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Wstepne badania nad wptywem witaminy A
na niektére parametry nasienia kroélikéw

Z Kliniki Polozniczej Instytutu Patologii i Terapii Zwierzat
Wydzialu Weterynaryjnego AR we Wroclawiu

Zwiazek miedzy witaming A a plodnoscia od-
kryto prawie rownolegle z odkryciem witaminy
,ptodnosci” E. Nelson i wsp. (15) stwierdzili,
ze lochy trzymane na paszy pozbawionej wita-
miny A ronig lub rodzg prosigeta malo zywotne
lub martwe. W kilka lat pézniej Hughes i wsp.
(cyt. za 10) opisali nowe spostrzezenia, dotycza-
ce objawow ze strony ukladu plciowego na tle
awitaminozy A. Obserwujac loszki trzymane od
odsadzenia do dojrzalosci plciowej na diecie
ubogiej w karoteny zauwazyli, Zze po dojsciu do
wieku reprodukcyjnego wykazuja one zaburze-
nia w rui, przewaznie silniejsze i dluzej trwa-
jace niz u zwierzat kontrolnych. Na 8 loszek
krytych w czasie owych nienormalnych rui za-
plodnieniu ulegly tylko 3, przy czym wszystkie
poronity. U pozostalych wykazano niedorozwi-
niete macice.

Podobne objawy u kréow, a mianowicie nie-
zdolnos¢ do utrzymania cigzy lub rodzenie mar-
twych oraz malo zywotnych cielat opisali Hart
i Guilbert (8), a u owiec Pierce (16). Takze sze-
roko zakrojone badania Masona (12) na zwie-
rzetach laboratoryjnych wykazaly, ze w prze-
biegu awitaminozy A rozwijaja sie u szczurzyc
zmiany nekrotyczne w lozyskach, w nastep-
stwie czego dochodzi do niedozywienia plodow
z nastepowym ronieniem lub wydawaniem na
$wiat stabego potomstwa.

U samcéw na tle awitaminozy A dochodzi do
zaburzen w spermatogenezie. U szczurdw trzy-
manych na diecie bezwitaminowej nastepuje
zanik jader, jako nastepstwo degeneracji tkan-
ki plemnikotworczej (7, 12). Buhaje trzymane
na diecie ubogiej w karoteny dajg nasienie gor-
szej jakosci (8), a u buhajow, u ktérych rozwi-
nety sie ogdlne objawy awitaminozy dochodzi
do zaniku i zmian degeneracyjnych w jadrach,
ktore nie ustepuja nawet po iniekcjach gonado-
tropiny (14). Uderzajaca jest odmienna reakcja
poszczegolnych gatunkow zwierzat na niedobor
witaminy A. Bardzo rzadko wystepujg jedna-
kowe objawy chorobowe i zwigzane z nimi
zmiany anatomopatologiczne (6, 9, 11, 13, 17).

Wéroéd licznych prac nad witaming A, prowa-
dzonych na réznych gatunkach zwierzat, brak
jest w dostepnym pismiennictwie $wiatowym
doniesien na temat wplywu wymienionej wita-
miny na nasienie krolikéw, co sklonilo autorow
niniejszej pracy do przeprowadzenia wlasnych
obserwacji nad tym zagadnieniem.

Z Instytutu Hodowli i Technologii Produkcji Zwierzecej
Wydzialu Zootechnicznego AR we Wroclawiu

Materiatimetody

Obserwacje przeprowadzono na 9 krolikach, w wie-
ku 12—18 miesiecy, waga 4,5—5 kg. Zwierzeta po-
dzielono na trzy grupy: w pierwszej (3 szt.), kazdemu
z nich podano w formie jednorazowej domie$niowe]
iniekeji roztwoér oleistej witaminy A — Polfa, w ilo§-
ci 100 i 200 tys. j.m. (2 szt. podano 100 tys. jm., 1 szt.
podano 200 tys. jom.), w drugiej grupie (3 szt.) takze
podano witamine A w podobny sposdb jak wyzej,
kazdemu kroélikowi odpowiednio: 300, 400 i 450 tys.
j.m., trzecia grupa (3 szt.) to samce kontrolne.

