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W innej pracy przedstawiliSmy sposéb oznaczania inaktywacji trom-
biny dodanej do surowicy opisany przez Gerendasa, postugujacego sie
osoczem szozawianowym, podaliSmy réwniez wlasng modyfikacje tej-
metody, przy uzyciu jako podloza reztworu suchego osocza oraz wyniki
u zdrowych dorostych oséb uzyskane oboma metodami. W wartosciach
wynikéw zwroécily uwage réznice danych dla obu pici. Zagadnienie to
postanowiliSmy opracowa¢ na wiekszym materiale, przy uzyciu obu
metod (z osoczem szczawianowym i roztworem suchego osocza — jako
podlozami), Ré6wnolegle badania wplywu czasu przechowywania surowicy
na wyniki pomiaréw maja na celu ocene zachowania sig¢ antytrombinowej
aktywnosci surowicy w pobranej i przechowywanej krwi. »

Zagadnienia inaktywacji wlasnej trombiny surowicy, powstajacej
w niej w obecno$ci tkankowej trombokinazy, sg przedmiotem innych
naszych badan [3].

METODYKA

Oznaczenia inaktywacji trombiny przeprowadzano po uplywie 0,5, 3 i 5 godzin od
chwili pobrania prébek krwi. Préobki te byly przetrzymywane w temperaturze po-
kojowej, skrzepy oddzielano od $cian naczynia szklang paleczkg. Po odwirowaniu
przenoszono surowice osobnymi pipetkami do odpowiednio oznaczonych probdéwek.
Dla zachowania jednakowych warunkéw doswiadczenia w obrebie poszczegdlnych

* Praca ukoficzona w czasie stypendium naukowego Fundacji Rockefelléera w Aka-
demii Medycznej Uniwersytetu im, Marquette w Milwaukee, Wisc. St. Zjedn. Amer.
Poin. ‘
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grup (po 0,5 3 i 5 godzinach) stosowano ustalong kolejno$é postepowania, wediug
ktérej probki krwi pobrane pierwsze podlegaly pierwsze wirowaniu i oddzielaniu
surowicy oraz pierwsze poddawane byly pomiarom inaktywaciji.

Przygotowanie wzorcowego podioza, wzorcowego roztworu trombiny, przebieg
oznaczen, oraz sposéb opracowania wynikéw nie réznig sie od opisanych w pracy
naszej [2] i w pracy Gerendasa [6]. Wyniki czaséw inakiywacj zaokraglano do pel-
nych sekund.

MATERIAL

Ogélem przebadano 120 surowic, wykonujac 480 pojedynczych oznaczen aktyw-
nosci antytrombiny (po 1, 2, 3 i 5 minutach inkubacji). 60 surowic pochodzilo od
zdrowych, dorostych mezezyzn, pozostale 60 od zdrowych dorostych kobiet nieciezar-
nych (w okresie miediymiesiaczkowym). Zaréwno mezezyzni, jak i kobiety rekru-
towali sig¢ z dawcow krwi, podlegajgcych w danym dniu okresowemu badaniu lekar-
skiemu, ustalajgcemu stan zdrowia, wykluczajacemu ewentualne choroby, mogace
mie¢ wplyw na oddanie krwi, a zarazem na wynik przeprowadzanych przez nas ba-
dan hemostatycznych. 40 surowic (od 20 mezczyzn i 20 kobiet) przechowywano przez
0,5 godziny, poddajgc nastepnie potowe z nich, czyli 20 (10 meskich i 10 zenskich)
badaniu metoda Gerendasa (przy uzyciu osocza szczawianowego), za§ pozostalg po-
lowe, a wiec rowniez 20 surowic (10 meskich i 10 zenskich) badaniu wlasng metoda
przy uzyciu roztworu suchego osocza. W podobny sposéb przedstawial sie rozklad
materialu przechowywanego i badanego po 3 i 5 godzinach.

