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1 Einleitung 

1.1 Goldnanopartikel – Ein vielfältig einsetzbares Nanomaterial 

 

 Als Goldnanopartikel werden Cluster von Goldatomen bezeichnet, deren Ausdehnung in 

allen drei Dimensionen kleiner als 100 nm ist.1,2 Um diese Größe zu veranschaulichen, kann der 

Vergleich mit alltagsbezogenen Objekten helfen. Ein menschliches Haar hat einen Durchmesser von 

ca. 100 µm, welcher somit um das 10000-fache größer als der eines 10 nm großen Goldnanopartikels 

ist (Abbildung 1). Vergleicht man andererseits die Größe eines Goldatoms mit der des Nanopartikels, 

der in dieser Größe ca. 31000 Goldatome enthält, so wird ersichtlich, dass nanoskalige Systeme die 

Brücke zwischen Einzelatomen und Metallen bilden.  

 

 

Abbildung 1 Gegenüberstellung der relativen Größe 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 

flächenzentriertes Kristallgitter ausbilden.3  
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Analog besteht der Au55 Cluster mit einem Durchmesser von 1.4 nm aus zwei vollständig 

abgeschlossenen Atomschalen,4 in denen die einzelnen Goldatome wie im Feststoff dichtgepackt 

vorliegen und eine kubooktaedrische Struktur aufweisen.3 Neben Au55 wurden weitere Cluster (13, 

147, 309) mit abgeschlossenen atomaren Schalen beschrieben.5 In diesen Goldclustern spielen 

insbesondere der ikosaedrische und kubooktaedrische Aufbau eine Rolle,6,7 während für größere 

Goldkolloide auch verschiedene polyedrische und sphärische Strukturen (Abbildung 2) möglich sind.8–

10 Je nach Wahl der Synthesebedingungen können Goldnanopartikel mit unterschiedlicher 

Morphologie hergestellt werden. Dazu zählen beispielsweise stäbchen-, würfel-, prismen- und 

sternförmige Nanopartikel, worin die Goldatome ebenfalls dichtgepackt angeordnet sind.11–14 

 

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

 

Die bei kleineren Partikeln im Verhältnis zum Volumen immer größer werdende Oberfläche führt zu 

chemischen und physikalischen Eigenschaften nanopartikulärer Systeme, die sich von denen eines 

Partikels größerer Ausdehnung unterschieden.15 

Insbesondere die optischen Eigenschaften von Goldnanopartikeln, die deren Lösungen in der 

Durchsicht eine intensiv rote Farbe verleihen, faszinieren seit vielen Jahrhunderten und haben zu 

diversen Einsatzgebieten geführt.16 So nutzte man schon in der römischen Antike Goldnanopartikel, 

um Glas einzufärben. Das wohl bekannteste Beispiel stellt der Lykurguskelch (400 n. Chr.) dar.17 Im 17. 

Jahrhundert wurden Methoden zur gezielten Herstellung von Goldpurpur entwickelt, womit das 

Einfärben von Kirchenfenstern und die Herstellung rot gefärbter Glasgefäße ermöglicht wurden.18  

Die Farbe von Goldnanopartikellösungen ist auf die Oberflächenplasmonenresonanz (SPR) 

zurückzuführen. Hierunter versteht man die kollektive Schwingung der freien Elektronen in den 

Goldclustern nach Anregung mittels elektromagnetischer Strahlung. Durch Absorption von grünem 

Licht erscheinen die kolloidalen Lösungen rot und im UV-Vis-Spektrum ist eine intensive SPR-Bande   
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detektierbar. Die Lage und Intensität der SPR-Bande variieren je nach Größe der Nanopartikel und ihrer 

Konzentration. Bei 10 nm großen Partikeln liegt das Maximum der Bande beispielsweise bei ca. 

520 nm.19  

Die ersten gezielten Synthesen von kolloidalem Gold gehen auf Michael Faraday zurück, der 1857 

durch das Versetzen einer wässrigen Natriumtetrachloroaurat-Lösung mit Phosphor in 

Kohlenstoffdisulfid bzw. Ether Goldnanopartikellösungen herstellte.20 Faraday fiel auf, dass das durch 

die Lösung fallende Licht gestreut wird, was er auf das Vorhandensein sehr kleiner Partikel 

zurückführte. Die damals von Faraday hergestellten Goldnanopartikellösungen werden im Faraday 

Museum der Royal Institution in London ausgestellt und sind auch noch nach 160 Jahren intensiv rot 

gefärbt. 

Im 20. Jahrhundert wurden effiziente Verfahren etabliert, um Goldnanopartikel größen- 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.21 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 Größenordnung von ca. 5 – 150 nm in wässriger Lösung 

wird heutzutage meist die Turkevich-Methode verwendet.22 Hierbei wird Natriumcitrat zu einer 

siedenden Lösung der Tetrachlorgoldsäure gegeben, wobei diese zu Au(0) reduziert wird. Die 

Citratanionen dienen gleichzeitig als Puffer und Reduktionsmittel. Außerdem stabilisieren sie am Ende 

der Reaktion die gebildeten Nanopartikel in Lösung.22,23 Die Bildung der Nanopartikel folgt dabei dem 

seed mediated growth-Mechanismus.24 Nach der Zugabe von Natriumcitrat zu der Lösung der 

Goldsäure steigt der pH-Wert, was zur Folge hat, dass hauptsächlich hydrolysierte Goldsäureformen 

([AuCl4-x(OH)x]-) vorliegen. Die noch vorhandenen [AuCl4]--Anionen werden in den ersten Sekunden 

nach der Citrat-Zugabe zu Au(I) reduziert und bilden durch Disproportionierung und anschließender 

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 führt. Die 

Anzahl der seed-Partikel in Lösung ist während des Bildungsprozesses der größenbestimmende Schritt. 

Diese Anzahl wird wiederum durch die Menge der eingesetzten Goldsäure bzw. das Verhältnis von 

Goldsäure zu Natriumcitrat bestimmt. Je mehr Goldsäure eingesetzt wird, umso niedriger ist der pH-

Wert der Goldsäurelösung und umso mehr sinkt die Tendenz zur Bildung unreaktiver, hydrolysierter   
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Goldspezies. Es steht mehr [AuCl4]- zur direkten Reduktion zur Verfügung, wodurch die Anzahl der 

seed-Partikel ansteigt. Da damit einhergehend auch die Gesamtoberfläche größer wird, ist der 

Wachstumsschritt limitiert, was zu insgesamt kleineren Partikeln führt (Abbildung 3).24,25 

 

Abbildung 3 Seed-mediated-growth-Mechanismus nach Polte et al.24 

 

Alternativ zur Turkevich-Methode wurde von Brust und Schiffrin ein Verfahren entwickelt, bei dem 

Goldnanopartikel in einer Größenordnung von 1 – 6 nm mit einer engen Größenverteilung erhalten 

werden.26,27 Die in Wasser gelöste Goldsäure wird dabei zunächst mithilfe von 

Tetraoctylammoniumbromid (TOABr) in Toluol überführt. Der Phasentransfer erfolgt über die 

Ausbildung eines Ionenpaars mit dem [AuCl4]- Anion.  

Nach dem Entfernen der wässrigen Phase wird der organischen Phase ein Alkanthiol zugesetzt. Dieses 

reduziert Au(III) zunächst zu Au(I). Mithilfe von Natriumborhydrid erfolgt die Weiterreduktion zu Au(0), 

wobei die gebildeten Partikel durch Anlagerung des Alkanthiols an die Goldatome auf der Oberfläche 

stabilisiert werden. Die Größe der entstehenden Nanopartikel kann durch Variation des Goldsäure zu 

Alkanthiolverhältnisses gesteuert werden.28 Das Lösungsmittel kann nach Beendigung der Synthese 

entfernt und die Nanopartikel problemlos erneut dispergiert werden, ohne dass eine Aggregation 

erfolgt.29  

Die Stabilisierung der Nanopartikel bei den beiden vorgestellten Synthesemethoden basiert auf 

unterschiedlichen Strategien. Die Methode von Turkevich führt zu elektrostatisch stabilisierten 

Goldnanopartikeln. Durch die Coulomb-Abstoßung der auf den Nanopartikeloberflächen befindlichen 

diffusen Doppelschichten aus Ionen, können sich die einzelnen Partikel nicht annähern wodurch eine 

Koagulation unterbunden wird.   
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Bei zunehmender Ionenstärke im Lösungsmittel wird die Doppelschicht komprimiert und neutralisiert, 

was zur Aggregation der Nanopartikel führt.30 Elektrostatisch stabilisierte Goldnanopartikel sind 

demzufolge für Anwendungen im biologischen Bereich eher ungeeignet. Als Stabilisator können neben 

Citrat auch Ascorbat,31 Succinat32 oder Tenside wie Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB)33 

eingesetzt werden. Im Gegensatz dazu basiert die sterisch bedingte Stabilisierung der beim Brust-

Schiffrin Verfahren gebildeten Goldnanopartikeln darauf, dass eine Barriere aus raumerfüllenden 

organischen Liganden um die Partikel aufgebaut wird. Als Liganden werden in diesem Fall 

beispielsweise Polyethylenglykol34,35, Polyvinylpyrrolidin (PVP)36 oder auch niedermolekulare 

Verbindungen mit Ethylenglykoleinheiten37 oder Alkanketten auf der Goldnanopartikeloberfläche 

adsorbiert.30 Als Stabilisierungsreagenzien kommen häufig Thiole38, Disulfide39, Amine40,41 oder 

Phosphane42 zum Einsatz. Die Stabilität der Ligandhüllen profitiert hierbei von der Ausbildung 

kovalenter Bindungen zwischen den Liganden und den Goldatomen der Nanopartikeloberfläche. So 

bilden sich beispielsweise beim Einsatz von Diazoniumverbindungen Arylradikale, die kovalente Au-C 

Bindungen zu den Goldatomen der Nanopartikeloberfläche ausbilden.41,43,44 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).45–47 Aber auch die direkte Bindung von schwefelhaltigen Verbindungen 

an oberflächenlokalisierte Goldatome wurde nachgewiesen.48,49 Die Art der Au-S Bindung ist nach wie 

vor viel diskutiert. Die Bindung kann hierbei kovalenten oder ionischen Charakter aufweisen.50  

Abbildung 4 Schematische Darstellung des Querschnitts durch einen Thiolat-stabilisierten Goldnanopartikel.47  
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Aufgrund des dynamischen Charakters der Bindung zwischen Thiolen und den Goldatomen können 

Migrationsvorgänge auf der Nanopartikeloberfläche auftreten. Hierbei kommt es, insbesondere bei 

erhöhten Temperaturen, zur Wanderung von Liganden bzw. zum Austausch von Liganden zwischen 

unterschiedlichen Goldnanopartikeln.46 Diese Migrationsvorgänge sind bei Liganden, die über zwei 

Schwefelatome an die Goldoberfläche binden, beispielsweise Liponsäure-basierten Liganden, weniger 

ausgeprägt. In diesem Fall wird durch die simultane Bindung beider Schwefelatome des cyclischen 

Disulfids an die Goldoberfläche eine Ligandhülle erzeugt, die insbesondere bei höheren Temperaturen 

stabiler ist als vergleichbare Schichten aus monofunktionalen Thiolen.46,51–55 Einige Gruppen 

beobachteten allerdings, dass die Thiol-haltigen Ligandschichten unter oxidativen Bedingungen 

stabiler als Disulfid-basierte Schichten sind.56 

Für die Funktionalisierung der Nanopartikeloberfläche können verschiedene Strategien verwendet 

werden. So können funktionalisierte Goldnanopartikel in einem einzigen Schritt mit der Brust-Schiffrin-

Methode hergestellt werden, indem eine Mischung schwefelhaltiger Liganden für die 

Nanopartikelsynthese verwendet wird. Dieses Verfahren setzt aber voraus, dass alle in den Liganden 

vorhandenen funktionellen Gruppen inert gegenüber dem Reduktionsmittel Natriumborhydrid 

sind.39,57 Bei Citrat-stabilisierten Goldnanopartikeln erfolgt die Funktionalisierung der 

Nanopartikeloberfläche durch den Austausch der Citratmoleküle mit Ligandmolekülen. Bei 

Verwendung von Thiolen oder Disulfid-haltigen Liganden ist die treibende Kraft für den 

Ligandenaustausch die Bildung der stabilen Au-S Bindung.46,47,58 Obwohl Disulfide dabei weniger 

reaktiv als Thiole sind, haben sie auch Vorteile. So können bei Verwendung von Disulfiden als Liganden 

Gruppen in dem Ligandmolekül vorhanden sein, die mit freien Thiolen reagieren würden. Daneben 

müssen Disulfide nicht wie Thiole vor der Ligandaustauschreaktion entschützt werden, was die 

Synthese oft vereinfacht. Weitere Methoden zur Einführung funktioneller Gruppen auf 

Goldnanopartikeln sind chemische Reaktionen mit geeigneten Gruppen in den Liganden bereits 

passivierter Nanopartikel. Besonders beliebt sind hierbei Click-Reaktionen59 oder Carbodiimid-

induzierte Amidkupplungen.60,61 Diese Methoden eignen sich insbesondere für die Immobilisierung 

strukturell komplexer Verbindungen auf der Nanopartikeloberfläche. 

Die Vielzahl an Funktionalisierungsmöglichkeiten durch unterschiedliche Immobilisierungsstrategien 

und die gleichzeitig große Vielfalt an potentiellen Strukturen, die so realisiert werden können, eröffnen 

ein breites Anwendungsfeld für Goldnanopartikel. In diesem Zusammenhang ist erwähnenswert, wenn 

auch nicht von zentraler Bedeutung, dass unmodifizierte Goldnanopartikel, anders als reaktionsträges 

makroskopisches Gold, katalytisch aktiv sind. So vermitteln sie die Oxidation von D-Glucose zu   
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D-Gluconsäure mit deutlich höherer Selektivität als gängige Platinkatalysatoren und zeigen bis zu 100 

Tage eine hohe Aktivität.62,63 Im Bereich der Therapie und Diagnostik von Krankheiten wurden im 

letzten Jahrzehnt ebenfalls zahlreiche interessante Einsatzgebiete für funktionalisierte 

Goldnanopartikel beschrieben.64–66 Insbesondere im Bereich der Krebstherapie haben 

Goldnanopartikel Vorteile, weil sie den ortsspezifischen Transport und die programmierte Freisetzung 

von Wirkstoffen an den Krebszellen ermöglichen.67 So wurden Goldnanopartikel mit einem Polymer 

funktionalisiert, das sowohl hydrophobe als auch hydrophile Bereiche aufweist. Während im 

hydrophoben Teil Wirkstoffe eingelagert werden können, dient der hydrophile Teil zur Solubilisierung 

der Nanopartikel in wässriger Umgebung. Bei Kontakt mit hydrophoben Domänen in den 

Zellmembranen der Zielzellen, werden die eingelagerten Wirkstoffe freigesetzt.68 Durch ihre Fähigkeit, 

einfallende Photonen zu absorbieren, können Goldnanopartikel zudem für die photothermische 

Therapie von Tumoren eingesetzt werden. Hierbei werden sie im Gewebe bestrahlt und die bei der 

Bestrahlung erzeugte Wärme führt zur Zerstörung des Tumors.69 Außerdem 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 können. Da bei solchen Analysen typischerweise 

Mehrkomponentensysteme untersucht werden müssen, sind selektive Nachweisverfahren ohne eine 

zeitaufwändige Vorbereitung der zu untersuchenden Probe wünschenswert. Der Vorteil optischer 

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

Idealfall sogar mit dem bloßen Auge möglich ist. 

Ein aktuelles Beispiel für den Einsatz oberflächenmodifizierter Goldnanopartikel für analytische 

Zwecke ist der Antigen-Schnelltest zum Nachweis des SARS-CoV-2-Virus in Nasen- oder Rachensekret 

mittels eines Lateral-Flow-Immunoassays.70 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 Dünnschichtchromatographie vergleichbar. Es wird ein Teststreifen 

aus Polymermaterialien (z.B. Nitrocellulose) verwendet, auf dem an einer Seite Goldnanopartikel 

aufgetragen wurden, die auf ihrer Oberfläche immobilisierte Antikörper enthalten, welche an die 

potentiell im Sekret enthaltenen Proteinfragmente des Virus (Antigene) binden. Aufgrund der 

optischen Eigenschaften der Nanopartikel ist dieser Bereich intensiv rot gefärbt. Wird auf diese Seite 

des Teststreifens die zu analysierende wässrige Lösung getropft, werden die Goldnanopartikel mit der 

Lösung auf den Teststreifen transportiert. Enthält die wässrige Lösung die nachzuweisenden Proteine, 

bilden diese auf der Nanopartikeloberfläche den entsprechenden Antikörper-Antigen Komplex. Dieser 

Komplex wird durch weitere in einem bestimmten Bereich des Trägermaterials befindliche Antikörper 

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 gefärbt, ist der Test positiv. Ist nur der Kontrollbereich 

gefärbt, ist der Test negativ.71 

Anhand dieses Beispiels wird deutlich, dass Goldnanopartikel mit spezifischen Oberflächen-

gebundenen Erkennungseinheiten hochselektive Erkennungsprozesse ermöglichen. 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 

Messung der oberflächenverstärkten Raman-Streuung (SERS) geeignet.72 Das Prinzip beruht auf der 

Beobachtung charakteristischer Raman-Signale bei unterschiedlichen Analytkonzentrationen. Durch 

die Nähe des Analyten zur metallischen Oberfläche des Goldnanopartikels kommt es zu einer 

Intensitätszunahme dieses Signals um bis zu elf Größenordnungen, die leicht gemessen werden kann. 

Auf diesem Weg können sogar einzelne Moleküle detektiert werden.73–75 Die Intensitätserhöhung der 

Signale steht in direktem Zusammenhang mit der Erhöhung des lokalen elektromagnetischen Feldes 

der Nanopartikel durch deren lokalisierte Oberflächenplasmonen.75,76  

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 Goldnanopartikeloberfläche. 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 räumliche Nähe des 

Indikators zum Goldnanopartikel zu einer Löschung der Fluoreszenz. Dieses Phänomen ist auf den 

Energietransfer des angeregten Zustands des Indikators auf die metallische Nanopartikeloberfläche 

zurückzuführen (FRET).77 In Gegenwart des Analyten wird der Indikator vom Analyt verdrängt und da 

die gebundenen bzw. freien Indikatormoleküle unterschiedliche optische Eigenschaften haben, lässt 

die Änderung des optischen Signals unmittelbar auf die Anwesenheit der Analyten schließen.78,79 

Die am weitesten verbreitete Methode zur Detektion von Analytmolekülen steht in direktem 

Zusammenhang mit der lokalisierten Oberflächenplasmonenresonanz (LSPR) der Goldnanopartikel. 

Führt die Wechselwirkung der Nanopartikel mit einem Analyten zu deren Aggregation, kommt es durch 

die so erreichte räumliche Nähe der Partikel zu einer Kopplung ihrer Plasmonenresonanz, die sich in 

einer Blauverschiebung der SPR-Bande im UV-Vis-Spektrum äußert. Die Aggregation führt also formal 

zu einer Vergrößerung der Nanopartikel. Bilden sich bei der Aggregation unlösliche Netzwerke, fallen 

die Nanopartikel aus der Lösung aus, wodurch sich die Intensität der SPR-Bande verringert bzw. die 

Lösung entfärbt.80–82 

Eine Reihe von optischen Sonden, die auf der Aggregation von Goldnanopartikeln nach Analytzugabe 

beruhen, wurden bereits beschrieben. Hiermit konnten Schwermetallkationen83,84 oder DNA85 

nachgewiesen werden. Dabei profitiert die Stärke der Bindung solcher Sonden an den Analyten von 

der Multivalenz der Nanopartikel. Diese führt dazu, dass der Analytnachweis auf mehreren bis vielen 

einzelnen Bindungsereignissen beruht, die sich im Idealfall gegenseitig positiv beeinflussen und so 

verstärken. Oft ist es einfacher, die Effizienz eines Bindungsvorgangs durch Ausnutzung multivalenter 

Wechselwirkungen zu erhöhen, als durch die Verstärkung der zugrundeliegenden monovalenten 
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Wechselwirkungen.86,87 Trotz des großen Fortschritts auf dem Gebiet der Nanopartikelmodifikation 

und deren Anwendung als optische Sonden gibt es bisher wenige Beispiele für Goldnanopartikel-

basierte optische Sonden, mit denen Anionen in wässriger Lösung nachgewiesen werden können.88–90 

Da es aber zahlreiche Anionen gibt, die eine medizinische, biologische oder ökologische Relevanz 

haben, sind gerade diese Analyte besonders interessante Targets für 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 

vielfältiger Weise. Phosphatsalze werden zum Düngen von landwirtschaftlichen Flächen genutzt,91,92 

kommen als wasserenthärtende Komponente in Maschinengeschirrspülmitteln93 zum Einsatz oder 

werden in verschiedenen Lebensmitteln als Säureregulatoren oder Konservierungsmittel verwendet. 

Sulfate kommen in vielen natürlichen Mineralien und Gesteinsschichten vor.94 Weiterhin werden sie 

in Form von Magnesiumsulfat als Magnesiumquelle in Düngemitteln oder in der Medizin als 

Abführmittel eingesetzt. Calciumsulfat (Gips) hingegen wird in großen Mengen in der Bauindustrie 

verwendet.94  

Der breite Einsatz Phosphat- und Sulfat-haltiger Verbindungen führt dazu, dass diese in die Umwelt 

gelangen und dort potentiell Umweltschäden verursachen. Hohe Mengen an Phosphat in Gewässern 

führen beispielsweise zur Eutrophierung.92 Die Wiederherstellung eines eutrophierten Ökosystems ist 

dabei außerordentlich kostenintensiv.95 Auch aus medizinischer Sicht sind anorganische Phosphate 

relevant. So ist bei einer Hyperphosphatämie die Konzentration von anorganischem Phosphat im Blut 

aufgrund einer Niereninsuffizienz stark erhöht. Durch Bindung schwerlöslicher Ablagerungen aus 

Calciumphosphat im Weichgewebe der Haut sowie innerhalb von Gefäßen erhöht sich in der Folge das 

Risiko einer Herz-Kreislauf-Morbidität.96 Ein erhöhter extrazellulärer Pyrophosphat (PPi)-Spiegel kann 

zudem zur Bildung von Calciumpyrophosphatkristallen führen, die sich bevorzugt in großen Gelenken, 

wie dem Knie, festsetzen und dort ein Gicht-artiges Krankheitsbild hervorrufen.97–99 

Große 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 

Qualität beeinflussen.100 Aus medizinischer Sicht können erhöhte Sulfatkonzentrationen zudem 

Marker für bestimmte Krankheitsbilder, wie rheumatoide Arthritis oder ein Reizdarmsyndrom 

sein.101,102 

Während anorganische Phosphate und Sulfate in moderaten Konzentrationen in der Regel nicht 

toxisch für den menschlichen Organismus sind, sind strukturell verwandte Arsenate giftig und 

verursachen nach Exposition schwerwiegende akute Symptome und auch chronische Schäden.103,104 

Von der WHO wird eine Grenzkonzentration für Arsenat in Trinkwasser von 10 µg.L-1 vorgeschrieben.104 

Die Freisetzung von Arsenat aus Gesteinsschichten hat vor allem in Bangladesch dazu geführt, dass 

Grundwasser in vielen Orten stark Arsenat-belastet ist.105,106  
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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 geringfügig voneinander unterscheiden107 Dadurch ist eine Konkurrenz zwischen 

Phosphaten um die in den Sonden befindlichen Erkennungsmotiven für die jeweiligen Analyte und 

Arsenaten praktisch nicht vermeidbar. Mithilfe von geeigneten Bakterienkulturen ist die selektive 

Bestimmung der Arsenatkonzentration einer wässrigen Lösung jedoch auch in Gegenwart von 

Phosphatsalzen unter Verwendung von Lumineszenz-basierten Messmethoden möglich.108  

Phosphat alleine kann in Lösung durch Bildung blau gefärbter Phosphomolybdat-Komplexe 

nachgewiesen werden.109 Die dafür benötigten Reagenzien sind jedoch giftig, die Farbveränderung der 

Lösung tritt nach Zugabe der Analytlösung zur Reagenzlösung nur zeitverzögert auf und der Nachweis 

fällt auch bei anderen phosphathaltigen Verbindungen, wie Pyrophosphat und ATP sowie Arsenat 

positiv aus.109,110 Alternative schnelle und kostengünstige Methoden zum spezifischen Nachweis von 

Arsenat oder Phosphat wären darum wünschenswert. 