Przed i po podaniu witaminy A od kazdego samca
pobrano i przebadano 5—6 ejakulatéw pobranych do
sztucznej pochwy w odstepach 7—13 dni. Réwnoczes-
nie pobierano i badano nasienie 3 krolikéw grupy
kontrolnej. Tuz po pobraniu ejakulatu przeprowadza-
no ocene wstepng nasienia. Nastepnie okreélano kon-
centracje plemnikéw w jednym mm? ejakulatu i od-
setek plemnik6w anormalnych. Przeprowadzano tak-
ze probe przezywalnoSci nasienia w temp. 46,5°C. Pro-
be wykonywano z nasieniem nierozrzedzonym i roz-
rzedzonym w odpowiednim rozrzedzalniku w stosun-
ku 1:5. Uzywano nastepujacych rozrzedzalnikéw: roz-
rzedzalnik I (50 mil IL,0, 0,9 glukozy, 0,2 laktozy, 1,6
sacharozy, 5 ml zéltka, 2,74 ml glicerolu), rozrzedzal-
nik II (2,9% cytrynian sodu 2H,0—50 ml i 5 ml zoit-
ka), rozrzedzalnik IIT (50 ml H,O, glukoza 3,0, cytry-
nian sodu (2H,O — 35,7%) 0,5 ml, NaOH 4% — 0,4 ml),
rozrzedzalnik IV (50 ml H,O, glukoza 2,5, cytrynian
sodu 5H,0 — 0,15 ml, zéitko 5 ml).

Rownocze$nie 1 tydzien przed podaniem witaminy
A i odpowiednio 2 tyg., 3 tyg., 5 tyg. i 6 tyg. po po-
daniu witaminy, okres§lano u kaZdego samca jej po-
ziom w surowicy krwi, pobranej z zyly usznej (row-
noczesnie okres§lano poziom witaminy A w surowicy
krwi krolik6w grupy kontrolnej). Po pobraniu krew
umieszcezano w lodéwce na okres 30 min.,, a nastepnie
wirowano przez 10 min. przy 3 tys. obrotéw na minu-
te. Nastepnie odpipetowywano do oznaczenia witami-
ny 5 ml surowicy. Dalsze postepowanie bylo zgodne
z metodg podang przez Dvoraka (4). Do wywolania
barwnej reakcji Carr-Price’a (1) uzywano 1 ml chlo-
roformowego roztworu i 5 ml 25% chloroformowego
roztworu tréjchlorku antymonu. Intensywno$¢ powsta-
lej barwy mierzono w 6 sekund po zmniejszeniu rea-
gujgcych roztworéw na fotokolorymetrze typu pope-
col”. Po odeczytaniu z krzywej standardowej i prze-
liczeniu poziom witaminy A podano w ug.

Wyniki i dyskusja

Uzyskane parametry oceny wstepnej i przed-
stawionych badan uzupelniajgcych nasienia
krolikow (6 szt.) przed podaniem witaminy A
i samcow grupy kontrolnej (3 szt.) nie odbie-
gaja od érednich otrzymanych we weczesnie]
przedstawionych pracach (2, 3) i w tym kon-
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tekécie przedstawione rezultaty nalezy uznaé
za poprawne. Obserwacje wlasne wykazaly, ze
objeto$¢ nasienia krélikéw po podaniu witami-
ny A wyraznie zwieksza sie w grupie pierw-
szej az do 45 dnia, aby po 55 dniach spas¢ po-
nizej Sredniej objetosci ejakulatu przed poda-
niem wymienionego preparatu (tab. 1). Tym-
Tab. 1. Srednia objetosé ejakulatéw krélikéw przed
i po podaniu wit. A w ml

Przed poda-

niem wit, A Po podaniu wit. A w dniach:

