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AB“T‘ACT 
 
 

APPLICATION“ OF INO‘GANIC NANOPA‘TICLE“ IN BIOLOGICAL ELECT‘ON MIC‘O“COPY 
 
 

Ele t o   i os op  is a  i e sel  po e ful fo  i agi g at the  ellula  le el. Ho e e , 

a  of the  a o ole ules of i te est a e diffi ult to i age due to lo  ele t o  de sit . The e 

has  ee  a  i e se  od  of  o k i  o de  to  isualize these  a o ole ules. I  the past,  a  

of the  ethods of  isualizatio   e ol ed a ou d stai i g sa ples  ith hea   etals, ho e e  

these  stai s  a e  o ‐spe ifi .  I   o de   to  de elop  o e  spe ifi   ethods  of  taggi g 

a o ole ules,  the e  a e  t o  diffe e t  ethods  to  o side :  the  fi st  ei g  a  top‐do  

app oa h, i   hi h ele t o  de se tags, i  this  ase i o ga i   a opa ti les, a e gi e  spe ifi  

liga ds  to  take  ad a tage  of  diffe e t  he ist ies  to  atta h  these  a opa ti les  to 

a o ole ules  of  i te est.  The  se o d  ethod  is  th ough  a  otto ‐up  app oa h  he e 

io ole ules a e gi e  the spe ifi  a ilit  to fo  i o ga i   a opa ti les. 

I o ga i   a opa ti les ha e  ee  i estigated  ith  a ious liga ds i  o de  to e ha e 

i di g  apa ilit   to  a o ole ules.  The  hief  ethod  of  fu tio alizi g  these  i o ga i  

a opa ti les  o es f o  liga d e ha ge;  u h has  ee  studied  ega di g liga d e ha ge, 

ut  the e  a e  still  a   u a s e ed  uestio s.  He ei ,  e  e dea o   to  e eal  oth  the 

e ha is  of e ha ge a d the fu tio al u it of e ha ge. 

We also  epo t p og ess  to a ds u de sta di g a  e z e  that  is  apa le of  fo i g 

i o ga i   a opa ti les,  hi h  ould  e  lo ed o to p otei s as  ell. This  otto  up st le has 

ee  studied i  se e al othe  g oups; ho e e ,  o e of the p e iousl   epo ted  ethods ha e 



iii 
 

see   u h use. He ei ,  e  epo t a pote tial NADPH‐depe de t e z e that fo s sele iu  

a opa ti les. 
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CHAPTE‘  . INT‘ODUCTION 

 
 
  Mi os op  has  ee  a  i teg al pa t of u de sta di g  iolog  fo  the  ette  pa t of o e 

a d  a  half  e tu ies.  U fo tu atel ,  the e  is  a  fu da e tal  p o le   i   looki g  at  iologi al 

sa ples  u de   a  i os ope,  a d  that  is  that  iologi al  sa ples  e ui e  o t ast  i   o de   to 

isualize the  ell o  pa ts of the  ell. The e a e t o  a s that  e  a  add  o t ast to a sa ple. 

The  fi st  is  th ough  a  top‐do   ethod  i   hi h  e  add  he i al  age ts  to  gi e  a  sa ple 

o t ast.  The  se o d  is  th ough  a  otto ‐up  ethodolog   i   hi h  e  a   gi e  ta gets  of 

i te est spe ifi   he i al fu tio alit  i   hi h to ge e ate  o t ast the sel es. 

  The e ha e  ee   ultiple  ethods de eloped i  o de  to gi e  ells  o t ast  ia a top‐

do   ethod  i   opti al  i os op .  I   the  s  it  as  fou d  that  t is ‐

di eth la i o phe l eth liu   hlo ide  ould  e used to diffe e tiate  a te ia that  o tai  a 

peptidogl a  la e   s.  a te ia that do  ot.  The e a e stai s that  a   e used that stai  DNA 

hi h lo alizes i  the  u leus. ,  A othe  stai   a  highlight  a ious po tio s of the  ell as  ell.  

Othe   ethods ha e  ee  de eloped, su h as a  lo a le te h i ue to gi e p otei s  o t ast. ,  

These  ethods ha e  ee  utilized  ith g eat effi a . –  Ho e e , as opti al  i os op  has a  

o ious li it o  the size of  ie a le ta gets, o e  ust tu  to ele t o   i os op . 

  Ele t o   i os op  utilizes ele t o s i stead of  isi le light to illu i ate sa ples. This 

allo s fo   ot just the i agi g of la ge  ellula   odies,  ut of s alle  p otei   o ple es as  ell. –

 Ho e e , ele t o   i os op  also suffe s f o  the  o t ast p o le ,  e ause all  iologi al 

sa ples a e  ade of  light  ato s  i.e., C, H, N, O   hi h a e all t a spa e t u de  a  ele t o  

i os ope. “i ila  to light  i os op ,  iologists soo  tu ed to stai s  hi h  o tai ed hea  



 
 

etals. “tai s su h as u a l a etate, os iu  tet o ide a d lead a etate   e e fou d to allo  

i os opists to  isualize p otei s. I  the ea l   s, it  as fou d that gold  a opa ti les  ould 

e  o jugated  to  ta gets  to  allo   fo   o e  spe ifi   pla e e t  of  ta gets. –   Ho e e ,  the 

p o edu es ofte   alled fo   o jugatio  p o edu es that  e e  ot e ti e  lea  as to ho  o   hat 

as a tuall   o e ti g the  a opa ti le  ith the ta get. I   , the fi st  stallog aphi all  

sol ed st u tu e fo  a gold  a opa ti le  as pu lished.  F o  this st u tu e it  e a e possi le 

to dete i e  e   ethodologies of  o jugati g  a opa ti les  ith  iologi al ta gets of i te est. 

  B  u de sta di g the st u tu e of Au pMBA   Figu e  .  a d ho  the thiol g oups 

a e atta hed o  the su fa e,  it  is  o  possi le  to use spe ifi   he ist ies  to atta h  iologi al 

ta gets to gold  a opa ti les. “i e the ea l   s it has  ee  k o  that gold  a opa ti les 

a   e ha ge  liga ds. –   Th ough  this  liga d  e ha ge  e ha is   it  is  possi le  to  di e tl  

atta h gold  a opa ti les to a p otei  of i te est if the e 

is  a  sol e t‐a essi le  stei e.  If  ot,  the e  a e  a 

a iet  of  o o  peptide  oupli g te h i ues that a e 

a aila le.  The  fi st  is  th ough  li ki g  f ee  p i a  

a i es  ith  a o li  a id  oieties o  the liga d la e  

of the  a opa ti le usi g a NH“‐EDC  ossli ke   Figu e 

. .     The  se o d  is  th ough  usi g  oo di atio  

he ist . B  e ha gi g o  a  it ilot ia eti  a id  NTA   oiet  o e  a  li k the  a opa ti le ,  

to the p otei  e p essi g a His‐tag a d  ith the additio  of a  i kel salt. –  The thi d  ethod of 

o jugati g  p otei s  to  a  a opa ti le  is  th ough  the  use  of  a  alei ido  oss‐li ke   hi h 

si ila l   li ks a  f ee  stei e o  the p otei   to a  alei ide g oup o   the  a opa ti le.  The 

 

 
Figu e  . . C stal st u tu e of Au p‐MBA . 
Figu e  ep odu ed f o  Jadzi sk  et al.  



 
 

alei ide li kage is  o e  o ust tha  a  stei e di e tl   o ded to a  a opa ti le  e ause the 

thiol‐ alei ide  o d  is  o ‐ edu i le,  edu tio   ei g  a  o e   i side  of  a  ellula  

e i o e t.  The a o e th ee  ethods, a e the  u e t  ost  o o   a s of  o jugati g 

p otei s  to  gold 

a opa ti les.  These 

te h i ues  ha e  the 

d a a k that it is  ot si ple 

to  o t ol ho   a  p otei s 

e o e  o jugated to a si gle 

a opa ti le,  hi h  a  

ause  i agi g  issues 

do st ea . 

  Ele t o   i os opists 

ha e also sea hed fo   ethods of p o idi g thei  ta gets  ith  ethods of ge e ati g  o t ast 

the sel es. These  lo a le  ethods  ould  e a alogous to g ee  fluo es e t p otei   GFP  a d 

ould  e a le to  a k p otei s of i te est  ith high spe ifi it . The e a e se e al  e ui e e ts 

to ge e ate a su essful  lo a le i o ga i   a opa ti le tag. The fi st is that the tag  ust  e a 

si gle pol peptide. This is i po ta t  e ause if it is  ot, the fo atio  of the  a opa ti le  ould 

e uit  p otei s  f o   othe   a eas  a d  dis upt  ellula   fu tio   o   ia ilit .  The  se o d 

e ui e e t is that the  edu tio  of the io s  ust  e  atal ti . This is i po ta t as a   AuNP 

ould  o tai  app o i atel    Au ato s. If the  edu tio  is  ot  atal ti , this  ea s that 

the e  ould  e  oughl     esidues  to  edu e  all  of  the  io s.  I   a  atal ti   edu tio   the 

 
Figu e  . .  I age  depi ti g  ost  o o   io o jugatio   ethods  et ee   a 
p otei  a d gold  a opa ti le. I age  ou tes  A ke so  et al.  



 
 

pol peptide  ould  e  u h s alle . The thi d  e ui e e t is that the pol peptide  ust  etai  

the p odu t. This  e ui e e t is  e essa   e ause if the pol peptide did  ot  etai  the p odu t, 

the  the tag  ould  ot  e  e  effi ie t. The fi al  e ui e e t is that the e  ust  e a  ethod 

of  o t olli g the size of the pa ti le. This  e ui e e t ste s f o  the fa t that the size of the 

a opa ti le  is  e   i po ta t  fo   ellula   usage.  The  ideal  size  is  suggested  to  e      i  

dia ete  as this size is  o side ed to allo  u a iguous ide tifi atio  of pa ti les o e   ellula  

a kg ou d. , ,  “ alle  sizes  a   e useful fo   o e spe ialized pu poses. “o fa , the e is  o 

idel  adopted  lo a le  o t ast  a ke  i   iologi al ele t o   i os op . 

  Natu all   o u i g  p otei s  ha e  ee  

i estigated as  a didates  fo  a  lo a le  tag. Natu all  

o u i g  p otei s  i estigated  i lude  ost 

p o i e tl :  fe iti ,  etallothio ei   a d  i i‐si glet 

o ge  ge e ato   i i‐“OG . I  the  ase of fe iti , the 

e ui e e ts  of  atal ti   edu tio   a d  ete tio   of 

p odu t  a e  satisfied;  ho e e ,  fe iti   is  a  ‐ e i  

p otei   hi h  fo s  a  age.  The  fa t  that  this  is  a 

ulti e i  p otei  a d is also  uite la ge  .  MDa   ould likel  i hi it its usage as a  lo a le 

a opa ti le  Figu e  . .  Metallothio ei   oo di atio   of  Au I   o   Au III   etal  io s  is  also 

p oposed as a pote tial  ethod fo  taggi g p otei s of i te est. While  etallothio ei  is a s all 

pol peptide  that  is  apa le  of  etai i g  the  p odu t,  the  edu tio   is  stoi hio et i   hi h 

e ui es a high  op   u e  of the p otei  i  o de  to  isualize. Au I  salts a e also poo l  solu le 

i   ate ,  a d Au III   salts  a e easil   edu ed    p otei s,   uffe s,   a d othe   io ole ules 

 
Figu e  . . T a s issio  ele t o   i og aph 
of  fe iti   loaded  ith  Fe  as  a  pote tial  tag. 
I age  ep odu ed f o  Wa g et al.  



 
 

e ou te ed i  a  ellula  e i o e t  Figu e  . . –  Mi i‐“OG is  ased off of a s all p otei  

that  is  apa le of ge e ati g  si glet o ge . The p otei  has  ee   t u ated  to  fo  a  s all 

pol peptide  hi h is the   lo ed o to the ta get p otei .  Mi i‐“OG  e ui es dia i o e zidi e 

to fo  a  os iophili  pol e   hi h is  ot  e   ell  etai ed   the tag a d also has  e  poo  

size  o t ol  Figu e  . .    

  I  additio  to  atu all  o u i g p otei s, peptides 

isolated out of peptide li a ies ha e also  ee  studied 

fo   a  diffe e t p ope ties. These peptides ha e the 

a ilit   to  ake  a   fu tio al  i o ga i  

a o ate ials. –   Peptides  isolated  out  of  these 

li a ies  ha e  also  ee   apa le  of  fo i g  se e al 

o ‐ ioge i   i o ga i   ate ials  su h  as  ) “,  TiO , 

) O, CoPt a d FePt. –  A d  hile these peptides a e 

e t e el   s all  a d  easil   lo a le,  a   of  these 

ha e issues  ith  o t olli g the size of the  e  pa ti le o   o t olli g  hat is a tuall   ausi g the 

edu tio  step  i   the  a opa ti le  fo atio   ea tio .  While  these peptides  o t ol sizes of 

a opa ti les  e   ell a d  a  ge e all  sta ilize the  a opa ti le  ell, the  edu tio  is t pi all  

do e  ith a  e te al  edu ta t. , ,  P efo ed  i o ga i   a opa ti les  is a othe  st ateg  

that is used. ,   

  As  a   e see  f o  the  o k o  de elopi g tags fo   iologi al ele t o   i os op , the 

sea h fo  a tag fo   iologi al ele t o   i os op  has  ee  i estigated tho oughl . Ea h of the 

afo e e tio ed s ste s has p os a d  o s, so that the e is  o  idel  utilized  ethod fo  taggi g 

 
Figu e  . . T a s issio  ele t o   i og aph of 
o ate ated  etallothio ei   o   “PC . A o  
i   e te   of  i og aph  i di ates  MT‐“PC . 
A o s o   ight ha d side of  i og aph i di ate 
o ‐spe ifi   edu tio  of Au + to  a opa ti ulate 

gold. I age  ep odu ed f o  Mo phe  et al.  



 
 

p otei s of i te est fo  ele t o   i os op . A  eakth ough i  the de elop e t of a tag that  ill 

allo   us  to  i age  p otei s  of  i te est  ith  ele t o   i os op   ill  ha e  fa   ea hi g 

o se ue es i  u de sta di g  ellula   iolog .  

The  o k  p ese ted  he e  i   add esses  t o 

hief  o e s:   u de sta di g the  e ha is  of 

e ha ge,  a d    p og ess  to a ds  a  lo a le 

i o ga i   a opa ti le. These t o aspe ts  ill help 

to de elop  e  tags  fo  p otei s of  i te est  i   the 

field of  iologi al ele t o   i os op . 

   

Figu e  . .  T a s issio   ele t o   i og aph  of 
i ‐“OG  atta hed  to  s apti   ell‐adhesio  
ole ules  “ CAM . A o s i di ate post‐s apti  
e a e  la eli g;  ote  os iophili   pol e   at 

a o s. I age  ep odu ed f o  “hu et al.  



 
 

CHAPTE‘  . LIGAND EXCHANGE 
 
 
 

. . INTRODUCTION 

Fu tio alizatio   of  gold  a opa ti les  is  a  ke   o po e t  i   the  appli atio   of  gold 

a opa ti les.  Liga d  e ha ge  is  the  si plest 

ethod of fu tio alizi g gold  a opa ti les; as su h 

it has  ee  hea il  studied   othe  g oups. , , –  

A  ajo it  of these studies  e e  a ied out as ki eti  

studies  usi g  NM‘  to  t a k  i o i g  a d  outgoi g 

liga ds. The NM‘ studies i di ated that the e  e e th ee disti t  egio s of e ha ge  lo gest 

ate of e ha ge is  ot sho  due to ti e  o st ai ts o  the plot, da s to  eeks   Figu e  . . 

This suggests that e ha ge o u s th ough a  asso iati e  e ha is . This  akes se se  he  

the  theo eti al  odel  is  o pa ed  to  the  ates of e ha ge. The  theo eti al  odel o igi all  

posited  that  i   gold  a opa ti les,  Au  ato s  pa k  i to 

geo et i  solids  Figu e  . . This pa ki g  odel  e eals 

th ee  diffe e t  Au  ato   e i o e ts  hi h  fits  ell 

ith  the ki eti  data; ho e e , as  as dis o e ed  ith 

the  st u tu e  of  Au pa a‐ e apto e zoi   a id   p‐

MBA , the p edi ted  odel a d the a tual  odel do  ot 

ese le ea h othe . This lea es the  uestio  of ho  to  e o ile the e pe i e tal NM‘ data 

ith the st u tu e. It had also  ee  see  ea lie  that the  ate of e ha ge see s to i ease  ith 

the additio  of the gold‐thiol pol e ,  hi h is the p e u so  to  a opa ti le fo atio .  With 

 
 
Figu e  . .  Gold  a opa ti le  idealized  as  a 
t u ated  o tahed o ,  sho i g  th ee 
diffe e t e i o e ts fo  e ha ge. 

 
Figu e  . .  Pseudo‐fi st‐o de   ate  plot  fo  
e ha ge  of  phe letha ethiol  PET   fo   p‐
it ophe ol  o to  Au “‘ .  I age  ep odu ed 
ith  pe issio   f o   Guo  et  al.   a d  AC“ 

Pu li atio s 



 
 

this  esult, it  as u lea   hat the u it of e ha ge is; is it a si gle thiol that is  o all  used fo  

e ha ge, o  is so e po tio  of the gold‐thiol pol e  the u it of e ha ge? These a e the t o 

ai   uestio s that  e ai ed  ega di g liga d e ha ge that  ould  e sol ed  ith a st u tu al 

stud .  

We de ided upo  utilizi g Au p‐MBA  as ou  fi st  odel s ste  fo  t o  easo s, the 

fi st  ei g  that  ell  esta lished  stallizatio   o ditio s  fo   Au p‐MBA   e ist,  a d  the 

se o d  ei g that  hile othe   stal st u tu es had  ee  sol ed, , –  Au p‐MBA   e ai s 

the sole  ate ‐solu le gold  a o luste   hose st u tu e has  ee  sol ed a d, as su h,  ould 

likel   e a good  a didate fo  futu e the apeuti   o k.  B  dete i i g ho  liga ds e ha ge 

e  a   ette  u de sta d ho   a opa ti les a e atta hed to ou  ta gets a d pote tiall  le e age 

this i fo atio  to  ield  o e p e ise st u tu al i fo atio  of the ta get. 

Po tio s of  the  o k p ese ted  i   this  hapte  ha e p e iousl   ee  pu lished  i   the 

Jou al of the A e i a  Che i al “o iet   “t u tu al a d Theo eti al Basis Of Liga d E ha ge 

o  Thiolate‐Mo ola e ‐P ote ted Gold Na o luste s  a d I o ga i  Che ist   “t u tu al Basis 

Fo  Liga d E ha ge o  Au “‘ .  Fo  CIF files  elati g to data  efe ed to  ithi  this  hapte , 

please  efe  to the a ti les.  

. .  STRUCTURAL  AND  THEORETICAL  BASIS  FOR  LIGAND  EXCHANGE  ON  THIOLATE 

MONOLAYER PROTECTED GOLD NANOCLUSTERS 

We o se e liga d pla e‐e ha ge o u i g i  t o of the   s et i all  u i ue liga d 

sites  Figu e  . . As judged   pa tial B  o upa  i  the hete oge eous  stals at positio    

o  the phe l g oup of ea h liga d,  . % a d  . % of liga ds  u e    a d    e e e ha ged. 

We  a e the liga ds  o espo di gl  as PMBA  a d PMBA . The sa e  o e tio   as used i  



 
 

the i tial  epo t of the Au p‐MBA   stal st u tu e.  The e te t of site e ha ge at these 

fou  liga d positio s a ou ts fo  ~ . % of the total liga d populatio  o  the  a o luste  a d is 

o siste t  ith p e ious studies o  Au “‘  a d Au “‘   a o luste s,  a el  the fi di g 

that  the  la gest  ate  o sta t  fo   liga d  e ha ge  o u s  fo   ‐ %  of  the  total  liga d 

populatio . ,   Liga d  e ha ge  as  also  do e  ith  a   app o i ate  feed  atio   of    p‐BBT 

liga ds pe   a o luste . At e uili iu , e a tl    liga d  ould  e e ha ged at this feed  atio; 

the  e pe i e tal  su   of  the  o upa ies  is  dete i ed  to  e  .   liga ds  pe   a o luste , 

suggesti g that the e ha ge  ea tio   ea hed e uili iu  u de  ou  e pe i e tal  o ditio s, 

hi h  e e a fi e  i ute e ha ge at a  o e t atio  of  :  i o i g thiol:gold. 

  Co e tio all ,  liga d  e ha ge  o   AuNPs  is  thought  to  take  pla e  ia  a   asso iati e 

e ha is . “u h 

a  e ha is  

e essa il  

i plies 

a essi ilit   of 

liga d‐ i di g 

gold  ato s, 

esidi g  i   the 

liga d  shell,  to 

u leophili  atta k    the i o i g thiol ate ,  eati g a  i te ediate that has  oth i o i g 

a d  outgoi g  liga ds  si ulta eousl   ou d  to  the  a essi le  gold  ato .  I   ou   s ste ,  this 

i plies  a  t a sie t  *   [Au “‘ “‘ ]*  o   [Au “‘ H“‘ ]*  o ple .  A  sol e t  a essi ilit  

 
Figu e  . . Do ‐a is  left  a d fa e‐o   ight   ie s highlighti g liga d e ha ge a d asso iated 
Au I  ato s. The e ha ged liga ds a e ide tified a o di g to p e iousl  esta lished  o e tio  
as PMBA  a d PMBA  a d a e  e de ed i   ed a d  lue,  espe ti el . The Au I  ato s asso iated 
ith these liga ds  la eled i   hite  u e als  a e i po ta t i   e ha isti  i te p etatio  a d a e 

also ide tified a o di g to the p e iousl  esta lished  u e i g  o e tio .  The p‐MBA liga d 
la e  is  e de ed se it a spa e t. I age  ep odu ed  ith pe issio  f o  Hei e ke et al. a d AC“ 
Pu li atio s.  



 
 

al ulatio   e eals t o sol e t a essi le gold ato s i  the  stallog aphi  as et i  u it, 

Au  a d Au   Figu e  .  that a e sol e t e posed fo  asso iati e liga d e ha ge o  Au p‐

MBA .  “i e  PMBA   a d  PMBA   a e  ou d  to  Au   a d  Au   espe ti el ,  the  liga d‐

e ha ged st u tu e suppo ts a si ple asso iati e liga d e ha ge  ea tio . 

  To  gai   o e  i sight,  e  used  de sit   fu tio al  theo   DFT   o putatio s  to  stud  

details  of  a   asso iati e  e ha is   fo   the  i o i g 

liga d i   oth thiol a d thiolate fo . Ea h fo   a   e 

ele a t  u de   ou   e pe i e tal  pH  a d  othe  

o ditio s;  additio all ,  oth  thiol  a d  thiolate  fo s 

a e  epo ted as e ha ge  apa le.  Fo   o putatio al 

e pedie   the  al ulatio s  e e  do e  fo   a  si gle 

a o luste   i   a  fi ite  o putatio al  ell,  ithout 

sol e t  ate  a d  ith p‐MBA  liga ds app o i ated 

as si ple “H g oups. We a e iate these idealized “H 

liga ds as L, to  ep ese t a ge e i  thiolate liga d. I  the 

si plified Au L   odel  e  o side ed the asso iati e 

liga d  e ha ge  of  liga d  positio   L   f o   the  staple 

u it  L ‐Au ‐L   e ause  Au   is  the  ost  sol e t  e posed  gold  ato   Figu e  . .  We 

o side ed the  u leophili  atta k    eithe  H“CH   etha e thiol  o  “CH ‐  etha e thiolate  

as the i o i g liga d. Be ause the  i i al  liga d  odel used he e should  ot pa ti ipate i  

a  de  Waals  i te a tio s, the PBE e ha ge‐fu tio al  i  app op iate, si e it also does  ot 

a ou t fo   a  de  Waals i te a tio s. 

 
Figu e  . .  “ol e t  a essi ilit   su fa e 
e de i g of the  stal st u tu e  ith  a o , 
o ge , sulfu  a d gold  e de ed i  g a , g a , 
ello ,  a d  o a ge,  espe ti el .  The  t o 
sol e t e posed gold ato s i  the as et i  
u it  a e  la eled a o di g  to  o e tio . The 
o ie tatio   of  the  st u tu e  i   this  figu e  is 
ide ti al to the o ie tatio  of the st u tu e i  
the  left  pa el  of  Figu e  .  I age  ep odu ed 
ith pe issio  f o  Hei e ke et al., a d AC“ 

Pu li atio s.  



 
 

  Adso ptio  of a  i o i g liga d at Au  is the fi st step of asso iati e liga d e ha ge, 

fo   hi h ou   al ulatio s sho  a  e   eak adso ptio   i i u   fo   etha e thiol o  Au  

Figu e  . a ,  ut a  u h st o ge  adso ptio   i i u  fo  the  o espo di g thiolate  Figu e 

. , left pa el , at ‐ .  eV   k al/ ol  a d a out ‐ .  eV   k al/ ol   espe ti el . The Au ‐

H“CH   a d  Au ‐“CH ‐  o d  dista es  a e  al ulated  to  e  app o i atel   .   a d  .   Å 

espe ti el .  The  thiolate‐Au   o d  dista e  is  si ila   to  othe   “‐Au  dista es  i   the 

a o luste .  T o  othe   lo all   sta le  i te ediate  o figu atio s  of  etha e  thiolate‐Au  

e e also fou d  Figu e  . ,  iddle a d  ight pa el . I  o e of the sta le  o figu atio s  Figu e 

. ,  iddle pa el  the L ‐Au ‐L  u it  is pa tiall  deso ed f o  the gold  o e to  hi h the 

e ess  thiolate  is atta hed. “u p isi gl ,  the  total e e g  of  this  i te ediate  o figu atio   is 

ea l  the sa e as the i te ediate i  Figu e  .  i   hi h thiol is the i o i g liga d. I  the 

thi d sta le  etha e thiolate‐Au   o figu atio   Figu e  . ,  ight pa el  the thiolate does  ot 

i d to the  o e gold ato   ut fo s a disulfide  o d. This  o figu atio  is  lea l  e dothe i  

ith  espe t to the othe s a d i plies that fo atio  of disulfide  o ds is  ot likel  i  a  pa t 

of the  ea tio . 

