkungen zu erhoéhen, als durch die Verstarkung der zugrundeliegenden monovalenten

9
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Wechselwirkungen.®®®” Trotz des groRen Fortschritts auf dem Gebiet der Nanopartikelmodifikation
und deren Anwendung als optische Sonden gibt es bisher wenige Beispiele fir Goldnanopartikel-
basierte optische Sonden, mit denen Anionen in wissriger Lésung nachgewiesen werden kénnen .80
Da es aber zahlreiche Anionen gibt, die eine medizinische, biologische oder 6kologische Relevanz

haben, sind gerade diese Analyte besonders interessante Targets flr optische Sonden.
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1.2 Anorganische und organische Oxoanionen in Umwelt und Medizin

Anorganische Phosphate, Polyphosphate und Sulfate begegnen uns im Alltag in sehr
vielfiltiger Weise. Phosphatsalze werden zum Diingen von landwirtschaftlichen Flichen genutzt,92
kommen als wasserenthirtende Komponente in Maschinengeschirrspiilmitteln® zum Einsatz oder
werden in verschiedenen Lebensmitteln als Sdureregulatoren oder Konservierungsmittel verwendet.
Sulfate kommen in vielen natirlichen Mineralien und Gesteinsschichten vor.%* Weiterhin werden sie
in Form von Magnesiumsulfat als Magnesiumquelle in Dingemitteln oder in der Medizin als
Abfuhrmittel eingesetzt. Calciumsulfat (Gips) hingegen wird in grofen Mengen in der Bauindustrie

verwendet.®*

Der breite Einsatz Phosphat- und Sulfat-haltiger Verbindungen flihrt dazu, dass diese in die Umwelt
gelangen und dort potentiell Umweltschdden verursachen. Hohe Mengen an Phosphat in Gewdssern
fiihren beispielsweise zur Eutrophierung.®? Die Wiederherstellung eines eutrophierten Okosystems ist
dabei auRerordentlich kostenintensiv.®® Auch aus medizinischer Sicht sind anorganische Phosphate
relevant. So ist bei einer Hyperphosphatamie die Konzentration von anorganischem Phosphat im Blut
aufgrund einer Niereninsuffizienz stark erhéht. Durch Bindung schwerl6slicher Ablagerungen aus
Calciumphosphat im Weichgewebe der Haut sowie innerhalb von GefdRen erhoht sich in der Folge das
Risiko einer Herz-Kreislauf-Morbidit4t.?® Ein erhéhter extrazellulirer Pyrophosphat (PPi)-Spiegel kann
zudem zur Bildung von Calciumpyrophosphatkristallen fiihren, die sich bevorzugt in groBen Gelenken,

wie dem Knie, festsetzen und dort ein Gicht-artiges Krankheitsbild hervorrufen.9~°

GrolRe Mengen Sulfat in Grund- und Trinkwasser, die insbesondere in Regionen vorliegen, in denen
Berg- und Tagebau betrieben wird, haben zur Folge, dass Kupferleitungen und Betonbauteile korrosiv
angegriffen werden. Hierbei gelangen unter Anderem Schwermetalle in das Trinkwasser, die dessen
Qualitat beeinflussen.!® Aus medizinischer Sicht kénnen erhéhte Sulfatkonzentrationen zudem
Marker fiir bestimmte Krankheitsbilder, wie rheumatoide Arthritis oder ein Reizdarmsyndrom

sein, 101,102

Wahrend anorganische Phosphate und Sulfate in moderaten Konzentrationen in der Regel nicht
toxisch fur den menschlichen Organismus sind, sind strukturell verwandte Arsenate giftig und
verursachen nach Exposition schwerwiegende akute Symptome und auch chronische Schaden, 103104
Von der WHO wird eine Grenzkonzentration fiir Arsenat in Trinkwasser von 10 pg'L'* vorgeschrieben.1%
Die Freisetzung von Arsenat aus Gesteinsschichten hat vor allem in Bangladesch dazu gefiihrt, dass

Grundwasser in vielen Orten stark Arsenat-belastet ist.0>1%
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Die selektive Detektion von Arsenat in Gegenwart von Phosphat mithilfe von einfachen optischen
Sonden ist allerdings schwierig, da sich diese beiden Anionen strukturell und hinsichtlich ihrer
Eigenschaften nur geringfiigig voneinander unterscheiden®” Dadurch ist eine Konkurrenz zwischen
Phosphaten um die in den Sonden befindlichen Erkennungsmotiven fiur die jeweiligen Analyte und
Arsenaten praktisch nicht vermeidbar. Mithilfe von geeigneten Bakterienkulturen ist die selektive
Bestimmung der Arsenatkonzentration einer wassrigen Losung jedoch auch in Gegenwart von

Phosphatsalzen unter Verwendung von Lumineszenz-basierten Messmethoden méglich.1%®

Phosphat alleine kann in Losung durch Bildung blau gefdrbter Phosphomolybdat-Komplexe
nachgewiesen werden.'% Die dafiir benétigten Reagenzien sind jedoch giftig, die Farbverdnderung der
Losung tritt nach Zugabe der Analytlosung zur Reagenzldsung nur zeitverzogert auf und der Nachweis
fallt auch bei anderen phosphathaltigen Verbindungen, wie Pyrophosphat und ATP sowie Arsenat
positiv aus.’9%110 Alternative schnelle und kostengiinstige Methoden zum spezifischen Nachweis von

Arsenat oder Phosphat waren darum wiinschenswert.

Neben anorganisch gebundenem Phosphaten haben auch phosphathaltige organische Verbindungen
eine hohe Relevanz. Sie sind Bestandteil von Zellmembranen, bilden die DNA und RNA aller Lebewesen
und liefern die Energie fiir viele biochemische Prozesse. Dabei sind insbesondere Purin-basierte
Verbindungen wie Adenosintriphosphat (ATP), Adenosindiphosphat (ADP), Adenosinmonophosphat
(AMP) sowie die dquivalenten Guanosinphosphate an der Regulation des Energiehaushaltes von Zellen

beteiligt.**

Auch bei der purinergen Signallbertragung spielt ATP eine zentrale Rolle. Wahrend ATP innerhalb von
menschlichen Zellen in hohen Konzentrationen von 5-10mmol-L? vorkommt,*? liegt die
Konzentration im extrazelluliren Raum lediglich bei 10-100 nmol L131% |m Umfeld von
Tumorzellen kdnnen im Vergleich dazu sehr hohe extrazelluldre ATP-Konzentrationen von bis zu
mehreren hundert umol - L' auftreten.1!2113115 Dyrch die hohe ATP-Konzentration werden auf Dauer
bestimmte purinerge Rezeptoren aktiviert, die den Prozess der Zellproliferation férdern und somit zur
Invasion der Tumorzellen fiihren.!'211¢ Auch der Energiehaushalt von Prokaryoten wie beispielsweise
Bakterien basiert auf der energieliefernden Hydrolyse von ATP.1Y” Wenn Bakterienkolonien absterben
wird beispielsweise die Bildung von extrazellulirem ATP beobachtet.!!® Die Beispiele zeigen, dass die
Bestimmung von ATP-Konzentrationen im medizinischen Umfeld sowie im Bereich der
Hygienekontrolle von Bedeutung sein kann. Zurzeit werden hierfiir Luciferin-basierte enzymatische
Assays verwendet.!>120 Dje verwendete Luciferase benétigt ATP als Co-Faktor, um Luciferin in ein

Dioxetanderivat zu liberfiihren, das unter Aussendung eines Lichtquants in Oxyluciferin und CO,

12



1 Einleitung

zerfdllt. Da die ausgesendete Lichtmenge proportional zur ATP-Konzentration ist, kann diese mit

Luminometern bestimmt werden.**

Der Nachweis von AMP, insbesondere im Gemisch mit anderen phosphorylierten Spezies, stellt eine
groRere Herausforderung dar. Innerhalb von eukaryotischen Zellen gibt es jedoch Mechanismen, die
es erlauben, Informationen tiber die intrazelluldren Konzentrationen von ATP bzw. AMP zu erhalten.??
Die Glycogenphosphorylase ist ein cytosolisches Enzym des Glycogenstoffwechsels, welches durch
hohe AMP-Konzentrationen aktiviert und durch ATP gehemmt wird. Bei einer Aktivierung des Enzyms
wird der Abbau von gespeichertem Glycogen vorangetrieben. Die Aktivitat dieses Enzyms stellt somit
ein MaR flr den Energiebedarf der Zelle dar und ihre Bestimmung ermdglicht die Erfassung der AMP-

Konzentration bzw. des AMP/ATP Verhiltnisses.'?

Da die vorgestellten Anionen ubiquitdr vorkommen und vielzahlige Funktionen in medizinischen sowie
umweltrelevanten Prozessen aufzeigen, werden qualitative und quantitative Verfahren zum selektiven
Nachweis der jeweiligen anionischen Spezies benoétigt. Insbesondere optische Sonden sind in diesem

Zusammenhang interessant, da mit ihnen ein schneller und kosteneffizienter Nachweis erfolgen kann.

13
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2 Kenntnisstand

2.1 Goldnanopartikel als optische Sonden fiir Phosphat-basierte Anionen

Verschiedentlich wurden bereits Goldnanopartikel-basierte Assays flir Phosphate oder

verwandte Anionen beschrieben.

Kado et al funktionalisierte beispielsweise ~5nm  groBe  Goldnanopartikel  mit
Phenylharnstoffeinheiten, welche durch Ausbildung interpartikularer Wasserstoffbriicken zwischen
den NH-Gruppen und den Sauerstoffatomen der Harnstoffeinheiten in Dichlormethan aggregieren. Bei
Zugabe von Tetrabutylammoniumdihydrogenphosphat zu der Losung |6sen sich die Aggregate auf, da
die Anionen an die Harnstoffeinheiten binden. Dieser Vorgang aullert sich in einem Anstieg der
Intensitat der UV-Vis-Absorptionsbande bei 510 nm ab einer Konzentration von 20 uM
Dihydrogenphosphat. Andere Oxoanionen wie Hydrogensulfat, Acetat oder Perchlorat bewirken nur
eine geringe Anderung des UV-Vis Spektrums. Uber die Wechselwirkung der Nanopartikel mit anderen
Phosphat-basierten Anionen, wie beispielsweise Pyrophosphat, macht diese Studie keine Aussagen.
Ein Nachteil der Methode ist zudem, dass der Phosphatnachweis ein UV-Vis Spektrometer erforderte

(Abbildung 6).1%

Abbildung 6 Schematische Struktur der Phenylharnstoff-haltigen Goldnanopartikel von Kado et al.12* Der rote Kreis
symbolisiert einen Goldnanopartikel mit einem Durchmesser von 5 nm.

Ein Goldnanopartikel-basierter Assay fiir den Nachweis von Pyrophosphat, ADP und ATP in wassrigem
HEPES-Puffer wurde von Skinner et al. publiziert (Abbildung 7).} Es wurden Citrat-stabilisierte
Goldnanopartikel mit einem Durchmesser von 23 nm verwendet und mit Resorcinarencavitanden

funktionalisiert, welche quaternare Ammoniumgruppen als Endgruppe enthielten. Diese
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Resorcinarenderivate wechselwirkten mit der negativ geladenen Oberflache der Citrat-stabilisierten
Goldnanopartikel. Am unteren Rand enthielten die Cavitanden Hexylgruppen, wodurch auf der
Nanopartikeloberflache eine weitere Schicht von Cavitanden mittels van der Waals Wechselwirkungen
angelagert werden konnte. Die kationischen Substituenten der Cavitanden in dieser zweiten Schicht
waren entsprechend in Richtung des Lésungsmittels orientiert und standen fir die Wechselwirkung
mit Anionen zur Verfligung. Es wurde gezeigt, dass Phosphatanionen ab einer Konzentration von
140 nm die Aggregation dieser Nanopartikel induzieren, die sich in einem Farbumschlag der Losung

von rot zu blau dulert. Andere Oxoanionen wie Acetat, Carbonat oder Sulfat bewirkten keine

125

Farbveranderung.

N(ve), Br
[e] OH O
E  smen ° 5 5
- - o] 0
N(Me), Br
Br (Me),ﬂ R=CgHy3
Abbildung 7 Schematische Darstellung der Resorcinaren-haltigen Goldnanopartikeln von Skinner et.al.»>

In wissriger Umgebung fiihrt die Koordination von Phosphat an Ubergangsmetallkationen,
insbesondere an Zinkionen zu einer besonders effizienten Wechselwirkung. Dies verdeutlicht das
Beispiel der alkalischen Phosphatase, bei der sich zwei im aktiven Zentrum befindliche Zink-Zentren an

der Dephosphorylierung verschiedener phosphorylierter Substrate beteiligen (Abbildung 8).1267128
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Abbildung 8 Bdndermodell des Dimers der alkalischen Phosphatase?® von E.Coli a) sowie eine vereinfachte

Darstellung des aktiven Zentrums b).

Der Vorteil koordinativer Wechselwirkungen zwischen Anionen und Ubergangsmetallen ist, dass sie
anders als nicht-kovalente Wechselwirkungen auch in Wasser sehr effizient sind, weil Wasser als
schlechte Lewis-Base nicht in dem Bindungsprozess interferiert.!*® AuBerdem koénnen aufgrund der
hohen thermodynamischen Stabilitdt der gebildeten Komplexe leicht sub-millimolare Affinitaten fir

anionische Analytmolekiile realisiert werden.!

In diesem Zusammenhang verwendeten Kim et al.’* fiir den Phosphatnachweis eine optische Sonde,
bei der Goldnanopartikel mit 11-Mercaptoundecylphosphorsaure funktionalisiert wurden. Weiterhin
enthielt die Lésung [Zny(1,3-Bis[bis(2-pyridylmethyl)aminomethyl]lbenzen)]** ([Zn.(BBPAB)]*". Die
resultierende Nanopartikellésung war blau, da die in Losung befindlichen Zinkkomplexe mit den
Phosphatgruppen auf der Oberfliche der Nanopartikel wechselwirkten und diese so vernetzten.
Wurde der Lésung ein Pyrophosphatsalz zugesetzt, so bildeten sich 1:1-Komplexe zwischen den
Pyrophosphationen und dem Dizinkkomplex. Gleichzeitig wurde die Quervernetzung der Nanopartikel
aufgehoben, was mit einer Rotfdarbung der Losung einherging (Abbildung 9). Neben

Pyrophosphatanionen konnte mithilfe dieser Methode auch ATP und ADP nachgewiesen werden.
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Abbildung 9 Schematische Darstellung des Funktionsprinzips der Goldnanopartikel-basierten Sonde von Kim et al.132

Die Gruppe um Prins entwickelte auf Basis von Goldnanopartikeln mit oberflachen-gebundenen Zn(ll)-
1,4,7-Triazacyclononankomplexen (Zn(II)-TACN) einen Assay fiir ATP, der von kooperativen Effekten
und einer katalytischen Signalverstirkung profitierte.*® Das optische Signal beruhte auf der
Freisetzung von p-Nitrophenol aus 2-Hydroxypropyl-p-nitro-m-trifluormethylphenylphosphat, die
durch die Zinkkomplexe auf der Nanopartikeloberflache vermittelt wurde. In Gegenwart von ATP kam
diese Reaktion aufgrund der Koordination dieser Anionen an die Zinkionen zum Erliegen. Auf ADP
reagierte der Assay dagegen nicht, da das Trianion ADP eine wesentlich geringere Affinitat fir die
Nanopartikeloberflache besaR als das tetraanionische ATP. Im Unterschied zu den oben vorgestellten

Assays kam es in diesem Fall nicht zu einer analytinduzierten Nanopartikelaggregation (Abbildung 10).
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Abbildung 10 Unterscheidung von ADP und ATP durch Zn(1l)-TACN-funktionalisierte AuNPs von Pezzato et al.133

Anhand dieser Beispiele wird deutlich, dass mithilfe von Goldnanopartikel-basierten Assays
leistungsfahige optische Sonden fiir Anionen entwickelt werden kdnnen, die einen Anionennachweis
auch in Wasser ermoglichen. Nachteilig bei den vorgestellten Methoden ist, dass oft mehrere
Komponenten eingesetzt und die zu detektierenden Anionen nur indirekt nachgewiesen wurden.
Vorteilhafter ware die direkte Immobilisierung von funktionalisierten Liganden auf Goldnanopartikeln,
welche durch unmittelbare Wechselwirkung mit den nachzuweisenden Anionen eine

Nanopartikelaggregation induzieren, wodurch ein optisches Signal erzeugt wird.

Zhang et. al. nutzten dieses Prinzip, um phosphorylierte Peptide nachzuweisen.!** Dazu wurden die
Zinkkomplexe von  N-(2-Mercaptoethyl)-di(2-pyridylmethyl)amin  (Zn(ll)-NMDPA) auf der
Nanopartikeloberfliche immobilisiert. Bei Zugabe phosphorylierter Peptide zu der Losung dieser
Nanopartikel in Puffer war ab einer Peptidkonzentration von 121 uM eine Farbanderung der Lésung
von rot zu blau wahrnehmbar. Gleichzeitig konnte im UV-Vis-Spektrum eine Rotverschiebung der SPR-
Bande beobachtet werden, was auf die Bildung von Goldnanopartikelaggregaten zuriickgefiihrt wurde
(Abbildung 11). Auf unphosphorylierte bzw. monophosphorylierte Peptide reagierte diese Sonde nicht.

Andere phosphat-haltige Analyte wurden in der Studie nicht berticksichtigt.
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Abbildung 11 Schematische Darstellung der Farbédnderung von Nanopartikeln mit oberflichengebundenen

Dipicolylzinkkomplexen bei Zugabe von diphosphorylierten Peptiden.13*

Die Vorteile von Zink-Dipicolylaminkomplexen als Erkennungsmotive flir phosphathaltige Substrate
demonstrieren zahlreiche weitere Arbeiten. In diesen Komplexen koordinieren drei Stickstoffdonor-
Einheiten an das Zink(ll)-Kation unter Bildung eines Komplexes mit einer Bindungskonstante von ca.
10° M1, 135136 Am Metallion verbleiben freie Koordinationsstellen, an die geeignete Lewisbasen
koordinieren kénnen. Dabei werden mit Phosphaten besonders stabile Komplexe gebildet, wahrend
andere Oxoanionen, wie z.B. Sulfat oder Halogenide, mit Zink-Dipicolylaminkomplexen nur schwach
wechselwirken 3137 Hieraus erklart sich die hohe Phosphatselektivitit optischer Sonden auf Basis

solcher Komplexe.

Beispiele fir niedermolekulare Sonden fiir phosphorylierte Peptide bzw. Nucleotide mit Zink-
Dipicolylamineinheiten sind die von Hamachi beschriebenen Dizinkkomplexe, in denen zwei Zn(l1)-DPA
Gruppen enthalten sind.!3®138 Bej Bindung der jeweiligen Substrate an einen zentralen Fluorophor

kommt es zu einer Zunahme der Fluoreszenz der Losung (Abbildung 12).
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a)

b) x

Abbildung 12 Schematischer Aufbau der Fluoreszenzsonden von Hamachi et al. a) und Zn(ll)-DPA-Rezeptoren zum
Nachweis von phosphorylierten Peptiden bzw. Adenosintriphosphat b).136.138

Joliffee et al. nutzten als Grundgeriist fiir ein Biszink-Dipicolylamin ein Cyclopeptid.®® Die in Abbildung
13 gezeigte Verbindung erlaubte in gepufferter wassriger Losung die selektive Erkennung von
Pyrophosphatanionen, wobei die optische Detektion dieses Analyten auf einem IDA beruhte. Die
Autoren vermuteten, dass die Pyrophosphatbindung wie in Abbildung 13 gezeigt auf der Koordination

von vier Sauerstoffatomen des Anions an die beiden Zn(II)-DPA-Einheiten beruht.

Abbildung 13 Pyrophosphatsonde von Joliffee et al.®8
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Vilar nutzte an einem Polymer immobilisierte Di-Zink(Il)-DPA-Komplexe, um Arsenat aus einer
wassrigen Ldsung zu entfernen.!® Im Vergleich zu Bayoxide®E33 HC, einem nanopartikuldren
Eisenoxid mit groRer Oberflache und hoher Adsorptionskapazitdt, wurde eine hohe Arsenataffinitat
beobachtet. Die Bindung der Arsenatanionen beruht nach den Ergebnissen von
Kristallstrukturanalysen auf der Uberbriickung zweier Dizinkkomplexe durch zwei Arsenatanionen.
Jedes Anion geht dabei koordinative Wechselwirkungen mit jeweils drei Zinkionen ein, wobei zwei
davon in demselben Dizinkkomplex lokalisiert sind und die dritte zu der anderen Dizinkeinheit in dem

2:2 Komplex (Abbildung 14).

a)
@ I
..... o2t Zn” ~NZ
avars ¥
Abbildung 14 Strukturformel des Dizinkkomplexes von Vilar a). In dem funktionalisierten Polymer ist ein Derivat dieses

Komplexes tiber die zentrale aromatische Einheit mit dem Polymerriickgrat verbunden. Abbildung b) zeigt die Kristallstruktur
des 2:2 Komplexes zwischen zwei Untereinheiten dieses Dizinkkomplexes und zwei Arsenatanionen.3°
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Vilar beschrieb auch die Immobilisierung dieses Dizinkkomplexes auf Goldnanopartikeln und zeigte,
dass sich diese zum Transport von phosphonathaltigen Pharmazeutika an den Zielort im Kérper eignen

(Abbildung 15).140

/

S

YN

S

S

Abbildung 15 Bisphosphonat-beladener Goldnanopartikel von Torres-Huerta et al.140

Alle bisher beschriebenen funktionalisierten Goldnanopartikel enthielten nur eine Ligandsorte, die fiir
die Bindung an den Analyten verantwortlich war. Bartl et al. beschrieben kirzlich einen
Goldnanopartikel-basierten Assay fiir Sulfat, bei dem die Nanopartikel zwei Ligandsorten enthielten:
ein Cyclopeptid, das mit Sulfationen 2:1 Komplexe bildet, wodurch es in Gegenwart dieser Anionen zur
Nanopartikelaggregation kommt, und einen Liganden mit einem Triethylenglykolrest, der fiir die
Wasserldslichkeit der betreffenden Nanopartikel verantwortlich war.®* Ab einer Sulfatkonzentration
von 2.5 mmol-Lfielen diese Nanopartikel aus der wissrigen Lésung aus wohingegen sie in Gegenwart
anderer anorganischer Anionen (ClI, Br, I, COs*, HPO.*, HAsO4s*, P,O;*, NOs) geldst blieben
(Abbildung 16).
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Abbildung 16 Cyclopeptid-haltige Goldnanopartikel fiir den Nachweis von Sulfatanionen in wdssriger Umgebung von
Bartl et.al.5t

Da zahlreiche weitere Anionenrezeptoren existieren, die mit ihren Substraten 2:1 Komplexe bilden, ist
dieses Konzept grundsatzlich auf andere Systeme tbertragbar, wodurch auch das Analytspektrum oder
die Anionenselektivitdt solcher Nanopartikel erweitert werden kann. Ein alternatives Bindungsmotiv
flr Sulfationen sind beispielsweise Quadratsdureamidderivate, die beispielsweise den in Abbildung 17
gezeigten Rezeptoren zugrunde liegen. Auch immobilisierte Quadratsdureamide fiir den optischen

Sulfatnachweis wurden bereits beschrieben.'#
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Abbildung 17 Quadratsdureamid-basierte Sulfatrezeptoren von Qin et al.102

So zeigten Delgado-Pinar et al., dass Bohmit-Nanopartikel mit oberflichengebundenen
Quadratsdureamiden in Wasser bei pH = 3.4 mit Bromcresolgriin einen blau gefarbten Komplex bilden.
Bei Zusatz von Sulfationen zur wassrigen Losung wird der Farbstoff verdrangt, weil Sulfat starker an
die Quadratsdureamideinheit bindet als Bromcresolgriin, und es kommt zu einer Farbveranderung der

Lésung von blau zu gelb (Abbildung 18).1%*

Abbildung 18 Sulfatsonde auf Basis von Boehmitnanopartikeln von Delgado-Pinar et al. 14!
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Diese Beispiele zeigen, dass die Immobilisierung von Anionenrezeptoren auf geeigneten
Tragermaterialien eine vielversprechende Strategie fiir die Entwicklung optischer Sonden darstellt.
Aufgrund ihrer optischen Eigenschaften sind Goldnanopartikel besonders geeignete
Tragermaterialien, insbesondere, wenn die Wechselwirkung der oberflichengebundenen Rezeptoren

mit den Anionen eine Aggregation der Nanopartikel induziert.
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3 Aufgabenstellung

3 Teil1 — Synthese gemischt-funktionalisierter Goldnanopartikel zur
Erkennung anorganischer Anionen

3.1 Aufgabenstellung

Das Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung Nanopartikel-basierter Assays fiir Phosphat-haltige
Anionen und Sulfat in Wasser. Hierfiir sollten Goldnanopartikel geeigneter GroRe mit
oberflachengebundenen Anionenrezeptoren eingesetzt werden, die mit ihren Substraten
bekanntermallen 2:1 Komplexe bilden und so bei der Anionenbindung eine Quervernetzung der
Nanopartikel induzieren. Die Anionenbindung ware durch eine Farbveranderung der Losung oder die

Bildung eines Niederschlags bei gleichzeitiger Entfarbung der Losung mit dem bloBen Auge

*;&:

detektierbar (Abbildung 19).

E 2

Amon ii
Dispergierte Goldnanopartikel Goldnanopartikel-Aggregate
Abbildung 19 Schematische Darstellung des Prinzips der optischen Anionendetektion mit geeignet funktionalisierten
Goldnanopatrtikeln.

Als Bindungsmotive sollten Zink(ll)-Dipicolylaminderivate und Quadratsdureamide eingesetzt werden,
die mithilfe von (R)-Liponsauregruppen auf der Oberflache von Goldnanopartikeln verankert werden.
Liponsdure wurde als Ankergruppe gewahlt, da die Neigung von Liganden, die Uber zwei Au-S
Bindungen an einen Goldnanopartikel gebunden sind, auf der Oberflache zu wandern geringer ist, als

die von Thiol-basierten Liganden mit einem Schwefelatom.>>*? AuBerdem hat die Verwendung von
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Liponsaurederivaten synthetische Vorteile, da auf die Verwendung von Schutzgruppen verzichtet
werden kann, die fiir den Schutz der SH-Gruppe in Thiolen notwendig ware. Die Strukturen der

funktionalisierten Zielliganden sind in (Abbildung 20) dargestellit.

X
L

M /*(\4’\ WJ\H/H;COOH
\
n=4 L2 L4
n=10 L3

\

\ /

Abbildung 20 Funktionalisierte Zielliganden dieser Arbeit.

Im Gegensatz zu den meisten bekannten Goldnanopartikel-basierten optischen Sonden sollten die
funktionalisierten Liganden nicht alleine auf der Goldoberflaiche immobilisiert werden, sondern im
Gemisch mit dem in (Abbildung 21) dargestellten Triethylenglykol-haltigen Liganden L1** bzw. L1R. Die
Aufgabe dieser inerten Liganden bestand darin, die Wasserloslichkeit der funktionalisierten
Nanopartikel zu gewahrleisten. AuRerdem dienten sie zur Verdinnung der funktionalisierten Liganden
auf der Goldnanopartikeloberfliche, wodurch verhindert werden sollte, dass zwei auf demselben
Nanopartikel gebundene funktionelle Gruppen an ein Anion binden. Schliellich erméglicht die
gleichzeitige Immobilisierung mehrerer Liganden Untersuchungen zum Einfluss des Verhaltnisses von

inerten und funktionalisierten Liganden auf die Empfindlichkeit und Selektivitat der Anionendetektion.
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0]
\/\)I\ %\/09\
S—S
L1RS / L1

Abbildung 21 TEG-basierte Liganden L1RS und L1R.

Die Aufgaben dieser Arbeit bestanden in der Synthese der Liganden, ihrer Immobilisierung auf
Goldnanopartikeln und der Charakterisierung der Zusammensetzung und Eigenschaften dieser
Produkte, insbesondere im Hinblick auf ihre Verwendung als optische Sonden fiir Phosphat- bzw.

Sulfationen.
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Teil 1 — Ergebnisse und Diskussion

3.2 Ergebnisse und Diskussion
3.2.1 Ligandsynthesen

3.2.1.1 Darstellung der inerten Liganden L1?S und L1%

Die Synthesen von (R,S)-5-(1,2-Dithiolan-3-yl)-N-(2-(2-(2-
methoxyethoxy)ethoxy)ethyl)pentanamid (L1R3) und (R)-5-(1,2-Dithiolan-3-yl)-N-(2-(2-(2-
methoxyethoxy)ethoxy)ethyl)pentanamid (L1%) erfolgten ausgehend von kommerziell erhiltlichem
Triethylenglykolmonomethylether (1), der im ersten Schritt der Synthese mit Tosylchlorid und
Triethylamin in das entsprechende Tosylat 2 (iberflihrt wurde (Schema 1). Daraufhin erfolgte die
Umsetzung mit Natriumazid zu 3. SchlieBlich wurde das Azid 3 am Palladiumkatalysator zum
Ammoniumchlorid 4 hydriert. Das so erhaltene Produkt wurde mit 2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-
tetramethylaminiumtetrafluoroborat (TBTU) als Kupplungsreagenz und (R,S)-Liponsaure bzw. (R)-
Liponsaure in die Liganden L1®5 und L1 (berfihrt. Diese wurden nach Aufarbeitung analysenrein

isoliert.

O ey

o NaOH 0=5=0 NaN, (/\/o)\
HO —_— N3 A

3 THF Aceton/H,0, 5:1 (v/v)
1 0°C, 60 min 2 reflux., 20 h 3
25 °C, 80 min 95 %
94 %

Methanol

H, Pd/C (10%)| 1MHCI

’ 25°C,8d

86 %
(0]

\/\)l\ '
7 o
(0]
\/\)J\ ‘é\/og\ T TBTU, DIPEA (0]
-+
W N A c HsN(/\/ 9‘
S—s 3

DMF
L1RS / LR 25°C, 6d 4
LIRS .51 %
L1R: 44 %

Schema 1 Darstellung von L1RS und L1R.
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Die Aufarbeitung der Endprodukte umfasste in beiden Fallen mehrere Schritte, was letztendlich zu

mittleren Ausbeuten von 51 % fuir L1%° bzw. 44 % fiir L1® fiihrte.
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3.2.1.2 Darstellung der funktionellen Liganden L2 und L3

Zur Herstellung der Dipicolylamin-basierten Liganden L2 und L3 wurde zundchst eine

reduktive Aminierung durchgefiihrt, bei der 2-Pyridincarboxaldehyd und

Pyridin-2-ylmethanamin in

Anwesenheit von Natriumborhydrid zu Dipicolylamin (5) umgesetzt wurden (Schema 2). Parallel dazu

wurden die Dibromalkane 6a und 6b mit Kaliumphthalimid umgesetzt und auf diese Weise 7a und 7b

hergestellt. Die Umsetzung von 5 und 7a bzw. 7b in Gegenwart von Kaliu

mcarbonat und Kaliumiodid

flihrte zu 8a bzw. 8b. Die Phthalimidgruppen in diesen beiden Verbindungen wurden mit Hydrazin

gespalten und so die Amine 9a und 9b erhalten. In durch EDC-HCl und DMAP vermittelten

Kupplungsreaktionen wurden 9a sowie 9b mit R-Liponsaure gekuppelt und die Liganden L2 und L3 in

Ausbeuten von 26 % und 52 % isoliert.

MeOH | N
25°C, 20 h N NH,
49 %
NaBH,
0 AN =
| H I N
= N \ |
NK o N ) N o _N
o) K,COg, KI /M,\
s NN —— NN e > N N
n DMF n Aceton N
° \
25°C, 18 h 0 56°C, 14 h o] |
n=4 6a n=4 7a 70% n=4 8a 40 % =
n=10 6b n=107b 67 % n=108b 50 %
EtOH
25°C N,H, H,0
18 h (9a), 16 h (9b)
Y
N (W\/COOH | X
| N
o N s—S —
EDC - HCI, DMAP
MHMN - HZN/\M;\N
n
s—S N DCM N
A AN
n=4 L2 26 % | 25°C n=4 9a 73 % |
n=1013 52 % %% 48h (L2), 16h (L3) n=109b 56 % F

Schema 2 Darstellung der Rezeptorliganden L2 und L3.
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3.2.1.3 Darstellung der funktionellen Liganden L4 und L5

Zur Synthese des funktionalisierten Liganden L5 wurde zundchst der Aktivester 10 aus
(R)-Liponsaure und PFP hergestellt (Schema 3). AnschlieRend wurde 10 mit 6-Aminohexansdure zu L4
umgesetzt und diese Carbonsaure im nachsten Schritt mithilfe von PFP, EDC-HCI und DMAP in den
Aktivester 11 Gberfiihrt. Verbindung 11 wurde mit Tyramin umgesetzt. SchlieRRlich wurde das Produkt
12 mit 5 Dipicolylamin (5) umgesetzt. Bei dieser Reaktion wurde laut massenspektrometrischer und
NMR spektroskopischer Analyse des Produkts der einfach substituierte Ligand L5 und nicht wie

erwartet das entsprechende zweifach substituierte Produkt erhalten.

F
F F
0]
cooH PFP, EDC HCI, DMAP
(\,/\/\/ - 0] F
DCM, 25°C, 72 h 5—S F
10

-S
S 74 %

DCM, 25 °C, 24 h HN,H\COOH
74 % 2 5

DCM, 25 °C, 72 h
s—S 11 0 50 %

0
0 F F PFP, EDC ' HCI, DMAP PR
- N~ '>COOH
NXA)W(O o s H
Ho ° ST
L4

HO
DMF, 25 °C, 18 h
87 %
NH
I H
M\[(N
3 H 5 \/\©\
—-S o
3 OH
12

2

0

PR

1L {47 H
EtOH, 25°C, 12 h H
- kaw
2. (0]
X

OH
| ’ 2 | L5
X
ANy O
N
Z AN
5 |
N~
EtOH, 78 °C, 18 h
51%

Schema 3 Darstellung von (R)-6-(5-(1,2-Dithiolan-3-yl)pentanamido)-N-(3-((bis(pyridin-2-yImethyl)amino)methyl)-4-
hydroxyphenethyl)hexanamid (L5).
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Die HPLC chromatographische Analyse der Reaktionsmischung zeigte, dass 12 wahrend der Reaktion

vollstandig umgesetzt wurde. Hinweise auf die Bildung eines zweifach substituierten Produkts wurden

nicht erhalten.
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3.2.1.4 Darstellung der Quadratsdaureamid-basierten Bausteine Q1 und Q2 sowie des

Liganden L6

Zunachst wurde ausgehend 1,6-Hexandiamin und Boc,O das Boc-geschiitzte Derivat 13

synthetisiert (Schema 4).

Boc,0
H N’%?‘NH2 —— > H,N NHBoc
DCM
0 °C, 45 min
25°C,15h
91%

13

Schema 4 Darstellung von 13.

Die Quadratsduremonoethylester 14 und 15 wurden ausgehend von 3,4-Diethoxycyclobut-3-en-1,2-
dion und den entsprechenden Aminen durch nucleophile Substitutionen gebildet (Schema 5). Durch
die Umsetzung mit 13 wurden die Quadratsdurediamide 16 und 17 hergestellt, welche durch

Abspaltung der Boc-Schutzgruppe in die Bausteine Q1 und Q2 (berfiihrt wurden.

0 0 0 0 £ 0 0
j\;/[ H,N—R H,N{ P NHBoc j\;ﬁ
6
—»
R _R
~o 0" ~o N~ BocHN’ﬁ‘N N
H 6 H H

MeCN, 25°C,15h R= .~ 14 MeCN,25°C,72h o _ . ~_~
90 % | 65 %

16

. |_
DMF,25°C,17h R= NN 15 DMF, 25°C, 72 h R= '\/N< a 17
71 % 70 %

4 N HCl, 1,4-Dioxan

0°C,2h
quant.
0 0
j\;ﬁ R
HCl HZNﬁN N~
6 H H
R=.-""" Q1
-
PN Q2

Schema 5 Synthesen zur Herstellung der Quadratsédurebausteine Q1 und Q2.
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Der funktionalisierte Ligand L6 wurde durch Kupplung von Q1 an (R)-Liponsdure mit EDC-HCI| und
DMAP dargestellt (Schema 6).

o) 0
(Y\/\/COOH EDC - HCl, DMAP (W\)LN%\}N NN
> H %H H
5—3 DMF, 25 °C, 48 h 5—S
15 % L6

Schema 6 Synthese des funktionalisierten Liganden L6.
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Diskussion

Die Synthesen der TEG-basierten Liganden L1®, L1®% L2 und L3 wurden erfolgreich
realisiert. Obwohl der Umsatz bei allen abschlieRenden Kupplungsreaktionen mit (R)-Liponsaure
vollstandig war, wurden die Produkte meist nur mit geringer Ausbeute isoliert. Dies war auf die
umfangreichen Aufreinigungsschritte zurlickzufiihren, die notwendig waren, um analysenreine
Produkte zu erhalten. Insbesondere wahrend der chromatographischen Aufreinigungsschritte mittels
praparativer HPLC kam es zu Ausbeuteverlusten, da fiir die Isolierung ausreichender Mengen immer

mehrere Durchgange pro Probe notwendig waren.

Die Synthesen der Aktivester 10 und 11 wurden nach der etablierten Vorschrift von Bartl et al.}*
dargestellt. Die Kupplung von Tyramin an 11 gelang mit einer zufriedenstellenden Ausbeute von 87 %.
Mittels einer Mannich-Reaktion sollten im letzten Schritt zwei Dipicolylamingruppen in das erhaltene
Produkt 12 durch elektrophile aromatische Substitution am Phenolring eingefiihrt werden. Diese
Reaktion wurde im letzten Schritt der Synthese durchgefiihrt, da die Gegenwart von DPA-Gruppen im
Produkt erfahrungsgemalR die Aufreinigung erschwert und auf diese Weise nur das Endprodukt
mithilfe der prdparativen HPLC aufgereinigt werden musste. Unter den getesteten
Reaktionsbedingungen wurde lberraschender Weise nur das einfach substituierte Produkt erhalten,
obwohl Synthesen analoger zweifach substituierter Verbindungen unter analogen Bedingungen von
mehreren Gruppen beschrieben wurden, 137139143144 |n den aufgenommenen HPLC Chromatogrammen
wurden keine Hinweise auf die Bildung eines hoher substituierten Produkts gefunden. Da das einfach
substituierte Produkt L5 sich ebenfalls flir die geplanten Arbeiten eignete, wurde die Synthese des

hoher substituierten Produkts im Rahmen der Arbeit nicht weiter verfolgt.

Das Quadratsaurederivat Q1 wurde in der dreistufigen Synthesesequenz hergestellt und in einem
finalen Schritt an (R)-Liponsaure gekuppelt. Auffallig war die geringe Loslichkeit des freien Amins Q1
sowie des Liganden L6 in organischen und polar protischen Losungsmitteln. Lediglich mit DMF war es
moglich, die beiden Verbindungen in Losung zu bringen. Quadratsdureamide sind bekannt dafiir,
aufgrund der stark ausgepragten Wasserstoffbriickendonor bzw. Akzeptorfahigkeiten untereinander
polymere Strukturen auszubilden.®1%® \Weiterhin kénnen diese Netzwerke von T-T-
Wechselwirkungen zwischen den aromatischen Quadratsdureeinheiten stabilisiert werden, was einen

Grund fiir die geringe Ldslichkeit darstellen kann.#®
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3.2.2 Darstellung Citrat-stabilisierter Goldnanopartikel

Die fir die Synthesen der Citrat-stabilisierten Goldnanopartikel verwendeten
Reaktionsbedingungen wurden hinsichtlich des Verhaltnisses von Trinatriumcitrat zu Goldsaure, der
Temperatur, der Volumina der verwendeten Loésungen und der Reaktionszeit Vorschriften
entnommen, die erfahrungsgemaR zu Goldnanopartikeln mit mittleren Durchmessern von 10 nm
fliihren. Aufgrund vielversprechender Ergebnisse hinsichtlich der Uniformitat der synthetisierten
Nanopartikel nach Ojea-Jiménez et al.»*° wurde lediglich die Reihenfolge der Zugabe der Reagenzien
variiert und schlieRlich mittels TEM untersucht, inwiefern sich diese Anderung auf GréRenverteilung

und Form der Nanopartikel auswirkt.

NPC! wurde hergestellt, indem eine siedende Lésung von Tetrachlorgoldsdure mit einer Lésung von
Trinatriumcitrat versetzt wurde. Fir die Synthese von NPC? wurde wie von Ojea-Jiménez et gl.**°
beschrieben eine siedende Citratlosung vorgelegt, zu welcher im weiteren Verlauf eine Lésung von

Tetrachlorgoldsaure gegeben wurde (Schema 7).

O OH O
3 Na+ .Owo_
07 o
"2 H,0
HAuCl,
H,0, 100 °C, 15 min
0 OH O HAuCI,
3 Na* 'OWO'
0 "0 H,0, 100 °C, 15 min
"2 H,0

Schema 7 Vorgehensweisen zur Herstellung der Citrat-stabilisierten Goldnanopartikel NPC* und NPC2.
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Auffillig hierbei war, dass der Farbumschlag der Lésung bei der Synthese von NPC? viel schneller

erfolgte als bei der von NPC. Wihrend sich NPC? bereits nach 1 min rot firbte, dauerte dies bei NPC?

5 min.

Die so erhaltenen Lésungen von NPC! und NPC? zeigten leicht unterschiedliche UV-Vis Spektren

(Abbildung 22).

0,87 —— NPC?
] —NPC
524 527
0,6
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Abbildung 22 UV-Vis-Spektren von NPC! und NPC? in Wasser.

Wihrend das Absorptionsmaximum der SPR Bande im Spektrum von NPC! bei 527 nm liegt, hat die
Bande von NPC? bei 524 nm ihr Maximum. Die Charakterisierung der beiden Nanopartikel mittels

Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) ergab die in Abbildung 23 gezeigten Ergebnisse.
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Abbildung 23 TEM-Aufnahmen und dazugehdrige Histogramme, die die Gréfsenverteilung von NPC! und NPC?

beschreiben.

Fir NPC! wurde ein mittlerer Durchmesser von 13.6 + 1.8 nm ermittelt. NPC? hat dagegen einen

mittleren Durchmesser von 10.6 + 2.0 nm.

Um den Restcitratgehalt der erhaltenen Nanopartikelldsungen zu reduzieren, wurden sie abschliefend
gegen Wasser dialysiert. Diese Strategie der Nanopartikelsynthese erwies sich hinsichtlich der

Eigenschaften der erhaltenen Produkte auch bei wiederholter Durchfiihrung als reproduzierbar.
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Diskussion

Die Synthese der Citrat-stabilisierten Goldnanopartikel NPC! und NPC2? wurde mithilfe Literatur-
bekannter Vorschriften realisiert. Die beobachteten Unterschiede im Reaktionsverlauf sowie in der
GroRenverteilung der erhaltenen Nanopartikelstehen im Einklang mit denen von Ojea-liménez et al.
publizierten Ergebnissen®™ je nachdem, ob die Citratldsung zu der Goldsdurelésung gegeben wird oder

umgekehrt.

Bei der Standardmethode, bei der die Citratlésung bei erhohter Temperatur zur Goldsaurelosung
gegeben wird, enthélt die Goldsdurelosung aufgrund der Bildung von [AuCls«(OH),] Komplexen bei der
erhohten Temperatur vergleichsweise wenig [AuCls],, das bereitwilliger durch Citrat zu Au(0) reduziert
wird. Entsprechend gibt es weniger Seedpartikel, die bei der fortschreitenden langsameren Reduktion
von [AuCls«(OH)] zu groReren Nanopartikeln wachsen. Im Gegensatz dazu ist die Konzentration von
[AuCls] bei der inversen Methode punktuell sehr hoch. Eine effiziente Reduktion durch Natriumcitrat
ist somit moglich und fahrt dazu, dass mehr Au(0) fiir die Bildung von Seedpartikeln zur Verfligung
steht und aufgrund dessen auch mehr Partikel gebildet werden. Die geringere GroRe der Nanopartikel,
die mit dieser Methode erhalten werden, ist darauf zurlickzufihren, dass sich die restlichen
Goldkomplexe nach Bildung der Seedpartikel wiahrend des Wachstumsprozesses auf eine grofRere

Anzahl Partikel verteilt.?*

Da NPC? aufgrund der engeren GroRenverteilung und etwas geringeren GréRe giinstiger fiir die
geplanten Arbeiten erschien als NPCY, wurden alle im Verlauf der Arbeit dargestellten Nanopartikel

mithilfe der inversen Methode dargestellt.
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3.2.3  Synthese, Charakterisierung und Eigenschaften funktionalisierter Goldnanopartikel

3.2.3.1 TEG-stabilisierte, wasserlosliche Goldnanopartikel

Zunachst wurden TEG-basierte Goldnanopartikel mit L1 synthetisiert. Hierzu wurde eine
wassrige Losung von L1 mit bekannter Konzentration zu einem bestimmten Volumen der dialysierten
Lésung von NPC? gegeben, die Mischung 15 h lang geriihrt und die Nanopartikel anschlieRend mittels
GroRenausschlusschromatographie und Membranfiltration gereinigt und isoliert (Schema 8). Die so
erhaltenen Nanopartikel wurden mittels *H-NMR Spektroskopie untersucht. Um die notwendige
Menge Ligandlésung zu ermitteln, die fiir den vollstindigen Austausch der Citratliganden in NPC?
gegen L17° notwendig war, wurden drei Synthesen durchgefiihrt, indem 10, 100 und 1000 pL der
Ligandldsung zu 20 mL der Lésung von NPC? gegeben wurden. Die 'H-NMR Spektren der so erhaltenen

Nanopartikel NP1, NP1 1% ynd NP1 1990 gind in Abbildung 24 dargestellt.

_O o
o
o -
HO
(o)
Llrac
o
o H,0, 25°C, 15h
(0}
o OH
OH 0
0 0 o) e}

Schema 8 Synthese der TEG-stabilisierten Nanopartikel NP1,
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Im *H-NMR-Spektrum von NP1 konnten noch Signale von Citrat beobachtet werden. Die Spektren
von NP1¢100 ynd NP1ac 1000 enthjelten keine Citratsignale. Alle drei Spektren wiesen stark verbreiterte
Signale auf, die den Protonen von L1 zuzuordnen sind. Scharfe Signale oder Signale von

Verunreinigungen waren in keinem Spektrum erkennbar (Abbildung 24).

N P1rac 10

NP1 100

|

NP1 1000

1y
JEY

Abbildung 24 Vergleich der 1H-NMR-Spektren NP1rac 10, Np1rac 100 ynd NP1rac 1000 (Dje rote Markierung kennzeichnet
den Bereich, in dem die Protonen von Citrat absorbieren)

Da ein vollstandiger Austausch des Citrats mit dem Einsatz von 100 pL der Ligandstamml&sung von

L1 gelang, wurde diese Menge fiir alle weiteren Studien verwendet.
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Zum Vergleich wurden auch Nanopartikel dargestellt, die den enantiomerenreinen Liganden L1F

enthielten (Schema 9).

(0]

SRes s

S

L1R

H,0, 25°C, 16h

S s "
u": N(\/\ /)
'ty o
/\/\n/ i
(0]

NP1R

Schema 9 Synthese der TEG-stabilisierten Nanopartikel NP1R,

Das H-NMR Spektrum der so erhaltenen Nanopartikel NP1® unterschied sich nicht von dem
Nanopartikel mit dem racemischen Liganden NP1™%  Fir die Quantifizierung der
oberflichengebundenen Liganden wurden Lésungen von NP17¢1% ynd NP1® mit einer lodlésung
versetzt, wodurch sich die Nanopartikel zersetzten und die Liganden freigesetzt wurden. In den H-
NMR Spektren der Losungen waren die Ligandsignale deshalb scharf und da die Losung zudem eine
bekannte Menge eines internen Standards 2,4,6-Trimethoxy-1,3,5-triazin (TMT) enthielt, konnte die
Ligandmenge durch Vergleich der Integrale der Ligandsignale mit dem Integral des Signals von TMT

absolut berechnet werden.

Abbildung 25 zeigt das das *H-NMR Spektrum von NP1® nach lodabbau.
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Abbildung 25 1H-NMR-Spektrum von NP1R in MeOD/D,0 2:1 (v:v) nach dem Abbau der Nanopartikel. Das Signal des
mittleren Standards TMT ist markiert.