100—200 tys. 7 14 21 34 45 55
j.m.
1,08 1,66 | 2,00 | 1,76 | 1.30 | 1,66 | 1,03
300—450 tys.
jom. 1.46 | 1,30 | 1,30 | 1,30 | 1,03 | 1,06
1,00

czasem w drugiej grupie zwierzat, gdzie stoso-
wano wieksze dawki witaminy, objetos¢ ejaku-
latu takze zwieksza sie, ale jej wzrost jest
mniejszy w poroOwnaniu z grupg pierwsza
(tab. 1).

tyczace spadku procentu plemnikéw o ruchu
prawidlowym juz 21 dnia po podaniu witami-
ny A. Zmiany te wyraznie nasilaly sie z upty-
wem czasu, aby po upltywie 55 dni doprowadzi¢
do nekrospermii (tab. 2). W obu grupach zwie-
rzat nie stwierdzono wyraznych zmian w za-
kresie koncentracji plemnikéw w jednostce
objetodci ejakulatéw oraz procentu plemnikéw
anormalnych przed i po podaniu witaminy,
z wyjatkiem wyraznego wzrostu plemnikéw
uszkodzonych (gléwnie oddzielne gtowki) w eja-
kulatach z nekrospermia.

Jedng z wazniejszych prob przy ocenie na-
sienia jest préba przezywania plemnikéw w na-
sieniu rozrzedzonym w temp. 46,5°C. Majac na
uwadze wazno$¢ opisanego testu réwniez w wa-
runkach doswiadczalnych przy zastosowaniu
witaminy A, okre$lano $redni czas przezywal-
noéci plemnikéw w nasieniu nierozrzedzonym
i rozrzedzonym w réznych rozrzedzalnikach
(tab. 3, 4). Obserwacje wlasne wykazaly, ze po
podaniu mniejszych dawek witaminy A (100—
200 tys. j.m.) czas przezywalnosci nasienia nie-
rozrzedzonego i rozrzedzonego ro$nie w zalez-
nosci od stosowanego rozrzedzalnika (tab. 3)
1 wraca do pozycji wyjsciowej (przed poda-
niem witaminy) od 14—55 dni. Najdluzszy czas

Tab. 2. Procent plemnikéw o ruchu prawidlowym przed i po podaniu wit. A

Przed podaniem wit. A

Po podaniu wit. A w dniach:

100—200 tys. j.m. 1 14 21 | 34 45 55
60—380 . : — = =
60—80 60—80 70—80 60—90 70—380 60—80
= g |
RIS (s B 70—80 70—80 ‘ 50—70 | 30—50 20—30 0—20

Barwa, wonl i konsystencja ejakulatow w obu
grupach nie wykazuja zadnych zmian po poda-
niu witaminy A. Bardzo ciekawe spostrzezenia
zaobserwowano przy nastepnym niezwykle
istotnym parametrze oceny wstepnej nasienia,
jakim jest okre§lanie procentu plemnikow o ru-
chu prawidlowym. Przy stosowaniu mniejszych
dawek witaminy A nie obserwowano zadnych,
uchwytnych dla oka zmian w tym =zakresie,
a procent plemnikéw o ruchu prawidlowym
przed podaniem preparatu wahal sie od 60—380
i po podaniu 60—90, Natomiast w drugiej gru-
pie zwierzat zanotowano wyrazne zmiany, do-

przezywalno$ci nasienia wykazano w rozrze-
dzalniku II (131,2 min.), a najkrotszy w rozrze-
dzalniku I (15 min.). Takze w grupie drugiej
wymieniony parametr zachowuje sie podobnie
jak w grupie pierwszej, aby po 14—21 dniach
spa$¢ ponizej poziomu wyjsciowego (przed po-
daniem witaminy A). Okolo 55 dnia po podaniu
duzych ilosci witaminy A (300—450 tys. jm.)
obserwowano nekrospermie (tab. 4).

