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AB“T‘ACT 
 
 

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

EleĐtƌoŶ ŵiĐƌosĐopǇ is aŶ iŵŵeŶselǇ poǁeƌful foƌ iŵagiŶg at the Đellulaƌ leǀel. Hoǁeǀeƌ, 

ŵaŶǇ of the ŵaĐƌoŵoleĐules of iŶteƌest aƌe diffiĐult to iŵage due to loǁ eleĐtƌoŶ deŶsitǇ. Theƌe 

has ďeeŶ aŶ iŵŵeŶse ďodǇ of ǁoƌk iŶ oƌdeƌ to ǀisualize these ŵaĐƌoŵoleĐules. IŶ the past, ŵaŶǇ 

of the ŵethods of ǀisualizatioŶ ƌeǀolǀed aƌouŶd staiŶiŶg saŵples ǁith heaǀǇ ŵetals, hoǁeǀeƌ 

these  staiŶs  aƌe  ŶoŶ‐speĐifiĐ.  IŶ  oƌdeƌ  to  deǀelop  ŵoƌe  speĐifiĐ  ŵethods  of  taggiŶg 

ŵaĐƌoŵoleĐules,  theƌe  aƌe  tǁo  diffeƌeŶt  ŵethods  to  ĐoŶsideƌ:  the  fiƌst  ďeiŶg  a  top‐doǁŶ 

appƌoaĐh, iŶ ǁhiĐh eleĐtƌoŶ deŶse tags, iŶ this Đase iŶoƌgaŶiĐ ŶaŶopaƌtiĐles, aƌe giǀeŶ speĐifiĐ 

ligaŶds  to  take  adǀaŶtage  of  diffeƌeŶt  Đheŵistƌies  to  attaĐh  these  ŶaŶopaƌtiĐles  to 

ŵaĐƌoŵoleĐules  of  iŶteƌest.  The  seĐoŶd  ŵethod  is  thƌough  a  ďottoŵ‐up  appƌoaĐh  ǁheƌe 

ďioŵoleĐules aƌe giǀeŶ the speĐifiĐ aďilitǇ to foƌŵ iŶoƌgaŶiĐ ŶaŶopaƌtiĐles. 

IŶoƌgaŶiĐ ŶaŶopaƌtiĐles haǀe ďeeŶ iŶǀestigated ǁith ǀaƌious ligaŶds iŶ oƌdeƌ to eŶhaŶĐe 

ďiŶdiŶg  ĐapaďilitǇ  to  ŵaĐƌoŵoleĐules.  The  Đhief  ŵethod  of  fuŶĐtioŶaliziŶg  these  iŶoƌgaŶiĐ 

ŶaŶopaƌtiĐles Đoŵes fƌoŵ ligaŶd eǆĐhaŶge; ŵuĐh has ďeeŶ studied ƌegaƌdiŶg ligaŶd eǆĐhaŶge, 

ďut  theƌe  aƌe  still  ŵaŶǇ  uŶaŶsǁeƌed  ƋuestioŶs.  HeƌeiŶ,  ǁe  eŶdeaǀoƌ  to  ƌeǀeal  ďoth  the 

ŵeĐhaŶisŵ of eǆĐhaŶge aŶd the fuŶĐtioŶal uŶit of eǆĐhaŶge. 

We also  ƌepoƌt pƌogƌess  toǁaƌds uŶdeƌstaŶdiŶg aŶ eŶzǇŵe that  is  Đapaďle of  foƌŵiŶg 

iŶoƌgaŶiĐ ŶaŶopaƌtiĐles, ǁhiĐh Đould ďe ĐloŶed oŶto pƌoteiŶs as ǁell. This ďottoŵ up stǇle has 

ďeeŶ studied iŶ seǀeƌal otheƌ gƌoups; hoǁeǀeƌ, ŶoŶe of the pƌeǀiouslǇ ƌepoƌted ŵethods haǀe 
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seeŶ ŵuĐh use. HeƌeiŶ, ǁe ƌepoƌt a poteŶtial NADPH‐depeŶdeŶt eŶzǇŵe that foƌŵs seleŶiuŵ 

ŶaŶopaƌtiĐles. 
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CHAPTE‘ ϭ. INT‘ODUCTION 

 
 
  MiĐƌosĐopǇ has ďeeŶ aŶ iŶtegƌal paƌt of uŶdeƌstaŶdiŶg ďiologǇ foƌ the ďetteƌ paƌt of oŶe 

aŶd  a  half  ĐeŶtuƌies.  UŶfoƌtuŶatelǇ,  theƌe  is  a  fuŶdaŵeŶtal  pƌoďleŵ  iŶ  lookiŶg  at  ďiologiĐal 

saŵples  uŶdeƌ  a ŵiĐƌosĐope,  aŶd  that  is  that ďiologiĐal  saŵples  ƌeƋuiƌe  ĐoŶtƌast  iŶ  oƌdeƌ  to 

ǀisualize the Đell oƌ paƌts of the Đell. Theƌe aƌe tǁo ǁaǇs that ǁe ĐaŶ add ĐoŶtƌast to a saŵple. 

The  fiƌst  is  thƌough  a  top‐doǁŶ ŵethod  iŶ  ǁhiĐh  ǁe  add  ĐheŵiĐal  ageŶts  to  giǀe  a  saŵple 

ĐoŶtƌast.  The  seĐoŶd  is  thƌough  a  ďottoŵ‐up  ŵethodologǇ  iŶ  ǁhiĐh  ǁe  ĐaŶ  giǀe  taƌgets  of 

iŶteƌest speĐifiĐ ĐheŵiĐal fuŶĐtioŶalitǇ iŶ ǁhiĐh to geŶeƌate ĐoŶtƌast theŵselǀes. 

  Theƌe haǀe ďeeŶ ŵultiple ŵethods deǀeloped iŶ oƌdeƌ to giǀe Đells ĐoŶtƌast ǀia a top‐

doǁŶ  ŵethod  iŶ  optiĐal  ŵiĐƌosĐopǇ.  IŶ  the  ϭϴϴϬs  it  ǁas  fouŶd  that  tƌis;;ϰ‐

diŵethǇlaŵiŶoͿpheŶǇlͿŵethǇliuŵ Đhloƌide Đould ďe used to diffeƌeŶtiate ďaĐteƌia that ĐoŶtaiŶ a 

peptidoglǇĐaŶ laǇeƌ ǀs. ďaĐteƌia that do Ŷot.ϭ Theƌe aƌe staiŶs that ĐaŶ ďe used that staiŶ DNA 

ǁhiĐh loĐalizes iŶ the ŶuĐleus.Ϯ,ϯ AŶotheƌ staiŶ ĐaŶ highlight ǀaƌious poƌtioŶs of the Đell as ǁell.ϰ 

Otheƌ ŵethods haǀe ďeeŶ deǀeloped, suĐh as a ĐloŶaďle teĐhŶiƋue to giǀe pƌoteiŶs ĐoŶtƌast.ϱ,ϲ 

These ŵethods haǀe ďeeŶ utilized ǁith gƌeat effiĐaĐǇ.ϳ–ϵ Hoǁeǀeƌ, as optiĐal ŵiĐƌosĐopǇ has aŶ 

oďǀious liŵit oŶ the size of ǀieǁaďle taƌgets, oŶe ŵust tuƌŶ to eleĐtƌoŶ ŵiĐƌosĐopǇ. 

  EleĐtƌoŶ ŵiĐƌosĐopǇ utilizes eleĐtƌoŶs iŶstead of ǀisiďle light to illuŵiŶate saŵples. This 

alloǁs foƌ Ŷot just the iŵagiŶg of laƌge Đellulaƌ ďodies, ďut of sŵalleƌ pƌoteiŶ Đoŵpleǆes as ǁell.ϭϬ–

ϭϱ Hoǁeǀeƌ, eleĐtƌoŶ ŵiĐƌosĐopǇ also suffeƌs fƌoŵ the ĐoŶtƌast pƌoďleŵ, ďeĐause all ďiologiĐal 

saŵples aƌe ŵade of ͞light͟ atoŵs ;i.e., C, H, N, OͿ ǁhiĐh aƌe all tƌaŶspaƌeŶt uŶdeƌ aŶ eleĐtƌoŶ 

ŵiĐƌosĐope. “iŵilaƌ to light ŵiĐƌosĐopǇ, ďiologists sooŶ tuƌŶed to staiŶs ǁhiĐh ĐoŶtaiŶed heaǀǇ 
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ŵetals. “taiŶs suĐh as uƌaŶǇl aĐetate, osŵiuŵ tetƌoǆide aŶd lead aĐetateϭϲ ǁeƌe fouŶd to alloǁ 

ŵiĐƌosĐopists to ǀisualize pƌoteiŶs. IŶ the eaƌlǇ ϭϵϵϬs, it ǁas fouŶd that gold ŶaŶopaƌtiĐles Đould 

ďe  ĐoŶjugated  to  taƌgets  to  alloǁ  foƌ ŵoƌe  speĐifiĐ  plaĐeŵeŶt  of  taƌgets.ϭϳ–ϮϬ  Hoǁeǀeƌ,  the 

pƌoĐeduƌes ofteŶ Đalled foƌ ĐoŶjugatioŶ pƌoĐeduƌes that ǁeƌe Ŷot eŶtiƌe Đleaƌ as to hoǁ oƌ ǁhat 

ǁas aĐtuallǇ ĐoŶŶeĐtiŶg the ŶaŶopaƌtiĐle ǁith the taƌget. IŶ ϮϬϬϳ, the fiƌst ĐƌǇstallogƌaphiĐallǇ 

solǀed stƌuĐtuƌe foƌ a gold ŶaŶopaƌtiĐle ǁas puďlished.Ϯϭ Fƌoŵ this stƌuĐtuƌe it ďeĐaŵe possiďle 

to deteƌŵiŶe Ŷeǁ ŵethodologies of ĐoŶjugatiŶg ŶaŶopaƌtiĐles ǁith ďiologiĐal taƌgets of iŶteƌest. 

  BǇ uŶdeƌstaŶdiŶg the stƌuĐtuƌe of AuϭϬϮ;pMBAͿϰϰ ;Figuƌe ϭ.ϭͿ aŶd hoǁ the thiol gƌoups 

aƌe attaĐhed oŶ the suƌfaĐe,  it  is Ŷoǁ possiďle  to use speĐifiĐ Đheŵistƌies  to attaĐh ďiologiĐal 

taƌgets to gold ŶaŶopaƌtiĐles. “iŶĐe the eaƌlǇ ϭϵϵϬs it has ďeeŶ kŶoǁŶ that gold ŶaŶopaƌtiĐles 

ĐaŶ  eǆĐhaŶge  ligaŶds.ϮϮ–Ϯϰ  Thƌough  this  ligaŶd  eǆĐhaŶge ŵeĐhaŶisŵ  it  is  possiďle  to  diƌeĐtlǇ 

attaĐh gold ŶaŶopaƌtiĐles to a pƌoteiŶ of iŶteƌest if theƌe 

is  a  solǀeŶt‐aĐĐessiďle  ĐǇsteiŶe.  If  Ŷot,  theƌe  aƌe  a 

ǀaƌietǇ of ĐoŵŵoŶ peptide ĐoupliŶg teĐhŶiƋues that aƌe 

aǀailaďle.  The  fiƌst  is  thƌough  liŶkiŶg  fƌee  pƌiŵaƌǇ 

aŵiŶes ǁith ĐaƌďoǆǇliĐ aĐid ŵoieties oŶ the ligaŶd laǇeƌ 

of the ŶaŶopaƌtiĐle usiŶg a NH“‐EDC ĐƌossliŶkeƌ ;Figuƌe 

ϭ.ϮͿ.Ϯϱ    The  seĐoŶd  is  thƌough  usiŶg  ĐooƌdiŶatioŶ 

ĐheŵistƌǇ. BǇ eǆĐhaŶgiŶg oŶ a ŶitƌilotƌiaĐetiĐ aĐid ;NTAͿ ŵoietǇ oŶe ĐaŶ liŶk the ŶaŶopaƌtiĐleϮϲ,Ϯϳ 

to the pƌoteiŶ eǆpƌessiŶg a His‐tag aŶd ǁith the additioŶ of a ŶiĐkel salt.Ϯϴ–ϯϬ The thiƌd ŵethod of 

ĐoŶjugatiŶg  pƌoteiŶs  to  a  ŶaŶopaƌtiĐle  is  thƌough  the  use  of  a ŵaleiŵido  Đƌoss‐liŶkeƌ  ǁhiĐh 

siŵilaƌlǇ  liŶks a  fƌee ĐǇsteiŶe oŶ the pƌoteiŶ to a ŵaleiŵide gƌoup oŶ  the ŶaŶopaƌtiĐle.ϯϭ The 

 

 
Figuƌe ϭ.ϭ. CƌǇstal stƌuĐtuƌe of AuϭϬϮ;p‐MBAͿϰϰ. 
Figuƌe ƌepƌoduĐed fƌoŵ JadziŶskǇ et al.Ϯϭ 
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ŵaleiŵide liŶkage is ŵoƌe ƌoďust thaŶ a ĐǇsteiŶe diƌeĐtlǇ ďoŶded to a ŶaŶopaƌtiĐle ďeĐause the 

thiol‐ŵaleiŵide  ďoŶd  is  ŶoŶ‐ƌeduĐiďle,  ƌeduĐtioŶ  ďeiŶg  a  ĐoŶĐeƌŶ  iŶside  of  a  Đellulaƌ 

eŶǀiƌoŶŵeŶt.ϯϮ The aďoǀe thƌee ŵethods, aƌe the ĐuƌƌeŶt ŵost ĐoŵŵoŶ ǁaǇs of ĐoŶjugatiŶg 

pƌoteiŶs  to  gold 

ŶaŶopaƌtiĐles.  These 

teĐhŶiƋues  haǀe  the 

dƌaǁďaĐk that it is Ŷot siŵple 

to ĐoŶtƌol hoǁ ŵaŶǇ pƌoteiŶs 

ďeĐoŵe ĐoŶjugated to a siŶgle 

ŶaŶopaƌtiĐle,  ǁhiĐh  ŵaǇ 

Đause  iŵagiŶg  issues 

doǁŶstƌeaŵ. 

  EleĐtƌoŶ ŵiĐƌosĐopists 

haǀe also seaƌĐhed foƌ ŵethods of pƌoǀidiŶg theiƌ taƌgets ǁith ŵethods of geŶeƌatiŶg ĐoŶtƌast 

theŵselǀes. These ĐloŶaďle ŵethods ǁould ďe aŶalogous to gƌeeŶ fluoƌesĐeŶt pƌoteiŶ ;GFPͿ aŶd 

ǁould ďe aďle to ŵaƌk pƌoteiŶs of iŶteƌest ǁith high speĐifiĐitǇ. Theƌe aƌe seǀeƌal ƌeƋuiƌeŵeŶts 

to geŶeƌate a suĐĐessful ĐloŶaďle iŶoƌgaŶiĐ ŶaŶopaƌtiĐle tag. The fiƌst is that the tag ŵust ďe a 

siŶgle polǇpeptide. This is iŵpoƌtaŶt ďeĐause if it is Ŷot, the foƌŵatioŶ of the ŶaŶopaƌtiĐle ǁould 

ƌeĐƌuit  pƌoteiŶs  fƌoŵ  otheƌ  aƌeas  aŶd  disƌupt  Đellulaƌ  fuŶĐtioŶ  oƌ  ǀiaďilitǇ.  The  seĐoŶd 

ƌeƋuiƌeŵeŶt is that the ƌeduĐtioŶ of the ioŶs ŵust ďe ĐatalǇtiĐ. This is iŵpoƌtaŶt as a ϱŶŵ AuNP 

ǁould ĐoŶtaiŶ appƌoǆiŵatelǇ ϱϬϬϬ Au atoŵs. If the ƌeduĐtioŶ is Ŷot ĐatalǇtiĐ, this ŵeaŶs that 

theƌe ǁould  ďe  ƌoughlǇ  ϱϬϬϬ  ƌesidues  to  ƌeduĐe  all  of  the  ioŶs.  IŶ  a  ĐatalǇtiĐ  ƌeduĐtioŶ  the 

 
Figuƌe  ϭ.Ϯ.  Iŵage  depiĐtiŶg ŵost  ĐoŵŵoŶ ďioĐoŶjugatioŶ ŵethods  ďetǁeeŶ  a 
pƌoteiŶ aŶd gold ŶaŶopaƌtiĐle. Iŵage ĐouƌtesǇ AĐkeƌsoŶ et al.Ϯϳ 
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polǇpeptide Đould ďe ŵuĐh sŵalleƌ. The thiƌd ƌeƋuiƌeŵeŶt is that the polǇpeptide ŵust ƌetaiŶ 

the pƌoduĐt. This ƌeƋuiƌeŵeŶt is ŶeĐessaƌǇ ďeĐause if the polǇpeptide did Ŷot ƌetaiŶ the pƌoduĐt, 

theŶ the tag ǁould Ŷot ďe ǀeƌǇ effiĐieŶt. The fiŶal ƌeƋuiƌeŵeŶt is that theƌe ŵust ďe a ŵethod 

of ĐoŶtƌolliŶg the size of the paƌtiĐle. This ƌeƋuiƌeŵeŶt steŵs fƌoŵ the faĐt that the size of the 

ŶaŶopaƌtiĐle  is  ǀeƌǇ  iŵpoƌtaŶt  foƌ  Đellulaƌ  usage.  The  ideal  size  is  suggested  to  ďe  ϱ  Ŷŵ  iŶ 

diaŵeteƌ as this size is ĐoŶsideƌed to alloǁ uŶaŵďiguous ideŶtifiĐatioŶ of paƌtiĐles oǀeƌ Đellulaƌ 

ďaĐkgƌouŶd.Ϯϳ,ϯϯ,ϯϰ “ŵalleƌ sizes ŵaǇ ďe useful foƌ ŵoƌe speĐialized puƌposes. “o faƌ, theƌe is Ŷo 

ǁidelǇ adopted ĐloŶaďle ĐoŶtƌast ŵaƌkeƌ iŶ ďiologiĐal eleĐtƌoŶ ŵiĐƌosĐopǇ. 

  NatuƌallǇ  oĐĐuƌƌiŶg  pƌoteiŶs  haǀe  ďeeŶ 

iŶǀestigated as ĐaŶdidates  foƌ a ĐloŶaďle tag. NatuƌallǇ 

oĐĐuƌƌiŶg  pƌoteiŶs  iŶǀestigated  iŶĐlude  ŵost 

pƌoŵiŶeŶtlǇ:  feƌƌitiŶ,  ŵetallothioŶeiŶ  aŶd  ŵiŶi‐siŶglet 

oǆǇgeŶ geŶeƌatoƌ ;ŵiŶi‐“OGͿ. IŶ the Đase of feƌƌitiŶ, the 

ƌeƋuiƌeŵeŶts  of  ĐatalǇtiĐ  ƌeduĐtioŶ  aŶd  ƌeteŶtioŶ  of 

pƌoduĐt  aƌe  satisfied;  hoǁeǀeƌ,  feƌƌitiŶ  is  a  Ϯϰ‐ŵeƌiĐ 

pƌoteiŶ  ǁhiĐh  foƌŵs  a  Đage.  The  faĐt  that  this  is  a 

ŵultiŵeƌiĐ pƌoteiŶ aŶd is also Ƌuite laƌge ;Ϭ.ϰϱ MDaͿ ǁould likelǇ iŶhiďit its usage as a ĐloŶaďle 

ŶaŶopaƌtiĐle  ;Figuƌe  ϭ.ϯͿ.ϯϱ MetallothioŶeiŶ  ĐooƌdiŶatioŶ  of  Au;IͿ  oƌ  Au;IIIͿ ŵetal  ioŶs  is  also 

pƌoposed as a poteŶtial ŵethod foƌ taggiŶg pƌoteiŶs of iŶteƌest. While ŵetallothioŶeiŶ is a sŵall 

polǇpeptide  that  is  Đapaďle  of  ƌetaiŶiŶg  the  pƌoduĐt,  the  ƌeduĐtioŶ  is  stoiĐhioŵetƌiĐ  ǁhiĐh 

ƌeƋuiƌes a high ĐopǇ Ŷuŵďeƌ of the pƌoteiŶ iŶ oƌdeƌ to ǀisualize. Au;IͿ salts aƌe also pooƌlǇ soluďle 

iŶ ǁateƌ,  aŶd Au;IIIͿ  salts  aƌe easilǇ  ƌeduĐed ďǇ pƌoteiŶs,ϯϲ  ďuffeƌs,ϯϳ  aŶd otheƌ ďioŵoleĐules 

 
Figuƌe ϭ.ϯ. TƌaŶsŵissioŶ eleĐtƌoŶ ŵiĐƌogƌaph 
of  feƌƌitiŶ  loaded ǁith  Fe  as  a  poteŶtial  tag. 
Iŵage ƌepƌoduĐed fƌoŵ WaŶg et al.ϯϱ 
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eŶĐouŶteƌed iŶ a Đellulaƌ eŶǀiƌoŶŵeŶt ;Figuƌe ϭ.ϰͿ.ϯϴ–ϰϬ MiŶi‐“OG is ďased off of a sŵall pƌoteiŶ 

that  is  Đapaďle of geŶeƌatiŶg  siŶglet oǆǇgeŶ. The pƌoteiŶ has ďeeŶ  tƌuŶĐated  to  foƌŵ a  sŵall 

polǇpeptide ǁhiĐh is theŶ ĐloŶed oŶto the taƌget pƌoteiŶ.ϰϭ MiŶi‐“OG ƌeƋuiƌes diaŵiŶoďeŶzidiŶe 

to foƌŵ aŶ osŵiophiliĐ polǇŵeƌ ǁhiĐh is Ŷot ǀeƌǇ ǁell ƌetaiŶed ďǇ the tag aŶd also has ǀeƌǇ pooƌ 

size ĐoŶtƌol ;Figuƌe ϭ.ϱͿ.ϰϭ   

  IŶ additioŶ to ŶatuƌallǇ oĐĐuƌƌiŶg pƌoteiŶs, peptides 

isolated out of peptide liďƌaƌies haǀe also ďeeŶ studied 

foƌ ŵaŶǇ diffeƌeŶt pƌopeƌties. These peptides haǀe the 

aďilitǇ  to  ŵake  ŵaŶǇ  fuŶĐtioŶal  iŶoƌgaŶiĐ 

ŶaŶoŵateƌials.ϰϮ–ϰϰ  Peptides  isolated  out  of  these 

liďƌaƌies  haǀe  also  ďeeŶ  Đapaďle  of  foƌŵiŶg  seǀeƌal 

ŶoŶ‐ďiogeŶiĐ  iŶoƌgaŶiĐ  ŵateƌials  suĐh  as  )Ŷ“,  TiOϮ, 

)ŶO, CoPt aŶd FePt.ϰϱ–ϱϬ AŶd ǁhile these peptides aƌe 

eǆtƌeŵelǇ  sŵall  aŶd  easilǇ  ĐloŶaďle,  ŵaŶǇ  of  these 

haǀe issues ǁith ĐoŶtƌolliŶg the size of the Ŷeǁ paƌtiĐle oƌ ĐoŶtƌolliŶg ǁhat is aĐtuallǇ ĐausiŶg the 

ƌeduĐtioŶ step  iŶ  the ŶaŶopaƌtiĐle  foƌŵatioŶ ƌeaĐtioŶ.ϯϳ While  these peptides ĐoŶtƌol sizes of 

ŶaŶopaƌtiĐles ǀeƌǇ ǁell aŶd ĐaŶ geŶeƌallǇ staďilize the ŶaŶopaƌtiĐle ǁell, the ƌeduĐtioŶ is tǇpiĐallǇ 

doŶe ǁith aŶ eǆteƌŶal  ƌeduĐtaŶt.ϯϳ,ϱϭ,ϱϮ Pƌefoƌŵed  iŶoƌgaŶiĐ ŶaŶopaƌtiĐles  is aŶotheƌ  stƌategǇ 

that is used.ϰϮ,ϰϲ  

  As ĐaŶ ďe seeŶ fƌoŵ the ǁoƌk oŶ deǀelopiŶg tags foƌ ďiologiĐal eleĐtƌoŶ ŵiĐƌosĐopǇ, the 

seaƌĐh foƌ a tag foƌ ďiologiĐal eleĐtƌoŶ ŵiĐƌosĐopǇ has ďeeŶ iŶǀestigated thoƌoughlǇ. EaĐh of the 

afoƌeŵeŶtioŶed sǇsteŵs has pƌos aŶd ĐoŶs, so that theƌe is Ŷo ǁidelǇ utilized ŵethod foƌ taggiŶg 

 
Figuƌe ϭ.ϰ. TƌaŶsŵissioŶ eleĐtƌoŶ ŵiĐƌogƌaph of 
ĐoŶĐateŶated ŵetallothioŶeiŶ oŶ  “PCϰϮ. Aƌƌoǁ 
iŶ  ĐeŶteƌ  of  ŵiĐƌogƌaph  iŶdiĐates  MT‐“PCϰϮ. 
Aƌƌoǁs oŶ ƌight haŶd side of ŵiĐƌogƌaph iŶdiĐate 
ŶoŶ‐speĐifiĐ ƌeduĐtioŶ of Auϯ+ to ŶaŶopaƌtiĐulate 
gold. Iŵage ƌepƌoduĐed fƌoŵ Moƌpheǁ et al.ϯϲ 
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pƌoteiŶs of iŶteƌest foƌ eleĐtƌoŶ ŵiĐƌosĐopǇ. A ďƌeakthƌough iŶ the deǀelopŵeŶt of a tag that ǁill 

alloǁ  us  to  iŵage  pƌoteiŶs  of  iŶteƌest  ǁith  eleĐtƌoŶ  ŵiĐƌosĐopǇ  ǁill  haǀe  faƌ  ƌeaĐhiŶg 

ĐoŶseƋueŶĐes iŶ uŶdeƌstaŶdiŶg Đellulaƌ ďiologǇ.  

The ǁoƌk  pƌeseŶted  heƌe  iŶ  addƌesses  tǁo 

Đhief ĐoŶĐeƌŶs: ϭͿ uŶdeƌstaŶdiŶg the ŵeĐhaŶisŵ of 

eǆĐhaŶge,  aŶd  ϮͿ  pƌogƌess  toǁaƌds  a  ĐloŶaďle 

iŶoƌgaŶiĐ ŶaŶopaƌtiĐle. These tǁo aspeĐts ǁill help 

to deǀelop Ŷeǁ tags foƌ pƌoteiŶs of  iŶteƌest  iŶ the 

field of ďiologiĐal eleĐtƌoŶ ŵiĐƌosĐopǇ. 

   

Figuƌe  ϭ.ϱ.  TƌaŶsŵissioŶ  eleĐtƌoŶ  ŵiĐƌogƌaph  of 
ŵiŶ‐“OG  attaĐhed  to  sǇŶaptiĐ  Đell‐adhesioŶ 
ŵoleĐules ;“ǇŶCAMͿ. Aƌƌoǁs iŶdiĐate post‐sǇŶaptiĐ 
ŵeŵďƌaŶe  laďeliŶg;  Ŷote  osŵiophiliĐ  polǇŵeƌ  at 
aƌƌoǁs. Iŵage ƌepƌoduĐed fƌoŵ “hu et al.ϯϳ 
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CHAPTE‘ Ϯ. LIGAND EXCHANGE 
 
 
 

Ϯ.ϭ. INTRODUCTION 

FuŶĐtioŶalizatioŶ  of  gold  ŶaŶopaƌtiĐles  is  a  keǇ  ĐoŵpoŶeŶt  iŶ  the  appliĐatioŶ  of  gold 

ŶaŶopaƌtiĐles.  LigaŶd  eǆĐhaŶge  is  the  siŵplest 

ŵethod of fuŶĐtioŶaliziŶg gold ŶaŶopaƌtiĐles; as suĐh 

it has ďeeŶ heaǀilǇ studied ďǇ otheƌ gƌoups.Ϯϯ,Ϯϰ,ϱϯ–ϲϬ 

A ŵajoƌitǇ of these studies ǁeƌe Đaƌƌied out as kiŶetiĐ 

studies  usiŶg  NM‘  to  tƌaĐk  iŶĐoŵiŶg  aŶd  outgoiŶg 

ligaŶds. The NM‘ studies iŶdiĐated that theƌe ǁeƌe thƌee distiŶĐt ƌegioŶs of eǆĐhaŶge ;loŶgest 

ƌate of eǆĐhaŶge is Ŷot shoǁŶ due to tiŵe ĐoŶstƌaiŶts oŶ the plot, daǇs to ǁeeksͿ ;Figuƌe Ϯ.ϴͿ. 

This suggests that eǆĐhaŶge oĐĐuƌs thƌough aŶ assoĐiatiǀe ŵeĐhaŶisŵ. This ŵakes seŶse ǁheŶ 

the  theoƌetiĐal ŵodel  is  Đoŵpaƌed  to  the  ƌates of eǆĐhaŶge. The  theoƌetiĐal ŵodel oƌigiŶallǇ 

posited  that  iŶ  gold  ŶaŶopaƌtiĐles,  Au  atoŵs  paĐk  iŶto 

geoŵetƌiĐ solids ;Figuƌe Ϯ.ϵͿ. This paĐkiŶg ŵodel ƌeǀeals 

thƌee  diffeƌeŶt  Au  atoŵ  eŶǀiƌoŶŵeŶts  ǁhiĐh  fits  ǁell 

ǁith  the kiŶetiĐ data; hoǁeǀeƌ, as ǁas disĐoǀeƌed ǁith 

the  stƌuĐtuƌe  of  AuϭϬϮ;paƌa‐ŵeƌĐaptoďeŶzoiĐ  aĐidͿϰϰ  ;p‐

MBAͿϮϭ, the pƌediĐted ŵodel aŶd the aĐtual ŵodel do Ŷot 

ƌeseŵďle eaĐh otheƌ. This leaǀes the ƋuestioŶ of hoǁ to ƌeĐoŶĐile the eǆpeƌiŵeŶtal NM‘ data 

ǁith the stƌuĐtuƌe. It had also ďeeŶ seeŶ eaƌlieƌ that the ƌate of eǆĐhaŶge seeŵs to iŶĐƌease ǁith 

the additioŶ of the gold‐thiol polǇŵeƌ, ǁhiĐh is the pƌeĐuƌsoƌ to ŶaŶopaƌtiĐle foƌŵatioŶ.ϲϬ With 

 
 
Figuƌe  Ϯ.ϵ.  Gold  ŶaŶopaƌtiĐle  idealized  as  a 
tƌuŶĐated  oĐtahedƌoŶ,  shoǁiŶg  thƌee 
diffeƌeŶt eŶǀiƌoŶŵeŶts foƌ eǆĐhaŶge. 

 
Figuƌe  Ϯ.ϴ.  Pseudo‐fiƌst‐oƌdeƌ  ƌate  plot  foƌ 
eǆĐhaŶge  of  pheŶǇlethaŶethiol  ;PETͿ  foƌ  p‐
ŶitƌopheŶol  oŶto  Auϭϰϰ;“‘ͿϲϬ.  Iŵage  ƌepƌoduĐed 
ǁith  peƌŵissioŶ  fƌoŵ  Guo  et  al.ϳ  aŶd  AC“ 
PuďliĐatioŶs 
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this ƌesult, it ǁas uŶĐleaƌ ǁhat the uŶit of eǆĐhaŶge is; is it a siŶgle thiol that is ŶoƌŵallǇ used foƌ 

eǆĐhaŶge, oƌ is soŵe poƌtioŶ of the gold‐thiol polǇŵeƌ the uŶit of eǆĐhaŶge? These aƌe the tǁo 

ŵaiŶ ƋuestioŶs that ƌeŵaiŶed ƌegaƌdiŶg ligaŶd eǆĐhaŶge that Đould ďe solǀed ǁith a stƌuĐtuƌal 

studǇ.  

We deĐided upoŶ utiliziŶg AuϭϬϮ;p‐MBAͿϰϰ as ouƌ fiƌst ŵodel sǇsteŵ foƌ tǁo ƌeasoŶs, the 

fiƌst  ďeiŶg  that  ǁell  estaďlished  ĐƌǇstallizatioŶ  ĐoŶditioŶs  foƌ  AuϭϬϮ;p‐MBAͿϰϰ  eǆist,  aŶd  the 

seĐoŶd ďeiŶg that ǁhile otheƌ ĐƌǇstal stƌuĐtuƌes had ďeeŶ solǀed,ϭϯ,ϲϭ–ϲϱ AuϭϬϮ;p‐MBAͿϰϰ ƌeŵaiŶs 

the sole ǁateƌ‐soluďle gold ŶaŶoĐlusteƌ ǁhose stƌuĐtuƌe has ďeeŶ solǀed aŶd, as suĐh, ǁould 

likelǇ ďe a good ĐaŶdidate foƌ futuƌe theƌapeutiĐ ǁoƌk.ϲϲ BǇ deteƌŵiŶiŶg hoǁ ligaŶds eǆĐhaŶge 

ǁe ĐaŶ ďetteƌ uŶdeƌstaŶd hoǁ ŶaŶopaƌtiĐles aƌe attaĐhed to ouƌ taƌgets aŶd poteŶtiallǇ leǀeƌage 

this iŶfoƌŵatioŶ to Ǉield ŵoƌe pƌeĐise stƌuĐtuƌal iŶfoƌŵatioŶ of the taƌget. 

PoƌtioŶs of  the ǁoƌk pƌeseŶted  iŶ  this  Đhapteƌ haǀe pƌeǀiouslǇ ďeeŶ puďlished  iŶ  the 

JouƌŶal of the AŵeƌiĐaŶ CheŵiĐal “oĐietǇϲϳ ;“tƌuĐtuƌal aŶd TheoƌetiĐal Basis Of LigaŶd EǆĐhaŶge 

oŶ Thiolate‐MoŶolaǇeƌ‐PƌoteĐted Gold NaŶoĐlusteƌsͿ aŶd IŶoƌgaŶiĐ CheŵistƌǇ ;“tƌuĐtuƌal Basis 

Foƌ LigaŶd EǆĐhaŶge oŶ AuϮϱ;“‘ͿϭϴͿ.ϲϴ Foƌ CIF files ƌelatiŶg to data ƌefeƌƌed to ǁithiŶ this Đhapteƌ, 

please ƌefeƌ to the aƌtiĐles.  

Ϯ.Ϯ.  STRUCTURAL  AND  THEORETICAL  BASIS  FOR  LIGAND  EXCHANGE  ON  THIOLATE 

MONOLAYER PROTECTED GOLD NANOCLUSTERS 

We oďseƌǀe ligaŶd plaĐe‐eǆĐhaŶge oĐĐuƌƌiŶg iŶ tǁo of the ϮϮ sǇŵŵetƌiĐallǇ uŶiƋue ligaŶd 

sites ;Figuƌe Ϯ.ϭϬͿ. As judged ďǇ paƌtial Bƌ oĐĐupaŶĐǇ iŶ the heteƌogeŶeous ĐƌǇstals at positioŶ ϰ 

oŶ the pheŶǇl gƌoup of eaĐh ligaŶd, ϰϴ.ϲ% aŶd ϲϬ.ϯ% of ligaŶds Ŷuŵďeƌ Ϯ aŶd ϯ ǁeƌe eǆĐhaŶged. 

We Ŷaŵe the ligaŶds ĐoƌƌespoŶdiŶglǇ as PMBAϮ aŶd PMBAϯ. The saŵe ĐoŶǀeŶtioŶ ǁas used iŶ 



ϵ 
 

the iŶtial ƌepoƌt of the AuϭϬϮ;p‐MBAͿϰϰ ĐƌǇstal stƌuĐtuƌe.Ϯϭ The eǆteŶt of site eǆĐhaŶge at these 

fouƌ ligaŶd positioŶs aĐĐouŶts foƌ ~ϵ.ϭ% of the total ligaŶd populatioŶ oŶ the ŶaŶoĐlusteƌ aŶd is 

ĐoŶsisteŶt ǁith pƌeǀious studies oŶ Auϯϴ;“‘ͿϮϰ aŶd Auϭϰϰ;“‘ͿϲϬ ŶaŶoĐlusteƌs, ŶaŵelǇ the fiŶdiŶg 

that  the  laƌgest  ƌate  ĐoŶstaŶt  foƌ  ligaŶd  eǆĐhaŶge  oĐĐuƌs  foƌ  ϴ‐Ϯϱ%  of  the  total  ligaŶd 

populatioŶ.Ϯϯ,Ϯϰ  LigaŶd  eǆĐhaŶge ǁas  also  doŶe ǁith  aŶ  appƌoǆiŵate  feed  ƌatioŶ  of  Ϯ  p‐BBT 

ligaŶds peƌ ŶaŶoĐlusteƌ. At eƋuiliďƌiuŵ, eǆaĐtlǇ ϭ ligaŶd ǁould ďe eǆĐhaŶged at this feed ƌatio; 

the  eǆpeƌiŵeŶtal  suŵ  of  the  oĐĐupaŶĐies  is  deteƌŵiŶed  to  ďe  ϭ.Ϭϴ  ligaŶds  peƌ  ŶaŶoĐlusteƌ, 

suggestiŶg that the eǆĐhaŶge ƌeaĐtioŶ ƌeaĐhed eƋuiliďƌiuŵ uŶdeƌ ouƌ eǆpeƌiŵeŶtal ĐoŶditioŶs, 

ǁhiĐh ǁeƌe a fiǀe ŵiŶute eǆĐhaŶge at a ĐoŶĐeŶtƌatioŶ of Ϯ:ϭ iŶĐoŵiŶg thiol:gold. 

  CoŶǀeŶtioŶallǇ,  ligaŶd  eǆĐhaŶge  oŶ AuNPs  is  thought  to  take  plaĐe  ǀia  aŶ  assoĐiatiǀe 

ŵeĐhaŶisŵ. “uĐh 

a  ŵeĐhaŶisŵ 

ŶeĐessaƌilǇ 

iŵplies 

aĐĐessiďilitǇ  of 

ligaŶd‐ďiŶdiŶg 

gold  atoŵs, 

ƌesidiŶg  iŶ  the 

ligaŶd  shell,  to 

͞ŶuĐleophiliĐ attaĐk͟ ďǇ the iŶĐoŵiŶg thiol;ateͿ, ĐƌeatiŶg aŶ iŶteƌŵediate that has ďoth iŶĐoŵiŶg 

aŶd  outgoiŶg  ligaŶds  siŵultaŶeouslǇ  ďouŶd  to  the  aĐĐessiďle  gold  atoŵ.  IŶ  ouƌ  sǇsteŵ,  this 

iŵplies  a  tƌaŶsieŶt  ;*Ϳ  [AuϭϬϮ;“‘Ϳϰϰ“‘͛]*  oƌ  [AuϭϬϮ;“‘ͿϰϰH“‘͛]*  Đoŵpleǆ.  A  solǀeŶt  aĐĐessiďilitǇ 

 
Figuƌe Ϯ.ϭϬ. DoǁŶ‐aǆis ;leftͿ aŶd faĐe‐oŶ ;ƌightͿ ǀieǁs highlightiŶg ligaŶd eǆĐhaŶge aŶd assoĐiated 
Au;IͿ atoŵs. The eǆĐhaŶged ligaŶds aƌe ideŶtified aĐĐoƌdiŶg to pƌeǀiouslǇ estaďlished ĐoŶǀeŶtioŶ 
as PMBAϮ aŶd PMBAϯϮϭ aŶd aƌe ƌeŶdeƌed iŶ ƌed aŶd ďlue, ƌespeĐtiǀelǇ. The Au;IͿ atoŵs assoĐiated 
ǁith these ligaŶds ;laďeled iŶ ǁhite ŶuŵeƌalsͿ aƌe iŵpoƌtaŶt iŶ ŵeĐhaŶistiĐ iŶteƌpƌetatioŶ aŶd aƌe 
also ideŶtified aĐĐoƌdiŶg to the pƌeǀiouslǇ estaďlished ŶuŵďeƌiŶg ĐoŶǀeŶtioŶ.Ϯϭ The p‐MBA ligaŶd 
laǇeƌ is ƌeŶdeƌed seŵitƌaŶspaƌeŶt. Iŵage ƌepƌoduĐed ǁith peƌŵissioŶ fƌoŵ HeiŶeĐke et al. aŶd AC“ 
PuďliĐatioŶs.ϲϳ 
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ĐalĐulatioŶϲϵ ƌeǀeals tǁo solǀeŶt aĐĐessiďle gold atoŵs iŶ the ĐƌǇstallogƌaphiĐ asǇŵŵetƌiĐ uŶit, 

AuϮϯ aŶd AuϮϰ ;Figuƌe Ϯ.ϭϭͿ that aƌe solǀeŶt eǆposed foƌ assoĐiatiǀe ligaŶd eǆĐhaŶge oŶ AuϭϬϮ;p‐

MBAͿϰϰ.  “iŶĐe  PMBAϮ  aŶd  PMBAϯ  aƌe  ďouŶd  to  AuϮϯ  aŶd  AuϮϰ  ƌespeĐtiǀelǇ,  the  ligaŶd‐

eǆĐhaŶged stƌuĐtuƌe suppoƌts a siŵple assoĐiatiǀe ligaŶd eǆĐhaŶge ƌeaĐtioŶ. 

  To  gaiŶ ŵoƌe  iŶsight, ǁe  used  deŶsitǇ  fuŶĐtioŶal  theoƌǇ  ;DFTͿ  ĐoŵputatioŶs  to  studǇ 

details  of  aŶ  assoĐiatiǀe  ŵeĐhaŶisŵ  foƌ  the  iŶĐoŵiŶg 

ligaŶd iŶ ďoth thiol aŶd thiolate foƌŵ. EaĐh foƌŵ ŵaǇ ďe 

ƌeleǀaŶt  uŶdeƌ  ouƌ  eǆpeƌiŵeŶtal  ;pH  aŶd  otheƌͿ 

ĐoŶditioŶs;  additioŶallǇ,  ďoth  thiol  aŶd  thiolate  foƌŵs 

aƌe ƌepoƌted as eǆĐhaŶge Đapaďle.ϱϵ Foƌ ĐoŵputatioŶal 

eǆpedieŶĐǇ  the  ĐalĐulatioŶs  ǁeƌe  doŶe  foƌ  a  siŶgle 

ŶaŶoĐlusteƌ  iŶ  a  fiŶite  ĐoŵputatioŶal  Đell,  ǁithout 

solǀeŶt  ;ǁateƌͿ aŶd ǁith p‐MBA  ligaŶds appƌoǆiŵated 

as siŵple “H gƌoups. We aďďƌeǀiate these idealized “H 

ligaŶds as L, to ƌepƌeseŶt a geŶeƌiĐ thiolate ligaŶd. IŶ the 

siŵplified AuϭϬϮLϰϰ ŵodel ǁe ĐoŶsideƌed the assoĐiatiǀe 

ligaŶd  eǆĐhaŶge  of  ligaŶd  positioŶ  LϮ  fƌoŵ  the  staple 

uŶit  Lϴ‐AuϮϯ‐LϮ  ďeĐause  AuϮϯ  is  the  ŵost  solǀeŶt  eǆposed  gold  atoŵ  ;Figuƌe  Ϯ.ϭϭͿ.  We 

ĐoŶsideƌed the ͞ŶuĐleophiliĐ attaĐk͟ ďǇ eitheƌ H“CHϯ ;ŵethaŶe thiolͿ oƌ “CHϯ‐ ;ŵethaŶe thiolateͿ 

as the iŶĐoŵiŶg ligaŶd. BeĐause the ŵiŶiŵal ligaŶd ŵodel used heƌe should Ŷot paƌtiĐipate iŶ 

ǀaŶ deƌ Waals  iŶteƌaĐtioŶs, the PBE eǆĐhaŶge‐fuŶĐtioŶal  iŶ appƌopƌiate, siŶĐe it also does Ŷot 

aĐĐouŶt foƌ ǀaŶ deƌ Waals iŶteƌaĐtioŶs. 

 
Figuƌe  Ϯ.ϭϭ.  “olǀeŶt  aĐĐessiďilitǇ  suƌfaĐe 
ƌeŶdeƌiŶg of the ĐƌǇstal stƌuĐtuƌe ǁith ĐaƌďoŶ, 
oǆǇgeŶ, sulfuƌ aŶd gold ƌeŶdeƌed iŶ gƌaǇ, gƌaǇ, 
Ǉelloǁ,  aŶd  oƌaŶge,  ƌespeĐtiǀelǇ.  The  tǁo 
solǀeŶt eǆposed gold atoŵs iŶ the asǇŵŵetƌiĐ 
uŶit  aƌe  laďeled aĐĐoƌdiŶg  to  ĐoŶǀeŶtioŶ. The 
oƌieŶtatioŶ  of  the  stƌuĐtuƌe  iŶ  this  figuƌe  is 
ideŶtiĐal to the oƌieŶtatioŶ of the stƌuĐtuƌe iŶ 
the  left  paŶel  of  Figuƌe  ϭ.  Iŵage  ƌepƌoduĐed 
ǁith peƌŵissioŶ fƌoŵ HeiŶeĐke et al., aŶd AC“ 
PuďliĐatioŶs.Ϯϴ 
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  AdsoƌptioŶ of aŶ iŶĐoŵiŶg ligaŶd at AuϮϯ is the fiƌst step of assoĐiatiǀe ligaŶd eǆĐhaŶge, 

foƌ ǁhiĐh ouƌ ĐalĐulatioŶs shoǁ a ǀeƌǇ ǁeak adsoƌptioŶ ŵiŶiŵuŵ foƌ ŵethaŶe thiol oŶ AuϮϯ 

;Figuƌe Ϯ.ϭϮaͿ, ďut a ŵuĐh stƌoŶgeƌ adsoƌptioŶ ŵiŶiŵuŵ foƌ the ĐoƌƌespoŶdiŶg thiolate ;Figuƌe 

Ϯ.ϭϯ, left paŶelͿ, at ‐Ϭ.Ϭϱ eV ;ϭ kĐal/ŵolͿ aŶd aďout ‐Ϯ.ϱ eV ;ϱϵ kĐal/ŵolͿ ƌespeĐtiǀelǇ. The AuϮϯ‐

H“CHϯ  aŶd  AuϮϯ‐“CHϯ‐  ďoŶd  distaŶĐes  aƌe  ĐalĐulated  to  ďe  appƌoǆiŵatelǇ  ϯ.ϱ  aŶd  Ϯ.ϱ  Å 

ƌespeĐtiǀelǇ.  The  thiolate‐AuϮϯ  ďoŶd  distaŶĐe  is  siŵilaƌ  to  otheƌ  “‐Au  distaŶĐes  iŶ  the 

ŶaŶoĐlusteƌ.  Tǁo  otheƌ  loĐallǇ  staďle  iŶteƌŵediate  ĐoŶfiguƌatioŶs  of  ŵethaŶe  thiolate‐AuϮϯ 

ǁeƌe also fouŶd ;Figuƌe Ϯ.ϭϯ, ŵiddle aŶd ƌight paŶelͿ. IŶ oŶe of the staďle ĐoŶfiguƌatioŶs ;Figuƌe 

Ϯ.ϭϯ, ŵiddle paŶelͿ the Lϴ‐AuϮϯ‐LϮ uŶit  is paƌtiallǇ desoƌďed fƌoŵ the gold Đoƌe to ǁhiĐh the 

eǆĐess  thiolate  is attaĐhed. “uƌpƌisiŶglǇ,  the  total eŶeƌgǇ of  this  iŶteƌŵediate ĐoŶfiguƌatioŶ  is 

ŶeaƌlǇ the saŵe as the iŶteƌŵediate iŶ Figuƌe Ϯ.ϭϮ iŶ ǁhiĐh thiol is the iŶĐoŵiŶg ligaŶd. IŶ the 

thiƌd staďle ŵethaŶe thiolate‐AuϮϯ ĐoŶfiguƌatioŶ ;Figuƌe Ϯ.ϭϯ, ƌight paŶelͿ the thiolate does Ŷot 

ďiŶd to the Đoƌe gold atoŵ ďut foƌŵs a disulfide ďoŶd. This ĐoŶfiguƌatioŶ is ĐleaƌlǇ eŶdotheƌŵiĐ 

ǁith ƌespeĐt to the otheƌs aŶd iŵplies that foƌŵatioŶ of disulfide ďoŶds is Ŷot likelǇ iŶ aŶǇ paƌt 

of the ƌeaĐtioŶ. 

  We ǁeƌe aďle to Đoŵplete a plausiďle ƌeaĐtioŶ path foƌ eǆĐhaŶge usiŶg ŵethaŶe thiol as 

aŶ iŶĐoŵiŶg ligaŶd, as suŵŵaƌized iŶ Figuƌe Ϯ.ϭϮ ;ďottoŵ paŶelͿ. As ŵeŶtioŶed pƌeǀiouslǇ, the 

Ŷeutƌal ŵethaŶe thiol has a loǁ adsoƌptioŶ eŶeƌgǇ, aďout ϭ kĐal/ŵol, to the uŶit Lϴ‐AuϮϯ‐LϮ. We 

fiŶd aŶ  iŶteƌestiŶg aĐtiǀatioŶ ďaƌƌieƌ of ϭϱ.Ϭ kĐal/ŵol ;Ϭ.ϲϱ eVͿ to aŶ  iŶteƌestiŶg  iŶteƌŵediate 

ĐoŶfiguƌatioŶ ;iŶteƌŵediate Đ iŶ Figuƌe Ϯ.ϭϮͿ, iŶ ǁhiĐh the iŶĐoŵiŶg ŵethaŶe thiol is iŶseƌted iŶto 

the AuϮϯ‐LϮ ďoŶd of the Lϴ‐AuϮϯ‐LϮ staple. This iŶteƌŵediate is fuƌtheƌ illustƌated iŶ the top ƌight 

paŶel  of  Figuƌe  Ϯ.ϭϮ.  The  geoŵetƌǇ  of  this  ŵetastaďle  iŶteƌŵediate,  LϮ‐H‐“CHϯ‐AuϮϯ‐Lϴ  is 



ϭϮ 
 

stƌikiŶglǇ  siŵilaƌ  to  the  ǁell‐kŶoǁŶ  ͞seŵiƌiŶg͟  L‐Au‐L‐Au‐L  uŶit  that  is  oďseƌǀed  iŶ  all 

ĐƌǇstallogƌaphiĐallǇ  deteƌŵiŶed,  thiolate‐pƌoteĐted  gold  ŶaŶoĐlusteƌs,  aŶd  is  the  eǆĐlusiǀe 

pƌoteĐtiŶg uŶit iŶ all AuϮϱ;“‘Ϳϭϴ ŶaŶoĐlusteƌ stƌuĐtuƌes.ϲϭ,ϳϬ Hoǁeǀeƌ, iŶ this iŶteƌŵediate, oŶe of 

the Au atoŵs iŶ the ͞seŵiƌiŶg͟ is ƌeplaĐed ďǇ aŶ H atoŵ. DepeŶdiŶg oŶ the oƌieŶtatioŶ of the 

ƌesidue, the oďseƌǀed ďoŶd leŶgths ďetǁeeŶ the hǇdƌogeŶ of the iŶĐoŵiŶg ligaŶd aŶd the sulfuƌ 

of LϮ ǀaƌǇ fƌoŵ ϭ.ϵ to Ϯ.Ϯ Å foƌ the loŶgeƌ hǇdƌogeŶ ďoŶd to ϭ.ϰ to ϭ.ϱ Å foƌ the shoƌteƌ ĐoǀaleŶt 

ďoŶd. The eŶeƌgǇ of this iŶteƌŵediate ;iŶteƌŵediate Đ iŶ Figuƌe Ϯ.ϭϮͿ is slightlǇ eŶdotheƌŵiĐ ;ϰ.ϯ 

kĐal/ŵol  oƌ  Ϭ.ϭϵ  eVͿ  ǁith  ƌespeĐt  to  the  iŶitial  state  ;AuϭϬϮLϰϰ  ŶaŶoĐlusteƌ  aŶd  aŶ  isolated 

 
 
Figuƌe  Ϯ.ϭϮ.  Pƌoposed  ligaŶd  eǆĐhaŶge  pƌoĐess ǁith ŵethaŶethiol  shoǁŶ  as  eŶeƌgǇ  ďehaǀioƌ  iŶ  the  top‐left  paŶel  aŶd 
depiĐted as  a  sketĐh  iŶ  the ďottoŵ paŶel.  Top‐ƌight paŶel  shoǁs a  full  ƌeŶdeƌiŶg of  the  seŵiƌiŶg‐like  tƌaŶsitioŶ  state  Đ. 
CoŶfiguƌatioŶs Đlose to ď aŶd d haǀe ďeeŶ ĐoŶfiƌŵed to ďe at the loĐal eŶeƌgǇ ŵaǆiŵuŵ ďǇ stƌuĐtuƌal ƌelaǆatioŶs to the 
iŶteƌŵediate  aŶd  fiŶal  states, ǁhiĐh  aƌe  shoǁŶ heƌe  ďǇ  the  aƌƌoǁs  fƌoŵ ď  to  Đ  aŶd  fƌoŵ d  to  e  ƌespeĐtiǀelǇ.  ‘eaĐtioŶ 
ĐooƌdiŶate is ďased oŶ the distaŶĐes fƌoŵ the sulfuƌ of the adsoƌďed thiol to the AuϮϯ atoŵ fƌoŵ a to ď, aŶd fƌoŵ the sulfuƌ 
of the desoƌďed thiol to the Đoƌe Au‐atoŵ ďiŶdiŶg site of the staple fƌoŵ Đ to d. The stƌuĐtuƌe iŶ the top paŶel ĐoƌƌespoŶds 
to ƌeaĐtioŶ iŶteƌŵediate Đ. Iŵage ƌepƌoduĐed ǁith peƌŵissioŶ fƌoŵ authoƌs aŶd AC“ PuďliĐatioŶs.Ϯϴ 
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ŵethaŶe thiolateͿ. To Đoŵplete the ƌeaĐtioŶ, the LϮ ŵust ďe ƌeleased fƌoŵ the stƌuĐtuƌe as “HϮ 

as desĐƌiďed iŶ steps fƌoŵ Đ to e iŶ Figuƌe Ϯ.ϭϮ. DuƌiŶg desoƌptioŶ, the hǇdƌogeŶ atoŵ of the 

adsoƌďed ŵethaŶe thiol is tƌaŶsfeƌƌed to the ligaŶd L alŵost iŵŵediatelǇ. The hǇdƌogeŶ atoŵ 

seleĐts fƌoŵ eitheƌ the iŶĐoŵiŶg oƌ outgoiŶg sulfuƌs ;Figuƌe Ϯ.ϭϮĐͿ aŶd ďiŶds to the oŶe that has 

a loǁeƌ ĐooƌdiŶatioŶ Ŷuŵďeƌ. As the outgoiŶg ligaŶd is ďeiŶg ƌeleased, ;Figuƌe Ϯ.ϭϮdͿ, a “CHϯ‐Au‐

Lϴ‐Au;ĐoƌeͿ ŵoietǇ  is poiŶtiŶg out  fƌoŵ  the ŶaŶoĐlusteƌ  to ǁhiĐh  the desoƌďiŶg H“H  is  ;stillͿ 

ǁeaklǇ ďouŶd ǁith a siŶgle hǇdƌogeŶ ďoŶd ďetǁeeŶ the opeŶ‐eŶd “ of the staple aŶd the H of 

H“H.  The  eŶeƌgǇ  ďaƌƌieƌ  foƌ  the  desoƌptioŶ  of  H“H  is  ϭϴ.ϳ  kĐal/ŵol  ;Ϭ.ϴϭ  eVͿ.  FolloǁiŶg  the 

ƌelease of “HϮ fƌoŵ the sulfuƌ of the opeŶ eŶd of the aĐtiǀe staple aŶd the ŵethaŶe thiolate ďiŶds 

to the Đoƌe gold atoŵ foƌŵiŶg the fiŶal ĐoŶfiguƌatioŶ ;Figuƌe Ϯ.ϭϮeͿ. The total effeĐtiǀe aĐtiǀatioŶ 

ďaƌƌieƌ  foƌ  the  ligaŶd  eǆĐhaŶge  pƌoĐess  ǁith  ŵethaŶe  thiol  is  Ϯϯ  kĐal/ŵol  ;ϭ.Ϭ  eVͿ.  The 

ĐoŶfiguƌatioŶ spaĐe of the seĐoŶd tƌaŶsitioŶ state is laƌge ďeĐause of the ĐoŵpetiŶg fleǆiďilitǇ iŶ 

eŶeƌgetiĐs due  to  iŶĐƌease/deĐƌease  iŶ  the opeŶiŶg aŶgle of  the aĐtiǀe staple aŶd due  to  the 

ĐhaŶges iŶ the ǁeak hǇdƌogeŶ ďoŶd. BeĐause of this fleǆiďilitǇ, ǁe estiŵate ±Ϭ.ϭ eV aĐĐuƌaĐǇ foƌ 

 
Figuƌe  Ϯ.ϭϯ.  Thƌee  loĐal  ŵiŶiŵuŵ‐eŶeƌgǇ  ĐoŶfiguƌatioŶs  of  [AuϭϬϮ;“HͿϰϰ“CHϯ]‐ϭ.  The  eŶeƌgies  aƌe  Đoŵpaƌed  to  the  fiƌst 
ĐoŶfiguƌatioŶs oŶ the left, ǁheƌe the ŵethaŶethiolate is stƌoŶglǇ adsoƌďed oŶ the AuϮϯ atoŵ. CoŶfiguƌatioŶ iŶ the ŵiddle 
has aŶ opeŶ pƌoteĐtiŶg uŶit ǁith “CHϯ‐ ďouŶd to the Đoƌe sepaƌatelǇ. The ƌightŵost stƌuĐtuƌe is eŶeƌgetiĐallǇ uŶfaǀoƌaďle 
iŶĐludiŶg sulfuƌ‐sulfuƌ ďoŶdiŶg. Iŵage ƌepƌoduĐed ǁith peƌŵissioŶ of the authoƌs aŶd AC“ puďliĐatioŶs.Ϯϴ 
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the aĐtiǀatioŶ eŶeƌgǇ at the seĐoŶd tƌaŶsitioŶ state aƌouŶd ǁhiĐh ǁe did sepaƌate ĐalĐulatioŶs 

to ŵap the ĐoŶfiguƌatioŶs aŶd eŶeƌgetiĐs. 