WYNIKI

Tabela 1 przedstawia $rednie wyniki wszystkich dokonanych oznaczeh
i jest tak ulozona, ze poszczegoélna liczba (np. czas inaktywacji dla mez-
czyzn w 1 minucie inkubacji w oznaczeniach wykonanych w /2 godz. po
pobraniu krwi = 11,2 sek.) wyraza $rednig obliczong z pomiaréw wyko-
nanych u 10 réznych osobnikéw. W tabeli tej podano $rednie wartosci
czasOw inaktywacji (t) w 1, 2, 3 i 5 minucie inkubacji, wspétezynnika ,k”,
$rednie odchylenie (§r) i granice odchyleh (gr. od.), czyli graniczne war-
tosci czas6w inaktywacji oraz Sredni przyrost (I) czasu inaktywacji na
minute inkubacji. Srednie odchylenie obliczono ze wzoru s=Sx2——£§5X.

» n—I1

We wizorze tym ,,s” oznacza Srednie odchylenie, Sx® — sume kwadra-
tow wartosci pojedynczych czaséw inaktywacji (czaséw krzepniecia),
(S5x*) — kwadrat sumy wartoéci pojedynczych czaséw inaktywacji danej
grupy oznaczen (w 1, 2, 3 i 5 minucie), n — liczbe obserwacji w grupie.
Mianem S$redniego przyrostu czasu inaktywaciji okredliliSmy réznice
‘miedzy Srednimi czaséw inaktywacji dwu grup (miedzy 1 a 2, 2 a 3,
3 a 5 minuty), wyrazajac je w sekundach réznicy na minute inkubacji.

W opracowaniu statystycznym uzyskanych przez nas wynikéw postu-
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zyli§my sie testem Studenta (Gosset), ktéry w prosty sposb6b poprzez wy-
liczenie wartosci ,,t” pozwala na rozstrzygniecie, czy pomiedzy dwoma
szeregami wynikéw zachodzi réznica znamienna statystycznie, czy tez
nie *. Glé6wna mys$la bylo wyjasnienie czy obserwowane przez nas roznice
zachodzace pomiedzy mezczyznami i kobietami w odniesieniu do anty-
trombinowej aktywnosci surowicy sg istotne statystycznie. Ponadto pra-
gneliSmy wyjaénié problem istotnosci réznic dla rozmaitych, stosowanych
przez nas podlozy (osocza szczawianowego i roztworu osocza ,,suchego’).

Statystycznie obliczenia wskazuja na wysoce istotna znamienno$¢ roznic
w badanej inaktywacji trombiny wobec osocza szczawianowego miedzy
surowicg przechowywang przez 0,5 i 3 godziny zaréwno u mezczyzn jak
i u kobiet. Brak natomiast statystycznie istotnych réznic w inaktywacji
trombiny po 3 i 5 godzinach przechowywania surowicy u mezezyzn.
Znamienno$é ta wystepuje natomiast u kobiet. U tych ostatnich wyjatkiem
jest réznica miedzy $rednimi dla jednej minuty, jednak prawdopodobien-
stwo, ze obie proby nie pochodza z jednej zbiorowosci ogblnej, jest nie-
wiele wieksze (P=0,055) od wymaganego poziomu istotnosci (0,050). Je-
zeli chodzi o opracowanie statystyczne pomiaréw, uzywajacych jako pod-
loza roztworu suchego osocza, to u mezczyzn roznice miedzy inaktywa-
cja po 0,5 i 3 godzinach przechowywania surowicy sa statystycznie nie-
znamienne, jedynie w 5 minucie prawdopodobiefistwo dochodzi do wartosci
poziomu ufnosci P=0,050. Natomiast miedzy inaktywacja surowicy mez-
czyzn przechowywanej przez 3 i 5 godzin zachodzg istotne statystycznie
znamienne réznice (w 5 minucie prawdopodobienstwo réwna sie pozio-
mowi ufnosci P=0,050). U kobiet poza nieznamienng statystycznie réznica
dla jednej minuty miedzy 0,5 a 3 godzinami, réznice w inaktywacji trom-
biny badanej wobec roztworu osocza suchego miedzy 0,51 3 oraz 3 i 5 go-
dzinami sg istotnie lub wysoce znamienne statystycznie.