Zur Auswertung wurde das Signal des internen Standards TMT auf 9 gesetzt. Das Signal zwischen 3.50
und 3.70 ppm wurde fiir die Bestimmung der Ligandmenge herangezogen. Das Integral dieses Signals
wurde durch die Anzahl der absorbierenden Protonen (in diesem Fall 13) geteilt. Der so erhaltenen
Wert ergibt den Faktor, um den sich die in der Lésung vorhandene Stoffmenge des Liganden von der
bekannten Stoffmenge von TMT unterscheidet. Unter Berlicksichtigung der bekannten Einwaagen der
Nanopartikel kann man aus dieser Stoffmenge den prozentualen Massenanteil des Liganden bezogen
auf die Masse des Nanopartikels berechnen. Sowohl fiir NP1 1% as auch fiir NP1% wurde der Versuch
5 mal wiederholt und die fiir beide Nanopartikel erhaltenen Werte jeweils gemittelt. Fiir NP1¢ 100
ergab sich demnach ein massenprozentualer Anteil des Liganden von 5.30+2.90 %. Fir NP1F lag der

Wert bei 5.80+1.90 %.

Ausgehend von den TEM-Aufnahmen wurde die mittlere Anzahl Goldatome pro Nanopartikel
abgeschatzt. Unter der Annahme, dass spharische Goldnanopartikel mit einem mittleren Durchmesser
von 9.1 nm vorliegen, wurden die Kugelvolumina Vne (Formel 1) und die jeweils zugehorigen
Oberflachen Onp (Formel 2) berechnet.

Vyp = §nr3 = §nr(4.55 nm)3 = 395 nm3

Formel 1
Onp = 4nr? = 4mr(4.55 nm)? = 260 nm?

Formel 2
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Die Anzahl der in den Nanopartikeln enthaltenen Goldatome Na, (Formel 4) sowie die Masse eines
Goldnanopartikels ma, (Formel 3) wurden mithilfe der Dichte p von elementarem Gold (19.32 g-cm3),

der molaren Masse Ma, (196,97 g-mol™) und der Avogadrokonstante Na (6,022:10% mol?) berechnet.

myp = Vyp - p = 395 nm? - 19.32 cri% =762 -10"18 g
Formel 3
Npw = N - 22 = 6,022 - 1023 mol~1 76210709 _ ooaie
M 196.97 -2
Formel 4

Mithilfe der aus den lodabbaustudien ermittelten Massenanteilen der Liganden wurde weiterhin die
mittlere Anzahl der Liganden pro Nanopartikel und die bendétigte Flache pro Ligand ermittelt (Tabelle

1).

Tabelle 1  Anzahl der Liganden pro Nanopartikel und jeweils benétigter Platzbedarf.

Anzahl Ligand pro Bendtigte Flache pro Anzahl Liganden pro

Nanopartikel Ligand / nm? nm?
NPp1rac100 7431426 0.531+0.34 2.86+£1.64
NP1? 806+280 0.37+0.14 3.10+1.08

AnschlieBend wurde untersucht, inwiefern Salze die Stabilitat der wéassrigen Nanopartikellésung von
NP1 ynd NP1® beeinflussen. Da insbesondere Phosphat-basierte Anionen und Natriumcarbonat
den pH-Wert der Ldsung beeinflussen, sollten die Nanopartikel NP1% ynd NP1R in wéassrigem
HEPES-Puffer (pH = 7.4) gel6st werden, um wahrend der Versuchsreihen einen kontanten pH-Wert zu
gewihrleisten. Allerdings zeigte sich, dass NP1% in 0.5 M wéssrigem HEPES-Puffer (pH = 7.4) unldslich
war. Betrug die Pufferkonzentration nur 5 mmol/L, waren die Nanopartikel zunéchst I6slich, fielen aber
nach wenigen Minuten als unldslicher Feststoff aus der Losung aus. Die Aggregation der Nanopartikel

war auch in TEM-Aufnahmen erkennbar (Abbildung 26).
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Abbildung 26 TEM-Abbildungen von NP1R in Wasser (links) und in 5.0 mM HEPES-Puffer pH = 7.4 (rechts) nach jeweils
10 min.

Aufgrund der geringeren Loslichkeit von NP1R in HEPES-Puffer wurden alle Bindungsstudien in
ungepufferten wéassrigen Lésungen durchgefiihrt. Die Lésungen von NP1 ynd NP1% (0.25 mg/mL)
wurden mit 0.1 M Losungen der Natriumsalze (NaNOs, NaCl, NaBr, Nal, Na,SO,4, NaHCOs3, Na;HAsQ,,
Na,HPO,, NasP,0; und NasP30i0) versetzt, wobei Endkonzentrationen von 50 mmol/L resultierten

(Abbildung 27).
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Abbildung 27 Lésungen von NP1<100(q) ynd NPIR (b) (0.25 mg/mL) in Wasser in Gegenwart von 50 mmol/L der
angegebenen Salze.
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Abbildung 27 zeigt, dass die Lésungen von NP1 in Gegenwart der Halogenide stabil waren.
Enthielten die Lésungen aber Oxoanionen, verfarbten sich die Losungen und nach einiger Zeit fielen
die Nanopartikel aus. Im Unterschied dazu fihrte keines der verwendeten Salze zu Verdnderungen in
den Lésungen von NP1%. Um in den weiteren Studien unspezifische Effekte von Anionen auf das
Verhalten von funktionalisierten Nanopartikeln zu vermeiden, wurden alle weiteren Nanopartikel mit

dem chiralen Liponsaurederivat L1® als inerten Liganden synthetisiert.
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Diskussion

Die synthetischen Untersuchungen zeigten, dass nur bei einer ausreichend hohen Konzentration des
Liganden in der Reaktionslésung der vollstdndige Austausch der Citratliganden gegen L1™¢
gewihrleistet ist. Rosteck et al.>! machten in einem anderen Zusammenhang analoge Beobachtungen.
Um in den weiteren Studien Einfllisse von restlichen Citratliganden auf die Anionenerkennung der
Nanopartikel zu vermeiden, wurde in allen weiteren Studien 100 pmol Gesamtligandmenge pro 20 mL
NPC2-Stammldsung fir die Austauschreaktion verwendet, da diese Menge laut der NMR Studie fiir
einen vollstindigen Ligandaustausch ausreicht. Der lodabbau von NP1% ynd NP1R gefolgt von H-
NMR spektroskopischer Untersuchung der Losungen in Gegenwart eines internen Standards erlaubte
die Quantifizierung des Massenanteils der oberflaichengebundenen Liganden. Zusammen konnte
daraus der mittlere Platzbedarf eines Liganden auf der Nanopartikeloberflache berechnet werden. Die
experimentell ermittelten Werte fiir L1 und L1 betrugen 0.53 + 0.34 nm? bzw. 0.37 + 0.14 nm?,
wobei die relativ groRen Fehler hauptsachlich auf Ungenauigkeiten bei der Integration der NMR
Signale zurlickzufiihren sind sowie die GroRenverteilung der Nanopartikel in den TEM Aufnahmen. Die
Ergebnisse bewegen sich in der Gr6Renordnung publizierter Werte. So wurde fiir Goldnanopartikel mit
einem mittleren Durchmesser von 10 nm ein Platzbedarf fiir ein Liponsduremolekiil von 0.21 nm?
beschrieben.’® In einer weiteren Studie wurde gezeigt, dass pro Quadratnanometer auf der
Goldnanopartikeloberflache eines 15 nm groBen Goldpartikels ca. drei Citratmolekiile Platz finden.®>!
Die fiir L1 und L1® erhaltenen Werte liegen demnach mit 2.86 + 1.64 bzw. 3.10 *+ 1.08 Molekdilen je
nm? in einem vergleichbaren Bereich. Trotz analoger Zusammensetzung der Nanopartikel reagierten
die wiassrigen Lésungen von NP11% ynd NP1® (iberraschend unterschiedlich auf die Gegenwart von
Salzen. Ahnliche Beobachtungen wurden bisher nicht beschrieben, da bisher praktisch ausschlieBlich
racemische Liponsiurederivate auf Goldnanopartikeln immobilisiert wurden. Uber die Ursache des
unterschiedlichen Verhaltens von NP1 ynd NP1® kann nur spekuliert werden. So kénnte es sein,
dass die Liganden auf der Oberfliche von NP1® eine hoher geordnete Struktur ausbilden, als die von
NP171% Fiir die hier durchgefiihrten Untersuchungen war das Ergebnis sehr wichtig, weil es
andeutete, dass Goldnanopartikel mit oberflichengebundenen racemischen Liponsdurederivaten
unspezifisch auf Salze reagieren kénnen und dass daher funktionalisierte Nanopartikel nur ausgehend

von enantiomerenreinen Liponsaurederivaten synthetisiert werden sollten.
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3.2.3.2 Synthesen und Eigenschaften von NP2 und NP3

Ausgehend von den Liganden L2 und L3 sollten Nanopartikel mit oberflichengebundenen
DPA Einheiten dargestellt werden. Diese beiden Liganden unterscheiden sich in der Lange des Linkers
zwischen der Kopfgruppe und der Liponsaureeinheit. Sie wurden zusammen mit dem TEG-haltigen

Liganden L1® auf den Goldnanopartikeln immobilisiert (Schema 10).

L1 +120.13

-

H,0/MeOH, 25°C, 16h

Schema 10 Versuch der Darstellung von NP2 und NP3.

Zur Synthese von NP2 bzw. NP3 wurden von L1% und L2 bzw. L3 jeweils 100 uM Stammlésungen in
Methanol hergestellt. AnschlieBend wurden die Ldsungen von L1? und L2 bzw. L3 im Verhiltnis 4:1

gemischt und die erhaltenen Mischungen jeweils zu der wiéssrigen Ldsung von NPC? gegeben.

In beiden Reaktionsgemischen trat direkt nach Zugabe der Ligandlésungen eine leichte Triibung,
einhergehend mit einer Verfarbung von rot zu blau auf. Die Triibung deutete an, dass L2 und L3 im
Reaktionsgemisch nicht ausreichend I6slich waren. Da aus diesem Grund damit zu rechnen war, dass
die funktionalisierten Liganden auch nicht fiir die Reaktion mit den Nanopartikeln zur Verfligung
standen, wurde zundchst versucht, homogene Reaktionslésungen durch Erhéhung des
Methanolgehalts zu erhalten. Auch bei Methanolgehalten der Reaktionsldsungen von 33 vol% oder

50 vol% wurde allerdings das Ausfallen von L2 und L3 beobachtet.
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Darum wurde alternativ getestet, ob die Durchfiihrung der Austauschreaktion bei niedrigem pH-Wert,
bei dem L2 bzw. L3 protoniert vorliegen sollten, Abhilfe schafft. Entsprechend wurde nach Zugabe der
Ligandldsung die Reaktionslosung mit wéassriger 0.1 M HNOs auf einen pH-Wert von 3 eingestellt. Unter
diesen Bedingungen verfarbte sich die Reaktionslosung zwar ebenfalls, sie blieb aber homogen. Auf
diese Weise konnte in einigen Versuchen L2 oder L3 erfolgreich auf der Nanopartikeloberflache
immobilisiert werden. Allerdings war die Reproduzierbarkeit der Synthesen bei dieser Vorgehensweise
unbefriedigend, wahrscheinlich weil der genaue Zeitpunkt der Salpetersaurezugabe einen grofRen

Einfluss auf den Verlauf der Austauschreaktion hatte.

Da die Zugabe von Salpetersiure vor der Zugabe der Ligandldsungen zu einer Zersetzung von NPC?
flhrte, wurde anstelle von Salpetersaure 0.1 M Zitronensdure verwendet. Nach Ansduern der Losung
von NPC? mit Zitronensiure auf pH 3 blieben die Nanopartikel in Lsung und nach Zugabe der ebenfalls
mit Zitronensdure auf pH 3 eingestellten Ligandlésung wurde eine homogene Reaktionslosung

erhalten (Schema 11).

L1f+120.13

0.1 M Zitronensadure

Y

H,0, 25°C, 16h

NPC? n=6 NP2
n=12 NP3

Schema 11 Darstellung von NP2 und NP3.

Diese Vorgehensweise erwies sich als gut reproduzierbar und erlaubte die zuverlassige gleichzeitige
Immobilisierung von L1% und L2 bzw. L3 auf der Nanopartikeloberfliche. Die Aufreinigung der
Nanopartikel erfolgte mit GroRenausschlusschromatographie gefolgt von Membranzentrifugation. Die
erfolgreiche Immobilisierung beider Liganden wurde durch !H-NMR spektroskopische

Charakterisierung der erhaltenen Nanopartikel belegt. Mithilfe der erhaltenen NMR Spektren konnte
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auch das Verhaltnis der beiden immobilisierten Liganden ermittelt werden. Beispielhaft ist in
Abbildung 28 das *H-NMR Spektrum der Nanopartikel NP2, die neben L1% den Liganden L2 enthielten

dargestellt.

o1 - =

—T— T — 77— T T T T T — 7T T T
9.5 9.0 8.5 8.0 75 70 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 40 3.5 3.0 25 2.0 15 10 0.5 0.

Abbildung 28 1H-NMR-Spektrum in D,0/MeOD 1:2 (v/v) und Berechnung des relativen Anteils von L2 auf der
Oberfliche von NP2,

Die Signale im aromatischen Bereich des Spektrums und das Signal bei ca. 4.5 ppm sind L2 zuzuordnen,
wihrend das Signal bei ca. 3.5 ppm nur von L1% stammt und dem Integral dieses Signals wird
entsprechend der Wert 11 zugewiesen. Auf diese Weise wird das Spektrum auf einen Liganden L1

normiert.

AnschlieBend werden die sich ergebenden Integrale der Signale von L2 addiert und das Ergebnis durch

die Gesamtzahl der Protonen, die diese Signale hervorrufen, geteilt (Formel 5).

0.11 4 0.12 + 0.14 + 0.14 + 0.39
n(L2) = = = 0.075

Formel 5
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Auf diese Weise ergibt sich also ein Verhiltnis der beiden Liganden n(L1%):n(L2) von 1:0.075.
Entsprechend ergibt sich gemall Formel 6 ein prozentualer Anteil von L2 an der Gesamtzahl der
oberflaichengebundenen Liganden von ca. 7 %.

n(L2)

Anteil 12 = —— =) ___.100=709
ntet n(L1) + n(L2) o

Formel 6

Mit 7 % ist der Anteil von L2 an den oberflachengebundenen Liganden deutlich geringer als der Anteil
im fiir die Austauschreaktion verwendeten Reaktionsgemisch, in diesem Fall 25 %. Analoge Ergebnisse

wurden in mehreren Versuchen erhalten.

Da im Verlauf der Untersuchungen auch der Einfluss des Anteils funktionalisierter Liganden auf die
Sensitivitdat der Anionenerkennung untersucht werden sollte, wurde der Einfluss des Anteils des
funktionalisierten Liganden im Reaktionsgemisch auf die Zusammensetzung der Nanopartikel

untersucht. Die Ergebnisse der Untersuchungen sind in Tabelle 2 zusammengefasst.

Tabelle 2 Zusammensetzung der Ligandmischungen und der Nanopartikeloberflichen von NP2.

Eintrag Anteil Lg bzw. L3 in Anteil L2 auf Oberflache Anteil L3 auf Oberflache
Ligandmischung / % von NP2/ % von NP3 / %
1 10 7.3+05 4.7+05
2 20 7.3+1.7 10.7+0.5
3 40 - 24+1.4
4 50 - 34+0.8

Bei L2 wurde beobachtet, dass bei Anteilen von 10 % bzw. 20 % im Reaktionsgemisch etwa dieselbe
prozentuale Menge auf der Nanopartikeloberflache immobilisiert wurde. Bei hoheren Mengen L2 im
Reaktionsgemisch bildete sich wahrend der Reaktion ein schwarzer Niederschlag, was auf die teilweise
Zersetzung der Nanopartikel hinwies. Bei Verwendung von L3 konnten dagegen vier Nanopartikel
isoliert werden, wobei die Nanopartikel umso mehr L3 auf der Oberflache enthielten, je hoher der
Anteil L3 in der Reaktionsmischung gewesen ist. In allen Fallen war der Anteil des funktionalisierten

Liganden auf der Oberflache geringer als in der fiir die Austauschreaktion verwendeten Mischung.
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Die auf diese Weise erhaltenen Nanopartikel werden im Folgenden mit NP3%, NP3°, NP32° und NP3%

bezeichnet.

Der letzte Syntheseschritt bestand in der Uberfiihrung der auf den Nanopartikeln immobilisierten DPA-

Einheiten in die entsprechenden Zinkkomplexe (Schema 12).

0.1 M Zn(NO3),

o
L

D,0/MeOD 1:2, 25°C, 30 min

/\/\H/N(\/\O/)

Schema 12 Darstellung der DPA-Zinkkomplexe am Beispiel von NP3.

Gt

Zunichst wurde in diesem Zusammenhang die minimal notwendige Menge an Zn?* ermittelt, die zur
Komplexierung aller auf den Nanopartikeln befindlichen DPA-Gruppen notwendig war. Stellvertretend
hierfir wurde NP3% verwendet. Zundchst wurde die Stoffmenge von L3 ermittelt, die auf einer
bestimmten Menge von NP3% gebunden ist. In der Annahme, dass NP3? genau wie NP1
durchschnittlich 5.5 % (Kapitel 3.2.3.1) Liganden enthélt, ergab sich der Massenanteil aller Liganden

gemald Formel 7 aus dem Produkt der eingewogenen Menge der Nanopartikel mit 0.05.
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Mges = Mypg2s * 0.055
Formel 7

Da NP3% 25% L3 und 75 % L1® enthilt, wurde im nichsten Schritt eine gemittelte molare Masse

gemal Formel 8 berechnet.

M =0.25-M;3+0.75-M,;r = 0.25- 570.93i +0.75 - 351.53i = 406.38 9

mol mol mol

Formel 8

Hiermit konnte gemiR Formel 9 die Stoffmenge der Liganden abgeschitzt werden, die auf NP3%

vorhanden war.

m

ges

n =
ges M

Formel 9

Die Stoffmenge von L3 ergab sich dann gemal Formel 10.

TlL3 = 025 - nges

Formel 10

Die Quantifizierung der fiir die vollstandige Komplexierung notwendigen Menge Zn(NOs), erfolgte
mittels *H-NMR Spektroskopie. Hierfiir wurde zunéchst das *H-NMR Spektrum einer Lésung von NP3
in D,0/CDs0OD 1:2 (v:v) aufgenommen, das bezogen auf die eingewogenen Menge NP3% und die sich
daraus mithilfe der oben beschriebenen Vorgehensweise abgeschitzte Stoffmenge L3 ein Aquivalent
Zn(NOs); enthielt. AnschlieBend wurde der in der Losung vorhandene Zn(NOs), Anteil sukzessive erh6ht
und der Einfluss der Zn(NOs), Zugabe auf das *H-NMR Spektrum untersucht. In Abbildung 29 ist der
Einfluss der Erhdhung der Zn(NOs), Konzentration auf das *H-NMR Spektrum von NP3% gezeigt. Man
erkennt, dass bei Erhéhung des Zn(NOs), Anteils Signale im aromatischen Bereich des H-NMR
Spektrums verschwinden und neue auftreten. Diese spektralen Veranderungen kénnen auf die Bildung
des DPA-Zn Komplexes zuriickgefiihrt werden, die offensichtlich langsam auf der NMR Zeitskala ist.
Besonders auffallig ist auRerdem, dass das Singulett bei 4.6 ppm, das den Methylenprotonen der DPA

Einheit zuzuordnen ist, in ein Dublett vom Dublett libergeht. Dies steht im Einklang mit einer
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konformativen Fixierung der DPA Einheit bei der Komplexbildung, wodurch die Methylenprotonen ihre
chemische Aquivalenz verlieren. Das Experiment zeigt, dass fiir eine vollstindige Komplexierung 50

Aquivalente Zn(NOs); notwendig sind (Abbildung 29).

MWMN
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Abbildung 29 Vergleich der 1H-NMR Spektren von NP3%5 in D,O/CDs0D 1:2 (v/v) nach der schrittweisen Zugabe von
0.1 M Zn(NOs); Lésung in D,0/ CDs0D 1:2 (v/v).

Anhand der 'H-NMR Spektren wurden (iber die entsprechenden Integrale im Bereich von 4.0 — 4.8 ppm

weiterhin die jeweiligen Anteile von freiem DPA und DPA-Zn Komplexen ermittelt (

Abbildung 30).
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Abbildung 30

0,0 0,3 3,4 5,1 6,7 8,2 9,7 11,1 12,5 13,8 15,1 16,4 17,6
¢ (Zn) / mmol/L

=== Anteil freies DPA  e=mmmm Anteil komplexiertes DPA

Auftragung der Anteile von freiem DPA (blau) und DPA-Zn (rot) gegen die Konzentration von Zinknitrat.

Anhand der Auftragung wird deutlich, dass eine vollstéandige Komplexierung der DPA-Gruppen auf der

Nanopartikeloberflache ab einer Zinknitratkonzentration von 15 mmol/L eintritt.

Auf Basis dieser Ergebnisse wurden die Nanopartikel NP3% NP3° und NP33 ebenfalls in die

entsprechenden Zinkkomplexe durch Zugabe einer geeigneten Menge Zn(NOs), Uberfiihrt.
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Mit den so erhaltenen Nanopartikeln NP3%%", NP31%Z" NP32>2" ynd NP3352" wurden nun qualitative
Bindungsstudien durchgefihrt. Hierfir wurden Losungen der Nanopartikel mit Loésungen
verschiedener Salze (NaNOs, NaCl, NaBr, Nal, Na,SO4;, NaHCOs, Na;HAsO4, Na;HPO,4, NasP,0O7; und
NasP3010) versetzt. Da die Nanopartikel in Wasser nicht ausreichend 16slich waren, wurden die

Bindungsstudien in H,O/CH30H 1:2 (v:v) durchgefiihrt.

Am Beispiel von NP32" wird im Folgenden die Durchfiihrung dieser Bindungsstudien erldutert.
Zunachst wurde eine Losung der Nanopartikel in Wasser/Methanol 1:2 (v:v) auf elf Vials aufgeteilt. Ein
Vial diente als Referenz, wahrend zu jedem der zehn restlichen Vials eine bestimmte Salzlésung
zugesetzt wurde. Nach 5 min wurden alle Vials fotographiert und die Salzkonzentrationen schrittweise

weiter erhoht (Abbildung 31).
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Abbildung 31

Bei einer Salzkonzentration von 50 uM wurden fiir Natriumpyrophosphat und Natriumtriphosphat
bereits violette Verfarbungen der vormals roten Nanopartikellésung beobachtet.
Konzentration von 148 uM waren Agglomerate mit dem bloRen Auge deutlich sichtbar, welche sich ab
244 umol/L wieder auflosten.

Hydrogenphosphat Aggregate die deutlich sichtbar waren. Keines der anderen verwendeten Anionen

# A

NaNOs

v. I[

.k
\l

1t
NaCl

NaBr
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Na2S04
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NasP3010

Bilder der Vials der Bindungsstudie mit NP30-2n (0.25 mg/mL) in Wasser/Methanol 1:2 (v/v) nach Zugabe
der in der unteren Reihe gezeigten Salze. Die Bilder wurden jeweils 5 min nach Zugabe der Salzlésung aufgenommen.

Bei 476 umol/L bildeten sich auch mit Hydrogenarsenat und
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induzierte, auch bei der hochsten verwendeten Salzkonzentration, Verdnderungen der

Goldnanopartikelldsung.

Der Befund wurde weiterhin durch UV-Vis spektroskopische Messungen unterstiitzt, bei welchen die
Lage der SPR-Bande im UV-Vis Spektrum von NP3%%" nach Zugabe der Phosphatsalze untersucht
wurde. Hierdurch konnte eine prazisere Aussage liber die Grenzkonzentration getroffen werden, bei
der die Nanopartikel begannen mit den Phosphat-haltigen Anionen Agglomerate zu bilden. Fir diese
Messung wurden Lésungen von NP3%2"in Wasser/Methanol 1:2 (v/v) jeweils mit steigenden Mengen
von Stammlésungen von NaHPO,, NasP,0; und NasP30io versetzt. Zehn Minuten nach jeder Zugabe
wurde ein UV-Vis Spektrum der entsprechenden Losung im Bereich von 350 und 800 nm

aufgenommen. In Abbildung 32 sind Serien der so erhaltenen Spektren abgebildet.
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2,44 —48.0 M —10.0 M
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’ ——24aum ’ 980 uM
1,8 ———268 M NN ——122puM
—— 291 M \ — 16 M
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Abbildung 32 Vergleich der UV-Vis Spektren von NP319-2n jn Wasser/Methanol 1:2 (v/v) nach Zugabe wdssriger

Lésungen von Natriumhydrogenphosphat a), Natriumdiphosphat b) und Natriumtriphosphat c).
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Bei einer Anionenkonzentration von 5 pumol/L konnte flir Natriumtriphosphat bereits eine
Verbreiterung und deutliche Verschiebung des Maximums der SPR-Bande beobachtet werden. Fir
Natriumdiphosphat trat dieses Phdnomen ab 25 pumol/L und im Fall von Natriumhydrogenphosphat in
stark abgeschwéachter Form ab einer Konzentration von 268 umol/L auf. Fir alle getesteten
Nanopartikel wurde auBerdem beobachtet, dass die Intensitdt der Bande nach der initialen
Rotverschiebung abnahm. Im Fall von NP3%*%", NP31%2" und NP3%7%" stieg die Intensitit der
Absorptionsbande, einhergehend mit einer Blauverschiebung des Maximums der SPR Bande, wieder
an. Am Ende der Messungen zeigten alle Losungen ndherungsweise dasselbe Spektrum wie vor der
Salzzugabe. Die Salzkonzentrationen, bei denen die Rotverschiebung der SPR-Bande beobachtet wurde
sowie die Konzentrationen bei denen die vernetzten Nanopartikel wieder in Loésung gingen, sind in

Tabelle 3 fiir alle vier Nanopartikel zusammengefasst.

Tabelle 3 Minimal notwendige Salzkonzentrationen zum Ausfdllen und anschliefenden Wiederauflésen von NP342n,
NP310-2n, NpP325-Zn ynd NP335-2n jn Wasser/Methanol 1:2 (v:v) bei einer Nanopartikelkonzentration von 0.25 mg/L.

c(NazHPO4) / umol/L c(NasP,07) / umol/L c(NasP3010) / umol/L
Eintrag Probe
Rotverschiebug Auflésen Rotverschiebug Auflésen Rotverschiebug Auflésen
1 NP3%2n 74 - 10 196 10 391
2 Np3102n 268 361 25 385 5 385
3 NP325-Zn 484 - 196 388 49 388
4 NPp335Zn - - - - 489 973

Zusitzlich wurden TEM-Aufnahmen von NP3%Z" angefertigt (Abbildung 33). Die in Abwesenheit von
Salzen vermessene Probe zeigte keine Agglomerate. Bei einer Konzentration von 148 umol/L
Natriumdiphosphat waren deutliche Goldnanopartikelnetzwerke nachweisbar, was im Einklang mit
der Verfarbung der Losung nach Zugabe der Anionen stand. Gleichzeitig war ein grauer Schleier im
Hintergrund vorhanden, welcher schwerl6slichem Zinkdiphosphat zuzuordnen sein kénnte, das aus

den im Uberschuss vorhandenen Zinksalzen entstanden war.

60



Teil 1 — Ergebnisse und Diskussion
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Abbildung 33 TEM-Bilder von NP319-2n (0,25 mg/mL) in Wasser/Methanol 1:2 (v/v) ohne Zugabe von Salzen a) in

Anwesenheit von 148 umol/L b) und 476 umol/L c) Na,4P,05.

Diese Bindungsstudien zeigten, dass die untersuchten Nanopartikel besonders empfindlich auf
Natriumdiphosphat und Natriumtriphosphat reagierten. Um auszuschlieBen, dass andere Anionen
diesen Nachweis beeinflussen, wurde ein Konkurrenzexperiment durchgefiihrt. Hierflir wurden zwei
Lésungen von NP3%%" (0.25 mg/mL) mit Natriumchlorid, Natriumnitrat und Natriumsulfat versetzt,
sodass die Konzentrationen der Salze jeweils 1.4 mmol/L betrugen. In eine der Proben wurde zusétzlich
Natriumdiphosphat (0.14 mmol/L) gegeben. Dabei bildete sich nur in der Probe mit

Natriumdiphosphat ein Niederschlag (Abbildung 34).

Abbildung 34 Bilder von NP3%9-2n (0.25 mg/mL) ohne Zugabe von Salzen a), nach Zugabe von Natriumchlorid,
Natriumnitrat und Natriumsulfat b) sowie nach Zugabe von Natriumchlorid, Natriumnitrat, Natriumsulfat und
Natriumdiphosphat c).
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Weiterhin wurde eine Lésung von NP3 ohne Zugabe von Zinknitrat schrittweise mit
Natriumdiphosphat und Natriumtriphosphat versetzt, um zu bestatigen, dass die Zinkkomplexe zur
Bindung der Anionen essentiell sind (Abbildung 35). Dabei wurde fiir keines der getesteten Salze im
relevanten Konzentrationsbereich, bei welchem im Fall von NP3%2" eine farbliche Verdnderung bzw.

das Ausflocken der Nanopartikel beobachtet wurde, eine Veranderung festgestellt.

5uM
- e
24 uM |
48uM |
91 uM
- e
o — -
167 uM
- e
Blank  Na,P,0, Na,P.,0,,
Abbildung 35 Vials der Bindungsstudie mit NP31° jn Wasser/Methanol 1:2 (v:v) nach Zugabe der gezeigten Salze. Die

Bilder wurden jeweils 5 min nach Zugabe der Salzlésung aufgenommen.
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Diskussion

Die Immobilisierung von L2 und L3 auf NPC2 konnte erfolgreich realisiert werden, wenn zuvor
die Lésung von NPC? und die der Ligandenmischung mit Zitronensaure auf pH 3 eingestellt wurde. Die
Verwendung von Methanol als Cosolvens erlaubte es nicht, die Loslichkeit von L2 oder L3 im
Reaktionsgemisch soweit zu verbessern, dass eine zuverldssige Reaktion mit den Nanopartikeln
gewadhrleistet werden konnte. Die Verwendung von Salpetersadure fiir die Protonierung der Liganden
erschien attraktiv, da fiir die Uberfiihrung der DPA Gruppen auf der Nanopartikeloberfliche im letzten
Syntheseschritt Zinknitrat verwendet werden sollte. Allerdings fiihrte der Zusatz von HNO; zur Losung
von NPC? vor Zugabe der Ligandlésungen zu einem Ausfallen der Nanopartikel, vermutlich aufgrund
der Protonierung der Citratliganden und dem darauf zurilickzufiihrenden Verlust der elektrostatischen
Stabilisierung.’®>%54 Die Zugabe von Salpetersiure nach der Zugabe der Ligandldsung war zwar moglich,
der Zeitpunkt der Zugabe schien aber einen grofRen Einfluss auf die Zusammensetzung der
resultierenden Nanopartikel zu haben, sodass sich diese Vorgehensweise als nicht gut reproduzierbar
erwies. Die Problematik konnte schliellich gelost werden, indem anstelle von Salpetersaure,
Zitronensaure eingesetzt wurde. Citrat als Gegenion wird bei der Immobilisierung schwefelhaltiger
Liganden auf der Nanopartikeloberfliche ohnehin freigesetzt und liegt somit wahrend der Synthese
permanent vor. Es wird davon ausgegangen, dass die Sdure mit dem auf den Nanopartikeln
enthaltenen Citrat einen Puffer ausbildet, welcher Anderungen des pH-Werts wihrend der Reaktion

reduziert und die Reproduzierbarkeit der Synthese somit steigert.'>

Das Ligandverhéltnis der so erhaltenen Nanopartikel konnte H-NMR spektroskopisch ermittelt
werden. Hierbei zeigte sich, dass L2 weniger gut flrr die Darstellung von Nanopartikeln mit zwei
Ligandsorten geeignet ist als L3. Moglicherweise kommt es bei L2 zu sterischen Effekten zwischen den
Triethylenglykoleinheiten von L1% und den DPA Gruppen, die bei dem Liganden L3 mit der ldngeren
Alkylkette nicht auftreten. Ausgehend von L3 konnten vier Nanopartikelsorten mit unterschiedlichen
relativen Anteilen des funktionalisierten Liganden dargestellt werden, wobei der Anteil von L3 auf der
Nanopartikeloberfliche grundsatzlich geringer war als im fir die Synthese verwendeten
Ligandengemisch. Fiir die unterschiedliche Immobilisierungstendenz konnten strukturelle Effekte der
Liganden verantwortlich sein, was zuvor im Zusammenhang mit Cyclopeptid-haltigen Nanopartikeln

bereits beobachtet wurde.5*
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Die minimale Menge Zn(NOs),, die erforderlich ist, um alle auf den Nanopartikeln gebundenen DPA-
Einheiten zu komplexieren, wurde stellvertretend fiir NP3% bestimmt. Es zeigte sich, dass pro Ligand
etwa 50 Aquivalente Zn*-lonen notwendig sind. Auch wenn dieser Wert aufgrund der bei der
Berechnung der Stoffmenge von L3 auf der Nanopartikeloberflaiche gemachten Ndherung nur ein
Richtwert ist, ist der Uberschuss wesentlich gréRer als auf Basis der typischen Stabilitidt von DPA-Zn

Komplexen eigentlich zu erwarten ist (log Ka = 6).13>136

Ob die Immobilisierung der DPA Einheiten auf Goldoberflachen die thermodynamische Stabilitat von
DPA-Zn Komplexen tatsachlich beeinflusst oder ob hier ein kinetisches Phanomen vorliegt, wodurch
die Ergebnisse der oben beschriebenen Messungen nicht den Gleichgewichtszustand widerspiegeln

wurde nicht genauer untersucht.

Innerhalb von Bindungsstudien wurden Natriumhydrogenphosphat, Natriumdiphosphat und
Natriumtriphosphat getestet, um die Affinitdt der DPA-Zn Bindungsstellen gegeniiber Phosphatspezies
zu belegen und zu zeigen, dass dieses Konzept auf Goldnanopartikel-basierte optische Sonden
Ubertragen werden kann. Um auszuschlieRen, dass andere Oxoanionen wie Sulfate oder Carbonate
einen Einfluss auf die optischen Eigenschaften der Nanopartikel haben, wurden Natriumsulfat und
Natriumhydrogencarbonat getestet. Aufgrund der Ahnlichkeit zu Hydrogenphosphat wurden zudem
Hydrogenarsenat und die Halogenide Chlorid, Bromid und lodid als Analytspezies in den
Bindungsstudien eingesetzt. Die Goldnanopartikel waren in HEPES-Puffer unléslich, wodurch das
Einstellen eines konstanten pH-Werts nicht moéglich war. Die jeweiligen Analytspezies unterlagen
demnach Protolysegleichgewichten. In Abbildung 36 sind exemplarisch die Dissoziationsdiagramme
von Phosphorsdure und Diphosphorsdure gezeigt, anhand welcher die Anteile der Anionen in wassriger
Losung ermittelt werden kdnnen. Bei einem pH-Wert von 7 unterliegen demnach sowohl Phosphor-
als auch Diphosphorsdure Protolysegleichgewichten und liegen als Dihydrogenphosphat und

Hydrogenphosphat bzw. Dihydrogendiphosphat und Hydrogendiphosphat vor.
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Dissoziationsdiagramm Phosphorsaure
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Abbildung 36 Dissoziationsdiagramme von Phosphorséure und Diphosphorsdure.

Es ist jedoch zu beachten, dass diese Verhiltnisse in dem eingesetzten Wasser/Methanol Gemisch

156

abweichen™® und die Koordination der Anionen an die DPA-Zn Komplexe einen Einfluss auf den

Protonierungsgrad des jeweiligen Anions haben kann.

In den Bindungsstudien reagierten die vier Nanopartikel NP3%%", NP310Z" NP325Z" ynd NP335%"
lediglich auf die Gegenwart von Phosphaten. Diese flihrten zunachst zu einem Ausfallen der
Nanopartikel und bei weiterer Erhohung der Salzkonzentration 16sten sich die Aggregate wieder auf.
Dabei waren im Vergleich zu Natriumhydrogenphosphat deutlich geringere Konzentrationen
Natriumdiphosphat und Natriumtriphosphat nétig, um das Ausfallen der Nanopartikel zu induzieren.
Hinsichtlich ihrer Anionenselektivitdt und der Selektivitat fiir Di- bzw. Triphosphatanionen dhnelt das
Verhalten der Nanopartikel also dem niedermolekularer DPA-Zn basierter Rezeptoren.1?7:137.157.158 pje
hohe Phosphatselektivitdt der Nanopartikel auRert sich auch in dem Konkurrenzexperiment, in dem
gezeigt wurde, dass potentiell konkurrierende Anionen den Diphosphatnachweis nicht beeinflussen.
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Vergleichende Bindungsstudien zeigten, dass die Empfindlichkeit des Phosphatnachweises von der
Anzahl der oberflichengebundenen DPA-Zn Einheiten abhingt. So fielen die Nanopartikel NP3*2" und
NP31%2" hej wesentlich geringeren Di- und Triphosphatkonzentrationen aus der Lésung aus als NP3%
2n ynd NP3352" (Tabelle 3). Nimmt man an, dass die Aggregation der Nanopartikel tatsachlich auf einer
Quervernetzung durch Bindung von auf zwei unterschiedlichen Nanopartikeln lokalisierten DPA-Zn
Einheiten an ein Anion beruht, spielt fir die Aggregation einerseits die Anzahl der Vernetzungsstellen
als auch die Kompensation der elektrostatischen AbstofRung der positiv geladenen Nanopartikel durch
die gebundenen Anionen eine Rolle. Letztere ist bei Nanopartikeln mit einer geringeren Anzahl
oberflachengebundener DPA-Zn Komplexe leichter. Des Weiteren ist bei Nanopartikeln mit einer
grofRen Zahl von Zinkkomplexen auf der Oberflaiche die Wahrscheinlichkeit groBer, das zwei auf
demselben Nanopartikel befindliche Komplexe an ein Anion binden. Die héhere Empfindlichkeit von

Nanopartikeln mit geringerem Funktionalisierungsgrad ist also plausibel.

Bei hohen Diphosphat- bzw. Triphosphatkonzentrationen I6sten sich die initial gebildeten Aggregate
wieder auf. Dabei korreliert die Salzkonzentration, bei der dieser Vorgang stattfindet, in weniger
ausgepragtem Malle mit dem Funktionalisierungsgrad der Nanopartikel als die fir die Aggregatbildung
notwendige Salzkonzentration. Das Auflésen der Nanopartikelaggregate kann einerseits darauf
zuriickgefiihrt werden, dass die zunachst gebildeten Komplexe, in denen zwei DPA-Zn Einheiten an ein
Anion binden, bei hoher Salzkonzentration in 1:1 Komplexe Ubergehen. Alternativ konnen hohe
Salzkonzentrationen zu einer Dekomplexierung der Zinkionen fiihren, die schwerlosliche Zinksalze
bilden. Welche Ursache fiir das Auflésen der Nanopartikelaggregate verantwortlich ist, kann auf Basis
der in diesem Zusammenhang erhaltenen Ergebnisse nicht abgeleitet werden. Allerdings geben die in
weiteren Arbeiten durchgefilhrten Untersuchungen Hinweise, dass eher die Anderung der
Komplexstéchiometrie als die Dissoziation der Zinkkomplexe das Aufldsen der Aggregate erklart (siehe

Kapitel 4.2.1.1).
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3.2.3.3 Synthese und Eigenschaften von NP4

Ausgehend von den Liganden L1% und L5 wurde NP4 hergestellt (Schema 13). Hiermit sollte
der Einfluss der im Vergleich zu NP3 verdnderten Ligandstruktur auf die Wechselwirkung mit
Phosphaten untersucht werden. Die Nanopartikel NP4 wurden mithilfe der fiir NP3 entwickelten
Methode dargestellt. Die Aufreinigung von NP4 erfolgte mittels GroRenausschlusschromatographie

und Membranzentrifugation.

o
H
N
N
s S 0

L1f L5 N
0.1 M Zitronenséure | N
N
H,0, 25°C, 16h | N
N =~

Q/\/\H/H(\/\O/)a

NPC? NP4
Schema 13 Darstellung von NP4.
Die 'H-NMR spektroskopische Charakterisierung von NP4 belegte die erfolgreiche Immobilisierung von

L1® und L5 (Abbildung 37). Das Spektrum gestattete auBerdem die Bestimmung des Verhéltnisses der

immobilisierten Liganden analog der fiir NP3 beschriebenen Vorgehensweise.
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Abbildung 37 1H-NMR-Spektrum in D,0/MeOD 1:2 (v/v) und Berechnung des relativen Anteils von L5 auf der
Oberfldche von NPA4.

Es ergab sich fiir L5 ein Anteil von 19 %. Da lediglich 10% L5 in der Ligandenmischung eingesetzt
wurden, war der Anteil von L5 auf der Oberflache nahezu doppelt so hoch wie erwartet. Der Versuch
den Anteil von L5 durch Veranderung des Ligandverhadltnisses in der Reaktionsmischung zu verringern,
scheiterte, da sich die entsprechende Nanopartikelprobe wahrend der Aufreinigung auf dem

Sephadexmaterial zersetzte.

Die Bildung der Zinkkomplexe von NP4%%" erfolgte analog zu NP3. Hierfiir wurde wiederum die
durchschnittliche Stoffmenge von L5 auf der Nanopartikeloberflache abgeschétzt (Kapitel 3.2.3.2) und
ausgehend hiervon ein 50-facher molarer Uberschuss an Zinknitrat zu einer Lésung von NP4 in
D,0/CDs0D 1:2 (v/v) gegeben, um vollstandige Komplexierung zu erreichen. Auf diese Weise wurden

die Nanopartikel NP4!%2" erhalten (Schema 14).
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Schema 14 Darstellung von NP419-Zn,

Mithilfe eines *H-NMR Spektrums wurde Uberpriift, ob die vorhandenen DPA-Gruppen vollstandig

komplexiert vorlagen (Abbildung 38).

N P419-Zn

(L
PNV N NN VRS L‘M} .,

NP4

Abbildung 38 Vergleich der 1H-NMR-Spektren von NP4 und NP4%Zn jn D,0/CD3s0D 1:2 (v/v).

Das Singulett, welches im Spektrum von NP4 den Methylenprotonen der DPA-Einheit von L5
zugeordnet werden kann, war nach Zugabe von Zinknitrat nicht mehr erkennbar. Dafiir enthielt das

Spektrum von NP4'%2" bej etwas hdherem Feld zwei Dubletts, was andeutet, dass die Komplexierung

vollstandig war.
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TEM-Aufnahmen zeigten, dass die Nanopartikel dispergiert vorlagen und einen Durchmesser von
10 nm + 0.77 aufwiesen (Abbildung 39).
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Abbildung 39

TEM-Aufnahmen von NP49-2 (0.25 mg/mL) in Wasser/Methanol 1:2 (v/v).

Mithilfe von Bindungsstudien wurde der Einfluss von Salzen auf die Lésungen von NP4'%%" untersucht.

Dabei war die Vorgehensweise analog wie fiir die Zinkkomplexe von NP3 beschrieben (Abbildung 40).

70



Teil 1 — Ergebnisse und Diskussion

50 um
k4
19 um
-

385 um
-

521 um
ot

698 um
st

1111 pm
—
Blank

Abbildung 40

Ab einer Konzentration von 196 umol/L war ein leichter Farbunterschied der Diphosphat- und
Triphosphat-haltigen Proben zu beobachten. Fiir Hydrogenarsenat und Hydrogenphosphat traten
dhnliche Effekte bei 385 pumol/L bzw. 512 umol/L auf. Im Vergleich zu den Versuchsreihen mit NP310-2
fielen die Farbdanderungen der Losungen deutlich schwacher aus. Fiir keines der anderen Anionen

wurde in dem untersuchten Konzentrationsbereich eine Verdanderung der Goldnanopartikelprobe

detektiert.
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Natriumsalze.
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Fur die Salze, die eine Farbverinderung der Lésung von NP4!%Z" verursachten, wurde untersucht,
welchen Einfluss eine weitere Konzentrationserhohung hat. Dazu wurde die Konzentration von
Hydrogenarsenat, Hydrogenphosphat, Diphosphat und Triphosphat bis zu einer Konzentration von

2711 pumol/L schrittweise erhoht (Abbildung 41).
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Abbildung 41 Lésungen von NP419-2njn H,0/CH;0H 1:2 (v:v) nach Zugabe verschiedener Natriumsalze im

Konzentrationsbereich von 950 uM — 2711 uM.

Bei einer Hydrogenarsenatkonzentration von 950 umol/L bildete sich ein Niederschlag. Die gleiche
Beobachtung wurde fiir Hydrogenphosphat bei 1839 umol/L gemacht. Im Fall von Diphosphat und

Triphosphat blieb die Aggregatbildung komplett aus.
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Der direkte Vergleich von NP3%2" und NP4 zeigte, dass die Sensitivitit von NP4Z" deutlich
geringer ausgepragt war (Abbildung 42).
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Abbildung 42 Vergleich der visuellen Bindungsstudien von NP3%5-2n q) und NP419-2n b) in Wasser/Methanol 1:2 (v/v) bei

Salzkonzentrationen von jeweils 99 umol/L.

Der Einfluss von Phosphat- und Arsenatsalzen auf die optischen Eigenschaften von Losungen von

NP4 wurde wie bei NP3%%" mithilfe von UV-Vis Spektroskopie charakterisiert (Abbildung 43).
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UV/VIS-Spektren von NP4%-Zn (0.25 mg/mL bei der ersten Messung) in H,O0/CH3OH 1:2 (v/v) nach Zugabe

von Natriumhydrogenarsenat (0 uM bis 1458 uM) a) Natriumhydrogenphosphat (0 uM bis 1458 uM) b) Natriumdiphosphat
(0 uM bis 1458 uM) c) und Natriumtriphosphat (0 uM bis 1458 uM) d).

In  den Spektren der

Messungen,

bei

denen

Natriumhydrogenarsenat  bzw.

Natriumhydrogenphosphat als Analytsalze verwendet wurden, nahm die Intensitat der SPR-Bande
zunachst zu. Ab 294 umol/L wurde jeweils eine Rotverschiebung des Maximums der SPR-Bande
beobachtet. Die Abnahme der Intensitat der Bande trat in der Hydrogenarsenat-haltigen Probe ab

einer Konzentration von 1458 umol/L, in der Hydrogenphosphat-haltigen Probe ab 1927 umol/L ein.

In den Messreihen mit Natriumdiphosphat bzw. Natriumtriphosphat waren die Effekte weniger
deutlich ausgepragt. Eine Rotverschiebung der SPR-Bande wurde jedoch fiir beide Proben ab einer
Intensitdatsabnahme wurde fir

Konzentration von 49 umol/L Analyt festgestellt. Die

Natriumdiphosphat ab 391 umol/L und fir Natriumtriphosphat ab 294 umol/L beobachtet.
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Diskussion

Zur Untersuchung des Einflusses der Ligandstruktur auf das Bindungsverhalten der
Nanopartikel, wurden Nanopartikel mit Ligand L5 hergestellt. Hierbei konnte lediglich eine Sorte
Nanopartikel isoliert werden, bei der 19 % der oberflaichengebundenen Liganden aus L5 bestanden.
Die Synthese von Nanopartikeln mit einem geringeren Gehalt an L5 scheiterte, weil sich diese
Nanopartikel bei der Aufarbeitung zersetzten. Auffdllig war, dass der Anteil L5 auf der
Nanopartikeloberflache groRBer war als in der fiir die Synthese verwendeten Ligandmischung. Im
Vergleich zu L3 besitzt L5 also eine groBere Tendenz zusammen mit L1R auf der Nanopartikeloberfliache

abgeschieden zu werden.

NP4 wurde mit dem etablierten Verfahren vollstandig in NP4'%%" (iberfiihrt, was mithilfe von 'H-NMR

Spektroskopie belegt wurde.