  We deteƌŵiŶed the eŶeƌgetiĐs of the Ŷet ƌeaĐtioŶs foƌ ďoth ŵethaŶe thiol aŶd ŵethaŶe 

thiolate ƌeaĐtioŶs aŶd fiŶd theŵ ďoth to ďe esseŶtiallǇ theƌŵoŶeutƌal ;ŵiŶus aŶd plus sigŶs of 

the ƌeaĐtioŶ eŶeƌgǇ deŶote eǆotheƌŵiĐ aŶd eŶdotheƌŵiĐ ƌeaĐtioŶs, ƌespeĐtiǀelǇͿ: 

  AuϭϬϮ;“HͿϰϰ + “CHϯ‐ → AuϭϬϮ;“HͿϰϯ“CHϯ + “H‐ 

       ΔE ≈ ‐ϰ.ϲ kĐal/ŵol ;‐Ϭ.Ϯ eVͿ 

  AuϭϬϮ;“HͿϰϰ + H“CHϯ → AuϭϬϮ;“HͿϰϯ“CHϯ + “HϮ 

       ΔE ≈ +ϭ.Ϯ kĐal/ŵol ;+Ϭ.Ϭϱ eVͿ 

  CoŶtƌol ĐalĐulatioŶs foƌ the eǆĐhaŶge of p‐MBA to p‐BBT at PMBAϮ aŶd PMBAϯ sites iŶ 

thiol aŶd thiolate foƌŵs Ǉield oŶlǇ slightlǇ ŵoƌe eǆotheƌŵiĐ ;‐ϰ aŶd ‐ϳ kĐal/ŵolͿ ƌeaĐtioŶ eŶeƌgies 

ǁhiĐh ǁeƌe oďtaiŶed ďǇ stƌuĐtuƌal optiŵizatioŶ of the iŶitial ;ϱaͿ aŶd fiŶal ;ϱeͿ states. Although 

the  ǀaŶ  deƌ  Waals  iŶteƌaĐtioŶs  aƌe  Ŷot  iŶĐluded  iŶ  the  PBE  eǆĐhaŶge‐fuŶĐtioŶal,  it  ĐaŶ  ďe 

assuŵed that the ĐoŶtƌiďutioŶ to the eŶeƌgǇ of the iŶitial aŶd fiŶal state ǁould ďe siŵilaƌ, as the 

oŶlǇ  diffeƌeŶĐe  is  the  ƌeplaĐeŵeŶt  of  the  COOH  gƌoup ǁith  a  Bƌ  atoŵ.  CoŶseƋueŶtlǇ,  iŶ  the 

aďseŶĐe of Đleaƌ eŶthalpiĐ ĐoŶtƌiďutioŶs, the ĐalĐulatioŶs suggest that this ƌeaĐtioŶ is dƌiǀeŶ ďǇ 

eŶtƌopiĐ ŵiǆiŶg  of  the  ĐheŵiĐal  eŶtities  iŶ  the  ligaŶd  laǇeƌ.  FiŶallǇ,  ouƌ  ĐalĐulated  ǀalue  foƌ 

dissoĐiatiǀe ŵeĐhaŶisŵ  is Ƌuite eŶeƌgetiĐallǇ  ĐostlǇ  ;appƌoǆiŵatelǇ ϭ‐ϰ eVͿ  aŶd  ĐoŶseƋueŶtlǇ 

iŵpƌoďaďle.ϳϭ 

Ϯ.Ϯ.ϭ StƌuĐtuƌal Natuƌe of EǆĐhaŶge  

The  ĐƌǇstal  stƌuĐtuƌe  of  the  eǆĐhaŶged  AuϭϬϮ;“‘Ϳϰϰ  ǁas  solǀed  fƌoŵ  a  heteƌogeŶeous 

ĐƌǇstal ǁheƌe the ͞statiĐ suďstitutioŶal disoƌdeƌ͟ foƌ eaĐh eǆĐhaŶged ligaŶd ǁas ƋuaŶtified iŶ the 
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ĐƌǇstallogƌaphiĐ  ƌefiŶeŵeŶt  pƌoĐess.  The  ƌelatiǀe  oĐĐupaŶĐies  of  p‐BBT  ligaŶds  iŶ  eaĐh 

eǆĐhaŶgiŶg site pƌoǀide seǀeƌal iŶsights iŶto the stƌuĐtuƌal aŶd ĐheŵiĐal kiŶetiĐ Ŷatuƌe of ligaŶd 

eǆĐhaŶge. 

  Pƌeǀious  studies  of  ligaŶd  eǆĐhaŶge,  fƌoŵ  kiŶetiĐ,  NM‘  aŶd  EP‘  speĐtƌosĐopiĐ 

ŵethods,Ϯϯ,Ϯϰ,ϱϵ,ϲϬ,ϳϮ,ϳϯ geŶeƌallǇ suggested ligaŶd eǆĐhaŶge as aŶ assoĐiatiǀe ŵeĐhaŶisŵ, aŶd at 

least oŶe pƌeǀious studǇ suggests that aŶ ‘“‐Au;IͿ‐“‘ ŵoietǇ ŵaǇ ƌepƌeseŶt a fuŶĐtioŶal uŶit of 

eǆĐhaŶge.ϲϬ 

  While the eǆĐhaŶge of PMBAϮ aŶd PMBAϯ is ĐoŶsisteŶt ǁith the assoĐiatiǀe eǆĐhaŶge 

ŵeĐhaŶisŵs, this studǇ ƌeǀeals that the oǀeƌall piĐtuƌe of  ligaŶd eǆĐhaŶge  is soŵeǁhat ŵoƌe 

Đoŵpleǆ.  Foƌ  iŶstaŶĐe,  the  diffeƌeŶt  Bƌ  oĐĐupaŶĐǇ  ǀalues  of  ϰϴ.ϲ%  aŶd  ϲϬ.ϯ%  suggest  soŵe 

ŵeĐhaŶistiĐ iŶsights Ŷot suggested iŶ pƌeǀious studies. Fiƌst, ǁhile assoĐiatiǀe ŵeĐhaŶisŵs iŵplǇ 

a doŵiŶaŶt  ƌole  foƌ  aĐĐessiďilitǇ of  the  ͞eleĐtƌophiliĐ͟  atoŵ,  solǀeŶt  aĐĐessiďilitǇ of  the Au;IͿ 

atoŵs iŶ the ligaŶd laǇeƌ does Ŷot pƌediĐt aďsolute ƌeaĐtiǀitǇ of the Au;IͿ atoŵ toǁaƌd ligaŶd 

eǆĐhaŶge. “peĐifiĐallǇ, the solǀeŶt aĐĐessiďilitǇ aƌea foƌ AuϮϯ aŶd AuϮϰ is estiŵated to ďe ϭ.ϭϯ 

aŶd Ϭ.ϭϵ ÅϮ, ƌespeĐtiǀelǇ, assuŵiŶg a pƌoďe ƌadius of ϭ.ϰ Å, ĐoƌƌespoŶdiŶg to a ǁateƌ ŵoleĐule 

as  the  solǀeŶt.  Hoǁeǀeƌ,  the  less  eǆposed  AuϮϰ  ƌesults  iŶ  ligaŶd  eǆĐhaŶge  ǁith  gƌeateƌ 

eǆĐhaŶged ligaŶd oĐĐupaŶĐǇ. Also, a siŵple assoĐiatiǀe eǆĐhaŶge ŵeĐhaŶisŵ ǁould iŵplǇ that 

ďoth thiolate  ligaŶds ďoŶded to AuϮϯ aŶd AuϮϰ should eǆĐhaŶge, peƌhaps eǀeŶ at eƋuiǀaleŶt 

ƌates, ŵeaŶiŶg ǁe should also oďseƌǀe suďstaŶtial eǆĐhaŶge of PMBAϴ aŶd PMBAϵ, ďoŶded to 

AuϮϯ aŶd AuϮϰ ƌespeĐtiǀelǇ. 

  The diffeƌeŶĐes fƌoŵ the siŵple ligaŶd eǆĐhaŶge piĐtuƌe aŶd the oŶe oďseƌǀed heƌe ŵaǇ 

ďe  paƌtiallǇ  eǆplaiŶed  ďǇ  ŶoŶĐoǀaleŶt  ;i.e.,  π‐staĐkiŶgͿ  iŶteƌaĐtioŶs  iŶ  the  ligaŶd  laǇeƌ  aŶd 
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possiďle seleĐtiǀe ĐƌǇstallizatioŶ of soŵe ligaŶd eǆĐhaŶge pƌoduĐts. The ŶoŶĐoǀaleŶt iŶteƌaĐtioŶs 

iŶ  the  ligaŶd  laǇeƌ aƌe a  fuƌtheƌ ĐhalleŶge  foƌ ŵodeliŶg as ǁell, as  it ǁould  ƌeƋuiƌe a  ƌeliaďle 

aĐĐouŶt of dispeƌsioŶ foƌĐes that is ŵissiŶg iŶ the staŶdaƌd DFT ĐoŵputatioŶs. Possiďle ligaŶd‐

ligaŶd  iŶteƌaĐtioŶs  should  iŶĐƌease  the  aĐtiǀatioŶ  ďaƌƌieƌs  of  the  ligaŶd‐eǆĐhaŶge  pƌoĐess. 

IŶteƌaĐtioŶs ǁith solǀeŶt ŵoleĐules  iŶĐƌease the Ŷuŵďeƌ of possiďle ƌeaĐtioŶ paths as ǁell as 

theiƌ ĐoŵpleǆitǇ. “eleĐtiǀe ĐƌǇstallizatioŶ ŵaǇ also ŵeaŶ that ǁe do Ŷot oďseƌǀe eǆĐhaŶge of 

ligaŶds iŶ the ĐƌǇstal stƌuĐtuƌe that iŶ faĐt eǆĐhaŶged iŶ solutioŶ. AŶ aŶalǇsis of ligaŶds iŶǀolǀed 

iŶ ĐƌǇstal ĐoŶtaĐts shoǁs that ϭϭ of the ϮϮ ligaŶds iŶ the asǇŵŵetƌiĐ uŶit ŵediate soŵe foƌŵ of 

ĐƌǇstal ĐoŶtaĐt. Of  the  ligaŶds attaĐhed  to  solǀeŶt aĐĐessiďle Au atoŵs, PMBAϮ, PMBA ϯ aŶd 

PMBA ϵ aƌe Ŷot iŶǀolǀed iŶ ĐƌǇstal ĐoŶtaĐts, ǁhile PMBAϴ is. This aŶalǇsis suggests that seleĐtiǀe 

ĐƌǇstallizatioŶ ŵight haǀe suppƌessed oďseƌǀatioŶ of PMBAϴ, ďut Ŷot PMBAϵ. IŶ the ĐoŶteǆt of 

these eǆpeƌiŵeŶtal ĐoŵpliĐatioŶs, a full eǆplaŶatioŶ of ligaŶd eǆĐhaŶge at solǀeŶt eǆposed Au;IͿ 

atoŵs ŵaǇ ƌeƋuiƌe a ŵoƌe detailed stƌuĐtuƌal studǇ of ligaŶd eǆĐhaŶge ƌeaĐtioŶs. 

  EŶseŵďle ŵeasuƌeŵeŶts of the eǆteŶt of ligaŶd eǆĐhaŶge pƌioƌ to ĐƌǇstallizatioŶ Đould 

giǀe  iŶsight  iŶto  the  eǆteŶt  to  ǁhiĐh  seleĐtiǀe  ĐƌǇstallizatioŶ  iŶflueŶĐes  ouƌ  ĐƌǇstallogƌaphiĐ 

oďseƌǀatioŶs.  We  fouŶd  suĐh  ŵeasuƌeŵeŶts  to  ďe  diffiĐult,  as  NM‘  aŶd  MALDI‐M“  aƌe 

ĐoŵpliĐated foƌ the AuϭϬϮ;“‘Ϳϰϰ sǇsteŵ aŶd eleŵeŶtal aŶalǇsis ǁould ƌeƋuiƌe gƌaŵs of ŵateƌial, 

ǁhiĐh is pƌeseŶtlǇ aŶ iŵpƌaĐtiĐal aŵouŶt, to aĐĐuƌatelǇ ƋuaŶtifǇ the sŵall aŵouŶt of Bƌ iŶ the 

eǆĐhaŶged pƌoduĐt.ϳϰ  

  A fuƌtheƌ ƋuestioŶ uŶaddƌessed ďǇ this stƌuĐtuƌe is hoǁ ligaŶds that aƌe Ŷot ďoŶded to 

solǀeŶt  aĐĐessiďle  Au;IͿ  atoŵs ŵight  eǆĐhaŶge.  The ŵeĐhaŶisŵ  of  eǆĐhaŶge  iŵplied  ďǇ  the 

pƌeseŶt X‐ƌaǇ ĐƌǇstal stƌuĐtuƌe ĐaŶ aĐĐouŶt foƌ eǆĐhaŶge of Ϯ of the ϮϮ sǇŵŵetƌǇ uŶiƋue ligaŶds 



ϭϳ 
 

iŶ this ŶaŶoĐlusteƌ. MaŶǇ if Ŷot all of the ƌeŵaiŶiŶg ϮϬ ligaŶds aƌe pƌesuŵed to ďe eǆĐhaŶgeaďle, 

iŵplǇiŶg the eǆisteŶĐe of at least oŶe additioŶal ŵeĐhaŶisŵ of eǆĐhaŶge. 

  Otheƌ stƌuĐtuƌal ŵeĐhaŶisŵs that aƌe suggested as ƌeleǀaŶt foƌ ligaŶd eǆĐhaŶge oŶ MPCs 

iŶĐlude eǆĐhaŶge of eŶtiƌe ‘“‐Au;IͿ‐“‘ uŶits aŶd tƌaŶslatioŶ of ligaŶds fƌoŵ ŶoŶeǆĐhaŶgiŶg sites 

iŶto  eǆĐhaŶgiŶg  sites.  The  ligaŶd  eǆĐhaŶge  stƌuĐtuƌe  suggests  that  ‘“‐Au;IͿ‐“‘  uŶit  eǆĐhaŶge 

ĐaŶŶot ďe the oŶlǇ ŵeĐhaŶisŵ of ligaŶd eǆĐhaŶge, ďut does Ŷot ƌule it out as a possiďle seĐoŶdaƌǇ 

ŵeĐhaŶisŵ of eǆĐhaŶge foƌ otheƌ ligaŶds. 

  The diffeƌiŶg ligaŶd oĐĐupaŶĐies also pƌoǀide soŵe iŶsight ǁith ƌegaƌd to the kiŶetiĐs of 

eǆĐhaŶge. Fƌoŵ a staŶdpoiŶt of ĐheŵiĐal kiŶetiĐs, pƌeǀious liteƌatuƌe suggests thƌee eǆĐhaŶge 

eŶǀiƌoŶŵeŶts.  This  liteƌatuƌe  Ŷotes  seǀeƌal  deǀiatioŶs  fƌoŵ  ideal  ďehaǀioƌ.  The  dƌaŵatiĐallǇ 

diffeƌeŶt oĐĐupaŶĐies iŶ the tǁo sǇŵŵetƌǇ uŶiƋue ligaŶds that eǆĐhaŶge iŶ this stƌuĐtuƌe suggest 

aŶ eǀeŶ ŵoƌe kiŶetiĐallǇ ĐoŵpliĐated piĐtuƌe iŶ ǁhiĐh poteŶtiallǇ eaĐh sǇŵŵetƌǇ uŶiƋue ligaŶd‐

eǆĐhaŶgiŶg  site  has  its  oǁŶ  eǆĐhaŶge  ĐoŶstaŶt.  The  pƌeǀiouslǇ  studied  ĐoŵpouŶds  iŶ  ligaŶd 

eǆĐhaŶge  aƌe of  higheƌ  iŶoƌgaŶiĐ  Đoƌe  sǇŵŵetƌǇ  thaŶ AuϭϬϮ;  speĐifiĐallǇ AuϮϱ,  AuϮϴ  aŶd Auϭϰϰ 

ĐoŶfoƌŵ to distoƌted Oh, Dϯ aŶd I poiŶt gƌoups, ƌespeĐtiǀelǇ. Both diffeƌeŶĐes ŵaǇ ƌesult iŶ aŶ 

eǀeŶ ŵoƌe kiŶetiĐallǇ Đoŵpleǆ eǆĐhaŶge eŶǀiƌoŶŵeŶt oŶ AuϭϬϮ;“‘Ϳϰϰ as Đoŵpaƌed to AuϮϱ;“‘Ϳϭϴ, 

Auϯϴ;“‘ͿϮϰ, aŶd Auϭϰϰ;“‘ͿϲϬ. 

  We ŶotiĐe a paƌallel ďetǁeeŶ this ǁoƌk aŶd the pƌeǀious ǁoƌk of “tellaĐĐi aŶd Đolleagues. 

IŶ  “tellaĐĐi͛s  pƌeǀious  ǁoƌk,  ƌeaĐtiǀitǇ  of  laƌgeƌ  ϭϬ  aŶd  ϮϬ  Ŷŵ  gold  ŶaŶopaƌtiĐles  foƌ  ligaŶd 

eǆĐhaŶge  is  shoǁŶ  to  ďe  gƌeatest  atop  the  highest  sǇŵŵetƌǇ  aǆes  ;polesͿ  of  these 

ŶaŶopaƌtiĐles.ϳϱ “iŵilaƌlǇ, ǁe see gƌeatest ligaŶd ƌeaĐtiǀitǇ foƌ the ligaŶds atop the pseudo‐ϱ‐fold 

sǇŵŵetƌǇ aǆis iŶ AuϭϬϮ;p‐MBAͿϰϰ. The ͞haiƌǇ ďall theoƌeŵ͟ ŵaǇ paƌtiallǇ eǆplaiŶ ďoth ƌesults.ϳϲ 



ϭϴ 
 

The  ͞haiƌǇ ďall  theoƌeŵ͟  states  that  it  is  Ŷot possiďle  to  ͞aligŶ haiƌs͟ oŶto  a  spheƌe ǁithout 

geŶeƌatiŶg tǁo siŶgulaƌities. These siŶgulaƌities ofteŶ eŶd at the paƌtiĐle poles. The ligaŶds at 

these  poles  aƌe  assuŵed  to  assuŵe  a  ŶoŶ‐eƋuiliďƌiuŵ  tilt;  as  the  ligaŶds  aƌe  Ŷot  optiŵallǇ 

staďilized ďǇ iŶteƌŵoleĐulaƌ iŶteƌaĐtioŶs ǁith ŶeighďoƌiŶg ligaŶds aƌe eǆpeĐted to ďe ƌeplaĐed 

fiƌst iŶ ligaŶd eǆĐhaŶge ƌeaĐtioŶs.ϳϱ 

FiŶallǇ, ǁe Ŷote that just as pƌoteiŶs ĐaŶ ďe ĐoŶĐeptualized as a Cϭ sǇŵŵetƌiĐ ƌigid alpha‐

ĐaƌďoŶ  ďaĐkďoŶe  ǁith  ĐheŵiĐal  fuŶĐtioŶal  gƌoups  ;aŵiŶo  aĐid  side  ĐhaiŶsͿ  iŶ  pƌeĐise  ϯ‐D 

loĐatioŶ/oƌieŶtatioŶ,  the  AuϭϬϮ;“‘Ϳϰϰ  ŶaŶoĐlusteƌ  ĐaŶ  ďe  siŵilaƌlǇ  ǀieǁed  as  possessiŶg  a  loǁ 

sǇŵŵetƌǇ ;CϮͿ, ƌigid iŶoƌgaŶiĐ Đoƌe aŶd ĐheŵiĐal fuŶĐtioŶal gƌoups ;thiolate ligaŶdsͿ iŶ pƌeĐise ϯ‐

D  loĐatioŶ aŶd oƌieŶtatioŶ. We shoǁ heƌe that these aŵiŶo aĐid  like gƌoups ĐaŶ ďe disĐƌetelǇ 

eǆĐhaŶged, ǁith Ŷotaďle oĐĐupaŶĐǇ diffeƌeŶĐes aŵoŶg those that aƌe eǆĐhaŶged ǁhiĐh ŵaǇ aƌise 

fƌoŵ kiŶetiĐ diffeƌeŶĐes iŶ ƌeaĐtiǀitǇ. Pƌeǀious ǁoƌk suggests that ŵost oƌ all of these ligaŶds aƌe 

eǆĐhaŶgeaďle iŶ ŵoƌe aggƌessiǀe eǆĐhaŶge ĐoŶditioŶs. “iŶĐe diffeƌeŶĐes iŶ the ƌeaĐtioŶ kiŶetiĐs 

of ĐoŵpetiŶg ƌeaĐtioŶs aƌe the  fouŶdatioŶ  foƌ all of sǇŶthetiĐ ĐheŵistƌǇ, kiŶetiĐ diffeƌeŶĐes  iŶ 

eǆĐhaŶge  ƌates  of  the  ϮϮ  sǇŵŵetƌiĐallǇ  uŶiƋue  ligaŶds  iŶ  AuϭϬϮ;p‐MBAͿϰϰ  ŵight  eŶaďle  the 

ŵodifiĐatioŶ  of  this  loǁ  sǇŵŵetƌǇ ŵaĐƌoŵoleĐule  to  displaǇ  a  ǀeƌǇ  ͞pƌoteiŶ‐like͟ ŵoleĐulaƌ 

suƌfaĐe, ǁith pƌeĐiselǇ positioŶed fuŶĐtioŶal gƌoups displaǇiŶg desiƌed Đhaƌge, hǇdƌophoďiĐitǇ oƌ 

polaƌitǇ pƌopeƌties. 

Ϯ.ϯ. STRUCTURAL BASIS FOR LIGAND EXCHANGE ON AuϮϱ;SRͿϭϴ 

We deĐided to iŶǀestigate ǁhetheƌ oƌ Ŷot the ƌesults seeŶ fƌoŵ the AuϭϬϮ;“‘Ϳϰϰ eǆĐhaŶge 

ǁeƌe uŶiǀeƌsal foƌ otheƌ Đlusteƌs. We deĐided to look at AuϮϱ;“‘Ϳϭϴ as the ligaŶd eŶǀiƌoŶŵeŶt is 

sigŶifiĐaŶtlǇ diffeƌeŶt  fƌoŵ that of AuϭϬϮ;“‘Ϳϰϰ  aŶd  the Đoƌe displaǇs a ŵuĐh higheƌ  sǇŵŵetƌǇ. 



ϭϵ 
 

AuϮϱ;“‘Ϳϭϴ is also Đloseƌ iŶ stƌuĐtuƌe to otheƌ oƌgaŶosoluďle Đlusteƌs. This ǁould hopefullǇ alloǁ 

us to ďuild a Đleaƌeƌ piĐtuƌe oŶ ligaŶd eǆĐhaŶge aŶd fuƌtheƌ ouƌ uŶdeƌstaŶdiŶg of usiŶg AuNPs as 

tags. 

  ‘eĐeŶtlǇ,  it ǁas  shoǁŶ  that  eaĐh of  the  ϭϴ possiďle  ligaŶd‐eǆĐhaŶge pƌoduĐts  ĐaŶ ďe 

isolated  ďǇ  ĐoluŵŶ  ĐhƌoŵatogƌaphǇ.ϱϯ  Despite  the  iŶteŶsiǀe  studǇ  of  this  ĐoŵpouŶd  foƌ 

stƌuĐtuƌal,  ĐheŵiĐal,  aŶd  ĐatalǇtiĐ  puƌposes,  theƌe  aƌe  Ŷo  pƌioƌ  stƌuĐtuƌes  of  paƌtiallǇ  ligaŶd‐

eǆĐhaŶged AuϮϱ;“‘Ϳϭϴ to ouƌ kŶoǁledge.ϳϳ–ϳϵ 

  Heƌe ǁe pƌeseŶt the fiƌst ĐƌǇstal stƌuĐtuƌe of paƌtiallǇ eǆĐhaŶged AuϮϱ;“‘Ϳϭϴ. The ligaŶd‐

eǆĐhaŶge ƌeaĐtioŶ ǁas doŶe oŶ a shoƌt tiŵe sĐale, ƌoughlǇ seǀeŶ ŵiŶutes, isolatiŶg ligaŶd sites 

ĐoƌƌespoŶdiŶg to pƌeǀiouslǇ ideŶtified kiŶetiĐ ͞fast eǆĐhaŶge͟ sites. IŶ ouƌ ĐƌǇstal stƌuĐtuƌe, ǁe 

oďseƌǀe  the  eǆĐhaŶge  of  ϭ  of  ϵ  sǇŵŵetƌǇ  uŶiƋue  ligaŶds  ;Figuƌe  Ϯ.ϭϰͿ,  iŶ  a  positioŶ  that  is 

ĐoŶsisteŶt ǁith aŶ assoĐiatiǀe ŵeĐhaŶisŵ. 

LigaŶd  eǆĐhaŶge  ǁas  aĐĐoŵplished  ďǇ  the  ƌeaĐtioŶ  shoǁŶ  iŶ  “Đheŵe  Ϯ.ϰ.  BƌieflǇ, 

AuϮϱ;“CϮHϮPhͿϭϴϬ,  heƌeafteƌ  AuϮϱ;PETͿϭϴ, ǁas  eǆposed  to  a  ϱ‐fold ŵolaƌ  eǆĐess  of p‐BBT  foƌ  ϳ 

ŵiŶutes  iŶ 
 

SĐheŵe Ϯ.ϰ. Pƌoposed ligaŶd eǆĐhaŶge of AuϮϱ;PETͿϭϴ ǁith p‐BBT. 

 
Figuƌe Ϯ.ϭϰ. Au aŶd “ atoŵ ŶuŵďeƌiŶg ĐoŶǀeŶtioŶ. Iŵage ƌepƌoduĐed ǁith peƌŵissioŶ fƌoŵ authoƌs aŶd AC“ PuďliĐatioŶs.ϯϴ 



ϮϬ 
 

CHϮClϮ,  ƌesultiŶg  iŶ  pƌoduĐts  ĐoƌƌespoŶdiŶg  to  the  fast  ligaŶd‐eǆĐhaŶge  eŶǀiƌoŶŵeŶt  foƌ  this 

Đlusteƌ. A full desĐƌiptioŶ of the eǆpeƌiŵeŶtal details ĐaŶ ďe fouŶd iŶ the ŵethods seĐtioŶ. “iŶgle 

ĐƌǇstals  of  the  Đƌude  pƌoduĐt ǁeƌe  gƌoǁŶ  ďǇ  sloǁ  ĐooliŶg  fƌoŵ  a  satuƌated  tolueŶe/ethaŶol 

solutioŶ. 

  DiffƌaĐtioŶ patteƌŶs ǁeƌe ƌeĐoƌded at the AdǀaŶĐed Light “ouƌĐe ;AL“Ϳ as desĐƌiďed iŶ the 

ŵethods. The diffƌaĐtioŶ patteƌŶs ǁeƌe iŶdeǆed to P1ത iŶ XD“ϴϬ aŶd XP‘EP ;ǀeƌsioŶ ϲ.ϭϮ; Bƌukeƌ 
AX“: MadisoŶ, WI, ϭϵϵϵͿ. ‘efiŶeŵeŶt of the stƌuĐtuƌe of the ligaŶd‐eǆĐhaŶged AuϮϱ ǁas doŶe iŶ 

“HELX.ϴϭ 

  “tatiĐ  suďstitutioŶ ƌefiŶeŵeŶt  iŶ “HELX ǁas used to deteƌŵiŶe  the oĐĐupaŶĐǇ of ďoth 

oƌigiŶal ;PETͿ aŶd iŶĐoŵiŶg ;p‐BBTͿ ligaŶds iŶ eaĐh of the ŶiŶe sǇŵŵetƌǇ‐uŶiƋue ligaŶd positioŶs. 

We Ŷuŵďeƌ eaĐh sǇŵŵetƌǇ‐uŶiƋue ligaŶd fƌoŵ ϭ to ϵ aĐĐoƌdiŶg to  the oďseƌǀed oƌ eǆpeĐted 

ƌeaĐtiǀitǇ foƌ ligaŶd eǆĐhaŶge ;ǀide iŶfƌaͿ, aŶd ǁe Ŷuŵďeƌed eaĐh Au atoŵ aĐĐoƌdiŶg to the saŵe 

ĐoŶǀeŶtioŶ.  IŶ  the  ĐooƌdiŶate  file,  the  ŶuŵďeƌiŶg  of  eaĐh  “  headgƌoup  ideŶtifies  the  ligaŶd 

Ŷuŵďeƌ. 

  The oĐĐupaŶĐǇ ďǇ the 

p‐BBT ligaŶd ǁas ƌefiŶed to ϳϰ.ϲ% foƌ ligaŶd ϭ. “tatiĐ suďstitutioŶal ƌefiŶeŵeŶt iŶ eaĐh of the 

 

 
Figuƌe  Ϯ.ϭϱ.  “iŶgle‐ĐƌǇstal  X‐ƌaǇ  stƌuĐtuƌe  of  AuϮϱ;PETͿϭϲ;p‐BBTͿϮ.  Coloƌ  Đode:  oƌaŶge,  Au; 
Ǉelloǁ, “; gƌaǇ, C; ƌed, Bƌ. ‘ed aƌƌoǁs poiŶt to the “ headgƌoup of ligaŶd ϭ aŶd ďlue aƌƌoǁs to 
Auϭ.  OƌieŶtatioŶ  of  the  ŵoleĐules  aƌe  ideŶtiĐal  to  Figuƌe  Ϯ.ϭϱ.    Iŵage  ƌepƌoduĐed  ǁith 
peƌŵissioŶ fƌoŵ authoƌs aŶd AC“ PuďliĐatioŶs.ϯϴ 



Ϯϭ 
 

otheƌ eight ligaŶd positioŶs eitheƌ failed to ƌefiŶe oƌ ƌefiŶed to zeƌo p‐BBT oĐĐupaŶĐǇ. Figuƌe Ϯ.ϭϱ 

shoǁs a ƌeŶdeƌiŶg of the ĐƌǇstal stƌuĐtuƌe, highlightiŶg the eǆĐhaŶged ligaŶd. 

The eǆĐhaŶge of this uŶiƋue ligaŶd site ĐaŶ ďe eǆplaiŶed ďǇ a ĐoŵďiŶatioŶ of the solǀeŶt 

aĐĐessiďilitǇ of Au atoŵs ďoŶded to the ligaŶds aŶd ŶoŶĐoǀaleŶt iŶteƌaĐtioŶs of ligaŶds ǁithiŶ 

the ligaŶd shell. “olǀeŶt eǆposuƌe of Au atoŵs ďoŶded to “ ligaŶd headgƌoups is a ƌeƋuisite foƌ 

the eǆpeĐted assoĐiatiǀe ligaŶd eǆĐhaŶge ďeĐause the solǀeŶt‐eǆposed aƌea ƌepƌeseŶts a suƌfaĐe 

Đapaďle of ďoŶdiŶg to aŶ iŶĐoŵiŶg ligaŶd.ϲϳ NoŶĐoǀaleŶt ligaŶd iŶteƌaĐtioŶs iŶ the ligaŶd shell 

ŵaǇ staďilize ĐeƌtaiŶ ligaŶds agaiŶst eǆĐhaŶge, eǀeŶ if theǇ aƌe ďoŶded to solǀeŶt‐eǆposed Au 

atoŵs.  

  The solǀeŶt‐aĐĐessiďle suƌfaĐe aƌea ǁas ĐalĐulated ǁith PǇMOLϴϮ  ;“ĐhƌödiŶgeƌ, LLCͿ. A 

total  of  ϯ  of  the  ϭϯ  Au  atoŵs  iŶ  the 

asǇŵŵetƌiĐ  uŶit  haǀe  soŵe  degƌee  of 

solǀeŶt eǆposuƌe. EaĐh of these Au atoŵs 

is iŶ a seŵiƌiŶg; eaĐh of the siǆ seŵiƌiŶgs of 

the  AuϮϱ  Đlusteƌ  ĐoŶtaiŶs  oŶe  solǀeŶt‐

eǆposed Au;IͿ atoŵ. AĐĐoƌdiŶg to ouƌ ŶuŵďeƌiŶg ĐoŶǀeŶtioŶ, the solǀeŶt‐eǆposed Au;IͿ atoŵs iŶ 

the  asǇŵŵetƌiĐ  uŶit  aƌe  Auϭ,  AuϮ  aŶd  Auϯ  ;Figuƌe  Ϯ.ϭϲͿ.  The  ĐalĐulated  solǀeŶt  eǆposuƌe 

;assuŵiŶg a solǀeŶt pƌoďe ƌadius of ϭ.ϳϲ Å, ĐoƌƌespoŶdiŶg to CHϮClϮ to appƌoǆiŵate the effeĐtiǀe 

size of the CHϮClϮ ŵoleĐuleͿ of Auϭ is ϯ.ϱϯ ÅϮ, folloǁed ďǇ AuϮ aŶd Auϯ ǁith ϭ.ϴ ÅϮ aŶd ϭ.ϵϰ ÅϮ, 

ƌespeĐtiǀelǇ. IŶ the pƌeseŶt ĐƌǇstal stƌuĐtuƌe, ligaŶd eǆĐhaŶge oĐĐuƌs oŶlǇ foƌ the ligaŶd ďoŶded 

to Auϭ,  the ŵost  solǀeŶt‐eǆposed Au atoŵ. This  is  stƌuĐtuƌallǇ  ĐoŶsisteŶt ǁith aŶ assoĐiatiǀe 

ŵeĐhaŶisŵ, It is also ĐoŶsisteŶt ǁith ouƌ ƌesults foƌ stƌuĐtuƌal ligaŶd eǆĐhaŶge oŶ AuϭϬϮ;“‘Ϳϰϰ.ϲϳ 

 
Figuƌe Ϯ.ϭϲ. “olǀeŶt‐eǆposed suƌfaĐe aƌea of AuϮϱ;PETͿϭϲ;p‐BBTͿϮ. 
The oƌieŶtatioŶ of the ŵoleĐules aŶd Đoloƌ sĐheŵes aƌe ideŶtiĐal 
ǁith those iŶ Figuƌe Ϯ.ϭϱ. Pƌoďe ƌadius used is ϭ.ϳϲ Å. ‘ed aƌƌoǁs 
poiŶt to the “ headgƌoup of ligaŶd ϭ aŶd ďlue aƌƌoǁs to Auϭ.  



ϮϮ 
 

  Theƌe aƌe fiǀe otheƌ ligaŶds attaĐhed to solǀeŶt‐aĐĐessiďle Au atoŵs iŶ the asǇŵŵetƌiĐ 

uŶit: ligaŶds Ϯ‐ϲ. LigaŶd ϰ is the apeǆ ligaŶd of Auϭ. LigaŶds Ϯ aŶd ϱ aƌe Đoƌe aŶd apeǆ ligaŶds of 

AuϮ. LigaŶds ϯ aŶd ϲ aƌe Đoƌe aŶd apeǆ ligaŶds of Auϯ. 

  LigaŶd ϰ,  like ligaŶd ϭ,  is ďoŶded to Auϭ. We ƌatioŶalize the ŶoŶeǆĐhaŶge of the apeǆ‐

positioŶed ligaŶd ϰ, iŶ paƌt, ďǇ ĐoŵpaƌiŶg the ďoŶd leŶgths as a pƌoǆǇ foƌ ďoŶd stƌeŶgth. LigaŶd 

ϰ Au‐“‘‐Au ďoŶd leŶgths aƌe Ϯ.Ϯϴϰ aŶd Ϯ.ϯϬϵ Å, ǁhile  ligaŶd ϭ ďoŶd leŶgths aƌe Ϯ.ϮϴϬ Å aŶd 

Ϯ.ϯϵϬ Å. These ďoŶd leŶgths suggest that the ligaŶd ǁe oďseƌǀed to eǆĐhaŶge is ŵoƌe ǁeaklǇ 

ďoŶded. 

  The ŶoŶeǆĐhaŶge of ligaŶds Ϯ‐ϲ, despite theiƌ ďoŶdiŶg to solǀeŶt‐aĐĐessiďle Au atoŵs, is 

puzzliŶg, espeĐiallǇ iŶ the Đases of ligaŶds Ϯ aŶd ϯ. That ŶeaƌlǇ ϴϬ% of ligaŶd ϭ is eǆĐhaŶged aŶd 

theƌe  is  Ŷo  eǀideŶĐe  of  ligaŶds  Ϯ  oƌ  ϯ  is  iŶĐoŶsisteŶt  ǁith  the  tǇpiĐal  oďseƌǀatioŶ  of  ligaŶd 

eǆĐhaŶge, ƌesultiŶg iŶ a distƌiďutioŶ of pƌoduĐts.ϱϯ 

 To ƌatioŶalize the eǆĐhaŶge of oŶlǇ ϭ of the ϵ sǇŵŵetƌǇ uŶiƋue ligaŶds, ǁe aŶalǇzed the 

ĐƌǇstal  ĐoŶtaĐts  of  the  ligaŶds  iŶ  MeƌĐuƌǇϴϯ  ;CCDCͿ.  This  aŶalǇsis  ƌeǀeals  the  iŶteƌaĐtioŶs 

suŵŵaƌized iŶ Taďle Ϯ.ϭ.  

 

 

LigaŶd ϰ ;apeǆ of AuϭͿ iŶteƌaĐts 

ǁith  a  tolueŶe  as  ǁell  as 

iŶtƌaŵoleĐulaƌlǇ  ǁith  its  oǁŶ 

ethǇl  gƌoup.  LigaŶd  ϭ  ;Auϭ, 

eǆĐhaŶge, edgeͿ shaƌes a gƌeat 

Taďle Ϯ.ϭ. List of IŶteƌ‐aŶd IŶtƌaŵoleĐulaƌ iŶteƌaĐtioŶs oďseƌǀed iŶ the ĐƌǇstal 
stƌuĐtuƌe. 

      ĐoŶtaĐts    
Au 

atoŵ  ligaŶd  iŶtƌaŵoleĐulaƌ  iŶteƌŵoleĐulaƌ 
ϭ  ϭ ;ĐoƌeͿ  ligaŶd ϯ  ligaŶd ϴ ;suďstaŶtialͿ 
ϭ  ϰ ;apeǆͿ    tolueŶe 
Ϯ  Ϯ ;ĐoƌeͿ    ligaŶd Ϯ 
Ϯ  ϱ ;apeǆͿ     
ϯ  ϲ ;apeǆͿ    ligaŶd ϵ‐pheŶǇl‐pheŶǇl 
ϯ  ϯ ;ĐoƌeͿ  ligaŶd ϭ   

 



Ϯϯ 
 

deal ŵoƌe iŶteƌŵoleĐulaƌ ĐoŶtaĐt ǁith “ϴ ;ŵeaŶiŶg that CϯϬ aŶd Cϯϭ aƌe Đlose eŶough to shaƌe 

ŵaŶǇ poteŶtial poiŶts of ĐoŶtaĐt ;CϯϬ‐CϲϬ Ϯ.ϲϯϵ Å, CϯϬ‐Cϲϭ ϯ.Ϯϲϭ Å, CϯϬ‐Cϱϵ Ϯ.ϳϰϴ Å, Cϯϭ‐Cϱϵ 

Ϯ.ϵϱϭ Å, Cϯϭ‐CϲϬ ϯ.Ϯϯϲ Å, Cϯϭ‐Cϱϴ ϯ.Ϭϰϯ ÅͿ aŶd iŶtƌaŵoleĐulaƌlǇ “ϯ͛s Cϳ ;as Ŷoted aďoǀeͿ. IŶ the 

aďseŶĐe of ϰ‐BBT at the “ϭ positioŶ, Cϭϱϯ aŶd ϭϱϰ ;pheŶǇl ƌiŶg of PET at “ϭͿ has aŶ iŶtƌaŵoleĐulaƌ 

iŶteƌaĐtioŶ  ǁith  “ϵ͛s  Cϱϰ  ;ϯ.ϭϰϮ  Å  aŶd  ϯ.Ϭϳϲ  Å,  ƌespeĐtiǀelǇͿ  as  ǁell  as  aŶ  iŶteƌŵoleĐulaƌ 

iŶteƌaĐtioŶ  fƌoŵ Cϭϱϲ  ;“ϭ  PET͛s  pheŶǇl  ƌiŶgͿ  to  Cϭϱϲ  ;ϯ.Ϭϭϵ ÅͿ.  LigaŶd  ϱ  ;AuϮ,  apeǆͿ  has  Ŷo 

iŶteƌŵoleĐulaƌ iŶteƌaĐtioŶs, ďut has iŶtƌaŵoleĐulaƌ iŶteƌaĐtioŶs ďetǁeeŶ the pheŶǇl ƌiŶg ;CϯϮͿ 

aŶd LigaŶd ϱ  itself, as ǁell as haǀiŶg soŵe iŶteƌaĐtioŶs to  its oǁŶ ethǇl gƌoup ;CϳϭͿ. LigaŶd Ϯ 

;AuϮ,  ĐoƌeͿ  has  aŶ  iŶteƌŵoleĐulaƌ  iŶteƌaĐtioŶ  ǁith  aŶotheƌ  Đlusteƌ͛s  “Ϯ  ;ϯ.Ϯϴϰ  ÅͿ  as  ǁell  as 

iŶtƌaŵoleĐulaƌ iŶteƌaĐtioŶs ǁith its oǁŶ ethǇl gƌoup. LigaŶd ϲ ;Auϯ, apeǆͿ ďoŶds iŶteƌŵoleĐulaƌlǇ 

to aŶ adjaĐeŶt Đlusteƌ͛s LigaŶd ϵ ;ϯ.ϯϭϵ ÅͿ ǁhiĐh staďilizes the ligaŶd laǇeƌ. LigaŶd ϯ ;Auϯ, ĐoƌeͿ, 

ǁhiĐh does Ŷot haǀe aŶǇ iŶteƌŵoleĐulaƌ iŶteƌaĐtioŶs, does haǀe iŶtƌaŵoleĐulaƌ iŶteƌaĐtioŶs ǁith 

CϮϴ of LigaŶd ϭ ;p‐BBTͿ at ϯ.ϯϵϵ Å, aŶd the pheŶǇl ƌiŶg iŶteƌaĐts ǁith “ϯ ;its oǁŶͿ Cϳϱ ;fiƌst ĐaƌďoŶ 

of the ethǇl gƌoupͿ. These iŶteƌaĐtioŶs poteŶtiallǇ help to eǆplaiŶ ǁhǇ oŶlǇ oŶe of the positioŶs 

that is solǀeŶt aĐĐessiďle eǆĐhaŶges. We do Ŷote, hoǁeǀeƌ, that the eǆĐhaŶge of p‐BBT iŶto ligaŶd 

positioŶ ϭ geŶeƌates seǀeƌal ĐƌǇstal ĐoŶtaĐts, possiďlǇ ƌeiŶfoƌĐed ďǇ π‐iŶteƌaĐtioŶs, Đoŵpaƌed to 

the Ŷatiǀe PET ligaŶd. This suďstaŶtial set of ĐoŶtaĐts is shoǁŶ iŶ Figuƌe Ϯ.ϭϳ. Thus, it is possiďle 

that the ligaŶd eǆĐhaŶge that ǁe solǀed ĐƌǇstallogƌaphiĐallǇ ƌesults fƌoŵ seleĐtiǀe ĐƌǇstallizatioŶ 

of oŶe of seǀeƌal pƌoduĐt s of the ligaŶd‐eǆĐhaŶge ƌeaĐtioŶ. 

  IŶ suŵŵaƌǇ, pƌeseŶted heƌe is the fiƌst stƌuĐtuƌe of AuϮϱ;“‘Ϳϭϴ afteƌ ŶoŶ‐Đoŵplete ligaŶd 

eǆĐhaŶge. We oďseƌǀe ligaŶd eǆĐhaŶge foƌ ligaŶds ďoŶded to oŶlǇ the ŵost solǀeŶt‐aĐĐessiďle 

Au atoŵs iŶ the stƌuĐtuƌe. CƌǇstal ĐoŶtaĐt aŶalǇsis suggests that ǁe ŵaǇ haǀe ĐƌǇstallized a suďset 



Ϯϰ 
 

of  the possiďle  ligaŶd‐eǆĐhaŶge pƌoduĐts.  The eǆĐhaŶge oĐĐuƌƌiŶg oŶlǇ  foƌ  ligaŶds ďoŶded  to 

solǀeŶt‐eǆposed Au  atoŵs  is  ĐoŶsisteŶt ǁith  pƌeǀious  kiŶetiĐ  aŶd  stƌuĐtuƌal  studies  of  ligaŶd 

eǆĐhaŶge oŶ AuŶ;“‘Ϳŵ ŶaŶoĐlusteƌs. 

Ϯ.ϰ. EFFECTS OF LIGAND LAYER ON CLUSTER CHIRALITY 

UpoŶ oďseƌǀiŶg  ŶoŶ‐Đoŵplete eǆĐhaŶge of AuϮϱ;“‘Ϳϭϴ 

ǁe deĐided to fuƌtheƌ  iŶǀestigate  ligaŶd eǆĐhaŶge.  IŶstead of 

usiŶg  p‐BBT,  ǁe  deĐided  to  iŶǀestigate  diffeƌeŶt  ligaŶds  to 

ďetteƌ  uŶdeƌstaŶd  stƌuĐtuƌe  of  these  ŶaŶoĐlusteƌs.  AgaiŶ ǁe 

deĐided to use AuϮϱ;“‘Ϳϭϴ as ouƌ ŵodel sǇsteŵ as it is a siŵpleƌ 

sǇsteŵ to ǁoƌk ǁith as  the sǇŶthesis  is ŵoƌe  ƌoďust aŶd  the 

ĐƌǇstallizatioŶ  is  ŵoƌe  depeŶdaďle.  We  deĐided  to  pƌoďe  if 

theƌe is a stƌuĐtuƌal diffeƌeŶĐe iŶ AuϮϱ;“‘Ϳϭϴ that is optiĐallǇ aĐtiǀe ǀs AuϮϱ;“‘Ϳϭϴ that is Ŷot; aŶd if 

theƌe  ǁas  a  ĐƌitiĐal  Ŷuŵďeƌ  of  ligaŶds  that  ǁould  Ŷeed  to  ďe  eǆĐhaŶged  ďefoƌe  the  Đlusteƌ 

ďeĐoŵes Đhiƌal. 

  It is kŶoǁŶ fƌoŵ AuϮϱ;“‘Ϳϭϴ sǇŶthesized ǁith ϭ‐PET that the ligaŶd laǇeƌ ĐaŶ iŵpaƌt ĐhiƌalitǇ 

to the ŶaŶoĐlusteƌ.ϴϰ AuϮϱ;Ϯ‐PETͿϭϴ is theoƌized to ďe uŶlikelǇ to eǆhiďit ĐhiƌalitǇ.ϴϱ The oƌigiŶ of 

ĐhiƌalitǇ  is  thought  to aƌise  fƌoŵ the  ligaŶds aŶd suƌfaĐe gold atoŵs.ϴϰ We ǁeƌe  iŶteƌested  iŶ 

deteƌŵiŶiŶg, hoǁ ŵaŶǇ ligaŶds ǁould Ŷeed to ďe eǆĐhaŶged iŶ oƌdeƌ to Đause aŶ aĐhiƌal stƌuĐtuƌe 

to tuƌŶ Đhiƌal, ǁhiĐh should ďe easilǇ Đaptuƌed thƌough ĐƌǇstallogƌaphiĐ ŵethods. 

  The ligaŶd ǁe Đhose to sǇŶthesize foƌ ouƌ eǆpeƌiŵeŶt ǁas Đaŵphoƌthiol.ϴϲ We Đhose this 

ligaŶd  iŶstead  of  the  ŵoƌe  ĐoŵŵoŶlǇ  used  ϭ‐PET  due  to  odoƌ  ĐoŶĐeƌŶs. We  also  opted  foƌ 

Đaŵphoƌthiol  oǀeƌ  aŶotheƌ  ŵoƌe  ĐoŵŵoŶlǇ  used  Đhiƌal  ligaŶd,  “‐BINA“,  due  to  sǇŶthetiĐ 

 
Figuƌe Ϯ.ϭϳ. CƌǇstal ĐoŶtaĐts ďetǁeeŶ 
ligaŶd  ϭ  aŶd  ligaŶd  ϴ  of  aŶ  adjaĐeŶt 
Đlusteƌ  iŶ  the ĐƌǇstal, as  ideŶtified ďǇ 
MeƌĐuƌǇ.  Iŵage  ƌepƌoduĐed  ǁith 
peƌŵissioŶ  fƌoŵ  authoƌs  aŶd  AC“ 
PuďliĐatioŶs.ϯϴ 



Ϯϱ 
 

ĐoŶsideƌatioŶs. IŶ oƌdeƌ to ŵaiŶtaiŶ Đoƌe siŵilaƌities to ouƌ pƌeǀiouslǇ solǀed stƌuĐtuƌes, ǁe Đhose 

AuϮϱ;PETͿϭϴϬ as the AuϮϱ ǁe ǁould look at ƌatheƌ thaŶ the ‐ϭ oƌ +ϭ Đhaƌge state as ǁe had alƌeadǇ 

pƌeǀiouslǇ  shoǁŶ  a  ŵethod  of  eǆĐhaŶgiŶg  ligaŶds  oŶto  AuϮϱ;PETͿϭϴϬ.ϴϳ  The  sǇŶthesis  of 

Đaŵphoƌthiol  ǁas  aĐĐoŵplished  folloǁiŶg  pƌeǀiouslǇ  ƌepoƌted  ŵethods.ϴϲ  A  siŵilaƌ  ligaŶd 

eǆĐhaŶge pƌoĐeduƌe ǁas folloǁed as ǁith ouƌ pƌeǀious ǁoƌk. Hoǁeǀeƌ, afteƌ  folloǁiŶg siŵilaƌ 

ĐƌǇstallizatioŶ ĐoŶditioŶs as pƌeǀiouslǇ ǁas seeŶ to foƌŵ high ƋualitǇ ĐƌǇstals of AuϮϱ;PETͿϭϴϬ, Ŷo 

ĐƌǇstals foƌŵed ǁith the Ŷeǁ Đaŵphoƌthiol ligaŶd eǆĐhaŶged oŶ. It is kŶoǁŶ that the AuϮϱ;PETͿϭϴϬ 

is less staďle thaŶ the AuϮϱ;PETͿϭϴ‐ϭ Đlusteƌϴϳ ǁhiĐh ǁas also seeŶ duƌiŶg ligaŶd eǆĐhaŶge ƌeaĐtioŶs 

iŶǀolǀiŶg loŶgeƌ eǆĐhaŶges utiliziŶg p‐BBT as ǁell as staŶdaƌd ĐoŶditioŶs utiliziŶg Đaŵphoƌthiol 

ǁhiĐh ƌesulted iŶ the eǆĐhaŶge solutioŶ ďeĐoŵiŶg Đleaƌ aŶd Đoloƌless ǁhiĐh iŶdiĐated that the 

Đlusteƌs  ǁeƌe  ďeiŶg  etĐhed.  Due  to  the  diffiĐulties  iŶǀolǀed  ǁith  eǆĐhaŶgiŶg  ligaŶds  oŶ 

AuϮϱ;PETͿϭϴϬ, ǁe sǁitĐhed to AuϮϱ;PETͿϭϴ‐ϭ, ǁhiĐh is a ŵoƌe staďle Đlusteƌ. Clusteƌs ǁeƌe soluďilized 

iŶ tolueŶe aloŶg ǁith Đaŵphoƌthiol theŶ ǁashed ǁith ethaŶol aŶd ĐeŶtƌifuged. The pellet ǁas 

ƌesoluďilized iŶ tolueŶe aŶd theŶ laǇeƌed ǁith ethaŶol aŶd alloǁed to ĐƌǇstallize iŶ a ‐ϮϬ °C fƌeezeƌ. 

While Ŷo ĐƌǇstals had foƌŵed, UV‐ǀis speĐtƌosĐopǇ suggests that the AuϮϱ;PETͿϭϴ‐ϭ Đlusteƌ ƌeŵaiŶs 

iŶtaĐt duƌiŶg eǆĐhaŶge as ŶoŶe of the peaks aƌe degƌaded ;Figuƌe Ϯ.ϭϴͿ.  

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

NANOCLUSTERS 

AŶotheƌ  aǀeŶue ǁe ǁeƌe  iŶteƌested  iŶ  puƌsuiŶg  is  that  it  is  kŶoǁŶ  that ŵoŶodeŶtate 

ligaŶds  ĐaŶ  eǆĐhaŶge,  ďut  that  does  Ŷot  eǆĐlude  that  eǆĐhaŶge  ŵaǇ  also  oĐĐuƌ  thƌough 

ŵultideŶtate ligaŶds. As had ďeeŶ seeŶ pƌeǀiouslǇ ǁheŶ Au‐“ staples aƌe added to aŶ eǆĐhaŶge 

ƌeaĐtioŶ, the eǆĐhaŶge seeŵs to oĐĐuƌ at a fasteƌ ƌate.ϲϬ IŶ oƌdeƌ to pƌoďe this, ǁe atteŵpted to 



Ϯϲ 
 

eǆĐhaŶge  oŶ  ligaŶds  that  ǁould  ƌoughlǇ  ĐoƌƌespoŶd  to  the  eŶtiƌe  Đlusteƌ  iŶ  oƌdeƌ  to  pƌoďe 

ǁhetheƌ oƌ Ŷot it ǁould ďe possiďle to eǆĐhaŶge off tǁo diffeƌeŶt positioŶs oŶ the saŵe Đlusteƌ 

oƌ if ǁe ǁould iŶstead see ĐƌossliŶkiŶg aĐƌoss ŶaŶoĐlusteƌs. IŶ oƌdeƌ to aid iŶ ĐƌǇstallizatioŶ, ǁe 

Đhose a ligaŶd ǁith tǁo diffeƌeŶt pƌopeƌties. The fiƌst  pƌopeƌtǇ ǁas to iŶĐlude a π‐aĐĐeptoƌ to aid 

iŶ ĐƌǇstallizatioŶ of the Đlusteƌ as ǁe had seeŶ pƌeǀiouslǇ.ϲϴ The seĐoŶd desiƌed pƌopeƌtǇ ǁas that 

the ligaŶd ďe ƌigid; this ǁould aid iŶ ǀisualiziŶg the eleĐtƌoŶ deŶsitǇ. 