  We  e e a le to  o plete a plausi le  ea tio  path fo  e ha ge usi g  etha e thiol as 

a  i o i g liga d, as su a ized i  Figu e  .   otto  pa el . As  e tio ed p e iousl , the 

eut al  etha e thiol has a lo  adso ptio  e e g , a out   k al/ ol, to the u it L ‐Au ‐L . We 

fi d a   i te esti g a ti atio   a ie  of  .  k al/ ol  .  eV  to a   i te esti g  i te ediate 

o figu atio   i te ediate   i  Figu e  . , i   hi h the i o i g  etha e thiol is i se ted i to 

the Au ‐L   o d of the L ‐Au ‐L  staple. This i te ediate is fu the  illust ated i  the top  ight 

pa el  of  Figu e  . .  The  geo et   of  this  etasta le  i te ediate,  L ‐H‐“CH ‐Au ‐L   is 



 
 

st iki gl   si ila   to  the  ell‐k o   se i i g   L‐Au‐L‐Au‐L  u it  that  is  o se ed  i   all 

stallog aphi all   dete i ed,  thiolate‐p ote ted  gold  a o luste s,  a d  is  the  e lusi e 

p ote ti g u it i  all Au “‘   a o luste  st u tu es. ,  Ho e e , i  this i te ediate, o e of 

the Au ato s i  the  se i i g  is  epla ed   a  H ato . Depe di g o  the o ie tatio  of the 

esidue, the o se ed  o d le gths  et ee  the h d oge  of the i o i g liga d a d the sulfu  

of L   a  f o   .  to  .  Å fo  the lo ge  h d oge   o d to  .  to  .  Å fo  the sho te   o ale t 

o d. The e e g  of this i te ediate  i te ediate   i  Figu e  .  is slightl  e dothe i   .  

k al/ ol  o   .   eV   ith  espe t  to  the  i itial  state  Au L   a o luste   a d  a   isolated 

 
 
Figu e  . .  P oposed  liga d  e ha ge  p o ess  ith  etha ethiol  sho   as  e e g   eha io   i   the  top‐left  pa el  a d 
depi ted as  a  sket h  i   the  otto  pa el.  Top‐ ight pa el  sho s a  full  e de i g of  the  se i i g‐like  t a sitio   state  . 
Co figu atio s  lose to   a d d ha e  ee   o fi ed to  e at the lo al e e g   a i u    st u tu al  ela atio s to the 
i te ediate  a d  fi al  states,  hi h  a e  sho   he e    the  a o s  f o     to    a d  f o   d  to  e  espe ti el .  ‘ea tio  
oo di ate is  ased o  the dista es f o  the sulfu  of the adso ed thiol to the Au  ato  f o  a to  , a d f o  the sulfu  
of the deso ed thiol to the  o e Au‐ato   i di g site of the staple f o    to d. The st u tu e i  the top pa el  o espo ds 
to  ea tio  i te ediate  . I age  ep odu ed  ith pe issio  f o  autho s a d AC“ Pu li atio s.  



 
 

etha e thiolate . To  o plete the  ea tio , the L   ust  e  eleased f o  the st u tu e as “H  

as des i ed i  steps f o    to e i  Figu e  . . Du i g deso ptio , the h d oge  ato  of the 

adso ed  etha e thiol is t a sfe ed to the liga d L al ost i ediatel . The h d oge  ato  

sele ts f o  eithe  the i o i g o  outgoi g sulfu s  Figu e  .  a d  i ds to the o e that has 

a lo e   oo di atio   u e . As the outgoi g liga d is  ei g  eleased,  Figu e  . d , a “CH ‐Au‐

L ‐Au o e   oiet   is poi ti g  out  f o   the  a o luste   to  hi h  the deso i g H“H  is  still  

eakl   ou d  ith a si gle h d oge   o d  et ee  the ope ‐e d “ of the staple a d the H of 

H“H.  The  e e g   a ie   fo   the  deso ptio   of  H“H  is  .   k al/ ol  .   eV .  Follo i g  the 

elease of “H  f o  the sulfu  of the ope  e d of the a ti e staple a d the  etha e thiolate  i ds 

to the  o e gold ato  fo i g the fi al  o figu atio   Figu e  . e . The total effe ti e a ti atio  

a ie   fo   the  liga d  e ha ge  p o ess  ith  etha e  thiol  is    k al/ ol  .   eV .  The 

o figu atio  spa e of the se o d t a sitio  state is la ge  e ause of the  o peti g fle i ilit  i  

e e geti s due  to  i ease/de ease  i   the ope i g a gle of  the a ti e staple a d due  to  the 

ha ges i  the  eak h d oge   o d. Be ause of this fle i ilit ,  e esti ate ± .  eV a u a  fo  

 
Figu e  . .  Th ee  lo al  i i u ‐e e g   o figu atio s  of  [Au “H “CH ]‐ .  The  e e gies  a e  o pa ed  to  the  fi st 
o figu atio s o  the left,  he e the  etha ethiolate is st o gl  adso ed o  the Au  ato . Co figu atio  i  the  iddle 
has a  ope  p ote ti g u it  ith “CH ‐  ou d to the  o e sepa atel . The  ight ost st u tu e is e e geti all  u fa o a le 
i ludi g sulfu ‐sulfu   o di g. I age  ep odu ed  ith pe issio  of the autho s a d AC“ pu li atio s.  



 
 

the a ti atio  e e g  at the se o d t a sitio  state a ou d  hi h  e did sepa ate  al ulatio s 

to  ap the  o figu atio s a d e e geti s. 

  We dete i ed the e e geti s of the  et  ea tio s fo   oth  etha e thiol a d  etha e 

thiolate  ea tio s a d fi d the   oth to  e esse tiall  the o eut al  i us a d plus sig s of 

the  ea tio  e e g  de ote e othe i  a d e dothe i   ea tio s,  espe ti el : 

  Au “H  + “CH ‐ → Au “H “CH  + “H‐ 

       ΔE ≈ ‐ .  k al/ ol  ‐ .  eV  

  Au “H  + H“CH  → Au “H “CH  + “H  

       ΔE ≈ + .  k al/ ol  + .  eV  

  Co t ol  al ulatio s fo  the e ha ge of p‐MBA to p‐BBT at PMBA  a d PMBA  sites i  

thiol a d thiolate fo s  ield o l  slightl   o e e othe i   ‐  a d ‐  k al/ ol   ea tio  e e gies 

hi h  e e o tai ed   st u tu al opti izatio  of the i itial  a  a d fi al  e  states. Although 

the  a   de   Waals  i te a tio s  a e  ot  i luded  i   the  PBE  e ha ge‐fu tio al,  it  a   e 

assu ed that the  o t i utio  to the e e g  of the i itial a d fi al state  ould  e si ila , as the 

o l   diffe e e  is  the  epla e e t  of  the  COOH  g oup  ith  a  B   ato .  Co se ue tl ,  i   the 

a se e of  lea  e thalpi   o t i utio s, the  al ulatio s suggest that this  ea tio  is d i e    

e t opi   i i g  of  the  he i al  e tities  i   the  liga d  la e .  Fi all ,  ou   al ulated  alue  fo  

disso iati e  e ha is   is  uite e e geti all   ostl   app o i atel   ‐   eV  a d  o se ue tl  

i p o a le.  

. .  St u tu al Natu e of E ha ge  

The  stal  st u tu e  of  the  e ha ged  Au “‘   as  sol ed  f o   a  hete oge eous 

stal  he e the  stati  su stitutio al diso de  fo  ea h e ha ged liga d  as  ua tified i  the 



 
 

stallog aphi   efi e e t  p o ess.  The  elati e  o upa ies  of  p‐BBT  liga ds  i   ea h 

e ha gi g site p o ide se e al i sights i to the st u tu al a d  he i al ki eti   atu e of liga d 

e ha ge. 

  P e ious  studies  of  liga d  e ha ge,  f o   ki eti ,  NM‘  a d  EP‘  spe t os opi  

ethods, , , , , ,  ge e all  suggested liga d e ha ge as a  asso iati e  e ha is , a d at 

least o e p e ious stud  suggests that a  ‘“‐Au I ‐“‘  oiet   a   ep ese t a fu tio al u it of 

e ha ge.  

  While the e ha ge of PMBA  a d PMBA  is  o siste t  ith the asso iati e e ha ge 

e ha is s,  this stud   e eals that the o e all pi tu e of  liga d e ha ge  is so e hat  o e 

o ple .  Fo   i sta e,  the  diffe e t  B   o upa   alues  of  . %  a d  . %  suggest  so e 

e ha isti  i sights  ot suggested i  p e ious studies. Fi st,  hile asso iati e  e ha is s i pl  

a  do i a t  ole  fo   a essi ilit   of  the  ele t ophili   ato ,  sol e t  a essi ilit   of  the Au I  

ato s  i  the liga d la e  does  ot p edi t a solute  ea ti it  of the Au I  ato  to a d liga d 

e ha ge. “pe ifi all , the sol e t a essi ilit  a ea fo  Au  a d Au  is esti ated to  e  .  

a d  .  Å ,  espe ti el , assu i g a p o e  adius of  .  Å,  o espo di g to a  ate   ole ule 

as  the  sol e t.  Ho e e ,  the  less  e posed  Au   esults  i   liga d  e ha ge  ith  g eate  

e ha ged liga d o upa . Also, a si ple asso iati e e ha ge  e ha is   ould i pl  that 

oth thiolate  liga ds  o ded to Au  a d Au  should e ha ge, pe haps e e  at e ui ale t 

ates,  ea i g  e should also o se e su sta tial e ha ge of PMBA  a d PMBA ,  o ded to 

Au  a d Au   espe ti el . 

  The diffe e es f o  the si ple liga d e ha ge pi tu e a d the o e o se ed he e  a  

e  pa tiall   e plai ed    o o ale t  i.e.,  π‐sta ki g   i te a tio s  i   the  liga d  la e   a d 



 
 

possi le sele ti e  stallizatio  of so e liga d e ha ge p odu ts. The  o o ale t i te a tio s 

i   the  liga d  la e  a e a  fu the   halle ge  fo   odeli g as  ell, as  it  ould  e ui e a  elia le 

a ou t of dispe sio  fo es that is  issi g i  the sta da d DFT  o putatio s. Possi le liga d‐

liga d  i te a tio s  should  i ease  the  a ti atio   a ie s  of  the  liga d‐e ha ge  p o ess. 

I te a tio s  ith sol e t  ole ules  i ease the  u e  of possi le  ea tio  paths as  ell as 

thei   o ple it . “ele ti e  stallizatio   a  also  ea  that  e do  ot o se e e ha ge of 

liga ds i  the  stal st u tu e that i  fa t e ha ged i  solutio . A  a al sis of liga ds i ol ed 

i   stal  o ta ts sho s that   of the   liga ds i  the as et i  u it  ediate so e fo  of 

stal  o ta t. Of  the  liga ds atta hed  to  sol e t a essi le Au ato s, PMBA , PMBA   a d 

PMBA   a e  ot i ol ed i   stal  o ta ts,  hile PMBA  is. This a al sis suggests that sele ti e 

stallizatio   ight ha e supp essed o se atio  of PMBA ,  ut  ot PMBA . I  the  o te t of 

these e pe i e tal  o pli atio s, a full e pla atio  of liga d e ha ge at sol e t e posed Au I  

ato s  a   e ui e a  o e detailed st u tu al stud  of liga d e ha ge  ea tio s. 

  E se le  easu e e ts of the e te t of liga d e ha ge p io  to  stallizatio   ould 

gi e  i sight  i to  the  e te t  to  hi h  sele ti e  stallizatio   i flue es  ou   stallog aphi  

o se atio s.  We  fou d  su h  easu e e ts  to  e  diffi ult,  as  NM‘  a d  MALDI‐M“  a e 

o pli ated fo  the Au “‘  s ste  a d ele e tal a al sis  ould  e ui e g a s of  ate ial, 

hi h is p ese tl  a  i p a ti al a ou t, to a u atel   ua tif  the s all a ou t of B  i  the 

e ha ged p odu t.   

  A fu the   uestio  u add essed   this st u tu e is ho  liga ds that a e  ot  o ded to 

sol e t  a essi le  Au I   ato s  ight  e ha ge.  The  e ha is   of  e ha ge  i plied    the 

p ese t X‐ a   stal st u tu e  a  a ou t fo  e ha ge of   of the   s et  u i ue liga ds 



 
 

i  this  a o luste . Ma  if  ot all of the  e ai i g   liga ds a e p esu ed to  e e ha gea le, 

i pl i g the e iste e of at least o e additio al  e ha is  of e ha ge. 

  Othe  st u tu al  e ha is s that a e suggested as  ele a t fo  liga d e ha ge o  MPCs 

i lude e ha ge of e ti e ‘“‐Au I ‐“‘ u its a d t a slatio  of liga ds f o   o e ha gi g sites 

i to  e ha gi g  sites.  The  liga d  e ha ge  st u tu e  suggests  that  ‘“‐Au I ‐“‘  u it  e ha ge 

a ot  e the o l   e ha is  of liga d e ha ge,  ut does  ot  ule it out as a possi le se o da  

e ha is  of e ha ge fo  othe  liga ds. 

  The diffe i g liga d o upa ies also p o ide so e i sight  ith  ega d to the ki eti s of 

e ha ge. F o  a sta dpoi t of  he i al ki eti s, p e ious lite atu e suggests th ee e ha ge 

e i o e ts.  This  lite atu e  otes  se e al  de iatio s  f o   ideal  eha io .  The  d a ati all  

diffe e t o upa ies i  the t o s et  u i ue liga ds that e ha ge i  this st u tu e suggest 

a  e e   o e ki eti all   o pli ated pi tu e i   hi h pote tiall  ea h s et  u i ue liga d‐

e ha gi g  site  has  its  o   e ha ge  o sta t.  The  p e iousl   studied  o pou ds  i   liga d 

e ha ge  a e of  highe   i o ga i   o e  s et   tha  Au ;  spe ifi all   Au , Au   a d Au  

o fo  to disto ted Oh, D  a d I poi t g oups,  espe ti el . Both diffe e es  a   esult i  a  

e e   o e ki eti all   o ple  e ha ge e i o e t o  Au “‘  as  o pa ed to Au “‘ , 

Au “‘ , a d Au “‘ . 

  We  oti e a pa allel  et ee  this  o k a d the p e ious  o k of “tella i a d  olleagues. 

I   “tella i s  p e ious  o k,  ea ti it   of  la ge     a d      gold  a opa ti les  fo   liga d 

e ha ge  is  sho   to  e  g eatest  atop  the  highest  s et   a es  poles   of  these 

a opa ti les.  “i ila l ,  e see g eatest liga d  ea ti it  fo  the liga ds atop the pseudo‐ ‐fold 

s et  a is i  Au p‐MBA . The  hai   all theo e   a  pa tiall  e plai   oth  esults.  



 
 

The  hai   all  theo e   states  that  it  is  ot  possi le  to  alig   hai s   o to  a  sphe e  ithout 

ge e ati g t o si gula ities. These si gula ities ofte  e d at the pa ti le poles. The liga ds at 

these  poles  a e  assu ed  to  assu e  a  o ‐e uili iu   tilt;  as  the  liga ds  a e  ot  opti all  

sta ilized    i te ole ula  i te a tio s  ith  eigh o i g liga ds a e e pe ted to  e  epla ed 

fi st i  liga d e ha ge  ea tio s.  

Fi all ,  e  ote that just as p otei s  a   e  o eptualized as a C  s et i   igid alpha‐

a o   a k o e  ith  he i al  fu tio al  g oups  a i o  a id  side  hai s   i   p e ise  ‐D 

lo atio /o ie tatio ,  the  Au “‘   a o luste   a   e  si ila l   ie ed  as  possessi g  a  lo  

s et   C ,  igid i o ga i   o e a d  he i al fu tio al g oups  thiolate liga ds  i  p e ise  ‐

D  lo atio  a d o ie tatio . We sho  he e that these a i o a id  like g oups  a   e dis etel  

e ha ged,  ith  ota le o upa  diffe e es a o g those that a e e ha ged  hi h  a  a ise 

f o  ki eti  diffe e es i   ea ti it . P e ious  o k suggests that  ost o  all of these liga ds a e 

e ha gea le i   o e agg essi e e ha ge  o ditio s. “i e diffe e es i  the  ea tio  ki eti s 

of  o peti g  ea tio s a e the  fou datio   fo  all of s theti   he ist , ki eti  diffe e es  i  

e ha ge  ates  of  the    s et i all   u i ue  liga ds  i   Au p‐MBA   ight  e a le  the 

odifi atio   of  this  lo   s et   a o ole ule  to  displa   a  e   p otei ‐like   ole ula  

su fa e,  ith p e isel  positio ed fu tio al g oups displa i g desi ed  ha ge, h d opho i it  o  

pola it  p ope ties. 

. . STRUCTURAL BASIS FOR LIGAND EXCHANGE ON Au SR  

We de ided to i estigate  hethe  o   ot the  esults see  f o  the Au “‘  e ha ge 

e e u i e sal fo  othe   luste s. We de ided to look at Au “‘  as the liga d e i o e t is 

sig ifi a tl  diffe e t  f o   that of Au “‘  a d  the  o e displa s a  u h highe  s et . 



 
 

Au “‘  is also  lose  i  st u tu e to othe  o ga osolu le  luste s. This  ould hopefull  allo  

us to  uild a  lea e  pi tu e o  liga d e ha ge a d fu the  ou  u de sta di g of usi g AuNPs as 

tags. 

  ‘e e tl ,  it  as  sho   that  ea h of  the    possi le  liga d‐e ha ge p odu ts  a   e 

isolated    olu   h o atog aph .   Despite  the  i te si e  stud   of  this  o pou d  fo  

st u tu al,  he i al,  a d  atal ti   pu poses,  the e  a e  o  p io   st u tu es  of  pa tiall   liga d‐

e ha ged Au “‘  to ou  k o ledge. –  

  He e  e p ese t the fi st  stal st u tu e of pa tiall  e ha ged Au “‘ . The liga d‐

e ha ge  ea tio   as do e o  a sho t ti e s ale,  oughl  se e   i utes, isolati g liga d sites 

o espo di g to p e iousl  ide tified ki eti   fast e ha ge  sites. I  ou   stal st u tu e,  e 

o se e  the  e ha ge  of    of    s et   u i ue  liga ds  Figu e  . ,  i   a  positio   that  is 

o siste t  ith a  asso iati e  e ha is . 

Liga d  e ha ge  as  a o plished    the  ea tio   sho   i   “ he e  . .  B iefl , 

Au “C H Ph ,  he eafte  Au PET ,  as  e posed  to  a  ‐fold  ola   e ess  of p‐BBT  fo    

i utes  i  
 

S he e  . . P oposed liga d e ha ge of Au PET   ith p‐BBT. 

 
Figu e  . . Au a d “ ato   u e i g  o e tio . I age  ep odu ed  ith pe issio  f o  autho s a d AC“ Pu li atio s.  



 
 

CH Cl ,  esulti g  i   p odu ts  o espo di g  to  the  fast  liga d‐e ha ge  e i o e t  fo   this 

luste . A full des iptio  of the e pe i e tal details  a   e fou d i  the  ethods se tio . “i gle 

stals  of  the  ude  p odu t  e e  g o     slo   ooli g  f o   a  satu ated  tolue e/etha ol 

solutio . 

  Diff a tio  patte s  e e  e o ded at the Ad a ed Light “ou e  AL“  as des i ed i  the 

ethods. The diff a tio  patte s  e e i de ed to P1 i  XD“  a d XP‘EP  e sio   . ; B uke  

AX“: Madiso , WI,  . ‘efi e e t of the st u tu e of the liga d‐e ha ged Au   as do e i  

“HELX.  

  “tati   su stitutio   efi e e t  i  “HELX  as used  to dete i e  the o upa  of  oth 

o igi al  PET  a d i o i g  p‐BBT  liga ds i  ea h of the  i e s et ‐u i ue liga d positio s. 

We  u e  ea h s et ‐u i ue liga d f o    to   a o di g to  the o se ed o  e pe ted 

ea ti it  fo  liga d e ha ge  ide i f a , a d  e  u e ed ea h Au ato  a o di g to the sa e 

o e tio .  I   the  oo di ate  file,  the  u e i g  of  ea h  “  headg oup  ide tifies  the  liga d 

u e . 

  The o upa    the 

p‐BBT liga d  as  efi ed to  . % fo  liga d  . “tati  su stitutio al  efi e e t i  ea h of the 

 

 
Figu e  . .  “i gle‐ stal  X‐ a   st u tu e  of  Au PET p‐BBT .  Colo   ode:  o a ge,  Au; 
ello , “; g a , C;  ed, B . ‘ed a o s poi t to the “ headg oup of liga d   a d  lue a o s to 
Au .  O ie tatio   of  the  ole ules  a e  ide ti al  to  Figu e  . .    I age  ep odu ed  ith 
pe issio  f o  autho s a d AC“ Pu li atio s.  



 
 

othe  eight liga d positio s eithe  failed to  efi e o   efi ed to ze o p‐BBT o upa . Figu e  .  

sho s a  e de i g of the  stal st u tu e, highlighti g the e ha ged liga d. 

The e ha ge of this u i ue liga d site  a   e e plai ed   a  o i atio  of the sol e t 

a essi ilit  of Au ato s  o ded to the liga ds a d  o o ale t i te a tio s of liga ds  ithi  

the liga d shell. “ol e t e posu e of Au ato s  o ded to “ liga d headg oups is a  e uisite fo  

the e pe ted asso iati e liga d e ha ge  e ause the sol e t‐e posed a ea  ep ese ts a su fa e 

apa le of  o di g to a  i o i g liga d.  No o ale t liga d i te a tio s i  the liga d shell 

a  sta ilize  e tai  liga ds agai st e ha ge, e e  if the  a e  o ded to sol e t‐e posed Au 

ato s.  

  The sol e t‐a essi le  su fa e a ea  as  al ulated  ith P MOL   “ h ödi ge , LLC . A 

total  of    of  the    Au  ato s  i   the 

as et i   u it  ha e  so e  deg ee  of 

sol e t e posu e. Ea h of these Au ato s 

is i  a se i i g; ea h of the si  se i i gs of 

the  Au   luste   o tai s  o e  sol e t‐

e posed Au I  ato . A o di g to ou   u e i g  o e tio , the sol e t‐e posed Au I  ato s i  

the  as et i   u it  a e  Au ,  Au   a d  Au   Figu e  . .  The  al ulated  sol e t  e posu e 

assu i g a sol e t p o e  adius of  .  Å,  o espo di g to CH Cl  to app o i ate the effe ti e 

size of the CH Cl   ole ule  of Au  is  .  Å , follo ed   Au  a d Au   ith  .  Å  a d  .  Å , 

espe ti el . I  the p ese t  stal st u tu e, liga d e ha ge o u s o l  fo  the liga d  o ded 

to Au ,  the  ost  sol e t‐e posed Au ato . This  is  st u tu all   o siste t  ith a  asso iati e 

e ha is , It is also  o siste t  ith ou   esults fo  st u tu al liga d e ha ge o  Au “‘ .  

 
Figu e  . . “ol e t‐e posed su fa e a ea of Au PET p‐BBT . 
The o ie tatio  of the  ole ules a d  olo  s he es a e ide ti al 
ith those i  Figu e  . . P o e  adius used is  .  Å. ‘ed a o s 

poi t to the “ headg oup of liga d   a d  lue a o s to Au .  



 
 

  The e a e fi e othe  liga ds atta hed to sol e t‐a essi le Au ato s i  the as et i  

u it: liga ds  ‐ . Liga d   is the ape  liga d of Au . Liga ds   a d   a e  o e a d ape  liga ds of 

Au . Liga ds   a d   a e  o e a d ape  liga ds of Au . 

  Liga d  ,  like liga d  ,  is  o ded to Au . We  atio alize the  o e ha ge of the ape ‐

positio ed liga d  , i  pa t,    o pa i g the  o d le gths as a p o  fo   o d st e gth. Liga d 

 Au‐“‘‐Au  o d  le gths a e  .  a d  .  Å,  hile  liga d    o d  le gths a e  .  Å a d 

.  Å. These  o d le gths suggest that the liga d  e o se ed to e ha ge is  o e  eakl  

o ded. 

  The  o e ha ge of liga ds  ‐ , despite thei   o di g to sol e t‐a essi le Au ato s, is 

puzzli g, espe iall  i  the  ases of liga ds   a d  . That  ea l   % of liga d   is e ha ged a d 

the e  is  o  e ide e  of  liga ds    o     is  i o siste t  ith  the  t pi al  o se atio   of  liga d 

e ha ge,  esulti g i  a dist i utio  of p odu ts.  

 To  atio alize the e ha ge of o l    of the   s et  u i ue liga ds,  e a al zed the 

stal  o ta ts  of  the  liga ds  i   Me u   CCDC .  This  a al sis  e eals  the  i te a tio s 

su a ized i  Ta le  . .  

 

 

Liga d    ape  of Au  i te a ts 

ith  a  tolue e  as  ell  as 

i t a ole ula l   ith  its  o  

eth l  g oup.  Liga d    Au , 

e ha ge, edge  sha es a g eat 

Ta le  . . List of I te ‐a d I t a ole ula  i te a tio s o se ed i  the  stal 
st u tu e. 

      o ta ts    
Au 

ato   liga d  i t a ole ula   i te ole ula  
    o e   liga d    liga d    su sta tial  
    ape     tolue e 
    o e     liga d   
    ape      
    ape     liga d  ‐phe l‐phe l 
    o e   liga d     

 



 
 

deal  o e i te ole ula   o ta t  ith “   ea i g that C  a d C  a e  lose e ough to sha e 

a  pote tial poi ts of  o ta t  C ‐C   .  Å, C ‐C   .  Å, C ‐C   .  Å, C ‐C  

.  Å, C ‐C   .  Å, C ‐C   .  Å  a d i t a ole ula l  “ s C   as  oted a o e . I  the 

a se e of  ‐BBT at the “  positio , C  a d    phe l  i g of PET at “  has a  i t a ole ula  

i te a tio   ith  “ s  C   .   Å  a d  .   Å,  espe ti el   as  ell  as  a   i te ole ula  

i te a tio   f o   C   “   PET s  phe l  i g   to  C   .   Å .  Liga d    Au ,  ape   has  o 

i te ole ula  i te a tio s,  ut has i t a ole ula  i te a tio s  et ee  the phe l  i g  C  

a d Liga d    itself, as  ell as ha i g so e  i te a tio s to  its o  eth l g oup  C . Liga d   

Au ,  o e   has  a   i te ole ula   i te a tio   ith  a othe   luste s  “   .   Å   as  ell  as 

i t a ole ula  i te a tio s  ith its o  eth l g oup. Liga d    Au , ape   o ds i te ole ula l  

to a  adja e t  luste s Liga d    .  Å   hi h sta ilizes the liga d la e . Liga d    Au ,  o e , 

hi h does  ot ha e a  i te ole ula  i te a tio s, does ha e i t a ole ula  i te a tio s  ith 

C  of Liga d    p‐BBT  at  .  Å, a d the phe l  i g i te a ts  ith “   its o  C   fi st  a o  

of the eth l g oup . These i te a tio s pote tiall  help to e plai   h  o l  o e of the positio s 

that is sol e t a essi le e ha ges. We do  ote, ho e e , that the e ha ge of p‐BBT i to liga d 

positio    ge e ates se e al  stal  o ta ts, possi l   ei fo ed   π‐i te a tio s,  o pa ed to 

the  ati e PET liga d. This su sta tial set of  o ta ts is sho  i  Figu e  . . Thus, it is possi le 

that the liga d e ha ge that  e sol ed  stallog aphi all   esults f o  sele ti e  stallizatio  

of o e of se e al p odu t s of the liga d‐e ha ge  ea tio . 

  I  su a , p ese ted he e is the fi st st u tu e of Au “‘  afte   o ‐ o plete liga d 

e ha ge. We o se e liga d e ha ge fo  liga ds  o ded to o l  the  ost sol e t‐a essi le 

Au ato s i  the st u tu e. C stal  o ta t a al sis suggests that  e  a  ha e  stallized a su set 



 
 

of  the possi le  liga d‐e ha ge p odu ts. The e ha ge o u i g o l   fo   liga ds  o ded  to 

sol e t‐e posed Au  ato s  is  o siste t  ith  p e ious  ki eti   a d  st u tu al  studies  of  liga d 

e ha ge o  Au “‘   a o luste s. 

. . EFFECTS OF LIGAND LAYER ON CLUSTER CHIRALITY 

Upo  o se i g  o ‐ o plete e ha ge of Au “‘  

e de ided to fu the   i estigate  liga d e ha ge.  I stead of 

usi g  p‐BBT,  e  de ided  to  i estigate  diffe e t  liga ds  to 

ette   u de sta d  st u tu e  of  these  a o luste s.  Agai   e 

de ided to use Au “‘  as ou   odel s ste  as it is a si ple  

s ste   to  o k  ith as  the s thesis  is  o e  o ust a d  the 

stallizatio   is  o e  depe da le.  We  de ided  to  p o e  if 

the e is a st u tu al diffe e e i  Au “‘  that is opti all  a ti e  s Au “‘  that is  ot; a d if 

the e  as  a  iti al  u e   of  liga ds  that  ould  eed  to  e  e ha ged  efo e  the  luste  

e o es  hi al. 

