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Abstract: Die hochauflosende Fluoreszenzmikroskopie hat
viele wichtige Entdeckungen in der Biologie und den Materi-
alwissenschaften ermdoglicht. Die Implementierungen der
hochauflosenden Fluoreszenzmikroskopie, wie die Einzel-
molekiil-Lokalisationsmikroskopie (SMLM) und die Mini-
malemissionsfluss-Mikroskopie (MINFLUX) im Lokalisie-
rungsmodus, nutzen Fluorophore, die blinken, d.h. stochas-
tisch ein- und ausgeschaltet werden. Hier prisentieren wir
Nanographene — grofle polyzyklische aromatische Kohlen-
wasserstoffe, die auch als atomar prizise Graphenquanten-
punkte betrachtet werden konnen — als eine neue Klasse von
Fluorophoren fiir die hochauflosende Fluoreszenzmikrosko-
pie. Nanographene weisen hervorragende photophysikalische
Eigenschaften auf: intrinsisches Blinken auch an Luft, ausge-
zeichnete Fluoreszenzriickgewinnung und Stabilitit iiber
mehrere Monate. Als Eignungsnachweis fiir hochauflosende
Anwendungen verwenden wir Nanographene in SMLM, um
hochaufgeloste 3D-Bilder von Siliciumdioxid-Nanorissen zu
erzeugen. Unsere Ergebnisse offnen die Tiir fiir die breite
Anwendung von Nanographen in der hochauflosenden Fluo-
reszenzmikroskopie.

Einleitung

Die hochauflosende Fluoreszenzmikroskopie erlaubt es,
Strukturen mit einer Auflosung zu betrachten, die wesentlich

besser ist als die Auflosung der konventionellen Mikroskopie,
die durch das Beugungslimit beschrinkt ist.*?! Einige wich-
tige Herangehensweisen zur hochauflosenden Fluoreszenz-
mikroskopie beruhen darauf, dass Fluorophore stochastisch
zwischen hellen, emittierenden (Ein-) und dunklen (Aus-)-
Zustinden wechseln, wenn sie kontinuierlich durch Licht
angeregt werden. Dieses Phédnomen liegt der Einzelmolekiil-
Lokalisationsmikroskopie (SMLM) zugrunde, z.B. der sto-
chastischen optischen Rekonstruktionsmikroskopie
(STORM),P! der photoaktivierten Lokalisationsmikroskopie
(PALM)¥  und der Minimalemissionsfluss-Mikroskopie
(MINFLUX) im Lokalisierungsmodus.”! Derzeit werden in
solchen Anwendungen vier Klassen von photoschaltbaren
Fluorophoren verwendet: niedermolekulare organische
Farbstoffe,®”! photoaktivierbare/-schaltbare fluoreszierende
Proteine,®? anorganische Quantenpunkte (QDs)!*'? und
Kohlenstoffpunkte (CDs).*% Jede Klasse von Fluoropho-
ren hat ihre Vor- und Nachteile entweder aus photophysika-
lischer oder aus anwendungstechnischer Sicht.!'”] Organische
Farbstoffe, wie Alexa 647, der Goldstandard in der SMLM,
sind niedermolekulare Verbindungen mit hervorragenden
Blinkeigenschaften wie hohen Photonenzahlen sowie kurzen
Leuchtdauern. Thre photophysikalischen Eigenschaften sind
jedoch stark von der Umgebung (vom Puffer) abhingig, was
ihre Verwendung fiir hochauflésende Bildgebung auf be-
stimmte Umgebungen beschrinkt; aulerdem hat der fiir die
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Bildgebung verwendete Puffer typischerweise eine begrenzte
chemische Reaktionslebensdauer (wenige Stunden) nach der
Probenvorbereitung. Photoaktivierbare/-schaltbare fluores-
zierende Proteine haben eine hervorragende Zielmolekiil-
spezifitit, allerdings resultieren ihre niedrigen Photonenzah-
len in einer geringeren Lokalisierungsgenauigkeit als bei or-
ganischen Farbstoffen."® QDs sind sehr photostabil und hell,
aber ihre groBe GroBe (ca. 10 nm) und ihre lange Leucht-
dauer!" schriinken ihren Einsatz als zuverldssige minimal-
invasive Sonden ein. Auch die Toxizitit von QDs, die
Schwermetallatome enthalten, schrankt ihre Anwendbarkeit
in der Biomedizin ein.'”! CDs haben umgebungsunabhingige
Blinkeigenschaften und sind kleiner als QDs; allerdings re-
sultieren die undefinierten/unterschiedlichen chemischen
Strukturen nicht nur in breiteren Fluoreszenzabsorption und
Emissionsspektren, sondern erschweren auch die zielgerich-
tete Bindung.