Lésungen von NP4*%2"in H,0/CHsOH 1:2 (v:v) verhielten sich deutlich anders als die von Nanopartikeln
mit Zinkkomplexen von L3. Zwar reagierte NP4*?" ebenfalls nur auf Phosphat-basierte Anionen und
das eng verwandte Arsenat, es waren aber deutlich hohere Konzentrationen dieser Anionen nétig, um
eine Verfarbung der Nanopartikellosungen zu verursachen, als bei Nanopartikeln mit DPA-Zn

Komplexen.

Auch NP4¥2" reggierte empfindlicher auf Natriumdiphosphat und Natriumtriphosphat als auf
Natriumhydrogenphosphat bzw. -arsenat, was auch die UV-Vis spektroskopischen Untersuchungen
belegten. Allerdings war auffallig, dass Natriumdiphosphat und Natriumtriphosphat nicht wie bei den
Nanopartikeln mit DPA-Zn Komplexen zur Aggregation der Nanopartikel fiihrten, sondern lediglich zu
einem Farbumschlag der Losung. Bei hohen Konzentrationen von Natriumhydrogenphosphat und -
arsenat fielen die Nanopartikel dagegen aus. Moglicherweise ist dieses unterschiedliche Verhalten auf
die unterschiedlichen Strukturen der Zinkkomplexe in den Nanopartikeln mit L3 und L5 als Liganden
zuriickzufiihren. So ist die Gesamtladung des Zinkkomplexes von L5 aufgrund der Koordinierung des
Phenolat-Sauerstoffatoms an das Metall geringer als die von L3 (Abbildung 44). AuBerdem ist die

Anzahl freier Koordinationsstellen im Zinkkomplex von L5 aus dem gleichen Grund geringer.3®
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Abbildung 44

Vergleich des Zinkkomplexes von L3 und L5.

Beides wiirde die geringere Sensitivitdt des Nanopartikels NP41%2" erkldren. Allerdings sind weitere

Untersuchungen, idealerweise unter

Verwendung

niedermolekularer Modellverbindungen,

notwendig um diese Hypothese experimentell zu untersuchen. Eine Methode zur Erfassung von

Unterschieden hinsichtlich der Partikelladung stellen beispielsweise Zetapotentialmessungen der

unterschiedlichen Nanopartikelproben dar.
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3.2.3.4 Forschungsartikel: Optical detection of di- and triphosphate anions with mixed

monolayer-protected gold nanoparticles containing zinc(ll)—dipicolylamine complexes

Dieser Artikel beschreibt die Synthese des Liganden L1, L1* und L3, davon abgeleiteter
Goldnanopartikel und das Verhalten der Nanopartikel in Gegenwart verschiedener anorganischer Salze

(NaN03, NaCI, NaBr, NaI, Nast4, NaHC03, NazHASO4, NazHPO4, Na4P207, Nangolo).
Die Supporting Information des Artikels ist in Kapitel 7.1 zu finden.

Mein Beitrag zur Publikation bestand in der Synthese, Aufreinigung und Charakterisierung aller
untersuchten Verbindungen, in der Durchfiihrung der Bindungsstudien und in deren Auswertung. Die
Darstellung von L1% wurde gemeinsam mit Dr. Julia Bernhard erarbeitet. Dr. Marcus Koch fiihrte die
TEM Messungen durch und unterstiitzte mich bei deren Interpretation. Prof. Dr. S. Kubik war fiir die

Koordination der Arbeiten und die wissenschaftlichen Betreuung verantwortlich.
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Abstract

Gold nanoparticles covered with a mixture of ligands ol which one type contains solubilizing triethylene glycol residues and the
other peripheral zine(IT)-dipicolylamine (DPA) complexes allowed the optical detection of hydrogenphosphate, diphosphate, and
triphosphatc anions in water/methanol 1:2 (v/v). These anions caused the bright red solutions of the nanoparticles to change their
color because of nanoparticle aggregation followed by precipitation, whereas halides or oxoanions such as sulfate, nitrate, or
carbonate produced no effect. The sensitivity of phosphate sensing depended on the nature of the anion, with diphosphate and
triphosphate inducing visual changes at significantly lower concentrations than hydrogenphosphate. In addition, the scnsing sensi-
tivity was also affected by the ratio of the ligands on the nanoparticle surface, decreasing as the number of immobilized
zine(I)—dipicolylamine groups increased. A nanoparticle containing a 9:1 ratio of the solubilizing and the anion-binding ligand
showed a color change at diphosphate and triphosphate concentrations as low as 10 umol/L, for example, and precipitated at
slightly higher concentrations. Hydrogenphosphate induced a nanoparticle precipitation only at a concentration of ca. 400 umol/L,
at which the precipitates formed in the presence of diphosphates and triphosphates redissolved. A nanoparticle containing fewer
binding sites was more sensitive, while increasing the relative number of zinc(II)-dipicolylamine complexes beyond 25% had a
negative impact on the limit of detection and the optical response. Transmission clectron microscopy provided evidence that the
changes of the nanoparticle propertics observed in the presence of the phosphates were due to a nanoparticle crosslinking, consis-
tent with the preferred binding mode of zinc(II)-dipicolylamine complexes with phosphate anions which involves binding of the
anion between two metal centers. This work thus provided information on how the behavior of mixed monolayer-protected gold
nanoparticles is affccted by multivalent interactions, at the same time introducing a method to assess whether certain biologically
relevant anions are present in an aqueous solution within a specific concentration range.
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Introduction

Gold nanoparticles (AuNPs) are versatile platforms for the de-
velopment of optical probes [1-6]. They are accessible in differ-
ent sizes and shapes, can be stabilized by immobilizing suitable
ligands, and can easily be functionalized with ligands contain-
ing binding sites that mediate the interaction with the analyte.
Ditferent strategics allow analyte sensing [1-6]. The analyte can
be detected by relying on the enhancement of the Raman
scattering intensity, il it is bound close to the gold surflace
(surface enhanced Raman scattering, SERS), for example,
or by the release from the metal surface of a chromophore
the fluorescence of which is quenched in the absence of the
analyte by Forster resonance energy transfer (FRET). In the
latter casc, the analyte binding cither causcs the chromophore to
dissociate from the nanoparticle, if it is bound noncovalently
(indicator displacement), or o move away [rom the metal sur-
face as a consequence of a conformational reorganization of the
linker connecting the chromophore with the surface. The likely
most [requently used strategy of analyte detection relies on the
color change of AuNP solutions resulting from analyte-induced
nanoparticle crosslinking. Depending on whether soluble or
insoluble aggregates are formed, the solutions either lose their
color because ol nanoparticle precipitation or they adopt a dif-
ferent color. Dispersed spherical AuNPs with a diameter of
ca. 10 nm Icad to intenscly colored red solutions, for cxample,
which turn purple or blue upon nanoparticle aggregation
because the localized surface plasmon resonance of the indi-
vidual AuNPs starts to couple when they approach cach other
17-9].

Early examples of optical probes working in this way are the
nanoparticles introduced by Mirkin ct al., containing immobi-
lized oligonucleotides that aggregated in the presence of single-
stranded DNA with a complementary base sequence [10], the
AuNPs with peripheral carboxylate groups introduced by the
Hupp group [11] that responded to divalent transition metal
ions, or Chen at al.’s crown ether-decorated AuNPs that
allowed the sensing of potassium ions [12]. Numerous other
such probes have been described for analytes ranging from inor-
ganic ions over low-molecular-weight neutral and charged
organic compounds, such as carboxylic acids, amino acids, and
nucleotides, to larger biomolecules such as peptides and pro-
teins [1-6,13]. All of these systems have specific arcas of appli-
cation. AuNP-based probes for inorganic anions, for example,
can serve o monitor the water quality [14,15]. An example is
the probe for halides that was described by the Sessler group. Tt
comprised AuNPs with immobilized calix[4]pyrrole residues
that are known to interact with chloride and fluoride. The
binding of these anions to the immobilized receptor units
strengthened their interaction with a simultancously present
bis(imidazolium) ion, which in turn caused nanoparticle cross-

Beilstein J. Org. Chem. 2020, 16, 2687-2700.

linking [16,17]. Our group recently showed that a mixed mono-
layer-protected AuNP containing solubilizing tricthylene glycol
residues and cyclopeptides selectively precipitated from water
in the presence of sulfate [18]. The anion sensing in this case
relied on the sulfate affinity of the cyclopeptide and on the
propensity of this rcceptor to bind a sulfatc ion in the form of a
sandwich-type 2:1 complexes, rendering the presence of an ad-

ditional component in the solution unnecessary.

This approach has several advantages: one is the flexibility with
respect (o the receplor units that can be used to mediate the
anion recognition, which makes it possible to develop probes
for anions other than sulfatc. The only prerequisite is that the
anion binding must involve more than one receptor unit to in-
duce nanoparticle crosslinking (Figure 1). The use of mixed
monolayer-protected AuNPs morcover allows varying the ratio
of the ligands on the nanoparticle surface, of which onc is re-
sponsible for the analyte recognition, while the other serves to
dilute the receptor units on the surface to such an extent that
analytc binding to units rcsiding on the same nanoparticle
becomes unlikely. The number of receptors should still be high
enough to allow nanoparticle crosslinking to benelit from multi-
valent interactions [19-21]. The unfunctionalized ligand further-
morc mediates the nanoparticle solubility, preferentially in an
aqueous environment that is often most suited for practical ap-
plications. Since we wondered whether this concept could be
extended to receptor types other than cyclopeptides, we sought
for recognition motifs that also involve the binding of an anion
to two identical [unctional groups.

A prominent cxample is the coordination of diphosphatc ions to
zinc(II)-dipicolylamine complexes, which is most efficient if
the anion binds o two metal centers (Figure 1) [22-25]. This
mode of binding is strong even in aqueous solution, potentially
giving risc to highly sclective receptors if the two binding sites
are arranged at a distance that allows for binding a diphosphate,
but not a larger triphosphate anion. The peptide and cyclo-
peptide-derived receptors introduced by Jolliffe arc examples
[26] along with a range of receptors based on other scaffolds
[22-25].

To test whether this binding motif induccs AuNP crosslinking,
we synthesized nanoparticles containing peripheral
zine(IT)-DPA complexes together with a solubilizing
tricthylene glycol-based ligand in different ratios and studied
their interaction with anions (Figure 1). It turned out that these
nanoparticles indeed responded to the presence of diphosphate
in water/methanol 1:2 (v/v) by precipitating from the solution.
Since the distance of the recognition units was not controlled,
triphosphate anions produced similar effects, while an only a
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Figure 1: Schematic illustration of the analyte-induced crosslinking of gold nanoparticles containing a mixture of ligands of which one contains a
peripheral zinc(ll)—dipicolylamine unit while the other one mainly serves to control the degree of functionalization and nanoparticle solubility (a). The
structures of the ligands 1 and 2 used in this work are shown in (b) and the potential mode of binding of two zinc(ll)—dipicolylamine complexes to a

diphosphate anion in (c).

weak responsc was obscrved to hydrogenphosphate (and hydro-
genarsenate). Other oxoanions and halides induced no visible
elfects and also did not interfere in diphosphate and triphos-
phate sensing when simultancously present.

It should be noted that other strategies ol detecting diphosphate
anions by using immobilized receptors exist. Solutions of
AuNPs containing tctracationic resorcinarenc-derived cavi-
tands were, for example, also shown to respond to the presence

of diphosphatc by a color change [27] duc to the known diphos-
phate affinity of such cavitands [28]. Self-assembled mono-
layers on gold containing a bis(carbazolyl)urea-derived recep-
tor allowed the sensitive detection of diphosphate in water by
surface plasmon resonance (SPR) [29]. Silica nanoparticles con-
taining a dye coordinated to a bis(zinc(II)-DPA) receptor re-
leased the dye upon diphosphate binding [30], and thus produc-
ing an optical signal. The extent of aggregation of AuNPs con-
taining peripheral phosphate groups in the presence of an exter-
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nally added low molecular weight bis(zinc(I)-DPA) complex
could be controlled by diphosphate anions, which in turn
allowed corrclating the optical propertics of the nanoparticle
solution with the anion concentration [31]. Similar effects were
achieved by using a tripodal copper(IT) complex as the external
crosslinker [32,33]. Finally, the metal ion-induced aggregation
of AuNPs containing DPA residucs in chloroform or accto-
nitrile/water was reversed by the addition of diphosphate anions
(which thus caused the disassembly rather than the assembly of
the AuNPs) [34]. Whilc the limit of detection was sometimes
very good (in onc case less than 0.2 umol/L [31]), these systems
mostly involved the combination of several components and the
analyte was in some cases only detected indirectly. In contrast,
scnsing of the AuNPs described here is a dircct conscquence of
the analyte-induced nanoparticle aggregation, not requiring ad-
ditional dyes, metal ions, or [urther components, which could be
an advantage for the sensing of a biologically relevant anions in

an aqucous cnvironment [35,36].

Results and Discussion

Ligand synthesis. The ligands uscd in this work arc depicted in
Figure 1. All of them derived from lipoic acid, which was
chosen as the anchor group because the immobilization of a
cyclic disulfide on gold involves the formation of two Au-S
bonds, causing the ligands to have a smaller tendency to
migrate and a generally higher stability with respect to thiol-
containing AuNPs [37-39]. A further advantage is the straight-
forward ligand synthesis, which does not require the use of
protecting groups as in the case of thiols.

The ligand 1 served as the solubilizing component and was syn-
thesized in the racemic and the enantiomerically pure form. The
racemate rac-1 was obtained in four steps from triethylene
glycol monomethyl ether by tosylation, substitution of the tosyl
by an azide group, and reduction to obtain the corresponding
aminc (Scheme 1). This amine was coupled to racemic lipoic
acid by using O-(1H-benzotriazol-1-yl)-N,N.N' . N'-tetramethyl-
uronium tetrafluoroborate (TBTU) as the coupling reagent. The
yicld in this step only amounted to 51% because the product

Beilstein J. Org. Chem. 2020, 16, 2687-2700.

had to be purified by preparative HPLC to obtain it in analyti-
cally pure form. The enantiomerically pure analog (R)-1 was
obtained in a similar fashion by using (R)-lipoic acid in the cou-
pling reaction.

The ligand 2 contained a peripheral 2,2'-dipicolylamine residue
for zince(II) coordination. This group was scparated from the
lipoic acid anchor group by a Cj2 chain (o ensure that it had a
sufficient distance from the nanoparticle surface alter immobili-
zation. Compound 2 was prepared by starting from potassium
phthalimide and 1,12-dibromododecane (Scheme 2). The prod-
uct resulting from this step was treated with bis(2-pyridyl-
methyl)amine to give a DPA derivative that was coupled to
(R)-lipoic acid aftcr deprotection to obtain 2 (synthctic dctails
can be found in Supporting Information File 1). All products

were oblained analytically pure and were [fully characterized.

Nanoparticle synthesis and characterization. The AuNP pre-
cursor NP4 was prepared by a modified Turkevich method that
was reported to reliably afford nanoparticles with the desired di-
amcter of 8—10 nm and a rclatively narrow size distribution
[40]. This method entailed the rapid addition of a hot aqueous
solution of tetrachloroauric(III) acid to aqueous sodium citrate
at 100 °C. After dialysis to remove excess citrate, the resulting
solution was trcatcd with a solution of a ligand or a mixturc of
ligands to exchange the protecting citrate molecules with the
more strongly bound lipoic acid derivatives.

Initially, only rac-1 was used as the ligand to establish a synthe-
tic procedure for the nanoparticle preparation and to obtain
information about the structure and properties of the products.
The obtained nanoparticles NP/“1 were purificd by using a
combination of size exclusion chromatography and membrane
filtration. They dispersed [reely in water after isolation, giving a
stable solution. The "H NMR spectrum in D>O showed the
typical broadened signals of the immobilized ligand molccules
but no sharp signals, showing that the nanoparticles were not
contaminated with unbound ligands or residual citrate. Accord-
ing to transmission clectron microscopy (TEM), NP™¢1 had an

o) 0] o] (0]
HO NI NN % Ne OO
O,,S\O/\/O\/\O/\/O\ 3
[¢]
iii & 5 iv (Y\/\)I\N/\/O\/\O/\/O\
E—— HCHHN T "N ™0 —— L H
rac-1/(R)-1

Scheme 1: Syntheses of the ligands rac-1 and (R)-1. Conditions: i) TsCl, NaOH, THF, 0 °C, 60 min — 25 °C, 80 min, 94%; ii) NaN3, acetone/water
5:1 (v/v), reflux 20 h, 95%; iii) Ha, Pd/C (10%), 1 mal/L HCI (1 equiv). methanol, 25 °C, 8 d, 86%: iv) rac-lipoic acid (for rac-1) or (R)-lipoic acid (for

(R)-1), TBTU, DIPEA, DMF, 25 °C, 6 d, rac-1: 51%, (R)-1: 44%.
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Scheme 2: Synthesis of ligand 2. Conditions: i) potassium phthalimide, DMF, 25 °C, 18 h, 67%; ii) 2,2"-dipicolylamine, KoCOg, K, acetone, reflux
14 h, 50%; iii) NoH,-H20, ethanol, 25 °C, 16 h, 56%; iv) (R)-lipoic acid, EDC-HCI, DMAP, CHxCly, 25 °C, 18 h, 52%.

average diameter of 9.1 £ 2.4 nm and a maximum of the SPR
band in the UV—-vis spectrum at 528 nm (Figure S1 in Support-
ing Information File 1).

Further structural information was obtaincd by rclcasing the
ligand molecules from the surface of NP™4¢"! with iodine,
adding a known amount of 2,4,6-trimethoxy-1,3,5-triazine to
the solution as an internal standard, and recording an IH NMR
spectrum. By rclating the integral of the standard in the NMR
spectrum to the integrals of the ligand signals, the amount of
immobilized ligand was quantified. According Lo this experi-
ment, the organic ligands made up ca. 5.3 £ 2.9% of the total
mass of NP™““-1, The uncertainty of this measurement was large
but nevertheless provided a rough estimate of the nanoparticle
composition. The latter was calculated by assuming spherical
nanoparticles with an average diameter of 9.1 nm, as dcter-
mined by TEM. The AuNP volume thus amounted to 395 nm?3
and the surface area (o 260 nm2. Considering that the density of
gold metal is 19.32 g/em?, an average weight of 7.62 x 1079 ng
and a number of gold atoms of 23306 per AuNP resulted. From
the determined gold-to-ligand mass ratio, we estimated that
each particle contained on average 743 + 426 ligands. Taking
into account the surface arca of the nanoparticles, the number of
ligand molecules per nm? hence amounted to 2.9 1.6 or, in
other words, each ligand occupied an area of 0.53 + 0.34 nm?.
The order of magnitude of these results is comparable to the
footprint size of 0.21 nm? reported for lipoic acid on 10 nm
gold nanoparticles [41] and the number of citrate molecules per

2

nm< on citrate-protected AuNPs with a diameter of ca. 15 nm,

which was determined to amount to 3.1 [42].

We also tested whether NP1 wag stable in the presence of
different salts. To this end, solutions of NP1 in water
(0.25 mg/mL) were prepared to which solutions of sodium salts
were added to reach a final salt concentration of 50 mmol/L.

This concentration was chosen to ensure that the nanoparticles
were stable cven at ionic strengths much higher than that cx-
pected in the final assays. It turned out that the solutions were
stable when they contained halides and nitrate but that the nano-
particles precipitated in the presence of the other tested oxoan-
ions (Figure 2a). The effect of phosphates on nanoparticle solu-
bility was particularly undesirable because it could potentially
lead to unspecific responses. We therefore tested whether using
the cnantiomerically purc (R)-1 as ligand would produce a dif-
ferent outcome.

The corresponding nanoparticles NP®-1 were prepared in a
similar fashion as NP1, The characterization showed that
they were pure, had an average diameter of 8.5 £ 2.1 nm, simi-
lar to the one determined for NP1 and exhibited an SPR
band when dissolved in water with a maximum at 528 nm
(Figure S2 in Supporting Information File 1). Moreover, the
solutions turned out Lo be stable even if those salts were present
at a concentration of 50 mmol/L that caused the precipitation of
NP1 (Figurc 2b). At the moment, we have no conclusive cx-
planation for the different behaviors of NP®)-! and NP*@¢-1, The
solutions of both nanoparticles were stable at low millimolar
concentrations of all of the tested salts (data not shown). Differ-
ences in the behavior only materialized at high ionic strengths
and in the presence of certain anions. We could not reliably
detect differences in the composition of the two nanoparticles
becausc of the large uncertaintics associated with our method
(see Supporting Information File 1), and we therefore could not
exclude that NP®)-1 and NP1 differed in the composition.
Alternatively, the organization of the ligands on the nanoparti-
cles could also have been different. These structural differences
were presumably small, causing the properties of the AuNPs
derived from racemic and enantiomerically pure lipoic acid de-
rivatives to be indistinguishable under most conditions. In light
of the distinct response of NP4 to the presence of oxoanions
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Figure 2: Photographs of solutions of NP1 in water (0.25 mg/mL) containing different sodium salts at a concentration of 50 mmol/L (a) and of solu-
tions of NP(?)1 under the same conditions (b). The anions of the salts are specified below the vials and the counterion was sodium in all cases.

we still felt more comfortable to continue working with the
AuNPs containing the enantiomerically pure ligands.

We thus continued with the preparation of the mixed mono-
layer-protected AuNPs by subjecting the citrate-protected nano-
particles to mixtures of ligands (R)-1 and 2. In our first attempts
to perform the exchange reaction, the aqueous solution of NPCit
was treated with a solution of (R)-1 and 2 in methanol. Unfortu-
nately it turned out that 2 was insufficiently soluble in the re-
sulting solvent mixture. The ligand thus precipitated and did not
react. We tried to address this solubility issuc by increasing the
[raction of the organic solvent during the exchange reaction, but
the products thus obtained also did not contain immobilized 2
according to the 'H NMR spectroscopic characterization, For
similar reasons, the simultanecous immobilization of (R)-1 and
the cyclopeptide-derived ligand used in our previous work had
also failed, and we therefore had to use a two-step immobiliza-
tion procedure to obtain the respective mixed monolayer-pro-
tected AuNPs [18]. Here, we tested whether performing the im-
mobilization at a lower pH value at which 2 was partially proto-
nated and therefore better water-soluble would allow immobi-
lizing it together with (R)-1. As acid, we initially used diluted
nitric acid because the eventual formation of the zinc com-
plexes with zinc(IT) nitrate would anyway lead to AuNPs con-
taining nitratc anions. Adding the acid to the NP solution
prior to the addition of the ligand mixture caused the AuNPs to
precipitate, likely because the protecting citrate molecules were
protonated. Therefore, the reaction mixture was adjusted to pH
3 with 0.1 mol/L nitric acid shortly after adding the solution
containing the ligands in methanol. A color change of the reac-
tion mixture to purple was observed after the addition of the
acid but the solution remained homogencous. The nanoparti-
cles were isolated after overnight equilibration at room tempera-

ture and characterized by 'H NMR spectroscopy. The presence
of signals of aromatic residues in the corresponding spectra
confirmed the successful immobilization of 2. Unfortunately, it
turned out that the extent of immobilization was not well repro-
ducible, with reactions performed by using the same ratio of the
two ligands affording nanoparticles with varying ratios of the
immobilized ligands. Onc rcason for the unsatisfactory repro-
ducibility of this strategy was likely that the exact moment at
which nitric acid was added had a strong elfect on the extent to
which 2 reacted with NP, and cnsuring that the acid was
always added at exactly the same moment was difficult.

We therefore considered the use of another acid and tested citric
acid, which was attractive bccause we expected this acid to
produce a buffer together with the citrate present on the nano-
particles, which should reduce the influence ol possible pH
changes on the exchange reaction. In this case, adjusting the
aqucous solution of NP to pH 3 by adding citric acid did not
cause nanoparticle precipitation, allowing the addition of the
acid prior to the ligand. The solution moreover remained homo-
gencous after the ligand solution was added. After cquilibrating
for 16 h at room temperature, the nanoparticles were isolated in
the usual fashion and characterized. The presence of aromatic
signals in the "H NMR spectra of the products again confirmed
the successful immobilization of 2. Relating the integrals of
these signals to those of prominent signals of (R)-1 furthermore
allowed determining the ratio of the two surface-bound ligands.
This ratio turncd out to be well reproducible for reactions per-
formed under identical conditions, allowing us to control the
surface composition of the products by varying the ratio of
(R)-1 and 2 in the exchange reactions (for details, see Support-
ing Information Filc 1). Four mixed monolaycr-protceted
AuNPs were thus prepared, namely, NP4, NP0, NP25, and
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NP35, containing, ratios of the surface bound ligands (R)-1/2 of
96:4, 90:10, 75:25, and 65:35, respectively (Figures S3-S6 in
Supporting Information File 1). Based on our cstimation of the
composition of NP1, these nanoparticles thus contained on
average 30, 75, 190, and 260 DPA units, respectively. In all
cases, the relative amount of the functionalized ligand 2 in the
products was lowcer than that used during the exchange reaction,
indicating that (R)-1 was more prone to react with NP¢i* than 2.

The final synthctic step involved converting the free DPA
residues on the nanoparticle surface into the corresponding
zine(IT) complexes. To ensure the successful metal complex-
ation and to determine the minimum amount of zinc(IT) nitrate
required for a complete conversion, we followed the 'H NMR
spectroscopic effects of the addition of a 0.1 mol/L zinc(Il)
nitrate solution 1o a solution of a known amount of NP2 in
D5,0/CD30D 1:2 (v/v). In the absence of the zine salt, the
signals of thc mcthylenc groups of the DPA moicty of 2
appeared in the spectrum as a singlet at ca. 4.5 ppm (Figure 3).
With the progressive addition of zinc(IT) nitrate, this signal be-
camc smaller and two doublets appeared at lower ppm valucs.

Once the concentration of the zinc salt exceeded a certain value,

DPA:

Beilstein J. Org. Chem. 2020, 16, 2687-2700.

only these doublets were still visible. In addition, zinc complex-

ation also affected the aromatic signals of the DPA ligands.

The spectral changes observed in the spectra confirmed that
zinc complexation had occurred under the chosen conditions.
The change of the multiplicity of the methylene signal
accounted for the rigidification of the DPA moicty during mctal
binding, which rendered the corresponding protons diastereo-
topic. The rate of metal exchange was moreover slow on the
NMR time scale and the reaction was complete once the zine
salt concentration amounted to at least 16 mmol/L, which was
50 times higher than the estimated concentration of the DPA
moieties in the nanoparticle solution (see Supporting Informa-

tion File 1).

We used this value (o estimate the minimum amount of zinc(IT)
nitrate required to fully convert the DPA moietics on the sur-
faces of the different nanoparticles used in this work into their
respective complexes. The formation of the zinc(II)-DPA-con-
taining complexes thus involved dissolving the nanoparticles in
D,0/CD;0D 1:2 (v/v) and treating the solution with 50 cquiv
of zinc(II) nitrate per estimated number of DPA groups. An
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Figure 3: Sections of the 'H NMR spectra of solutions of NP25 in D,0/CD30D 1:2 (v/v) between 8.9 and 3.9 ppm containing increasing amounts of
Zn(NQg)o. The equivalents of Zn(NOg), per estimated number of DPA units are specified for each spectrum. The CHs signals in uncomplexed and
complexed DPA units are marked with a circle and with squares, respectively.
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'H NMR spectrum of the mixture was recorded after 30 min to
confirm that complex formation had occurred and was com-
plcte. The solution was then evaporated and the nanoparticles
redissolved in water/methanol 1:2 (v/v) to afford the concentra-
tions in the subsequent binding studies. The corresponding solu-
tions thus contained residual unbound zinc(IT) nitrate. Further-
morc, we could not rule out that a partial dissociation of the sur-
face-bound zinc complexes had occurred because the nanoparti-
cle concentration in the binding studies was lower than that
uscd for the zinc complexation. We nevertheless decided
against using an cven larger excess of the zine salt because of
potential interferences of salts in the binding studies containing
anions that form sparingly soluble zinc salts. The nanoparticles
obtained arc denoted NP#2n, NP'”‘Z”, NP25-Zn_and NP35-20 jp
the following.

Binding studies. The binding studics were performed in water/
mcthanol 1:2 (v/v) because of an insufficient solubility of the
AuNPs in water. Initially, we evaluated qualitatively whether

the addition of the sodium salts of various anions induced visual
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changes in the solutions of the functionalized AuNPs. To this
end, a nanoparticle solution, which was colored bright red in the
abscnce of anions, was distributed over cleven glass vials. Then,
aqueous solutions of the sodium salts of various anions (NO3~,
CI7, Br7, I", SO427, HCO3™, HAsOQ42™, HPO42™, P04,
P30,¢°") were added and the effects inspected. Note that all
solutions additionally contained uncomplexed Zn?* jons and the
nitrate counterions. The images obtained for NPL0-Zn 4re
depicted in Figure 4. They show that the first addition, leading
to a salt concentration of 99 umol/L, caused the solutions to
which diphosphate and triphosphate were added to darken and
acquire a purple color. Further increasing the salt concentra-
tions induced nanoparticle precipitation in the same solutions.
At cven higher salt concentrations, the precipitates redissolved
again and at the highest anion concentration, the nanoparticles
in the solution containing sodium hydrogenphosphate precipi-
tated. Only HAsO42™ also caused the nanoparticle solution to
become turbid at a high salt concentration, but no cffects were
observed in the presence of the other anions at any concentra-

tion, even when the solutions were kept overnight.
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Figure 4: Images of vials containing solutions of NP0-Z" (0.25 mg/mL) in water/methanol 1:2 (v/v) and additional sodium salts of the anions specified
in the bottom row at concentrations of 99 pmol/L (a), 196 pmoliL (b}, 291 pmol/L (c), and 476 pmol/L (d). The photos were taken 5 min after each salt

addition.
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The same experiment was performed with Np®R)-1, lacking the
zinc(IN-DPA recognition motifs. In this case, none of the nano-
particle solutions reacted to any of the salts (Figure S7 in Sup-
porting Information File 1), demonstrating that the effects of the
phosphates were related (o the presence of the surface-bound
zinc complexes. To ensure that the precipitation of the AuNPs
after the addition of the phosphate salts was not duc to the for-
mation of insoluble zinc phosphates, a solution of NpR)-1
(0.21 mg/mL) was prepared, containing Zn(NO3); at a concen-
tration of 8.3 mmol/L, significantly higher than the Zn(NO3),
concentration in the solution of the functionalized AuNPs. The
addition of one equivalent of NayP;07 caused the precipitation
of a white solid. The solution remained red, however, indicat-
ing that insolublc zinc salts could not have been responsible for
the precipitation of the functionalized AuNP in the presence of

phosphates (Figure S11, Supporting Information File 1).

Similar binding studics were performed with the other nanopar-
ticles. The images in Figures S8-S10 (Supporting Information
File 1) show that, although all nanoparticles behaved qualita-
tively similar in that they only responded to hydrogenphos-
phate, diphosphate, and triphosphate, the anion concentrations
necessary Lo induce visual changes depended sensitively on the
extent of the surface functionalization. NP422 with the lowest
amount of surfacc-bound rccognition units, turned out to be
slightly more sensitive than NP10-Z", In this case, the presence
of phosphates mainly caused color changes of the solution, but
fine precipitates were also visible. These precipitates appeared
when the concentrations of diphosphate and triphosphate
amounted to 10 pmol/L, and disappeared at a concentration ol
196 pmol/L in the case of diphosphate while a concentration of
476 umol/L was required for triphosphate. The solutions con-
taining hydrogenphosphate (and also that containing hydroge-
narsenate) darkened already at 291 pmol/L. The solutions ol
NPQS'Z", in contrast, exhibited no changes at low anion concen-
trations, with nanoparticle precipitation only occurring when
diphosphate and triphosphate were present at 291 pmol/L. Thus,
this nanoparticle required a concentration of diphosphate and
triphosphate to precipitate at which NP*2" alrcady responded to
hydrogenphosphate. At an anion concentration of 476 umol/L,
NP23-20 w4 fully dissolved in all solutions and this nanoparti-
cle only responded to hydrogenphosphate at even higher con-
centrations (vide infra). No pronounced cffects were obscrved
for NP35-Zn g any anion concentration.

To assess whether the diphosphate-induced nanoparticle precip-
itation was affected in the presence of simultancously present
competing anions, a solution of NPI0-Z0 iy water/methanol 1:2
(v/v) was prepared additionally containing NaCl, NaNO;, and
Na,SOy4 at concentrations of 1.4 mmol/L cach. This solution

expectedly did not react to the presence of the anions, consis-

Beilstein J. Org. Chem. 2020, 16, 2687-2700.

tent with the above results. Only after the addition of NasP»>07
Lo give a diphosphate concentration of 0.14 mmol/L did the
nanoparticles precipitate (Figure 5). Thus, ncither chloride,
nitrate (which partly already derived from the added Zn(NOs);),
nor sulfate interfered with diphosphate sensing, even when si-
multancously present at concentrations significantly higher than

the actual analyte.

(@) (b) ©
- e

Figure 5: Photograph of the solutions of the competition experiment.
Vial (a) only contained NP9 (and therefore also NO3~, 0.25 mg/mL),
vial (b) additionally contained NaCl (1.4 mmol/L), NaNOs,

(>1.4 mmol/L), and NapSO4 (1.4 mmol/L), and vial (c) NaCl, NaNO3,
and NazS0; at the aforementioned concentrations as well as NasP207
(0.14 mmoliL).

The cffcets of the phosphate salts on the solutions of all four
nanoparticles were then followed in a more precise fashion by
using UV-vis spectroscopy. To this end, the solutions of the
four nanoparticles Np#Zn Npl0-Zn Np25-Zn_ gnd NpP35-Zn
(0.25 mg/mL) in water/methanol 1:2 (v/v) were treated with in-
creasing amounts of either NagHPQy4, NagP207, or NasP30 ),
and the UV-vis spectra of the resulting solutions were recorded
between 350 and 800 nm to asscss the cffcets of the salts on the
position and intensity of the SPR band. Figure 6 shows the
series of spectra obtained for the titration of NP0 wiih
diphosphate to illustrate the typical course of such a measure-
ment.

The first additions of the salt did not produce major changes in
the AuNP spectrum. Since these additions caused a slight reduc-
tion of the AuNP concentration, a minor decrease of the intensi-
ty of the SPR band was mostly observed although the band
sometimes also became slightly stronger in spite of the concen-
tration dcercase. Once a certain concentration was reached, the
solutions started to appear purple, which was reflected in the
UV-vis spectra in a red shift of the SPR band. The correspond-
ing spcetrum is shown in orange in Figure 6. At somcwhat
higher concentrations, the intensity of the SPR band dropped
because nanoparticle precipitation started to set in (red spec-
trum) and a further increase of the salt concentration induced
AuNP redissolution, which was accompanicd by an incrcasc in
the intensity of the SPR band and a shift of its maximum back
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Figure 6: UV-vis spectra of NP10-Z" (0.25 mg/mL in the initial mea-
surement) in water/methanol 1:2 (v/v) containing between 0 and

956 pmol/L of Na4P»0O7. The spectra were measured 10 min after each
salt addition.

to the wavelength at which the salt-free AuNP initially absorbed
(green spectra). The minimum concentrations at which the red
shift of the SPR band was obscrved and that at which the redis-
solution of the precipitates occurred are summarized for all in-
vestigated nanoparticles in Table 1.

While the general course of all titrations was similar, character-
istic effects of the degree of functionalization on the behavior of
the nanoparticles were observed. For NP442, diphosphate and
triphosphate concentrations of 10 umol/L were sufficient to
causc a red shift of the SPR band (Figure S12 in Supporting
Information File 1). The band then decreased in intensity, which
is a typical indication of nanoparticle precipitation, and subse-
quently moved back to the original wavclength at concentra-
tions of diphosphate and triphosphate exceeding, respectively,
196 pmol/L and 391 ymol/L, consistent with the results of the
visual binding study. NP*%" also responded to the presence of
HPO4>™ anions, although a significantly higher concentration
was needed for nanoparticle precipitation to set in than in the
case of Py07% or P3O|05’. No redissolution was observed for
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the precipitate formed in the presence of hydrogenphosphate

even at the highest anion concentration used.

The sensitivity of NP10-Z1 to P30,%~ and P,O5*" was similar
or only slightly lower than that of NP2, but HPO42™ had to be
present at a higher concentration than in the case of NP+40 (o
producc a color change and the concomitant nanoparticle
precipitation. All precipitates redissolved when the solutions
exceeded a concentration of ca. 380 pmol/L (Figure S13 in Sup-
porting Information File 1). Even higher concentrations were
needed to cause NP2-Z" to respond to the presence of the
anions. The precipitates moreover only redissolved in the pres-
ence of diphosphate and triphosphate but not with hydrogen-
phosphatc (Figurc S14, Supporting Information File 1), The ad-
dition of HPO42~ or P207*~ to NP35-Z1 did not cause notable
changes in the position of the SPR band or the [ormation of a
precipitate, while the effects were minor and only visible at rel-
atively high concentrations for P30 o>~ (Figure S15 in Support-
ing Information File 1).

Thus, we observed clear corrclations between the sclectivity
and sensitivity of the AuNPs and the nature of the anion and the
number of binding sites on the AuNP surface. All nanoparticles
only responded to phosphates, consistent with the known
affinity of zinc(Il)-dipicolylaminc complexcs to these anions
[22-25]. In the presence of these anions, the nanoparticle solu-
tions initially changed color at a certain limiting concentration,
indicating that the anions induced crosslinking and the forma-
tion of aggregates in which individual AuNPs were clectroni-
cally coupled. We did not observe a continuous shift of the
optical properties with the anion concentration, however,
becausce the aggregates were stable only in a narrow concentra-
tion range. A further salt addition caused the nanoparticles to
precipitate presumably because they became insoluble when
they increased in size. To confirm this assumption, we also fol-
lowed the effect of the salts on the AuNPs by TEM. According
to the images obtained for NP!0-Zn (he salt-free solution

contained individually dispersed AuNPs as expected

Table 1: Minimum salt concentrations required to precipitate and to subsequently redissolve NP4-2", NP10-Zn, NP25-Zn and NP35-Z" from solutions in

water/methanol 1:2 (v/v) at a nanoparticle concentration of 0.25 mg/mL.

¢(NapHPOy) / pmol/L

¢(NagP207) / pmol/L

c(NasP301¢) / pmol/L

AuNP color change dissolution color change dissolution color change dissolution
NP4Zn 74 n.d.a 10 196 10 391
NpP10-Zn 268 361 25 385 5 385
NP25-Zn 484 n.d.a 196 388 49 388
NP35-Zn nd.2 nd.2 nd.z2 nd2 489 973

2not detected.
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(Figure 7a). At a diphosphate concentration of 148 ymol/L,
large aggregates of the nanoparticles were observed, consistent
with the bluish color of the solution and the shift of the SPR
band to a longer wavelength. A network of a lighter material
also appeared in these images, which could indicate the pres-
ence of insoluble zine(IT) diphosphate (Figure 7b). The TEM
images of a solution of NP®)-1 to which Zn(NOs), and sodium
diphosphate were sequentially added indeed featured similar
structures (Figure S17 in Supporting Information File 1). In the
casc of this nanoparticle, however, the AuNPs were not aggre-
gated after diphosphate addition. TEM thus confirmed that
nanoparticle aggregation was linked to the presence of the sur-
face-bound receptors. Whether the aggregates themselves were
insoluble or whether insoluble zine salts contributed to the
precipitation was difficult to distinguish, although the fact that
the nanoparticle aggregates were usually found in the TEM
images close to or even inside the lighter material suggested
that the latter could be the case. Aggregates surrounded by zine
salts nevertheless remained responsive o the salt concentration
because the increase of the diphosphate concentration to
476 pmol/L causcd the AuNPs to mostly dissociate whilc the
insoluble zine salts remained (Figure 7c).

The formation of insoluble zinc salts accompanying aggrega-
tion, which was a conscquence of the excess of zine(II) nitrate
that had to be used to form the surface-bound complexes,
possibly interfered with the anion sensing. The estimation of the
concentration of free Zn(NOs); in the nanoparticle solutions in-
dicated, however, that the concentrations of free zinc ions in the
solutions were always higher than the anion concentration re-
quired to induce a response of the AuNPs (Table S5 in Support-
ing Information File 1). The solutions of NP!0-Z0 had a zine(IT)
concentration of ca. 160 pmol/L but responded to diphosphate

Beilstein J. Org. Chem. 2020, 16, 2687-2700.

already when the concentration of the anion was only
25 umol/L. Thus, although we cannot exclude an effect of the
free zine salt on the nanoparticle behavior, the minimum con-
centration of the anion required to induce aggregation was
primarily governed by the nanoparticle composition. This
aggregation moreover occurred for all nanoparticles in a defined
concentration window, in which there was a rclatively sharp
transition from the dissolved to the aggregated state. This be-
havior could be attributed to the multivalent nature of the
AuNPs that caused nanoparticle crosslinking to benefit from co-
operative cffects of the surface-bound receptor units [19-21].
Once initial linkages between individual nanoparticles were
formed, interactions between the remaining vacant binding sites
were facilitated, Icading to the reinforcement of the aggregates.
These aggregates were still susceptible to changes in the anion
concentration since they dissociated when the anion concentra-
tion exceeded a certain value. The redissolution was likely
causcd by a shift of the binding mode from 2:1 complexcs, in
which two zinc(II)—dipicolylamine residues bind to one anion,
to 1:1 complexes. We cannot exclude, however, that the metal
ion was stripped from the zine(II)—dipicolylamine at high phos-
phate concentrations and that insoluble zinc complexes were
formed, which could also have been the reason for the observed
nanoparticle dissociation.

Independent of the exact nature of this process, anion sensing
was associated with a lower anion concentration, at which the
AuNPs started to aggregate, and an upper limit, at which the
aggregates dissociated, at Ieast in the case of the more strongly
bound diphosphate and triphosphate anions. For hydrogenphos-
phate, some of the nanoparticles only precipitated at a certain
concentration but did not dissolve cven at high hydrogenphos-
phate concentrations. The respective concentration limits

Figure 7: TEM images of NP10-Z" (0.25 mg/mL) in water/methanol 1:2 (v/v) before (a) and after the addition of Na4P2O5 to give a concentration of
148 pmol/L (b). The image in (c) was obtained after increasing the diphosphate concentration to 476 pmol/L. Further images are depicted in Figure

S$16 of Supporting Information File 1.
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depended on the nature of the anion and on the nanoparticle
composition. With respect Lo the anion, the AuNP sensitivity in-
creased from hydrogenphosphate over diphosphate to triphos-
phate, likely because of the increasing negative charge of the
anion in this direction that strengthened the interactions. In ad-
dition, the sensitivity also depended on the surface composition
of the AuNPs, with thc scnsitivity incrcasing as the number of
surface-bound binding sites went down. A large number of sur-
lace-bound ligands therefore turned out 1o be detrimental for the
sensitivity, maybe because cfficient crosslinking required a
large number of anions to overcompensate potential repulsive
interactions between unused surface-bound zinc complexes
when the degree of the surface functionalization was high.
However, the weak and unspecific response of NP33-Z0 o
diphosphate and triphosphate could also have been due to the
extensive formation of unproductive complexes in which two
ligands bound to the same nanoparticle engaged in phosphate
binding. Favoring interparticle crosslinking over intraparticle
interactions thus improved the sensing properties of the mixed
monolayer-protected AuNPs. Varying the nature of the metal
center could be an alternative means to fine-tunc the behavior,
which will be investigated in the future.

Conclusion

Concluding, our work demonstrated that immobilizing rccogni-
tion units on the surface of gold nanoparticles that form 2:1
complexes with anions represents a promising strategy for the
development of optical probes. While the previously described
nanoparticle-based probe containing cyclopeptides as recogni-
tion units only responded to sulfate [18], the high alfinity of
zinc(IT)—dipicolylamine complexes for phosphate-derived
anions causcd the nanoparticles developed in this work to
respond to the presence of hydrogenphosphate, diphosphate,
and triphosphate (and in some cases also (o HAsO42™ because
of the close relationship of this anion to HPO427) but to none of
the cight other anions tested. Thus, anion sclectivity was clearly
controlled by the nature and the binding properties of the immo-
bilized receptors. The sensitivity of the detection increased with
an increasing charge of the phosphates but did not depend on
additional structural parameters as in many low-molecular-
weight phosphate probes, in which the distance of the two metal
centers on a rigid scaffold contributes to anion selectivity. As a
conscquence, the diphosphate vs triphosphate sclectivity of the

nanoparticles was not very pronounced.

An important structural aspect distinguishing the AuNPs
presented here from many other nanoparticle-based probes is
that they not only contained the ligand responsible for the sub-
strate recognition but an additional ligand that allowed control-
ling the number of active residucs on the surface. This struc-
tural feature allowed us to assess how the degree of surface

Beilstein J. Org. Chem. 2020, 16, 2687-2700.

functionalization affects the sensitivity, and we found in this
context that nanoparticles with fewer binding sites were more
sensitive than those containing a larger percentage of the recep-
tor units. The reason was likely that the increase in the number
of surface-bound receptors also increased the possibility of the
formation of unproductive complexes by receptors located on

the same nanoparticle.

The anion-induced optical changes of the nanoparticle solution,
morcover, did not shift continuously as the anion concentration
increased but occurred in a relatively narrow concentration
regime in which the nanoparticles underwent the transition from
the nonaggregated to the aggregated state. This behavior is
typical for multivalent systems in which individual receptor
units act in a cooperative fashion, indicating that the simulta-
neous participation of the surface-bound receptor units in anion

binding had a crucial effect on the AuNP behavior.

The lower limiting diphosphate and triphosphate concentra-
tions that could be detected with the most sensitive AuNPs
NP#+20 and NP!O-Z0 ymounted to 10 umol/L, which compares
favorably to the detection limit of many other diphosphate
probes [22-26]. Diphosphate concentrations in this range are
found in urine and saliva [43,44] but up to two orders of magni-
tude lower detection limits arc required to determine diphos-
phate in blood plasma [45]. These nanoparticles moreover
featured an upper analyte concentration at which the initially
formed precipitates again dissolved. With the cyclopeptide-
modified nanoparticles, we did not observe the dissolution of
the precipitates formed in the presence of sulfate anions (at least
not in the investigated concentration range), likely because a
large thermodynamic driving force cxists for the 1:1 cyclo-
peptide complexes to recruit the second cyclopeptide ring.
The thus formed 2:1 complexes are therefore not very prone
to dissociate again, which is likely different for the
zine(I)—dipicolylamine complexes with phosphates. In the
context of sensing, these nanoparticles thus have the character-
istic feature of not only qualitative reporting the presence of a
certain anion but also whether the respective solution contains
the analyte within a certain concentration range.

A better understanding of the effect of the surface composition
of such nanoparticles on the sensitivity of detection and the
cooperativity of the receptor units is now required to better
control the properties. Future work will aim at establishing this
correlation. In addition, the substrate scope of the mixed mono-
layer-protected AuNPs will be extended by introducing other
receplor motils. An attractive option would be the use of
Schmuck’s guanidiniocarbonylpyrrole moiety, which should
give risc to optical probes for dicarboxylates or peptides [46-
48].
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Supporting Information

Supporting Information File 1

Description of the ligand syntheses, NMR, and mass
spectra of compounds rac-1, (R)-1, and 2, nanoparticle
synthesis, characterization, and details about the binding
studies.
[https://www.bcilstcin-journals.org/bjoc/content/
supplementary/1860-5397-16-219-S1.pdf]
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3.2.3.5 Synthese und Eigenschaften von NP5, NP6 und NP7

Nanopartikel die neben L1% Liganden mit Quadratsdureamidgruppen (z.B. L6) enthalten,
wurden hergestellt, da Quadratsaureamide bevorzugt mit Sulfationen wechselwirken und auf diese
Weise entsprechend Nanopartikel zuganglich sein konnten, mit denen dieses Anion nachweisbar ist.
Nanopartikel mit dem Liganden L6 konnten aufgrund der geringen Loslichkeit in Methanol nicht
mithilfe des fir die Darstellung von NP3 und NP4 verwendeten Verfahrens hergestellt werden. Darum
wurden in diesem Fall Lésungen von L1% und L6 in DMF mit der wissrigen Lésungen von NPC?

umgesetzt (Schema 15).

L1? e

-

H,0/DMF, 25°C, 16h

Schema 15 Darstellung von NP5.

