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Abstract: Entgegen der iiblichen Annahme aufgrund von
Photozerstorungswegen durch hoher angeregte Zustinde
zeigen wir, dass eine weitere Verbesserung der Photostabilitdt
mit diffusionsbasierten Photostabilisierungsstrategieren mog-
lich ist. Einzelmolekiil-Fluoreszenzspektroskopie offenbart,
dass Thiolationen effektiv Triplett-Zustinde durch photoin-
duzierten Elektronentransfer loschen. Dabei entsteht selten ein
Radikalanion, sondern der Farbstoff kehrt durch einen nahezu
instantan erfolgenden Elektronen-Riicktransfer (Zwillings-
rekombination) effizient in den Grundzustand zuriick. Fiir
gewohnlich verwendete Reduktionmittel wie Ascorbinsdure
oder Trolox wird hingegen keine Zwillingsrekombination be-
obachtet. Der Mechanismus vermeidet die Bildung von Radi-
kalkationen und verbessert die Photostabilitit von Fluoro-
phoren. Wir zeigen, dass eine Kombination aus 3-Mercapto-
ethanol und klassischem reduzierenden und oxidierenden
System fiir einige Farbstoffe die besten Resultate liefert.

I n den letzten Jahren wurden bedeutende Fortschritte beim
Verstidndnis von Einzelmolekiil-Photoblinken und -Bleichen
erzielt, woraus sich eine Gruppe von Rezepturen sowohl fiir
Einzelmolekiilmessungen als auch fiir Superauflosungsmi-
kroskopie entwickelt hat."! Konzepte zur Stabilisierung der
Fluoreszenzintensitdt und Photostabilitit von organischen
Farbstoffen beinhalten iiblicherweise Sauerstoffentzug durch
eines von mehreren enzymatischen Sauerstoffentzugssyste-
men” und die Entvolkerung verschiedener reaktiver Zwi-
schenprodukte, wie Triplett- und Radikalionen-Zustidnde.
Triplett-Zustinde werden zum Beispiel durch Cyclooctatet-
raen entvolkert oder durch Elektronentransferreaktionen mit
Oxidationsmitteln wie Methylviologen (MV), Nitrobenzylal-
kohol oder Troloxchinon (TXQ), und Reduktionmitteln wie
Trolox (TX) und Ascorbinsdure (AA). Nach dem ROXS-
Prinzip®! werden durch Photoionisierung oder (Triplett)-
Oxidation gebildete Radikalkationen durch Reduktionsmit-
tel wieder in den Grundzustand zuriickgefiihrt. Alternativ
werden von reduzierenden Photostabilisatoren verursachte
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Abbildung 1. Photophysikalisches Modell organischer Farbstoffe in An-
wesenheit von Reduktions- und Oxidationsmitteln. Der Farbstoff wird
wiederholt vom Grundzustand S, in den ersten angeregten Singulett-
Zustand S, angeregt (k,,) und kann zu S, unter Emission eines Pho-
tons zurtickkehren. Gelegentlich verursacht das Intersystem Crossing
(kisc) einen Ubergang des Farbstoff in den Triplett-Zustand T,. Von hier
konkurrieren mehrere Wege zur Riickkehr nach S, (k) mit der Redukti-
on zu einem Radikalanion-Zustand A~ (kg rot), von wo der Farbstoff
nach S, reoxidiert wird (k.,, blau). Diese Elektronentransferreaktionen
kénnen auch in umgekehrter Reihenfolge ablaufen. Photobleichen
(graue Pfeile) tritt hauptsichlich von Zustinden mit langer Lebens-
dauer und hoher angeregten Zustinden (S,) auf.

Radikalanionen durch Oxidationsmittel aus der Losung
wieder in den Grundzustand iiberfiihrt (Abbildung 1).*4

Wihrend solche Photoschutzrezepturen die Photostabili-
tat fiir manche Fluoreszenzfarbstoffe bis zu 5000-fach erho-
hen und mehr als 10° Photonen von einzelnen Molekiilen
unter biologisch relevanten Bedingungen emittiert werden
konnen,! wird die Photostabilitit fiir andere Farbstoffe we-
niger verbessert, insbesondere fiir solche die unterhalb von
600 nm angeregt werden.’*® Es wurde vorgeschlagen, dass
die Anregung mit Licht kiirzerer Wellenldngen mit Photo-
zerstorungswegen iiber hoher angeregte Zustinde einher-
geht, die nicht mit den diffusionsbegrenzten Schutzmecha-
nismen iblicher Photostabilisierungsrezepturen blockiert
werden kénnen.®”) Aber selbst wenn die Absorption zu hoher
angeregten Singulett-Zustdnden der erste Schritt auf dem
Weg zum Photobleichen ist, konnte die Ereigniskette dorthin
immer noch ldangerlebige Zustinde beinhalten, die mit pas-
senden Zusatzreagentien entvolkert werden kénnen.®!