Graphen-Quantenpunkte (GQDs) sind Nano-Graphen-
fragmente mit genau definierten, quantisierten Energieni-
veaus. Sie wurden kiirzlich als umweltfreundliche Alternative
zu CDs und QDs vorgeschlagen.”™ GQDs sind fiir die Mi-
kroskopie grundsitzlich hervorragend geeignet, da sie klein
(typischerweise <10 nm) und wenig toxisch sind. Die Syn-
theseverfahren von GQDs konnen im Allgemeinen als Top-
down- oder Bottom-up-Ansatz klassifiziert werden. Das Top-
down-Syntheseverfahren verwendet physikalische oder che-
mische Methoden zum ,,Spalten“ von Graphen® oder an-
deren Kohlenstoff-Allotropen, wie Cg-Fulleren! und dop-
pelwandigen Kohlenstoff-Nanorohren.?? Solche Verfahren
erzeugen GQDs, die sich, dhnlich wie CDs, in Grofe und
chemischer Struktur unterscheiden, was zu heterogenen
photophysikalischen Eigenschaften fiihrt, wie sie auch bei
CDs beobachtet werden. Bei den hier verwendeten Nano-
graphenen handelt es sich um molekular definierte GQDs mit
monodispersem Charakter, d.h. einer prézisen chemischen
Struktur und atomarer Zusammensetzung, die genauer als
(Nano-)Graphenmolekiile bezeichnet werden.?! Sie wer-
den durch ein Bottom-up-Syntheseverfahren hergestellt, bei
dem es sich um eine schrittweise Derivatisierung aus nieder-
molekularen organischen Verbindungen als Ausgangsmate-
rial handelt. Dieses Verfahren, das auf der organischen Syn-
thesechemie beruht, ermdglicht nicht nur die Herstellung von
Nanographenen mit genau definierten Absorptions- und
Emissionsspektren, die durch die prézisen chemischen
Strukturen definiert sind, sondern auch die Einfiihrung ver-
schiedener funktioneller Gruppen® 2! #hnlich wie bei orga-
nischen Farbstoffen, z. B. zur Bindung an bestimmte Liganden
oder fiir Reaktionen mit bestimmten Zielmolekiilen. Die
spektralen (Absorptions- und Emissions-)Eigenschaften von
Nanographenen konnen durch die Erweiterung der Formen
und Kantenstrukturen mit Kohlenstoffatomen angepasst
werden.”” Diese Vorteile ebnen den Weg fiir die Entwicklung
von Nanographenen als neue Klasse von Fluorophoren fiir
die optische Bildgebung. Bisher wurde lediglich stabile
Fluoreszenz (d.h. nicht blinkende Emission) von Nanogra-
phenen nachgewiesen;®>"! da die nicht blinkende Fluores-
zenz nicht fiir die Anwendung von Nanographenen in der
SMLM genutzt werden kann, hat dies bisher den Einsatz von
Nanographenen in diesem Anwendungsbereich verhindert.
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Ergebnisse und Diskussion

Hier zeigen wir, dass Nanographene, entgegen fritheren
Berichten,”>" ein hervorragendes Blinkverhalten zeigen,
das viele herausragende photophysikalischen Eigenschaften
bestehender Chromophore kombiniert; sie sind sehr klein
und blinken unabhingig von der Umgebung (Puffer oder
Luft), was sie ideal fiir die SMLM macht. Diese Entdeckung
ist auf eine verbesserte Nanographensynthese und eine bes-
sere Kontrolle des Aggregationsverhaltens von Nanogra-
phenen zuriickzufiihren. Wir zeigen, dass das breite Portfolio
der Nanographene, fiir die die chemischen Strukturen und
damit die Absorptions- und Emissionsspektren prizise ab-
gestimmt werden konnen, nahezu ideale Eigenschaften als
neue Klasse von Sonden fiir die hochauflosende Mikroskopie
mit Multiplexing und 3D-SMLM bietet.

Hier charakterisieren wir die Eigenschaften von vier Ar-
ten von Graphenmolekiilen (GMs), DBOV-Mes, GM-C60,
GM-C78 und GM-C96, als Blinksonden im Vergleich mit
Alexa 647, einem weit verbreiteten organischen Fluorophor
in der SMLM. Zu diesen Eigenschaften gehoren 1) GroBe,
2) Absorptions- und Emissionsspektren, 3) Leuchtdauern
(Bruchteil der Zeit, in dem sich ein Molekiil in seinem fluo-
reszierenden Zustand befindet) und 4) Photonenzahl (er-
fasste Photonen pro Schaltereignis). Abbildung 1a,b zeigt die
chemischen Strukturen und Spektren von DBOV-Mes (Di-
benzolhi,stjovalen (DBOV) mit zwei Mesityl(Mes)-Grup-
pen)B-32 und GM-C60P% mit Alkyl-Seitenketten. DBOV-
Mes (GM-C38) und GM-C60 bestehen aus 38 bzw. 60 sp*-
hybridisierten Kohlenstoffatomen in ihren aromatischen
Kernen, beide mit einer GroBe von etwa 1-2 nm. Die che-
mischen Strukturen und Spektren von GM-C78, GM-C96 und
Alexa 647 sind in den Abbildungen S1 und S2 der Hinter-
grundinformationen dargestellt. Tabelle 1 zeigt allgemeine
Fluoreszenzcharakterisierungen von Nanographenen in ei-
nem organischen Losungsmittel und von Alexa 647 in wéss-
riger Losung. Alle gemessenen Nanographene weisen gut
definierte Absorptions- und Emissionsspektren mit unter-
schiedlichen Emissionswellenlangen auf. DBOV-Mes hat sehr
enge Absorptions- und Emissionsspektren, die mit denen
gingiger organischer Farbstoffe wie Alexa 647 vergleichbar
sind, was dieses Nanographen ideal fiir die mehrfarbige
Bildgebung macht.

