ACTA PHYSIOLOGICA
POLONICA
1958, IX, 5

1. GAWECKA, R. WOJCIK

OCENA METOD OZNACZANIA HEPARYNY W FARMAKOPEI
BRYTYJSKIEJ I AMERYKANSKIEJ

Z Zakladu Farmakologii Instytutu Lekow w Warszawie
Kierownik Zaktadu: dr J. Venulet

Niezaleznie od stosowanej metody, oznaczanie dziatania antykoagula-
cyjnego heparyny jest sprawg klopotliwg ze wzgledu na duza liczbe czyn-
nikéw biorgcych udzial w mechanizmie krzepniecia krwi. Zaleznie od ma-
terialu wyjsciowego mozna wyodrebni¢ 8 réznych metod. W tej pracy
zajmiemy sie tylko dwoma metodami, ktérymi pracowano w naszym Za-
kiadzie. Poczatkowo oznaczano heparyne wg metody podanej w farmako-
pei amerykanskiej XIV, ktorej autorami sg Kuizenga, N elson i Castland.
Od roku 1953 pracujemy w oparciu o opracowang statystycznie metode
podang przez Adams’a i Smitha, ktéra jest zamieszczona w farmakopei
brytyjskiej. Zajeliémy sie tym zagadnieniem, poniewaz wiele laboratoriow
kontrolnych, stosujac metode pelnej krwi wykazalo, ze metoda USP XIV
daje z reguty wyniki o 10% do 15% nizsze od istotnej sity dziatania hepa-
ryny. Poza tym oméwimy szczegélowo sposob przeliczania wynikow uzy-
skanych wedlug metody zamieszczonej w farmakopei brytyjskiej, z wpro-
wadzeniem pewnych uproszczen,

CZESC DOSWIADCZALNA

W metodzie USP XIV uzywamy osocza owczego z dodatkiem cytrynianu
sodu., W tym celu do 19 czesci $wiezej krwi dodajemy jedng czes¢ 8% cy-
trynianu sodu i wirujemy przez 30 min. z szybko$cig 6000 obr./min. Na-
stepnie zbieramy osocze do butelek i zamrazamy w temp. —20°C. Po-
bieranie krwi i zbieranie osocza wykonujemy jalowo. Zamrozone osocze
mozemy przechowywa¢ przez szereg tygodni. Podstawowy roztwor wzor-
cowy heparyny przygotowywujemy w sposOb nastepujacy: odwazamy
25 mg miedzynarodowego wzorca soli sodowej heparyny i rozpuszczamy
w takiej ilosci soli fizjologicznej, aby otrzymae¢ 1 mg, tj. 130 jednostek
w 1 ml.

Dla wykonania oznaczenia do 12 probéwek o wymiarach 13 X 100 mm
wlewamy roztwér wzorca w ilosci 0,8 ml o stezeniu zmniejszajacym sie
o 5% w kazdej nastepnej probéwce. W tym celu do osobnej probowki wle-
wamy 16 ml podstawowego roztworu wzorca, z ktérych bierzemy po 0,8 ml
i wlewamy kolejno do przygotowanych 12 probéwek, dopeiniajac po kaz-
dym pobraniu zawarto§¢ probowki z roztworem wzorcowym solg fizjolo-
giczng do objetosci wyjsciowej (16 ml)

T 110x0,8 ml 80 ml
objetos¢ wyjSciowa = - = =

réznica kolejnych stez. 5 16 mi.
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Nastepnie rozlewamy po 1 ml osocza o cieplocie pokojowej, a jako trzeci
skladnik dodajemy 0,2 ml 1% roztworu CaCls. W ten sam sposob poste-
pujemy z heparyng badang przyjmujac, ze preparat jest zgodny z deklara-
cja. Po trzykrotnym wymieszaniu zawartosci proboéwek, stawiamy oba
szeregi do cieplarki o temp. 37°C na okres 1 godz. Wyniki reake;ji oceniamy
na podstawie 4 stopni skrzepu: 100%,, 50%, 25% i O. Poréwnujemy sto-
pien skrzepniecia probéwek wzorcowych z heparyng badang i do przeli-
czen uzywamy te stezenia, w ktérych otrzymalismy 50 skrzepu (po od-
wroceniu probéwki do géry dnem nad korkiem zbiera sie 1 ml ptynu).
Przeliczenia dokonujemy w sposob nastepujacy:

Tabela 1

Nr

1 2 3 4 5 6 | 7 8 9 |{, 10 1 | 12
prob.

