Phyton (Austria) Vol. 18 | Fasc. 3—4 | 127—135 18. 5. 1978
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Zusammenfassung

Es wurden die Faktoren untersucht, die die Stabilitit von SH-Ver-
bindungen (Glutathion, Cystein) in Fichtennadelextrakten beeinflussen.
Die in den Extrakten vorhandenen Phenoloxidasen oxydieren die eben-
falls anwesenden Polyphenole zu Chinonen, die durch Ascorbinsidure aber
sofort wieder zu den entsprechenden Phenolen reduziert werden. Erst
wenn durch diesen Prozefl die Ascorbinsdure vollkommen verbraucht ist,
héufen sich die Chinone an. Die Chinone reagieren nun in einer irreversiblen,
nicht-enzymatischen Reaktion mit den SH-Verbindungen und es setzt eine
schnelle Abnahme der SH-Konzentration ein. Ascorbinsiure iibt daher
eine Schutzwirkung auf SH-Verbindungen aus und Glutathion und Cystein
bleiben in Pflanzenextrakten umso linger stabil, je grofler der Ascorbin-
sduregehalt der Losung ist. Allgemein sollten Pflanzenextrakte, in denen
SH-Verbindungen bestimmt werden, mit 0,159, wissriger Ascorbinsdure
hergestellt werden.

Summary

The factors influencing the stability of SH-compounds in spruce
needles (Picea abies) extracts were investigated. Phenoloxidases present in
the extract oxidize polyphenols to quinones which in turn are immediately
reduced to the parent phenols by ascorbic acid. Only when ascorbic acid
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is completely consumed by this process quinones may accumulate and
react in an irreversible, non enzymatic reaction with the SH-compounds
leading to a rapid fall in the SH-concentration. The higher the ascorbic acid
content of the extract the more stable are the SH-compounds. Accordingly
ascorbic acid exerts a protecting action on SH-compounds and it is re-
commended to use a 0,15%, aqueous solution of ascorbic acid for preparing
plant extracts in which SH-compounds should be analyzed.

1. Einleitung

Verbindungen mit Sulfhydrylgruppen (SH-Gruppen), wie Glutathion,
Cystein und SH-Proteine, spielen bei sehr vielen biochemischen und
physiologischen Prozessen eine wesentliche Rolle und sind daher essentiell
fiir alle tierischen und pflanzlichen Zellen (FLOEE ef al. 1974, ESTERBAUER
1975, Kroung-EuricE & UntvcrT-GRAU 1976). Wihrend bei tierischem
Material die quantitative Bestimmung der SH-Gruppen im allgemeinen
problemlos ist, kénnen bei pflanzlichem Material erhebliche Schwierig-
keiten auftreten, weil die SH-Verbindung in den Homogenaten zum
Teil schnell verindert werden.

Bei der Untersuchung von Fichtennadeln wurde die Erfahrung ge-
macht, daB} Glutathion und Cystein in den Nadelhomogenaten zwar wesent-
lich weniger stabil ist als in einer Pufferlosung gleichen pH-Wertes, daf}
jedoch ihre Konzentration innerhalb von 30 Minuten in der Regel nicht
meBbar abnimmt, sodal eine quantitative Bestimmung bei den meisten
Nadelproben moglich war (GRILL & EsTERBAUER 1973a). In manchen
Nadelhomogenaten und in den Homogenaten vieler anderer immergriiner
Pflanzen war Glutathion so instabil, daf eine Glutathionanalyse nicht
moglich war. In dieser Arbeit wird gezeigh, daBl fiir die Stabilitdt von SH-
Verbindungen in Pflanzenextrakten der Ascorbinsduregehalt der Losung
entscheidend ist.

2. Material und Methode

2.1. Allgemeines
Die Herstellung der Extrakte und die SH-Bestimmungen (GSH +
CySH) mit DTNB 1) erfolgte nach friither beschriebenen Methoden (GriLL &
EsrerBAUER 1973a). Die Ascorbinséurebestimmung erfolgte im wesent-
lichen nach Amsr 1965. Eine eingehende Beschreibung der in Tabelle 1
angegebenen Versuche findet sich bei Beck 1975.

