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(54) Eljrds antikoaguldns hatdsu peptid és az ezt tartalmazé gy6gyszerkészitmény

elGdllitdsdra

(57)KIVONAT

A taldlminy antikoagulins hatdsi dj (1) képletd
H-Gly-Asp-Glu-lle-DCYs-Glu-Glu-Cys-Leu-Gln-OH (1)
peptid elodllitdsdra vonatkozik.

A talélmdny szerint gy jdmak el, hogy a megfele-
18 védett kiinduldsi aminosavak alkalmazdsdval szildrd
fazisu szintézissel a linedris peptidet 4llitjik elS, ame-
lyet oxidatfv kapcsoldsi reak:iénak vetnek al4.




A taldlmdny tdrgya eljards uj ciklikus peptid eld-
illitasara, amely antikoaguldns hatdssal rendelkezik.

Az antlkoaguldns szerek alkalmas terdpids hato-
anyagok, példdul akut mélyvénds trombdzis, tids.
embdlia, akut artérids embélia, szivizom infarktus és
elszort éren beliti koaguldci6 gyogyszerészeti kezelé-
sére. Az antikoaguldns szerek megel6z6 alkalmazdsa
lehetdvé teszi a reumatikus vagy érelmeszesedéses
szivbetegségekben szenvedS betegek esetében az em-
bolia visszatérésnek megakaddlyozdsdt és megakadd-
lyozza sebészeti beavatkozdsok sordn bizonyos
thrombus-embélia kialakuldsdt. Antikoagulinsok ada-
golisa torténik szfvkoszorii verSér és agyérrendszed
betegségben szenveddk kezelése esetében is. Az arté-
rids trombézis, killénosen a szivizmot és az agyat elld-
t6 artéridk esetében az elhalozds egyik f6 oka.

A hirudin egy 65 egységbdl alld polipeptid, ame-
lyet piéca nyalmirigyébol izoldltak. Ez egy olyan anti-
koaguldns, amely thrombin specifikus inhibitor ha-
tdssal rendelkezik. A hirudin ugyan igen-j6.hatékony-
sdgi, de a piéca nydlmirigyébdl izoldlt anyag klinikai
alkalmazisa mennyiségénél fogva limitdlt. Ezen tul-
menden az {zoldlt anyag drdga €s alkalmazdsdt, mint
minden ilyen méretii fehérje adagoldsat allergids reak-
ciok kovetik.

A szerz8k felfedezték, hogy a hirudin egy specifi-
kus részlete felelSs, legalibb részben antikoaguldns
hatdsdért. A részlet molekuldt kémial viton eldéllitot-
tuk és ennek bizonyos ciklusos analégjairol kitint,
hogy a thrombin felismerési helyére kotddnek, de
nem kotddnek az ettdl térben elkilon s thromin en-
zimatikus hasitdsi helyére. A szintetikus peptidek ko-
t8dése tokéletesen meggatolja a fibrinogén megkots-
dését a thrombin felismerési helyekre, ami el6feltétele
a fibrin keletkezésének és a vérrog képzGdésének. A
taldlmdny szerinti eljirdssal elGdllitott peptidek jelen-
t6s antikoaguldns aktivitdssal rendelkeznek és az a
szokatlan jellemzdjik, hogy csak a thrombin felisme-
résl helyhez kétSdnek és nem kotGdnek a thrombin
enzimatikus hasitdsi helyéhez, lehetGvé teszi egy tu-
domdnyosan érdekes és terdpidsan jelentGsantikoagu-
ldns gy ogyitdsi eljdrds megvaldsitdsat.

A taldlmdny tirgya eljérés% l)l!gé letd
H-Glu-Asp-Phe-Glu-Glu-Ile DCys-Glu-Glu-Cys-Leu-
-GIn-OH (1) peptidnek szildrd fizisi szekvencidlis
vagy blokk szintézis eljirdssal torténd elddllitdsdra.

A talilmdny szerinti eljdrdssal elGallitott fenti ve-
gyilet antikoaguldns hatdssal rendelkezik.

A taldlmdny szerinti eljirds leirdsiban az amino-
savak roviditésére az aldbbi jeloléseket haszndljuk:
Leu - leucin
Tle — izoleucin
Phe — fenil-alanin
Glx — gluatminsav- vagy glutamin
Cys — cisztein
Gln — glutamin
Asp - aszparginsav
Glu — glutaminsav
DCys — D-cisztein.