Wir stellen hier die Reduktion mit effizientem Elektro-
nen-Riicktransfer (Zwillingsrekombination, ZR) als einen
Photoschutzmechanismus vor, der die Photostabilitit von
Farbstoffe im Wellenldngenbereich unter 600 nm deutlich
verbessert. Unsere Messungen deuten darauf hin, dass die
erhohte Photobleichtendenz bei kiirzeren Wellenldngen mit
photooxidierten Zustinden zusammenhéngt, die durch ZR
vermieden werden. Dazu wird lediglich eine einzige alipha-
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tische Thiolverbindung benétigt. Diesen Mechanismus leiten
wir aus Messungen an einzelnen Farbstoffmolekiilen ab, die
mithilfe von Oligonukleotiden auf einer BSA/Biotin/Neutra-
vidin-Oberflidche immobilisiert sind.

Aliphatische Thiole, wie [}-Mercaptoethanol (ME) oder
B-Mercaptoethylamin, zeigen Photoschutzwirkung, ohne
dabei Fluoreszenz zu ldschen (siehe Lit. [9], zit. Lit.), und
werden daher seit vielen Jahren in der Fluoreszenzmikro-
skopie verwendet. Thnen werden viele niitzliche Eigenschaf-
ten, wie antioxidative FEigenschaften, Triplett-Loschung,
Sauerstoffentzug und Entfernen reaktiver Sauerstoffspezies
zugeschrieben.[***!% Seit kurzem werden sie auch bevorzugt
in der Superauflosungsmikroskopie verwendet, da einzelne
Fluoreszenzfarbstoffe in Anwesenheit von Thiolen durch
UV- und sichtbares Licht reversibel an- bzw. ausgeschaltet
werden konnen.''! Obwohl Thiole hiufig als Photostabilisa-
toren eingesetzt werden, wurden sie noch nicht im Kontext
aktueller Photostabilisierungsstrategien, die sich auf die
Entvolkerung reaktiver Zwischenprodukte fokussieren, un-
tersucht.

Fiir unter 600 nm absorbierende Farbstoffe wie Atto532,
Alexa532 oder Alexa568 ist die nicht zufriedenstellende
Fluoreszenz durch ein Bild einzelner Molekiile und eine In-
tensititsspur in Abbildung 2a veranschaulicht. Alexa568
fluoresziert zwar in Gegenwart von Reduktions- und Oxida-
tionsmitteln (2 mM Mischung aus TX/TXQ;" enzymatischer
Sauerstoffentzug bei allen Messungen) kontinuierlich ohne
zu Blinken, aber bleicht schnell.

Wird ME anstelle der gewohnlichen ROXS-Reagentien
verwendet, wird eine deutlich erhohte Photostabilitdt in
Kombination mit hiufigem Blinken beobachtet (Abbil-
dung 2b, Abbildungen S1b-d zeigen Fluoreszenzspuren mit
zunehmender ME-Konzentration). Dieses Blinken im Milli-
sekundenbereich tritt auch auf, wenn ein klassisches Reduk-
tionsmittel wie AA eingesetzt wird. Quantitativ erscheint das
Blinken allerdings sehr unterschiedlich (vergleiche Bilder
und Spuren in Abbildung 2b,c) und zudem ist die Photosta-
bilitdt mit ME deutlich hoher als mit AA. Da ME ein Re-
duktionsmittel ist, ordnen wir die Fluoreszenzunterbrechun-
gen (Dunkelzustinde) Radikalanionen zu, die durch eine
photoinduzierte Reduktion des Triplett-Zustands gebildet
werden."”! Das Verschwinden der Aus-Zustinde in Gegen-
wart von Oxidationsmitteln (TX/TXQ-Mischung, Abbil-
dung 2d)P! stiitzt diese Interpretation. Eine solche Kombi-
nation eines Thiols mit ROXS-Reagentien optimiert Einzel-
molekiil-Fluoreszenzmessungen, da das Blinken minimiert
wird, aber eine hohe Photostabilitit erhalten bleibt.