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 für viele biochemische Prozesse. Dabei sind insbesondere Purin-basierte 

Verbindungen wie Adenosintriphosphat (ATP), Adenosindiphosphat (ADP), Adenosinmonophosphat 

(AMP) sowie die äquivalenten Guanosinphosphate an der Regulation des Energiehaushaltes von Zellen 

beteiligt.111 

Auch bei der purinergen Signalübertragung spielt ATP eine zentrale Rolle. Während ATP innerhalb von 

menschlichen Zellen in hohen Konzentrationen von 5 – 10 mmol . L-1 vorkommt,112 liegt die 

Konzentration im extrazellulären Raum lediglich bei 10 – 100 nmol . L-1.113,114 Im Umfeld von 

Tumorzellen können im Vergleich dazu sehr hohe extrazelluläre ATP-Konzentrationen von bis zu 

mehreren hundert µmol . L-1 auftreten.112,113,115 Durch die hohe ATP-Konzentration werden auf Dauer 

bestimmte purinerge Rezeptoren aktiviert, die den Prozess der Zellproliferation fördern und somit zur 

Invasion der Tumorzellen führen.112,116 Auch der Energiehaushalt von Prokaryoten wie beispielsweise 

Bakterien basiert auf der energieliefernden Hydrolyse von ATP.117 Wenn Bakterienkolonien absterben 

wird beispielsweise die Bildung von extrazellulärem ATP beobachtet.118 Die Beispiele zeigen, dass die 

Bestimmung von ATP-Konzentrationen im medizinischen Umfeld sowie im Bereich der 

Hygienekontrolle von Bedeutung sein kann. Zurzeit werden hierfür Luciferin-basierte enzymatische 

Assays verwendet.119,120 Die verwendete Luciferase benötigt ATP als Co-Faktor, um Luciferin in ein 

Dioxetanderivat zu überführen, das unter Aussendung eines Lichtquants in Oxyluciferin und CO2  
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zerfällt. Da die ausgesendete Lichtmenge proportional zur ATP-Konzentration ist, kann diese mit 

Luminometern bestimmt werden.121 

Der Nachweis von AMP, insbesondere im Gemisch mit anderen phosphorylierten Spezies, stellt eine 

größere Herausforderung dar. Innerhalb von eukaryotischen Zellen gibt es jedoch Mechanismen, die 

es erlauben, Informationen über die intrazellulären Konzentrationen von ATP bzw. AMP zu erhalten.122 

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 Aktivität dieses Enzyms stellt somit 

ein Maß für den Energiebedarf der Zelle dar und ihre Bestimmung ermöglicht die Erfassung der AMP-

Konzentration bzw. des AMP/ATP Verhältnisses.123 

Da die vorgestellten Anionen ubiquitär vorkommen und vielzählige Funktionen in medizinischen sowie 

umweltrelevanten Prozessen aufzeigen, werden qualitative und quantitative Verfahren zum selektiven 

Nachweis der jeweiligen anionischen Spezies benötigt. Insbesondere optische Sonden sind in diesem 

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

2.1 Goldnanopartikel als optische Sonden für Phosphat-basierte Anionen 

 

 Verschiedentlich wurden bereits Goldnanopartikel-basierte Assays für Phosphate oder 

verwandte Anionen beschrieben. 

Kado et al. funktionalisierte beispielsweise 5 nm große Goldnanopartikel mit 

Phenylharnstoffeinheiten, welche durch Ausbildung interpartikulärer Wasserstoffbrücken zwischen 

den NH-Gruppen und den Sauerstoffatomen der Harnstoffeinheiten in Dichlormethan aggregieren. Bei 

Zugabe von Tetrabutylammoniumdihydrogenphosphat zu der Lösung lösen sich die Aggregate auf, da 

die Anionen an die Harnstoffeinheiten binden. Dieser Vorgang äußert sich in einem Anstieg der 

Intensität der UV-Vis-Absorptionsbande bei 510 nm ab einer Konzentration von 20 µM 

Dihydrogenphosphat. Andere Oxoanionen wie Hydrogensulfat, Acetat oder Perchlorat bewirken nur 

eine geringe Änderung des UV-Vis Spektrums. Über 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).124 

 

Abbildung 6 Schematische Struktur der Phenylharnstoff-haltigen Goldnanopartikel von Kado et al.124 Der rote Kreis 
symbolisiert einen Goldnanopartikel mit einem Durchmesser von 5 nm. 

 

Ein Goldnanopartikel-basierter Assay für den Nachweis von Pyrophosphat, ADP und ATP in wässrigem 

HEPES-Puffer wurde von Skinner et al. publiziert (Abbildung 7).125 Es wurden Citrat-stabilisierte 

Goldnanopartikel mit einem Durchmesser von 23 nm verwendet und mit Resorcinarencavitanden 

funktionalisiert, welche quaternäre Ammoniumgruppen als Endgruppe enthielten. Diese   
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Resorcinarenderivate wechselwirkten mit der negativ geladenen Oberfläche der Citrat-stabilisierten 

Goldnanopartikel. Am unteren Rand enthielten die Cavitanden Hexylgruppen, wodurch auf der 

Nanopartikeloberfläche 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 Lösungsmittels orientiert und standen für die Wechselwirkung 

mit Anionen zur Verfügung. Es wurde gezeigt, dass Phosphatanionen ab einer Konzentration von 

140 nm die Aggregation dieser Nanopartikel induzieren, die sich in einem Farbumschlag der Lösung 

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

Farbveränderung.125 

 

 

Abbildung 7 Schematische Darstellung der Resorcinaren-haltigen Goldnanopartikeln von Skinner et.al.125 

 

In wässriger Umgebung führt die Koordination von Phosphat an Übergangsmetallkationen, 

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).126–128  
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Abbildung 8 Bändermodell des Dimers der alkalischen Phosphatase129 von E.Coli a) sowie eine vereinfachte 

Darstellung des aktiven Zentrums b). 

 

Der Vorteil koordinativer Wechselwirkungen zwischen Anionen und Übergangsmetallen 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.130 Außerdem können aufgrund der 

hohen thermodynamischen Stabilität der gebildeten Komplexe leicht sub-millimolare Affinitäten für 

anionische Analytmoleküle realisiert werden.131 

In diesem Zusammenhang verwendeten Kim et al.132 für den Phosphatnachweis eine optische Sonde, 

bei der Goldnanopartikel mit 11-Mercaptoundecylphosphorsäure funktionalisiert wurden. Weiterhin 

enthielt die Lösung [Zn2(1,3-Bis[bis(2-pyridylmethyl)aminomethyl]benzen)]4+ ([Zn2(BBPAB)]4+. Die 

resultierende Nanopartikellösung war blau, da die in Lösung befindlichen Zinkkomplexe mit den 

Phosphatgruppen auf der Oberfläche der Nanopartikel wechselwirkten und diese so vernetzten. 

Wurde der Lösung 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 Rotfärbung der Lösung 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 oberflächen-gebundenen Zn(II)-

1,4,7-Triazacyclononankomplexen (Zn(II)-TACN) einen Assay für ATP, der von kooperativen Effekten 

und einer katalytischen Signalverstärkung profitierte.133 Das optische Signal beruhte auf der 

Freisetzung von p-Nitrophenol aus 2‐Hydroxypropyl-p‐nitro‐m‐trifluormethylphenylphosphat, die 

durch die Zinkkomplexe auf der Nanopartikeloberfläche 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 Affinität für die 

Nanopartikeloberfläche besaß 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(II)-TACN-funktionalisierte AuNPs von Pezzato et al.133 

 

Anhand dieser Beispiele wird deutlich, dass mithilfe von Goldnanopartikel-basierten Assays 

leistungsfähige optische Sonden für Anionen entwickelt werden können, die einen Anionennachweis 

auch in Wasser ermöglichen. Nachteilig bei den vorgestellten Methoden ist, dass oft mehrere 

Komponenten eingesetzt und die zu detektierenden Anionen nur indirekt nachgewiesen wurden. 

Vorteilhafter wäre 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.134 Dazu wurden die 

Zinkkomplexe von N-(2-Mercaptoethyl)-di(2-pyridylmethyl)amin (Zn(II)-NMDPA) auf der 

Nanopartikeloberfläche immobilisiert. Bei Zugabe phosphorylierter Peptide zu der Lösung dieser 

Nanopartikel in Puffer war ab einer Peptidkonzentration von 121 µM eine Farbänderung der Lösung 

von rot zu blau wahrnehmbar. Gleichzeitig konnte im UV-Vis-Spektrum eine Rotverschiebung der SPR-

Bande beobachtet werden, was auf die Bildung von Goldnanopartikelaggregaten zurückgeführt wurde 

(Abbildung 11). Auf unphosphorylierte bzw. monophosphorylierte Peptide reagierte diese Sonde nicht. 

Andere phosphat-haltige Analyte wurden in der Studie nicht berücksichtigt.  
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Abbildung 11 Schematische Darstellung der Farbänderung von Nanopartikeln mit oberflächengebundenen 
Dipicolylzinkkomplexen bei Zugabe von diphosphorylierten Peptiden.134 

 

Die Vorteile von Zink-Dipicolylaminkomplexen als Erkennungsmotive für phosphathaltige Substrate 

demonstrieren zahlreiche weitere Arbeiten. In diesen Komplexen koordinieren drei Stickstoffdonor-

Einheiten an das Zink(II)-Kation unter Bildung eines Komplexes mit einer Bindungskonstante von ca. 

106 M-1.135,136 Am Metallion verbleiben freie Koordinationsstellen, an die geeignete Lewisbasen 

koordinieren können. Dabei werden mit Phosphaten besonders stabile Komplexe gebildet, während 

andere Oxoanionen, wie z.B. Sulfat oder Halogenide, mit Zink-Dipicolylaminkomplexen nur schwach 

wechselwirken.135,137 Hieraus erklärt sich die hohe Phosphatselektivität optischer Sonden auf Basis 

solcher Komplexe. 

Beispiele für niedermolekulare Sonden für phosphorylierte Peptide bzw. Nucleotide mit Zink-

Dipicolylamineinheiten sind die von Hamachi beschriebenen Dizinkkomplexe, in denen zwei Zn(II)-DPA 

Gruppen enthalten sind.136,138 Bei Bindung der jeweiligen Substrate an einen zentralen Fluorophor 

kommt es zu einer Zunahme der Fluoreszenz der Lösung (Abbildung 12).  
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Abbildung 12 Schematischer Aufbau der Fluoreszenzsonden von Hamachi et al. a) und  Zn(II)-DPA-Rezeptoren zum 
Nachweis von phosphorylierten Peptiden bzw. Adenosintriphosphat b).136,138 

 

Joliffee et al. nutzten als Grundgerüst für ein Biszink-Dipicolylamin ein Cyclopeptid.98 Die in Abbildung 

13 gezeigte Verbindung erlaubte in gepufferter wässriger Lösung 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.98  
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Vilar nutzte an einem Polymer immobilisierte Di-Zink(II)-DPA-Komplexe, um Arsenat aus einer 

wässrigen Lösung zu entfernen.139 Im Vergleich zu Bayoxide®E33 HC, einem nanopartikulären 

Eisenoxid mit großer Oberfläche und hoher Adsorptionskapazität, wurde eine hohe Arsenataffinität 

beobachtet. Die Bindung der Arsenatanionen beruht nach den Ergebnissen von 

Kristallstrukturanalysen auf der Überbrückung 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). 

 

 

Abbildung 14 Strukturformel des Dizinkkomplexes von Vilar a). In dem funktionalisierten Polymer ist ein Derivat dieses 
Komplexes über die zentrale aromatische Einheit mit dem Polymerrückgrat verbunden. Abbildung b) zeigt die Kristallstruktur 

des 2:2 Komplexes zwischen zwei Untereinheiten dieses Dizinkkomplexes und zwei Arsenatanionen.139  
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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 Körper eignen 

(Abbildung 15).140 

 

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

 

Alle bisher beschriebenen funktionalisierten Goldnanopartikel enthielten nur eine Ligandsorte, die für 

die Bindung an den Analyten verantwortlich war. Bartl et al. beschrieben kürzlich einen 

Goldnanopartikel-basierten Assay für 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 für die 

Wasserlöslichkeit der betreffenden Nanopartikel verantwortlich war.61 Ab einer Sulfatkonzentration 

von 2.5 mmol·L-1 fielen diese Nanopartikel aus der wässrigen Lösung aus wohingegen sie in Gegenwart 

anderer anorganischer Anionen (Cl-, Br-, I-, CO3
2-, HPO4

2-, HAsO4
2-, P2O7

4-, NO3
-) gelöst blieben 

(Abbildung 16).  
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Abbildung 16 Cyclopeptid-haltige Goldnanopartikel für den Nachweis von Sulfatanionen in wässriger Umgebung von 
Bartl et.al.61 

 

Da zahlreiche weitere Anionenrezeptoren existieren, die mit ihren Substraten 2:1 Komplexe bilden, ist 

dieses Konzept grundsätzlich auf andere Systeme übertragbar, wodurch auch das Analytspektrum oder 

die Anionenselektivität solcher Nanopartikel erweitert werden kann. Ein alternatives Bindungsmotiv 

für Sulfationen sind beispielsweise Quadratsäureamidderivate, die beispielsweise den in Abbildung 17 

gezeigten Rezeptoren zugrunde liegen. Auch immobilisierte Quadratsäureamide für den optischen 

Sulfatnachweis wurden bereits beschrieben.141  
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Abbildung 17 Quadratsäureamid-basierte Sulfatrezeptoren von Qin et al.102  

 

So zeigten Delgado-Pinar et al., dass Böhmit-Nanopartikel mit oberflächengebundenen 

Quadratsäureamiden in Wasser bei pH = 3.4 mit Bromcresolgrün einen blau gefärbten Komplex bilden. 

Bei Zusatz von Sulfationen zur wässrigen Lösung wird der Farbstoff verdrängt, weil Sulfat stärker an 

die Quadratsäureamideinheit bindet als Bromcresolgrün, und es kommt zu einer Farbveränderung der 

Lösung von blau zu gelb (Abbildung 18).141 

 

 
Abbildung 18 Sulfatsonde auf Basis von Boehmitnanopartikeln von Delgado-Pinar et al.141 
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Diese Beispiele zeigen, dass die Immobilisierung von Anionenrezeptoren auf geeigneten 

Trägermaterialien eine vielversprechende Strategie für die Entwicklung optischer Sonden darstellt. 

Aufgrund ihrer optischen Eigenschaften sind Goldnanopartikel besonders geeignete 

Trägermaterialien, insbesondere, wenn die Wechselwirkung der oberflächengebundenen Rezeptoren 

mit den Anionen eine Aggregation der Nanopartikel induziert. 
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3 Teil 1 – Synthese gemischt-funktionalisierter Goldnanopartikel zur 

Erkennung anorganischer Anionen 

3.1 Aufgabenstellung 

 

Das Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung Nanopartikel-basierter Assays für Phosphat-haltige 

Anionen und Sulfat in Wasser. Hierfür sollten Goldnanopartikel geeigneter Größe mit 

oberflächengebundenen Anionenrezeptoren eingesetzt werden, die mit ihren Substraten 

bekanntermaßen 2:1 Komplexe bilden und so bei der Anionenbindung eine Quervernetzung der 

Nanopartikel induzieren. Die Anionenbindung wäre durch eine Farbveränderung der Lösung oder die 

Bildung eines Niederschlags bei gleichzeitiger Entfärbung der Lösung mit dem bloßen Auge 

detektierbar (Abbildung 19). 

 

Abbildung 19 Schematische Darstellung des Prinzips der optischen Anionendetektion mit geeignet funktionalisierten 
Goldnanopartikeln. 

 

Als Bindungsmotive sollten Zink(II)-Dipicolylaminderivate und Quadratsäureamide eingesetzt werden, 

die mithilfe von (R)-Liponsäuregruppen auf der Oberfläche von Goldnanopartikeln verankert werden. 

Liponsäure wurde als Ankergruppe gewählt, da die Neigung von Liganden, die über zwei Au-S 

Bindungen an einen Goldnanopartikel gebunden sind, auf der Oberfläche zu wandern geringer ist, als 

die von Thiol-basierten Liganden mit einem Schwefelatom.51,52 Außerdem hat die Verwendung von   
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Liponsäurederivaten synthetische Vorteile, da auf die Verwendung von Schutzgruppen verzichtet 

werden kann, die für den Schutz der SH-Gruppe in Thiolen notwendig wäre. Die Strukturen der 

funktionalisierten Zielliganden sind in (Abbildung 20) dargestellt. 

 

Abbildung 20 Funktionalisierte Zielliganden dieser Arbeit. 

 

Im Gegensatz zu den meisten bekannten Goldnanopartikel-basierten optischen Sonden sollten die 

funktionalisierten Liganden nicht alleine auf der Goldoberfläche immobilisiert werden, sondern im 

Gemisch mit dem in (Abbildung 21) dargestellten Triethylenglykol-haltigen Liganden L1R,S bzw. L1R. Die 

Aufgabe dieser inerten Liganden bestand darin, die Wasserlöslichkeit der funktionalisierten 

Nanopartikel zu gewährleisten. Außerdem dienten sie zur Verdünnung der funktionalisierten Liganden 

auf der Goldnanopartikeloberfläche, wodurch verhindert werden sollte, dass zwei auf demselben 

Nanopartikel gebundene funktionelle Gruppen an ein Anion binden. Schließlich ermöglicht die 

gleichzeitige Immobilisierung mehrerer Liganden Untersuchungen zum Einfluss des Verhältnisses von 

inerten und funktionalisierten Liganden auf die Empfindlichkeit und Selektivität der Anionendetektion.   
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Abbildung 21 TEG-basierte Liganden L1R,S 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 für Phosphat- bzw. 

Sulfationen. 
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3.2 Ergebnisse und Diskussion 

3.2.1 Ligandsynthesen 

3.2.1.1 Darstellung der inerten Liganden L1R,S und L1R 

 

 Die Synthesen von (R,S)-5-(1,2-Dithiolan-3-yl)-N-(2-(2-(2-

methoxyethoxy)ethoxy)ethyl)pentanamid (L1R,S) und (R)-5-(1,2-Dithiolan-3-yl)-N-(2-(2-(2-

methoxyethoxy)ethoxy)ethyl)pentanamid (L1R) erfolgten ausgehend von kommerziell erhältlichem 

Triethylenglykolmonomethylether (1), der im ersten Schritt der Synthese mit Tosylchlorid und 

Triethylamin in das entsprechende Tosylat 2 überführt wurde (Schema 1). Daraufhin erfolgte die 

Umsetzung mit Natriumazid zu 3. Schließlich 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)-Liponsäure bzw. (R)-

Liponsäure in die Liganden L1R,S und L1R überführt. Diese wurden nach Aufarbeitung analysenrein 

isoliert. 

 

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

mittleren Ausbeuten von 51 % für L1R,S bzw. 44 % für L1R führte. 
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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 zunächst eine 

reduktive Aminierung durchgeführt, 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 Kaliumcarbonat und Kaliumiodid 

führte 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-Liponsäure gekuppelt und die Liganden L2 und L3 in 

Ausbeuten von 26 % und 52 % isoliert. 

 

 

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 zunächst der Aktivester 10 aus 

(R)-Liponsäure und PFP hergestellt (Schema 3). Anschließend wurde 10 mit 6-Aminohexansäure zu L4 

umgesetzt und diese Carbonsäure im nächsten Schritt mithilfe von PFP, EDC·HCl und DMAP in den 

Aktivester 11 überführt. Verbindung 11 wurde mit Tyramin umgesetzt. Schließlich 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. 

 

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

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

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

Liganden L6 

 

 Zunächst wurde ausgehend 1,6-Hexandiamin und Boc2O das Boc-geschützte Derivat 13 

synthetisiert (Schema 4). 

 

Schema 4 Darstellung von 13. 

 

Die Quadratsäuremonoethylester 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 Quadratsäurediamide 16 und 17 hergestellt, welche durch 

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

 

 
Schema 5 Synthesen zur Herstellung der Quadratsäurebausteine Q1 und Q2.  
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Der funktionalisierte Ligand L6 wurde durch Kupplung von Q1 an (R)-Liponsäure mit EDC·HCl und 

DMAP dargestellt (Schema 6). 

 

Schema 6 Synthese des funktionalisierten Liganden L6. 
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Diskussion 

 

 Die Synthesen der TEG-basierten Liganden L1(R), L1(R,S), L2 und L3 wurden erfolgreich 

realisiert. Obwohl der Umsatz bei allen abschließenden Kupplungsreaktionen mit (R)-Liponsäure 

vollständig war, wurden die Produkte meist nur mit geringer Ausbeute isoliert. Dies war auf die 

umfangreichen Aufreinigungsschritte zurückzuführen, die notwendig waren, um analysenreine 

Produkte zu erhalten. Insbesondere während der chromatographischen Aufreinigungsschritte mittels 

präparativer HPLC kam es zu Ausbeuteverlusten, da für die Isolierung ausreichender Mengen immer 

mehrere Durchgänge pro Probe notwendig waren. 

Die Synthesen der Aktivester 10 und 11 wurden nach der etablierten Vorschrift von Bartl et al.142 

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 eingeführt werden. Diese 

Reaktion wurde im letzten Schritt der Synthese durchgeführt, da die Gegenwart von DPA-Gruppen im 

Produkt erfahrungsgemäß die Aufreinigung erschwert und auf diese Weise nur das Endprodukt 

mithilfe der präparativen HPLC aufgereinigt werden musste. Unter den getesteten 

Reaktionsbedingungen wurde überraschender Weise nur das einfach substituierte Produkt erhalten, 

obwohl Synthesen analoger zweifach substituierter Verbindungen unter analogen Bedingungen von 

mehreren Gruppen beschrieben wurden.137,139,143,144 In den aufgenommenen HPLC Chromatogrammen 

wurden keine Hinweise auf die Bildung eines höher substituierten Produkts gefunden. Da das einfach 

substituierte Produkt L5 sich ebenfalls für die geplanten Arbeiten eignete, wurde die Synthese des 

höher substituierten Produkts im Rahmen der Arbeit nicht weiter verfolgt. 

Das Quadratsäurederivat Q1 wurde in der dreistufigen Synthesesequenz hergestellt und in einem 

finalen Schritt an (R)-Liponsäure gekuppelt. Auffällig war die geringe Löslichkeit des freien Amins Q1 

sowie des Liganden L6 in organischen und polar protischen Lösungsmitteln. Lediglich mit DMF war es 

möglich, die beiden Verbindungen in Lösung zu bringen. Quadratsäureamide sind bekannt dafür, 

aufgrund der stark ausgeprägten Wasserstoffbrückendonor bzw. Akzeptorfähigkeiten untereinander 

polymere Strukturen auszubilden.145–148 Weiterhin können diese Netzwerke von π-π-

Wechselwirkungen zwischen den aromatischen Quadratsäureeinheiten stabilisiert werden, was einen 

Grund für die geringe Löslichkeit darstellen kann.149  
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3.2.2 Darstellung Citrat-stabilisierter Goldnanopartikel 

 

 Die für die Synthesen der Citrat-stabilisierten Goldnanopartikel verwendeten 

Reaktionsbedingungen wurden hinsichtlich des Verhältnisses von Trinatriumcitrat zu Goldsäure, der 

Temperatur, der Volumina der verwendeten Lösungen und der Reaktionszeit Vorschriften 

entnommen, die erfahrungsgemäß zu Goldnanopartikeln mit mittleren Durchmessern von 10 nm 

führen. Aufgrund vielversprechender Ergebnisse hinsichtlich der Uniformität der synthetisierten 

Nanopartikel nach Ojea-Jiménez et al.150 wurde lediglich die Reihenfolge der Zugabe der Reagenzien 

variiert und schließlich mittels TEM untersucht, inwiefern sich diese Änderung auf Größenverteilung 

und Form der Nanopartikel auswirkt. 

NPC1 wurde hergestellt, indem eine siedende Lösung von Tetrachlorgoldsäure mit einer Lösung von 

Trinatriumcitrat versetzt wurde. Für die Synthese von NPC2 wurde wie von Ojea-Jiménez et al.150 

beschrieben eine siedende Citratlösung vorgelegt, zu welcher im weiteren Verlauf eine Lösung von 

Tetrachlorgoldsäure gegeben wurde (Schema 7). 

 

Schema 7  Vorgehensweisen zur Herstellung der Citrat-stabilisierten Goldnanopartikel NPC1 und NPC2.  
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Auffällig hierbei war, dass der Farbumschlag der Lösung bei der Synthese von NPC2 viel schneller 

erfolgte als bei der von NPC1. Während sich NPC2 bereits nach 1 min rot färbte, dauerte dies bei NPC1 

5 min. 

Die so erhaltenen Lösungen von NPC1 und NPC2 zeigten leicht unterschiedliche UV-Vis Spektren 

(Abbildung 22). 

 

Abbildung 22 UV-Vis-Spektren von NPC1 und NPC2 in Wasser. 

 

Während das Absorptionsmaximum der SPR Bande im Spektrum von NPC1 bei 527 nm liegt, hat die 

Bande von NPC2 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 dazugehörige Histogramme, die die Größenverteilung von NPC1 und NPC2 
beschreiben. 

 

Für NPC1 wurde ein mittlerer Durchmesser von 13.6 ± 1.8 nm ermittelt. NPC2 hat dagegen einen 

mittleren Durchmesser von 10.6 ± 2.0 nm. 

Um den Restcitratgehalt der erhaltenen Nanopartikellösungen zu reduzieren, wurden sie abschließend 

gegen Wasser dialysiert. Diese Strategie der Nanopartikelsynthese erwies sich hinsichtlich der 

Eigenschaften der erhaltenen Produkte auch bei wiederholter Durchführung als reproduzierbar. 