Dabei durfte der Anteil DMF im endgiiltigen Reaktionsgemisch 67 vol% nicht liberschreiten, da sonst

die Nanopartikel ausfielen, bevor die Ligandmischung zugegeben wurde.
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Aus der Reaktionsmischung mit 67 vol% DMF fielen die Nanopartikel nach 16 h als schwarzer
Niederschlag aus. Diese Nanopartikel konnten nicht redispergiert werden. Bei einem Anteil von
50 vol% in der Reaktionsmischung war die Losung bis zum Ende homogen und die Nanopartikel
konnten mittels GréRBenausschlusschromatographie isoliert werden. Eine zuséatzliche Aufreinigung
mithilfe von Membranfiltern war nicht moglich, da die Membranen in dem benétigten Wasser/DMF

Gemisch nicht stabil waren.

Zur Charakterisierung wurden NP5 in DMF-d; geldst und das erhaltene *H-NMR Spektrum der Lésung
mit den Spektren von L1% und L6 in DMF-d; verglichen (Abbildung 45). Die verbreiterten Signale im
Spektrum von NP5 belegten die erfolgreiche Immobilisierung von L1R. Das fiir L3 charakteristische

Triplett bei 0.9 ppm wurde im Spektrum von NP5 allerdings nicht nachgewiesen.

NP5

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
41 40 39 38 37 36 35 34 33 32 31 30 29 28 27 26 25 24 23 22 21 20 19 18 17 16 15 14 13 12 11 10 09 08

Abbildung 45 1H-NMR Spektren von NP5, L6 und L1R in DMF-dS.

Obwohl sich die Eigenschaften von NP5 deutlich von denen der Nanopartikel unterschieden, die
lediglich den Liganden L1R enthielten, konnte die erfolgreiche Immobilisierung von L6 auf diese Weise

nicht belegt werden. Darum wurde Uberpriift, ob die Immobilisierung von Quadratsaureamiden durch
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Postfunktionalisierung eines Nanopartikels moglich ist, der Carbonsduregruppen auf der Oberflache

enthalt. >+6061

Diese Strategie hatte sich bereits fir die Darstellung von Nanopartikeln mit immobilisierten
Cyclopeptideinheiten bewihrt.5! Hierzu wurde zunichst NP6 durch Immobilisierung von L1% und L4 auf

der Nanopartikeloberflache hergestellt (Schema 16).

9.9 eq. L1R
0.leq. L4

H,0/MeOH 1:1
25°C, 16h

Schema 16 Darstellung von NP6.

Nach Reinigung von NP6 durch GréRenausschlusschromatographie wurde mittels H-NMR
Spektroskopie bestatigt, dass das isolierte Produkt weder Uberschissiges Citrat noch Ligandreste
enthielt. Eine Bestimmung der Oberflachenzusammensetzung war nicht méglich, da sich die Signale

von L1% und L4 im Spektrum Uberlagern.
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Darum wurde eine Kupplungsreaktion mit Benzylamin durchgefiihrt, um ein funktionalisiertes Produkt

zu erhalten, das eine NMR spektroskopische Charakterisierung erlaubt (Schema 17).

H\’(O” ww%nv@

M I
NH,
EDC'HCI, sulfo-NHS
HZO/DMF 1:1
25°C, 16h

u N(\/\o/) O/\/\ﬂ/ H(\/\o/)3

NP6 NP7

Schema 17 Darstellung von NP7.

Die nach der Aufarbeitung erhaltenen Nanopartikel NP7 waren wasserl6slich und frei von
Ruckstanden, was mithilfe des H-NMR Spektrums belegt wurde. Die im H-NMR Spektrum
auftretenden verbreiterten Signale im aromatischen Bereich bei ca. 7.25 ppm belegten auerdem den
Erfolg der Kupplungsreaktionen mit Benzylamin. Anhand dieses Signals und des Signals bei 3.60 ppm,
welches L1R zuzuordnen ist, wurde das Verhiltnis von L1% zu L4 bestimmt. Der Anteil von L4 auf dem
Nanopartikel betrug demnach 25 % und lag damit betrachtlich héher als der mit 1 % geringe Anteil von

L4 in der fir die Synthese von NP6 verwendeten Reaktionsmischung (Abbildung 46).
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1.66
. L 5 _ 0
. ) Anteil Benzylamin = 166 11 " T % 100 = 25%
Ny 5 1

°
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| |
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Abbildung 46

IH-NMR-Spektrum in D,0 und Berechnung des relativen Anteils von Benzylamin auf der Oberfldche von
NP7.

Fur die Kupplung mit einem Quadratsdureamid wurde NP6 in Wasser/DMF 1:1 aufgenommen und die

Losung mit einer Losung von EDC-HCI, sulfo-NHS sowie Q1 in DMF versetzt (Schema 18).

i i H, . H H
OH N N N
s S 0 0

0] (0]

Q1
EDCHCI, sulfo-NHS

—_—

HZO/DI\/IF 1:1
25°C, 16h
S s S
J y 3 /
"'///\/\n/ N (\/\O%’ ""//\/\“/ N (\/\o/)
(0} ’ 0 }
NP6 NP8
Schema 18

Darstellung von NP8.
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Auf analoge Weise wurde versucht, auch Q2 mit NP6 zu koppeln. Nach der
groRenausschlusschromatographischen Reinigung waren beide so erhaltenen Nanopartikel lediglich in
DMSO léslich. Bei der *H-NMR spektroskopischen Charakterisierung konnte fiir den Nanopartikel, der
Q2 enthalten sollte, kein Signal der Trimethylammoniumgruppe im Spektrum identifiziert werden.
Dieser Nanopartikel wurde darum nicht weiter untersucht. Im *H-NMR Spektrum waren im Bereich
von 0.8 — 1.0 ppm zwei verbreiterte Tripletts zu erkennen, die andeuten, dass Q1 moglicherweise
erfolgreich immobilisiert werden konnte. Die charakteristischen Signale von L1f wurden im Spektrum
teilweise von Losungsmittelpeaks liberlagert, weswegen die Bestimmung des Verhiltnisses von L1% zu

gekuppeltem Q1 auf der Nanopartikeloberflache nicht moglich war (Abbildung 47).

NP8

Q1

N Ao

L S e s e s e s S S s St B St O B S BN B S B S S S B S S S A S
39 38 37 36 35 34 33 32 31 30 29 28 27 26 25 24 23 22 21 20 19 18 17 16 15 14 13 1.2 11 1.0 09 08 07

Abbildung 47 IH-NMR-Spektren von Q1 und NP8 in DMSO-ds.

Aufgrund der Loslichkeit von NP8 wurde eine qualitative Bindungsstudie auf die ibliche Weise in
DMSO durchgefiihrt. Bei keinem der verwendeten Salze wurde jedoch bei einer Salzkonzentration von

5 mmol/L eine Veranderung der Farbe der Nanopartikellésung beobachtet (Abbildung 48).
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Abbildung 48 Lésungen von NP8 in DMSO nach Zugabe verschiedener Salze.
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Diskussion

Der schon bei der Synthese von L6 beobachtete Einfluss der Quadratsdureamidgruppe auf
die Loslichkeit erschwerte auch die Immobilisierung von L4 auf der Goldoberflache. So mussten fiir die
Ligandaustauschreaktion Wasser/DMF Gemische verwendet werden, wobei der DMF Anteil nicht zu
hoch sein durfte, da es sonst zu einem Ausfallen der Nanopartikel kam. Die unter geeigneten
Bedingungen erhaltenen Nanopartikel NP6 waren ebenfalls nicht in den tblichen Wasser/Methanol
Gemischen léslich. Hinweise fiir eine erfolgreiche Immobilisierung von L6 fanden sich im *H-NMR
Spektrum aber nicht. Warum sich NP6 allerdings so anders verhilt als andere Nanopartikel, die nur L1F
als Liganden enthalten, ist unklar. Da die direkte Immobilisierung von L6 nicht gelang, wurde eine
zweistufige Synthese in Anlehnung an eine beschriebenen Strategie verfolgt.? Nanopartikel mit
peripheren Carbonsauregruppen konnten erfolgreich dargestellt und charakterisiert werden. Die
Beobachtung, dass der Anteil des Liganden mit der Carbonsauregruppe auf der
Nanopartikeloberflaiche wesentlich héher war als im fiir die Synthese verwendeten Reaktionsgemisch
deckte sich mit den publizierten Ergebnissen.®® Die Immobilisierung des kationischen
Quadratsdureamids Q2 gelang nicht. Die Nanopartikel, die bei Verwendung von Q1 in der
Kupplungsreaktion erhalten wurden, enthielten zwar Signale im 'H-NMR Spektrum, die auf eine
erfolgreiche Kupplungsreaktion hinweisen, auch diese Nanopartikel waren aber schwer 16slich, sodass
eine Bindungsstudie nur in DMSO durchgefiihrt werden konnte. Hinweise auf die Wechselwirkung mit
Anionen wurden nicht erhalten. Damit konnten Nanopartikel fir den Sulfatnachweis durch
Immobilisierung von Quadratsaureamiden auf der Goldoberflaiche im Rahmen dieser Arbeit nicht
erhalten werden. Dass optische Sonden durch Immobilisierung von Quadratsdaureamiden auf
Boehmitnanopartikeln zuginglich sind, wurde bereits demonstriert.’*! Fiir eine erfolgreiche
Ubertragung des Konzepts auf Goldnanopartikel miissen insbesondere Strategien erarbeitet werden,

die durch die Schwerléslichkeit von Quadratsaureamiden verursachten Schwierigkeiten zu umgehen.
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3.2.5 Zusammenfassung und Ausblick

Im ersten Projekt dieser Promotion wurden funktionalisierte Goldnanopartikel entwickelt,
mit denen anorganische Anionen, insbesondere Diphosphat und Triphosphat, in einem
Wasser/Methanol Gemisch nachgewiesen werden kénnen. Hierfir wurden die Liponsdure-basierten
Liganden L1, L2, L3, L4, L5 und L6 synthetisiert, die auf Goldnanopartikeln immobilisiert wurden. Fir
die Immobilisierung wurden zwei verschiedene Vorgehensweisen verwendet. Die direkte
Immobilisierung gelang durch Umsetzung Citrat-stabilisierter Goldnanopartikel mit L1, L1® und
Gemischen von L1* mit den DPA-haltigen Liganden L2, L3 und L5 und fiihrte zu den Nanopartikeln
NP1, NP1®? NP2, NP3 und NP4. Die drei Nanopartikel mit Oberflichengebundenen DPA-Einheiten
wurden durch Umsetzung mit Zinknitrat in die entsprechenden Zinkkomplex-haltigen Nanopartikel

NP2%", NP3?" und NP4*" tiberfuhrt (Abbildung 49).

Y \/\)WV ")
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0 //\/\n/ lo)
3 3
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NP1/ bzw. NP1R n=6 Np22"
n=12 NP32"

NP4Z"

Abbildung 49 Nanopartikelderivate, die durch direkte Immobilisierung der Liganden L1, L2, L3 und L5 synthetisiert
wurden.
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Die direkte Immobilisierung von L6 zusammen mit L1% gelang nicht. Darum wurde der Nanopartikel
NP5 synthetisiert, dessen Carbonsauregruppen mit geeigneten Aminen unter dem Einfluss eines
Kupplungsreagenzes umgesetzt werden sollten. Die grundsatzliche Eignung dieser Strategie fiir die
Darstellung von funktionalisierten Nanopartikeln wurde durch die Synthese von NP7 durch die
Umsetzung von NP6 mit Benzylamin belegt. Ob auf analoge Weise auch die Immobilisierung der
Quadratsaureamidderivate Q1 und Q2 gelang, konnte nicht eindeutig belegt werden. Lésungen der
beiden so synthetisierten Nanopartikel zeigten bei Zusatz verschiedener Salze zudem keine

Farbveranderung.

Lésungen der Nanopartikel NP3!%2" in Wasser/Methanol 1:2 (v:v) reagierten dagegen auf
Hydrogenphosphat-, Diphosphat- und Triphosphatanionen, wobei es ab einer charakteristischen
Grenzkonzentration zu einer Aggregation der Nanopartikel kam, die wahrscheinlich auf eine
Quervernetzung unter Bildung von Komplexen, in denen zwei Zink-DPA Einheiten an ein Anion binden,
zuriickzufiihren sind. Arsenat- und Phosphationen fiihrten bei einer deutlich héheren Konzentration
ebenfalls zur Nanopartikelaggregation, wahrend die Nanopartikel auf keines der anderen
untersuchten Anionen reagierten. Die Anionenselektivitit spiegelte also die bekannten

Bindungseigenschaften von Dipicolylaminkomplexen wider.

Die initial gebildeten Nanopartikelaggregate l|osten sich bei weiterer Erhéhung der
Anionenkonzentration bei einer bestimmten Konzentration wieder auf. Die jeweiligen
Konzentrationen, bei denen die Nanopartikel ausfielen und sich die gebildeten Aggregate wieder
auflésten waren nicht nur fir die Art des Anions spezifisch, sondern hingen auch von dem Anteil der
auf der Nanopartikeloberflache gebundenen Zink-DPA Komplexen ab. Dabei filihrte ein geringerer
Funktionalisierungsgrad zu einer héheren Empfindlichkeit. Die fiir NP3%2" mittels UV/Vis Titration
ermittelte Grenzkonzentration fiir Natriumdiphosphat und Natriumtriphosphat von 10 pmol/L ist
vergleichbar mit den Nachweisgrenzen anderer Diphosphatsonden.’®”'® Nachteilig an diesen
Nanopartikeln war, dass die Bindungsstudien aufgrund der Loslichkeit nicht in einem Puffer
durchgefiihrt werden konnten. Der pH-Wert der Losung wurde demnach nicht kontrolliert und der
Protonierungsgrad der Anionen nicht bestimmt. Die Tatsache, dass die Nanopartikel ab einer
bestimmten Grenzkonzentration ausfallen und kein kontinuierlicher Farbumschlag beobachtet wurde
steht im Einklang mit der Vorstellung, dass nach Zugabe des Analyten aufgrund multivalenter und
kooperativer Effekte abrupt sehr groRe unlésliche Agglomerate ausgebildet wurden. Das Auflésen der
gebildeten Agglomerate bei Erh6hung der jeweiligen Anionenkonzentration ist wahrscheinlich auf den

Ubergang von 2:1 Komplexen zu 1:1 Komplexen zuriickzufiihren.
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Somit konnte die grundsatzliche Eignung von mit Zink-DPA Komplexen funktionalisierten

Goldnanopartikeln fiir den optischen Nachweis anorganischer Phosphate belegt werden.

Zukiinftige Arbeiten sollten sich vor allem auf die Verbesserung der Wasserl6slichkeit der Nanopartikel

konzentrieren, um idealerweise einen Anionennachweis in wassriger gepufferter Losung zu erreichen.

Attraktiv wdare aullerdem die Entwicklung von funktionalisierten Nanopartikeln, deren
anioneninduzierte Quervernetzung nicht zu unldslichen Aggregaten fiihrt. Verbleiben die gebildeten
Aggregate in Losung, konnte idealerweise eine Korrelation optischer Eigenschaften der Losung (Lage
bzw. Intensitdt der SPR-Bande) mit der Anionenkonzentration gelingen. Weiterhin ware die
Immobilisierung weiterer Rezeptortypen auf der Nanopartikeloberflache moéglich, um Sonden auch fiir
andere Anionen zu erhalten und schlieRlich sollte in systematischen Arbeiten ein besseres Verstandnis
der Abhéangigkeit der Empfindlichkeit des Anionennachweises vom Funktionalisierungsgrad der

Nanopartikel entwickelt werden.
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4 Teil 2 — Entwicklung von Assays zum Nachweis von Nukleotiden

4.1 Aufgabenstellung

In einem zweiten Projekt dieser Arbeit wurde untersucht, ob die entwickelten

oberflaichenmodifizierten Goldnanopartikel auch den Nachweis von Nukleotiden erlauben.

Diese Arbeiten konzentrierten sich auf die Goldnanopartikel NP3?" mit von L3 abgeleiteten
oberflachengebundenen Zinkkomplexen. Es wurde untersucht, ob ein Nukleotidnachweis mit diesen
Nanopartikeln moglich ist, ob Nukleotidmonophosphate, -diphosphate und -triphosphate
unterschieden werden kdnnen und welchen Einfluss der Funktionalisierungsgrad der Nanopartikel auf

die Nachweisgrenzen hat.
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4.2 Ergebnisse und Diskussion
4.2.1 Verhalten Zink-DPA-haltiger Nanopartikel in Anwesenheit organischer Phosphate

4.2.1.1 Nachweis von ATP

In einleitenden Studien wurde das Verhalten von Goldnanopartikeln mit
oberflachengebundenen DPA-Zn Komplexen in Gegenwart von ATP, ADP, AMP, cAMP und GTP
untersucht. Zum Vergleich wurden auch Adenosin, Ribose-5-phosphat und verschiedene anorganische
Phosphate als Analyte verwendet. Zunichst wurden ausgehend von den Liganden L1% und L3 zwei
Sorten von Nanopartikeln synthetisiert, deren *H-NMR spektroskopische Charakterisierung ergab, dass
das Ligandenverhiltnis L1 / L3 bei einem Nanopartikel 82:8 (NP32) und bei dem anderen Nanopartikel
70:30 (NP3%) betrug. Ausgehend hiervon wurden Nanopartikel mit oberflichengebundenen
Zinkkomplexen dargestellt, wobei im Unterschied zu dem in Teil 1 verwendeten Verfahren die fir die
Darstellung der Zinkkomplexe verwendete Menge Zinknitrat variiert wurde. Dabei wurden Lésungen
von NP3% bzw. NP33%in Wasser/Methanol, 1:2 (v:v) so hergestellt, dass deren Absorption am Maximum

der SPR-Bande bei 1.5 lag und die Konzentration Zinknitrat 5 uM, 50 uM oder 500 uM betrug.

Auf diese Weise sollte Gberpriift werden, ob die Nanopartikel auch auf geeignete Analyte reagieren,

wenn die oberflachengebundenen DPA-Einheiten nicht vollstandig komplexiert sind.

Mit diesen Nanopartikeln wurde auf die gewohnte Weise qualitative Bindungsstudien durchgefiihrt.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Abbildung 50 dargestellt.
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Abbildung 50 Lésungen von NP3%2n in Wasser/Methanol 1:2 (v:v) mit ¢(Zn®*) =5 uM (a), 50 uM (b), 500 uM (c) in
Gegenwart unterschiedlicher Mengen potenzieller Substrate. Die Nukleotide und das Ribose-5-phosphat wurden als

Natriumsalze eingesetzt..

105



Teil 2 — Ergebnisse und Diskussion

In den Testreihen mit 5 umol/L bzw. 50 pumol/L Zinknitrat verfarbten sich die Natriumdiphosphat und
Natriumtriphosphat-haltigen Losungen schon bei einer Salzkonzentration von 5 umol/L violett. Das
gleiche Phianomen wurde fiir ATP beobachtet. Bei der Erhéhung der Analytkonzentration auf
48 umol/L verfarbten sich die ADP, GTP, Ribose-5-Phosphat und Natriumhydrogenphosphat-haltigen
Proben violett, wahrend in denselben Testreihen auch bei dieser Konzentration wieder eine
Rotfarbung der Natriumdiphosphat-Testlésung beobachtet wurde. Bei einer Analytkonzentration von
167 umol/L wurde fur beide Testreihen eine Verdnderung der AMP-haltigen Losung festgestellt. Bei
der Testreihe mit 50 umol/L Zinknitrat reagierte zudem auch die cAMP-haltige Testlésung und sowohl

die Natriumdiphosphat als auch die Natriumtriphosphat-haltigen Lésungen waren wieder rot.

Ahnliche Trends wurden auch bei der Testreihe mit 500 umol/L Zinknitrat beobachtet. Die
Grenzkonzentrationen, ab welchen Anderungen der jeweiligen Lésungen auftraten, lagen jedoch stets
hoher als bei den Testreihen mit 5 bzw. 50 umol/L Zinknitrat. Aufgrund der mit der hohen
Zinknitratkonzentration verbundenen geringeren Empfindlichkeit und eines moglichen Einflusses
Uberschiissigen Zinknitrats auf die Anionenerkennung, wurde fiir die Zinkkonzentration in den

weiteren Studien auf 50 umol/L festgelegt.

Fur NP33%2" wurden analoge Testreihen durchgefiihrt. Hierbei wurde jedoch bei keiner Lésung eine
Veranderung nach Analytzugabe festgestellt, weswegen NP33%2" f{ir die folgenden Versuche nicht

weiter berlicksichtigt wurde.

TEM-Aufnahmen bestatigten, dass es in Gegenwart von ATP zu einer Aggregation der Nanopartikel

kam, die sich optisch in der Farbanderung der Losung duRRerte (Abbildung 51).
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Abbildung 51 TEM-Abbildungen von NP3%Z" jn Wasser/Methanol 1:2 (v/v) mit 50 umol/L Zinknitrat ohne Zugabe von

ATP (a) und nach Zugabe von ATP (10 uM) (b).
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Der Einfluss von ATP, ADP, AMP, GTP, NasP,0; und NasP3010 auf die Lage und Intensitat der SPR Bande
der Nanopartikel wurde UV/Vis spektroskopisch verfolgt. Hierfiir wurden Lésungen von NP3%%" in
Wasser/Methanol 1:2 (v:v) mit einer Zn(NOs), Konzentration von 50 uM so hergestellt, dass die
Extinktion der SPR Bande 1.5 betrug. Zu dieser Lésung wurden analog zu der in Teil 1 beschriebenen
Vorgehensweise Losungen der Analyte zutitriert und die UV/Vis Spektren der resultierenden Gemische

gemessen (Abbildung 52).
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Abbildung 52 UV/Vis Spektren von NP3%2" jn Wasser/Methanol 1:2 (v/v) mit einer Zinknitratkonzentration von
50 umol/L nach Zugabe von AMP (a), ADP (b), ATP (c), GTP (d), Diphosphat (e) und Triphosphat (f).
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Die UV/Vis spektroskopischen Untersuchungen zeigten &hnliche Trends wie die visuellen
Bindungsstudien. In den ersten Titrationschritten wurde typischerweise zunachst eine Zunahme der
Intensitdt der SPR Bande beobachtet. Im weiteren Verlauf erfolgte, auBer bei der AMP-haltigen
Nanopartikelprobe, an einem bestimmten Punkt eine ausgepragte Intensitdtserhéhung mit
einhergehender  Rotverschiebung der Bande. Die  Natriumdiphosphat-haltigen und
Natriumtriphosphat-haltigen Nanopartikelproben gingen ab Konzentrationen von 193 pumol/L bzw.
290 umol/L wieder in Losung, was sich an einer Blauverschiebung der entsprechenden Banden mit
gleichzeitiger Intensitatszunahme bemerkbar machte. Dieser Effekt wurde bei den Nukleotiden nicht
beobachtet. Um zu untersuchen, ob der Zusatz eines Uberschusses Natriumdiphosphat zur
Dissoziation der oberflichengebundenen DPA-Zn Komplexe aufgrund der Bildung unl6slicher
Zinkphosphate kommt, wurde das *H-NMR Spektrum von NP33%%" verglichen, die zusétzlich 27 umol/L
Natriumdiphosphat enthielt. Fir diese Studie wurde NP33%2" verwendet, da die Signale des DPA-
haltigen Liganden bei diesen Nanopartikeln im *H-NMR Spektrum intensiver sind und darum leichter

verfolgt werden kénnen (Abbildung 53).
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Abbildung 53 1H NMR Spektren von NP33°in D,0/MeOD 1:2 (v/v) a) nach Zugabe von Zn(NO3), (18 mM) b) und
weiterer Zugabe von Natriumdiphosphat (27 mM) c). Die Signale der Methylengruppen der freien und komplexierten
Rezeptoreinheiten sind rot bzw. blau gekennzeichnet.
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Im 'H-NMR Spektrum ist zu erkennen, dass in Gegenwart von Natriumphosphat die Methylenprotonen
der DPA Einheit von L3 genau wie im Spektrum vor der Salzzugabe als Dublett vom Dublett
absorbieren. Ein Singulett, das einer unkomplexierten DPA Einheit zuzuordnen ware, wurde nicht
beobachtet. Diese Spektren zeigten also, dass eine Dissoziation des DPA-Zn Komplexes bei hoher

Diphosphatkonzentration unwahrscheinlich ist.
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Diskussion

Die Bindungsstudien zeigten, dass Losungen von Goldnanopartikeln mit immobilisierten
DPA-Zn Komplexen ab einer bestimmten Grenzkonzentration durch Farbverdnderung auch auf
Nukleotide reagieren. Dabei steigt die fiir den Farbumschlag benétigte Grenzkonzentration in der
Reihe ATP<ADP<AMP an. Fiir cAMP wurde im verwendeten Konzentrationsbereich kein Farbumschlag
beobachtet. Dieser Trend deutet an, dass die Effizienz der Wechselwirkung mit dem Anion mit der
Anzahl der Phosphatatome und damit einhergehend mit der Gesamtladung zunimmt. Aufgrund der
fehlenden pH-Kontrolle bei den Bindungsstudien sind Aussagen Uber die Gesamtladung der
verschiedenen Anionen unter den Bedingungen des Assays nicht moéglich. Dass Phosphatgruppen fiir
eine Wechselwirkung mit den Nanopartikeln essentiell sind, zeigt die ausbleibende Farbveranderung
der Losung bei Zusatz von Adenosin. Andererseits flhrt Ribose-5-Phosphat bei einer dhnlichen
Konzentration zu einem Farbumschlag wie Natriumhydrogenphosphat. Die Nanopartikel waren
weiterhin dazu in der Lage, zwischen ATP und GTP zu unterscheiden. Diese Selektivitat wurde zuvor

lediglich fiir einige niedermolekulare DPA-Zn-basierte optische Sonden beobachtet, %160

Fir die Unterschiede in der ATP/GTP Selektivitat konnte verantwortlich sein, dass Adenin ebenfalls mit
DPA-Zn Gruppen wechselwirken kann. 138159161 Djese Wechselwirkung kénnte auch erkldren, warum
sich die mit ATP und ADP gebildeten Nanopartikelaggregate nicht auflésen, die mit anorganischen
Phosphaten gebildeten Niederschlage bei Erhéhung der Salzkonzentration aber durchaus. Da
niedermolekulare DPA-basierte Sonden diese Selektivitat nicht zeigen und auf ATP und GTP Zugabe

162 muss weiter erforscht werden, ob die Selektivitit auf die Wechselwirkung

gleichermalien reagieren,
zwischen Nukleobase und DPA-Zn Erkennungseinheit oder die Eigenschaften der Goldnanopartikel

selbst zurickzufihren ist.

Hinsichtlich der Empfindlichkeit des Nukleotidnachweis wurde auch in dieser Studie beobachtet, dass
ein geringer Funktionalisierungsgrad zu einer hoheren Nachweisempfindlichkeit fiihrt. Mogliche
Ursachen kodnnten sein, dass es umso schwieriger ist, die elektrostatische AbstoBung von
Nanopartikeln mit einer positiven Uberschussladung auf der Oberflache durch Bindung an geeignete
Substrate zu kompensieren, je hoher der Funktionalisierungsgrad ist. AuBerdem steigt die
Wahrscheinlichkeit, dass zwei auf demselben Nanopartikel befindliche Zinkkomplexe an ein Substrat

binden mit zunehmendem Funktionalisierungsgrad an.
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Die Bindungsstudien zeigten aulRerdem, dass die Nachweisempfindlichkeit der Nanopartikel auch von
der fir die Bildung der Zinkkomplexe verwendeten Menge Zinknitrat abhangt. Dabei sinkt die
Nachweisempfindlichkeit mit zunehmender Menge Zinknitrat. Eine zu hohe Zinkkonzentration ist
ungtinstig, moglicherweise weil es bei einer zu groBen Menge freier Zinkionen in Losung vermehrt zur
Bildung unloslicher Zinksalze kommt. Eine Verringerung der Anzahl von DPA-Zn Komplexen auf der
Nanopartikeloberfliche dullert sich wie eine Verringerung des Anteils DPA-haltiger Liganden. Beide
Vorgehensweisen wirken also in dieselbe Richtung. Da zur vollstaindigen Komplexierung aller
immobilisierten DPA-Gruppen auf NP3%*Z" Konzentrationen im zweistelligen millimolaren Bereich
benétigt wurden (Kapitel 3.2.3.2) ist davon auszugehen, dass im Fall von NP32 bzw. NP33° bei geringen

Zinknitratkonzentrationen von 5 bzw. 50 umol/L nur wenige DPA-Gruppen als Zinkkomplex vorliegen.

Eine Stabilisierung der fiir die Substraterkennung verantwortlichen DPA-Zn Komplexe in Gegenwart
geeigneter Anionen, die zu einer Zunahme der Zinkkomplexierung auch bei kleinen
Zinkkonzentrationen fiihrt, kann nicht ausgeschlossen werden, auch wenn hierfir momentan keine

experimentellen Hinweise vorliegen.

Die Nachweisempfindlichkeit von NP3%%" fiir den ATP-Nachweis lag bei 10 pmol/L, was deutlich unter
extra- bzw. intrazellularen ATP-Konzentrationen liegt, die sich im Regelfall im millimolaren Bereich
bewegen.1%31%4 Dje selektive Erkennung von ATP gelang innerhalb dieses Assays nicht, da die Sonden
im gleichen Konzentrationsbereich auch auf Diphosphat und Triphosphatanionen reagierten. Somit ist
das Ergebnis hinsichtlich der Selektivitit des verwendeten Assays vergleichbar mit bereits
beschriebenen niedermolekularen DPA-basierten Systemen.®”**® |nnerhalb von Goldnanopartikel-
basierten Assays wurden diese Trends ebenfalls bereits gezeigt, wobei der ATP-Nachweis ab einer

Grenzkonzentration von 0.1 pmol/L moglich war.1%
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4.2.1.2 Nachweis von AMP

Da bei Zugabe eines Uberschusses von Natriumdiphosphat oder Natriumtriphosphat zu einer
Losung von Nanopartikeln mit oberflaichengebundenen DPA-Zn Komplexen homogene L&ésungen
erhalten wurden, stellte sich die Frage, ob diese Losungen auf die Gegenwart geeigneter Analyte wie
beispielsweise Nukleotide, die mit den entsprechenden Nanopartikeln unlosliche Aggregate bilden,
reagieren. Um dies zu Uiberpriifen, wurden Loésungen von NP32 in Wasser/Methanol 1:2 (v:v) mit einer
Zinknitrat- und einer Natriumdiphosphat- bzw. Natriumtriphosphatldsung versetzt, sodass die Zn**-
Konzentration 50 umol/L betrug und die jeweilige Konzentration des Phosphatsalzes 299 umol/L. Im
Einklang mit den vorliegenden Ergebnissen waren die Nanopartikel in diesen Lésungen homogen
gelost und die Losungen intensiv rot. Mit den Losungen wurde auf die Ubliche Weise eine
Bindungsstudie durchgefiihrt, wobei als Substrate nur Nukleotide verwendet wurden. Das Ergebnis ist

in Abbildung 54 gezeigt.

a) c(Natriumdiphosphat)=299 uM  b) c(Natriumtriphosphat)=299 uM
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Abbildung 54 Lésungen von NP38 in Wasser/Methanol 1:2 (v:v) nach Zusatz von Zn(NO3s)z (50 uM) und
Natriumdiphosphat (299 uM) (a) und Natriumtriphosphat (299 uM) (b) nach Zugabe verschiedener Nukleotide in steigenden
Konzentrationen. Alle Nukleotide wurden als Natriumsalze zugesetzt.
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Bei den Bindungsstudien fiel auf, dass unabhdngig von dem anwesenden Phosphatsalz bei einer
Analytkonzentration von 48 umol/L lediglich die AMP-haltige Losung eine violette Farbung aufwies.
Wahrend die Losungen mit Natriumdiphosphat ab einer Analytkonzentration von 91 pumol/L auch
Farbveranderungen in Gegenwart von ATP, ADP und cAMP zeigten, war selbst bei der hochsten
getesteten Konzentration von 333 umol/L in den Triphosphat-haltigen Nanopartikellésungen keine

Reaktion auf ein anderes Nukleotid als AMP feststellbar.

In einer weiteren Bindungsreihe wurde (berprift, wie sich die Reduktion der
Natriumdiphosphatkonzentration auf 50 umol/L auf die Nachweisselektivitit bzw. -sensitivitat

auswirkt (Abbildung 55).

c(Natriumdiphosphat)=50 uM
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Abbildung 55 Lésungen von NP3 in Wasser/Methanol 1:2 (v:v) nach Zusatz von Zn(NO3); (5 uM) und
Natriumdiphosphat (50 uM) und Zugabe verschiedener Nukleotide in steigenden Konzentrationen. Alle Nukleotide wurden
als Natriumsalze zugesetzt.

In diesem Fall fihrte AMP schon bei 24 umol/L zu einem Farbumschlag, wahrend andere Nukleotide

die Farbe der Losung erst bei 91 umol/L oder héher beeinflussen.
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Um zu iberprifen, ob AMP auch im Gemisch mit anderen Anionen nachgewiesen werden kann, wurde
ein  Konkurrenzexperiment durchgefiihrt, bei welchem NP3® mit Zinknitrat (50 pM) und
Natriumtriphosphat (299 uM) versetzt wurde. Die Lésung wurde auf drei Proben aufgeteilt, wobei eine
Probe als Referenz diente und keine weiteren Analytsubstanzen zugesetzt wurden. In die anderen
beiden Vials wurden NaCl, Na,SO,4, Na;HPO,4, Na,COs;, NaOAc, Natriumcitrat, ATP und GTP (jeweils
356 umol/L) gegeben. Eines der Vials wurde zudem mit AMP (36 uM) versetzt (Abbildung 56).

c)

a b) 7
W) W

Abbildung 56 Lésungen von NP38 in Wasser/Methanol 1:2 (v:v) nach Zusatz von Zn(NO3), (50 uM) und
Natriumtriphosphat (299 uM). Probe (a) enthdlt NaCl, Na;SO4, Na;HPO4, Na,COs, NaOAc, Natriumcitrat, ATP und GTP
(jeweils 356 umol/L) und Probe (c) enthdlt zusdtzlich AMP (36 umol/L).

Die Probe mit dem Salzgemisch sah optisch so aus wie die Referenzprobe. Lediglich in der Probe, in
der zusatzlich AMP enthalten war, wurde eine deutliche Farbveranderung der Nanopartikelldsung

beobachtet.

Zur Bestimmung der minimalen AMP Konzentration, die zu einer optischen Anderung der Lésung von
NP32 fiihrt, wurden Ldsungen dieser Nanopartikel in Wasser/Methanol 1:2 (v:v) mit einer 50 uM
Konzentration von Zinknitrat und einer 299 UM Konzentration von Natriumdiphosphat bzw.
Natriumtriphosphat mit steigenden Mengen an AMP, cAMP, ADP, ATP, GTP und GMP versetzt, sodass
die Salzkonzentration zwischen 0 und 973 pM variierte. Nach jeder Zugabe wurde das UV/Vis Spektrum

der jeweiligen Losung aufgenommen.

In Abbildung 57 sind exemplarisch die Serien von UV/Vis-Spektren abgebildet, die in der

Bindungsstudie bei Verwendung von Natriumtriphosphat erhalten wurden.
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UV/Vis Spektren von NP38 in Wasser/Methanol 1:2 (v/v) mit einer Zinknitratkonzentration von

50 umol/L und einer Natriumtriphosphatkonzentration von 299 umol/L nach Zugabe von ATP a), ADP b), AMP c), cAMP d),
GTP e) und GMP f).

In Ubereinstimmung mit den zuvor durchgefiihrten visuellen Bindungsstudien wurde lediglich bei

Erhéhung der AMP Konzentration eine deutliche Verdnderung im UV/Vis Spektrum beobachtet. Bei

einer Konzentration von 49 pmol/L wurde eine Rotverschiebung des Maximums der SPR Bande

festgestellt. Ab einer Konzentration von 74 pumol/L nahm die Intensitat der Bande kontinuierlich ab.
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TEM Aufnahmen zeigten, dass die Nanopartikel NP32 in Wasser/Methanol 1:2 (v:v) in Gegenwart von
50 uM Zinknitrat und 299 uM Natriumtriphosphat homogen dispergiert vorlagen. Nach Zusatz von
AMP (50 umol/L) wurde jedoch eine Aggregation der Nanopartikel beobachtet (Abbildung 58).
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Abbildung 58 TEM-Abbildungen von NP38 in Wasser/Methanol 1:2 (v:v) nach Zusatz von Zn(NO3s); (50 uM) und

Natriumtriphosphat (299 uM) vor (a) und nach Zugabe von AMP (50 uM) (b).

Um zu prifen, welchen Einfluss der Zusatz der {berschiissigen Phosphatsalze auf die
Oberflachenladung der Nanopartikel hat, wurden Zetapotentialmessungen durchgefiihrt. Hierbei
zeigte sich, dass die Nanopartikel in Wasser/Methanol 1:2 (v:v) in Gegenwart von 50 uM Zinknitrat ein
Oberflachenpotential von +20.1 mV aufweisen. Enthalten die Lésungen zusatzlich Natriumdiphosphat
(303 umol/L) oder Natriumtriphosphat kehrt sich das Vorzeichen des Zetapotentials um und betragt

-9.3 mV bzw. -7.5 mV.
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Diskussion

Losungen von Goldnanopartikeln mit oberflaichengebundenen DPA-Zn Einheiten, die einen
Uberschuss Natriumdiphosphat bzw. Natriumtriphosphat enthalten, zeigen einen Farbumschlag von
rot nach blau in Gegenwart von AMP. In Gegenwart von Natriumdiphosphat wird ein dhnlicher
Farbumschlag auch bei ATP, ADP und cAMP beobachtet. Allerdings sind h6here Konzentrationen dieser
Substrate notwendig als von AMP. In Gegenwart von Natriumtriphosphat erfolgt ein Farbumschlag nur
bei AMP, welches somit sehr selektiv detektierbar ist. Dieser Nachweis bleibt auch im Gemisch mit im

Uberschuss vorhandenen anorganischen und organischen Anionen hochselektiv.

Fir die hohe Selektivitdt scheint einerseits die Natur der Nukleobase im Substrat mitverantwortlich zu
sein. So wurde schon bei der Charakterisierung der Bindungseigenschaften der Nanopartikel in
Abwesenheit von zusatzlichen Phosphatsalzen herausgefunden, dass ATP wesentlich empfindlicher
nachgewiesen werden kann als GTP. Diese Tendenz ist auch bei dem Assay in Gegenwart der

Phosphatsalze erkennbar, bei dem AMP zu einer Farbveranderung der Losung fihrt, GMP aber nicht.

Die genaue Ursache fiir den Einfluss des Adenins ist unbekannt, aber auch bei niedermolekularen
Nukleotidrezeptoren auf Basis von DPA-Zn Komplexen wurde teilweise eine erhohte Selektivitat fur
Adenin im Vergleich zu Guaninderivaten beobachtet.’®> Méglicherweise beteiligt sich Adenin an der
Koordination an die Zinkionen und fiihrt damit ebenfalls zu einer Quervernetzung der Nanopartikel.
Adenin bzw. Adenosin allein reicht aber nicht aus um eine Quervernetzung zu induzieren und ein

Phosphatrest ist fiir eine Quervernetzung der Nanopartikel immer notwendig.

Die beobachtete Umkehr der Selektivitdt der Nanopartikel, die in Abwesenheit von zusatzlichen
Phosphatsalzen bevorzugt auf ATP reagieren und in deren Anwesenheit auf AMP, deutet an, dass
neben der Nukleobase moglicherweise auch der Ladungszustand einen Einfluss auf die
Wechselwirkungen mit den Nanopartikeln hat. Tatsachlich zeigen die Zetapotentialmessungen, dass
die Nanopartikel in Abwesenheit von Phosphatsalzen aufgrund schwach gebundener
Nitratgegenionen ein positives Oberflaichenpotential besitzen. Es ist daher plausibel, dass sie
bevorzugt mit hochgeladenen Anionen wie ATP oder auch Diphosphat und Triphosphat wechselwirken

und die Bindung in Richtung ADP und AMP abnimmt.
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In Gegenwart von Phosphationen ist die Oberflichenladung der Nanopartikel dagegen negativ,
vermutlich weil die Phosphate auf der Oberflache der Nanopartikel mit den Zinkionen wechselwirken.
Eine Nukleotid-induzierte Nanopartikelaggregation dirfte daher bei geringer Gesamtladung des
Nukleotids leichter sein als bei hoherer. Daflir, dass repulsive Wechselwirkungen der
oberflichengebundenen Anionen und der anionischen Substrate die Nanopartikelaggregation
beeinflussen spricht auch, dass der AMP Nachweis empfindlicher wird, wenn die Konzentration des
zusatzlich vorhandenen Substratsalzes gesenkt wird. Weitere Untersuchungen sind fiir ein genaueres

Verstandnis des Verhaltens der Nanopartikel erforderlich.

Das entwickelte Nachweisassay stellt eines der wenigen Verfahren zum selektiven Nachweis von AMP
in Gegenwart von anorganischen Phosphatspezies und anderen Nukleotiden dar. Auf Basis von DPA-
Zn Erkennungseinheiten sind bisher keine weiteren optischen Sonden beschrieben, welche AMP in
Anwesenheit konkurrierender Nukleotide und anorganischer Anionen selektiv nachweisen kénnen.
Trotzdem sind andere niedermolekulare Systeme bekannt, mit denen AMP selektiv nachgewiesen
werden kann. Die Nachweisstrategien sind dabei unterschiedlich. Wahrend einige Gruppen

166,167 ynd dabei zum

Erkennungseinheiten mit passender Geometrie zum AMP Nachweis einsetzen
Nachweis AMP-Konzentrationen im einstelligen mikromolaren Bereich ausreichend sind, wurde von
Das et al.'®® eine Sonde beschrieben, die je nach der Polaritat des Lésungsmittelgemisches selektiv
zwischen AMP und ADP bzw. Diphosphatanionen und ATP unterscheiden konnte. Die Konzentration
der eingesetzten Analytsubstanzen lag hier im Bereich von 800 umol/L und damit deutlich tber den
innerhalb dieser Arbeit ermittelten Grenzkonzentrationen fiir den AMP-Nachweis von 50 umol/L. Fiir
eine praktische Anwendung im medizinischen Bereich ist auch diese Nachweisgrenze noch zu hoch, da
typische AMP-Konzentrationen in menschlichem Blut im Bereich von 5 umol/L liegen. Durch Variation

der zahlreichen Parameter, die innerhalb des Assays eine Rolle spielen, kdnnten in zukiinftigen Studien

allerdings Verbesserungen hinsichtlich der Nachweisgrenze erzielt werden.
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4.2.1.3 Forschungsartikel: Selective sensing of adenosine monophosphate
(AMP) over adenosine diphosphate (ADP), adenosine triphosphate (ATP), and
inorganic  phosphates  with  zinc(ll)-dipicolylamine-containing  gold

nanoparticles

Dieser Artikel beschreibt die Synthese der Nanopartikel NP32 und NP33° und deren Verhalten
in Gegenwart verschiedener Nukleotide nach der Komplexierung von Zn?* in der Abwesenheit und
Anwesenheit von Natriumdiphosphat und Natriumtriphosphat. Auf diese Weise konnten optische

Sonden fur ATP bzw. flir AMP erhalten werden.

In Kapitel 7.2 ist die Supporting Information dieses Artikels mit Synthesevorschriften, dem Vorgehen

bei der Durchfiihrung der Bindungsstudien und den zugehdérigen analytischen Daten enthalten.

Mein Beitrag zur Publikation bestand in der Synthese, Aufreinigung und Charakterisierung der
untersuchten Nanopartikel, der Durchfiihrung der Bindungsstudien und in deren Auswertung. Dr.
Marcus Koch war fir die Messung und Interpretation der TEM Aufnahmen zustadndig. Dr. Christine
Midller-Renno flihrte die Zeta-Potential-Messungen durch und unterstiitzte mich bei der Interpretation
der Ergebnisse. Prof. Dr. Stefan Kubik war fiir die Koordination der Arbeiten und die wissenschaftliche

Betreuung verantwortlich.
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Mixed monolayer-protected gold nanoparticles containing surface-bound triethylene glycol and di-
picolylamine groups aggregated in water/methanol, 1:2 (v/v) in the presence of nucleotides, if the solu-
tion also contained zinc(i) nitrate to convert the dipicolylamine units into the corresponding zinc com-
plexes. Nanoparticle aggregation could be followed with the naked eye by the colour change of the solu-
tion from red to purple followed by nanoparticle precipitation. The sensitivity was highest for adenosine
triphosphate (ATP), which could be detected at concentrations >10 pM, and decreased over adenosine
diphosphate (ADP) to adenosine monophosphate (AMP), consistent with the typically higher affinity of
zinc(i)-dipicolylamine-derived receptors for higher charged nucleotides. Inorganic sodium diphosphate
and triphosphate interfered in the assay by also inducing nanoparticle aggregation. However, while the
nucleotide-induced aggregates persisted even at higher analyte concentrations, the nanoparticles that
were precipitated with inorganic salts redissolved again when the salt concentration was increased. The
thus resulting solutions retained their ability to respond to nucleotides, but they now preferentially
responded to AMP. Accordingly, AMP could be sensed selectively at concentrations >50 puM in an
aqueous environment, even in the presence of other nucleotides and inorganic anions. This work thus
introduces a novel approach for the sensing of a nucleotide that is often the most difficult analyte to
detect with other assays.
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Polynucleotides serve to store and transmit the genetic infor-
mation and are involved in protein biosynthesis, while adeno-

Introduction

Among the anionic species involved in biochemical processes,
inorganic phosphates and phosphorylated organic compounds
are pivotal.’ Caleium phosphate serves structural purposes in
the bones and teeth of many organisms, for example, and dis-
solved HPO,>~ and H,PO,” anions ensure the constant pH
of blood. Phosphorylated organic compounds are constituents
of lipid bilayers and mediate signal transduction.
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sine triphosphate (ATP) drives metabolic processes as energy
source and performs other tasks in metabolism and signalling.
Discases cause imbalances in the concentrations of some of
these ions and biomolecules,” and methods with which in-
organic or organic phosphates can be detected could therefore
help in early diagnosis.® In this context, the use of chemo-
sensors is attractive whose substrate selectivity and/or signal
generation can be controlled by structural variations."

The differentiation of organic from inorganic phosphates
can rely on different receptor types.> Polyammonium macro-
cycles® or cyclophanes” prefer nucleotides over inorganic phos-
phates, for instance, if binding can benefit from interactions
between aromatic receptor subunits and the nucleobase.
Tripodal receptors are useful to selectively detect and dis-
tinguish nucleotides in a sensor array,® and a pronounced
selectivity for phosphates is also observed for lanthanide(m)-
containing systems,” or receptors with zine(u)-dipicolylamine
(zinc(n)-DPA) moieties, the latter of which typically only inter-

Org. Biomol. Chemn., 2021,19, 3893-3900 | 3893
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act weakly with other oxoanions or halides.'” These receptors
usually combine two zine()}-DPA groups attached to a suitable
scaffold that both engage in phosphate binding. A cyclic
peptide with two appended zinc(n)-DPA units allowed the
sensing of diphosphate in the presence of ATP, for
example,’®*!! and bis(zinc(u)}-DPA) derivatives with built-in
fluorophores were shown to respond to ATP by a turn-on of
fluorescence.'>? Adenosine diphosphate (ADP) or mono-
phosphate (AMP) produced weaker responses, and certain
sensors allowed the selective sensing of ATP over guanosine tri-
phosphate (GTP). However, since diphosphate was also
strongly bound, organic and inorganic phosphates could often
not be distinguished.'*”

The selectivity trend observed for many zinc(u)-DPA-based
receptors is due to the strengthening of the interactions as the
charge of the substrate rises in the order AMP < ADP < ATP."’
Systems exhibiting the opposite trend are rare. A bis(zinc(r)-
DPA) receptor was reported, for example, that showed a more
pronounced fluorescence enhancement when binding to ADP
than to ATP or diphosphate.'*® Receptors preferring AMP were
described by Odashima,**® Lin,** Das,**¢ Albrecht,** and
Schmuck.™ In most cases, AMP selectivity was attributed to
structural aspects of the formed complexes that overcompen-
sated the intrinsically stronger electrostatic interactions with
higher charged substrates.