Die Daten werfen die Frage auf, wie sich der Wirkme-
chanismus der Thiolverbindung von dem der klassischen
Reduktionsmittel AA oder TX, die iiblicherweise in ROXS-
Rezepturen verwendet werden, unterscheidet.’**! Daher
analysieren wir die Intensititsfluktuationen im Detail. Eine
Autokorrelations(AC)-Analyse (Abbildung 2b, Abbildung
S2; siehe die Hintergrundinformationen fiir Details der AC-
Analyse) offenbart Intensitétsfluktuationen auf zwei Zeit-
skalen in Gegenwart von Thiolen. Die kurze Komponente
ordnen wir dem Triplett-Zustand zu, der mit zunehmender
ME-Konzentration schneller entvolkert wird (Abbil-
dung S1b-d). Interessanterweise nimmt dabei die Photosta-
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Abbildung 2. Konfokale Bilder (1.2x1.7 um? 2 mspx~', 50 nmpx ™',
Farbskala 0-150 Photonenpx "), 1s Ausschnitte aus Fluoreszenzspu-
ren in Abwesenheit von Sauerstoff und AC-Funktionen (rechts, Offset
abgezogen G’(t) =G(7)—1) mit biexponentieller Anpassung (blau, rot)
fiir Alexa568-Molekiile. a) Im ROXS Puffer (TX/TXQ) emittiert das Mo-
lekiil stabil, aber bleicht schnell. Es kann keine signifikante AC-Ampli-
tude beobachtet werden. b) ME verursacht Blinken des Farbstoffs, wel-
ches im Scan und in der Spur sichtbar ist. Die AC-Analyse offenbart
Intensititsfluktuationen auf zwei Zeitskalen: schnelle Triplett-Dynamik
und Dynamik im ms-Bereich (Redox-Blinken). c) Das Reduktionsmittel
AA ruft ebenfalls Blinken hervor, aber die Anzahl detektierter Photonen
vor dem Blinken ist stark reduziert im Vergleich zu (b). d) Das beste
Resultat wird mit einer Kombination aus ROXS und ME erreicht,
womit das Fluorophor ohne signifikant zu blinken emittiert und langer
lebt als ohne ME.

bilitdt immer weiter zu. Das Blinken aufgrund der Bildung
von Radikalanionen (lange Komponente der AC) erscheint
hingegen unabhéngig von der ME-Konzentration. Ausgehend
von einem biexponentiellen Abfall der AC-Funktion be-
rechnen wir die Ubergangsraten und die Zahl der detektier-
ten Photonen, bevor der Farbstoff in einen Triplett- (Ny) oder
Radikal-Zustand (N,,) iibergeht. Die Triplett-Lebensdauern
tr verschiedener Farbstoffe, einschlieBlich Atto532, Alexa568
und Atto647N, nehmen gleichermaBen ab (Abbildung 3a).
Ein analoger Effekt der Triplett-Entvolkerung wird erreicht,
wenn statt der ME-Konzentration der pH-Wert erhoht wird
(Abbildung S3), was darauf hindeutet, dass das Thiolatanion
die aktive Spezies ist (in Ubereinstimmung mit Lit. [13]).
Ublicherweise nimmt N,, mit zunehmender Reduktions-
mittelkonzentration ab, weil die Reduktion mit direkten
Tripett-Singulett-Ubergingen (k,) konkurriert und bei hohe-
ren Konzentrationen auch Singulett-Loschung einsetzt.'?! Bei
Atto647N und Alexa568 nimmt N,, aber iiberraschender-
weise mit der Thiolkonzentration zu (Abbildung 3b). Im Fall
von Atto532 wird N,, zwar leicht reduziert, aber deutlich
weniger, als vom ROXS-Konzept und der effizienten Triplett-
Loschung in Abbildung 3a zu erwarten wire. Dieser Unter-
schied im Einfluss von Thiolen auf die Photophysik vergli-
chen mit dem tiblichen Reduktionsmittel AA lésst sich leicht
mit konfokalen Scans immobilisierter Alexa568-Molekiile
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Abbildung 3. Analyse des Léschmechanismus von Thiolen. Fehlerbal-
ken entsprechen den Standardabweichungen von Gaufi-Verteilungen
(Abbildung S2). a) Die Triplett-Lebensdauern t; von Atto532 (blaue
Kreise), Alexa568 (schwarze Quadrate) und Atto647N (rote Dreiecke)
sind indirekt proportional zur ME-Konzentration. b) Entsprechende N,
fiir dieselben Farbstoffe zeigen ein deutlich unterschiedliches Verhal-
ten. c) N,, in Anwesenheit von 1% ME nehmenab, wenn AA mit ME
um die Triplett-Léschung konkurriert. Die gestrichelte Linien sind An-
passungen (N,,=Ny/(1—®°,/(1+a[AA]t))) an die experimentellen
Daten, wobei Ny und t; auf die Werte in Abwesenheit von AA festge-
setzt sind. Mit statistischer Gewichtung erhilt man @°, von 99.0%
(Atto647N) und 99.6% (Alexa568) und & von 4.0 um~'s™' (Atto647N)
und 5.4 um~'s™' (Alexa568) (siehe Text und die Hintergrundinforma-
tionen). d) ZR-ROXS-Schema, bei dem ZR erfolgreich mit der Bildung
von Radikalionen konkurriert.