  

NPC1 

NPC2 
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Diskussion  

 

Die Synthese der Citrat-stabilisierten Goldnanopartikel NPC1 und NPC2 wurde mithilfe Literatur-

bekannter Vorschriften realisiert. Die beobachteten Unterschiede im Reaktionsverlauf sowie in der 

Größenverteilung der erhaltenen Nanopartikelstehen im Einklang mit denen von Ojea-Jiménez et al. 

publizierten Ergebnissen150 je nachdem, ob die Citratlösung zu der Goldsäurelösung gegeben wird oder 

umgekehrt. 

Bei der Standardmethode, bei der die Citratlösung bei erhöhter Temperatur zur Goldsäurelösung 

gegeben wird, enthält die Goldsäurelösung aufgrund der Bildung von [AuCl4-x(OH)x]- Komplexen bei der 

erhöhten Temperatur vergleichsweise wenig [AuCl4]-, das bereitwilliger durch Citrat zu Au(0) reduziert 

wird. Entsprechend gibt es weniger Seedpartikel, die bei der fortschreitenden langsameren Reduktion 

von [AuCl4-x(OH)x]- zu größeren Nanopartikeln wachsen. Im Gegensatz dazu ist die Konzentration von 

[AuCl4]- bei der inversen Methode punktuell sehr hoch. Eine effiziente Reduktion durch Natriumcitrat 

ist somit möglich und führt dazu, dass mehr Au(0) für die Bildung von Seedpartikeln zur Verfügung 

steht und aufgrund dessen auch mehr Partikel gebildet werden. Die geringere Größe der Nanopartikel, 

die mit dieser Methode erhalten werden, ist darauf zurückzuführen, dass sich die restlichen 

Goldkomplexe nach Bildung der Seedpartikel während des Wachstumsprozesses auf eine größere 

Anzahl Partikel verteilt.24 

Da NPC2 aufgrund der engeren Größenverteilung und etwas geringeren Größe günstiger für die 

geplanten Arbeiten erschien als NPC1, 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, wasserlösliche Goldnanopartikel 

 

 Zunächst wurden TEG-basierte Goldnanopartikel mit L1rac synthetisiert. Hierzu wurde eine 

wässrige Lösung von L1rac mit bekannter Konzentration zu einem bestimmten Volumen der dialysierten 

Lösung von NPC2 gegeben, die Mischung 15 h lang gerührt und die Nanopartikel anschließend mittels 

Größenausschlusschromatographie und Membranfiltration gereinigt und isoliert (Schema 8). Die so 

erhaltenen Nanopartikel wurden mittels 1H-NMR Spektroskopie untersucht. Um die notwendige 

Menge Ligandlösung zu ermitteln, die für den vollständigen Austausch der Citratliganden in NPC2 

gegen L1R,S notwendig war, wurden drei Synthesen durchgeführt, indem 10, 100 und 1000 µL der 

Ligandlösung zu 20 mL der Lösung von NPC2 gegeben wurden. Die 1H-NMR Spektren der so erhaltenen 

Nanopartikel NP1rac 10, NP1rac 100 und NP1rac 1000 sind in Abbildung 24 dargestellt. 

 

Schema 8 Synthese  der TEG-stabilisierten Nanopartikel NP1rac. 
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Im 1H-NMR-Spektrum von NP1rac 10 konnten noch Signale von Citrat beobachtet werden. Die Spektren 

von NP1rac 100 und NP1rac 1000 enthielten keine Citratsignale. Alle drei Spektren wiesen stark verbreiterte 

Signale auf, die den Protonen von L1rac zuzuordnen sind. Scharfe Signale oder Signale von 

Verunreinigungen waren in keinem Spektrum erkennbar (Abbildung 24). 

 

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

 

Da ein vollständiger Austausch des Citrats mit dem Einsatz von 100 µL der Ligandstammlösung von 

L1rac gelang, wurde diese Menge für alle weiteren Studien verwendet. 

  

NP1rac 10 

NP1rac 100 

NP1rac 1000 
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Zum Vergleich wurden auch Nanopartikel dargestellt, die den enantiomerenreinen Liganden L1R 

enthielten (Schema 9).  

 

Schema 9 Synthese der TEG-stabilisierten Nanopartikel NP1R. 

 

Das 1H-NMR Spektrum der so erhaltenen Nanopartikel NP1R unterschied sich nicht von dem 

Nanopartikel mit dem racemischen Liganden NP1rac 100. Für die Quantifizierung der 

oberflächengebundenen Liganden wurden Lösungen von NP1rac 100 und NP1R mit einer Iodlösung 

versetzt, wodurch sich die Nanopartikel zersetzten und die Liganden freigesetzt wurden. In den 1H-

NMR Spektren der Lösungen waren die Ligandsignale deshalb scharf und da die Lösung 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 1H-NMR Spektrum von NP1R nach Iodabbau.   



Teil 1 – Ergebnisse und Diskussion 

44 

 

 

Abbildung 25 1H-NMR-Spektrum von NP1R in MeOD/D2O 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 für 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 Lösung vorhandene Stoffmenge des Liganden von der 

bekannten Stoffmenge von TMT unterscheidet. Unter Berücksichtigung der bekannten Einwaagen der 

Nanopartikel kann man aus dieser Stoffmenge den prozentualen Massenanteil des Liganden bezogen 

auf die Masse des Nanopartikels berechnen. Sowohl für NP1rac 100 als auch für NP1R wurde der Versuch 

5 mal wiederholt und die für beide Nanopartikel erhaltenen Werte jeweils gemittelt. Für NP1rac 100 

ergab sich demnach ein massenprozentualer Anteil des Liganden von 5.30±2.90 %. Für NP1R lag der 

Wert bei 5.80±1.90 %. 

Ausgehend von den TEM-Aufnahmen wurde die mittlere Anzahl Goldatome pro Nanopartikel 

abgeschätzt. Unter der Annahme, dass sphärische Goldnanopartikel mit einem mittleren Durchmesser 

von 9.1 nm vorliegen, wurden die Kugelvolumina VNP (Formel 1) und die jeweils zugehörigen 

Oberflächen ONP (Formel 2) berechnet.  

𝑉𝑁𝑃 =
4

3
𝜋𝑟3 =

4

3
𝜋𝑟(4.55 𝑛𝑚)3 = 395 𝑛𝑚3 

Formel 1 

𝑂𝑁𝑃 = 4𝜋𝑟2 = 4𝜋𝑟(4.55 𝑛𝑚)2 = 260 𝑛𝑚2 

Formel 2  
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Die Anzahl der in den Nanopartikeln enthaltenen Goldatome NAu (Formel 4) sowie die Masse eines 

Goldnanopartikels mAu (Formel 3) wurden mithilfe der Dichte ρ von elementarem Gold (19.32 g·cm-3), 

der molaren Masse MAu (196,97 g·mol-1) und der Avogadrokonstante NA (6,022·1023 mol-1) berechnet. 

𝑚𝑁𝑃 = 𝑉𝑁𝑃 ∙ 𝜌 = 395 𝑛𝑚3  ∙ 19.32 
𝑔

𝑐𝑚3
= 7.62 ∙ 10−18 𝑔  

Formel 3 

𝑁𝐴𝑢 = 𝑁𝐴 ∙
𝑚𝑁𝑃

𝑀𝐴𝑢
= 6.022 ∙ 1023 𝑚𝑜𝑙−1 ∙

7.62 ∙ 10−18 𝑔

196.97
𝑔

𝑚𝑜𝑙

= 23306 

Formel 4 

 

Mithilfe der aus den Iodabbaustudien ermittelten Massenanteilen der Liganden wurde weiterhin die 

mittlere Anzahl der Liganden pro Nanopartikel und die benötigte Fläche pro Ligand ermittelt (Tabelle 

1). 

 

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

 
Anzahl Ligand pro 

Nanopartikel 
Benötigte Fläche pro 

Ligand / nm2 

Anzahl Liganden pro 
nm2 

NP1rac 100 743±426 0.53±0.34 2.86±1.64 

NP1R 806±280 0.37±0.14 3.10±1.08 

 

Anschließend wurde untersucht, inwiefern Salze die Stabilität der wässrigen Nanopartikellösung von 

NP1rac100 und NP1R beeinflussen. Da insbesondere Phosphat-basierte Anionen und Natriumcarbonat 

den pH-Wert der Lösung beeinflussen, sollten die Nanopartikel NP1rac100 und NP1R in wässrigem 

HEPES-Puffer (pH = 7.4) gelöst werden, um während der Versuchsreihen einen kontanten pH-Wert zu 

gewährleisten. Allerdings zeigte sich, dass NP1R in 0.5 M wässrigem HEPES-Puffer (pH = 7.4) unlöslich 

war. Betrug die Pufferkonzentration nur 5 mmol/L, waren die Nanopartikel zunächst löslich, fielen aber 

nach wenigen Minuten als unlöslicher Feststoff aus der Lösung 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 Löslichkeit von NP1R in HEPES-Puffer wurden alle Bindungsstudien in 

ungepufferten wässrigen Lösungen durchgeführt. Die Lösungen von NP1rac 100 und NP1R (0.25 mg/mL) 

wurden mit 0.1 M Lösungen der Natriumsalze (NaNO3, NaCl, NaBr, NaI, Na2SO4, NaHCO3, Na2HAsO4, 

Na2HPO4, Na4P2O7 und Na5P3O10) versetzt, wobei Endkonzentrationen von 50 mmol/L resultierten 

(Abbildung 27). 

 

Abbildung 27 Lösungen von NP1rac 100 (a) und NP1R (b) (0.25 mg/mL) in Wasser in Gegenwart von 50 mmol/L der 
angegebenen Salze. 

  

        Blank            NaNO3            NaCl             NaBr               NaI             Na2SO4          NaHCO3    Na2HAsO4    Na2HPO4       Na4P2O7    Na5P3O10 

r-              I-                  SO4
2-        HCO3

-      HAsO4
2-     HPO4

2-      P2O7
4-     P3O10

5- 
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Abbildung 27 zeigt, dass die Lösungen von NP1rac100 in Gegenwart der Halogenide stabil waren. 

Enthielten die Lösungen aber Oxoanionen, verfärbten sich die Lösungen und nach einiger Zeit fielen 

die Nanopartikel aus. Im Unterschied dazu führte keines der verwendeten Salze zu Veränderungen in 

den Lösungen von NP1R. Um in den weiteren Studien unspezifische Effekte von Anionen auf das 

Verhalten von funktionalisierten Nanopartikeln zu vermeiden, wurden alle weiteren Nanopartikel mit 

dem chiralen Liponsäurederivat L1R als inerten Liganden synthetisiert. 
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Diskussion 

 

Die synthetischen Untersuchungen zeigten, dass nur bei einer ausreichend hohen Konzentration des 

Liganden in der Reaktionslösung der vollständige Austausch der Citratliganden gegen L1rac 

gewährleistet ist. Rosteck et al.151 machten in einem anderen Zusammenhang analoge Beobachtungen. 

Um in den weiteren Studien Einflüsse von restlichen Citratliganden auf die Anionenerkennung der 

Nanopartikel zu vermeiden, wurde in allen weiteren Studien 100 µmol Gesamtligandmenge pro 20 mL 

NPC2-Stammlösung für die Austauschreaktion verwendet, da diese Menge laut der NMR Studie für 

einen vollständigen Ligandaustausch ausreicht. Der Iodabbau von NP1rac100 und NP1R gefolgt von 1H-

NMR spektroskopischer Untersuchung der Lösungen in Gegenwart eines internen Standards erlaubte 

die Quantifizierung des Massenanteils der oberflächengebundenen Liganden. Zusammen konnte 

daraus der mittlere Platzbedarf eines Liganden auf der Nanopartikeloberfläche berechnet werden. Die 

experimentell ermittelten Werte für L1rac und L1R betrugen 0.53 ± 0.34 nm2 bzw. 0.37 ± 0.14 nm2, 

wobei die relativ großen Fehler hauptsächlich auf Ungenauigkeiten bei der Integration der NMR 

Signale zurückzuführen sind sowie die Größenverteilung der Nanopartikel in den TEM Aufnahmen. Die 

Ergebnisse bewegen sich in der Größenordnung publizierter Werte. So wurde für Goldnanopartikel mit 

einem mittleren Durchmesser von 10 nm ein Platzbedarf für ein Liponsäuremolekül von 0.21 nm2 

beschrieben.152 In einer weiteren Studie wurde gezeigt, dass pro Quadratnanometer auf der 

Goldnanopartikeloberfläche eines 15 nm großen Goldpartikels ca. drei Citratmoleküle Platz finden.151 

Die für L1rac und L1R erhaltenen Werte liegen demnach mit 2.86 ± 1.64 bzw. 3.10 ± 1.08 Molekülen je 

nm2 in einem vergleichbaren Bereich. Trotz analoger Zusammensetzung der Nanopartikel reagierten 

die wässrigen Lösungen von NP1rac100 und NP1R überraschend unterschiedlich auf die Gegenwart von 

Salzen. Ähnliche Beobachtungen wurden bisher nicht beschrieben, da bisher praktisch ausschließlich 

racemische Liponsäurederivate auf Goldnanopartikeln immobilisiert wurden. Über die Ursache des 

unterschiedlichen Verhaltens von NP1rac100 und NP1R kann nur spekuliert werden. So könnte es sein, 

dass die Liganden auf der Oberfläche von NP1R eine höher geordnete Struktur ausbilden, als die von 

NP1rac100. Für die hier durchgeführten Untersuchungen war das Ergebnis sehr wichtig, weil es 

andeutete, dass Goldnanopartikel mit oberflächengebundenen racemischen Liponsäurederivaten 

unspezifisch auf Salze reagieren können und dass daher funktionalisierte Nanopartikel nur ausgehend 

von enantiomerenreinen Liponsäurederivaten 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 oberflächengebundenen 

DPA Einheiten dargestellt werden. Diese beiden Liganden unterscheiden sich in der Länge des Linkers 

zwischen der Kopfgruppe und der Liponsäureeinheit. Sie wurden zusammen mit dem TEG-haltigen 

Liganden L1R auf den Goldnanopartikeln immobilisiert (Schema 10).  

 

Schema 10 Versuch der Darstellung von NP2 und NP3. 

 

Zur Synthese von NP2 bzw. NP3 wurden von L1R und L2 bzw. L3 jeweils 100 µM Stammlösungen in 

Methanol hergestellt. Anschließend wurden die Lösungen von L1R und L2 bzw. L3 im Verhältnis 4:1 

gemischt und die erhaltenen Mischungen jeweils zu der wässrigen Lösung von NPC2 gegeben. 

In beiden Reaktionsgemischen trat direkt nach Zugabe der Ligandlösungen eine leichte Trübung, 

einhergehend mit einer Verfärbung von rot zu blau auf. Die Trübung deutete an, dass L2 und L3 im 

Reaktionsgemisch nicht ausreichend löslich waren. Da aus diesem Grund damit zu rechnen war, dass 

die funktionalisierten Liganden auch nicht für die Reaktion mit den Nanopartikeln zur Verfügung 

standen, wurde zunächst versucht, homogene Reaktionslösungen durch Erhöhung des 

Methanolgehalts zu erhalten. Auch bei Methanolgehalten der Reaktionslösungen 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 Durchführung der Austauschreaktion bei niedrigem pH-Wert, 

bei dem L2 bzw. L3 protoniert vorliegen sollten, Abhilfe schafft. Entsprechend wurde nach Zugabe der 

Ligandlösung die Reaktionslösung mit wässriger 0.1 M HNO3 auf einen pH-Wert von 3 eingestellt. Unter 

diesen Bedingungen verfärbte sich die Reaktionslösung zwar ebenfalls, sie blieb aber homogen. Auf 

diese Weise konnte in einigen Versuchen L2 oder L3 erfolgreich auf der Nanopartikeloberfläche 

immobilisiert werden. Allerdings war die Reproduzierbarkeit der Synthesen bei dieser Vorgehensweise 

unbefriedigend, wahrscheinlich weil der genaue Zeitpunkt der Salpetersäurezugabe einen großen 

Einfluss auf den Verlauf der Austauschreaktion hatte. 

Da die Zugabe von Salpetersäure vor der Zugabe der Ligandlösungen zu einer Zersetzung von NPC2 

führte, wurde anstelle von Salpetersäure 0.1 M Zitronensäure verwendet. Nach Ansäuern der Lösung 

von NPC2 mit Zitronensäure auf pH 3 blieben die Nanopartikel in Lösung und nach Zugabe der ebenfalls 

mit Zitronensäure auf pH 3 eingestellten Ligandlösung wurde eine homogene Reaktionslösung 

erhalten (Schema 11). 

 

 

Schema 11 Darstellung von NP2 und NP3. 

 

Diese Vorgehensweise erwies sich als gut reproduzierbar und erlaubte die zuverlässige gleichzeitige 

Immobilisierung von L1R und L2 bzw. L3 auf der Nanopartikeloberfläche. Die Aufreinigung der 

Nanopartikel erfolgte mit Größenausschlusschromatographie gefolgt von Membranzentrifugation. Die 

erfolgreiche Immobilisierung beider Liganden wurde durch 1H-NMR spektroskopische 

Charakterisierung der erhaltenen Nanopartikel belegt. Mithilfe der erhaltenen NMR Spektren konnte   
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auch das Verhältnis der beiden immobilisierten Liganden ermittelt werden. Beispielhaft ist in 

Abbildung 28 das 1H-NMR Spektrum der Nanopartikel NP2, die neben L1R den Liganden L2 enthielten 

dargestellt. 

 

Abbildung 28 1H-NMR-Spektrum in D2O/MeOD 1:2 (v/v) und Berechnung des relativen Anteils von L2 auf der 
Oberfläche von NP2. 

 

Die Signale im aromatischen Bereich des Spektrums und das Signal bei ca. 4.5 ppm sind L2 zuzuordnen, 

während das Signal bei ca. 3.5 ppm nur von L1R stammt und dem Integral dieses Signals wird 

entsprechend der Wert 11 zugewiesen. Auf diese Weise wird das Spektrum auf einen Liganden L1R 

normiert. 

Anschließend 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). 

Formel 5 

  

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

12
= 0.075 
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Auf diese Weise ergibt sich also ein Verhältnis der beiden Liganden n(L1R):n(L2) von 1:0.075. 

Entsprechend ergibt sich gemäß Formel 6 ein prozentualer Anteil von L2 an der Gesamtzahl der 

oberflächengebundenen Liganden von ca. 7 %. 

 

Formel 6 

Mit 7 % ist der Anteil von L2 an den oberflächengebundenen Liganden deutlich geringer als der Anteil 

im für 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 

Sensitivität 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 Nanopartikeloberflächen von NP2. 

Eintrag 
Anteil L2 bzw. L3 in 
Ligandmischung / % 

Anteil L2 auf Oberfläche 
von NP2 / % 

Anteil L3 auf Oberfläche 
von NP3 / % 

1 10 7.3 ± 0.5 4.7 ± 0.5 

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 Nanopartikeloberfläche immobilisiert wurde. Bei höheren Mengen L2 im 

Reaktionsgemisch bildete sich während 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 Oberfläche enthielten, je höher der 

Anteil L3 in der Reaktionsmischung gewesen ist. In allen Fällen war der Anteil des funktionalisierten 

Liganden auf der Oberfläche geringer als in der für die Austauschreaktion verwendeten Mischung.  

𝑨𝒏𝒕𝒆𝒊𝒍 𝑳𝟐 =
𝒏(𝑳𝟐)

𝒏(𝑳𝟏) + 𝒏(𝑳𝟐)
∙ 100 = 7 % 
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Die auf diese Weise erhaltenen Nanopartikel werden im Folgenden mit NP34, NP310, NP325 und NP335 

bezeichnet. 

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

Einheiten in die entsprechenden Zinkkomplexe (Schema 12). 

 

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

 

Zunächst wurde in diesem Zusammenhang die minimal notwendige Menge an Zn2+ ermittelt, die zur 

Komplexierung aller auf den Nanopartikeln befindlichen DPA-Gruppen notwendig war. Stellvertretend 

hierfür wurde NP325 verwendet. Zunächst wurde die Stoffmenge von L3 ermittelt, die auf einer 

bestimmten Menge von NP325 gebunden ist. In der Annahme, dass NP325 genau wie NP1 

durchschnittlich 5.5 % (Kapitel 3.2.3.1) Liganden enthält, ergab sich der Massenanteil aller Liganden 

gemäß Formel 7 aus dem Produkt der eingewogenen Menge der Nanopartikel mit 0.05.   
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𝑚𝑔𝑒𝑠 = 𝑚𝑁𝑃325 ∙ 0.055 

Formel 7 

Da NP325 25 % L3 und 75 % L1R enthält, wurde im nächsten Schritt eine gemittelte molare Masse 

gemäß Formel 8 berechnet. 

 

𝑀̅ = 0.25 ∙ 𝑀𝐿3 + 0.75 ∙ 𝑀𝐿1𝑅 =  0.25 ∙ 570.93
𝑔

𝑚𝑜𝑙
+ 0.75 ∙ 351.53

𝑔

𝑚𝑜𝑙
= 406.38 

𝑔

𝑚𝑜𝑙
 

Formel 8 

 

Hiermit konnte gemäß Formel 9 die Stoffmenge der Liganden abgeschätzt werden, die auf NP325 

vorhanden war. 

𝑛𝑔𝑒𝑠 =
𝑚𝑔𝑒𝑠

𝑀
 

Formel 9 

Die Stoffmenge von L3 ergab sich dann gemäß Formel 10. 

 

𝑛𝐿3 = 0.25 ∙ 𝑛𝑔𝑒𝑠 

Formel 10 

 

Die Quantifizierung der für die vollständige Komplexierung notwendigen Menge Zn(NO3)2 erfolgte 

mittels 1H-NMR Spektroskopie. Hierfür wurde zunächst das 1H-NMR Spektrum einer Lösung von NP325 

in D2O/CD3OD 1:2 (v:v) aufgenommen, das bezogen auf die eingewogenen Menge NP325 und die sich 

daraus mithilfe der oben beschriebenen Vorgehensweise abgeschätzte Stoffmenge L3 ein Äquivalent 

Zn(NO3)2 enthielt. Anschließend wurde der in der Lösung vorhandene Zn(NO3)2 Anteil sukzessive erhöht 

und der Einfluss der Zn(NO3)2 Zugabe auf das 1H-NMR Spektrum untersucht. In Abbildung 29 ist der 

Einfluss der Erhöhung der Zn(NO3)2 Konzentration auf das 1H-NMR Spektrum von NP325 gezeigt. Man 

erkennt, dass bei Erhöhung des Zn(NO3)2 Anteils Signale im aromatischen Bereich des 1H-NMR 

Spektrums verschwinden und neue auftreten. Diese spektralen Veränderungen können auf die Bildung 

des DPA-Zn Komplexes zurückgeführt werden, die offensichtlich langsam auf der NMR Zeitskala ist. 

Besonders auffällig ist außerdem, dass das Singulett bei 4.6 ppm, das den Methylenprotonen der DPA 

Einheit zuzuordnen ist, in ein Dublett vom Dublett übergeht. Dies steht im Einklang mit einer   
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konformativen Fixierung der DPA Einheit bei der Komplexbildung, wodurch die Methylenprotonen ihre 

chemische Äquivalenz verlieren. Das Experiment zeigt, dass für eine vollständige Komplexierung 50 

Äquivalente Zn(NO3)2 notwendig sind (Abbildung 29). 

 

 

Abbildung 29 Vergleich der 1H-NMR Spektren von NP325 in D2O/CD3OD 1:2 (v/v) nach der schrittweisen Zugabe von 
0.1 M Zn(NO3)2 Lösung in D2O/ CD3OD 1:2 (v/v). 

 

Anhand der 1H-NMR Spektren wurden über 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).  



Teil 1 – Ergebnisse und Diskussion 

56 

 

 

Abbildung 30 Auftragung der Anteile von freiem DPA (blau) und DPA-Zn (rot) gegen die Konzentration von Zinknitrat. 

 

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

Nanopartikeloberfläche ab einer Zinknitratkonzentration von 15 mmol/L eintritt. 

Auf Basis dieser Ergebnisse wurden die Nanopartikel NP34, NP310 und NP335 ebenfalls in die 

entsprechenden Zinkkomplexe durch Zugabe einer geeigneten Menge Zn(NO3)2 überführt. 
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Mit den so erhaltenen Nanopartikeln NP34-Zn, NP310-Zn, NP325-Zn und NP335-Zn wurden nun qualitative 

Bindungsstudien durchgeführt. Hierfür wurden Lösungen der Nanopartikel mit Lösungen 

verschiedener Salze (NaNO3, NaCl, NaBr, NaI, Na2SO4, NaHCO3, Na2HAsO4, Na2HPO4, Na4P2O7 und 

Na5P3O10) versetzt. Da die Nanopartikel in Wasser nicht ausreichend löslich waren, wurden die 

Bindungsstudien in H2O/CH3OH 1:2 (v:v) durchgeführt. 