  It is k o  f o  Au “‘  s thesized  ith  ‐PET that the liga d la e   a  i pa t  hi alit  

to the  a o luste .  Au ‐PET  is theo ized to  e u likel  to e hi it  hi alit .  The o igi  of 

hi alit   is  thought  to a ise  f o   the  liga ds a d su fa e gold ato s.  We  e e  i te ested  i  

dete i i g, ho   a  liga ds  ould  eed to  e e ha ged i  o de  to  ause a  a hi al st u tu e 

to tu   hi al,  hi h should  e easil   aptu ed th ough  stallog aphi   ethods. 

  The liga d  e  hose to s thesize fo  ou  e pe i e t  as  a pho thiol.  We  hose this 

liga d  i stead  of  the  o e  o o l   used  ‐PET  due  to  odo   o e s. We  also  opted  fo  

a pho thiol  o e   a othe   o e  o o l   used  hi al  liga d,  “‐BINA“,  due  to  s theti  

 
Figu e  . . C stal  o ta ts  et ee  
liga d    a d  liga d    of  a   adja e t 
luste   i   the  stal, as  ide tified   
Me u .  I age  ep odu ed  ith 
pe issio   f o   autho s  a d  AC“ 
Pu li atio s.  



 
 

o side atio s. I  o de  to  ai tai   o e si ila ities to ou  p e iousl  sol ed st u tu es,  e  hose 

Au PET  as the Au   e  ould look at  athe  tha  the ‐  o  +   ha ge state as  e had al ead  

p e iousl   sho   a  ethod  of  e ha gi g  liga ds  o to  Au PET .   The  s thesis  of 

a pho thiol  as  a o plished  follo i g  p e iousl   epo ted  ethods.   A  si ila   liga d 

e ha ge p o edu e  as  follo ed as  ith ou  p e ious  o k. Ho e e , afte  follo i g si ila  

stallizatio   o ditio s as p e iousl   as see  to fo  high  ualit   stals of Au PET ,  o 

stals fo ed  ith the  e   a pho thiol liga d e ha ged o . It is k o  that the Au PET  

is less sta le tha  the Au PET ‐   luste   hi h  as also see  du i g liga d e ha ge  ea tio s 

i ol i g lo ge  e ha ges utilizi g p‐BBT as  ell as sta da d  o ditio s utilizi g  a pho thiol 

hi h  esulted i  the e ha ge solutio   e o i g  lea  a d  olo less  hi h i di ated that the 

luste s  e e  ei g  et hed.  Due  to  the  diffi ulties  i ol ed  ith  e ha gi g  liga ds  o  

Au PET ,  e s it hed to Au PET ‐ ,  hi h is a  o e sta le  luste . Cluste s  e e solu ilized 

i  tolue e alo g  ith  a pho thiol the   ashed  ith etha ol a d  e t ifuged. The pellet  as 

esolu ilized i  tolue e a d the  la e ed  ith etha ol a d allo ed to  stallize i  a ‐  °C f eeze . 

While  o  stals had fo ed, UV‐ is spe t os op  suggests that the Au PET ‐   luste   e ai s 

i ta t du i g e ha ge as  o e of the peaks a e deg aded  Figu e  . .  

. .  EFFECTS  OF  A  BIDENTATE  LIGAND  ON  THIOLATE‐MONOLAYER‐PROTECTED  GOLD 

NANOCLUSTERS 

A othe   a e ue  e  e e  i te ested  i   pu sui g  is  that  it  is  k o   that  o ode tate 

liga ds  a   e ha ge,  ut  that  does  ot  e lude  that  e ha ge  a   also  o u   th ough 

ultide tate liga ds. As had  ee  see  p e iousl   he  Au‐“ staples a e added to a  e ha ge 

ea tio , the e ha ge see s to o u  at a faste   ate.  I  o de  to p o e this,  e atte pted to 



 
 

e ha ge  o   liga ds  that  ould  oughl   o espo d  to  the  e ti e  luste   i   o de   to  p o e 

hethe  o   ot it  ould  e possi le to e ha ge off t o diffe e t positio s o  the sa e  luste  

o  if  e  ould i stead see  ossli ki g a oss  a o luste s. I  o de  to aid i   stallizatio ,  e 

hose a liga d  ith t o diffe e t p ope ties. The fi st  p ope t   as to i lude a π‐a epto  to aid 

i   stallizatio  of the  luste  as  e had see  p e iousl .  The se o d desi ed p ope t   as that 

the liga d  e  igid; this  ould aid i   isualizi g the ele t o  de sit . 

We s thesized the liga d  , ‐ eth e‐ , ‐di l di e ze thiol  L  as it affo ded us all of 

ou  p e e uisites. Liga d s thesis follo ed p e iousl   epo ted  ethods.  As  efo e, a si ila  

e ha ge  as  a ied out o  Au PET  agai , as this  ould allo  us to a oid  o pli atio s 

et ee   ou te io s.  Liga d  e ha ge  as  pe fo ed  as  ith  ou   p e ious  o k. Agai ,  the 

solutio   as allo ed to slo l  e apo ate i  a ‐ ° C e i o e t,  hi h has  ielded high  ualit  

stals  i   the past, ho e e , agai   o  stals fo ed. “i ila  to the  ase  ith  a pho thiol, 

he  liga d e ha ge  as u de take   ith Au PET , the  luste s  e e see i gl  dest o ed. 

Agai ,  he   e ha ged  ith 

Au PET ‐ ,  the  UV‐ is  spe t u  

e ealed  that  the  luste   had  ot 

deg aded  Figu e  . .  

. .  EFFICACY  OF  GOLD 

NANOPARTICLE  BINDING  TO  A 

PROTEIN CRYSTAL SCAFFOLD 

I   o de   to  test  the 

effe ti e ess of ou  liga d e ha ged AuNPs as tags,  e  e ui ed a test s ste . This test s ste  

 
Figu e  . .  UV‐Vis  o pa iso   of  Au PET ‐   afte   o e  da   of 
e ha ge  ith  a pho thiol.  Blue  ep ese ts  Au PET ‐   afte  
pu ifi atio . O a ge i di ates Au PET ‐ a pho thiol . 

A
so

a
e

Wa ele gth 

UV‐ is  o pa iso  of 
Au PET a d  a pho thiol 

e ha ge



 
 

ould  eed to  ield high  ua tities of p otei ,  e easil   stalliza le, ha e la ge e ough sol e t 

ha els to easil  load gold  a opa ti les i to a d fi all   e pe iodi  e ough to aid i  ele t o  

i os op  studies of the  odel s ste . 

Ou   odel s ste  to test  liga d e ha ged  luste s  as a pe iplas i  p otei   isolated 

out of Ca p lo a te  jeju i  ‘C“B ID  FG“, CJ   Figu e  . .  The  stal st u tu e  e ealed 

that la ge sol e t  ha els  ith a dia ete  of      ould  e fo ed. The st u tu e is fo ed 

out  of  a  si gle  o o e   hi h 

allo s fo  N‐te i al taggi g  ith 

a  si   fold  histadi e  tag.  As  the 

st u tu e  is highl   s et i   this 

odel  s ste   allo s  fo  

dete i i g  ho   effi ie t  ou  

gold  a opa ti le  la eli g  ould 

e, as ele t o   i os op  should 

sho   e  pe iodi  positio i g of 

the gold  a opa ti le tags. 

 I   o de   to  take  ad a tage  of  the 

p otei   e gi ee i g  of  CJ  

a o plished   ou   olla o ato s i  

the “ o  g oup,  it  as  i po ta t to 

dete i e  a opa ti les  that  ould 

e  utilized  fo   the  la eli g 

 
Figu e  . . UV‐Vis  o pa iso  of Au PET ‐  afte  o e da  of e ha ge 
ith L . The  lue t a e is the spe t u  fo  Au PET ‐ . The o a ge t a e is 

the spe t u  fo  Au PET ‐ L ‐ . 

A
so

a
e

Wa ele gth 

UV‐ is  o pa iso  of Au PET
a d dithiol e ha ge

 

Figu e  . . “t u tu e of  FG“. I age i  A  ep ese ts a si gle  o o e  
of the p otei . B  ep ese ts the pa ki g of  FG“ i   stalli e fo . The 
la ge po es see  i  pa el B a e ~    i  dia ete  a d the s alle  po es 
a e ~    i  dia ete . 



 
 

e pe i e ts. The fi st  luste  de ided upo   as Au “G  as it has  atu al fluo es e e   hi h 

ould  aid  i   o ito i g  the  loadi g  of  a o luste s  i to  the  p otei   stal.  The  se o d 

a opa ti le s thesized  as a     gold  a opa ti le. This size  as  hose  as it  ould easil  

fit i to the sol e t a essi le  ha els a d  e  isi le   t a s issio  ele t o   i os op   TEM . 

I  o de  to take ad a tage of the   histadi e tag  His‐Tag  o  CJ  it  as  e essa  to atta h a 

liga d o to the  a opa ti les  apa le of  i di g  i kel io s  hi h a e  ou d to the His‐Tag. This 

as  a o plished    s thesizi g  “ ‐N‐[ ‐[ ‐ e apto uta o l a i o]‐ ‐

a o pe t l]i i odia eti  a id  H“‐NTA .   

Au “G   as s thesized usi g a  odified p o edu e that  as p e iousl  pu lished. –

  The  luste s  e e  pu ified  ia  pol a la ide  gel  ele t opho esis  PAGE   Figu e  . , 

follo i g  p e ious  studies  usi g  E“I‐M“  to  dete i e  the  o e t  luste . ,     Cluste s  e e 

ashed a d d ied the   edissol ed i  DI H O a d  i ed  ith    ol e ui ale ts of H“‐NTA a d 

allo ed to  ea t fo  se e  a d a half  i utes follo i g ou  p e ious studies o  liga d e ha ge 

of si ila  sized  luste s.  The e ha ge  ea tio   as the   ashed i  EtOH a d pelleted a d d ied 

to  ield a  ea tio   i tu e of Au “G “‐NTA ‐ . E ha ge  as  o fi ed   PAGE, i  Figu e 

. , B sho s the o igi al p odu t i  la e    hile post e ha ge is see  i  la e  . The  easo  fo  

o ilit  shift is that   e ha gi g o  “‐NTA, the ele t o i s of the liga d la e  ha e  ha ged, 

hi h i eases the  ha ge  hi h  ha ges the gel  o ilit . 

The     gold  a opa ti les  e e s thesized usi g a p e iousl  pu lished p o edu e,  

hi h  ielded a  ed solutio   Figu e  . , A . Follo i g s thesis of the  luste s, ole la i e  as 

e ha ged off fo   ‐ e aptop opio i  a id  ‐MPA   hi h  ielded a  lea   lue solutio   hi h 

i itiall   ight i di ate la ge   luste s tha     ; ho e e  u de  TEM, it  as  e ealed that due 



 
 

to  the sho t  liga d  le gth,  luste s  e e agg egati g  togethe   ausi g a plas o  shift  Figu e 

. , B . –  The ole la i e  oated AuNPs  e e  al ulated to ha e a dia ete  of  .  ±  .   . 

The  ‐MPA  oated AuNPs  e e  ot  elia l  a le to  e  ha a te ized due to agg egatio . 

Upo  additio  of tet a eth la o iu  h d o ide  TMA  the solutio  tu ed a da k  ed 

a d upo  TEM a al sis it  as sho  that the pa ti les had deagg egated  Figu e  . , C . The 

additio  of TMA effe ti el   ha ges the  ou te io   ou d to the AuNP  hi h affe ts the a ilit  

of  a opa ti les  to  agg egate  togethe   Figu e  . ,  C . –   ‐MPA  oated  AuNPs  e e 

al ulated to ha e a dia ete  of   ±    . The dispe sit   is  likel  due to the s all size of the 

liga d  e ha ged  o to  the 

pa ti le  allo i g  fo   o e 

pa ti le  g o th  due  to 

i effi ie t  appi g.  

Liga d  e ha ge 

ethods  e e  fi st  tested  o  

o e iall  a aila le     

AuNP  oated i  ta i  a id. The  a opa ti les  e e  e ealed to  e  .  ±  .    i  dia ete    

TEM, usi g I ageJ.  Upo  liga d e ha ge, the i o ga i   o e  e ai s the sa e size,   ±   

Figu e  . .  A   % pol a la ide gel sho i g pu ifi atio  of Au “G  f o  
s thesis.  B   % pol a la ide gel  ith Au “G  i  la e   a d Au “G ‐ “‐
NTA  i  la e  . 

 
Figu e  . . T a s issio  ele t o   i og aphs sho i g the agg egatio    e ha gi g liga d la e . A  ole la i e  oated 
B   ‐MPA  oated C   ‐MPA  oated  ith TMA added to solutio . 



 
 

, ho e e  d a i  light s atte i g  DL“   e eals that the liga d la e  has  e o e pe tu ed 

Figu e  . . DL“  e eals that the liga d la e   e o es slightl  s alle  a d a s all po tio  of the 

luste s had  egu   to  fo   la ge   luste s. ,   The  o t a tio  of h d od a i  dia ete   is 

likel   due  to  a  o i atio   of  i t odu tio   of  a  s alle   liga d  la e   ut  also  the  effe t  the 

ou te io   has  o   h d od a i   dia ete . ,   The  gold  a opa ti les  e e  soaked  i to 

p efo ed CJ   stals   ou   olla o ato s, Thaddeus Hu e , A  Ko alski a d Ch is “ o . It 

as fou d   i du ti el   oupled plas a  ass spe t o et   ICP‐M“  that Au “G   ould  e 

su essfull   loaded  a d  u loaded  a d  the  a ou t  of  gold  fou d  o elated  ell  ith  ti e 

allo ed to soak  Figu e  . . As  is see  i  Figu e  . , a  a i u   loadi g  is  ea hed at eight 

hou s,  a d  as  ti e 

i eases  o e  of  the 

gold is see  to lee h out. 

Ho e e , i  the p ese e 

of EDTA all of the gold is 

fou d  to  e  u loaded. 

No etheless,  these 

e pe i e ts do  ot allo  

us  to  p o e  hethe   o  

ot  the  gold  is  i   fa t 

i side  of  the  po es  o  

atta hed  to  the  outside 

of the p otei   stal. 

 
Figu e  . . Pa el A sho s the full size  a ge f o  DL“ e pe i e ts. Pa el B is zoo ed 
i  o  the size  a ge  he e pa ti les a e o se ed. I  ea h pa el,  lue  ep ese ts data 
f o      AuNPs;  ed  ep ese ts data f o      AuNPs post liga d e ha ge. Pa el 
C is a t a s issio  ele t o   i og aph of     AuNP  ithout liga d e ha ge. Pa el 
D is a t a s issio  ele t o   i og aph of     AuNP post liga d e ha ge. 



 
 

  I  o de  to gai  a  lea e  i age of  hat is happe i g i side of the  stal, p otei   stals 

e e  soaked  ith      AuNPs  ith  H“‐NTA  a d  pla ed  o to    esh  Cu  g ids  oated  i  

a o ,  hi h had  ee  p e iousl  glo  dis ha ged i  a ie t at osphe e. Upo  i agi g, the 

stals  e e dee ed  to  e  too  thi k  to  i age  th ough usi g  a  JEOL  JEM‐   T a s issio  

Ele t o  Mi os ope  ope ati g  at    kV  Figu e  . .  T o  diffe e t  app oa hes  e e  the  

atte pted to  i u e t this issue. The fi st app oa h is th ough t aditio al  iologi al ele t o  

i os op  te h i ues fo  i agi g  ells. As 

ells a e ofte  too thi k to i age th ough, 

ofte   ells a e e edded i   esi  a d the  

sli ed i to thi  se tio s a ou d  ‐    

thi k. These se tio s should allo  fo  di e t 

i agi g  of  the  ha els  loaded  ith  gold 

a opa ti les  a d  still  e  thi   e ough  to 

i age.  The  gold  a opa ti les  see   to  pe eate  th oughout  the  stal  Figu e  . .  As 

i og aphs  a e  a  D  ep ese tatio   of  a  D  o je t  it  is  ofte   diffi ult  to  as e tai   if  the 

a opa ti les  a e  spatiall   elated.  A  stal 

that  is  ot  pe fe tl   flat  i side  of  the 

e eddi g  esi   ill  ake  this  e e   o e 

diffi ult. To gai  a  ette  u de sta di g of ho  

the  gold  a opa ti les  a e  o ie ted  i   D, 

ele t o  to og aph   as utilized  Figu e  . . 

The  to og a   e eals  a  little  it  o e 

Figu e  . . ‘ep ese tati e  i og aph of  FG“  stal  loaded 
ith      AuNPs.  These  stals  te d  to  e  too  thi k  fo  

ele t o   i os op . 

 
Figu e  . . ‘ep ese tati e  i og aph of a se tio ed  FG“ 

stal loaded  ith     AuNPs.  



 
 

i fo atio  a d p o ides so e slight e ide e that the e  a   e gold  a opa ti les sta ki g o  

top of ea h othe  i side the  ha els  Figu e  , pa el B . Ho e e , the i he e t ele t ostati  

i te a tio  of the liga ds  a   e i te fe i g  ith loadi g as  ell. The e  e e, ho e e , so e 

issues of pe iodi it  a d ele t o  de sit   he e the e 

should  ot  e a . This is see  i  Figu e  . , pa el C, 

he e  it  appea s  that  the e  is  a  la ge  a ou t  of 

ele t o  de sit  that  is  li ked togethe  a d does  ot 

appea  to  e a dis ete pa ti le. The se o d app oa h 

fo  i agi g  stals that a e too thi k is si pl  to  ake 

the  stals  s alle .  This  a   e  a hie ed  th ough 

se e al  ethods; the fi st  as to si pl  take  stals 

a d shatte  the  so that the  stals  ould  e thi  e ough to i age; this  as do e   utilizi g 

a  ethod si ila  to “te e so  et al. ,    o te i g  stals  ith  .    glass  eads. While this 

ethod  as su essful i   aki g the  ushi g the  stals to  e o e s all e ough to i age, the 

loss of p edi ta le st u tu e  ased o  ho  the  stals a e fo ed  ade it diffi ult to dete i e 

if the gold  a opa ti les  e e i  fa t i side p otei   stals o  if the  a opa ti les just te ded to 

agglo e ate togethe   Figu e  . . 

Ou   olla o ato s  e e a le to 

o t ol  stal  size  uite  ell  a d 

a aged  to  g o   i o stals.  The 

i o stals  still  had  a  la ge  issue 

ith  the  a opa ti les  oati g  the 

 
Figu e  . .  To og a   e o st u tio   of  data 
f o   se tio ed  FG“.  A   to og a  o ie tatio  
do   the  fa e  of  the  stal,  B   to og a  
otated    °  to  e eal  the  ele t o   de sit  
th ough  the  side  of  the  stal,  C   to og a  
otated  °  f o   B   to  e eal  et o ki g  of 
ele t o de sit .

 
Figu e  . . ‘ep ese tati e t a s issio  ele t o   i og aphs of  FG“ 

stals  loaded  ith      AuNPs  that  ha e  ee   ushed    glass 
eads. The la k of st u tu e as  ould  e see  i  a  ell o de ed  stal 
e de s it diffi ult to dete i e pe iodi it .  



 
 

e ti e su fa e of the  stal. I  o de  to dete i e if the  stals g o   e e i  fa t thi  e ough 

to  i age  th ough,  u loaded  stals  e e  pla ed  o to  TEM  g ids  a d  i aged.  This  allo ed 

i agi g of  the  stal  to dete i e  if  the   e e  thi   e ough  fo  di e t  i agi g.  The  stals 

e ealed that the   e e thi  e ough to i age th ough a d pe haps so ethi g  o e i te esti g. 

That  i side of the  stals  e e  e  pe iodi  ele t o  de se spots  Figu e  . . The ele t o  

de se  spots  appea   ‐     apa t,  hi h  is  lose  to  hat  e  ould  e pe t  i   a  pe fe tl  

p ese ed  stal. Ho e e , the dista es do  ot see  to  e pe iodi , this  a   e  aused   the 

high  a uu   e i o e t  i   the  TEM  a pi g 

the  stal. The spots a e suspe ted to  e la ge 

a ou ts of  i kel io s  o e t ated a ou d the 

His‐Tags  fa i g  i to  the  sol e t  ha els.  I  

o de   to  ha e  a  lea e   i age  of  ho   these 

ele t o   de se  spots  sta k  togethe ,  ele t o   to og aph   as  o e  agai   pe fo ed. 

U fo tu atel , IMOD  had a diffi ult ti e alig i g the i age sta k  ithout a  fidu ial  a ke s; 

ega dless,  alig i g  the  i age  sta k  as  atte pted 

th ough  othe   ea s.  The  alig e t  o ked  ell 

e ough to  e eal that the e appea ed to  e ele t o  

de se  ate ial i side a  ha el like st u tu e  Figu e 

. .  It  as  ot  possi le,  ho e e ,  to  glea   a  

i fo atio   ega di g  the  pe iodi it   f o   the 

to og a   as  the  p esu ed  ha els  a e  ot 

ele t o  de se e ough a d the alig e t is  ot  ell 

 
Figu e  . . T a s issio  ele t o   i og aph of a  i o 
FG“  stal  g o   o   a  glo   dis ha ged  C  oated  Au 

g id. Pa el B  is a  ag ified  i age of pa el A a d  o e 
lea l  sho s the pe iodi  ele t o  de se spots fou d i  
the  stal. 

 
Figu e  . . To og a   e o st u tio  of tilt se ies 
f o   FG“  i o stal. “u fa es  e de ed at top 
a d  otto  a e the  stal su fa e. 



 
 

alig ed e ough.   The p o le   ith  the alig e t  a   e sol ed   utilizi g a  o e ele t o  

de se su sta e tha   i kel o    fu the   e o i g su fa e  ou d gold  a opa ti les. 

 

. . CONCLUSION 

  We ha e sho  he e the fi st st u tu al e ide e of i o plete e ha ge. B  e a i i g 

i o plete e ha ge,  e gai  a st u tu al u de sta di g of ho  e ha ge  a  o u . Ou  data 

suggests, as p e ious  o ks do, that e ha ge o u s th ough a  asso iati e  e ha is . , , ,  

Ou  data also see  to suggest that the p e iousl  sho   ates of e ha ge poi t to diffe e t Au 

ato s  ith diffe i g e i o e ts. The e is still a sepa ate  e ha is  of e ha ge that  eeds 

to  e teased out. It does, ho e e , appea  that o l  a si gle liga d is e ha ged  athe  tha  a  

e ti e staple. F o  the  o k sho  he e,  e hope to  ette  u de sta d the  asi s of ho  liga d 

e ha ge o u s a d f o  that to le e age this u de sta di g to  ette  desig  tags a d i pa t 

additio al  fu tio alit .  B   u de sta di g  he e  liga ds  e ha ge  o   thiolate‐ o olate ‐

p ote ted gold  a o luste s,  e  a   ette  u de sta d the s et  ele e ts that  ight  e 

p ese t i  si gle pa ti le a al sis  hi h  a  aid i  sol i g p otei  st u tu es. 

 

. . METHODS 

. . .  STRUCTURAL  AND  THEORETICAL  BASIS  OF  LIGAND  EXCHANGE  ON  THIOLATE‐

MONOLAYER‐PROTECTED GOLD NANOCLUSTERS 

Mate ials. U less spe ified,  eage ts  e e sou ed f o  Fishe  “ ie tifi  o  “ig a‐Ald i h 

a d  used  ithout  fu the   pu ifi atio .  Tet a hlo oau i   III   a id  t ih d ate  HAuCl ∙ H O, 

. %   as  e ei ed f o  Alfa Aesa  a d “ig a‐Ald i h a d p‐ e apto e zoi  a id  p‐MBA  



 
 

> %   f o   TCI A e i a. Na opu e H O  as  pu ified  to  a  esisti it   of  .  MΩ‐  usi g  a 

Ba stead NANOpu e  ate  s ste . 

Au p‐MBA   s thesis.  The  AuMPCs  used  i   this  stud   e e  s thesized   

odifi atio s of a p e iousl  pu lished  ethod.  HAuCl ∙ H O  . g,  .   ol, a  o etal 

spatula should  e used to  eigh out HAuCl ∙ H O   as dissol ed i   a opu e H O  .   L,  .  

M  ased  o   Au   i   a    L  e t ifuge  tu e.  I   a  sepa ate    L  e t ifuge  tu e,  p‐

e apto e zoi  a id  . g,  .   ol   as dissol ed i  a solutio  of  a opu e H O  .  

L  a d   M NaOH  .   L,  .   ol . The  esulti g p‐ e apto e zoi  a id/NaOH solutio  

should  e  .  M  ased  o  p‐ e apto e zoi   a id  a d  .  M  ased  o   NaOH.  A    L 

E le e e  flask  as e uipped  ith a sti   a  a d  a opu e H O  .   L .  I  th ee sepa ate 

eake s the follo i g solutio s  e e p epa ed:  a   .  M HAuCl  solutio   .   L,  .   ol, 

.  e ui ,    .  M p‐ e apto e zoi  a id/ .  M NaOH  .   L,  .   ol,  .  e ui  of p‐

e apto e zoi  a id a d  .   ol,  .  e ui  of NaOH  solutio , a d   MeOH    L . U de  

sti i g,  the  HAuCl   solutio   as  pou ed  i to  the    L  E le e e   flask  o tai i g  H O, 

i ediatel  follo ed   the additio  of the p‐ e apto e zoi  a id/NaOH solutio , the solutio  

the   tu ed  f o   ello   to  o a ge. MeOH  as  the   added  i ediatel   afte a d  a d  the 

ea ta ts  e e allo ed to sti  at  oo  te pe atu e fo    h. Du i g this ti e, the  ea tio  tu ed 

f o  da k o a ge  to  light o a ge. Afte    h, pul e ized solid NaBH   .   g,  .   ol,  .  

e ui   as added to the  ea tio   hi h  as allo ed to sti  at  oo  te pe atu e fo    h. The 

ea tio  tu ed  la k upo  the additio  of the solid NaBH . The  ea tio   as the  t a sfe ed to 

a    L E le e e  flask a d p e ipitated  ith the additio  of MeOH  ‐   L  a d   M 

NH OA   ‐   L .  The  ea tio   as  the   split  i to  t e t     L  e t ifuge  tu es  a d 



 
 

e t ifuged at   °C fo     i  at    p . The supe ata ts  e e de a ted a d the  e t ifuge 

tu es  e e i e ted o  a pape  to el to d ai  the  e ai i g li uid, the  the pellets  e e the  

allo ed to ai ‐d  fo    h. The p e ipitate i  ea h  o i al  as the  dissol ed i   ‐  μL of   M 

NH OA  a d  the  la k  solutio   as  o i ed  i to  fou     L  e t ifuge  tu es.  The  esidual 

ate ial i  the  e t ifuge tu es  as  ashed  ith  ‐  μL H O a d the   o i ed  ith the 

p e iousl  dissol ed  a o luste s. MeOH  as the  added u til the total  olu e i  ea h  o i al 

as  ‐   L a d the  e t ifuge tu es  e e  e t ifuged agai  at   °C,    p  fo     i . The 

esulti g  supe ata t  as  e o ed  a d  the  p e ipitates  e e  d ied  i   a uo  at  oo  

te pe atu e fo  at least   h. The  a o luste s  e e sto ed as a solid at ‐  °C o   esuspe ded i  

a opu e H O. Gel ele t opho esis  isualizatio   as do e  ith a  % pol a la ide gel  :  

a la ide/ isa la ide  at   V fo    h. 