A fent emlitettek koziil természetesen eléfordulé
aminosavak a leucin, az izoleucin, a fenil-alanin, a
cisztein, a glutaminsav és a glutamin, lipofil amino-
savak pedig a Phe, Leu és Ile mainosavak.

A természetesen.elGfordul6 aminosavak a glicin ki-
vételével kirdlis szénatomot tartalmaznak. Hacsak
mésképp nem jelezzik, a megadott optikailag aktiv
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aminosavak alatt ezek L-konfigurdcigjdt értjik. Mint
a szakirodalomban ez szokdsosan alkalmazott, a pep-
tid szerkezetét ugy irtuk fel, hogy az amino termind-
lis egység a linc baloldaldn és a karbocil termindlis
egység a jobb oldaldn taldlhaté.

A taldlmdny szerinti eljirds sordn az (I) képletd
repddet szildrd fdzisd szekvencidlis szintézissel 4l
itjuk el6. A szildrd fdzis szekvencidlis eljdrdst auto-
mata peptid szintetizdtor alkalmazdsdval hajthatjuk

végre. Ebben az esetben az a-aminocsoporton védett
aminosavat kotjuk a gyanta hordozéhoz. Az alkalma-
zott gyanta hordozé lehet barmely polipeptid szildrd
fizisd eldallitdsban szok4sosan alkalmazott gyanta, és
elénybsen polisztirol, amely koriilbelil 0.5-3% divi-
nil-benzol keresztkotéseket tartalmaz, és amely vagy
klérmetilezett vagy hidroximetilezett, amely funkcids
csoportok alkalmasak a kezdetben bevezetett a-ami-
nocsoporton védett aminosavval valé észterkotés lét-
rehozdséra,

Egy hidroxil-metil-gyant4t irt le Bodanszky és cso-
fortja Chem.Ind. (London), 38, 1597-98 (1966.) k&z-
eményében.

Egy klér-metilezett gyanta kereskedelemben kap-
haté, a Bio Rad Laboratories, Richmond, California
terméke. A klér- metilezett gyanta el6allitdsi eljdrdst
kozolték Stewart és mtsal. Solid Phase Peptide Syn-
theds (Freeman and Co., San Francisco 1969.),
Chapter 1.pp.1-6 kozleményiikben. A védett amino-
savat a gyantdhoz Gisin, Hevl.Chim.Acta, 56, 1476
(1973) kozleményében lefrt eljdrdsa szerint kapcsol-
hatjuk. Szdmos gyantihoz kotott védett aminosav ke-
reskedelemben kaphaté.

Miutdn az a-aminocsoporton védett aminosavat a
gyanta hordozéhoz kotottik, alkalmas eljdrdssal, pél-
ddul dikl6rmetdnban trifluor-ecetsavat alkalmazva,
tiszta trifluorecetsavat alkalmazva, vagy dioxdnos s6-
savat alkalmazva, a védécsoportot eltvolitjuk. A vé-
décsoport eltivolitdsit koriilbeliil 0 °C-szobahSmér-
séklet kozotti hdmérsékleten végezziik. Més sepcidlis
a-aminosav véddcsoport eltdvolitisra alkalmas stan-
dard hasitdst eljdrdsok is alkalmazhatok. Miutin o-
-aminocsoport védGesoportot eltdvolitottuk, a tobbi
aminocsoporton védett aminosav a kfvint sorrend-
ben kapcsolhaté a molekuldhoz. Mis eljdrds szerint
tobb aminosavbél 4ll6 fragmenseket 4llftunk eld
oldatban kapcsoldsi eljirdssal, és ezt kapcsoljuk
a gyantdhoz kotdtt aminosav szekvencishoz, -