J 0,8 | 0,76 | .722 | .686 | .652 | .619 | .588 | .559 | .531 | .504 | .479 | .455

Wz ' 509,
Nr | 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12
prob.
H 509
0,604 — 100
0,76 — =x

x = 5040 : 76 = 66,3%

Wedlug metody podanej w farmakopei brytyjskiej 1953 pracujemy na
krwi wolowe]j zadanej 7% bezwodnym siarczanem sodu w stosunku obje-
tosciowym 1 : 5. Srednica probéwek uzywanych do oznaczen powinna wy-
nosi¢ dokladnie 13 mm. Przygotowywujemy nastepujace stezenia wzorca
1 heparyny w wodzie destylowanej: 1,28 j./ml, 1,60 j./ml i 2,0 j./ml

Do 6 probéwek wlewamy po 1 ml wyzej wymienionych roztworéw. Na-
stepnie dodajemy po 1 ml krwi, a potem roztwér tromboplastyny w takiej
ilosci, aby probéwka wzorca zawierajaca 2 j./ml krzepla w czasie 9—12 mi-
nut. Dzialanie takie wyzwala zazwyczaj 0,2 ml roztworu tromplastyny 1.
Czas mierzymy stoperem od momentu dodania trzeciego sktadnika do po-
wstania catkowitego skrzepu (probéwke mozna odwrécié do gory dnem).
Procedure te powtarzamy czterokrotnie. Przyklad zapisu czasu krzepniecia
krwi w minutach przedstawia tabela II.

Z otrzymanych czaséw krzepniecia mozna obliczy¢ potencje heparyny
metoda analityczng, graficzng i uproszczong przez zastosowanie nomo-
gramu. Przez potencje rozumiemy okreslenie sily dzialania badanego pre-
paratu w procentach w odniesieniu do wzorea.

! Przygotowanie roztworu tromboplastyny: 1,5'g wysuszonego acetonem moézgu wo-
towego zalewamy 60 ml wody destylowanej i ogrzewamy przez 10—15 min. w temp.

50°C. Nastepnie wiruiemy przez 2 min. z szybko$cig 1500 obr./min., plyn znad osadu
uzywamy do oznaczeA.
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Tabela II
Powt6- Wzorzec Heparyna badana
rzenie X ' ; . '
128j. | 1,605 | 20j. 1,28j. |  1,60j. | 2,0j.
1 3%/, 7 91/s 6%/, 8%/, 141/,
2 3%/, 6/, 9, 6%/, 81/, 15
3 43/, 6%/, 91/, 6%/, 8 141/,
4 41/, 6/, 91/ 6% 4 8/, 143/,

Zadaniem standaryzacji biologicznej jest oszacowanie potencji wzgled-
nej wraz z granicami ufnosci, w kiérych powinna znajdowac sie potencja
rzeczywista. Wiarygodnosé¢ szacunku musi byé mozliwie duza, nie mniej-
sza niz 0,95 tzn. ze prawdopodobieristwo popelnienia btedu jest 5 razy
na 100 oznaczen,

Metoda, jaka postuguje sie statystyka w tego rodzaju zagadnieniach
jest analiza regresji tzn. poréwnanie linii regresji, jakie uzyskano dla
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Ryc. 1. Ksztalt linii re-
gresji reakcji krwi na
dawke heparyny. f, —

ksztalt do$wiadczalnej

Jinii regresji, fi, fo —
krancowe uzyteczne linie
regresji, ¢y, ¢ — do-
Swiadczalne poziomy
krzepniecia, krwi niehe-
parynizowanej, d{, dp —
uzyteczny przedziat da-
wek, w ktérym linie re-
gresji majg w przyblize-
niu postaé¢ prostolinijng.