We sǇŶthesized the ligaŶd ϯ,ϯ͛‐;ethǇŶe‐ϭ,Ϯ‐diǇlͿdiďeŶzeŶthiol ;LϭͿ as it affoƌded us all of 

ouƌ pƌeƌeƋuisites. LigaŶd sǇŶthesis folloǁed pƌeǀiouslǇ ƌepoƌted ŵethods.ϴϴ As ďefoƌe, a siŵilaƌ 

eǆĐhaŶge ǁas Đaƌƌied out oŶ AuϮϱ;PETͿϭϴϬ agaiŶ, as this ǁould alloǁ us to aǀoid ĐoŵpliĐatioŶs 

ďetǁeeŶ  ĐouŶteƌioŶs.  LigaŶd eǆĐhaŶge ǁas peƌfoƌŵed as ǁith ouƌ  pƌeǀious ǁoƌk. AgaiŶ,  the 

solutioŶ ǁas alloǁed to sloǁlǇ eǀapoƌate iŶ a ‐ϮϬ° C eŶǀiƌoŶŵeŶt, ǁhiĐh has Ǉielded high ƋualitǇ 

ĐƌǇstals  iŶ the past, hoǁeǀeƌ, agaiŶ Ŷo ĐƌǇstals foƌŵed. “iŵilaƌ to the Đase ǁith Đaŵphoƌthiol, 

ǁheŶ ligaŶd eǆĐhaŶge ǁas uŶdeƌtakeŶ ǁith AuϮϱ;PETͿϭϴϬ, the Đlusteƌs ǁeƌe seeŵiŶglǇ destƌoǇed. 

AgaiŶ,  ǁheŶ  eǆĐhaŶged  ǁith 

AuϮϱ;PETͿϭϴ‐ϭ,  the  UV‐ǀis  speĐtƌuŵ 

ƌeǀealed  that  the  Đlusteƌ  had  Ŷot 

degƌaded ;Figuƌe Ϯ.ϭϵͿ.  

Ϯ.ϲ.  EFFICACY  OF  GOLD 

NANOPARTICLE  BINDING  TO  A 

PROTEIN CRYSTAL SCAFFOLD 

IŶ  oƌdeƌ  to  test  the 

effeĐtiǀeŶess of ouƌ ligaŶd eǆĐhaŶged AuNPs as tags, ǁe ƌeƋuiƌed a test sǇsteŵ. This test sǇsteŵ 

 
Figuƌe  Ϯ.ϭϴ.  UV‐Vis  ĐoŵpaƌisoŶ  of  AuϮϱ;PETͿϭϴ‐ϭ  afteƌ  oŶe  daǇ  of 
eǆĐhaŶge  ǁith  Đaŵphoƌthiol.  Blue  ƌepƌeseŶts  AuϮϱ;PETͿϭϴ‐ϭ  afteƌ 
puƌifiĐatioŶ. OƌaŶge iŶdiĐates AuϮϱ;PETͿϭϴ‐ǆ;ĐaŵphoƌthiolͿǆ. 
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ǁould Ŷeed to Ǉield high ƋuaŶtities of pƌoteiŶ, ďe easilǇ ĐƌǇstallizaďle, haǀe laƌge eŶough solǀeŶt 

ĐhaŶŶels to easilǇ load gold ŶaŶopaƌtiĐles iŶto aŶd fiŶallǇ ďe peƌiodiĐ eŶough to aid iŶ eleĐtƌoŶ 

ŵiĐƌosĐopǇ studies of the ŵodel sǇsteŵ. 

Ouƌ ŵodel sǇsteŵ to test  ligaŶd eǆĐhaŶged Đlusteƌs ǁas a peƌiplasŵiĐ pƌoteiŶ isolated 

out of CaŵpǇloďaĐteƌ jejuŶi ;‘C“B ID ϮFG“, CJϭͿ ;Figuƌe Ϯ.ϮϬͿ.ϴϵ The ĐƌǇstal stƌuĐtuƌe ƌeǀealed 

that laƌge solǀeŶt ĐhaŶŶels ǁith a diaŵeteƌ of ϭϲ Ŷŵ ǁould ďe foƌŵed. The stƌuĐtuƌe is foƌŵed 

out  of  a  siŶgle  ŵoŶoŵeƌ  ǁhiĐh 

alloǁs foƌ N‐teƌŵiŶal taggiŶg ǁith 

a  siǆ  fold  histadiŶe  tag.  As  the 

stƌuĐtuƌe  is highlǇ  sǇŵŵetƌiĐ  this 

ŵodel  sǇsteŵ  alloǁs  foƌ 

deteƌŵiŶiŶg  hoǁ  effiĐieŶt  ouƌ 

gold  ŶaŶopaƌtiĐle  laďeliŶg  ǁould 

ďe, as eleĐtƌoŶ ŵiĐƌosĐopǇ should 

shoǁ ǀeƌǇ peƌiodiĐ positioŶiŶg of 

the gold ŶaŶopaƌtiĐle tags. 

 IŶ  oƌdeƌ  to  take  adǀaŶtage  of  the 

pƌoteiŶ  eŶgiŶeeƌiŶg  of  CJϭ 

aĐĐoŵplished ďǇ ouƌ Đollaďoƌatoƌs iŶ 

the “Ŷoǁ gƌoup,  it ǁas  iŵpoƌtaŶt to 

deteƌŵiŶe  ŶaŶopaƌtiĐles  that  ǁould 

ďe  utilized  foƌ  the  laďeliŶg 

 
Figuƌe Ϯ.ϭϵ. UV‐Vis ĐoŵpaƌisoŶ of AuϮϱ;PETͿϭϴ‐ϭ afteƌ oŶe daǇ of eǆĐhaŶge 
ǁith Lϭ. The ďlue tƌaĐe is the speĐtƌuŵ foƌ AuϮϱ;PETͿϭϴ‐ϭ. The oƌaŶge tƌaĐe is 
the speĐtƌuŵ foƌ AuϮϱ;PETͿϭϴ‐ǆ;LϭͿǆ‐ϭ. 
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Figuƌe Ϯ.ϮϬ. “tƌuĐtuƌe of ϮFG“. Iŵage iŶ A ƌepƌeseŶts a siŶgle ŵoŶoŵeƌ 
of the pƌoteiŶ. B ƌepƌeseŶts the paĐkiŶg of ϮFG“ iŶ ĐƌǇstalliŶe foƌŵ. The 
laƌge poƌes seeŶ iŶ paŶel B aƌe ~ϭϲ Ŷŵ iŶ diaŵeteƌ aŶd the sŵalleƌ poƌes 
aƌe ~ϯ Ŷŵ iŶ diaŵeteƌ. 
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eǆpeƌiŵeŶts. The fiƌst Đlusteƌ deĐided upoŶ ǁas AuϮϱ;“GͿϭϴ as it has Ŷatuƌal fluoƌesĐeŶĐeϵϬ ǁhiĐh 

ǁould  aid  iŶ  ŵoŶitoƌiŶg  the  loadiŶg  of  ŶaŶoĐlusteƌs  iŶto  the  pƌoteiŶ  ĐƌǇstal.  The  seĐoŶd 

ŶaŶopaƌtiĐle sǇŶthesized ǁas a ϭϬ Ŷŵ gold ŶaŶopaƌtiĐle. This size ǁas ĐhoseŶ as it ǁould easilǇ 

fit iŶto the solǀeŶt aĐĐessiďle ĐhaŶŶels aŶd ďe ǀisiďle ďǇ tƌaŶsŵissioŶ eleĐtƌoŶ ŵiĐƌosĐopǇ ;TEMͿ. 

IŶ oƌdeƌ to take adǀaŶtage of the ϲǆ histadiŶe tag ;His‐TagͿ oŶ CJϭ it ǁas ŶeĐessaƌǇ to attaĐh a 

ligaŶd oŶto the ŶaŶopaƌtiĐles Đapaďle of ďiŶdiŶg ŶiĐkel ioŶs ǁhiĐh aƌe ďouŶd to the His‐Tag. This 

ǁas  aĐĐoŵplished  ďǇ  sǇŶthesiziŶg  ;ϭ“Ϳ‐N‐[ϱ‐[;ϰ‐ŵeƌĐaptoďutaŶoǇlͿaŵiŶo]‐ϭ‐

ĐaƌďoǆǇpeŶtǇl]iŵiŶodiaĐetiĐ aĐid ;H“‐NTAͿ.Ϯϲ  

AuϮϱ;“GͿϭϴ ǁas sǇŶthesized usiŶg a ŵodified pƌoĐeduƌe that ǁas pƌeǀiouslǇ puďlished.ϵϬ–

ϵϮ  The  Đlusteƌs  ǁeƌe  puƌified  ǀia  polǇaĐƌǇlaŵide  gel  eleĐtƌophoƌesis  ;PAGEͿ  ;Figuƌe  Ϯ.ϮϭͿ, 

folloǁiŶg  pƌeǀious  studies  usiŶg  E“I‐M“  to  deteƌŵiŶe  the  ĐoƌƌeĐt  Đlusteƌ.ϵϯ,ϵϰ    Clusteƌs  ǁeƌe 

ǁashed aŶd dƌied theŶ ƌedissolǀed iŶ DI HϮO aŶd ŵiǆed ǁith ϱ ŵol eƋuiǀaleŶts of H“‐NTA aŶd 

alloǁed to ƌeaĐt foƌ seǀeŶ aŶd a half ŵiŶutes folloǁiŶg ouƌ pƌeǀious studies oŶ ligaŶd eǆĐhaŶge 

of siŵilaƌ sized Đlusteƌs.ϲϴ The eǆĐhaŶge ƌeaĐtioŶ ǁas theŶ ǁashed iŶ EtOH aŶd pelleted aŶd dƌied 

to Ǉield a ƌeaĐtioŶ ŵiǆtuƌe of AuϮϱ;“GͿǆ;“‐NTAͿϭϴ‐ǆ. EǆĐhaŶge ǁas ĐoŶfiƌŵed ďǇ PAGE, iŶ Figuƌe 

Ϯ.Ϯϭ, B shoǁs the oƌigiŶal pƌoduĐt iŶ laŶe ϭ ǁhile post eǆĐhaŶge is seeŶ iŶ laŶe Ϯ. The ƌeasoŶ foƌ 

ŵoďilitǇ shift is that ďǇ eǆĐhaŶgiŶg oŶ “‐NTA, the eleĐtƌoŶiĐs of the ligaŶd laǇeƌ haǀe ĐhaŶged, 

ǁhiĐh iŶĐƌeases the Đhaƌge ǁhiĐh ĐhaŶges the gel ŵoďilitǇ. 

The ϭϬ Ŷŵ gold ŶaŶopaƌtiĐles ǁeƌe sǇŶthesized usiŶg a pƌeǀiouslǇ puďlished pƌoĐeduƌe,ϵϱ 

ǁhiĐh Ǉielded a ƌed solutioŶ ;Figuƌe Ϯ.ϮϮ, AͿ. FolloǁiŶg sǇŶthesis of the Đlusteƌs, oleǇlaŵiŶe ǁas 

eǆĐhaŶged off foƌ ϯ‐ŵeƌĐaptopƌopioŶiĐ aĐid ;ϯ‐MPAͿ ǁhiĐh Ǉielded a Đleaƌ ďlue solutioŶ ǁhiĐh 

iŶitiallǇ ŵight iŶdiĐate laƌgeƌ Đlusteƌs thaŶ ϭϬ Ŷŵ; hoǁeǀeƌ uŶdeƌ TEM, it ǁas ƌeǀealed that due 
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to  the shoƌt  ligaŶd  leŶgth, Đlusteƌs ǁeƌe aggƌegatiŶg togetheƌ ĐausiŶg a plasŵoŶ shift  ;Figuƌe 

Ϯ.ϮϮ, BͿ.ϵϲ–ϵϴ The oleǇlaŵiŶe Đoated AuNPs ǁeƌe ĐalĐulated to haǀe a diaŵeteƌ of ϴ.Ϯ ± Ϯ.Ϯ Ŷŵ. 

The ϯ‐MPA Đoated AuNPs ǁeƌe Ŷot ƌeliaďlǇ aďle to ďe ĐhaƌaĐteƌized due to aggƌegatioŶ. 

UpoŶ additioŶ of tetƌaŵethǇlaŵŵoŶiuŵ hǇdƌoǆide ;TMAͿ the solutioŶ tuƌŶed a daƌk ƌed 

aŶd upoŶ TEM aŶalǇsis it ǁas shoǁŶ that the paƌtiĐles had deaggƌegated ;Figuƌe Ϯ.ϮϮ, CͿ. The 

additioŶ of TMA effeĐtiǀelǇ ĐhaŶges the ĐouŶteƌioŶ ďouŶd to the AuNP ǁhiĐh affeĐts the aďilitǇ 

of  ŶaŶopaƌtiĐles  to  aggƌegate  togetheƌ  ;Figuƌe  Ϯ.ϮϮ,  CͿ.ϵϵ–ϭϬϭ  ϯ‐MPA  Đoated  AuNPs  ǁeƌe 

ĐalĐulated to haǀe a diaŵeteƌ of ϳ ± ϯ Ŷŵ. The dispeƌsitǇ is  likelǇ due to the sŵall size of the 

ligaŶd  eǆĐhaŶged  oŶto  the 

paƌtiĐle  alloǁiŶg  foƌ  ŵoƌe 

paƌtiĐle  gƌoǁth  due  to 

iŶeffiĐieŶt ĐappiŶg.ϭϬϮ 

LigaŶd  eǆĐhaŶge 

ŵethods ǁeƌe  fiƌst  tested  oŶ 

ĐoŵŵeƌĐiallǇ aǀailaďle ϭϬ Ŷŵ 

AuNP Đoated iŶ taŶŶiĐ aĐid. The ŶaŶopaƌtiĐles ǁeƌe ƌeǀealed to ďe ϵ.ϵϳ ± ϭ.Ϭϰ Ŷŵ iŶ diaŵeteƌ ďǇ 

TEM, usiŶg IŵageJ.ϭϬϯ UpoŶ ligaŶd eǆĐhaŶge, the iŶoƌgaŶiĐ Đoƌe ƌeŵaiŶs the saŵe size, ϭϬ ± ϭ 

Figuƌe Ϯ.Ϯϭ. ;AͿ Ϯϰ% polǇaĐƌǇlaŵide gel shoǁiŶg puƌifiĐatioŶ of AuϮϱ;“GͿϭϴ fƌoŵ 
sǇŶthesis. ;BͿ Ϯϰ% polǇaĐƌǇlaŵide gel ǁith AuϮϱ;“GͿϭϴ iŶ laŶe ϭ aŶd AuϮϱ;“GͿϭϴ‐ǆ;“‐
NTAͿǆ iŶ laŶe Ϯ. 

 
Figuƌe Ϯ.ϮϮ. TƌaŶsŵissioŶ eleĐtƌoŶ ŵiĐƌogƌaphs shoǁiŶg the aggƌegatioŶ ďǇ eǆĐhaŶgiŶg ligaŶd laǇeƌ. AͿ oleǇlaŵiŶe Đoated 
BͿ ϯ‐MPA Đoated CͿ ϯ‐MPA Đoated ǁith TMA added to solutioŶ. 
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Ŷŵ, hoǁeǀeƌ dǇŶaŵiĐ light sĐatteƌiŶg ;DL“Ϳ ƌeǀeals that the ligaŶd laǇeƌ has ďeĐoŵe peƌtuƌďed 

;Figuƌe Ϯ.ϮϯͿ. DL“ ƌeǀeals that the ligaŶd laǇeƌ ďeĐoŵes slightlǇ sŵalleƌ aŶd a sŵall poƌtioŶ of the 

Đlusteƌs had ďeguŶ  to  foƌŵ  laƌgeƌ  Đlusteƌs.ϱϱ,ϭϬϮ  The  ĐoŶtƌaĐtioŶ of hǇdƌodǇŶaŵiĐ diaŵeteƌ  is 

likelǇ  due  to  a  ĐoŵďiŶatioŶ  of  iŶtƌoduĐtioŶ  of  a  sŵalleƌ  ligaŶd  laǇeƌ  ďut  also  the  effeĐt  the 

ĐouŶteƌioŶ  has  oŶ  hǇdƌodǇŶaŵiĐ  diaŵeteƌ.ϭϬϭ,ϭϬϰ  The  gold  ŶaŶopaƌtiĐles  ǁeƌe  soaked  iŶto 

pƌefoƌŵed CJϭ ĐƌǇstals ďǇ ouƌ Đollaďoƌatoƌs, Thaddeus Huďeƌ, AŶŶ Koǁalski aŶd Chƌis “Ŷoǁ. It 

ǁas fouŶd ďǇ iŶduĐtiǀelǇ Đoupled plasŵa ŵass speĐtƌoŵetƌǇ ;ICP‐M“Ϳ that AuϮϱ;“GͿϭϴ Đould ďe 

suĐĐessfullǇ  loaded  aŶd  uŶloaded  aŶd  the  aŵouŶt  of  gold  fouŶd  Đoƌƌelated  ǁell  ǁith  tiŵe 

alloǁed to soak ;Figuƌe ϰ.ϭͿ. As  is seeŶ iŶ Figuƌe Ϯ.Ϯϰ, a ŵaǆiŵuŵ loadiŶg is ƌeaĐhed at eight 

houƌs,  aŶd  as  tiŵe 

iŶĐƌeases  ŶoŶe  of  the 

gold is seeŶ to leeĐh out. 

Hoǁeǀeƌ, iŶ the pƌeseŶĐe 

of EDTA all of the gold is 

fouŶd  to  ďe  uŶloaded. 

NoŶetheless,  these 

eǆpeƌiŵeŶts do Ŷot alloǁ 

us  to  pƌoďe  ǁhetheƌ  oƌ 

Ŷot  the  gold  is  iŶ  faĐt 

iŶside  of  the  poƌes  oƌ 

attaĐhed  to  the  outside 

of the pƌoteiŶ ĐƌǇstal. 

 
Figuƌe Ϯ.Ϯϯ. PaŶel A shoǁs the full size ƌaŶge fƌoŵ DL“ eǆpeƌiŵeŶts. PaŶel B is zooŵed 
iŶ oŶ the size ƌaŶge ǁheƌe paƌtiĐles aƌe oďseƌǀed. IŶ eaĐh paŶel, ďlue ƌepƌeseŶts data 
fƌoŵ ϭϬ Ŷŵ AuNPs; ƌed ƌepƌeseŶts data fƌoŵ ϭϬ Ŷŵ AuNPs post ligaŶd eǆĐhaŶge. PaŶel 
C is a tƌaŶsŵissioŶ eleĐtƌoŶ ŵiĐƌogƌaph of ϭϬ Ŷŵ AuNP ǁithout ligaŶd eǆĐhaŶge. PaŶel 
D is a tƌaŶsŵissioŶ eleĐtƌoŶ ŵiĐƌogƌaph of ϭϬ Ŷŵ AuNP post ligaŶd eǆĐhaŶge. 
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  IŶ oƌdeƌ to gaiŶ a Đleaƌeƌ iŵage of ǁhat is happeŶiŶg iŶside of the ĐƌǇstal, pƌoteiŶ ĐƌǇstals 

ǁeƌe  soaked ǁith  ϭϬ  Ŷŵ AuNPs ǁith  H“‐NTA  aŶd  plaĐed  oŶto  ϮϬϬ ŵesh  Cu  gƌids  Đoated  iŶ 

ĐaƌďoŶ, ǁhiĐh had ďeeŶ pƌeǀiouslǇ gloǁ disĐhaƌged iŶ aŵďieŶt atŵospheƌe. UpoŶ iŵagiŶg, the 

ĐƌǇstals ǁeƌe deeŵed  to ďe  too  thiĐk  to  iŵage  thƌough usiŶg  a  JEOL  JEM‐ϭϰϬϬ  TƌaŶsŵissioŶ 

EleĐtƌoŶ MiĐƌosĐope  opeƌatiŶg  at  ϭϬϬ  kV  ;Figuƌe  Ϯ.ϮϱͿ.  Tǁo  diffeƌeŶt  appƌoaĐhes ǁeƌe  theŶ 

atteŵpted to ĐiƌĐuŵǀeŶt this issue. The fiƌst appƌoaĐh is thƌough tƌaditioŶal ďiologiĐal eleĐtƌoŶ 

ŵiĐƌosĐopǇ teĐhŶiƋues foƌ iŵagiŶg Đells. As 

Đells aƌe ofteŶ too thiĐk to iŵage thƌough, 

ofteŶ Đells aƌe eŵďedded iŶ ƌesiŶ aŶd theŶ 

sliĐed iŶto thiŶ seĐtioŶs aƌouŶd ϭϬϬ‐ϮϬϬ Ŷŵ 

thiĐk. These seĐtioŶs should alloǁ foƌ diƌeĐt 

iŵagiŶg  of  the  ĐhaŶŶels  loaded ǁith  gold 

ŶaŶopaƌtiĐles  aŶd  still  ďe  thiŶ  eŶough  to 

iŵage.  The  gold  ŶaŶopaƌtiĐles  seeŵ  to  peƌŵeate  thƌoughout  the  ĐƌǇstal  ;Figuƌe  Ϯ.ϮϲͿ.  As 

ŵiĐƌogƌaphs  aƌe  a  ϮD  ƌepƌeseŶtatioŶ  of  a  ϯD  oďjeĐt  it  is  ofteŶ  diffiĐult  to  asĐeƌtaiŶ  if  the 

ŶaŶopaƌtiĐles  aƌe  spatiallǇ  ƌelated.  A  ĐƌǇstal 

that  is  Ŷot  peƌfeĐtlǇ  flat  iŶside  of  the 

eŵďeddiŶg  ƌesiŶ  ǁill  ŵake  this  eǀeŶ  ŵoƌe 

diffiĐult. To gaiŶ a ďetteƌ uŶdeƌstaŶdiŶg of hoǁ 

the  gold  ŶaŶopaƌtiĐles  aƌe  oƌieŶted  iŶ  ϯD, 

eleĐtƌoŶ toŵogƌaphǇ ǁas utilized ;Figuƌe Ϯ.ϮϳͿ. 

The  toŵogƌaŵ  ƌeǀeals  a  little  ďit  ŵoƌe 

Figuƌe Ϯ.Ϯϱ. ‘epƌeseŶtatiǀe ŵiĐƌogƌaph of ϮFG“ ĐƌǇstal  loaded 
ǁith  ϭϬ  Ŷŵ  AuNPs.  These  ĐƌǇstals  teŶd  to  ďe  too  thiĐk  foƌ 
eleĐtƌoŶ ŵiĐƌosĐopǇ. 

 
Figuƌe Ϯ.Ϯϲ. ‘epƌeseŶtatiǀe ŵiĐƌogƌaph of a seĐtioŶed ϮFG“ 
ĐƌǇstal loaded ǁith ϭϬ Ŷŵ AuNPs.  
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iŶfoƌŵatioŶ aŶd pƌoǀides soŵe slight eǀideŶĐe that theƌe ŵaǇ ďe gold ŶaŶopaƌtiĐles staĐkiŶg oŶ 

top of eaĐh otheƌ iŶside the ĐhaŶŶels ;Figuƌe ϮϬ, paŶel BͿ. Hoǁeǀeƌ, the iŶheƌeŶt eleĐtƌostatiĐ 

iŶteƌaĐtioŶ of the ligaŶds ŵaǇ ďe iŶteƌfeƌiŶg ǁith loadiŶg as ǁell. Theƌe ǁeƌe, hoǁeǀeƌ, soŵe 

issues of peƌiodiĐitǇ aŶd eleĐtƌoŶ deŶsitǇ ǁheƌe theƌe 

should Ŷot ďe aŶǇ. This is seeŶ iŶ Figuƌe Ϯ.Ϯϳ, paŶel C, 

ǁheƌe  it  appeaƌs  that  theƌe  is  a  laƌge  aŵouŶt  of 

eleĐtƌoŶ deŶsitǇ that  is  liŶked togetheƌ aŶd does Ŷot 

appeaƌ to ďe a disĐƌete paƌtiĐle. The seĐoŶd appƌoaĐh 

foƌ iŵagiŶg ĐƌǇstals that aƌe too thiĐk is siŵplǇ to ŵake 

the  ĐƌǇstals  sŵalleƌ.  This  ĐaŶ  ďe  aĐhieǀed  thƌough 

seǀeƌal ŵethods; the fiƌst ǁas to siŵplǇ take ĐƌǇstals 

aŶd shatteƌ theŵ so that the ĐƌǇstals ǁould ďe thiŶ eŶough to iŵage; this ǁas doŶe ďǇ utiliziŶg 

a ŵethod siŵilaƌ to “teǀeŶsoŶ et al.ϭϬϱ, ďǇ ǀoƌteǆiŶg ĐƌǇstals ǁith Ϭ.ϱ ŵŵ glass ďeads. While this 

ŵethod ǁas suĐĐessful iŶ ŵakiŶg the ĐƌushiŶg the ĐƌǇstals to ďeĐoŵe sŵall eŶough to iŵage, the 

loss of pƌediĐtaďle stƌuĐtuƌe ďased oŶ hoǁ the ĐƌǇstals aƌe foƌŵed ŵade it diffiĐult to deteƌŵiŶe 

if the gold ŶaŶopaƌtiĐles ǁeƌe iŶ faĐt iŶside pƌoteiŶ ĐƌǇstals oƌ if the ŶaŶopaƌtiĐles just teŶded to 

aggloŵeƌate togetheƌ ;Figuƌe Ϯ.ϮϴͿ. 

Ouƌ Đollaďoƌatoƌs ǁeƌe aďle to 

ĐoŶtƌol  ĐƌǇstal  size  Ƌuite  ǁell  aŶd 

ŵaŶaged  to  gƌoǁ ŵiĐƌoĐƌǇstals.  The 

ŵiĐƌoĐƌǇstals  still  had  a  laƌge  issue 

ǁith  the  ŶaŶopaƌtiĐles  ĐoatiŶg  the 

 
Figuƌe  Ϯ.Ϯϳ.  Toŵogƌaŵ  ƌeĐoŶstƌuĐtioŶ  of  data 
fƌoŵ seĐtioŶed ϮFG“.  ;AͿ  toŵogƌaŵ oƌieŶtatioŶ 
doǁŶ  the  faĐe  of  the  ĐƌǇstal,  ;BͿ  toŵogƌaŵ 
ƌotated  ďǇ  ϵϬ°  to  ƌeǀeal  the  eleĐtƌoŶ  deŶsitǇ 
thƌough  the  side  of  the  ĐƌǇstal,  ;CͿ  toŵogƌaŵ 
ƌotated  ϵϬ°  fƌoŵ  ;BͿ  to  ƌeǀeal  ŶetǁoƌkiŶg  of 
eleĐtƌoŶ deŶsitǇ.

 
Figuƌe Ϯ.Ϯϴ. ‘epƌeseŶtatiǀe tƌaŶsŵissioŶ eleĐtƌoŶ ŵiĐƌogƌaphs of ϮFG“ 
ĐƌǇstals  loaded  ǁith  ϭϬ  Ŷŵ  AuNPs  that  haǀe  ďeeŶ  Đƌushed  ďǇ  glass 
ďeads. The laĐk of stƌuĐtuƌe as ǁould ďe seeŶ iŶ a ǁell oƌdeƌed ĐƌǇstal 
ƌeŶdeƌs it diffiĐult to deteƌŵiŶe peƌiodiĐitǇ.  
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eŶtiƌe suƌfaĐe of the ĐƌǇstal. IŶ oƌdeƌ to deteƌŵiŶe if the ĐƌǇstals gƌoǁŶ ǁeƌe iŶ faĐt thiŶ eŶough 

to  iŵage  thƌough,  uŶloaded  ĐƌǇstals  ǁeƌe  plaĐed  oŶto  TEM  gƌids  aŶd  iŵaged.  This  alloǁed 

iŵagiŶg of  the  ĐƌǇstal  to deteƌŵiŶe  if  theǇ ǁeƌe  thiŶ eŶough  foƌ diƌeĐt  iŵagiŶg.  The  ĐƌǇstals 

ƌeǀealed that theǇ ǁeƌe thiŶ eŶough to iŵage thƌough aŶd peƌhaps soŵethiŶg ŵoƌe iŶteƌestiŶg. 

That  iŶside of the ĐƌǇstals ǁeƌe ǀeƌǇ peƌiodiĐ eleĐtƌoŶ deŶse spots ;Figuƌe Ϯ.ϮϵͿ. The eleĐtƌoŶ 

deŶse  spots  appeaƌ  ϭϰ‐ϭϴ  Ŷŵ  apaƌt,  ǁhiĐh  is  Đlose  to  ǁhat  ǁe ǁould  eǆpeĐt  iŶ  a  peƌfeĐtlǇ 

pƌeseƌǀed ĐƌǇstal. Hoǁeǀeƌ, the distaŶĐes do Ŷot seeŵ to ďe peƌiodiĐ, this ŵaǇ ďe Đaused ďǇ the 

high  ǀaĐuuŵ eŶǀiƌoŶŵeŶt  iŶ  the  TEM ǁaƌpiŶg 

the ĐƌǇstal. The spots aƌe suspeĐted to ďe laƌge 

aŵouŶts of ŶiĐkel ioŶs ĐoŶĐeŶtƌated aƌouŶd the 

His‐Tags  faĐiŶg  iŶto  the  solǀeŶt  ĐhaŶŶels.  IŶ 

oƌdeƌ  to  haǀe  a  Đleaƌeƌ  iŵage  of  hoǁ  these 

eleĐtƌoŶ  deŶse  spots  staĐk  togetheƌ,  eleĐtƌoŶ  toŵogƌaphǇ  ǁas  oŶĐe  agaiŶ  peƌfoƌŵed. 

UŶfoƌtuŶatelǇ, IMODϭϬϲ had a diffiĐult tiŵe aligŶiŶg the iŵage staĐk ǁithout aŶǇ fiduĐial ŵaƌkeƌs; 

ƌegaƌdless,  aligŶiŶg  the  iŵage  staĐk ǁas atteŵpted 

thƌough  otheƌ  ŵeaŶs.  The  aligŶŵeŶt  ǁoƌked  ǁell 

eŶough to ƌeǀeal that theƌe appeaƌed to ďe eleĐtƌoŶ 

deŶse ŵateƌial iŶside a ĐhaŶŶel like stƌuĐtuƌe ;Figuƌe 

Ϯ.ϯϬͿ.  It  ǁas  Ŷot  possiďle,  hoǁeǀeƌ,  to  gleaŵ  aŶǇ 

iŶfoƌŵatioŶ  ƌegaƌdiŶg  the  peƌiodiĐitǇ  fƌoŵ  the 

toŵogƌaŵ  as  the  pƌesuŵed  ĐhaŶŶels  aƌe  Ŷot 

eleĐtƌoŶ deŶse eŶough aŶd the aligŶŵeŶt is Ŷot ǁell 

 
Figuƌe Ϯ.Ϯϵ. TƌaŶsŵissioŶ eleĐtƌoŶ ŵiĐƌogƌaph of a ŵiĐƌo 
ϮFG“  ĐƌǇstal  gƌoǁŶ  oŶ  a  gloǁ  disĐhaƌged  C  Đoated  Au 
gƌid. PaŶel B  is a ŵagŶified  iŵage of paŶel A aŶd ŵoƌe 
ĐleaƌlǇ shoǁs the peƌiodiĐ eleĐtƌoŶ deŶse spots fouŶd iŶ 
the ĐƌǇstal. 

 
Figuƌe Ϯ.ϯϬ. Toŵogƌaŵ ƌeĐoŶstƌuĐtioŶ of tilt seƌies 
fƌoŵ ϮFG“ ŵiĐƌoĐƌǇstal. “uƌfaĐes ƌeŶdeƌed at top 
aŶd ďottoŵ aƌe the ĐƌǇstal suƌfaĐe. 
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aligŶed eŶough.   The pƌoďleŵ ǁith  the aligŶŵeŶt ŵaǇ ďe solǀed ďǇ utiliziŶg a ŵoƌe eleĐtƌoŶ 

deŶse suďstaŶĐe thaŶ ŶiĐkel oƌ ďǇ fuƌtheƌ ƌeŵoǀiŶg suƌfaĐe ďouŶd gold ŶaŶopaƌtiĐles. 

 

Ϯ.ϳ. CONCLUSION 

  We haǀe shoǁŶ heƌe the fiƌst stƌuĐtuƌal eǀideŶĐe of iŶĐoŵplete eǆĐhaŶge. BǇ eǆaŵiŶiŶg 

iŶĐoŵplete eǆĐhaŶge, ǁe gaiŶ a stƌuĐtuƌal uŶdeƌstaŶdiŶg of hoǁ eǆĐhaŶge ŵaǇ oĐĐuƌ. Ouƌ data 

suggests, as pƌeǀious ǁoƌks do, that eǆĐhaŶge oĐĐuƌs thƌough aŶ assoĐiatiǀe ŵeĐhaŶisŵ.ϮϮ,Ϯϰ,ϱϵ,ϲϬ 

Ouƌ data also seeŵ to suggest that the pƌeǀiouslǇ shoǁŶ ƌates of eǆĐhaŶge poiŶt to diffeƌeŶt Au 

atoŵs ǁith diffeƌiŶg eŶǀiƌoŶŵeŶts. Theƌe is still a sepaƌate ŵeĐhaŶisŵ of eǆĐhaŶge that Ŷeeds 

to ďe teased out. It does, hoǁeǀeƌ, appeaƌ that oŶlǇ a siŶgle ligaŶd is eǆĐhaŶged ƌatheƌ thaŶ aŶ 

eŶtiƌe staple. Fƌoŵ the ǁoƌk shoǁŶ heƌe, ǁe hope to ďetteƌ uŶdeƌstaŶd the ďasiĐs of hoǁ ligaŶd 

eǆĐhaŶge oĐĐuƌs aŶd fƌoŵ that to leǀeƌage this uŶdeƌstaŶdiŶg to ďetteƌ desigŶ tags aŶd iŵpaƌt 

additioŶal  fuŶĐtioŶalitǇ.  BǇ  uŶdeƌstaŶdiŶg  ǁheƌe  ligaŶds  eǆĐhaŶge  oŶ  thiolate‐ŵoŶolateƌ‐

pƌoteĐted gold ŶaŶoĐlusteƌs, ǁe ĐaŶ ďetteƌ uŶdeƌstaŶd the sǇŵŵetƌǇ eleŵeŶts that ŵight ďe 

pƌeseŶt iŶ siŶgle paƌtiĐle aŶalǇsis ǁhiĐh ŵaǇ aid iŶ solǀiŶg pƌoteiŶ stƌuĐtuƌes. 

 

Ϯ.ϴ. METHODS 

Ϯ.ϴ.ϭ.  STRUCTURAL  AND  THEORETICAL  BASIS  OF  LIGAND  EXCHANGE  ON  THIOLATE‐

MONOLAYER‐PROTECTED GOLD NANOCLUSTERS 

Mateƌials. UŶless speĐified, ƌeageŶts ǁeƌe souƌĐed fƌoŵ Fisheƌ “ĐieŶtifiĐ oƌ “igŵa‐AldƌiĐh 

aŶd  used  ǁithout  fuƌtheƌ  puƌifiĐatioŶ.  TetƌaĐhloƌoauƌiĐ  ;IIIͿ  aĐid  tƌihǇdƌate  ;HAuClϰ∙ϯHϮO, 

ϵϵ.ϵϵ%Ϳ ǁas ƌeĐeiǀed fƌoŵ Alfa Aesaƌ aŶd “igŵa‐AldƌiĐh aŶd p‐ŵeƌĐaptoďeŶzoiĐ aĐid ;p‐MBAͿ 
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;>ϵϱ%Ϳ  fƌoŵ TCI AŵeƌiĐa. NaŶopuƌe HϮO ǁas puƌified  to  a  ƌesistiǀitǇ  of  ϭϴ.Ϯ MΩ‐Đŵ usiŶg  a 

BaƌŶstead NANOpuƌe ǁateƌ sǇsteŵ. 

AuϭϬϮ;p‐MBAͿϰϰ  sǇŶthesis.  The  AuMPCs  used  iŶ  this  studǇ  ǁeƌe  sǇŶthesized  ďǇ 

ŵodifiĐatioŶs of a pƌeǀiouslǇ puďlished ŵethod.Ϯϭ HAuClϰ∙ϯHϮO ;Ϭ.ϮϬϵg, Ϭ.ϱϬ ŵŵol, a ŶoŶŵetal 

spatula should ďe used to ǁeigh out HAuClϰ∙ϯHϮOͿ ǁas dissolǀed iŶ ŶaŶopuƌe HϮO ;ϭϵ.Ϭ ŵL, Ϭ.ϬϮϴ 

M  ďased  oŶ  AuͿ  iŶ  a  ϱϬ  ŵL  ĐeŶtƌifuge  tuďe.  IŶ  a  sepaƌate  ϱϬ  ŵL  ĐeŶtƌifuge  tuďe,  p‐

ŵeƌĐaptoďeŶzoiĐ aĐid ;Ϭ.ϮϵϮg, ϭ.ϴϵ ŵŵolͿ ǁas dissolǀed iŶ a solutioŶ of ŶaŶopuƌe HϮO ;ϭϴ.ϰϯ 

ŵLͿ aŶd ϭϬ M NaOH ;Ϭ.ϱϳ ŵL, ϱ.ϳϬ ŵŵolͿ. The ƌesultiŶg p‐ŵeƌĐaptoďeŶzoiĐ aĐid/NaOH solutioŶ 

should  ďe  Ϭ.ϭϬ M  ďased  oŶ p‐ŵeƌĐaptoďeŶzoiĐ  aĐid  aŶd  Ϭ.ϯϬ M  ďased  oŶ NaOH.  A  ϮϱϬ ŵL 

EƌleŶŵeǇeƌ flask ǁas eƋuipped ǁith a stiƌ ďaƌ aŶd ŶaŶopuƌe HϮO ;ϱϭ.ϱ ŵLͿ. IŶ thƌee sepaƌate 

ďeakeƌs the folloǁiŶg solutioŶs ǁeƌe pƌepaƌed: ;aͿ Ϭ.ϬϮϴ M HAuClϰ solutioŶ ;ϭϳ.ϴ ŵL, Ϭ.ϱ ŵŵol, 

ϭ.Ϭ eƋuiǀͿ, ;ďͿ Ϭ.ϭϬ M p‐ŵeƌĐaptoďeŶzoiĐ aĐid/Ϭ.ϯ M NaOH ;ϭϱ.ϱ ŵL, ϭ.ϱ ŵŵol, ϯ.Ϭ eƋuiǀ of p‐

ŵeƌĐaptoďeŶzoiĐ aĐid aŶd ϱ.ϳ ŵŵol, ϭϭ.ϰ eƋuiǀ of NaOHͿ solutioŶ, aŶd ;ĐͿ MeOH ;ϳϱ ŵLͿ. UŶdeƌ 

stiƌƌiŶg,  the  HAuClϰ  solutioŶ  ǁas  pouƌed  iŶto  the  ϮϱϬ  ŵL  EƌleŶŵeǇeƌ  flask  ĐoŶtaiŶiŶg  HϮO, 

iŵŵediatelǇ folloǁed ďǇ the additioŶ of the p‐ŵeƌĐaptoďeŶzoiĐ aĐid/NaOH solutioŶ, the solutioŶ 

theŶ  tuƌŶed  fƌoŵ  Ǉelloǁ  to  oƌaŶge. MeOH ǁas  theŶ  added  iŵŵediatelǇ  afteƌǁaƌd  aŶd  the 

ƌeaĐtaŶts ǁeƌe alloǁed to stiƌ at ƌooŵ teŵpeƌatuƌe foƌ ϭ h. DuƌiŶg this tiŵe, the ƌeaĐtioŶ tuƌŶed 

fƌoŵ daƌk oƌaŶge  to  light oƌaŶge. Afteƌ ϭ h, pulǀeƌized solid NaBHϰ  ;ϮϬ.ϴ ŵg, Ϭ.ϱϱ ŵŵol, ϭ.ϭ 

eƋuiǀͿ ǁas added to the ƌeaĐtioŶ ǁhiĐh ǁas alloǁed to stiƌ at ƌooŵ teŵpeƌatuƌe foƌ ϭϳ h. The 

ƌeaĐtioŶ tuƌŶed ďlaĐk upoŶ the additioŶ of the solid NaBHϰ. The ƌeaĐtioŶ ǁas theŶ tƌaŶsfeƌƌed to 

a ϭϬϬϬ ŵL EƌleŶŵeǇeƌ flask aŶd pƌeĐipitated ǁith the additioŶ of MeOH ;ϳϱϬ‐ϴϱϬ ŵLͿ aŶd ϱ M 

NHϰOAĐ  ;ϯϱ‐ϰϱ  ŵLͿ.  The  ƌeaĐtioŶ  ǁas  theŶ  split  iŶto  tǁeŶtǇ  ϱϬ  ŵL  ĐeŶtƌifuge  tuďes  aŶd 



ϯϲ 
 

ĐeŶtƌifuged at ϰ °C foƌ ϭϬ ŵiŶ at ϰϬϬϬ ƌpŵ. The supeƌŶataŶts ǁeƌe deĐaŶted aŶd the ĐeŶtƌifuge 

tuďes ǁeƌe iŶǀeƌted oŶ a papeƌ toǁel to dƌaiŶ the ƌeŵaiŶiŶg liƋuid, theŶ the pellets ǁeƌe theŶ 

alloǁed to aiƌ‐dƌǇ foƌ ϭ h. The pƌeĐipitate iŶ eaĐh ĐoŶiĐal ǁas theŶ dissolǀed iŶ ϱϬ‐ϭϱϬ μL of Ϯ M 

NHϰOAĐ aŶd  the ďlaĐk  solutioŶ ǁas  ĐoŵďiŶed  iŶto  fouƌ ϱϬ ŵL  ĐeŶtƌifuge  tuďes.  The  ƌesidual 

ŵateƌial iŶ the ĐeŶtƌifuge tuďes ǁas ǁashed ǁith ϭϬϬ‐ϯϬϬ μL HϮO aŶd theŶ ĐoŵďiŶed ǁith the 

pƌeǀiouslǇ dissolǀed ŶaŶoĐlusteƌs. MeOH ǁas theŶ added uŶtil the total ǀoluŵe iŶ eaĐh ĐoŶiĐal 

ǁas ϰϬ‐ϰϴ ŵL aŶd the ĐeŶtƌifuge tuďes ǁeƌe ĐeŶtƌifuged agaiŶ at ϰ °C, ϰϬϬϬ ƌpŵ foƌ ϭϬ ŵiŶ. The 

ƌesultiŶg  supeƌŶataŶt  ǁas  ƌeŵoǀed  aŶd  the  pƌeĐipitates  ǁeƌe  dƌied  iŶ  ǀaĐuo  at  ƌooŵ 

teŵpeƌatuƌe foƌ at least Ϯ h. The ŶaŶoĐlusteƌs ǁeƌe stoƌed as a solid at ‐ϮϬ °C oƌ ƌesuspeŶded iŶ 

ŶaŶopuƌe HϮO. Gel eleĐtƌophoƌesis ǀisualizatioŶ ǁas doŶe ǁith a ϮϬ% polǇaĐƌǇlaŵide gel ;ϭϵ:ϭ 

aĐƌǇlaŵide/ďisaĐƌǇlaŵideͿ at ϭϭϬ V foƌ Ϯ h. 

LigaŶd  EǆĐhaŶge.  The  ligaŶd  site  eǆĐhaŶge  ƌeaĐtioŶ  ǁas  Đaƌƌied  out  as  folloǁs:  p‐

ďƌoŵoďeŶzeŶe thiol ;p‐BBTͿ ǁas dissolǀed iŶ THF to pƌepaƌe a stoĐk ĐoŶĐeŶtƌatioŶ of ϭ.ϯϰ ŵg/ŵL 

;ϳ.Ϭϵ ŵMͿ. AuϭϬϮ;p‐MBAͿϰϰ ;ϭϬ μL, ϴϰϵ μM, ϭ.ϬϮ ǆ ϭϬ‐Ϯ μŵolͿ ǁas tƌaŶsfeƌƌed to a ϭ.ϱ ŵL tuďe, 

theŶ ϱ μL of the p‐BBT stoĐk solutioŶ ;Ϯ:ϭ feed ƌatio of iŶĐoŵiŶg thiol/gold = Ϯ:ϰϰ feed ƌatio of 

iŶĐoŵiŶg thiol/outgoiŶg thiolͿ ǁas added aŶd the solutioŶ ǁas ǀoƌteǆed foƌ eǆaĐtlǇ ϱ ŵiŶ ďefoƌe 

ďeiŶg ƋueŶĐhed ǁith ϭϬϬ μL of isopƌopaŶol aŶd ϱ μL of ϱ M NHϰOAĐ. ;The solutioŶ pH ǁas Ŷot 

eǆpliĐitlǇ ĐoŶtƌolled oƌ ŵeasuƌed iŶ this ƌeaĐtioŶ due to the iŵpƌaĐtiĐalitǇ of ŵeasuƌiŶg pH foƌ 

the  sŵall  ǀoluŵe  of  ƌeaĐtioŶ,  aŶd  the  desiƌe  to ŵiŶiŵize  the  Ŷuŵďeƌ  of  ĐoŵpoŶeŶts  iŶ  the 

ƌeaĐtioŶ, kŶoǁiŶg that ďoth thiol aŶd thiolate foƌŵs of sulfuƌ aƌe Đapaďle of eǆĐhaŶge.Ϳ The ϭ.ϱ 

ŵL tuďe ǁas theŶ ĐeŶtƌifuged at ϭϰϬϬϬ ƌpŵ foƌ ϭϬ ŵiŶ at ƌt. The supeƌŶataŶt ǁas ƌeŵoǀed aŶd 

the pellet ǁas ƌesuspeŶded aŶd ǁashed iŶ ϭϬ μL of a ϭ:ϭ solutioŶ of ŶaŶopuƌe HϮO aŶd THF to 
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ƌeŵoǀe aŶǇ ƌeŵaiŶiŶg fƌee thiol fƌoŵ solutioŶ. The solutioŶ ǁas theŶ pƌeĐipitated agaiŶ ǁith the 

additioŶ of ϭϬϬ μL of isopƌopaŶol aŶd ϱ μL of ϱ M NHϰOAĐ, theŶ ĐeŶtƌifuged at ϭϰϬϬϬ ƌpŵ foƌ ϭϬ 

ŵiŶ.  The  supeƌŶataŶt  ǁas  ƌeŵoǀed  aŶd  the  pellet  ǁas  dƌied  iŶ  ǀaĐuo.  The  pellet  ǁas  theŶ 

ƌesuspeŶded iŶ ϭϬ μL ŶaŶopuƌe HϮO aŶd alloǁed to ĐƌǇstallize iŶ haŶgiŶg‐dƌop ǁell plates ǁith 

the oƌigiŶal ŵotheƌ liƋuoƌ solutioŶ iŶ ǁhiĐh AuϭϬϮ;p‐MBAͿϰϰ ǁas ĐƌǇstallizedϮϭ ;Ϭ.ϯ M NaCl, Ϭ.ϭ M 

NaOAĐ, ϰϬ% MeOH, pH Ϯ.ϱͿ oǀeƌ a peƌiod of ϯ‐ϳ daǇs. OŶĐe X‐ƌaǇ ƋualitǇ  siŶgle  ĐƌǇstals had 

foƌŵed, theǇ ǁeƌe ŵouŶted oŶto ŶǇloŶ loops iŶ a ǁoƌkiŶg ŵouŶtiŶg solutioŶ of ϰϬ μL MeOH, ϰϬ 

μL ŵotheƌ liƋuoƌ aŶd ϭϱ μL Ϯ‐ŵethǇl‐ϭ,ϯ‐pƌopaŶediol ;MPDͿ as a ĐƌǇopƌoteĐtaŶt. CƌǇstals ǁeƌe 

flash fƌozeŶ aŶd stoƌed iŶ liƋuid ŶitƌogeŶ pƌioƌ to data ĐolleĐtioŶ. 

SiŶgle CƌǇstal Data ColleĐtioŶ. CƌǇstallogƌaphiĐ data ǁas ĐolleĐted oŶ BeaŵliŶe ϰ.Ϯ.Ϯ at 

the LaǁƌeŶĐe BeƌkeleǇ NatioŶal  Laď AdǀaŶĐed Light “ouƌĐe. TǇpiĐal ǁaǀeleŶgth ǁas Ϭ.ϴϮϳ Å. 

Data ǁas  ĐolleĐted  to at  least ϭ.ϱ Å  ;usuallǇ ϭ.Ϯ ÅͿ  ƌesolutioŶ  foƌ ďoth  ligaŶd eǆĐhaŶged aŶd 

ĐoŶtƌol  ĐƌǇstals.  AppƌoǆiŵatelǇ  ϮϱϬ  ligaŶd  eǆĐhaŶged  ĐƌǇstals  ǁeƌe  sĐƌeeŶed  foƌ  iŶitial 

diffƌaĐtioŶ. Of these, ϭϬ ǁeƌe sĐƌeeŶed aŶd ϳ ĐƌǇstals Đould ďe ĐoŶfiƌŵed ďǇ X‐ƌaǇ fluoƌesĐeŶĐe 

ŵeasuƌeŵeŶts to ĐoŶtaiŶ Bƌ. A total of ϭϬ ĐƌǇstals ƌesultiŶg fƌoŵ ligaŶd eǆĐhaŶged pƌoduĐts ǁeƌe 

judged suffiĐieŶt foƌ Đoŵplete data ĐolleĐtioŶ. Of those ϭϬ ĐƌǇstals, Ϯ ǁeƌe ĐoŶfiƌŵed to haǀe 

ďoth Bƌ fluoƌesĐeŶĐe aŶd suitaďle diffƌaĐtioŶ ƋualitǇ to Đoŵplete ĐƌǇstallogƌaphiĐ ƌefiŶeŵeŶt to 

loĐate the positioŶs of Bƌ. 

SiŶgle CƌǇstal Data PƌoĐessiŶg. The tǁo ĐƌǇstals ǁith adeƋuate data foƌ pƌoĐessiŶg gaǀe 

ƋuaŶtitatiǀelǇ siŵilaƌ ƌesults ǁheƌe ǁe oďseƌǀed Bƌ deŶsitǇ attƌiďuted to ligaŶd eǆĐhaŶge iŶ the 

PMBAϮ aŶd PMBAϯ positioŶs. Foƌ ĐoŵpaƌisoŶ, fouƌ ĐƌǇstals, ǁhiĐh ǁeƌe Ŷot eǆĐhaŶged, ǁeƌe 

suďjeĐted to the saŵe ƌefiŶeŵeŶt stƌategǇ, ǁheƌe Bƌ failed to ƌefiŶe at aŶǇ positioŶ. The diffiĐultǇ 
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iŶ 

oďtaiŶiŶg 

high 

ƋualitǇ 

diffƌaĐtioŶ 

oŶ 

heteƌogeŶeous  ĐƌǇstals  Đoŵpƌised  of  laƌge,  ligated  ŵetal  ŶaŶoĐlusteƌs  is  ƌeŵiŶisĐeŶt  of  the 

eǆpeƌieŶĐes ƌepoƌted ďǇ otheƌs.ϭϬϳ Data ǁas ƌeduĐed ǁith XD“ϴϬ aŶd XP‘EP ;ǀeƌsioŶ ϲ.ϭϮ; Bƌukeƌ 

AX“:  MadisoŶ,  WI,  ϭϵϵϵͿ.  “tatiĐ  suďstitutioŶal  ƌefiŶeŵeŶt  ǁas  Đaƌƌied  out  ďǇ  atteŵptiŶg 

ƌefiŶeŵeŶt of Bƌ atoŵs iŶ plaĐe of COOH gƌoups foƌ all ϮϮ ligaŶd positioŶs iŶ ďoth ĐoŶtƌol aŶd 

eǆpeƌiŵeŶtal ĐƌǇstals. This ǁas  folloǁed ďǇ aŶisotƌopiĐ  ƌefiŶeŵeŶt of Bƌ  iŶ  fouƌ of  the  ligaŶd 

positioŶs to fullǇ eliŵiŶate all ďut tǁo loĐatioŶs iŶ the eǆĐhaŶge positioŶ aŶd ŶoŶe iŶ the ǁild‐

tǇpe ĐƌǇstals ;Taďle Ϯ.ϭͿ. FiŶal ƌefiŶeŵeŶt statistiĐs fƌoŵ “HELXϴϭ foƌ the ďest ligaŶd eǆĐhaŶge 

ĐƌǇstals ǁeƌe ‘ϭ = Ϭ.ϬϴϰϬ, ‘ϭ  ;fƌeeͿ = Ϭ.ϭϴϯϬ  foƌ ϱϱϭϮ ƌefleĐtioŶs, ‘ϭ = Ϭ.ϭϰϮϬ aŶd ‘ϭ  ;fƌeeͿ = 

Ϭ.Ϯϰϱϵ foƌ all ϵϲϱϬ ƌefleĐtioŶs. 