A polipeptid szekvencidba bevezetett egyes a-ami-
nocsoporton védett aminosavak esetében az alkalma-
zott aminocsoport véddcsoport barmely ilyen, a szak-
irodalomban ismert véd&csoport lehet. Az alkalmaz.
haté a-aminocsoport védGcsoportok az eldbbiak le-
hetnek: (1) acil tipusii védScsoportok, mint példdul
formilcsoport, trifluor-acetil-csoport, ftalil-csoport,
toluol-szulfonil-csoport (tozilcsoport), benzilszulfo-
nil-csoport, nitro-fenil-szulfenil-csoport, tritilszulfenil-
-csoport, o-nitro-fenoxi-acetil-csoport, és a-klér-butil-
~csoport, (2) aromds uretdn tipusi védScsoportok,
mint példdul benziloxi-karbonil-csoport, szubsztitult
benziloxi-karbonil-csoportok, mint példdul pkiér-
-benziloxi-karbonil-csoport, p-nitro-benziloxi-karbo-
nil-csoport, p-brém-benziloxi-karbonil-csoport, p-met-
oxi-benzil-oxi-karbonil-csoport, 1-(p-bifenil)-1-metil-
-etoxi-karbonil-csoport, a a-dimetil-3,5-dimetoxi-ben-
ziloxi-karbonil-csoport, és benzhidriloxi-karbonil-cso-
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port, (3) alifds uretdn tipusi védéesoportok, mint pél-
ddul t-butoxi-karbonil-csoport (Boc), diizopropil-met-
oxi-karbonil-csoport,  izopropoxi-karbonil-csoport,
etoxi-karbonil-csoport, és alliloxi-karbonil-csoport,
(4) cikloalkil uretdn tipusi védScsoportok, mint pél-
ddul ciklopentiloxi-karbonil-csoport, adamantiloxi-
-karbonil-csoport, és ciklohexiloxi-karbonil-csoport
(Chx), (5) tiouretan tipusi védcsoportok, mint pél-
ddul feniltio-karbonil-csoport, (6) alkil tipusi védo-
csoportok, mint példdul trifenil-metilcsoport (tritil-
-csoport) és benzilcsoport, és (7) trialkil-szilil-cso-
portok, mint példdul trimetil-szilil-csoport. Az eld-
nydsen alkalmazhaté a-aminocsoport védGcsoport a
t-butoxi-karbonil-csoport.

A megfelel kapcsold reagens kivilasztdsa a szak-
ember el8tt ismert. Kiilondsen alkalmas kapesolo rea-
gensek, amennyiben a kapcsolt aminosav Gln, az
NN -diizopropil-karbodiimid és az 1-hidroxi-benzo-
triazol. Ezeknek a reagenseknek az alkalmazdsdval el
keriilhetd a laktdm és nitril melléktermékek keletke-
zése. Mds kapcsolé reagensek: (1) a karbodiimidek
(példdul az NN -dicikiohexil-karbodiimid és az N-etil-
-N'-(v)-dimetil-amino)-propil-karbodiimid), (2) a ciin-
amidok (példdul az N ,N-dibenzil-cidnamid), (3) a ke-
téniminek, (4) az izoxazélium sok (példdul az N-etil-
-S-fenil-izoxazolium-3'szulfondt), (5) monociklusos
aromds jellegli nitrogén tartalmu vegyiletek, amelyek
1—-4 nitrogénatomot tartalmazhatnak, mint példiul
imidazolidek, pirazolidok, és 1,24-triazolidok. Pél-
ddul alkalmas heterociklusos amidokon az NN kar-
bonil-diimidazol, és az N N-karbonil-di-(1,2 4-triazol),
(6) alkoxilezett acetilének (mint példdul etoxi-aceti-
lén), (7) az aminosav karboxilcsoportjdval vegyes an-
, hidridet képz3 reagensek (mint példdul etilkior-for-
midt, és izobutil-klér-formidt), vagy a kapcsolandé
aminosav szimmetrikus anhidridjei (példdul Boc-Ala-
-0-Ala-Boc), és (8) nitrogéntartalmi heterociklusos
vegyiletek, amelyek a gyr( nitrogénatomon hidr-
oxilcsoportot tartalmaznak, mint az N-hidroxi-ftal-
imid, az N-hidroxi-szukcinimid és az 1-hidroxi-benzo-
triazol. Mds aktivil¢ peptid kapcsolo reagenseket irt
le koézleményében Kapoor, J.Pharm.Sci. 59. pp 1-27
(1970). Az elénydsen alkalmazhat6 kapesold reagen-
sek, az Arg, Asn és Gln aminosavak kivételével a
szimmetrikus anhidridek.