Wie bereits erwihnt, behalten Alexa 647 und andere or-
ganische Farbstoffe die richtigen Blinkeigenschaften in einem
speziellen Blinkpuffer. Hier wurde ein Standardpuffer ver-
wendet, der ein enzymatisches Sauerstoffabfangsystem mit
Glucose-Oxidase und einem primdren Thiol (Cysteamin,
MEA)® enthilt. Meistens verschlechtern sich infolge von
Oxidationsreaktionen oder Nebenreaktionen diese fiir die
Bildgebung geeigneten Puffer im Laufe der Zeit, und die
Blinkbedingungen werden nur fiir einige Stunden beibehal-
ten.['" Wir haben die Blinkeigenschaften von Nanographenen
in verschiedenen Umgebungen (d.h. ohne Blinkpuffer) ge-
messen und mit denen von Alexa 647 unter den optimierten
Bedingungen verglichen (Tabelle2 und Abbildungen S3-
S10). Als einfache Messung zur Demonstration der Blink-
leistung von Nanographenen in verschiedenen Umgebungen,
basierend auf der Beobachtung von Blinkereignissen, quan-
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Abbildung 1. Fluoreszenz- und Blinkeigenschaften von Nanographenen. a) Chemische Struktu-
ren von den ausgewihlten Nanographenen DBOV-Mes (GM-C38) und GM-C60. b) Absorptions-
(durchgezogene Linien) und Emissionsspektren (gestrichelte Linien) von DBOV-Mes (rot) und
GM-C60 (blau). c) Reprisentative, an Luft gemessene Einzelmolekiil-Fluoreszenzzeitspur von
GM-C60 und Alexa 647 (Einschub) in einem Standard-Blinkpuffer mit Thiol (MEA, 10 mm) und
einem Sauerstoffabfangsystem [(Glucose-Oxidase mit Katalase (GLOX)]. d) Leuchtdauer (Zeit-
dauer, in der sich ein Molekiil in seinem fluoreszierenden Zustand befindet) von GM-C60 (blau)
und Alexa 647 (orange), berechnet aus Einzelmolekiil-Fluoreszenzzeitspuren. Die Leuchtdauer
wurde innerhalb des Zeitfensters 300-500 s (grauer Kasten) berechnet. e) Histogramm der de-
tektierten Photonen pro Schaltereignis und einzelne exponentielle Anpassung von GM-C60 und
Alexa 647 (Einschub). Die mittleren Photonenzahlen wurden durch die exponentielle Anpassung
bestimmt. f) Mittlere Anzahl Photonen, die pro Schaltereignis fiir Alexa 647 (orange) im Blink-
puffer, DBOV-Mes (rot) und GM-C60 (blau) in DPBS, eingebettet im Polystyrol-Film oder an
Luft, erkannt wurden. Bei Alexa 647 konnten keine Blinkereignisse ohne den Blinkpuffer visuali-
siert werden. Fehlerbalken entsprechen dem 95% Konfidenzintervall der Anpassung. Detaillierte
quantitative Analysen von Alexa 647 in Blinkpuffer, DBOV-Mes und GM-C60 in verschiedenen
Umgebungen sowie die anderen Arten von Nanographen, die in einen PS-Film eingebettet sind,
finden sich in Abschnitt 1 der Hintergrundinformationen.