Fig. 1. The shape of the
line of regression of the
reaction of blood on the
dose of heparin. fj —
the shape of the expe-
rimental line of regres-

sion, fy, f» — extreme
usable lines of regres-
sion, c¢;, ¢ — experi-

mental lines of coagula-
tion of non-heparinized
blOOd, dy, d2 — useful
division of doses in
which the lines of re-
gression possess appro-
ximately straight line
form.

wzorca i preparatu badanego (wyznaczajg je czasy krzepniecia w oin,}’esie—
niu do odpowiednich dawek w ukladzie logarytmicznym). Dokladnos$é ta-
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kiej analizy w duzym stopniu zalezy od ksztaltu linii regresji. Najwiekszg
dokladno$¢ otrzymuje sie wowczas, gdy linie regresji sg proste, a uzycie
skali logarytmicznej znacznie utatwia przeliczenia. Na podstawie szeregu
doswiadczen stwierdziliSmy, ze linia regresji reakcji na dawke wzorca he-
paryny obliczona w ukladzie logarytmicznym ma posta¢ funkcji potegowej.
Charakterystyczne jej parametry zalezg od jakosci krwi i wielkos$ci dawki
tromboplastyny.

Jesli tak dobierzemy dawke tromboplastyny, ze czas krzepniecia dla
dawki wzorca o stezeniu 2,0 j./ml wynosi od 9 do 12 minut, to dla dawek
od 1 j./ml do 2 j./ml przyblizenie regresji do linii prostej jest dla celow
praktycznych w zupelnosci wystarczajgce.

Niemniej fakt, ze krzywa reakeji ma posta¢ paraboli i tylko w pewnym
przedziale daje dobre przyblizenie do linii prostej powoduje obostrzenie
planu standaryzacji. Przede wszystkim koniecznym jest dobranie odpo-
wiedniego stezenia heparyny badanej, aby reakcja na nig nie ,,wypadia“
z przedziatu liniowo$ci. Z charakteru krzywej wynika, ze im wieksza jest
roznica miedzy wzorcem a heparyna badang, tym wiekszy popelnia sie
blad w oszacowaniu potencji.

Pomimo zawezenia przedziatu dla dawek kontrolnych istfMeje niebezpie-
czenstwo, ze probki w pewnych warunkach laboratoryjnych nie spelnig
zalozenia liniowoS$ci regresji. Dlatego przy jakiejkolwiek zmianie warun-
kéw pracy nalezy dokona¢ dokladnej analizy statystycznej z zastosowa-
niem testu na liniowo$¢ i rownolegtos¢ linii regresji przy pomocy analizy
zmiennosSci, ktérej schemat jest podany w tabeli III.

Tabela TII
L Z 5dt . P Stopnie i ) .
. p. rodto zmiennosci | o o dy Sumy kwadratéw Wariancja
1 2 3 4 5
2
1 preparaty 1 Ut U+ Us— 5 — 5, —Sy)* _Ta rubryka 4/3
N N
| 2
2 | regresja | 1 Ws+Ss— Ui —8)* _ Tb s
' nZ'xl? nEx?
{
3 rownoleglosc 1 (Us =8, — Uy —59)° ’s
nZx; _
4 krzywe i 1 (_({15!" U3+Sl—|—5$3—2>(_12-—2S2)f ’s
| 2N
5 roznice krzywych 1 @S, —2U,+ U+ U, — 5, — S?lz ’s
| 2N
N | — — T
6 mi¢dzy dawkami | 5 X Jﬁ _ g »
‘ 1 i=1 n N
wewnatrz dawek | ok on k y?
7 ' (resztowa) g 2 2y, — 2 2 =49 »
| | i=1j=1 i=1 n
8 I ogdlna i 23 21'.(' Z':' Yy — G
: | i=1 j=1 N
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gdzie N — ogélna liczba obserwacji (24)
n — liczba powtoérzen (4)
k — liczba dawek (6)
U, — suma obserwacji dla r-tej dawki heparyny
S, — suma obserwacji dla r-tej dawki wzorca
G — suma wszystkich obserwacji . )
Yi — suma obserwacji dla i-tej dawki ogétem
Yi; — obserwacja dla i-tej dawki w j-tym powtdrzeniu
x; — dawki w przeksztalceniu ortogonalnym (x1 =1 x» =0,
X3 = 1).

Poréwnujac kolejno czlony: ,,réwnolegtos¢”, | krzywe*, ,réznice krzy-
wych* z wariancja resztowg sprawdzamy testem F-Snedecora ich istot-
nos¢. Jesli zaden z mich nie okaze sie istotnym, to zalozenia o liniowosci
i rownoleglos$ci linii regresji wzorca i heparyny badanej sg stuszne. Jesli
natomiast ktéry$ z nich bedzie istotny, wyliczenia potencji wzglednej w ni-
zej podany spos6b dokonaé¢ inie mozna i trzeba prébe powtdrzyé¢. Przy spel-
nionych zatozeniach i stalych warunkach laboratoryjnych mozna nie badaé
wzorca dla kazdej probki heparyny. Do wyliczen wykorzystujemy wyniki
do$wiadczenia na wzorcu uzyskane przy pierwszej probie wykonanej tego
dnia.