Valamennyl védett aminosavat vagy aminosav
szekvencidt 4.5.sz0r8s feleslegben visszikk a szilird
fizisi reaktorba és a kapcsoldst dimetil-formamid:
diklérmetdn (1:1) elegyben, vagy tiszta dimetil-form-
amidban, vagy el6nyOsen tiszta diklérmetdnban hajt-
juk végre. Amennyiben a kapcsolds nem teljesen tor-
ténik meg, a kapcsoldsi eljdrdst megismételjitk mielStt
az a-amino-véd3csoportot eltdvolitjuk és a kovetkezd
aminosavat a szildrd fézisi reaktorba visszilk. A kap-
csoldsi reakcld végbemenetelét a szintézis minden
egyes lépésében ninhidrin tesztvizsgilattal ellenGrz-
ziik, Kaiser és mtsal. 4ltal az Analyt Biochem., 34,
15695 (1970) kézleményében leirt eljsrdsnak megfele-

en.

Miutdn a kivint aminosav szekvencidt elSdititot-
tuk, a peptidet eltdvolitjuk a gyantdrdl. Ezt hidrolizis
segitségével végezhetjik, és példdul a gyantdhoz ké-
tott golipeptidet dimetil-szulfid, p-krezol vagy tiokre-
zol hig vizes hidrogénfluoridos oldatdval kezeljik.

Mint a szildrd f4zisd szintézis -szakirodalm4ban is-
mert szdmos aminosav olyan funkciés csoportokat
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tartalmaz, amelyeket a peptid ldnc elddllitdsa sordn
véddesoporttal kell elldtni. A megfelels véd8csoport
kivilasztdsa, alkalmazédsa, a szakember eldtt ismert és
a védcsoporttal ellitandé aminosav min8ségétdl, va-
lamint a peptidben jelenlévs egyéb véddeso porttal el-
ldtott aminosavak mindségétSl figg. Az ilyen oldal-
lincbani védcsoportok megvilasztdsa dont6 befolyd-
s, mert ezek olyanok kelllegyenek, amelyek nem ha-
sadnak le az a-aminocsoport véddcsoportok eltdvoli-
tdsa sordn. Példdul alkalmas oldallinc funkciés cso-

ort védGesoportok a lizin esetében a benziloxi-kar-
gonﬂ-csoport és a szubsztitudlt benziloxi-karbonil-
csoportok, ahol a szubsztituens lehet halogénatom
(példdul klératom, brématom, fluoratom) és nitro
csoport (példdul 2-kl6r-benzil-oxi-karbonil-csoport, p-
nitro-benziloxi-karbonil-csoport, 3,4-diklér-benziloxi-
-karbonil-csoport), a tozilcsoport, a t-amiloxi-karbo-
nil-csoport, a t-butoxi-karbonil-csoport, és a diizopro-

il.metoxi-karbonil-csoport. A treonin és szerin alko-
Eo]os hidroxilcsoportja acetilcsoport, benozil-csoport,
t-butil-csoport, tritil-csoport, benzilcsoport, 2,6-di-
klér-benzil-csoport, vagy benziloxi-karbonil-csoport
véddcsoporttal védhetS. Elonyosen alkalmazhaté vé-
ddcsoport a benzilesoport.

Ezek a csoportok a szakirodalomban ismert eljdrd-
sokkal tdvolithatok el. Jellemzden a védcsoport elta-
volitist a teljes peptidlinc szintézisének befejezése
utin végezzik, de ezek barmely mds megfeleld 1épés-
ben is eltdvolithatok,

A ciklikus peptideket dltaldban a megfeleld linedrs
szdrmazékbol allitjuk eld a linedrs peptid szilded f4-
zisr6l valé lehasitdsa utdn vagy ezt megeldz8en. Az
(1) képletdi vegyiletet, amely diszulfid-csoportot
(-8-8-) tartamaz a megfelel6 szabad tiolcsoportot tar-
talmazé linerdis peptidbdl dllithatjuk eld ismert oxi-
dativ kapcsoldsi eljdrdssal, példdul a linedris peptidet
kdliumferricianiddal -oxiddlva;” példdul Stewart és
mtsai. Solid Phase Peptide Synthesls (Freeman and
Co, San Francisco 1969), Chapter 1, p.95 kozlemé-
nyében leirt eljdrdsa szerint. ’