2.2. Bestimmung der Stabilitdat von 2-Nitro-5-thiobenzoeséure
In einer 1 em Kiivette wurde der Reihe nach gegeben: 1 ml 0,2M
Phosphatpuffer pH 7,0, 1 ml 1,25 x10~* M 2-Nitro-5-thiobenzoesdure in

1) Abkiirzungen: CySH = Cystein, GSH = Glutathion, DTNB =
5,5’-Dithiobis-nitrobenzoeséiure, AS = Ascorbinsédure.
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H,O (hergestellt nach EsTErRBAUER, GRILL & ZorTER 1977) und 0,5 ml
Fichtennadelextrakt. Der Abfall der Absorption bei 412 nm wurde konti-
nuierlich aufgezeichnet. Die GréBe von Ag/Minute wurde als Maf fiir die
Fihigkeit der Extrakte SH-Verbindungen umzusetzen verwendet. Bei den
in Tabelle 1 angegebenen Versuchen wurde von den einzelnen Fraktionen
Aliquotes verwendet, die 0,56 ml Extrakt entsprachen. Das Testvolumen war
in allen Fillen 2,5 ml.

3. Ergebnisse

3.1. Abnahme der SH-Konzentration in Fichtennadelextrakten

In frisch hergestellten Extrakten (pH ca. 4,0) waren endogene oder
zugesetzte SH-Verbindungen (CySH, GSH) relativ stabil und zeigten
innerhalb einer Stunde keine meBbare Konzentrationsabnahme (Grinn &
EsterBAUER 1973a). Wurde der pH Wert der Extrakte jedoch auf pH 7,0
erhoht, so nahm der SH-Gehalt, variierend mit der Nadelprobe, meistens
innerhalb von 10 bis 80 Minuten auf Null ab. Wie in Abb. 1 an einem Bei-
spiel gezeigt wird, ging der nach etwa 60 Minuten einsetzenden sehr raschen
Abnahme eine Art lag-Phase voraus, in der der SH-Gehalt nur langsam
abnahm. Allgemein war bei hohem Ascorbinsiuregehalt die lag-Phase
lang, sodaBl in manchen Fillen der schnelle Abfall iiberhaupt ausblieb.
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Abb. 1. Stabilitit von Glutathion in einem Fichtennadelextrakt.

1: 10 ml frischer Extrakt -+ 20 ml H,0 + 20 ml 1,8 x 10-* M GSH, pH 4,0.
2: 10 ml frischer Extrakt - 20 ml 0,2 M Phosphatpuffer pH 7,0 4 1,8 x10—* M
GSH, pH 17,0.

3: 10 ml Extrakt (3 Tage bei 4° C offen gestanden) + 20 ml 0,2 M Phosphat-
puffer pH 7,0 + 1,8 x 10+ M GSH, pH 7,0.
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Diese lag-Phase dauerte bei verschiedenen Extrakten verschieden lang und
war allgemein umso kleiner, je dlter der Extrakt war. Extrakte, die 1 bis 2
Tage bei pH 7,0 gelagert waren, zeigten bei der Umsetzung von zugesetztem
CySH bzw. GSH keine lag-Phase mehr. In Extrakten von ungeschidigten
Nadeln waren SH-Verbindungen bei pH 7,0 meistens etwas stabiler (lingere
lag-Phase) als in Extrakten rauchgeschidigter Nadeln, bei denen in einigen
Extremfillen der SH-Gehalt innerhalb von 2—3 Minuten auf Null abnahm.
Da fiir die quantitative SH-Bestimmung mit dem Errmaw-Reagens
DTNB (Erman 1959) der Extrakt auf pH 7,0 eingestellt werden muB,
war bei instabilen Extrakten eine sehr schnelle Ausfiihrung der Bestimmung
notwendig. Eine weitere Schwierigkeit ergab sich bei solchen Extrakten
auch dadurch, dafl die bei der Bestimmung sich bildende gelbe SH-Ver-
bindung (2-Nitro-5-thiobenzoesdure = DTNB-Anion) ebenfalls schnell
abnimmt, sodaB eine Messung der Gelbfirbung nur angendhert méglich
war.