Statystyczna ocena istotno$ci réznic, zaleznych od pici, dotyczyla sze-
regu ukladow, zlozonych z dwéch poréwnywalnych ze sobg par grup. Wy-
konano wiec obliczenia odnoszace sie do pomiaréw postugujacych sig oso-
czem szczawianowym i roztworem suchego osocza, poréwnujac wyniki
$rednich czas6w inaktywacji w poszczegblnych minutach inkubacji uzy-
skane u mezczyzn i kobiet w grupach préb z 0,5, 3 i 5 godzin przechowy-
wania surowicy. We wszystkich ukladach poréwnywane ze sobg grupy
roznity sie jedynie plcig badanych oséb, natomiast czas przechowywania
surowicy, warunki badania inaktywacji oraz uzyte podloze byly jedna-
kowe dla kazdej pary grup.

. , Xi—X, % .3 . .
* Podajemy wzo6r dla ,t7: t = ST’ gdzie X; i Xp oznaczaja $rednie arytme-

tyczne grup }?} i }_(2, za$ Sk $redni blad roznicy $rednich wymienionych grup )_(1 i }_(_2.
Dalsze szczegOly patrz podreczniki statystyki.
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W statystycznej ocenie réznic miedzy inaktywacja trombiny u mez-
czyzn i kobiet -stwierdza sie ich istotnos$é¢ lub wysoks istotno$¢ zaréwno
wobec osocza szczawianowego, jak i wobec roztworu suchego osocza. Istot-
no$é roznic dotyczy danych dla surowic badanych po 0,5, 3 i 5 godzinach
przechowywania. Jedyny wyjatek stanowi réznica w oznaczeniach wobec
roztworu suchego osocza u kobiet w 2 minucie w surowicy przechowywa-

-nej przez 5 godzin. Nie mniej i tutaj poziom istotnosci zostal nieznacznie
przekroczony (P=0,074).

OMOWIENIE WYNIKOW

1. W miare przechowywania surowicy zmienia sie inaktywacja doda-
wanej do niej trombiny. Dotyczy to zwlaszcza wartosci czasow inakty-
wacji po 0,5, 3 i 5 godzinach we wszystkich minutach inkubacji. W miare
przechowywania zaznacza sie czesto wzrost $redniej odchylen i rozszerze-
nie ich granic, wartoéé ,k” wykazuje nietypowe odchylenia (w granicach
normy). Wyraznie zaznacza sie natomiast wzrost wartosci przyrostu czasu
w sek./min. inkubacji. ;

Jezeli poréwnamy dane dla 0,5, 3 i 5 godziny to mozna zauwazy¢, ze
zmiany zachodzace miedzy 0,5 a 3 godzing sg znaczniejsze niz miedzy
3 a b godzing. Nalezy wiec sadzi¢, ze aktywnoé¢ antytrombinowa surowicy
narasta znaczniej w okresie 0,5—3, niz w okresie od 3—5 godzin. Wyjatek
stanowig dane dla 3 godziny u mezczyzn i kobiet (p. n.) w badaniach uzy-
wajacych roztworu suchego osocza, w pierwszych (1—2) u mezczyzn,
1 — u kobiet minutach inkubacji sg bliskie wartosciom inaktywacji po
0,5 godzinie (brak znamienno$ci statystycznej réznic), za§ w nastepnych
(3—5) u mezczyzn, 2,5 u kobiet minutach inkubacji zajmujg posrednie
miejsce wzgledem wartosci inaktywacji po 0,5 i 5 godzinach (przy staty-
stycznej znamiennosci réznic).

2. Stwierdza si¢ istotne i charakterystyczne roéznice w inaktywacji
trombiny w zalezno$ci od pleci badanych oséb. U mezczyzn wszystkie bez
wyjatku $rednie (réznice znamienne statystycznie) i olbrzymia wiekszos¢
pojedynczych wartosci czasu inaktywacji w poszczegolnych minutach in-
kubacji sg wicksze, niz odpowiednie wartosci u kobiet. Réwniez $rednie
wartosci i wartoéci graniczne szeregéw: oraz srednie wspolczynnika , k” sa
w znacznej przewadze wieksze dla mezezyzn niz dla kobiet. We wszyst-
kich grupach préb (po 0,5, 3 i 5 godz. przechowywania surowicy) i we
wszystkich minutach inkubacji $rednie warto$ci przyrostu czasu inakty-
wacji w sek./min. inkubacji sg wicksze u mezczyzn niz u kobiet. Roznice
obu plci sg zwykle slabiej zaznaczone w pierwszych, wyrazniej w nastep-
nych minutach inkubacji. Ze wzgledu na wykryte przez nas rézinice wy-
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daje sie celowe poréownywanie wynikéw badan inaktywacji nie ze $rednig
dla obu plci, lecz ze $rednimi wartosciami dla odpowiedniej ptci.