demonstrieren (Abbildung S4). Weil eine Zunahme der AA-
Konzentration die Bildung von Dunkelzustinden immens
beschleunigt (reduzierte N,,), sind die Molekiile in Abwe-
senheit von Sauerstoff kaum zu detektieren. Stattdessen
verbessert eine Zunahme der ME-Konzentration die Sicht-
barkeit der Molekiile, weil sich diese seltener in einem
Dunkelzustand befinden. Daraufhin quantifizieren wir den
Effekt der AA-Konzentration auf N,, in Anwesenheit von
1% ME fiir die Farbstoffe Atto647N und Alexa568. Abbil-
dung 3c zeigt, dass N,, fiir niedrige AA-Konzentrationen
konstant bleibt und nur beeinflusst wird, wenn die Konzen-
tration hoch genug ist, damit AA mit dem vorhandenen
Thiolat um die Triplett-Loschung konkurrieren kann. Die
kiirzere Triplett-Lebensdauer von Alexa568 im Vergleich zu
Atto647N (Abbildung 3a) erklédrt, warum die Abnahme von
N,, bei Atto647N schon bei niedrigeren Konzentrationen
einsetzt. Des Weiteren stellen wir fest, dass Ny fiir Atto647N
konstant bleibt, wihrend N,, reduziert wird (Abbildung S5).
Dies stiitzt die Annahme, dass die Reduktion vom T;- und
nicht vom S;-Zustand stattfindet.

Aus all diesen Informationen schlieBen wir, dass Thiolat-
ionen tatsdchlich Triplett-Loscher sind. Allerdings wirken sie,
im Gegensatz zu AA oder TX, nicht nur einfach als Reduk-
tionmittel, sondern sie konnen einen zusétzlichen Triplett-
Loschmechanismus hervorrufen. Unsere Ergebnisse sind im
Einklang mit einem Mechanismus, bei dem die Reduktion
gefolgt von ZR mit der Reduktion gefolgt vom Verlassen des
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Losungsmittelkéfigs konkurriert (Abbildung 3d), was auch
fiir Alkylsulfide beobachtet wurde.'¥ Fiir diesen Mechanis-
mus wird eine schwache Abhingigkeit von N, von der
Thiolatkonzentration erwartet. In erster Ndherung sollte N,
ebenso wie die ZR-Ausbeute (@,,, der Anteil der ZR-Ereig-
nisse bezogen auf alle Thiolatreduktionen einschlieBlich ZR
und Entkommen der Radikale), unabhingig von der Thio-
latkonzentration sein. Beachtet man zusétzlich die intrinsi-
sche Rate k,, die mit der Thiolatreaktion konkurriert, sollte
N,, mit zunehmender Thiolatkonzentration etwas abnehmen.
Andererseits zeigen Farbstoffe oft auch ohne redoxaktiven
Reagentien ein Blinken, das langsamer als Triplett-Blinken ist
und durch Photooxidation oder durch Reduktion durch re-
doxaktive Gruppen in der unmittelbaren Umgebung des
Farbstoffs verursacht werden kann (z.B. durch Guanosin in
der zur Immobilisierung verwendeten DNA oder durch
Wechselwirkung mit der BSA-beschichteten Oberfliche).?**
Da solche Einfliisse mit zunehmender Thiolatkonzentration
verringert sind, kann N, auch etwas ansteigen.