 

CoŵputatioŶal  Methods.  Foƌ  the  ĐoŵputatioŶal  ŵodeliŶg  of  ligaŶd  eǆĐhaŶge  iŶ  the 

AuϭϬϮ;“‘Ϳϰϰ ŶaŶoĐlusteƌ, ǁe used the deŶsitǇ fuŶĐtioŶal theoƌǇ ;DFTͿ as iŵpleŵeŶted iŶ the ƌeal‐

spaĐe Đode‐paĐkage GPAWϭϬϴ,ϭϬϵ aŶd PBEϭϭϬ as the eǆĐhaŶge‐ĐoƌƌelatioŶ fuŶĐtioŶal. To ŵiŶiŵize 

Taďle Ϯ.Ϯ. “uŵŵaƌǇ of ĐƌǇstallogƌaphiĐ data foƌ AuϭϬϮ;p‐MBAͿϰϬ;p‐BBTͿϰ siŶgle ĐƌǇstals. aNuŵďeƌ 
iŶ paƌeŶtheses ƌepƌeseŶts the ǀalue foƌ highest ƌesolutioŶ shell. ď‘sǇŵ = ΣΣ|Ij − ۦIۧ|ΣΣj|Ij|. Đ‘ = 
;Σ∥Foďs| − |FĐalĐ∥Ϳ/;Σ|Foďs|Ϳ. dFƌee ‘ ĐalĐulated fƌoŵ ϱ% of ƌefleĐtioŶs ĐhoseŶ at ƌaŶdoŵ. 
   ligaŶd eǆĐhaŶge  ǁild tǇpe 
loĐatioŶ foƌ data ĐolleĐtioŶ  AL“ BL ϰ.Ϯ.Ϯ  ““‘L BL ϭϭ‐ϭ 
sǇŵŵetƌǇ gƌoup  CϮ/Đ  CϮ/Đ 

uŶit Đell diŵeŶsioŶ 
ϯϬ.ϯϯ Å ǆ ϱϳ.Ϭϱ Å ǆ ϯϴ.ϭϴ 
Å 

ϯϬ.ϰϬ Å ǆ ϱϴ.ϭϴ Å ǆ ϯϳ.ϵϭ 
Å 

ƌesolutioŶ  ϭ.ϱ Å  ϭ.ϱ Å 
ǁaǀeleŶgth  Ϭ.ϴϮϳ Å  Ϭ.ϵϳϵ Å 
Ŷo. of uŶiƋue ƌefleĐtioŶs  ϵϯϯϰ  ϵϮϯϰ 
ĐoŵpleteŶess  ϵϱ.ϴ% ;ϵϮ.ϵ%Ϳ  ϵϱ.ϱ% ;ϵϰ.ϭ%Ϳ 
<I/σI>  ϵ.ϯ ;Ϯ.ϱϱͿ  Ϯϭ.ϯϰ ;ϭϮ.ϰϵͿ 
‘sǇŵ ď  ϭϭ.ϵ% ;ϱϬ.Ϭ%Ϳ  ϳ.Ϯϴ% ;ϭϲ.ϴϵ%Ϳ 
‘ Đ  ϴ.ϰϬ% ;ϭϰ.ϳϮ%Ϳ  ϴ.Ϭϭ% ;ϵ.ϭϰ%Ϳ 
fƌee ‘ d  ϭϴ.ϯϬ% ;Ϯϰ.ϱϵ%Ϳ  ϵ.ϵϴ% ;ϭϭ.ϮϮ%Ϳ 
GooF  ϭ.Ϭϴ  ϭ.Ϭϯϳ 
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the  Ŷuŵďeƌ  of  ĐalĐulatioŶs  iŶ  the  ĐoŵputatioŶal  studǇ, ǁe  ƌeplaĐed  the p‐MBA  ligaŶds ǁith 

siŵple “H gƌoups iŶ ŵost of ouƌ ĐalĐulatioŶs aŶd used ŵethaŶe thiolate as the ŵodel foƌ the 

iŶĐoŵiŶg  ligaŶd. Foƌ ĐoŵpleteŶess,  ƌeaĐtioŶ eŶeƌgies ǁeƌe also estiŵated usiŶg  the aĐtual p‐

BBT/p‐MBA  ligaŶds.  IŶ  the  stƌuĐtuƌe  optiŵizatioŶ ǁe  used  Ϭ.Ϯ  Å  gƌid  spaĐiŶg  aŶd  Ϭ.Ϭϱ  eV/Å 

ĐoŶǀeƌgeŶĐe ĐƌiteƌioŶ  foƌ  the ŵaǆiŵuŵ foƌĐes aĐtiŶg oŶ atoŵs  iŶ ŶaŶoĐlusteƌs ǁith “CHϯ/“H 

ligaŶds, aŶd a Ϭ.ϭ eV/Å ĐƌiteƌioŶ foƌ the ŶaŶoĐlusteƌs ǁith p‐BBT/p‐MBA ligaŶds. 

  ‘eaĐtioŶ paths foƌ the ligaŶd‐eǆĐhaŶge ;shoǁŶ iŶ Figuƌe ϱͿ ǁeƌe solǀed usiŶg ĐoŶstƌaiŶed 

stƌuĐtuƌal  optiŵizatioŶ ǁith  a  fullǇ  dǇŶaŵiĐ  sǇsteŵ,  that  is, ǁith  Ŷo  fiǆed  atoŵs.  The GPAW 

setups foƌ Au iŶĐlude sĐalaƌ‐ƌelatiǀistiĐ ĐoƌƌeĐtioŶs. The staƌtiŶg ĐoŶfiguƌatioŶ foƌ eaĐh step ǁas 

takeŶ fƌoŵ the optiŵized geoŵetƌǇ of the pƌeǀious step. As a ƌeaĐtioŶ ĐooƌdiŶate ǁe used, iŶ 

the  fiƌst  step  of  the  pƌoposed  ƌeaĐtioŶ  ĐooƌdiŶate,  the  distaŶĐe  fƌoŵ  the  sulfuƌ  atoŵ of  the 

iŶĐoŵiŶg  thiol/thiolate  to  the  gold  atoŵ  of  the  aĐtiǀe  staple,  aŶd  iŶ  the  seĐoŶd  step,  ǁe 

eŵploǇed the distaŶĐe fƌoŵ the sulfuƌ atoŵ of the outgoiŶg thiol/thiolate to the Đoƌe Au‐atoŵ 

ďiŶdiŶg site of the staple. The aďoǀe‐ŵeŶtioŶed “‐Au distaŶĐes ǁeƌe gƌaduallǇ ǀaƌied aŶd ǁeƌe 

theŶ fiǆed foƌ the stƌuĐtuƌal optiŵizatioŶ of eaĐh step of the ƌeaĐtioŶ. AdditioŶal ĐalĐulatioŶs oŶ 

plausiďle ƌeaĐtioŶ paths ǁeƌe doŶe ǁheƌe atoŵs ďeǇoŶd ϲ Å fƌoŵ the aĐtiǀe eǆĐhaŶge site ǁeƌe 

fiǆed. 

 

Ϯ.ϴ.Ϯ. STRUCTURAL BASIS OF LIGAND EXCHANGE ON AuϮϱ;SRͿϭϴ 

CheŵiĐals. TetƌaĐhloƌoauƌate tƌihǇdƌate ;“igŵa‐AldƌiĐh, AC“ ‘eageŶt ≥ϰϵ.Ϭ% Au ďasisͿ, 

PheŶǇlethaŶethiol  ;“igŵa‐AldƌiĐh,  ≥ϵϵ%Ϳ,  ϰ‐ďƌoŵoďeŶzeŶethiol  ;“igŵa‐AldƌiĐh,  ϵϱ%Ϳ,  ethaŶol 

;PhaƌŵĐo‐aapeƌ,  ϮϬϬ  pƌoofͿ,  tetƌaoĐtǇlaŵŵoŶiuŵ  ďƌoŵide  ;Fluka,  ≥ϵϵ.Ϭ%Ϳ,  tetƌahǇdƌofuƌaŶ 



ϰϬ 
 

;Fisheƌ, HPLC gƌade ≥ϵϵ.ϵ%Ϳ, tolueŶe ;Fisheƌ, HPLC gƌade ≥ϵϵ.ϵ%Ϳ, sodiuŵ ďoƌohǇdƌide ;“igŵa‐

AldƌiĐh, ≥ϵϴ%Ϳ, diĐhloƌoŵethaŶe ;Fisheƌ, ≥ϵϵ.ϵ%Ϳ, aŶd heǆaŶes ;Fisheƌ, ≥ϵϵ.ϵ%Ϳ ǁeƌe puƌĐhased 

ĐoŵŵeƌĐiallǇ aŶd used as is. 

SǇŶthesis  of  AuϮϱ;SCϮHϰPhͿϭϴ  ;PETͿ.  AuϮϱ;PETͿϭϴ  ǁas  sǇŶthesized  ďǇ  folloǁiŶg  pƌe‐

estaďlished pƌoĐeduƌes as desĐƌiďed ďƌieflǇ heƌe.ϲϭ HAuClϰ∙ϯHϮO ;ϭ.Ϭϭ ŵŵol, ϰϬϬ ŵgͿ aŶd tetƌa‐

Ŷ‐oĐtǇlaŵŵoŶiuŵ  ;ϭ.ϭϰ  ŵŵol,  ϲϮϰ  ŵgͿ  ďƌoŵide  ;TOABͿ  ǁeƌe  Đodissolǀed  iŶ  Ϯϴ  ŵL 

tetƌahǇdƌofuƌaŶ ;THFͿ iŶ aŶ EƌleŶŵeǇeƌ flask ǁith stiƌƌiŶg. Afteƌ ϭϱ ŵiŶutes, pheŶǇlethaŶethiol 

;PETͿ ;ϱ.ϯϲ ŵŵol, Ϭ.ϳϭϴ ŵLͿ ǁas added to the solutioŶ. The solutioŶ ǁas alloǁed to stiƌ foƌ a 

ŵiŶiŵuŵ of  ϭϮ houƌs,  uŶtil  the  solutioŶ ďeĐaŵe  Đoloƌless.  IŶ  a  sepaƌate  flask, NaBHϰ  ;ϭϬ.Ϯϰ 

ŵŵol, ϯϴϲ ŵgͿ ǁas dissolǀed iŶ ϭϬ ŵL NaŶopuƌe ǁateƌ ;ϭϴ.Ϯ MΩ‐ĐŵͿ aŶd stiƌƌed foƌ ϭ houƌ at 

Ϭ° C ďefoƌe additioŶ iŶto the solutioŶ ĐoŶtaiŶiŶg HAuClϰ∙ϯHϮO, PET aŶd TOAB. UpoŶ the additioŶ 

of NaBHϰ, the solutioŶ ǁas alloǁed to stiƌ foƌ aŶ additioŶal ϰϴ houƌs. The solutioŶ ǁas filteƌed 

aŶd dƌied. The pƌoduĐt ǁas ƌedissolǀed iŶ tolueŶe aŶd tƌaŶsfeƌƌed to a sepaƌatoƌǇ fuŶŶel aŶd 

eǆtƌaĐted ǁith  ŶaŶopuƌe ǁateƌ  fiǀe  tiŵes.  The  tolueŶe  laǇeƌ  ǁas  ĐolleĐted  aŶd  dƌied  uŶdeƌ 

ƌeduĐed pƌessuƌe, theŶ thoƌoughlǇ ǁashed ǁith ŵethaŶol to giǀe AuϮϱ;PETͿϭϴ‐. This pƌoduĐt ǁas 

theŶ ƌuŶ doǁŶ a siliĐa ĐoluŵŶ iŶ ϭ:ϭ DCM:heǆaŶes to giǀe AuϮϱ;PETͿϭϴϬ.  

LigaŶd EǆĐhaŶge oŶ AuϮϱ;PETͿϭϴ. EǆĐhaŶge ǁas peƌfoƌŵed ďǇ dissolǀiŶg fiǀe eƋuiǀaleŶts 

of p‐BBT ǁith oŶe eƋuiǀaleŶt of AuϮϱ;PETͿϭϴϬ iŶ DCM. This ŵiǆtuƌe ǁas alloǁed to shake foƌ seǀeŶ 

ŵiŶutes.  EthaŶol  ǁas  added  to  the ŵiǆtuƌe  to  pƌeĐipitate  out  the  eǆĐhaŶged  Đlusteƌs  ǁhile 

alloǁiŶg the eǆĐess p‐BBT to ƌeŵaiŶ iŶ solutioŶ. The solutioŶ ǁas deĐaŶted to ƌeŵoǀe eǆĐess p‐

BBT aŶd Đlusteƌs that ǁeƌe oǀeƌ eǆĐhaŶged. FiŶallǇ, the pƌeĐipitate ǁas ĐolleĐted aŶd dƌied at 

ϱϲϬ ŵďaƌ at Ϯϱ °C. 



ϰϭ 
 

CƌǇstallizatioŶ  of  EǆĐhaŶge  PƌoduĐts.  CƌǇstals  ǁeƌe  foƌŵed  ďǇ  dissolǀiŶg  eǆĐhaŶged 

AuϮϱ;PETͿϭϴϬ iŶ tolueŶe ǁith ethaŶol added as the aŶti‐solǀeŶt theŶ alloǁed to sloǁlǇ ĐƌǇstallize 

at ‐ϮϬ°C. Daƌk sƋuaƌe ĐƌǇstals foƌŵed afteƌ appƌoǆiŵatelǇ seǀeŶ daǇs. 

Data ColleĐtioŶ. Data ǁeƌe  ĐolleĐted at  the AL“ ďeaŵliŶe ϰ.Ϯ.Ϯ ǁith  the NOI‘‐ϭ MBC 

deteĐtoƌ at a distaŶĐe of ϭϬϬŶŵ at ϭϯϰϵϵ.ϵϵϴeV ;Ϭ.ϵϭϴ ÅͿ. Data ǁas takeŶ foƌ ϭϴϬ° at ϭ°/s.  

Data ǁeƌe iŶtegƌated aŶd ĐoƌƌeĐted thƌough XD“.ϴϬ Data ǁeƌe ƌefiŶed thƌough XP‘EP ;ǀ. ϲ.ϭϮ; 

Bƌukeƌ AX“: MadisoŶ, WI, ϭϵϵϵ.Ϳ aŶd ƌuŶ thƌough “HELX“ϴϭ ǁhiĐh output the AuϮϱ“ϭϴ Đoƌe. The 

ligaŶds ǁeƌe ďuilt thƌough Ƌ peak aŶalǇsis iŶ X“HELL.ϴϭ The spaĐe gƌoup ǁas deteƌŵiŶed to ďe Pϭ̅ 

ǁhiĐh  is  diffeƌeŶt  thaŶ  the  PĐĐŶ  spaĐe  gƌoup  ƌepoƌted  foƌ  the  Ŷeutƌal  Đhaƌge  state  of 

AuϮϱ;PETͿϭϴ.ϭϭϭ This is due to the pƌeseŶĐe of the tolueŶe that ĐaŶ ďe seeŶ iŶ the asǇŵŵetƌiĐ uŶit. 

Ϯ.ϴ.ϯ. EFFECT OF A CHIRAL LIGAND LAYER ON CLUSTER CHIRALITYϴϲ 

SǇŶthesis of Đaŵphoƌ‐ϭϬ‐thiol. ;ϭ‘Ϳ‐;‐Ϳ‐ϭϬ‐ĐaŵphoƌsulfoŶiĐ aĐid ;ϭϬ.ϬϬg, ϰϯ ŵŵolͿ ǁas 

plaĐed iŶ a ƌouŶd‐ďottoŵed flask ǁith a ƌefluǆ ĐoŶdeŶseƌ aŶd stiƌ ďaƌ. ϯ.ϱ eƋuiǀaleŶts of thioŶǇl 

Đhloƌide  ;ϭϭ.ϬϬ ŵL, ϭϱϭ ŵŵolͿ ǁeƌe added. The ƌeaĐtioŶ ǁas stiƌƌed  foƌ ϭϬ ŵiŶutes at  ƌooŵ 

teŵpeƌatuƌe theŶ, ƌefluǆed foƌ Ϯ h. Afteƌ ĐooliŶg to ƌooŵ teŵpeƌatuƌe, eǆĐess thioŶǇl Đhloƌide 

ǁas ƌeŵoǀed iŶ ǀaĐuo 

at  ϮϬ  °C  foƌ  ϮϬ 

ŵiŶutes.  ϱ  ŵL  of 

tolueŶe  ǁeƌe  added 

theŶ ƌeŵoǀed iŶ ǀaĐuo 

folloǁed  ďǇ  ǁashiŶg 

ǁith  aŶotheƌ  ϱ  ŵL  of 

 
SĐheŵe Ϯ.ϭ. ‘eaĐtioŶ sĐheŵe to foƌŵ Đaŵphoƌthiol 



ϰϮ 
 

tolueŶe aŶd ƌeŵoǀal iŶ ǀaĐuo. The pƌoduĐt ǁas theŶ dƌied iŶ ǀaĐuo at ϯϬ °C foƌ ϭϱ ŵiŶutes ;ϱϳϭ.ϱ 

ŵŵHgͿ to giǀe a Ǉelloǁ solid. ;ϲ.ϳϱϯ gͿ 

ϭH NM‘ ;CDClϯ, ϯϬϬ MHzͿ: ɷ = Ϭ.ϵϳ ;s, ϯHͿ, ϭ.ϭϴ ;s, ϯHͿ, ϭ.ϰϴ‐ϭ.ϱϳ ;ŵ, ϭHͿ, ϭ.ϳϳ‐ϭ.ϴϲ ;ŵ, ϭHͿ, ϭ.ϵϴ‐

Ϯ.Ϭϴ ;d, ϭHͿ, Ϯ.Ϭϵ‐Ϯ.Ϯϰ ;ŵ, ϮHͿ, Ϯ.ϯϴ‐Ϯ.ϱϳ ;ŵ, ϮHͿ, ϯ.ϳϮ‐ϰ.ϰϭ ;dd, ϮHͿ ppŵ. 

SǇŶthesis of Đaŵphoƌthiol. ;ϭ‘Ϳ‐;‐Ϳ‐ĐaŵphoƌsulfoŶiĐ aĐid Đhloƌide ;ϰ.ϴϳϭ gͿ ǁas plaĐed iŶ 

a  ƌouŶd‐ďottoŵed  flask  ǁith  a  ƌefluǆ  ĐoŶdeŶseƌ  aŶd  stiƌ  ďaƌ.  Neǆt,  ϯ  eƋuiǀaleŶts  of 

tƌipheŶǇlphosphiŶe ;aŵouŶtͿ aŶd ǁateƌ/ϭ,ϰ‐dioǆaŶe ;ϭϬ:ϰϬ ŵLͿ ǁeƌe added. The solutioŶ ǁas 

ƌefluǆed foƌ Ϯ h. Afteƌ ĐooliŶg to ƌooŵ teŵpeƌatuƌe,  the ƌeaĐtioŶ ŵiǆtuƌe ǁas eǆtƌaĐted ǁith 

ĐǇĐloheǆaŶe ;ϯ tiŵesͿ. The ĐoŵďiŶed oƌgaŶiĐ eǆtƌaĐts ǁeƌe ǁashed ǁith ǁateƌ aŶd dƌied oǀeƌ 

NaϮ“Oϰ.  The  solǀeŶt ǁas  ƌeŵoǀed  iŶ  ǀaĐuo  ;ϱϳϭ.ϱ ŵŵHgͿ at Ϯϱ  °C  foƌ ϮϬ ŵiŶutes  to  Ǉield a 

slightlǇ  Ǉelloǁ  solid.  Fuƌtheƌ  puƌifiĐatioŶ  ǁas  aĐhieǀed  ďǇ  ĐoluŵŶ  ĐhƌoŵatogƌaphǇ 

;ĐǇĐloheǆaŶe:EtOAĐ ϰϬ:ϭͿ oǀeƌ siliĐa gel ;Ϯϱ ŵŵ ǆ Ϯϱ ŵŵ ǆ ϯϱϬ ŵŵ ĐoluŵŶ ǀoluŵŶ ;l ǆ ǁ ǆ hͿͿ 

ǁith Ϯ.ϱ g “iliaFlash ϰϬ‐ϲϯ μŵ ;ϮϯϬ‐ϰϲϬ ŵeshͿ ϲϬ Å Iƌƌegulaƌ “iliĐa to giǀe a ǁhite solid ;Ϭ.ϮϬϰϮ 

gͿ. 

ϭH NM‘ ;CDClϯ, ϯϬϬ MHzͿ: ɷ = Ϭ.ϵϬϳ 

;s,  ϯHͿ,  ϭ.ϭϬϳ  ;s,  ϯHͿ,  ϭ.ϯϱϵ‐Ϯ.Ϭϵϰ 

;ŵ, ϳHͿ, Ϯ.ϯϭϴ‐Ϯ.ϰϬϰ ;ŵ, ϮHͿ, Ϯ.ϴϯϱ‐

Ϯ.ϵϬϰ ;pƋ, ϭHͿ 

LigaŶd  EǆĐhaŶge  oŶ 

AuϮϱ;PETͿϭϴ.  EǆĐhaŶge  ǁas 

peƌfoƌŵed  ďǇ  dissolǀiŶg  fiǀe 

eƋuiǀaleŶts  of  Đaŵphoƌthiol  ǁith  oŶe  eƋuiǀaleŶt  of  AuϮϱ;PETͿϭϴϬ  iŶ  CHϮClϮ.  This ŵiǆtuƌe  ǁas 

 
Figuƌe Ϯ.ϯϭ. NM‘ of Đaŵhoƌ‐ϭϬ‐thiol. 



ϰϯ 
 

alloǁed to ŵiǆ foƌ seǀeŶ ŵiŶutes oŶ a VW‘ ϰϬϬϬϬ‐ϯϬϬ ‘oĐkiŶg Platfoƌŵ at a tilt aŶgle of ϴ° aŶd 

ϮϬ tilts/ŵiŶute. EthaŶol ǁas theŶ added to the ŵiǆtuƌe to pƌeĐipitate out the eǆĐhaŶged Đlusteƌs 

ǁhile alloǁiŶg the eǆĐess Đaŵphoƌthiol to ƌeŵaiŶ iŶ solutioŶ. The pƌeĐipitate ǁas ĐolleĐted aŶd 

dƌied.  

CƌǇstallizatioŶ  of  EǆĐhaŶge  PƌoduĐts.  CƌǇstals  ǁeƌe  foƌŵed  ďǇ  dissolǀiŶg  ϰ  ŵg  of 

eǆĐhaŶged AuϮϱ;PETͿϭϴϬ iŶ ϭ ŵL of tolueŶe ǁith ϯ ŵL of ethaŶol laǇeƌed ĐaƌefullǇ laǇeƌed oŶto 

the tolueŶe laǇeƌ theŶ alloǁed to sloǁlǇ ĐƌǇstallize at ‐ϮϬ°C foƌ thƌee daǇs.  

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

NANOCLUSTERSϴϴ  

SǇŶthesis  of  ϭ.  AŶ 

aĐetoŶitƌile solutioŶ ;Ϯϱ ŵLͿ of 

ϯ‐ďƌoŵoďeŶzeŶethiol ;ϯ.ϳϬϮ gͿ, 

diisopƌopǇletǇlaŵiŶe  ;ϰ.Ϭϳ ŵLͿ 

aŶd  ϭ‐ĐhloƌoŵethǇl  ŵethǇl 

etheƌ  ;MOM‐ClͿ  ;Ϯ.ϮϮ ŵLͿ ǁas 

stiƌƌed  at  Ϭ  °C  foƌ  ϯ  h.  The 

solutioŶ  ǁas  eǆtƌaĐted 

ǁith ϱϬ ŵL ethǇl aĐetate 

tǁiĐe,  ǁashed  ǁith  ϭϬ 

ŵL  of  ďƌiŶe  aŶd  theŶ 

eǀapoƌated  uŶdeƌ  
SĐheŵe Ϯ.Ϯ. ‘eaĐtioŶ sĐheŵe foƌ Lϭ. 
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Figuƌe Ϯ.ϯϮ. NM‘ of Đaŵphoƌthiol 



ϰϰ 
 

ƌeduĐed pƌessuƌe ;ϱϳϭ.ϱ ŵŵHgͿ foƌ ϯϬ ŵiŶutes to oďtaiŶ a Ǉelloǁ oil ;ϭ.ϳϮϯ gͿ 

SǇŶthesis of Ϯ. A ŵiǆtuƌe of ϭ ;Ϭ.ϳϱ gͿ, tƌiŵethǇlsilǇlaĐetǇleŶe ;Ϭ.ϳϱ ŵLͿ, CuI ;Ϭ.ϱ ŵol %Ϳ, 

Pd;PPhϯͿϮClϮ ;ϭ ŵol %Ϳ, PPhϯ ;ϭ ŵol %Ϳ aŶd tƌiethǇlaŵiŶe ;TEAͿ ;ϮϬ ŵLͿ ǁas degassed iŶ aŶ ϭϬϬ 

ŵL ƌouŶd‐ďottoŵed flask ďǇ ďuďďliŶg ǁith NϮ foƌ ϯϬ ŵiŶ. The solutioŶ ǁas stiƌƌed oǀeƌŶight at 

ϵϬ °C uŶdeƌ a NϮ atŵospheƌe aŶd theŶ eǆtƌaĐted ǁith Ϯϱ ŵL ethǇl aĐetate tǁiĐe, theŶ ǁashed 

ǁith ϯϬ ŵL of ďƌiŶe oŶĐe, aŶd the oƌgaŶiĐ phase ǁas dƌied ǁith ~Ϭ.ϱ g NaϮ“Oϰ aŶd eǀapoƌated 

uŶdeƌ ƌeduĐed pƌessuƌe ;ϱϳϭ.ϱ ŵŵHgͿ foƌ ϯϬ ŵiŶutes. The ƌesidue ǁas puƌified ďǇ siliĐa ĐoluŵŶ 

ĐhƌoŵatogƌaphǇ,  usiŶg  heǆaŶe/ethǇl  aĐetate  ;ϵϵ:ϭͿ  as  aŶ  elueŶt,  to  Ǉield Ϯ  as  a  pale  Ǉelloǁ 

solutioŶ ;Ϭ.ϳϬϯϯ gͿ. Ϯ ǁas fuƌtheƌ puƌified ďǇ dissolǀiŶg Ϯ iŶto a THF/MeOH suspeŶsioŶ ;ϭ:ϭͿ ;ϯ 

ŵLͿ of KϮCOϯ ;ϴϬ ŵgͿ, stiƌƌed O.N. aŶd ǁashed ǁith ďƌiŶe aŶd dƌied ǁith ~Ϭ.ϳ g NaϮ“Oϰ to Ǉield 

Ϭ.ϰϴϵϯ g of pƌoduĐt. 

SǇŶthesis of ϯ. A TEA solutioŶ  ;ϮϬ ŵLͿ of Ϯ  ;Ϭ.ϭϰ gͿ aŶd ϭ  ;Ϭ.Ϯϳ gͿ, CuI  ;Ϭ.ϱ ŵol % ϮͿ, 

Pd;PPhϯͿϮClϮ ;ϭ ŵol % ϮͿ aŶd PPhϯ ;ϭ ŵol% ϮͿ ǁas degassed iŶ a ϱϬ ŵL ƌouŶd‐ďottoŵed flask ďǇ 

ďuďďliŶg ǁith  NϮ  foƌ  ϯϬ ŵiŶ.  The 

solutioŶ  ǁas  stiƌƌed  oǀeƌŶight  at 

ϵϬ °C uŶdeƌ a NϮ atŵospheƌe aŶd 

ǁas  eǆtƌaĐted ǁith  ethǇl  aĐetate, 

ǁashed  ǁith  ďƌiŶe,  dƌied  ďǇ 

NaϮ“Oϰ  aŶd  eǀapoƌated  uŶdeƌ 

ƌeduĐed pƌessuƌe. The ƌesidue ǁas 

puƌified  ďǇ  siliĐa  ĐoluŵŶ 

ĐhƌoŵatogƌaphǇ  usiŶg  a  ĐoluŵŶ 

MOM-Cl
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Figuƌe Ϯ.ϯϯ. NM‘ of ϯ. 



ϰϱ 
 

ǁith diŵeŶsioŶs Ϯϱ ŵŵ ǆ Ϯϱ ŵŵ ǆ ϯϱϬ ŵŵ ;l ǆ ǁ ǆ hͿ, filled ǁith Ϯ.ϱ g “iliaFlash ϰϬ‐ϲϯ μŵ ;ϮϯϬ‐

ϰϲϬ ŵeshͿ ϲϬ Å Iƌƌegulaƌ “iliĐa, usiŶg heǆaŶe/ethǇl aĐetate ;ϵ:ϭͿ as aŶ elueŶt to affoƌd ϯ as a pale 

Ǉelloǁ oil ;Ϭ.ϬϳϱϮ gͿ. 

ϭH NM‘ ;CDClϯ, ϯϬϬ MHzͿ: ɷ = ϯ.ϰϲ ;s, ϲHͿ, ϰ.ϵϵ ;s, ϯHͿ, ϳ.Ϯϯ‐ϳ.ϲϰ ;ŵ, ϴHͿ 

SǇŶthesis of Lϭ. The pƌoteĐted pƌeĐuƌsoƌ ϯ ;Ϭ.ϯ gͿ ǁas suspeŶded iŶ a CHϮClϮ/ŵethaŶol 

;ϭ:ϭͿ solutioŶ ;ϱϬ ŵLͿ of AgNOϯ  ;Ϭ.ϯϰ gͿ aŶd stiƌƌed ǀigoƌouslǇ oǀeƌŶight. A Ǉelloǁ pƌeĐipitate 

foƌŵed, ǁhiĐh ǁas isolated ďǇ gƌaǀitǇ filtƌatioŶ usiŶg WhatŵaŶ Gƌade ϰϭϯ filteƌ papeƌ. Neǆt, ϮϬ 

ŵL ϲ M HCl ǁas added to the filtƌate aloŶg ǁith ϮϬ ŵL CHϮClϮ. The filtƌate, ϮϬ ŵL ϲ M HCl aŶd ϮϬ 

ŵL  CHϮClϮ  solutioŶ ǁas  stiƌƌed  foƌ  thƌee  houƌs  iŶ  the  daƌk.  The  CHϮClϮ  laǇeƌ ǁas  sepaƌated, 

ǁashed ǁith ǁateƌ aŶd ďƌiŶe, dƌied oǀeƌ NaϮ“Oϰ, aŶd eǀapoƌated to Ǉield Lϭ as a pale Ǉelloǁ 

solid ;Ϭ.Ϭϳϰ gͿ. 

ϭH NM‘ ;CDClϯ, ϯϬϬ MHzͿ: ɷ 

= ϯ.ϰϴ ;s, ϮHͿ, ϳ.ϭϳ‐ϳ.ϰϯ ;ŵ, 

ϴHͿ 

Ϯ.ϵ.ϱ.  EFFICACY  OF  GOLD 

NANOPARTICLE  BINDING 

TO  A  PROTEIN  CRYSTAL 

SCAFFOLD 

SǇŶthesis of AuϮϱ;SGͿϭϴ. AuϮϱ;G“Ϳϭϴ ǁas sǇŶthesized ǀia a ŵodified pƌoĐeduƌe as ďƌieflǇ 

desĐƌiďed heƌe.Ϯϴ GlutathioŶe ;ϯϬϴ.ϭ ŵg, ϭǆϭϬ‐ϯ ŵolͿ ǁas added to a solutioŶ of HAuClϰ ;ϵϴ.ϳ ŵg, 

Ϯ.ϱǆϭϬ‐ϰ ŵolͿ  iŶ ϱϬ ŵL ŵethaŶol. The solutioŶ ǁas stiƌƌed uŶtil  the solutioŶ foƌŵed a ĐloudǇ, 

Ǉelloǁ suspeŶsioŶ, ďut afteƌ appƌoǆiŵatelǇ fiǀe ŵiŶutes of ŵagŶetiĐ stiƌƌiŶg the solutioŶ tuƌŶed 

PROTON_01
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Figuƌe Ϯ.ϯϰ. NM‘ of Lϭ. 



ϰϲ 
 

to Đleaƌ aŶd Đoloƌless. This solutioŶ ǁas Đooled at Ϭ° C ǁhile stiƌƌiŶg foƌ ϯϬ ŵiŶutes. To this Ϭ° C 

solutioŶ, a solutioŶ of NaBHϰ ;ϵϰ.ϯ ŵg, Ϯ.ϱǆϭϬ‐ϯ ŵolͿ iŶ ϭϮ.ϱ ŵL ϱ ° C HϮO ǁas added ƌapidlǇ ǁith 

stiƌƌiŶg. The ƌeaĐtioŶ ǁas ƌeŵoǀed fƌoŵ the iĐe ďath aŶd alloǁed to stiƌ foƌ oŶe houƌ at ƌooŵ 

teŵpeƌatuƌe ďefoƌe the pƌeĐipitate ǁas spuŶ doǁŶ iŶ ϮϬϬ μL ϱM NHϰOAĐ aŶd ϰϵ ŵL MeOH at 

ϰϬϬϬ ƌpŵ. The supeƌŶataŶt ǁas disĐaƌded aŶd the pƌeĐipitate ǁas ǁashed tǁiĐe ŵoƌe ǁith ϮϬϬ 

μL ϱM NHϰOAĐ aŶd ϰϵ ŵL MeOH aŶd theŶ dƌied. Gel puƌifiĐatioŶ ǁas peƌfoƌŵed oŶ AuϮϱ;G“Ϳϭϴ 

oŶ a Ϯϰ% polǇaĐƌǇlaŵide gel.ϵϯ,ϵϰ AuϮϱ;G“Ϳϭϴ ǁas eǆtƌaĐted fƌoŵ the gel iŶ HϮO aŶd pƌeĐipitated 

iŶ ϰϵ ŵL MeOH aŶd ϮϬϬ μL ϱM NHϰOAĐ aŶd dƌied usiŶg a lǇophilizeƌ set at ‐ϰϵ °C aŶd Ϭ.ϬϳϬ ŵďaƌ 

;Ϭ.Ϭϱ ŵŵHgͿ.  

SǇŶthesis  of  ϵ  Ŷŵ  Gold  NaŶopaƌtiĐles.  AuNPs  ǁeƌe  sǇŶthesized  usiŶg  a  ŵodified 

pƌoĐeduƌe.ϵϱ A total of ϭ ŵŵol of HAuClϰ∙ϯHϮO aŶd ϱ ŵL ;ϭϬ ŵŵolͿ of oleǇlaŵiŶe ;>ϳϬ%Ϳ ǁeƌe 

ŵiǆed ǁith ϱϬ ŵL tolueŶe iŶ a ϭϬϬ ŵL ƌouŶd‐ďottoŵed flask. UŶdeƌ aŶ aƌgoŶ atŵospheƌe, the 

solutioŶ ǁas heated to ϲϱ °C aŶd stiƌƌed foƌ ϲ h. The solutioŶ ǁas Đooled to ƌooŵ teŵpeƌatuƌe 

theŶ ϱϬ ŵL of ethaŶol ǁeƌe added iŵŵediatelǇ. This solutioŶ ǁas theŶ ĐeŶtƌifuged at ϰϬϬϬ ƌpŵ 

foƌ  ϭϬ ŵiŶutes.  The  supeƌŶataŶt  ǁas  disĐaƌded  aŶd  the  pellet  ǁas  ƌedispeƌsed  iŶ  ϭϬ ŵL  of 

heptaŶes. Neǆt, Ϯ ŵL of the heptaŶe dispeƌsioŶ of the AuNPs ǁeƌe ŵiǆed ǁith ϭϬ ŵL of heptaŶe, 

aŶd  ϱ  ŵL  ϯ‐ŵeƌĐaptopƌopioŶiĐ  aĐid  ;ϯ‐MPAͿ  iŶ  aŶ  opeŶ  ϱϬ  ŵL  ƌouŶd‐ďottoŵed  flask.  This 

solutioŶ ǁas stiƌƌed oǀeƌŶight at ƌooŵ teŵpeƌatuƌe. The solutioŶ ǁas ĐeŶtƌifuged at ϰϬϬϬ ƌpŵ 

foƌ  ϭϬ  ŵiŶutes. 

The  pƌeĐipitate 

ǁas theŶ ǁashed 

ǁith  ϱϬ  ŵL 
SĐheŵe Ϯ.ϯ. ‘eaĐtioŶ sĐheŵe of H“‐NTA 



ϰϳ 
 

aĐetoŶe, ĐeŶtƌifuged at ϰϬϬϬ ƌpŵ at Ϯϱ °C foƌ ϱ ŵiŶutes. The ǁashiŶg pƌoĐeduƌe ǁas doŶe foƌ a 

total of thƌee tiŵes. The fiŶal pellet ǁas dissolǀed iŶ ϭϬ ŵL deioŶized HϮO. 

SǇŶthesis of HS‐NTAϮϲ 

;ϭSͿ‐N‐;ϱ‐CaƌďoďeŶzǇloǆǇaŵiŶo‐ϭ‐ĐaƌďoǆǇpeŶtǇlͿ  iŵiŶodiaĐetiĐ  AĐid  ;ϮͿ.  This  ligaŶd 

ǁas  sǇŶthesized  usiŶg  the  pƌeǀiouslǇ  puďlished  sǇŶthesisϮϲ  as  ďƌieflǇ  desĐƌiďed  heƌe.  

BƌoŵoaĐetiĐ aĐid ;ϰ.ϭϳ g, Ϭ.Ϭϯ ŵolͿ ǁas dissolǀed iŶ ϭϱ ŵL Ϯ M NaOH. This solutioŶ ǁas Đooled 

to Ϭ° C. To this a solutioŶ of Nɸ‐Cďz‐L‐lǇsiŶe ;ϰ.Ϯg, Ϭ.Ϭϭϱ ŵolͿ iŶ ϮϮ.ϱ ŵL Ϯ M NaOH ǁas added 

dƌop‐ďǇ‐dƌop  aŶd  stiƌƌed  foƌ  tǁo  houƌs  at  Ϭ°  C.  “tiƌƌiŶg  ǁas  ĐoŶtiŶued  oǀeƌŶight  at  ƌooŵ 

teŵpeƌatuƌe. This solutioŶ ǁas theŶ heated to ϱϬ °C foƌ tǁo houƌs, afteƌ ǁhiĐh, ϭ N HCl ;ϰϱ ŵLͿ 

ǁas added to the Đooled solutioŶ. The pƌeĐipitate ǁas gƌaǀitǇ filteƌed usiŶg WhatŵaŶ Gƌade ϰϭϯ 

filteƌ  papeƌ  aŶd  dƌied 

iŶ a lǇophilizeƌ at ‐ϰϵ °C 

aŶd  Ϭ.ϬϳϬ  ŵďaƌ  ;Ϭ.Ϭϱ 

ŵŵHgͿ,  to  affoƌd 

ϭ.ϱϳϳϲ  g  of  a  Đƌude 

ǁhite solid ;Ϯ, tƌiaĐidͿ. 

ϭH NM‘ ;DM“O‐dϲ, ϯϬϬ 

MHzͿ:  ɷ  =  ϭ.ϯϴ‐ϭ.ϱϵ 

;Ϯŵ, ϲHͿ, Ϯ.ϵϲ ;ŵ, ϮHͿ, ϯ.ϰϰ ;ŵ, ϱHͿ, ϱ.ϬϬ ;s, ϮHͿ, ϳ.ϯϰ ;ŵ, ϱHͿ 

;ϭSͿ‐N‐;ϱ‐AŵiŶo‐ϭ‐ĐaƌďoǆǇpeŶtǇlͿiŵiŶodiaĐetiĐ  AĐid  ;ϯͿ. A  solutioŶ  of Ϯ  ;ϲ.ϴ  g,  Ϭ.Ϭϭϳ 

ŵolͿ iŶ ϵϱ ŵL MeOH/ϱ ŵL HϮO aŶd a spatula tip full of ϱ% Pd/C ĐatalǇst ǁas iŶ a ϱϬϬ ŵL ƌouŶd‐

ďottoŵed flask stiƌƌed ǁith HϮ ;ϭϬϬ kPaͿ ďuďďliŶg iŶto the ϱϬϬ ŵL ƌouŶd‐ďottoŵed flask ǁith a 

Cbz-triacid
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Figuƌe Ϯ.ϯϱ. NM‘ of ;ϭ“Ϳ‐N‐;ϱ‐ĐaƌďoďeŶzǇloǆǇaŵiŶo‐ϭ‐ĐaƌďoǆǇpeŶtǇlͿiŵiŶodiaĐetiĐ aĐid 



ϰϴ 
 

septa stoppeƌ at Ϯϱ° C foƌ Ϯϰ houƌs. PƌoduĐt ǁas filteƌed thƌough ~ϭg of Đelite to ƌeŵoǀe the 

ĐatalǇst. The solǀeŶts ǁeƌe eǀapoƌated to giǀe a Đoloƌless ǁhite paste ;Ϯ.ϰϴϲ gͿ.    

ϭH NM‘ ;DϮO, ϯϬϬ MHzͿ: ɷ = ϭ.ϱϰ‐ϭ.ϳϲ ;Ϯŵ, ϲHͿ, Ϯ.ϴϱ ;t, ϮHͿ, ϯ.ϳϳ ;ŵ, ϱHͿ 

;ϭSͿ‐N‐[ϱ‐[;ϰ‐MeƌĐaptoďutaŶoǇlͿaŵiŶo]‐ϭ‐ĐaƌďoǆǇpeŶtǇl]iŵiŶodiaĐetiĐ AĐid  ;HS‐NTAͿ. 

The aŵiŶo deƌiǀatiǀe ;ϯ, ϭg, Ϭ.ϬϬϯϴ ŵolͿ ǁas dissolǀed iŶ ϭϬ ŵL HϮO ǁith NaHCOϯ ;ϭg, Ϭ.Ϭϭϭϵ 

ŵolͿ aŶd ϰ‐ďutǇƌothiolaĐtoŶe ;Ϭ.ϲg, Ϭ.ϬϬϱϵ ŵolͿ iŶ a ϭϬϬ ŵL ƌouŶd‐ďottoŵed flask aŶd stiƌƌed 

foƌ  ϭϱ  h  at  ϳϮ  °C.    The  ƌesultaŶt  ŵiǆtuƌe  ǁas  aĐidified  to  pH  ϯ  ǁith  glaĐial  aĐetiĐ  aĐid  aŶd 

ĐoŶĐeŶtƌated uŶdeƌ ƌeduĐed pƌessuƌe ;ϱϳϭ.ϱ ŵŵHgͿ at ϯϱ °F. The Đƌude pƌoduĐt ǁas ĐƌǇstallized 

iŶ ϱϬ ŵL aďsolute ethaŶol, gƌaǀitǇ filteƌed thƌough WhatŵaŶ Gƌade ϰϭϯ filteƌ papeƌ aŶd ǁashed 

H2N-NTA
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Figuƌe Ϯ.ϯϲ. NM‘ of ;ϭ“Ϳ‐N‐;ϱ‐aŵiŶo‐ϭ‐ĐaƌďoǆǇpeŶtǇlͿiŵiŶodiaĐetiĐ aĐid. 



ϰϵ 
 

ǁith ϭϬ ŵL aďsolute ethaŶol folloǁed ďǇ ϭϬ ŵL peŶtaŶes, aŶd dƌied uŶdeƌ ǀaĐuuŵ to giǀe a light 

ďeige solid ;Ϭ.ϭϮϮ gͿ ;“Đheŵe ϯͿ.  

ϭH NM‘ ;DϮO, ϯϬϬ MHzͿ: ɷ = ϭ.ϰϮ‐ϭ.ϳϰ ;Ϯŵ, ϴHͿ, Ϯ.Ϯϭ ;t, ϮHͿ, Ϯ.ϰ ;t, ϮHͿ, ϯ.Ϭϲ ;t, ϮHͿ, ϯ.ϲϮ ;ŵ, ϱHͿ 

LigaŶd EǆĐhaŶge. The eǆĐhaŶge ƌeaĐtioŶ ĐoŶsisted of ϱ ŵL of a solutioŶ of ϯ‐MPA Đoated 

AuNPs ĐoŶtaiŶiŶg ϯ ŵg of dƌied paƌtiĐles ƌesuspeŶded iŶ ϭϬ ŵL deioŶized ǁateƌ aŶd ϱϬ ŵg of 

tetƌaŵethǇlaŵŵoŶiuŵ hǇdƌoǆide ;TMAͿ aŶd ϱϬ ŵg of H“‐NTA. The ligaŶd eǆĐhaŶge ǁas alloǁed 

geŶtlǇ ƌoĐked foƌ ϱ ŵiŶutes at a ϱ° tilt at ϮϬ tilts/ŵiŶute. Afteƌ fiǀe ŵiŶutes, the ƌeaĐtioŶ ǁas 

ƋueŶĐhed ǁith ϱϬ ŵL ethaŶol. The solutioŶ ǁas ĐeŶtƌifuged foƌ ϯϬ ŵiŶutes at ϰϬϬϬ ƌpŵ. The 

ƌesultiŶg  pƌeĐipitate  ǁas  ƌedispeƌsed  iŶ  deioŶized  HϮO  aŶd  ǁashed  agaiŶ  ǁith  ethaŶol.  The 

pƌeĐipitate ǁas theŶ dƌied aŶd stoƌed. 

 
Figuƌe Ϯ.ϯϳ. NM‘ of H“‐NTA 



ϱϬ 
 

SeĐtioŶiŶg. ϮFG“ ĐƌǇstals ǁeƌe plaĐed iŶto liƋuid EpoŶ ƌesiŶ theŶ solidified ďǇ staff at the 

Bouldeƌ LaďoƌatoƌǇ foƌ ϯ‐D EleĐtƌoŶ MiĐƌosĐopǇ of Cells. A ďƌief pƌoĐeduƌe is listed heƌe. CƌǇstals 

ǁeƌe plaĐed iŶto ϮϬ ŵL of a solutioŶ of EpoŶ:aĐetoŶe at a ƌatio of ϭ:ϰ ;ǀ/ǀͿ oǀeƌŶight. This ǁas 

theŶ plaĐed iŶto ϮϬ ŵL of a solutioŶ of EpoŶ:aĐetoŶe at a ƌatio of ϭ:Ϯ ;ǀ/ǀͿ foƌ eight houƌs. This 

ǁas theŶ tƌaŶsfeƌƌed iŶto ϮϬ ŵL of a solutioŶ of EpoŶ:aĐetoŶe at a ƌatio of ϯ:ϰ ;ǀ/ǀͿ oǀeƌŶight. 

The ĐƌǇstals ǁeƌe theŶ tƌaŶsfeƌƌed to ϮϬ ŵL of ϭϬϬ% EpoŶ foƌ eight houƌs. TheŶ tƌaŶsfeƌƌed agaiŶ 

iŶto ϮϬ ŵL of ϭϬϬ% EpoŶ oǀeƌŶight. FiŶallǇ this ǁas tƌaŶsfeƌƌed to ϮϬ ŵL of EpoŶ ǁith a ϭ:ϭ ŵiǆ 

of Ϯ,ϰ,ϲ‐Tƌis;diŵethǇlaŵiŶoŵethǇlͿpheŶol ;DMP‐ϯϬͿ foƌ siǆ houƌs. This ǁas theŶ tƌaŶsfeƌƌed to 

ϮϬ ŵL of fƌesh EpoŶ ǁith DMP‐ϯϬ aŶd plaĐed iŶto a BEEM Đapsule aŶd plaĐed iŶto a ϲϬ °C oǀeŶ. 

EpoŶ saŵples ǁeƌe seĐtioŶed oŶ a LeiĐa UltƌaĐut UCT. EleĐtƌoŶ toŵogƌaphǇ data ǁas takeŶ oŶ a 

FEI TeĐŶai F‐ϯϬ opeƌatiŶg at ϯϬϬ kV. 

EleĐtƌoŶ ToŵogƌaphǇ. CƌǇstals of CJϭ ǁeƌe  iŶĐuďated  iŶ a solutioŶ of ϱ ŵM NiClϮ  foƌ ϱ 

ŵiŶutes. The ĐƌǇstal ǁas theŶ ŵoǀed iŶto ǁateƌ to ƌeŵoǀe eǆĐess ŶiĐkel, theŶ iŶto a solutioŶ 

ĐoŶtaiŶiŶg ϭ ŵg/ŵl ϭϬ Ŷŵ AuNP ǁith “‐NTA eǆĐhaŶged oŶ aŶd alloǁed to soak foƌ ϱ ŵiŶutes. 

The ĐƌǇstals ǁeƌe theŶ ŵoǀed ďaĐk iŶto ǁateƌ to ƌeŵoǀe eǆĐess ϭϬ Ŷŵ AuNP. The CJϭ ĐƌǇstals 

ǁas theŶ pipetted oŶto gloǁ disĐhaƌged ;aŵďieŶt atŵospheƌeͿ ϮϬϬ ŵesh ĐaƌďoŶ Đoated Cu gƌids. 

Gƌids ǁeƌe  loaded  iŶto a  JEOL JEM‐ϭϰϬϬ opeƌatiŶg at ϭϬϬ kV  iŶ a high  tilt holdeƌ. Gƌids ǁeƌe 

sĐƌeeŶed  foƌ  ĐƌǇstals oƌ  fƌagŵeŶts of  ĐƌǇstals  thiŶ eŶough  to  iŵage  thƌough. “eƌial  tilt  iŵage 

staĐks ǁeƌe takeŶ usiŶg “eƌialEMϭϭϮ  fƌoŵ +ϲϬ° to ‐ϲϬ°. “eƌial tilt  iŵage staĐks ǁeƌe pƌoĐessed 

thƌough IMODϭϬ,ϭϬϲ to pƌoĐess  iŵage staĐks iŶto ϯD ƌeĐoŶstƌuĐtioŶs. ‘eĐoŶstƌuĐtioŶs ǁeƌe theŶ 

ǀisualized iŶ IMOD to ƌeǀeal ϯD oƌieŶtatioŶ of AuNPs iŶ ĐƌǇstals. 
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CHAPTE‘ ϯ. BIOGENIC INO‘GANIC NANOPA‘TICLE“ 
 
 
 

ϯ.ϭ. INTRODUCTION 

A graŶd ĐhalleŶge iŶ ďiogeŶiĐ iŶoƌgaŶiĐ ŶaŶopaƌtiĐle sǇŶthesis is a ĐloŶaďle ŶaŶopaƌtiĐle. 

“peĐifiĐallǇ,  the  goal  heƌe  is  a  siŶgle  ĐloŶaďle  polǇpeptide  seƋueŶĐe  that  ŵediates  the  self‐

ĐoŶtaiŶed‐ďiogeŶiĐ‐ foƌŵatioŶ of aŶ iŶoƌgaŶiĐ ŶaŶopaƌtiĐle fƌoŵ iŶoƌgaŶiĐ salt pƌeĐuƌsoƌs.  Just 

as the ĐloŶaďle fluoƌophoƌe, gƌeeŶ fluoƌesĐeŶt pƌoteiŶ ;GFPͿ, is ǁidelǇ used foƌ ĐloŶaďle ĐoŶtƌast 

iŶ  ďiologiĐal  optiĐal  ŵiĐƌosĐopies,ϭϭϯ  a  ĐloŶaďle  iŶoƌgaŶiĐ  aŶd  eleĐtƌoŶ‐deŶse  ŶaŶopaƌtiĐle  is 

eǆpeĐted to fiŶd ǁidespƌead use foƌ Đellulaƌ ĐoŶtƌast iŶ ďiologiĐal eleĐtƌoŶ ŵiĐƌosĐopǇ.  IŶ eaĐh 

Đase  faĐile  geŶetiĐ ŵethods  foƌ  ĐoŶĐateŶatiŶg DNA eŶĐodiŶg  a pƌoteiŶ  seƋueŶĐe  to  the DNA 

seƋueŶĐe  of  a  Ŷatiǀe  Đellulaƌ  pƌoteiŶ  uŶdeƌlie  the  utilitǇ  of  ĐloŶaďle  ŵiĐƌosĐopǇ  ĐoŶtƌast.  

EǆpƌessioŶ of the ƌesultiŶg ĐhiŵeƌiĐ pƌoteiŶ plaĐes a ĐoŶtƌast ŵaƌkeƌ aloŶgside eǀeƌǇ iŶstaŶĐe of 

the Ŷatiǀe pƌoteiŶ, eŶaďliŶg loĐalizatioŶ of the pƌoteiŶ Đhiŵeƌa iŶ ŵiĐƌogƌaphs.  

A  ĐloŶaďle ŶaŶopaƌtiĐle  ƌeƋuiƌes  a  polǇpeptide  that  iŶtegƌates  thƌee distiŶĐt  ĐheŵiĐal 

aĐtiǀities.    OŶe  aĐtiǀitǇ  is  iŶoƌgaŶiĐ  ioŶ  ƌeduĐtioŶ  oƌ  oǆidatioŶ,  ĐoŶǀeƌtiŶg  soluďle  ;ideallǇ 

ďioaǀailaďle  aŶd ŶoŶtoǆiĐͿ  iŶoƌgaŶiĐ  ioŶs  to  iŶsoluďle  ;ŶaŶopaƌtiĐulateͿ  speĐies.    “eĐoŶd,  the 

ƌesultiŶg  iŶoƌgaŶiĐ  ŶaŶopaƌtiĐle ŵust  ďe  ƌetaiŶed  ďǇ  the  polǇpeptide.    Thiƌd,  the  size  of  the 

ƌesultiŶg  ŶaŶopaƌtiĐle ŵust  ďe  laƌge  eŶough  to  ideŶtifǇ  uŶaŵďiguouslǇ  iŶ  a ŵiĐƌogƌaph  that 

iŶĐludes  ďiologiĐal  stƌuĐtuƌe,  ǁhile  also  ďeiŶg  sŵall  eŶough  to ŵiŶiŵize  peƌtuƌďatioŶ  of  Đell 

ďiologǇ aŶd to ƌeduĐe the shadoǁ‐ĐastiŶg that oďsĐuƌes ďiologiĐal iŶfoƌŵatioŶ.  AŶ ideal size is 

suggested as ϱ Ŷŵ diaŵeteƌ.    “o  faƌ,  theƌe  is Ŷo ǁidelǇ adopted ĐloŶaďle  ĐoŶtƌast ŵaƌkeƌ  iŶ 

ďiologiĐal eleĐtƌoŶ ŵiĐƌosĐopǇ. 
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Both  ŶatuƌallǇ  oĐĐuƌƌiŶg  pƌoteiŶs  as  ǁell  as  peptides  isolated  fƌoŵ  liďƌaƌies  aƌe 

iŶǀestigated  as  ĐaŶdidate  ĐloŶaďle  ŶaŶopaƌtiĐles.    NatuƌallǇ  oĐĐuƌƌiŶg  pƌoteiŶs  iŶǀestigated 

iŶĐlude ŵost pƌoŵiŶeŶtlǇ feƌƌitiŶ aŶd ŵetallothioŶeiŶ.  IŶ the Đase of the iƌoŶ‐stoƌage Đapsule 

pƌoteiŶ feƌƌitiŶ,ϯϱ the ƌeƋuiƌeŵeŶt of Ϯϰ suďuŶits ǁith a total ŵass of ŶeaƌlǇ Ϭ.ϰϱ MDaϭϭϰ ŵaǇ 

liŵit its use. MetallothioŶeiŶ ĐooƌdiŶatioŶ of Au;IͿ oƌ Au;IIIͿ ďased ioŶs is also pƌoposed,ϯϴ,ϭϭϱ,ϭϭϲ 

ďut  these ŵethods  aƌe Ŷot ǁidelǇ  adopted  iŶ ďiologiĐal  eleĐtƌoŶ ŵiĐƌosĐopǇ.  This  is  peƌhaps 

ďeĐause  the  Au;IͿ  pƌeĐuƌsoƌs  aƌe  spaƌiŶglǇ  soluďle  iŶ  ǁateƌ  aŶd  Au;IIIͿ‐ďased  ĐooƌdiŶatioŶ 

ĐoŵpouŶd pƌeĐuƌsoƌs aƌe easilǇ ƌeduĐed ďǇ pƌoteiŶs,ϭϭϳ–ϭϭϵ ďuffeƌs,ϭϮϬ,ϭϮϭ aŶd otheƌ ďioŵoleĐules 

eŶĐouŶteƌed iŶ a Đellulaƌ eŶǀiƌoŶŵeŶt.ϭϮϮ–ϭϮϱ 

PƌoteiŶs  assoĐiated ǁith ŵagŶetosoŵes  suĐh  as ŵŵsϲ  aƌe  also  iŶitiallǇ  attƌaĐtiǀe  foƌ 

foƌŵiŶg ĐloŶaďle iƌoŶ oǆides.ϭϮϲ  Hoǁeǀeƌ, a ƌeĐeŶt studǇ shoǁs that ĐloŶiŶg of a ŵiŶiŵal set of 

ŵagŶetosoŵe‐assoĐiated  geŶes  iŶto  a  Ŷeǁ  host  Đell  ƌesults  iŶ  uŶdesiƌed,  ŵeŵďƌaŶe‐

eŶĐapsulated iƌoŶ oǆide ŶaŶopaƌtiĐles.ϭϮϳ “uĐh a ŵeŵďƌaŶe ǁould ĐleaƌlǇ disƌupt the fuŶĐtioŶ of 

a ĐloŶaďle ŶaŶopaƌtiĐle, ďǇ addiŶg size aŶd possiďlǇ ŵeŵďƌaŶe seƋuesteƌiŶg pƌoteiŶs tagged foƌ 

studǇ. 