3.2. Ursachen der Instabilitit von SH-Verbindungen in Fichtennadel-
extrakten

Das Interesse galt vor allem den nach der lag-Phase ablaufenden
Vorgéngen, die zu einem schnellen Abfall der SH-Konzentration fiihren.
Es wurden fiir diese Untersuchungen daher Extrakte verwendet, die 1 bis
2 Tage bei pH 7,0 gelagert waren und keine lag-Phase mehr zeigten. Vor-
versuche ergaben, dafl Extrakte, in denen CySH bzw. GSH instabil war,
auch zugesetzte 2-Nitro-5-thiobenzoesdure schnell umsetzten. Fiir die
Experimente zur Ermittlung der fiir die Instabilitdt von SH-Verbindungen
verantwortlichen Faktoren wurde daher nicht GSH bzw. CySH, sondern
2-Nitro-5-thiobenzoesiure als Testsubstanz gewadhlt, weil sich deren Ab-
nahme einfach und kontinuierlich durch Messen des Absorptionsabfalls
bei 412 nm verfolgen 148t. Tabelle 1 bringt die wichtigsten Experimente
die mit dem Extrakt bzw. Fraktion des Extrakts durchgefiihrt wurden.
Die Ergebnisse dieser und weiterer nicht angefiihrter Versuche (Bzox 1975)
lassen den SchluB zu, da8 die SH-Abnahme durch die im folgenden Schema
dargestellte Reaktionsfolge beschrieben werden kann.

Polyphenol ehydroascorbinsdure

Phenoloxidase+0p \‘ \02

Chinon Ascorbinsdure

RSH \

Chinon-RSH-Addukt



131

Die Extrakte enthalten Polyphenole (EsTERBAUER, GrRILL & BECK
1975) und die phenoloxidierenden Enzyme Laccase (ESTERBAUER,
ScrwarzL & Havw 1977) und Peroxydase (ESTERBAUER, GRILL & ZOTTER
1977). Durch diese Enzyme werden die Polyphenole mit O, zu Chinonen
oxidiert, die in einer irreversiblen, nicht-enzymatischen Reaktion sofort
mit den vorhandenen SH-Verbindungen zu Addukten reagieren (Masow &

Tabelle 1
EinfluB verschiedener Bedingungen sowie der Fraktionierung auf die Ge-
schwindigkeit der Umsetzung von 2-Nitro-5-thiobenzoesédure durch Fichten-
nadel-Extrakt (relative Geschwindigkeit, Ausgangsextrakt = 100)

relative

Bedingung. Geschwindigkeit
Extrakt.

unter Luft 100

unter N, 0

+ Ascorbinsdure 30

15 Minuten auf 100° C erhitzt 30
dialysierbarer Anteil des Extraktes 30
nicht dialysierbarer Anteil 30
dialysierbarer - nicht dialysierbarer Anteil 85
Trennung mit Sephadex G 25:

niedermolekulare Fraktion 10

hochmolekulare Fraktion 10
Trennung mit ges. (NH,),80,:

Pracipitat 90

Uberstand 10
(NH,),S0,-Pricipitat, Sephadex G 25:

niedermolekulare Fraktion 0

hochmolekulare Fraktion A 0

Fraktion A - Brenzkatechin 100

PrrrrsoN 1965, ESTERBAUER, ScHWARZL & HayN 1977). Damit sind die
in der Tabelle 1 angefiihrten Befunde im Einklang, wonach fiir die Um-
setzung von SH-Verbindungen eine hochmolekulare Komponente
(Phenoloxidase), eine niedermolekulare Komponente (Polyphenole) und
0, notwendig sind. Ein weiterer wesentlicher Faktor ist die Ascorbinsédure.
Solange in den Extrakten Ascorbinsdure vorhanden ist, reduziert sie auf
Grund ihres Redoxpotentials von E = —166 mV (pH 4,0) die gebildeten
Chinone (E bei pH 4,0 ca. -+300 bis 4600 mV) sofort wieder in einer nicht
enzymatischen Reaktion zu den entsprechenden Phenolen, sodal keine
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SH-Abnahme eintritt. Erst wenn die Ascorbinséure vollkommen oxidiert
ist, hidufen sich Chinone an und es setzt die beobachtete schnelle SH-
Abnahme ein. Damit erkliart sich auch, warum dem schnellen SH-Abfall
meistens eine lag-Phase vorausgeht (Abb. 1). Wahrend dieser lag-Phase
wird die vorhandene Ascorbinsidure oxidiert und die Dauer dieser Periode
ist damit in Beziehung zum Ascorbinsiuregehalt des Extraktes. Fichten-
nadeln aus Immissionsgebieten haben allgemein einen verringerten Ascorbin-
sduregehalt (Grinn 1968, MarerNA 1972), sodaBl SH-Verbindungen in
solchen Extrakten weniger stabil sind als in Extrakten gesunder Nadeln,
die einen Ascorbinsiuregehalt von ca. 0,5—2,0 mg pro 1 g Frischgewicht
haben (Frawge 1968). Die Ursachen fiir langsame Abnahme der SH-
Konzentration wihrend der lag-Phase, also in Anwesenheit von Ascorbinséure
wurde nicht niher untersucht. Der Befund, daBl diese Abnahme unter N,
ausbleibt, deutet darauf hin, dal es sich um eine Oxidation der SH-Ver-
bindungen zu Disulfiden handelt.