Am Beispiel von NP310-Zn wird im Folgenden die Durchführung dieser Bindungsstudien erläutert. 

Zunächst wurde eine Lösung der Nanopartikel in Wasser/Methanol 1:2 (v:v) auf elf Vials aufgeteilt. Ein 

Vial diente als Referenz, während zu jedem der zehn restlichen Vials eine bestimmte Salzlösung 

zugesetzt wurde. Nach 5 min wurden alle Vials fotographiert und die Salzkonzentrationen schrittweise 

weiter erhöht (Abbildung 31).  
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Abbildung 31 Bilder der Vials der Bindungsstudie mit NP310-Zn (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 Salzlösung aufgenommen. 

 

Bei einer Salzkonzentration von 50 µM wurden für Natriumpyrophosphat und Natriumtriphosphat 

bereits violette Verfärbungen der vormals roten Nanopartikellösung beobachtet. Ab einer 

Konzentration von 148 µM waren Agglomerate mit dem bloßen Auge deutlich sichtbar, welche sich ab 

244 µmol/L wieder auflösten. Bei 476 µmol/L bildeten sich auch mit Hydrogenarsenat und 

Hydrogenphosphat Aggregate die deutlich sichtbar waren. Keines der anderen verwendeten Anionen   
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induzierte, auch bei der höchsten verwendeten Salzkonzentration, Veränderungen der 

Goldnanopartikellösung. 

Der Befund wurde weiterhin durch UV-Vis spektroskopische Messungen unterstützt, bei welchen die 

Lage der SPR-Bande im UV-Vis Spektrum von NP310-Zn nach Zugabe der Phosphatsalze untersucht 

wurde. Hierdurch konnte eine präzisere Aussage über die Grenzkonzentration getroffen werden, bei 

der die Nanopartikel begannen mit den Phosphat-haltigen Anionen Agglomerate zu bilden. Für diese 

Messung wurden Lösungen von NP310-Zn in Wasser/Methanol 1:2 (v/v) jeweils mit steigenden Mengen 

von Stammlösungen von NaHPO4, Na4P2O7 und Na5P3O10 versetzt. Zehn Minuten nach jeder Zugabe 

wurde ein UV-Vis Spektrum der entsprechenden Lösung im Bereich von 350 und 800 nm 

aufgenommen. In Abbildung 32 sind Serien der so erhaltenen Spektren abgebildet. 

 

 

Abbildung 32 Vergleich der UV-Vis Spektren von NP310-Zn in Wasser/Methanol 1:2 (v/v) nach Zugabe wässriger 
Lösungen von Natriumhydrogenphosphat a), Natriumdiphosphat b) und Natriumtriphosphat c).  

a) b) 

c) 
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Bei einer Anionenkonzentration von 5 µmol/L konnte für Natriumtriphosphat bereits eine 

Verbreiterung und deutliche Verschiebung des Maximums der SPR-Bande beobachtet werden. Für 

Natriumdiphosphat trat dieses Phänomen ab 25 µmol/L und im Fall von Natriumhydrogenphosphat in 

stark abgeschwächter Form ab einer Konzentration von 268 µmol/L auf. Für alle getesteten 

Nanopartikel wurde außerdem beobachtet, dass die Intensität der Bande nach der initialen 

Rotverschiebung abnahm. Im Fall von NP34-Zn, NP310-Zn und NP325-Zn stieg die Intensität der 

Absorptionsbande, einhergehend mit einer Blauverschiebung des Maximums der SPR Bande, wieder 

an. Am Ende der Messungen zeigten alle Lösungen näherungsweise 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 Lösung gingen, sind in 

Tabelle 3 für alle vier Nanopartikel zusammengefasst.  

 

Tabelle 3 Minimal notwendige Salzkonzentrationen zum Ausfällen und anschließenden Wiederauflösen von NP34-Zn,  
NP310-Zn, NP325-Zn und NP335-Zn in Wasser/Methanol 1:2 (v:v) bei einer Nanopartikelkonzentration von 0.25 mg/L. 

Eintrag Probe 

c(Na2HPO4) / µmol/L c(Na4P2O7) / µmol/L c(Na5P3O10) / µmol/L 

Rotverschiebug Auflösen Rotverschiebug Auflösen Rotverschiebug Auflösen 

1 NP34-Zn 74 - 10 196 10 391 

2 NP310-Zn 268 361 25 385 5 385 

3 NP325-Zn 484 - 196 388 49 388 

4 NP335-Zn - - - - 489 973 

 

Zusätzlich wurden TEM-Aufnahmen von NP310-Zn angefertigt (Abbildung 33). Die in Abwesenheit von 

Salzen vermessene Probe zeigte keine Agglomerate. Bei einer Konzentration von 148 µmol/L 

Natriumdiphosphat waren deutliche Goldnanopartikelnetzwerke nachweisbar, was im Einklang mit 

der Verfärbung der Lösung nach Zugabe der Anionen stand. Gleichzeitig war ein grauer Schleier im 

Hintergrund vorhanden, welcher schwerlöslichem Zinkdiphosphat zuzuordnen sein könnte, das aus 

den im Überschuss vorhandenen Zinksalzen entstanden war.  
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Abbildung 33 TEM-Bilder von NP310-Zn (0.25 mg/mL) in Wasser/Methanol 1:2 (v/v) ohne Zugabe von Salzen a) in 
Anwesenheit von 148 µmol/L b) und 476 µmol/L c) Na4P2O7. 

 

Diese Bindungsstudien zeigten, dass die untersuchten Nanopartikel besonders empfindlich auf 

Natriumdiphosphat und Natriumtriphosphat reagierten. Um auszuschließen, dass andere Anionen 

diesen Nachweis beeinflussen, wurde ein Konkurrenzexperiment durchgeführt. Hierfür wurden zwei 

Lösungen von NP310-Zn (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 zusätzlich 

Natriumdiphosphat (0.14 mmol/L) gegeben. Dabei bildete sich nur in der Probe mit 

Natriumdiphosphat ein Niederschlag (Abbildung 34). 

 

 

Abbildung 34 Bilder von NP310-Zn (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).  

a) c) b) 

a) b) c) 
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Weiterhin wurde eine Lösung von NP310 ohne Zugabe von Zinknitrat schrittweise mit 

Natriumdiphosphat und Natriumtriphosphat versetzt, um zu bestätigen, dass die Zinkkomplexe zur 

Bindung der Anionen essentiell sind (Abbildung 35). Dabei wurde für keines der getesteten Salze im 

relevanten Konzentrationsbereich, bei welchem im Fall von NP310-Zn eine farbliche Veränderung bzw. 

das Ausflocken der Nanopartikel beobachtet wurde, eine Veränderung festgestellt. 

 

Abbildung 35 Vials der Bindungsstudie mit NP310 in Wasser/Methanol 1:2 (v:v) nach Zugabe der gezeigten Salze. Die 
Bilder wurden jeweils 5 min nach Zugabe der Salzlösung aufgenommen. 
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Diskussion 

 

 Die Immobilisierung von L2 und L3 auf NPC2 konnte erfolgreich realisiert werden, wenn zuvor 

die Lösung von NPC2 und die der Ligandenmischung mit Zitronensäure auf pH 3 eingestellt wurde. Die 

Verwendung von Methanol als Cosolvens erlaubte es nicht, die Löslichkeit von L2 oder L3 im 

Reaktionsgemisch soweit zu verbessern, dass eine zuverlässige Reaktion mit den Nanopartikeln 

gewährleistet werden konnte. Die Verwendung von Salpetersäure für die Protonierung der Liganden 

erschien attraktiv, da für die Überführung der DPA Gruppen auf der Nanopartikeloberfläche im letzten 

Syntheseschritt Zinknitrat verwendet werden sollte. Allerdings führte der Zusatz von HNO3 zur Lösung 

von NPC2 vor Zugabe der Ligandlösungen zu einem Ausfallen der Nanopartikel, vermutlich aufgrund 

der Protonierung der Citratliganden und dem darauf zurückzuführenden Verlust der elektrostatischen 

Stabilisierung.153,154 Die Zugabe von Salpetersäure nach der Zugabe der Ligandlösung war zwar möglich, 

der Zeitpunkt der Zugabe schien aber einen großen Einfluss auf die Zusammensetzung der 

resultierenden Nanopartikel zu haben, sodass sich diese Vorgehensweise als nicht gut reproduzierbar 

erwies. Die Problematik konnte schließlich gelöst werden, indem anstelle von Salpetersäure, 

Zitronensäure eingesetzt wurde. Citrat als Gegenion wird bei der Immobilisierung schwefelhaltiger 

Liganden auf der Nanopartikeloberfläche ohnehin freigesetzt und liegt somit während der Synthese 

permanent vor. Es wird davon ausgegangen, dass die Säure mit dem auf den Nanopartikeln 

enthaltenen Citrat einen Puffer ausbildet, welcher Änderungen des pH-Werts während der Reaktion 

reduziert und die Reproduzierbarkeit der Synthese somit steigert.155 

Das Ligandverhältnis der so erhaltenen Nanopartikel konnte 1H-NMR spektroskopisch ermittelt 

werden. Hierbei zeigte sich, dass L2 weniger gut für die Darstellung von Nanopartikeln mit zwei 

Ligandsorten geeignet ist als L3. Möglicherweise kommt es bei L2 zu sterischen Effekten zwischen den 

Triethylenglykoleinheiten von L1R und den DPA Gruppen, die bei dem Liganden L3 mit der längeren 

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 

Nanopartikeloberfläche grundsätzlich geringer war als im für die Synthese verwendeten 

Ligandengemisch. Für die unterschiedliche Immobilisierungstendenz könnten strukturelle Effekte der 

Liganden verantwortlich sein, was zuvor im Zusammenhang mit Cyclopeptid-haltigen Nanopartikeln 

bereits beobachtet wurde.61   
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Die minimale Menge Zn(NO3)2, die erforderlich ist, um alle auf den Nanopartikeln gebundenen DPA-

Einheiten zu komplexieren, wurde stellvertretend für NP325 bestimmt. Es zeigte sich, dass pro Ligand 

etwa 50 Äquivalente Zn2+-Ionen notwendig sind. Auch wenn dieser Wert aufgrund der bei der 

Berechnung der Stoffmenge von L3 auf der Nanopartikeloberfläche gemachten Näherung nur ein 

Richtwert ist, ist der Überschuss wesentlich größer als auf Basis der typischen Stabilität von DPA-Zn 

Komplexen eigentlich zu erwarten ist (log KA = 6).135,136 

Ob die Immobilisierung der DPA Einheiten auf Goldoberflächen die thermodynamische Stabilität von 

DPA-Zn Komplexen tatsächlich beeinflusst oder ob hier ein kinetisches Phänomen 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 Affinität der DPA-Zn Bindungsstellen gegenüber Phosphatspezies 

zu belegen und zu zeigen, dass dieses Konzept auf Goldnanopartikel-basierte optische Sonden 

übertragen werden kann. Um auszuschließen, dass andere Oxoanionen wie Sulfate oder Carbonate 

einen Einfluss auf die optischen Eigenschaften der Nanopartikel haben, wurden Natriumsulfat und 

Natriumhydrogencarbonat getestet. Aufgrund der Ähnlichkeit zu Hydrogenphosphat wurden zudem 

Hydrogenarsenat und die Halogenide Chlorid, Bromid und Iodid als Analytspezies in den 

Bindungsstudien eingesetzt. Die Goldnanopartikel waren in HEPES-Puffer unlöslich, wodurch das 

Einstellen eines konstanten pH-Werts nicht möglich war. Die jeweiligen Analytspezies unterlagen 

demnach Protolysegleichgewichten. In Abbildung 36 sind exemplarisch die Dissoziationsdiagramme 

von Phosphorsäure und Diphosphorsäure gezeigt, anhand welcher die Anteile der Anionen in wässriger 

Lösung ermittelt werden können. Bei einem pH-Wert von 7 unterliegen demnach sowohl Phosphor- 

als auch Diphosphorsäure Protolysegleichgewichten und liegen als Dihydrogenphosphat und 

Hydrogenphosphat bzw. Dihydrogendiphosphat und Hydrogendiphosphat vor. 
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Abbildung 36 Dissoziationsdiagramme von Phosphorsäure und Diphosphorsäure. 

 

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

abweichen156 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 NP34-Zn, NP310-Zn, NP325-Zn und NP335-Zn 

lediglich auf die Gegenwart von Phosphaten. Diese führten zunächst zu einem Ausfallen der 

Nanopartikel und bei weiterer Erhöhung der Salzkonzentration lösten sich die Aggregate wieder auf. 

Dabei waren im Vergleich zu Natriumhydrogenphosphat deutlich geringere Konzentrationen 

Natriumdiphosphat und Natriumtriphosphat nötig, um das Ausfallen der Nanopartikel zu induzieren. 

Hinsichtlich ihrer Anionenselektivität und der Selektivität für Di- bzw. Triphosphatanionen ähnelt das 

Verhalten der Nanopartikel also dem niedermolekularer DPA-Zn basierter Rezeptoren.127,137,157,158 Die 

hohe Phosphatselektivität der Nanopartikel äußert 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 oberflächengebundenen DPA-Zn Einheiten abhängt. So fielen die Nanopartikel NP34-Zn und 

NP310-Zn bei wesentlich geringeren Di- und Triphosphatkonzentrationen aus der Lösung aus als NP325-

Zn und NP335-Zn (Tabelle 3). Nimmt man an, dass die Aggregation der Nanopartikel tatsächlich auf einer 

Quervernetzung durch Bindung von auf zwei unterschiedlichen Nanopartikeln lokalisierten DPA-Zn 

Einheiten an ein Anion beruht, spielt für die Aggregation einerseits die Anzahl der Vernetzungsstellen 

als auch die Kompensation der elektrostatischen Abstoßung der positiv geladenen Nanopartikel durch 

die gebundenen Anionen eine Rolle. Letztere ist bei Nanopartikeln mit einer geringeren Anzahl 

oberflächengebundener DPA-Zn Komplexe leichter. Des Weiteren ist bei Nanopartikeln mit einer 

großen Zahl von Zinkkomplexen auf der Oberfläche die Wahrscheinlichkeit größer, das zwei auf 

demselben Nanopartikel befindliche Komplexe an ein Anion binden. Die höhere Empfindlichkeit von 

Nanopartikeln mit geringerem Funktionalisierungsgrad ist also plausibel. 

Bei hohen Diphosphat- bzw. Triphosphatkonzentrationen lösten sich die initial gebildeten Aggregate 

wieder auf. Dabei korreliert die Salzkonzentration, bei der dieser Vorgang stattfindet, in weniger 

ausgeprägtem Maße mit dem Funktionalisierungsgrad der Nanopartikel als die für die Aggregatbildung 

notwendige Salzkonzentration. Das Auflösen der Nanopartikelaggregate kann einerseits darauf 

zurückgeführt werden, dass die zunächst gebildeten Komplexe, in denen zwei DPA-Zn Einheiten an ein 

Anion binden, bei hoher Salzkonzentration in 1:1 Komplexe übergehen. Alternativ können hohe 

Salzkonzentrationen zu einer Dekomplexierung der Zinkionen führen, die schwerlösliche Zinksalze 

bilden. Welche Ursache für das Auflösen der Nanopartikelaggregate verantwortlich ist, kann auf Basis 

der in diesem Zusammenhang erhaltenen Ergebnisse nicht abgeleitet werden. Allerdings geben die in 

weiteren Arbeiten durchgeführten Untersuchungen Hinweise, dass eher die Änderung der 

Komplexstöchiometrie als die Dissoziation der Zinkkomplexe das Auflösen der Aggregate erklärt (siehe 

Kapitel 4.2.1.1).  
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3.2.3.3 Synthese und Eigenschaften von NP4 

 

 Ausgehend von den Liganden L1R und L5 wurde NP4 hergestellt (Schema 13). Hiermit sollte 

der Einfluss der im Vergleich zu NP3 veränderten Ligandstruktur auf die Wechselwirkung mit 

Phosphaten untersucht werden. Die Nanopartikel NP4 wurden mithilfe der für NP3 entwickelten 

Methode dargestellt. Die Aufreinigung von NP4 erfolgte mittels Größenausschlusschromatographie 

und Membranzentrifugation. 

 

Schema 13 Darstellung von NP4. 

 

Die 1H-NMR spektroskopische Charakterisierung von NP4 belegte die erfolgreiche Immobilisierung von 

L1R und L5 (Abbildung 37). Das Spektrum gestattete außerdem die Bestimmung des Verhältnisses der 

immobilisierten Liganden analog der für NP3 beschriebenen Vorgehensweise. 
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Abbildung 37 1H-NMR-Spektrum in D2O/MeOD 1:2 (v/v) und Berechnung des relativen Anteils von L5 auf der 
Oberfläche von NP4. 

 

Es ergab sich für L5 ein Anteil von 19 %. Da lediglich 10% L5 in der Ligandenmischung eingesetzt 

wurden, war der Anteil von L5 auf der Oberfläche nahezu doppelt so hoch wie erwartet. Der Versuch 

den Anteil von L5 durch Veränderung des Ligandverhältnisses in der Reaktionsmischung zu verringern, 

scheiterte, da sich die entsprechende Nanopartikelprobe während der Aufreinigung auf dem 

Sephadexmaterial zersetzte. 

Die Bildung der Zinkkomplexe von NP419-Zn erfolgte analog zu NP3. Hierfür wurde wiederum die 

durchschnittliche Stoffmenge von L5 auf der Nanopartikeloberfläche abgeschätzt (Kapitel 3.2.3.2) und 

ausgehend hiervon ein 50-facher molarer Überschuss an Zinknitrat zu einer Lösung von NP4 in 

D2O/CD3OD 1:2 (v/v) gegeben, um vollständige Komplexierung zu erreichen. Auf diese Weise wurden 

die Nanopartikel NP419-Zn erhalten (Schema 14). 
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Schema 14  Darstellung von NP419-Zn. 

 

Mithilfe eines 1H-NMR Spektrums wurde überprüft, ob die vorhandenen DPA-Gruppen vollständig 

komplexiert vorlagen (Abbildung 38).  

 

 

Abbildung 38 Vergleich der 1H-NMR-Spektren von NP4 und NP419-Zn in D2O/CD3OD 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. Dafür enthielt das 

Spektrum von NP419-Zn bei etwas höherem Feld zwei Dubletts, was andeutet, dass die Komplexierung 

vollständig war. 

  

NP4 

NP419-Zn 
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TEM-Aufnahmen zeigten, dass die Nanopartikel dispergiert vorlagen und einen Durchmesser von 

10 nm ± 0.77 aufwiesen (Abbildung 39). 

 

 

Abbildung 39 TEM-Aufnahmen von NP419-Zn (0.25 mg/mL) in Wasser/Methanol 1:2 (v/v). 

 

Mithilfe von Bindungsstudien wurde der Einfluss von Salzen auf die Lösungen von NP419-Zn untersucht. 

Dabei war die Vorgehensweise analog wie für die Zinkkomplexe von NP3 beschrieben (Abbildung 40). 
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Abbildung 40 Lösungen von NP419-Zn in H2O/CH3OH 1:2 (v:v) nach Zugabe steigender Mengen verschiedener 

Natriumsalze. 

 

Ab einer Konzentration von 196 µmol/L war ein leichter Farbunterschied der Diphosphat- und 

Triphosphat-haltigen Proben zu beobachten. Für Hydrogenarsenat und Hydrogenphosphat traten 

ähnliche Effekte bei 385 µmol/L bzw. 512 µmol/L auf. Im Vergleich zu den Versuchsreihen mit NP310-Zn 

fielen die Farbänderungen der Lösungen deutlich schwächer aus. Für keines der anderen Anionen 

wurde in dem untersuchten Konzentrationsbereich eine Veränderung der Goldnanopartikelprobe 

detektiert.  
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Für die Salze, die eine Farbveränderung der Lösung von NP419-Zn verursachten, wurde untersucht, 

welchen Einfluss eine weitere Konzentrationserhöhung hat. Dazu wurde die Konzentration von 

Hydrogenarsenat, Hydrogenphosphat, Diphosphat und Triphosphat bis zu einer Konzentration von 

2711 µmol/L schrittweise erhöht (Abbildung 41). 

Abbildung 41 Lösungen von NP419-Zn in H2O/CH3OH 1:2 (v:v) nach Zugabe verschiedener Natriumsalze im 
Konzentrationsbereich von 950 µM – 2711 µM. 

 

Bei einer Hydrogenarsenatkonzentration von 950 µmol/L bildete sich ein Niederschlag. Die gleiche 

Beobachtung wurde für Hydrogenphosphat bei 1839 µmol/L gemacht. Im Fall von Diphosphat und 

Triphosphat blieb die Aggregatbildung komplett aus.   
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Der direkte Vergleich von NP325-Zn und NP419-Zn zeigte, dass die Sensitivität von NP419-Zn deutlich 

geringer ausgeprägt war (Abbildung 42). 

 

Abbildung 42 Vergleich der visuellen Bindungsstudien von NP325-Zn a) und NP419-Zn b) in Wasser/Methanol 1:2 (v/v) bei 
Salzkonzentrationen von jeweils 99 µmol/L. 

 

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

NP419-Zn wurde wie bei NP310-Zn mithilfe von UV-Vis Spektroskopie charakterisiert (Abbildung 43).  
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Abbildung 43 UV/VIS-Spektren von NP419-Zn (0.25 mg/mL bei der ersten Messung) in H2O/CH3OH 1:2 (v/v) nach Zugabe 
von Natriumhydrogenarsenat (0 µM bis 1458 µM) a) Natriumhydrogenphosphat (0 µM bis 1458 µM) b) Natriumdiphosphat 

(0 µM bis 1458 µM) c) und Natriumtriphosphat (0 µM bis 1458 µM) d). 
 

In den Spektren der Messungen, bei denen Natriumhydrogenarsenat bzw. 

Natriumhydrogenphosphat als Analytsalze verwendet wurden, nahm die Intensität der SPR-Bande 

zunächst zu. Ab 294 µmol/L wurde jeweils eine Rotverschiebung des Maximums der SPR-Bande 

beobachtet. Die Abnahme der Intensität der Bande trat in der Hydrogenarsenat-haltigen Probe ab 

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

In den Messreihen mit Natriumdiphosphat bzw. Natriumtriphosphat waren die Effekte weniger 

deutlich ausgeprägt. Eine Rotverschiebung der SPR-Bande wurde jedoch für beide Proben ab einer 

Konzentration von 49 µmol/L Analyt festgestellt. Die Intensitätsabnahme wurde für 

Natriumdiphosphat ab 391 µmol/L und für Natriumtriphosphat ab 294 µmol/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 oberflächengebundenen Liganden aus L5 bestanden. 

Die Synthese von Nanopartikeln mit einem geringeren Gehalt an L5 scheiterte, weil sich diese 

Nanopartikel bei der Aufarbeitung zersetzten. Auffällig war, dass der Anteil L5 auf der 

Nanopartikeloberfläche größer war als in der für die Synthese verwendeten Ligandmischung. Im 

Vergleich zu L3 besitzt L5 also eine größere Tendenz zusammen mit L1R auf der Nanopartikeloberfläche 

abgeschieden zu werden. 

NP4 wurde mit dem etablierten Verfahren vollständig in NP419-Zn überführt, was mithilfe von 1H-NMR 

Spektroskopie belegt wurde. 

Lösungen von NP419-Zn in H2O/CH3OH 1:2 (v:v) verhielten sich deutlich anders als die von Nanopartikeln 

mit Zinkkomplexen von L3. Zwar reagierte NP419-Zn ebenfalls nur auf Phosphat-basierte Anionen und 

das eng verwandte Arsenat, es waren aber deutlich höhere Konzentrationen dieser Anionen nötig, um 

eine Verfärbung der Nanopartikellösungen zu verursachen, als bei Nanopartikeln mit DPA-Zn 

Komplexen. 

Auch NP419-Zn reagierte empfindlicher auf Natriumdiphosphat und Natriumtriphosphat als auf 

Natriumhydrogenphosphat bzw. -arsenat, was auch die UV-Vis spektroskopischen Untersuchungen 

belegten. Allerdings war auffällig, dass Natriumdiphosphat und Natriumtriphosphat nicht wie bei den 

Nanopartikeln mit DPA-Zn Komplexen zur Aggregation der Nanopartikel führten, sondern lediglich zu 

einem Farbumschlag der Lösung. Bei hohen Konzentrationen von Natriumhydrogenphosphat und -

arsenat fielen die Nanopartikel dagegen aus. Möglicherweise ist dieses unterschiedliche Verhalten auf 

die unterschiedlichen Strukturen der Zinkkomplexe in den Nanopartikeln mit L3 und L5 als Liganden 

zurückzuführen. So ist die Gesamtladung des Zinkkomplexes von L5 aufgrund der Koordinierung des 

Phenolat-Sauerstoffatoms an das Metall geringer als die von L3 (Abbildung 44). Außerdem ist die 

Anzahl freier Koordinationsstellen im Zinkkomplex von L5 aus dem gleichen Grund geringer.139   
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Abbildung 44 Vergleich des Zinkkomplexes von L3 und L5. 