A talilmdny szerinti eljdrdssal elgdllitott peptid an-
tikiaguldns dozisa 0.2 mplkg-250 mglkg testtdmeg
nap, amely fiigg a kezelt betegtdl és az alkalmazott
peptidtdl. Az adott beteg esetében a szitkséges dozist
egyedileg kell meghatdrozni, Elénydsen 14 napi d6-
zist adagolunk, jellemz8en 5 mg-100 mgldézis aktiv
hatéanyag alkalmaz4s4val,

A jelzett antikoaguldns terdpia szdmos trombdzis
megelGzésére alkalmas és kiilondsen alkalmas a sziv-
koszoni verdér és agyl érrendszeri betegségek kezelé-
sére. A szakember sz4mdra egyértelmf az ilyen jelleg(i
betegségek kor, amelyek ilyen kezelést igényelnek. A
beteg elnevezés alatt emlGsoket, mint példdul f6emls-
stket, példdul embert, juhot, lovat, szarvasmarhdt
sertés, kutydt, macskdt, patkdnyt és egereket értiink.

Altalsban a peptid stabil marad ordlisan adagolva
is, azonban a nem orélis Gton torténd adagolds, pél-
d4ul a szubkutédn, az intravénds, az intramuszkuldris
vagy intraperitoneélis adagolds alkalmazandé el6nyo-
sen, a tdrol6 injekcid, betiltetett injekcld, vagy nydl-
kamembrdnon kercsztiili alkalmazds, mint példdul
orr, torok és tidG horgbkon keresztiili alkalmazds
elényds, amt lehet példdul aeroszol formilt alak,
amely a taldlmdny szerinti peptid- szdirmazékot szpré,
vagy szdraz por formdban tartalmazza.

Parenterdlis adagolds céljéra a taldlmény szerinti
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vegyilet injektdlhaté dézisokban oldat vagy szuszpen-
2i6 formaban adagothaté fiziolégidsan elfogadhat6 hi-
gitoanyagba, gydgyszerészetileg elfogadhatd hordozé-
anyagokkal egyiitt, amelyek lehetnek steril folyadé-
kok, mint példdul viz vagy olajok, és a formalt alak-
ban kivdnt esetben mds feliiletaktiv anyagokat és mds
gyogyszerészetileg elfogadhato adalékanyagokat is al-
kalmazhatunk. Alkalmazhaté olajok példdul dsvdny-
olaj, amely allati, n6vényi vagy szintetikus eredetdi le-
het, és lehet példdul foldimogyordolaj, széjaolaj, és
4sdvdnyi olaj. Folyékony hordozdéanyagként kalong-
sen injektdlhato fomdlt alak esetében eldnydsen viz
fiziolégids sdoldat, dextréz oldat és hasonlé cukorol-
datok, etanol és glikolok, mint példdul propilén-gli-
kol vagy polietilén-glikol alklamazhatdk.

A taldlmdny szerinti vegyilet mint tartalék injek-
cié vagy mint beiiltetett készitmény adagolhatok és
olyan formdban készitendék, amely lehetové teszi az
aktiv hatdanyag fenntartott kibocsdtdsdt, Az aktiv ha-
téanyag labdacsokkd vagy kis hengerekké préselhetd
és szubkutdn vagy intramuszkulidsan beiiltethetd,
mint tartalék injekcié vagy beiltetett hatéanyag. A
beiiltetett formdlt alakban inert anyagokat mint pél-
ddul bioldgiailag lebonthaté polimereket vagy szinte-
tikus szilikonokat, példdul Silastic-ot (egy szilikon gu-
mi, amelyet a Dow-Corning Corporation illit eld)
alkalmazhatunk.

A taldlmédny szerinti eljardst az aldbbi példdn rész-
letesen bemutatjuk.

Példa S
H-Gly-Asp-Phe-Glu-Glu-Tle-DEys-Glu-Glu-CYys-Leu-
-GIn-OH eldéllitdsa

A peptidet szildrd fizisu eljdrdssal 0.1 mmol 0.66
mmoéfg Boc-Gln-Pam gyanta alkaimazdsival allitjuk
el8. Kétszeres szimmetrikus anhidridet alkalmazé
kapcsoldst hatunk végre 2.0 mmdl Na-Boc-aminosav
(Peptides International) alkalmazisdval, kivéve hogy a
Boc-Gln esetében DCCJHOBT mddszert alkalmazunk
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a kapcsoldsra. Az oldalléncban alkalmazott véddcso-
ortok az aldbblak: Asp(Chx), Cys(pMeBzl), Glu-
Bzl).