3.3. Stabilisierung von SH-Verbindungen in Pflanzenextrakten durch
Zusatz von Ascorbinsdure

Der Befund, daf3 Ascorbinséure die Anhdufung chinoider Verbindungen
und damit den Verlust von SH-Verbindungen verhindert, legt es nahe,
bei der Herstellung von Pflanzenextrakten fiir die SH-Bestimmung dem
AufschluBmedium Ascorbinsiure als Schutzsubstanz zuzusetzen. Vorver-
suche ergaben, daB Fichtennadeln am giinstigsten mit destilliertem Wasser,
enthaltend 1,5 mg Ascorbinsidure pro 1 ml aufgeschlossen werden. Bei
dieser AS-Konzentration kommt es innerhalb von 22 Stunden zu keiner
Reduktion von oxidiertem Glutathion und innerhalb von 15 Minuten zu
keiner meBlbaren Reduktion von DTNB. Tabelle 2 zeigt an einem Beispiel
von abgasbelasteten Fichtennadeln (2,38 mg Ascorbinséure pro 1 g Frisch-
gewicht) die Wirksamkeit des Ascorbinsiurezusatzes. Bei dem ohne
Ascorbinséurezusatz hergestellten Extrakt (AS-Gehalt 0,095 mg/ml) war
schon nach 3 Stunden der SH-Gehalt um 509, gesunken und der Extrakt
verfirbte sich durch die gebildeten Phenoloxidationsprodukte zusehends
braun. In dem mit Ascorbinsdurezusatz hergestellten Extrakt (AS-Gehalt
1,59 mg/ml) dagegen war auch nach 20 Stunden der SH-Gehalt noch unver-
dndert und der Extrakt zeigte keine Braunfarbung. Wie Tabelle 3 zeigt,
wirkt zugesetzte Ascorbinsiure nicht nur bei Fichtennadeln, sondern auch
bei Extrakten anderer Pflanzen stabilisierend auf die SH-Verbindungen.
Es ist daher allgemein zu empfehlen, Pflanzenextrakte, in denen SH-
Verbindungen bestimmt werden sollen, mit 0,15%;iger wissriger Ascorbin-
sdurelosung herzustellen und infolge schlechter Filtrierbarkeit mancher
Pflanzenextrakte das Filtrieren durch Zentrifugieren zu ersetzen (WeLT
1977). Vor allem fiir lingere Lagerung von Probenmaterial empfiehlt
sich Homogenisieren mit Ascorbinsiurezusatz und Aufbewahrung in dicht
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verschlieBbaren Gefiflen, die durch Durchblasen von Stickstoff O, frei
gemacht wurden.

4. Besprechung

Die Methode zur Bestimmung von wasserloslichen SH-Verbindungen
nach GRILL & ESTERBAUER 1973a ergibt im allgemeinen gut reproduzier-
bare Ergebnisse (Grin. & ESTERBAUER 1973Db). Bei linger dauerndem

Tabelle 2

Stabilitit des SH-Gehaltes in einem mit und ohne Ascorbinsdurezusatz her-

gestellten Extrakt von schwach abgasbelasteten Fichtennadeln. (0,756 g Nadeln

mit 25 ml H,0 bzw. 25 ml 0,15% wilriger AS-Losung homogenisiert und
filtriert

ohne Ascorbinsidurezusatz mit Ascorbinsdurezusatz

Stunden nach pH SH AS rH SH AS
Herstellung des pMole/ mg/ pMole/ mg/
Extraktes 1 Extr. 1 Extr. 1 Extr. 1 Extr.