Liga d  E ha ge.  The  liga d  site  e ha ge  ea tio   as  a ied  out  as  follo s:  p‐

o o e ze e thiol  p‐BBT   as dissol ed i  THF to p epa e a sto k  o e t atio  of  .   g/ L 

.   M . Au p‐MBA    μL,   μM,  .     ‐  μ ol   as t a sfe ed to a  .   L tu e, 

the    μL of the p‐BBT sto k solutio   :  feed  atio of i o i g thiol/gold =  :  feed  atio of 

i o i g thiol/outgoi g thiol   as added a d the solutio   as  o te ed fo  e a tl     i   efo e 

ei g  ue hed  ith   μL of isop opa ol a d   μL of   M NH OA .  The solutio  pH  as  ot 

e pli itl   o t olled o   easu ed i  this  ea tio  due to the i p a ti alit  of  easu i g pH fo  

the  s all  olu e  of  ea tio ,  a d  the  desi e  to  i i ize  the  u e   of  o po e ts  i   the 

ea tio , k o i g that  oth thiol a d thiolate fo s of sulfu  a e  apa le of e ha ge.  The  .  

L tu e  as the   e t ifuged at    p  fo     i  at  t. The supe ata t  as  e o ed a d 

the pellet  as  esuspe ded a d  ashed i    μL of a  :  solutio  of  a opu e H O a d THF to 



 
 

e o e a   e ai i g f ee thiol f o  solutio . The solutio   as the  p e ipitated agai   ith the 

additio  of   μL of isop opa ol a d   μL of   M NH OA , the   e t ifuged at    p  fo    

i .  The  supe ata t  as  e o ed  a d  the  pellet  as  d ied  i   a uo.  The  pellet  as  the  

esuspe ded i    μL  a opu e H O a d allo ed to  stallize i  ha gi g‐d op  ell plates  ith 

the o igi al  othe  li uo  solutio  i   hi h Au p‐MBA   as  stallized   .  M NaCl,  .  M 

NaOA ,  % MeOH, pH  .  o e  a pe iod of  ‐   da s. O e X‐ a   ualit   si gle  stals had 

fo ed, the   e e  ou ted o to  lo  loops i  a  o ki g  ou ti g solutio  of   μL MeOH,   

μL  othe  li uo  a d   μL  ‐ eth l‐ , ‐p opa ediol  MPD  as a  op ote ta t. C stals  e e 

flash f oze  a d sto ed i  li uid  it oge  p io  to data  olle tio . 

Si gle C stal Data Colle tio . C stallog aphi  data  as  olle ted o  Bea li e  . .  at 

the La e e Be kele  Natio al  La  Ad a ed Light “ou e. T pi al  a ele gth  as  .  Å. 

Data  as  olle ted  to at  least  .  Å  usuall   .  Å   esolutio   fo   oth  liga d e ha ged a d 

o t ol  stals.  App o i atel     liga d  e ha ged  stals  e e  s ee ed  fo   i itial 

diff a tio . Of these,    e e s ee ed a d    stals  ould  e  o fi ed   X‐ a  fluo es e e 

easu e e ts to  o tai  B . A total of    stals  esulti g f o  liga d e ha ged p odu ts  e e 

judged suffi ie t fo   o plete data  olle tio . Of those    stals,    e e  o fi ed to ha e 

oth B  fluo es e e a d suita le diff a tio   ualit  to  o plete  stallog aphi   efi e e t to 

lo ate the positio s of B . 

Si gle C stal Data P o essi g. The t o  stals  ith ade uate data fo  p o essi g ga e 

ua titati el  si ila   esults  he e  e o se ed B  de sit  att i uted to liga d e ha ge i  the 

PMBA  a d PMBA  positio s. Fo   o pa iso , fou   stals,  hi h  e e  ot e ha ged,  e e 

su je ted to the sa e  efi e e t st ateg ,  he e B  failed to  efi e at a  positio . The diffi ult  



 
 

i  

o tai i g 

high 

ualit  

diff a tio  

o  

hete oge eous  stals  o p ised  of  la ge,  ligated  etal  a o luste s  is  e i is e t  of  the 

e pe ie es  epo ted   othe s.  Data  as  edu ed  ith XD“  a d XP‘EP  e sio   . ; B uke  

AX“:  Madiso ,  WI,  .  “tati   su stitutio al  efi e e t  as  a ied  out    atte pti g 

efi e e t of B  ato s i  pla e of COOH g oups fo  all   liga d positio s i   oth  o t ol a d 

e pe i e tal  stals. This  as  follo ed   a isot opi   efi e e t of B   i   fou  of  the  liga d 

positio s to full  eli i ate all  ut t o lo atio s i  the e ha ge positio  a d  o e i  the  ild‐

t pe  stals  Ta le  . . Fi al  efi e e t statisti s f o  “HELX  fo  the  est liga d e ha ge 

stals  e e ‘  =  . , ‘   f ee  =  .   fo     efle tio s, ‘  =  .  a d ‘   f ee  = 

.  fo  all    efle tio s. 

 

Co putatio al  Methods.  Fo   the  o putatio al  odeli g  of  liga d  e ha ge  i   the 

Au “‘   a o luste ,  e used the de sit  fu tio al theo   DFT  as i ple e ted i  the  eal‐

spa e  ode‐pa kage GPAW ,  a d PBE  as the e ha ge‐ o elatio  fu tio al. To  i i ize 

Ta le  . . “u a  of  stallog aphi  data fo  Au p‐MBA p‐BBT  si gle  stals. aNu e  
i  pa e theses  ep ese ts the  alue fo  highest  esolutio  shell.  ‘s  = ΣΣ|Ij −  I |ΣΣj|Ij|.  ‘ = 
Σ∥Fo s| − |F al ∥ / Σ|Fo s| . dF ee ‘  al ulated f o   % of  efle tio s  hose  at  a do . 
   liga d e ha ge  ild t pe 
lo atio  fo  data  olle tio   AL“ BL  . .   ““‘L BL  ‐  
s et  g oup  C /   C /  

u it  ell di e sio  
.  Å    .  Å    .  

Å 
.  Å    .  Å    .  

Å 
esolutio   .  Å  .  Å 
a ele gth  .  Å  .  Å 
o. of u i ue  efle tio s     
o plete ess  . %  . %   . %  . %  
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the  u e   of  al ulatio s  i   the  o putatio al  stud ,  e  epla ed  the p‐MBA  liga ds  ith 

si ple “H g oups i   ost of ou   al ulatio s a d used  etha e thiolate as the  odel fo  the 

i o i g  liga d. Fo   o plete ess,  ea tio  e e gies  e e also esti ated usi g  the a tual p‐

BBT/p‐MBA  liga ds.  I   the  st u tu e  opti izatio   e  used  .   Å  g id  spa i g  a d  .   eV/Å 

o e ge e  ite io   fo   the  a i u   fo es a ti g o  ato s  i   a o luste s  ith “CH /“H 

liga ds, a d a  .  eV/Å  ite io  fo  the  a o luste s  ith p‐BBT/p‐MBA liga ds. 

  ‘ea tio  paths fo  the liga d‐e ha ge  sho  i  Figu e    e e sol ed usi g  o st ai ed 

st u tu al  opti izatio   ith  a  full   d a i   s ste ,  that  is,  ith  o  fi ed  ato s.  The GPAW 

setups fo  Au i lude s ala ‐ elati isti   o e tio s. The sta ti g  o figu atio  fo  ea h step  as 

take  f o  the opti ized geo et  of the p e ious step. As a  ea tio   oo di ate  e used, i  

the  fi st  step  of  the  p oposed  ea tio   oo di ate,  the  dista e  f o   the  sulfu   ato   of  the 

i o i g  thiol/thiolate  to  the  gold  ato   of  the  a ti e  staple,  a d  i   the  se o d  step,  e 

e plo ed the dista e f o  the sulfu  ato  of the outgoi g thiol/thiolate to the  o e Au‐ato  

i di g site of the staple. The a o e‐ e tio ed “‐Au dista es  e e g aduall   a ied a d  e e 

the  fi ed fo  the st u tu al opti izatio  of ea h step of the  ea tio . Additio al  al ulatio s o  

plausi le  ea tio  paths  e e do e  he e ato s  e o d   Å f o  the a ti e e ha ge site  e e 

fi ed. 

 

. . . STRUCTURAL BASIS OF LIGAND EXCHANGE ON Au SR  

Che i als. Tet a hlo oau ate t ih d ate  “ig a‐Ald i h, AC“ ‘eage t ≥ . % Au  asis , 

Phe letha ethiol  “ig a‐Ald i h,  ≥ % ,  ‐ o o e ze ethiol  “ig a‐Ald i h,  % ,  etha ol 

Pha o‐aape ,    p oof ,  tet ao t la o iu   o ide  Fluka,  ≥ . % ,  tet ah d ofu a  



 
 

Fishe , HPLC g ade ≥ . % , tolue e  Fishe , HPLC g ade ≥ . % , sodiu   o oh d ide  “ig a‐

Ald i h, ≥ % , di hlo o etha e  Fishe , ≥ . % , a d he a es  Fishe , ≥ . %   e e pu hased 

o e iall  a d used as is. 

S thesis  of  Au SC H Ph   PET .  Au PET   as  s thesized    follo i g  p e‐

esta lished p o edu es as des i ed  iefl  he e.  HAuCl ∙ H O  .   ol,    g  a d tet a‐

‐o t la o iu   .   ol,    g   o ide  TOAB   e e  odissol ed  i     L 

tet ah d ofu a   THF  i  a  E le e e  flask  ith sti i g. Afte     i utes, phe letha ethiol 

PET   .   ol,  .   L   as added to the solutio . The solutio   as allo ed to sti  fo  a 

i i u   of    hou s,  u til  the  solutio   e a e  olo less.  I   a  sepa ate  flask, NaBH   .  

ol,    g   as dissol ed i     L Na opu e  ate   .  MΩ‐  a d sti ed fo    hou  at 

° C  efo e additio  i to the solutio   o tai i g HAuCl ∙ H O, PET a d TOAB. Upo  the additio  

of NaBH , the solutio   as allo ed to sti  fo  a  additio al   hou s. The solutio   as filte ed 

a d d ied. The p odu t  as  edissol ed i  tolue e a d t a sfe ed to a sepa ato  fu el a d 

e t a ted  ith  a opu e  ate   fi e  ti es.  The  tolue e  la e   as  olle ted  a d  d ied  u de  

edu ed p essu e, the  tho oughl   ashed  ith  etha ol to gi e Au PET ‐. This p odu t  as 

the   u  do  a sili a  olu  i   :  DCM:he a es to gi e Au PET .  

Liga d E ha ge o  Au PET . E ha ge  as pe fo ed   dissol i g fi e e ui ale ts 

of p‐BBT  ith o e e ui ale t of Au PET  i  DCM. This  i tu e  as allo ed to shake fo  se e  

i utes.  Etha ol  as  added  to  the  i tu e  to  p e ipitate  out  the  e ha ged  luste s  hile 

allo i g the e ess p‐BBT to  e ai  i  solutio . The solutio   as de a ted to  e o e e ess p‐

BBT a d  luste s that  e e o e  e ha ged. Fi all , the p e ipitate  as  olle ted a d d ied at 

  a  at   °C. 



 
 

C stallizatio   of  E ha ge  P odu ts.  C stals  e e  fo ed    dissol i g  e ha ged 

Au PET  i  tolue e  ith etha ol added as the a ti‐sol e t the  allo ed to slo l   stallize 

at ‐ °C. Da k s ua e  stals fo ed afte  app o i atel  se e  da s. 

Data Colle tio . Data  e e  olle ted at  the AL“  ea li e  . .   ith  the NOI‘‐  MBC 

dete to  at a dista e of   at  . eV  .  Å . Data  as take  fo   ° at  °/s.  

Data  e e i teg ated a d  o e ted th ough XD“.  Data  e e  efi ed th ough XP‘EP  .  . ; 

B uke  AX“: Madiso , WI,  .  a d  u  th ough “HELX“   hi h output the Au “   o e. The 

liga ds  e e  uilt th ough   peak a al sis i  X“HELL.  The spa e g oup  as dete i ed to  e P ̅ 

hi h  is  diffe e t  tha   the  P   spa e  g oup  epo ted  fo   the  eut al  ha ge  state  of 

Au PET .  This is due to the p ese e of the tolue e that  a   e see  i  the as et i  u it. 

. . . EFFECT OF A CHIRAL LIGAND LAYER ON CLUSTER CHIRALITY  

S thesis of  a pho ‐ ‐thiol.  ‘ ‐ ‐ ‐ ‐ a pho sulfo i  a id  . g,    ol   as 

pla ed i  a  ou d‐ otto ed flask  ith a  eflu   o de se  a d sti   a .  .  e ui ale ts of thio l 

hlo ide  .   L,    ol   e e added. The  ea tio   as sti ed  fo     i utes at  oo  

te pe atu e the ,  eflu ed fo    h. Afte   ooli g to  oo  te pe atu e, e ess thio l  hlo ide 

as  e o ed i   a uo 

at    °C  fo    

i utes.    L  of 

tolue e  e e  added 

the   e o ed i   a uo 

follo ed    ashi g 

ith  a othe     L  of 

 
S he e  . . ‘ea tio  s he e to fo   a pho thiol 



 
 

tolue e a d  e o al i   a uo. The p odu t  as the  d ied i   a uo at   °C fo     i utes  .  

Hg  to gi e a  ello  solid.  .  g  

H NM‘  CDCl ,   MHz :   =  .   s,  H ,  .   s,  H ,  . ‐ .   ,  H ,  . ‐ .   ,  H ,  . ‐

.   d,  H ,  . ‐ .   ,  H ,  . ‐ .   ,  H ,  . ‐ .   dd,  H  pp . 

S thesis of  a pho thiol.  ‘ ‐ ‐ ‐ a pho sulfo i  a id  hlo ide  .  g   as pla ed i  

a  ou d‐ otto ed  flask  ith  a  eflu   o de se   a d  sti   a .  Ne t,    e ui ale ts  of 

t iphe lphosphi e  a ou t  a d  ate / , ‐dio a e  :   L   e e added. The solutio   as 

eflu ed fo    h. Afte   ooli g to  oo  te pe atu e, the  ea tio   i tu e  as e t a ted  ith 

lohe a e   ti es . The  o i ed o ga i  e t a ts  e e  ashed  ith  ate  a d d ied o e  

Na “O .  The  sol e t  as  e o ed  i   a uo  .   Hg  at    °C  fo     i utes  to  ield a 

slightl   ello   solid.  Fu the   pu ifi atio   as  a hie ed    olu   h o atog aph  

lohe a e:EtOA   :  o e  sili a gel                  olu   olu   l       h  

ith  .  g “iliaFlash  ‐  μ   ‐   esh    Å I egula  “ili a to gi e a  hite solid  .  

g . 

H NM‘  CDCl ,   MHz :   =  .  

s,  H ,  .   s,  H ,  . ‐ .  

,  H ,  . ‐ .   ,  H ,  . ‐

.   p ,  H  

Liga d  E ha ge  o  

Au PET .  E ha ge  as 

pe fo ed    dissol i g  fi e 

e ui ale ts  of  a pho thiol  ith  o e  e ui ale t  of  Au PET   i   CH Cl .  This  i tu e  as 

 
Figu e  . . NM‘ of  a ho ‐ ‐thiol. 



 
 

allo ed to  i  fo  se e   i utes o  a VW‘  ‐  ‘o ki g Platfo  at a tilt a gle of  ° a d 

 tilts/ i ute. Etha ol  as the  added to the  i tu e to p e ipitate out the e ha ged  luste s 

hile allo i g the e ess  a pho thiol to  e ai  i  solutio . The p e ipitate  as  olle ted a d 

d ied.  

C stallizatio   of  E ha ge  P odu ts.  C stals  e e  fo ed    dissol i g    g  of 

e ha ged Au PET  i     L of tolue e  ith    L of etha ol la e ed  a efull  la e ed o to 

the tolue e la e  the  allo ed to slo l   stallize at ‐ °C fo  th ee da s.  

. . .  EFFECTS  OF  A  BIDENTATE  LIGAND  ON  THIOLATE‐MONOLAYER‐PROTECTED  GOLD 

NANOCLUSTERS   

S thesis  of  .  A  

a eto it ile solutio     L  of 

‐ o o e ze ethiol  .  g , 

diisop op let la i e  .   L  

a d  ‐ hlo o eth l  eth l 

ethe   MOM‐Cl   .   L   as 

sti ed  at    °C  fo     h.  The 

solutio   as  e t a ted 

ith    L eth l a etate 

t i e,  ashed  ith   

L  of  i e  a d  the  

e apo ated  u de   
S he e  . . ‘ea tio  s he e fo  L . 
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Figu e  . . NM‘ of  a pho thiol 



 
 

edu ed p essu e  .   Hg  fo     i utes to o tai  a  ello  oil  .  g  

S thesis of  . A  i tu e of    .  g , t i eth lsil la et le e  .   L , CuI  .   ol % , 

Pd PPh Cl     ol % , PPh     ol %  a d t ieth la i e  TEA     L   as degassed i  a    

L  ou d‐ otto ed flask    u li g  ith N  fo     i . The solutio   as sti ed o e ight at 

 °C u de  a N  at osphe e a d the  e t a ted  ith    L eth l a etate t i e, the   ashed 

ith    L of  i e o e, a d the o ga i  phase  as d ied  ith ~ .  g Na “O  a d e apo ated 

u de   edu ed p essu e  .   Hg  fo     i utes. The  esidue  as pu ified   sili a  olu  

h o atog aph ,  usi g  he a e/eth l  a etate  :   as  a   elue t,  to  ield    as  a  pale  ello  

solutio   .  g .    as fu the  pu ified   dissol i g   i to a THF/MeOH suspe sio   :    

L  of K CO     g , sti ed O.N. a d  ashed  ith  i e a d d ied  ith ~ .  g Na “O  to  ield 

.  g of p odu t. 

S thesis of  . A TEA solutio     L  of    .  g  a d    .  g , CuI  .   ol %  , 

Pd PPh Cl     ol %   a d PPh     ol%    as degassed i  a    L  ou d‐ otto ed flask   

u li g  ith  N   fo     i .  The 

solutio   as  sti ed  o e ight  at 

 °C u de  a N  at osphe e a d 

as  e t a ted  ith  eth l  a etate, 

ashed  ith  i e,  d ied   

Na “O   a d  e apo ated  u de  

edu ed p essu e. The  esidue  as 

pu ified    sili a  olu  

h o atog aph   usi g  a  olu  

MOM-Cl
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ith di e sio s                  l       h , filled  ith  .  g “iliaFlash  ‐  μ   ‐

  esh    Å I egula  “ili a, usi g he a e/eth l a etate  :  as a  elue t to affo d   as a pale 

ello  oil  .  g . 

H NM‘  CDCl ,   MHz :   =  .   s,  H ,  .   s,  H ,  . ‐ .   ,  H  

S thesis of L . The p ote ted p e u so     .  g   as suspe ded i  a CH Cl / etha ol 

:  solutio     L  of AgNO   .  g  a d sti ed  igo ousl  o e ight. A  ello  p e ipitate 

fo ed,  hi h  as isolated   g a it  filt atio  usi g What a  G ade   filte  pape . Ne t,   

L   M HCl  as added to the filt ate alo g  ith    L CH Cl . The filt ate,    L   M HCl a d   

L  CH Cl   solutio   as  sti ed  fo   th ee  hou s  i   the  da k.  The  CH Cl   la e   as  sepa ated, 

ashed  ith  ate  a d  i e, d ied o e  Na “O , a d e apo ated to  ield L  as a pale  ello  

solid  .  g . 

H NM‘  CDCl ,   MHz :   

=  .   s,  H ,  . ‐ .   , 

H  

. . .  EFFICACY  OF  GOLD 

NANOPARTICLE  BINDING 

TO  A  PROTEIN  CRYSTAL 

SCAFFOLD 

S thesis of Au SG . Au G“   as s thesized  ia a  odified p o edu e as  iefl  

des i ed he e.  Glutathio e  .   g,  ‐   ol   as added to a solutio  of HAuCl   .   g, 

. ‐   ol   i     L  etha ol. The solutio   as sti ed u til  the solutio  fo ed a  loud , 

ello  suspe sio ,  ut afte  app o i atel  fi e  i utes of  ag eti  sti i g the solutio  tu ed 

PROTON_01
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to  lea  a d  olo less. This solutio   as  ooled at  ° C  hile sti i g fo     i utes. To this  ° C 

solutio , a solutio  of NaBH   .   g,  . ‐   ol  i   .   L   ° C H O  as added  apidl   ith 

sti i g. The  ea tio   as  e o ed f o  the i e  ath a d allo ed to sti  fo  o e hou  at  oo  

te pe atu e  efo e the p e ipitate  as spu  do  i    μL  M NH OA  a d    L MeOH at 

  p . The supe ata t  as dis a ded a d the p e ipitate  as  ashed t i e  o e  ith   

μL  M NH OA  a d    L MeOH a d the  d ied. Gel pu ifi atio   as pe fo ed o  Au G“  

o  a  % pol a la ide gel. ,  Au G“   as e t a ted f o  the gel i  H O a d p e ipitated 

i     L MeOH a d   μL  M NH OA  a d d ied usi g a l ophilize  set at ‐  °C a d  .   a  

.   Hg .  

S thesis  of      Gold  Na opa ti les.  AuNPs  e e  s thesized  usi g  a  odified 

p o edu e.  A total of    ol of HAuCl ∙ H O a d    L    ol  of ole la i e  > %   e e 

i ed  ith    L tolue e i  a    L  ou d‐ otto ed flask. U de  a  a go  at osphe e, the 

solutio   as heated to   °C a d sti ed fo    h. The solutio   as  ooled to  oo  te pe atu e 

the     L of etha ol  e e added i ediatel . This solutio   as the   e t ifuged at    p  

fo     i utes.  The  supe ata t  as  dis a ded  a d  the  pellet  as  edispe sed  i     L  of 

hepta es. Ne t,    L of the hepta e dispe sio  of the AuNPs  e e  i ed  ith    L of hepta e, 

a d    L  ‐ e aptop opio i   a id  ‐MPA   i   a   ope     L  ou d‐ otto ed  flask.  This 

solutio   as sti ed o e ight at  oo  te pe atu e. The solutio   as  e t ifuged at    p  

fo     i utes. 

The  p e ipitate 

as the   ashed 

ith    L 
S he e  . . ‘ea tio  s he e of H“‐NTA 



 
 

a eto e,  e t ifuged at    p  at   °C fo     i utes. The  ashi g p o edu e  as do e fo  a 

total of th ee ti es. The fi al pellet  as dissol ed i     L deio ized H O. 

S thesis of HS‐NTA  

S ‐N‐ ‐Ca o e z lo a i o‐ ‐ a o pe t l   i i odia eti   A id  .  This  liga d 

as  s thesized  usi g  the  p e iousl   pu lished  s thesis   as  iefl   des i ed  he e.  

B o oa eti  a id  .  g,  .   ol   as dissol ed i     L   M NaOH. This solutio   as  ooled 

to  ° C. To this a solutio  of N ‐C z‐L‐l si e  . g,  .   ol  i   .   L   M NaOH  as added 

d op‐ ‐d op  a d  sti ed  fo   t o  hou s  at  °  C.  “ti i g  as  o ti ued  o e ight  at  oo  

te pe atu e. This solutio   as the  heated to   °C fo  t o hou s, afte   hi h,   N HCl    L  

as added to the  ooled solutio . The p e ipitate  as g a it  filte ed usi g What a  G ade   

filte   pape   a d  d ied 

i  a l ophilize  at ‐  °C 

a d  .   a   .  

Hg ,  to  affo d 

.   g  of  a  ude 

hite solid  , t ia id . 

H NM‘  DM“O‐d ,   

MHz :    =  . ‐ .  

,  H ,  .   ,  H ,  .   ,  H ,  .   s,  H ,  .   ,  H  

S ‐N‐ ‐A i o‐ ‐ a o pe t l i i odia eti   A id  . A  solutio   of    .   g,  .  

ol  i     L MeOH/   L H O a d a spatula tip full of  % Pd/C  atal st  as i  a    L  ou d‐

otto ed flask sti ed  ith H    kPa   u li g i to the    L  ou d‐ otto ed flask  ith a 

Cbz-triacid

9 8 7 6 5 4 3 2 1
Chemical Shift (ppm)

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

1.0

N
or

m
al

iz
ed

 In
te

ns
ity

 
Figu e  . . NM‘ of  “ ‐N‐ ‐ a o e z lo a i o‐ ‐ a o pe t l i i odia eti  a id 



 
 

septa stoppe  at  ° C fo    hou s. P odu t  as filte ed th ough ~ g of  elite to  e o e the 

atal st. The sol e ts  e e e apo ated to gi e a  olo less  hite paste  .  g .    

H NM‘  D O,   MHz :   =  . ‐ .   ,  H ,  .   t,  H ,  .   ,  H  

S ‐N‐[ ‐[ ‐Me apto uta o l a i o]‐ ‐ a o pe t l]i i odia eti  A id  HS‐NTA . 

The a i o de i ati e  ,  g,  .   ol   as dissol ed i     L H O  ith NaHCO   g,  .  

ol  a d  ‐ ut othiola to e  . g,  .   ol  i  a    L  ou d‐ otto ed flask a d sti ed 

fo     h  at    °C.    The  esulta t  i tu e  as  a idified  to  pH    ith  gla ial  a eti   a id  a d 

o e t ated u de   edu ed p essu e  .   Hg  at   °F. The  ude p odu t  as  stallized 

i     L a solute etha ol, g a it  filte ed th ough What a  G ade   filte  pape  a d  ashed 

H2N-NTA
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Figu e  . . NM‘ of  “ ‐N‐ ‐a i o‐ ‐ a o pe t l i i odia eti  a id. 



 
 

ith    L a solute etha ol follo ed      L pe ta es, a d d ied u de   a uu  to gi e a light 

eige solid  .  g   “ he e  .  

H NM‘  D O,   MHz :   =  . ‐ .   ,  H ,  .   t,  H ,  .   t,  H ,  .   t,  H ,  .   ,  H  

Liga d E ha ge. The e ha ge  ea tio   o sisted of    L of a solutio  of  ‐MPA  oated 

AuNPs  o tai i g    g of d ied pa ti les  esuspe ded i     L deio ized  ate  a d    g of 

tet a eth la o iu  h d o ide  TMA  a d    g of H“‐NTA. The liga d e ha ge  as allo ed 

ge tl   o ked fo     i utes at a  ° tilt at   tilts/ i ute. Afte  fi e  i utes, the  ea tio   as 

ue hed  ith    L etha ol. The solutio   as  e t ifuged fo     i utes at    p . The 

esulti g  p e ipitate  as  edispe sed  i   deio ized  H O  a d  ashed  agai   ith  etha ol.  The 

p e ipitate  as the  d ied a d sto ed. 

 
Figu e  . . NM‘ of H“‐NTA 



 
 

Se tio i g.  FG“  stals  e e pla ed i to li uid Epo   esi  the  solidified   staff at the 

Boulde  La o ato  fo   ‐D Ele t o  Mi os op  of Cells. A  ief p o edu e is listed he e. C stals 

e e pla ed i to    L of a solutio  of Epo :a eto e at a  atio of  :   /  o e ight. This  as 

the  pla ed i to    L of a solutio  of Epo :a eto e at a  atio of  :   /  fo  eight hou s. This 

as the  t a sfe ed i to    L of a solutio  of Epo :a eto e at a  atio of  :   /  o e ight. 