 

Beides würde die geringere Sensitivität des Nanopartikels NP419-Zn erklären. 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(II)–dipicolylamine complexes 

 

 Dieser Artikel beschreibt die Synthese des Liganden L1rac, L1R und L3, davon abgeleiteter 

Goldnanopartikel und das Verhalten der Nanopartikel in Gegenwart verschiedener anorganischer Salze 

(NaNO3, NaCl, NaBr, NaI, Na2SO4, NaHCO3, Na2HAsO4, Na2HPO4, Na4P2O7, Na5P3O10). 

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 Durchführung der Bindungsstudien und in deren Auswertung. Die 

Darstellung von L1R wurde gemeinsam mit Dr. Julia Bernhard erarbeitet. Dr. Marcus Koch führte die 

TEM Messungen durch und unterstützte mich bei deren Interpretation. Prof. Dr. S. Kubik war für die 

Koordination der Arbeiten und die wissenschaftlichen Betreuung verantwortlich.  
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3.2.3.5 Synthese und Eigenschaften von NP5, NP6 und NP7 

 

 Nanopartikel die neben L1R Liganden mit Quadratsäureamidgruppen (z.B. L6) enthalten, 

wurden hergestellt, da Quadratsäureamide bevorzugt mit Sulfationen wechselwirken und auf diese 

Weise entsprechend Nanopartikel zugänglich sein könnten, mit denen dieses Anion nachweisbar ist. 

Nanopartikel mit dem Liganden L6 konnten aufgrund der geringen Löslichkeit in Methanol nicht 

mithilfe des für die Darstellung von NP3 und NP4 verwendeten Verfahrens hergestellt werden. Darum 

wurden in diesem Fall Lösungen von L1R und L6 in DMF mit der wässrigen Lösungen von NPC2 

umgesetzt (Schema 15). 

 

Schema 15  Darstellung von NP5. 

 

Dabei durfte der Anteil DMF im endgültigen Reaktionsgemisch 67 vol% nicht überschreiten, 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 Lösung bis zum Ende homogen und die Nanopartikel 

konnten mittels Größenausschlusschromatographie isoliert werden. Eine zusätzliche Aufreinigung 

mithilfe von Membranfiltern war nicht möglich, da die Membranen in dem benötigten Wasser/DMF 

Gemisch nicht stabil waren.  

Zur Charakterisierung wurden NP5 in DMF-d7 gelöst und das erhaltene 1H-NMR Spektrum der Lösung 

mit den Spektren von L1R und L6 in DMF-d7 verglichen (Abbildung 45). Die verbreiterten Signale im 

Spektrum von NP5 belegten die erfolgreiche Immobilisierung von L1R. Das für L3 charakteristische 

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

 

Abbildung 45 1H-NMR Spektren von NP5, L6 und L1R in DMF-d7. 

 

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 überprüft, ob die Immobilisierung von Quadratsäureamiden durch   

NP5 

L6 

L1R 
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Postfunktionalisierung eines Nanopartikels möglich ist, der Carbonsäuregruppen auf der Oberfläche 

enthält. 54,60,61 

Diese Strategie hatte sich bereits für die Darstellung von Nanopartikeln mit immobilisierten 

Cyclopeptideinheiten bewährt.61 Hierzu wurde zunächst NP6 durch Immobilisierung von L1R und L4 auf 

der Nanopartikeloberfläche hergestellt (Schema 16). 

 

Schema 16  Darstellung von NP6. 

 

Nach Reinigung von NP6 durch Größenausschlusschromatographie wurde mittels 1H-NMR 

Spektroskopie bestätigt, dass das isolierte Produkt weder überschüssiges Citrat noch Ligandreste 

enthielt. Eine Bestimmung der Oberflächenzusammensetzung war nicht möglich, da sich die Signale 

von L1R und L4 im Spektrum überlagern.  
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Darum wurde eine Kupplungsreaktion mit Benzylamin durchgeführt, um ein funktionalisiertes Produkt 

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

 

Schema 17  Darstellung von NP7. 

 

Die nach der Aufarbeitung erhaltenen Nanopartikel NP7 waren wasserlöslich und frei von 

Rückständen, was mithilfe des 1H-NMR Spektrums belegt wurde. Die im 1H-NMR Spektrum 

auftretenden verbreiterten Signale im aromatischen Bereich bei ca. 7.25 ppm belegten außerdem den 

Erfolg der Kupplungsreaktionen mit Benzylamin. Anhand dieses Signals und des Signals bei 3.60 ppm, 

welches L1R zuzuordnen ist, wurde das Verhältnis von L1R zu L4 bestimmt. Der Anteil von L4 auf dem 

Nanopartikel betrug demnach 25 % und lag damit beträchtlich höher als der mit 1 % geringe Anteil von 

L4 in der für die Synthese von NP6 verwendeten Reaktionsmischung (Abbildung 46).  
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Abbildung 46 1H-NMR-Spektrum in D2O und Berechnung des relativen Anteils von Benzylamin auf der Oberfläche von 
NP7. 

 

Für die Kupplung mit einem Quadratsäureamid wurde NP6 in Wasser/DMF 1:1 aufgenommen und die 

Lösung mit einer Lösung von EDC·HCl, sulfo-NHS sowie Q1 in DMF versetzt (Schema 18). 

 

Schema 18  Darstellung von NP8. 
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Auf analoge Weise wurde versucht, auch Q2 mit NP6 zu koppeln. Nach der 

größenausschlusschromatographischen Reinigung waren beide so erhaltenen Nanopartikel lediglich in 

DMSO löslich. Bei der 1H-NMR spektroskopischen Charakterisierung konnte für den Nanopartikel, der 

Q2 enthalten sollte, kein Signal der Trimethylammoniumgruppe im Spektrum identifiziert werden. 

Dieser Nanopartikel wurde darum nicht weiter untersucht. Im 1H-NMR Spektrum waren im Bereich 

von 0.8 – 1.0 ppm zwei verbreiterte Tripletts zu erkennen, die andeuten, dass Q1 möglicherweise 

erfolgreich immobilisiert werden konnte. Die charakteristischen Signale von L1R wurden im Spektrum 

teilweise von Lösungsmittelpeaks überlagert, weswegen die Bestimmung des Verhältnisses von L1R zu 

gekuppeltem Q1 auf der Nanopartikeloberfläche nicht möglich war (Abbildung 47). 

 

 

Abbildung 47 1H-NMR-Spektren von Q1 und NP8 in DMSO-d6. 

 

Aufgrund der Löslichkeit von NP8 wurde eine qualitative Bindungsstudie auf die übliche Weise in 

DMSO durchgeführt. Bei keinem der verwendeten Salze wurde jedoch bei einer Salzkonzentration von 

5 mmol/L eine Veränderung der Farbe der Nanopartikellösung beobachtet (Abbildung 48).  
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Abbildung 48 Lösungen von NP8 in DMSO nach Zugabe verschiedener Salze. 
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Diskussion 

 

 Der schon bei der Synthese von L6 beobachtete Einfluss der Quadratsäureamidgruppe auf 

die Löslichkeit erschwerte auch die Immobilisierung von L4 auf der Goldoberfläche. So mussten für 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 üblichen Wasser/Methanol 

Gemischen löslich. Hinweise für eine erfolgreiche Immobilisierung von L6 fanden sich im 1H-NMR 

Spektrum aber nicht. Warum sich NP6 allerdings so anders verhält als andere Nanopartikel, die nur L1R 

als Liganden enthalten, ist unklar. Da die direkte Immobilisierung von L6 nicht gelang, wurde eine 

zweistufige Synthese in Anlehnung an eine beschriebenen Strategie verfolgt.61 Nanopartikel mit 

peripheren Carbonsäuregruppen konnten erfolgreich dargestellt und charakterisiert werden. Die 

Beobachtung, dass der Anteil des Liganden mit der Carbonsäuregruppe auf der 

Nanopartikeloberfläche wesentlich höher war als im für die Synthese verwendeten Reaktionsgemisch 

deckte sich mit den publizierten Ergebnissen.61 Die Immobilisierung des kationischen 

Quadratsäureamids Q2 gelang nicht. Die Nanopartikel, die bei Verwendung von Q1 in der 

Kupplungsreaktion erhalten wurden, enthielten zwar Signale im 1H-NMR Spektrum, die auf eine 

erfolgreiche Kupplungsreaktion hinweisen, auch diese Nanopartikel waren aber schwer löslich, sodass 

eine Bindungsstudie nur in DMSO durchgeführt werden konnte. Hinweise auf die Wechselwirkung mit 

Anionen wurden nicht erhalten. Damit konnten Nanopartikel für den Sulfatnachweis durch 

Immobilisierung von Quadratsäureamiden auf der Goldoberfläche im Rahmen dieser Arbeit nicht 

erhalten werden. Dass optische Sonden durch Immobilisierung von Quadratsäureamiden auf 

Boehmitnanopartikeln zugänglich sind, wurde bereits demonstriert.141 Für eine erfolgreiche 

Übertragung des Konzepts auf Goldnanopartikel müssen insbesondere Strategien erarbeitet werden, 

die durch die Schwerlöslichkeit von Quadratsäureamiden 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 können. Hierfür wurden die Liponsäure-basierten 

Liganden L1, L2, L3, L4, L5 und L6 synthetisiert, die auf Goldnanopartikeln immobilisiert wurden. Für 

die Immobilisierung wurden zwei verschiedene Vorgehensweisen verwendet. Die direkte 

Immobilisierung gelang durch Umsetzung Citrat-stabilisierter Goldnanopartikel mit L1rac, L1R und 

Gemischen von L1R mit den DPA-haltigen Liganden L2, L3 und L5 und führte zu den Nanopartikeln 

NP1rac, NP1R, NP2, NP3 und NP4. Die drei Nanopartikel mit Oberflächengebundenen DPA-Einheiten 

wurden durch Umsetzung mit Zinknitrat in die entsprechenden Zinkkomplex-haltigen Nanopartikel 

NP2Zn, NP3Zn und NP4Zn überführt (Abbildung 49). 

 

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 L1R gelang nicht. Darum wurde der Nanopartikel 

NP5 synthetisiert, dessen Carbonsäuregruppen mit geeigneten Aminen unter dem Einfluss eines 

Kupplungsreagenzes umgesetzt werden sollten. Die grundsätzliche Eignung dieser Strategie für 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 

Quadratsäureamidderivate Q1 und Q2 gelang, konnte nicht eindeutig belegt werden. Lösungen der 

beiden so synthetisierten Nanopartikel zeigten bei Zusatz verschiedener Salze zudem keine 

Farbveränderung. 

Lösungen der Nanopartikel NP310-Zn 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, 

zurückzuführen sind. Arsenat- und Phosphationen führten bei einer deutlich höheren Konzentration 

ebenfalls zur Nanopartikelaggregation, während die Nanopartikel auf keines der anderen 

untersuchten Anionen reagierten. Die Anionenselektivität spiegelte also die bekannten 

Bindungseigenschaften von Dipicolylaminkomplexen wider.  

Die initial gebildeten Nanopartikelaggregate lösten sich bei weiterer Erhöhung der 

Anionenkonzentration bei einer bestimmten Konzentration wieder auf. Die jeweiligen 

Konzentrationen, bei denen die Nanopartikel ausfielen und sich die gebildeten Aggregate wieder 

auflösten waren nicht nur für die Art des Anions spezifisch, sondern hingen auch von dem Anteil der 

auf der Nanopartikeloberfläche gebundenen Zink-DPA Komplexen ab. Dabei führte ein geringerer 

Funktionalisierungsgrad zu einer höheren Empfindlichkeit. Die für NP310-Zn mittels UV/Vis Titration 

ermittelte Grenzkonzentration für Natriumdiphosphat und Natriumtriphosphat von 10 µmol/L ist 

vergleichbar mit den Nachweisgrenzen anderer Diphosphatsonden.137,158 Nachteilig an diesen 

Nanopartikeln war, dass die Bindungsstudien aufgrund der Löslichkeit nicht in einem Puffer 

durchgeführt werden konnten. Der pH-Wert der Lösung 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 große unlösliche Agglomerate ausgebildet wurden. Das Auflösen der 

gebildeten Agglomerate bei Erhöhung der jeweiligen Anionenkonzentration ist wahrscheinlich auf den 

Übergang von 2:1 Komplexen zu 1:1 Komplexen zurückzuführen.  
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Somit konnte die grundsätzliche Eignung von mit Zink-DPA Komplexen funktionalisierten 

Goldnanopartikeln für den optischen Nachweis anorganischer Phosphate belegt werden. 

Zukünftige Arbeiten sollten sich vor allem auf die Verbesserung der Wasserlöslichkeit der Nanopartikel 

konzentrieren, um idealerweise einen Anionennachweis in wässriger gepufferter Lösung zu erreichen. 

Attraktiv wäre außerdem die Entwicklung von funktionalisierten Nanopartikeln, deren 

anioneninduzierte Quervernetzung nicht zu unlöslichen Aggregaten führt. Verbleiben die gebildeten 

Aggregate in Lösung, könnte idealerweise eine Korrelation optischer Eigenschaften der Lösung (Lage 

bzw. Intensität der SPR-Bande) mit der Anionenkonzentration gelingen. Weiterhin wäre die 

Immobilisierung weiterer Rezeptortypen auf der Nanopartikeloberfläche möglich, um Sonden auch für 

andere Anionen zu erhalten und schließlich sollte in systematischen Arbeiten ein besseres Verständnis 

der Abhängigkeit 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 

oberflächenmodifizierten Goldnanopartikel auch den Nachweis von Nukleotiden erlauben. 

Diese Arbeiten konzentrierten sich auf die Goldnanopartikel NP3Zn mit von L3 abgeleiteten 

oberflächengebundenen Zinkkomplexen. Es wurde untersucht, ob ein Nukleotidnachweis mit diesen 

Nanopartikeln möglich ist, ob Nukleotidmonophosphate, -diphosphate und -triphosphate 

unterschieden werden können 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 

oberflächengebundenen 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. Zunächst wurden ausgehend von den Liganden L1R und L3 zwei 

Sorten von Nanopartikeln synthetisiert, deren 1H-NMR spektroskopische Charakterisierung ergab, dass 

das Ligandenverhältnis L1R / L3 bei einem Nanopartikel 82:8 (NP38) und bei dem anderen Nanopartikel 

70:30 (NP330) betrug. Ausgehend hiervon wurden Nanopartikel mit oberflächengebundenen 

Zinkkomplexen dargestellt, wobei im Unterschied zu dem in Teil 1 verwendeten Verfahren die für die 

Darstellung der Zinkkomplexe verwendete Menge Zinknitrat variiert wurde. Dabei wurden Lösungen 

von NP38 bzw. NP330 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 µM, 50 µM oder 500 µM betrug.  

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

wenn die oberflächengebundenen DPA-Einheiten nicht vollständig komplexiert sind. 

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

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Abbildung 50 dargestellt.  
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Abbildung 50 Lösungen von NP38-Zn in Wasser/Methanol 1:2 (v:v) mit c(Zn2+) = 5 µM (a), 50 µM (b), 500 µM (c) in 

Gegenwart unterschiedlicher Mengen potenzieller Substrate. Die Nukleotide und das Ribose-5-phosphat wurden als 

Natriumsalze eingesetzt..  
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In den Testreihen mit 5 µmol/L bzw. 50 µmol/L Zinknitrat verfärbten sich die Natriumdiphosphat und 

Natriumtriphosphat-haltigen Lösungen schon bei einer Salzkonzentration von 5 µmol/L violett. Das 

gleiche Phänomen wurde für ATP beobachtet. Bei der Erhöhung der Analytkonzentration auf 

48 µmol/L verfärbten sich die ADP, GTP, Ribose-5-Phosphat und Natriumhydrogenphosphat-haltigen 

Proben violett, während in denselben Testreihen auch bei dieser Konzentration wieder eine 

Rotfärbung der Natriumdiphosphat-Testlösung beobachtet wurde. Bei einer Analytkonzentration von 

167 µmol/L wurde für beide Testreihen eine Veränderung der AMP-haltigen Lösung festgestellt. Bei 

der Testreihe mit 50 µmol/L Zinknitrat reagierte zudem auch die cAMP-haltige Testlösung und sowohl 

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

Ähnliche Trends wurden auch bei der Testreihe mit 500 µmol/L Zinknitrat beobachtet. Die 

Grenzkonzentrationen, ab welchen Änderungen der jeweiligen Lösungen auftraten, lagen jedoch stets 

höher als bei den Testreihen mit 5 bzw. 50 µmol/L Zinknitrat. Aufgrund der mit der hohen 

Zinknitratkonzentration verbundenen geringeren Empfindlichkeit und eines möglichen Einflusses 

überschüssigen Zinknitrats auf die Anionenerkennung, wurde für die Zinkkonzentration in den 

weiteren Studien auf 50 µmol/L festgelegt. 

Für NP330-Zn wurden analoge Testreihen durchgeführt. Hierbei wurde jedoch bei keiner Lösung eine 

Veränderung nach Analytzugabe festgestellt, weswegen NP330-Zn für die folgenden Versuche nicht 

weiter berücksichtigt wurde. 

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

kam, die sich optisch in der Farbänderung der Lösung äußerte (Abbildung 51). 

 

Abbildung 51 TEM-Abbildungen von NP38-Zn in Wasser/Methanol 1:2 (v/v) mit 50 µmol/L Zinknitrat ohne Zugabe von 
ATP (a) und nach Zugabe von ATP (10 µM) (b).  

a) b) 
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Der Einfluss von ATP, ADP, AMP, GTP, Na4P2O7 und Na5P3O10 auf die Lage und Intensität der SPR Bande 

der Nanopartikel wurde UV/Vis spektroskopisch verfolgt. Hierfür wurden Lösungen von NP38-Zn in 

Wasser/Methanol 1:2 (v:v) mit einer Zn(NO3)2 Konzentration von 50 µM so hergestellt, dass die 

Extinktion der SPR Bande 1.5 betrug. Zu dieser Lösung wurden analog zu der in Teil 1 beschriebenen 

Vorgehensweise Lösungen der Analyte zutitriert und die UV/Vis Spektren der resultierenden Gemische 

gemessen (Abbildung 52). 
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Abbildung 52 UV/Vis Spektren von NP38-Zn in Wasser/Methanol 1:2 (v/v) mit einer Zinknitratkonzentration von 
50 µmol/L nach Zugabe von AMP (a), ADP (b), ATP (c), GTP (d), Diphosphat (e) und Triphosphat (f). 

  

a) b) 

c) d) 

e) f) 
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Die UV/Vis spektroskopischen Untersuchungen zeigten ähnliche Trends wie die visuellen 

Bindungsstudien. In den ersten Titrationschritten wurde typischerweise zunächst eine Zunahme der 

Intensität der SPR Bande beobachtet. Im weiteren Verlauf erfolgte, außer bei der AMP-haltigen 

Nanopartikelprobe, an einem bestimmten Punkt eine ausgeprägte Intensitätserhöhung mit 

einhergehender Rotverschiebung der Bande. Die Natriumdiphosphat-haltigen und 

Natriumtriphosphat-haltigen Nanopartikelproben gingen ab Konzentrationen von 193 µmol/L bzw. 

290 µmol/L wieder in Lösung, was sich an einer Blauverschiebung der entsprechenden Banden mit 

gleichzeitiger Intensitätszunahme bemerkbar machte. Dieser Effekt wurde bei den Nukleotiden nicht 

beobachtet. Um zu untersuchen, ob der Zusatz eines Überschusses Natriumdiphosphat zur 

Dissoziation der oberflächengebundenen DPA-Zn Komplexe aufgrund der Bildung unlöslicher 

Zinkphosphate kommt, wurde das 1H-NMR Spektrum von NP330-Zn verglichen, die zusätzlich 27 µmol/L 

Natriumdiphosphat enthielt. Für diese Studie wurde NP330-Zn verwendet, da die Signale des DPA-

haltigen Liganden bei diesen Nanopartikeln im 1H-NMR Spektrum intensiver sind und darum leichter 

verfolgt werden können (Abbildung 53). 

 

Abbildung 53 1H NMR Spektren von NP330 in D2O/MeOD 1:2 (v/v) a) nach Zugabe von Zn(NO3)2 (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.  

a) 

b) 

c) 



Teil 2 – Ergebnisse und Diskussion 

110 

 

Im 1H-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 wäre, 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 Lösungen von Goldnanopartikeln mit immobilisierten 

DPA-Zn Komplexen ab einer bestimmten Grenzkonzentration durch Farbveränderung auch auf 

Nukleotide reagieren. Dabei steigt die für den Farbumschlag benötigte Grenzkonzentration in der 

Reihe ATP<ADP<AMP an. Für 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 über die Gesamtladung der 

verschiedenen Anionen unter den Bedingungen des Assays nicht möglich. Dass Phosphatgruppen für 

eine Wechselwirkung mit den Nanopartikeln essentiell sind, zeigt die ausbleibende Farbveränderung 

der Lösung bei Zusatz von Adenosin. Andererseits führt Ribose-5-Phosphat bei einer ähnlichen 

Konzentration zu einem Farbumschlag wie Natriumhydrogenphosphat. Die Nanopartikel waren 

weiterhin dazu in der Lage, zwischen ATP und GTP zu unterscheiden. Diese Selektivität wurde zuvor 

lediglich für einige niedermolekulare DPA-Zn-basierte optische Sonden beobachtet.159,160  

Für die Unterschiede in der ATP/GTP Selektivität könnte verantwortlich sein, dass Adenin ebenfalls mit 

DPA-Zn Gruppen wechselwirken kann. 138,159,161 Diese Wechselwirkung könnte auch erklären, warum 

sich die mit ATP und ADP gebildeten Nanopartikelaggregate nicht auflösen, die mit anorganischen 

Phosphaten gebildeten Niederschläge bei Erhöhung der Salzkonzentration aber durchaus. Da 

niedermolekulare DPA-basierte Sonden diese Selektivität nicht zeigen und auf ATP und GTP Zugabe 

gleichermaßen reagieren,162 muss weiter erforscht werden, ob die Selektivität auf die Wechselwirkung 

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

selbst zurückzuführen ist. 

Hinsichtlich der Empfindlichkeit des Nukleotidnachweis wurde auch in dieser Studie beobachtet, dass 

ein geringer Funktionalisierungsgrad zu einer höheren Nachweisempfindlichkeit führt. Mögliche 

Ursachen könnten sein, dass es umso schwieriger ist, die elektrostatische Abstoßung von 

Nanopartikeln mit einer positiven Überschussladung auf der Oberfläche durch Bindung an geeignete 

Substrate zu kompensieren, je höher der Funktionalisierungsgrad ist. Außerdem 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 außerdem, dass die Nachweisempfindlichkeit der Nanopartikel auch von 

der für die Bildung der Zinkkomplexe verwendeten Menge Zinknitrat abhängt. Dabei sinkt die 

Nachweisempfindlichkeit mit zunehmender Menge Zinknitrat. Eine zu hohe Zinkkonzentration ist 

ungünstig, möglicherweise weil es bei einer zu großen Menge freier Zinkionen in Lösung vermehrt zur 

Bildung unlöslicher Zinksalze kommt. Eine Verringerung der Anzahl von DPA-Zn Komplexen auf der 

Nanopartikeloberfläche äußert sich wie eine Verringerung des Anteils DPA-haltiger Liganden. Beide 

Vorgehensweisen wirken also in dieselbe Richtung. Da zur vollständigen Komplexierung aller 

immobilisierten DPA-Gruppen auf NP325-Zn Konzentrationen im zweistelligen millimolaren Bereich 

benötigt wurden (Kapitel 3.2.3.2) ist davon auszugehen, dass im Fall von NP38 bzw. NP330 bei geringen 

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

Eine Stabilisierung der für die Substraterkennung verantwortlichen DPA-Zn Komplexe in Gegenwart 

geeigneter Anionen, die zu einer Zunahme der Zinkkomplexierung auch bei kleinen 

Zinkkonzentrationen führt, kann nicht ausgeschlossen werden, auch wenn hierfür momentan keine 

experimentellen Hinweise vorliegen. 

Die Nachweisempfindlichkeit von NP38-Zn für den ATP-Nachweis lag bei 10 µmol/L, was deutlich unter 

extra- bzw. intrazellulären ATP-Konzentrationen liegt, die sich im Regelfall im millimolaren Bereich 

bewegen.163,164 Die 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 Selektivität des verwendeten Assays vergleichbar mit bereits 

beschriebenen niedermolekularen DPA-basierten Systemen.137,158 Innerhalb von Goldnanopartikel-

basierten Assays wurden diese Trends ebenfalls bereits gezeigt, wobei der ATP-Nachweis ab einer 

Grenzkonzentration von 0.1 µmol/L möglich war.165  
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4.2.1.2  Nachweis von AMP 

 

 Da bei Zugabe eines Überschusses von Natriumdiphosphat oder Natriumtriphosphat zu einer 

Lösung von Nanopartikeln mit oberflächengebundenen DPA-Zn Komplexen homogene Lösungen 

erhalten wurden, stellte sich die Frage, ob diese Lösungen auf die Gegenwart geeigneter Analyte wie 

beispielsweise Nukleotide, die mit den entsprechenden Nanopartikeln unlösliche Aggregate bilden, 

reagieren. Um dies zu überprüfen, wurden Lösungen von NP38 in Wasser/Methanol 1:2 (v:v) mit einer 

Zinknitrat- und einer Natriumdiphosphat- bzw. Natriumtriphosphatlösung versetzt, sodass die Zn2+-

Konzentration 50 µmol/L betrug und die jeweilige Konzentration des Phosphatsalzes 299 µmol/L. Im 

Einklang mit den vorliegenden Ergebnissen waren die Nanopartikel in diesen Lösungen homogen 

gelöst und die Lösungen intensiv rot. Mit den Lösungen wurde auf die übliche Weise eine 

Bindungsstudie durchgeführt, wobei als Substrate nur Nukleotide verwendet wurden. Das Ergebnis ist 

in Abbildung 54 gezeigt. 