Ein Vergleich der Zahl detektierter Photonen vor Uber-
gangen in den Triplett-Zustand zur Zahl der Photonen vor
Ubergiingen in den Radikal-Zustand (@,,=1—-Ny/N,,) zeigt,
dass die Ausbeute @,, fiir alle untersuchten Farbstoffe bei
etwa 99 % liegt. Die Ahnlichkeit der Ausbeuten ist plausibel,
da das gebildete Thiyl-Radikal ungeladen ist und die Farb-
stoffe eine vergleichbare Grof3e haben. Wie fiir einen ZR-
Mechanismus erwartet, nimmt @, fiir Atto647N mit zuneh-
mender Viskositét von 99.0 auf fast 99.5 % zu (Abbildung S6).
Je hoher die Viskositét ist, desto niedriger wird die Wahr-
scheinlichkeit, dass die Produkte der anfinglichen Reduktion
den Losungsmittelkéfig verlassen konnen. Die Zunahme um
0.5% bedeutet eine Verdopplung der Zahl detektierter
Photonen, bevor ein Radikalion entsteht. Die Tatsache, dass
die Aus-Zeiten mit zunehmender Thiolatkonzentration nicht
abnehmen (Abbildung S7), bestitigt unsere Interpretation
eines  Zwillingsrekombinations(ZR)-ROXS-Mechanismus
anstatt eines Zweikomponenten(tc)-ROXS-Mechanismus."!
Der leichte Anstieg der Aus-Zeiten ist im Einklang mit der
berichteten Sauerstoffentzug-Eigenschaft von Thiolen.%!1%

Um das optimale Photostabilisierungssystem fiir blaue/
griine Farbstoffe oder sogar ein generelles System fiir alle
Farbstoffe zu erhalten, untersuchen wir das Photobleichen
von einzelnen Molekiilen mithilfe von interner Totalreflexi-
ons-Fluoreszenzmikroskopie. Fiir Alexa568 sehen wir, dass
die Photostabilitit in Gegenwart von Thiolen zunimmt und
das beste Ergebnis mit einer Kombination von ME und tc-
ROXS, durch das verbleibendes Blinken unterdriickt wird,
erreicht wird (Abbildung 4a, Abbildung S8 und Video 1).
Dagegen weist Atto647N, obwohl N,, zunimmt (Abbil-
dung 3b), ein deutlich abweichendes Verhalten auf (Abbil-
dung 4b). Wihrend Atto647N extrem photostabil mit tc-
ROXS ist,* ist Photobleichen mit Thiolen scheinbar etwa 20-
fach verstédrkt. Allerdings stellt eine Reaktivierung mit UV-
Licht (405 nm) die Fluoreszenz wieder her, was zeigt, dass die
Farbstoffe nicht irreversibel geblichen sind (Abbildung S9).
Es ist bekannt, dass Thiole neben Photoschutzwirkung auch
die reversible Bildung von langlebigen Dunkelzustinden
hervorrufen, welche wahrscheinlich durch Photoaddition
verursacht werden.!"*41%! Daher kénnen die meisten Farb-
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Abbildung 4. Absolute Zahl detektierter Photonen bis zum Photoblei-
chen (Mittelwert 4+ SD von mindestens drei Messungen) in verschie-
denen Puffern. ,,GOC*: enzymatischer Sauerstoffentzug in Tris pH 8.6,
» +FTX/TXQ": GOCH+2 mm TX/TXQ; ,, +ME“: GOC+ 1% ME; , +TX/
TXQ+ME“: GOC+2 mm TX/TXQ und 1% ME. a) Fiir Alexa568
nimmt die Photonenzahl mit ME verglichen mit konventionellem tc-
ROXS zu und das beste Ergebnis wird mit ME und TX/TXQ erreicht.
b) Im Fall von Atto647N reduziert die Zugabe von ME aufgrund von
langlebigen Dunkelzustianden die Photonenzahl (Abbildung S9). Unter
,GOC“ und , + ME“-Bedingungen weisen die Molekiile deutliches
Blinken auf (Abbildung 2).