Besides low molecular weight compounds, gold nano-
particles (AuNPs) are also attractive platforms for optical
probes.’ Such nanoparticles can be decorated in a facile and
highly modular manner with recognition units that mediate
analyte binding. The optical response produced in the pres-
ence of the analyte often relies on the special properties of the
gold clusters. If analyte binding induces cross-linking, for
instance, the surface plasmon resonance (SPR) band of AuNPs
with a diameter of ca. 10 nm shifts to longer wavelengths,
causing the red solutions to turn purple or blue if the formed
aggregates are soluble.'” If the nanoparticles precipitate, the
colour of the solutions gradually disappears. Based on this
strategy, AuNPs were developed with which inorganic phos-
phates, mostly diphosphate,’® and nucleotides could be
sensed.'”'® AUNPs containing ligands with bis-imidazolium
moieties were shown, for example, to aggregate in the presence
of ATP without interferences from ADP, AMP, or inorganic
anions.”” We recently showed that inorganic phosphates
induced the aggregation of mixed monolayer-protected AuNPs
in water/methanol, 1: 2 (v/v) that contained a small amount of
zine(u)-DPA units in addition to solubilising triethylene glycol
groups.'” The accompanying colour change of the solution
and the ensuing AuNP precipitation was attributed to the pro-
pensity of phosphates to form higher complexes with zinc(u)-
DPA units in which one anion binds to two zinc ions simul-
taneously (Fig. 1a)."" The dilution of the binding sites on the
nanoparticle surface made it more likely that groups residing
on different nanoparticles participated in anion binding so
that complex formation led to AuNP cross-linking. The sensi-
tivity of detection depended on the ratio of the surface-bound
ligands, increasing as the number of zinc(n)-DPA units
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Fig. 1 Schematic representation of the ATP-induced gold nanoparticle
cross-linking (a), and structures of ligands 1 and 2 and of the investi-
gated mixed monolayer-protected AuNPs NP® and NP*° (b).

decreased. The most sensitive AuNPs detected diphosphate
and triphosphate at concentrations as low as 10 pM, while an
at least ten times higher HPO,>~ concentration was required to
produce a visual response.

Here, we show that these AuNPs can also serve as probes
for nucleotides. The selectivity mirrors that of many low mole-
cular weight chemosensors in that lower amounts of ATP are
required to produce an optical response than of ADP, AMP,
GTP, or hydrogenphosphate.’” Diphosphate and triphosphate
salts interfere in the assay, but by modifying the sensing proto-
col, the selective sensing of nucleotides can be realised.
Interestingly, the AuNPs respond under the modified con-
ditions to lower concentrations of AMP than ADP or ATP.
Hence, it is possible to sense AMP selectively over ADP, ATP,
and inorganic phosphates in a competitive aqueous environ-
ment, which has rarely been achieved so far with other
systems.

Results and discussion

The functionalised AuNPs were prepared as described before'”
by starting from the ligands 1 and 2 (Fig. 1b) and citrate-pro-
tected nanoparticles, obtained by using a modified Turkevich
synthesis.”” Both ligands derived from R-lipoic acid, enabling
them to react with the gold atoms on the AuNP surface by
forming two Au-S bonds per ligand molecule. The triethylene
glycol unit in 1 served to mediate solubility in polar protic sol-
vents and to control the number of binding sites per AUNP. A
too high number could allow binding sites located on the
same particle to engage in substrate binding, which would

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2021
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have a negative impact on the number of interparticle links. A
too low number, on the other hand, could reduce the stability
of the AuNP aggregates and the beneficial effect of cooperativ-
ity on nanoparticle cross-linking.*! Ligand 2 contained the
actual binding motif in the form of a terminal DPA group.

Both ligands were simultaneously immobilised on the
AuNP surface by treating an aqueous solution of the AuNP pre-
cursor, acidified with aqueous citric acid to pH 3, with a
mixture of 1 and 2 in methanol. By varying the ratio of both
ligands, the average surface composition was controlled. Two
AuNPs, NP®* and NP*, were thus prepared, containing the
ligands 1 and 2 in ratios of 92:8 and 70:30, respectively.
These ratios were chosen to compare the behaviour of AuNPs
with different degrees of functionalisation, with the former
surface composition being similar to the one that led to the
highest sensitivity in our previous investigations.'” Transmission
electron microscopy (TEM) showed that the prepared AuNPs
had average diameters of 10.5 + 1.4 nm. Consequently, their
solutions in water/methanol, 1:2 (v/v) had an intense red
colour with the maximum of the SPR band at ca. 525 nm.

The final step of the synthesis involved converting the
ligands 2 on the AuNP surface into the corresponding zinc
complexes. This was achieved by dissolving the metal-free
nanoparticles in water/methanol, 1:2 (v/v) and adding a
certain amount of a zine(u) nitrate solution of known concen-
tration. To ensure comparable conditions, the concentration of
the AuNP solutions was adjusted such that they had an absor-
bance of 1.5 at 525 nm. Under the assumption that the surface
composition had no strong effect on the nanoparticle extinc-
tion coefficients, the AuNP concentrations were therefore
about the same in all solutions. Three different zinc(u) nitrate
concentrations were employed (5 pM, 50 pM, and 500 pM) to
assess the effect of the zinc concentration on sensing.
According to our previous results, at least 50 equiv. of zinc(n)
nitrate per DPA unit should be present to ensure that all
surface-bound ligands are engaged in metal coordination.'® At
lower zinc concentrations, the degree of complex formation
could be lower, but these solutions also contain a smaller
excess of zinc ions, which potentially interfere in the assay by
interacting with the added nucleotides® or by forming in-
soluble zinc phosphates.

Initial information about nucleotide sensing was obtained
by inspecting how the AuNPs solutions responded to increas-
ing amounts of various analytes, namely, ATP, ADP, AMP,
cyclic AMP (cAMP), adenosine, GTP, v-ribose-5-phosphate,
sodium hydrogen phosphate (Na,HPO,), sodium pyropho-
sphate (Na,P,0;, PP;), and sodium triphosphate (NasP;0,,
TP). Fig. 2 shows the outcome of such an experiment for NP*
in the presence of 50 uM of Zn(NO;),.

At the lowest analyte concentration (5 pM), the solutions to
which ATP, PP;, and TP were added exhibited distinct colour
changes from red to purple (Fig. 2a). Upon increasing the
analyte concentration, similar colour changes occurred gradu-
ally also in the presence of ADP, GTP, p-ribose-5-phosphate,
and Na,HPO, as visible in Fig. 2b. In the case of the inorganic
salts, the AuNPs redissolved at higher analyte concen-

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2021
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Fig. 2 Images of solutions of NP® in water/methanol, 1: 2 (v/v) contain-
ing Zn(NOs), (50 pM) and the analytes specified in the bottom row at
concentrations of 5 uM (a), 48 M (b), and 167 uM (c). All anionic analytes
were used as sodium salts. The photos were taken 10 min after the salt
additions.

trations,'® as can be seen in Fig. 2¢ where the PP; and TP-con-
taining solutions had practically the same colour as the blank
solution. By contrast, the blue colour persisted until the
maximum concentration in the case of the nucleotides.

Lowering the Zn(NO3), concentration to 5 pM did not have
a pronounced effect on the sensitivity or selectivity of detection
(Fig. S37), while increasing the Zn(NO;), concentration to
500 pM resulted in a marked decrease of sensitivity (Fig. $51).
In this case, TP caused a colour change at the lowest analyte
concentration and the AuNPs only started to respond to ATP at
a higher concentration. The single other salt that induced a
colour change was PP, while the solutions remained
unchanged until the end of the experiment for all other ana-
Iytes. It thus seems that the sensitivity of detection benefits
from a lower zinc concentration, potentially because interfer-
ences of an excess of free zinc ions are reduced. A certain
amount of zinc ions is essential, however, since no response to
any of the analytes was observed when performing the binding
study in the absence of Zn(NOj3), (Fig. S61). The latter experi-
ment thus provided evidence that the observed effects were
caused by interactions between the anions and surface-bound
zinc(u)-DPA units.

Consistent with the results of the previous work, ~ the
increase of the number of DPA units on the AuNP surface had
a negative impact on AuNP aggregation since NP** responded
to none of the analytes, independent of the zinc concentration
(Fig. S7 and S8f). Although this nanoparticle likely also inter-
acted with the anions, anion binding did not induce cross-
linking, presumably because the larger number of binding
sites on the surface of NP*® allowed groups residing on the
same nanoparticle to simultaneously engage in complex
formation.

That ATP indeed induced nanoparticle aggregation was con-
firmed by transmission electron microscopy (TEM). These
measurements showed that individual nanoparticles were
freely dispersed in a solution of NP® containing 50 pM of
Zn(NO;), (Fig. 3a). By contrast, large AuNP aggregates, which
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Fig. 3 TEM images of NP® in water/methanol, 1:2 (v/v) containing Zn
(NO3), (50 uM) before (a) and after the addition of ATP (as sodium salt)
to give a concentration of 10 uM (b). For further images, refer to Fig. $25
and $26.%

slowly settled as fine precipitates, were observed in TEM
images of solutions containing ATP above a certain threshold
concentration (Fig. 3b). Similar precipitates were previously
observed in the presence of inorganic phosphates.'®

According to the qualitative binding studies, the presence
of a phosphate group in the analyte was crucial to observe an
effect. A sugar and nucleobase alone, as in adenosine, were
insufficient to induce AuNP aggregation, but a phosphate
group and a ribose unit as in p-ribose-5-phosphate sufficed. An
important parameter influencing the concentration at which
AuNP aggregation occurred was the charge of the analyte.
Unfortunately, the experiments could not be performed in the
presence of a buffer since typical puffers (e.g., HEPES) reduced
the stability of the nanoparticles and generally caused nano-
particle precipitation. The pH in the experiments was therefore
not controlled, making it difficult to specify exact charge
states. Nevertheless, it is reasonable to assume that the overall
charge states increased from AMP over ADP to ATP. The sensi-
tivity of the AuNPs therefore mirrored the one of many low
molecular weight zinc(m)-DPA-containing chemosensors'® by
being highest for anions with multiple negative changes,
namely TP, PP;, and ATP, and becoming lower for ADP,
Na,HPO,, n-ribose-5-phosphate, AMP and cAMP, with the
latter two analytes producing no apparent response. Moreover,
the nature of the nucleobase also had an effect, with ATP indu-
cing nanoparticle aggregation at a lower concentration than
GTP. Since some low molecular weight zinc(u)-DPA derived
receptor were found to bind ATP and GTP with similar affini-
ties,'?” while others interacted more strongly with ATP,">*?? it
is unclear whether the observed selectivity is characteristic for
the recognition unit or the nanoparticle-based nature of the
assay.

To obtain quantitative information about sensitivity, solu-
tions of NP* and Zn(NO;), in water/methanol, 1:2 (v/v) were
treated with increasing amounts of aqueous analyte solutions
and the UV-vis spectra of the resulting mixtures recorded.
These titrations were restricted to Zn(NO;), concentrations of
5 and 50 pM at which sensitivity was higher according to the
qualitative assay. As analytes, ATP, ADP, AMP, GTP, PP;, and TP
were used. Fig. 4 shows the course of an ATP titration as an
example. For the other results, see Fig. $9 and $10.+
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Fig. 4 UV-vis spectra of NP® in water/methanol, 1:2 (v/v) containing
Zn(NOs), (50 pM in the initial solution) and between 0 and 959 uM of
ATP (as the sodium salt). The spectra were measured 10 min after each
addition. The first spectrum is shown in red and the spectrum corres-
ponding to the concentration at which a pronounced red shift and
intensity increase of the SPR band occurred in orange.

The general trends observed in these titrations were
similar, although analyte-characteristic differences were noted.
The first additions normally caused a slight increase of the
SPR band, despite the dilution of the solution, sometimes
accompanied by a small red shift of the maximum. At a
certain concentration, a significantly more pronounced inten-
sity increase and red shift occurred that marked the onset of
AuNP precipitation. This concentration correlated with the one
at which the AuNP solution changed colour from red to purple
in the qualitative assay. The only tested analyte that did not
cause this effect was AMP at 50 pM Zn(NOs),, where a very
small intensity increase and red shift of the SPR band contin-
ued until the end of the titration (Fig. S10ct). Further increas-
ing the amount of analyte beyond the precipitation point
caused the SPR band to decrease in intensity because the
nanoparticles continued to precipitate. In the case of the
nucleotides, the SPR band became progressively less intense
until the highest analyte concentration was reached. By con-
trast, PP; and TP caused redissolution of the nanoparticles
once a certain analyte concentration was surpassed, as already
observed previously.'® As a consequence, the intensity of the
SPR band started to increase again during the respective titra-
tions and eventually shifted back to the initial position.

It is important to note that no correlation between analyte
concentration and intensity of the SPR band could be made
for this system because the solutions were not homogeneous
above a certain analyte concentration and the decrease of the
SPR band was therefore partly due to AuNP precipitation.
Time-dependent measurements at a fixed analyte concen-
tration demonstrated that the intensity of the SPR band con-
tinuously decreased during 2 h (and potentially beyond)
(Fig. S11%), indicating that the UV-vis spectra recorded after
10 min did not reflect equilibrium states. Accordingly, we were
unable to quantify a limit of detection and used the lowest
concentration at which precipitation occurred to specify sensi-
tivity. These concentrations, the concentrations at which nano-
particle dissolution started in the case of the inorganic anions,

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2021
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Table 1 Minimum concentrations that induced the aggregation of NP by the nucleotides ATP, ADP, and GTP and the inorganic salts NasP,O; (PP)
and NasP304o (TP) and concentrations at which the AuNPs started to redissolve in the case of the inorganic anions and at which the original spectra
were obtained again. The Zn(NOs), concentrations specify those of the initial solutions; all analyte concentrations refer to the respective sodium

salts

¢(Zn(NO;),)/pM ¢(ATP)/pM ¢(ADP)/uM ¢(AMP)/uM ¢(GTP)/uM ¢(NayP,05)/pM ¢(NasP;0,)/uM
5 10° 49° 1939 290° 5% 49%; 49° 5% 73% 290°
50 107 49° =2 290° 5% 73% 193¢ 5% 193% 290°

“ precipitation. ” Redissolution. ¢ Initial state restored. ¢ No marked effect detected.

and the concentrations at which the respective titrations again
reached the initial states are summarised in Table 1.

The UV-vis spectroscopic measurements confirmed the
trends observed in the visual binding studies: with regard to the
nucleotides, the AuNPs responded preferentially to ATP and
only at higher concentrations to ADP and GTP. The zinc concen-
tration had almost no effect on selectivity and sensitivity. A
minor cffect was observed for AMP, which caused a slight
colour change of the solution that was 5 pM in Zn(NO;), above
a concentration of 193 uM, while the solution with the higher
zinc concentration was almost unaffected. In addition, NP®
started to redissolve at lower concentrations of the inorganic
anions if the Zn(NOs), concentration amounted to only 5 pM.
However, the concentrations at which NP® responded to ATP,
PP;, and TP were independent of the amount of zinc ions.
Moreover, since the nanoparticles responded to very similar
concentrations of these three analytes, the assay did not allow
sensing ATP selectively over inorganic phosphates. Hence, this
sensing strategy had similar shortcomings as previously
described ones."> Unlike low molecular weight systems,
however, the AuNPs behaved differently in the presence of
nucleotides and inorganic anions in that the aggregation was
irreversible in the case of nucleotides until the end of the titra-
tion, whereas the aggregates went back into solution at a certain
concentration of the inorganic anions.

The reason for this difference is not entirely clear.
Nanoparticle precipitation was attributed to the phosphate-
induced cross-linking of the nanoparticles and the associated
charge neutralisation of the AuNP surface. The redissolution
of the aggregates upon increasing the anion concentration
could then be due to the breaking of the interparticle linkages
induced by a shift of the 2: 1 binding mode, in which two zinc
(u)-DPA residues from different nanoparticles bind to one
anion, to 1:1 complexes.'” Alternatively, a high anion concen-
tration could lead to the formation of insoluble zinc salts and
the concomitant stripping of the metal ions from the zinc(u)-
DPA units.

To obtain information in this respect, we measured the 'H
NMR spectra of solutions of NP* in D,0/CD;0D, 1:2 (v/v) con-
taining enough Zn(NOj), to convert all surface-bound DPA
units into zinc complexes and either no PP; or an excess of PP;
(for details, see ESIT). In both cases, the AuNPs were homoge-
neously dissolved. In the absence of PP;, the methylene protons
of the surface-bound DPA groups gave rise to two doublets in
the NMR spectrum, accounting for zinc(n) complexation

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2021

(Fig. S12b%)."® Similar doublets were visible in the spectrum of
the solution containing PP; (Fig. S12ct), while a singlet was
absent that would indicate the presence of uncomplexed
ligands. These spectra thus provided evidence that the nano-
particles still contained zinc complexes when brought back into
solution. That they also contained surface-bound anions was
derived from the {-potential of NP® prior and after the addition
of PP, or TP. The positive value of +20.1 mV observed for NP
dissolved in water/methanol, 1:2 (v/v) containing Zn(NO;), at a
concentration of 50 pM was consistent with the presence of the
positively charged zinc(u)-complexes on the AuNP surface whose
counterions were only weakly bound. This value changed sign
and shifted to —9.3 mV and -7.5 mV when the solution
additionally contained PP; or TP (303 uM), respectively, demon-
strating the with respect to nitrate greater tendency of the in-
organic phosphates to interact with the nanoparticle surface.
The fact that the ATP-containing aggregates did not redis-
solve, regardless of whether further ATP or inorganic phos-
phates were added to the solution, suggests that the sugar
and/or the nucleobase contributed to their stability. These sta-
bilising effects could either involve interactions of the adenine
residues with the metal ions,* or interactions between ribose
and/or nucleobase residues from different nanoparticles as
proposed for other AuNPs that responded to the presence of
ATP," or occurring in the helical self-assembled structures of
certain bis(zine(u)-DPA) derivatives formed in the presence of
ATP, ADP, or AMP.** Unfortunately, we were unable to obtain
information in this respect by NMR spectroscopy because of
solubility issues at the concentrations required to record the
spectra. Independent of the nature of this stabilisation, we
wondered if similar interactions would also be operative in the
PP; or TP-containing AuNPs. If so, the interference of in-
organic anions in nucleotide sensing could be eliminated
because these anions would become integral components of
the assay. To test this idea, we performed another round of
qualitative binding studies by assessing how solutions of NP*
containing Zn(NOs), and PP; or TP responded when treated
with increasing amounts of ATP, ADP, AMP, cAMP, GTP, gua-
nosine monophosphate (GMP), and adenosine. Two zinc con-
centrations (5 pM and 50 pM) were used and both PP; and TP
were tested as solubilising salts. Based on the results in
Table 1, these salts were used in concentrations of 299 pM to
ensure that the initial AuNP precipitation was fully reversed. In
addition, a PP; concentration of 50 pM was also tested for the
solution that was 5 pM in Zn(NOj3), because the amount of PP;
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Fig. 5 Image of solutions of NP® in water/methanol, 1: 2 (v/v) contain-
ing Zn(NOgz), (50 pM), NasP301q (299 pM), and the analytes specified in
the bottom row at a concentration of 48 pyM (a). In (b), an image is
shown of solutions of NP® in water/methanol, 1:2 (v/v) containing Zn
(NOs), (50 uM), NasPzO;o (299 pM), and NaCl, Na,SOs; NayHPO,,
Na,CO3, sodium acetate, sodium citrate, ATP, and GTP (356 yM each) in
the centre and the right vial. The right vial additionally contains AMP
(36 pM). All analytes were used as sodium salts. The photos were taken
10 min after the salt addition.

required to redissolve NP* was significantly lower under these
conditions. Fig. 5a shows the image of the solutions that were
50 pM in Zn(NO;), and 299 pM in TP. For the images of all
experiments, see Fig. $13-S17.7

Fig. 5a shows that, surprisingly, NP® only responded to
AMP under these conditions, an analyte that did not cause any
apparent colour change of the AuNP solution in the absence of
TP. The AMP concentration had to be at least 48 pM to observe
an effect (Fig. $16%), but it is remarkable that none of the
other analytes induced a notable colour change even at the
highest tested concentration (333 uM). Importantly, adenosine
also produced no effect, demonstrating that the AuNPs primar-
ily responded to the phosphate group in AMP and not the
sugar or the nucleobase residue.

The solutions that were 5 pM in Zn(NO,), and 299 pM in TP
behaved similarly (Fig. S17+), showing again that the zinc con-
centration, if not too high, had no strong effect on sensitivity
or selectivity. A slightly different behaviour was observed for
the solutions containing PP;, which also preferentially
responded to AMP but additionally acquired a bluish colour at
higher concentrations of ADP or cAMP (Fig. S13-S15t). The
concentration at which AMP produced an effect depended on
the amount of added PP;, with the lower PP; concentration
causing the nanoparticles to respond more sensitively to AMP
(Fig. S141). The concentration at which the nanoparticles
responded to ADP or cAMP was, however, almost unaffected by
the PP; concentration. Under none of the tested conditions,
notable effects of GTP or GMP were observed.

These experiments thus demonstrated that changing the
assay conditions caused a reversal of nucleotide selectivity,
with a nucleotide producing no effects in the original assay
now becoming the analyte that was sensed best. To quantify
the minimum AMP concentration that could be detected
under the altered conditions, we again performed UV-vis spec-
troscopic titrations under the conditions used in the qualitat-
ive binding studies. These measurements showed that, inde-
pendent of the conditions, AMP produced a pronounced shift
of the SPR band when present at a sufficiently high concen-
tration. Comparable changes were observed for ADP and cAMP
for the solutions that were 5 pM in Zn(NO3), and 299 pM in
TP, albeit at significantly higher analyte concentrations
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(Fig. S187). In all other cases, the spectral changes produced
by ADP, cAMP, and in some cases also GMP were minor and
clearly distinguishable from the effect of AMP. Independent of
the concentration of zinc ions, the solutions that were 299 pM
in the inorganic salt changed colour when the AMP concen-
tration was 49 pM or higher. In the measurement involving Zn
(NOs), and PP; concentrations of, respectively, 5 pM and
50 uM, an AMP concentration of 25 pM sufficed to produce a
colour change (Fig. $227). Thus, reducing the concentration of
the inorganic salt had a beneficial effect on sensitivity.
Moreover, the solutions containing PP; responded to lower
concentrations of the competing analytes ADP, cAMP and GMP
than the TP containing solutions, and the latter anion there-
fore induced a higher selectivity.

These measurements confirmed the pronounced response
of this assay to AMP. Although AMP was detected with a lower
sensitivity than ATP in original assay (50 pM vs. 10 pM), selecti-
vity was higher because no other analyte induced comparable
colour changes. To demonstrate that AMP sensing was even
possible in the presence of other nucleotides and competing
salts, a solution was prepared containing NP®, Zn(NO;),
(50 puM), NasP;0y0 (299 pM), and NaCl, Na,SO,, Na,HPO,,
Na,CO;, sodium acetate, sodium citrate, ATP, and GTP
(356 uM each). Fig. 5b shows that this solution had the same
colour as the blank solution containing no salts, which shows
that none of the present salts induced AuNP aggregation.
When additionally adding AMP, the colour of the solution
notably changed, even at an AMP concentration that was ten
times lower than the concentrations of the competing salts,
clearly showing that these salts did not compromise AMP
sensing.

Since the AMP-induced colour changes were again due to
nanoparticle aggregation, as demonstrated by TEM (Fig. S27
and S287), we interpret the observed behaviour as follows: in
their initial state, the nanoparticles contained surface-bound
zine(n)-DPA units whose positive charges were counterba-
lanced by weakly bound nitrate ions, resulting in an overall
positive {-potential. These zinc(ir) complexes served as binding
site for anions, allowing anions that can bridge two zinc(n)-
DPA units to induce nanoparticle aggregation. Binding was
most pronounced for phosphates and phosphate esters with
multiple negative charges such as PP;, TP, and ATP, whose
binding benefits particularly strongly from Coulomb inter-
actions with the positively charged nanoparticle surface and
which are known to form stable complexes with zinc(u)-DPA-
derived receptors.'’ Increasing the PP; and TP concentration
caused the breaking of the interparticle linkages without
removal of the metal ions from the surface-bound zinc(in)-DPA
complexes. The nanoparticles thus retained their positive
charges, which were now counterbalanced by more strongly
bound phosphate anions, as reflected in the negative
(-potentials of these AuNPs. By contrast, the nanoparticle
aggregates formed in the presence of ATP did not dissolve
when adding more ATP or inorganic anions, possibly because
the sugar and/or nucleobases contributed to cross-linking as
in other known systems.'”** These effects remained operative
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for the PPi and TP-containing AuNPs, but since the inter-
actions of these AuNPs with nucleotides now had a repulsive
clectrostatic component, AMP was bound stronger than
nucleotides with higher charge states. Adenosine was unable
to induce AuNP aggregation, demonstrating that the phos-
phate group of AMP was essential for the interactions, and
AMP was more ecffective than cAMP. Morcover, the phosphate-
containing AuNPs responded to a significantly lower concen-
tration of AMP than the nanoparticles lacking PP; or TP,
suggesting that aggregation involved cooperative effects of the
different anions rather than a simple anion exchange. The
slightly differences in the sensitivity of the AuNPs containing
TP or PP; cannot be attributed to differences in the respective
{-potentials and therefore likely have other reasons.

Clearly, more work needs to be done to confirm this
interpretation and to understand the exact nature of the inter-
actions. In addition, it would be desirable to fine-tune the
degree of surface functionalisation of the AuNPs, the struc-
tures of the functionalised or the solubilising ligand, the zinc
concentration, the solvent, and other parameters to bring the
sensitivity of the assay closer to the AMP concentration in
blood, which is ca. one order of magnitude lower than the
current detection limit of 50 pM.>*®

Conclusions

Recognition motifs proven to be effective in low molecular
weight chemosensors for detecting organic and inorganic
phosphates also allow the development of AuNP-based optical
assays if complex formation involves the formation of higher
complexes in which the analyte binds simultaneously to more
than one binding site."* The thus induced nanoparticle cross-
linking can be easily followed with the naked eye because it is
associated with a colour change of the solution from red to
purple, potentially followed by nanoparticle precipitation.

An application of this approach is the use of the zinc(i)-
DPA-containing AuNPs described here for the detection of PP;,
TP, or ATP. Although the nanoparticles had to be dissolved in
water/methanol, 1:2 (v/v) for the assay to work, the analytes
could be added as aqueous solutions, which facilitated per-
forming the measurements. The minimum ATP concentration
that caused a visible response was 10 pM, well below typical
intracellular and extracellular ATP concentrations,> which are
in the lower mM range. Since the AuNPs responded to similar
concentrations of PP; and TP, the assay nevertheless had
similar shortcomings as previously described analogous low
molecular weight systems.'” In the case of the AuNPs,
however, the competing effects of the inorganic anions could
be eliminated by changing the sensing protocol. Under the
altered conditions, the assay not only became selective for
nucleotides, but nucleotide selectivity also changed, with AMP
now producing a colour change of the solution at a signifi-
cantly lower concentration than ADP or even ATP. Moreover,
GMP, GTP and many other anionic species occurring in bio-
logical fluids did not interfere.
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The developed assay thus represents one of the few
methods for the selective sensing of AMP in the presence of in-
organic phosphates and other nucleotides in a competitive
aqueous environment. Further work is necessary to fully
understand the underlying working principle. In addition, the
minimum AMP concentration of 50 uM that can currently be
detected is too high for a practical application. However, con-
sidering the many parameters that allow tuning the assay, it is
likely that sensitivity can be sufficiently improved for use in
biological sensing.”®
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4.2.1.4 Nachweis von DNA-Derivaten

Die Fahigkeit von Goldnanopartikeln, mit oberflichengebundenen DPA-Zn Komplexen mit
anionischen Phosphaten und Nukleotiden Nanopartikelnetzwerke auszubilden, gab Anlass zu

Uberprifen, ob ein analoges Verhalten in Gegenwart von Polynukleotiden beobachtet werden kann.

Dazu wurde eine Bindungsstudie unter den Bedingungen durchgefiihrt, die auch fir die
Charakterisierung der Nanopartikel mit Nukleotiden verwendet wurde. Als Nanopartikel wurde NP32
verwendet und die Zinknitratkonzentration in der Losung betrug 50 umol/L. Als mégliche Substrate
wurden einstrangige DNA, Doppelstrang-DNA, Plasmid-DNA und genomische DNA von Plasmodium
Falciparum getestet. Die genomische DNA von Plasmodium Falciparum besitzt die Besonderheit, dass
Uiberdurchschnittlich viele Adenin-Thymin Basenpaare vorliegen (80 %).!®° Da die eingesetzten
Nanopartikel insbesondere auf Adenin-haltige Nukleotide reagieren, stellt der Vergleich der

verschiedenen DNA Derivate ein interessantes Experiment dar.

Parallel hierzu wurde eine analoge Messreihe durchgefiihrt, bei der auf den Zusatz von Zinknitrat
verzichtet wurde, um zu lberprifen, ob die Bildung der Zinkkomplexe auf der Nanopartikeloberflache

flr eine potentielle Wechselwirkung mit Polynukleotiden notwendig ist (Abbildung 59).
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Abbildung 59 Lésungen von NP38 in Abwesenheit (a) und in Anwesenheit (b) von Zinknitrat (50 uM) in
Wasser/Methanol 1:2 (v:v) in Gegenwart von einstrdngiger DNA (1), Doppelstrang-DNA (l1), Plasmid DNA (1ll) und
genomischer DNA (IV).

Wadhrend in den Losungen ohne Zinknitrat in keinem Fall eine Farbverdnderung beobachtet wurde,

trat in Gegenwart von Zinknitrat ab einer Konzentration von 74 nmol/L fur alle DNA-Proben eine

violette Verfarbung der Losungen auf.
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Aufgrund dieser Beobachtungen wurde iiberpriift, ob die Mischung von NP32 und Zinknitrat auch auf

komplexere Proben reagiert.

Hierzu wurde zundchst metzgerfrisches Rinderhackfleisch mit Wasser versetzt (F1). Dieser Probe
wurde ein Teil entnommen und aus der Losung mithilfe von Membranfiltration héhermolekulare
Bestandteile abgetrennt (F2). Die Lésung von NP32 wurde jeweils mit F1 und F2 und Zinknitrat versetzt.
Zum Vergleich wurde auch eine Probe der unfunktionalisierten Nanopartikel NP1® mit denselben

Losungen versetzt (Abbildung 60).

a) b)

o 4 g
_/b,! -\/—\

Referenz F2 F1 Referenz F2 F1

Abbildung 60 Lésungen von NP1R (a) und NP38 (b) mit Zinknitrat (50 uM) in Wasser/Methanol 1:2 (v:v) jeweils ohne
Analyt, mit F2 (10uL) und F1 (10uL).

Im Fall von NP1® bildete sich bei Zugabe der ungefilterten Loésung F1 ein Niederschlag. Alle anderen

Nanopartikelproben zeigten keine Reaktion auf die zugesetzten Losungen von F1 oder F2.

AnschlieBend wurde die Losung F1 drei Tage bei 25 °C aufbewahrt, woraus Lésung 3 resultierte. Ein
Teil dieser Losung wurde entnommen und héhermolekulare Bestandteile mithilfe von Membranfiltern
entfernt (F4). Beide Lésungen wurden dann mit den Lésungen der Nanopartikel NP1? bzw. NP32 mit

Zinknitrat (50 uM) versetzt (Abbildung 61).
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Abbildung 61 NP1R a) und NP3?" b) in Wasser/Methanol 1:2 (v/v) jeweils ohne Analyt, mit F4 (10 uL) und F3 (10 ulL).

Der Zusatz von F3 fiihrte sowohl bei NP1 als auch bei dem Gemisch aus NP38 mit Zinknitrat zu einem
Ausfallen der Nanopartikel. Im Fall der filtrierten Losung F4 bildeten sich lediglich bei den

funktionalisierten Nanopartikeln Aggregate.

In vorangegangenen Studien hatte sich gezeigt, dass Nanopartikelaggregate, die durch Zugabe von
Natriumdiphosphat entstehen, bei Erhéhung der Diphosphatkonzentration wieder in Losung gehen.
Aggregate, die bei Wechselwirkung mit ATP entstehen, kénnen dagegen weder mit Natriumdiphosphat
noch weiterem ATP wieder gel6st werden. Um Hinweise zu erhalten, ob das Ausfallen der
funktionalisierten Nanopartikel nach Zusatz von F4 eher auf anorganische Phosphate oder auf
Nukleotide zurlickzufiihren war, wurde dieser Probe darum eine Natriumdiphosphatlésung zugesetzt

(Abbildung 62).

F4 ATP HPO4*

Abbildung 62 NP382n in Wasser/Methanol 1:2 (v/v) mit F4, ATP und HPO,/#und jeweils P,O7* (10 mM).

Die durch F4 und Natriumhydrogenphosphat erzeugten Aggregate losten sich bei Zugabe der
Natriumdiphosphatlésung wieder auf, wahrend ein mit ATP gebildeter Niederschlag keine

Veranderung zeigte.
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Diskussion

Die Farbveranderung der Losung von Goldnanopartikeln mit oberflaichengebundenen DPA-
Zn Komplexen, die bei Zugabe verschiedener DNA-Proben beobachtet wurde, zeigt, dass sich die
Nanopartikel auch zur Detektion von Polynukleotiden eignen. Dabei lagen die Nachweisgrenzen im
nanomolaren Bereich. Nanopartikel ohne DPA-Zn Komplexe reagierten auf dieselben DNA-Proben
nicht, was zeigt, dass fir die Wechselwirkung die DPA-Zn Komplexe verantwortlich sind. Die
Nachweisgrenzen und Farbverdanderungen der Losung unterscheiden sich fir Einzelstrang- und
Doppelstrang DNA sowie fir Plasmid DNA und genomische DNA nicht nennenswert, sodass die
Wechselwirkung zwischen den Nanopartikeln und den DNA-Proben wohl vor allem auf der Bindung an
die in allen DNA-Proben vorhandenen Phosphatgruppen beruht, wahrend andere strukturelle
Merkmale keine ausgepragte Rolle spielen. Die aus der Fleischprobe erhaltene Losung bewirkte ein
Ausfallen der Nanopartikel NP1®, die nach Membranfiltration nicht mehr beobachtet wurde.
Moglicherweise waren in F2 héhermolekulare Bestandteile enthalten, die fiir eine unspezifische
Wechselwirkung mit NP1® fiihrten. Interessanterweise reagierten die funktionalisierten Nanopartikel
weder auf F1 noch auf F2. Die Nanopartikelaggregation wurde erst in den Proben beobachtet, die nach
Lagerung der Fleischprobe fiir einige Zeit bei Raumtemperatur erhalten wurden, wahrenddessen es
wahrscheinlich zu einer fortschreitenden Zersetzung der Fleischprobe kam. Wiederum reagierte die
Lésung von NP1® nicht auf die gefilterte Probe F4. In diesem Fall bildete sich in der Probe der
funktionalisierten Nanopartikel aber ein Niederschlag, der bei Zugabe von Natriumdiphosphatlésung
wieder in Losung ging. Dieses Experiment spricht dafiir, dass die Nanopartikelaggregation eher durch
anorganische Phosphate als durch Nukleotide hervorgerufen wurde. Weitere Untersuchungen sind
notwendig, um die Verbindungen zu identifizieren, die fiir das Ausfallen der Nanopartikel
verantwortlich war. Die vorlaufigen Ergebnisse deuten aber an, dass die im Rahmen dieser Arbeit
entwickelten Nanopartikel auch in komplexeren Gemischen als optische Sonden einsetzbar sein

konnten.
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4.2.2 Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen des zweiten Teils der Arbeit wurde untersucht, ob sich Goldnanopartikel mit
oberflaichengebundenen DPA-Zn Komplexen auch als optische Sonden zum Nachweis von Nukleotiden

und DNA eignen.

In diesem Zusammenhang zeigte sich, dass die vollstindige Uberfiihrung aller oberflichengebundenen
DPA-Einheiten flir einen Einsatz als optische Sonde nicht notwendig ist. Die Verwendung von
Nanopartikelldsungen mit definierter Extinktion und Zinknitratkonzentration verbessert nicht nur die
Reproduzierbarkeit der Messungen, die Variation der Zinknitratkonzentration erlaubt es auRerdem,
die Empfindlichkeit der Nanopartikel fiir einzelne Analyte zu steuern. Dabei steigt die
Nachweisempfindlichkeit mit sinkender Zinknitratkonzentration, was im Einklang mit den Ergebnissen
des ersten Teils der Arbeit steht, die zeigten, dass die Nachweisempfindlichkeit der Nanopartikel von

einer Verringerung des Anteils funktionalisierter Liganden auf der Nanopartikeloberflache profitiert.

Die Bindungsstudien zeigten, dass die DPA-Zn-haltigen Nanopartikel auch in Gegenwart von
Nukleotiden aggregieren, wobei die Empfindlichkeit fir ATP am groRten ist. Die geringste
nachweisbare ATP Konzentration betrug im besten Fall 24 umol/L, wahrend ca. viermal hoéhere
Konzentrationen ADP oder AMP notwendig waren, um eine Nanopartikelaggregation unter denselben
Bedingungen zu induzieren. Auch auf andere Analyte, beispielsweise GTP, reagierten die Nanopartikel
weniger empfindlich als auf ATP, sodass mit diesen Nanopartikeln ein empfindlicher und selektiver ATP

Nachweis erzielt werden konnte.

Durch Veranderung der Bedingungen des Assays konnte die ATP Selektivitdt auRerdem in eine
Selektivitdt fir AMP verandert werden. Hierfiir musste den Nanopartikelldsungen lediglich zusatzlich
Natriumdiphosphat oder Natriumtriphosphat zugesetzt werden. Die Nachweisempfindlichkeit fir AMP
betrdgt 50 umol/L und ist damit relativ hoch. Allerdings ist die Entwicklung selektiver Nachweise fir
AMP deutlich schwieriger als der fiir die hoher geladenen Nukleotidanaloga. Der entwickelte Assay

stellt also einen vielversprechenden Ausgangspunkt fiir weitere Entwicklungen dar.

SchlieBlich wurde gezeigt, dass sich Goldnanopartikel mit DPA-Zn Einheiten auch fiir den Nachweis von
DNA und Analyten in komplexeren Gemischen, z.B. Fleischextrakten, eignen. Ausgehend von diesen
vielversprechenden Ergebnissen kann nun die Entwicklung von optischen Sonden fiir Nukleotide oder
Polynukleotide fortgesetzt werden, wobei Anwendungen in biologischen und medizinischen Assays
potentiell denkbar waren. AuBerdem ware es interessant, ob mit solchen Nanopartikeln auch

enzymatische Transformationen verfolgt werden kénnen, z.B. die Hydrolyse von ATP zu ADP oder AMP.
134



Experimenteller Teil

5 Experimenteller Teil

5.1 Verwendete Chemikalien, analytische Methoden und Apparatives

Die verwendeten Reagenzien und Losungsmittel waren kommerziell erhaltlich (Abcr, Acros,
Aldrich, Carbolution, Merck, Roth, Sigma Aldrich, TCl) und wurden ohne weitere Aufarbeitung

eingesetzt.

CHNS-Elementaranalysen

Zur Messung der CHNS-Analysen wurde ein Elementaranalysator vario MICRO cube der Firma

Elementar Analysensysteme GmbH verwendet.

Drehwert

Drehwerte wurden mit dem Gerat JASCO P-2000 Polarimeter von Labor- und Datentechnik GmbH

Deutschland bestimmt und mithilfe des Programms Polarimeter SpectraManager ausgewertet.

Diinnschichtchromatographie (DC)

Zur Reaktionskontrolle wurden Kieselgel-Aluminiumfolien 60 mit Fluoreszenzindikator F254 sowie
Glasplatten mit Reversed-Phase-Material RP-8 mit Fluoreszenzindikator F254 von der Firma Merck

verwendet.

GroRenausschlusschromatographie

Die Gelfiltrationsmedien Sephadex® LH-20 und G-10 der Firma GE Healthcare wurden fir

Aufreinigungen mittels GroRenausschlusschromatographie verwendet.
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HPLC (analytisch)

Es wurde eine HPLC-Apparatur der Firma Dionex bestehend aus ASI-100 Automated Sample Injector,
P680 HPLC Pump, Thermostatted Column Compartiment TCC-100 und UVD170U verwendet. Als Saule
kam eine BetaBasic™ 18 (25 cm x 4.6 mm, 5 um KorngrofRe) der Firma Thermo Scientific™ zum Einsatz.

Zur Auswertung der Chromatogramme wurde das Programm Chromeleon Version 6.7 verwendet.

HPLC (semi-prdparativ)

Es wurde eine HPLC-Apparatur der Firma Dionex bestehend aus Pumpe, Auto Sampler, Variable
Wavelength Detector und Fraction Collector der Ultimate 300 Serie verwendet. Als Sdule kam eine
BetaBasic™18 (25 cm x 21 mm, 5 um KorngroRe) der Firma Thermo Scientific™ zum Einsatz. Zur

Auswertung der Chromatogramme wurde das Programm Chromeleon Version 6.7 verwendet.
Methode 1:

Zur Isolierung der Produkte mittels HPLC wurde Wasser, dem 0.1 Vol.-% Trifluoressigsaure zugegeben
wurde, und Acetonitril als organischer Anteil des Laufmittels verwendet. Zur Trennung wurden
folgende Gradienten verwendet: 0-5 Minuten, 10 % organischer Anteil; 5-31 Minuten, linearer Anstieg
auf 90 % organischer Anteil; 31-40 Minuten, 90 % organischer Anteil; 40-41 Minuten, lineare Abnahme

auf 10 % organischer Anteil, 41-42 Minuten, 10 % organischer Anteil.
Methode 2:

Zur lIsolierung der Produkte mittels HPLC wurde Wasser und Acetonitril als organischer Anteil des
Laufmittels verwendet. Zur Trennung wurden folgende Gradienten verwendet: 0-5 Minuten, 10 %
organischer Anteil; 5-31 Minuten, linearer Anstieg auf 90 % organischer Anteil; 31-40 Minuten, 90 %
organischer Anteil; 40-41 Minuten, lineare Abnahme auf 10 % organischer Anteil, 41-42 Minuten, 10

% organischer Anteil.

Infrarotspektroskopie (ATR)

Die IR-Spektren wurden an dem Gerat Perkin Elmer Spectrum 100 FT-IR-Spektrometer mit der
Universal ATR Sampling Accessory Einheit gemessen. Die Auswertung erfolgte mit dem Programm

Spectrum v6.3.5 bzw. Origin 2019.
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Kernresonanzspektroskopie (*H-NMR, *C-NMR, °F-NMR)

Die NMR-Spektren wurden an den FT-NMR-Geraten AVANCE™ 11l 400 und 600 der Firma Bruker bei
22 °C aufgenommen. Die Multiplizitat der Signale wird wie folgt angegeben: s = Singulett, d = Dublett,
t = Triplett, g = Quartett, m = Multiplett, dd = Dublett vom Dublett, dt = Dublett vom Triplett, br =
breites Signal. Als interne Standards wurden die Resonanzsignale der Restprotonen der deuterierten
Lésungsmittel verwendet (CDCls: 8™ = 7.26 ppm, 6° = 77.16 ppm, DMSO-ds: 6" = 2.50 ppm, 6 = 39.52
ppm, MeOD-d;: 6" = 3.31 ppm, 6 = 49.00 ppm).

Massenspektrometire (MALDI/TOF)

Die Massenspektren wurden mit dem Gerat Bruker Daltonics Ultraflex aufgenommen und mit dem

Programm Bruker Daltonics flex Analysis ausgewertet. Als Matrix diente 2,5- Dihydroxybenzoesaure.

Saulenchromatographie

Saulenchromatographische Aufreinigungen wurden mit Kieselgel 60 von Merck (nass gepackt) bzw.
RP-Sdulen mit dem Saulenmaterial POLYGOPREP 60-50 C8 (40-63 um) der Firma Macherey-Nagel

durchgefihrt.

Schmelzpunktbestimmung

Die Schmelzpunkte wurden mit dem Gerat Miiller-SPM-X-300 bestimmt.

TEM

Die Proben wurden auf Kohlelochfilmen (Plano S147-4) durch Aufbringen der Nanopartikellésung und
Trocknen an Luft prapariert. Anschlieend wurden Hellfeldaufnahmen an einem JEOL JEM-2100 LaB6
Transmissionselektronenmikroskop ausgestattet mit einer Gatan Orius SC1000 CCD Kamera
aufgenommen (Belichtungszeit 0.5 s). Die Aufnahmen haben eine GréRe von 1024x1024 Pixeln. Die
Auswertung der TEM-Aufnahmen hinsichtlich der GroRenverteilung der Goldnanopartikel erfolgte mit

dem Programm Imagel.
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Ultrafiltration

Zur Behandlung von Goldnanopartikelproben kamen Zentrifugaleinheiten Vivaspin® 15R

(MWCO 5000 Da) von Sartorius zum Einsatz.

UV/Vis-Spektroskopie

Absorptionsspektren wurden mit dem Gerat Cary 100 von Varian aufgenommen und mit dem

Programm Scan bzw. Origin 2019 ausgewertet.

Zentrifugation

Fir Zentrifugationen wurde das Gerat Centrifuge 5702 R von Eppendorf verwendet.
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5.2 Allgemeine Arbeitsvorschriften

5.2.1 Abspaltung der Boc-Schutzgruppe

Die Boc-geschitzte Verbindung wurde in 1,4-Dioxan (5 mL/mmol) gel6st oder suspendiert
und die Reaktionsmischung auf 0 °C gekiihlt. Es wurde eine 6 N Losung aus HCl in 1,4-Dioxan
(10 mL/mmol) zugegeben. Nachdem das Gemisch eine Temperatur von 25 °C erreicht hatte, wurde fur
weitere 2 h geriihrt und anschlieRend das Losungsmittel destillativ entfernt. Der Riickstand wurde in
Diethylether (10 mL/mmol) suspendiert, fur 1°h bei 25 °C geruhrt und abfiltriert. Das Produkt wurde

im Olpumpenvakuum getrocknet.

5.3 Ligandsynthesen

Die Synthesen der Liganden L1%° und L1? sowie die des funktionellen Liganden L3 wurden

publiziert und sind dem Kapitel 7.1 zu entnehmen 5155170
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5.3.1 Herstellung von L2

5.3.1.1 2-(6-Bromhexyl)isoindolin-1,3-dion (7a)'"*

Kaliumphthalimid (9.26 g, 50.0 mmol) wurde in DMF (75 mL) suspendiert und eine Losung
von 1,6-Dibromhexan (24.4 g, 15.4 mL, 100 mol) in DMF (75 mL) zugegeben. Das Reaktionsgemisch
wurde fiir 18 h bei 25 °C geruhrt. Der Feststoff wurde abfiltriert und das Losungsmittel destillativ
entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch (SiO,, Hexan - Ethylacetat/Hexan, 1:4

(v/v)) aufgereinigt.

Ausbeute: 10.8 g (34.8 mmol, 70 %) farbloser Feststoff.
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IH-NMR (400 MHz, CDCls, 25 °C): 6 = 7.83=7.81 (m, 2 H, H1), 7.71-7.69 (m, 2 H, H2), 3.67 (t, ¥ = 7.6 Hz,
2 H, H10), 3.38 (t, 3/ = 6.8 Hz, 2 H, H5), 1.86 (pent., 3/ = 7.6 Hz, 2 H, H6), 1.68 (pent., 3/ =7.2 Hz, 2 H,
H9), 1.51-1.43 (m, 2 H, H7), 1.39-1.32 (m, 2 H, H8) ppm.

13C.NMR (151 MHz, CDCls, 25 °C): & = 27.4 (C7), 27.8 (C8), 28.5 (C6), 32.6 (C9), 33.8 (C10), 37.9 (C5),
122.3 (C2), 132.2 (C1), 134.0 (C3), 168.5 (C4) ppm.

IR (ATR): ¥ = 2937, 2863, 1770, 1710, 1615, 1394, 1214, 1049, 891, 719 cm™.
MALDI-TOF MS :m/z (%) = 311.5 (28) [M+H]*, 333.5 (10) [M+Na]*.
CHN-Analyse: Ci4H16BrNO, (M.W. 310.19)
Berechnet: C=54.21 % H=5.20% N=452%
Gefunden: C=53.95% H=5.23% N=451%

Schmelzpunkt: 59 °C
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5.3.1.2 2-(6-(Bis(pyridin-2-ylmethyl)amino)hexyl)isoindolin-1,3-dion (8a)'’°

Bis(2-pyridylmethyl)amin (5) (2.99 g, 15.0 mmol) wurde in Aceton (30 mL) gel6st. Verbindung
6 (4.65 g, 15.0 mmol) wurde ebenfalls in Aceton (30 mL) gelost. Beide Lésungen wurden zu einer
Suspension von Kaliumcarbonat (6.22 g, 45.0 mmol) und Kaliumiodid (249 mg, 1.50 mmol) in Aceton
(30 mL) gegeben. Das Reaktionsgemisch wurde fir 14 h zum Sieden erhitzt. AnschlieRend wurde der
entstandene Feststoff abfiltriert und das Filtrat eingeengt. Das Rohprodukt wurde

saulenchromatographisch (SiO, Aceton) und mittels praparativer HPLC (Methode 1) aufgereinigt.