 
Abbildung 54 Lösungen von NP38 in Wasser/Methanol 1:2 (v:v) nach Zusatz von Zn(NO3)2 (50 µM) und 

Natriumdiphosphat (299 µM) (a) und Natriumtriphosphat (299 µM) (b) nach Zugabe verschiedener Nukleotide in steigenden 
Konzentrationen. Alle Nukleotide wurden als Natriumsalze zugesetzt.  
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Bei den Bindungsstudien fiel auf, dass unabhängig von dem anwesenden Phosphatsalz bei einer 

Analytkonzentration von 48 µmol/L lediglich die AMP-haltige Lösung eine violette Färbung aufwies. 

Während die Lösungen mit Natriumdiphosphat ab einer Analytkonzentration von 91 µmol/L auch 

Farbveränderungen in Gegenwart von ATP, ADP und cAMP zeigten, war selbst bei der höchsten 

getesteten Konzentration von 333 µmol/L in den Triphosphat-haltigen Nanopartikellösungen keine 

Reaktion auf ein anderes Nukleotid als AMP feststellbar. 

In einer weiteren Bindungsreihe wurde überprüft, wie sich die Reduktion der 

Natriumdiphosphatkonzentration auf 50 µmol/L auf die Nachweisselektivität bzw. -sensitivität 

auswirkt (Abbildung 55). 

Abbildung 55 Lösungen von NP38 in Wasser/Methanol 1:2 (v:v) nach Zusatz von Zn(NO3)2 (5 µM) und 
Natriumdiphosphat (50 µM) und Zugabe verschiedener Nukleotide in steigenden Konzentrationen. Alle Nukleotide wurden 

als Natriumsalze zugesetzt. 

 

In diesem Fall führte AMP schon bei 24 µmol/L zu einem Farbumschlag, während andere Nukleotide 

die Farbe der Lösung erst bei 91 µmol/L oder höher beeinflussen.  
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Um zu überprüfen, ob AMP auch im Gemisch mit anderen Anionen nachgewiesen werden kann, wurde 

ein Konkurrenzexperiment durchgeführt, bei welchem NP38 mit Zinknitrat (50 µM) und 

Natriumtriphosphat (299 µM) versetzt wurde. Die Lösung wurde auf drei Proben aufgeteilt, wobei eine 

Probe als Referenz diente und keine weiteren Analytsubstanzen zugesetzt wurden. In die anderen 

beiden Vials wurden NaCl, Na2SO4, Na2HPO4, Na2CO3, NaOAc, Natriumcitrat, ATP und GTP (jeweils 

356 µmol/L) gegeben. Eines der Vials wurde zudem mit AMP (36 µM) versetzt (Abbildung 56). 

 

Abbildung 56 Lösungen von NP38 in Wasser/Methanol 1:2 (v:v) nach Zusatz von Zn(NO3)2 (50 µM) und 
Natriumtriphosphat (299 µM). Probe (a) enthält NaCl, Na2SO4, Na2HPO4, Na2CO3, NaOAc, Natriumcitrat, ATP und GTP 

(jeweils 356 µmol/L) und Probe (c) enthält zusätzlich AMP (36 µmol/L). 

 

Die Probe mit dem Salzgemisch sah optisch so aus wie die Referenzprobe. Lediglich in der Probe, in 

der zusätzlich AMP enthalten war, wurde eine deutliche Farbveränderung der Nanopartikellösung 

beobachtet. 

Zur Bestimmung der minimalen AMP Konzentration, die zu einer optischen Änderung der Lösung von 

NP38 führt, wurden Lösungen dieser Nanopartikel in Wasser/Methanol 1:2 (v:v) mit einer 50 µM 

Konzentration von Zinknitrat und einer 299 µM Konzentration von Natriumdiphosphat bzw. 

Natriumtriphosphat mit steigenden Mengen an AMP, cAMP, ADP, ATP, GTP und GMP versetzt, sodass 

die Salzkonzentration zwischen 0 und 973 µM variierte. Nach jeder Zugabe wurde das UV/Vis Spektrum 

der jeweiligen Lösung aufgenommen. 

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

Bindungsstudie bei Verwendung von Natriumtriphosphat erhalten wurden. 

  

a) b) c) 
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Abbildung 57 UV/Vis Spektren von NP38  in Wasser/Methanol 1:2 (v/v) mit einer Zinknitratkonzentration von 
50 µmol/L und einer Natriumtriphosphatkonzentration von 299 µmol/L nach Zugabe von ATP a), ADP b), AMP c), cAMP d), 

GTP e) und GMP f). 

 

In Übereinstimmung mit den zuvor durchgeführten visuellen Bindungsstudien wurde lediglich bei 

Erhöhung der AMP Konzentration eine deutliche Veränderung im UV/Vis Spektrum beobachtet. Bei 

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

festgestellt. Ab einer Konzentration von 74 µmol/L nahm die Intensität der Bande kontinuierlich ab. 

  

a) b) 

c) d) 

e) f) 
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TEM Aufnahmen zeigten, dass die Nanopartikel NP38 in Wasser/Methanol 1:2 (v:v) in Gegenwart von 

50 µM Zinknitrat und 299 µM Natriumtriphosphat homogen dispergiert vorlagen. Nach Zusatz von 

AMP (50 µmol/L) wurde jedoch eine Aggregation der Nanopartikel beobachtet (Abbildung 58). 

 

 

Abbildung 58 TEM-Abbildungen von NP38 in Wasser/Methanol 1:2 (v:v) nach Zusatz von Zn(NO3)2 (50 µM) und 
Natriumtriphosphat (299 µM) vor (a) und nach Zugabe von AMP (50 µM) (b). 

 

Um zu prüfen, welchen Einfluss der Zusatz der überschüssigen Phosphatsalze auf die 

Oberflächenladung der Nanopartikel hat, wurden Zetapotentialmessungen durchgeführt. Hierbei 

zeigte sich, dass die Nanopartikel in Wasser/Methanol 1:2 (v:v) in Gegenwart von 50 µM Zinknitrat ein 

Oberflächenpotential von +20.1 mV aufweisen. Enthalten die Lösungen zusätzlich Natriumdiphosphat 

(303 µmol/L) oder Natriumtriphosphat kehrt sich das Vorzeichen des Zetapotentials um und beträgt    

-9.3 mV bzw. -7.5 mV. 
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Diskussion 

 

 Lösungen von Goldnanopartikeln mit oberflächengebundenen DPA-Zn Einheiten, die einen 

Überschuss Natriumdiphosphat bzw. Natriumtriphosphat enthalten, zeigen einen Farbumschlag von 

rot nach blau in Gegenwart von AMP. In Gegenwart von Natriumdiphosphat wird ein ähnlicher 

Farbumschlag auch bei ATP, ADP und cAMP beobachtet. Allerdings sind höhere 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 

Überschuss vorhandenen anorganischen und organischen Anionen hochselektiv.  

Für die hohe Selektivität scheint einerseits die Natur der Nukleobase im Substrat mitverantwortlich zu 

sein. So wurde schon bei der Charakterisierung der Bindungseigenschaften der Nanopartikel in 

Abwesenheit von zusätzlichen 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 Farbveränderung der Lösung führt, GMP aber nicht. 

Die genaue Ursache für den Einfluss des Adenins ist unbekannt, aber auch bei niedermolekularen 

Nukleotidrezeptoren auf Basis von DPA-Zn Komplexen wurde teilweise eine erhöhte Selektivität für 

Adenin im Vergleich zu Guaninderivaten beobachtet.165 Möglicherweise beteiligt sich Adenin an der 

Koordination an die Zinkionen und führt damit ebenfalls zu einer Quervernetzung der Nanopartikel. 

Adenin bzw. Adenosin allein reicht aber nicht aus um eine Quervernetzung zu induzieren und ein 

Phosphatrest ist für eine Quervernetzung der Nanopartikel immer notwendig. 

Die beobachtete Umkehr der Selektivität der Nanopartikel, die in Abwesenheit von zusätzlichen 

Phosphatsalzen bevorzugt auf ATP reagieren und in deren Anwesenheit auf AMP, deutet an, dass 

neben der Nukleobase möglicherweise auch der Ladungszustand einen Einfluss auf die 

Wechselwirkungen mit den Nanopartikeln hat. Tatsächlich zeigen die Zetapotentialmessungen, dass 

die Nanopartikel in Abwesenheit von Phosphatsalzen aufgrund schwach gebundener 

Nitratgegenionen ein positives Oberflächenpotential 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 Oberflächenladung der Nanopartikel dagegen negativ, 

vermutlich weil die Phosphate auf der Oberfläche der Nanopartikel mit den Zinkionen wechselwirken. 

Eine Nukleotid-induzierte Nanopartikelaggregation dürfte daher bei geringer Gesamtladung des 

Nukleotids leichter sein als bei höherer. Dafür, dass repulsive Wechselwirkungen der 

oberflächengebundenen Anionen und der anionischen Substrate die Nanopartikelaggregation 

beeinflussen spricht auch, dass der AMP Nachweis empfindlicher wird, wenn die Konzentration des 

zusätzlich vorhandenen Substratsalzes gesenkt wird. Weitere Untersuchungen sind für ein genaueres 

Verständnis 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 können. 

Trotzdem sind andere niedermolekulare Systeme bekannt, mit denen AMP selektiv nachgewiesen 

werden kann. Die Nachweisstrategien sind dabei unterschiedlich. Während einige Gruppen 

Erkennungseinheiten mit passender Geometrie zum AMP Nachweis einsetzen166,167 und dabei zum 

Nachweis AMP-Konzentrationen im einstelligen mikromolaren Bereich ausreichend sind, wurde von 

Das et al.168 eine Sonde beschrieben, die je nach der Polarität des Lösungsmittelgemisches selektiv 

zwischen AMP und ADP bzw. Diphosphatanionen und ATP unterscheiden konnte. Die Konzentration 

der eingesetzten Analytsubstanzen lag hier im Bereich von 800 µmol/L und damit deutlich über den 

innerhalb dieser Arbeit ermittelten Grenzkonzentrationen für den AMP-Nachweis von 50 µmol/L. Für 

eine praktische Anwendung im medizinischen Bereich ist auch diese Nachweisgrenze noch zu hoch, da 

typische AMP-Konzentrationen in menschlichem Blut im Bereich von 5 µmol/L liegen. Durch Variation 

der zahlreichen Parameter, die innerhalb des Assays eine Rolle spielen, könnten in zukünftigen 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(II)-dipicolylamine-containing gold 

nanoparticles 

 

 Dieser Artikel beschreibt die Synthese der Nanopartikel NP38 und NP330 und deren Verhalten 

in Gegenwart verschiedener Nukleotide nach der Komplexierung von Zn2+ in der Abwesenheit und 

Anwesenheit von Natriumdiphosphat und Natriumtriphosphat. Auf diese Weise konnten optische 

Sonden für ATP bzw. für AMP erhalten werden. 

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

bei der Durchführung der Bindungsstudien und den zugehörigen analytischen Daten enthalten. 

Mein Beitrag zur Publikation bestand in der Synthese, Aufreinigung und Charakterisierung der 

untersuchten Nanopartikel, der Durchführung der Bindungsstudien und in deren Auswertung. Dr. 

Marcus Koch war für die Messung und Interpretation der TEM Aufnahmen zuständig. Dr. Christine 

Müller-Renno führte die Zeta-Potential-Messungen durch und unterstützte mich bei der Interpretation 

der Ergebnisse. Prof. Dr. Stefan Kubik war für die Koordination der Arbeiten und die wissenschaftliche 

Betreuung verantwortlich. 
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4.2.1.4  Nachweis von DNA-Derivaten 

 

 Die Fähigkeit von Goldnanopartikeln, mit oberflächengebundenen DPA-Zn Komplexen mit 

anionischen Phosphaten und Nukleotiden Nanopartikelnetzwerke auszubilden, gab Anlass zu 

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

Dazu wurde eine Bindungsstudie unter den Bedingungen durchgeführt, die auch für die 

Charakterisierung der Nanopartikel mit Nukleotiden verwendet wurde. Als Nanopartikel wurde NP38 

verwendet und die Zinknitratkonzentration in der Lösung betrug 50 µmol/L. Als mögliche Substrate 

wurden einsträngige DNA, Doppelstrang-DNA, Plasmid-DNA und genomische DNA von Plasmodium 

Falciparum getestet. Die genomische DNA von Plasmodium Falciparum besitzt die Besonderheit, dass 

überdurchschnittlich viele Adenin-Thymin Basenpaare vorliegen (80 %).169 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 durchgeführt, bei der auf den Zusatz von Zinknitrat 

verzichtet wurde, um zu überprüfen, ob die Bildung der Zinkkomplexe auf der Nanopartikeloberfläche 

für eine potentielle Wechselwirkung mit Polynukleotiden notwendig ist (Abbildung 59). 
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Abbildung 59 Lösungen von NP38 in Abwesenheit (a) und in Anwesenheit (b) von Zinknitrat (50 µM) in 
Wasser/Methanol 1:2 (v:v) in Gegenwart von einsträngiger DNA (I), Doppelstrang-DNA (II), Plasmid DNA (III) und 

genomischer DNA (IV). 

 

Während in den Lösungen ohne Zinknitrat in keinem Fall eine Farbveränderung beobachtet wurde, 

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

violette Verfärbung der Lösungen auf. 

  

a) b) 

25 nM 

50 nM 

74 nM 

98 nM 

122 nM 

Referenz    I            II           III           IV Referenz     I           II           III           IV 
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Aufgrund dieser Beobachtungen wurde überprüft, ob die Mischung von NP38 und Zinknitrat auch auf 

komplexere Proben reagiert.  

Hierzu wurde zunächst metzgerfrisches Rinderhackfleisch mit Wasser versetzt (F1). Dieser Probe 

wurde ein Teil entnommen und aus der Lösung mithilfe von Membranfiltration höhermolekulare 

Bestandteile abgetrennt (F2). Die Lösung von NP38 wurde jeweils mit F1 und F2 und Zinknitrat versetzt. 

Zum Vergleich wurde auch eine Probe der unfunktionalisierten Nanopartikel NP1R mit denselben 

Lösungen versetzt (Abbildung 60). 

 

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

 

 

Im Fall von NP1R bildete sich bei Zugabe der ungefilterten Lösung F1 ein Niederschlag. Alle anderen 

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

Anschließend wurde die Lösung F1 drei Tage bei 25 °C aufbewahrt, woraus Lösung 3 resultierte. Ein 

Teil dieser Lösung wurde entnommen und höhermolekulare Bestandteile mithilfe von Membranfiltern 

entfernt (F4). Beide Lösungen wurden dann mit den Lösungen der Nanopartikel NP1R bzw. NP38 mit 

Zinknitrat (50 µM) versetzt (Abbildung 61). 

  

a) b) 

Referenz      F2           F1 Referenz       F2             F1 
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Abbildung 61 NP1R a) und NP3Zn b) in Wasser/Methanol 1:2 (v/v) jeweils ohne Analyt, mit F4 (10 µL) und F3 (10 µL). 

 

Der Zusatz von F3 führte sowohl bei NP1R als auch bei dem Gemisch aus NP38 mit Zinknitrat zu einem 

Ausfallen der Nanopartikel. Im Fall der filtrierten Lösung F4 bildeten sich lediglich bei den 

funktionalisierten Nanopartikeln Aggregate. 

In vorangegangenen Studien hatte sich gezeigt, dass Nanopartikelaggregate, die durch Zugabe von 

Natriumdiphosphat entstehen, bei Erhöhung der Diphosphatkonzentration wieder in Lösung gehen. 

Aggregate, die bei Wechselwirkung mit ATP entstehen, können dagegen weder mit Natriumdiphosphat 

noch weiterem ATP wieder gelöst werden. Um Hinweise zu erhalten, ob das Ausfallen der 

funktionalisierten Nanopartikel nach Zusatz von F4 eher auf anorganische Phosphate oder auf 

Nukleotide zurückzuführen war, wurde dieser Probe darum eine Natriumdiphosphatlösung zugesetzt 

(Abbildung 62).  

 

Abbildung 62 NP38-Zn in Wasser/Methanol 1:2 (v/v) mit F4, ATP und HPO4
2-und jeweils P2O7

4- (10 mM). 

 

Die durch F4 und Natriumhydrogenphosphat erzeugten Aggregate lösten sich bei Zugabe der  

Natriumdiphosphatlösung wieder auf, während ein mit ATP gebildeter Niederschlag keine 

Veränderung zeigte.  

F4             ATP            HPO4
2- 

a) b) 

Blank           F4            F3 Blank          F4           F3 
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Diskussion 

 

 Die Farbveränderung der Lösung von Goldnanopartikeln mit oberflächengebundenen 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 für die Wechselwirkung die DPA-Zn Komplexe verantwortlich sind. Die 

Nachweisgrenzen und Farbveränderungen der Lösung unterscheiden sich für Einzelstrang- und 

Doppelstrang DNA sowie für 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, während andere strukturelle 

Merkmale keine ausgeprägte Rolle spielen. Die aus der Fleischprobe erhaltene Lösung bewirkte ein 

Ausfallen der Nanopartikel NP1R, die nach Membranfiltration nicht mehr beobachtet wurde. 

Möglicherweise waren in F2 höhermolekulare Bestandteile enthalten, die für eine unspezifische 

Wechselwirkung mit NP1R führten. Interessanterweise reagierten die funktionalisierten Nanopartikel 

weder auf F1 noch auf F2. Die Nanopartikelaggregation wurde erst in den Proben beobachtet, die nach 

Lagerung der Fleischprobe für einige Zeit bei Raumtemperatur erhalten wurden, währenddessen es 

wahrscheinlich zu einer fortschreitenden Zersetzung der Fleischprobe kam. Wiederum reagierte die 

Lösung von NP1R nicht auf die gefilterte Probe F4. In diesem Fall bildete sich in der Probe der 

funktionalisierten Nanopartikel aber ein Niederschlag, der bei Zugabe von Natriumdiphosphatlösung 

wieder in Lösung ging. Dieses Experiment spricht dafür, dass die Nanopartikelaggregation eher durch 

anorganische Phosphate als durch Nukleotide hervorgerufen wurde. Weitere Untersuchungen sind 

notwendig, um die Verbindungen zu identifizieren, die für das Ausfallen der Nanopartikel 

verantwortlich war. Die vorläufigen Ergebnisse deuten aber an, dass die im Rahmen dieser Arbeit 

entwickelten Nanopartikel auch in komplexeren Gemischen als optische Sonden einsetzbar sein 

könnten. 
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4.2.2 Zusammenfassung und Ausblick 

 

 Im Rahmen des zweiten Teils der Arbeit wurde untersucht, ob sich Goldnanopartikel mit 

oberflächengebundenen DPA-Zn Komplexen auch als optische Sonden zum Nachweis von Nukleotiden 

und DNA eignen. 

In diesem Zusammenhang zeigte sich, dass die vollständige Überführung aller oberflächengebundenen 

DPA-Einheiten für einen Einsatz als optische Sonde nicht notwendig ist. Die Verwendung von 

Nanopartikellösungen mit definierter Extinktion und Zinknitratkonzentration verbessert nicht nur die 

Reproduzierbarkeit der Messungen, die Variation der Zinknitratkonzentration erlaubt es außerdem, 

die Empfindlichkeit der Nanopartikel für 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 Nanopartikeloberfläche profitiert. 

Die Bindungsstudien zeigten, dass die DPA-Zn-haltigen Nanopartikel auch in Gegenwart von 

Nukleotiden aggregieren, wobei die Empfindlichkeit für ATP am größten ist. Die geringste 

nachweisbare ATP Konzentration betrug im besten Fall 24 µmol/L, während ca. viermal höhere 

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 Veränderung der Bedingungen des Assays konnte die ATP Selektivität außerdem in eine 

Selektivität für AMP verändert werden. Hierfür musste den Nanopartikellösungen lediglich zusätzlich 

Natriumdiphosphat oder Natriumtriphosphat zugesetzt werden. Die Nachweisempfindlichkeit für AMP 

beträgt 50 µmol/L und ist damit relativ hoch. Allerdings ist die Entwicklung selektiver Nachweise für 

AMP deutlich schwieriger als der für die höher geladenen Nukleotidanaloga. Der entwickelte Assay 

stellt also einen vielversprechenden Ausgangspunkt für weitere Entwicklungen dar.  

Schließlich wurde gezeigt, dass sich Goldnanopartikel mit DPA-Zn Einheiten auch für 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 für Nukleotide oder 

Polynukleotide fortgesetzt werden, wobei Anwendungen in biologischen und medizinischen Assays 

potentiell denkbar wären. Außerdem wäre es interessant, ob mit solchen Nanopartikeln auch 

enzymatische Transformationen verfolgt werden können, z.B. die Hydrolyse von ATP zu ADP oder AMP. 
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5 Experimenteller Teil 

5.1 Verwendete Chemikalien, analytische Methoden und Apparatives 

 

 Die verwendeten Reagenzien und Lösungsmittel waren kommerziell erhältlich (Abcr, Acros, 

Aldrich, Carbolution, Merck, Roth, Sigma Aldrich, TCI) 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 Gerät JASCO P-2000 Polarimeter von Labor- und Datentechnik GmbH 

Deutschland bestimmt und mithilfe des Programms Polarimeter SpectraManager ausgewertet.  

 

Dünnschichtchromatographie (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.  

 

Größenausschlusschromatographie  

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

Aufreinigungen mittels Größenausschlusschromatographie 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 Säule 

kam eine BetaBasic™ 18 (25 cm × 4.6 mm, 5 μm Korngröße) der Firma Thermo Scientific™ zum Einsatz. 

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

 

HPLC (semi-präparativ)  

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 Säule kam eine 

BetaBasic™18 (25 cm × 21 mm, 5 μm Korngröße) 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.-% Trifluoressigsäure 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 Isolierung 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 Gerät 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 (1H-NMR, 13C-NMR, 19F-NMR)  

Die NMR-Spektren wurden an den FT-NMR-Geräten AVANCE™ III 400 und 600 der Firma Bruker bei 

22 °C aufgenommen. Die Multiplizität der Signale wird wie folgt angegeben: s = Singulett, d = Dublett, 

t = Triplett, q = Quartett, m = Multiplett, dd = Dublett vom Dublett, dt = Dublett vom Triplett, br = 

breites Signal. Als interne Standards wurden die Resonanzsignale der Restprotonen der deuterierten 

Lösungsmittel verwendet (CDCl3: δH = 7.26 ppm, δC = 77.16 ppm, DMSO-d6: δH = 2.50 ppm, δC = 39.52 

ppm, MeOD-d4: δH = 3.31 ppm, δC = 49.00 ppm). 

 

Massenspektrometire (MALDI/TOF)  

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

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

 

Säulenchromatographie  

Säulenchromatographische Aufreinigungen wurden mit Kieselgel 60 von Merck (nass gepackt) bzw. 

RP-Säulen mit dem Säulenmaterial POLYGOPREP 60-50 C8 (40−63 μm) der Firma Macherey-Nagel 

durchgeführt. 

 

Schmelzpunktbestimmung  

Die Schmelzpunkte wurden mit dem Gerät Müller-SPM-X-300 bestimmt. 

 

TEM  

Die Proben wurden auf Kohlelochfilmen (Plano S147-4) durch Aufbringen der Nanopartikellösung und 

Trocknen an Luft präpariert. Anschließend 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 Größe von 1024x1024 Pixeln. Die 

Auswertung der TEM-Aufnahmen hinsichtlich der Größenverteilung der Goldnanopartikel erfolgte mit 

dem Programm ImageJ. 
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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 Gerät Cary 100 von Varian aufgenommen und mit dem 

Programm Scan bzw. Origin 2019 ausgewertet.  

 

Zentrifugation  

Für Zentrifugationen wurde das Gerät Centrifuge 5702 R von Eppendorf verwendet. 
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5.2 Allgemeine Arbeitsvorschriften 

5.2.1 Abspaltung der Boc-Schutzgruppe 

 

 Die Boc-geschützte Verbindung wurde in 1,4-Dioxan (5 mL/mmol) gelöst oder suspendiert 

und die Reaktionsmischung auf 0 °C gekühlt. Es wurde eine 6 N Lösung aus HCl in 1,4-Dioxan 

(10 mL/mmol) zugegeben. Nachdem das Gemisch eine Temperatur von 25 °C erreicht hatte, wurde für 

weitere 2 h gerührt und anschließend das Lösungsmittel destillativ entfernt. Der Rückstand wurde in 

Diethylether (10 mL/mmol) suspendiert, für 1°h bei 25 °C gerührt und abfiltriert. Das Produkt wurde 

im Ölpumpenvakuum getrocknet. 