AŶotheƌ iŶǀestigated souƌĐe of a polǇpeptide satisfǇiŶg the ĐloŶaďle ŶaŶopaƌtiĐle Đƌiteƌia 

is diƌeĐted eǀolutioŶ.   DiƌeĐted eǀolutioŶ ŵethods haǀe alƌeadǇ ideŶtified seǀeƌal DNAs,ϭϮϴ–ϭϯϬ 

‘NAs,ϭϯϭ,ϭϯϮ aŶd peptidesϰϮ,ϰϱ,ϭϯϯ  that ŵediate  iŶoƌgaŶiĐ  ŶaŶopaƌtiĐle  foƌŵatioŶ.    IŶ  faĐt,  eaƌlǇ 

ƌepoƌts suggested that soŵe liďƌaƌǇ‐deƌiǀed peptides possessed the thƌee desiƌed aĐtiǀities of 

ƌeduĐtioŶ, ƌeteŶtioŶ aŶd size ĐoŶtƌol.ϰϱ,ϭϯϰ “uďseƋueŶt studies ƌeǀealed that the ďuffeƌs suĐh as 

HEPE“ϭϮϭ  oƌ  otheƌ  Good͛s  Buffeƌs,ϭϮϬ    iŶ  ǁhiĐh  the  seleĐtioŶs  ǁeƌe  eǆeĐuted,  ƌeduĐed  the 

iŶoƌgaŶiĐ pƌeĐuƌsoƌs.ϭϯϱ The ƌole of the eǀolǀed ďioŵoleĐules is to Đap the ŶaŶopaƌtiĐles ƌesultiŶg 
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fƌoŵ ďuffeƌ ƌeduĐtioŶ of ŵetal ioŶs, eŶfoƌĐiŶg size aŶd shape ĐoŶtƌol.  OŶe of the ďest studied 

sǇsteŵs, the Aϯ peptide,ϱϭ,ϭϯϰ,ϭϯϲ–ϭϯϴ  shoǁs a  pƌefeƌeŶĐe foƌ a size ǁheƌe the ƌadius of Đuƌǀatuƌe 

of  the  ŶaŶopaƌtiĐle  ŵatĐhes  the  Đuƌǀatuƌe  ŶatuƌallǇ  adopted  ďǇ  the  peptide.ϭϯϲ  Thus,  ǁhile 

iŶoƌgaŶiĐ ŶaŶopaƌtiĐle ďiŶdiŶg ;ƌeteŶtioŶͿ aŶd size ĐoŶtƌol aƌe Ŷoǁ ǁell‐estaďlished foƌ peptides 

aŶd  polǇŶuĐleotides,  theƌe  aƌe  Ŷo ǁell‐estaďlished  eǆaŵples  of  peptides  that  ĐatalǇtiĐallǇ  oƌ 

stoiĐhioŵetƌiĐallǇ ƌeduĐe ŵetal ioŶs foƌ the pƌoduĐtioŶ of paƌtiĐles laƌge eŶough to fiŶd use iŶ 

ďiologiĐal eleĐtƌoŶ ŵiĐƌosĐopǇ. 

EŶzǇŵes that ƌeduĐe oƌ oǆidize ŵetal ioŶs iŶto iŶsoluďle foƌŵs ƌepƌeseŶt aŶotheƌ Đlass of 

ďioŵoleĐule ĐaŶdidate  foƌ a ĐloŶaďle ŶaŶopaƌtiĐle, aŶd aƌe the  least eǆteŶsiǀelǇ  iŶǀestigated.  

“uĐh eŶzǇŵes iŶĐlude siliĐateiŶs,ϭϯϵ,ϭϰϬ  siliĐateiŶ hoŵologous pƌoteases,ϭϰϭ aŶd ŵetalϭϰϮ,ϭϰϯ aŶd 

ŵetalloidϭϰϰ–ϭϰϲ  ƌeduĐtases iŵpliĐated iŶ detoǆifiĐatioŶ pƌoĐesses. ‘esultiŶg ŶaŶopaƌtiĐle size is 

ƌegulated ǁheŶ the pƌoduĐt is ƌetaiŶed, ďǇ eŶĐapsulatiŶg pƌoteiŶs suĐh as DP“ϭϰϳ oƌ feƌƌitiŶ.ϭϰϳ 

AlteƌŶatiǀelǇ, eŶzǇŵes ƌelease oƌ tuƌŶ oǀeƌ theiƌ pƌoduĐts, alloǁiŶg theŵ to diffuse fƌoŵ the site 

of  sǇŶthesis.ϭϰϭ,ϭϰϴ      NotaďlǇ,  theƌe  aƌe  Ŷo ǁell‐estaďlished  eǆaŵples  of  iŶtƌaĐellulaƌ  paƌtiĐles 

ǁheƌeiŶ the iŶoƌgaŶiĐ poƌtioŶ of the paƌtiĐle is eǆposed to ĐǇtosol. ϭϰϵ The ƌeseaƌĐh fouŶd ǁithiŶ 

this  Đhapteƌ  atteŵpts  to  ďetteƌ  uŶdeƌstaŶd  this  pheŶoŵeŶoŶ  aŶd  to  utilize  these  iŶoƌgaŶiĐ 

ŶaŶopaƌtiĐles as a ŵeaŶs to giǀe pƌoteiŶs of iŶteƌest ŵoƌe eleĐtƌoŶ ĐoŶstƌast. 

PoƌtioŶs of the ǁoƌk pƌeseŶted iŶ the folloǁiŶg Đhapteƌ haǀe ďeeŶ pƌeǀiouslǇ puďlished 

iŶ the jouƌŶal NaŶosĐale ;Pƌogƌess Toǁaƌd CloŶaďle IŶoƌgaŶiĐ NaŶopaƌtiĐles.Ϳϭϰϵ A ŵoǀie shoǁiŶg 

the full ƌeĐoŶstƌuĐtioŶ ĐaŶ ďe fouŶd as a suppleŵeŶtaƌǇ file iŶ the ƌefeƌeŶĐe pƌoǀided. The full 

ƌeĐoŶstƌuĐted dataset ĐaŶ ďe fouŶd oŶ the EleĐtƌoŶ MiĐƌosĐopǇ Data BaŶk ;EMDBͿ͛s ǁeďsite ;ID. 

ϮϵϯϵͿ.   



ϱϰ 
 

ϯ.Ϯ. A NOVEL PEPTIDE CAPABLE OF FORMING IRON‐OXIDE NANOPARTICLES 

Ouƌ  fiƌst  atteŵpt  at  desigŶiŶg  a  poteŶtial  tag ǁas  to  eǆploƌe  a  laƌge  seƋueŶĐe  spaĐe 

thƌough  the  usage  of  ĐoŵŵeƌĐiallǇ  aǀailaďle  phage  displaǇ  kits.  We  fiƌst  sǇŶthesized  ǁateƌ 

iŶsoluďle ŶaŶosĐale ŵagŶetiĐ iƌoŶ oǆides ;MIOͿ as a suďstƌate foƌ phage seleĐtioŶ. A pƌeǀiouslǇ 

estaďlished  sǇŶthetiĐ  appƌoaĐh  ǁas  used.ϭϱϬ  The  sǇŶthetiĐ  pƌoduĐt  possessed  ďulk  ŵagŶetiĐ 

pƌopeƌties ;i.e., ŵigƌatioŶ iŶ solutioŶ toǁaƌd a peƌŵaŶeŶt ŵagŶetͿ aŶd poǁdeƌ ǆ‐ƌaǇ diffƌaĐtioŶ 

pƌoduĐes a diffƌaĐtioŶ patteƌŶ ĐoŶsisteŶt ǁith ŵagŶetite ;FeϯOϰͿ aŶd ŵagheŵite ;FeϮOϯͿ ;Figuƌe 

ϯ.ϭͿ.  Poǁdeƌ  X‐‘aǇ  diffƌaĐtioŶ  ĐaŶŶot  ƌeliaďlǇ  diffeƌeŶtiate  ďetǁeeŶ  ŵagŶetite  ;FeϯOϰͿ  aŶd 

ŵagheŵite ;ɶ‐FeϮOϯͿϭϱϭ; thus, theƌe is aŵďiguitǇ iŶ the assigŶŵeŶt of the phase of the ŵateƌial. 

 
Figuƌe ϯ.ϭ. Poǁdeƌ X‐‘aǇ diffƌaĐtioŶ of sǇŶthesized ŵagŶetite.  
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TƌaŶsŵissioŶ  eleĐtƌoŶ  ŵiĐƌosĐopǇ 

ƌeǀeals  that  the  as  sǇŶthesized 

pƌoduĐt  is polǇdispeƌse  iŶ size aŶd 

shape ;Figuƌe ϯ.ϮͿ.   

The sǇŶthetiĐ MIO ǁas used 

as  a  seleĐtioŶ  suďstƌate  to  isolate 

MIO  ďiŶdeƌs  fƌoŵ  a  ĐoŵŵeƌĐiallǇ 

souƌĐed  Neǁ  EŶglaŶd  Biolaďs 

;IpsǁiĐh, MA, U“AͿ PhD‐ϭϮ phage liďƌaƌǇ. BƌieflǇ, the phage displaǇ liďƌaƌǇ ǁas ŵiǆed ǁith the 

MIO.  A peƌŵaŶeŶt ŵagŶet ǁas plaĐed oŶ the outside of the ƌeaĐtioŶ ǀessel aŶd the MIO ;aŶd 

aŶǇ assoĐiated phageͿ ǁeƌe held iŶ plaĐe ďǇ the ŵagŶetiĐ field ǁhile ŶoŶ‐ďiŶdiŶg phage ǁeƌe 

disĐaƌded.  Phage ďouŶd to the MIO ǁeƌe eluted ǁith Ϭ.Ϯ M glǇĐiŶe ;pH Ϯ.ϮͿ aŶd used to ƌe‐iŶfeĐt 

E.  Đoli KϭϮ  E‘Ϯϳϯϴ.    Phage  seƋueŶĐes  that ǁeƌe  seleĐted ǁeƌe  aŵplified  iŶ  ďaĐteƌial  Đultuƌe 

aĐĐoƌdiŶg to staŶdaƌd pƌotoĐol aŶd theŶ puƌified aŶd suďjeĐt to a suďseƋueŶt ƌouŶd of ŵagŶetiĐ 

seleĐtioŶ. This ŵagŶetiĐ seleĐtioŶ diffeƌs fƌoŵ a tǇpiĐal seleĐtioŶ ǁhiĐh is usuallǇ agaiŶst a taƌget 

Đoated suƌfaĐe. The phage is theŶ alloǁed to iŶteƌaĐt ǁith the taƌget Đoated suƌfaĐe ǁhiĐh theŶ 

alloǁs ďiŶdiŶg to oĐĐuƌ folloǁed ďǇ elutioŶ of phage. MagŶetiĐ seleĐtioŶ alloǁs foƌ less saŵple 

to ďe used aŶd as suƌfaĐe ĐoatiŶg ƌeƋuiƌes ďeiŶg held oŶ the suƌfaĐe ďǇ ŶoŶspeĐifiĐ hǇdƌophoďiĐ 

aŶd eleĐtƌostatiĐ iŶteƌaĐtioŶs ǁhiĐh aƌe ŵoƌe ĐoŵŵoŶ iŶ ďiologiĐal taƌgets. 

  Afteƌ the thƌee seleĐtioŶ ĐǇĐles—ǁhiĐh tǇpiĐallǇ ƌesults  iŶ a seƋueŶĐe ĐoŶǀeƌgeŶĐe foƌ 

this ĐoŵŵeƌĐial phage  liďƌaƌǇ, ϭϬ phage ǁeƌe takeŶ foƌ ĐoŵŵeƌĐial seƋueŶĐiŶg of the  liďƌaƌǇ 

oligoŶuĐleotide, usiŶg  the  ‐ϵϲ gIII  seƋueŶĐiŶg pƌiŵeƌ pƌiŵeƌ.    EaĐh  isolate  ƌetuƌŶed a uŶiƋue 

 

 
Figuƌe  ϯ.Ϯ.  TƌaŶsŵissioŶ  eleĐtƌoŶ  ŵiĐƌogƌaph  of  sǇŶthesized  ŵagŶetite 
ŶaŶopaƌtiĐles. The ŶaŶopaƌtiĐles aƌe polǇdispeƌse iŶ ďoth size aŶd shape. 



ϱϲ 
 

seƋueŶĐe,  iŶdiĐatiŶg Ŷo ĐoŶseŶsus oŶ seƋueŶĐes. Afteƌ aŶ additioŶal MIO seleĐtioŶ ĐǇĐle,  teŶ 

isolates ǁeƌe seƋueŶĐed. Of those teŶ seƋueŶĐes, seǀeŶ diffeƌeŶt seƋueŶĐes ǁeƌe ƌepƌeseŶted. 

OŶe seƋueŶĐe ;Taďle ϯ.ϭ, EŶtƌǇ ͚FeOϭ͛Ϳ ǁas ƌepƌeseŶted thƌee tiŵes, the ƌeŵaiŶiŶg seƋueŶĐes 

had uŶitaƌǇ ƌepƌeseŶtatioŶ. Afteƌ a ϱth  ƌouŶd of ŵagŶetiĐ seleĐtioŶ,  seƋueŶĐiŶg of  the  liďƌaƌǇ 

oligoŶuĐleotide  ƌegioŶ  ƌetuƌŶed  the  seƋueŶĐe  Ŷoted  as  FeOϮ  iŶ  Taďle  ϭ.    DuƌiŶg  ĐheŵiĐal 

ĐhaƌaĐteƌizatioŶ  ;see ďeloǁͿ of  this  seƋueŶĐe, ǁe Ŷoted  that  the  seƋueŶĐe  is  Ŷot  the  liďƌaƌǇ 

oligoŶuĐleotide, ďut ƌatheƌ the ϭϱ aŵiŶo aĐids of the pIII ;Mϭϯ phage pƌoteiŶͿ folloǁiŶg the site 

to ǁhiĐh the liďƌaƌǇ ǁas fused. BeĐause ǁe alƌeadǇ oďseƌǀed Ŷotaďle aŶd uŶiƋue aĐtiǀities foƌ 

this  seƋueŶĐe  ǁith  FeClϮ 

;Figuƌe ϯ.ϯͿ ǁe ĐoŶtiŶued ǁith 

the  possiďlǇ  aƌtifaĐtual  FeOϮ 

seƋueŶĐe  aŶd  ĐoŶtiŶued 

ĐhaƌaĐteƌizatioŶ  of  the  FeO 

pƌoduĐts  pƌoduĐed  iŶ  the 

pƌeseŶĐe of the FeOϮ peptide. 

 
Peptide  SeƋueŶĐe 

AĐtiǀitǇ.  To 

deteƌŵiŶe  if  the 

peptides  isolated 

fƌoŵ  the  phage 

displaǇ  liďƌaƌǇ  ĐaŶ 

ŵediate  the 

  “eƋueŶĐe  LeŶgth  MW 
;DaͿ 

pI  HǇdƌophoďiĐitǇ 

FeOϭ  GTLDPF‘TYVP“  ϭϮ  ϭϯϱϮ.ϱ  ϱ.ϴϰ  ‐Ϭ.ϯϱϴ 
FeOϮ  AETVE“CLAK“HTEN  ϭϱ  ϭϲϭϴ.ϳ  ϰ.ϳϱ  ‐Ϭ.ϲϲϳ 
Cϭ  HYHYHYHYHYHY  ϭϮ  ϭϴϭϵ.ϵ  ϳ.ϮϬ  ‐Ϯ.ϮϱϬ 
CϮ  AY““G  ϱ  ϰϴϯ.ϰ  ϱ.ϱϳ  ‐Ϭ.ϯϬϬ 

 
Taďle ϯ.ϭ. Peptide seƋueŶĐe aŶd ďioĐheŵiĐal pƌopeƌties of ĐoŶtƌol peptides aŶd tǁo peptides 
isolated out of Ph. D.™‐ϭϮ kit. 

 
Figuƌe ϯ.ϯ. ‘eaĐtioŶ ďetǁeeŶ FeOϮ, FeClϮ aŶd NaOH. 



ϱϳ 
 

sǇŶthesis  of  iƌoŶ oǆide ŶaŶopaƌtiĐles, ǁe  tested eaĐh of  the peptides  giǀeŶ  iŶ  Taďle ϭ  iŶ  the 

pƌeseŶĐe of FeϮ+, Feϯ+ aŶd NaOH. 

These  seƋueŶĐes  aƌe  GTLDPF‘TYVP“  ;FeOϭͿ  aŶd  AETVE“CLAK“HTEN  ;FeOϮͿ  ;Taďle  ϭͿ; 

these  tǁo  peptides  ǁeƌe  Đoŵpaƌed  foƌ  theiƌ  aďilitǇ  to  ŵediate  the  foƌŵatioŶ  of  iƌoŶ  oǆide 

ŶaŶopaƌtiĐles, ǁith the folloǁiŶg set of ĐoŶtƌol peptides used foƌ ĐoŵpaƌisoŶ: ;HYͿϲ  ǁhiĐh ǁas 

desigŶed to ďiŶd aŶd ƌeduĐe HAuClϰ.ϭϱϮ AY““G, ǁhiĐh ǁas pƌoposed to ďe the aĐtiǀe poƌtioŶ of 

the Aϯ peptide,ϭϱϯ as ǁell as a ďuffeƌ ĐoŶtƌol ;Figuƌe ϯ.ϰͿ. 

FeOϭ ǁas fouŶd to ŵediate the foƌŵatioŶ of ŵiĐƌoŶ sized eleĐtƌoŶ deŶse paƌtiĐles ǁheŶ 

added to ϮϬ ŵM Tƌis ;pH ϲ.ϴͿ, ϯϬ ŵM FeClϯ, ϭϱ ŵM FeClϮ aŶd ϱϬ ŵM NaOH. FeOϮ ǁas fouŶd to 

foƌŵ ŶaŶopaƌtiĐles ǁith a diaŵeteƌ of ϰ.ϯϱ ± ϭ.Ϯϳ Ŷŵ. Coŵpaƌed to the ďuffeƌ ĐoŶtƌol ǁhiĐh 

foƌŵed ƌeddish ďƌoǁŶ pƌeĐipitate iŵŵediatelǇ that ǁeƌe eǆtƌeŵelǇ ŵagŶetiĐ, ďut foƌŵed laƌge 

stƌuĐtuƌes that did Ŷot seeŵ to ďe eitheƌ size oƌ shape ĐoŶtƌolled, ǁhiĐh is iŶ liŶe ǁith ĐuƌƌeŶt 

uŶdeƌstaŶdiŶg of  the  ƌole of peptides  iŶ ŶaŶopaƌtiĐle  foƌŵatioŶ.ϭϱϰ,ϭϱϱ  ;HYͿϲ ǁhiĐh  seeŵed  to 

foƌŵ ƌeddish‐ďƌoǁŶ paƌtiĐles. WhiĐh uŶdeƌ the TEM seeŵed to foƌŵ ĐhaiŶs of paƌtiĐles. WheŶ 

held Ŷeǆt to a ŵagŶet, paƌtiĐles ǁeƌe sloǁ to ŵoǀe toǁaƌds the ŵagŶet. AY““G foƌŵed laƌge 

ŶoŶ‐uŶifoƌŵ  eleĐtƌoŶ  deŶse  paƌtiĐles. We  peƌfoƌŵed  eleĐtƌoŶ  diffƌaĐtioŶ  oŶ  ouƌ  saŵples  to 

 
Figuƌe ϯ.ϰ. Visual ƌepƌeseŶtatioŶ of ;AͿ FeOϭ ;BͿ FeOϮ ;CͿ Tƌis Buffeƌ ĐoŶtƌol ;DͿ ;HYͿϲ ;EͿ AY““G 



ϱϴ 
 

ďetteƌ  ideŶtifǇ  the  ideŶtitǇ of  the eleĐtƌoŶ 

deŶse  paƌtiĐles  ;Figuƌe  ϯ.ϱͿ.  EleĐtƌoŶ 

diffƌaĐtioŶ ƌeǀealed that the paƌtiĐles ǁeƌe 

uŶlikelǇ  to  ďe  heŵatite,  goethite, 

lepidoĐƌoĐite, oƌ akagaŶeite, ďut ŵoƌe likelǇ 

to  ďe  ŵagheŵite  ;ɶ‐FeϮOϯͿ  oƌ  ŵagŶetite 

;FeϯOϰͿ  ;Ϯ.ϴϮ  Å/;ϮϮϬͿ,  Ϯ.ϱϯ  Å/;ϯϭϭͿ,  aŶd 

Ϯ.ϰϯϲ  Å/;ϮϮϮͿͿ.  EleĐtƌoŶ  diffƌaĐtioŶ  of  the 

Ŷetǁoƌk  of  eleĐtƌoŶ  deŶse ŵateƌial ŵade 

fƌoŵ  the  ďuffeƌ  ĐoŶtƌol  also  ƌeǀealed 

ĐƌǇstalliŶe  ŵateƌial  deteƌŵiŶed  to  likelǇ  ďe  ŵagheŵite  oƌ  ŵagŶetite  ;Ϯ.ϴϭϱ  Å/;ϮϮϬͿ,  ϭ.ϵϱ 

Å/;ϰϬϬͿ, ϭ.Ϯϰ Å ;ϱϯϵͿ, Ϭ.ϵϵ Å ;ϴϮϲͿͿ. ;Figuƌe ϯ.ϲͿ 

 

 

IŶ oƌdeƌ to ŵake seŶse of these 

ƌesults  it  is  iŵpoƌtaŶt  to  ĐoŶsideƌ  the 

solutioŶ  phase  ĐheŵistƌǇ.  IŶ  the 

foƌŵatioŶ  of  aŶǇ  solid  ŵetal  oǆide  oƌ 

hǇdƌoǆide phase, theƌe fiƌst ŵust ďe a ŵoŶoŵeƌiĐ Đoŵpleǆed speĐies.ϭϱϲ  

 

FeCl3 + 6 H2O [Fe(H2O)6]3+ + 3 Cl-
            ;ϯ.ϭͿ 

The hǇdƌolǇsis of the heǆa‐aƋuo Đoŵpleǆ is ofteŶ aĐhieǀed thƌough the additioŶ of ďase; aďoǀe 

pH ϳ, the heǆa‐aƋuo Đoŵpleǆ uŶdeƌgoes hǇdƌolǇsis to Ǉield [Fe;HϮOͿϯ;OHͿϯ]Ϭ, ǁhiĐh ultiŵatelǇ 

 
Figuƌe  ϯ.ϱ.  TƌaŶsŵissioŶ  eleĐtƌoŶ ŵiĐƌogƌaphs  of  ;AͿ  FeOϭ  ;BͿ 
FeOϮ ;CͿ ŵagŶifiĐatioŶ of FeOϮ ;DͿ Tƌis ďuffeƌ ĐoŶtƌol ;EͿ ;HYͿϲ ;FͿ 
AY““G 

 
Figuƌe ϯ.ϲ. EleĐtƌoŶ diffƌaĐtioŶ of FeOϮ sǇŶthesized paƌtiĐles ;AͿ, aŶd 
ďuffeƌ ĐoŶtƌol paƌtiĐles ;BͿ. 



ϱϵ 
 

ĐoŶǀeƌts  to  Fe;OHͿϮ  ;sͿ.  The  OH  ligaŶd  is  a  ŶuĐleophile  that  ĐaŶ  paƌtiĐipate  iŶ  suďstitutioŶ 

ƌeaĐtioŶs iŶǀolǀiŶg aŶǇ of the ƌeŵaiŶiŶg heǆa‐aƋuo ioŶs. This ƌeaĐtioŶ is ƌefeƌƌed to as olatioŶ:  

 

  ;ϯ.ϮͿ 
 
HǇdƌolǇsis of these Đoŵpleǆes eǀeŶtuallǇ Ǉields iƌoŶ oǆide thƌough the foƌŵatioŶ of aŶ oǆo ďƌidge 

;oǆolatioŶͿ. 

 

  ;ϯ.ϯͿ  
 
The foƌŵatioŶ of solid iƌoŶ oǆides ƌeƋuiƌes the hǇdƌolǇsis of the [Fe;HϮOͿϲ]ϯ+ ioŶ, hoǁeǀeƌ, the 

ƌesultaŶt phase aŶd ƌate iŶ ǁhiĐh these foƌŵ aƌe highlǇ depeŶdeŶt oŶ ƌate at ǁhiĐh iƌoŶ ĐaŶ ďe 

deliǀeƌed  to  the  gƌoǁiŶg  iƌoŶ  oǆide.  Otheƌ  diƌeĐtiŶg  faĐtoƌs  aƌe  pH,  teŵpeƌatuƌe  aŶd  ioŶiĐ 

stƌeŶgth  of  the  solutioŶ.  At  pH  >  ϵ,  foƌ  iŶstaŶĐe,  the  ĐopƌeĐipitatioŶ  of  Feϯ+/FeϮ+  faǀoƌs  the 

foƌŵatioŶ of ŵagŶetite. At ƌooŵ teŵpeƌatuƌe aŶd slightlǇ aĐidiĐ pH as iŶ this eǆpeƌiŵeŶt, the 

ĐoŶditioŶs of this eǆpeƌiŵeŶt should faǀoƌ the foƌŵatioŶ of feƌƌihǇdƌite, ǁhiĐh ĐaŶ ĐoŶǀeƌt to 

heŵatite.ϭϱϳ The eleĐtƌoŶ diffƌaĐtioŶ does Ŷot ŵatĐh ǁith kŶoǁŶ diffƌaĐtioŶ patteƌŶs of heŵatite 

oƌ otheƌ ĐoŵŵoŶ iƌoŶ oǆide ŶaŶopaƌtiĐles. 

  Based  oŶ  the  Đoloƌ  aŶd  soluďilitǇ  of  the  ďuffeƌ  ĐoŶtƌol,  it  is  uŶlikelǇ  that  the  pƌoduĐt 

foƌŵed is a feƌƌihǇdƌite polǇŵeƌ;ϭϱϲ hoǁeǀeƌ, the faĐt that ŵuĐh of the pƌoduĐt is ŶoŶĐƌǇstalliŶe 

;Figuƌe ϯ.ϳBͿ suggests that the seƋueŶĐe aŶd leŶgth of FeOϮ is iŵpoƌtaŶt iŶ ďoth the shape aŶd 

foƌŵatioŶ of ŶaŶopaƌtiĐles.ϭϱϮ,ϭϱϰ,ϭϱϱ  IŶ the pƌeseŶĐe of FeOϮ peptides, the iƌoŶ ioŶs iŶput iŶto 

the iŶĐuďatioŶ solutioŶs appeaƌs to ďe ĐoŶǀeƌted to ĐƌǇstalliŶe spheƌiĐal paƌtiĐles of a ĐoŶsisteŶt 



ϲϬ 
 

size ;ϰ.ϯ±ϭ.ϰ ŶŵͿ ;Figuƌe ϯ.ϳͿ. The aĐtioŶs of FeOϮ aƌe ƌeŵiŶisĐeŶt of pƌeǀious ǁoƌk ďǇ Aƌakaki 

et al.,ϭϱϴ ǁheƌe shoƌt peptides ǁeƌe sǇŶthesized ďased off of  the aĐidiĐ C‐teƌŵiŶus of ŵŵsϲ. 

Although peƌhaps ŵost stƌikiŶglǇ, peptides deƌiǀed fƌoŵ ŵŵsϲ foƌŵ appƌoǆiŵatelǇ ϮϬ‐Ϯϱ Ŷŵ 

paƌtiĐles.ϭϱϴ The sǇŶthesis utiliziŶg ŵŵsϲ deƌiǀed peptides also ƌeƋuiƌes tǁo ϵϬ °C heatiŶg steps 

aŶd that the ƌeaĐtioŶ oĐĐuƌ uŶdeƌ aŶ iŶeƌt eŶǀiƌoŶŵeŶt; ǁhiĐh FeOϮ does Ŷot. These tǁo ϵϬ °C 

heatiŶg steps ǁould ƌeŶdeƌ taggiŶg diffiĐult foƌ ďiologiĐal puƌposes. 

    

ϯ.ϯ.  USAGE  OF  FTS)  AS  A  MODEL  SYSTEM  FOR  PEPTIDE  FORMATION  OF  IRON  OXIDE 

NANOPARTICLES 

  IŶ oƌdeƌ to test ǁhetheƌ oƌ Ŷot this poteŶtial tag ŵight ďe ĐloŶaďle ǁe Ŷeeded a ŵodel 

sǇsteŵ that ǁould ƌeaĐt pƌediĐtaďlǇ. Ouƌ ŵodel sǇsteŵ to test ouƌ peptide ĐloŶaďle ŶaŶopaƌtiĐle 

sǇsteŵ ǁas FilaŵeŶt teŵpeƌatuƌe‐seŶsitiǀe ŵutaŶt ) ;Fts)Ϳ. Fts) is the pƌokaƌǇotiĐ hoŵologue 

of tuďuliŶ. Fts) has ďeeŶ heaǀilǇ studied due to its iŵpoƌtaŶĐe iŶ ďaĐteƌial Đell diǀisioŶ. Theƌe aƌe 

seǀeƌal kŶoǁŶ ĐoŶfoƌŵatioŶs that Fts) ĐaŶ take ǁhiĐh ǁill help us to fuƌtheƌ ideŶtifǇ ouƌ taƌgets. 

 
Figuƌe ϯ.ϳ. High ƌesolutioŶ tƌaŶsŵissioŶ eleĐtƌoŶ ŵiĐƌogƌaphs of  ;AͿ FeOϮ ŵediated paƌtiĐles  ;BͿ Tƌis ŵediated paƌtiĐles. 
Theƌe is a ŵuĐh ŵoƌe pƌoŶouŶĐed eleĐtƌoŶ deŶse ŶoŶ‐ĐƌǇstalliŶe aƌea aƌouŶd paƌtiĐles iŶ B thaŶ ĐaŶ ďe seeŶ iŶ A.  



ϲϭ 
 

BǇ utiliziŶg Fts) as a ŵodel sǇsteŵ ǁe ĐaŶ attaĐh ŶaŶopaƌtiĐle foƌŵiŶg tags to the N‐teƌŵiŶus iŶ 

oƌdeƌ  to  deteƌŵiŶe  diƌeĐtioŶalitǇ  aŶd  loĐatioŶ  of  the  pƌoteiŶ.  This  ĐaŶ  theŶ  ďe  tƌaŶslated  to 

deteƌŵiŶiŶg loĐatioŶ aŶd diƌeĐtioŶalitǇ of a taƌget pƌoteiŶ iŶ a Đell. 

  Afteƌ isolatiŶg ǁhiĐh of the peptides ǁould ďe useful as a poteŶtial ĐloŶaďle ŶaŶopaƌtiĐle 

tag it ǁas ĐloŶed oŶto the N‐teƌŵiŶus of the geŶe of Fts). The plasŵid ĐoŶtaiŶiŶg ŵŵsϲϭϱϵ ;a 

positiǀe ĐoŶtƌol peptideͿ attaĐhed to Fts) ǁas tƌaŶsfoƌŵed iŶto Cϰϯ E. Coli aŶd gƌoǁŶ at ϯϬ° C. It 

ǁas fouŶd that at ϯϳ ° C, ǁhiĐh is E. Đoli͛s optiŵal gƌoǁth teŵpeƌatuƌe, the geŶe iŶseƌt ǁould ďe 

eǆĐised aŶd oŶlǇ ǁild tǇpe ďaĐteƌia Đould ďe seƋueŶĐed. The Cϰϯ E. Coli is a ŵutaŶt of the BLϮϭ 

;DEϯͿ stƌaiŶ of E. Coli, ǁhiĐh is fouŶd to ďe ŵoƌe toleƌaŶt of toǆiĐ ƌeĐoŵďiŶaŶt pƌoteiŶs as ǁell   

as offeƌiŶg a higheƌ staďilitǇ of plasŵids.ϭϲϬ The ďaĐteƌia ǁas gƌoǁŶ to ODϲϬϬ = Ϭ.ϯ AU aŶd iŶduĐed 

ǁith ϭ ŵM IPTG. Afteƌ iŶduĐtioŶ, ďaĐteƌia ǁas spuŶ doǁŶ aŶd ĐolleĐted, theŶ fƌozeŶ at ‐ϮϬ °C. 

The pellet ǁas theŶ ƌesuspeŶded iŶ lǇsis ďuffeƌ aŶd alloǁed to thaǁ. LǇsozǇŵe ǁas added to the 

thaǁed ďaĐteƌial pellet folloǁed ďǇ soŶiĐatioŶ. The lǇsate ǁas ƌuŶ doǁŶ a ŶiĐkel ĐoluŵŶ iŶ oƌdeƌ 

to puƌifǇ ƌeĐoŵďiŶaŶt pƌoteiŶ, hoǁeǀeƌ, ǁe ǁeƌe uŶaďle to ǀeƌifǇ that ouƌ pƌoteiŶ ǁas ďeiŶg 

iŶduĐed. C“U͛s PƌoteiŶ EǆpƌessioŶ FaĐilitǇ ǁas hoǁeǀeƌ aďle to eǆpƌess aŶd puƌifǇ Fts) ;Figuƌe 

ϯ.ϴͿ.  While  ǁe  ǁeƌe  uŶaďle  to  aĐhieǀe 

ǀeƌǇ good iŵagiŶg ǁith the Fts), ǁe ǁeƌe 

aďle to ŵake out outliŶes of ǁhat ŵaǇ ďe 

Fts)  filaŵeŶts  ;Figuƌe  ϯ.ϵͿ.  WheŶ  ǁe 

atteŵpted to utilize the ŵŵsϲ peptide to 

foƌŵ ŵagŶetite, ǁe ǁeƌe uŶaďle to utilize 

ŵŵsϲ to foƌŵ ŵagŶetite. This is likelǇ due 

 
Figuƌe ϯ.ϴ. PolǇaĐƌǇlaŵide gel of Fts) post puƌifiĐatioŶ. LaŶe ϭ is a 
pƌoteiŶ staŶdaƌd. LaŶes Ϯ thƌough ϰ aƌe the pƌoteiŶ puƌified fƌoŵ 
eǆpƌessioŶ. LaŶes ϱ‐ϴ aƌe a B“A staŶdaƌd. PƌoteiŶ ĐoŶĐeŶtƌatioŶs 
ǁeƌe  estiŵated  fƌoŵ  B“A  staŶdaƌds.  Photo  ĐouƌtesǇ  of  C“U 
PƌoteiŶ EǆpƌessioŶ FaĐiliǇ. 



ϲϮ 
 

to tǁo Đopies of ďaĐteƌofeƌƌitiŶ ďeiŶg attaĐhed at 

the C‐teƌŵiŶus of Fts). This ǁas disĐoǀeƌed afteƌ 

the seƋueŶĐe had ďeeŶ plaĐed iŶto a plasŵid aŶd 

ǁas  a  ĐaƌƌǇoǀeƌ  fƌoŵ  the  laď  ǁe  ƌeĐeiǀed  the 

seƋueŶĐe fƌoŵ. 

ϯ.ϰ. PROGRESS TOWARDS CLONABLE INORGANIC 
NANOPARTICLES 

IŶ  oƌdeƌ  to  fuƌtheƌ  iŶǀestigate  otheƌ  ĐloŶaďle  ďioŵoleĐules  that  ŵaǇ  ďe  Đapaďle  of 

foƌŵiŶg iŶoƌgaŶiĐ ŶaŶopaƌtiĐles ǁe tuƌŶed to aŶ eŶdophǇte ďƌought to ouƌ atteŶtioŶ ďǇ a ǀisitiŶg 

sĐholaƌ,  LuĐiaŶ  “taiĐu.  PseudoŵoŶas  ŵoraǀieŶsis  staŶleǇae  ǁas  isolated  fƌoŵ  the  ƌoots  of 

StaŶleǇa  piŶŶata,  a  “e  hǇpeƌaĐĐuŵulatoƌ  plaŶt  Ŷatiǀe  to  ǁesteƌŶ  U“A,ϭϲϭ  aŶd  oďseƌǀed  to 

toleƌate uŶusuallǇ high ĐoŶĐeŶtƌatioŶs of “eOϯϮ‐. WheŶ gƌoǁŶ iŶ Luƌia Bƌoth suppleŵeŶted ǁith 

ϭϬ ŵM NaϮ“eOϯ,  the Đultuƌes ďeĐoŵe ŶotaďlǇ piŶk  iŶ Đoloƌ duƌiŶg eaƌlǇ  log‐phase. This Đoloƌ 

ĐhaŶge ;Figuƌe ϯ.ϭϬͿ is assoĐiated ǁith the foƌŵatioŶ of zeƌoǀaleŶt ;ƌedͿ “e. The ĐoŶǀeƌsioŶ of 

seleŶite oǆǇaŶioŶs to zeƌoǀaleŶt “e is a ĐoŵŵoŶ detoǆifiĐatioŶ pƌoĐess foƌ ďaĐteƌia that toleƌate 

high ĐoŶĐeŶtƌatioŶs of “e oǆǇaŶioŶs.ϭϲϮ 

IŶitial ĐhaƌaĐteƌizatioŶ of the “eNPs pƌoduĐed ďǇ P. ŵoraǀieŶsis staŶleǇae ǁas peƌfoƌŵed 

ďǇ  tƌaŶsŵissioŶ eleĐtƌoŶ ŵiĐƌosĐopǇ  ;TEMͿ,  sĐaŶŶiŶg eleĐtƌoŶ ŵiĐƌosĐopǇ  ;“EMͿ ǁith eŶeƌgǇ 

dispeƌsiǀe X‐ƌaǇ speĐtƌosĐopǇ ;ED“Ϳ eleŵeŶtal ŵappiŶg, aŶd ϯ‐D Đellulaƌ eleĐtƌoŶ toŵogƌaphǇ. 

  AŶ  iŶitial  TEM  eǆaŵiŶatioŶ  of  glutaƌaldehǇde‐fiǆed  ĐoŶĐeŶtƌated  Đell  Đultuƌe  of  P. 

ŵoraǀieŶsis staŶleǇae, dƌǇ ŵouŶted oŶ a ĐaƌďoŶ‐Đoated TEM gƌid ;Figuƌe ϯ.ϭϭ, paŶel AͿ ƌeǀealed 

ƌelatiǀelǇ  uŶifoƌŵ  ;ϭϬϳ  ±  ϯϱ  ŶŵͿ  high‐ĐoŶtƌast  ĐiƌĐulaƌ  ŵoƌphologǇ  spots  ďoth  iŶside  ;oƌ 

supeƌiŵposed oŶͿ aŶd outside of the ďaĐteƌial Đells. “ĐaŶŶiŶg tƌaŶsŵissioŶ eleĐtƌoŶ ŵiĐƌosĐopǇ 

 
Figuƌe  ϯ.ϵ.  PoteŶtial  Fts)  filaŵeŶts  staiŶed  iŶ  ϭ% 
U;OAĐͿϮ. 



ϲϯ 
 

of the saŵe saŵpled alloǁed ED“ ŵappiŶg of eleŵeŶtal ĐoŵpositioŶ. The ED“ ŵappiŶg ĐoŶfiƌŵs 

that the high‐ĐoŶtƌast spots aƌe “e‐ƌiĐh.  ;Figuƌe ϭϭ, paŶel BͿ  This suggests that the high‐ĐoŶtƌast 

spots aƌe “e ŶaŶopaƌtiĐles that aĐĐouŶt foƌ the ƌed Đoloƌ of the ďaĐteƌial Đultuƌes.  “iŵilaƌ spots 

ǁeƌe Ŷot oďseƌǀed iŶ ĐoŶtƌol Đultuƌes that ǁeƌe Ŷot suppleŵeŶted ǁith “eOϯϮ‐.  At least ϱϬ ǁeƌe 

eǆaŵiŶed iŶ the ĐoŶtƌol oďseƌǀatioŶ, high deŶsitǇ spots ǁeƌe oďseƌǀed oŶlǇ ǁith oŶe Đell, aŶd iŶ 

that  iŶstaŶĐe  the ŵoƌphologǇ ǁas ŶotaďlǇ  iƌƌegulaƌ 

Đoŵpaƌed to the putatiǀe “eNPs ;Figuƌe ϯ.ϭϮͿ. 

  DƌǇ  ŵouŶt  eleĐtƌoŶ  ŵiĐƌosĐopǇ 

pƌoǀides  ĐoŵpaƌatiǀelǇ  liŵited 

iŶfoƌŵatioŶ  Đoŵpaƌed  to  ŵoƌe 

sophistiĐated pƌeseƌǀatioŶ  aŶd  iŵagiŶg 

ŵethods,  suĐh  as  Đellulaƌ  eleĐtƌoŶ 

toŵogƌpahǇ.ϭϲϯ,ϭϲϰ   With appƌopƌiate pƌeseƌǀatioŶ,ϭϲϱ–ϭϲϳ  these ŵethods alloǁ high  fidelitǇ ϯD 

ƌesolutioŶ  of  Đellulaƌ  ultƌastƌuĐtuƌe  suĐh  as  ŵeŵďƌaŶes  aŶd  ŵajoƌ  ĐǇtoskeletal  filaŵeŶts, 

oƌgaŶelles aŶd ƌiďosoŵes.ϭϲϴ  

 
Figuƌe  ϯ.ϭϬ.  Photogƌaphs  of  P.  ŵoƌaǀieŶsis 
staŶleǇae liƋuid LB Đultuƌes. The Đultuƌe oŶ the left 
is suppleŵeŶted ǁith ϭϬ ŵM “eOϯϮ‐. UpoŶ iŶitial 
gƌoǁth,  ďoth  Đultuƌes  appeaƌ  as  the  Ŷo‐seleŶite 
ĐoŶtƌol Đultuƌe shoǁŶ at ƌight. We attƌiďute the ƌed 
Đoloƌ of  the Đultuƌe  to ǁhiĐh seleŶite  is added to 
the  ƌeduĐtioŶ  of  seleŶite  to  zeƌoǀaleŶt  ƌed 
seleŶiuŵ. Photo ƌepƌoduĐed ǁith peƌŵissioŶ fƌoŵ 
authoƌs aŶd ‘“C PuďlishiŶg.ϰϮ   

Figuƌe ϯ.ϭϭ. TƌaŶsŵissioŶ eleĐtƌoŶ ŵiĐƌogƌaphs of glutaƌaldehǇde‐
fiǆed dƌǇ ŵouŶted Đells aƌe shoǁŶ iŶ paŶel A. EleĐtƌoŶ‐deŶse ;daƌkͿ 
iŶĐlusioŶs  aƌe  pƌeseŶt  iŶ ŵaŶǇ  of  the  Đells  iŶ  paŶel  A,  as ǁell  as 
outside the Đells. PaŶel B shoǁs a sĐaŶŶiŶg tƌaŶsŵissioŶ ŵiĐƌogƌaph 
of a seleĐted aƌea of oŶe of the Đells that iŶĐludes a daƌk iŶĐlusioŶ; 
oǀeƌlaid  oŶ  this  iŶĐlusioŶ  is  aŶ  ED“  ŵap  of  “e  iŶ  the  saŵple, 
iŶdiĐatiŶg that the iŶĐlusioŶ is “e‐ƌiĐh. PaŶel C shoǁs a histogƌaŵ of 
oďseƌǀed  paƌtiĐle  sizes.  Photo  ƌepƌoduĐed  ǁith  peƌŵissioŶ  fƌoŵ 
authoƌs aŶd ‘“C PuďlishiŶg.ϰϮ 



ϲϰ 
 

HeƌeiŶ  ǁe  used  eleĐtƌoŶ  toŵogƌaphǇ  to  defiŶitiǀelǇ  ƌeǀeal  ǁhetheƌ  the  oďseƌǀed 

ŶaŶopaƌtiĐles aƌe iŶside the Đells ;as opposed to supeƌiŵposedͿ, ƌeǀeal ŵeŵďƌaŶes, aŶd ƌeǀeal 

ŵajoƌ  Đellulaƌ  ultƌastƌuĐtuƌe.   P. ŵoraǀieŶsis  “taŶleǇae  Đells ǁeƌe  gƌoǁŶ  as  desĐƌiďed  iŶ  the 

ŵethods  seĐtioŶ,  ďoth  ǁith  aŶd ǁithout  ϭϬ ŵM  “eOϯϮ‐  suppleŵeŶtatioŶ  iŶto  the  statioŶaƌǇ 

phase ǁheƌe paƌtiĐles aƌe easilǇ disĐeƌŶaďle.   CoŶĐeŶtƌated Đultuƌes ǁeƌe suďjeĐted to fƌeeze 

suďstitutioŶ,ϭϲϱ ǁhiĐh pƌoǀides the highest fidelitǇ 

pƌeseƌǀatioŶ  of  Đellulaƌ  ultƌastƌuĐtuƌe  aside  fƌoŵ 

ǀitƌifiĐatioŶ.ϭϲϵ  VitƌifiĐatioŶ  ǁas  Ŷot  used  heƌe 

ďeĐause  the  size  of  the  Đells ǁould  ƌeƋuiƌe  ĐƌǇo‐

seĐtioŶiŶg,  ǁhiĐh  is  teĐhŶiĐallǇ  diffiĐult  aŶd  Ŷot 

ƌoutiŶelǇ suĐĐessful.  

  ϯD  ƌeĐoŶstƌuĐtioŶs  of  ďoth 

uŶstaiŶed  aŶd  osŵiuŵ  staiŶed 

ϮϬϬ Ŷŵ seĐtioŶs ƌeǀealed  laƌge 

iŶĐlusioŶs iŶside the Đells. IŶ the 

Đase  of  ŵetal‐staiŶed  Đells,  it 

ǁas  uŶĐleaƌ  ǁhetheƌ  the 

iŶĐlusioŶs Đould ďe attƌiďuted to 

the  staiŶiŶg  of  ďiologiĐal 

ŵateƌial  oƌ  to  “eNPs,  although 

otheƌ  ultƌastƌuĐtuƌes  ;suĐh  as 

ďoth iŶŶeƌ aŶd outeƌ ŵeŵďƌaŶesͿ ǁeƌe ĐleaƌlǇ ƌeǀealed ;Figuƌe ϯ.ϭϯͿ.   

 
Figuƌe  ϯ.ϭϮ.  ‘epƌeseŶtatiǀe  ŵiĐƌogƌaph  shoǁiŶg 
iƌƌegulaƌ eleĐtƌoŶ deŶse oďjeĐt. 

 
Figuƌe ϯ.ϭϯ. EleĐtƌoŶ toŵogƌaphiĐ ƌeĐoŶstƌuĐtioŶ of P. ŵoƌaǀieŶsis staŶleǇae 
ǁith osŵiuŵ staiŶiŶg. The outeƌ ŵeŵďƌaŶe ;gƌeeŶͿ, iŶŶeƌ ŵeŵďƌaŶe ;ǇelloǁͿ 
aŶd putatiǀe “eNP ;piŶkͿ deŶsities aƌe segŵeŶted. Due to the pƌeseŶĐe of staiŶ, 
the  paƌtiĐle  segŵeŶtatioŶ  is  aŵďiguous.  Photo  ƌepƌoduĐed ǁith  peƌŵissioŶ 
fƌoŵ authoƌs aŶd ‘“C PuďlishiŶg.ϰϮ 



ϲϱ 
 

The ƌeĐoŶstƌuĐtioŶs of uŶstaiŶed Đells ǁeƌe ŵoƌe iŶfoƌŵatiǀe.  Figuƌe ϯ.ϭϰ shoǁs a segŵeŶted 

ƌeĐoŶstƌuĐtioŶ  of  a  siŶgle  Đell;  the  outeƌ  ŵeŵďƌaŶe  ǁas  segŵeŶted  ďǇ  haŶd,  as  is  ĐuƌƌeŶt 

staŶdaƌd  pƌaĐtiĐe  ǁith  IMOD,  ǁhile  the  “eNPs  ǁeƌe  suffiĐieŶtlǇ  eleĐtƌoŶ  deŶse  that 

segŵeŶtatioŶ  Đould  ďe  aĐĐoŵplished  autoŵatiĐallǇ  ǁith  a  siŵple  thƌesholdiŶg  opeƌatioŶ. 

Iŵodauto ǁas set at a thƌeshold of ϭ ;out of ϮϱϱͿ, ǁhiĐh geŶeƌated a ŵodel. This ĐleaƌlǇ auto‐

segŵeŶts out high‐deŶsitǇ iŶĐlusioŶs that 

ǁe attƌiďuted to “eNPs.  IŶ eaĐh of thƌee 

ϯD  ƌeĐoŶstƌuĐtioŶs  of  Đells  gƌoǁŶ  ǁith 

“eOϯϮ‐  suppleŵeŶtatioŶ  ǁe  oďseƌǀed 

high‐ĐoŶtƌast  iŶĐlusioŶs  of  ϱϴ.ϲϲ  ±  Ϯ.ϰϳ 

Ŷŵ diaŵeteƌ ;fƌoŵ a total of ϯ paƌtiĐles 

oďseƌǀedͿ.  

Figuƌe  ϯ.ϭϰ  shoǁs  a  ϯD 

segŵeŶtatioŶ of oŶe of the Đells, ǁith a 

XY ǀieǁ shoǁŶ iŶ paŶel B aŶd aŶ Y) ǀieǁ 

shoǁŶ  iŶ  paŶel  C.      These  tǁo  ǀieǁs 

ƌeǀeal uŶaŵďiguouslǇ foƌ the fiƌst tiŵe that laƌge “eNPs ĐaŶ ďe iŶtƌaĐellulaƌlǇ ĐoŶtaiŶed, ǁheƌe 

pƌeǀious  studies  ǁeƌe  ϮD  ŵiĐƌosĐopǇ  aŶd  Đould  Ŷot  ƌule  out  that  paƌtiĐles  aŶd  Đells  aƌe 

supeƌiŵposed.  NotaďlǇ, theƌe is Ŷo eǀideŶĐe that these paƌtiĐles aƌe ŵeŵďƌaŶe‐eŶĐapsulated, 

as is oďseƌǀed foƌ otheƌ iŶoƌgaŶiĐ iŶĐlusioŶs suĐh as ŵagŶetosoŵes.ϭϳϬ 

PaŶels  D  aŶd  E  of  Figuƌe  ϯ.ϭϰ  shoǁ  the  thƌee  laƌgeƌ  iŶtƌaĐellulaƌ  paƌtiĐles  at  gƌeateƌ 

ŵagŶifiĐatioŶ.      Fƌoŵ  these  iŵages  it  appeaƌs  that,  ǁhile  the  paƌtiĐles  aƌe  ͞appƌoǆiŵatelǇ 

 
Figuƌe ϯ.ϭϰ. EleĐtƌoŶ toŵogƌaphiĐ ƌeĐoŶstƌuĐtioŶ of P. ŵoraǀieŶsis 
staŶleǇae. The ƌeĐoŶstƌuĐtioŶ ǁas segŵeŶted to ƌeǀeal the outeƌ 
ŵeŵďƌaŶe aŶd “eNP ŶaŶopaƌtiĐles ;paŶels A‐CͿ. MagŶified ǀieǁs 
of tǁo “eNPs aƌe shoǁ iŶ paŶels D aŶd E; paŶel D shoǁs the laƌge 
“eNP iŶ the ŵiddle of the Đell iŶ paŶel B. PaŶel E shoǁs the laƌge 
“eNP iŶ the uppeƌ left paƌt of the Đell iŶ paŶel B. Photo ƌepƌoduĐed 
ǁith peƌŵissioŶ fƌoŵ authoƌs aŶd ‘“C PuďlishiŶg.ϰϮ 



ϲϲ 
 

spheƌiĐal͟, theǇ aƌe Ŷot peƌfeĐtlǇ spheƌiĐal aŶd iŶ faĐt aƌe sǇŵŵetƌiĐallǇ iƌƌegulaƌ.  “oŵe of the 

iƌƌegulaƌitǇ iŶ these iŵages is aƌtifaĐt.  The ͞spikiŶess / teǆtuƌe͟ of the suƌfaĐe is also oďseƌǀed 

foƌ  the  ϭϬ  Ŷŵ  diaŵeteƌ  gold  ŶaŶopaƌtiĐles  used  as  fiduĐial  ŵaƌkeƌs  foƌ  aligŶŵeŶt.ϭϲϳ    The 

aŶisotƌopiĐ ͚speĐkliŶg͛ halo that suƌƌouŶds soŵe of the paƌtiĐles likelǇ aƌises fƌoŵ the ͚ŵissiŶg 

ǁedge͛ aƌtifaĐt iŶ eleĐtƌoŶ toŵogƌaphǇ.ϭϮ  EǀeŶ aĐĐouŶtiŶg foƌ these souƌĐes of aƌtifaĐt, hoǁeǀeƌ, 

the ŶaŶopaƌtiĐles appeaƌ sǇŵŵetƌiĐallǇ iƌƌegulaƌ. 

To deƌiǀe gƌeateƌ iŶsight iŶto the ŵeĐhaŶisŵ of foƌŵatioŶ of these “eNPs, ǁe ideŶtified 

pƌoteiŶs iŵpliĐated iŶ the ƌeduĐtioŶ of “eOϯϮ‐ to “e;ϬͿ ďǇ P. ŵoraǀieŶsis staŶleǇae.  BƌieflǇ ǁe 

fƌaĐtioŶated the soluďle pƌoteiŶs  fƌoŵ Đell  lǇsate oŶ a ŶoŶdeŶatuƌiŶg polǇaĐƌǇlaŵide gel, aŶd 

theŶ staiŶed the gel ǁith ŵetalloid oǆǇaŶioŶs aŶd eleĐtƌoŶ doŶatiŶg ĐofaĐtoƌs.   AŶǇ ƌesultiŶg 

ďaŶds iŶdiĐatiŶg the pƌeseŶĐe of NADPH‐depeŶdeŶt seleŶite ƌeduĐtase aĐtiǀitǇ ǁeƌe eǆĐised aŶd 

fuƌtheƌ aŶalǇzed ďǇ pƌoteoŵiĐ ŵass speĐtƌoŵetƌǇ. 

To  oďtaiŶ  ďetteƌ  ƌesolutioŶ,  Đell  lǇsate  of  P.  ŵoraǀieŶsis  “taŶleǇae  gƌoǁŶ  iŶ  “eOϯϮ‐‐

suppleŵeŶted ŵedia ǁas fuƌtheƌ fƌaĐtioŶated oŶ a hǇdƌophoďiĐ iŶteƌaĐtioŶ ĐoluŵŶ ;HICͿ that 

ǁas eluted ǁith diffeƌeŶt ĐoŶĐeŶtƌatioŶs of  ;NHϰͿϮ“Oϰ. PƌoteiŶs  iŶ eaĐh  fƌaĐtioŶ  fƌoŵ the HIC 

ĐoluŵŶ  ǁeƌe  sepaƌated  oŶ  a  ŶoŶ‐deŶatuƌiŶg  polǇaĐƌǇlaŵide  gel.    To  deǀelop  ďaŶds 

ĐoƌƌespoŶdiŶg  to  seleŶite  ƌeduĐtases, gels ǁeƌe plaĐed  iŶto ŶitƌogeŶ‐filled zip‐loĐk ďags  filled 

ǁith a ďuffeƌ suppleŵeŶted ǁith ŵetalloid oǆǇaŶioŶs aŶd NADPH oƌ NADH. The eŶtiƌe pƌotoĐol 

ǁas adapted fƌoŵ pƌeǀious ǁoƌk ďǇ HuŶteƌ.ϭϰϱ  

Figuƌe ϭϱ shoǁs the ƌesults of this eǆpeƌiŵeŶt foƌ the ƌeduĐtioŶ of “eOϯϮ‐ iŶ the pƌeseŶĐe 

of NADPH. CleaƌlǇ theƌe aƌe pƌoteiŶs ǁith seleŶite ƌeduĐtase aĐtiǀitǇ pƌeseŶt iŶ soŵe of the HIC 

fƌaĐtioŶs. Telluƌite ;TeOϯϮ‐Ϳ ƌeduĐtase aĐtiǀitǇ ǁas oďseƌǀed ǁith siŵilaƌ gel ŵoďilitǇ, although 



ϲϳ 
 

the ďaŶds ǁeƌe less iŶteŶse.   No Ŷotaďle ƌeduĐtioŶ of seleŶate oƌ telluƌate ;TeOϰϮ‐Ϳ to eleŵeŶtal 

foƌŵ ǁas Ŷoted, aŶd the ƌeduĐtioŶ of “eOϯϮ‐ aŶd TeOϯϮ‐ ǁas ŶotaďlǇ ǁeakeƌ ǁheŶ NADH iŶstead 

of NADPH ǁas used as aŶ eleĐtƌoŶ doŶoƌ. No ďaŶds deǀeloped iŶ the aďseŶĐe of NADH oƌ NADPH. 