Tabelle 1: Fluoreszenzeigenschaften von verschiedenen Nanographenen und Alexa 647 in Lésung.
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tifizierten wir die Leuchtdauer und die
durchschnittlichen Photonenzahlen pro
Blinkereignis fiir Nanographen an Luft,
in Dulbeccos phosphatgepuffertem
Kochsalzpuffer (DPBS) oder eingebet-
tet in einem Polystyrol (PS)-Film. Wie
aus dem représentativen Datensatz in
Abbildung 1c hervorgeht, zeigt das Na-
nographen GM-C60 ein intrinsisches
Blinken an der Luft. Abbildung 1d,e
zeigt die Leuchtdauer und die mittlere
Photonenzahl pro Schaltereignis von
GM-C60 im Vergleich zu den Eigen-
schaften von Alexa 647. Abbildung 1 f
und Tabelle 2 zeigen, dass DBOV-Mes
und GM-C60 in jeder Umgebung
durchschnittliche Photonenzahlen pro
Blinkereignis aufweisen, die etwa das
1.3-Fache derjenigen von Alexa 647 im
optimierten Blinkpuffer betragen, wéh-
rend vergleichbare Leuchtdauer und
Blinkzeiten beibehalten werden. Dieser
Befund demonstriert die Vielseitigkeit
von Nanographen-Fluorophoren im
Vergleich zu niedermolekularen Farb-
stoffen; sie behalten die fiir die SMLM
geforderten Eigenschaften: gutes Blin-
ken unter Umgebungsbedingungen, und
keine spezielle Chemie des Puffers ist
erforderlich. Was den Blinkmechanis-
mus von Nanographenen betrifft, so
lasst ihr Blinken in verschiedenen Um-
gebungen auf einen anderen Mechanis-
mus schlieBen als bei herkommlichen
organischen Farbstoffen,* Halbleiter-
Quantenpunkten™** und Kohlenstoff-
punkten.'®  Die Aufklirung des
Blinkmechanismus von Nanographenen
ist Thema der laufenden Forschung.
Zusitzlich zu den hervorragenden
Blinkeigenschaften haben wir auch die
Photostabilitdt und chemische Stabilitét
der Nanographene DBOV-Mes und
GM-C60 untersucht, indem wir die
Photonenzahl pro Schaltereignis quan-

Farbstoff Anregungs-  Emissions- ~ FWHM des FWHM des Extinktions- ~ Quanten-  Helligkeit
maximum maximum Anregungsspektrums ~ Emissionsspektrums  koeffizient ausb. [Mem™
[nm] [nm] [nm] [nm] [MTem™

Alexa 647 650" 665F! 380 350 239000"! 033" 78870

DBOV-Mes (GM-C38) 610 614 15 22 70000 0.79 55300

GM-C60 412 701 84 220 22000 0.1 2200

GM-C78 - 513 - 80 54000 0.02 1080

GM-C96 491 650 83 141 61000 0.01 610

[a] Spektrale Maxima, Extinktionskoeffizient und Quantenausbeute von Alexa 647 aus Lit. [9]. [b] Halbwertsbreite (FWHM) der Anregungs- und
Emissionsspektren von Alexa 647 vom Farbenhersteller. [c] Spitzenwellenlinge des Signals und FWHM des GM-C78-Anregungsspektrums sind wegen
der Wellenlingenbegrenzung des Spektrometers nicht verfiigbar. Die Fluoreszenzeigenschaften von Nanographenen wurden in Toluollésung ge-

messen.
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Tabelle 2: Zusammenfassung der Blinkeigenschaften von verschiedenen Nanographenen und Alexa 647.

Alexa 647 DBOV-Mes (GM-C38) GM-C60 GM-C78 GM-C96
Umgebung Blinkpuffer® DPBS-Puffer  Luft  Polystyrol DPBS-Puffer  Luft  Polystyrol Polystyrol  Polystyrol
erkannte Photonen 3438 4918 5570 4902 3673 4960 4690 5740 5020
pro Schaltereignis
Leuchtdauer [x 107 2.1 13 4.7 8 5.3 1.2 3.2 2.7 1.7
Blinkzeit [ms] 65 87 108 54 75 79 96 83 94

[a] Blinkeigenschaften von Alexa 647, gemessen in Gegenwart eines enzymatischen Sauerstoffabfangsystems [Glucose-Oxidase mit Katalase (GLOX)]
und eines primiren Thiols (MEA, 10 mm). Zwei repréasentative Nanographene, DBOV-Mes und GM-C60, wurden in drei verschiedenen Umgebungen
gemessen: Luft, DPBS und eingebettet in PS, wihrend die beiden anderen Nanographene, GM-C78 und GM-C96, nur in einem PS-Film gemessen

wurden.

tifiziert haben. Abbildung 2a,b zeigt die gemessenen mittle-  Monate unverdndert. AuBerdem wurde die Langzeitstabilitét
ren Photonen pro Blinkereignis von DBOV-Mes und GM- von DBOV-Mes durch Messung des Absorptionsspektrums
C60 an Luft und im PS-Film fiir frisch vorbereitete sowie fiir ~ von in Toluol gelostem DBOV-Mes iiber einen Zeitraum von
iiber mehrere Monate aufbewahrte Proben. Die Blinkeigen-  sechs Monaten bestimmt. Wir fanden keine Veridnderungen
schaften von DBOV-Mes und GM-C60 blieben iiber mehrere  im Absorptionsspektrum der DOBV-Mes-Losung, wie in