Roéwnoczesne oznaczanie witaminy A (tab. 5) wy-
kazalo §cistag wspoélzalezno§é jej poziomu w surowicy
krwi z wyzej przedstawionymi zmianami w zakresie
niektéorych parametréw nasienia krolikow. Nagly

Tab. 3. Sredm czas przezywalno$ci plemnikéw w réznych rozrzedzalnikach przed i po podaniu wit, A
(100—200 tys. j.m.) w minutach

y Przed podaniem Po podaniu wit. A w dniach:
Rozrzedzalnik witaminy A = % ; o ” = T =
1 32 60 15 15 41,2 - 30
11 98,4 131,2 120 105 93,7 101,2 90
111 59 111,2 90 105 75 82 60
v 30 90 45 5 48,7 55 45
Nasienie nierozrzedzone 64,7 73,7 80 60 48,7 45 45
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Tab. 4. Sredni czas przezywalnosci plemnikéw w réznych rozrzedzalnikach przed i po podaniu wit. A
(300—450 tys. j.m.)

Przed podaniem

Po podaniu wit. A w dnlach:

Rozrzedzalnik | : : e
dealnik | wit. A 7 | 14 | 21 | 34 | 45 | 55
|
I 43,5 30 45 45 | 41,2 | 22,6 | nekrospermia
II 80 160 120 120 52,6 | 60 | nekrospermia
III | 53,5 120 105 105 | 41,2 | 42 nekrospermia
v 36 18,7 60 45 | 45 37,6 | nekrospermia
.Nasienie nierozrzedzone 53,5 71 45 60 | 15 15 nekrospermia

wzrost ilo§ci witaminy A w surowicy krwi samcow,
moégl wplynaé niekorzystnie na procent plemnikow o
ruchu prawidlowym, 1gcznie z wystapieniem nekro-
spermii. Tymczasem male dawki witaminy A, z czym
wigze sie niZzszy poziom wymienionej substancji we
krwi, mogly wplyna¢ korzystnie na przedstawione
parametry nasicnia, a szczegélnie na czas przezywal-
noéci plemnikéw w roéznych rozrzedzalnikach. Poziom
witaminy A w surowicy krwi wracal do normy po 6
tygodniach po iniekcji witaminy (tab. 5), co moglo
takze spowodowac. ze poszezegolne warto$ci oceny
nasienia wracaly do pozycji wyjsciowej (przed poda-
niem witaminy A).

Tab. 5. Poziom wit. A w ug%h w surowicy krwi
krélikow przed i po jej podaniu
Po iniekcji witaminy
Ufis'é wit. irﬁgﬁga w tygodniach
w tys. j.m. e i_..z | - SRS EE
|

100 46,0 55,7 | 55,7 | 52,2 | 42,6
100 48,3 57,0 | 56 — | 49,5
200 42,6 49,6 | 52,2 | 49,6 | 39.9
300 32,4 46,0 | 49,6 | 52,2 | 35,7
400 69,6 130 125 —_ 67,4
450 [ 39,9 74,3 | 61,2 | 57,7 | 399

W drugiej grupie zwierzat, w ktoérej stosowano du-
ze ilo$ci witaminy procent plemnikéw o ruchu pra-
widlowym wracal do normy dopiero po uplywie 60
dni od podania witaminy. W grupie zwierzat kon-
trolnych, w czasie przebiegu doswiadczania nie za-
obserwowano zadnych uchwytnych zmian w zakresie
badanych parametréw nasienia oraz poziomu witami-
ny A w surowicy krwi. Wstepne badania wlasne nad
wplywem witaminy A na nasienie krolikéw zostaly
przeprowadzone na stosunkowo malym materiale do-
Swiadezalnym, co nie upowaznia do wysuwania wig-
zacych wnioskow., Witamina A moze wplywaé bezpo-
srednio na spermatogeneze, czy tez dodatkowe gru-
czoly plciowe, ale aby to udowodnié¢, nalezy przepro-
wadzi¢ szereg szczegélowych badan dodatkowych, na
duiym materiale zwierzat, dla wyjaénienia przebiegu,
istoty i przyczyn zaobserwowanego zjawiska.