Celem przeprowadzenia analizy statystycznej wyniki doswiadczenia
przedstawiamy w skali logarytmicznej jak na tabeli IV.

Tabela IV o
Wzorzec Heparyna badana
Powto- | e, 1,28 | log. 1,60 | 1
sweiiie og. 1, og. 1, og. 2,0 log. 1,28 | log. 1,60 log. 2,0
X1 X2 ; X3 X4 l X5 [ Xg
i |
1 0,57 0,84 0,97 0,83 0,94 1,15
2 0,57 ! 0,81 0,98 0,83 0,92 1,18
3 0,67 ! 0,83 0,98 0,83 0,90 1,16
4 0,65 | 0,81 0,97 I 0,83 0,92 1,17
v | 246 | 390 | 332 368 4,66
| Sy ? AN A F U, | U, Us
R | 0.10 ‘ 0,03 ' 0,01 ’ 0 P 0,04 0,03
Potencje wzgledng mozna obliczy¢ ze wzoru
(Ui + U+ Ug)— (814 Sa+ S5)
M = Y
b
gdzie v — stosunek dwoéch kolejnych dawek w log.
(S,—S)+(U,— Uy T  Za

b= A ET O (— 1) 0 — 1) 4.4 nIX?

Sredni biad potencji V(M) znajdujemy ze wzoru

M2
VM) = “(N +N T4 4)

Acta Physiologica Polonica — 10
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Przy obliczaniu V2(M) nalezy sprawdzié, czy wspoélczynnik regresji b
istotnie rézni sie od 0.

Jesli warto§¢ graniczna wspétezynnika regresji
522
&= b’n Y x;

nie przekroczy 0,1, warto$¢ V*(M) mozna obliczaé wedtug wyzej podanego
wzoru.

Graniczng warto$é potencji s,, (czyli granice przedziatu ufnos$ci) obli-
czamy ze Wzoru

Sm = tV (M)
t — wartos¢ dewiatora z tablic rozkladu t-Studenta dla prawdopodobiefi-
stwa 0,95.

Tu dla przykiadu dokonamy oszacowania potencji wzglednej omawia-
nych wynikow.

L ]
3,90—2,46)+ (4,66 —3,32))?
_ L )+( W _ o174
16
10,0006 (2,1)2
8= 0,030276.16 — »005<0.1.
Zatem _
1 (3,324 3,68+4,66)1 . §2,46+ 3,29+ 3,90) 0,097 — 0,0940
P = Nlog-2,0940 = 124,1°/,
oraz |
0,0006 (0,097 0,097 , 0,0942\
PAM)= 0.,030276-( 2 "1z T 16 )_ 0,000042
V(M) = y/0,000042 = 0,0065
Sm = 2,1-0,0065 = 0,0138
stad
My = 0,094 — 0,0138 = 0,0802
Ms = 0,094 + 0,0138 = 0,1078
czyli

P; = Nlog - 2,0862 = 121,3%
P, = Nlog - 2,1078 = 128,2%

Oszacowanie potencji wzglednej mozna réwniez dokonaé graficznie.
Metoda graficzna jest mniej dokladna, poniewaz przez otrzymane do-
Swiadczalnie 3 punkty tak dla wzorca jak i dla heparyny badanej przepro-
wadzamy linie proste z pewng dowolnofcig. Nie mamy oczywiScie wtedy
mozliwo$ci sprawdzenia istotnoéci odchylen od linijnosci i réwnoleglosci.
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‘Wyznaczenie bledu dos$wiadczenia jest wowezas takze nie osiggalne. Me-
tode graficzng stosowaé¢ mozna tylko przy duzej wprawie.

Zg wzgledu na zawilo§¢ podanej metody analitycznej, a niedokladnoéé
graficznej najbardziej celowe jest korzystanie z nomogramu (ryc. 3).