 

5.3 Ligandsynthesen 

 

 Die Synthesen der Liganden L1R,S und L1R sowie die des funktionellen Liganden L3 wurden 

publiziert und sind dem Kapitel 7.1 zu entnehmen.61,155,170 
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5.3.1 Herstellung von L2 

5.3.1.1 2-(6-Bromhexyl)isoindolin-1,3-dion (7a)171 

 

 Kaliumphthalimid (9.26 g, 50.0 mmol) wurde in DMF (75 mL) suspendiert und eine Lösung 

von 1,6-Dibromhexan (24.4 g, 15.4 mL, 100 mol) in DMF (75 mL) zugegeben. Das Reaktionsgemisch 

wurde für 18 h bei 25 °C gerührt. Der Feststoff wurde abfiltriert und das Lösungsmittel destillativ 

entfernt. Das Rohprodukt wurde säulenchromatographisch (SiO2, Hexan → Ethylacetat/Hexan, 1:4 

(v/v)) aufgereinigt.  

Ausbeute: 10.8 g (34.8 mmol, 70 %) farbloser Feststoff. 

 

1H-NMR (400 MHz, CDCl3, 25 °C): δ = 7.83–7.81 (m, 2 H, H1), 7.71–7.69 (m, 2 H, H2), 3.67 (t, 3J = 7.6 Hz, 

2 H, H10), 3.38 (t, 3J = 6.8 Hz, 2 H, H5), 1.86 (pent., 3J = 7.6 Hz, 2 H, H6), 1.68 (pent., 3J = 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, CDCl3, 25 °C): δ = 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): 𝑣̃ = 2937, 2863, 1770, 1710, 1615, 1394, 1214, 1049, 891, 719 cm-1. 

MALDI-TOF MS :m/z (%) = 311.5 (28) [M+H]+, 333.5 (10) [M+Na]+. 

CHN-Analyse: C14H16BrNO2 (M.W. 310.19) 

  Berechnet: C = 54.21 %  H = 5.20 %  N = 4.52 % 

  Gefunden: C = 53.95 %  H = 5.23 %  N = 4.51 % 

Schmelzpunkt: 59 °C 
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5.3.1.2 2-(6-(Bis(pyridin-2-ylmethyl)amino)hexyl)isoindolin-1,3-dion (8a)170 

 

 Bis(2-pyridylmethyl)amin (5) (2.99 g, 15.0 mmol) wurde in Aceton (30 mL) gelöst. Verbindung 

6 (4.65 g, 15.0 mmol) wurde ebenfalls in Aceton (30 mL) gelöst. Beide Lösungen 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 für 14 h zum Sieden erhitzt. Anschließend wurde der 

entstandene Feststoff abfiltriert und das Filtrat eingeengt. Das Rohprodukt wurde 

säulenchromatographisch (SiO2, Aceton) und mittels präparativer HPLC (Methode 1) aufgereinigt. 

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

 

1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6, 25 °C): δ = 8.45-8.44 (m, 2H, H16), 7.86-7.82 (m, 4H, H1, H2), 7.73 (td, 

2H, 3J = 7.7 Hz, 4J = 1.4 Hz, H14), 7.49 (d, 2H, 3J = 7.8 Hz, H13), 7.20 (dd, 2H, 3J = 6.8 Hz, 4J = 5.5 Hz, H15), 

3.69 (s, 4H, H11), 3.50 (t, 2H, 3J = 7.1 Hz, H5), 2.39 (t, 2H, 3J = 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-d6, 25 °C): δ = 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): 𝑣̃ = 2940, 2860, 1771, 1705, 1687, 1592, 1438, 1397, 1186, 1125, 718 cm-1. 

MALDI-TOF MS :m/z (%) = 429.4 (100) [M+H]+, 451.4 (19) [M+Na]+. 

CHN-Analyse: C26H28N4O2 · 1 H2O · 2 CF3COOH (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 N1,N1-Bis(pyridin-2-ylmethyl)hexan-1,6-diamin (9a)170 

 

 Zu einer Lösung aus 8a (2.60 g, 6.06 mmol) in Ethanol (50 mL) wurde tropfenweise eine 

Lösung aus Hydrazin Monohydrat (3.03 g, 2.94 mL, 60.6 mmol) in Ethanol (50 mL) gegeben. Die 

Reaktionslösung wurde für 18 h bei 25 °C gerührt. Anschließend wurde die Suspension abfiltriert und 

das Filtrat eingeengt. Das Rohprodukt wurde in DCM (50 mL) aufgenommen und die organische Phase 

mit 1 M wässriger NaOH (1 × 50 mL) und Wasser (1 × 50 mL) gewaschen. Die organische Phase wurde 

über MgSO4 getrocknet und das Lösungsmittel destillativ entfernt. 

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

 

1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6, 25 °C): δ = 8.47 (d, 2H, 3J = 4.8 Hz, H12), 7.78-7.73 (m, 2H, H10), 7.51 (d, 

2H, 3J = 7.8 Hz, H9), 7.25-7.21 (m, 2H, H11), 3.71 (s, 4H, H7), 2.43 (q, 4H, 3J = 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-d6, 25 °C): δ = 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): 𝑣̃ = 3350, 3055, 3009, 2927, 2854, 1588, 1568, 1432, 1362, 758 cm-1. 

MALDI-TOF MS :m/z (%) = 242.1 (48) [C15H19N3+H]+, 299.2 (57) [M+H]+. 

CHN-Analyse: C18H26N4 · 0.2 H2O (M.W. 302.03) 

  Berechnet: C = 71.58 %  H = 8.81 %  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 Lösung aus (R)-Liponsäure (819 mg, 3.97 mmol) in DCM (10 mL) wurde tropfenweise zu 

einer Lösung von EDC·HCl (836 mg, 4.36 mmol) und DMAP (53.3 mg, 0.44 mmol) in DCM (10 mL) 

gegeben. Im Anschluss wurde tropfenweise eine Lösung von N1,N1-Bis(pyridin-2-ylmethyl)hexan-1,6-

diamin (9a) (1.30 g, 4.36 mmol) in DCM (10 mL) zum Reaktionsgemisch gegeben und die Lösung für 

48 h bei 25 °C gerührt. Die Lösung wurde mit Wasser (30 mL) versetzt , für 5 min gerührt und die 

organische Phase wurde anschließend abgetrennt. Dieser Vorgang wurde einmal wiederholt. Die 

organische Phase wurde über MgSO4 getrocknet und das Lösungsmittel eingeengt. Das Rohprodukt 

wurde RP-säulenchromatographisch (RP-8, Gradient 0.1 vol% aq. TFA/MeCN, 9:1 → 4:1 → 1:1 (v/v)) 

und mithilfe präparativer HPLC (Methode 1) aufgereinigt. Das Produkt wurde in DCM (50 mL) gelöst 

und die Lösung mit gesättigter wässriger NaHCO3-Lösung (3 × 50 mL) gewaschen. Die organische Phase 

wurde über MgSO4 getrocknet und das Lösungsmittel bis zur Trockne eingeengt. 

Ausbeute: 495 mg (1.02 mmol, 26 %) gelbes Öl. 

 

1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6, 25 °C): δ = 8.65 (d, 2H, 3J = 5.2 Hz, H20), 7.90 (td, 2H, 3J = 7.7 Hz, 4J = 1.7 

Hz, H18), 7.79 (t, 1H, 3J = 5.5 Hz, NH), 7.54 (d, 2H, 3J = 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, 3J = 6.5 Hz, H9), 2.43-2.35 (m, 1H, H2), 

2.04 (t, 2H, 3J = 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. 

13C-NMR (101 MHz, DMSO-d6, 25 °C): δ = 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): 𝑣̃ = 3350, 3055, 3009, 2927, 2854, 1588, 1568, 1432, 1362, 758 cm-1. 

MALDI-TOF MS :m/z (%) = 396.2 (18) [C20H33N3OS2+H]+, 487.2 (100) [M+H+]. 
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CHN-Analyse: C26H38N4OS2 · 1 H2O · 2 CF3COOH (M.W.732.80) 

 Berechnet: C = 49.17 % H = 5.78 % N = 7.65 % S = 8.75 % 

 Gefunden: C = 48.89 % H = 6.17 % N = 8.05 % S = 8.31 % 
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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)172 

 

 Eine Lösung von (R)-Liponsäure (2.06 g, 10.0 mmol) in DCM (20 mL) wurde mit einer Lösung 

aus EDC·HCl (2.11 g, 11 mmol) und DMAP (122 mg, 1.00 mmol) in DCM (25 mL) versetzt. Anschließend 

wurde eine Lösung von Pentafluorphenol (2.02 g, 11.0 mmol) in DCM (20 mL) zugetropft und die 

Reaktionsmischung bei 25 °C für 72 h gerührt. Die organische Phase wurde mit Wasser (5 x 30 mL) 

gewaschen, über MgSO4 getrocknet und das Lösungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.  

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

 

1H-NMR (400 MHz, MeOD, 25 °C): δ = 3.63 – 3.56 (m, 1 H, H3), 3.19 – 3.09 (m, 2 H, H1), 2.75 (t, 2 H, 

3J = 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. 

13C-NMR (101 MHz, MeOD, 25 °C): δ = 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. 

19F-NMR (600 MHz, CDCl3, 25 °C): δ = -164.7, -162.9, -162.3, -158.1, -152.8 ppm. 

CHN-Analyse: C14H13F5O2S2 (M.W. 372.37)  

  Berechnet: C = 45.16 %  H = 3.52 % S = 17.22 % 

  Gefunden: C = 45.01%  H = 3.73 % S = 17.55 % 
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5.3.2.2 (R)-6-(5-(1,2-Dithiolan-3-yl)pentanamid)hexansäure (L4)61 

 

 6-Aminohexansäure (882 mg, 6.72 mmol) und 10 (2.75 g, 7.39 mmol) wurden in DMF (40 mL) 

gelöst und die Lösung für 24 h bei 25 °C gerührt. Das Lösungsmittel wurde unter vermindertem Druck 

entfernt, der Rückstand in DCM (50 mL) aufgenommen und die organische Phase mit 1 M Salzsäure 

(2 x 30 mL) und Wasser (30 mL) gewaschen. Die organische Phase wurde über MgSO4 getrocknet, das 

Lösungsmittel destillativ entfernt und der Rückstand 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. 

 

1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6, 25 °C): δ = 11.96 (s, 1 H, OH), 7.74 (t, 1 H, 3J = 5.4 Hz, NH), 3.62 – 3.56 (m, 

1 H, 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, 

3J = 7.4 Hz, H13), 2.02 (t, 2 H, 3J = 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-d6, 25 °C): δ = 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): 𝑣̃ = 3299 (w), 2919 (w), 2852 (w), 1694 (m), 1534 (s), 1269 (w) cm-1. 

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

CHN-Analyse: C14H25NO3S2 (M.W. 319.48) 

  Berechnet: C = 52.63 %  H = 7.89 % N = 4.38 % S = 20.10 % 

  Gefunden: C = 52.35 %  H = 7.59 % N = 4.35 % S = 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) gelöst und mit einer Lösung aus EDC·HCl 

(433 mg, 2.26 mmol) und DMAP (27.6 mg, 226 μmol) in DCM (10 mL) versetzt. Zu dem Gemisch wurde 

eine Lösung von Pentafluorphenol (458 mg, 2.49 mmol) in DCM (10 mL) zugetropft und die 

Reaktionsmischung für 72 h bei 25 °C gerührt. Die Reaktionslösung wurde mit Wasser (15 x 30 mL) 

gewaschen und über MgSO4 getrocknet. Das Lösungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt.  

Ausbeute: 551 mg (1.13 mmol, 50 %) gelbes Wachs. 

 

1H-NMR (400 MHz, MeOD, 25 °C): δ = 3.53 (m, 1 H, H3), 3.22 – 3.06 (m, 4 H, H2, H9), 2.72 (t, 2 H, 

3J = 7.4 Hz, H13), 2.49 – 2.42 (m, 1 H, H1), 2.17 (t, 2 H, 3J = 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): δ = 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): 𝑣̃ = 3333 (m), 2939 (m), 2872 (w), 1792 (m), 1640 (m), 1514 (s), 1095 (m), 983 (s) cm-1. 

CHN-Analyse: C20H24F5NO3S2 (M.W. 485.53) 

  Berechnet: C = 49.47 %  H = 5.03 % N = 2.88 % S = 13.21 % 

  Gefunden: C = 49.21 %  H = 4.92 % N = 2.88 % S = 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) gelöst und mit einer Lösung von 

Tyramin (221 mg, 1.61 mmol) in DMF (5 mL) versetzt. Die Reaktionslösung wurde für 18 h bei 25 °C 

gerührt. Das Lösungsmittel wurde destillativ entfernt und der Rückstand säulenchromatographisch 

[SiO2, DCM/MeOH 20:1 (v/v)] aufgereinigt.  

Ausbeute: 682 mg (1.56 mmol, 87 %) gelbes Wachs. 

 

1H-NMR (400 MHz, MeOD, 25 °C): δ = 7.01 (d, 3J = 8.4 Hz, 2 H, H18), 6.69 (d, 3J = 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, 3J =  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): δ = 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): 𝑣̃ = 3305 (m), 3026 (w), 2927 (m), 1637 (s), 1545 (s), 1515 (s), 1242 (m) cm-1. 

MALDI-TOF MS :m/z (%) = 440 (100) [M+H+]. 

CHN-Analyse: C22H34N2O3S2 · 1 H2O · 0.25 C3H7NO (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 % S = 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) gelöst, die Lösung mit einer 

Lösung von Formaldehyd (0.27 mL, 0.29 mg, 3.63 mmol) in EtOH (3 mL) versetzt und für 12 h bei 25 °C 

gerührt. Im Anschluss wurde eine Lösung von 12 (638 mg, 1.45 mmol) in EtOH (4 mL) zugetropft und 

das Reaktionsgemisch für 18 h zum Sieden erhitzt. Das Lösungsmittel wurde unter vermindertem Druck 

entfernt und der Rückstand mittels präparativer HPLC (Gradient 1) aufgereinigt. 

Ausbeute: 482 mg (741 µmol, 51 %) gelbes Harz.  

1H-NMR (400 MHz, MeOD, 25 °C): δ = 8.12 (d, 3J = 5.2 Hz, 2 H, H29), 7.68 (td 3J = 7.8 Hz, 4J = 1.6 Hz, 2 H, 

H27), 7.39 (d, 3J = 8.0 Hz, 2 H, H26), 7.20 (td, 3J = 6.2 Hz, 4J = 0.8 Hz, 2 H, H28), 6.96 (m, 2 H, H19, H22), 

6.70 (d, 3J = 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, 3J = 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) 

ppm. 

13C-NMR (101 MHz, MeOD, 25 °C): δ = 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): 𝑣̃ = 3307 (w), 2932 (w), 2862 (w), 1672 (s), 1628 (s), 1437 (m), 1125 (s) cm-1. 

MALDI-TOF MS :m/z (%) =  

CHN-Analyse: C35H47N5O3S2 · 1.6 H2O (M.W. 678.71) 

  Berechnet: C = 61.94 %  H = 7.45 % N = 10.32 % S = 9.45 % 

  Gefunden: C = 62.06 %  H = 7.42 % N = 10.38 % S = 9.16 %  
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5.3.3 Herstellung der Quadratsäureamid-Bausteine Q1, Q2, Q3 und Q4 

5.3.3.2 tert-Butyl-(6-aminohexyl)carbamat (13b)173 

 

  1,6-Hexandiamin (3.24 g, 27.8 mmol) wurde in DCM (40 mL) gelöst, die Lösung auf 0 °C 

gekühlt und eine Lösung von Boc2O (1.22 g, 5.58 mmol) in DCM (7 mL) innerhalb von 45 min 

zugetropft. Das Reaktionsgemisch wurde bei 25 °C für weitere 15 h gerührt. Die organische Phase 

wurde mit Wasser (3 × 30 mL) gewaschen, über MgSO4 getrocknet und das Lösungsmittel destillativ 

entfernt. 

Ausbeute: 1.10 g (5.10 mmol, 91 %) farbloses Öl.  

 

1H-NMR (400 MHz, CDCl3, 25 °C): δ = 3.12 – 3.09 (m, 2 H, H4), 2.71 (t, 3J = 7.0 Hz, 2 H, H9), 1.73 (s, 2 H, 

NH2), 1.50 – 1.43 (m, 13 H, H1, H5, H8), 1.37 – 1.31 (m, 4 H, H6, H7) ppm. 

13C-NMR (101 MHz, CDCl3, 25 °C): δ = 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): 𝑣̃ = 3345 (w), 2972 (m), 2928 (m), 2856 (m), 1692 (s), 1525 (s), 1364 (w), 1167 (s) cm-1. 

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)174 

 

 n-Propylamin (3.34 mL, 40.6 mmol) wurde langsam zu einer Lösung aus 3,4-Diethoxy-3- 

cyclobuten-1,2-dion (6.00 mL, 40.6 mmol) in MeCN (40 mL) getropft und das Reaktionsgemisch für 

15 h bei 25 °C gerührt. Das Lösungsmittel wurde destillativ entfernt und der Rückstand 

säulenchromatographisch [SiO2, EtOAc/Hex 1:1 (v/v)] aufgereinigt. 

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

 

1H-NMR (400 MHz, CDCl3, 25 °C): δ = 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, 3J = 7.0 Hz, 3 H, H1), 0.97 (t, 3J = 7.6 Hz, 3 H, H9) ppm. 

13C-NMR (101 MHz, CDCl3, 25 °C): δ = 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): 𝑣̃ = 3161 (w), 2974 (m), 2946 (m) 1702 (s), 1577 (m), 1385 (m), 1164 (m) cm-1. 

MALDI-TOF MS :m/z (%) = 205.7 (100) [M+Na]+, 221.7 (94) [M+K]+. 

CHN-Analyse: C9H13NO3 (M.W. 183.20) 

  Berechnet:  C = 58.80 %  H = 7.31 %  N = 7.61 % 

  Gefunden:  C = 59.00 %  H = 7.15 %  N = 7.65 % 
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5.3.3.4 2-((2-Ethoxy-3,4-dioxocyclobut-1-en-1-yl)amino)-N,N,N-trimethylethanaminium-

chlorid (15)175  

 

 N1,N1,N1-Trimethylethan-1,2-diaminiumchlorid (350 mg, 2.00 mmol) wurde in DMF (10 mL) 

gelöst, die Lösung mit DIPEA (259 mg, 349 µL, 2.00 mmol) versetzt und danach langsam zu einer Lösung 

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 für 17 h bei 25 °C gerührt. Das Lösungsmittel wurde destillativ entfernt und 

der Rückstand RP-säulenchromatographisch [RP-8, H2O/1,4-Dioxan 9:1 → 4:1 → 1:1 (v/v)] 

aufgereinigt. 

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

 

1H-NMR (400 MHz, D2O, 25 °C): δ = 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, H9), 1.48 – 1.45 (m, 3 H, H1) ppm. 

IR (ATR): 𝑣̃ = 3161 (w), 2974 (m), 2946 (m) 1702 (s), 1577 (m), 1385 (m), 1164 (m) cm-1. 

MALDI-TOF MS :m/z (%) = 228.4 (100) [M+H]+. 

CHN-Analyse: C11H19ClN2O3 · 0.4 H2O (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) gelöst und die Lösung zu einer 

Lösung von 14 (846 mg, 4,62 mmol) in MeCN (30 mL) getropft. Das Reaktionsgemisch wurde bei 25 °C 

für 72 h gerührt. Der Feststoff wurde abfiltriert, mit auf 0 °C gekühltem MeCN (50 mL) gewaschen und 

im Vakuum getrocknet. 

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

 

1H-NMR (400 MHz, CDCl3, 25 °C): δ = 7.82 (s, 2 H, NH), 3.66 – 3.61 (m, 4 H, H9, H14), 3.10 (t, 3J = 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, 3J = 7.2 Hz, 3 H, H16) ppm. 

13C-NMR (101 MHz, CDCl3, 25 °C): δ = 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): 𝑣̃ = 3367 (w), 3160 (w), 2929 (m), 2856 (w), 1684 (s), 1636 (s), 1362 (w), 1163 (s). cm-1. 

MALDI-TOF MS :m/z (%) =376.1 (59) [M+Na]+, 392.1 (26) [M+K]+. 

CHN-Analyse: C18H31N3O4 (M.W. 353.46) 

  Berechnet:  C = 60.85 %  H = 8.62 %  N = 11.98 % 

  Gefunden:  C = 61.17 %  H = 8.84 %  N = 11.89 % 

Schmelzpunkt:>220 °C 
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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) 

 

 Verbindung 13b (966 mg, 4.47 mmol) wurde in DMF (40 mL) gelöst und die Lösung zu einer 

Lösung von 15 (1.07 g, 4,09 mmol) in DMF (40 mL) getropft. Das Reaktionsgemisch wurde bei 25 °C für 

72 h gerührt. Das Lösungsmittel wurde destillativ entfernt und der Rückstand RP-

säulenchromatographisch [RP-8, H2O/1,4-Dioxan + 0.1 % TFA 4:1 → 1:1 (v/v)] aufgereinigt. 

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

 

1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6, 25 °C): δ = 7.79 – 7.72 (m, 2 H, NH), 6.77 (t, 3J = 5.7 Hz, 1 H, NH), 3.95 (q, 

3J = 6.5 Hz, 2 H, H15), 3.11 (s, 9 H, H16), 2.88 (q, 3J = 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-d6 , 25 °C): δ = 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): 𝑣̃ = 3367 (w), 3160 (w), 2929 (m), 2856 (w), 1684 (s), 1636 (s), 1362 (w), 1163 (s). cm-1. 

MALDI-TOF MS :m/z (%) =397.2 (100) [M-Cl-]+. 

CHN-Analyse: C20H37ClN4O4 · 1 H2O (M.W. 451.00) 

  Berechnet:  C = 53.26 %  H = 8.72 %  N = 12.42 % 

  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)-Liponsäure (100 mg, 458 µmol) wurde in DMF (5 mL) gelöst und die Lösung mit einer 

Lösung von EDC·HCl (102 mg, 533 µmol) und DMAP (5.59 mg, 45.8 µmol) in DMF (10 mL) versetzt. 

Verbindung 19 (188 mg, 533 µmol) wurde entsprechend der allgemeinen Vorgehensweise zur 

Abspaltung der Boc-Schutzgruppe entschützt, der Rückstand in DMF (10 mL) aufgenommen und in die 

Reaktionslösung gegeben. Das Reaktionsgemisch wurde bei 25 °C für 48 h gerührt. Das Lösungsmittel 

wurde destillativ entfernt und der Rückstand mittels präparativer HPLC (Methode 2) aufgereinigt. 

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

 

1H-NMR (400 MHz, DMF-d7, 25 °C): δ = 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, 3J = 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, 3J = 7.8 Hz, 3 H, H21) ppm. 

13C-NMR (101 MHz, DMF-d7, 25 °C): δ = 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): 𝑣̃ = 3302 (w), 3160 (w), 2933 (m), 1636 (s), 1539 (s), 1341 (w), 709 (m) cm-1. 

MALDI-TOF MS :m/z (%) = 442.2 (45) [M+H]+, 464.3 (100) [M+Na]+, 480.2 (61) [M+K]+. 

CHN-Analyse: C21H35N3O3S2 (M.W. 441.65) 

 Berechnet: C = 56.54 % H = 7.82 % N = 9.44 % S = 14.21 % 

 Gefunden: C = 56.19 % H = 8.04 % N = 9.36 % S = 14.29 % 

Schmelzpunkt:>220 °C 
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5.4 Nanopartikelsynthesen und Durchführung von Bindungsstudien 

 

 Für alle Nanopartikelsynthesen sowie bei der Durchführung von Bindungsstudien wurden 

ausschließlich Lösungsmittel in HPLC-Qualität 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 NPC1 

 

 Tetrachlorgoldsäure (44.8 mg, 132 μmol) wurde in Wasser (250 mL) gelöst und die Lösung 

für 15 min zum Sieden erhitzt. Trinatriumcitrat Dihydrat (484 mg, 1.65 mmol) wurde in Wasser (1 mL) 

gelöst, die Lösung auf 100 °C erhitzt und schnell zu der siedenden Goldsäurelösung gegeben. Die 

Reaktionsmischung wurde für weitere 20 min refluxiert und dann auf 25 °C abgekühlt.  
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5.4.1.2 Synthese von NPC2 

 

 Trinatriumcitrat Dihydrat (484 mg, 1.65 mmol) wurde in Wasser (250 mL) gelöst und die 

Lösung für 15 min zum Sieden erhitzt. Tetrachlorgoldsäure (44.8 mg, 132 μmol) wurde in Wasser 

(1 mL) gelöst, die Lösung auf 100 °C erhitzt und schnell zu der siedenden Citratlösung gegeben. Die 

Reaktionsmischung wurde für weitere 20 min refluxiert und anschließend auf 25 °C abgekühlt.  
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5.4.2 Triethylenglykol-stabilisierte Goldnanopartikel 

5.4.2.1 Synthese von NP1rac – Bestimmung der benötigten Menge an L1rac 

 

 Die erhaltene Lösung von NPC2 wurde in einen Dialyseschlauch überführt und für 24 h bei 

25 °C gegen Wasser dialysiert. Drei Proben dieser Lösung (jeweils 20 mL) wurden mit Stammlösungen 

von L1rac unterschiedlicher Konzentration (0.01 M, 0.1 M, 1 M; jeweils 1.00 mL in MeOH) versetzt 

(Tabelle 4). Die Reaktionslösungen wurden für 15 h bei 25 °C gerührt. Das Lösungsmittel wurde unter 

vermindertem Druck entfernt, der Rückstand in Wasser (0.5 mL) aufgenommen und mittels 

Größenausschlusschromatographie [Sephadex®G10, H2O/MeOH = 1:1 (ν/ν)] vorgereinigt. Die 

Nanopartikel wurden jeweils in Membranfilter überführt, zentrifugiert (3000 rpm, 12 °C) und mit 

Wasser/Methanol (1:1 (ν/ν), 3 x 10 mL) gewaschen. Die Nanopartikel wurden schließlich gesammelt 

und im Vakuum getrocknet.  