Figuƌe ϯ.ϭϱ shoǁs that tǁo ďaŶds deǀelop iŶ 

the aŶaeƌoďiĐ “eOϯϮ‐ + NADPH iŶĐuďatioŶ ĐoŶditioŶ, 

oŶe that is assoĐiated ǁith loǁeƌ salt elutioŶs fƌoŵ 

the HIC ĐoluŵŶ aŶd a seĐoŶd assoĐiated ǁith higheƌ 

salt elutioŶs.  

To  ideŶtifǇ  the  pƌoteiŶs  iŶǀolǀed  iŶ  the 

oďseƌǀed  ƌeduĐtioŶ,  ǁe  eǆĐised  the  ďaŶds  aŶd 

ideŶtified  assoĐiated  pƌoteiŶs  ďǇ  pƌoteiŶ  ŵass 

speĐtƌoŵetƌǇ.    Fƌoŵ  a  total  of  ϱ  aĐtiǀitǇ  ďaŶds 

eǆĐised  aŶd  aŶalǇzed  foƌ  pƌoteiŶ  ĐoŶteŶt,  ϭϮϮ 

pƌoteiŶs  ǁeƌe  ideŶtified  ;Taďle  ϰ.ϭͿ.    Of  these 

pƌoteiŶs  ϳ  aƌe  kŶoǁŶ  to  ďe  NADPH  oƌ  NADP+ 

depeŶdeŶt.  This set of NADPH‐depeŶdeŶt pƌoteiŶs 

;Taďle ϯ.ϭͿ Đoŵpƌises a set of ĐaŶdidate pƌoteiŶs foƌ speĐifiĐ NADPH‐depeŶdeŶt “eOϯϮ‐ ƌeduĐtioŶ 

to “e;ϬͿ.   

Of  these pƌoteiŶs, ǁe ǁeƌe espeĐiallǇ  iŶteƌested  iŶ  glutathioŶe  ƌeduĐtase  ;G“H‘Ϳ  aŶd 

Ŷitƌite ƌeduĐtase, as eaĐh ǁas pƌeǀiouslǇ  iŵpliĐated  iŶ seleŶite ƌeduĐtioŶ.ϭϰϱ,ϭϳϭ–ϭϳϯ To ǀalidate 

the  speĐifiĐitǇ  aŶd  iŶǀestigate  the  eŶzǇŵatiĐ  ŵeĐhaŶisŵ,  ǁe  oďtaiŶed  ďakeƌ͛s  Ǉeast 

;SaĐĐharoŵǇĐes  ĐereǀisiaeͿ  G“H‘  fƌoŵ  “igŵa‐AldƌiĐh  ;GϯϲϲϰͿ  aŶd  the  NADPH‐depeŶdeŶt 

 
Figuƌe  ϯ.ϭϱ.  Natiǀe  gel  of  HIC  ĐoluŵŶ  fƌaĐtioŶs, 
staiŶed  ǁith  “eOϯϮ‐  aŶd  NADPH  to  ƌeǀeal  ďaŶds 
ĐoŶtaiŶiŶg  eŶzǇŵatiĐ  “eOϯϮ‐  ƌeduĐtase  aĐtiǀitǇ. 
LaŶes iŶ the gel ĐoƌƌespoŶd to step fƌaĐtioŶs takeŶ 
fƌoŵ a HIC ĐoluŵŶ to pƌoĐess Đƌude Đell lǇsate. LaŶes 
ĐoƌƌespoŶd to Ϭ.ϭ M, Ϭ.ϱ M, ϭ.Ϭ M, ϭ.ϱ M aŶd Ϯ.Ϭ M 
elutioŶs  of  the  HIC  ĐoluŵŶ ǁith  ;NHϰͿϮ“Oϰ.  Photo 
ƌepƌoduĐed ǁith peƌŵissioŶ fƌoŵ authoƌs aŶd ‘“C 
PuďlishiŶg.ϰϮ 
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ĐǇtoĐhƌoŵe C ƌeduĐtase ;CϯϯϴϭͿ aŶd Aspergillus Ŷiger Ŷitƌate ƌeduĐtase ;NϳϮϲϱͿ  as ĐoŵpaƌisoŶ 

ĐoŶtƌol eŶzǇŵes.  EaĐh eŶzǇŵe ǁas tested foƌ ĐoŵpeteŶĐe to ƌeduĐe “eOϰϮ‐, “eOϯϮ‐, TeOϰϮ‐, aŶd 

TeOϯϮ‐ to zeƌoǀaleŶt foƌŵs of “e aŶd Te, ƌespeĐtiǀelǇ, as judged ďǇ a Đoloƌ ĐhaŶge of the solutioŶ 

fƌoŵ Đleaƌ to tuƌďid ƌed ;“eͿ oƌ gƌaǇ ;TeͿ upoŶ iŶĐlusioŶ of eitheƌ NADH oƌ NADPH as eleĐtƌoŶ 

doŶoƌs.  IŶ this iŶitial sĐƌeeŶiŶg of eŶzǇŵes aŶd suďstƌate speĐifiĐitǇ, ǁe fouŶd that G“H‘ ǁith 

NADPH as aŶ eleĐtƌoŶ doŶoƌ Đould ƌeduĐe “eOϯϮ‐ aŶd TeOϯϮ‐, ǁhile Ŷo otheƌ ĐoŵďiŶatioŶ ƌesulted 

iŶ Ŷotaďle ŵetalloid oǆǇaŶioŶ ƌeduĐtioŶ. 

IŶ  oƌdeƌ  to  uŶdeƌstaŶd  the  ŵeĐhaŶisŵ  ďǇ  ǁhiĐh  G“H‘  ĐoŶǀeƌts  these  ŵetalloid 

oǆǇaŶioŶs,  ǁe  fiƌst  ĐhaƌaĐteƌized  ďasiĐ  eŶzǇŵatiĐ  pƌopeƌties  foƌ  ďoth  “eOϯϮ‐  aŶd  TeOϯϮ‐ 

suďstƌates.  Kŵ aŶd Vŵaǆ ǁeƌe deteƌŵiŶed ďǇ oďseƌǀiŶg the ƌate of ĐoŶsuŵptioŶ of NADPH, ǁhiĐh 

has aŶ easilǇ oďseƌǀaďle speĐtƌosĐopiĐ sigŶatuƌe  ;Figuƌe ϯ.ϭϲͿ.   We  fouŶd a KM of ϯϭ ŵM foƌ 

“eOϯϮ‐ aŶd a KM of Ϭ.ϱϰ ŵM foƌ TeOϯϮ‐ ;Figuƌe ϯ.ϭϳͿ.  The ƌepoƌted Kŵ ǀalue of G“H‘ foƌ G“‐“G is 

~ϱϬµMϭϳϰ suggestiŶg that the G“H‘‐like eŶzǇŵe has a suďstaŶtiallǇ higheƌ suďstƌate affiŶitǇ foƌ 

G“‐“G thaŶ foƌ “eOϯϮ.  

 

Afteƌ dialǇsis to ƌeŵoǀe sŵall ŵoleĐules, the pƌoduĐts of G“H‘ ƌeduĐtioŶ of TeOϯϮ‐ aŶd 

“eOϯϮ‐ ǁeƌe eǆaŵiŶed ďǇ TEM.   ‘eduĐtioŶ of TeOϯϮ‐ to Te;ϬͿ ďǇ G“H‘ pƌoduĐed Ŷetǁoƌks of suď 

ϱ Ŷŵ paƌtiĐles, ǁheƌe the diaŵeteƌs aƌe diffiĐult to disĐeƌŶ, siŵilaƌ to the pƌeǀiouslǇ ƌepoƌted 

Taďle ϯ.ϭ. NADPH‐depeŶdeŶt eŶzǇŵes ideŶtified iŶ ŵass speĐtƌoŵetƌǇ. Taďle ƌepƌoduĐed ǁith peƌŵissioŶ fƌoŵ authoƌs aŶd 
‘“C PuďlishiŶg.ϰϮ 

 



ϲϵ 
 

eŶzǇŵatiĐ ƌeduĐtioŶ of Tiϯ+ ;as TiBALDͿ ďǇ ĐǇsteiŶe aŶd seƌiŶe pƌoteases.ϭϰϭ  ‘eduĐtioŶ of “eOϯϮ‐ 

to “e;ϬͿ iŶ otheƌǁise ideŶtiĐal ĐoŶditioŶs ƌesulted iŶ laƌgeƌ, disĐƌete ϲϭ ± ϯϳ Ŷŵ diaŵeteƌ “eNPs. 

Figuƌe ϯ.ϭϴ shoǁs eleĐtƌoŶ ŵiĐƌogƌaphs of eaĐh pƌoduĐt aŶd a histogƌaŵ of size distƌiďutioŶ foƌ 

the “eNP. 

IŶ the eŶzǇŵatiĐ assaǇs, ǁe oďseƌǀed that the 

steadǇ‐state  phase  of  pƌoduĐt  pƌoduĐtioŶ  ǁas 

ƌeŵaƌkaďlǇ  shoƌt‐liǀed  ;Figuƌe  ϯ.ϭϳͿ.    We 

suďseƋueŶtlǇ  oďseƌǀed  that  the  eŶzǇŵe  itself  ǁas 

ĐoŶsuŵed iŶ the iŶ ǀitro ƌeaĐtioŶ, as deteƌŵiŶed ďǇ a 

Bƌadfoƌd assaǇ foƌ total pƌoteiŶ ;Figuƌe ϯ.ϭϵ, ĐiƌĐlesͿ.  

This suggested that the eŶzǇŵe is assoĐiated ǁith the 

paƌtiĐles  it  sǇŶthesizes,  peƌhaps  eǀeŶ  eŶtoŵďed  iŶ 

the paƌtiĐle.   

To  test  this  hǇpothesis  of  assoĐiatioŶ  oƌ 

eŶtoŵďŵeŶt,  ǁe  sepaƌated  ďǇ  ĐeŶtƌifugatioŶ  the 

eŶzǇŵatiĐallǇ foƌŵed “eNPs fƌoŵ soluďle eŶzǇŵe.  The iŶsoluďle pƌoteiŶ fƌaĐtioŶ ĐoƌƌespoŶded 

to ϭϴ% of the total eŶzǇŵe iŶ the assaǇ.  “eNPs aƌe kŶoǁŶ to ďe dissolǀaďle iŶ solǀeŶts suĐh as 

ethǇleŶediaŵiŶe aŶd ďeŶzeŶe.ϭϳϱ  We fouŶd that eŶzǇŵatiĐallǇ pƌoduĐed “eNPs aƌe also soluďle 

iŶ  Bƌadfoƌd  pƌoteiŶ  assaǇ.    IŶ  faĐt,  ǁe  Đould  ƌeĐoǀeƌ  ŶeaƌlǇ  ƋuaŶtitatiǀelǇ  the  pƌoteiŶ  that 

disappeaƌs fƌoŵ the eŶzǇŵatiĐ assaǇ iŶ a Bƌadfoƌd assaǇ of the eŶzǇŵatiĐallǇ pƌoduĐed “eNPs.  

This data is shoǁŶ iŶ Figuƌe ϭϵ, left paŶel.  Theƌe is eǀideŶĐe that the soluďle fƌaĐtioŶ of G“H‘ is 

also assoĐiated ǁith sŵalleƌ “eNPs. IŶ aŶ “D“‐PAGE of the soluďle fƌaĐtioŶ of G“H‘, a diffeƌeŶĐe 

 
Figuƌe ϯ.ϭϲ. Eǆaŵple speĐtƌosĐopiĐ data shoǁiŶg 
eŶzǇŵatiĐ  ĐoŶsuŵptioŶ  of  NADPH  as  judged  ďǇ 
diŵiŶishŵeŶt oǀeƌ tiŵe of the peak at ϯϰϬ Ŷŵ that 
aƌises  fƌoŵ  NADPH.  MoŶitoƌiŶg  of  this 
ĐoŶsuŵptioŶ  ;oƌ  laĐk  theƌeofͿ  alloǁed  Đlaiŵs  of 
suďstƌate speĐifiĐitǇ aŶd the LiŶeǁeaǀeƌ‐Buƌk plots 
shoǁ  iŶ  Figuƌe  ϭϲ.  Photo  ƌepƌoduĐed  ǁith 
peƌŵissioŶ fƌoŵ authoƌs aŶd ‘“C PuďlishiŶg.ϰϮ 
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iŶ eleĐtƌophoƌetiĐ ŵoďilitǇ Đoupled to a ͚ sŵeaƌiŶg of the ďaŶd͛, ĐoŶsisteŶt ǁith the eŶzǇŵe ďeiŶg 

ďouŶd  to polǇdispeƌse paƌtiĐles,  is oďseƌǀed  iŶ  ĐoŵpaƌisoŶ  to a  ĐoŶtƌol  ƌeaĐtioŶ. Oǀeƌall, ǁe 

suggest that soŵe fƌaĐtioŶ of the eŶzǇŵe is assoĐiated ǁith oƌ eŶtoŵďed iŶ the ŶaŶopaƌtiĐles 

that the eŶzǇŵe Đƌeates.   WheŶ NADPH ĐofaĐtoƌ  is oŵitted fƌoŵ the ƌeaĐtioŶ,  the eŶzǇŵatiĐ 

pƌoĐess does Ŷot pƌoĐeed,  aŶd  the oďseƌǀed eŶzǇŵe ĐoŶĐeŶtƌatioŶ  ƌeŵaiŶs  ĐoŶstaŶt  ;Figuƌe 

ϯ.ϮϬ, diaŵoŶdsͿ.   

The size of  the eŶzǇŵatiĐallǇ  sǇŶthesized “eNPs  is  ĐoŶtƌollaďle  thƌough ŵodulatioŶ of 

eŶzǇŵe suďstƌate ĐoŶĐeŶtƌatioŶs. BǇ ǀaƌǇiŶg the [NADPH] iŶ aŶ  iŶ ǀiǀo ƌeaĐtioŶ, ǁe oďseƌǀed 

that ǁe Đould ǀaƌǇ the size of the ƌesultiŶg paƌtiĐles 

fƌoŵ  Ϯ.ϱŶŵ  to  ŵoƌe  thaŶ  ϱϬŶŵ  diaŵeteƌ.    The 

effeĐt of [NADPH] oŶ paƌtiĐle size is shoǁŶ iŶ Figuƌe 

ϯ.Ϯϭ. 

We ideŶtifǇ the fiƌst polǇpeptide Đapaďle of 

soluďle  pƌeĐuƌsoƌ  ƌeduĐtioŶ,  ƌeteŶtioŶ 

of  ƌeduĐed  pƌoduĐt  at  the  site  of 

ƌeduĐtioŶ,  aŶd  size  ĐoŶtƌol  of  the 

ƌeduĐed  pƌoduĐt.    This  ƌepƌeseŶts  a 

 
Figuƌe  ϯ.ϭϳ.  LiŶeǁeaǀeƌ‐Buƌk  plots  foƌ  TeOϯ

Ϯ‐  aŶd 
“eOϯ

Ϯ‐  ƌeduĐtioŶ  ďǇ  G“H‘.  Photo  ƌepƌoduĐed  ǁith 
peƌŵissioŶ fƌoŵ authoƌs aŶd ‘“C PuďlishiŶg.ϰϮ 

 
Figuƌe  ϯ.ϭϴ.  TƌaŶsŵissioŶ  eleĐtƌoŶ  ŵiĐƌogƌaphs  of  the 
ĐhaƌaĐteƌizatioŶ  of  iŶ  ǀitro  pƌoduĐts  of  G“H‘  ƌeduĐtioŶ  of  TeOϯ

Ϯ‐ 
;paŶel AͿ aŶd “eOϯ

Ϯ‐  ;paŶel BͿ. PaŶel C shoǁs the size distƌiďutioŶ 
histogƌaŵ oďseƌǀed  foƌ G“H‘ pƌoduĐed  “eNPs.  Photo  ƌepƌoduĐed 
ǁith peƌŵissioŶ fƌoŵ authoƌs aŶd ‘“C PuďlishiŶg.ϰϮ 



ϳϭ 
 

Ŷotaďle  step  iŶ  pƌogƌess  toǁaƌd  a  ĐloŶaďle 

ŶaŶopaƌtiĐle, ǁhiĐh  is  fuŶdaŵeŶtallǇ diffeƌeŶt 

fƌoŵ  otheƌ  pƌoposed  stƌategies  foƌ  ĐloŶaďle 

ŶaŶopaƌtiĐles.    Fiƌst,  otheƌ  stƌategies  ƌelǇ  oŶ 

stoiĐhioŵetƌiĐ ďiŶdiŶg of ŵetal ioŶs,ϯϴ,ϭϭϱ  oƌ oŶ 

oǆidatioŶ  eǀeŶts,ϯϱ    ǁhile  this  appƌoaĐh  uses 

eŶzǇŵes  aŶd NADPH  as  aŶ  eleĐtƌoŶ  doŶoƌ  to 

ƌeduĐe iŶoƌgaŶiĐ pƌeĐuƌsoƌs. We iŶfeƌ that the 

pƌoduĐts of ƌeduĐtioŶ aƌe ofteŶ ƌetaiŶed ďǇ the 

eŶzǇŵe  that  Đƌeates  theŵ,  possiďlǇ  ďǇ  aŶ 

eŶtoŵďiŶg ŵeĐhaŶisŵ.  This ƌaƌe ĐoŵďiŶatioŶ 

of thƌee aĐtiǀities iŶ ďiogeŶiĐ ŶaŶopaƌtiĐle pƌoduĐtioŶ ǁas pƌeǀiouslǇ suggested foƌ ƌeduĐtioŶ of 

Au;IIIͿ pƌeĐuƌsoƌs ďǇ the saŵe eŶzǇŵe.ϭϰϮ   IŶ that 

ǁoƌk, hoǁeǀeƌ, the ƌesultiŶg paƌtiĐles aƌe Ƌuite 

sŵall aŶd, as Ŷoted aďoǀe, Au ƌeduĐtioŶ is Ƌuite 

pƌoŵisĐuous  ďǇ  ďioŵoleĐulesϭϭϴ    ǁhile  the 

seleŶite  aŶd  telluƌite  ƌeduĐtioŶs  ƌepoƌted  heƌe 

appeaƌ speĐifiĐ to just a haŶdful of eŶzǇŵes, as 

eǀideŶĐed  ďǇ  Figuƌe  ϯ.ϭϱ. We  oďseƌǀe  Ŷotaďle 

diffeƌeŶĐes  iŶ  the  ƌesultiŶg  size  of  paƌtiĐles, 

depeŶdiŶg oŶ the gƌoǁth ĐoŶditioŶ.  We Đultuƌed 

P. ŵoraǀieŶsis “taŶleǇae Đells foƌ up to ϯϲ houƌs 

Figuƌe  ϯ.ϭϵ.  Left  paŶel  shoǁs  the  aŵouŶt  of  G“H‘  lost 
fƌoŵ the assaǇ at diffeƌeŶt NADPH ĐofaĐtoƌ ĐoŶĐeŶtƌatioŶs 
iŶ  ĐiƌĐles.  IŶ  sƋuaƌes  is  depiĐted  the  aŵouŶt  of  pƌoteiŶ 
ŵeasuƌed  fƌoŵ  the  iŶsoluďle  seleŶiuŵ  paƌtiĐles  Đƌeated 
duƌiŶg  the  assaǇ.  The  agƌeeŵeŶt  ďetǁeeŶ  pƌoteiŶ  lost 
fƌoŵ  the assaǇ aŶd pƌoteiŶ  ƌeĐoǀeƌed  fƌoŵ  the paƌtiĐles 
suggests that the eŶzǇŵe is assoĐiated oƌ eŶtoŵďed iŶ the 
paƌtiĐles it Đƌeates. The ƌight paŶe shoǁs aŶ “D“‐PAGE of 
the soluďle fƌaĐtioŶ of G“H‘ afteƌ aŶ assaǇ. The sŵall shift 
iŶ eleĐtƌophoƌetiĐ ŵoďilitǇ aŶd laƌge sŵeaƌ aďout the ďaŶd 
ĐaŶ ďe attƌiďuted to assoĐiatioŶ ďetǁeeŶ the eŶzǇŵe aŶd 
sŵalleƌ  “eNPs.  Photo  ƌepƌoduĐed  ǁith  peƌŵissioŶ  fƌoŵ 
authoƌs aŶd ‘“C PuďlishiŶg.ϰϮ 

 
Figuƌe  ϯ.ϮϬ.  The  ƌesults  of  a  Bƌadfoƌd  assaǇ  of  a  fiǆed 
aŵouŶt of G“H‘ eǆposed to ǀaƌǇiŶg aŵouŶts of NADPH, 
ǁith “eOϯ‐Ϯ eitheƌ pƌeseŶt at ϭϬ ŵM ĐoŶĐeŶtƌatioŶ ;ƌed 
sƋuaƌesͿ  oƌ  aďseŶt  ;ďlue  diaŵoŶdsͿ.  WheŶ  “eOϯϮ‐  is 
pƌeseŶt  ;ƌed  sƋuaƌesͿ  the  eŶzǇŵe  ǀaŶishes  fƌoŵ  the 
assaǇ  iŶ  aŶ  NADPH  depeŶdeŶt  ŵaŶŶeƌ.  Photo 
ƌepƌoduĐed  ǁith  peƌŵissioŶ  fƌoŵ  authoƌs  aŶd  ‘“C 
PuďlishiŶg.ϰϮ 



ϳϮ 
 

iŶ  the pƌeseŶĐe of  “eOϯϮ‐  suppleŵeŶtatioŶ,  to  eŶsuƌe  aŶ  aďuŶdaŶĐe of  “eNPs  iŶ  suďseƋueŶt 

ŵiĐƌosĐopiĐ  eǆaŵiŶatioŶ.    We  gƌeǁ  Đells  foƌ  this  eǆteŶded  tiŵe  ďoth  ǁith  aŶd  ǁithout 

ƌeplaĐeŵeŶt  of ŵedia.   WheŶ  the ŵedia  ǁas  Ŷot  ƌeplaĐed,  it  is  likelǇ  that  it  is  depleted  of 

ŶeĐessaƌǇ ŶutƌieŶts at the ϯϲ houƌ tiŵe poiŶt, aŶd the Đells aƌe staƌǀiŶg.  The staƌǀatioŶ ĐoŶditioŶ 

of  Đells  iŶ  Figuƌes  ϯ.ϭϭ  aŶd  ϯ.ϭϮ ŵaǇ  paƌtiallǇ  eǆplaiŶ  the  diffeƌeŶĐe  iŶ  aǀeƌage  paƌtiĐle  size 

oďseƌǀed ďetǁeeŶ the iŶtƌaĐellulaƌ paƌtiĐles iŶ Figuƌe ϯ.ϭϭ ;ϭϬϳ Ŷŵ diaŵeteƌͿ aŶd Figuƌe ϯ.ϭϰ 

;ϱϴ Ŷŵ diaŵeteƌͿ.  NotaďlǇ, iŶ Figuƌe ϯ.ϭϯ the ŵeŵďƌaŶes aƌe Ƌuite distoƌted, ĐoŶsisteŶt ǁith 

staƌǀiŶg Đells that aƌe haǀiŶg diffiĐultǇ ŵaiŶtaiŶiŶg hoŵeostasis.  The staƌǀatioŶ ĐoŶditioŶ ǁas 

aǀoided foƌ Đells ƌeĐoŶstƌuĐted foƌ Figuƌe ϯ.ϭϰ ďǇ ƌeplaĐiŶg the gƌoǁth ŵedia eǀeƌǇ ϭϮ houƌs.  

Note  that  paƌtiĐle  diaŵeteƌs ŵeasuƌed  foƌ  “eNPs  iŶ  ͚healthǇ͛  Đells  ;ϱϴ  Ŷŵ diaŵeteƌ  aǀeƌage 

diaŵeteƌͿ  aŶd  “eNPs  pƌoduĐed  iŶ  ǀitro  ďǇ  G“H‘  ;ϲϭ  Ŷŵ  aǀeƌage  diaŵeteƌͿ  aƌe  ǁithiŶ 

ŵeasuƌeŵeŶt  eƌƌoƌ.    This  ĐoŶĐuƌƌeŶĐe  iŶ  paƌtiĐle  size  suggests  that  the  iŶ  ǀitro  aŶd  iŶ  ǀiǀo 

ŵeĐhaŶisŵs that uŶdeƌlie the foƌŵatioŶ of these “eNPs aƌe siŵilaƌ.  

KeǇ  foƌ  futuƌe  appliĐatioŶ  is  ŵiŶiŵiziŶg  the  ŵass  of  the  ďiologiĐal  ĐoŵpoŶeŶts  of  ĐloŶaďle 

ŶaŶopaƌtiĐles.  Foƌ iŶstaŶĐe, the ŵass of GFP is Ϯϳ kDa, Ǉet soŵe studies haǀe deŵoŶstƌated that 

GFP ĐoŶĐateŵeƌs ĐaŶ iŶteƌƌupt the Ŷatiǀe fuŶĐtioŶ of the pƌoteiŶ fused to GFP.ϭϳϱ,ϭϳϲ This staŶds 

iŶ ĐoŶtƌast to the ǁell‐estaďlished iŶtƌaĐellulaƌ iŶoƌgaŶiĐ ŶaŶopaƌtiĐles, ǁhiĐh aƌe Đoated eitheƌ 

ďǇ a ŵeŵďƌaŶe oƌ ďǇ a stƌuĐtuƌed pƌoteiŶ Đapsule. 

We hǇpothesize that the paƌtiĐles aƌe Ŷaked, ǁith the “e;ϬͿ eǆposed to the ĐǇtosol, fƌoŵ 

a ĐoŵďiŶatioŶ of stƌuĐtuƌal aŶd ĐheŵiĐal eǀideŶĐe.  Fƌoŵ the toŵogƌaphiĐ ƌeĐoŶstƌuĐtioŶs, ǁe 

oďseƌǀe Ŷo eǀideŶĐe foƌ a ŵeŵďƌaŶe aƌouŶd the “eNPs, ǁhile ŵeŵďƌaŶes aƌe easilǇ oďseƌǀed 

foƌ ŶatuƌallǇ oĐĐuƌƌiŶg ŵagŶetite ŶaŶopaƌtiĐles.ϭϳϬ The loǁ sǇŵŵetƌǇ of the paƌtiĐles, dispeƌsitǇ, 



ϳϯ 
 

aŶd  diffeƌeŶĐes  iŶ  aǀeƌage  size  that  depeŶd  oŶ  gƌoǁth  ĐoŶditioŶs  suggest  that  theƌe  is  Ŷo 

stƌuĐtuƌed pƌoteiŶ Đoat, suĐh as that fouŶd ǁith feƌƌitiŶ aŶd DP“‐Đoated ŶaŶopaƌtiĐles. 

CheŵiĐallǇ, ǁe Ŷote that ŶeaƌlǇ all Đlusteƌs aŶd ŶaŶopaƌtiĐles ƌeƋuiƌe a ligaŶd shell to ƋueŶĐh the 

ĐheŵiĐal ƌeaĐtiǀitǇ assoĐiated ǁith the opeŶ ǀaleŶĐe eleĐtƌoŶ shells of ŵost puƌe eleŵeŶts.  A 

haŶdful of eleŵeŶts, hoǁeǀeƌ, iŶĐludiŶg “e aŶd Te as ǁell as As, Bi, aŶd “ď aƌe kŶoǁŶ to foƌŵ 

staďle Ŷaked Đlusteƌ ĐoŵpouŶds.ϭϳϳ 

This is iŶ ŵaŶǇ Đases ďeĐause the eleŵeŶt ĐaŶ aĐhieǀe Ŷoďle gas‐like eleĐtƌoŶ ĐouŶts ďǇ 

ĐateŶatioŶ, ofteŶ ƌesultiŶg iŶ ƌiŶg stƌuĐtuƌes iŶ the solid state, suĐh as the ǁell‐kŶoǁŶ “Ŷ, “eŶ, 

aŶd TeŶ ƌiŶg ĐoŵpouŶds ǁheƌe ϲ<Ŷ<ϴ.  

IŶdeed, a  ƌeĐeŶt  ƌepoƌt  suggests  that 

ǁhile  the  suƌfaĐe  of  “eNPs  is  ŵoƌe 

Đoŵpleǆ thaŶ aŶ appƌoǆiŵatelǇ sĐaled 

giaŶt Ŷaked “e Đlusteƌ, the suƌfaĐes aƌe 

staďle  ǁithout  foƌŵal  ligatioŶ.ϭϳϴ 

Fuƌtheƌŵoƌe,  pƌoteiŶ  ŵass 

speĐtƌoŵetƌǇ oŶ puƌified “eNPs fails to 

ideŶtifǇ  ĐaŶdidate  pƌoteiŶs  that  aƌe 

kŶoǁŶ to  iŶteƌaĐt ǁith  iŶoƌgaŶiĐ  ioŶs 

oƌ  suƌfaĐes.ϭϰϰ  Thus,  the  ĐoŵďiŶatioŶ 

of iƌƌegulaƌ sǇŵŵetƌǇ, aďseŶĐe of a ŵeŵďƌaŶe, aŶd plausiďilitǇ of a ligaŶd‐fƌee suƌfaĐe suggests 

that  “eNPs ŵaǇ  ƌepƌeseŶt  the  fiƌst  desĐƌiďed  Đlass  of  ĐǇtosol  eǆposed  iŶoƌgaŶiĐ  ŶaŶopaƌtiĐle 

suƌfaĐes.    

 
Figuƌe ϯ.Ϯϭ.  Top paŶel  shoǁs hoǁ paƌtiĐle  size ĐhaŶges as  [NADPH] 
ĐofaĐtoƌ is ǀaƌied. Bottoŵ paŶel shoǁs distƌiďutioŶ of paƌtiĐle sizes ;Ǉ‐
aǆisͿ as a fuŶĐtioŶ of [“eOϯ

Ϯ‐] ĐoŶĐeŶtƌatioŶ iŶ the assaǇ ;ǆ‐aǆisͿ. 



ϳϰ 
 

The  ĐoŵŵeƌĐiallǇ  souƌĐed  G“H‘  aŶd  G“H‘  oƌ  G“H‘‐like  eŶzǇŵes  ideŶtified  iŶ  P. 

ŵoraǀieŶsis “taŶleǇae aƌe Ŷot iŵŵediatelǇ useful as a ĐloŶaďle laďel iŶ Đellulaƌ EM.  Fiƌst, the 

ƌesultiŶg “eNPs aƌe suďstaŶtiallǇ laƌgeƌ thaŶ pƌaĐtiĐal; seĐoŶd, otheƌ G“H‘s, Ŷitƌite ƌeduĐtases, 

aŶd  thioƌedoǆiŶϭϳϵ  ŵaǇ  also  pƌoduĐe  ďaĐkgƌouŶd  paƌtiĐles.  While  these  eŶzǇŵes  aƌe  Ŷot 

ĐhaƌaĐteƌized iŶ ǀitro as pƌoduĐiŶg “eNPs, theǇ aƌe ĐhaƌaĐteƌized as usiŶg “eOϯϮ‐ as a suďstƌate. 

We haǀe Ŷot Ǉet eǀaluated the poƌtaďilitǇ of this ĐloŶaďle ŶaŶopaƌtiĐle foƌ use iŶ otheƌ Đell liŶes. 

The ĐoŶĐeŶtƌatioŶs of “eOϯϮ‐ ǁe used iŶ ďoth the iŶ ǀitro aŶd iŶ ǀiǀo ǁoƌk heƌeiŶ aƌe iŶ the ƌaŶge 

ǁheƌe toǆiĐitǇ is eǆpeĐted foƌ ŵost Đells aŶd oƌgaŶisŵs.  The KM of the ďakeƌ͛s Ǉeast eŶzǇŵe is 

loǁ, espeĐiallǇ Đoŵpaƌed to oǆidized G“‐“G aŶd G“‐“e‐“G suďstƌates iŶǀestigated histoƌiĐallǇ foƌ 

this eŶzǇŵe.ϭϳϰ,ϭϴϬ Due to the ŵeasuƌed KM, the ďakeƌ͛s Ǉeast G“H‘ ǁill alǁaǇs ƌeƋuiƌe tǇpiĐallǇ 

toǆiĐ  ĐoŶĐeŶtƌatioŶs of  “eOϯϮ‐ foƌ  ŶaŶopaƌtiĐle  foƌŵatioŶ.    Fuƌtheƌŵoƌe,  speĐialized  seleŶiuŵ 

tƌaŶspoƌteƌs  that  ŵaǇ  ďe  pƌeseŶt  iŶ  the  seleŶiuŵ  hǇpeƌaĐĐuŵulatoƌ  studied  heƌe  ŵaǇ  also 

eŶaďle the laƌge iŶtƌaĐellulaƌ paƌtiĐles oďseƌǀed iŶ Figuƌes ϯ.ϭϭ aŶd ϯ.ϭϰ.   Thus, ǁe aŶtiĐipate 

ĐloŶiŶg  the G“H‘‐like  eŶzǇŵe  fƌoŵ P. ŵoraǀieŶsis  “taŶleǇae,  uŶdeƌ  the  hǇpothesis  that  this 

seleŶiuŵ‐speĐialized eŶzǇŵe ǁill  haǀe a ŵuĐh ŵoƌe  faǀoƌaďle KM,  aŶd  that  the eŶzǇŵe ŵaǇ 

fuŶĐtioŶ  ǁell  ǁith  phǇsiologiĐallǇ  Ŷoƌŵal  ĐoŶĐeŶtƌatioŶs  of  “eOϯϮ‐  ǁhile  siŵulateŶouslǇ 

ĐoŶfeƌƌiŶg ƌesistaŶĐe to “e toǆiĐitǇ to Đells  iŶ ǁhiĐh  it  is eǆpƌessed.   AŶ eŶzǇŵe optiŵized foƌ 

seleŶite oƌ telluƌite ƌeduĐtioŶ ŵaǇ alloǁ supeƌioƌ laďeliŶg speĐifiĐitǇ ďǇ kiŶetiĐallǇ outƌuŶŶiŶg aŶǇ 

ĐoŵpetiŶg ƌeaĐtioŶs. 

While  additioŶal  ǁoƌk  is  ƌeƋuiƌed  to  Đoŵplete  the  adaptatioŶ  of  this  ĐloŶaďle 

ŶaŶopaƌtiĐle appƌoaĐh foƌ geŶeƌal Đellulaƌ use, this appƌoaĐh ŵaǇ fiŶd ŵoƌe iŵŵediate use iŶ 

laďeliŶg puƌified ŵaĐƌoŵoleĐulaƌ Đoŵpleǆes.   PƌeseŶtlǇ  laďeliŶg ǁith eǆ  situ  sǇŶthesized gold 



ϳϱ 
 

ŶaŶopaƌtiĐles is state‐of‐the‐aƌt foƌ this puƌpose, ǁith appliĐatioŶs iŶ ŵoleĐulaƌ EM, X‐ƌaǇ fƌee‐

eleĐtƌoŶ  laseƌ,  aŶd “AX“  studies of ŵaĐƌoŵoleĐulaƌ Đoŵpleǆes.Ϯϳ A  ĐloŶaďle appƌoaĐh  to  this 

ĐoŶtƌast pƌoďleŵ ŵaǇ ŵake this soƌt of taggiŶg ŵuĐh ŵoƌe faĐile. 

Foƌ  iŶstaŶĐe,  “e  ;aŶd  TeͿ  oǆǇaŶioŶs  haǀe  Ŷotaďle  adǀaŶtages  as  pƌeĐuƌsoƌs  oǀeƌ 

pƌeǀiouslǇ iŶǀestigated Au aŶd Fe‐ďased sǇsteŵs.  The Au;IͿ aŶd Au;IIIͿ ĐooƌdiŶatioŶ ĐoŵpouŶds 

aƌe ďƌoadlǇ Đƌoss‐ƌeaĐtiǀe ;i.e.,  easilǇ ƌeduĐed iŶto ďaĐkgƌouŶd paƌtiĐulate ŵateƌialͿ ďǇ a ǁide 

sǁath of ďioŵoleĐules aŶd ďuffeƌs.ϭϭϴ,ϭϮϬ,ϭϮϭ This ďƌoad Đƌoss‐ƌeaĐtiǀitǇ ŵaǇ eǆplaiŶ the deaƌth of 

folloǁup to ƌepoƌts of ŵetallothioŶeiŶ / Au ĐoŵďiŶatioŶs as ŵoleĐulaƌ aŶd Đellulaƌ EM laďels.    

IŶ ĐoŶtƌast, the pƌeseŶt ǁoƌk aŶd soŵe pƌeĐediŶg ǁoƌk suggest that the palette of pƌoteiŶs that 

possess Ŷotaďle  ƌeaĐtiǀitǇ  agaiŶst  the ŵetalloid oǆǇaŶioŶs TeOϯϮ‐  aŶd “eOϯϮ‐  is  ĐoŵpaƌatiǀelǇ 

liŵited iŶ Ŷuŵďeƌ.    

Iŵpƌoǀed  size  ĐoŶtƌol  ŵaǇ  ďe  iŵposed  ďǇ  ĐoŶĐateŶated  oƌ  Đo‐eǆpƌessed  peptides. 

“eǀeƌal  dodeĐapeptides  aƌe  Ŷoǁ  kŶoǁŶ  to  iŵpose  size  ĐoŶtƌolϭϯϲ  oŶ  a  Ŷuŵďeƌ  of  iŶ  ǀitro 

sǇŶthesized ŵetal ŶaŶopaƌtiĐles.ϭϴϭ “iŵilaƌ peptides ŵaǇ ďe isolated to iŵpose size ĐoŶtƌol oŶ 

“eNPs oƌ TeNPs. 

 

ϯ.ϱ. CONCLUSION 

IŶ  ĐoŶĐlusioŶ,  ǁe  ideŶtifǇ  the  fiƌst  polǇpeptide  that  appeaƌs  Đapaďle  of  sǇŶthesiziŶg, 

ƌetaiŶiŶg aŶd size‐ĐoŶtƌolliŶg aŶ iŶoƌgaŶiĐ ŶaŶopaƌtiĐle.  BǇ ǀiƌtue of theiƌ ŵetalloid ĐoŵpositioŶ, 

the paƌtiĐles ŵaǇ ďe Ŷaked aŶd eǆposed to fƌee ĐǇtosol.  We also fiŶd that ŵetalloid oǆǇaŶioŶs 

aƌe  ĐoŵpaƌatiǀelǇ  seleĐtiǀe  iŶ  theiƌ  Đƌoss‐ƌeaĐtiǀitǇ  agaiŶst  ďiologiĐal ŵoleĐules.   Oǀeƌall, ǁe 

suggest  that  ŵetalloid  ƌeduĐtases,  iŶĐludiŶg  the  G“H‘‐like  ƌeduĐtase  ĐhaƌaĐteƌized  heƌe, 



ϳϲ 
 

Đoŵpƌise  a  Đlass  of  eŶzǇŵes  that  ŵaǇ  fiŶd  use  iŶ  iŵagiŶg  appliĐatioŶs  ŶeediŶg  a  ĐloŶaďle 

ŶaŶopaƌtiĐle.  

Fuƌtheƌ ǁe also pƌeseŶt a sŵall ϭϱ aŵiŶo aĐid peptide that ŵaǇ also poteŶtiallǇ ďe useful 

as a  tag. While  the size of  the ŶaŶopaƌtiĐle  foƌŵed  is  iŶ  the  ideal ƌaŶge of ϯ‐ϱ Ŷŵ,  it ŵaǇ ďe 

diffiĐult to utilize iƌoŶ iŶside of a Đell as iƌoŶ ioŶs aƌe ĐaƌefullǇ Đoƌƌalled iŶside of a ĐellϭϴϮ due to 

ĐoŶĐeƌŶs of foƌŵiŶg fƌee ƌadiĐals.ϭϴϯ,ϭϴϰ While this peptide ŵaǇ ďe iŶeffeĐtiǀe as a poteŶtial tag 

due to diffiĐulties iŶ ĐoŶtƌolliŶg ďoth iƌoŶ ĐoŶĐeŶtƌatioŶ aŶd iƌoŶ speĐies foƌŵatioŶ iŶside of a 

Đell, it does still hoǁeǀeƌ displaǇ iŶteƌestiŶg pƌopeƌties toǁaƌds ĐoŶtƌolliŶg shape aŶd size of aŶ 

iƌoŶ oǆide ŶaŶopaƌtiĐle. 

ϯ.ϲ. METHODS 

ϯ.ϲ.ϭ. NOVEL PEPTIDE CAPABLE OF FORMATION OF IRON OXIDE NANOPARTICLES 

FeϯOϰ sǇŶthesis. FeClϯ ;Ϭ.Ϭϳϯ g, Ϭ.ϬϬϬϰϱ ŵolͿ ǁas dissolǀed iŶ ϭϱ ŵL of ŶaŶopuƌe HϮO. IŶ 

a  sepaƌate  ϭϱ  ŵL  ĐeŶtƌifuge  tuďe,  FeClϮ  ;Ϭ.ϬϮϴ  g,  Ϭ.ϬϬϬϮϮ  ŵolͿ  ǁas  dissolǀed  iŶ  ϭϱ  ŵL  of 

ŶaŶopuƌe HϮO. Both solutioŶs ǁeƌe soŶiĐated to fullǇ dissolǀe. OŶĐe dissolǀed the tǁo solutioŶs 

ǁeƌe ĐoŵďiŶed iŶ a ϭϬϬ ŵL ƌouŶd‐ďottoŵed flask ǁith stiƌ ďaƌ. The solutioŶ ǁas theŶ stiƌƌed aŶd 

ϭϬ ŵL ϯ M NaOH ǁas added to the ƌouŶd‐ďottoŵed flask. The solutioŶ aŶd pƌeĐipitate ǁeƌe 

plaĐed iŶto a ϱϬ ŵL ĐeŶtƌifuge tuďe aŶd ĐeŶtƌifuged at ϰϬϬϬ ƌpŵ foƌ ϭϬ ŵiŶutes. The pƌeĐipitate 

ǁas ĐolleĐted aŶd the supeƌŶataŶt disĐaƌded. The pƌeĐipitate ǁas theŶ ǁashed ďǇ ƌesuspeŶdiŶg 

the pƌeĐipitate iŶ ϯϬ ŵL ŶaŶopuƌe HϮO aŶd ĐeŶtƌifuged agaiŶ at ϰϬϬϬ ƌpŵ foƌ ϭϬ ŵiŶutes.  This 

ǁashiŶg pƌoĐeduƌe ǁas used thƌee tiŵes iŶ oƌdeƌ to ƌeŵoǀe the eǆĐess iƌoŶ ;IIIͿ Đhloƌide, iƌoŶ ;IIͿ 

Đhloƌide aŶd salt fƌoŵ the sǇŶthesis. The pƌeĐipitate ǁas theŶ dƌied usiŶg a lǇophilizeƌ set to ‐ϰϵ 

°C aŶd Ϭ.ϬϳϬ ŵďaƌ. 



ϳϳ 
 

Poǁdeƌ X‐RaǇ DiffƌaĐtioŶ. Dƌied pƌeĐipitate ǁas plaĐed oŶ a  glass  slide aŶd data ǁas 

ƌeĐoƌded oŶ a “ĐiŶtag X‐Ϯ Poǁdeƌ X‐‘aǇ DiffƌaĐtoŵeteƌ. Data ǁas ĐolleĐted fƌoŵ Ϯθ = ϮϬ° to ϳϬ° 

at steps of Ϭ.Ϯ°. 

Phage  DisplaǇ.  ϱϬ  uL  of  ŵagŶetiĐ  iƌoŶ‐oǆide  ŶaŶopaƌtiĐles  ǁeƌe  plaĐed  iŶ  a  ϭ.ϳ  ŵL 

EppeŶdoƌf tuďe; to this ϭ ŵL Tƌis‐ďuffeƌed saliŶe ;TB“Ϳ ;ϱϬ ŵM Tƌis‐HCl ;pH ϳ.ϱͿ, ϭϱϬ ŵM NaClͿ 

ǁas added. This solutioŶ ǁas ŵiǆed ďǇ geŶtle iŶǀeƌsioŶ of the Đapped EppeŶdoƌf tuďe. The MIOs 

ǁeƌe theŶ sepaƌated ŵagŶetiĐallǇ aŶd the TB“ ǁas ƌeŵoǀed ǀia pipette. IŶ a sepaƌate ϭ.ϳ ŵL 

EppeŶdoƌf tuďe, the phage  liďƌaƌǇ ǁas diluted ϮϬǆ ;ϭϬ μL phage  liďƌaƌǇ  iŶto ϭϵϬ μL TB“Ϳ. This 

phage solutioŶ ǁas added to the MIO pellet aŶd iŶĐuďated at ƌooŵ teŵpeƌatuƌe foƌ ϭϱ ŵiŶutes. 

The MIOs ǁeƌe pelleted ǁith a ϯϬ s spiŶ at ϴϬϬ ƌpŵ. The supeƌŶataŶt ǁas ƌeŵoǀed aŶd ǁashed 

ǁith ϭ ŵL TB“;  this ǁas ǀoƌteǆed geŶtlǇ aŶd theŶ pelleted at ϴϬϬ ƌpŵ foƌ ϯϬ s. This ǁashiŶg 

pƌoĐeduƌe ǁas peƌfoƌŵed ϭϬ tiŵes. The phage aŶd MIO ǁeƌe iŶĐuďated iŶ Ϭ.Ϯ M glǇĐiŶe‐HCl ;pH 

Ϯ.ϮͿ foƌ ϭϬ ŵiŶutes at ƌooŵ teŵpeƌatuƌe. The ŵiǆtuƌe ǁas ĐeŶtƌifuged foƌ ϭ ŵiŶ at ϴϬϬ ƌpŵ. The 

EppeŶdoƌf tuďe ǁas plaĐed iŶ a ŵagŶetiĐ ƌaĐk foƌ ϭ ŵiŶ aŶd the supeƌŶataŶt ǁas tƌaŶsfeƌƌed to 

a Ŷeǁ EppeŶdoƌf  tuďe.  TheŶ, ϭϱϬ μL of ϭ M Tƌis‐HCl  ;pH ϵ.ϭͿ ǁas added  iŵŵediatelǇ  to  the 

supeƌŶataŶt to Ŷeutƌalize the glǇĐiŶe solutioŶ.  This ǁas iŵpoƌtaŶt to do as the aĐidiĐ pH Đould 

deŶatuƌe the peptides aŶd phage pƌoteiŶs. 

  Neǆt, ϭϬ μL of the uŶaŵplified phage ǁas saǀed foƌ titeƌiŶg. The ƌeŵaiŶiŶg ǀoluŵe ǁas 

added to a pƌeǀiouslǇ iŶoĐulated ϮϬ ŵL Đultuƌe of E‘Ϯϳϯϴ ;ODϲϬϬ = Ϭ. ϭ‐Ϭ.ϱͿ. The ϮϬ ŵL Đultuƌe 

ǁas shakeŶ at ϯϳ °C, ϮϬϬ ƌpŵ foƌ ϰ‐ϰ.ϱ houƌs iŶ a Fisheƌ “ĐieŶtifiĐ MaǆQ ϰϬϬϬ iŶĐuďatiŶg shakeƌ. 

The Đultuƌe ǁas tƌaŶsfeƌƌed to a ϱϬ ŵL ĐeŶtƌifuge tuďe aŶd ĐeŶtƌifuged at ϰ,ϬϬϬ ƌpŵ foƌ ϭϬ ŵiŶ. 

The top ϴϬ% of the supeƌŶataŶt ǁas tƌaŶsfeƌƌed to a Ŷeǁ ϱϬ ŵL ĐoŶiĐal aŶd PEG‐NaCl ;ϮϬ% ;ǁ/ǀͿ 
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PEG‐ϴϬϬϬ, Ϯ.ϱ M NaClͿ ǁas added to eƋual ϭ/ϲ of the supeƌŶataŶt͛s ǀoluŵe. This solutioŶ ǁas 

Đooled at ϰ °C oǀeƌŶight. 

  Neǆt, the solutioŶ ǁas spuŶ foƌ ϭϱ ŵiŶ at ϰ °C foƌ ϭϬ ŵiŶ. The supeƌŶataŶt ǁas ƌeŵoǀed 

aŶd  theŶ  ĐeŶtƌifuged  agaiŶ  ďƌieflǇ  to  ƌeŵoǀe  eǆĐess  supeƌŶataŶt.  The  pellet  ǁas  theŶ 

ƌesuspeŶded  iŶ ϭ ŵL TB“ ďǇ ǀoƌteǆiŶg foƌ ϭ ŵiŶ. The suspeŶsioŶ ǁas tƌaŶsfeƌƌed to a ϭ.ϳ ŵL 

EppeŶdoƌf tuďe aŶd spuŶ at ϭϰ,ϬϬϬ ƌpŵ foƌ ϱ ŵiŶ at ϰ °C. The supeƌŶataŶt ǁas tƌaŶsfeƌƌed to a 

Ŷeǁ  ϭ.ϳ ŵL  EppeŶdoƌf  tuďe  aŶd  PEG‐NaCl ǁas  added  to  eƋual  ϭ/ϲ  of  the  total  supeƌŶataŶt 

ǀoluŵe. This solutioŶ ǁas plaĐed oŶ iĐe foƌ ϰϱ ŵiŶutes, theŶ ĐeŶtƌifuged at ϭϰ,ϬϬϬ ƌpŵ foƌ ϭϬ 

ŵiŶ at ϰ °C. The supeƌŶataŶt ǁas ƌeŵoǀed aŶd the pellet ǁas ƌesuspeŶded iŶ ϮϬϬ μL of TB“. This 

suspeŶsioŶ ǁas ĐeŶtƌifuged foƌ ϭ ŵiŶ at ϭϰ,ϬϬϬ ƌpŵ. The supeƌŶataŶt ǁas tƌaŶsfeƌƌed to a Ŷeǁ 

ϭ.ϳ ŵL EppeŶdoƌf  tuďe. AŶotheƌ ϭϬ μL ǁas  saǀed as  the  aŵplified  titeƌiŶg  iŶ oƌdeƌ  to  ĐouŶt 

ĐoloŶies at a lateƌ date ;titeƌiŶgͿ. 

Phage TiteƌiŶg. To staƌt ϱ‐ϭϬ ŵL of LǇsogeŶǇ ďƌoth ;LBͿ ǁas iŶoĐulated ǁith E‘Ϯϳϯϴ fƌoŵ 

a plate. The LB ǁas shakeŶ ϰ‐ϴ houƌs uŶtil ŵid‐log phase ;ODϲϬϬ ≈ Ϭ.ϱͿ. Top Agaƌ ;ϭϬ g BaĐto‐

TƌǇptoŶe, ϱ g Ǉeast eǆtƌaĐt, ϱ g NaCl, ϳ g BaĐto‐AgaƌͿ ǁas ŵelted iŶ a ŵiĐƌoǁaǀe. Neǆt, ϯ ŵL of 

Top Agaƌ ǁas dispeŶsed peƌ titeƌ eǆpeƌiŵeŶt, iŶto a steƌile Đultuƌe tuďe. The Đultuƌe tuďes ǁeƌe 

ŵaiŶtaiŶed at ϰϱ °C uŶtil Ŷeeded. LB/isopƌopǇl‐β‐D‐thiogalaĐtosidase ;IPTGͿ/ϱ‐ďƌoŵo‐ϰ‐Đhloƌo‐

ϯ‐iŶdolǇl‐β‐D‐galaĐtosidase ;XgalͿ ;ϭ L LB, ϭϱ g/L agaƌ, ϭ ŵl IPTG/Xgal stoĐk ;ϭ.Ϯϱ g IPTG, ϭ g Xgal 

iŶ Ϯϱ ŵL DMFͿͿ plates ǁeƌe ǁaƌŵed to ϯϳ °C. 

  DilutioŶs of phage ǁeƌe pƌepaƌed ƌaŶgiŶg fƌoŵ ϭϬ to ϭϬϯ‐fold dilutioŶs iŶ LB. Aŵplified 

phage  Đultuƌe  supeƌŶataŶts ǁeƌe diluted ϭϬϴ‐ϭϬϭϭ  fold ǁhile  uŶaŵplified phage ǁeƌe diluted 

fƌoŵ ϭϬ‐ϭϬϰ‐fold. WheŶ LB iŶoĐulated ǁith E‘Ϯϳϯϴ ƌeaĐhed ŵid‐log phase, ϮϬϬ μL of the LB ǁas 
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dispeŶsed iŶto eaĐh of ϭ.ϳ ŵL EppeŶdoƌf tuďes ;oŶe tuďe foƌ eaĐh dilutioŶͿ folloǁed ďǇ ϭϬ μL of 

the  phage  dilutioŶ.  The  EppeŶdoƌf  tuďe  ǁas  ǀoƌteǆed  ƋuiĐklǇ  theŶ  iŶĐuďated  at  ƌooŵ 

teŵpeƌatuƌe foƌ ϱ ŵiŶ. The iŶfeĐted Đells ǁeƌe pipetted iŶto the Đultuƌe tuďes ĐoŶtaiŶiŶg Top 

Agaƌ aŶd iŵŵediatelǇ pouƌed oŶto the pƌeǁaƌŵed LB/IPTG/Xgal plates. The plates ǁeƌe alloǁed 

to  Đool  foƌ  ϱ ŵiŶ  theŶ  iŶĐuďated  oǀeƌŶight  at  ϯϳ  °C.  The  Ŷeǆt  daǇ  plaƋues ǁeƌe  ĐouŶted  to 

deteƌŵiŶe plaƋue foƌŵiŶg uŶits ;pfuͿ. 

  PlaƋues ǁeƌe aŵplified foƌ seƋueŶĐiŶg ďǇ dilutiŶg aŶ oǀeƌŶight Đultuƌe of E‘Ϯϳϯϴ ϭ:ϭϬϬ 

iŶ LB. ϭ ŵL of diluted Đultuƌe ǁas dispeŶsed iŶto Đultuƌe tuďes ;oŶe foƌ eaĐh ĐloŶeͿ. UsiŶg a pipet 

tip passed  thƌough a BuŶseŶ ďuƌŶeƌ,  a ďlue plaƋue ǁas  takeŶ up  fƌoŵ  the  titeƌiŶg plate aŶd 

tƌaŶsfeƌƌed iŶto a Đultuƌe tuďe. The tuďes ǁeƌe iŶĐuďated at ϯϳ °C ǁith shakiŶg foƌ ϰ.ϱ‐ϱ hƌ. The 

Đultuƌes  ǁeƌe  tƌaŶsfeƌƌed  to  ϭ.ϳ  ŵL  EppeŶdoƌf  tuďes  aŶd  ĐeŶtƌifuged  at  ϭϰ,ϬϬϬ  ƌpŵ  foƌ  ϯϬ 

seĐoŶds.  The  supeƌŶataŶt  ǁas  tƌaŶsfeƌƌed  to  a  Ŷeǁ  ϭ.ϳ  ŵL  EppeŶdoƌf  tuďe  aŶd  ǁas  agaiŶ 

ĐeŶtƌifuged at ϭϰ,ϬϬϬ ƌpŵ. The top ϴϬ% of the supeƌŶataŶt ǁas agaiŶ tƌaŶsfeƌƌed aŶd seŶt foƌ 

seƋueŶĐiŶg. 