0 4,1 19,1 71 3,3 19,0 1572

0,5 4,1 14,4 67 3,3 18,5 1569

i | 4,1 13,5 64 3,3 17,9 1570

3 4,1 10,3 46 3,3 18,4 1569

17 4,1 8,0 31 3,3 18,56 1571

20 4,1 6,2 25 3,3 17,8 1571

Tabelle 3

SH-Gehalt in verschiedenen Pflanzenextrakten, die mit und ohne Ascorbin-
sturezusatz hergestellt wurden. (1 g Material mit 25 ml H,0 bzw. 25 ml 0,15%
walriger AS-Losung homogenisiert und zentrifugiert)

ohne Ascorbinséurezusatz mit Ascorbinsidurezusatz

pH SH AS pH SH AS

uMole/ mg/ uMole/ mg/
Material 1 Extr. 1 Extr. 1 Extr. 1 Extr.
Picea omorica 3,9 34,3 70 3,3 34,7 1570
Chamaecyparis pisifera 5,5 17,1 46 3,3 30,9 1546
Cephalotazus drupacea 5,2 19,6 43 3,3 38,4 1543
Taxus brevifolia 5,6 15,4 35 3.8 35,8 1535
Oryptomeria japonica 4,7 7,8 31 3,3 16,1 1531

Prunus laurocerasus 4,8 14,9 36 3,3 28,2 1536




134

Extrahieren, Filtrieren bzw. Zentrifugieren, wie es bei der Herstellung
mancher Pflanzenextrakte notwendig war, ergaben sich manchmal
Schwierigkeiten, die durch die Instabilitdt der SH-Verbindungen und des
gelb gefiirbten DTNB-Anions, welches bei der Reaktion des Ellmensreagens
mit Sulfhydrylgruppen entsteht, bedingt war. Wie aus den angefiihrten
Untersuchungen hervorgeht, ist dafiir ein Oxidationssystem verantwort-
lich: Pflanzenextrakte enthalten zahlreiche phenolische Substanzen
(Heenavuzmr 1962), die bei Anwesenheit von O, durch die Phenoloxidasen
zu Chinonen oxidiert werden. Diese kénnen mit SH-Verbindungen Addukte
bilden, wodurch die bestimmte SH-Menge zu gering ausfillt (ESTERBAUER,
Scrwarzn, & Hayw 1977). Zu vermeiden wire diese Reaktion, wenn man
unter N, Atmosphire arbeiten koénnte, was aber bei den Aufarbeitungs-
schritten Homogenisieren, Filtrieren oder Zentrifugieren entweder nur
schwer oder ganz unmdglich ist. Eine weitere Mdglichkeit, die stérenden
oxidativen Reaktionen im Zuge der SH-Bestimmung zu vermeiden, ist
die Verwendung von Ascorbinséure als Schutzsubstanz, die auf Grund
ihrer reduzierenden Wirkung eine Oxidation von Phenolen verhindert.

Die O, Konzentration der Extrakte bzw. Probelosungen betrigt rund
2x 104Mol O,/l. Das bedeutet, dall eine Ascorbinsiurekonzentration
von 4x 10-*Mol/l den vorhandenen Sauerstoff zur Génze verbrauchen
kann. Die Ascorbinsiurekonzentration der Extrakte lag zwischen
1—7.10*Mol/l. Ist daher die Ascorbinséurekonzentration groBer als
4% 10~%, verarmt die Losung an O, und es bleibt Ascorbinsédure in der
Losung, die Substanzen vor einer schnellen Oxidation schiitzen kann.
Die verbliebene Ascorbinsédure wird nun nur mehr mit jener Geschwindigkeit
oxidiert, mit der O, nachdiffundiert. Dieser Vorgang verliuft schnell,
wenn man schiittelt, und langsam in geschlossenen Gefallen (WELT 1977).
Ist weniger als 4 x 10~*Mol/l Ascorbinsdure vorhanden (wie es meist bei
rauchgeschidigten Nadeln der Fall war), so bleibt auch nach ihrer Oxidation
noch O, in der Losung, der zur Oxidation von Phenolen und damit indirekt
zur Umsetzung von SH fithrt. Eine Zugabe von 0,159, Ascorbinsédure
(80 X 10~*Mol) zur Extraktionslésung ist ausreichend, eine Oxidation von
Phenolen auch wihrend lingerer Priparations- und MeBdauer zu ver-
hindern, wodurch die Anwendbarkeit der SH-Bestimmung mit dem
DTNB-Reagens im Pflanzenmaterial wesentlich gesteigert ist.