Po dodaniu jednakowych iloéci trombiny do osocza mezczyzny i kobiety
pozostaje po pewnym czasie inkubaciji (1, 2, 3, 4 czy 5 min.) mniejsza ilosé
trombiny w osoczu mezczyzny, niz w osoczu kobiety. Wskazuje na to sto-
sunkowo wieksza aktywnoéé antytrombiny i mniejsza krzepliwosé¢ krwi
u mezczyzn, niz u kobiet, u ktorych aktywnos¢ antytrombiny jest mniej-
sza, a krzepliwoéé krwi wieksza. U mezczyzn inaktywacja trombiny jest
stosunkowo szybsza niz u kobiet, u ktérych przebiega wolniej. Stwierdze-
nie réznic miedzy inaktywacja trombiny u mezezyzn i kobiet pokrywa sie '
z trescig doniesien o stosunkowo wiekszej krzepliwosci krwi u kobiet niz
u mezezyzn [1, 4] i w duzej mierze te réznice ttumaczy. W ten spos6b na
duzym materiale udalo si¢ nam potwierdzi¢ nasze poprzednie spostrzeze-
nia [2]. Podobne réznice zalezne od pici wystepu;a w przebiegu inakty-
wacji wlasnej trombiny surowicy [3].

3. Poréwnujgc wyniki uzyskane przy pomocy o0socCza szczawianowego
i roztworu suchego osocza stwierdza sie nastepujace charakterystyczne
spostrzegane juz przez nas uprzednio {2] roznice. Wartosci poszczegblnych
$rednich danych inaktywacji trombiny w osoczu szczawianowym sg WyZ-
sze niz w rozitworze suchego osocza, co jest zwykle mniej wyrazne
w pierwszych, wiecej w nastepnych minutach inkubacji. Stwierdzenie to
dotyczy prawie wszystkich wartosci Srednich czaséw inaktywacji (z wy-
jatkiem danych dla 5 godziny: po 1 min. u mezezyzn i kobiet, po 2 min.
u kobiet), wiekszoéci $rednich odchylen (15/9), oraz wartoéci granicznych
obu szeregow (12/12) i wszystkich (poza jédnym: po 5 godz. u kobiet, po
2 min.) przyrostoéw czasu inaktywacji. Réznice te wynikaja z rozmaitych
podlozy i z tego, ze w oznaczeniach postugujacych sie roztworem suchego
osocza wyjsciowa moc trombiny jest wicksza [2]. Albowiem do uzyskania
roztworu trombiny skrzepiajacego srodowisko wzorcowe w ciggu 10 sek.
nalezy uzyé¢ wiecej trombiny, gdy srodowiskiem tym jest roztwér suchego
osocza, a mniej, gdy jest nim osocze szczawianowe [2]. Nasza metoda wy-
kazuje zwykle mniejsze wartosci $rednich odchylen, blizsze siebie sg gra-
nice odchylen (rzadziej takie same, bardzo rzadko wieksze), niz w meto-
dzie Gerendasa. Spojrzenie na dane tab. 1 pozwala stwierdzi¢, ze o ile dla
osocza szczawianowego $rednie czasy inaktywacji po 0,5 1 3 godzinach sa
od siebie odlegle, a dla 3 i 5 godzin bliskie (brak statystycznej znamien-
noéci réznic), to wobec roztworu suchego osocza wartosci dla 3 godzin
przebiegaja poczatkowo blisko wartosci dla 0,5 godzin (brak znamiennosci
statystycznej roéinic), nastepnie przybieraja wielkos¢ posrednia miedzy
danymi dla 0,5 i 5 godzin (réznice znamienne statystycznie). By¢ moze, ze
te réznice spowodowane sg réznym skladem i dzialaniem podlozy oraz od-
miennymi stezeniami trombiny.