b
o

DBOV-Mes W Fresh W Remeasured GM-C60 M Fresh M Remeasured
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Abbildung 2. Umgebungsstabilitit und Photoriickgewinnungs-Eigenschaften der Nanographene
DBOV-Mes und GM-C60. a,b) Vergleich der pro Schaltereignis erfassten mittleren Photonenan-
zahl fur DBOV-Mes und GM-C60 an Luft und im PS-Film direkt nach der Probenvorbereitung
sowie die Resultate einer erneuten Messung nach der in der Legende angegebenen Wartezeit.
Hinweis: Die Probe von GM-C60 an Luft wurde vor der Nachmessung unter Umgebungsbedin-
gungen aufbewahrt und nicht vor Licht geschiitzt. Alle anderen Proben wurden in einer dunklen
Umgebung bei Raumtemperatur aufbewahrt. c) Als reprisentative Fluoreszenzbilder werden drei
ausgewihlte Bilder gezeigt: 1, 20000 und 20001. d) Anzahl der erfassten Blinkereignisse pro
Bild im Vergleich zur Bildnummer (Zeit). Das erste und zweite Bild in (c) wurden mehr als

16 min (20000 Bilder) voneinander entfernt unter kontinuierlicher 4-kWcm*-Anregung mit

532 nm (griine Linie) aufgenommen. Ausgehend von Frame 20001 wurde eine zusitzliche 405-
nm-Anregung (blaue Linie) mit 0.30 kWcm™ fur 1-1.65 s eingestrahlt, und dies wurde etwa alle
1000 Bilder wiederholt. Die Anzahl der im leuchtenden Zustand befindlichen Nanographene
konnte durch die Probenregeneration mit der 405-nm-Bestrahlung wiederholt erh6ht werden.
Einschub (in Rosa): Beispiel fiir die Fluoreszenzriickgewinnung nach ca. 1.5 s Belichtungszeit
mit dem 405-nm-Laser. Die in (c) und (d) gezeigte Messung der Nanographenprobe von DBOV-
Mes an Luft erfolgte 125 Tage nach der Probenherstellung.

Abbildung S11 gezeigt, was auf eine
geringe Aggregationstendenz in orga-
nischen Losungsmitteln und eine hohe
Stabilitit von DBOV-Mes schliefien
lasst.

Wie bereits zuvor gezeigt,*!* kann
die Fluoreszenzemission einiger orga-
nischer Farbstoffe, einschlieBlich Ale-
xa 647, aus einem dunklen (Aus-)Zu-
stand mit einem Puls von ultraviolet-
tem oder blauem Licht in den Ein-Zu-
stand zuriickgewonnen werden. Wir
filhrten ein &hnliches Wiederherstel-
lungsexperiment an Nanographenen
durch, indem wir zunichst eine konti-
nuierliche Anregungsstrahlung
(532 nm) verwendeten, um die meisten
Nanographene in einen dunklen Zu-
stand zu versetzen, und danach den
Anteil der Molekiile bestimmten, die
sich nach schwacher Beleuchtung mit
einem 405-nm-Laser erholten. Abbil-
dung 2 c zeigt drei Bilder mit Rohdaten
von links nach rechts, die zu Beginn der
Messung, nach 16 min kontinuierlicher
Bestrahlung mit einem 532-nm-Laser
und nach einer kurzen Beleuchtung mit
405 nm (ca. 1.5s) aufgenommen wur-
den. Um die Fluoreszenzriickgewin-
nung durch den 405-nm-Laser zu
quantifizieren, wurde die Anzahl der
detektierten Blinkereignisse in einem
Zeitraum von mehr als 30 min analy-
siert. Wie in Abbildung 2d dargestellt,
hat die Anzahl der erfassten Blinker-
eignisse von Nanographen mit einer
Zeit von iiber 16 min (20000 Bilder) ab
Beginn des Experiments abgenommen.
In den folgenden 15 min wurde ein zu-
sitzlicher Erholungslaserpuls (405 nm)
fiir 1-2 s hinzugenommen und alle ca.
1000 Bilder eingeschaltet. Die Menge
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der Blinkereignisse zeigt deutlich, dass
eine betrdchtliche Anzahl von Nano-
graphenen nach jeder 405-nm-Be-
strahlung wieder in den eingeschalteten

[
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+300

Zustand versetzt wurde. Sowohl Ale-
xa 647 als auch DBOV-Mes konnen in :
einen reversiblen Aus-Zustand versetzt Si02

N A

subset 1
subset 2

-300 ’

und stochastisch aktiviert werden, je-
doch bleibt die reversible Natur von
Alexa 647 nur erhalten, wenn es sich
um einen frisch zubereiteten Blinkpuf-
fer handelt. Dagegen behilt die Probe
mit DBOV-Mes an Luft auch 125 Tage
nach der Priparation ihr Blinkverhal-
ten bei, wie in Abbildung 2d darge-
stellt. Aus praktischer Sicht erweitert
eine solche reversible Aktivierung der
Photoriickgewinnungs-Eigenschaften T
von DBOV-Mes, auch an Luft, die R
Einsatzmoglichkeiten von Nanogra- z b
phenen in der hochauflosenden Mi- ;
kroskopie in besonderem Mafe.