The  stals  e e the  t a sfe ed to    L of  % Epo  fo  eight hou s. The  t a sfe ed agai  

i to    L of  % Epo  o e ight. Fi all  this  as t a sfe ed to    L of Epo   ith a  :   i  

of  , , ‐T is di eth la i o eth l phe ol  DMP‐  fo  si  hou s. This  as the  t a sfe ed to 

  L of f esh Epo   ith DMP‐  a d pla ed i to a BEEM  apsule a d pla ed i to a   °C o e . 

Epo  sa ples  e e se tio ed o  a Lei a Ult a ut UCT. Ele t o  to og aph  data  as take  o  a 

FEI Te ai F‐  ope ati g at   kV. 

Ele t o  To og aph . C stals of CJ   e e  i u ated  i  a solutio  of    M NiCl   fo    

i utes. The  stal  as the   o ed i to  ate  to  e o e e ess  i kel, the  i to a solutio  

o tai i g    g/ l     AuNP  ith “‐NTA e ha ged o  a d allo ed to soak fo     i utes. 

The  stals  e e the   o ed  a k i to  ate  to  e o e e ess     AuNP. The CJ   stals 

as the  pipetted o to glo  dis ha ged  a ie t at osphe e     esh  a o   oated Cu g ids. 

G ids  e e  loaded  i to a  JEOL JEM‐  ope ati g at   kV  i  a high  tilt holde . G ids  e e 

s ee ed  fo   stals o   f ag e ts of  stals  thi  e ough  to  i age  th ough. “e ial  tilt  i age 

sta ks  e e take  usi g “e ialEM  f o  + ° to ‐ °. “e ial tilt  i age sta ks  e e p o essed 

th ough IMOD ,  to p o ess  i age sta ks i to  D  e o st u tio s. ‘e o st u tio s  e e the  

isualized i  IMOD to  e eal  D o ie tatio  of AuNPs i   stals. 

   



 
 

CHAPTE‘  . BIOGENIC INO‘GANIC NANOPA‘TICLE“ 
 
 
 

. . INTRODUCTION 

A gra d  halle ge i   ioge i  i o ga i   a opa ti le s thesis is a  lo a le  a opa ti le. 

“pe ifi all ,  the  goal  he e  is  a  si gle  lo a le  pol peptide  se ue e  that  ediates  the  self‐

o tai ed‐ ioge i ‐ fo atio  of a  i o ga i   a opa ti le f o  i o ga i  salt p e u so s.  Just 

as the  lo a le fluo opho e, g ee  fluo es e t p otei   GFP , is  idel  used fo   lo a le  o t ast 

i   iologi al  opti al  i os opies,   a  lo a le  i o ga i   a d  ele t o ‐de se  a opa ti le  is 

e pe ted to fi d  idesp ead use fo   ellula   o t ast i   iologi al ele t o   i os op .  I  ea h 

ase  fa ile  ge eti   ethods  fo   o ate ati g DNA e odi g  a p otei   se ue e  to  the DNA 

se ue e  of  a  ati e  ellula   p otei   u de lie  the  utilit   of  lo a le  i os op   o t ast.  

E p essio  of the  esulti g  hi e i  p otei  pla es a  o t ast  a ke  alo gside e e  i sta e of 

the  ati e p otei , e a li g lo alizatio  of the p otei   hi e a i   i og aphs.  

A  lo a le  a opa ti le  e ui es  a  pol peptide  that  i teg ates  th ee disti t  he i al 

a ti ities.    O e  a ti it   is  i o ga i   io   edu tio   o   o idatio ,  o e ti g  solu le  ideall  

ioa aila le  a d  o to i   i o ga i   io s  to  i solu le  a opa ti ulate   spe ies.    “e o d,  the 

esulti g  i o ga i   a opa ti le  ust  e  etai ed    the  pol peptide.    Thi d,  the  size  of  the 

esulti g  a opa ti le  ust  e  la ge  e ough  to  ide tif   u a iguousl   i   a  i og aph  that 

i ludes  iologi al  st u tu e,  hile  also  ei g  s all  e ough  to  i i ize  pe tu atio   of  ell 

iolog  a d to  edu e the shado ‐ asti g that o s u es  iologi al i fo atio .  A  ideal size is 

suggested as     dia ete .    “o  fa ,  the e  is  o  idel  adopted  lo a le  o t ast  a ke   i  

iologi al ele t o   i os op . 



 
 

Both  atu all   o u i g  p otei s  as  ell  as  peptides  isolated  f o   li a ies  a e 

i estigated  as  a didate  lo a le  a opa ti les.    Natu all   o u i g  p otei s  i estigated 

i lude  ost p o i e tl  fe iti  a d  etallothio ei .  I  the  ase of the i o ‐sto age  apsule 

p otei  fe iti ,  the  e ui e e t of   su u its  ith a total  ass of  ea l   .  MDa   a  

li it its use. Metallothio ei   oo di atio  of Au I  o  Au III   ased io s is also p oposed, , ,  

ut  these  ethods  a e  ot  idel   adopted  i   iologi al  ele t o   i os op .  This  is  pe haps 

e ause  the  Au I   p e u so s  a e  spa i gl   solu le  i   ate   a d  Au III ‐ ased  oo di atio  

o pou d p e u so s a e easil   edu ed   p otei s, –   uffe s, ,  a d othe   io ole ules 

e ou te ed i  a  ellula  e i o e t. –  

P otei s  asso iated  ith  ag etoso es  su h  as  s   a e  also  i itiall   att a ti e  fo  

fo i g  lo a le i o  o ides.   Ho e e , a  e e t stud  sho s that  lo i g of a  i i al set of 

ag etoso e‐asso iated  ge es  i to  a  e   host  ell  esults  i   u desi ed,  e a e‐

e apsulated i o  o ide  a opa ti les.  “u h a  e a e  ould  lea l  dis upt the fu tio  of 

a  lo a le  a opa ti le,   addi g size a d possi l   e a e se ueste i g p otei s tagged fo  

stud . 

A othe  i estigated sou e of a pol peptide satisf i g the  lo a le  a opa ti le  ite ia 

is di e ted e olutio .   Di e ted e olutio   ethods ha e al ead  ide tified se e al DNAs, –  

‘NAs, ,  a d peptides , ,   that  ediate  i o ga i   a opa ti le  fo atio .    I   fa t,  ea l  

epo ts suggested that so e li a ‐de i ed peptides possessed the th ee desi ed a ti ities of 

edu tio ,  ete tio  a d size  o t ol. ,  “u se ue t studies  e ealed that the  uffe s su h as 

HEPE“   o   othe   Good s  Buffe s,     i   hi h  the  sele tio s  e e  e e uted,  edu ed  the 

i o ga i  p e u so s.  The  ole of the e ol ed  io ole ules is to  ap the  a opa ti les  esulti g 



 
 

f o   uffe   edu tio  of  etal io s, e fo i g size a d shape  o t ol.  O e of the  est studied 

s ste s, the A  peptide, , , –   sho s a  p efe e e fo  a size  he e the  adius of  u atu e 

of  the  a opa ti le  at hes  the  u atu e  atu all   adopted    the  peptide.   Thus,  hile 

i o ga i   a opa ti le  i di g  ete tio  a d size  o t ol a e  o   ell‐esta lished fo  peptides 

a d  pol u leotides,  the e  a e  o  ell‐esta lished  e a ples  of  peptides  that  atal ti all   o  

stoi hio et i all   edu e  etal io s fo  the p odu tio  of pa ti les la ge e ough to fi d use i  

iologi al ele t o   i os op . 

E z es that  edu e o  o idize  etal io s i to i solu le fo s  ep ese t a othe   lass of 

io ole ule  a didate  fo  a  lo a le  a opa ti le, a d a e the  least e te si el   i estigated.  

“u h e z es i lude sili atei s, ,   sili atei  ho ologous p oteases,  a d  etal ,  a d 

etalloid –    edu tases i pli ated i  deto ifi atio  p o esses. ‘esulti g  a opa ti le size is 

egulated  he  the p odu t is  etai ed,   e apsulati g p otei s su h as DP“  o  fe iti .  

Alte ati el , e z es  elease o  tu  o e  thei  p odu ts, allo i g the  to diffuse f o  the site 

of  s thesis. ,       Nota l ,  the e  a e  o  ell‐esta lished  e a ples  of  i t a ellula   pa ti les 

he ei  the i o ga i  po tio  of the pa ti le is e posed to  tosol.   The  esea h fou d  ithi  

this  hapte   atte pts  to  ette   u de sta d  this  phe o e o   a d  to  utilize  these  i o ga i  

a opa ti les as a  ea s to gi e p otei s of i te est  o e ele t o   o st ast. 

Po tio s of the  o k p ese ted i  the follo i g  hapte  ha e  ee  p e iousl  pu lished 

i  the jou al Na os ale  P og ess To a d Clo a le I o ga i  Na opa ti les.  A  o ie sho i g 

the full  e o st u tio   a   e fou d as a supple e ta  file i  the  efe e e p o ided. The full 

e o st u ted dataset  a   e fou d o  the Ele t o  Mi os op  Data Ba k  EMDB s  e site  ID. 

.   



 
 

. . A NOVEL PEPTIDE CAPABLE OF FORMING IRON‐OXIDE NANOPARTICLES 

Ou   fi st  atte pt  at  desig i g  a  pote tial  tag  as  to  e plo e  a  la ge  se ue e  spa e 

th ough  the  usage  of  o e iall   a aila le  phage  displa   kits.  We  fi st  s thesized  ate  

i solu le  a os ale  ag eti  i o  o ides  MIO  as a su st ate fo  phage sele tio . A p e iousl  

esta lished  s theti   app oa h  as  used.   The  s theti   p odu t  possessed  ulk  ag eti  

p ope ties  i.e.,  ig atio  i  solutio  to a d a pe a e t  ag et  a d po de   ‐ a  diff a tio  

p odu es a diff a tio  patte   o siste t  ith  ag etite  Fe O  a d  aghe ite  Fe O   Figu e 

. .  Po de   X‐‘a   diff a tio   a ot  elia l   diffe e tiate  et ee   ag etite  Fe O   a d 

aghe ite  ‐Fe O ; thus, the e is a iguit  i  the assig e t of the phase of the  ate ial. 

 
Figu e  . . Po de  X‐‘a  diff a tio  of s thesized  ag etite.  



 
 

T a s issio   ele t o   i os op  

e eals  that  the  as  s thesized 

p odu t  is pol dispe se  i  size a d 

shape  Figu e  . .   

The s theti  MIO  as used 

as  a  sele tio   su st ate  to  isolate 

MIO  i de s  f o   a  o e iall  

sou ed  Ne   E gla d  Biola s 

Ips i h, MA, U“A  PhD‐  phage li a . B iefl , the phage displa  li a   as  i ed  ith the 

MIO.  A pe a e t  ag et  as pla ed o  the outside of the  ea tio   essel a d the MIO  a d 

a  asso iated phage   e e held i  pla e   the  ag eti  field  hile  o ‐ i di g phage  e e 

dis a ded.  Phage  ou d to the MIO  e e eluted  ith  .  M gl i e  pH  .  a d used to  e‐i fe t 

E.  oli K   E‘ .    Phage  se ue es  that  e e  sele ted  e e  a plified  i   a te ial  ultu e 

a o di g to sta da d p oto ol a d the  pu ified a d su je t to a su se ue t  ou d of  ag eti  

sele tio . This  ag eti  sele tio  diffe s f o  a t pi al sele tio   hi h is usuall  agai st a ta get 

oated su fa e. The phage is the  allo ed to i te a t  ith the ta get  oated su fa e  hi h the  

allo s  i di g to o u  follo ed   elutio  of phage. Mag eti  sele tio  allo s fo  less sa ple 

to  e used a d as su fa e  oati g  e ui es  ei g held o  the su fa e    o spe ifi  h d opho i  

a d ele t ostati  i te a tio s  hi h a e  o e  o o  i   iologi al ta gets. 

  Afte  the th ee sele tio   les— hi h t pi all   esults  i  a se ue e  o e ge e fo  

this  o e ial phage  li a ,   phage  e e take  fo   o e ial se ue i g of the  li a  

oligo u leotide, usi g  the  ‐   gIII  se ue i g p i e  p i e .    Ea h  isolate  etu ed a u i ue 

 

 
Figu e  . .  T a s issio   ele t o   i og aph  of  s thesized  ag etite 
a opa ti les. The  a opa ti les a e pol dispe se i   oth size a d shape. 



 
 

se ue e,  i di ati g  o  o se sus o  se ue es. Afte  a  additio al MIO sele tio   le,  te  

isolates  e e se ue ed. Of those te  se ue es, se e  diffe e t se ue es  e e  ep ese ted. 

O e se ue e  Ta le  . , E t   FeO   as  ep ese ted th ee ti es, the  e ai i g se ue es 

had u ita   ep ese tatio . Afte  a  th  ou d of  ag eti  sele tio ,  se ue i g of  the  li a  

oligo u leotide  egio   etu ed  the  se ue e  oted  as  FeO   i   Ta le  .    Du i g  he i al 

ha a te izatio   see  elo   of  this  se ue e,  e  oted  that  the  se ue e  is  ot  the  li a  

oligo u leotide,  ut  athe  the   a i o a ids of the pIII  M  phage p otei  follo i g the site 

to  hi h the li a   as fused. Be ause  e al ead  o se ed  ota le a d u i ue a ti ities fo  

this  se ue e  ith  FeCl  

Figu e  .   e  o ti ued  ith 

the  possi l   a tifa tual  FeO  

se ue e  a d  o ti ued 

ha a te izatio   of  the  FeO 

p odu ts  p odu ed  i   the 

p ese e of the FeO  peptide. 

 
Peptide  Se ue e 

A ti it .  To 

dete i e  if  the 

peptides  isolated 

f o   the  phage 

displa   li a   a  

ediate  the 

  “e ue e  Le gth  MW 
Da  

pI  H d opho i it  

FeO   GTLDPF‘TYVP“    .   .   ‐ .  
FeO   AETVE“CLAK“HTEN    .   .   ‐ .  
C   HYHYHYHYHYHY    .   .   ‐ .  
C   AY““G    .   .   ‐ .  

 
Ta le  . . Peptide se ue e a d  io he i al p ope ties of  o t ol peptides a d t o peptides 
isolated out of Ph. D.™‐  kit. 

 
Figu e  . . ‘ea tio   et ee  FeO , FeCl  a d NaOH. 



 
 

s thesis  of  i o  o ide  a opa ti les,  e  tested ea h of  the peptides  gi e   i   Ta le    i   the 

p ese e of Fe +, Fe + a d NaOH. 

These  se ue es  a e  GTLDPF‘TYVP“  FeO   a d  AETVE“CLAK“HTEN  FeO   Ta le  ; 

these  t o  peptides  e e  o pa ed  fo   thei   a ilit   to  ediate  the  fo atio   of  i o   o ide 

a opa ti les,  ith the follo i g set of  o t ol peptides used fo   o pa iso :  HY    hi h  as 

desig ed to  i d a d  edu e HAuCl .  AY““G,  hi h  as p oposed to  e the a ti e po tio  of 

the A  peptide,  as  ell as a  uffe   o t ol  Figu e  . . 

FeO   as fou d to  ediate the fo atio  of  i o  sized ele t o  de se pa ti les  he  

added to    M T is  pH  . ,    M FeCl ,    M FeCl  a d    M NaOH. FeO   as fou d to 

fo   a opa ti les  ith a dia ete  of  .  ±  .   . Co pa ed to the  uffe   o t ol  hi h 

fo ed  eddish  o  p e ipitate i ediatel  that  e e e t e el   ag eti ,  ut fo ed la ge 

st u tu es that did  ot see  to  e eithe  size o  shape  o t olled,  hi h is i  li e  ith  u e t 

u de sta di g of  the  ole of peptides  i   a opa ti le  fo atio . ,   HY   hi h  see ed  to 

fo   eddish‐ o  pa ti les. Whi h u de  the TEM see ed to fo   hai s of pa ti les. Whe  

held  e t to a  ag et, pa ti les  e e slo  to  o e to a ds the  ag et. AY““G fo ed la ge 

o ‐u ifo   ele t o   de se  pa ti les. We  pe fo ed  ele t o   diff a tio   o   ou   sa ples  to 

 
Figu e  . . Visual  ep ese tatio  of  A  FeO   B  FeO   C  T is Buffe   o t ol  D   HY   E  AY““G 



 
 

ette   ide tif   the  ide tit  of  the ele t o  

de se  pa ti les  Figu e  . .  Ele t o  

diff a tio   e ealed that the pa ti les  e e 

u likel   to  e  he atite,  goethite, 

lepido o ite, o  akaga eite,  ut  o e likel  

to  e  aghe ite  ‐Fe O   o   ag etite 

Fe O   .   Å/ ,  .   Å/ ,  a d 

.   Å/ .  Ele t o   diff a tio   of  the 

et o k  of  ele t o   de se  ate ial  ade 

f o   the  uffe   o t ol  also  e ealed 

stalli e  ate ial  dete i ed  to  likel   e  aghe ite  o   ag etite  .   Å/ ,  .  

Å/ ,  .  Å  ,  .  Å  .  Figu e  .  

 

 

I  o de  to  ake se se of these 

esults  it  is  i po ta t  to  o side   the 

solutio   phase  he ist .  I   the 

fo atio   of  a   solid  etal  o ide  o  

h d o ide phase, the e fi st  ust  e a  o o e i   o ple ed spe ies.   

 

FeCl3 + 6 H2O [Fe(H2O)6]3+ + 3 Cl-
            .  

The h d ol sis of the he a‐a uo  o ple  is ofte  a hie ed th ough the additio  of  ase; a o e 

pH  , the he a‐a uo  o ple  u de goes h d ol sis to  ield [Fe H O OH ] ,  hi h ulti atel  

 
Figu e  . .  T a s issio   ele t o   i og aphs  of  A   FeO   B  
FeO   C   ag ifi atio  of FeO   D  T is  uffe   o t ol  E   HY   F  
AY““G 

 
Figu e  . . Ele t o  diff a tio  of FeO  s thesized pa ti les  A , a d 
uffe   o t ol pa ti les  B . 



 
 

o e ts  to  Fe OH   s .  The  OH  liga d  is  a  u leophile  that  a   pa ti ipate  i   su stitutio  

ea tio s i ol i g a  of the  e ai i g he a‐a uo io s. This  ea tio  is  efe ed to as olatio :  

 

  .  
 
H d ol sis of these  o ple es e e tuall   ields i o  o ide th ough the fo atio  of a  o o  idge 

o olatio . 

 

  .   
 
The fo atio  of solid i o  o ides  e ui es the h d ol sis of the [Fe H O ] + io , ho e e , the 

esulta t phase a d  ate i   hi h these fo  a e highl  depe de t o   ate at  hi h i o   a   e 

deli e ed  to  the  g o i g  i o   o ide.  Othe   di e ti g  fa to s  a e  pH,  te pe atu e  a d  io i  

st e gth  of  the  solutio .  At  pH  >  ,  fo   i sta e,  the  op e ipitatio   of  Fe +/Fe +  fa o s  the 

fo atio  of  ag etite. At  oo  te pe atu e a d slightl  a idi  pH as i  this e pe i e t, the 

o ditio s of this e pe i e t should fa o  the fo atio  of fe ih d ite,  hi h  a   o e t to 

he atite.  The ele t o  diff a tio  does  ot  at h  ith k o  diff a tio  patte s of he atite 

o  othe   o o  i o  o ide  a opa ti les. 

  Based  o   the  olo   a d  solu ilit   of  the  uffe   o t ol,  it  is  u likel   that  the  p odu t 

fo ed is a fe ih d ite pol e ;  ho e e , the fa t that  u h of the p odu t is  o stalli e 

Figu e  . B  suggests that the se ue e a d le gth of FeO  is i po ta t i   oth the shape a d 

fo atio  of  a opa ti les. , ,   I  the p ese e of FeO  peptides, the i o  io s i put i to 

the i u atio  solutio s appea s to  e  o e ted to  stalli e sphe i al pa ti les of a  o siste t 



 
 

size  . ± .     Figu e  . . The a tio s of FeO  a e  e i is e t of p e ious  o k   A akaki 

et al.,   he e sho t peptides  e e s thesized  ased off of  the a idi  C‐te i us of  s . 

Although pe haps  ost st iki gl , peptides de i ed f o   s  fo  app o i atel   ‐    

pa ti les.  The s thesis utilizi g  s  de i ed peptides also  e ui es t o   °C heati g steps 

a d that the  ea tio  o u  u de  a  i e t e i o e t;  hi h FeO  does  ot. These t o   °C 

heati g steps  ould  e de  taggi g diffi ult fo   iologi al pu poses. 

    

. .  USAGE  OF  FTS)  AS  A  MODEL  SYSTEM  FOR  PEPTIDE  FORMATION  OF  IRON  OXIDE 

NANOPARTICLES 

  I  o de  to test  hethe  o   ot this pote tial tag  ight  e  lo a le  e  eeded a  odel 

s ste  that  ould  ea t p edi ta l . Ou   odel s ste  to test ou  peptide  lo a le  a opa ti le 

s ste   as Fila e t te pe atu e‐se siti e  uta t )  Fts) . Fts) is the p oka oti  ho ologue 

of tu uli . Fts) has  ee  hea il  studied due to its i po ta e i   a te ial  ell di isio . The e a e 

se e al k o   o fo atio s that Fts)  a  take  hi h  ill help us to fu the  ide tif  ou  ta gets. 

 
Figu e  . . High  esolutio   t a s issio  ele t o   i og aphs of  A  FeO   ediated pa ti les  B  T is  ediated pa ti les. 
The e is a  u h  o e p o ou ed ele t o  de se  o ‐ stalli e a ea a ou d pa ti les i  B tha   a   e see  i  A.  



 
 

B  utilizi g Fts) as a  odel s ste   e  a  atta h  a opa ti le fo i g tags to the N‐te i us i  

o de   to  dete i e  di e tio alit   a d  lo atio   of  the  p otei .  This  a   the   e  t a slated  to 

dete i i g lo atio  a d di e tio alit  of a ta get p otei  i  a  ell. 

  Afte  isolati g  hi h of the peptides  ould  e useful as a pote tial  lo a le  a opa ti le 

tag it  as  lo ed o to the N‐te i us of the ge e of Fts). The plas id  o tai i g  s   a 

positi e  o t ol peptide  atta hed to Fts)  as t a sfo ed i to C  E. Coli a d g o  at  ° C. It 

as fou d that at   ° C,  hi h is E.  oli s opti al g o th te pe atu e, the ge e i se t  ould  e 

e ised a d o l   ild t pe  a te ia  ould  e se ue ed. The C  E. Coli is a  uta t of the BL  

DE  st ai  of E. Coli,  hi h is fou d to  e  o e tole a t of to i   e o i a t p otei s as  ell   

as offe i g a highe  sta ilit  of plas ids.  The  a te ia  as g o  to OD  =  .  AU a d i du ed 

ith    M IPTG. Afte  i du tio ,  a te ia  as spu  do  a d  olle ted, the  f oze  at ‐  °C. 

The pellet  as the   esuspe ded i  l sis  uffe  a d allo ed to tha . L soz e  as added to the 

tha ed  a te ial pellet follo ed   so i atio . The l sate  as  u  do  a  i kel  olu  i  o de  

to pu if   e o i a t p otei , ho e e ,  e  e e u a le to  e if  that ou  p otei   as  ei g 

i du ed. C“U s P otei  E p essio  Fa ilit   as ho e e  a le to e p ess a d pu if  Fts)  Figu e 

. .  While  e  e e  u a le  to  a hie e 

e  good i agi g  ith the Fts),  e  e e 

a le to  ake out outli es of  hat  a   e 

Fts)  fila e ts  Figu e  . .  Whe   e 

atte pted to utilize the  s  peptide to 

fo   ag etite,  e  e e u a le to utilize 

s  to fo   ag etite. This is likel  due 

 
Figu e  . . Pol a la ide gel of Fts) post pu ifi atio . La e   is a 
p otei  sta da d. La es   th ough   a e the p otei  pu ified f o  
e p essio . La es  ‐  a e a B“A sta da d. P otei   o e t atio s 
e e  esti ated  f o   B“A  sta da ds.  Photo  ou tes   of  C“U 

P otei  E p essio  Fa ili . 



 
 

to t o  opies of  a te ofe iti   ei g atta hed at 

the C‐te i us of Fts). This  as dis o e ed afte  

the se ue e had  ee  pla ed i to a plas id a d 

as  a  a o e   f o   the  la   e  e ei ed  the 

se ue e f o . 

. . PROGRESS TOWARDS CLONABLE INORGANIC 
NANOPARTICLES 

I   o de   to  fu the   i estigate  othe   lo a le  io ole ules  that  a   e  apa le  of 

fo i g i o ga i   a opa ti les  e tu ed to a  e doph te  ought to ou  atte tio    a  isiti g 

s hola ,  Lu ia   “tai u.  Pseudo o as  ora ie sis  sta le ae  as  isolated  f o   the  oots  of 

Sta le a  pi ata,  a  “e  h pe a u ulato   pla t  ati e  to  este   U“A,   a d  o se ed  to 

tole ate u usuall  high  o e t atio s of “eO ‐. Whe  g o  i  Lu ia B oth supple e ted  ith 

  M Na “eO ,  the  ultu es  e o e  ota l  pi k  i   olo  du i g ea l   log‐phase. This  olo  

ha ge  Figu e  .  is asso iated  ith the fo atio  of ze o ale t  ed  “e. The  o e sio  of 

sele ite o a io s to ze o ale t “e is a  o o  deto ifi atio  p o ess fo   a te ia that tole ate 

high  o e t atio s of “e o a io s.  

I itial  ha a te izatio  of the “eNPs p odu ed   P.  ora ie sis sta le ae  as pe fo ed 

  t a s issio   ele t o   i os op   TEM ,  s a i g  ele t o   i os op   “EM   ith  e e g  

dispe si e X‐ a  spe t os op   ED“  ele e tal  appi g, a d  ‐D  ellula  ele t o  to og aph . 

  A   i itial  TEM  e a i atio   of  gluta aldeh de‐fi ed  o e t ated  ell  ultu e  of  P. 

ora ie sis sta le ae, d   ou ted o  a  a o ‐ oated TEM g id  Figu e  . , pa el A   e ealed 

elati el   u ifo     ±      high‐ o t ast  i ula   o pholog   spots  oth  i side  o  

supe i posed o  a d outside of the  a te ial  ells. “ a i g t a s issio  ele t o   i os op  

 
Figu e  . .  Pote tial  Fts)  fila e ts  stai ed  i   % 
U OA . 



 
 

of the sa e sa pled allo ed ED“  appi g of ele e tal  o positio . The ED“  appi g  o fi s 

that the high‐ o t ast spots a e “e‐ i h.   Figu e  , pa el B   This suggests that the high‐ o t ast 

spots a e “e  a opa ti les that a ou t fo  the  ed  olo  of the  a te ial  ultu es.  “i ila  spots 

e e  ot o se ed i   o t ol  ultu es that  e e  ot supple e ted  ith “eO ‐.  At least    e e 

e a i ed i  the  o t ol o se atio , high de sit  spots  e e o se ed o l   ith o e  ell, a d i  

that  i sta e  the  o pholog   as  ota l   i egula  

o pa ed to the putati e “eNPs  Figu e  . . 

  D   ou t  ele t o   i os op  

p o ides  o pa ati el   li ited 

i fo atio   o pa ed  to  o e 

sophisti ated p ese atio   a d  i agi g 

ethods,  su h  as  ellula   ele t o  

to og pah . ,    With app op iate p ese atio , –   these  ethods allo  high  fidelit   D 

esolutio   of  ellula   ult ast u tu e  su h  as  e a es  a d  ajo   toskeletal  fila e ts, 

o ga elles a d  i oso es.   