Acta Physiologica Polonica — 47
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-4, Inaktywacja trombiny, dodanej do surewicy jest najszybsza miedzy
1—2 min. inkubacji, érednio szybka miedzy 2—3, a wolna miedzy 3—
5 min. inkubacji. To zachowanie sie inaktywaeji dodanej do surowicy
trombiny przypomina w pewnym stopniu przebieg inaktywacji wlasnej
trombiny surowicy. I w tym wypadku po osiagnieciu swej maksymalnej
mocy wytworzona trombina ulega poczatkowo szybkiej, potem miernie
szybkiej, a w koncu wolnej inaktywacji przez antytrombine {3].

5. Wplyw czasu przechowywania surowicy, plei badanego, rodzaju pod-
Yoza, czasu inkubacji na przebieg inaktywacji moze polega¢ nie tylko na
" zmianach aktywnoéci samej antytrombiny, lecz zmiany te mogg by¢ wy-
razem odchylen w aktywnosci ciat krzephwych Zmniejszenie si¢ aktyw-
nosci tych ostatnich moze sprzyja¢ uaktywnieniu antytrombiny.

. WNIOSKI

- 1. Inaktywacja mianowanych preparatéw trombiny dodawanych in vi-
tro do surowicy przebiega znacznie szybciej w surowicach mezezyzn w po-
réwnaniu z kobietami (odpowxada to w1eksze] krzepliwoéci krwi u tych
ostatnich). :

2. Surowica dluzej przechowywana szybciej inaktywuje trombine: in-
aktywacyjna aktywnos¢ surowicy narasta wyraznie w pierwszych trzech
godzinach po pobraniu krwi, nieco wolniej w godzinach nastepnych.

3. Powyzsze dane powinny by¢ uwzgledniane przy dokladniejszych ba-
daniach laboratoryjnych, zwlaszcza odnoszacych sie do wpltywu rozmai-
tych czynnikéw na inaktywacje trombiny surowicy.

Autorzy wyrazajg swe podziekowanie Prof. dr Michaly’emu Gerendasowi (Instytut
Hematologii w Budapeszcie) — za przekazane odezynniki i piSmiennictwo; Dyr. Sta-
cji Krwiodawstwa w Krakowie—Nowej Hucie, Dr Jerzemu Mostowskiemu — za
umozliwienie przeprowadzenia badan u dawecéw krwi i uzyczenie suchego osocza
wytwarzanego przez Stacje, oraz Mgr A. Zarneckiemu — za pomoc w statystycznym
opracowaniu wynikow.

I'. Tepmuep, FO. Jucesuu

XOH MHAKTHBUPOBAHUS TPOMBIHA B CEIBOPOTKE 3O0POBBIX B3POCJIIBLIX
JIMI] B 3ABUCHMOCTH OT IIOJIA 1 BPEMEHU KOHCEPBUPOBAHUSA
CBIBOPOTKU

Codeporcariue
Iocite 1 2 3 ¥ 5 MuH. MHKYGAUMH DABHBLIX KOJHYECTB CTAHAPTHOIO DPACTBOPE TPOMOHHA

"M CBIBOPOTKH IPOBOJMIIHM M3MePEHHsl HHAKTHBHPOBAHMA TPOMOHH2, NIEPEHOCA NMPOGHPKY HHKY~
Baumomnoll cMec B CBepTHIBaROIMiiCs cyferpar. MccieioBam 120 CRIBOPOTOK (480 orHenpHBIX
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oIpelle/IeHUIl MHAKTUBUPOBAHUA), H3° KOTOPBIX 40 INPOJAEPIKATHM [0 HM3MEPEeHHA 0,5, 40 — 3
U 40 — § 4acoB. B IpHBeIeHHBIX UMCIIAX HOJIOBMHA SIBJISLIIACH MYMCKUMH ChIBODOTKAMH M HO-
JIOBUHA — JKEHCKUMH. B 509 HpOBEIeHHBIX ONLITOB MCHOJIB30BAIM B KauecrBe CyGCTpaTa
OKCaJIaTHYIO IUIA3MY, B 509, — PacTBOp Cyxoil masmbl. Pe3ysisTaTel NpPeACTaBJICHEI B BHIE
HPOJOHKATENLHOCTY MHAKTHBHUPOBAHNS B OT/EIIbHBIX MUHYTAX MHKyOarue, CpeiHue BeJIMUUHEBI
M Ipefenbl UX OTKJIOHEHWI, a TaK)Ke CPEeJHUIl IIPUPOCT BPEMEHHU MHAKTUBALIMMA HA OJHY Mm{y'ry
MHKYOAIMH. Pesynb'ra'rm 00paboTaHbl CTATUCTHYCCKH. .