Als konzeptionellen Beweis fiir den
Einsatz von Nanographen in der hoch-
auflosenden Mikroskopie wurden Na-
nometer-grof3e Risse in Glas produziert
und mit 3D-SMLM untersucht. Die
mittels 3DE-SMLM erhaltenen Bilder
wurden mit Rasterkraftmikrosko-
pie (AFM)-Bildern verglichen. Abbil-
dung 3a zeigt schematisch das fiir 3D-
SMLM und AFM genutzte Vorgehen,
mit dem Nanographene sowohl auf der
Oberfldche eines Deckglases als auch
in den Rissen abgelagert wurde. Das
Deckglas wurde zunéchst mit der kon-
ventionellen Hellfeldmikroskopie
(Abbildung S12a) und der Fluoreszenzmikroskopie (Abbil-
dung S12b) untersucht. Mittels SMLM wurde der Zeitverlauf
einer 2D-Bilderserie aufgenommen, und die Rohdaten der
Bilder wurden verwendet, um die Nanographene, in drei
Dimensionen, innerhalb der Probe zu lokalisieren. Fiir diese
3D-Lokalisierung wurde das Mikroskopsystem erst kalibriert
(Abbildungen S13 und S14), anschlieBend wurden die
DBOV-Mes-Molekiile, mit einer Genauigkeit von 17.2 nm,
tiber einen +300 nm groBen Bereich entlang der z-Achse
lokalisiert. Eine detaillierte Beschreibung der 3D-Lokalisie-
rung sowie ein direkter Vergleich der Bilder eines konven-
tionellen Mikroskops mit den Bildern 3D-SMLM-Methode
werden in Abschnitt 2 der Hintergrundinformationen be-
reitgestellt. Die so bestimmten Molekiilpositionen wurden in
zwei Kategorien unterteilt, die auf der bimodalen Verteilung
der Lokalisierungszahlen in Abhéngigkeit von der Position
auf der z-Achse beruhen (Abbildung S14). Eine Intensitéts-
projektion der ersten Untergruppe fiir die z-Positionen von
+300 bis —10nm (Abbildung 3b) zeigt erwartungsgemif3
eine relativ homogene Verteilung von Nanographenen auf
der Glasoberfliche (und nicht tief in die Spalten hinein).
Dagegen zeigt die Intensitéitsprojektion aus der zweiten Un-
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Abbildung 3. Hochaufgeléste 3D-Mikroskopieaufnahmen von nanometergroflen Rissen in einem
Glassubstrat. a) Bildgebungsverfahren fiir die , gedtzten* Deckgliser, die Merkmale von Rissen
und Untergruppen von Molekiilen zeigen, die auf (griin schattiert) oder direkt unter (rot schat-
tiert) der makroskopischen (flachen) Glasoberfliche positioniert sind. Nach der Abscheidung
von Nanographenen (DBOV-Mes) auf den Deckgldsern (links) wurde die Struktur mit 3D-SMLM
(Mitte) und AFM (rechts) abgebildet. Die resultierende blinkende Lokalisation von 3D-SMLM
wurde in zwei Untergruppen unterteilt, die die Verteilung der Nanographene in der Nihe (griin)
und rechts unterhalb (rot) der Glas-Luft-Grenzflache in den Spalten anzeigen. b) Fiir die Intensi-
tatsprojektion entlang der z-Achse zwischen 300 und —10 nm (Untergruppe 1), oberhalb der
,gedtzten* Struktur, wurde eine relativ zufillige riumliche Verteilung der Nanographene beob-
achtet. c) Fiir den Bereich zwischen —10 und —300 nm (Untergruppe 2) ist die rdumliche Struk-
tur der Risse erkennbar. d) AFM-Bilder zeigen die Oberflichenstruktur im Bereich von Interesse
in (b) und (c). e) Die Uberlagerung des SMLM-Bildes in (c) und des AFM-Bildes in (d) zeigt
nach der Bildregistrierung starke Uberlappungsmerkmale. f, g) Linienprofile von AFM- (d) und
SMLM-Aufnahmen (c) zeigen eine FWHM iiber ca. 70 bzw. 80 nm.

tergruppe von z=-—10 bis —300 nm (Abbildung 3c) ein
Muster von Nanographenen, das wesentlich heterogener ist,
was darauf hinweist, dass sie sich innerhalb der geitzten
Risse, unter der Oberfldche der Spalten befinden.