Tabelle 4 Konzentrationen der Stammlösungen von L1rac in Methanol und Ausbeuten der so erhaltenen Nanopartikel. 

 

5.4.2.2 Untersuchungen von NP1R in gepuffertem Medium 

 

 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)ethansulfonsäure (119 mg, 500 µmol) wurde in Wasser 

(100 mL) gelöst und der pH-Wert der Lösung mit gemörsertem NaOH auf 7.4 eingestellt. NP1R 

(3.92 mg) wurde im HEPES-Puffer (15.7 mL, 5.00 mM) aufgenommen, sodass um eine Konzentration 

von 0.25 mg·mL-1 resultierte. 

  

Eintrag Probe 
c(Stammlösung 

L1rac) / mM 
n(L1rac) / µmol Ausbeute / mg 

1 NP1rac 10 10 10 4.2 

2 NP1rac 100 100 100 4.9 

3 NP1rac 1000 1000 1000 4.8 



Experimenteller Teil 

159 

 

5.4.3 Gemischt-funktionalisierte Goldnanopartikel 

5.4.3.1 Synthese von NP2 

 

 Die erhaltene Lösung von NPC2 wurde in einen Dialyseschlauch überführt und für 24 h bei 

25 °C gegen Wasser dialysiert. Vier Proben der resultierenden Lösung (jeweils 40 mL) wurden mit einer 

wässrigen Lösung von Zitronensäure (10 mL, 0.1 M) versetzt, sodass ein pH-Wert von 3 resultierte. Die 

Ligandmischungen wurden hergestellt, indem Stammlösungen von L1R und L2 (0.1 M in Methanol) 

gemischt und mit Zitronensäure (2 mL, 0.1 M) versetzt wurden. Die verwendeten Mengen der 

Stammlösungen sind in Tabelle 5 aufgeführt. Die Mischungen der Stammlösungen wurden zu den 

Goldnanopartikellösungen gegeben und die Reaktionsgemische anschließend für 16 h bei 25 °C 

gerührt. Das Lösungsmittel wurde destillativ entfernt und der Rückstand in einem mit wässriger HNO3-

Lösung (0.1 M) auf pH 3 eingestellten Gemisch von Wasser/Methanol 1:2 (v/v) (1 mL) aufgenommen. 

Die Nanopartikel wurden größenausschlusschromatographisch (Sephadex®G10) aufgereinigt, wobei 

das mit HNO3 angesäuerte Gemisch von Wasser/Methanol 1:2 (v/v) als Eluens verwendet wurde. Die 

Nanopartikel wurden anschließend in Membranfilter überführt und durch Zentrifugation (3000 rpm, 

12 °C) gewaschen. Der Vorgang wurde mehrfach wiederholt. Die Nanopartikel wurden eingesammelt 

und das Lösungsmittel destillativ entfernt. Die Verhältnisse der Liganden auf den Oberflächen der so 

synthetisierten Nanopartikel wurden mittels 1H-NMR Spektroskopie bestimmt. 

 

Tabelle 5 Verwendete Mengen der Stammlösungen von L1R und L2 in Methanol (0.1 M) und resultierende 
Ligandverhältnisse in den Reaktionslösungen bzw. auf den Oberflächen der erhaltenen Nanopartikel. 

  

Eintrag V(L1R) / mL V(L2) / mL 

Verhältnis 
L1R:L2 

Reaktionslösung 

Verhältnis 
L1R:L2 

Oberfläche 

Ausbeute / 
mg 

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. 
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5.4.3.2 Bildung der Zinkkomplexe 

 

 Die isolierten Nanopartikel NP2 (7.12 mg) wurden in D2O/MeOD 1:2 (v/v) (600 μL) 

aufgenommen. Die Konzentration von L2 in der Probe wurde ermittelt, indem angenommen wurde, 

dass NP2 5.5 % organische Liganden enthält (Kapitel 7.1). Daraus lässt sich ableiten, dass die Lösung 

von NP2 0.055 × 7.12 mg = 0.392 mg der Liganden L1R und L2 im Verhältnis 93:7 enthält. Die 

Stoffmenge von L2 wurde mithilfe folgender Gleichung berechnet: 

 

𝑛(𝑳𝟐) =  
3.92 ∙ 10−4𝑔

0.07 × 486.74 𝑔 ∙ 𝑚𝑜𝑙−1 + 0.93 × 351.53 𝑔 ∙ 𝑚𝑜𝑙−1
× 0.07 = 1.90 ∙ 10−8𝑚𝑜𝑙 

 

Basierend auf der Rechnung wurde eine Lösung von Zinknitrat Hexahydrat (0.95 µmol, 9.5 µL, 0.1 M) 

in D2O/MeOD 1:2 (v/v) der Nanopartikellösung zugegeben, die Probe kräftig geschüttelt und für 30 min 

stehen gelassen. Die Probe wurde im Vakuum getrocknet und anschließend in Wasser/Methanol 1:2 

(v/v) (28.5 mL) aufgenommen, um eine Stammlösung von NP2Zn mit der  Gesamtkonzentration von 

0.25 mg/mL zu erhalten.  

 

5.4.3.3 Durchführung visueller Bindungsstudien mit NP2Zn 

 

 Es wurden Stammlösungen der Natriumsalze (10 mM) in Wasser vorbereitet. Als Salze 

wurden NaNO3, NaCl, NaBr, NaI, Na2SO4, NaHCO3, Na2HAsO4, Na2HPO4, Na4P2O7 und Na5P3O10 

verwendet. Die NP2Zn Lösung (0.25 mg/mL) wurde auf elf Vials aufgeteilt (jeweils 200 µL). Ein Vial 

diente als Referenz, während die anderen Proben jeweils mit einer der Salzlösungen versetzt wurden. 

Im ersten Schritt wurden jeweils 2 µL der Salzlösungen zugegeben, wodurch in jeder Probe eine 

Salzkonzentration von 99 µmol/L resultierte. Im weiteren Verlauf wurden schrittweise jeweils 2 × 2 µL 

und schließlich 4 µL der Salzlösungen zugegeben, um Konzentrationen von 196, 291 und 476 µmol 

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

 

 Die erhaltene Lösung von NPC2 wurde in einen Dialyseschlauch überführt und für 24 h bei 

25 °C gegen Wasser dialysiert. Zu der resultierenden Lösung (80 mL) wurde so viel wässrige 

Zitronensäure (10 mL, 0.1 M) zugegeben, bis ein pH-Wert von 3 resultierte. Es wurden Stammlösungen 

von L1R und L5 (jeweils 0.1 M in Methanol) gemischt und mit Zitronensäure (2 mL, 0.1 M) versetzt. Die 

verwendeten Volumina der Stammlösungen in verschiedenen Verhältnissen sind in Tabelle 6 

zusammengefasst. Diese Mischungen der Ligandlösung wurden jeweils zu der Goldnanopartikellösung 

(jeweils 40 mL) gegeben und die resultierenden Reaktionsmischungen anschließend für 16 h bei 25 °C 

gerührt. Das Lösungsmittel wurde destillativ entfernt und der Rückstand in einem mit wässriger HNO3-

Lösung (0.1 M) auf pH 3 eingestellten Gemisch von Wasser/Methanol 1:2 (v/v) (1 mL) aufgenommen. 

Die Nanopartikel wurden größenausschlusschromatographisch (Sephadex®G10) aufgereinigt, wobei 

das gleiche Lösungsmittelgemisch als Eluens verwendet wurde, in dem die Nanopartikel zuvor gelöst 

wurden. Die Nanopartikel wurden anschließend in Membranfilter überführt und durch Zentrifugation 

(3800 rpm, 10 °C) gewaschen. Der Vorgang wurde viermal wiederholt. Die Nanopartikel wurden 

eingesammelt und das Lösungsmittel destillativ entfernt. Die Verhältnisse der Liganden auf den 

Oberflächen der so synthetisierten Nanopartikel wurden mittels 1H-NMR Spektroskopie bestimmt. 

 

Tabelle 6 Verwendete Mengen der Stammlösungen von L1R und L5 in Methanol (0.1 M) und resultierende 
Ligandverhältnisse in den Reaktionslösungen bzw. auf den Oberflächen der erhaltenen Nanopartikel. 

 

 

  

Eintrag V(L1R) / mL V(L5) / mL 

Verhältnis 
L1R:L5 

Reaktionslösung 

Verhältnis 
L1R:L5 

Oberfläche 

Ausbeute / 
mg 

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 NP419-Zn 

 

 Die isolierten Nanopartikel NP4 (7.02 mg) wurden in D2O/MeOD 1:2 (v/v) (600 μL) 

aufgenommen. Der Nanopartikellösung wurde Zinknitrat Hexahydrat (8.90 µmol, 89 µL, 0.1 M) in 

D2O/MeOD 1:2 (v/v) zugegeben, die Probe kräftig geschüttelt und für 30 min stehen gelassen. Die 

Probe wurde im Vakuum getrocknet und anschließend in Wasser/Methanol 1:2 (v/v) (28 mL) 

aufgenommen, um eine Stammlösung von NP419-Zn mit der Gesamtkonzentration von 0.25 mg/mL zu 

erhalten.  

 

5.4.3.6 Durchführung der Sichtstudien von NP419-Zn mit anorganischen Salzen 

 

 Es wurden Stammlösungen folgender Salze in Wasser vorbereitet: NaNO3, NaCl, NaBr, NaI, 

Na2SO4, NaHCO3, Na2HAsO4, Na2HPO4, Na4P2O7 und Na5P3O10 (10 mM). Die NP419-Zn Lösung 

(0.25 mg/mL) wurde auf elf Vials aufgeteilt (jeweils 200 µL). Ein Vial diente als Referenz, während die 

anderen Proben jeweils mit einer der Salzlösungen versetzt wurden. Die erste Zugabe betrug 1 µL und 

die Volumina der weiteren Zugaben 3, 4, 3, 4 und 10 µL, woraus jeweils Konzentrationen von 49.8, 

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

Für Na2HAsO4, Na2HPO4, Na4P2O7 und Na5P3O10
 wurde zusätzlich eine Messung durchgeführt, bei der 

100 µM Stammlösungen der Salze verwendet wurden. Es wurden fünf Proben der NP419-Zn Lösung 

(0.25 mg/mL) vorbereitet (jeweils 200 µL). Die erste Zugabe betrug 1 µL, wobei in 1 µL-Schritten bis zu 

einem Gesamtvolumen der Analytlösung von jeweils 5 µL erhöht wurde. Es resultierten demnach 

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

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

Eintrag 
c 

(Analytlösung) 
/ mmol/L 

V (Analytlösung) / 
µL 

Vges (Analytlösung) 
/ µL 

cges (Analyt) / µM 

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 Durchführung der UV-Vis-Bindungsstudien von NP419-Zn mit anorganischen Salzen 

 

 Für jedes zu untersuchende Natriumsalz (Na2HAsO4, Na2HPO4, Na4P2O7, Na5P3O10) wurden 

drei Stammlösungen mit Konzentrationen von 1 mmol/L, 10 mmol/L und 100 mmol/L in Wasser 

angesetzt. Als Referenz für die Aufnahme der UV/Vis Spektren wurde H2O/MeOH, 1:2 (v/v) verwendet. 

Jede Messreihe pro Analyt wurde in einer einzigen Küvette durchgeführt. Zunächst wurde das UV-Vis-

Spektrum der NP419-Zn-Lösung (0.25 mg/mL, 1 mL) zwischen 350 und 800 nm aufgenommen. Danach 

wurde ein definiertes Volumen einer Analyt-Stammlösung zugegeben, die Küvette geschüttelt und das 

Spektrum nach 5 min aufgenommen. Die exakten Mengen und die Zugabesequenz der Analyt-

Stammlösungen sind in Tabelle 8 zusammengefasst.   
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Tabelle 8 Eingesetzte Mengen der Analytlösungen und dazugehörige Endkonzentration in den Nanopartikelproben. 
 

 

 

  

Eintrag 
c (Analytlösung) / 

mmol/L 
V (Analytlösung)    

/ µL 
Vges (Analytlösung) 

/ µL 
cges (Analyt) / µM 

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 2.5 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 Lösung von NPC2 wurde in einen Dialyseschlauch überführt und für 24 h bei 

25 °C gegen Wasser dialysiert. Die resultierende NPC2-Lösung (20 mL) wurde mit DMF (20 mL) versetzt. 

Die Ligandmischung wurde hergestellt, indem Stammlösungen von L1R (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 Nanopartikellösung 

gegeben und die Reaktionsmischung wurde anschließend für 16 h bei 25 °C gerührt wurde. Das 

Lösungsmittel wurde im Vakuum entfernt und in DMF (1 mL) aufgenommen. Die Nanopartikel wurden 

größenausschlusschromatographisch (Sephadex®LH20) aufgereinigt, wobei ein Gemisch von 

Wasser/DMF, 1:1 (v/v) als Eluent verwendet wurde. Die Nanopartikel wurden eingesammelt und das 

Lösungsmittel im Vakuum entfernt. 

Ausbeute: 5.95 mg 

 

5.4.5.9 Synthese von NP6 

 

 Die erhaltene Lösung von NPC2 wurde in einen Dialyseschlauch überführt und für 24 h bei 

25 °C gegen Wasser dialysiert. Die resultierende NPC2-Lösung (20 mL) wurde mit MeOH (20 mL) und 

einem Gemisch der Stammlösungen von L1R (990 µL, 0.1 M in Methanol) und L4 (10 µL, 0.1 M in 

Methanol) versetzt. Die Reaktionslösung wurde für 16 h bei 25 °C gerührt. Das Lösungsmittel wurde 

unter vermindertem Druck entfernt und der Rückstand in Wasser/Methanol 1:2 (v/v) (1 mL) 

aufgenommen. Die Nanopartikel wurden größenausschlusschromatographisch (Sephadex®LH20) 

aufgereinigt, wobei ein Gemisch von Wasser/Methanol = 1:2 (v/v) als Eluent verwendet wurde. Die 

Nanopartikel wurden eingesammelt , in Membranfilter überführt und zentrifugiert (3000 rpm, 10 °C). 

Die Probe wurde im Membranfilter mit Wasser/Methanol = 1:1 (v/v) gewaschen (4 × 10 mL) und das 

Lösungsmittel destillativ entfernt. 

Ausbeute: 3.2 mg  



Experimenteller Teil 

166 

 

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-Entschützung nach der allgemeinen Vorgehensweise in Abschnitt 5.2.1 erhalten. Das 

jeweilige Amin bzw. Ammoniumion (5 µmol) wurde in DMF (100 µL) aufgenommen und der pH-Wert 

mit 0.1 M NaOH-Lösung auf 8 eingestellt. NP6 wurde in Wasser/DMF (500 μL, 1:1, (ν/ν)) aufgenommen 

mit einer Lösung von sulfo-NHS (3.26 mg, 15.0 μmol) und EDC·HCl (2.88 mg, 15.0 μmol) in Wasser 

(jeweils 200 μL) versetzt. Anschließend wurde die Lösung des Amins zugegeben, der pH-Wert der 

Reaktionslösung mit 0.1 M NaOH-Lösung auf 8 eingestellt und die resultierende Mischung bei 25 °C für 

16 h gerührt. Das Reaktionsgemisch wurde größenausschlusschromatographisch (Sephadex®LH-20) 

aufgereinigt, wobei für NP7 und NP9 H2O/MeOH, 1:2 (v/v) als Eluens verwendet wurde und für NP8 

DMF. Die so erhaltene Nanopartikellösung wurde abschließend unter vermindertem Druck zur Trockne 

eingeengt (Tabelle 9). 

 

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

 

Eintrag Nanopartikel Amin 
m (Amin) / 

mg 

Lösungsmittel 
für 

Aufreinigung 
Ausbeute / mg 

1 NP7 Benzylamin 0.5 
H2O/MeOH 

1:2 (v/v) 
3.5 

2 NP8 16 1.8 DMF 2.8 

3 NP9 17 2,0 
H2O/MeOH 

1:2 (v/v) 
4.7 
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5.4.5.11 Durchführung der visuellen Bindungsstudie von NP8 mit anorganischen Salzen 

 

 Es wurden Stammlösungen der Natriumsalze (100 mM) in Wasser vorbereitet. Als Salze 

wurden NaNO3, NaCl, NaBr, NaI, Na2SO4, NaHCO3, Na2HAsO4, Na2HPO4, Na4P2O7 und Na5P3O10 

verwendet. NP8 (2.81 mg) wurde in DMSO (11.2 mL) aufgenommen um eine Konzentration von 

0.25 mg/mL zu erhalten. Diese Lösung wurde auf elf Vials aufgeteilt (jeweils 200 µL). Ein Vial diente als 

Referenz, während jedes andere Vial für die Zugabe einer Salzlösung (10 µL) diente.  

 

5.4.5.12 Durchführung visueller Bindungsstudien von NP419-Zn mit Nukleotiden 

 

 Eine Lösung von NP419-Zn in Wasser/Methanol, 2:1 (v/v) mit einer Konzentration von 

0.25 mg/mL wurde hergestellt. Außerdem wurden Stammlösungen 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, Na2HPO4, Na4P2O7 (PPi) und Na5P3O10 (TP) verwendet 

wurden. Die Nanopartikel Lösung wurde auf 14 Vials (jeweils 200 µL) aufgeteilt. Ein Vial diente als 

Referenz, während zu jedem anderen Vial eine Analytlösung 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 Analytlösungen und jeweils resultierende Analytkonzentration. 
 

Eintrag 
c 

(Analytlösung) 
/ mmol/L 

V (Analytlösung) / 
µL 

Vges (Analytlösung) 
/ µL 

cges (Analyt) / µM 

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 Durchführung der UV-Vis-Bindungsstudien von NP4Zn mit Nukleotiden 

 

 Für jedes zu untersuchende Natriumsalz (ATP, GTP) wurden drei Stammlösungen mit 

Konzentrationen von 1 mmol/L, 10 mmol/L und 100 mmol/L in Wasser angesetzt. Als Referenz wurde 

H2O/MeOH, 1:2 (v/v) verwendet. Die Messreihe pro Analyt wurde jeweils in einer Küvette 

durchgeführt. Während der ersten Messung wurde das UV-Vis-Spektrum der NP4Zn-Stammlösung 

(0.25 mg/mL, 1 mL) zwischen 350 und 800 nm gemessen. In den darauffolgenden Messungen wurde 

ein definiertes Volumen einer Analyt-Stammlösung zugegeben, die Küvette geschüttelt und das 

Spektrum nach 5 min aufgenommen. Die exakten Mengen und die Zugabesequenz der Analyt-

Stammlösungen sind in Tabelle 11 zusammengefasst.  
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Tabelle 11 Eingesetzte Mengen der Analytlösungen und dazugehörige Endkonzentration innerhalb der Nanopartikelprobe. 
 

  

Eintrag 
c (Analytlösung) / 

mmol/L 
V (Analytlösung)    

/ µL 
Vges (Analytlösung) 

/ µL 
cges (Analyt) / µM 

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 2.5 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 Durchführung visueller Bindungsstudien von NP38-Zn mit DNA-Derivaten 

 

 Zur Synthese von NP38-Zn wurde eine frisch synthetisierte Nanopartikelprobe von NP38 

(6.23 mg) in Wasser/Methanol, 1:2 (v/v) (12 mL) gelöst. Die Nanopartikellösung von NP38 (1 mL) wurde 

mit Wasser/Methanol, 1:2 (v/v) (999 µL) und mit Zn(NO3)2-Lösung in Wasser/Methanol 1:2 (v/v) 

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

Als Analytsubstanzen wurden wässrige Lösungen von Einzelstrang-DNA (5 µM), Doppelstrang-DNA 

(5 µM), Plasmid-DNA (51.0 µg/µL) und genomischer DNA (26.4 µg/µL) eingesetzt. Es wurden zehn Vials 

vorbereitet, wobei in fünf Vials die Lösung von NP38 (200 µL) gegeben wurde. Die verbleibenden fünf 

Vials wurden mit NP38-Zn (200 µL) befüllt. Für jede Nanopartikelsorte wurde ein Vial als Referenz 

genutzt. Die restlichen Vials wurden schrittweise mit den Analyt-Lösungen versetzt, wobei zunächst 

1 µL der DNA Lösungen zugegeben wurde und die Zugabemenge dann in 1 µL Schritten erhöht wurde, 

bis ein Gesamtvolumen von 5 µL erreicht war. Die jeweiligen Konzentrationen der Analyte betrugen 

entsprechend 25 nM nach der ersten Zugabe und stiegen über 50 nM, 74 nM, 98 nM bis zu 122 nM 

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

 

 Frisches Rinderhackfleisch (50 g) wurde mit Wasser (300 mL) versetzt und für 15 min bei 

25 °C gerührt (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 für 48 h bei 25 °C verschlossen gelagert (F3). Ein Teil der Lösung (5 mL) wurde 

durch Membranfilter (3800 rpm, 10 °C) aufgereinigt (F4). 

Von NP1R und NP324-Zn wurden Lösungen in Wasser/Methanol 1:2 (v/v) so hergestellt, dass die 

Konzentrationen 0.25 mg/mL betrugen. Für jeden Nanopartikel wurden sechs Vials vorbereitet, die 

jeweils 200 µL der entsprechenden Nanopartikellösung enthielten. Ein Vial diente jeweils als Referenz. 

Zu den für jeden Nanopartikel verbleibenden vier Vials wurden die Lösungen F1, F2, F3 und F4 (je 

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

 

5.4.5.16 Auflösung von Nanopartikelaggregaten durch Natriumpyrophosphat 

 

 Drei Lösungen von NP324-Zn (200 µL, 0.25 mg/mL) in Wasser/Methanol 1:2 (v/v) wurden mit 

wässrigen Lösungen von F4 (10 µL), ATP (12 µL, 10 mM) und Na2HPO4 (6 µL, 100 mM) versetzt. Zu jeder 

Probe wurde danach eine wässrige Na4P2O7-Lösung (100 mM, 12 µL) zugegeben. 
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7 Anhang 

7.1 Supporting Information zu Teil 1 
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7.2 Supporting Information zu Teil 2 
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7.3 Daten zur Charakterisierung der Nanopartikel  

7.3.1 NP2 

 

Abbildung 63 1H-NMR-Spektrum von NP2 in D2O/MeOD 1:2 (v/v) a) und UV-Vis-Spektrum von NP2 in 
Wasser/Methanol 1:2 (v/v) b) sowie TEM-Aufnahmen mit zugehöriger Größenverteilungskurve c). 
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7.3.2 NP4 

 

Abbildung 64 1H-NMR-Spektrum von NP4 in D2O/MeOD 1:2 (v/v) a) und UV-Vis-Spektrum von NP4 in 
Wasser/Methanol 1:2 (v/v) b) sowie TEM-Aufnahmen mit zugehöriger Größenverteilungskurve c). 
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Abbildung 65 UV/VIS-Spektren von NP4Zn (0.25 mg/mL) in H2O/MeOH = 1:2 (v/v) nach schrittweiser Zugabe von HPO4
2-

a), P2O7
4-b), P3O10

5-c), ATP d) und GTP e). 
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Abbildung 66 TEM-Aufnahmen von NP4Zn (0.25 mg/mL) in Wasser/Methanol 1:2 (v/v) ohne Analytzugabe a) und 
30 min nach Zugabe von ATP (90.8 µM). 

 

  

a) b) 
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7.3.3 NP7 

 

 

Abbildung 67 1H-NMR-Spektrum von NP7 in D2O/MeOD 1:2 (v/v) a) und UV-Vis-Spektrum von NP7 in 
Wasser/Methanol 1:2 (v/v) b) sowie TEM-Aufnahmen mit zugehöriger Größenverteilungskurve c). 
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