stoffe mit UV-Licht sowohl an- als auch ausgeschaltet
werden, was fiir die Superauflosungsmikroskopie genutzt
wird.'""™ 9 Das erklirt, warum die Photostabilitit von
Atto647N in Gegenwart von Thiolen niedriger erscheint
(Abbildung 4b). Eine stirkere Stabilisierung konnte daher
durch UV-Reaktivierung erreicht werden. Ebenso zeichnet
sich fiir andere Farbstoffe, einschlieBlich Atto532, Alexa532
und Alexa488, eine verbesserte Photostabilisierung mit tc-
ROXS oder mit ZR-ROXS ab (Abbildung S10). Nichtsdes-
totrotz kann eine UV-Photoaktivierung die Gesamtphoto-
nenzahl in Gegenwart von Thiolen in allen Féllen weiter er-
hohen. ' Eine verbesserte Photostabilitit mit ZR-ROXS ist
naheliegend, weil die Farbstoffe weniger lange in potenziell
reaktiven Radikalanion-Zustédnden verweilen und insbeson-
dere Radikalkationen-Zustinde vermieden werden. Die
Verbesserung im Vergleich zu tc-ROXS zeigt auch, dass die
verbliebenen Photozerstorungswege fiir kurzwellige Farb-
stoffe nicht nur mit hoher angeregten Zustinden zusam-
menhédngen. Auch wenn eine aktive Rolle von Redoxmitteln
wie AA und MV beim Photobleichen nicht ausgeschlossen
werden kann, so hat es den Anschein, dass insbesondere se-
mioxidierte Formen als Zwischenstufe fiir Photobleichen
fungieren (Abbildung S11 und Diskussion in den Hinter-
grundinformationen).

Hier stellen wir die Zwillingsrekombination als Photo-
stabilisierungsmechanimus in der Einzelmolekiil-Biophysik
vor. Unsere Daten weisen darauf hin, dass Thiole im Unter-
schied zu klassischen Reduktionsmitteln wie AA und TX eine
ZR-Ausbeute von iiber 99 % aufweisen und damit Triplett-
und Redox-Blinken selbst in Abwesenheit von Oxidations-
mitteln verringern. Da Thiole auch langlebige Dunkelzu-
stinde induzieren konnen, kann die Zahl detektierter Pho-
tonen bis zum scheinbaren Photobleichen abnehmen
(Atto647N) oder zunehmen (Alexa568), abhingig vom indi-
viduellen Schutz durch ZR im Vergleich zur Tendenz zu
Schalten. Daraus ergibt sich die Moglichkeit einer besseren
Photostabilisierung durch diffusionsbegrenzte Mechanismen,
da gegenwirtige Rezepte empfindliche photooxidierte Zu-
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stinde beinhalten.®”) Unsere Ergebnisse erweitern den
ROXS-Mechanismus und stoBen eine (neuerliche) Suche
nach photostabilisierenden Substanzen an, die eine hohe ZR-
Ausbeute aufweisen, ohne Schalten zu verursachen. Der hier
préasentierte Photostabilisierungsmechanismus &hnelt dem
Mechanismus selbstheilender Farbstoffe, mit dem Unter-
schied, dass keine kovalente Bindung erforderlich ist und die
Schutzeinheit stetig erneuert wird.!"

Aus praktischer Sicht verbessert eine Mischung aus tc-
ROXS und ME generell das Verhalten von organischen
Farbstoffen, wenngleich die relativen Konzentrationen in
jedem Einzelfall angepasst werden miissen. Den Triplett-
Zustand tiber ZR zu entvolkern, erscheint insbesondere auch
fiir Einzelmolekiilmessungen an diffundierenden Molekiilen
vielversprechend, weil selbst eine geringe Zahl an ZR-Zyklen
die Photonenrate direkt erhoht und die Diffusionszeit gene-
rell so kurz ist, dass seltene und langlebige Radikal-Zusténde
vernachléssigbar sind. Auerdem sind die Substanzen fiir den
ZR-ROXS-Mechanismus biokompatibel. Sie werden haufig
in physiologischen Puffern verwendet (z.B. Dithiothreitol
(DTT), sieche ZR-ROXS mit DTT in Abbildung S12) und
kommen in lebenden Zellen vor (z.B. Glutathion).
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