 
Figu e  . .  Photog aphs  of  P.  o a ie sis 
sta le ae li uid LB  ultu es. The  ultu e o  the left 
is supple e ted  ith    M “eO ‐. Upo  i itial 
g o th,  oth  ultu es  appea   as  the  o‐sele ite 
o t ol  ultu e sho  at  ight. We att i ute the  ed 
olo  of  the  ultu e to  hi h sele ite  is added to 
the  edu tio   of  sele ite  to  ze o ale t  ed 
sele iu . Photo  ep odu ed  ith pe issio  f o  
autho s a d ‘“C Pu lishi g.    

Figu e  . . T a s issio  ele t o   i og aphs of gluta aldeh de‐
fi ed d   ou ted  ells a e sho  i  pa el A. Ele t o ‐de se  da k  
i lusio s  a e  p ese t  i   a   of  the  ells  i   pa el  A,  as  ell  as 
outside the  ells. Pa el B sho s a s a i g t a s issio   i og aph 
of a sele ted a ea of o e of the  ells that i ludes a da k i lusio ; 
o e laid  o   this  i lusio   is  a   ED“  ap  of  “e  i   the  sa ple, 
i di ati g that the i lusio  is “e‐ i h. Pa el C sho s a histog a  of 
o se ed  pa ti le  sizes.  Photo  ep odu ed  ith  pe issio   f o  
autho s a d ‘“C Pu lishi g.  



 
 

He ei   e  used  ele t o   to og aph   to  defi iti el   e eal  hethe   the  o se ed 

a opa ti les a e i side the  ells  as opposed to supe i posed ,  e eal  e a es, a d  e eal 

ajo   ellula   ult ast u tu e.   P.  ora ie sis  “ta le ae  ells  e e  g o   as  des i ed  i   the 

ethods  se tio ,  oth  ith  a d  ithout    M  “eO ‐  supple e tatio   i to  the  statio a  

phase  he e pa ti les a e easil  dis e a le.   Co e t ated  ultu es  e e su je ted to f eeze 

su stitutio ,   hi h p o ides the highest fidelit  

p ese atio   of  ellula   ult ast u tu e  aside  f o  

it ifi atio .   Vit ifi atio   as  ot  used  he e 

e ause  the  size  of  the  ells  ould  e ui e  o‐

se tio i g,  hi h  is  te h i all   diffi ult  a d  ot 

outi el  su essful.  

  D  e o st u tio s  of  oth 

u stai ed  a d  os iu   stai ed 

   se tio s  e ealed  la ge 

i lusio s i side the  ells. I  the 

ase  of  etal‐stai ed  ells,  it 

as  u lea   hethe   the 

i lusio s  ould  e att i uted to 

the  stai i g  of  iologi al 

ate ial  o   to  “eNPs,  although 

othe   ult ast u tu es  su h  as 

oth i e  a d oute   e a es   e e  lea l   e ealed  Figu e  . .   

 
Figu e  . .  ‘ep ese tati e  i og aph  sho i g 
i egula  ele t o  de se o je t. 

 
Figu e  . . Ele t o  to og aphi   e o st u tio  of P.  o a ie sis sta le ae 
ith os iu  stai i g. The oute   e a e  g ee , i e   e a e  ello  

a d putati e “eNP  pi k  de sities a e seg e ted. Due to the p ese e of stai , 
the  pa ti le  seg e tatio   is  a iguous.  Photo  ep odu ed  ith  pe issio  
f o  autho s a d ‘“C Pu lishi g.  



 
 

The  e o st u tio s of u stai ed  ells  e e  o e i fo ati e.  Figu e  .  sho s a seg e ted 

e o st u tio   of  a  si gle  ell;  the  oute   e a e  as  seg e ted    ha d,  as  is  u e t 

sta da d  p a ti e  ith  IMOD,  hile  the  “eNPs  e e  suffi ie tl   ele t o   de se  that 

seg e tatio   ould  e  a o plished  auto ati all   ith  a  si ple  th esholdi g  ope atio . 

I odauto  as set at a th eshold of    out of  ,  hi h ge e ated a  odel. This  lea l  auto‐

seg e ts out high‐de sit  i lusio s that 

e att i uted to “eNPs.  I  ea h of th ee 

D  e o st u tio s  of  ells  g o   ith 

“eO ‐  supple e tatio   e  o se ed 

high‐ o t ast  i lusio s  of  .   ±  .  

 dia ete   f o  a total of   pa ti les 

o se ed .  

Figu e  .   sho s  a  D 

seg e tatio  of o e of the  ells,  ith a 

XY  ie  sho  i  pa el B a d a  Y)  ie  

sho   i   pa el  C.      These  t o  ie s 

e eal u a iguousl  fo  the fi st ti e that la ge “eNPs  a   e i t a ellula l   o tai ed,  he e 

p e ious  studies  e e  D  i os op   a d  ould  ot  ule  out  that  pa ti les  a d  ells  a e 

supe i posed.  Nota l , the e is  o e ide e that these pa ti les a e  e a e‐e apsulated, 

as is o se ed fo  othe  i o ga i  i lusio s su h as  ag etoso es.  

Pa els  D  a d  E  of  Figu e  .   sho   the  th ee  la ge   i t a ellula   pa ti les  at  g eate  

ag ifi atio .      F o   these  i ages  it  appea s  that,  hile  the  pa ti les  a e  app o i atel  

 
Figu e  . . Ele t o  to og aphi   e o st u tio  of P.  ora ie sis 
sta le ae. The  e o st u tio   as seg e ted to  e eal the oute  
e a e a d “eNP  a opa ti les  pa els A‐C . Mag ified  ie s 

of t o “eNPs a e sho  i  pa els D a d E; pa el D sho s the la ge 
“eNP i  the  iddle of the  ell i  pa el B. Pa el E sho s the la ge 
“eNP i  the uppe  left pa t of the  ell i  pa el B. Photo  ep odu ed 
ith pe issio  f o  autho s a d ‘“C Pu lishi g.  



 
 

sphe i al , the  a e  ot pe fe tl  sphe i al a d i  fa t a e s et i all  i egula .  “o e of the 

i egula it  i  these i ages is a tifa t.  The  spiki ess / te tu e  of the su fa e is also o se ed 

fo   the      dia ete   gold  a opa ti les  used  as  fidu ial  a ke s  fo   alig e t.     The 

a isot opi   spe kli g  halo that su ou ds so e of the pa ti les likel  a ises f o  the  issi g 

edge  a tifa t i  ele t o  to og aph .   E e  a ou ti g fo  these sou es of a tifa t, ho e e , 

the  a opa ti les appea  s et i all  i egula . 

To de i e g eate  i sight i to the  e ha is  of fo atio  of these “eNPs,  e ide tified 

p otei s i pli ated i  the  edu tio  of “eO ‐ to “e    P.  ora ie sis sta le ae.  B iefl   e 

f a tio ated the solu le p otei s  f o   ell  l sate o  a  o de atu i g pol a la ide gel, a d 

the  stai ed the gel  ith  etalloid o a io s a d ele t o  do ati g  ofa to s.   A   esulti g 

a ds i di ati g the p ese e of NADPH‐depe de t sele ite  edu tase a ti it   e e e ised a d 

fu the  a al zed   p oteo i   ass spe t o et . 

To  o tai   ette   esolutio ,  ell  l sate  of  P.  ora ie sis  “ta le ae  g o   i   “eO ‐‐

supple e ted  edia  as fu the  f a tio ated o  a h d opho i  i te a tio   olu   HIC  that 

as eluted  ith diffe e t  o e t atio s of  NH “O . P otei s  i  ea h  f a tio   f o   the HIC 

olu   e e  sepa ated  o   a  o ‐de atu i g  pol a la ide  gel.    To  de elop  a ds 

o espo di g  to  sele ite  edu tases, gels  e e pla ed  i to  it oge ‐filled zip‐lo k  ags  filled 

ith a  uffe  supple e ted  ith  etalloid o a io s a d NADPH o  NADH. The e ti e p oto ol 

as adapted f o  p e ious  o k   Hu te .   

Figu e   sho s the  esults of this e pe i e t fo  the  edu tio  of “eO ‐ i  the p ese e 

of NADPH. Clea l  the e a e p otei s  ith sele ite  edu tase a ti it  p ese t i  so e of the HIC 

f a tio s. Tellu ite  TeO ‐   edu tase a ti it   as o se ed  ith si ila  gel  o ilit , although 



 
 

the  a ds  e e less i te se.   No  ota le  edu tio  of sele ate o  tellu ate  TeO ‐  to ele e tal 

fo   as  oted, a d the  edu tio  of “eO ‐ a d TeO ‐  as  ota l   eake   he  NADH i stead 

of NADPH  as used as a  ele t o  do o . No  a ds de eloped i  the a se e of NADH o  NADPH. 

Figu e  .  sho s that t o  a ds de elop i  

the a ae o i  “eO ‐ + NADPH i u atio   o ditio , 

o e that is asso iated  ith lo e  salt elutio s f o  

the HIC  olu  a d a se o d asso iated  ith highe  

salt elutio s.  

To  ide tif   the  p otei s  i ol ed  i   the 

o se ed  edu tio ,  e  e ised  the  a ds  a d 

ide tified  asso iated  p otei s    p otei   ass 

spe t o et .    F o   a  total  of    a ti it   a ds 

e ised  a d  a al zed  fo   p otei   o te t,   

p otei s  e e  ide tified  Ta le  . .    Of  these 

p otei s    a e  k o   to  e  NADPH  o   NADP+ 

depe de t.  This set of NADPH‐depe de t p otei s 

Ta le  .   o p ises a set of  a didate p otei s fo  spe ifi  NADPH‐depe de t “eO ‐  edu tio  

to “e .   

Of  these p otei s,  e  e e espe iall   i te ested  i   glutathio e  edu tase  G“H‘  a d 

it ite  edu tase, as ea h  as p e iousl   i pli ated  i  sele ite  edu tio . , –  To  alidate 

the  spe ifi it   a d  i estigate  the  e z ati   e ha is ,  e  o tai ed  ake s  east 

Sa haro es  ere isiae   G“H‘  f o   “ig a‐Ald i h  G   a d  the  NADPH‐depe de t 

 
Figu e  . .  Nati e  gel  of  HIC  olu   f a tio s, 
stai ed  ith  “eO ‐  a d  NADPH  to  e eal  a ds 
o tai i g  e z ati   “eO ‐  edu tase  a ti it . 
La es i  the gel  o espo d to step f a tio s take  
f o  a HIC  olu  to p o ess  ude  ell l sate. La es 
o espo d to  .  M,  .  M,  .  M,  .  M a d  .  M 
elutio s  of  the  HIC  olu   ith  NH “O .  Photo 
ep odu ed  ith pe issio  f o  autho s a d ‘“C 
Pu lishi g.  



 
 

to h o e C  edu tase  C  a d Aspergillus  iger  it ate  edu tase  N   as  o pa iso  

o t ol e z es.  Ea h e z e  as tested fo   o pete e to  edu e “eO ‐, “eO ‐, TeO ‐, a d 

TeO ‐ to ze o ale t fo s of “e a d Te,  espe ti el , as judged   a  olo   ha ge of the solutio  

f o   lea  to tu id  ed  “e  o  g a   Te  upo  i lusio  of eithe  NADH o  NADPH as ele t o  

do o s.  I  this i itial s ee i g of e z es a d su st ate spe ifi it ,  e fou d that G“H‘  ith 

NADPH as a  ele t o  do o   ould  edu e “eO ‐ a d TeO ‐,  hile  o othe   o i atio   esulted 

i   ota le  etalloid o a io   edu tio . 

I   o de   to  u de sta d  the  e ha is     hi h  G“H‘  o e ts  these  etalloid 

o a io s,  e  fi st  ha a te ized  asi   e z ati   p ope ties  fo   oth  “eO ‐  a d  TeO ‐ 

su st ates.  K  a d V a   e e dete i ed   o se i g the  ate of  o su ptio  of NADPH,  hi h 

has a  easil  o se a le spe t os opi   sig atu e  Figu e  . .   We  fou d a KM of    M  fo  

“eO ‐ a d a KM of  .   M fo  TeO ‐  Figu e  . .  The  epo ted K   alue of G“H‘ fo  G“‐“G is 

~ µM  suggesti g that the G“H‘‐like e z e has a su sta tiall  highe  su st ate affi it  fo  

G“‐“G tha  fo  “eO .  

 

Afte  dial sis to  e o e s all  ole ules, the p odu ts of G“H‘  edu tio  of TeO ‐ a d 

“eO ‐  e e e a i ed   TEM.   ‘edu tio  of TeO ‐ to Te    G“H‘ p odu ed  et o ks of su  

   pa ti les,  he e the dia ete s a e diffi ult to dis e , si ila  to the p e iousl   epo ted 

Ta le  . . NADPH‐depe de t e z es ide tified i   ass spe t o et . Ta le  ep odu ed  ith pe issio  f o  autho s a d 
‘“C Pu lishi g.  

 



 
 

e z ati   edu tio  of Ti +  as TiBALD     stei e a d se i e p oteases.   ‘edu tio  of “eO ‐ 

to “e  i  othe ise ide ti al  o ditio s  esulted i  la ge , dis ete   ±     dia ete  “eNPs. 

Figu e  .  sho s ele t o   i og aphs of ea h p odu t a d a histog a  of size dist i utio  fo  

the “eNP. 

I  the e z ati  assa s,  e o se ed that the 

stead ‐state  phase  of  p odu t  p odu tio   as 

e a ka l   sho t‐li ed  Figu e  . .    We 

su se ue tl   o se ed  that  the  e z e  itself  as 

o su ed i  the i   itro  ea tio , as dete i ed   a 

B adfo d assa  fo  total p otei   Figu e  . ,  i les .  

This suggested that the e z e is asso iated  ith the 

pa ti les  it  s thesizes,  pe haps  e e   e to ed  i  

the pa ti le.   

To  test  this  h pothesis  of  asso iatio   o  

e to e t,  e  sepa ated    e t ifugatio   the 

e z ati all  fo ed “eNPs f o  solu le e z e.  The i solu le p otei  f a tio   o espo ded 

to  % of the total e z e i  the assa .  “eNPs a e k o  to  e dissol a le i  sol e ts su h as 

eth le edia i e a d  e ze e.   We fou d that e z ati all  p odu ed “eNPs a e also solu le 

i   B adfo d  p otei   assa .    I   fa t,  e  ould  e o e   ea l   ua titati el   the  p otei   that 

disappea s f o  the e z ati  assa  i  a B adfo d assa  of the e z ati all  p odu ed “eNPs.  

This data is sho  i  Figu e  , left pa el.  The e is e ide e that the solu le f a tio  of G“H‘ is 

also asso iated  ith s alle  “eNPs. I  a  “D“‐PAGE of the solu le f a tio  of G“H‘, a diffe e e 

 
Figu e  . . E a ple spe t os opi  data sho i g 
e z ati   o su ptio   of  NADPH  as  judged   
di i ish e t o e  ti e of the peak at     that 
a ises  f o   NADPH.  Mo ito i g  of  this 
o su ptio   o   la k  the eof   allo ed  lai s  of 
su st ate spe ifi it  a d the Li e ea e ‐Bu k plots 
sho   i   Figu e  .  Photo  ep odu ed  ith 
pe issio  f o  autho s a d ‘“C Pu lishi g.  



 
 

i  ele t opho eti   o ilit   oupled to a  s ea i g of the  a d ,  o siste t  ith the e z e  ei g 

ou d  to pol dispe se pa ti les,  is o se ed  i   o pa iso   to a  o t ol  ea tio . O e all,  e 

suggest that so e f a tio  of the e z e is asso iated  ith o  e to ed i  the  a opa ti les 

that the e z e  eates.   Whe  NADPH  ofa to   is o itted f o  the  ea tio ,  the e z ati  

p o ess does  ot p o eed,  a d  the o se ed e z e  o e t atio   e ai s  o sta t  Figu e 

. , dia o ds .   

The size of  the e z ati all   s thesized “eNPs  is  o t olla le  th ough  odulatio  of 

e z e su st ate  o e t atio s. B   a i g the [NADPH] i  a   i   i o  ea tio ,  e o se ed 

that  e  ould  a  the size of the  esulti g pa ti les 

f o   .   to  o e  tha     dia ete .    The 

effe t of [NADPH] o  pa ti le size is sho  i  Figu e 

. . 

We ide tif  the fi st pol peptide  apa le of 

solu le  p e u so   edu tio ,  ete tio  

of  edu ed  p odu t  at  the  site  of 

edu tio ,  a d  size  o t ol  of  the 

edu ed  p odu t.    This  ep ese ts  a 

 
Figu e  . .  Li e ea e ‐Bu k  plots  fo   TeO ‐  a d 
“eO ‐  edu tio     G“H‘.  Photo  ep odu ed  ith 
pe issio  f o  autho s a d ‘“C Pu lishi g.  

 
Figu e  . .  T a s issio   ele t o   i og aphs  of  the 
ha a te izatio   of  i   itro  p odu ts  of  G“H‘  edu tio   of  TeO ‐ 
pa el A  a d “eO ‐  pa el B . Pa el C sho s  the size dist i utio  
histog a  o se ed  fo  G“H‘ p odu ed  “eNPs.  Photo  ep odu ed 
ith pe issio  f o  autho s a d ‘“C Pu lishi g.  



 
 

ota le  step  i   p og ess  to a d  a  lo a le 

a opa ti le,  hi h  is  fu da e tall  diffe e t 

f o   othe   p oposed  st ategies  fo   lo a le 

a opa ti les.    Fi st,  othe   st ategies  el   o  

stoi hio et i   i di g of  etal io s, ,   o  o  

o idatio   e e ts,     hile  this  app oa h  uses 

e z es  a d NADPH  as  a   ele t o   do o   to 

edu e i o ga i  p e u so s. We i fe  that the 

p odu ts of  edu tio  a e ofte   etai ed   the 

e z e  that  eates  the ,  possi l     a  

e to i g  e ha is .  This  a e  o i atio  

of th ee a ti ities i   ioge i   a opa ti le p odu tio   as p e iousl  suggested fo   edu tio  of 

Au III  p e u so s   the sa e e z e.    I  that 

o k, ho e e , the  esulti g pa ti les a e  uite 

s all a d, as  oted a o e, Au  edu tio  is  uite 

p o is uous    io ole ules     hile  the 

sele ite  a d  tellu ite  edu tio s  epo ted  he e 

appea  spe ifi  to just a ha dful of e z es, as 

e ide ed    Figu e  . . We  o se e  ota le 

diffe e es  i   the  esulti g  size  of  pa ti les, 

depe di g o  the g o th  o ditio .  We  ultu ed 

P.  ora ie sis “ta le ae  ells fo  up to   hou s 

Figu e  . .  Left  pa el  sho s  the  a ou t  of  G“H‘  lost 
f o  the assa  at diffe e t NADPH  ofa to   o e t atio s 
i   i les.  I   s ua es  is  depi ted  the  a ou t  of  p otei  
easu ed  f o   the  i solu le  sele iu   pa ti les  eated 

du i g  the  assa .  The  ag ee e t  et ee   p otei   lost 
f o   the assa  a d p otei   e o e ed  f o   the pa ti les 
suggests that the e z e is asso iated o  e to ed i  the 
pa ti les it  eates. The  ight pa e sho s a  “D“‐PAGE of 
the solu le f a tio  of G“H‘ afte  a  assa . The s all shift 
i  ele t opho eti   o ilit  a d la ge s ea  a out the  a d 
a   e att i uted to asso iatio   et ee  the e z e a d 
s alle   “eNPs.  Photo  ep odu ed  ith  pe issio   f o  
autho s a d ‘“C Pu lishi g.  

 
Figu e  . .  The  esults  of  a  B adfo d  assa   of  a  fi ed 
a ou t of G“H‘ e posed to  a i g a ou ts of NADPH, 
ith “eO ‐  eithe  p ese t at    M  o e t atio   ed 

s ua es   o   a se t  lue  dia o ds .  Whe   “eO ‐  is 
p ese t  ed  s ua es   the  e z e  a ishes  f o   the 
assa   i   a   NADPH  depe de t  a e .  Photo 
ep odu ed  ith  pe issio   f o   autho s  a d  ‘“C 
Pu lishi g.  



 
 

i   the p ese e of  “eO ‐  supple e tatio ,  to  e su e  a   a u da e of  “eNPs  i   su se ue t 

i os opi   e a i atio .    We  g e   ells  fo   this  e te ded  ti e  oth  ith  a d  ithout 

epla e e t  of  edia.   Whe   the  edia  as  ot  epla ed,  it  is  likel   that  it  is  depleted  of 

e essa   ut ie ts at the   hou  ti e poi t, a d the  ells a e sta i g.  The sta atio   o ditio  

of  ells  i   Figu es  .   a d  .   a   pa tiall   e plai   the  diffe e e  i   a e age  pa ti le  size 

o se ed  et ee  the i t a ellula  pa ti les i  Figu e  .      dia ete  a d Figu e  .  

   dia ete .  Nota l , i  Figu e  .  the  e a es a e  uite disto ted,  o siste t  ith 

sta i g  ells that a e ha i g diffi ult   ai tai i g ho eostasis.  The sta atio   o ditio   as 

a oided fo   ells  e o st u ted fo  Figu e  .     epla i g the g o th  edia e e    hou s.  

Note  that  pa ti le  dia ete s  easu ed  fo   “eNPs  i   health   ells      dia ete   a e age 

dia ete   a d  “eNPs  p odu ed  i   itro    G“H‘      a e age  dia ete   a e  ithi  

easu e e t  e o .    This  o u e e  i   pa ti le  size  suggests  that  the  i   itro  a d  i   i o 

e ha is s that u de lie the fo atio  of these “eNPs a e si ila .  

Ke   fo   futu e  appli atio   is  i i izi g  the  ass  of  the  iologi al  o po e ts  of  lo a le 

a opa ti les.  Fo  i sta e, the  ass of GFP is   kDa,  et so e studies ha e de o st ated that 

GFP  o ate e s  a  i te upt the  ati e fu tio  of the p otei  fused to GFP. ,  This sta ds 

i   o t ast to the  ell‐esta lished i t a ellula  i o ga i   a opa ti les,  hi h a e  oated eithe  

 a  e a e o    a st u tu ed p otei   apsule. 

We h pothesize that the pa ti les a e  aked,  ith the “e  e posed to the  tosol, f o  

a  o i atio  of st u tu al a d  he i al e ide e.  F o  the to og aphi   e o st u tio s,  e 

o se e  o e ide e fo  a  e a e a ou d the “eNPs,  hile  e a es a e easil  o se ed 

fo   atu all  o u i g  ag etite  a opa ti les.  The lo  s et  of the pa ti les, dispe sit , 



 
 

a d  diffe e es  i   a e age  size  that  depe d  o   g o th  o ditio s  suggest  that  the e  is  o 

st u tu ed p otei   oat, su h as that fou d  ith fe iti  a d DP“‐ oated  a opa ti les. 

Che i all ,  e  ote that  ea l  all  luste s a d  a opa ti les  e ui e a liga d shell to  ue h the 

he i al  ea ti it  asso iated  ith the ope   ale e ele t o  shells of  ost pu e ele e ts.  A 

ha dful of ele e ts, ho e e , i ludi g “e a d Te as  ell as As, Bi, a d “  a e k o  to fo  

sta le  aked  luste   o pou ds.  

This is i   a   ases  e ause the ele e t  a  a hie e  o le gas‐like ele t o   ou ts   

ate atio , ofte   esulti g i   i g st u tu es i  the solid state, su h as the  ell‐k o  “ , “e , 

a d Te   i g  o pou ds  he e  < < .  

I deed, a  e e t  epo t  suggests  that 

hile  the  su fa e  of  “eNPs  is  o e 

o ple  tha  a  app o i atel  s aled 

gia t  aked “e  luste , the su fa es a e 

sta le  ithout  fo al  ligatio .  

Fu the o e,  p otei   ass 

spe t o et  o  pu ified “eNPs fails to 

ide tif   a didate  p otei s  that  a e 

k o  to  i te a t  ith  i o ga i   io s 

o   su fa es.   Thus,  the  o i atio  

of i egula  s et , a se e of a  e a e, a d plausi ilit  of a liga d‐f ee su fa e suggests 

that  “eNPs  a   ep ese t  the  fi st  des i ed  lass  of  tosol  e posed  i o ga i   a opa ti le 

su fa es.    

 
Figu e  . .  Top pa el  sho s ho  pa ti le  size  ha ges as  [NADPH] 
ofa to  is  a ied. Botto  pa el sho s dist i utio  of pa ti le sizes  ‐
a is  as a fu tio  of [“eO ‐]  o e t atio  i  the assa   ‐a is . 



 
 

The  o e iall   sou ed  G“H‘  a d  G“H‘  o   G“H‘‐like  e z es  ide tified  i   P. 

ora ie sis “ta le ae a e  ot i ediatel  useful as a  lo a le la el i   ellula  EM.  Fi st, the 

esulti g “eNPs a e su sta tiall  la ge  tha  p a ti al; se o d, othe  G“H‘s,  it ite  edu tases, 

a d  thio edo i   a   also  p odu e  a kg ou d  pa ti les.  While  these  e z es  a e  ot 

ha a te ized i   itro as p odu i g “eNPs, the  a e  ha a te ized as usi g “eO ‐ as a su st ate. 

We ha e  ot  et e aluated the po ta ilit  of this  lo a le  a opa ti le fo  use i  othe   ell li es. 

The  o e t atio s of “eO ‐  e used i   oth the i   itro a d i   i o  o k he ei  a e i  the  a ge 

he e to i it  is e pe ted fo   ost  ells a d o ga is s.  The KM of the  ake s  east e z e is 

lo , espe iall   o pa ed to o idized G“‐“G a d G“‐“e‐“G su st ates i estigated histo i all  fo  

this e z e. ,  Due to the  easu ed KM, the  ake s  east G“H‘  ill al a s  e ui e t pi all  

to i   o e t atio s of  “eO ‐ fo   a opa ti le  fo atio .    Fu the o e,  spe ialized  sele iu  

t a spo te s  that  a   e  p ese t  i   the  sele iu   h pe a u ulato   studied  he e  a   also 

e a le the la ge i t a ellula  pa ti les o se ed i  Figu es  .  a d  . .   Thus,  e a ti ipate 

lo i g  the G“H‘‐like  e z e  f o  P.  ora ie sis  “ta le ae,  u de   the  h pothesis  that  this 

sele iu ‐spe ialized e z e  ill  ha e a  u h  o e  fa o a le KM,  a d  that  the e z e  a  

fu tio   ell  ith  ph siologi all   o al  o e t atio s  of  “eO ‐  hile  si ulate ousl  

o fe i g  esista e to “e to i it  to  ells  i   hi h  it  is e p essed.   A  e z e opti ized fo  

sele ite o  tellu ite  edu tio   a  allo  supe io  la eli g spe ifi it    ki eti all  out u i g a  

o peti g  ea tio s. 

While  additio al  o k  is  e ui ed  to  o plete  the  adaptatio   of  this  lo a le 

a opa ti le app oa h fo  ge e al  ellula  use, this app oa h  a  fi d  o e i ediate use i  

la eli g pu ified  a o ole ula   o ple es.   P ese tl   la eli g  ith e   situ  s thesized gold 



 
 

a opa ti les is state‐of‐the‐a t fo  this pu pose,  ith appli atio s i   ole ula  EM, X‐ a  f ee‐

ele t o   lase , a d “AX“  studies of  a o ole ula   o ple es.  A  lo a le app oa h  to  this 

o t ast p o le   a   ake this so t of taggi g  u h  o e fa ile. 

Fo   i sta e,  “e  a d  Te   o a io s  ha e  ota le  ad a tages  as  p e u so s  o e  

p e iousl  i estigated Au a d Fe‐ ased s ste s.  The Au I  a d Au III   oo di atio   o pou ds 

a e  oadl   oss‐ ea ti e  i.e.,  easil   edu ed i to  a kg ou d pa ti ulate  ate ial    a  ide 

s ath of  io ole ules a d  uffe s. , ,  This  oad  oss‐ ea ti it   a  e plai  the dea th of 

follo up to  epo ts of  etallothio ei  / Au  o i atio s as  ole ula  a d  ellula  EM la els.    