Tlo mMepe KOHCEpBHPOBAaHHSA CHIBOPOTKM BO3PACTaeT CHJIA aHTHTpomOuHA (B GOJNBLIEH cTemeHH
MEMKY 0,5—3 YaC, B MEHBIIEH CTENEHH MEXIY 3—S5 4ac). Y My)KUMH aKTHBHOCTH aHTHTPOMOHHA
©OJbIIE, YEM ¥ JKEHIIVH, UTO YKA3LIBAET HA MEHBIIYIO CBEPTHIBAEMOCTh KPOBH Y MYXKYHH, YeM
V JKEHIUH U ee OOBICHAET.

HuaxTpuBupoBanye TPOMOMHA B IPUCYTCTBHH OKCATIATHOMN [I1123MbI GOJIBINE, YeM B IPUCYTCTBHH
pacTBOpa CyXoi IUIasMbl, DTO sBJIeHHe CBASAHO C TEM, UTO CIUIR CTAHAAPTHOTO PacTBOpa TPOM-
61Ha, HeoOXOQUMAS [UIA TOJyYeHHS TOLO )Xe BPEMCHM CBEPTHIBSHUS, GONBIIE B ONBITAX C pa-
CTBOPOM CYyXO# ILIa3Mbl, UEM B OHbBITAX C OKCAJIATHOM Iasmoii. VHakTMBHpOBaHME TPOomMOHMHA
Haubosiee OBICTPO MEXKAY I—2 MMH. MHKYO2uua B HauCoJiee MEINICHHO MEXKAY 3—$§ MMH. MHKY-
Ganuu. IlomoOHBIM 06pPa30M HPEACTABIBIETCS CKOPOCTh MHAKTHBHUPOBAHUS COOCTBEHHOrO
TpoMOUHA CHIBOPOTKM, KOTODBIM IOCHE [IOCTUIKCHWS MAKCHMyMa CBOe€ii aKTHBHOCTH, TEPHET
CBOIO CIJIy B Haualle OUCHb OBICTPO, B KOHIE K€ HHKYGauuw MeHIIeHHO.

H. Gaertner, J. Lisiewicz

INACTIVATION OF THROMBIN IN THE SERUM OF HEALTHY ADULTS IN
RELATION TO SEX AND TIME OF SERUM STORAGE

Summary

A standard solution of trombin was mixed 1:1 with serum, the mixture was in-
cubated /s, 3, and 5 min., and samples were added to a coagulable medium. In 480
tests, 120 sera were investigated, of which 40 were used after they had been stored
/2, 40 — 3, and 40 — 5 hours, One-half of the sera came from males, the other half
from females. In one-half of the experiments oxalated plasma was used as the
medium and in the other half a solution of dried plasma. The results have been
compiled as the inactivation time actually recorded in relation to incubation time,
averages and extreme values and average increase of inactivation time for every
minute of incubation. The results were analyzed statistically.

Antithrombin activity grew with the time of serum storage, rapidly on /s —3 hour
storage, and then slower on 3 — 5 hour storage. Antithrombin activity was in males
higher than in females, which shows and explains higher blood coagulability in men.
For oxalated plasma thrombin inactivation was more pronounced than for dried
plasma. This is associated with the fact that the activity of the thrombin solution
for a solution of dried plasma must be higher than for oxalated plasma, if coagul-
ation time is to be same. Thrombin inactivation is rapid over the first two minutes
of incubation, and slower over the subsequent three minutes. Similarly proceeds in-
activation of the serum’s own thrombin, which, after attaining maximum activity
becomes inactivated during incubation first rapidly, than slower, and still slower
at the end of incubation.

47+
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