W 'qelu obliczenia potencji przy uzyciu nomogramu wyznaczamy war-
tosé hczk_mwa, dla T, (jest to suma logarytméw reakcji preparatu bada-
nego mmiej suma logarytmow reakcji wzorca) i T» (suma roznic logaryt-
mow reakcji przy dawkach najwyzszych i najnizszych wzorca i heparyny

)
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Ryec. 2. f’1, ' — linie re- § 40
gresji uzyskane w do- X
Swiadczeniu, f{, fo — teo- =
retyczne linie regresji, (N 30k
d — l1g. potencji wyra- ‘
zony w cm 19cm _
X 20cm
= 0,095 = M, jednostka
skali * wynosi 20 cm. 20F
Fig. 2. f1, f2 — the lines
of regression obtained in
the experiment, fi, fo —
theoretical lines of re-
gression, d — 1g. poten-
tial expressed in cm
. 1_.9 cm
20 cm . ;
= 0.095 = M, the unit T T . :
of the scale x amounts 4'20/ ,'2‘8/ I,M/ Z”{
to 20 cm. Dawka w.na skali lg.

badanej). Nastepnie odkladajac te dwie wielkosci na odpowiednich ska-
lach laczymy je linig prosta. Z przecigcia sie tej linii z linig skoSng nomo-
gramu odczytujemy potencje wyrazong w procentach.

T, = (3,32 + 3,68 + 4,66) — (2,46 + 3,29 + 3,90) = 2,01
T, = (3,90 — 2,46) + (4,66 — 3,32) = 2,72

__0,10 + 0,03 + 0,01 + 0 + 0,04 + 0,03
6

R = 0,035

10*
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Z odlozenia T, i R na odpowiednich skalach, na linii skosnej odezytu-
jemy granice ufno$ci potencji.
Odczytana z nomogramu potencja wynosi:
P = 124,5%
z granicami ufnosci Py = 122% i Py = 127%b.
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Ryc. 3. Nomogram dla standaryzacji heparyny met. Adams’a w do-
Swiadczeniu 2 X 3 (128 j., 1,6 j., 2,0 j.).

Fig. 3. Nomogram for the standardization of heparin by means of Adams’s method
in the experiment 2X3 (128 u., 1,6 u,, 2,0 u.).
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OMOWIENIE WYNIKOW

Poréwnujac ze sobg obie metody trzeba stwierdzié¢, ze zaletg metody
podanej w USP XIV jest mozliwosé przechowywania osocza przez kilka
tygodni oraz latwos¢ przeliczen. Ujemng jej strong jest subiektywna ocena
stopnia skrzepniecia, oraz fakt, ze uzyskuje sie nig tylko okolo 80%0 war-
toSci rzeczywistej sily dzialania heparyny (Jorpes). Podobne wyniki daty
i nasze doswiadczenia (tabela V).

Tabela V
Wyniki otrzymane metodami
Nr serii heparyny
USP XIV w 9, P. B. 1953 w 9,
142 60 69
151 54 99
157 63 69
159 59 68
160 62 77
162 48 77
163 62 67
167 56 68
172 ‘ 55 67
173 64 72
174 63 65
175 58 79

Przyczyng tego zjawiska jest niezbyt szczes$liwie dobrany uklad do-
$wiadczalny i moment rekalcyfikacji, ktéry moze by¢ zrédlem duzych ble-
déw. Rekalcyfikowane osocze jest sztucznym ukladem krzepmiecia, w kto-
rym trombocyty ulegaja uszkodzeniu. Wedtug Mangieri roztwor CaCls po-
winien byé mierzony z dokladno$cig 5%, totez w danym wypadku przy
podawaniu 0,2 ml unikniecie nadmiaru jonéw wapnia jest trudne. Ponadto
peina krew jest bardziej stabilna niz jej osocze szczawianowane czy cytry-
nianowane.

Dodatkowe zalety metody Adams’a i Smitha wyplywaja z wlasnosSci sa-
mej heparyny. Duza czasteczka polisacharydowa wplywa przez tadunek
elektryczny na fizykochemiczny stan stracania bialek w procesie krzep-
niecia. W pierwszej — dziala jako antyprotrombina przez zobojetnienie
tromboplastyny. W drugiej fazie powoduje ona wzrost antytrombiny oso-
czowej. Totez metody tromboplastynowe i trombinowe sa lepsze z punktu
widzenia kinetyki krzepniecia, ponadto w tych metodach rekalcyfikacja
jest zbedna.