Als Vergleich wurde AFM verwendet, um die Unter-
struktur der Spalten in den gleichen Bereichen wie in Ab-
bildung 3b,c abzubilden. Das AFM-Bild zeigt eine ebene
Oberfliche mit zahlreichen Spalten (Abbildung3d). Ein
groflerer Bildausschnitt des topologischen AFM-Bilds im
gleichen Bereich findet sich in Abschnitt 3, Abbildung S15,
der Hintergrundinformationen. Nach der Bildregistrierung
(Abbildung 3e) des AFM-Bildes und des SMLM-Bildes von
z=—10 bis —300 nm zeigen die beiden hochaufgeldsten Bil-
der hochkorrelierte Merkmale an Positionen mit Spalten
(Abbildung 3e), was zeigt, dass die Nanographen-Positionen
in der zweiten Untergruppe tatsdchlich die Unterstruktur der
Risse offenbaren. Wie in den angegebenen Linienprofilen in
Abbildung 3d,e dargestellt, weisen das Oberfldchenprofil des
AFM-Bildes (Abbildung 3 f) und das auf SMLM basierende
Intensitétsprofil (Abbildung 3g) eine dhnliche FWHM der
»palte® von 70 bzw. 80 nm auf.
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Es wurden verschiedene Techniken zur Strukturaufkla-
rung von Nanostrukturen entwickelt, z.B. Rontgenmikro-
skopie,®®) AFMP? und Elektronenmikroskopie (EM),“” je-
doch ist ihre Anwendbarkeit eingeschréankt. Die Kombination
mit auBergewohnlich stabilen und intrinsisch blinkenden
Nanographenen in der 3D-SMLM ermdoglicht die Visualisie-
rung von Nanostrukturen in groBerer Tiefe als mit AFM, wo
die geometrische Beschriankung der Spitze Probleme verur-
sachen kann, oder mit Methoden wie der EM-Tomographie,
die eine vollstdndige Probenzerstérung erfordert.

Zusammenfassung

Nanographene mit atomar definierten chemischen
Strukturen zeigen dank ihres umgebungsunabhingigen
Blinkverhaltens, der hohen Photonenzahlen, der guten Sta-
bilitdt und der gut definierten Anregungs- und Emissions-
spektren ideale Eigenschaften fiir verschiedene hochauflo-
sende Mikroskopietechniken. Wir haben durch hochreine
Herstellung und Probenvorbereitung diese Eigenschaften
entdeckt, die im Gegensatz zur weitverbreiteten Meinung
stehen, dass Nanographene konstante Fluoreszenzstrahler
sind. Atomgenaue Nanographene blinken in verschiedenen
Umgebungen und zeigen gegeniiber Alexa 647, dem aktuel-
len niedermolekularen Goldstandard-Farbstoff, hohe Photo-
nenzahlen pro Blinkereignis sowie eine geringe Leuchtdauer.
Dariiber hinaus weisen die Nanofarbstoffe eine extrem hohe
Probenstabilitit auf, die um mehr als das 1000-Fache hoher ist
als die von Alexa 647. Die nanometergenaue Strukturabbil-
dung von gedtzten Rissen in Glas zeigt das Potenzial von
Nanographenen in der hochauflosenden Fluoreszenzmikro-
skopie fiir Anwendungen in der Materialwissenschaft. Die
hervorragende chemische Kontrolle und die umgebungsun-
abhingigen Blinkeigenschaften von Nanographenen bieten
zudem eine gute Moglichkeit, Blinkmechanismen zu unter-
suchen, was fiir organische Farbstoffe infolge der komplexen
Pufferabhingigkeit und der relativ geringen Haltbarkeit von
Pufferlosungen eine anspruchsvolle Aufgabe ist.!! Dariiber
hinaus konnen spezifische funktionelle Seitengruppen an den
peripheren Positionen der Nanographene angebracht werden,
z.B. hydrophile Gruppen, um die Wasserloslichkeit und
Bindungsfunktionalitét fiir das Protein-Targeting zu verbes-
sern, was Nanographene zu vielversprechenden Farbstoffen
fiir das Bio-Imaging macht.

Experimentelles

Mikroskopie

3D-SMLM wurde mit einem SR GSD 3D (Leica) mit vier Lasern
durchgefiihrt: 488 nm (300 mW), 532 nm (500 mW) und 642 nm
(500 mW) fiir die Anregung und 405 nm (30 mW) fiir die Fluores-
zenzreaktivierung. Ein ,,HCX PL APO 160 x 1.43 NA Oil CORR-
TIRF“-Objektiv (Leica) und der ,, Total Internal Reflection“(TIRF)-
Modus wurden fiir Einzelmolekiil-Blinkmessungen und fiir hoch-
aufgeloste Bilder verwendet. Fiir alle Messungen von Nanographe-
nen wurden ein 532-nm-Laser und ein Emissionsbandpassfilter (550
650 nm/449-451 nm) verwendet. Fiir die Messungen mit Alexa 647
wurden der 642-nm-Laser und ein Emissionsbandpassfilter (660
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760 nm) verwendet. Das Mikroskop war mit einer EMCCD-Kamera
(iXonDU-897, Andor) ausgestattet. Die resultierenden Bilder haben
eine PixelgroBe von 100 nm. Die detaillierte Beschreibung des ex-
perimentellen Aufbaus ist in den Hintergrundinformationen, Ab-
schnitt 4.1, zu finden.