7. 8chrifttum

AmBr H. 1965. Einfithrung in die praktische Biochemie. — Frankfurt M.

Brck G. 1975. Untersuchungen iiber Phenole und Kohlehydrate in gesunden
und 80,-geschidigten Fichtennadeln. — Diss Graz.

Eriman G. L. 1959. Tissue sulfhydril groups. — Arch. Biochem. Biophys.
82: 70-—-1717.



135

EsrErBAUER H, 1976, Biochemischer Wirkungsmechanismus von Abgasen, —
Umschau 76: 349—350.
— Grizn D. & BEck (. 1975. Untersuchungen iiber Phenole in Nadeln
von Picea abies. — Phyton 17: 87—99.
— Scawarzn B, & Hayw M. 1977. A rapid assay for catecholoxidase and
laccase using 2-Nitro-5-thiobencoic acid. — Anal. Biochem. (Im Druck).
— Griun D. & ZorrErR M. 1977. Peroxidase in Fichtennadeln. — Biochem.
Physiol. PAanzen (Im Druek).
Froue L., BeEn6ar H. Ch., SteEs H., Warrer H. D. & WaxnDEL A. 1974.
Glutathione. — Stuttgart.
Frangs W. 1968. Der jahreszeitlich unterschiedliche Vitamin-C-Gehalt in
Coniferennadeln als Folge von Ascorbinsiuresynthese und -abbau. —
Z. Pflanzenphysiol. 60: 30—37.
Griun D. 1968. Zellphysiologische Studien an 80,-begasten Nadeln von Picea
abies (L.) KarRsTEN. — Diss. Graz.
— & EstErBAUER H. 1973a. Quantitative Bestimmung wasserloslicher
Sulfhydrylverbindungen in gesunden und 80,-geschidigten Nadeln
von Picea abies. — Phyton 15: 87—101.
— — 1973b. Cystein und Glutathion in gesunden und SO,-geschadigten
Fichtennadeln. — Europ. J. Forest Pathol. 3: 656—71.
Huegnvaver R. 1962, Chemotaxonomie der Pflanzen. — Basel—Stuttgart.
KrouNE-EHRICH G. & UNtUcHT-GRAT R. 1976. Glutathion. — Biol. in unserer
Zeit 6: 175—182.
Masow M. 8. & PrrErson E. W. 1965. Reaction between enzymegenerated
quinones and amino acids. — Biochim. Biophys. Acta 111: 134—146.
MaTterwa J. 1972. EinfluB niedriger Schwefeldioxidkonzentrationen auf die
Fichte. — Mitt. Forstl. Bundesversuchsanstalt. Wien 97: 219—232.
Werr R. 1977. Ascorbinsiure, Ascorbinséiureoxidase und -reductase in Fichten-
und Lirchennadeln. — Diss. Graz.

Die Arbeit wurde subventioniert durch den Fonds zur Férderung wissen-
schaftlicher Forschung, Wien (Projekt Nr. 1961). Ein Teil der Ergebnisse
stammt aus einem Projekt, dessen Bearbeitung durch eine Spende aus dem
Jubilaumsfonds der Osterreichischen Nationalbank (Projekt Nr. 866) ermdglicht
wurde.

Die Autoren erlauben sich fiir die durch die beiden Fonds gewihrte
Forderung verbindlichst zu danken.



ZOBODAT - www.zobodat.at

Zoologisch-Botanische Datenbank/Zoological-Botanical Database
Digitale Literatur/Digital Literature

Zeitschrift/Journal: Phyton, Annales Rei Botanicae, Horn
Jahr/Year: 1978

Band/Volume: 18_3_4

Autor(en)/Author(s): Grill Dieter, Esterbauer Hermann, Welt Ruth

Artikel/Article: Stabilisierung von Sulfhydrylverbindungen in
Pflanzenextrakten durch Ascorbinsaure . 127-135



https://www.zobodat.at/publikation_series.php?id=6793
https://www.zobodat.at/publikation_volumes.php?id=30148
https://www.zobodat.at/publikation_articles.php?id=112939