Ausbeute: 2.60 g (6.06 mmol, 40 %) orangenes Ol.

H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, 25 °C): & = 8.45-8.44 (m, 2H, H16), 7.86-7.82 (m, 4H, H1, H2), 7.73 (td,
2H,3/=7.7 Hz,¥J = 1.4 Hz, H14), 7.49 (d, 2H, 3/ = 7.8 Hz, H13), 7.20 (dd, 2H, 3/ = 6.8 Hz, *J = 5.5 Hz, H15),
3.69 (s, 4H, H11), 3.50 (t, 2H, 3/ = 7.1 Hz, H5), 2.39 (t, 2H, 3/ = 7.1 Hz, H10), 1.53-1.48 (m, 2H, H6), 1.46-
1.41 (m, 2H, H9), 1.25-1.20 (m, 2H, H7), 1.16-1.11 (m, 2H, H8) ppm.

13C.NMR (101 MHz, DMSO-ds, 25 °C): 6 = 167.9 (C4), 159.5 (C12), 148.7 (C16), 136.4 (C14), 134.4 (C1),
131.6 (C3), 123.0 (C13), 122.6 (C2), 122.0 (C15), 59.8 (C11), 53.3 (C10), 37.4 (C5), 30.7 (C6), 27.9 (C9),
26.3 (C7), 26.2 (C8) ppm.

IR (ATR): ¥ = 2940, 2860, 1771, 1705, 1687, 1592, 1438, 1397, 1186, 1125, 718 cm™.
MALDI-TOF MS :m/z (%) = 429.4 (100) [M+H]*, 451.4 (19) [M+Na]*.
CHN-Analyse: CiysH2sN4O, - 1 H20 - 2 CFsCOOH (M.W. 617.59)

Berechnet: C=56.40 % H=5.14% N =9.07%

Gefunden: C=56.53 % H=5.24% N=9.34%
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5.3.1.3 N!,N-Bis(pyridin-2-ylmethyl)hexan-1,6-diamin (9a)'’°

Zu einer Lésung aus 8a (2.60 g, 6.06 mmol) in Ethanol (50 mL) wurde tropfenweise eine
Lésung aus Hydrazin Monohydrat (3.03 g, 2.94 mL, 60.6 mmol) in Ethanol (50 mL) gegeben. Die
Reaktionslosung wurde fiir 18 h bei 25 °C geriihrt. AnschlieRend wurde die Suspension abfiltriert und
das Filtrat eingeengt. Das Rohprodukt wurde in DCM (50 mL) aufgenommen und die organische Phase
mit 1 M wassriger NaOH (1 x 50 mL) und Wasser (1 x 50 mL) gewaschen. Die organische Phase wurde

liber MgS0O, getrocknet und das Losungsmittel destillativ entfernt.

Ausbeute: 1.32 g (4.43 mmol, 73 %) gelbes Ol.

IH-NMR (400 MHz, DMSO-ds, 25 °C): 6 = 8.47 (d, 2H, 3/ = 4.8 Hz, H12), 7.78-7.73 (m, 2H, H10), 7.51 (d,
2H, 3/ = 7.8 Hz, H9), 7.25-7.21 (m, 2H, H11), 3.71 (s, 4H, H7), 2.43 (q, 4H, 3/ = 7.0 Hz, H1, H6), 1.49-1.41
(m, 2H, H2), 1.29-1.11 (m, 6H, H3, H4, H5) ppm.

13C-NMR (101 MHz, DMSO-ds, 25 °C): 6 = 159.6 (C8), 148.7 (C12), 136.4 (C10), 122.5 (C9), 122.0 (C11),
59.9 (C7), 53.5 (C6), 41.7 (C1), 33.4 (C2), 26.6 (C5), 26.5 (C4), 26.2 (C3) ppm.

IR (ATR): ¥ = 3350, 3055, 3009, 2927, 2854, 1588, 1568, 1432, 1362, 758 cm™.
MALDI-TOF MS :m/z (%) = 242.1 (48) [CisH1sN3+H]*, 299.2 (57) [M+H]".
CHN-Analyse: CigHsN4- 0.2 H20 (M.W. 302.03)

Berechnet: C=71.58 % H=28.81% N =18.55%

Gefunden: C=71.59% H=8.85% N=18.72%
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5.3.1.4 (R)-N-(6-(Bis(pyridin-2-ylmethyl)amino)hexyl)-5-(1,2-dithiolan-3-yl)pentanamid
(L2)170

Eine Losung aus (R)-Liponsdure (819 mg, 3.97 mmol) in DCM (10 mL) wurde tropfenweise zu
einer Losung von EDC-HCI (836 mg, 4.36 mmol) und DMAP (53.3 mg, 0.44 mmol) in DCM (10 mL)
gegeben. Im Anschluss wurde tropfenweise eine Ldsung von N, N-Bis(pyridin-2-ylmethyl)hexan-1,6-
diamin (9a) (1.30 g, 4.36 mmol) in DCM (10 mL) zum Reaktionsgemisch gegeben und die L6sung fir
48 h bei 25 °C gerihrt. Die Losung wurde mit Wasser (30 mL) versetzt , fiir 5 min gerihrt und die
organische Phase wurde anschlieRend abgetrennt. Dieser Vorgang wurde einmal wiederholt. Die
organische Phase wurde (iber MgS0O, getrocknet und das Losungsmittel eingeengt. Das Rohprodukt
wurde RP-sdulenchromatographisch (RP-8, Gradient 0.1 vol% aqg. TFA/MeCN, 9:1 > 4:1 - 1:1 (v/V))
und mithilfe praparativer HPLC (Methode 1) aufgereinigt. Das Produkt wurde in DCM (50 mL) gel6st
und die Lésung mit gesattigter wassriger NaHCOs-Losung (3 x 50 mL) gewaschen. Die organische Phase

wurde Uber MgS0, getrocknet und das Losungsmittel bis zur Trockne eingeengt.

Ausbeute: 495 mg (1.02 mmol, 26 %) gelbes Ol.
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H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, 25 °C): & = 8.65 (d, 2H, 3/ = 5.2 Hz, H20), 7.90 (td, 2H, 3/ = 7.7 Hz, ¥ = 1.7
Hz, H18), 7.79 (t, 1H, 3 = 5.5 Hz, NH), 7.54 (d, 2H, */ = 7.8 Hz, H17), 7.45 (m, 2H, H19), 4.56 (s, 4H, H15),
3.62-3.55 (m, 1H, H3), 3.20-3.07 (m, 4H, H1, H14), 2.99 (q, 2H, *) = 6.5 Hz, H9), 2.43-2.35 (m, 1H, H2),
2.04 (t, 2H, 3/ = 7.3 Hz, H7), 1.88-1.80 (m, 1H, H2), 1.75-1.45 (m, 6H, H4, H6, H10), 1.35-1.26 (m, 4H,
H12, H13), 1.21-1.20 (m, 4H, H5, H11) ppm.

3C-NMR (101 MHz, DMSO-ds, 25 °C): 6 =171.9 (C8), 158.3 (TFA), 150.8 (C16), 149.2 (C20), 137.8 (C18),
125.0 (C17), 124.2 (C19), 56.8 (C15), 56.2 (C14), 54.0 (C3), 40.0 (C2), 38.2 (C9), 38.1 (C1), 35.3 (C7),
34.2,28.9,28.4,25.9,25.7,25.2, 23.2 (C4-6, C10-13) ppm.

IR (ATR): ¥ = 3350, 3055, 3009, 2927, 2854, 1588, 1568, 1432, 1362, 758 cm™.
MALDI-TOF MS :m/z (%) = 396.2 (18) [C20H33N30S,+H]*, 487.2 (100) [M+H"].
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CHN-Analyse: CysH3sN4OS; - 1 H,0 - 2 CFsCOOH (M.W.732.80)
Berechnet: C=49.17 % H=578% N=7.65% $=875%

Gefunden: C=48.89 % H=6.17% N =28.05% $=831%
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5.3.2  Herstellung von L4 und L5

5.3.2.1 (R)-Perfluorophenyl-5-(1,2-dithiolan-3-yl)-pentanoat (10)'72

Eine Losung von (R)-Liponsaure (2.06 g, 10.0 mmol) in DCM (20 mL) wurde mit einer Losung
aus EDC-HCI (2.11 g, 11 mmol) und DMAP (122 mg, 1.00 mmol) in DCM (25 mL) versetzt. AnschlieRend
wurde eine Lésung von Pentafluorphenol (2.02 g, 11.0 mmol) in DCM (20 mL) zugetropft und die
Reaktionsmischung bei 25 °C flir 72 h gertihrt. Die organische Phase wurde mit Wasser (5 x 30 mL)

gewaschen, iber MgS0O, getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.

Ausbeute: 2.75 g (7.39 mmol, 74 %) gelbes Harz.

IH-NMR (400 MHz, MeOD, 25 °C): & = 3.63 — 3.56 (m, 1 H, H3), 3.19—3.09 (m, 2 H, H1), 2.75 (t, 2 H,
3)=7.2 Hz, H7), 2.52 = 2.44 (m, 1 H, H2), 1.95 - 1.86 (m, 1 H, H2), 1.84 — 1.44 (m, 6 H, H4, H5, H6) ppm.

B3C.NMR (101 MHz, MeOD, 25 °C): & = 25.6 (C6), 29.6 (C5), 33.7 (C7), 35.8 (C4), 39.4 (C1), 41.3 (C2),
57.4 (C3), 170.8 (C8) ppm.

9F-NMR (600 MHz, CDCls, 25 °C): § = -164.7, -162.9, -162.3, -158.1, -152.8 ppm.
CHN-Analyse: CisH13Fs0,S; (M.W. 372.37)
Berechnet: C=45.16 % H=352% $=17.22%

Gefunden: C=45.01% H=3.73% S$=1755%
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5.3.2.2 (R)-6-(5-(1,2-Dithiolan-3-yl)pentanamid)hexanséure (L4)°!

6-Aminohexansdure (882 mg, 6.72 mmol) und 10 (2.75 g, 7.39 mmol) wurden in DMF (40 mL)
gelost und die Losung fir 24 h bei 25 °C geriihrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck
entfernt, der Rickstand in DCM (50 mL) aufgenommen und die organische Phase mit 1 M Salzsdure
(2 x 30 mL) und Wasser (30 mL) gewaschen. Die organische Phase wurde tiber MgSO, getrocknet, das
Losungsmittel destillativ entfernt und der Riickstand mit Diethylether (5 mL) angerieben. Der
entstandene Feststoff wurde abfiltriert, der Filterkuchen mit Diethylether(30 mL) gewaschen und das

Produkt im Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 1.75 g (5.46 mmol, 74 %) gelber Feststoff.

“H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, 25 °C): 6 =11.96 (s, 1 H, OH), 7.74 (t, 1 H, *J = 5.4 Hz, NH), 3.62 — 3.56 (m,
1H, H3), 3.20-3.07 (m, 2 H, H1), 3.01-2.97 (m, 2 H, H9), 2.43-2.36 (m, 1 H, H2), 2.17 (t, 2 H,
3)=7.4 Hz, H13),2.02 (t,2 H,3/ = 7.4 Hz, H7), 1.89 — 1.80 (m, 1 H, H2), 1.69 — 1.21 (m, 12 H, H4, H5, H6,
H10, H11, H12) ppm.

13C.NMR (101 MHz, DMSO-de, 25 °C): & = 174.4 (C14), 171.2 (C8), 56.1 (C3), 40.1 (C2), 38.2 (C9), 38.1
(C1), 35.2 (C7), 34.1 (C4), 33.6 (C13), 28.9 (C10), 28.3 (C5), 25.9 (C11), 25.1 (C6), 24.2 (C12) ppm.

IR (ATR): ¥ = 3299 (w), 2919 (w), 2852 (w), 1694 (m), 1534 (s), 1269 (w) cm™.

MALDI-TOF MS :m/z (%) = 321.0 (100) [M+H"].

CHN-Analyse: CisHsNOsS; (M.W. 319.48)
Berechnet: C = 52.63 % H=7.89% N=438%  $=20.10%
Gefunden: C=52.35% H=759% N=435% $=19.9.0%

Schmelzpunkt: 77 °C
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5.3.2.3 (R)-Perfluorphenyl 6-(5-(1,2-dithiolan-3-yl)pentanamid)hexanoat (11)

L4 (723 mg, 2.26 mmol) wurde in DCM (15 mL) gelést und mit einer Losung aus EDC-HCI
(433 mg, 2.26 mmol) und DMAP (27.6 mg, 226 pmol) in DCM (10 mL) versetzt. Zu dem Gemisch wurde
eine Losung von Pentafluorphenol (458 mg, 2.49 mmol) in DCM (10 mL) zugetropft und die
Reaktionsmischung flr 72 h bei 25 °C geriihrt. Die Reaktionslosung wurde mit Wasser (15 x 30 mL)

gewaschen und tiber MgSO, getrocknet. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt.

Ausbeute: 551 mg (1.13 mmol, 50 %) gelbes Wachs.
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IH-NMR (400 MHz, MeOD, 25 °C): & = 3.53 (m, 1 H, H3), 3.22-3.06 (m, 4 H, H2, H9), 2.72 (t, 2 H,
3)=7.4 Hz, H13), 2.49-2.42 (m, 1H, H1), 2.17 (t, 2 H, 3/ =7.2 Hz, H7), 1.92-1.84 (m, 1 H, H1),
1.82 —1.40 (m, 12 H, H4, H5, H6, H10, H11, H12) ppm.

13C.NMR (101 MHz, MeOD, 25 °C): § = 176.0 (C8), 170.8 (C14), 57.6 (C3), 41.3 (C2), 40.1 (C9), 39.4 (C1),
36.9 (C7), 35.8 (C4), 33.8 (C13), 30.0 (C10), 29.9 (C5), 27.2 (C11), 26.8 (C6), 25.5 (C12) ppm.

IR (ATR): ¥ = 3333 (m), 2939 (m), 2872 (w), 1792 (m), 1640 (m), 1514 (s), 1095 (m), 983 (s) cm™.
CHN-AnaIyse: C20H24F5N0352 (MW 485.53)
Berechnet: C=49.47 % H=5.03% N=2.88% $=13.21%

Gefunden: C=49.21% H=492% N=288% $=13.21%
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5.3.2.4 (R)-6-(5-(1,2-Dithiolan-3-yl)pentanamid)-N-(4-hydroxyphenethyl)hexanamid (12)

Verbindung 11 (862 mg, 1.78 mmol) wurde in DMF (3 mL) gel6st und mit einer Losung von
Tyramin (221 mg, 1.61 mmol) in DMF (5 mL) versetzt. Die Reaktionslésung wurde fiir 18 h bei 25 °C
geruhrt. Das Losungsmittel wurde destillativ entfernt und der Riickstand sdaulenchromatographisch

[SiO,, DCM/MeOH 20:1 (v/v)] aufgereinigt.

Ausbeute: 682 mg (1.56 mmol, 87 %) gelbes Wachs.
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!H-NMR (400 MHz, MeOD, 25 °C): & = 7.01 (d, */ = 8.4 Hz, 2 H, H18), 6.69 (d, 3/ = 8.4 Hz, 2 H, H19),
3.59-3.52(m, 1 H, H3),3.36 —3.32 (m, 1 H, H15), 3.17 — 3.06 (M, 4 H, H2, H9), 2.68 (t, ) = 7.2 Hz, 2 H,
H16), 2.49 —2.41 (m, 1 H, H1), 2.20 - 2.13 (m, 4 H, H7, H13), 1.91 - 1.85 (m, 1 H, H1), 1.75 - 1.25 (m,
12 H, H4, H5, H6, H10, H11, H12) ppm.

13C.NMR (101 MHz, MeOD, 25 °C): & = 175.9 (C14), 175.9 (C8), 156.9 (C20), 131.3 (C18), 130.8 (C17),
116.2 (C19), 57.6 (C3), 42.2 (C15), 41.3 (C2), 40.2 (C9), 39.4 (C1), 36.9 (C13), 36.9 (C7), 35.8 (C16), 35.7
(C4), 30.2 (C10), 29.9 (C5), 27.5 (C11), 26.8 (C12), 26.7 (C6) ppm.

IR (ATR): ¥ = 3305 (m), 3026 (w), 2927 (m), 1637 (s), 1545 (s), 1515 (s), 1242 (m) cm™.
MALDI-TOF MS :m/z (%) = 440 (100) [M+H"].
CHN-Analyse: CyH34N203S; - 1 H,0 - 0.25 C3H;NO (M.W. 456.93)

Berechnet: C=57.53 % H=8.01% N=6.64% S$=13.50%

Gefunden: C=57.42 % H=7.57% N=6.82% $=13.35%
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5.3.2.5(R)-6-(5-(1,2-Dithiolan-3-yl)pentanamid)-N-(3-((bis(pyridin-2-

ylmethyl)amino)methyl)-4-hydroxyphenethyl)hexanamid (L5)

Dipicolylamin (5) (579 mg, 2.91 mmol) wurde in EtOH (3 mL) geldst, die Lésung mit einer
Losung von Formaldehyd (0.27 mL, 0.29 mg, 3.63 mmol) in EtOH (3 mL) versetzt und fiir 12 h bei 25 °C
gerihrt. Im Anschluss wurde eine Losung von 12 (638 mg, 1.45 mmol) in EtOH (4 mL) zugetropft und
das Reaktionsgemisch fiir 18 h zum Sieden erhitzt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck

entfernt und der Riickstand mittels praparativer HPLC (Gradient 1) aufgereinigt.

Ausbeute: 482 mg (741 umol, 51 %) gelbes Harz.
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H-NMR (400 MHz, MeOD, 25 °C): 6 =8.12 (d, 3/ = 5.2 Hz, 2 H, H29), 7.68 (td 3/ = 7.8 Hz, ¥/ = 1.6 Hz, 2 H,
H27), 7.39 (d, 3/ = 8.0 Hz, 2 H, H26), 7.20 (td, 3/ = 6.2 Hz, *J = 0.8 Hz, 2 H, H28), 6.96 (m, 2 H, H19, H22),
6.70 (d, 3/ = 8.8 Hz, 1 H, H18), 3.77 (s, 4 H, H24), 3.68 (s, 2 H, H23), 3.49 —3.42 (m, 1 H, H3), 3.31 - 3.28
(m, 2 H, H15), 3.11-2.95 (m, 4 H, H2, H9), 2.64 (t, 3/ = 7.2 Hz, 2 H, H16), 2.38 - 2.30 (m, 1 H, H1),
2.15-2.07 (m, 4 H, H7, H13), 1.81 - 1.73 (m, 1 H, H1), 1.64 — 1.19 (m, 12 H, H4, H5, H6, H10, H11, H12)

13C-NMR (101 MHz, MeOD, 25 °C): 6 = 175.9 (C14), 175.9 (C8), 159.7 (C25), 156.7 (C20), 149.6 (C29),
138.7 (C27), 131.8 (C17), 131.1 (C22), 130.4 (C18), 124.8 (C26), 124.3 (C25), 123.9 (C28), 117.1 (C19),
60.0 (C24), 57.6 (C23), 57.3 (C3), 42.2 (C15), 41.3 (C2), 40.2 (C9), 39.4 (C1), 37.0 (C16), 36.9 (C4), 35.8
(C13), 35.7 (C7), 30.1 (C10), 29.9 (C5), 27.5 (C11), 26.8 (C12), 26.7 (C6) ppm.

IR (ATR): ¥ = 3307 (w), 2932 (w), 2862 (w), 1672 (s), 1628 (s), 1437 (m), 1125 (s) cm™.
MALDI-TOF MS :m/z (%) =
CHN-Analyse: Cs3sHi7NsOsS; - 1.6 H,0 (M.W. 678.71)

Berechnet: C=61.94 % H=7.45% N=1032% S=9.45%

Gefunden: C=62.06 % H=7.42% N=1038% S=9.16%
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5.3.3 Herstellung der Quadratsaureamid-Bausteine Q1, Q2, Q3 und Q4

5.3.3.2 tert-Butyl-(6-aminohexyl)carbamat (13b)'"3

1,6-Hexandiamin (3.24 g, 27.8 mmol) wurde in DCM (40 mL) gel6st, die Losung auf 0 °C
gekihlt und eine Losung von Boc,O (1.22 g, 5.58 mmol) in DCM (7 mL) innerhalb von 45 min
zugetropft. Das Reaktionsgemisch wurde bei 25 °C fiir weitere 15 h geriihrt. Die organische Phase
wurde mit Wasser (3 x 30 mL) gewaschen, iber MgS0, getrocknet und das Losungsmittel destillativ

entfernt.

Ausbeute: 1.10 g (5.10 mmol, 91 %) farbloses Ol.
o
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IH-NMR (400 MHz, CDCls, 25 °C): § =3.12 —3.09 (m, 2 H, H4), 2.71 (t,3/ = 7.0 Hz, 2 H, H9), 1.73 (s, 2 H,
NHa), 1.50 — 1.43 (m, 13 H, H1, H5, H8), 1.37 — 1.31 (m, 4 H, H6, H7) ppm.

13C.NMR (101 MHz, CDCls, 25 °C): & = 156.1 (C3), 79.1 (C2), 42.2 (C9), 40.6 (C4), 30.2 (C8), 28.5 (C1),
26.7 (C5), 26.6 (C7), 26.5 (C6) ppm.

IR (ATR): ¥ = 3345 (w), 2972 (m), 2928 (m), 2856 (m), 1692 (s), 1525 (s), 1364 (w), 1167 (s) cm™.

MALDI-TOF MS :m/z (%) = 238.8 (100) [M+Na]*, 254.8 (37) [M+K]".
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5.3.3.3 3-Ethoxy-4-(propylamino)cyclobut-3-en-1,2-dion (14)74

n-Propylamin (3.34 mL, 40.6 mmol) wurde langsam zu einer Lésung aus 3,4-Diethoxy-3-
cyclobuten-1,2-dion (6.00 mL, 40.6 mmol) in MeCN (40 mL) getropft und das Reaktionsgemisch fiir
15h bei 25°C gerihrt. Das Losungsmittel wurde destillativ entfernt und der Rickstand

sdulenchromatographisch [SiO,, EtOAc/Hex 1:1 (v/v)] aufgereinigt.

Ausbeute: 6.71 g (36.6 mmol, 90 %) gelber Feststoff.

IH-NMR (400 MHz, CDCls, 25 °C): & = 6.28 (s, 1 H, NH), 4.81 - 4.76 (m, 2 H, H7), 3.43 - 3.39 (m, 2 H,
H2), 1.69 - 1.60 (m, 2 H, H8), 1.46 (t, 3/ = 7.0 Hz, 3 H, H1), 0.97 (t, 3/ = 7.6 Hz, 3 H, H9) ppm.

13C-NMR (101 MHz, CDCls, 25 °C): & = 189.8 (C4), 182.5 (C5), 177.40 (C3), 172.48 (C6), 69.68 (C2), 46.53
(C7), 23.87 (C8), 15.86 (C1), 10.86 (C9) ppm.

IR (ATR): ¥ = 3161 (w), 2974 (m), 2946 (m) 1702 (s), 1577 (m), 1385 (m), 1164 (m) cm™.
MALDI-TOF MS :m/z (%) = 205.7 (100) [M+Na]*, 221.7 (94) [M+K]".
CHN-Analyse: CoH13NOs3 (M.W. 183.20)

Berechnet: C=58.80% H=731% N=7.61%

Gefunden: C=59.00% H=7.15% N=7.65%
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5.3.3.42-((2-Ethoxy-3,4-dioxocyclobut-1-en-1-yl)amino)-N,N,N-trimethylethanaminium-
chlorid (15)'7°

N%L, N NI-Trimethylethan-1,2-diaminiumchlorid (350 mg, 2.00 mmol) wurde in DMF (10 mL)
gelost, die Losung mit DIPEA (259 mg, 349 uL, 2.00 mmol) versetzt und danach langsam zu einer Losung
aus 3,4-Diethoxy-3- cyclobuten-1,2-dion (340 mg, 0.30 mL, 2.00 mmol) in DMF (10 mL) getropft. Das
Reaktionsgemisch wurde fir 17 h bei 25 °C geritihrt. Das Losungsmittel wurde destillativ entfernt und
der Rickstand RP-sidulenchromatographisch [RP-8, H,0/1,4-Dioxan 9:1 = 4:1 > 1:1 (v/WV)]

aufgereinigt.
Ausbeute: 385 mg (1.43 mmol, 71 %) farbloser Feststoff.

9
=gy
1/\0 3 6 /\/+\C|
8

N
H

IH-NMR (400 MHz, D;0, 25 °C): & = 4.77 = 4.73 (m, 2 H, H2), 4.14 — 4.03 (m, 2 H, H7), 3.67 — 3.63 (m,
2 H, H8),3.23 (s, 9 H, H9), 3.27 (s, 1 H, ), 3.24 (s, 9 H, HI), 1.48 — 1.45 (m, 3 H, H1) ppm.

IR (ATR): ¥ = 3161 (w), 2974 (m), 2946 (m) 1702 (s), 1577 (m), 1385 (m), 1164 (m) cm™.
MALDI-TOF MS :m/z (%) = 228.4 (100) [M+H]*.
CHN-Analyse: Ci11H19CIN2Os - 0.4 H,0 (M.W. 269.93)
Berechnet: C=48.94% H=7.39% N=10.38%
Gefunden: C=48.69 % H=7.29% N =10.62 %

Schmelzpunkt:>220 °C
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5.3.3.8 tert-Butyl-(6-((3,4-dioxo-2-(propylamino)cyclobut-1-en-1-yl)amino)hexyl)carbamat
(19)

Verbindung 13b (1.10 g, 5.09 mmol) wurde in MeCN (30 mL) geldst und die Loésung zu einer
Losung von 14 (846 mg, 4,62 mmol) in MeCN (30 mL) getropft. Das Reaktionsgemisch wurde bei 25 °C
flr 72 h gertihrt. Der Feststoff wurde abfiltriert, mit auf 0 °C gekiihltem MeCN (50 mL) gewaschen und

im Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 1.16 g (3.30 mmol, 65 %) farbloser Feststoff.

IH-NMR (400 MHz, CDCls, 25 °C): 6 = 7.82 (s, 2 H, NH), 3.66 —3.61 (m, 4 H, H9, H14), 3.10 (t, */ = 6.8 Hz,
2 H, H4), 1.71 - 1.61 (m, 4 H, H8, H15), 1.51 - 1.45 (m, 2 H, H5), 1.43 (s, 9 H, H1), 1.39- 1.30 (m, 4 H,
H6, H7), 0.96 (t, 3/ = 7.2 Hz, 3 H, H16) ppm.

B3C.NMR (101 MHz, CDCls, 25 °C): & = 181.0 (C12), 181.0 (C11), 167.8 (C13), 167.7 (C10), 156.5 (C3),
47.9 (C4), 46.5 (C8), 44.2 (C14), 35.0 (C2), 30.6 (C8), 29.8 (C5), 28.4 (C1), 25.7 (C7), 25.5 (C6), 24.28
(C15), 11.0 (C16) ppm.

IR (ATR): ¥ = 3367 (w), 3160 (w), 2929 (m), 2856 (w), 1684 (s), 1636 (s), 1362 (w), 1163 (s). cm™.
MALDI-TOF MS :m/z (%) =376.1 (59) [M+Na]*, 392.1 (26) [M+K]".
CHN-Analyse: CisH31N304 (M.W. 353.46)
Berechnet: C=60.85% H=28.62% N=11.98%
Gefunden: C=61.17% H=8.84% N=11.89%

Schmelzpunkt:>220 °C
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5.3.3.92-((2-((6-((tert-Butoxycarbonyl)amino)hexyl)amino)-3,4-dioxocyclobut-1-en-1-

yl)amino)-N,N,N-trimethylethanaminiumchloride (20)

Verbindung 13b (966 mg, 4.47 mmol) wurde in DMF (40 mL) gelost und die Lésung zu einer
Losung von 15 (1.07 g, 4,09 mmol) in DMF (40 mL) getropft. Das Reaktionsgemisch wurde bei 25 °C fir
72h gerihrt. Das Losungsmittel wurde destillativ entfernt und der Rickstand RP-

sdulenchromatographisch [RP-8, H,0/1,4-Dioxan + 0.1 % TFA 4:1 - 1:1 (v/v)] aufgereinigt.

Ausbeute: 1.13 g (2.86 mmol, 70 %) farbloser Feststoff.

IH-NMR (400 MHz, DMSO-ds, 25 °C): 6 = 7.79 = 7.72 (m, 2 H, NH), 6.77 (t, 3/ = 5.7 Hz, 1 H, NH), 3.95 (q,
3= 6.5 Hz, 2 H, H15), 3.11 (s, 9 H, H16), 2.88 (g, 3/ = 6.6 Hz, 2 H, H9), 1.53 — 1.47 (m, 2 H, H5), 1.38 —
1.22 (m, 15 H, H1, H6, H7, H8) ppm.

13C-NMR (101 MHz, DMSO-ds, 25 °C): 6 =183.0(C12), 182.3 (C11), 158.6 (C13), 158.3 (C10), 155.6 (C3),
77.3 (2), 65.1 (C15), 52.8 (C16), 43.3 (C9), 38.8 (C4), 37.4 (C14), 30.7 (C8), 29.4 (C7), 28.3 (C1), 25.9
(C5), 25.6 (C6) ppm.

IR (ATR): ¥ = 3367 (w), 3160 (w), 2929 (m), 2856 (w), 1684 (s), 1636 (s), 1362 (w), 1163 (s). cm™.
MALDI-TOF MS :m/z (%) =397.2 (100) [M-CI]*.
CHN-Analyse: CyH37CIN,O4 -1 H,0 (M.W. 451.00)
Berechnet: C=53.26% H=8.72% N=1242%
Gefunden: C=53.11% H=8.65% N=12.65%

Schmelzpunkt:>220 °C
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5.3.3.10 (R)-N-(6-((3,4-Dioxo-2-(propylamin)cyclobut-1-en-1-yl)amino)hexyl)-5-(1,2-
dithiolan-3-yl)pentanamid (L7)

(R)-Liponsaure (100 mg, 458 umol) wurde in DMF (5 mL) gelost und die Losung mit einer
Losung von EDC-HCI (102 mg, 533 umol) und DMAP (5.59 mg, 45.8 umol) in DMF (10 mL) versetzt.
Verbindung 19 (188 mg, 533 umol) wurde entsprechend der allgemeinen Vorgehensweise zur
Abspaltung der Boc-Schutzgruppe entschitzt, der Riickstand in DMF (10 mL) aufgenommen und in die
Reaktionslosung gegeben. Das Reaktionsgemisch wurde bei 25 °C fiir 48 h geriihrt. Das Losungsmittel

wurde destillativ entfernt und der Riickstand mittels praparativer HPLC (Methode 2) aufgereinigt.

Ausbeute: 30.3 mg (68.7 umol, 15 %) gelbes Harz.

2 4 6 s 1 13 H H
1 8 N NN N 18 N \/20\
3 5 7 H 10 12 14 15 ;1 21
S—S T
o 0]

1H-NMR (400 MHz, DMF-d-, 25 °C): § =7.75 (s, 1 H, NH), 7.47 (s, 2 H, NH), 3.64 - 3.36 (m, 6 H, H9, H14,
H19), 3.27 - 3.20 (m, 1 H, H3), 3.17- 3.11 (m, 2 H, H1), 2.51— 2.43 (m, 1 H, H2), 2.16 (t, ¥/ = 7.2 Hz, 2 H,
H7), 1.92 - 1.86 (m, 1 H, H2), 1.77 - 1.57 (m, 6 H, H4, H5, H6), 1.48 - 1.35 (m, 8 H, H10, H11, H12, H13),
0.92 (t, %) =7.8 Hz, 3 H, H21) ppm.

13C.NMR (101 MHz, DMF-d5, 25 °C): & = 56.7 (C3), 45.6 (C19), 43.8 (C14), 40.4 (C9), 38.8 (C2), 38.5 (C13),
35.8 (C10), 35.5 (C7), 31.40 (C5), 26.5 (C12), 26.1 (C11), 25.7 (C6), 24.7 (C19), 10.6 (C20) ppm.

IR (ATR): ¥ = 3302 (w), 3160 (w), 2933 (m), 1636 (s), 1539 (s), 1341 (w), 709 (m) cm’%.
MALDI-TOF MS :m/z (%) = 442.2 (45) [M+H]*, 464.3 (100) [M+Na]*, 480.2 (61) [M+K]".
CHN-Analyse: CaiH3sN3s0sS; (M.W. 441.65)
Berechnet: C = 56.54 % H=7.82% N=944%  S=1421%
Gefunden: C=56.19 % H=804% N=936% S=14.29%

Schmelzpunkt:>220 °C
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54 Nanopartikelsynthesen und Durchfiihrung von Bindungsstudien

Fir alle Nanopartikelsynthesen sowie bei der Durchfiihrung von Bindungsstudien wurden
ausschlieBlich Losungsmittel in HPLC-Qualitat verwendet. Nanopartikelproben und Analytspezies
wurden mit einer Ultrafeinwaage abgewogen. Die Versuche wurden jeweils mindestens dreimal

wiederholt.

5.4.1 Citrat-stabilisierte Goldnanopartikel

5.4.1.1 Synthese von NPC!

Tetrachlorgoldsaure (44.8 mg, 132 umol) wurde in Wasser (250 mL) gel6st und die Losung
flir 15 min zum Sieden erhitzt. Trinatriumcitrat Dihydrat (484 mg, 1.65 mmol) wurde in Wasser (1 mL)
geldst, die Losung auf 100 °C erhitzt und schnell zu der siedenden Goldsdurelésung gegeben. Die

Reaktionsmischung wurde fir weitere 20 min refluxiert und dann auf 25 °C abgekdihilt.
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5.4.1.2 Synthese von NPC?

Trinatriumcitrat Dihydrat (484 mg, 1.65 mmol) wurde in Wasser (250 mL) gel6st und die
Losung fur 15 min zum Sieden erhitzt. Tetrachlorgoldsaure (44.8 mg, 132 umol) wurde in Wasser
(1 mL) geldst, die Losung auf 100 °C erhitzt und schnell zu der siedenden Citratlésung gegeben. Die

Reaktionsmischung wurde fur weitere 20 min refluxiert und anschliefend auf 25 °C abgekihlt.
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5.4.2 Triethylenglykol-stabilisierte Goldnanopartikel

5.4.2.1 Synthese von NP1 — Bestimmung der benétigten Menge an L1"¢

Die erhaltene Lésung von NPC? wurde in einen Dialyseschlauch tberfiihrt und fiir 24 h bei
25 °C gegen Wasser dialysiert. Drei Proben dieser Losung (jeweils 20 mL) wurden mit Stammlésungen
von L1™¢ unterschiedlicher Konzentration (0.01 M, 0.1 M, 1 M; jeweils 1.00 mL in MeOH) versetzt
(Tabelle 4). Die Reaktionslosungen wurden fiir 15 h bei 25 °C geriihrt. Das Losungsmittel wurde unter
vermindertem Druck entfernt, der Rickstand in Wasser (0.5 mL) aufgenommen und mittels
GroRenausschlusschromatographie [Sephadex®G10, H,O/MeOH = 1:1 (v/v)] vorgereinigt. Die
Nanopartikel wurden jeweils in Membranfilter Gberfihrt, zentrifugiert (3000 rpm, 12 °C) und mit
Wasser/Methanol (1:1 (v/v), 3 x 10 mL) gewaschen. Die Nanopartikel wurden schlieRlich gesammelt

und im Vakuum getrocknet.

Tabelle 4 Konzentrationen der Stammldsungen von L1 in Methanol und Ausbeuten der so erhaltenen Nanopartikel.

c(Stammldsung

Eintrag Probe L17) / mm n(L1) / umol Ausbeute / mg
1 NP1rec10 10 10 4.2
2 NPp1rac100 100 100 4.9
3 NP1 rac 1000 1000 1000 4.8

5.4.2.2 Untersuchungen von NP1 in gepuffertem Medium

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)ethansulfonsdure (119 mg, 500 umol) wurde in Wasser
(100 mL) gelést und der pH-Wert der Lésung mit gemorsertem NaOH auf 7.4 eingestellt. NP1
(3.92 mg) wurde im HEPES-Puffer (15.7 mL, 5.00 mM) aufgenommen, sodass um eine Konzentration

von 0.25 mg-mL? resultierte.
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5.4.3 Gemischt-funktionalisierte Goldnanopartikel

5.4.3.1 Synthese von NP2

Die erhaltene Lésung von NPC? wurde in einen Dialyseschlauch tberfiihrt und fiir 24 h bei
25 °C gegen Wasser dialysiert. Vier Proben der resultierenden Losung (jeweils 40 mL) wurden mit einer
wassrigen Losung von Zitronensdure (10 mL, 0.1 M) versetzt, sodass ein pH-Wert von 3 resultierte. Die
Ligandmischungen wurden hergestellt, indem Stammlésungen von L1% und L2 (0.1 M in Methanol)
gemischt und mit Zitronensdure (2 mL, 0.1 M) versetzt wurden. Die verwendeten Mengen der
Stammldsungen sind in Tabelle 5 aufgefiihrt. Die Mischungen der Stammlésungen wurden zu den
Goldnanopartikelldsungen gegeben und die Reaktionsgemische anschlieRend fiir 16 h bei 25 °C
gerihrt. Das Losungsmittel wurde destillativ entfernt und der Riickstand in einem mit wassriger HNOs-
Lésung (0.1 M) auf pH 3 eingestellten Gemisch von Wasser/Methanol 1:2 (v/v) (1 mL) aufgenommen.
Die Nanopartikel wurden gréoRenausschlusschromatographisch (Sephadex®G10) aufgereinigt, wobei
das mit HNOs angesauerte Gemisch von Wasser/Methanol 1:2 (v/v) als Eluens verwendet wurde. Die
Nanopartikel wurden anschlieBend in Membranfilter Gberfiihrt und durch Zentrifugation (3000 rpm,
12 °C) gewaschen. Der Vorgang wurde mehrfach wiederholt. Die Nanopartikel wurden eingesammelt
und das Losungsmittel destillativ entfernt. Die Verhdltnisse der Liganden auf den Oberfldchen der so

synthetisierten Nanopartikel wurden mittels *H-NMR Spektroskopie bestimmt.

Tabelle 5 Verwendete Mengen der Stammlésungen von L1R und L2 in Methanol (0.1 M) und resultierende
Ligandverhdltnisse in den Reaktionslésungen bzw. auf den Oberfldchen der erhaltenen Nanopartikel.

Verhiltnis Verhéltnis
Eintrag  V(L1%)/mL  V(L2)/mL L1*:12 L1%:12 Aus?:';te/
Reaktionslosung  Oberflache
1 1.80 0.20 90:10 93:7 6.5
2 1.60 0.40 80:20 93:7 7.1
3 1.20 0.80 60:40 n.d. n.d.
4 1.00 1.00 50:50 n.d. n.d.

159



Experimenteller Teil

5.4.3.2 Bildung der Zinkkomplexe

Die isolierten Nanopartikel NP2 (7.12 mg) wurden in D,O/MeOD 1:2 (v/v) (600 L)
aufgenommen. Die Konzentration von L2 in der Probe wurde ermittelt, indem angenommen wurde,
dass NP2 5.5 % organische Liganden enthalt (Kapitel 7.1). Daraus lasst sich ableiten, dass die Losung
von NP2 0.055x 7.12 mg=0.392 mg der Liganden L1® und L2 im Verhéltnis 93:7 enthilt. Die

Stoffmenge von L2 wurde mithilfe folgender Gleichung berechnet:

3.92-107%g

07 =1.90-1078
0.07 X 486.74 g -mol-1  0.93 x 351.53 g -mol1 0 0-10~*mol

n(L2) =

Basierend auf der Rechnung wurde eine Losung von Zinknitrat Hexahydrat (0.95 umol, 9.5 uL, 0.1 M)
in D,O/MeOD 1:2 (v/v) der Nanopartikelldsung zugegeben, die Probe kréftig geschiittelt und fir 30 min
stehen gelassen. Die Probe wurde im Vakuum getrocknet und anschlieRend in Wasser/Methanol 1:2
(v/v) (28.5 mL) aufgenommen, um eine Stammldsung von NP2%" mit der Gesamtkonzentration von

0.25 mg/mL zu erhalten.

5.4.3.3 Durchfiihrung visueller Bindungsstudien mit NP2%"

Es wurden Stammldsungen der Natriumsalze (10 mM) in Wasser vorbereitet. Als Salze
wurden NaNOs, NaCl, NaBr, Nal, Na;SO4, NaHCOs;, NaHAsO4, Na;HPO., NasP>0; und NasP301p
verwendet. Die NP2%" Lésung (0.25 mg/mL) wurde auf elf Vials aufgeteilt (jeweils 200 pL). Ein Vial
diente als Referenz, wahrend die anderen Proben jeweils mit einer der Salzlosungen versetzt wurden.
Im ersten Schritt wurden jeweils 2 uL der Salzldsungen zugegeben, wodurch in jeder Probe eine
Salzkonzentration von 99 pumol/L resultierte. Im weiteren Verlauf wurden schrittweise jeweils 2 x 2 uL
und schlieflich 4 pL der Salzlosungen zugegeben, um Konzentrationen von 196, 291 und 476 umol

einzustellen. Nach jeder Salzzugabe wurden die Vials nach 10 min fotografiert.
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5.4.3.4 Synthese von NP4

Die erhaltene Lésung von NPC? wurde in einen Dialyseschlauch tberfiihrt und fiir 24 h bei
25 °C gegen Wasser dialysiert. Zu der resultierenden Losung (80 mL) wurde so viel wdéssrige
Zitronensaure (10 mL, 0.1 M) zugegeben, bis ein pH-Wert von 3 resultierte. Es wurden Stammlésungen
von L1% und L5 (jeweils 0.1 M in Methanol) gemischt und mit Zitronensaure (2 mL, 0.1 M) versetzt. Die
verwendeten Volumina der Stammldsungen in verschiedenen Verhaltnissen sind in Tabelle 6
zusammengefasst. Diese Mischungen der Ligandldsung wurden jeweils zu der Goldnanopartikellésung
(jeweils 40 mL) gegeben und die resultierenden Reaktionsmischungen anschlieRend fir 16 h bei 25 °C
gerihrt. Das Losungsmittel wurde destillativ entfernt und der Riickstand in einem mit wassriger HNOs-
Losung (0.1 M) auf pH 3 eingestellten Gemisch von Wasser/Methanol 1:2 (v/v) (1 mL) aufgenommen.
Die Nanopartikel wurden gréoRenausschlusschromatographisch (Sephadex®G10) aufgereinigt, wobei
das gleiche Losungsmittelgemisch als Eluens verwendet wurde, in dem die Nanopartikel zuvor gelost
wurden. Die Nanopartikel wurden anschlieBend in Membranfilter Gberfiihrt und durch Zentrifugation
(3800 rpm, 10 °C) gewaschen. Der Vorgang wurde viermal wiederholt. Die Nanopartikel wurden
eingesammelt und das Losungsmittel destillativ entfernt. Die Verhaltnisse der Liganden auf den

Oberflachen der so synthetisierten Nanopartikel wurden mittels *H-NMR Spektroskopie bestimmt.

Tabelle 6 Verwendete Mengen der Stammlésungen von L1R und L5 in Methanol (0.1 M) und resultierende
Ligandverhdltnisse in den Reaktionslésungen bzw. auf den Oberflédchen der erhaltenen Nanopartikel.

Verhaltnis Verhaltnis
Eintrag V(LIR) /mL  V(L5)/mL L1*:L5 L1%:L5 AUSlr’:';te/
Reaktionslosung  Oberflache
1 1.80 0.20 90:10 79:21 7.02

2 1.90 0.10 95:5 - -
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5.4.3.5 Synthese von NP41%-Zn

Die isolierten Nanopartikel NP4 (7.02 mg) wurden in D,O/MeOD 1:2 (v/v) (600 L)
aufgenommen. Der Nanopartikelldsung wurde Zinknitrat Hexahydrat (8.90 umol, 89 uL, 0.1 M) in
D,0/MeOD 1:2 (v/v) zugegeben, die Probe kréftig geschittelt und fur 30 min stehen gelassen. Die
Probe wurde im Vakuum getrocknet und anschlieBend in Wasser/Methanol 1:2 (v/v) (28 mL)
aufgenommen, um eine Stammldsung von NP4*%%" mit der Gesamtkonzentration von 0.25 mg/mL zu

erhalten.

5.4.3.6 Durchfiihrung der Sichtstudien von NP4%?" mit anorganischen Salzen

Es wurden Stammldsungen folgender Salze in Wasser vorbereitet: NaNOs, NaCl, NaBr, Nal,
Na,S0s, NaHCOs, Na;HAsO., NaHPOs, NasP,0; und NasP3Oip (10 mM). Die NP4¥%" Ldsung
(0.25 mg/mL) wurde auf elf Vials aufgeteilt (jeweils 200 pL). Ein Vial diente als Referenz, wihrend die
anderen Proben jeweils mit einer der Salzlésungen versetzt wurden. Die erste Zugabe betrug 1 puL und
die Volumina der weiteren Zugaben 3, 4, 3, 4 und 10 puL, woraus jeweils Konzentrationen von 49.8,

196, 385, 521, 698 und 1111 pmol/L resultierten.

Flr Na;HAsO,4, Na;HPO,4, NasP,0; und NasP3010 wurde zusatzlich eine Messung durchgefiihrt, bei der
100 uM Stammldsungen der Salze verwendet wurden. Es wurden fiinf Proben der NP4%2" Lsung
(0.25 mg/mL) vorbereitet (jeweils 200 pL). Die erste Zugabe betrug 1 pL, wobei in 1 pL-Schritten bis zu
einem Gesamtvolumen der Analytlésung von jeweils 5 uL erhoht wurde. Es resultierten demnach

Konzentrationen von 950, 1396, 1839, 2277 und 2711 pumol/L.

Nach jeder Salzzugabe wurden alle Vials nach 5 min fotografiert.
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Tabelle 7 Eingesetzte Mengen der Analytlésungen und dazugehérige Endkonzentration in den Nanopartikelproben.

Eintrag (Analytclc'jsung) V (Analytlésung) /  Vees (Analytlsung) Cges (Analyt) / uM
/ mmol/L ut /L

1 - 0 0 0

2 10 1 1 50

3 10 3 4 196
4 10 4 8 385
5 10 3 11 521
6 10 4 15 698
7 10 10 25 1111
8 - 0 0 0

9 100 1 1 950
10 100 1 2 1396
11 100 1 3 1839
12 100 1 4 2277
13 100 1 5 2711

5.4.3.7 Durchfiihrung der UV-Vis-Bindungsstudien von NP4'%Z" mit anorganischen Salzen

Fiir jedes zu untersuchende Natriumsalz (Na;HAsO4, Na;HPQ,, NasP,07, NasP3010) wurden
drei Stamml6sungen mit Konzentrationen von 1 mmol/L, 10 mmol/L und 100 mmol/L in Wasser
angesetzt. Als Referenz fiir die Aufnahme der UV/Vis Spektren wurde H,O0/MeOH, 1:2 (v/v) verwendet.
Jede Messreihe pro Analyt wurde in einer einzigen Kiivette durchgefiihrt. Zunachst wurde das UV-Vis-
Spektrum der NP4¥-2"-| sung (0.25 mg/mL, 1 mL) zwischen 350 und 800 nm aufgenommen. Danach
wurde ein definiertes Volumen einer Analyt-Stamml6sung zugegeben, die Kiivette geschiittelt und das
Spektrum nach 5 min aufgenommen. Die exakten Mengen und die Zugabesequenz der Analyt-

Stammldsungen sind in Tabelle 8 zusammengefasst.
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Tabelle 8 Eingesetzte Mengen der Analytlésungen und dazugehérige Endkonzentration in den Nanopartikelproben.

c (Analytldsung) /  V (Analytlésung)  Vges (Analytldsung)

Eintrag mmol/L m /ul Cges (Analyt) / uM
1 - 0 0 0
2 1 1 1 1
3 1 4 5 5
4 1 5 10 10
5 10 1.5 11.5 25
6 10 2.5 14 49
7 10 25 16.5 74
8 10 2.5 19 98
9 100 1 20 196
10 100 1 21 294
11 100 1 22 391
12 100 1 23 489
13 100 5 28 973
14 100 9 37 1458
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5.4.3.8 Synthese von NP5

Die erhaltene Lésung von NPC? wurde in einen Dialyseschlauch tberfiihrt und fiir 24 h bei
25 °C gegen Wasser dialysiert. Die resultierende NPC?-Lésung (20 mL) wurde mit DMF (20 mL) versetzt.
Die Ligandmischung wurde hergestellt, indem Stammldsungen von L1% (0.9 mL, 0.1 M in DMF) und L6
(0.1 mL, 0.1 M in DMF) gemischt wurden. Die resultierende Mischung wurde zu der Nanopartikellésung
gegeben und die Reaktionsmischung wurde anschlieRend fiir 16 h bei 25 °C geriihrt wurde. Das
Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und in DMF (1 mL) aufgenommen. Die Nanopartikel wurden
groRenausschlusschromatographisch (Sephadex®LH20) aufgereinigt, wobei ein Gemisch von
Wasser/DMF, 1:1 (v/v) als Eluent verwendet wurde. Die Nanopartikel wurden eingesammelt und das

Losungsmittel im Vakuum entfernt.