Die Rasterkraftmikroskopie (Dimension FastScan, Bruker)
wurde im ,, Tapping mode* an Luft durchgefiihrt. Ein standardmafi-
ger V-formiger Siliciumnitrid-Cantilever mit einer Federkonstante
von 26 Nm ™! mit einer pyramidenférmigen Spitze von Bruker-AFM-
Sonden (OTESPA-R3) wurde montiert. Die Spitze hat im Durch-
schnitt eine Hohe von 15 um und einen Kriimmungsradius von etwa
10 nm bei einem Scheitelwinkel von 35° und 18°. Weitere Informa-
tionen zum AFM sind in den Hintergrundinformationen, Ab-
schnitt 4.2, zu finden. Die AFM-Bilder (512 Pixel x 512 Pixel) wurden
mit einer ,line rate” von 0.5 Hz aufgenommen.

Experimente zu Blinkeigenschaften von einzelnen Nanographe-
nen und Alexa 647

Zur Beurteilung der Blinkeigenschaften einschlielich Photonen
pro Schaltereignis und Leuchtdauer wurden Nanographenproben in
verschiedenen Einbettmedien wie Luft, DPBS und Polystyrol her-
gestellt. Zum Vergleich wurden zusitzliche Proben mit Alexa 647 in
einem Sauerstoffabfangsystem vorbereitet. Details sind in den Hin-
tergrundinformationen, Abschnitt 5, zu finden.

Fiir jede Nanographenvariante wurden mehrere Serien von je
20000 Bildern aufgenommen. Nanographene wurden wihrend der
Bildgebung mit der entsprechenden Wellenlédnge kontinuierlich an-
geregt. Die Bilder wurden mit einer Belichtungszeit von 50 ms und
einer EM-Verstarkung von 100 aufgenommen.

Um Zeitspuren einzelner Molekiile zu extrahieren, wurde zu-
ndchst eine Maximalintensitidtsprojektion der aufgezeichneten Zeit-
reihen erzeugt. Die Molekiile wurden danach im Projektionsbild
maximaler Intensitét lokalisiert und gaben die Positionen aller Mo-
lekiile an, die wahrend der aufgezeichneten Zeitreihen sichtbar wa-
ren. Einzelmolekiil-Zeitspuren wurden danach als Hintergrund-kor-
rigierte Intensitdten an diesen Positionen iiber alle aufgenommenen
Bilder extrahiert. Photonenzidhlungen und Blinkzeiten wurden durch
die Lokalisierung einzelner Molekiilpositionen in allen Frames und
die Zusammenfiihrung zu Blinkereignissen bestimmt. An die resul-
tierenden Histogramme von Photonen pro Blinkereignis und Blink-
dauer wurde eine einzige Exponentialfunktion angepasst. Die Mit-
telwerte und Fehler wurden aus den jeweiligen Anpassungen extra-
hiert. Eine detaillierte Beschreibung findet sich in den Hintergrund-
informationen, Abschnitt 6.

Um die Photowiederherstellungs-Eigenschaften von Nanogra-
phenen zu untersuchen, wurden 40000 Bilder mit einer Belichtungs-
zeit von 50 ms und einer EM-Verstarkung von 100 aufgenommen. Bei
den ersten 20000 Bildern wurden Bilder durch kontinuierliche La-
serbestrahlung bei 532nm mit einer Bestrahlungsstirke von
4kWcm™? aufgenommen. Wihrend der Aufnahme der Bilder zwi-
schen Bild 20000 bis Bild 40000 wurde zusétzlich der 405-nm-Laser
mit einer Intensitit von 0.30 kWem™ fiir 1-1.65 s angewendet, was
etwa alle 1000 Bilder wiederholt wurde. Die Bilder wurden verar-
beitet und die Positionen zur Analyse bestimmt.

Experimente zur Bildgebung von 3D-Rissstrukturen

Eine milde chemische Behandlung wurde verwendet, um nano-
metergrofle ,,Risse” in die Oberfldche eines Borosilikatdeckglases
(ibidi, Gridded glass coverslips Grid-50) zu dtzen. Fiir die Fluores-
zenzbildgebung wurden 5 puL (1 nm) Nanographen in Toluol auf dem
Deckglas aufgebracht. Die detaillierte Probenvorbereitung ist in
Abschnitt 7 der Hintergrundinformationen beschrieben. Fiir die
hochaufgeloste Abbildung der 3D-Spalten auf den Deckgldsern
wurde der TIRF-Modus verwendet, um die Proben mit einer Inten-
sitidt von 10 kWem™ bei einer Laserwellenlinge von 532 nm anzu-
regen. 40000 Bilder mit einer Belichtungszeit von 50 ms und einer
EM-Verstarkung von 100 wurden aufgenommen und verarbeitet, um
die 3D-Positionen zu bestimmen. AFM-Bilder derselben Region
wurden aufgenommen, und das resultierende Bild ist in Abbil-
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dung S15a dargestellt. Die komplette Bildiiberlagerung von AFM
und SMLM nach der Bildregistrierung ist in Abbildung S15b zum
Vergleich gezeigt.
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