I   o t ast, the p ese t  o k a d so e p e edi g  o k suggest that the palette of p otei s that 

possess  ota le  ea ti it   agai st  the  etalloid o a io s TeO ‐  a d  “eO ‐  is  o pa ati el  

li ited i   u e .    

I p o ed  size  o t ol  a   e  i posed    o ate ated  o   o‐e p essed  peptides. 

“e e al  dode apeptides  a e  o   k o   to  i pose  size  o t ol   o   a  u e   of  i   itro 

s thesized  etal  a opa ti les.  “i ila  peptides  a   e isolated to i pose size  o t ol o  

“eNPs o  TeNPs. 

 

. . CONCLUSION 

I   o lusio ,  e  ide tif   the  fi st  pol peptide  that  appea s  apa le  of  s thesizi g, 

etai i g a d size‐ o t olli g a  i o ga i   a opa ti le.  B   i tue of thei   etalloid  o positio , 

the pa ti les  a   e  aked a d e posed to f ee  tosol.  We also fi d that  etalloid o a io s 

a e  o pa ati el   sele ti e  i   thei   oss‐ ea ti it   agai st  iologi al  ole ules.   O e all,  e 

suggest  that  etalloid  edu tases,  i ludi g  the  G“H‘‐like  edu tase  ha a te ized  he e, 



 
 

o p ise  a  lass  of  e z es  that  a   fi d  use  i   i agi g  appli atio s  eedi g  a  lo a le 

a opa ti le.  

Fu the   e also p ese t a s all   a i o a id peptide that  a  also pote tiall   e useful 

as a  tag. While  the size of  the  a opa ti le  fo ed  is  i   the  ideal  a ge of  ‐   ,  it  a   e 

diffi ult to utilize i o  i side of a  ell as i o  io s a e  a efull   o alled i side of a  ell  due to 

o e s of fo i g f ee  adi als. ,  While this peptide  a   e i effe ti e as a pote tial tag 

due to diffi ulties i   o t olli g  oth i o   o e t atio  a d i o  spe ies fo atio  i side of a 

ell, it does still ho e e  displa  i te esti g p ope ties to a ds  o t olli g shape a d size of a  

i o  o ide  a opa ti le. 

. . METHODS 

. . . NOVEL PEPTIDE CAPABLE OF FORMATION OF IRON OXIDE NANOPARTICLES 

Fe O  s thesis. FeCl   .  g,  .   ol   as dissol ed i     L of  a opu e H O. I  

a  sepa ate    L  e t ifuge  tu e,  FeCl   .   g,  .   ol   as  dissol ed  i     L  of 

a opu e H O. Both solutio s  e e so i ated to full  dissol e. O e dissol ed the t o solutio s 

e e  o i ed i  a    L  ou d‐ otto ed flask  ith sti   a . The solutio   as the  sti ed a d 

  L   M NaOH  as added to the  ou d‐ otto ed flask. The solutio  a d p e ipitate  e e 

pla ed i to a    L  e t ifuge tu e a d  e t ifuged at    p  fo     i utes. The p e ipitate 

as  olle ted a d the supe ata t dis a ded. The p e ipitate  as the   ashed    esuspe di g 

the p e ipitate i     L  a opu e H O a d  e t ifuged agai  at    p  fo     i utes.  This 

ashi g p o edu e  as used th ee ti es i  o de  to  e o e the e ess i o   III   hlo ide, i o   II  

hlo ide a d salt f o  the s thesis. The p e ipitate  as the  d ied usi g a l ophilize  set to ‐  

°C a d  .   a . 



 
 

Po de  X‐Ra  Diff a tio . D ied p e ipitate  as pla ed o  a  glass  slide a d data  as 

e o ded o  a “ i tag X‐  Po de  X‐‘a  Diff a to ete . Data  as  olle ted f o   θ =  ° to  ° 

at steps of  . °. 

Phage  Displa .    uL  of  ag eti   i o ‐o ide  a opa ti les  e e  pla ed  i   a  .   L 

Eppe do f tu e; to this    L T is‐ uffe ed sali e  TB“     M T is‐HCl  pH  . ,    M NaCl  

as added. This solutio   as  i ed   ge tle i e sio  of the  apped Eppe do f tu e. The MIOs 

e e the  sepa ated  ag eti all  a d the TB“  as  e o ed  ia pipette. I  a sepa ate  .   L 

Eppe do f tu e, the phage  li a   as diluted     μL phage  li a   i to   μL TB“ . This 

phage solutio   as added to the MIO pellet a d i u ated at  oo  te pe atu e fo     i utes. 

The MIOs  e e pelleted  ith a   s spi  at    p . The supe ata t  as  e o ed a d  ashed 

ith    L TB“;  this  as  o te ed ge tl  a d  the  pelleted at    p   fo     s. This  ashi g 

p o edu e  as pe fo ed   ti es. The phage a d MIO  e e i u ated i   .  M gl i e‐HCl  pH 

.  fo     i utes at  oo  te pe atu e. The  i tu e  as  e t ifuged fo     i  at    p . The 

Eppe do f tu e  as pla ed i  a  ag eti   a k fo     i  a d the supe ata t  as t a sfe ed to 

a  e  Eppe do f  tu e.  The ,   μL of   M T is‐HCl  pH  .   as added  i ediatel   to  the 

supe ata t to  eut alize the gl i e solutio .  This  as i po ta t to do as the a idi  pH  ould 

de atu e the peptides a d phage p otei s. 

  Ne t,   μL of the u a plified phage  as sa ed fo  tite i g. The  e ai i g  olu e  as 

added to a p e iousl  i o ulated    L  ultu e of E‘   OD  =  .  ‐ . . The    L  ultu e 

as shake  at   °C,    p  fo   ‐ .  hou s i  a Fishe  “ ie tifi  Ma Q   i u ati g shake . 

The  ultu e  as t a sfe ed to a    L  e t ifuge tu e a d  e t ifuged at  ,   p  fo     i . 

The top  % of the supe ata t  as t a sfe ed to a  e     L  o i al a d PEG‐NaCl  %  /  



 
 

PEG‐ ,  .  M NaCl   as added to e ual  /  of the supe ata t s  olu e. This solutio   as 

ooled at   °C o e ight. 

  Ne t, the solutio   as spu  fo     i  at   °C fo     i . The supe ata t  as  e o ed 

a d  the   e t ifuged  agai   iefl   to  e o e  e ess  supe ata t.  The  pellet  as  the  

esuspe ded  i     L TB“    o te i g  fo     i . The suspe sio   as t a sfe ed to a  .   L 

Eppe do f tu e a d spu  at  ,   p  fo     i  at   °C. The supe ata t  as t a sfe ed to a 

e   .   L  Eppe do f  tu e  a d  PEG‐NaCl  as  added  to  e ual  /   of  the  total  supe ata t 

olu e. This solutio   as pla ed o  i e fo     i utes, the   e t ifuged at  ,   p  fo    

i  at   °C. The supe ata t  as  e o ed a d the pellet  as  esuspe ded i    μL of TB“. This 

suspe sio   as  e t ifuged fo     i  at  ,   p . The supe ata t  as t a sfe ed to a  e  

.   L  Eppe do f  tu e. A othe    μL  as  sa ed as  the  a plified  tite i g  i   o de   to  ou t 

olo ies at a late  date  tite i g . 

Phage Tite i g. To sta t  ‐   L of L soge   oth  LB   as i o ulated  ith E‘  f o  

a plate. The LB  as shake   ‐  hou s u til  id‐log phase  OD  ≈  . . Top Aga    g Ba to‐

T pto e,   g  east e t a t,   g NaCl,   g Ba to‐Aga   as  elted i  a  i o a e. Ne t,    L of 

Top Aga   as dispe sed pe  tite  e pe i e t, i to a ste ile  ultu e tu e. The  ultu e tu es  e e 

ai tai ed at   °C u til  eeded. LB/isop op l‐β‐D‐thiogala tosidase  IPTG / ‐ o o‐ ‐ hlo o‐

‐i dol l‐β‐D‐gala tosidase  Xgal    L LB,   g/L aga ,    l IPTG/Xgal sto k  .  g IPTG,   g Xgal 

i     L DMF  plates  e e  a ed to   °C. 

  Dilutio s of phage  e e p epa ed  a gi g f o    to  ‐fold dilutio s i  LB. A plified 

phage  ultu e  supe ata ts  e e diluted  ‐   fold  hile  u a plified phage  e e diluted 

f o   ‐ ‐fold. Whe  LB i o ulated  ith E‘   ea hed  id‐log phase,   μL of the LB  as 



 
 

dispe sed i to ea h of  .   L Eppe do f tu es  o e tu e fo  ea h dilutio  follo ed     μL of 

the  phage  dilutio .  The  Eppe do f  tu e  as  o te ed  ui kl   the   i u ated  at  oo  

te pe atu e fo     i . The i fe ted  ells  e e pipetted i to the  ultu e tu es  o tai i g Top 

Aga  a d i ediatel  pou ed o to the p e a ed LB/IPTG/Xgal plates. The plates  e e allo ed 

to  ool  fo     i   the   i u ated  o e ight  at    °C.  The  e t  da   pla ues  e e  ou ted  to 

dete i e pla ue fo i g u its  pfu . 

  Pla ues  e e a plified fo  se ue i g   diluti g a  o e ight  ultu e of E‘   :  

i  LB.    L of diluted  ultu e  as dispe sed i to  ultu e tu es  o e fo  ea h  lo e . Usi g a pipet 

tip passed  th ough a Bu se   u e , a  lue pla ue  as  take  up  f o   the  tite i g plate a d 

t a sfe ed i to a  ultu e tu e. The tu es  e e i u ated at   °C  ith shaki g fo   . ‐  h . The 

ultu es  e e  t a sfe ed  to  .   L  Eppe do f  tu es  a d  e t ifuged  at  ,   p   fo    

se o ds.  The  supe ata t  as  t a sfe ed  to  a  e   .   L  Eppe do f  tu e  a d  as  agai  

e t ifuged at  ,   p . The top  % of the supe ata t  as agai  t a sfe ed a d se t fo  

se ue i g. 

Se ue i g. “e ue i g  as pe fo ed   ‘et oge , I   “a  Diego, CA U“A  usi g the ‐

 gIII se ue i g p i e . ‘etu ed se ue es  e e the  a al zed usi g  peaks  A ste da , 

Nethe la ds  a d those dee ed to  e  o plete  e e sa ed. “e ue es  e e the  s thesized 

 Ge “ ipt  Pis ata a , NJ U“A  to  ield  ‐   g of peptide  >  % . Othe   o t ol peptides 

e e s thesized   Ge “ ipt as  ell. 

Peptide MIO Fo atio . These peptides  e e tested fo  MIO a ti it    taki g   μL of 

the peptide a d i u ati g i    μL  .  M T is  pH  . . To this solutio ,   μL    M FeCl   as 

added to the  .   L Eppe do f tu e as  as   μL    M FeCl  a d   μL    M T is  . . The 



 
 

ea tio   as  o ti ued  ith the additio  of  μL of    M NaOH. This solutio   as d op  asted 

o to p e‐glo  dis ha ged    esh  a o ‐ oated Cu g ids. T a s issio  ele t o   i og aphs 

e e take  o  a JEOL JEM‐  at   kV.  

. . . USAGE OF FTS) AS A MODEL SYSTEM FOR CLONABLE TAGS 

Fts) e p essio  a d pu ifi atio . “e ue es  e e added to the N‐te i us of Fts). The 

se ue e  of  Fts)  as  take   f o   i fo atio   p o ided  to  us    the  Feldhei   g oup  at  the 

U i e sit  of Colo ado at Boulde . Codo  opti izatio  a d  e to  i se tio  i to pJE p ess ‐

T ‐a p‐high  as  do e    DNA  . .  Ve to s  e e  t a sfo ed  i to  C DE   Che i all  

Co pete t E. Coli  Lu ige , Middleto  WI U“A    addi g   μL of plas id to   μL of C DE  

E.  oli,  this  as  ge tl   i ed    fli ki g  the  otto   of  the  ultu e  tu e.  The  o pete t 

ell/plas id  i tu e  as  ooled o  i e fo     i . Cells  e e heat sho ked   pla i g  ultu e 

tu e i  a   °C  ate   ath fo    s. The tu es  e e  ooled o  i e fo     i  follo ed   additio  

of   μL of LB a d i u ated  ith shaki g fo     i . at   °C. The solutio   as plated o to 

sta da d LB aga /A pi illi   a p,   μg/ L  plates.  

  Ne t,    L LB  as pipeted i to a  ultu e tu e. “i gle  olo ies  e e pi ked f o  LB/a p 

plates usi g a ste ile pipet tip, the  added to the  ultu e tu e. The  ultu e tu e  as i u ated 

ith shaki g at   °C u til OD  =  . .   μL of the i o ulated LB  as added to    L f esh LB i  

a    L E le e e  flask. The flask  as i u ated  ith shaki g at   °C u til OD  =  . , at 

hi h poi t    L    M IPTG  as added to i du e p otei  e p essio . Afte  a   h   i du tio , 

solutio   as  e t ifuged at  ,   p  at   °C fo     i . The supe ata t  as dis a ded a d the 

pellet  as  esuspe ded i     M T is  pH  .  a d pla ed i  a ‐  °C fo  at least t o hou s. The 

f oze   ell pellet  as  tha ed,  .  g  l soz e  as added to the  ell pellet a d so i ated  i  a 



 
 

Fishe “ ie tifi   “o i   Dis e ato   at  %  a plitude,    s  o ,    i .  off,  fo   a  total  of   

i utes of so i atio  ti e. The  l sed  ells  e e  e t ifuged at  ,   p  at    °C fo     i . 

“upe ata t  as  olle ted a d pu ified usi g a HisT ap HP    L  olu  o  a  ÄKTApu ifie ; the 

dete to   as  set  at    .  F a tio s  e e  olle ted  a d  p otei   as  o e t ated   

t i hlo oa eti  a id  TCA  p e ipitatio . F a tio s  e e  u  o  a  % pol a la ide gel. Fu the  

p otei   e p essio   a d  pu ifi atio   as  pe fo ed    Colo ado  “tate  U i e sit s  P otei  

E p essio  Fa ilit . 

  Fts)  as  pol e ized    i u ati g  Fts)  at    °C  i   the  pol e izatio   uffe .  The 

pol e izatio   uffe   o sistes of    M MOP“  pH  . ,    M MgCl  a d    M KCl. GTP 

as added last to a fi al GTP  o e t atio  of    M.   μL of this solutio   as pipeted o to a   

esh C  oated Cu g id that  as p e iousl  glo  dis ha ged. The solutio   as  i ked a a  a d 

the    μL of  %  /  U OA   as pipeted o to the g id a d  i ked off. 

. . . PROGRESS TOWARDS CLONABLE INORGANIC NANOPARTICLES 

Cell  l sate p epa atio . P.  ora ie sis “ta le ae  ells  e e g o  fo    h at   °C  i  

, ‐ L  Fe a h  flasks  o tai i g    L  of  LB‐Mille   ediu   supple e ted  ith    M 

Na “eO . Cells  e e ha ested  ia  e t ifugatio  at  ,     g  fo     i utes a d  the pellet 

esuspe ded i     l of i e‐ old    M T is a d    M gl i e  uffe   pH  .  supple e ted 

ith    M  ‐ ‐a i oeth l   e ze esulfo l  fluo ide h d o hlo ide  AEB“F  a d  . %  ‐[ ‐

hola idop op l   di eth la o io]‐ ‐p opa esulfo ate  h d ate  CHAP“ .  The ,  ells  e e 

t eated  ith  .   g  L‐   l soz e  “ig a‐Ald i h, “t. Louis  fo     i   i  a    p  shaki g 

i u ato   at  °C.  Follo i g  l soz e  t eat e t,  the  ells  e e  ho oge ized  ia  a  F e h 

p essu e  ell ope ated at   MPa. The p o edu e  as  epeated t i e a d this fi al ho oge ate 



 
 

as  spu   at  ,     g  fo     i   at  °C  to  e o e  u oke   ells  a d  ell  de is.  These 

p o edu es  e e  odified f o  Hu te .   

S a i g Ele t o  Mi os op  P.  ora ie sis “ta le ae  ells  e e g o  fo    h at   

°C i  a    L E le e e  flask  o tai i g    L LB  ediu   Tek o a  supple e ted  ith   

M HNa“eO   Alfa Aesa ,  +% . Cells  e e ha ested  ia  e t ifugatio  at  ,   p   ,   f  

fo     i utes  at    °C.  Cells  e e  the   ashed  i     M  T is  pH  .   Fishe   th ee  ti es 

follo ed    esuspe sio   i     L  of  fi i g  fi ati e  solutio   %  gluta aldeh de  %,  “ig a‐

Ald i h  a d  . % fo aldeh de ; the fi i g solutio   as allo ed to  ea t fo    h at   °C. Post‐

fi atio , the fi i g solutio   as  e o ed    e t ifugatio  a d the pellet  as  ashed fi e ti es 

i     M T is  pH  . . The  ells  e e the   esuspe ded i     L    M T is  pH  . . Ali uots   

μL   e e  ou ted o     esh Cu g ids  ith a     C  oati g. D ‐ ou ted  ells o  TEM g ids 

e e  loaded  o to  a  “TEM  holde .  “TEM  i ages  e e  take   o   a  JEOL  J“M‐ ‐F  “ a i g 

Ele t o  Mi os ope at a  a ele ati g  oltage of   kV.  

E e g  Dispe si e X‐Ra  Spe t os op . ED“  as pe fo ed o  P.  ore ie sis “ta le ae 

ells i  the “EM as des i ed a o e. ED“  as  olle ted o  a No a  “ ste    X‐ a  Mi oa al sis 

dete to   ith a ti e i te al of   s.  

D ‐ ou t  ellula  TEM. P.  ora ie sis “ta le ae  ells  e e g o  fo    h at   °C i  a 

  L  E le e e   flask  o tai i g    L  LB  ediu   Tek o a   supple e ted  ith    M 

HNa“eO   Alfa Aesa ,  +% . Cells  e e ha ested  ia  e t ifugatio  at  ,   p   ,   f  fo  

  i utes at   °C. Cells  e e the   ashed i     M T is  pH  .   Fishe  th ee ti es follo ed 

  esuspe sio  i     L of fi i g fi ati e solutio   % gluta aldeh de  %, “ig a‐Ald i h  a d 

. % fo aldeh de ; the fi i g solutio   as allo ed to  ea t fo    h at   °C. Post‐fi atio , the 



 
 

fi i g solutio   as  e o ed    e t ifugatio  a d the pellet  as  ashed fi e ti es i     M 

T is  pH  . . The  ells  e e the   esuspe ded i     L    M T is  pH  . . Ali uots   μL   e e 

ou ted o     esh Cu g ids  ith a     C  oati g. TEM i ages  e e take  o  a JEOL JEM‐

 T a s issio  Ele t o  Mi os ope at a  a ele ati g  oltage of   kV.  

D Ele t o  Mi os op .  

Fo   ells ha ested at  ,  , a d   hou s post sele iu  i o ulatio : a si gle  olo   as pi ked 

f o  a  LB aga  plate of P.  ora ie sis “ta le ae a d pla ed i to    l of LB  ultu e  edia a d 

i u ated ae ated at   ‘PM, o e ight at  ° C. The  ells  e e ha ested a d  i sed   ti es 

ith  ste ile  phosphate‐ uffe ed  sali e  PB“   a d  the   esuspe ded  i to    L  of  f esh  LB 

edia. Half of the flasks  e e gi e  a    M fi al  o e t atio  of HNa“eO , the othe  half a  

e ui ale t  a ou t  of  edia  as  o t ol.  The  ultu es  e e  shake   at    ‘PM  at    °C  a d 

sa ples  e e  olle ted  ,  , a d   hou s post “e i o ulatio . The   e e high p essu e f oze  

usi g a Wohl e d Co pa t    Te h ot ade  high p essu e f eeze  i to alu i u  pla hettes. 

“a ples  e e f eeze‐su stituted i   . % os iu  tet o ide,  . % u a l a etate, a d  %  ate  

i  a eto e usi g  the  fast‐f eeze su stitutio   ethod  o e    hou s.  “a ples  e e  i sed  i  

a eto e a d e edded i  epo   EM“  o e  se e al da s. Ne t,     se tio s  e e  ut usi g 

a  Ult a ut UCT  Lei a   i oto e  ith a dia o d k ife  Diato e  a d pla ed o  fo a ‐ oated 

oppe  slot g ids. “e tio s  e e post‐stai ed  ith  % a ueous u a l a etate a d lead  it ate. 

   gold fidu ials  e e added. Dual‐a is tilt‐se ies  e e a ui ed usi g “e ialEM  o  a Te ai 

TF   FEI  t a s issio  ele t o   i os ope f o  +/‐ ,   deg ee i te als o  a  Ult as a  digital 

a e a  Gata  at a pi el size of  .   . To og a  se tio s  e e  e o st u ted usi g IMOD.  

A total of   to og a  se tio s  T“   e e  olle ted  hi h a e detailed  elo .  



 
 

+  hou s  o t ol:   T“  

+  hou s “e:   T“  

+  hou s  o t ol:   T“  

+  hou s “e:   T“  

+  hou s  o t ol:   T“  

+  hou s “e:   T“  

 hou s  o t ol, d ied:   T“  

 hou s “e, d ied:   T“  

 hou s “e,  esi :   T“  

 

 

Cells ha ested at   hou s post “e i o ulatio : Cells  e e g o  as p e iousl  des i ed i  the 

d ‐ ou t  ellula  TEM  ethods. Diffe e es i  the p o edu e  e e that the  ells  e e g o  

fo    hou s a d the  edia  as  ha ged e e    hou s. Media  as e ha ged    e t ifugi g 

ells at  ,   p  at    °C  fo   fi e  i utes. The supe ata t  as pou ed out a d  e  LB  as 

added a d the  ells  e e the   esuspe ded a d allo ed to  o ti ue g o i g. Cells  e e fi ed at 

 hou s as des i ed i  the d ‐ ou t  ellula  TEM  ethods. Che i all  fi ed  ells  e e  i sed 

 ti es i  dH  a d the   e t th ough a g aduated deh d atio  se ies i to  % a eto e. The  

e e i filt ated  ith epo   EM“  o e  se e al da s.     se tio s  e e  ut usi g a  Ult a ut 

UCT  Lei a   i oto e  ith a dia o d k ife  Diato e  a d pla ed o  fo a ‐ oated  oppe  

slot g ids. “a ples did  ot u de go post‐stai .     fidu ials  e e added. “i gle‐a is tilt‐se ies 

e e a ui ed usi g “e ialEM  o  a Te ai TF   FEI  t a s issio  ele t o   i os ope f o  +/‐



 
 

,    deg ee  i te als  o   a   Ult as a   digital  a e a  Gata   at  a  pi el  size  of  .   . 

To og a s  e e  e o st u ted a d  odeled usi g IMOD.   

Seg e tatio . ‘e o st u tio s  e e se tio ed usi g IMOD.  The oute   ell  alls  e e 

seg e ted e e     to og aphi  sli es o   the XY pla e. A   isosu fa e  as ge e ated a d the 

th eshold lo e ed to dete i e a  utoff  alue fo  i odauto to diffe e tiate  ellula   a kg ou d 

f o  “eNP. I odauto  as set at a th eshold of    out of  ,  hi h ge e ated a  odel  ith  oth 

the gold fidu ials a d the “eNPs. The  odels  e e  e ged a d the outli e of the  ell  as  eshed 

to ge e ate the i age.  

Nati e Pol a la ide Gels. Nati e pol a la ide gels  e e used to  he k fo  sele ite 

edu tio   apa ilities  utilizi g  the  p o edu e  des i ed    Hu te .   B iefl ,  ell  l sate  as 

pu ified  ia HIC  olu  the  sepa ated o  a  %  o ‐de atu i g pol a la ide ele t opho esis 

gel  I it oge ,  Ca ls ad,  CA   usi g  a No e ®  T is‐Gl i e Nati e  ‘u i g  Buffe   I it oge . 

Follo i g  ele t opho esis,  gels  e e  pla ed  i to  zip‐lo k  ags  filled  ith  A   a d  assa ed  fo  

sele ite  edu tio   apa ilit . Assa   as pe fo ed   i u atio  of the gel i  a solutio  of   

M HEPE“  pH  . ,    M Na “eO  a d  M NADPH. Ba ds that tu ed  ed  e e e ised fo  

fu the  stud .  

P otei  MS/MS  

“D“‐PAGE a d I ‐Gel T psi  Digestio  fo  LC‐M“/M“: Ba ds of i te est  e e e ised f o  the 

gel a d p o essed fo  i ‐gel t psi  digestio  a d LC‐M“/M“ as p e iousl  des i ed.  B iefl , 

the gel pie es  e e  ashed  ith   μL of LC‐M“ G ade Wate   Opti a LC‐M“, Fishe  “ ie tifi  

fo   s a d destai ed  ith       μL of  % A eto it ile  ACN; Opti a LC‐M“ G ade /   M 

a o iu   i a o ate  at  oC,  ith  i te itte t  i i g.  The pie es  e e deh d ated  ith 



 
 

% ACN a d d ied  ia  a uu   e t ifugatio  i  a “peedVa  fo     i . P otei s  e e  edu ed 

a d alk lated, i ‐gel  ith    M DTT i     M a o iu   i a o ate  °C fo     i  a d   

M IAA i     M a o iu   i a o ate at  oo  te pe atu e i  the da k fo     i . Gel pie es 

e e the   ashed  ith Opti a  ate  a d d ied. The d ied gel pie es  e e  eh d ated i    μL 

  g/μL M“‐g ade T psi   The oPie e, “a  Jose, CA  / . % P oteaseMAX su fa ta t/   M 

a o iu   i a o ate  i tu e  fo     i   at  oo   te pe atu e, o e laid  ith   μL  . % 

P oteaseMAX  su fa ta t/   M  a o iu   i a o ate  a d  i u ated  at    °C  fo     h. 

E t a ted peptides  e e t a sfe ed a d the digestio  halted   additio  of  % t ifluo o‐a eti  

a id to a fi al  o e t atio  of  . %. Peptide e t a ts  e e deh d ated a d sto ed at −  °C p io  

to a al sis   LC‐M“/M“.  

Peptides  e e pu ified a d  o e t ated usi g a  o ‐li e e i h e t  olu   The o “ ie tifi  

  ,     ID       C   olu . “u se ue t  h o atog aphi  sepa atio   as pe fo ed 

o  a  e e se phase  a osp a   olu   The o “ ie tifi  EA“Y a o‐LC,    ,     ID     

 C   olu  usi g a    i ute  li ea  g adie t  f o   %‐ %  uffe  B  % ACN,  . % 

fo i  a id  at a  flo   ate of    a olite s/ i . Peptides  e e eluted di e tl   i to the  ass 

spe t o ete   The o “ ie tifi  O it ap Velos . The i st u e t  as ope ated i  O it ap‐LTQ 

ode  he e p e u so   easu e e ts  e e a ui ed  i   the O it ap  ,   esolutio  a d 

M“/M“ spe t a  top    e e a ui ed i  the LTQ io  t ap  ith a  o alized  ollisio  e e g  of 

kV. Mass spe t a  e e  olle ted o e  a  /z  a ge of  ‐  Da usi g a d a i  e lusio  

li it of   M“/M“ spe t a of a gi e  peptide  ass fo    s  e lusio  du atio  of   s . Co pou d 

lists of the  esulti g spe t a  e e ge e ated usi g X ali u   .  soft a e  The o “ ie tifi   ith 

a “/N th eshold of  .  a d   s a /g oup.  