SeƋueŶĐiŶg. “eƋueŶĐiŶg ǁas peƌfoƌŵed ďǇ ‘etƌogeŶ, IŶĐ ;“aŶ Diego, CA U“AͿ usiŶg the ‐

ϵϲ gIII seƋueŶĐiŶg pƌiŵeƌ. ‘etuƌŶed seƋueŶĐes ǁeƌe theŶ aŶalǇzed usiŶg ϰpeaks ;Aŵsteƌdaŵ, 

NetheƌlaŶdsͿ aŶd those deeŵed to ďe Đoŵplete ǁeƌe saǀed. “eƋueŶĐes ǁeƌe theŶ sǇŶthesized 

ďǇ GeŶ“Đƌipt ;PisĐataǁaǇ, NJ U“AͿ to Ǉield ϯϬ‐ϯϴ ŵg of peptide ;> ϵϱ%Ϳ. Otheƌ ĐoŶtƌol peptides 

ǁeƌe sǇŶthesized ďǇ GeŶ“Đƌipt as ǁell. 

Peptide MIO FoƌŵatioŶ. These peptides ǁeƌe tested foƌ MIO aĐtiǀitǇ ďǇ takiŶg ϭϬ μL of 

the peptide aŶd iŶĐuďatiŶg iŶ ϯϬ μL Ϭ.Ϭϱ M Tƌis ;pH ϲ.ϴͿ. To this solutioŶ, ϯϬ μL ϯϬ ŵM FeClϯ ǁas 

added to the ϭ.ϳ ŵL EppeŶdoƌf tuďe as ǁas ϯϬ μL ϭϱ ŵM FeClϮ aŶd ϭϬ μL ϯϬ ŵM Tƌis ;ϲ.ϴͿ. The 



ϴϬ 
 

ƌeaĐtioŶ ǁas ĐoŶtiŶued ǁith the additioŶ ofϱϬ μL of ϱϬ ŵM NaOH. This solutioŶ ǁas dƌop Đasted 

oŶto pƌe‐gloǁ disĐhaƌged ϮϬϬ ŵesh ĐaƌďoŶ‐Đoated Cu gƌids. TƌaŶsŵissioŶ eleĐtƌoŶ ŵiĐƌogƌaphs 

ǁeƌe takeŶ oŶ a JEOL JEM‐ϭϰϬϬ at ϭϬϬ kV.  

ϯ.ϲ.Ϯ. USAGE OF FTS) AS A MODEL SYSTEM FOR CLONABLE TAGS 

Fts) eǆpƌessioŶ aŶd puƌifiĐatioŶ. “eƋueŶĐes ǁeƌe added to the N‐teƌŵiŶus of Fts). The 

seƋueŶĐe  of  Fts)  ǁas  takeŶ  fƌoŵ  iŶfoƌŵatioŶ  pƌoǀided  to  us  ďǇ  the  Feldheiŵ  gƌoup  at  the 

UŶiǀeƌsitǇ of Coloƌado at Bouldeƌ. CodoŶ optiŵizatioŶ aŶd ǀeĐtoƌ iŶseƌtioŶ iŶto pJEǆpƌessϰϭϰ‐

Tϳ‐aŵp‐high  ǁas  doŶe  ďǇ  DNA  Ϯ.Ϭ.  VeĐtoƌs  ǁeƌe  tƌaŶsfoƌŵed  iŶto  Cϰϭ;DEϯͿ  CheŵiĐallǇ 

CoŵpeteŶt E. Coli ;LuĐigeŶ, MiddletoŶ WI U“AͿ ďǇ addiŶg ϭϬ μL of plasŵid to ϯϬ μL of Cϰϭ;DEϯͿ 

E.  Đoli,  this  ǁas  geŶtlǇ  ŵiǆed  ďǇ  fliĐkiŶg  the  ďottoŵ  of  the  Đultuƌe  tuďe.  The  ĐoŵpeteŶt 

Đell/plasŵid ŵiǆtuƌe ǁas Đooled oŶ iĐe foƌ ϯϬ ŵiŶ. Cells ǁeƌe heat shoĐked ďǇ plaĐiŶg Đultuƌe 

tuďe iŶ a ϰϮ °C ǁateƌ ďath foƌ ϰϱ s. The tuďes ǁeƌe Đooled oŶ iĐe foƌ Ϯ ŵiŶ folloǁed ďǇ additioŶ 

of ϯϬϬ μL of LB aŶd iŶĐuďated ǁith shakiŶg foƌ ϰϱ ŵiŶ. at ϯϳ °C. The solutioŶ ǁas plated oŶto 

staŶdaƌd LB agaƌ/AŵpiĐilliŶ ;aŵp, ϭϬϬ μg/ŵLͿ plates.  

  Neǆt, ϯ ŵL LB ǁas pipeted iŶto a Đultuƌe tuďe. “iŶgle ĐoloŶies ǁeƌe piĐked fƌoŵ LB/aŵp 

plates usiŶg a steƌile pipet tip, theŶ added to the Đultuƌe tuďe. The Đultuƌe tuďe ǁas iŶĐuďated 

ǁith shakiŶg at ϯϳ °C uŶtil ODϲϬϬ = Ϭ.ϯ. ϱϬ μL of the iŶoĐulated LB ǁas added to ϱϬ ŵL fƌesh LB iŶ 

a ϭϮϱ ŵL EƌleŶŵeǇeƌ flask. The flask ǁas iŶĐuďated ǁith shakiŶg at ϯϳ °C uŶtil ODϲϬϬ = Ϭ.ϰ, at 

ǁhiĐh poiŶt ϭ ŵL ϭ ŵM IPTG ǁas added to iŶduĐe pƌoteiŶ eǆpƌessioŶ. Afteƌ a ϰ hƌ  iŶduĐtioŶ, 

solutioŶ ǁas ĐeŶtƌifuged at ϰ,ϬϬϬ ƌpŵ at ϰ °C foƌ ϭϬ ŵiŶ. The supeƌŶataŶt ǁas disĐaƌded aŶd the 

pellet ǁas ƌesuspeŶded iŶ ϮϬ ŵM Tƌis ;pH ϲ.ϴͿ aŶd plaĐed iŶ a ‐ϮϬ °C foƌ at least tǁo houƌs. The 

fƌozeŶ Đell pellet ǁas thaǁed, Ϭ.ϭ g  lǇsozǇŵe ǁas added to the Đell pellet aŶd soŶiĐated  iŶ a 



ϴϭ 
 

Fisheƌ“ĐieŶtifiĐ  “oŶiĐ  Disŵeŵďƌatoƌ  at  ϯϬ%  aŵplitude,  ϯϬ  s  oŶ,  ϭ ŵiŶ.  off,  foƌ  a  total  of  ϭϬ 

ŵiŶutes of soŶiĐatioŶ tiŵe. The  lǇsed Đells ǁeƌe ĐeŶtƌifuged at ϰ,ϬϬϬ ƌpŵ at ϰ °C foƌ ϭϬ ŵiŶ. 

“upeƌŶataŶt ǁas ĐolleĐted aŶd puƌified usiŶg a HisTƌap HP ϱ ŵL ĐoluŵŶ oŶ aŶ ÄKTApuƌifieƌ; the 

deteĐtoƌ  ǁas  set  at  Ϯϱϰ  Ŷŵ.  FƌaĐtioŶs  ǁeƌe  ĐolleĐted  aŶd  pƌoteiŶ  ǁas  ĐoŶĐeŶtƌated  ďǇ 

tƌiĐhloƌoaĐetiĐ aĐid ;TCAͿ pƌeĐipitatioŶ. FƌaĐtioŶs ǁeƌe ƌuŶ oŶ a ϭϮ% polǇaĐƌǇlaŵide gel. Fuƌtheƌ 

pƌoteiŶ  eǆpƌessioŶ  aŶd  puƌifiĐatioŶ  ǁas  peƌfoƌŵed  ďǇ  Coloƌado  “tate  UŶiǀeƌsitǇ͛s  PƌoteiŶ 

EǆpƌessioŶ FaĐilitǇ. 

  Fts)  ǁas  polǇŵeƌized  ďǇ  iŶĐuďatiŶg  Fts)  at  ϯϬ  °C  iŶ  the  polǇŵeƌizatioŶ  ďuffeƌ.  The 

polǇŵeƌizatioŶ ďuffeƌ ĐoŶsistes of ϱϬ ŵM MOP“ ;pH ϲ.ϬͿ, ϭϬ ŵM MgClϮ aŶd ϮϬϬ ŵM KCl. GTP 

ǁas added last to a fiŶal GTP ĐoŶĐeŶtƌatioŶ of ϭ ŵM. ϰ μL of this solutioŶ ǁas pipeted oŶto a ϮϬϬ 

ŵesh C Đoated Cu gƌid that ǁas pƌeǀiouslǇ gloǁ disĐhaƌged. The solutioŶ ǁas ǁiĐked aǁaǇ aŶd 

theŶ ϰ μL of ϭ% ;ǁ/ǀͿ U;OAĐͿϮ ǁas pipeted oŶto the gƌid aŶd ǁiĐked off. 

ϯ.ϲ.ϯ. PROGRESS TOWARDS CLONABLE INORGANIC NANOPARTICLES 

Cell  lǇsate pƌepaƌatioŶ. P. ŵoraǀieŶsis “taŶleǇae Đells ǁeƌe gƌoǁŶ foƌ Ϯϰ h at ϯϬ °C iŶ 

Ϯ,ϴϬϬ‐ŵL  FeƌŶďaĐh  flasks  ĐoŶtaiŶiŶg  ϭ  L  of  LB‐Milleƌ  ŵediuŵ  suppleŵeŶted  ǁith  ϭϬ  ŵM 

NaϮ“eOϯ.  Cells ǁeƌe haƌǀested ǀia  ĐeŶtƌifugatioŶ at ϭϬ,ϬϬϬ  ǆ  g  foƌ  ϮϬ ŵiŶutes aŶd  the pellet 

ƌesuspeŶded iŶ ϭϱ ŵl of iĐe‐Đold Ϯϱ ŵM Tƌis aŶd ϭϵϮ ŵM glǇĐiŶe ďuffeƌ ;pH ϴ.ϯͿ suppleŵeŶted 

ǁith ϭ ŵM ϰ‐;Ϯ‐aŵiŶoethǇlͿ ďeŶzeŶesulfoŶǇl  fluoƌide hǇdƌoĐhloƌide  ;AEB“FͿ aŶd Ϭ.ϬϮ% ϯ‐[;ϯ‐

ĐholaŵidopƌopǇlͿ  diŵethǇlaŵŵoŶio]‐ϭ‐pƌopaŶesulfoŶate  hǇdƌate  ;CHAP“Ϳ.  TheŶ,  Đells  ǁeƌe 

tƌeated ǁith Ϭ.Ϯ ŵg ŵL‐ϭ lǇsozǇŵe ;“igŵa‐AldƌiĐh, “t. LouisͿ foƌ ϮϬ ŵiŶ iŶ a ϭϬϬ ƌpŵ shakiŶg 

iŶĐuďatoƌ  at  ϯϬ°C.  FolloǁiŶg  lǇsozǇŵe  tƌeatŵeŶt,  the  Đells  ǁeƌe  hoŵogeŶized  ǀia  a  FƌeŶĐh 

pƌessuƌe Đell opeƌated at ϭϮϬ MPa. The pƌoĐeduƌe ǁas ƌepeated tǁiĐe aŶd this fiŶal hoŵogeŶate 



ϴϮ 
 

ǁas  spuŶ  at  ϮϮ,ϱϬϬ  ǆ  g  foƌ  ϲϬ  ŵiŶ  at  ϰ°C  to  ƌeŵoǀe  uŶďƌokeŶ  Đells  aŶd  Đell  deďƌis.  These 

pƌoĐeduƌes ǁeƌe ŵodified fƌoŵ HuŶteƌ.ϭϴϱ  

SĐaŶŶiŶg EleĐtƌoŶ MiĐƌosĐopǇ P. ŵoraǀieŶsis “taŶleǇae Đells ǁeƌe gƌoǁŶ foƌ Ϯϰ h at ϯϬ 

°C iŶ a ϭϮϱ ŵL EƌleŶŵeǇeƌ flask ĐoŶtaiŶiŶg ϱϬ ŵL LB ŵediuŵ ;TekŶoǀaͿ suppleŵeŶted ǁith ϭϬ 

ŵM HNa“eOϯ ;Alfa Aesaƌ, ϵϴ+%Ϳ. Cells ǁeƌe haƌǀested ǀia ĐeŶtƌifugatioŶ at ϰ,ϬϬϬ ƌpŵ ;ϯ,ϮϮϬ ƌĐfͿ 

foƌ  ϮϬ ŵiŶutes  at  ϰ  °C.  Cells ǁeƌe  theŶ ǁashed  iŶ  ϮϬ ŵM  Tƌis  ;pH  ϳ.ϰͿ  ;FisheƌͿ  thƌee  tiŵes 

folloǁed ďǇ  ƌesuspeŶsioŶ  iŶ  ϭ ŵL  of  fiǆiŶg  fiǆatiǀe  solutioŶ  ;Ϯ%  glutaƌaldehǇde  ;Ϯϱ%,  “igŵa‐

AldƌiĐhͿ aŶd Ϯ.ϱ% foƌŵaldehǇdeͿ; the fiǆiŶg solutioŶ ǁas alloǁed to ƌeaĐt foƌ ϲ h at ϰ °C. Post‐

fiǆatioŶ, the fiǆiŶg solutioŶ ǁas ƌeŵoǀed ďǇ ĐeŶtƌifugatioŶ aŶd the pellet ǁas ǁashed fiǀe tiŵes 

iŶ ϮϬ ŵM Tƌis ;pH ϳ.ϰͿ. The Đells ǁeƌe theŶ ƌesuspeŶded iŶ ϭ ŵL ϮϬ ŵM Tƌis ;pH ϳ.ϰͿ. AliƋuots ;Ϯ 

μLͿ ǁeƌe ŵouŶted oŶ ϰϬϬ ŵesh Cu gƌids ǁith a ϱϬ Ŷŵ C ĐoatiŶg. DƌǇ‐ŵouŶted Đells oŶ TEM gƌids 

ǁeƌe  loaded  oŶto  a  “TEM  holdeƌ.  “TEM  iŵages ǁeƌe  takeŶ  oŶ  a  JEOL  J“M‐ϲϱϬϬ‐F  “ĐaŶŶiŶg 

EleĐtƌoŶ MiĐƌosĐope at aŶ aĐĐeleƌatiŶg ǀoltage of ϯϬ kV.  

EŶeƌgǇ Dispeƌsiǀe X‐RaǇ SpeĐtƌosĐopǇ. ED“ ǁas peƌfoƌŵed oŶ P. ŵoreǀieŶsis “taŶleǇae 

Đells iŶ the “EM as desĐƌiďed aďoǀe. ED“ ǁas ĐolleĐted oŶ a NoƌaŶ “Ǉsteŵ ϳ X‐ƌaǇ MiĐƌoaŶalǇsis 

deteĐtoƌ ǁith a tiŵe iŶteƌǀal of ϭ s.  

DƌǇ‐ŵouŶt Đellulaƌ TEM. P. ŵoraǀieŶsis “taŶleǇae Đells ǁeƌe gƌoǁŶ foƌ Ϯϰ h at ϯϬ °C iŶ a 

ϭϮϱ ŵL EƌleŶŵeǇeƌ  flask  ĐoŶtaiŶiŶg ϱϬ ŵL  LB ŵediuŵ  ;TekŶoǀaͿ  suppleŵeŶted ǁith ϭϬ ŵM 

HNa“eOϯ ;Alfa Aesaƌ, ϵϴ+%Ϳ. Cells ǁeƌe haƌǀested ǀia ĐeŶtƌifugatioŶ at ϰ,ϬϬϬ ƌpŵ ;ϯ,ϮϮϬ ƌĐfͿ foƌ 

ϮϬ ŵiŶutes at ϰ °C. Cells ǁeƌe theŶ ǁashed iŶ ϮϬ ŵM Tƌis ;pH ϳ.ϰͿ ;FisheƌͿ thƌee tiŵes folloǁed 

ďǇ ƌesuspeŶsioŶ iŶ ϭ ŵL of fiǆiŶg fiǆatiǀe solutioŶ ;Ϯ% glutaƌaldehǇde ;Ϯϱ%, “igŵa‐AldƌiĐhͿ aŶd 

Ϯ.ϱ% foƌŵaldehǇdeͿ; the fiǆiŶg solutioŶ ǁas alloǁed to ƌeaĐt foƌ ϲ h at ϰ °C. Post‐fiǆatioŶ, the 



ϴϯ 
 

fiǆiŶg solutioŶ ǁas ƌeŵoǀed ďǇ ĐeŶtƌifugatioŶ aŶd the pellet ǁas ǁashed fiǀe tiŵes iŶ ϮϬ ŵM 

Tƌis ;pH ϳ.ϰͿ. The Đells ǁeƌe theŶ ƌesuspeŶded iŶ ϭ ŵL ϮϬ ŵM Tƌis ;pH ϳ.ϰͿ. AliƋuots ;Ϯ μLͿ ǁeƌe 

ŵouŶted oŶ ϰϬϬ ŵesh Cu gƌids ǁith a ϱϬ Ŷŵ C ĐoatiŶg. TEM iŵages ǁeƌe takeŶ oŶ a JEOL JEM‐

ϭϰϬϬ TƌaŶsŵissioŶ EleĐtƌoŶ MiĐƌosĐope at aŶ aĐĐeleƌatiŶg ǀoltage of ϭϬϬ kV.  

ϯD EleĐtƌoŶ MiĐƌosĐopǇ.  

Foƌ Đells haƌǀested at ϲ, ϵ, aŶd ϭϮ houƌs post seleŶiuŵ iŶoĐulatioŶ: a siŶgle ĐoloŶǇ ǁas piĐked 

fƌoŵ aŶ LB agaƌ plate of P. ŵoraǀieŶsis “taŶleǇae aŶd plaĐed iŶto ϯ ŵl of LB Đultuƌe ŵedia aŶd 

iŶĐuďated aeƌated at ϭϲϬ ‘PM, oǀeƌŶight at Ϯϴ° C. The Đells ǁeƌe haƌǀested aŶd ƌiŶsed Ϯ tiŵes 

ǁith  steƌile  phosphate‐ďuffeƌed  saliŶe  ;PB“Ϳ  aŶd  theŶ  ƌesuspeŶded  iŶto  ϮϬϬ ŵL  of  fƌesh  LB 

ŵedia. Half of the flasks ǁeƌe giǀeŶ a ϭϬ ŵM fiŶal ĐoŶĐeŶtƌatioŶ of HNa“eOϯ, the otheƌ half aŶ 

eƋuiǀaleŶt  aŵouŶt  of ŵedia  as  ĐoŶtƌol.  The  Đultuƌes ǁeƌe  shakeŶ  at  ϭϲϬ  ‘PM  at  Ϯϴ  °C  aŶd 

saŵples ǁeƌe ĐolleĐted ϲ, ϵ, aŶd ϭϮ houƌs post “e iŶoĐulatioŶ. TheǇ ǁeƌe high pƌessuƌe fƌozeŶ 

usiŶg a WohlǁeŶd CoŵpaĐt ϬϮ ;TeĐhŶotƌadeͿ high pƌessuƌe fƌeezeƌ iŶto aluŵiŶuŵ plaŶĐhettes. 

“aŵples ǁeƌe fƌeeze‐suďstituted iŶ Ϭ.Ϯ% osŵiuŵ tetƌoǆide, Ϭ.ϭ% uƌaŶǇl aĐetate, aŶd ϱ% ǁateƌ 

iŶ aĐetoŶe usiŶg  the  fast‐fƌeeze suďstitutioŶ ŵethodϭϴϲ  oǀeƌ ϯ houƌs.  “aŵples ǁeƌe  ƌiŶsed  iŶ 

aĐetoŶe aŶd eŵďedded iŶ epoŶ ;EM“Ϳ oǀeƌ seǀeƌal daǇs. Neǆt, ϮϬϬ Ŷŵ seĐtioŶs ǁeƌe Đut usiŶg 

aŶ UltƌaĐut UCT ;LeiĐaͿ ŵiĐƌotoŵe ǁith a diaŵoŶd kŶife ;DiatoŵeͿ aŶd plaĐed oŶ foƌŵǀaƌ‐Đoated 

Đoppeƌ slot gƌids. “eĐtioŶs ǁeƌe post‐staiŶed ǁith Ϯ% aƋueous uƌaŶǇl aĐetate aŶd lead Đitƌate. 

ϭϱ Ŷŵ gold fiduĐials ǁeƌe added. Dual‐aǆis tilt‐seƌies ǁeƌe aĐƋuiƌed usiŶg “eƌialEMϭϭϮ oŶ a TeĐŶai 

TFϮϬ ;FEIͿ tƌaŶsŵissioŶ eleĐtƌoŶ ŵiĐƌosĐope fƌoŵ +/‐ϲϬ, ϭ degƌee iŶteƌǀals oŶ aŶ UltƌasĐaŶ digital 

Đaŵeƌa ;GataŶͿ at a piǆel size of Ϭ.ϵϭ Ŷŵ. Toŵogƌaŵ seĐtioŶs ǁeƌe ƌeĐoŶstƌuĐted usiŶg IMOD.ϭϬϲ 

A total of Ϯϯ toŵogƌaŵ seĐtioŶs ;T“Ϳ ǁeƌe ĐolleĐted ǁhiĐh aƌe detailed ďeloǁ.  



ϴϰ 
 

+ϲ houƌs ĐoŶtƌol: ϯ T“  

+ϲ houƌs “e: ϯ T“  

+ϵ houƌs ĐoŶtƌol: ϯ T“  

+ϵ houƌs “e: ϯ T“  

+ϭϮ houƌs ĐoŶtƌol: ϯ T“  

+ϭϮ houƌs “e: ϯ T“  

ϯϲ houƌs ĐoŶtƌol, dƌied: ϭ T“  

ϯϲ houƌs “e, dƌied: ϭ T“  

ϯϲ houƌs “e, ƌesiŶ: ϭ T“  

 

 

Cells haƌǀested at ϯϲ houƌs post “e iŶoĐulatioŶ: Cells ǁeƌe gƌoǁŶ as pƌeǀiouslǇ desĐƌiďed iŶ the 

dƌǇ‐ŵouŶt Đellulaƌ TEM ŵethods. DiffeƌeŶĐes iŶ the pƌoĐeduƌe ǁeƌe that the Đells ǁeƌe gƌoǁŶ 

foƌ ϯϲ houƌs aŶd the ŵedia ǁas ĐhaŶged eǀeƌǇ ϭϮ houƌs. Media ǁas eǆĐhaŶged ďǇ ĐeŶtƌifugiŶg 

Đells at ϰ,ϬϬϬ ƌpŵ at ϰ °C  foƌ  fiǀe ŵiŶutes. The supeƌŶataŶt ǁas pouƌed out aŶd Ŷeǁ LB ǁas 

added aŶd the Đells ǁeƌe theŶ ƌesuspeŶded aŶd alloǁed to ĐoŶtiŶue gƌoǁiŶg. Cells ǁeƌe fiǆed at 

ϯϲ houƌs as desĐƌiďed iŶ the dƌǇ‐ŵouŶt Đellulaƌ TEM ŵethods. CheŵiĐallǇ fiǆed Đells ǁeƌe ƌiŶsed 

Ϯ tiŵes iŶ dHϮϬ aŶd theŶ ǁeŶt thƌough a gƌaduated dehǇdƌatioŶ seƌies iŶto ϭϬϬ% aĐetoŶe. TheǇ 

ǁeƌe iŶfiltƌated ǁith epoŶ ;EM“Ϳ oǀeƌ seǀeƌal daǇs. ϯϬϬ Ŷŵ seĐtioŶs ǁeƌe Đut usiŶg aŶ UltƌaĐut 

UCT ;LeiĐaͿ ŵiĐƌotoŵe ǁith a diaŵoŶd kŶife ;DiatoŵeͿ aŶd plaĐed oŶ foƌŵǀaƌ‐Đoated Đoppeƌ 

slot gƌids. “aŵples did Ŷot uŶdeƌgo post‐staiŶ. ϭϬ Ŷŵ fiduĐials ǁeƌe added. “iŶgle‐aǆis tilt‐seƌies 

ǁeƌe aĐƋuiƌed usiŶg “eƌialEMϰ oŶ a TeĐŶai TFϯϬ ;FEIͿ tƌaŶsŵissioŶ eleĐtƌoŶ ŵiĐƌosĐope fƌoŵ +/‐



ϴϱ 
 

ϲϬ,  ϭ  degƌee  iŶteƌǀals  oŶ  aŶ  UltƌasĐaŶ  digital  Đaŵeƌa  ;GataŶͿ  at  a  piǆel  size  of  ϭ.ϬϮ  Ŷŵ. 

Toŵogƌaŵs ǁeƌe ƌeĐoŶstƌuĐted aŶd ŵodeled usiŶg IMOD.ϭϬϲ  

SegŵeŶtatioŶ. ‘eĐoŶstƌuĐtioŶs ǁeƌe seĐtioŶed usiŶg IMOD.ϭϬϲ The outeƌ Đell ǁalls ǁeƌe 

segŵeŶted eǀeƌǇ ϱ  toŵogƌaphiĐ sliĐes oŶ the XY plaŶe. AŶ  isosuƌfaĐe ǁas geŶeƌated aŶd the 

thƌeshold loǁeƌed to deteƌŵiŶe a Đutoff ǀalue foƌ iŵodauto to diffeƌeŶtiate Đellulaƌ ďaĐkgƌouŶd 

fƌoŵ “eNP. Iŵodauto ǁas set at a thƌeshold of ϭ ;out of ϮϱϱͿ, ǁhiĐh geŶeƌated a ŵodel ǁith ďoth 

the gold fiduĐials aŶd the “eNPs. The ŵodels ǁeƌe ŵeƌged aŶd the outliŶe of the Đell ǁas ŵeshed 

to geŶeƌate the iŵage.  

Natiǀe PolǇaĐƌǇlaŵide Gels. Natiǀe polǇaĐƌǇlaŵide gels ǁeƌe used to ĐheĐk foƌ seleŶite 

ƌeduĐtioŶ  Đapaďilities  utiliziŶg  the  pƌoĐeduƌe  desĐƌiďed  ďǇ  HuŶteƌ.ϭϰϱ  BƌieflǇ,  Đell  lǇsate  ǁas 

puƌified ǀia HIC ĐoluŵŶ theŶ sepaƌated oŶ a ϴ% ŶoŶ‐deŶatuƌiŶg polǇaĐƌǇlaŵide eleĐtƌophoƌesis 

gel  ;IŶǀitƌogeŶ,  Caƌlsďad,  CAͿ  usiŶg  a Noǀeǆ®  Tƌis‐GlǇĐiŶe Natiǀe  ‘uŶŶiŶg  Buffeƌ  ;IŶǀitƌogeŶͿ. 

FolloǁiŶg  eleĐtƌophoƌesis,  gels  ǁeƌe  plaĐed  iŶto  zip‐loĐk  ďags  filled ǁith  Aƌ  aŶd  assaǇed  foƌ 

seleŶite ƌeduĐtioŶ ĐapaďilitǇ. AssaǇ ǁas peƌfoƌŵed ďǇ iŶĐuďatioŶ of the gel iŶ a solutioŶ of ϱϬ 

ŵM HEPE“ ;pH ϳ.ϱͿ, ϮϬϬ ŵM NaϮ“eOϯ aŶd ϭŵM NADPH. BaŶds that tuƌŶed ƌed ǁeƌe eǆĐised foƌ 

fuƌtheƌ studǇ.  

PƌoteiŶ MS/MS  

“D“‐PAGE aŶd IŶ‐Gel TƌǇpsiŶ DigestioŶ foƌ LC‐M“/M“: BaŶds of iŶteƌest ǁeƌe eǆĐised fƌoŵ the 

gel aŶd pƌoĐessed foƌ iŶ‐gel tƌǇpsiŶ digestioŶ aŶd LC‐M“/M“ as pƌeǀiouslǇ desĐƌiďed.ϭϴϳ BƌieflǇ, 

the gel pieĐes ǁeƌe ǁashed ǁith ϮϬϬ μL of LC‐M“ Gƌade Wateƌ ;Optiŵa LC‐M“, Fisheƌ “ĐieŶtifiĐͿ 

foƌ ϯϬs aŶd destaiŶed ǁith Ϯ ǆ ϮϬϬ μL of ϱϬ% AĐetoŶitƌile ;ACN; Optiŵa LC‐M“ GƌadeͿ/ϱϬ ŵM 

aŵŵoŶiuŵ ďiĐaƌďoŶate  at  ϲϬoC, ǁith  iŶteƌŵitteŶt ŵiǆiŶg.  The pieĐes ǁeƌe dehǇdƌated ǁith 



ϴϲ 
 

ϭϬϬ% ACN aŶd dƌied ǀia ǀaĐuuŵ ĐeŶtƌifugatioŶ iŶ a “peedVaĐ foƌ ϱ ŵiŶ. PƌoteiŶs ǁeƌe ƌeduĐed 

aŶd alkǇlated, iŶ‐gel ǁith Ϯϱ ŵM DTT iŶ ϱϬ ŵM aŵŵoŶiuŵ ďiĐaƌďoŶate ;ϲϬ°C foƌ ϮϬ ŵiŶͿ aŶd ϱϱ 

ŵM IAA iŶ ϱϬ ŵM aŵŵoŶiuŵ ďiĐaƌďoŶate at ƌooŵ teŵpeƌatuƌe iŶ the daƌk foƌ ϮϬ ŵiŶ. Gel pieĐes 

ǁeƌe theŶ ǁashed ǁith Optiŵa ǁateƌ aŶd dƌied. The dƌied gel pieĐes ǁeƌe ƌehǇdƌated iŶ ϮϬ μL 

ϭϮ Ŷg/μL M“‐gƌade TƌǇpsiŶ ;TheƌŵoPieƌĐe, “aŶ Jose, CAͿ /Ϭ.Ϭϭ% PƌoteaseMAX suƌfaĐtaŶt/ϱϬ ŵM 

aŵŵoŶiuŵ ďiĐaƌďoŶate ŵiǆtuƌe  foƌ ϭϬ ŵiŶ at  ƌooŵ  teŵpeƌatuƌe, oǀeƌlaid ǁith ϯϬ μL Ϭ.Ϭϭ% 

PƌoteaseMAX  suƌfaĐtaŶt/ϱϬ  ŵM  aŵŵoŶiuŵ  ďiĐaƌďoŶate  aŶd  iŶĐuďated  at  ϱϬ  °C  foƌ  ϭ  h. 

EǆtƌaĐted peptides ǁeƌe tƌaŶsfeƌƌed aŶd the digestioŶ halted ďǇ additioŶ of ϭϬ% tƌifluoƌo‐aĐetiĐ 

aĐid to a fiŶal ĐoŶĐeŶtƌatioŶ of Ϭ.ϱ%. Peptide eǆtƌaĐts ǁeƌe dehǇdƌated aŶd stoƌed at −ϮϬ °C pƌioƌ 

to aŶalǇsis ďǇ LC‐M“/M“.  

Peptides ǁeƌe puƌified aŶd ĐoŶĐeŶtƌated usiŶg aŶ oŶ‐liŶe eŶƌiĐhŵeŶt ĐoluŵŶ ;Theƌŵo “ĐieŶtifiĐ 

ϱ ŵŵ, ϭϬϬ ŵŵ ID ǆ Ϯ Đŵ Cϭϴ ĐoluŵŶͿ. “uďseƋueŶt ĐhƌoŵatogƌaphiĐ sepaƌatioŶ ǁas peƌfoƌŵed 

oŶ a ƌeǀeƌse phase ŶaŶospƌaǇ ĐoluŵŶ ;Theƌŵo “ĐieŶtifiĐ EA“YŶaŶo‐LC, ϯ ŵŵ, ϳϱ ŵŵ ID ǆ ϭϬϬ 

ŵŵ Cϭϴ ĐoluŵŶͿ usiŶg a ϯϬ ŵiŶute  liŶeaƌ gƌadieŶt  fƌoŵ ϭϬ%‐ϯϬ% ďuffeƌ B  ;ϭϬϬ% ACN, Ϭ.ϭ% 

foƌŵiĐ aĐidͿ at a  floǁ ƌate of ϰϬϬ ŶaŶoliteƌs/ŵiŶ. Peptides ǁeƌe eluted diƌeĐtlǇ  iŶto the ŵass 

speĐtƌoŵeteƌ ;Theƌŵo “ĐieŶtifiĐ Oƌďitƌap VelosͿ. The iŶstƌuŵeŶt ǁas opeƌated iŶ Oƌďitƌap‐LTQ 

ŵode ǁheƌe pƌeĐuƌsoƌ ŵeasuƌeŵeŶts ǁeƌe aĐƋuiƌed  iŶ  the Oƌďitƌap  ;ϲϬ,ϬϬϬ  ƌesolutioŶͿ  aŶd 

M“/M“ speĐtƌa ;top ϮϬͿ ǁeƌe aĐƋuiƌed iŶ the LTQ ioŶ tƌap ǁith a Ŷoƌŵalized ĐollisioŶ eŶeƌgǇ of 

ϯϱkV. Mass speĐtƌa ǁeƌe ĐolleĐted oǀeƌ a ŵ/z ƌaŶge of ϰϬϬ‐ϮϬϬϬ Da usiŶg a dǇŶaŵiĐ eǆĐlusioŶ 

liŵit of Ϯ M“/M“ speĐtƌa of a giǀeŶ peptide ŵass foƌ ϯϬ s ;eǆĐlusioŶ duƌatioŶ of ϵϬ sͿ. CoŵpouŶd 

lists of the ƌesultiŶg speĐtƌa ǁeƌe geŶeƌated usiŶg XĐaliďuƌ Ϯ.Ϯ softǁaƌe ;Theƌŵo “ĐieŶtifiĐͿ ǁith 

a “/N thƌeshold of ϭ.ϱ aŶd ϭ sĐaŶ/gƌoup.  



ϴϳ 
 

GlutathioŶe  ReduĐtase  TƌaŶsŵissioŶ  EleĐtƌoŶ  MiĐƌosĐopǇ.  GlutathioŶe  ƌeduĐtase  “e 

ŶaŶopaƌtiĐles ǁeƌe ŵade ďǇ ŵiǆiŶg Ϯϱ μL;ϲϲ μgͿ of glutathioŶe ƌeduĐtase ;fƌoŵ “. ĐeƌeǀisiaeͿ 

ǁith ϱϬϬ μL ϭϬϬ ŵM seleŶite ;HNa“eOϯͿ, ϭϬϬ μL ϭϬŵM NADPH aŶd Ϯϳϱ μL ϭϬǆ PB“ ;pH ϳ.ϰͿ. The 

solutioŶ ǁas alloǁed to ŵiǆ foƌ aŶ houƌ, at ǁhiĐh poiŶt the solutioŶ tuƌŶed ƌed. The saŵples 

ǁeƌe ĐeŶtƌifuged aŶd the pellet ǁashed ǁith ϭǆ PB“ ;pH ϳ.ϰͿ. PaƌtiĐles ǁeƌe theŶ ŵouŶted oŶto 

ϰϬϬ ŵesh Cu gƌids ǁith a ϱϬ Ŷŵ C ĐoatiŶg  ;EleĐtƌoŶ MiĐƌosĐopǇ “ĐieŶĐesͿ. TEM  iŵages ǁeƌe 

takeŶ oŶ a JEOL JEM‐ϭϰϬϬ TƌaŶsŵissioŶ EleĐtƌoŶ MiĐƌosĐope at aŶ aĐĐeleƌatiŶg ǀoltage of ϭϬϬ 

kV.  

SeleŶite/Telluƌite  assaǇs.  “aŵples  ;ϭ  ŵlͿ  ǁeƌe  ŵade  usiŶg  a  ĐoŶstaŶt  NADPH 

ĐoŶĐeŶtƌatioŶ ;Ϭ.ϯϲ ŵMͿ iŶ PB“. VaƌǇiŶg seleŶite/telluƌite ĐoŶĐeŶtƌatioŶs ǁeƌe used ;ϭ ŵM to ϭ 

MͿ.  All  ďlaŶks  ĐoŶtaiŶed  the  saŵe  ĐoŶteŶt  as  the  ƌeaĐtioŶs  eǆĐept  NADPH.  ϱ L  ;ϭϯ  μgͿ  of 
glutathioŶe ƌeduĐtase ǁas added to the ƌeaĐtioŶ aŶd AϯϰϬ ŵeasuƌeŵeŶts ǁeƌe oďtaiŶed eǀeƌǇ 

Ϯ seĐoŶds foƌ the fiƌst ϭϬ ŵiŶutes, eǀeƌǇ ϭϬ seĐoŶds foƌ the Ŷeǆt ϮϬ ŵiŶutes, folloǁed ďǇ eǀeƌǇ 

ŵiŶute foƌ the Ŷeǆt ϯϬ ŵiŶutes. The deĐƌease iŶ aďsoƌďaŶĐe at ϯϰϬ Ŷŵ ǁas used to aŶalǇze the 

iŶitial ƌeaĐtioŶ ƌate.  

PƌoteiŶ  CoŶĐeŶtƌatioŶ  AssaǇ.  Fouƌ  ϯϭϱ  uL  saŵples  ǁeƌe  Đƌeated  iŶ  ϭǆ  PB“,  ϭϬŵM 

seleŶite,  aŶd  eƋual  aŵouŶts  of  Bakeƌ͛s  Ǉeast  glutathioŶe  ƌeduĐtase  fƌoŵ  “igŵa  AldƌiĐh.  The 

saŵples  had  ǀaƌǇiŶg  NADPH  ĐoŶĐeŶtƌatioŶs  fƌoŵ  Ϭ  to  ϲŵM  aŶd  ǁeƌe  alloǁed  to  ƌeaĐt  foƌ 

appƌoǆiŵatelǇ  ϮϬ  houƌs.  OŶĐe  the  ƌeaĐtioŶ ǁas  Đoŵpleted  the  saŵples ǁeƌe  ĐeŶtƌifuged  at 

ϭϰϬϬϬ  ƌpŵ  foƌ  ϯϬ ŵiŶutes  to  ƌeŵoǀe  aŶǇ  sǇŶthesized  ŶaŶopaƌtiĐles.  The  supeƌŶataŶts ǁeƌe 

ĐolleĐted aŶd a Bƌadfoƌd assaǇ ǁas peƌfoƌŵed iŶ tƌipliĐate oŶ the fouƌ saŵples iŶ a ϭ:ϵ ƌatio of 

saŵple to ƌeageŶt. The ŶaŶopaƌtiĐle pellets ǁeƌe theŶ ǁashed ǁith ǁateƌ tǁo tiŵes to ƌeŵoǀe 



ϴϴ 
 

aŶǇ fƌee pƌoteiŶ, folloǁed ďǇ ƌedispeƌsioŶ of the pellets iŶ .ϬϬϱ% “D“. These saŵples ǁeƌe theŶ 

ƌuŶ thƌough the assaǇ iŶ the saŵe ƌatio also iŶ tƌipliĐate. Tǁo staŶdaƌd Đuƌǀes ǁeƌe ŵade, oŶe 

usiŶg G“H‘ iŶ ϭǆ PB“ aŶd oŶe usiŶg G“H‘ iŶ .ϬϬϱ% “D“.  

SDS Gel AssaǇ. ϯϭϱ uL saŵples ǁeƌe Đƌeated iŶ ϭǆ PB“, siǆ iŶ ϰŵM NADPH aŶd a ĐoŶtƌol 

ǁith Ŷo NADPH. The siǆ saŵples ĐoŶtaiŶed a ƌaŶge of seleŶite fƌoŵ Ϭ to ϭϬŵM ǁhile the ĐoŶtƌol 

ĐoŶtaiŶed  Ŷo  seleŶite.  AŶ  eƋual  aŵouŶt  of  Bakeƌ͛s  Ǉeast  glutathioŶe  ƌeduĐtase  fƌoŵ  “igŵa 

AldƌiĐh ǁas added to eaĐh saŵple aŶd alloǁed to ƌeaĐt foƌ appƌoǆiŵatelǇ ϮϬ houƌs. The saŵples 

ǁeƌe  spuŶ  doǁŶ  at  ϭϰϬϬϬ  ƌpŵ  foƌ  ϯϬ  ŵiŶutes  to  ƌeŵoǀe  aŶǇ  sǇŶthesized  ŶaŶopaƌtiĐles. 

FolloǁiŶg this, a ϰ‐ϭϱ% “D“ gel  fƌoŵ Bio‐‘ad ǁas set up ǁith eaĐh ǁell ĐoŶtaiŶiŶg Ϯϱ uL of a 

solutioŶ ŵade fƌoŵ ϮϱuL saŵple iŶ ϱ uL of “D“ loadiŶg dǇe ;Bio‐‘adͿ. The gel ǁas ƌuŶ at ϭϭϬ V 

foƌ ϳϱ ŵiŶutes. Afteƌ staiŶiŶg ǁith Cooŵassie BƌilliaŶt Blue G‐ϮϱϬ folloǁed ďǇ de‐staiŶiŶg, the 

gel ǁas iŵaged ǁith a Bio‐‘ad GelDoĐ X‘. It should also ďe Ŷoted that aŶotheƌ set of saŵples 

ǁeƌe Đƌeated ǁhiĐh ĐoŶtaiŶed ϭ/ϯ of the pƌoteiŶ as the “D“ saŵples. Thƌee saŵples ǁeƌe Đƌeated 

uŶdeƌ the eǆaĐt saŵe ĐoŶditioŶs as stated ďefoƌe apaƌt fƌoŵ the diffeƌeŶĐe iŶ added eŶzǇŵe. 

The saŵples ĐoŶsisted of a ĐoŶtƌol of G“H‘ iŶ ϭǆ PB“, aŶd tǁo saŵples ĐoŶtaiŶiŶg ϰŵM NADPH. 

OŶe of the ĐofaĐtoƌ saŵples ĐoŶtaiŶed Ŷo seleŶite aŶd the otheƌ ǁith a fiŶal ĐoŶĐeŶtƌatioŶ of 

ϭϬŵM. A ϲ% Ŷatiǀe gel ǁas Đasted aŶd siǆ ǁells ǁeƌe loaded ǁith ϮϱuL of a solutioŶ ŵade fƌoŵ 

ϮϱuL saŵple aŶd ϱ uL “D“ loadiŶg dǇe. The fiƌst thƌee ǁells ǁeƌe filled ǁith saŵples ĐoŶtaiŶiŶg 

the  loǁeƌed aŵouŶt of added eŶzǇŵe, ǁhile the  last thƌee ǁells ĐoŶtaiŶed saŵples ǁith the 

added eŶzǇŵe ŵeŶtioŶed iŶ the ďegiŶŶiŶg of this seĐtioŶ. This gel ǁas ƌuŶ at ϭϭϬ V foƌ ϭ houƌ 

aŶd ǁas staiŶed ǁith Cooŵassie BƌilliaŶt Blue G‐ϮϱϬ folloǁiŶg destaiŶiŶg aŶd iŵaged ǁith the 

saŵe Bio‐‘ad GelDoĐ X‘. 



ϴϵ 
 

CHAPTE‘ ϰ. “UPPLEMENTA‘Y INFO‘MATION 
 
 
 

CƌǇstallogƌaphiĐ IŶfoƌŵatioŶ File AuϭϬϮ;p‐MBAͿϰϬ;p‐BBTͿϰ 
Full CIF ĐaŶ ďe fouŶd: http://puďs.aĐs.oƌg/doi/aďs/ϭϬ.ϭϬϮϭ/jaϯϬϯϮϯϯϵ 
 
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’  



ϵϬ 
 

 ‘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  



ϵϭ 
 

_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  



ϵϮ 
 

_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 AuϮϱ;PETͿϭϲ;p‐BBTͿϮ 
Full CIF ĐaŶ ďe fouŶd at http://puďs.aĐs.oƌg/doi/aďs/ϭϬ.ϭϬϮϭ/iĐϱϬϭϬϴϭϵ 
 
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. 



ϵϯ 
 

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 



ϵϰ 
 

_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    . 



ϵϱ 
 

_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 
  
  



ϵϲ 
 

 

Figuƌe ϰ.ϭ. CoŶĐeŶtƌatioŶ of gold fouŶd iŶ pƌoteiŶ ĐƌǇstals uŶdeƌ diffeƌeŶt ĐoŶditioŶs.  
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Taďle ϰ.ϭ. Taďle of PƌoteiŶs IdeŶtified fƌoŵ HIC aŶd MALDI‐M“ 
 

   
# UŶiƋue 
Peptides     PeƌĐeŶt Coǀeƌage     

IdeŶtified PƌoteiŶs ;ϭϭϯͿ 
AĐĐessioŶ 
Nuŵďeƌ 

MoleĐulaƌ 
Weight  A  B  C  D  E  A  B  C  D  E 

FeƌƌitiŶ aŶd Dps [PseudoŵoŶas 
fluoƌesĐeŶs PfϬ‐ϭ]  gi|ϳϳϰϲϬϲϯϱ  ϭϴ kDa  ϰ  Ϯ  ϭϬ  ϰ  ϵ  ϯϮ%  ϭϯ%  ϳϰ%  ϯϮ%  ϱϵ% 
ϰ‐aŵiŶoďutǇƌate 
aŵiŶotƌaŶsfeƌase 
[PseudoŵoŶas fluoƌesĐeŶs PfϬ‐
ϭ]  gi|ϳϳϰϱϲϰϭϲ  ϰϱ kDa  Ϯ  Ϯϯ  ϭϬ  ϭϴ  ϱ  ϴ.ϳϬ%  ϳϮ%  ϯϳ%  ϱϵ%  Ϯϰ% 
aƌgiŶiŶe deiŵiŶase 
[PseudoŵoŶas fluoƌesĐeŶs PfϬ‐
ϭ]  gi|ϳϳϰϲϬϲϬϳ  ϰϲ kDa  ϰ  ϭϱ  ϱ  ϭϱ  ϯ  ϭϰ%  ϯϴ%  ϮϮ%  ϯϵ%  ϭϮ% 
eleĐtƌoŶ tƌaŶsfeƌ flaǀopƌoteiŶ 
suďuŶit ďeta [PseudoŵoŶas 
sǇƌiŶgae pǀ. “ǇƌiŶgae BϳϮϴa]  gi|ϲϲϬϰϱϰϭϰ ;+ϭͿ  Ϯϲ kDa  ϳ  ϴ  ϰ  ϭϯ  Ϯ  ϯϵ%  ϯϲ%  Ϯϵ%  ϲϭ%  ϭϴ% 
GMP sǇŶthase [PseudoŵoŶas 
fluoƌesĐeŶs PfϬ‐ϭ]  gi|ϳϳϰϲϬϴϬϴ  ϱϴ kDa  Ϭ  ϭϲ  ϯ  ϭϰ  Ϯ  Ϭ  ϰϯ%  ϭϬ%  ϰϮ%  ϴ.ϮϬ% 
seƌiŶe 
hǇdƌoǆǇŵethǇltƌaŶsfeƌase 
[PseudoŵoŶas pƌotegeŶs Pf‐ϱ]  gi|ϳϬϳϯϮϲϱϭ  ϰϱ kDa  Ϭ  ϲ  Ϯ  ϭϭ  Ϯ  Ϭ  ϭϳ%  ϴ.ϰϬ%  ϯϮ%  ϴ.ϰϬ% 
eleĐtƌoŶ tƌaŶsfeƌ flaǀopƌoteiŶ 
suďuŶit alpha aŶd ďeta 
[PseudoŵoŶas fluoƌesĐeŶs PfϬ‐
ϭ]  gi|ϳϳϰϲϬϯϯϳ  ϯϭ kDa  Ϭ  ϳ  Ϯ  ϴ  Ϭ  Ϭ  ϯϵ%  ϭϭ%  ϰϮ%  Ϭ 
glutaŵiŶǇl‐t‘NA sǇŶthetase 
[PseudoŵoŶas fluoƌesĐeŶs PfϬ‐
ϭ]  gi|ϳϳϰϱϵϴϲϭ  ϲϱ kDa  Ϭ  ϵ  Ϭ  ϲ  Ϭ  Ϭ  ϭϵ%  Ϭ  ϭϱ%  Ϭ 
phosphoeŶolpǇƌuǀate 
ĐaƌďoǆǇkiŶase [PseudoŵoŶas 
fluoƌesĐeŶs PfϬ‐ϭ]  gi|ϳϳϰϱϲϰϵϲ  ϱϱ kDa  Ϭ  ϭϬ  ϰ  ϭϱ  Ϭ  Ϭ  Ϯϳ%  ϭϭ%  ϯϱ%  Ϭ 



ϵϵ 
 

isoĐitƌate dehǇdƌogeŶase 
[PseudoŵoŶas fluoƌesĐeŶs 
“BWϮϱ]  gi|ϮϮϵϱϵϭϮϰϯ  ϰϱ kDa  Ϭ  ϭϯ  Ϯ  ϱ  Ϭ  Ϭ  ϯϯ%  ϱ.ϳϬ%  ϭϳ%  Ϭ 
phosphopǇƌuǀate hǇdƌatase 
[PseudoŵoŶas fluoƌesĐeŶs PfϬ‐
ϭ]  gi|ϳϳϰϱϳϯϰϴ  ϰϲ kDa  ϯ  ϱ  ϱ  ϭϭ  Ϯ  ϭϰ%  ϭϵ%  Ϯϱ%  ϰϯ%  ϭϭ% 
eloŶgatioŶ faĐtoƌ Tu 
[PseudoŵoŶas putida KTϮϰϰϬ]  gi|Ϯϲϵϴϳϭϵϯ  ϰϯ kDa  Ϯ  ϱ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  ϳ.ϴϬ%  ϭϳ%  Ϭ  Ϭ  Ϭ 
phosphoglǇĐeƌate kiŶase 
[PseudoŵoŶas fluoƌesĐeŶs PfϬ‐
ϭ]  gi|ϳϳϰϲϭϰϴϲ  ϰϬ kDa  Ϭ  ϰ  Ϭ  ϵ  Ϭ  Ϭ  ϭϰ%  Ϭ  ϯϬ%  Ϭ 
tƌǇptophaŶ Ϯ‐ŵoŶooǆǇgeŶase 
[PseudoŵoŶas fluoƌesĐeŶs PfϬ‐
ϭ]  gi|ϳϳϰϲϭϯϳϱ  ϲϮ kDa  Ϭ  ϰ  Ϭ  ϰ  Ϭ  Ϭ  ϭϭ%  Ϭ  ϭϭ%  Ϭ 
aĐetǇl‐CoA sǇŶthetase 
[PseudoŵoŶas fluoƌesĐeŶs PfϬ‐
ϭ]  gi|ϳϳϰϲϭϬϯϱ  ϳϮ kDa  Ϭ  ϲ  Ϭ  ϲ  Ϭ  Ϭ  ϭϯ%  Ϭ  ϭϯ%  Ϭ 
thiol peƌoǆidase ;atǇpiĐal Ϯ‐CǇs 
peƌoǆiƌedoǆiŶͿ [PseudoŵoŶas 
fluoƌesĐeŶs PfϬ‐ϭ]  gi|ϳϳϰϱϴϳϰϱ  ϭϴ kDa  Ϭ  ϱ  Ϭ  ϲ  Ϭ  Ϭ  ϱϭ%  Ϭ  ϲϰ%  Ϭ 
aŵiŶotƌaŶsfeƌase 
[PseudoŵoŶas fluoƌesĐeŶs PfϬ‐
ϭ]  gi|ϳϳϰϲϭϲϮϳ  ϱϬ kDa  Ϭ  Ϯ  Ϭ  ϲ  Ϭ  Ϭ  ϲ.ϮϬ%  Ϭ  Ϯϯ%  Ϭ 
ŶuĐleoside diphosphate kiŶase 
[PseudoŵoŶas putida KTϮϰϰϬ]  gi|Ϯϲϵϴϳϱϴϱ ;+ϭͿ  ϭϱ kDa  ϯ  Ϭ  Ϭ  Ϯ  Ϭ  ϯϰ%  Ϭ  Ϭ  Ϯϱ%  Ϭ 
NADH:ϵϵlaǀiŶ 
oǆidoƌeduĐtase/NADH oǆidase 
[PseudoŵoŶas fluoƌesĐeŶs PfϬ‐
ϭ]  gi|ϳϳϰϱϳϱϬϵ  ϯϴ kDa  Ϭ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  ϯ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  ϭϮ% 
aŶthƌaŶilate 
phosphoƌiďosǇltƌaŶsfeƌase 
[PseudoŵoŶas fluoƌesĐeŶs PfϬ‐
ϭ]  gi|ϳϳϰϲϭϯϯϱ  ϯϳ kDa  Ϭ  Ϭ  Ϭ  ϲ  Ϯ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  ϯϭ%  ϭϮ% 



ϭϬϬ 
 

glǇĐeƌol kiŶase [PseudoŵoŶas 
fluoƌesĐeŶs PfϬ‐ϭ]  gi|ϳϳϰϲϬϳϱϯ  ϱϲ kDa  Ϭ  ϵ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  Ϯϳ%  Ϭ  Ϭ  Ϭ 
oƌŶithiŶe ĐaƌďaŵoǇltƌaŶsfeƌase 
[PseudoŵoŶas fluoƌesĐeŶs PfϬ‐
ϭ]  gi|ϳϳϰϲϬϲϬϴ  ϯϴ kDa  ϯ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  ϭϱ%  Ϭ  Ϭ  Ϭ  Ϭ 
fuŵaƌǇlaĐetoaĐetate hǇdƌolase 
[PseudoŵoŶas fluoƌesĐeŶs PfϬ‐
ϭ]  gi|ϳϳϰϱϳϭϯϴ  ϰϳ kDa  Ϭ  ϯ  Ϭ  ϰ  Ϭ  Ϭ  ϳ.ϭϬ%  Ϭ  ϵ.ϳϬ%  Ϭ 
eloŶgatioŶ faĐtoƌ G 
[PseudoŵoŶas fluoƌesĐeŶs PfϬ‐
ϭ]  gi|ϳϳϰϲϭϯϬϯ  ϳϳ kDa  Ϭ  ϳ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  ϭϰ%  Ϭ  Ϭ  Ϭ 
glutathioŶe ƌeduĐtase 
[PseudoŵoŶas fluoƌesĐeŶs PfϬ‐
ϭ]  gi|ϳϳϰϱϵϭϱϯ  ϰϵ kDa  Ϭ  ϲ  Ϭ  ϯ  Ϭ  Ϭ  ϮϬ%  Ϭ  ϴ.ϴϬ%  Ϭ 
fuŵaƌase [PseudoŵoŶas 
fluoƌesĐeŶs PfϬ‐ϭ]  gi|ϳϳϰϲϬϲϳϯ  ϱϱ kDa  Ϭ  Ϯ  Ϭ  ϯ  Ϭ  Ϭ  ϳ.ϯϬ%  Ϭ  ϭϰ%  Ϭ 
ϱϬ“ ƌiďosoŵal pƌoteiŶ Lϭϱ 
[PseudoŵoŶas fluoƌesĐeŶs PfϬ‐
ϭ]  gi|ϳϳϰϲϭϮϴϭ  ϭϱ kDa  Ϭ  ϯ  Ϭ  ϯ  Ϭ  Ϭ  ϯϬ%  Ϭ  ϯϬ%  Ϭ 
glutaŵate‐ϭ‐seŵialdehǇde 
aŵiŶotƌaŶsfeƌase 
[PseudoŵoŶas fluoƌesĐeŶs PfϬ‐
ϭ]  gi|ϳϳϰϲϭϭϲϴ  ϰϱ kDa  Ϭ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  ϱ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  ϮϮ% 
GMP sǇŶthase [PseudoŵoŶas 
pƌotegeŶs Pf‐ϱ]  gi|ϳϬϳϯϮϮϲϯ  ϱϴ kDa  Ϭ  ϯ  Ϭ  Ϯ  Ϭ  Ϭ  ϰϮ%  Ϭ  ϯϳ%  Ϭ 
fuŵaƌǇlaĐetoaĐetate ;FAAͿ 
hǇdƌolase [PseudoŵoŶas 
fluoƌesĐeŶs PfϬ‐ϭ]  gi|ϳϳϰϲϭϲϬϲ  Ϯϰ kDa  Ϭ  Ϭ  Ϭ  Ϯ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  ϭϳ%  Ϭ 
FAD depeŶdeŶt oǆidoƌeduĐtase 
[PseudoŵoŶas fluoƌesĐeŶs PfϬ‐
ϭ]  gi|ϳϳϰϲϬϵϱϯ  ϯϲ kDa  Ϭ  Ϭ  Ϯ  Ϯ  Ϯ  Ϭ  Ϭ  ϴ.ϴϬ%  ϴ.ϴϬ%  ϴ.ϴϬ% 