W metodzie Adams’a i Smitha w przeciwienstwie do metody USP XIV
za reakcje przyjmujemy czas calkowitego skrzepnigcia, ktory przez doda-
nie tromboplastyny staje sie ostrzejszy i stosunkowo tatwo daje sie okre-
§lié z zadana dokladnos$cia. Duza zawarto$¢ co-faktora w krwi wotowe]
jest wazna dla dokladnej standaryzacji heparyny.

Poré6wnujac ze sobg obie wyprobowane przez nas metody na podstawie
uzyskanych wynikéw sklaniamy si¢ ku metodzie podanej w farmakopei
brytyjskiej (Adams i Smith). Metoda USP XIV ulegla z kolei pewnej mo-
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dyfikacji i nastepne wydanie farmakopei amerykanskiej (USP XV) wpro-
wadzilo statystyczng mterpare‘taCJe wymkow co podmeme niewatpliwie
dokladno$¢ oceny wynikéw nie zmieniajgc oczywiscie ich bezwzglednej
wartosci.

N. TaBeruka, P. Byiinuxk

OLUEHKA METOIOA ONPENEJIEHUS I'ENAPUHA IO BPUTHICKON
N AMEPUKAHCKOM ®APMAKOIIEU

Comepxanue

OmucaHo ABa MeTOXa onpejeleRHa OHMOJIOTMYECKON BalleHTHOCTH TeNapHHA, a HMeHHO
Oony0IHKOBAHAMH B AMepHKaHckoNl d¢apmakronee X1V m o6a3mBalomuil B ARTIHM OT
ceHTA6pa 1953 rona.

Ha 6ase pe3yinbTaToB MONYYeHHBIX B faPMAKOIOTHIECKOM OTHEIEHUH JEKAPCTBEHHOTO
Hacturyra (Zaklad Farmakologii Instytut Lekéw) yCTaHOBIEHO, 9TO AaMGRHKAHCKHE METON
naer Gejee HU3KHe BEIMIHHBI, YTO NOATBePEAaeTcA OHONHOrpadrUECKAMH CBeLeHHA MH.

[lonpo6RO OMMCAaH CTATHCTAYECKHN IepecyeT AaHTIAHMNCKOIO MeTONa H IpaduiIecKoro
cmoco6a. B ¢BA3M ¢ KPOMOTIHBOCTHIO II€PBOTO M HETOYHOCTHI — BTOPOTO NPHMEHEHHEM
HOMOTpaMMa NpeUIoKeHB HEeKOTOphle YyNPOMeHHs Nepecyera.

I. Gawecka, R. Wojcik

EVALUATION OF METHODS OF ESTIMATION OF HEPATIN IN BRITISH
AND AMERICAN PHARMACOPEA

Summary

The procedures of two methods of estimating the biologic value of heparin have
been discussed, viz., the one given in the American Pharmacopea XIV and the one
obligatory in England since Sept. 1953,

Basing on the results obtained in the Department of Pharmacology of the Insti-
tute of Drugs in Warsaw it was ascertained that the American method yields as
a rule lower values which is confirmed by the data in the literature.

Statistical computations employed in the English method with consideration of
analysis and graphic procedure are presented in a detailed manner. Due to toilsome
procedure of the former method and inaccuracy of the latter certain modifications
for computation have been proposed by employing a nomogram.

PISMIENNICTWO

1. Adams S. et Smith K.: J. Pharm. et Pharmacol., 1950, 2, 836. — 2. Birger H.
et Blambdch M., Cornelinsson E. et Jorpes J. E.: J. Pharm. et Pharmacol., 1953, 5,
1031. — 3. Jalling O., Jorpes J. E., Linden G.: J. Pharm. et Pharmacol., 1946, 19, 96, —
4. Jorpes J. E.: Acta pharmacol. et toxicol., 1955, 11, 367. — 5. Kuzenga M., Nelson J.
i wspélpr.: Am. J. Physiol., 1943, 158, 612. — 6. Mangieri C.: J. Lab. Clin. Med., 1947,
32, 901. — 7. Studer A. et Winterstein A.: Helv. Physiol. Pharmacol. Acta, 1951, 9, 6. —
8. Philippe: Annales Pharmceut Franc., 1957, 15, 55,

- Otrzymano dnia 28. III. 1958 r.