 
 

Glutathio e  Redu tase  T a s issio   Ele t o   Mi os op .  Glutathio e  edu tase  “e 

a opa ti les  e e  ade    i i g   μL  μg  of glutathio e  edu tase  f o  “.  e e isiae  

ith   μL    M sele ite  HNa“eO ,   μL  M NADPH a d   μL   PB“  pH  . . The 

solutio   as allo ed to  i   fo  a  hou , at  hi h poi t the solutio  tu ed  ed. The sa ples 

e e  e t ifuged a d the pellet  ashed  ith   PB“  pH  . . Pa ti les  e e the   ou ted o to 

  esh Cu g ids  ith a     C  oati g  Ele t o  Mi os op  “ ie es . TEM  i ages  e e 

take  o  a JEOL JEM‐  T a s issio  Ele t o  Mi os ope at a  a ele ati g  oltage of   

kV.  

Sele ite/Tellu ite  assa s.  “a ples    l   e e  ade  usi g  a  o sta t  NADPH 

o e t atio   .   M  i  PB“. Va i g sele ite/tellu ite  o e t atio s  e e used    M to   

M .  All  la ks  o tai ed  the  sa e  o te t  as  the  ea tio s  e ept  NADPH.   L    μg   of 

glutathio e  edu tase  as added to the  ea tio  a d A   easu e e ts  e e o tai ed e e  

 se o ds fo  the fi st    i utes, e e    se o ds fo  the  e t    i utes, follo ed   e e  

i ute fo  the  e t    i utes. The de ease i  a so a e at      as used to a al ze the 

i itial  ea tio   ate.  

P otei   Co e t atio   Assa .  Fou     uL  sa ples  e e  eated  i     PB“,  M 

sele ite,  a d  e ual  a ou ts  of  Bake s  east  glutathio e  edu tase  f o   “ig a  Ald i h.  The 

sa ples  had  a i g  NADPH  o e t atio s  f o     to  M  a d  e e  allo ed  to  ea t  fo  

app o i atel     hou s.  O e  the  ea tio   as  o pleted  the  sa ples  e e  e t ifuged  at 

  p   fo     i utes  to  e o e  a   s thesized  a opa ti les.  The  supe ata ts  e e 

olle ted a d a B adfo d assa   as pe fo ed i  t ipli ate o  the fou  sa ples i  a  :   atio of 

sa ple to  eage t. The  a opa ti le pellets  e e the   ashed  ith  ate  t o ti es to  e o e 



 
 

a  f ee p otei , follo ed    edispe sio  of the pellets i  . % “D“. These sa ples  e e the  

u  th ough the assa  i  the sa e  atio also i  t ipli ate. T o sta da d  u es  e e  ade, o e 

usi g G“H‘ i    PB“ a d o e usi g G“H‘ i  . % “D“.  

SDS Gel Assa .   uL sa ples  e e  eated i    PB“, si  i   M NADPH a d a  o t ol 

ith  o NADPH. The si  sa ples  o tai ed a  a ge of sele ite f o    to  M  hile the  o t ol 

o tai ed  o  sele ite.  A   e ual  a ou t  of  Bake s  east  glutathio e  edu tase  f o   “ig a 

Ald i h  as added to ea h sa ple a d allo ed to  ea t fo  app o i atel    hou s. The sa ples 

e e  spu   do   at    p   fo     i utes  to  e o e  a   s thesized  a opa ti les. 

Follo i g this, a  ‐ % “D“ gel  f o  Bio‐‘ad  as set up  ith ea h  ell  o tai i g   uL of a 

solutio   ade f o   uL sa ple i    uL of “D“ loadi g d e  Bio‐‘ad . The gel  as  u  at   V 

fo     i utes. Afte  stai i g  ith Coo assie B illia t Blue G‐  follo ed   de‐stai i g, the 

gel  as i aged  ith a Bio‐‘ad GelDo  X‘. It should also  e  oted that a othe  set of sa ples 

e e  eated  hi h  o tai ed  /  of the p otei  as the “D“ sa ples. Th ee sa ples  e e  eated 

u de  the e a t sa e  o ditio s as stated  efo e apa t f o  the diffe e e i  added e z e. 

The sa ples  o sisted of a  o t ol of G“H‘ i    PB“, a d t o sa ples  o tai i g  M NADPH. 

O e of the  ofa to  sa ples  o tai ed  o sele ite a d the othe   ith a fi al  o e t atio  of 

M. A  %  ati e gel  as  asted a d si   ells  e e loaded  ith  uL of a solutio   ade f o  

uL sa ple a d   uL “D“ loadi g d e. The fi st th ee  ells  e e filled  ith sa ples  o tai i g 

the  lo e ed a ou t of added e z e,  hile the  last th ee  ells  o tai ed sa ples  ith the 

added e z e  e tio ed i  the  egi i g of this se tio . This gel  as  u  at   V fo    hou  

a d  as stai ed  ith Coo assie B illia t Blue G‐  follo i g destai i g a d i aged  ith the 

sa e Bio‐‘ad GelDo  X‘. 



 
 

CHAPTE‘  . “UPPLEMENTA‘Y INFO‘MATION 
 
 
 

C stallog aphi  I fo atio  File Au p‐MBA p‐BBT  
Full CIF  a   e fou d: http://pu s.a s.o g/doi/a s/ . /ja  
 
data_ch1x4_15_xprep_actual_r14_acta  
  
_audit_creation_method            SHELXL-97  
_chemical_name_systematic  
;  
 ?  
;  
_chemical_name_common             Br_exchanged_Au102  
_chemical_melting_point           ?  
_chemical_formula_moiety          ?  
_chemical_formula_sum  
 ‘C308 H488 Au102 Br O99 S44’  
_chemical_formula_weight          27356.12  
  
loop_  
 _atom_type_symbol  
 _atom_type_description  
 _atom_type_scat_dispersion_real  
 _atom_type_scat_dispersion_imag  
 _atom_type_scat_source  
 ‘C’  ‘C’   0.0033   0.0000  
 ‘International Tables Vol C Tables 4.2.6.8 and 6.1.1.4’  
 ‘H’  ‘H’   0.0000   0.0000  
 ‘International Tables Vol C Tables 4.2.6.8 and 6.1.1.4’  
 ‘O’  ‘O’   0.0106   0.0000  
 ‘International Tables Vol C Tables 4.2.6.8 and 6.1.1.4’  
 ‘S’  ‘S’   0.1246   0.0000  
 ‘International Tables Vol C Tables 4.2.6.8 and 6.1.1.4’  
 ‘Au’  ‘Au’  -2.0133   0.0000  
 ‘International Tables Vol C Tables 4.2.6.8 and 6.1.1.4’  
 ‘Br’  ‘Br’  -0.2901   0.0000  
 ‘International Tables Vol C Tables 4.2.6.8 and 6.1.1.4’  
  
_symmetry_cell_setting            Monoclinic  
_symmetry_space_group_name_H-M    C2/c 
  
loop_  
 _symmetry_equiv_pos_as_xyz  
 ‘x, y, z’  
 ‘-x, y, -z+1/2’  
 ‘x+1/2, y+1/2, z’  
 ‘-x+1/2, y+1/2, -z+1/2’  
 ‘-x, -y, -z’  



 
 

 ‘x, -y, z-1/2’  
 ‘-x+1/2, -y+1/2, -z’  
 ‘x+1/2, -y+1/2, z-1/2’  
  
_cell_length_a                    30.300(6)  
_cell_length_b                    57.100(11)  
_cell_length_c                    38.200(8)  
_cell_angle_alpha                 90.00  
_cell_angle_beta                  109.30(3)  
_cell_angle_gamma                 90.00  
_cell_volume                      62377(22)  
_cell_formula_units_Z             4  
_cell_measurement_temperature     100(2)  
_cell_measurement_reflns_used     2  
_cell_measurement_theta_min       0  
_cell_measurement_theta_max       90  
  
_exptl_crystal_description        Rod-like  
_exptl_crystal_colour             Black  
_exptl_crystal_size_max           .05  
_exptl_crystal_size_mid           .01  
_exptl_crystal_size_min           .01 
_exptl_crystal_density_meas       ?  
_exptl_crystal_density_diffrn     2.913  
_exptl_crystal_density_method     ‘not measured’  
_exptl_crystal_F_000              47700  
_exptl_absorpt_coefficient_mu     24.134  
_exptl_absorpt_correction_type    ?  
_exptl_absorpt_correction_T_min   ?  
_exptl_absorpt_correction_T_max   ?  
_exptl_absorpt_process_details    ?  
  
_exptl_special_details  
;  
 ?  
;  
  
_diffrn_ambient_temperature       100(2)  
_diffrn_radiation_wavelength      0.82700  
_diffrn_radiation_type            Synchrotron  
_diffrn_radiation_source          ‘fine-focus sealed tube’  
_diffrn_radiation_monochromator   Rosenbaum-Rock_Si(111) 
_diffrn_measurement_device_type   NOIR-1_MBC  
_diffrn_measurement_method        omega/2theta  
_diffrn_detector_area_resol_mean  165.76  
_diffrn_standards_number          N/A  
_diffrn_standards_interval_count  N/A 
_diffrn_standards_interval_time   N/A 
_diffrn_standards_decay_%         N/A 
_diffrn_reflns_number             35852  
_diffrn_reflns_av_R_equivalents   0.1267  
_diffrn_reflns_av_sigmaI/netI     0.0976  



 
 

_diffrn_reflns_limit_h_min        -20  
_diffrn_reflns_limit_h_max        20  
_diffrn_reflns_limit_k_min        -36  
_diffrn_reflns_limit_k_max        38  
_diffrn_reflns_limit_l_min        -25  
_diffrn_reflns_limit_l_max        25  
_diffrn_reflns_theta_min          1.28  
_diffrn_reflns_theta_max          16.00  
_reflns_number_total              9650  
_reflns_number_gt                 5512  
_reflns_threshold_expression      >2sigma(I)  
  
_computing_data_collection        ?  
_computing_cell_refinement        ?  
_computing_data_reduction         ?  
_computing_structure_solution     ‘SHELXS-97 (Sheldrick, 1990)’  
_computing_structure_refinement   ‘SHELXL-97 (Sheldrick, 1997)’  
_computing_molecular_graphics     ?  
_computing_publication_material   ?  
  
_refine_special_details  
;  
 Refinement of F^2^ against ALL reflections.  The weighted R-factor wR 
and  
 goodness of fit S are based on F^2^, conventional R-factors R are 
based  
 on F, with F set to zero for negative F^2^. The threshold expression 
of  
 F^2^ > 2sigma(F^2^) is used only for calculating R-factors(gt) etc. 
and is  
 not relevant to the choice of reflections for refinement.  R-factors 
based  
 on F^2^ are statistically about twice as large as those based on F, 
and R-  
 factors based on ALL data will be even larger.  
;  
  
_refine_ls_structure_factor_coef  Fsqd   
_refine_ls_matrix_type            full  
_refine_ls_weighting_scheme       calc   
_refine_ls_weighting_details  
 ‘calc w=1/[\s^2^(Fo^2^)+(0.2000P)^2^+0.1000P] where 
P=(Fo^2^+2Fc^2^)/3’  
_atom_sites_solution_primary      direct  
_atom_sites_solution_secondary    difmap  
_atom_sites_solution_hydrogens    geom  
_refine_ls_hydrogen_treatment     mixed  
_refine_ls_extinction_method      none  
_refine_ls_extinction_coef        ?  
_refine_ls_number_reflns          9650  
_refine_ls_number_parameters      1473  
_refine_ls_number_restraints      9537  



 
 

_refine_ls_R_factor_all           0.1472  
_refine_ls_R_factor_gt            0.0840  
_refine_ls_wR_factor_ref          0.3042  
_refine_ls_wR_factor_gt           0.2596  
_refine_ls_goodness_of_fit_ref    1.080  
_refine_ls_restrained_S_all       0.745  
_refine_ls_shift/su_max           1.707  
_refine_ls_shift/su_mean          0.002  
  
 
CIF Au PET p‐BBT  
Full CIF  a   e fou d at http://pu s.a s.o g/doi/a s/ . /i  
 
data_XPREP_2-3_1_r37 
  
_audit_creation_method            SHELXL-2013 
_chemical_name_systematic 
? 
_chemical_name_common             ? 
_chemical_melting_point           ? 
_chemical_formula_moiety           
 ‘C140 Au25 S18 Br2’ 
_chemical_formula_sum 
 ‘C154 Au25 Br2 S18’  
_chemical_formula_weight          7510.60 
 
loop_ 
 _atom_type_symbol 
 _atom_type_description 
 _atom_type_scat_dispersion_real 
 _atom_type_scat_dispersion_imag 
 _atom_type_scat_source 
 ‘C’  ‘C’   0.0033   0.0016 
 ‘International Tables Vol C Tables 4.2.6.8 and 6.1.1.4’ 
 ‘S’  ‘S’   0.1900   0.2300 
 ‘International Tables Vol C Tables 4.2.6.8 and 6.1.1.4’ 
 ‘Au’  ‘Au’  -8.5800   9.1800 
 ‘International Tables Vol C Tables 4.2.6.8 and 6.1.1.4’ 
 ‘Br’  ‘Br’  -0.2901   2.4595 
 ‘International Tables Vol C Tables 4.2.6.8 and 6.1.1.4’ 
  
_space_group_crystal_system       triclinic 
_space_group_IT_number            2 
_space_group_name_H-M_alt         ‘P -1’ 
_space_group_name_Hall            ‘-P 1’ 
  
_shelx_space_group_comment 
; 
The symmetry employed for this shelxl refinement is uniquely defined 
by the following loop, which should always be used as a source of 
symmetry information in preference to the above space-group names. 



 
 

They are only intended as comments. 
; 
  
loop_ 
 _space_group_symop_operation_xyz 
 ‘x, y, z’ 
 ‘-x, -y, -z’ 
  
_cell_length_a                    15.971(3) 
_cell_length_b                    17.565(4) 
_cell_length_c                    17.879(4) 
_cell_angle_alpha                 65.34(3) 
_cell_angle_beta                  65.20(3) 
_cell_angle_gamma                 81.89(3) 
_cell_volume                      4134.3(19) 
_cell_formula_units_Z             1 
_cell_measurement_temperature     77(2) 
_cell_measurement_reflns_used     6250  
_cell_measurement_theta_min       0  
_cell_measurement_theta_max       90  
  
_exptl_crystal_description        square  
_exptl_crystal_colour             black  
_exptl_crystal_density_meas       ?  
_exptl_crystal_density_method     ?               
_exptl_crystal_density_diffrn     3.017           
_exptl_crystal_F_000              3257 
_exptl_transmission_factor_min    ?                                              
_exptl_transmission_factor_max    ?                                              
_exptl_crystal_size_max           ?  
_exptl_crystal_size_mid           ?  
_exptl_crystal_size_min           ?  
_exptl_absorpt_coefficient_mu     22.830 
_shelx_estimated_absorpt_T_min    ?  
_shelx_estimated_absorpt_T_max    ?  
_exptl_absorpt_correction_type    ?  
_exptl_absorpt_correction_T_min   ?  
_exptl_absorpt_correction_T_max   ?  
_exptl_absorpt_process_details    ?  
  
_exptl_special_details 
? 
  
_diffrn_ambient_temperature       77(2) 
_diffrn_radiation_wavelength      0.918 
_diffrn_radiation_type            synchrotron 
_diffrn_source                    synchrotron                        
_diffrn_measurement_device_type   ?  
_diffrn_measurement_method        ?  
_diffrn_detector_area_resol_mean  ?  
_diffrn_reflns_number             6123 
_diffrn_reflns_av_unetI/netI      0.1053 



 
 

_diffrn_reflns_av_R_equivalents   0.0693 
_diffrn_reflns_limit_h_min        -11 
_diffrn_reflns_limit_h_max        11 
_diffrn_reflns_limit_k_min        -12 
_diffrn_reflns_limit_k_max        12 
_diffrn_reflns_limit_l_min        -13 
_diffrn_reflns_limit_l_max        13 
_diffrn_reflns_theta_min          1.649 
_diffrn_reflns_theta_max          20.019 
_diffrn_reflns_theta_full         33.422 
_diffrn_measured_fraction_theta_max   0.893 
_diffrn_measured_fraction_theta_full  0.214 
_diffrn_reflns_Laue_measured_fraction_max    0.893 
_diffrn_reflns_Laue_measured_fraction_full   0.214 
_diffrn_reflns_point_group_measured_fraction_max   0.893 
_diffrn_reflns_point_group_measured_fraction_full  0.214 
_reflns_number_total              3044 
_reflns_number_gt                 2902 
_reflns_threshold_expression      ‘I > 2\s(I)’ 
_reflns_Friedel_coverage          0.000 
_reflns_Friedel_fraction_max      . 
_reflns_Friedel_fraction_full     . 
  
_reflns_special_details 
; 
 Reflections were merged by SHELXL according to the crystal 
 class for the calculation of statistics and refinement. 
  
 _reflns_Friedel_fraction is defined as the number of unique 
 Friedel pairs measured divided by the number that would be 
 possible theoretically, ignoring centric projections and 
 systematic absences. 
; 
  
_computing_data_collection        ? 
_computing_cell_refinement        ? 
_computing_data_reduction         XDS 
_computing_structure_solution     SHELXTL 
_computing_structure_refinement   ‘SHELXL-2013 (Sheldrick, 2013)’ 
_computing_molecular_graphics     ? 
_computing_publication_material   ? 
  
_refine_special_details 
? 
_refine_ls_structure_factor_coef  Fsqd 
_refine_ls_matrix_type            full 
_refine_ls_weighting_scheme       calc 
_refine_ls_weighting_details 
‘w=1/[\s^2^(Fo^2^)+(0.1236P)^2^+133.6728P] where P=(Fo^2^+2Fc^2^)/3’ 
_atom_sites_solution_primary      ? 
_atom_sites_solution_secondary    ? 
_atom_sites_solution_hydrogens    . 



 
 

_refine_ls_hydrogen_treatment     undef 
_refine_ls_extinction_method      none 
_refine_ls_extinction_coef        . 
_refine_ls_number_reflns          3044 
_refine_ls_number_parameters      922 
_refine_ls_number_restraints      1815 
_refine_ls_R_factor_all           0.0706 
_refine_ls_R_factor_gt            0.0693 
_refine_ls_wR_factor_ref          0.1902 
_refine_ls_wR_factor_gt           0.1887 
_refine_ls_goodness_of_fit_ref    1.114 
_refine_ls_restrained_S_all       0.900 
_refine_ls_shift/su_max           3.098 
_refine_ls_shift/su_mean          0.081 
  
  



 
 

 

Figu e  . . Co e t atio  of gold fou d i  p otei   stals u de  diffe e t  o ditio s.  
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Ta le  . . Ta le of P otei s Ide tified f o  HIC a d MALDI‐M“ 
 

   
# U i ue 
Peptides     Pe e t Co e age     

Ide tified P otei s   
A essio  
Nu e  

Mole ula  
Weight  A  B  C  D  E  A  B  C  D  E 

Fe iti  a d Dps [Pseudo o as 
fluo es e s Pf ‐ ]  gi|    kDa            %  %  %  %  % 
‐a i o ut ate 

a i ot a sfe ase 
[Pseudo o as fluo es e s Pf ‐
]  gi|    kDa            . %  %  %  %  % 

a gi i e dei i ase 
[Pseudo o as fluo es e s Pf ‐
]  gi|    kDa            %  %  %  %  % 

ele t o  t a sfe  fla op otei  
su u it  eta [Pseudo o as 
s i gae p . “ i gae B a]  gi|   +    kDa            %  %  %  %  % 
GMP s thase [Pseudo o as 
fluo es e s Pf ‐ ]  gi|    kDa              %  %  %  . % 
se i e 
h d o eth lt a sfe ase 
[Pseudo o as p otege s Pf‐ ]  gi|    kDa              %  . %  %  . % 
ele t o  t a sfe  fla op otei  
su u it alpha a d  eta 
[Pseudo o as fluo es e s Pf ‐
]  gi|    kDa              %  %  %   

gluta i l‐t‘NA s thetase 
[Pseudo o as fluo es e s Pf ‐
]  gi|    kDa              %    %   

phosphoe olp u ate 
a o ki ase [Pseudo o as 
fluo es e s Pf ‐ ]  gi|    kDa              %  %  %   



 
 

iso it ate deh d oge ase 
[Pseudo o as fluo es e s 
“BW ]  gi|    kDa              %  . %  %   
phosphop u ate h d atase 
[Pseudo o as fluo es e s Pf ‐
]  gi|    kDa            %  %  %  %  % 

elo gatio  fa to  Tu 
[Pseudo o as putida KT ]  gi|    kDa            . %  %       
phosphogl e ate ki ase 
[Pseudo o as fluo es e s Pf ‐
]  gi|    kDa              %    %   

t ptopha   ‐ o oo ge ase 
[Pseudo o as fluo es e s Pf ‐
]  gi|    kDa              %    %   

a et l‐CoA s thetase 
[Pseudo o as fluo es e s Pf ‐
]  gi|    kDa              %    %   

thiol pe o idase  at pi al  ‐C s 
pe o i edo i  [Pseudo o as 
fluo es e s Pf ‐ ]  gi|    kDa              %    %   
a i ot a sfe ase 
[Pseudo o as fluo es e s Pf ‐
]  gi|    kDa              . %    %   
u leoside diphosphate ki ase 

[Pseudo o as putida KT ]  gi|   +    kDa            %      %   
NADH: la i  
o ido edu tase/NADH o idase 
[Pseudo o as fluo es e s Pf ‐
]  gi|    kDa                    % 

a th a ilate 
phospho i os lt a sfe ase 
[Pseudo o as fluo es e s Pf ‐
]  gi|    kDa                  %  % 



 
 

gl e ol ki ase [Pseudo o as 
fluo es e s Pf ‐ ]  gi|    kDa              %       
o ithi e  a a o lt a sfe ase 
[Pseudo o as fluo es e s Pf ‐
]  gi|    kDa            %         

fu a la etoa etate h d olase 
[Pseudo o as fluo es e s Pf ‐
]  gi|    kDa              . %    . %   

elo gatio  fa to  G 
[Pseudo o as fluo es e s Pf ‐
]  gi|    kDa              %       

glutathio e  edu tase 
[Pseudo o as fluo es e s Pf ‐
]  gi|    kDa              %    . %   

fu a ase [Pseudo o as 
fluo es e s Pf ‐ ]  gi|    kDa              . %    %   

“  i oso al p otei  L  
[Pseudo o as fluo es e s Pf ‐
]  gi|    kDa              %    %   

gluta ate‐ ‐se ialdeh de 
a i ot a sfe ase 
[Pseudo o as fluo es e s Pf ‐
]  gi|    kDa                    % 

GMP s thase [Pseudo o as 
p otege s Pf‐ ]  gi|    kDa              %    %   
fu a la etoa etate  FAA  
h d olase [Pseudo o as 
fluo es e s Pf ‐ ]  gi|    kDa                  %   
FAD depe de t o ido edu tase 
[Pseudo o as fluo es e s Pf ‐
]  gi|    kDa                . %  . %  . % 



 
 

UDP‐glu ose 
p ophospho lase 
[Pseudo o as fluo es e s]  gi|    kDa                  %   
it ite a d sulfite  edu tase 
Fe‐ “  egio  [Pseudo o as 

fluo es e s Pf ‐ ]  gi|    kDa              . %       
i oso al su u it i te fa e 
p otei  [Pseudo o as 
fluo es e s Pf ‐ ]  gi|    kDa                %     
glutathio e “‐t a sfe ase‐like 
p otei  [Pseudo o as 
fluo es e s Pf ‐ ]  gi|    kDa              %    %   
‐deh d o‐ ‐

deo phosphoo to ate 
aldolase [Pseudo o as 
fluo es e s Pf ‐ ]  gi|    kDa                  . %   
a hed‐ hai  a i o a id 

a i ot a sfe ase 
[Pseudo o as fluo es e s Pf ‐
]  gi|    kDa              . %       

i dole‐ ‐gl e ol‐phosphate 
s thase [Pseudo o as 
fluo es e s Pf ‐ ]  gi|    kDa            . %        % 
a l‐CoA deh d oge ase 
[Pseudo o as fluo es e s Pf ‐
]  gi|    kDa              %       

h potheti al p otei  PFL_  
[Pseudo o as p otege s Pf‐ ]  gi|    kDa                    % 
gluta i l‐t‘NA s thetase 
[Pseudo o as p otege s Pf‐ ]  gi|    kDa              %    %   



 
 

TatD‐like deo i o u lease 
[Pseudo o as fluo es e s Pf ‐
]  gi|    kDa            %         

t a slatio  i itiatio  fa to  IF‐  
[Pseudo o as fluo es e s Pf ‐
]  gi|    kDa              %       
“  i oso al p otei  “  

[Pseudo o as  e do i a  p] 
gi|  
+    kDa                    % 

, ‐
eth le etet ah d ofolate 
edu tase [Pseudo o as 
fluo es e s Pf ‐ ]  gi|    kDa              %    %   
a et l‐CoA s thetase 
[Pseudo o as fluo es e s 
“BW ]  gi|    kDa              %       
isop op l alate iso e ase 
s all su u it [Pseudo o as 
fluo es e s “BW ]  gi|    kDa            %         
ifu tio al a o itate 

h d atase  / ‐ eth liso it ate 
deh d atase [Pseudo o as 
fluo es e s Pf ‐ ] 

gi|  
+    kDa                  . %   

‐ketoa l‐ACP  edu tase 
[Pseudo o as fluo es e s Pf ‐
]  gi|    kDa            %         

u o a ate h d atase 
[Pseudo o as fluo es e s 
“BW ]  gi|    kDa                  . %   
h d o eth lgluta l‐CoA 
l ase [Pseudo o as 
fluo es e s Pf ‐ ]  gi|    kDa            %         



 
 

i idazole gl e ol phosphate 
s thase su u it HisH 
[Pseudo o as fluo es e s Pf ‐
]  gi|    kDa            . %         

N‐fo lgluta ate defo lase 
[Pseudo o as fluo es e s Pf ‐
]  gi|    kDa            . %         

gl i e  lea age T p otei  
[Pseudo o as fluo es e s Pf ‐
]  gi|    kDa              . %       

h potheti al p otei  Pfl _  
[Pseudo o as fluo es e s Pf ‐
]  gi|    kDa                %    % 
‐phosphoglu o ola to ase 

[Pseudo o as fluo es e s Pf ‐
]  gi|    kDa              %       

t a s iptio al  ep esso  fo  
fe i  uptake [Pseudo o as 
e to ophila L ] 

gi|  
+    kDa            %         

phospho i os la i e—gl i e 
ligase [Pseudo o as s i gae 
p . “ i gae B a]  gi|    kDa            %         
ACP “‐ alo lt a sfe ase 
[Pseudo o as fluo es e s Pf ‐
]  gi|    kDa            %         

histid l‐t‘NA s thetase 
[Pseudo o as fluo es e s Pf ‐
]  gi|    kDa              . %       
‐isop op l alate 

deh d oge ase [Pseudo o as 
fluo es e s Pf ‐ ]  gi|    kDa                  . %   
putati e o ithi e 
de a o lase [Pseudo o as 
fluo es e s “BW ]  gi|    kDa                  . %   



 
 

gl e ol ki ase [Pseudo o as 
fluo es e s “BW ] 

gi|  
+    kDa              %       

s affold p otei  [Pseudo o as 
fluo es e s Pf ‐ ]  gi|    kDa            %         
DNA pol e ase III su u it  eta 
[Pseudo o as fluo es e s Pf ‐
]  gi|    kDa                  . %   

END OF FILE               
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