ϭϬϭ 
 

UDP‐gluĐose 
pǇƌophosphoƌǇlase 
[PseudoŵoŶas fluoƌesĐeŶs]  gi|ϮϯϴϬϲϵϭϴϵ  ϯϭ kDa  Ϭ  Ϭ  Ϭ  ϱ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  ϰϮ%  Ϭ 
Ŷitƌite aŶd sulfite ƌeduĐtase 
ϰFe‐ϰ“ ƌegioŶ [PseudoŵoŶas 
fluoƌesĐeŶs PfϬ‐ϭ]  gi|ϳϳϰϱϵϯϯϰ  ϲϮ kDa  Ϭ  Ϯ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  ϯ.ϲϬ%  Ϭ  Ϭ  Ϭ 
ƌiďosoŵal suďuŶit iŶteƌfaĐe 
pƌoteiŶ [PseudoŵoŶas 
fluoƌesĐeŶs PfϬ‐ϭ]  gi|ϳϳϰϱϳϭϰϵ  ϭϱ kDa  Ϭ  Ϭ  Ϯ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  Ϯϭ%  Ϭ  Ϭ 
glutathioŶe “‐tƌaŶsfeƌase‐like 
pƌoteiŶ [PseudoŵoŶas 
fluoƌesĐeŶs PfϬ‐ϭ]  gi|ϳϳϰϲϬϲϰϳ  Ϯϯ kDa  Ϭ  Ϯ  Ϭ  ϯ  Ϭ  Ϭ  ϭϭ%  Ϭ  ϭϱ%  Ϭ 
Ϯ‐dehǇdƌo‐ϯ‐
deoǆǇphosphooĐtoŶate 
aldolase [PseudoŵoŶas 
fluoƌesĐeŶs PfϬ‐ϭ]  gi|ϳϳϰϱϳϯϰϳ  ϯϭ kDa  Ϭ  Ϭ  Ϭ  Ϯ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  ϵ.ϯϬ%  Ϭ 
ďƌaŶĐhed‐ĐhaiŶ aŵiŶo aĐid 
aŵiŶotƌaŶsfeƌase 
[PseudoŵoŶas fluoƌesĐeŶs PfϬ‐
ϭ]  gi|ϳϳϰϱϵϲϴϵ  ϯϳ kDa  Ϭ  Ϯ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  ϵ.ϰϬ%  Ϭ  Ϭ  Ϭ 
iŶdole‐ϯ‐glǇĐeƌol‐phosphate 
sǇŶthase [PseudoŵoŶas 
fluoƌesĐeŶs PfϬ‐ϭ]  gi|ϳϳϰϲϭϯϯϰ  ϯϬ kDa  Ϯ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  Ϯ  ϴ.ϯϬ%  Ϭ  Ϭ  Ϭ  ϭϬ% 
aĐǇl‐CoA dehǇdƌogeŶase 
[PseudoŵoŶas fluoƌesĐeŶs PfϬ‐
ϭ]  gi|ϳϳϰϱϵϬϵϮ  ϰϭ kDa  Ϭ  ϰ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  ϭϴ%  Ϭ  Ϭ  Ϭ 
hǇpothetiĐal pƌoteiŶ PFL_Ϭϵϰϳ 
[PseudoŵoŶas pƌotegeŶs Pf‐ϱ]  gi|ϳϬϳϮϴϯϮϵ  ϭϭ kDa  Ϭ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  Ϯ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  Ϯϲ% 
glutaŵiŶǇl‐t‘NA sǇŶthetase 
[PseudoŵoŶas pƌotegeŶs Pf‐ϱ]  gi|ϳϬϳϯϭϮϳϮ  ϲϱ kDa  Ϭ  Ϯ  Ϭ  Ϯ  Ϭ  Ϭ  ϮϮ%  Ϭ  ϭϵ%  Ϭ 



ϭϬϮ 
 

TatD‐like deoǆǇƌiďoŶuĐlease 
[PseudoŵoŶas fluoƌesĐeŶs PfϬ‐
ϭ]  gi|ϳϳϰϲϬϯϳϬ  Ϯϵ kDa  ϯ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  ϮϬ%  Ϭ  Ϭ  Ϭ  Ϭ 
tƌaŶslatioŶ iŶitiatioŶ faĐtoƌ IF‐ϯ 
[PseudoŵoŶas fluoƌesĐeŶs PfϬ‐
ϭ]  gi|ϳϳϰϱϴϭϱϵ  ϮϬ kDa  Ϭ  Ϯ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  ϭϴ%  Ϭ  Ϭ  Ϭ 
ϯϬ“ ƌiďosoŵal pƌoteiŶ “ϲ 
[PseudoŵoŶas ŵeŶdoĐiŶa Ǉŵp] 

gi|ϭϰϲϯϬϱϲϴϬ 
;+ϯͿ  ϭϲ kDa  Ϭ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  ϯ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  Ϯϱ% 

ϱ,ϭϬ‐
ŵethǇleŶetetƌahǇdƌofolate 
ƌeduĐtase [PseudoŵoŶas 
fluoƌesĐeŶs PfϬ‐ϭ]  gi|ϳϳϰϲϭϱϬϮ  ϯϮ kDa  Ϭ  ϯ  Ϭ  ϯ  Ϭ  Ϭ  ϭϯ%  Ϭ  ϭϮ%  Ϭ 
aĐetǇl‐CoA sǇŶthetase 
[PseudoŵoŶas fluoƌesĐeŶs 
“BWϮϱ]  gi|ϮϮϵϱϵϮϲϮϳ  ϳϭ kDa  Ϭ  Ϯ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  ϭϬ%  Ϭ  Ϭ  Ϭ 
isopƌopǇlŵalate isoŵeƌase 
sŵall suďuŶit [PseudoŵoŶas 
fluoƌesĐeŶs “BWϮϱ]  gi|ϮϮϵϱϵϭϲϮϰ  Ϯϰ kDa  ϯ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  ϭϱ%  Ϭ  Ϭ  Ϭ  Ϭ 
ďifuŶĐtioŶal aĐoŶitate 
hǇdƌatase Ϯ/Ϯ‐ŵethǇlisoĐitƌate 
dehǇdƌatase [PseudoŵoŶas 
fluoƌesĐeŶs PfϬ‐ϭ] 

gi|ϮϱϱϵϲϭϮϳϯ 
;+ϭͿ  ϵϱ kDa  Ϭ  Ϭ  Ϭ  Ϯ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  ϯ.ϮϬ%  Ϭ 

ϯ‐ketoaĐǇl‐ACP ƌeduĐtase 
[PseudoŵoŶas fluoƌesĐeŶs PfϬ‐
ϭ]  gi|ϳϳϰϲϬϯϳϴ  Ϯϲ kDa  Ϯ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  ϭϮ%  Ϭ  Ϭ  Ϭ  Ϭ 
uƌoĐaŶate hǇdƌatase 
[PseudoŵoŶas fluoƌesĐeŶs 
“BWϮϱ]  gi|ϮϮϵϱϴϳϵϮϮ  ϲϭ kDa  Ϭ  Ϭ  Ϭ  ϰ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  ϵ.ϱϬ%  Ϭ 
hǇdƌoǆǇŵethǇlglutaƌǇl‐CoA 
lǇase [PseudoŵoŶas 
fluoƌesĐeŶs PfϬ‐ϭ]  gi|ϳϳϰϱϵϴϳϲ  ϯϭ kDa  ϯ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  ϭϯ%  Ϭ  Ϭ  Ϭ  Ϭ 



ϭϬϯ 
 

iŵidazole glǇĐeƌol phosphate 
sǇŶthase suďuŶit HisH 
[PseudoŵoŶas fluoƌesĐeŶs PfϬ‐
ϭ]  gi|ϳϳϰϱϲϱϱϮ  Ϯϯ kDa  Ϯ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  ϵ.ϬϬ%  Ϭ  Ϭ  Ϭ  Ϭ 
N‐foƌŵǇlglutaŵate defoƌŵǇlase 
[PseudoŵoŶas fluoƌesĐeŶs PfϬ‐
ϭ]  gi|ϳϳϰϱϲϱϵϲ  ϯϬ kDa  Ϯ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  ϳ.ϵϬ%  Ϭ  Ϭ  Ϭ  Ϭ 
glǇĐiŶe Đleaǀage T pƌoteiŶ 
[PseudoŵoŶas fluoƌesĐeŶs PfϬ‐
ϭ]  gi|ϳϳϰϱϳϱϴϰ  ϯϰ kDa  Ϭ  Ϯ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  ϯ.ϴϬ%  Ϭ  Ϭ  Ϭ 
hǇpothetiĐal pƌoteiŶ PflϬϭ_ϰϰϭϬ 
[PseudoŵoŶas fluoƌesĐeŶs PfϬ‐
ϭ]  gi|ϳϳϰϲϬϲϯϭ  Ϯϳ kDa  Ϭ  Ϭ  Ϯ  Ϭ  Ϯ  Ϭ  Ϭ  ϭϭ%  Ϭ  ϭϭ% 
ϲ‐phosphogluĐoŶolaĐtoŶase 
[PseudoŵoŶas fluoƌesĐeŶs PfϬ‐
ϭ]  gi|ϳϳϰϲϬϱϴϯ  Ϯϱ kDa  Ϭ  Ϯ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  ϭϭ%  Ϭ  Ϭ  Ϭ 
tƌaŶsĐƌiptioŶal ƌepƌessoƌ foƌ 
feƌƌiĐ uptake [PseudoŵoŶas 
eŶtoŵophila Lϰϴ] 

gi|ϭϬϰϳϴϬϬϬϵ 
;+ϰͿ  ϭϱ kDa  Ϯ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  ϭϴ%  Ϭ  Ϭ  Ϭ  Ϭ 

phosphoƌiďosǇlaŵiŶe—glǇĐiŶe 
ligase [PseudoŵoŶas sǇƌiŶgae 
pǀ. “ǇƌiŶgae BϳϮϴa]  gi|ϲϲϬϰϳϲϯϰ  ϰϲ kDa  ϰ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  ϭϯ%  Ϭ  Ϭ  Ϭ  Ϭ 
ACP “‐ŵaloŶǇltƌaŶsfeƌase 
[PseudoŵoŶas fluoƌesĐeŶs PfϬ‐
ϭ]  gi|ϳϳϰϲϬϯϳϵ  ϯϮ kDa  Ϯ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  ϭϬ%  Ϭ  Ϭ  Ϭ  Ϭ 
histidǇl‐t‘NA sǇŶthetase 
[PseudoŵoŶas fluoƌesĐeŶs PfϬ‐
ϭ]  gi|ϳϳϰϲϬϴϮϭ  ϰϴ kDa  Ϭ  Ϯ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  ϲ.ϱϬ%  Ϭ  Ϭ  Ϭ 
ϯ‐isopƌopǇlŵalate 
dehǇdƌogeŶase [PseudoŵoŶas 
fluoƌesĐeŶs PfϬ‐ϭ]  gi|ϳϳϰϱϴϭϭϵ  ϯϵ kDa  Ϭ  Ϭ  Ϭ  ϯ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  ϭϬ.ϬϬ%  Ϭ 
putatiǀe oƌŶithiŶe 
deĐaƌďoǆǇlase [PseudoŵoŶas 
fluoƌesĐeŶs “BWϮϱ]  gi|ϮϮϵϱϴϴϯϱϲ  ϰϰ kDa  Ϭ  Ϭ  Ϭ  Ϯ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  ϲ.ϳϬ%  Ϭ 



ϭϬϰ 
 

glǇĐeƌol kiŶase [PseudoŵoŶas 
fluoƌesĐeŶs “BWϮϱ] 

gi|ϮϮϵϱϴϴϲϴϮ 
;+ϭͿ  ϱϲ kDa  Ϭ  Ϯ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  Ϯϴ%  Ϭ  Ϭ  Ϭ 

sĐaffold pƌoteiŶ [PseudoŵoŶas 
fluoƌesĐeŶs PfϬ‐ϭ]  gi|ϳϳϰϲϬϴϯϮ  ϭϰ kDa  Ϯ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  Ϯϳ%  Ϭ  Ϭ  Ϭ  Ϭ 
DNA polǇŵeƌase III suďuŶit ďeta 
[PseudoŵoŶas fluoƌesĐeŶs PfϬ‐
ϭ]  gi|ϳϳϰϱϲϮϯϬ  ϰϬ kDa  Ϭ  Ϭ  Ϭ  Ϯ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  Ϭ  ϳ.ϲϬ%  Ϭ 
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ϭϬϱ 
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;ϭͿ   AustƌiaŶ, ‘. BaĐteriol. Reǀ. ϭϵϲϬ, Ϯϰ ;ϯͿ, Ϯϲϭ. 
;ϮͿ   Latt, “. A.; “tetteŶ, G.; JueƌgeŶs, L. A.; Willaƌd, H. F.; “Đheƌ, C. D. J. HistoĐheŵ. CǇtoĐheŵ. 

ϭϵϳϱ, Ϯϯ ;ϳͿ, ϰϵϯ. 
;ϯͿ   Latt, “. A.; “tetteŶ, G. J. HistoĐheŵ. CǇtoĐheŵ. ϭϵϳϲ, Ϯϰ ;ϭͿ, Ϯϰ. 
;ϰͿ   LipsĐoŵď, E. A.; “aƌŵieƌe, P. D.; FƌeeŵaŶ, ‘. “. J. Biol. Cheŵ. ϮϬϬϭ, Ϯϳϲ ;ϳͿ, ϱϬϴϱ. 
;ϱͿ   Phillips, G. J. FEMS MiĐroďiol. Lett. ϮϬϬϭ, ϮϬϰ ;ϭͿ, ϵ. 
;ϲͿ   TsieŶ, ‘. Y. AŶŶu. Reǀ. BioĐheŵ. ϭϵϵϴ, ϲϳ ;ϭͿ, ϱϬϵ. 
;ϳͿ   LakadaŵǇali, M.; ‘ust, M. J.; BaďĐoĐk, H. P.; )huaŶg, X. ProĐ. Natl. AĐad. SĐi. ϮϬϬϯ, ϭϬϬ 

;ϭϲͿ, ϵϮϴϬ. 
;ϴͿ   Kouƌos‐Mehƌ, H.; BeĐhis, “. K.; “loƌaĐh, E. M.; Littlepage, L. E.; Egeďlad, M.; Eǁald, A. J.; 

Pai, “.‐Y.; Ho, I.‐C.; Weƌď, ). CaŶĐer Cell ϮϬϬϴ, ϭϯ ;ϮͿ, ϭϰϭ. 
;ϵͿ   FakhƌudiŶ,  N.;  LaduƌŶeƌ,  A.;  AtaŶasoǀ,  A.  G.;  Heiss,  E.  H.;  BauŵgaƌtŶeƌ,  L.; Maƌkt,  P.; 

“Đhusteƌ, D.; Ellŵeƌeƌ, E. P.; Wolďeƌ, G.; ‘olliŶgeƌ, J. M.; “tuppŶeƌ, H.; DiƌsĐh, V. M. Mol. 
PharŵaĐol. ϮϬϭϬ, ϳϳ ;ϰͿ, ϱϱϵ. 

;ϭϬͿ   MastƌoŶaƌde, D. N. J. StruĐt. Biol. ϭϵϵϳ, ϭϮϬ ;ϯͿ, ϯϰϯ. 
;ϭϭͿ   JeŶseŶ, G. J.; KoƌŶďeƌg, ‘. D. ProĐ. Natl. AĐad. SĐi. ϭϵϵϴ, ϵϱ ;ϭϲͿ, ϵϮϲϮ. 
;ϭϮͿ   JeŶseŶ, G. J.; Bƌiegel, A. Curr. OpiŶ. StruĐt. Biol. ϮϬϬϳ, ϭϳ ;ϮͿ, ϮϲϬ. 
;ϭϯͿ   Azuďel, M.; Koiǀisto, J.; Malola, “.; BushŶell, D.; Huƌa, G. L.; Koh, A. L.; TsuŶoǇaŵa, H.; 

Tsukuda, T.; PetteƌssoŶ, M.; HäkkiŶeŶ, H.; KoƌŶďeƌg, ‘. D. SĐieŶĐe ϮϬϭϰ, ϯϰϱ ;ϲϭϵϵͿ, ϵϬϵ. 
;ϭϰͿ   Liao, M.; Cao, E.; Julius, D.; CheŶg, Y. Nature ϮϬϭϯ, ϱϬϰ ;ϳϰϳϴͿ, ϭϬϳ. 
;ϭϱͿ   Baƌtesaghi, A.; Meƌk, A.; BaŶeƌjee, “.; Matthies, D.; Wu, X.; MilŶe, J. L. “.; “uďƌaŵaŶiaŵ, 

“. SĐieŶĐe ϮϬϭϱ. 
;ϭϲͿ   HoƌŶe, ‘. W.; WildǇ, P. J. MiĐrosĐ. ϭϵϳϵ, ϭϭϳ ;ϭͿ, ϭϬϯ. 
;ϭϳͿ   Gƌegoƌi, L.; HaiŶfeld, J. F.; “iŵoŶ, M. N.; Goldgaďeƌ, D. J. Biol. Cheŵ. ϭϵϵϳ, ϮϳϮ ;ϭͿ, ϱϴ. 
;ϭϴͿ   HaiŶfeld, J. F.; FuƌuǇa, F. ‘. J. HistoĐheŵ. CǇtoĐheŵ. ϭϵϵϮ, ϰϬ ;ϮͿ, ϭϳϳ. 
;ϭϵͿ   Takizaǁa, T.; ‘oďiŶsoŶ, J. M. J. HistoĐheŵ. CǇtoĐheŵ. ϭϵϵϰ, ϰϮ ;ϭϮͿ, ϭϲϭϱ. 
;ϮϬͿ   TsĐhopp, J.; PodaĐk, E. ‘.; Mülleƌ‐Eďeƌhaƌd, H. J. ProĐ. Natl. AĐad. SĐi. ϭϵϴϮ, ϳϵ ;ϮϯͿ, ϳϰϳϰ. 
;ϮϭͿ   JadziŶskǇ, P. D.; Caleƌo, G.; AĐkeƌsoŶ, C. J.; BushŶell, D. A.; KoƌŶďeƌg, ‘. D. SĐieŶĐe ϮϬϬϳ, 

ϯϭϴ ;ϱϴϰϵͿ, ϰϯϬ. 
;ϮϮͿ   Hostetleƌ, M. J.; TeŵpletoŶ, A. C.; MuƌƌaǇ, ‘. W. LaŶgŵuir ϭϵϵϵ, ϭϱ ;ϭϭͿ, ϯϳϴϮ. 
;ϮϯͿ   Guo, ‘.; “oŶg, Y.; WaŶg, G.; MuƌƌaǇ, ‘. W. J. Aŵ. Cheŵ. SoĐ. ϮϬϬϱ, ϭϮϳ ;ϴͿ, ϮϳϱϮ. 
;ϮϰͿ   DoŶkeƌs, ‘. L.; “oŶg, Y.; MuƌƌaǇ, ‘. W. LaŶgŵuir ϮϬϬϰ, ϮϬ ;ϭϭͿ, ϰϳϬϯ. 
;ϮϱͿ   “ehgal, D.; VijaǇ, I. K. AŶal. BioĐheŵ. ϭϵϵϰ, Ϯϭϴ ;ϭͿ, ϴϳ. 
;ϮϲͿ   Du ‘ouƌe, O.; Deďieŵŵe‐ChouǀǇ, C.; Malthġte, J.; “ilďeƌzaŶ, P. LaŶgŵuir ϮϬϬϯ, ϭϵ ;ϭϬͿ, 

ϰϭϯϴ. 
;ϮϳͿ   AĐkeƌsoŶ, C. J.; Poǁell, ‘. D.; HaiŶfeld, J. F. Methods EŶzǇŵol. ϮϬϭϬ, ϰϴϭ, ϭϵϱ. 
;ϮϴͿ   HeŶgeŶ, P. N. TreŶds BioĐheŵ. SĐi. ϭϵϵϱ, ϮϬ ;ϳͿ, Ϯϴϱ. 
;ϮϵͿ   )hao, C.; HellŵaŶ, L. M.; )haŶ, X.; BoǁŵaŶ, W. “.; Whiteheaƌt, “. W.; Fƌied, M. G. AŶal. 

BioĐheŵ. ϮϬϭϬ, ϯϵϵ ;ϮͿ, Ϯϯϳ. 



ϭϬϲ 
 

;ϯϬͿ   HoĐhuli, E.; BaŶŶǁaƌth, W.; Döďeli, H.; GeŶtz, ‘.; “tüďeƌ, D. Nat. BioteĐhŶol. ϭϵϴϴ, ϲ ;ϭϭͿ, 
ϭϯϮϭ. 

;ϯϭͿ   )hu, J.; WaeŶgleƌ, C.; LeŶŶoǆ, ‘. B.; “ĐhiƌƌŵaĐheƌ, ‘. LaŶgŵuir ϮϬϭϮ, Ϯϴ ;ϭϯͿ, ϱϱϬϴ. 
;ϯϮͿ   “Đhafeƌ, F. Q.; BuettŶeƌ, G. ‘. Free RadiĐ. Biol. Med. ϮϬϬϭ, ϯϬ ;ϭϭͿ, ϭϭϵϭ. 
;ϯϯͿ   De‘osieƌ, D. IŶ Methods iŶ EŶzǇŵologǇ; Elseǀieƌ, ϮϬϭϬ; Vol. ϰϴϭ, pp ϭ–Ϯϰ. 
;ϯϰͿ   He, Y.; JeŶseŶ, G. J.; BjoƌkŵaŶ, P. J. MiĐrosĐ. MiĐroaŶal. ϮϬϬϵ, ϭϱ ;ϬϯͿ, ϭϴϯ. 
;ϯϱͿ   WaŶg, Q.; MeƌĐogliaŶo, C. P.; Löǁe, J. StruĐture ϮϬϭϭ, ϭϵ ;ϮͿ, ϭϰϳ. 
;ϯϲͿ   Xie, J.; )heŶg, Y.; YiŶg, J. Y. J. Aŵ. Cheŵ. SoĐ. ϮϬϬϵ, ϭϯϭ ;ϯͿ, ϴϴϴ. 
;ϯϳͿ   Caƌteƌ, C. J.; AĐkeƌsoŶ, C. J.; Feldheiŵ, D. L. ACS NaŶo ϮϬϭϬ, ϰ ;ϳͿ, ϯϴϴϯ. 
;ϯϴͿ   MeƌĐogliaŶo, C. P.; De‘osieƌ, D. J. J. StruĐt. Biol. ϮϬϬϳ, ϭϲϬ ;ϭͿ, ϳϬ. 
;ϯϵͿ   NishiŶo, Y.; YasuŶaga, T.; MiǇazaǁa, A. J. EleĐtroŶ MiĐrosĐ. ;TokǇoͿ ϮϬϬϳ, ϱϲ ;ϯͿ, ϵϯ. 
;ϰϬͿ   Moƌpheǁ, M. K.; O͛Toole, E. T.; Page, C. L.; Pagƌatis, M.; Meehl, J.; GiddiŶgs, T.; GaƌdŶeƌ, 

J. M.; AĐkeƌsoŶ, C.; JaspeƌseŶ, “. L.; WiŶeǇ, M.; HoeŶgeƌ, A.; MĐiŶtosh, J. ‘. J. MiĐrosĐ. 
ϮϬϭϱ, Ŷ/a. 

;ϰϭͿ   “hu, X.; Leǀ‐‘aŵ, V.; DeeƌiŶĐk, T. J.; Qi, Y.; ‘aŵko, E. B.; DaǀidsoŶ, M. W.; JiŶ, Y.; EllisŵaŶ, 
M. H.; TsieŶ, ‘. Y. PLoS Biol ϮϬϭϭ, ϵ ;ϰͿ, eϭϬϬϭϬϰϭ. 

;ϰϮͿ   WhaleǇ, “. ‘.; EŶglish, D. “.; Hu, E.  L.; Baƌďaƌa, P. F.; BelĐheƌ, A. M. Nature ϮϬϬϬ, ϰϬϱ 
;ϲϳϴϳͿ, ϲϲϱ. 

;ϰϯͿ   BƌoǁŶ, “. ProĐ. Natl. AĐad. SĐi. ϭϵϵϮ, ϴϵ ;ϭϴͿ, ϴϲϱϭ. 
;ϰϰͿ   BƌoǁŶ, “. Nat. BioteĐhŶol. ϭϵϵϳ, ϭϱ ;ϯͿ, Ϯϲϵ. 
;ϰϱͿ   Naik, ‘. ‘.; JoŶes, “. E.; MuƌƌaǇ, C. J.; MĐAuliffe, J. C.; Vaia, ‘. A.; “toŶe, M. O. Adǀ. FuŶĐt. 

Mater. ϮϬϬϰ, ϭϰ ;ϭͿ, Ϯϱ. 
;ϰϲͿ   FlǇŶŶ, C. E.; Mao, C.; HaǇhuƌst, A.; Williaŵs, J. L.; Geoƌgiou, G.; IǀeƌsoŶ, B.; BelĐheƌ, A. M. 

J. Mater. Cheŵ. ϮϬϬϯ, ϭϯ ;ϭϬͿ, Ϯϰϭϰ. 
;ϰϳͿ   DiĐkeƌsoŶ, M. B.; JoŶes, “. E.; Cai, Y.; Ahŵad, G.; Naik, ‘. ‘.; Kƌögeƌ, N.; “aŶdhage, K. H. 

Cheŵ. Mater. ϮϬϬϴ, ϮϬ ;ϰͿ, ϭϱϳϴ. 
;ϰϴͿ   “aŶo, K.‐I.; “hiďa, K. J. Aŵ. Cheŵ. SoĐ. ϮϬϬϯ, ϭϮϱ ;ϰϳͿ, ϭϰϮϯϰ. 
;ϰϵͿ   Uŵetsu, M.; Mizuta, M.; Tsuŵoto, K.; Ohaƌa, “.; Takaŵi, “.; WataŶaďe, H.; Kuŵagai, I.; 

AdsĐhiƌi, T. Adǀ. Mater. ϮϬϬϱ, ϭϳ ;ϮϭͿ, Ϯϱϳϭ. 
;ϱϬͿ   ‘eiss, B. D.; Mao, C.; “olis, D. J.; ‘ǇaŶ, K. “.; ThoŵsoŶ, T.; BelĐheƌ, A. M. NaŶo Lett. ϮϬϬϰ, 

ϰ ;ϲͿ, ϭϭϮϳ. 
;ϱϭͿ   CheŶ, C.‐L.; )haŶg, P.; ‘osi, N. L. J. Aŵ. Cheŵ. SoĐ. ϮϬϬϴ, ϭϯϬ ;ϰϭͿ, ϭϯϱϱϱ. 
;ϱϮͿ   HǁaŶg, L.; )hao, G.; )haŶg, P.; ‘osi, N. L. Sŵall ϮϬϭϭ, ϳ ;ϭϰͿ, ϭϵϯϵ. 
;ϱϯͿ   Niihoƌi, Y.; Matsuzaki, M.; Pƌadeep, T.; Negishi, Y. J. Aŵ. Cheŵ. SoĐ. ϮϬϭϯ, ϭϯϱ ;ϭϯͿ, ϰϵϰϲ. 
;ϱϰͿ   Niihoƌi, Y.; Kuƌashige, W.; Matsuzaki, M.; Negishi, Y. NaŶosĐale ϮϬϭϮ, ϱ ;ϮͿ, ϱϬϴ. 
;ϱϱͿ   “hiĐhiďu, Y.; Negishi, Y.; Tsukuda, T.; TeƌaŶishi, T. J. Aŵ. Cheŵ. SoĐ. ϮϬϬϱ, ϭϮϳ ;ϯϵͿ, ϭϯϰϲϰ. 
;ϱϲͿ   KŶoppe, “.; DhaƌŵaƌatŶe, A. C.; “ĐhƌeiŶeƌ, E.; Dass, A.; Büƌgi, T. J. Aŵ. Cheŵ. SoĐ. ϮϬϭϬ, 

ϭϯϮ ;ϰϳͿ, ϭϲϳϴϯ. 
;ϱϳͿ   HaƌkŶess, K. M.; Cliffel, D. E.; MĐLeaŶ, J. A. AŶalǇst ϮϬϭϬ, ϭϯϱ ;ϱͿ, ϴϲϴ. 
;ϱϴͿ   Woehƌle, G. H.; BƌoǁŶ, L. O.; HutĐhisoŶ, J. E. J. Aŵ. Cheŵ. SoĐ. ϮϬϬϱ, ϭϮϳ ;ϳͿ, ϮϭϳϮ. 
;ϱϵͿ   “oŶg, Y.; MuƌƌaǇ, ‘. W. J. Aŵ. Cheŵ. SoĐ. ϮϬϬϮ, ϭϮϰ ;ϮϰͿ, ϳϬϵϲ. 
;ϲϬͿ   “oŶg, Y.; HuaŶg, T.; MuƌƌaǇ, ‘. W. J. Aŵ. Cheŵ. SoĐ. ϮϬϬϯ, ϭϮϱ ;ϯϴͿ, ϭϭϲϵϰ. 
;ϲϭͿ   HeaǀeŶ, M. W.; Dass, A.; White, P. “.; Holt, K. M.; MuƌƌaǇ, ‘. W. J. Aŵ. Cheŵ. SoĐ. ϮϬϬϴ, 

ϭϯϬ ;ϭϮͿ, ϯϳϱϰ. 



ϭϬϳ 
 

;ϲϮͿ   Dass,  A.;  TheiǀeŶdƌaŶ,  “.;  Niŵŵala,  P.  ‘.;  Kuŵaƌa,  C.;  JupallǇ,  V.  ‘.;  FoƌtuŶelli,  A.; 
“eŵeŶta, L.; BaƌĐaƌo, G.; )uo, X.; Noll, B. C. J. Aŵ. Cheŵ. SoĐ. ϮϬϭϱ, ϭϯϳ ;ϭϰͿ, ϰϲϭϬ. 

;ϲϯͿ   QiaŶ, H.; EĐkeŶhoff, W. T.; )hu, Y.; PiŶtaueƌ, T.; JiŶ, ‘. J. Aŵ. Cheŵ. SoĐ. ϮϬϭϬ, ϭϯϮ ;ϮϰͿ, 
ϴϮϴϬ. 

;ϲϰͿ   YaŶg, “.; Chai, J.; “oŶg, Y.; KaŶg, X.; “heŶg, H.; ChoŶg, H.; )hu, M. J. Aŵ. Cheŵ. SoĐ. ϮϬϭϱ, 
ϭϯϳ ;ϯϮͿ, ϭϬϬϯϯ. 

;ϲϱͿ   Niŵŵala, P. ‘.; KŶoppe, “.; JupallǇ, V. ‘.; DelĐaŵp, J. H.; AikeŶs, C. M.; Dass, A. J. PhǇs. 
Cheŵ. B ϮϬϭϰ, ϭϭϴ ;ϰϵͿ, ϭϰϭϱϳ. 

;ϲϲͿ   WoŶg, O. A.; HaŶseŶ, ‘.  J.; Ni, T. W.; HeiŶeĐke, C. L.; Coŵpel, W. “.; GustafsoŶ, D. L.; 
AĐkeƌsoŶ, C. J. NaŶosĐale ϮϬϭϯ, ϱ ;ϮϭͿ, ϭϬϱϮϱ. 

;ϲϳͿ   HeiŶeĐke, C. L.; Ni, T. W.; Malola, “.; MäkiŶeŶ, V.; WoŶg, O. A.; HäkkiŶeŶ, H.; AĐkeƌsoŶ, C. 
J. J. Aŵ. Cheŵ. SoĐ. ϮϬϭϮ, ϭϯϰ ;ϯϮͿ, ϭϯϯϭϲ. 

;ϲϴͿ   Ni, T. W.; TofaŶelli, M. A.; Phillips, B. D.; AĐkeƌsoŶ, C. J. IŶorg. Cheŵ. ϮϬϭϰ, ϱϯ ;ϭϯͿ, ϲϱϬϬ. 
;ϲϵͿ   Lee, B.; ‘iĐhaƌds, F. M. J. Mol. Biol. ϭϵϳϭ, ϱϱ ;ϯͿ, ϯϳϵ. 
;ϳϬͿ   )hu, M.; AikeŶs, C. M.; HollaŶdeƌ, F. J.; “Đhatz, G. C.; JiŶ, ‘. J. Aŵ. Cheŵ. SoĐ. ϮϬϬϴ, ϭϯϬ 

;ϭϴͿ, ϱϴϴϯ. 
;ϳϭͿ   YooŶ, B.; HäkkiŶeŶ, H.; LaŶdŵaŶ, U. J. PhǇs. Cheŵ. A ϮϬϬϯ, ϭϬϳ ;ϮϬͿ, ϰϬϲϲ. 
;ϳϮͿ   IoŶita, P.; Caƌagheoƌgheopol, A.; Gilďeƌt, B. C.; CheĐhik, V. J. Aŵ. Cheŵ. SoĐ. ϮϬϬϮ, ϭϮϰ 

;ϯϭͿ, ϵϬϰϴ. 
;ϳϯͿ   LuĐaƌiŶi, M.; FƌaŶĐhi, P.; Pedulli, G. F.; PeŶgo, P.; “ĐƌiŵiŶ, P.; PasƋuato, L. J. Aŵ. Cheŵ. 

SoĐ. ϮϬϬϰ, ϭϮϲ ;ϯϬͿ, ϵϯϮϲ. 
;ϳϰͿ   WoŶg, O. A.; HeiŶeĐke, C. L.; “iŵoŶe, A. ‘.; WhetteŶ, ‘. L.; AĐkeƌsoŶ, C. J. NaŶosĐale ϮϬϭϮ, 

ϰ ;ϭϰͿ, ϰϬϵϵ. 
;ϳϱͿ   DeVƌies, G. A.; BƌuŶŶďaueƌ, M.; Hu, Y.; JaĐksoŶ, A. M.; LoŶg, B.; NeltŶeƌ, B. T.; UzuŶ, O.; 

WuŶsĐh, B. H.; “tellaĐĐi, F. SĐieŶĐe ϮϬϬϳ, ϯϭϱ ;ϱϴϭϬͿ, ϯϱϴ. 
;ϳϲͿ   ‘apiŶo, “.; )eƌďetto, F. Sŵall ϮϬϬϳ, ϯ ;ϯͿ, ϯϴϲ. 
;ϳϳͿ   “oŶg, Y.; WaŶg, “.; )haŶg, J.; KaŶg, X.; CheŶ, “.; Li, P.; “heŶg, H.; )hu, M. J. Aŵ. Cheŵ. SoĐ. 

ϮϬϭϰ, ϭϯϲ ;ϴͿ, Ϯϵϲϯ. 
;ϳϴͿ   “oŶg, Y.; )hoŶg,  J.; YaŶg, “.; WaŶg, “.; Cao, T.; )haŶg,  J.; Li, P.; Hu, D.; Pei, Y.; )hu, M. 

NaŶosĐale ϮϬϭϰ, ϲ ;ϮϮͿ, ϭϯϵϳϳ. 
;ϳϵͿ   DaiŶese, T.; AŶtoŶello, “.; GasĐóŶ, J. A.; PaŶ, F.; Peƌeƌa, N. V.; ‘uzzi, M.; VeŶzo, A.; )oleo, 

A.; ‘issaŶeŶ, K.; MaƌaŶ, F. ACS NaŶo ϮϬϭϰ, ϴ ;ϰͿ, ϯϵϬϰ. 
;ϴϬͿ   KaďsĐh, W. AĐta CrǇstallogr. D Biol. CrǇstallogr. ϮϬϭϬ, ϲϲ ;Pt ϮͿ, ϭϮϱ. 
;ϴϭͿ   “heldƌiĐk, G. M. AĐta CrǇstallogr. A ϮϬϬϴ, ϲϰ ;ϭͿ, ϭϭϮ. 
;ϴϮͿ   DelaŶo, W. The PǇMOL MoleĐulaƌ GƌaphiĐs “Ǉsteŵ http://ǁǁǁ.pǇŵol.oƌg ;aĐĐessed Noǀ 

ϴ, ϮϬϭϱͿ. 
;ϴϯͿ   MaĐƌae, C. F.; EdgiŶgtoŶ, P. ‘.; MĐCaďe, P.; PidĐoĐk, E.; “hields, G. P.; TaǇloƌ, ‘.; Toǁleƌ, 

M.; ǀaŶ de “tƌeek, J. J. Appl. CrǇstallogr. ϮϬϬϲ, ϯϵ ;ϯͿ, ϰϱϯ. 
;ϴϰͿ   )hu, M.; QiaŶ, H.; MeŶg, X.; JiŶ, “.; Wu, ).; JiŶ, ‘. NaŶo Lett. ϮϬϭϭ, ϭϭ ;ϵͿ, ϯϵϲϯ. 
;ϴϱͿ   KŶoppe, “.; Büƌgi, T. AĐĐ. Cheŵ. Res. ϮϬϭϰ, ϰϳ ;ϰͿ, ϭϯϭϴ. 
;ϴϲͿ   KŶoppe, “.; Kothalaǁala, N.; JupallǇ, V. ‘.; Dass, A.; Büƌgi, T. Cheŵ. CoŵŵuŶ. ϮϬϭϮ, ϰϴ 

;ϯϴͿ, ϰϲϯϬ. 
;ϴϳͿ   TofaŶelli, M. A.; AĐkeƌsoŶ, C. J. J. Aŵ. Cheŵ. SoĐ. ϮϬϭϮ, ϭϯϰ ;ϰϭͿ, ϭϲϵϯϳ. 
;ϴϴͿ   “akaŵoto, M.; TaŶaka, D.; TeƌaŶishi, T. Cheŵ SĐi ϮϬϭϯ, ϰ ;ϮͿ, ϴϮϰ. 



ϭϬϴ 
 

;ϴϵͿ   PatskoǀskǇ, Y.; ‘aŵagopal, U.; Alŵo, “. C. Be Puďl. ϮϬϬϱ, Ŷull. 
;ϵϬͿ   Wu, ).; JiŶ, ‘. NaŶo Lett. ϮϬϭϬ, ϭϬ ;ϳͿ, Ϯϱϲϴ. 
;ϵϭͿ   Wu, ).; “uhaŶ, J.; JiŶ, ‘. J. Mater. Cheŵ. ϮϬϬϵ, ϭϵ ;ϱͿ, ϲϮϮ. 
;ϵϮͿ   Wu, ).; GaǇathƌi, C.; Gil, ‘. ‘.; JiŶ, ‘. J. Aŵ. Cheŵ. SoĐ. ϮϬϬϵ, ϭϯϭ ;ϭϴͿ, ϲϱϯϱ. 
;ϵϯͿ   Negishi, Y.; Noďusada, K.; Tsukuda, T. J. Aŵ. Cheŵ. SoĐ. ϮϬϬϱ, ϭϮϳ ;ϭϰͿ, ϱϮϲϭ. 
;ϵϰͿ   Negishi, Y.; Takasugi, Y.; “ato, “.; Yao, H.; Kiŵuƌa, K.; Tsukuda, T. J. Aŵ. Cheŵ. SoĐ. ϮϬϬϰ, 

ϭϮϲ ;ϮϭͿ, ϲϱϭϴ. 
;ϵϱͿ   “heŶ, C.; Hui, C.; YaŶg, T.; Xiao, C.; TiaŶ, J.; Bao, L.; CheŶ, “.; DiŶg, H.; Gao, H. Cheŵ. Mater. 

ϮϬϬϴ, ϮϬ ;ϮϮͿ, ϲϵϯϵ. 
;ϵϲͿ   MoĐk, J. J.; Hill, ‘. T.; DegiƌoŶ, A.; )ausĐheƌ, “.; Chilkoti, A.; “ŵith, D. ‘. NaŶo Lett. ϮϬϬϴ, 

ϴ ;ϴͿ, ϮϮϰϱ. 
;ϵϳͿ   Ghosh, “. K.; Pal, T. Cheŵ. Reǀ. ϮϬϬϳ, ϭϬϳ ;ϭϭͿ, ϰϳϵϳ. 
;ϵϴͿ   ‘eĐhďeƌgeƌ, W.; HoheŶau, A.; LeitŶeƌ, A.; KƌeŶŶ, J. ‘.; LaŵpƌeĐht, B.; AusseŶegg, F. ‘. Opt. 

CoŵŵuŶ. ϮϬϬϯ, ϮϮϬ ;ϭ‐ϯͿ, ϭϯϳ. 
;ϵϵͿ   BogatǇƌeǀ, V. A.; DǇkŵaŶ, L. A.; Khleďtsoǀ, B. N.; Khleďtsoǀ, N. G. Opt. SpeĐtrosĐ. ϮϬϭϰ, 

ϵϲ ;ϭͿ, ϭϮϴ. 
;ϭϬϬͿ   DoaŶe, T. L.; ChuaŶg, C.‐H.; Hill, ‘. J.; Buƌda, C. AĐĐ. Cheŵ. Res. ϮϬϭϮ, ϰϱ ;ϯͿ, ϯϭϳ. 
;ϭϬϭͿ   LaaksoŶeŶ, T.; AhoŶeŶ, P.; JohaŶs, C.; KoŶttuƌi, K. CheŵPhǇsCheŵ ϮϬϬϲ, ϳ ;ϭϬͿ, Ϯϭϰϯ. 
;ϭϬϮͿ   BƌoǁŶ, L. O.; HutĐhisoŶ, J. E. J. Aŵ. Cheŵ. SoĐ. ϭϵϵϵ, ϭϮϭ ;ϰͿ, ϴϴϮ. 
;ϭϬϯͿ   “ĐhŶeideƌ, C. A.; ‘asďaŶd, W. “.; EliĐeiƌi, K. W. Nat. Methods ϮϬϭϮ, ϵ ;ϳͿ, ϲϳϭ. 
;ϭϬϰͿ   Paƌk, “.; Haŵad‐“Đhiffeƌli, K. J. PhǇs. Cheŵ. C ϮϬϬϴ, ϭϭϮ ;ϮϬͿ, ϳϲϭϭ. 
;ϭϬϱͿ   “teǀeŶsoŶ, H. P.; Makhoǀ, A. M.; Caleƌo, M.; Edǁaƌds, A. L.; )eldiŶ, O. B.; Matheǁs, I. I.; 

LiŶ, G.; BaƌŶes, C. O.; “aŶtaŵaƌia, H.; ‘oss, T. M.; “oltis, “. M.; Khosla, C.; NagaƌajaŶ, V.; 
CoŶǁaǇ, J. F.; CoheŶ, A. E.; Caleƌo, G. ProĐ. Natl. AĐad. SĐi. ϮϬϭϰ, ϭϭϭ ;ϮϯͿ, ϴϰϳϬ. 

;ϭϬϲͿ   Kƌeŵeƌ, J. ‘.; MastƌoŶaƌde, D. N.; MĐIŶtosh, J. ‘. J. StruĐt. Biol. ϭϵϵϲ, ϭϭϲ ;ϭͿ, ϳϭ. 
;ϭϬϳͿ   TƌaŶ, N. T.; Poǁell, D. ‘.; Dahl, L. F. AŶgeǁ. Cheŵ. IŶt. Ed. ϮϬϬϬ, ϯϵ ;ϮϮͿ, ϰϭϮϭ. 
;ϭϬϴͿ   MoƌteŶseŶ, J. J.; HaŶseŶ, L. B.; JaĐoďseŶ, K. W. PhǇs. Reǀ. B ϮϬϬϱ, ϳϭ ;ϯͿ, ϬϯϱϭϬϵ. 
;ϭϬϵͿ   EŶkoǀaaƌa, J.; ‘ostgaaƌd, C.; MoƌteŶseŶ, J. J.; CheŶ, J.; Dułak, M.; Feƌƌighi, L.; GaǀŶholt, J.; 

GliŶsǀad, C.; Haikola, V.; HaŶseŶ, H. A.; KƌistoffeƌseŶ, H. H.; Kuisŵa, M.; LaƌseŶ, A. H.; 
Lehtoǀaaƌa,  L.;  LjuŶgďeƌg,  M.;  Lopez‐AĐeǀedo,  O.;  Moses,  P.  G.;  J  OjaŶeŶ;  OlseŶ,  T.; 
Petzold, V.; ‘oŵeƌo, N. A.; “tausholŵ‐Mølleƌ, J.; “tƌaŶge, M.; Tƌitsaƌis, G. A.; VaŶiŶ, M.; 
Walteƌ, M.; B Haŵŵeƌ; HäkkiŶeŶ, H.; MadseŶ, G. K. H.; NieŵiŶeŶ, ‘. M.; Nøƌskoǀ, J. K.; 
Puska, M.; ‘aŶtala, T. T.; “Đhiøtz,  J.; ThǇgeseŶ, K. “.;  JaĐoďseŶ, K. W. J. PhǇs. CoŶdeŶs. 
Matter ϮϬϭϬ, ϮϮ ;ϮϱͿ, ϮϱϯϮϬϮ. 

;ϭϭϬͿ   Peƌdeǁ, J. P.; Buƌke, K.; EƌŶzeƌhof, M. PhǇs. Reǀ. Lett. ϭϵϵϲ, ϳϳ ;ϭϴͿ, ϯϴϲϱ. 
;ϭϭϭͿ   )hu, M.; EĐkeŶhoff, W. T.; PiŶtaueƌ, T.; JiŶ, ‘. J. PhǇs. Cheŵ. C ϮϬϬϴ, ϭϭϮ ;ϯϳͿ, ϭϰϮϮϭ. 
;ϭϭϮͿ   MastƌoŶaƌde, D. N. J. StruĐt. Biol. ϮϬϬϱ, ϭϱϮ ;ϭͿ, ϯϲ. 
;ϭϭϯͿ   GiepŵaŶs, B. N. G.; Adaŵs, “. ‘.; EllisŵaŶ, M. H.; TsieŶ, ‘. Y. SĐieŶĐe ϮϬϬϲ, ϯϭϮ ;ϱϳϳϭͿ, 

Ϯϭϳ. 
;ϭϭϰͿ   Theil, E. C. AŶŶu. Reǀ. BioĐheŵ. ϭϵϴϳ, ϱϲ ;ϭͿ, Ϯϴϵ. 
;ϭϭϱͿ   MeƌĐogliaŶo, C. P.; De‘osieƌ, D. J. J. Mol. Biol. ϮϬϬϲ, ϯϱϱ ;ϮͿ, Ϯϭϭ. 
;ϭϭϲͿ   Diestƌa, E.; FoŶtaŶa, J.; GuiĐhaƌd, P.; MaƌĐo, “.; ‘isĐo, C. J. StruĐt. Biol. ϮϬϬϵ, ϭϲϱ ;ϯͿ, ϭϱϳ. 
;ϭϭϳͿ   Baksi, A.; Xaǀieƌ, P. L.; Chaudhaƌi, K.; Gosǁaŵi, N.; Pal, “. K.; Pƌadeep, T. NaŶosĐale ϮϬϭϯ, 

ϱ ;ϱͿ, ϮϬϬϵ. 



ϭϬϵ 
 

;ϭϭϴͿ   Xaǀieƌ, P. L.; Chaudhaƌi, K.; Baksi, A.; Pƌadeep, T. NaŶo Reǀ. ϮϬϭϮ, ϯ. 
;ϭϭϵͿ   Chaudhaƌi, K.; Xaǀieƌ, P. L.; Pƌadeep, T. ACS NaŶo ϮϬϭϭ, ϱ ;ϭϭͿ, ϴϴϭϲ. 
;ϭϮϬͿ   AhsaŶ Haďiď, M. T. Bull. Cheŵ. SoĐ. JpŶ. ‐ BULL CHEM SOC JPN ϮϬϬϱ, ϳϴ ;ϮͿ, ϮϲϮ. 
;ϭϮϭͿ   Xie, J.; Lee, J. Y.; WaŶg, D. I. C. Cheŵ. Mater. ϮϬϬϳ, ϭϵ ;ϭϭͿ, ϮϴϮϯ. 
;ϭϮϮͿ   TuƌkeǀiĐh, J.; “teǀeŶsoŶ, P. C.; Hillieƌ, J. DisĐuss. FaradaǇ SoĐ. ϭϵϱϭ, ϭϭ ;ϬͿ, ϱϱ. 
;ϭϮϯͿ   FƌeŶs, G. Nature ϭϵϳϯ, Ϯϰϭ ;ϭϬϱͿ, ϮϬ. 
;ϭϮϰͿ   de la FueŶte, J. M.; PeŶadĠs, “. BioĐhiŵ. BiophǇs. AĐta ϮϬϬϲ, ϭϳϲϬ ;ϰͿ, ϲϯϲ. 
;ϭϮϱͿ   HaizheŶ HuaŶg, X. Y. CarďohǇdr. Res. ϮϬϬϰ, ϯϯϵ ;ϭϱͿ, ϮϲϮϳ. 
;ϭϮϲͿ   AŵeŵiǇa, Y.; Aƌakaki, A.; “taŶilaŶd, “. “.; TaŶaka, T.; MatsuŶaga, T. Bioŵaterials ϮϬϬϳ, Ϯϴ 

;ϯϱͿ, ϱϯϴϭ. 
;ϭϮϳͿ   KoliŶko,  I.;  Lohße, A.; Boƌg,  “.; ‘asĐhdoƌf, O.;  Jogleƌ, C.;  Tu, Q.; Pósfai, M.; Toŵpa, É.; 

Plitzko,  J.  M.;  BƌaĐhŵaŶŶ,  A.;  WaŶŶeƌ,  G.;  Mülleƌ,  ‘.;  )haŶg,  Y.;  “Đhüleƌ,  D.  Nat. 
NaŶoteĐhŶol. ϮϬϭϰ, ϵ ;ϯͿ, ϭϵϯ. 

;ϭϮϴͿ   ‘iĐhaƌds, C.  I.; Choi, “.; HsiaŶg,  J.‐C.; AŶtoku, Y.; VosĐh, T.; BoŶgioƌŶo, A.; TzeŶg, Y.‐L.; 
DiĐksoŶ, ‘. M. J. Aŵ. Cheŵ. SoĐ. ϮϬϬϴ, ϭϯϬ ;ϭϱͿ, ϱϬϯϴ. 

;ϭϮϵͿ   Guo, W.; YuaŶ, J.; DoŶg, Q.; WaŶg, E. J. Aŵ. Cheŵ. SoĐ. ϮϬϭϬ, ϭϯϮ ;ϯͿ, ϵϯϮ. 
;ϭϯϬͿ   Díez, I.; ‘as, ‘. H. A. NaŶosĐale ϮϬϭϭ, ϯ ;ϱͿ, ϭϵϲϯ. 
;ϭϯϭͿ   Gugliotti, L. A.; Feldheiŵ, D. L.; EatoŶ, B. E. SĐieŶĐe ϮϬϬϰ, ϯϬϰ ;ϱϲϳϮͿ, ϴϱϬ. 
;ϭϯϮͿ   Gugliotti, L. A.; Feldheiŵ, D. L.; EatoŶ, B. E. J. Aŵ. Cheŵ. SoĐ. ϮϬϬϱ, ϭϮϳ ;ϱϬͿ, ϭϳϴϭϰ. 
;ϭϯϯͿ   Naik, ‘. ‘.; “tƌiŶgeƌ, “. J.; Agaƌǁal, G.; JoŶes, “. E.; “toŶe, M. O. Nat. Mater. ϮϬϬϮ, ϭ ;ϯͿ, 

ϭϲϵ. 
;ϭϯϰͿ   “loĐik, J. M.; “toŶe, M. O.; Naik, ‘. ‘. Sŵall ϮϬϬϱ, ϭ ;ϭϭͿ, ϭϬϰϴ. 
;ϭϯϱͿ   DiaŵaŶti, “.; ElseŶ, A.; Naik, ‘.; Vaia, ‘. J. PhǇs. Cheŵ. C ϮϬϬϵ, ϭϭϯ ;ϮϯͿ, ϵϵϵϯ. 
;ϭϯϲͿ   Yu, J.; BeĐkeƌ, M. L.; Caƌƌi, G. A. LaŶgŵuir ϮϬϭϮ, Ϯϴ ;ϮͿ, ϭϰϬϴ. 
;ϭϯϳͿ   ToŵĐzak, M. M.; “loĐik, J. M.; “toŶe, M. O.; Naik, ‘. ‘. BioĐheŵ. SoĐ. TraŶs. ϮϬϬϳ, ϯϱ ;ϯͿ, 

ϱϭϮ. 
;ϭϯϴͿ   CheŶ, C.‐L.; ‘osi, N. L. AŶgeǁ. Cheŵ. IŶt. Ed. ϮϬϭϬ, ϰϵ ;ϭϭͿ, ϭϵϮϰ. 
;ϭϯϵͿ   Cha, J. N.; “hiŵizu, K.; )hou, Y.; ChƌistiaŶseŶ, “. C.; Chŵelka, B. F.; “tuĐkǇ, G. D.; Moƌse, 

D. E. ProĐ. Natl. AĐad. SĐi. ϭϵϵϵ, ϵϲ ;ϮͿ, ϯϲϭ. 
;ϭϰϬͿ   CuƌŶoǁ, P.; Bessette, P. H.; Kisailus, D.; Muƌƌ, M. M.; DaugheƌtǇ, P. “.; Moƌse, D. E. J. Aŵ. 

Cheŵ. SoĐ. ϮϬϬϱ, ϭϮϳ ;ϰϱͿ, ϭϱϳϰϵ. 
;ϭϰϭͿ   “ŵith, G. P.; BaustiaŶ, K. J.; AĐkeƌsoŶ, C. J.; Feldheiŵ, D. L. J. Mater. Cheŵ. ϮϬϬϵ, ϭϵ ;ϰϰͿ, 

ϴϮϵϵ. 
;ϭϰϮͿ   “Đott, D.; ToŶeǇ, M.; Muzikáƌ, M. J. Aŵ. Cheŵ. SoĐ. ϮϬϬϴ, ϭϯϬ ;ϯͿ, ϴϲϱ. 
;ϭϰϯͿ   “ilǀeƌ, “.; PhuŶg, L. T. J. IŶd. MiĐroďiol. BioteĐhŶol. ϮϬϬϱ, ϯϮ ;ϭϭ‐ϭϮͿ, ϱϴϳ. 
;ϭϰϰͿ   LeŶz, M.; KolǀeŶďaĐh, B.; GǇgaǆ, B.; Moes, “.; CoƌǀiŶi, P. F. X. Appl. EŶǀiroŶ. MiĐroďiol. 

ϮϬϭϭ, ϳϳ ;ϭϯͿ, ϰϲϳϲ. 
;ϭϰϱͿ   HuŶteƌ, W. J. Curr. MiĐroďiol. ϮϬϭϰ, ϲϵ ;ϭͿ, ϲϵ. 
;ϭϰϲͿ   Kessi, J. MiĐroďiologǇ ϮϬϬϲ, ϭϱϮ ;ϯͿ, ϳϯϭ. 
;ϭϰϳͿ   Bozzi, M.; MigŶogŶa, G.; “tefaŶiŶi, “.; Baƌƌa, D.; LoŶghi, C.; ValeŶti, P.; ChiaŶĐoŶe, E. J. 

Biol. Cheŵ. ϭϵϵϳ, ϮϳϮ ;ϲͿ, ϯϮϱϵ. 
;ϭϰϴͿ   Kƌögeƌ, N.; DiĐkeƌsoŶ, M. B.; Ahŵad, G.; Cai, Y.; Haluska, M. “.; “aŶdhage, K. H.; PoulseŶ, 
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