Ausbeute: 5.95 mg

5.4.5.9 Synthese von NP6

Die erhaltene Lésung von NPC? wurde in einen Dialyseschlauch tberfiihrt und fiir 24 h bei
25 °C gegen Wasser dialysiert. Die resultierende NPC2-Lésung (20 mL) wurde mit MeOH (20 mL) und
einem Gemisch der Stammlésungen von L1F (990 L, 0.1 M in Methanol) und L4 (10 pL, 0.1 M in
Methanol) versetzt. Die Reaktionslésung wurde fir 16 h bei 25 °C gerihrt. Das Losungsmittel wurde
unter vermindertem Druck entfernt und der Rickstand in Wasser/Methanol 1:2 (v/v) (1 ml)
aufgenommen. Die Nanopartikel wurden groRenausschlusschromatographisch (Sephadex®LH20)
aufgereinigt, wobei ein Gemisch von Wasser/Methanol = 1:2 (v/v) als Eluent verwendet wurde. Die
Nanopartikel wurden eingesammelt , in Membranfilter Gberfihrt und zentrifugiert (3000 rpm, 10 °C).
Die Probe wurde im Membranfilter mit Wasser/Methanol = 1:1 (v/v) gewaschen (4 x 10 mL) und das

Losungsmittel destillativ entfernt.

Ausbeute: 3.2 mg
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5.4.5.10 Synthese der Nanopartikel NP7, NP8 und NP9

Die Nanopartikel NP7, NP8 und NP9 wurden ausgehend von NP6 durch Umsetzung mit einem
Amin unter Kupplungsbedingungen erhalten. Bei NP7 wurde als Amin Benzylamin verwendet und bei
NP8 und NP9 die den Verbindungen 16 bzw. 17 zugrundeliegenden Amine. Diese wurden aus 16 und
17 durch Boc-Entschiitzung nach der allgemeinen Vorgehensweise in Abschnitt 5.2.1 erhalten. Das
jeweilige Amin bzw. Ammoniumion (5 umol) wurde in DMF (100 pL) aufgenommen und der pH-Wert
mit 0.1 M NaOH-LAsung auf 8 eingestellt. NP6 wurde in Wasser/DMF (500 L, 1:1, (v/v)) aufgenommen
mit einer Losung von sulfo-NHS (3.26 mg, 15.0 umol) und EDC-HCI (2.88 mg, 15.0 umol) in Wasser
(jeweils 200 pL) versetzt. AnschlieBend wurde die Losung des Amins zugegeben, der pH-Wert der
Reaktionslosung mit 0.1 M NaOH-L6sung auf 8 eingestellt und die resultierende Mischung bei 25 °C fir
16 h geriihrt. Das Reaktionsgemisch wurde gréoRenausschlusschromatographisch (Sephadex®LH-20)
aufgereinigt, wobei fir NP7 und NP9 H,O/MeOH, 1:2 (v/v) als Eluens verwendet wurde und fiir NP8
DMF. Die so erhaltene Nanopartikelldsung wurde abschlieRend unter vermindertem Druck zur Trockne

eingeengt (Tabelle 9).

Tabelle 9 Detaillierte Angaben zu eingesetzten Massen der Amine, dem jeweils zur Aufreinigung verwendeten
Lésungsmittelgemisch und den isolierten Ausbeuten.

Losungsmittel

Eintrag Nanopartikel Amin m (/-r\nmln)/ far Ausbeute / mg
& Aufreinigung
. H.0/MeOH
1 NP7 Benzylamin 0.5 1:2 (V) 3.5
2 NP8 16 1.8 DMF 2.8
H,0/MeOH
3 NP9 17 2,0 1:2 (v/) 4.7

166



Experimenteller Teil

5.4.5.11 Durchfiihrung der visuellen Bindungsstudie von NP8 mit anorganischen Salzen

Es wurden Stammldsungen der Natriumsalze (100 mM) in Wasser vorbereitet. Als Salze
wurden NaNOs, NaCl, NaBr, Nal, Na;SO4, NaHCOs;, Na;HAsO4, Na;HPO., NasP>0; und NasP301o
verwendet. NP8 (2.81 mg) wurde in DMSO (11.2 mL) aufgenommen um eine Konzentration von
0.25 mg/mL zu erhalten. Diese Losung wurde auf elf Vials aufgeteilt (jeweils 200 pL). Ein Vial diente als

Referenz, wahrend jedes andere Vial fiir die Zugabe einer Salzlésung (10 pL) diente.

5.4.5.12 Durchfiihrung visueller Bindungsstudien von NP41%-Z" mit Nukleotiden

Eine Lésung von NP4 in Wasser/Methanol, 2:1 (v/v) mit einer Konzentration von
0.25 mg/mL wurde hergestellt. AuBRerdem wurden Stammldsungen der Analyte in Wasser (1 mM)
angesetzt, wobei als Analyte Adenosin-5'-triphosphat Dinatriumsalz Hydrat (ATP), Adenosin-5'-
diphosphat Dinatriumsalz Hydrat (ADP), Adenosin-5'-monophosphat Dinatriumsalz Hydrat (AMP),
cyclisches Adenosin-3',5'-monophosphat Natriumsalz Hydrat (cAMP), Adenin, Adenosin, Guanosin-5'-
monophosphat Dinatriumsalz Hydrat (GMP), Guanosin-5'-triphosphat Dinatriumsalz Hydrat (GTP),
D-Ribose-5-phosphat Dinatriumsalz Hydrat, Na,HPO,4, NasP,0O; (PPi) und NasPs;Oio (TP) verwendet
wurden. Die Nanopartikel Losung wurde auf 14 Vials (jeweils 200 uL) aufgeteilt. Ein Vial diente als
Referenz, wahrend zu jedem anderen Vial eine Analytlosung gegeben wurde. Die Volumina der
einzelnen Zugaben sind Tabelle 10 zu entnehmen. Alle Vials wurden 5 min nach jeder Zugabe

fotografiert.
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Tabelle 10 Sequenz der Zugabe der Analytlésungen und jeweils resultierende Analytkonzentration.

Eintrag (Analytclc'jsung) V (Analytlésung) /  Vees (Analytlsung) Cges (Analyt) / uM
/ mmol/L ut /L
1 - 0 0 0
2 1 1 1 5
3 1 4 5 24
4 1 5 10 48
5 1 5 15 70
6 1 5 20 91
7 1 5 25 111

5.4.5.13 Durchfiihrung der UV-Vis-Bindungsstudien von NP4?" mit Nukleotiden

Fiir jedes zu untersuchende Natriumsalz (ATP, GTP) wurden drei Stammldsungen mit
Konzentrationen von 1 mmol/L, 10 mmol/L und 100 mmol/L in Wasser angesetzt. Als Referenz wurde
H.O/MeOH, 1:2 (v/v) verwendet. Die Messreihe pro Analyt wurde jeweils in einer Kivette
durchgefiihrt. Wahrend der ersten Messung wurde das UV-Vis-Spektrum der NP4?"-Stammlésung
(0.25 mg/mL, 1 mL) zwischen 350 und 800 nm gemessen. In den darauffolgenden Messungen wurde
ein definiertes Volumen einer Analyt-Stammldsung zugegeben, die Kilivette geschittelt und das
Spektrum nach 5 min aufgenommen. Die exakten Mengen und die Zugabesequenz der Analyt-

Stammldsungen sind in Tabelle 11 zusammengefasst.
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Tabelle 11 Eingesetzte Mengen der Analytlésungen und dazugehérige Endkonzentration innerhalb der Nanopartikelprobe.

c (Analytldsung) /  V (Analytlésung)  Vges (Analytldsung)

Eintrag mmol/L m /ul Cges (Analyt) / uM
1 - 0 0 0
2 1 1 1 1
3 1 4 5 5
4 1 5 10 10
5 10 1.5 11.5 25
6 10 2.5 14 49
7 10 25 16.5 74
8 10 2.5 19 98
9 100 1 20 196
10 100 1 21 294
11 100 1 22 391
12 100 1 23 489
13 100 5 28 973
14 100 9 37 1458
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5.4.5.14 Durchfiihrung visueller Bindungsstudien von NP32Z" mit DNA-Derivaten

Zur Synthese von NP3%%" wurde eine frisch synthetisierte Nanopartikelprobe von NP3?
(6.23 mg) in Wasser/Methanol, 1:2 (v/v) (12 mL) geldst. Die Nanopartikelldsung von NP38 (1 mL) wurde
mit Wasser/Methanol, 1:2 (v/v) (999 uL) und mit Zn(NOs),-Lésung in Wasser/Methanol 1:2 (v/v)

(10 mM, 1 pL) versetzt und somit die Extinktion auf 1.5 bei 525 nm eingestellt.

Als Analytsubstanzen wurden wassrige Losungen von Einzelstrang-DNA (5 uM), Doppelstrang-DNA
(5 uMm), Plasmid-DNA (51.0 pg/uL) und genomischer DNA (26.4 pg/uL) eingesetzt. Es wurden zehn Vials
vorbereitet, wobei in finf Vials die Losung von NP32 (200 uL) gegeben wurde. Die verbleibenden fiinf
Vials wurden mit NP3%%" (200 pL) befillt. Fiir jede Nanopartikelsorte wurde ein Vial als Referenz
genutzt. Die restlichen Vials wurden schrittweise mit den Analyt-Losungen versetzt, wobei zunachst
1 uL der DNA Lésungen zugegeben wurde und die Zugabemenge dann in 1 pL Schritten erhoht wurde,
bis ein Gesamtvolumen von 5 L erreicht war. Die jeweiligen Konzentrationen der Analyte betrugen
entsprechend 25 nM nach der ersten Zugabe und stiegen (iber 50 nM, 74 nM, 98 nM bis zu 122 nM

nach der letzten Zugabe an.
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5.4.5.15 Durchfiihrung der visuellen Bindungsstudie mit verdorbenen Fleischproben

Frisches Rinderhackfleisch (50 g) wurde mit Wasser (300 mL) versetzt und fiir 15 min bei
25 °C gerihrt (1000 rpm). Grobe Bestandteile wurden abfiltriert (F1). Ein Teil von F1 (5 mL) wurde
durch Membranfilter (3800 rpm, 10 °C) von makromolekularen Bestandteilen befreit (F2). Die
Fleischprobe (F1) wurde fir 48 h bei 25 °C verschlossen gelagert (F3). Ein Teil der Lésung (5 mL) wurde
durch Membranfilter (3800 rpm, 10 °C) aufgereinigt (F4).

Von NP1% und NP3%*?%" wurden Lésungen in Wasser/Methanol 1:2 (v/v) so hergestellt, dass die
Konzentrationen 0.25 mg/mL betrugen. Fir jeden Nanopartikel wurden sechs Vials vorbereitet, die
jeweils 200 pL der entsprechenden Nanopartikelldsung enthielten. Ein Vial diente jeweils als Referenz.
Zu den fur jeden Nanopartikel verbleibenden vier Vials wurden die Losungen F1, F2, F3 und F4 (je

10 pL) gegeben. Nach 30 min wurden alle Vials fotografiert.

5.4.5.16 Auflosung von Nanopartikelaggregaten durch Natriumpyrophosphat

Drei Lésungen von NP3242" (200 pL, 0.25 mg/mL) in Wasser/Methanol 1:2 (v/v) wurden mit
wassrigen Losungen von F4 (10 ulL), ATP (12 pL, 10 mM) und Na;HPO,4 (6 L, 100 mM) versetzt. Zu jeder

Probe wurde danach eine wassrige NasP,07-Losung (100 mM, 12 uL) zugegeben.
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Ligand syntheses

General details. Solvents were dried according to standard procedures prior to use, if necessary.
Starting materials and reagents were commercially available and were used without further
purification. Analyses were carried out as follows: ATR-IR, Perkin Elmer Spectrum 100 FT-IR-
Spectrometer with Universal ATR Sampling Accessory Unit; Centrifuge, Eppendorf Centrifuge 5702
R; Centrifugal Concentrators, Vivaspin® 15R (MWCO 5000 Da) Sartorius; elemental analysis,
Elementar vario Micro cube; ESI-MS, Bruker Esquire 3000 Plus and Esquire 6000; NMR, Bruker
AVANCE™ TII 400 and 600 (peak assignments were confirmed by using H,H-COSY, HSQC and
HMQC spectra, 'H and '*C NMR spectra were referenced to the residual solvent signals (CDCls: 5
=7.26 ppm, & = 77.2 ppm; DMSO-de: § = 2.50 ppm, 6 = 39.52 ppm, MeOD-ds: 8 = 3.31 ppm,
8¢ = 49.00 ppm); UV-vis spectroscopy, Varian Cary 100; MALDI-TOF-MS, Bruker Ultraflex
TOF/TOF; melting points, Miiller SPM-X 300; precision balance, Kern ABT 100-5M; preparative
chromatography, silica gel 60 A (0.06-0.20 mm) Acros Organics; preparative HPLC, Dionex
UltiMate 3000; column, ThermoFisher BetaBasic-18, 250 x 212 mm, 5 pm particle size;

I: eluent, water/acetonitrile for rac-1 and R-1 and 0.1 vol %

temperature, 25 °C; flow, 12 mL min~
TFA in water/acetonitrile for 2 with the following gradient: 0—5 min, 10% acetonitrile; 5-31 min,
linear increase of 90% acetonitrile, 31-40 min, 90% acetonitrile, 40-41 min, linear decrease to 10%
organic; 41-42 min, 10% acetonitrile; size exclusion chromatography, Sephadex® LH-20 and G-10
GE Healthcare; reversed-phase chromatography, RP-8 POLYGOPREP® 60-50 C8 (40-63 pm)
Macherey Nagel; TEM, JEOL JEM-2100 LaB6 Transmission Electron Microscope equipped with a
Gatan Orius SC1000 CCD camera; UV-vis, Varian Cary 100.

The following abbreviations are used: AuNP, gold nanoparticle; TBTU, O-(1H-benzotriazol-1-yl)-
N,N,N',N'-tetramethyluronium tetrafluoroborate; EDC, N-ethyl-N'-(3-dimethylaminopropyl)carbo-

diimide hydrochloride.

2-(2-(2-Methoxyethoxy)ethoxy)ethyl 4-methylbenzenesulfonate.'

10 9 o
5 & TsCl, NaOH
HO/\/ \/\O/\/ ~ R 2 4 3
THF, cSﬁ\o/\/o\/\@/\/o\ "
0°C, 60 min — & ® 2
25 °C, 80 min

94%
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Triethylene glycol monomethylether (8.21 g, 50.0 mmol) was dissolved in THF (15 mL) and the
resulting solution cooled to 0 °C. A solution of NaOH (3.86 g, 96.5 mmol) in water (16 mL) was
added dropwise under stirring followed by a solution of 4-toluenesulfonyl chloride (12.4 g,
65.0 mmol) in THF (18 mL). The reaction mixture was stirred for 60 min at 0 °C and further 80 min
at 25 °C. Afterwards, the solution was diluted with diethyl ether (125 mL) and 1 mol/L. NaOH
(40 mL) and the aqueous phase was separated. The organic phase was washed with water (2 x 50 mL)
dried over MgSOs and concentrated in vacuo. Yield: 15.0 g (47.1 mmol, 94%) colourless oil; 'H
NMR (400 MHz, 25 °C, CDCl3): § = 7.78 (m, 2H, H®), 7.33 (m, 2H, H%), 4.15 (t, 2H, >/ = 4.0 Hz,
H), 3.67 (t, 2H, 3J = 4.0 Hz, H%), 3.51-3.61 (m, 8H, H>, H°, H*, H’), 3.36 (s, 3H, H'"), 2.44 (s, 3H,

H'0) ppm.

1-Azido-2-(2-(2-methoxyethoxy)ethoxy)ethane.'

\@\ & NaNj 7 - 4 3 o

& o o ———————— - ORI NG N

g OIS UN acetonelH,0, 5:1 (vAY), 6 5 2
reflux, 20 h

95%

2-(2-(2-Methoxyethoxy)ethoxy)ethyl 4-toluenesulfonate (7.96 g, 25.0 mmol) and sodium azide
(2.44 g, 37.5 mmol) were dissolved in acetone (30 mL) and water (6 mL). The mixture was heated to
reflux for 20 h. Afterwards, the acetone was removed in vacuo and the remaining solution was diluted
with water (20 mL). The reaction mixture was extracted with diethyl ether (4 x 20 mL), the combined
organic phases were dried over MgSQs, and concentrated in vacuo. Yield: 4.51 g (23.8 mmol, 95%)
colourless oil; 'TH NMR (400 MHz, 25 °C, CDCls): § = 3.64-3.68 (m, 8H, H?, H?, H* H%), 3.53-3.57
(m, 2H, H®), 3.37-3.39 (m, 5H, H', H") ppm.

2-(2-(2-Methoxyethoxy)ethoxy)ethanamine hydrochloride.

o o H,, Pd/C (10%) 7 o 4 3 o
N3/\/ N0 0N . HCI>HZN/\/ o 0N g
1 M HCI, methanol, 6 5 2
25°C, 8d
86%

1-Azido-2-(2-(2-methoxyethoxy)ethoxy)ethane (5.67 g, 30.0 mmol) was dissolved in methanol
(100 mL). A suspension of Pd/C (570 mg, 10 wt %) in water (5 mL) and 1 mol/L aqueous HCI

(33.0 mL, 33.0 mmol) were added. The reaction mixture was stirred for 8 d at 25 °C under an
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atmosphere of hydrogen. Afterwards, the catalyst was removed by filtering the reaction mixture
filtered through celite and the filtrate was evaporated to dryness. Yield: 5.17 g (25.9 mmol, 86%) pale
yellow oil; 'H NMR (400 MHz, 25 °C, CDCl3): § = 6.31 (s, 2H, NH), 3.77 (t, 2H, J = 4.0 Hz, H?),
3.61-3.68 (m, 6H, H3, H*, H%), 3.35-3.39 (m, 5H, H!, H®), 3.05-3.15 (m, 2H, H”) ppm.

Ligand 1
0
MOH TBTU, DIPEA B o e 07 4 3
S-S + e ——— il N/\/O\/\o/\/o\
o o DMF, S—SQ 10 8 H 6 5 2 1
HOBH,NT NN ™S 25°C, 6d rac-1/R-A
rac-1: 51%
R-1: 44%

Lipoic acid (4.13 g, 20.0 mmol) (rac-lipoic acid for the synthesis of rac-1 or (R)-lipoic acid for the
synthesis of R-1) and 1-amino-2-(2-(2-methoxyethoxy)ethoxy)ethane hydrochloride (5.17 g,
25.9 mmol) were dissolved in DMF (50 mL). TBTU (8.31 g, 25.9 mmol) and DIPEA (13.2 mL,
77.7 mmol) were added, and the reaction mixture was stirred for 6 d at 25 °C. Afterwards, the solvent
was removed in vacuo and the residue was purified chromatographically over silica (ethyl
acetate/petroleum ether 2:1 (v/v) — acetone). The thus obtained crude product was further purified
by preparative HPLC. The pure fractions were collected and evaporated to dryness.

Ligand rac-1. Yield: 3.59 g (10.2 mmol, 51%) pale yellow oil; specific rotation, [a]p®® =0 (¢ = 1,
methanol), 'H NMR (400 MHz; CDCl3): § 6.40 (s, 1H, NH), 3.67-3.61 (m, 11H, H2, H’, H*, H°, H°,
H'"),3.47-3.43 (m, 2H, H"), 3.38 (s, 3H, H"), 3.20-3.07 (m, 2H, H'%), 2.49-2.41 (m, 1H, H"®), 2.22 (,
3J=17.5Hz, 2H, H¥), 1.94-1.86 (m, 1H, H'®), 1.74-1.59 (m, 4H, H?, H'!), 1.52-1.39 (m, 2H, H'®) ppm;
3C NMR (101 MHz, 25 °C, CDCl3): § = 173.8 (CO), 72.0 (C?), 72.6 + 70.5 + 70.3 + 69.8 (C* + C*
+ 3+ C%), 59.1 (C), 56.5 (C7), 40.4 (C'?), 39.5 (C'), 38.6 (C3), 36.3 (CP), 34.7 (C'"), 29.0 (C%),
25.6 (C'%) ppm; MS (MALDI-TOF) m/z (%): 352.1 [M+H]" (100%), 374.1 [M+Na]* (50%), 390.1
[M+K]* (27%); IR (ATR): 3308 (W), 2922 (m), 2863 (m), 1645 (s), 1095 (s), 848 (W) cm™'; elemental
analysis (%) calcd for CisH29NO4S2-0.5H,0: C, 49.97%, H, 8.39%, N, 3.88%, S, 17.79%, found: C,
49.98%, H, 8.35%, N, 3.92%, S, 17.55 %.

Ligand R-1: Yield: 3.11 g (8.84 mmol, 44%) pale yellow oil; specific rotation, [a]p>® = 57.2 (¢ = 1,
methanol), 'H NMR (400 MHz; CDCls): § 6.30 (s, 1H, NH), 3.64-3.52 (m, 1 1H, H2, H’, H*, H>, H°,
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H'?), 3.46-3.39 (m, 2H, H7), 3.36 (s, 3H, H"), 3.19-3.06 (m, 2H, H'#), 2.49-2.39 (m, 1H, H"3), 2.17 (¢,
3J=17.5Hz, 2H, H¥), 1.94-1.83 (m, 1H, H'®), 1.74-1.57 (m, 4H, H?, H'!), 1.52-1.37 (m, 2H, H'®) ppm;
I3C NMR (101 MHz, 25 °C, CDCl): § = 173.0 (CO), 72.0 (C?), 70.6 + 70.5 + 70.2 + 70.0 (C* + C*
+C5 + €%, 59.1 (CY), 56.5 (C7), 40.3 (C'?), 39.2 (C'), 38.5 (C1), 36.4 (CP), 34.7 (C'Y), 29.0 (C?),
25.5(C"") ppm; MS (MALDI-TOF) m/z (%): 352.3 [M+H]' (100%), 374.3 [M+Na]' (7%); IR (ATR):
3311 (w), 2923 (m), 2863 (m), 1646 (s), 1095 (s), 850 (w) cm™'; elemental analysis (%) calcd for
C15H20N 048>+ 0.5H:0: C, 49.35%, H, 8.42%, N, 3.84%, S, 17.57%, found: C, 49.24%, H, 8.09%, N,
3.68%, S, 17.39 %.

Bis(2-pyridylmethyl)amine.’

NaBH4 methanol

Qo+ Qw2 3 0)
CHO 49°/

To a solution of 2-(aminomethyl)pyridine (5.40 g, 5.50 mL, 50.0 mmol) in methanol (15 mL) was
slowly added a solution of pyridine-2-carboxaldehyde (5.35 g, 4.75 mL, 50.0 mmol) in methanol
(15 mL). The yellow reaction mixture was stirred for 1 h at room temperature. Afterwards, NaBH4
(1.89 g, 50.0 mmol) was added in portions at 0 °C. Once the addition was completed, the solution
was stirred for 20 h at ambient temperature. The reaction mixture was poured onto ice (50 g) and the
mixture was adjusted to a pH of 4 with HCI conc. The solvent mixture was evaporated and the crude
product dissolved in H2O (25 mL). The solution was washed with dichloromethane (6 x 30 mL). The
aqueous layer was treated with saturated aqueous NaxCOs to adjust the pH to 10, extracted with
dichloromethane (3 x 40 mL), and dried over magnesium sulfate. The solvent was removed in vacuo
to obtain a yellow oil. Yield: 4.87 g (24.4 mmol, 49%); '"H NMR (400 MHz, CDCl5): § = 8.50 (d, 2H,
3J=4.8 Hz, HY), 7.57 (td, 2H, 3J = 7.7 Hz, *7 = 1.6 Hz, H®), 7.30 (d, 2H, 3J = 7.8 Hz, H%), 7.09 (dd,
2H, 3] = 7.3 Hz, 3] = 5.1 Hz, H?), 3.92 (s, 4H, H®), 2.70 (s, 1H, NH) ppm; 3C NMR (101 MHz,
CDCl5): § = 159.7 (C?), 149.3 (CY), 136.4 (C), 122.3 (C*), 121.9 (C?), 54.8 (C°) ppm; MALDI-TOF
MS m/z (%): 199.8 (100) [M+H]".
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2-(12-Bromododecyl)isoindoline-1,3-dione.’
o

@Qﬁw

0 (o]
7

2
DMF, 25 °C, 18 h 1 344 5 9 1 13 15
B’M\B' —— ©f<‘<'\l/\/\/\/\/\/\/l3r
0

1 67% 6 8 10 12 14 16
0
[e]

To a suspension of potassium phthalimide (3.94 g, 21.3 mmol) in dimethylformamide (40 mL) was
added a solution of 1,12-dibromododecane (13.9 g, 42.5 mmol) in dimethylformamide (40 mL). The
reaction mixture was stirred for 18 h at ambient temperature. The solid was removed by filtration and
the solvent evaporated. The crude product was purified by column chromatography (SiO2, hexane —
ethyl acetate/hexane 1:4 (v/v)) to afford the product as colorless solid. Yield: 5.61 g (14.2 mmol,
67%); '"H NMR (400 MHz, CDCl3): § = 7.84 (m, 2H, H?), 7.70 (m, 2H, H'), 3.67 (t, 2H, 3/ = 7.3 Hz,
H), 3.40 (t, 2H, 3J = 6.9 Hz, H'C), 1.84 (quin, 2H, 3/ = 7.1 Hz, H®), 1.66 (quin, 2H, °J = 7.2 Hz, H"),
1.40 (quin, 2H, *J=7.2 Hz, H"), 1.32-1.25 (m, 14H, H’-H'¥) ppm; '3*C NMR (101 MHz, CDCls): § =
168.6 (C*), 134.0 (Ch, 132.3 (C?), 123.3 (C?), 38.2 (C°), 34.2 (C'9), 33.0, 29.62, 29.60, 29.57, 29.53,
29.3,28.9, 28.3, 27.0 (C*-C"%) ppm; elemental analysis (%) calcd for C20H2sNO> (M.W. 394.35): C
60.91, H7.16, N 3.55; found C 60.94, H 7.16, N 3.49.

2-(12-(Bis(pyridin-2-ylmethyl)amino)dodecyl)isoindoline-1,3-dione.

X 4

| 4 | 2
N/ N \N 19 2 | 21
18
o} K,CO3, Kl, acetone 2 o] 7N 2
reflux, 14 h 1 3 N4 5 7 g M 13 15 N
NM\Br - N/\/\/W\/\/ .
10 50% 6 8 10 12 14 16 B
(0] o) o

Bis(2-pyridylmethyl)amine (2.79 g, 14.0 mmol) and 2-(12-bromododecyl)isoindolin-1,3-dione
(5.53 g, 14.0 mmol) were each dissolved in acetone (30 mL). These solutions were added to a
suspension of potassium carbonate (5.80 g, 42.0 mmol) and potassium iodide (230 mg, 1.40 mmol)
in acetone (30 mL). The reaction mixture was refluxed for 14 h. Afterwards, the solid was separated
by filtration and the filtrate was evaporated. The resulting orange oil was purified by column
chromatography (SiO2, acetone) and then subjected to preparative HPLC. Yield: 3.61 g (7.04 mmol,
50%); 'H NMR (400 MHz, CDCls): & = 8.69 (d, 2H, 3J = 5.0 Hz, H??), 7.95 (td, 2H, 37 = 7.8 Hz, *J
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= 1.4 Hz, H?'), 7.82-7.80 (m, 2H, H?), 7.71-7.67 (m, 4H, H1, H'®), 7.49-7.46 (m, 2H, H?"), 4.49 (s,
4H, HY), 3.64 (t, 2H, 3J = 7.3 Hz, HY), 3.04 (t, 2H, 3J = 8.0 Hz, H'%), 1.73-1.60 (m, 4H, H¢, HY),
1.29-1.18 (m, 16H, H”-H'*) ppm; '*C NMR (101 MHz, CDCl5): § = 168.6 (C*), 161.2 (TFA), 151.3
(C'8), 147.3 (C?), 140.5 (C*), 134.0 (C?), 132.2(C"), 125.7 (C'), 124.8 (C?), 123.2 (C?), 56.9 (C'7),
54.7 (C'%), 38.2 (C%), 29.50, 29.48, 29.44, 29.32, 29.21, 29.03, 28.66, 26.9, 26.6, 25.0 (C°-C'%).ppm;
MALDI-TOF MS m/z (%): 513 (100) [M+H]"; elemental analysis (%) calcd for C3HiN4O2-1.5
H0-1.5 CF3COOH (M.W. 710.75): C 59.19, H 6.31, N 7.88 found C 59.22, H6.11, N 7.83.

N'N'-Bis(pyridin-2-ylmethyl)dodecane-1,12-diamine.

15/
/ NoH4H,0, ethanol 13 AR~ 18
/‘M“ __#meeh 1357911NN
N NN NN
6% NS YT % % % v N
N
l/

2-(12-(Bis(pyridin-2-ylmethyl)amino)dodecyl)isoindoline-1,3-dione (3.44 g, 6.71 mmol) was
dissolved in ethanol (100 mL). This solution was added dropwise to a solution of hydrazine
monohydrate (3.36 g, 3.00 mL, 67.1 mmol) in ethanol (100 mL). The reaction mixture was stirred for
16 h at ambient temperature. Afterwards, the suspension was filtered and the solvent was evaporated.
The crude product was dissolved in dichloromethane (50 mL) and washed with 1 mol/L aqueous
NaOH (1 x 50 mL) and water (1 x 50 mL). The organic layer was dried over MgSQOj4 and the solvent
was evaporated. Yield: 1.44 g (3.76 mmol, 56%) yellow oil; 'TH NMR (400 MHz, DMSO-de): § =
8.45 (m, 2H, H'®), 7.75 (td, 2H, 3J = 7.7 Hz, *7 = 1.7 Hz, H'®), 7.50 (d, 2H, 3J = 7.8 Hz, H"), 7.23
(dd, 2H, *J = 6.7 Hz, 37 = 5.1 Hz, H'"), 3.70 (s, 4H, H"3), 2.48-2.46 (m, 2H, H'), 2.41 (t, 2H, 3/ = 7.1
Hz, H'?), 1.47-1.40 (m, 2H, H?), 1.31-1.27 (m, 2H, H'"), 1.20-1.16 (m, 16H, H3-H'®) ppm; '*C NMR
(101 MHz, DMSO-de): 5 = 159.7 (C'%), 148.7 (C'®), 136.5 (C'®), 122.6 (C"), 122.1 (C'7), 59.9 (C*),
53.5 (C'), 41.8 (C'?), 33.4 (C?),29.2, 29.1, 29.0, 29.0, 28.8, 26.6, 26.5, 26.5 (C*-C'") ppm; MALDI-
TOF MS m/z (%): 245 (9) [C1sHisNO2+H]", 292 (75) [Ci7H23N3+Na]*, 383 (100) [M+H]", 405 (61)
[M-+Na]*; elemental analysis (%) calcd for C24H3sN4-0.5 HoO (M.W. 391.60): C 73.61, H 10.04, N
14.31 found C 73.81, H 9.96, N 14.20.

S7

189



Anhang

Ligand 2.

COOH
(\(\/\/ 24
I N S*S 23 = |25
N EDGHCI, DMAP, o 7% Sy 2
CH,Cl, 25°C, 16 h PR 9 1 13 1 19
HN RN - 1 A

3 8 N/\/\/\/\/\/\/N
10 N 52% 1 5§ 7 H 10 12 14 16 18 20 N
z ] '5-S X
S 2 P

Lipoic acid (521 mg, 2.53 mmol) was dissolved in dichloromethane (10 mL). This solution was added
dropwise to a solution of EDC-HCI (533 mg, 2.78 mmol) and 4-dimethylaminopyridine (30.9 mg,
0.25 mmol) in dichloromethane (15 mL). A solution of N',N'-bis(pyridin-2-ylmethyl)dodecane-1,12-
diamine (1.06 g, 2.78 mmol) in dichloromethane (10 mL) was added dropwise. The reaction mixture
was stirred for 16 h at ambient temperature. Afterwards, water (50 mL) was added and the mixture
was stirred for 5 min. The layers were separated and the procedure was repeated once more. The
solvent was removed and the crude product was purified by reversed-phase column chromatography
(RP-8, gradient 0.1 vol % aqueous trifluoroacetic acid/acetonitrile, 9:1 — 4:1 — 1:1 (v/v)). The
solvent was removed and the residue subjected to preparative HPLC. The solvent was removed, the
yellow oil was dissolved in dichloromethane (50 mL) and washed with saturated aqueous NaHCO3
(3 x 50 mL). The organic layer was dried over MgSO4 and the solvent was evaporated to dryness.
Yield: 781 mg, (1.32 mmol, 52%) yellow oil; '"H NMR (400 MHz, CDCl:3): 6 = 8.45 (d, 2H, >/ =4.9
Hz, H%%), 7.60 (td, 2H, 3J = 7.6 Hz, *J = 1.8 Hz, H**), 7.50 (ddd, 2H, 3/ =7.2 Hz, 3/ =4.9 Hz,*J= 0.9
Hz, H?), 7.15-7.12 (m, 2H, H®), 5.80 (t, 1H, 3J = 5.1 Hz, NH), 3.75 (s, 4H, H?"), 3.54-3.47 (m, 1H,
H3),3.17 (q, 2H, 3J = 6.7 Hz, H%), 3.14-3.01 (m, 2H, H'), 2.47 (t, 2H, *J = 7.4 Hz, H*), 2.43-2.35 (m,
IH, H?), 2.11 (t, 2H, 3/ = 7.3 Hz, H"), 1.88-1.80 (m, 1H, H?), 1.70-1.53 (m, 4H, H*, H°), 1.49-1.35
(m, 6H, H'", H'!, H'%), 1.21-1.16 (m, 16H, H>, H'>-H'®) ppm; '>*C NMR (101 MHz, CDCl3): 6 = 172.7
(C?), 160.2 (C?2), 148.9 (C*), 136.4 (C**), 122.8 (C¥), 121.9 (C?), 60.5 (C*"), 56.5 (C*), 54.5 (C),
40.3 (C?), 39.6 (C?), 36.5 (C"), 34.7 (C7), 29.7, 29.5, 29.4, 29.3, 27.3, 27.0, 26.9, 25.5 (C*-C®, C'0-
C'"") ppm; MALDI-TOF MS m/z (%): 571.2 (100) [M+H']; elemental analysis (%) calcd for
C32H50N408S2-0.8 HO (M.W. 585.31): C 65.67, H 8.89, N 9.57, S 10.96; found C 65.88, H8.71, N
9.77, S 10.39.
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NMR and mass spectra of rac-1
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MALDI-TOF MS (positive mode)

o
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250 500 750 1000
m/z
m/z caled.  m/z exp.
[M+H]* CisH9NO4S, + H* 3522 352.1
[M+Na]* Ci5sH20NO4S; + Na* 374.1 374.1
[M+K]* C15H20NO4S: + KF 390.1 374.1
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NMR and mass spectra of R-1

'"H NMR (400 MHz, CDCls)
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3C NMR (101 MHz, CDCl3)
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MALDI-TOF MS (positive mode)

352.2

---------
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[M+Na]"

Ci5sH20NO4S; + HY
C15H20NO4S2 + Na*
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MALDI-TOF MS (positive mode)

571.2
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m/z

m/z caled.  m/z exp.

[M+H]* C3HsoN40S2 + H* 571.4 571.2
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Nanoparticle synthesis and characterization

Analytical methods

'"H NMR spectroscopy. The 'H NMR spectroscopic measurements were performed on a Bruker
Avance™ 11 400 spectrometer at 400 MHz and 22 °C. CD3;0D and D20 were used as purchased.
UV-vis spectroscopy. The UV-vis measurements were performed by using a Varian Cary 100
spectrometer in semi-micro PMMA disposable cuvettes. All measurements were performed at 22 °C
by using HPLC grade water as the solvent. The spectra were recorded between 350 and 800 nm. The
AuNPs and the salts were weighed by using an analytical precision balance. Blank measurements
were performed with water or water/methanol 1:2 (v/v).

Transmission electron microscopy. A droplet of an aqueous AuNP solution was placed on a holey
carbon grid (Plano S147-4) and dried under ambient conditions. A JEOL JEM-2100 LaB6
Transmission Electron Microscope (TEM) equipped with a Gatan Orius SC1000 CCD camera was
used for bright-field imaging at 200 kV accelerating voltage. The images have a size of 1024 x
1024 pixels (acquisition time 0.5 s). The average diameters of the AuNPs were determined by
processing the images with ImagelJ followed by statistical analysis with MS Excel.

Qualitative binding studies. All experiments were performed by using HPLC grade water and the

nanoparticles and salts weighed by using an analytical precision balance.

Syntheses

Citrate-stabilized AuNPs (NP").* Trisodium citrate dihydrate (484 mg, 1.65 mmol) was dissolved
in water (250 mL) and the resulting solution was refluxed for 15 min. Meanwhile, a solution of
HAuCly (44.8 mg, 132 umol) in water (1 mL) was also heated to 100 °C and then added quickly to
the refluxing citrate solution. The reaction mixture was refluxed for additional 20 min and then
allowed to cool to 25 °C. Prior to functionalization, an aliquot of the resulting nanoparticles solution

was dialyzed against water for 24 h at 25 °C.
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TEG-stabilized AuNPs NP"“!, To the dialyzed NP" stock solution (20 mL), a solution of rac-1
(1.00 mL, 100 umol, 0.1 mol/L in methanol) was added and the reaction mixture was stirred for 24 h
at 25 °C. The solvent was removed in vacuo, the residue was redissolved in water (1.0 mL), and the
AuNPs purified first by size exclusion chromatography (Sephadex® G-10, water/methanol 1:1 (v/v))
and then by membrane filtration. For this, the AuNPs were dissolved in water/methanol 1:1 (v/v), the
solution subjected to centrifugal concentrators with a MWCO membrane (5000 Da) and filtered off
by centrifugation (3000 rpm, 12 °C). The membrane filtration was repeated three times. The resulting

AuNPs were collected and dried. Yield: 4.9 mg.
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Figure S1: 'H NMR spectrum in D20 (a) and UV—vis spectrum (b) of NP/ in water, and TEM
image (c) together with the histogram illustrating the size distribution of the nanoparticles derived

from the TEM image (d).
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TEG-stabilized AuNPs NP®!. These nanoparticles were prepared in a similar fashion as NP*! by

using R-1 instead of rac-1. Yield: 4.8 mg.

(a) (b)
HDO 20
528 nm
1.6 !
@
S 124
©
o
<
4 08+
©
0.4
0.0 +———r7 T T
300 400 500 600 70 800
| b '
< LJLJK/\/R i wavelength / nm
% =
Y
o s H 5 3 I 3
(d)
Tee? S RETTATY =
& % h L 4 o, o 100
R SRS T O \ R 90 - _
o ¢ o z 3 . e, e
. . "' @ “e Se 80
-~ o, e 8 . Ll -
S o .. . e _ 704
- ot v - % %o, L ] .. P § 60 4
Y 5 8
e T St b 0 ® b o 50
5 «® . oe L ° o8 £ 4 M
S SR e g, %
S Sty Ay T Pl s e 30
. + - N . =
P e 5'.:..,-. LY o 2% L] 20 1
iy ey 5 . Tl e
- KXy e .
‘200 nm 8% Lo e G BE10MEM ° o 2 10 —|
? 4 AR %°
S o ;f. AR 3 3 '. . X d -. 0 .—||—] |_"—|l_1'|—]
0 5 10 15 20

. diameter / nm
average diameter: 8.5 £ 2.1 nm

Figure S2: '"H NMR spectrum in D20 (a) and UV—vis spectrum (b) of NP®1 in water, and TEM
image (c) together with the histogram illustrating the size distribution of the nanoparticles derived

from the TEM image (d).

Determination of nanoparticle composition by iodine decomposition. A known amount of a
nanoparticle, weighed with a precision balance, was dissolved in an NMR tube in D0 (500 pL). A
solution of iodine in CD30D (0.1 mol/L, 100 puL) was added and the resulting mixture treated for 2 h
in an ultrasound bath at 40 °C. A stock solution of 2.4,6-trimethoxy-1,3,5-triazine in CD;OD
(0.1 mol/L, 10 pL) was added and the "H NMR spectrum recorded.

For the evaluation, the integral of the 2,4,6-trimethoxy-1,3,5-triazine signal was set to 9, the integrals
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of the ligand signals were determined and the sum divided by the number of absorbing protons.
Relating the resulting value with the known amount of 2,4,6-trimethoxy-1,3,5-triazine in the solution
(1 pmol) gave the molar amount of the ligand, which allowed calculating the amount of ligand in mg.
The amount of gold in the sample accordingly amounted to the difference between the total amount
of nanoparticle and the amount of ligand. The following '"H NMR spectrum, corresponding to entry

7 in Table S1, is an example of such a measurement.

2/3/4/5/6/12

1
Z 13 1 9 @

7 4 3
14 N/\/o\/\o/\/o\
4 2 10 8 4 6 5 2 1

2.4,6-trimethoxy-
1.3,5-triazine

9/10/11

In this spectrum, the signal of the internal standard is marked as are prominent ligand signals. The
signal of protons 2/3/4/5/6/12 was used to determine the ligand ratio. The corresponding integral
amounted to 139 and the number of absorbing protons 11. Accordingly, the ratio of internal standard
and ligand was 1:1.40 and the molar amount of ligand 1.40 pmol. Since 6.34 mg of NP"““"! were used,
the sample contained 5.85 mg of gold and 0.49 mg of ligand. Of the total amount of nanoparticle,
7.8 wt % were thus ligand molecules. Table S1 summarizes the results obtained for NP"““"l and NPX-

Lin different measurements.
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Table S1: Compositions of nanoparticles NP™“! and NP*1 obtained in different measurements by

iodine decomposition.

total [ligand  molar amount ; :
entry nanoparticle amount/ sigr%als / of ligand / mligand)/ m(Au) / mg W‘,ﬂght%
mg proton mol o ligand
1 1.83 245 2.75 x 1077 0.096 1.73 53
2 4.40 2.15 2.39 x 1077 0.084 432 1.9
3 NPt 0.69 1.66 1.85 x 1077 0.065 0.63 9.4
4 2.71 5.25 5.81 x 1077 0.204 2:51 7.5
5 2.41 1.45 1.60 x 1077 0.056 2.35 23
Average: 53+29
6 4.03 8.01 8.90 x 1077 0313 3.72 7.8
7 6.34 12.64 14.00 x 1077 0.494 5.85 7.8
8 NPE 1.96 1.65 1.84 x 1077 0.065 1.89 3.3
9 212 2.05 228 x 1077 0.080 2.04 3.8
10 0.88 1.40 1.56 x 1077 0.055 0.82 6.2

Average: 5.8+1.9

The results were furthermore used to determine the nanoparticle compositions. These calculations
were performed by considering the average nanoparticle diameter of 9.1 nm determined by TEM and
assuming spherical shapes. The AuNPs thus had a volume of 395 nm® and a surface area of 260 nm?.
With the density of gold of 19.32 g/cm®, an average weight of 7.62 x 10~ ng and a number of gold
atoms of 23306 per AuNP resulted. These estimates allowed determining the number of ligands per
AuNP by using the results in Table S1. First, the determined amounts of gold and ligand were used
to calculate the corresponding numbers of nanoparticles and ligand molecules. The ratio of these
numbers then yielded the number of ligands per nanoparticle. The results of the corresponding
calculations are summarized in Table S2. Accordingly, NP1 and NP*! contained on average 743 =

426 and 806 + 280 ligand molecules, respectively.
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Table S2: Compositions of nanoparticles NP™“! and NP*1 obtained in different measurements by

iodine decomposition.

- > -
entry nanoparticle # AuNPs # ligands il;gj;d;s/ / llil;lm d # ilﬁii;ds
1 227 x 104 1.65x% 10" 728 0.36 2.80
9] 5.66 x 10" 1.44 x 107 254 1.02 0.98
3 L 0.82x 10  1.11 x 107 1358 0.19 5.22
4 329 x 10 3.50 x 107 1064 0.24 4.09
5 3.09 x 10" 0.96 x 107 311 0.84 1.20
Average: 743 +426 0.53+£034 2.86+1.64
6 488 x 10" 536 x 10" 1099 0.24 422
7 7.67 x 10" 8.46 x 10Y7 1102 0.24 4.24
8 NP 248 x 10" 1.11 x 10" 446 0.58 1.72
9 2.68 x 10" 1.37x 107 513 0.51 1.97
10 1.08 x 10" 0.94 x 107 868 0.30 3.34

Average: 806 + 280 037+0.14 3.10+1.08

Table S2 also contains the calculated footprint sizes of the ligands and number of ligands per nm,
which were calculated by using the number of ligands per AuNP and the nanoparticle surface of
260 nm?. The means of these values amount to 0.53 = 0.34 nm?*/ligand and 2.86 + 1.64 ligands/nm?

for NP/“"! and 0.37 + 0.14 nm*ligand and 3.10 + 1.08 ligands/nm? for NP*-!,

Evaluation of nanoparticle stability. Nanoparticle solutions with a concentration of 0.5 mg/mL and
salt solutions with a concentration of 0.1 mol/L were prepared in water. As salts, NaNOs, NaCl, NaBr,
Nal, Na>SO4, NaHCO3, Na2HAsO4, NaoHPO4, NasP>O7, and NasP3010 were used. Eleven vials were
prepared, each containing 100 pL of the nanoparticle stock solution. To one vial, water (100 pL) was
added while all other vials were treated with a salt solution (100 pL). Photographs of the vials were

taken after 30 minutes. The images obtained are shown in Figure 2 of the main article.

Synthesis of the mixed monolayer-protected gold nanoparticles. Aqueous citric acid (10 mL,
0.1 mol/L) was added to a dialyzed stock solution of NPt (40 mL) to adjust the pH to 3. A ligand
mixture was prepared by mixing stock solutions of R-1 and 2 in methanol (0.1 mol/L) and adding

citric acid (2 mL, 0.1 mol/L). The amounts of the stock solutions used for the preparation of NP*,
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NP'%, NP?, and NP* are specified in Table S3. The ligand solution was added to the reaction mixture,
which was then stirred at room temperature for 16 h. The solvent was removed in vacuo and the
residue was redissolved in water/methanol 1:2 (v/v, 1.00 mL) and acidified with 0.1 mol/L HNOj3 to
pH 3. The nanoparticles were purified by size exclusion chromatography (Sephadex® G-10) by using
the same solvent mixture as eluent in which the nanoparticles were dissolved. Subsequently, the
obtained nanoparticles were further purified by using centrifugal concentrators. For this, they were
dissolved in the same solvent mixture also used for the size exclusion chromatography. The solution
was subjected to concentrators with a MWCO membrane (5000 Da) and the solvent removed by
centrifugation (3000 rpm, 12 °C). This step was repeated three times. The resulting AuNPs were
collected and dried in vacuo. Selected analytical results for each type of nanoparticle thus prepared
are collected in Figure S3 and Figure S4. These figures also provide information about the

determination of the surface-bound ligand ratio from the corresponding 'H NMR spectra.