Miutdn a szintézis befejez6dott, a Na-Boc véds-
csoportot 50%-o0s diklormetdnos trifluor-ecetsav se git-
ségével tavolitjuk el. A gyantit hdromszor dikiérme-
ténnal mossuk, hdromszoros 10%-os diizopropil-etil-
-aminos diklérmetdnos oldattal tortén8 mosdssal sem-
legesitjiik, majd hiromszor diklérmetinnal mossuk.
Ezutin N-acetil-imidazolial diklérmetdnban acetilez-
ziikk, majd hdromszor diklérmetdnnal mossuk és vé-
kuumban megszdritjuk.

A peptidet a gyantdrol lehasitjuk és egyben a védg-
csoportokat eltévolitjuk. Ezt a miiveletet vizzel végez-
zik, amelynek pH értékét amméniumhidroxiddal 8.5
értékre 4llitjuk be. Ezutdn kdllumferrcianidot adunk
az oldathoz (0.01 n) amig a sdrga szin dllandévd nem
vilik. Az oldatot 30 percig keverjiik, majd a pH érté-
ket ecetsavval 45 értékre dllitjuk be. Ezutdn az ele-
gyet Bio-Rad AG3-X4A ioncserél§ gyantdval keverjiik
2 6rélg. A keveréket lesz(irjiik és a sz(irletet liofiliz4l-
juk.

A peptidet 92x2.6 cm Sephadex G-15 oszlopon
5%-o0s ecetsavval torténd itfolyatdssal sémentesitjik,
majd liofilizdljuk. Ezutdn HPLC segitségével C'* Vy-
dac 21BTP1010 (250x10 mm) oszlopon, 0.1% vizes
trifluorecetsavban késziilt acetonitril-eluens és 5 ml/
perc sebesség alkalmazdsdval tisztitjuk. A f6 kompo-
nenst gy (jtjik és liofilizdijuk és igy a kivdnt terméket
kapjuk. A termék homogenitdsit HPLC és VRK anali-
zissel hatdrozzuk meg. HPLC Vydac 21BTP54 (250
x4.6 mm) C'* oszlop, 2 ml/perc, t..=1.8 perc: eludciés
idé 25 -50% acetonitril tartalmd 0.1%-os trifluorecet-
sav alkalmazésdval linedds gradiens mellett, amely 1%/
perc. (HPLC) 5.5 perc.

FAB-MS: (MsH) — 1411.7 * | mikron (szdmitott
1.410). Aminosav analizis: (6n sésavas hidrolizis, 24
6ra idétartamig, 106 °C hdmérsékleten), l4sd az 1.
tabldzatot, 1 58 tdmeg% peptid tartalom,

1. tdbldzat
Aminésav analizis (6n HCl, hidrolizis: 24 éra, 106°C)

His Asx Ser Glx Pro Ala Gly Tle* Leu Phe

- 1.00(1) -

5.05(5) — - 0.95(1) 0.60(1) 1.00(1) — 1.02(1)

X Az allo-lle 4talakulds a hidrolizis id&tartama sordn nera teljes.

Szabadalmi igénypontok

1. Eljards az (1) képletd —————
H-Gly-Asp-Phe-Glu-Glu-Ile-DCys-Glu-Glu-Cys-Leu-
Gln-OH (1) peptid el4llitdséra, azzal jelle -
mezve  hogy avédett 1. aminosavat valamely akti-
vélt gyanta hordozéhoz kapcsoljuk, majd a tobbi vé-
dett amino-savat a nvekvS peptid ldnc aminocsoport-
jahoz kapcsoljuk, a peptld ldncrol a védScsoportokat
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és a gyantit eltdvolitjuk, végezetil a linedrs peptidet
oxidativ kapcsoldsi reakciénak vetjiik ald.

2. Eljérds antikoaguldns hatdsi gyogyszerkészit-
mény eldillitssira,azzal jellemezve, hogy

" hat6anyagként az 1. igénypont szerinti eljdrdssal el-

4llitott (1) képletli peptidet gydgyszerészetileg elfo-
gadhaté hordozdanyaggal és kivant esetben adalék-
anyaggal dsszekeverjiik és gyogyszerkészitménnyé fel-
dolgozzuk.

Kiadja: Orszégos Taldlmdnyi Hivatal
Felelds kiadé : Himer Zoltdnowy.-
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