Table S3: Amounts of stock solutions of ligands R-1 and 2 in methanol (0.1 mol/L) used for the

preparation of NP* NP'®, NP>, and NP¥.

V(R-1) V(2) V(R-1)/V(2) V(R-1)/V(2) Yield / mg
/mL / mL during reaction in product
NP 1.80 0.20 90:10 96:4 3.1
NPp'? 1.60 0.40 80:20 90:10 59
NP» 1.20 0.80 60:40 75:25 7.0
NP3 1.00 1.00 50:50 65:35 55
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Figure S3: 'H NMR spectrum in D>0/CD3;OD 1:2 (v/v) (a) and UV-vis spectrum (b) of NP* in
water/methanol 1:2 (v/v), and a TEM image (c) together with the histogram illustrating the size

distribution of the nanoparticles derived from the TEM image (d).
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Figure S4: 'H NMR spectrum in D>0/CD3;0D 1:2 (v/v) (a) and UV-vis spectrum (b) of NP!? in
water/methanol 1:2 (v/v), and a TEM image (c) together with the histogram illustrating the size

distribution of the nanoparticles derived from the TEM image (d).
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Figure S5: 'H NMR spectrum in D,O/CD;OD 1:2 (v/v) (a) and UV—vis spectrum (b) of NP? in
water/methanol 1:2 (v/v), and a TEM image (c) together with the histogram illustrating the size

distribution of the nanoparticles derived from the TEM image (d).
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Figure S6: 'H NMR spectrum in D,O/CD;OD 1:2 (v/v) (a) and UV—vis spectrum (b) of NP* in
water/methanol 1:2 (v/v), and a TEM image (c) together with the histogram illustrating the size

distribution of the nanoparticles derived from the TEM image (d).
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Zinc complexation studies. NP> (7.0 mg) was dissolved in D20/CD3OD 1:2 (v/v) (600 uL). To this

solution, a solution of Zn(NOs), (0.1 mol/L) in DO/CD30D 1:2 (v/v) was progressively added as

indicated in Table S4. After each addition, the sample was shaken and the 'H NMR spectrum was

recorded after 30 min. The concentration of ligand 2 in these solutions was estimated by assuming

that NP> contained 5.5 wt % of ligands (average of the contents estimated for NP1 and NP*,

Table S1). The solution thus contained 0.055 x 7.0 mg = 0.385 mg of a mixture of ligands R-1 and 2

in a 75:25 ratio. To determine the molar amount of 2, a weighted molecular weight of the ligands was

calculated by using their relative amounts and corresponding molecular weight: 0.25 x 570.93 +

0.75 x 351.53 = 406.38. The molar amount of 2 in the solution thus amounted to 0.25 x

(0.385 mg/406.38 mg/mmol) = 0.24 umol and the corresponding concentration 3.95 x 107 mol/L.

The obtained "H NMR spectra are shown in Figure 3 of the main article.

Table S4: Amounts of the Zn(NO;3)2 stock solution (0.1 mol/L) added to the solution of NP in

D20O/CD30D 1:2 (v/v) and estimated concentrations of 2 and zinc(I1) ions in the solutions resulting

after each addition.

- V(Zn(NOs),) Vitotal)  M(Zn*")  M(2) MZ0) M(2)
/ul /ul / umol / pmol
1 0.0 600.0 0.00 0.24 0
2 2.1 602.1 0.21 0.24 1
3 19.3 621.4 2.14 0.24 9
4 10.7 632.1 3.21 0.24 14
5 10.7 642.8 428 0.24 18
6 10.7 653.5 5:35 0.24 23
7 10.7 664.2 6.42 0.24 27
8 10.7 674.9 7.49 0.24 32
9 10.7 685.6 8.56 0.24 36
10 10.7 696.3 9.63 0.24 41
11 10.7 707.0 10.70 0.24 45
12 11.0 718.0 11.80 0.24 50
13 10.0 728.0 12.80 0.24 54
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For the preparation of the nanoparticles NP+Z?", NP'%-2% NP?5-Zn and NP**?" a known amount of the
respective precursor was dissolved in D20/CD3sOD 1:2 (v/v) (600 pL). A solution of Zn(NOs),
(0.1 mol/L) in D>O/CD30D 1:2 (v/v) was added such that the resulting mixture contained 50 equiv
of Zn(NOs)2 per DPA moiety. The number of DPA moieties was estimated from the weights of the
nanoparticles by using the above approach. The exact conditions for selected experiments are
summarized in Table S5. An 'H NMR spectrum was recorded after 30 min to confirm that
complexation was complete. Afterward, the solutions were evaporated, the residues dried and used
in the subsequent binding studies. The last column in Table S5 specifies the total concentration of
Zn*" (of which 2% were bound to the DPA moieties) in a nanoparticle solution with a concentration

of 0.25 mg/mL as used in the binding studies.

Table S5: Conditions of the preparation of nanoparticles NP*Z%, NP!%-2» NP8 and NP**%" from

the respective metal-free precursors.

weighted c(Zn*" in

W(AUND) mi(lgands) MW, of MQ) MEZa(NOs)) RO e
AuNP . stock solution :

/ mg / mg ligands / umol / pmol Pl studies /

/ g mol™ 3 umol/L
NPp*7n 3.1 0.171 360.3 0.02 0.95 9.5 72
NPp'0-7n 5.7 0314 373.5 0.08 4.20 42.0 162
Np2-Zn 7.0 0.385 406.4 0.24 11.84 118.4 320
Np3S7n 5.5 0.303 428.3 0.25 12.36 123.6 394
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Binding studies

Visual binding study. All experiments were performed by using HPLC grade water and methanol.
The nanoparticles and salts were weighed by using an analytical precision balance. The nanoparticles
were dissolved in water/methanol 1:2 (v/v) and the sodium salts in water to obtain solutions
containing 0.25 mg/mL of nanoparticles (NP1, NP*/" NP'9/n NP>" and NP¥") and salt
solutions with a concentration of 10 mmol/L. As salts, NaNOs, NaCl, NaBr, Nal, NaxSO4, NaHCO3,
Na;HAsO4, NapHPO4, NasP207, and NasP;O19 were used. Eleven vials were prepared, each
containing 200 pL of the nanoparticle stock solution. One vial was used as blank while each of the
other vials was treated with a salt solution. Initially, 2 pL of the salt solutions were added, followed
by two further additions of 2 puL and a final addition of 4 uL to afford salt concentrations after each
addition of 99, 196, 291, and 476 pumol/L. Photographs of the vials were taken 5 min after each
addition. This experiment was repeated at least three times. The results of all experiments are shown

in Figure S7-Figure S10.

Competition experiment. A stock solution of NP'%*" (0.25 mg/mL) was prepared in water/methanol
1:2 (v/v) and stock solutions of NaCl (0.1 mol/L), NaNOs (0.1 mol/L), Na;SO4 (0.1 mol/L), and
NasP207 (10 mmol/L) were prepared in HPLC grade water. Three vials were set up, each containing
the NP'" stock solution (200 uL). No salt solutions were added to the first vial. The NaCl, NaNOs,
and NaxSOj stock solutions (3 pL each) were added to the two other vials. To the third vial, the
NayP207 stock solution (3 pL) was additionally added. All vials were made up to total volumes of
212 pL with water/methanol 1:2 (v/v). A photograph of the vials, taken after 5 min, is shown in Figure

5 of the main article.
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Figure S7: Images of vials containing solutions of NP*! (0.25 mg/mL) in water/methanol 1:2 (v/v)
containing additional sodium salts of the anions specified in the bottom row at concentrations of
99 umol/L (a), 196 pmol/L (b), 291 umol/L (c), and 476 umol/L (d). The photos were taken 5 min

after the salt additions.

S29

211



Anhang

(@) = = = =y
Il DBl bihiibiin
| |
e e b M e e b b b b b

(b) = = = )

il D BB DihDbiin
|

l
s b b e e b b b e e b

(c) == = - =
HE DB DBDhDbiihib
| |
b e e e b b b b b

(d) = =
N N N B NN NNNR.
| |
blank  NO;~ cr- Br- I SO,2~  HCO;~ HAsO,2~ HPO,2~ P,0,4 P304%

Figure S8: Images of vials containing solutions of NP*/" (0.25 mg/mL) in water/methanol 1:2 (v/v)
containing additional sodium salts of the anions specified in the bottom row at concentrations of
99 umol/L (a), 196 pmol/L (b), 291 umol/L (c), and 476 pmol/L (d). The photos were taken 5 min

after the salt additions.
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Figure S9: Images of vials containing solutions of NP?*™ (0.25 mg/mL) in water/methanol 1:2 (v/v)
containing additional sodium salts of the anions specified in the bottom row at concentrations of
99 umol/L (a), 196 pmol/L (b), 291 umol/L (c), and 476 pmol/L (d). The photos were taken 5 min

after the salt additions.
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Figure S10: Images of vials containing solutions of NP> (0.25 mg/mL) in water/methanol 1:2

(v/v) containing additional sodium salts of the anions specified in the bottom row at concentrations

of 99 pmol/L (a), 196 pmol/L (b), 291 umol/L (c), and 476 umol/L (d). The photos were taken 5 min

after the salt additions.

Effect of insoluble zinc phosphates on the nanoparticles. Stock solutions of NP*?1 (0.5 mg/mL)

and Zn(NO3)2 (0.1 mol/L) were prepared in water/methanol 2:1 (v/v). A stock solution of NasP207

(0.1 mol/L) was prepared in HPLC grade water. Two vials were prepared, each containing the NP*!

stock solution (100 pL) and additional water/methanol 1:2 (v/v, 100 uL). No salt solutions were

added to the first vial. To the second vial, the Zn(NO3)2 stock solution (20 pL) and the NasP207 stock

solution (20 puL) were added. The first vial was made up to 240 uL with water/methanol 1:2 (v/v).

The nanoparticles in both solutions remained in solution, rendering the solutions colored red,

although in the second vial the precipitation of a white solid was observed (Figure S11).
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Figure S11: Images of vials containing solutions of NP®! (0.21 mg/mL) in water/methanol 1:2 (v/v).
To the right vial Zn(NO3)2 and NasP>,O7 were added to give concentrations of 8.3 mmol/L each. All

photos were taken 5 min after preparation of the samples.

UV-vis spectroscopic binding study. The measurements were performed at 22 °C by using semi-
micro PMMA disposable cuvettes with a 1 cm path length and HPLC grade water and methanol as
solvents. The nanoparticles, Na;HPO4, NasP207, and NasP3O1o were weighed by using an analytical
precision balance. Stock solutions of NP*Z", NP!%Z" NP*Z" and NP3 were prepared in
water/methanol 1:2 (v/v) containing 0.25 mg/mL of the corresponding nanoparticle. For each salt,
three stock solutions with concentrations of 1 mmol/L (salt solution #1), 10 mmol/L (salt solution
#2), and 100 mmol/L (salt solution #3) were prepared in HPLC grade water. As blank, water/methanol
1:2 (v/v) was used.

Each series of measurements was performed in one cuvette. The first measurement involved adding
the nanoparticle solution (I mL) to the cuvette and recording the UV -vis spectrum between 350 and
800 nm. For the following measurements, a defined volume of a salt stock solution was added, the
cuvette shaken, and the UV-vis spectrum recorded exactly 10 min after the addition. The exact
amounts of the salt solutions and the sequence of their addition are summarized in Table S6-Table
S9. The obtained spectra are shown in Figure S12-Figure S15. In these figures, the spectrum of the
AuNPs in the absence of the salts is shown in blue. The spectrum at the concentration at which a blue
shift of the maximum wavelength of the SPR band was first observed is depicted in orange, that at
which precipitation started to set in in red, and that at which precipitation was maximum in cyan. In
some cases, a maximum effect was observed immediately when precipitation first occurred and, in
these cases, only the cyan spectrum is shown. Spectra in shades of green depict solutions in which

the precipitate had redissolved at higher salt concentrations.
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Table S6: Amounts of salt solutions and sequence of addition to the solution of NP*Z" in

water/methanol 1:2 (v/v) and concentrations resulting after each addition.

# stock C(St,OCk V(salt solution) c(salt) in
entry solution solution) / fyf. sample /
mmol/L umol/L
1 - - 0 0
2 1 1 1 1
3 1 1 4 5
4 1 1 5 10
5 2 10 L.5 25
6 2 10 2.5 49
7 2 10 2.5 74
8 2 10 2.5 98
9 3 100 1 196
10 3 100 1 294
11 3 100 1 391
12 3 100 1 489
13 3 100 5 973
@ 2.5 973 pmol/L
489 pmol/L
2.0 1 391 umol/L
— 294 pymol/L
% 1.5 — 196 pmol/L
< — 98 pmol/L
2101 74 pmoliL
— 49 ymol/L
0.5 — 25 ymol/L
— 10 pmol/L
0.0 +——r——rr——+r—rr—— T SumollL
400 500 600 700 800 —— 1 umol/lL
wavelength / nm —— 0 umollL
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Figure S12: Selected UV-vis spectra of NP*?* (0.25 mg/mL in the initial measurement) in
water/methanol 1:2 (v/v) containing between 0 and 973 pmol/L of Na,HPOj4 (a), NasP207, (b), and

NasP3010 (c). The spectra were measured 10 min after each addition.
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Table S7: Amounts of diphosphate and triphosphate solutions and sequence of addition to the

solution of NP!%Z% in water/methanol 1:2 (v/v) and concentrations resulting after each addition.

# stock C(St.o ck V(salt solution) o(salt) in
entry solution solution) / . sample /
mmol/L umol/L
1 ; - = -
2 1 1 | y
3 1 1 4 2
: ! 1 5 10
> z 10 1.5 25
g 2 10 2:5 49
7 2 10 2.5 74
i 2 10 2.5 98
2 2 10 2.5 122
10 2 10 2.5 146
Ll 2 10 2.5 170
i 2 10 2.5 194
3 2 10 25 218
1 2 10 2.5 242
4 ‘ 10 23 265
16 2 10 25 289
7 3 100 I 385
18 3 100 | 66
19 3 100 5 05E

The HPO4*" titration was performed as indicated in Table S8 only that after entry 7, 2.5 uL of stock

solution #2 was added eight times, followed by | puL and then 5 pL of stock solution #3.

(a)

absorbance

2.5 1

2.0

2 RS i R R IR PR
400 500 600
wavelength / nm

218

™
700

800

956 umol/L
480 pmol/L
361 pmol/L
291 ymol/L
268 umol/L
244 pmol/L
196 pumol/L
98 umol/L
74 pmol/L
25 pmol/L
0 ymol/L
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Figure S13: Selected UV-vis spectra of NP'*#" (0.25 mg/mL in the initial measurement) in

water/methanol 1:2 (v/v) containing between 0 and 956 pmol/L of NaHPO4 (a), NasP207, (b), and

NasP3010 (¢). The spectra were measured 10 min after each addition.
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Table S8: Amounts of salt solutions and sequence of addition to the solution of NP

water/methanol 1:2 (v/v) and concentrations resulting after each addition.

25-Zn

# stock c(st.o ck V(salt solution) o(salt) in
entry solution solution) / . sample /
mmol/L umol/L
1 - - 5 n
2 . ! 10 10
3 2 10 1.5 25
4 2 10 2.5 49
> z 10 2.5 74
g 2 10 2:5 98
7 3 100 1 196
) . 10 2.3 220
“ z 10 2.5 244
19 2 i 25 268
a 2 10 2.5 291
12 3 100 1 388
13 3 100 I 484
L 8 100 5 964
@ 964 umol/L
— 484 pmol/L
388 pmol/L
g —— 291 pmol/L
% — 196 ymol/L
-g — 98 umol/L
s —— 74 ymollL
— 49 ymol/L
— 25 umol/L
— 10 ymol/L
0.0 —— 0 pmoliL

LB L B ERLINL L I EL NI R L I B
400 500 600 700 800
wavelength / nm
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in
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(b) A — 964 ymol/L
— 484 pmol/L
— 388 umol/L
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— 49 pmol/L
— 25 umol/L
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Figure S14: Selected UV—vis spectra of NP®7" (0.25 mg/mL in the initial measurement) in
water/methanol 1:2 (v/v) containing between 0 and 964 pmol/L of NaHPO4 (a), NasP207, (b), and

NasP3019 (c). The spectra were measured 10 min after each addition.
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Table S9: Amounts of salt solutions and sequence of addition to the solution of NP3-" in

water/methanol 1:2 (v/v) and concentrations resulting after each addition.

# stock C(St,OCk V(salt solution) c(salt) in
entry solution solution) / fyf. sample /
mmol/L umol/L
1 - - 0 0
2 1 1 10 10
3 2 10 1:5 25
4 2 10 2.5 49
5 2 10 2.5 74
6 2 10 2:5 98
7 3 100 1 196
8 3 100 1 294
9 3 100 1 391
10 3 100 1 489
11 3 100 1 586
12 3 100 1 683
13 3 100 1 780
14 3 100 1 876
15 3 100 1 973
16 3 100 5 1452
@ 50 1452 pmoliL
E 973 umol/L
2.5 876 umol/L
° 780 umol/L
2207 586 pmoliL
g 1.5 489 pmol/L
2 — 391 ymol/L
1.0 — 294 uymol/L
] —— 196 pmol/L
0] S —— 98 umollL
(010 R o S B S L — 49 pmol/L
400 500 600 700 800 —— 0 umoliL

wavelength / nm
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Figure S15: Selected UV—vis spectra of NP**" (0.25 mg/mL in the initial measurement) in water/methanol
1:2 (v/v) containing between 0 and 1452 pumol/L of Na;HPOj4 (a), NayP207, (b), and NasP3O1o (c). The spectra

were measured 10 min after each addition.

Transmission electron microscopy. The experiments were performed by using HPLC grade water and

methanol. NP2

and sodium diphosphate were weighed by using an analytical precision balance. The
nanoparticles were dissolved in water/methanol 1:2 (v/v) to give a concentration of 0.25 mg/mL and the salt
to give a concentration of 10 mmol/L. A TEM image of the nanoparticle stock solution was recorded prior to
the salt addition. The stock solution (200 pL) of NP'*“"was then treated with the sodium diphosphate solution
(3 uL), which caused precipitation of the nanoparticles, and the TEM image was recorded 5 min after the salt

addition. Subsequently, additional 7 puL of the salt solution were added and the TEM image recorded after

another 5 min.
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Figure S16: TEM images of NP'*?" (0.25 mg/mL) in water/methanol 1:2 (v/v) before (a) and after
the addition of NasP207 to give a concentration of 148 umol/L (b). The image in (c) was obtained

after increasing the diphosphate concentration to 476 pmol/L.

For the images obtained for NP1, a nanoparticle stock solution was prepared in water/methanol 1:2
(v/v) to give a concentration of 0.25 mg/mL. In addition, a stock solution of Zn(NO3)2 was prepared
in water/methanol 1:2 (v/v) and a stock solution of N4P207 in water, both having a concentration of
0.1 mol/L. The solution of NP (200 pL) was treated with the Zn(NOs), stock solution (2 uL) and a
TEM imaged recorded after 5 min. Subsequently, the N4P207 stock solution was added (2 pL) and

another TEM image recorded after 5 min.
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Figure S17: TEM images of NP®1 (0.25 mg/mL) in water/methanol 1:2 (v/v) in the presence of
0.98 mmol/L of Zn(NO); before (a) and after the addition of NasP207 to give a concentration of

0.98 mmol/L (b).
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Nanoparticle Synthesis and Characterisation

General details. Analyses were carried out as follows: analytical precision balance, Kern ABT 100-
5M,; size exclusion chromatography, Sephadex® G-10 GE Healthcare; membrane centrifugation; 'H
NMR spectroscopy, Bruker Avance™ III 400 spectrometer, spectra were recorded at 22 °C, CD;0D
and D20 were used as purchased, the spectra were referenced to the residual solvent signal of MeOD-
dy (8" = 3.31 ppm); UV-vis spectroscopy, Varian Cary 100 spectrometer, cuvettes: semi-micro
PMMA disposable cuvettes, spectra were recorded between 350 and 800 nm at 22 °C, water/
methanol, 1:2 (v/v) was used in the reference cell; zetasizer, Malvern Zetasizer Nano ZS by using
disposable cuvettes of the type Folded Capillary Zeta Cell DTS1070, the measurements were
performed at 22 °C; transmission electron microscopy, JEOL JEM-2100 LaB6 Transmission Electron
Microscope (TEM) equipped with a Gatan Orius SC1000 CCD camera for bright-field imaging at
200 kV accelerating voltage, the images had a size of 1024x1024 pixels (acquisition time 0.5 s), the
measurements were performed by placing a droplet of an aqueous AuNP solution on a holey carbon
grid (Plano S147-4) followed by drying under ambient conditions, the average diameters of the
AuNPs were determined by processing the images with ImagelJ followed by statistical analysis with
MS Excel.

Starting materials and reagents were commercially available and were used without further
purification. The syntheses of ligands 1 and 2 are described elsewhere.! All qualitative and
quantitative binding studies were performed by using HPLC grade solvents. The nanoparticles and

salts were weighed by using an analytical precision balance.

Syntheses

Citrate-stabilised AuNPs (NP<).2 Trisodium citrate dihydrate (484 mg, 1.65 mmol) was dissolved
in water (250 mL) and the resulting solution was refluxed for 15 min. Meanwhile, a solution of
HAuCly (45 mg, 132 pmol) in water (1 mL) was also heated to 100 °C and then added quickly to the
refluxing citrate solution. The reaction mixture was refluxed for additional 20 min and then allowed
to cool to 25 °C. Prior to functionalisation, an aliquot of the thus obtained nanoparticles solution was

dialysed against water for 24 h at 25 °C.
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Synthesis of the Mixed Monolayer-Protected Gold Nanoparticles. The pH of the dialysed stock
solution of NP (40 mL) was adjusted to 3 by adding aqueous citric acid (10 mL, 0.1 M). A ligand
mixture was prepared by mixing stock solutions of 1 and 2 in methanol (0.1 M) and adding citric acid
(2mL, 0.1 M). The amounts of stock solutions used for the preparation of NP% and NP are specified
in Table S1. The ligand solution was added to the reaction mixture, which was then stirred at room
temperature for 16 h. The solvent was removed in vacuo and the residue was re-dissolved in
water/methanol, 1:2 (v/v) (1.00 mL) and acidified with 0.1 M HNOs to pH 3. The nanoparticles were
purified by size exclusion chromatography by using the same solvent mixture as eluent in which the
nanoparticles were dissolved. Subsequently, the obtained nanoparticles were further purified by using
centrifugal concentrators. For this, they were dissolved in the solvent mixture (10 mL) also used for
the size exclusion chromatography. The solution was subjected to concentrators with a MWCO
membrane (5000 Da) and the solvent was removed by centrifugation (3000 rpm, 12 °C). This step
was repeated three times. The resulting AuNPs were collected and dried in vacuo. Selected analytical
results for the two types of nanoparticle thus prepared are collected in Figure S1 and Figure S2. These
figures also provide information about the determination of the surface-bound ligand ratio from the
corresponding '"H NMR spectra. Details about the characterisation of the nanoparticles and

determination of their composition are described elsewhere.!

Table S1: Amounts of stock solutions of ligands 1 and 2 in methanol (0.1 M) used for the preparation

of NP® and NP,
2¢)) 26)) V()/1(2) V()/1(2) Yield / mg
/mL /mL during reaction in product
NP8 1.60 0.40 80:20 92:8
NP30 1.00 1.00 50:50 70:30 7.3
9B
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Figure SI: 'H NMR spectrum in D>O/CD;OD, 1:2 (v») (a) and UV-vis spectrum (b) in
water/methanol, 1:2 (wv) of NP® and TEM image (c) together with the histogram illustrating the size

distribution of the nanoparticles (d) that was derived from the TEM image (d).
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Binding Studies
Preparation of the Nanoparticle Stock Solutions. The isolated nanoparticles were dissolved in
water/methanol, 1:2 (v/v) (12 mL). Prior to the preparation of the stock solutions, the degrees to which
these solutions had to be diluted to reach an extinction of 1.5 at 525 nm were determined by UV/vis
spectroscopy. Based on the obtained dilution factor, the volumes were calculated with which these
solutions had to be diluted with water/methanol, 1:2 (v/v) and a Zn(NOs) stock solution (10 mM in
water/methanol, 1:2 (v/v)) to obtain solutions with zinc(IT) concentrations of 5, 50, or 500 puM. These
volumes are summarised in Table S2. Since the starting concentrations of NP# and NP3 differed, the

conditions differed for the two types of nanoparticles.

Table S2: Volumes of the initial nanoparticle solutions, of pure solvent, and of the Zn(NO3), stock

solution used to prepare the nanoparticle stock solutions for the binding studies.

. V(nanoparticle  J(water/methanol, V(Zn(NOs)2 c(Zn(NOs)2) /
nanoparticle . .
solution) / uL 2:1 (vv))/ uL solution) / uL uM

1000 1000 0 0
1000 999 1

NP3
1000 990 10 50
1000 900 100 500
667 1323 10 50

NP3{1
667 1233 100 500

Qualitative Binding Study. The nanoparticle stock solutions were prepared as described above. In
addition, a series of stock solutions were prepared of the salts that were used as analytes (I mM in
H>0). As analytes, adenosine 5'-triphosphate disodium salt hydrate (ATP), adenosine 5'-diphosphate
disodium salt hydrate (ADP), adenosine 5'-monophosphate disodium salt hydrate (AMP), adenosine
3',5'-cyclic monophosphate sodium salt (cAMP), adenosine, guanosine 5'-triphosphate disodium salt
(GTP), D-ribose-5-phosphate disodium salt hydrate, Na,HPO4, NasP207 (PP;), and NasP;010 (TP)

were used.

Eleven vials were prepared, each containing 200 puL of a nanoparticle stock solution (NP3 in the

absence of Zn(NO;): or in the presence of 5, 50, or 500 pM of Zn(NOs)2), and NP3 in the presence
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of 50 or 500 uM of Zn(NOs3)2). One vial was used as blank while each of the other vials was treated
with a specific analyte stock solution. Initially, 1 pL of the respective analyte solution was added to
each vial. The subsequent additions comprised 4 puL, 5 uL, 10 pL, and 20 uL. The salt concentrations
thus increased from 5 pM after the first addition over 24 uMm, 48 uM, 91 uM, to 167 uM after the last
one. Photographs of the vials were taken 10 min after each addition. The results obtained for NP8 at
a 50 uM Zn(NOs)2 concentration are shown in Figure 2 of the main article and those at 5 uM and 500
uM of Zn(NOs): in Figure S3 and Figure S35, respectively. Figure S6 shows an analogous binding
study for NP® in the absence of Zn(NOs),, and Figure S7 and Figure S8 show binding studies for
NP3 in the presence of 50 uM and 500 uM of Zn(NO3)a, respectively.
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the addition of the analytes specified in the bottom row at concentrations of 5 uM (a), 24 uM (b), 48

uM (c), 91 uM (d), and 167 uM (e).
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UV-vis Spectroscopic Binding Study. The nanoparticle stock solutions were prepared as described
on page 6. For each analyte, four stock solutions with concentrations of 0.1 mM (salt solution #1), 1
mM (salt solution #2), 10 mM (salt solution #3), and 100 mM (salt solution #4) were prepared in water.
Each series of measurements was performed in one cuvette. The first measurement involved adding
a nanoparticle solution (1 mL) to the cuvette and recording the UV-vis spectrum between 350 and
800 nm. The following measurements involved adding defined volumes of the stock solutions of an
analyte in a given sequence. After each addition, the cuvette was shaken and the UV-vis spectrum

recorded after 10 min. The exact amounts of the salt solutions and the sequence of their addition are

summarised in Table S3. The obtained spectra are shown in Figure S9 and Figure S10.

Table S3: Amounts of salt solutions and sequence of addition to the nanoparticle solution in

water/methanol, 1:2 (v/v) and concentrations resulting after each addition.

entry # stock c(stock V(salt solution) c(salt) in
solution solution) / mM / uL sample / uM

1 - - 0 0

2 1 0.1 1 0.1
3 2 1 1 1

4 2 1 4 5

5 2 1 5 10
6 2 1 5 15
7 2 1 5 20
8 2 1 5 24
9 3 10 2.5 49
10 3 10 2.5 73
11 3 10 2.5 97
12 4 100 1 193
13 4 100 1 290
14 4 100 1 386
15 4 100 1 482
16 4 100 5 959

-S14-

241



Anhang

959 um
T 482um
T 386 um
T 290 um
193 um
— 97um
— 73um
T 49uMm
—— 20um
10 um
5pum
1um
— Oum

absorbance

400 500 600 700 800
wavelength / nm

(©) 25 —

—— 482 um
—— 386 uM
— 290 um
— 193 um
97 UM
73 UM
49 pm
20 um
10 um
5um
1M
—— oM

absorbance

T T T T
400 500 600 700 800
wavelength / nm

(e) 25

959 um
482 pMm
386 um
——— 290 um
193 pm
97 um
73 M
— 49um
— 20m
— 10uMm
— 5um
1um
— Oum

absorbance

T T T T
400 500 600 700 800
wavelength / nm

Figure S9: Selection of UV-vis spectra of NP? in water/methanol, 1:2 (v/) containing 5 uM of
Zn(NO3): (in the initial solution) and between 0 and 959 uM of ATP (a), ADP (b), AMP (c), GTP (d),
NasP20O7 (PPi) (e), and NasP3Oyo (TP) (f). The first spectrum is shown in red and the spectrum
corresponding to the concentration at which a pronounced red shift and intensity increase of the SPR
band occurred in orange. In the spectra of the titrations with the inorganic anions, the spectrum

relating to the analyte concentration at which redissolution of the nanoparticles occurred is shown in

blue.
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Figure S10: Selection of UV-vis spectra of NP® in water/methanol, 1:2 (/v) containing 50 uM of

Zn(NO3): (in the initial solution) and between 0 and 959 uM of ATP (a), ADP (b), AMP (c), GTP (d),

NasP20O7 (PPi) (e), and NasP3Oyo (TP) (f). The first spectrum is shown in red and the spectrum

corresponding to the concentration at which a pronounced red shift and intensity increase of the SPR

band occurred in orange. In the spectra of the titrations with the inorganic anions, the spectrum

relating to the analyte concentration at which redissolution of the nanoparticles occurred is shown in

blue.
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Time-Dependent UV-Vis Spectroscopic Measurement. The NP* stock solution with a 50 pm
Zn(NOs), concentration (1 mL) (see page 6) was treated with an aqueous ATP stock solution (25 pL,
1 mM) and the UV/vis spectra of the resulting mixture were recorded between 350 and 800 nm after
5, 15, 30, 45, 60, 120, 180, and 240 min. The same experiment was repeated by using an aqueous

NasP207 (25 pL, | mM) instead of the ATP solution. The obtained spectra are shown in Figure S11.

a 20 b 20
( ) —— blank ( ) blank
— 5min — Smin
57 — 15min 157 —— 15min
< — 30min
— 30min
§ . § — 45min
£1.01 45imin £1.07 —— 60 min
o . o
g £0iin 2 120 min
120 min H
051 . 0.5+ 180 min
180 min 240 min
240 min
0.0 T T T T 0.0 T T T T
400 500 600 700 800 400 500 600 700 800
wavelength / nm wavelength / nm

Figure S11: UV-vis spectra of NP® in water/methanol, 1:2 (w/v) containing 50 uM of Zn(NO3), (in the
initial solution) and 24 uM of ATP (a) or NasP20O7 (b), recorded at the times specified in the legends.

The red spectrum depicts the spectrum of the nanoparticle prior to the analyte addition.

NMR Spectroscopic Characterisation of Zinc Complexation. For this experiment, NP3 was used
because of the higher content of surface-bound DPA units in comparison to NP, which made it easier
to follow the effects of zinc complexation and of the addition of PPi on the NMR spectrum. NP3 (7.3
mg) was dissolved in D>O/CDsOD, 1:2 (v/») (600 uL) and the "H NMR spectrum of the resulting
solution was recorded. Subsequently, a solution of Zn(NOs), (132 uL, 0.1 M in D,O/CD;0OD, 1:2
(v/v) was added, the NMR tube thoroughly shaken, and another 'H NMR spectrum recorded after 30
min. Finally, a solution of NasP,0O7 (264 pL, 0.1 M in D,0O) was added, the sample again shaken, and
a third NMR spectrum recorded.

The three spectra are shown in Figure S12. The first spectrum contains a singlet at ca. 4.7 ppm, which
belongs to the methylene protons of the uncomplexed surface-bound DPA units. In addition, the
signals of the pyridyl units are visible in the aromatic region of the spectrum. The addition of
Zn(NO:s); caused changes in the aromatic region of the NMR spectrum. More importantly, the singlet

of the methylene protons is no longer visible in this spectrum and replaced by two doublets at slightly
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higher field. This spectral change is a clear indication for the complete conversion of the DPA units
into the respective zinc complex. The associated rigidification of the DPA units rendered the CH2
protons diastereotopic, explaining the change of the signal pattern. The addition of the diphosphate
salt reduced the quality of the spectrum, likely because solvent composition also changed, causing
the HDO peak to become much larger. However, no singlet is visible in the spectral region in which
free CH; protons of free DPA units absorb. By contrast, the two doublets of the zinc(11)-DPA complex
are still observable, indicating that surface-bound zinc(I)-DPA units were still present even in the

presence of an excess of the PP; salt.

HDO

(b) [L M J KM@J
(a)' bk‘_KJ

T L) T L T b T E T

9 8 7 6 5 4 3

Figure S12: '"H NMR spectra of NP* in DO/CD;0D, 1:2 (v/) (a), of NP after the addition of an
excess of Zn(NOs3)» to give a 18 mM concentration (b), and after further adding NasP>O7 to give a
concentration of 27 mM (c). The signals of the CHa groups of free and of complexed DPA units are

marked with red and blue dots, respectively.

Qualitative Binding Study Using Redissolved Nanoparticles. The solutions for the experiments
involving redissolved nanoparticles were prepared as follows. Stock solutions of NP* were prepared
containing 5 or 50 uM Zn(NOs3)2 as described on page 6. These stock solutions (2 mL) were treated

with an aqueous solution of either Na4P207 or NasP300 (6 pnL, 0.1 M) to obtain solutions that were 5

-S18 -

245



Anhang

or 50 uM in Zn(NOs)2 and 299 uM in the respective inorganic salt. In addition, one solution was
prepared from a NP#® stock solution with a 5 uM Zn(NOs), concentration by adding only 1 uL of the
0.1 M aqueous NasP>O7 solution to afford a PPi concentration of 50 uM. The analytes [adenosine 5'-
triphosphate disodium salt hydrate (ATP), adenosine 5'-diphosphate disodium salt hydrate (ADP),
adenosine 5'-monophosphate disodium salt hydrate (AMP), adenosine 3',5'-cyclic monophosphate
sodium salt (cAMP), guanosine S5'-triphosphate disodium salt (GTP), and guanosine 5'-
monophosphate monosodium salt (GMP), and (for one experiment) adenosine] were used as 1 mM
stock solutions in H>O.

Seven vials were prepared, each containing 200 pL of a nanoparticle stock solution (NP? in the
presence of 5 or 50 uM of Zn(NOs) and 299 pM of NasP,O7 or NasP3O10, and NP? in the presence
of 5 uM of Zn(NO3), and 50 puM of Na4P207). One vial was used as blank while each of the other
vials was treated with a specific stock solution of the analytes. Initially, 1 uL of the respective analyte
solution was added to each vial. The subsequent additions comprised 4 uL, 5 uL, 10 pL, and 80 pL.
The salt concentrations thus increased from 5 pM after the first addition over 24 uMm, 48 um, 91 uMm,
to 333 pM after the last one. Photographs of the vials were taken 10 min after each addition. The
pictures obtained for a 50 uM Zn(NOs): concentration and a 299 uM NasP3Oiy concentration are
shown in Figure 5 of the main article. Figure S13 shows the pictures of the corresponding
measurement at 299 uM NasP>O7. The results of the measurements obtained for 5 uM Zn(NOs)> and

NasP207 (50 uM and 299 uM) and NasP3019 (299 uM) are shown in Figure S14-Figure S16.
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Figure S13: Images of solutions of NP* in water/methanol, 1:2 (v/v) containing 50 pM of Zn(NOs),
and 299 uM of NayP»O7 after the addition of the analytes specified in the bottom row at concentrations

of 5 pM (a), 24 uM (b), 48 uM (c), 91 uM (d), and 333 pM (e).
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Figure S14: Images of solutions of NP® in water/methanol, 1:2 (v/) containing 5 pM of Zn(NOs),

and 50 pM of Na4P,07 after the addition of the analytes specified in the bottom row at concentrations

of 5 pM (a), 24 uM (b), 48 uM (c), 91 uM (d), and 333 pM (e).
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Figure S15: Images of solutions of NP® in water/methanol, 1:2 (v/) containing 5 pM of Zn(NOs),

and 299 uM of NayP»O7 after the addition of the analytes specified in the bottom row at concentrations

of 5 pM (a), 24 uM (b), 48 uM (c), 91 uM (d), and 333 pM (e).
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Figure S16: Images of solutions of NP* in water/methanol, 1:2 (v/v) containing 50 pM of Zn(NOs),
and 299 pM of NasP;Oi after the addition of the analytes specified in the bottom row at
concentrations of 5 puM (a), 24 uM (b), 48 puM (c), 91 uM (d), and 333 uM (e).
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Figure S17: Images of solutions of NP® in water/methanol, 1:2 (v/) containing 5 pM of Zn(NOs),
and 299 pM of NasP;Oi after the addition of the analytes specified in the bottom row at

concentrations of 5 puM (a), 24 uM (b), 48 puM (c), 91 uM (d), and 333 uM (e).
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UV-Vis Spectroscopic Binding Study Using Redissolved Nanoparticles. The nanoparticle stock
solutions were prepared as described above for the qualitative binding studies. For each analyte, three
stock solutions with concentrations of 1 mM (salt solution #1), 10 mM (salt solution #2), and 100 mm
(salt solution #3) were prepared in water. Each series of measurements was performed in one cuvette.
The first measurement involved adding a nanoparticle solution (1 mL) to the cuvette and recording
the UV-vis spectrum between 350 and 800 nm. The following measurements involved adding defined
volumes of the stock solutions of an analyte in a given sequence. After each addition, the cuvette was
shaken and the UV-vis spectrum recorded after 10 min. The exact amounts of the salt solutions and
the sequence of their addition are summarised in Table S4. The obtained spectra are shown in Figure

S18-Figure S22.

Table S4: Amounts of salt solutions and sequence of addition to the nanoparticle solution in

water/methanol, 1:2 (v/v) and concentrations resulting after each addition.

entry # stock c(stock V(salt solution) c(salt) in
solution solution) / mM / uL sample / pM

1 - - 0 0

2 1 1 1 1

3 1 1 4 5

4 1 1 5 10
5 2 10 1.5 25
6 2 10 2.5 49
7 2 10 2.5 74
8 2 10 2.5 98
9 3 100 1 196
10 3 100 1 294
11 3 100 1 391
12 3 100 1 489
13 3 100 5 973
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Figure S18: UV-vis spectra of NP? in water/methanol, 1:2 (v/v) containing 5 uM of Zn(NO3)2 and 299
uM of NasP301o (in the initial solution) and between 0 and 977 uM of ATP (a), ADP (b), AMP (c),
cAMP (d), GTP (e), and GMP (f). The first spectrum is shown in red and the spectrum corresponding
to the concentration at which a pronounced red shift and intensity increase of the SPR band occurred

in orange.
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Figure S19: UV-vis spectra of NP? in water/methanol, 1:2 (v/») containing 50 uM of Zn(NO3), and
299 uM of NasP3Oyo (in the initial solution) and between 0 and 977 uM of ATP (a), ADP (b), AMP
(c), cAMP (d), GTP (e), and GMP (f). The first spectrum is shown in red and the spectrum

corresponding to the concentration at which a pronounced red shift and intensity increase of the SPR

band occurred in orange.
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Figure S20: UV-vis spectra of NP8 in water/methanol, 1:2 (v/v) containing 5 uM of Zn(NO;)2 and 299
uM of NasP>O7 (in the initial solution) and between 0 and 977 pM of ADP (a), AMP (b), cAMP (c),
and GMP (d). The first spectrum is shown in red and the spectrum corresponding to the concentration

at which a pronounced red shift and intensity increase of the SPR band occurred in orange.
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Figure S21: UV-vis spectra of NP? in water/methanol, 1:2 (v/+) containing 50 uM of Zn(NO3), and
299 uM of NasP207 (in the initial solution) and between 0 and 977 uM of ATP (a), ADP (b), AMP
(c), cAMP (d), GTP (e), and GMP (f). The first spectrum is shown in red and the spectrum

corresponding to the concentration at which a pronounced red shift and intensity increase of the SPR

band occurred in orange.
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Figure S22: UV-vis spectra of NP® in water/methanol, 1:2 (w/¥) containing 5 uM of Zn(NOs): and 50
uM of NasP>O7 (in the initial solution) and between 0 and 977 pM of ADP (a), AMP (b), cAMP (c),
and GMP (d). The first spectrum is shown in red and the spectrum corresponding to the concentration

at which a pronounced red shift and intensity increase of the SPR band occurred in orange.

Competitive Binding Studies. A stock solution of NP® that was 50 uM in Zn(NOs); and 299 pM in
NasP3;010 was prepared as described above for the qualitative binding studies. In addition, aqueous
stock solutions of NaCl (10 mM), NaxSO4 (10 mM), Na;HPO4 (10 mM), NaxCOs (10 mM), sodium
acetate (10 mM), sodium citrate (10 mM), ATP (10 mm), GTP (10 mM) and AMP (10 mM) were
prepared. Three vials were set up, each containing the nanoparticle stock solution (200 puL). The first
solution was kept as blank. This solution was diluted with water (9 pL). To the other two vials, all
but the AMP stock solutions were added (1 pL each). Finally, water was added to the second vial (1
uL) and the AMP stock solution to the third vial (1 pL) to reach the concentrations specified in entry
1 of Table S5. The concentrations of the competing analytes were subsequently increased twice by
adding more of the respective stock solutions to the latter two vials as specified in entry 2 and 3 of

Table SS. During these two rounds of additions, the corresponding amount of water was added to the
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blank solution to ensure that the total volume was the same in all vials. Pictures were taken of the
three vials 10 min after each round of addition was complete. The obtained pictures are shown in

Figure S23.

Table S5: Concentrations in the vial containing all analytes after each round of addition.

added stock solution per concentration of each AMP
Entry competing analyte i competing analyte concentration
/pL /uL / uM / M
| 209 48 48
2 4 241 207 41
5 281 356 36

" mmm

(b)
LU

(c) mm

blank without with
AMP AMP

Figure S23: Images of solutions of NP® in water/methanol, 1:2 (v/+) containing Zn(NOs) (50 uM),
NasP3010 (299 uM), and NaCl, Na,SO4, Na;HPO4, Na,COs, sodium acetate, sodium citrate, ATP,
and GTP [48 uM each in (a), 207 uM each in (b), 356 uM each in (c)] in the centre and the right vial.
The right vial additionally contains AMP [48 uM in (a), 41 uM in (b), 36 uM in (c¢)]. The photos were

taken 10 min after the analyte addition.
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C-Potentials

Measurement of the (-Potentials. The nanoparticle concentration for these measurements was twice
the concentration used for the binding studies. Accordingly, the initially obtained solution of NP® in
water/methanol, 1:2 (v/v) was diluted such that it had an absorbance of 3 at 525 nm. This solution (12
mL) was then treated with an aqueous Zn(NOs3)> stock (6 puL, 100 mM in water/methanol, 1:2 (v/v))
to obtain a zinc(Il) concentration of 50 uM. The obtained solution (825 pL in a respective cuvette)
was used to determine the (-potential of the nanoparticles after zinc(Il) complexation. The
nanoparticle samples were prepared by adding a stock solution of either NasP,O7 or NasP3;O10 (25
pL, 10 mM in water) to the solution of NP® containing Zn(NOs)> (800 pL) to obtain salt
concentrations of 303 pM. Each measurement was repeated three times, with each cycle comprising
30 subruns. Representative outputs of the measurements are shown in Figure S24 and the results are

summarized in Table S6.
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Figure S24: Representative output of the {-potential measurements for NP® in water/methanol, 1:2
(v/v) with the Zn(NOs)> concentration amounting to 50 uM (a). The printouts in (b) and (c) show the
results of the measurements for the solutions containing additional NasP,O; and NasP;Oq,

respectively, with the salt concentrations amounting to 303 pM.

Table S6: Results of the {-potential measurements.

. c(Zn(NOs)2) c(salt) 4
nanoparticle salt
/ UM / UM /mV
none - +20.1+0.3
NP3 50 NasP207 303 -93+0.5
NasP3;010 303 -7.5+0.1
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Transmission Electron Microscopy

ATP precipitation. The TEM images of the solutions in the absence of ATP were taken from the
stock solutions of NP?® in water/methanol, 1:2 (v/) that were 5 pM or 50 uM in Zn(NOs),.
Nanoparticle aggregation was induced by adding an aqueous ATP stock solution (I mM, 1 pL) to

both stock solutions (100 pL), leading to ATP concentrations of 10 uM. TEM images were recorded

5 min after the addition.

*
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. 0.5 pim ; 0.5 um
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Figure S25: TEM images of NP?® in water/methanol, 1:2 (v/) with a Zn(NOs), concentration of 5 uM
in the absence (left) and the presence (right) of ATP (10 um).
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oA

Figure S26: TEM images of NP? in water/methanol, 1:2 (v/v) with a Zn(NOs), concentration of 50
uM in the absence (left) and the presence (right) of ATP (10 um).

AMP precipitation. Stock solutions of NP8 in water/methanol, 1:2 (v/) that were 5 uM or 50 uM in
Zn(NO;3)2 (2 mL) were treated with an aqueous solution of NasP;Oio (0.1 M, 6 pL), affording a
NasP;01¢ concentration of 299 uM in each solution. These solutions were used to record the TEM
images prior to the AMP addition. Aliquots of the two solutions (200 uL) were then treated with an
aqueous AMP solution (10 mM, 1 pL) so that each solution had an AMP concentration of 50 pM. The

TEM images were recorded 5 min after the addition.
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Figure S27: TEM images of NP#* in water/methanol, 1:2 (v4) with a Zn(NOs), concentration of 5 uM

and a NasP;O1o concentration of 299 uM in the absence (left) and the presence (right) of AMP (50
M),
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Figure S28: TEM images of NP? in water/methanol, 1:2 (v/) with a Zn(NO3), concentration of 50

uM and a NasP3010 concentration of 299 uM in the absence (left) and the presence (right) of AMP
(50 uM).
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7.3 Daten zur Charakterisierung der Nanopartikel
7.3.1 NP2
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Abbildung 63 1H-NMR-Spektrum von NP2 in D,0/MeOD 1:2 (v/v) a) und UV-Vis-Spektrum von NP2 in
Wasser/Methanol 1:2 (v/v) b) sowie TEM-Aufnahmen mit zugehériger Gréf3enverteilungskurve c).
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7.3.2 NP4
a) b)
2,51
57|.6
|
‘ 5151
\ B
2
]
| "
| i
l
b ;‘\,‘Ij 051
T P o
’ ' ‘ ' 400 500 600 700 800
03 Wellenlange [nm]
Anteil L5 = —27— x 100 = 19 %
4.03 n 11
1 1
<)
e AR £l >
Frass | :. 80
- L. I
-~ ® [ ] ~
- »® =
2 Py 5 60
; ? . ® g 40
-~ A E
* 4 S 20 | |
5 s L g
2 < 0 1 -1 I -
- ; i . N N N W R N N N N
o O N < OO NS WO N
™ = =~ = =« N
0_5L4. v 100nm Y Durchmesser / nm

Durchmesser: 10.3 +1.0 nm

Abbildung 64

1H-NMR-Spektrum von NP4 in D,O/MeOD 1:2 (v/v) a) und UV-Vis-Spektrum von NP4 in

Wasser/Methanol 1:2 (v/v) b) sowie TEM-Aufnahmen mit zugehériger Gréf3enverteilungskurve c).
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Abbildung 66 TEM-Aufnahmen von NP42" (0.25 mg/mL) in Wasser/Methanol 1:2 (v/v) ohne Analytzugabe a) und
30 min nach Zugabe von ATP (90.8 uM).
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