Wnioski

1. Badania wlasne wykazaly, ze witamina A
moze mie¢ nieobojetny wplyw na niektére pa-
rametry nasienia krolikow.

2. Male dawki witaminy A (100—200 tys.
jm. na kroélika) podane jednorazowo, mogsg
wplywa¢ korzystnie na objetos¢ ejakulatu
i przezywalnos¢ plemnikéw w réinych rozrze-
dzalnikach,

3. Duze dawki witaminy A (300—450 tys.
j.m. na kroélika) podane jednorazowo, mogg wy-
wiera¢ niekorzystny wplyw na procent plemni-
kéw o ruchu prawidlowym lacznie z wystapie-
niem nekrospermii i czas przezywalnosci plem-
nikéw w roznych rozrzedzalnikach.
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JIy6enn A., MoukeBuu E., I'pauuk C. — IIpeasapu-
TeJIbHBbIE HMCCAeN0BAHUA HAJ BJIMAHUEM BHTAMIHA
A-Polfa Ha HexoTODBIe NapaMETPHl CEMCHM KDOJIMKOB.

YcenenoBaHMA TmpoBeJt Ha 9 KpPoJMKax caMmiax
Bo3pacToM B 12—I18 Mecanes u Becom B 4,5—5,0 xr.
KnBoTubiX pasgennyiy Ha 3 TPYNHNbI 10 3 KPoOJHKa:
B 1 KamxJIOMy KPOJMKY BIPLICUYJM BHYTDUMBIIIEYHO
oaHokpaTtHo 100—200 TbicaYy M.e. MACAAHUCTOIO BM-
ramuua A, Bo II rpynme — stumxe meromgom — 300,
400 uau 450 teicAy M.e.; III rpynna 6b11a KOHTPOJNL-+
Hoit. Jlo BReICHMA M IocJle BBEJCHMA BUTaMMHA A
Opanu kaxaple T—13 cyTok o06pa3ibl 2AKYJASATOB.
KpoMe TOTO y BCeX IXKMBOTHLIX MCCJICZOBAJM YPOBEHL
BUTaMKHA A B CBIBOPOTKG KDOBM.

YceraHOBMAM, WTO Majble 103kl BuTaMMHa (100—200
ThICAY M.€. H3 KPOJMUKA) TPU OJHOKPATHOM BBeIcHUMN
MOryT 6JarompMAaTHO IOBAMATL HA 00BHeM 9AKYIIATA
1 IepeXMBAeMOCThL XXMBUMKOB B pa3baBUTeNAx crep-
mMbl, Boabline 103bl BuTamMmuuHa A (300—450 TwICSIU
M.e. HA KPOJIMKA) IIPYM OJHOKPATHOM BBCICHMU MOTYT
HOBNMATL HeGIATONPUATIIO HA TPONEHT JKUBUMKOB C

Dubiel A., Monkiewicz J., Graczyk S. — Preliminary
examinations on the influence of vitamin A on some
semen parametres in rabbits.

The observations were carried out on 9 rabbits,
12—18 months old, weighing 4.5—5 kg. The animals
were divided into three groups. The first group was
given once vitamin A intramuscularly at the dose of
100000 and 200000 I. U., the second group received
300000, 400000 and 450000 I. U., the third group (ma-
les) served as a control. Before and after application
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of vitamin A there were taken and examined 5—6
ejaculates at intervals of 7—13 days. Simillaneously
there were examined the level of the vitamin in the
serum of all the animals under study. It was found
that small doses of the vitamin (100000—200000 I.U.
per animal/can influence positively the volume of

ejaculates and the survival of spermatozoons in diffe-
rent suspensions. Large doses of vit. A (300000—
450000 I1.U)) can influence negatively on the percen-
tage of spermatozoons with normal movement and
lead to necrospermia, and the time of =urvival in
suspensions is shortenecd.

PRAKTYKA LABORATORYINA

MICHAL BARTOSZCZE
Putawy

Zestaw do ciqgtej trypsynizacji tkanek

Pierwsze hodowle komorek uzyskiwane droga tryp-
synizacji zarodkéw lub noworodkdéw oraz ich narzg-
dow wewnetrznych z uwagi na szereg zalet (1) zna-
lazly wszechstronne zastosowanie w wirusologii, za-
rowno dla celow naukowo-badawczych jak i diagno-
stycznych.

Stosowane dotychczas powszechnie melody trypsy-
nizacji sa jednak malo wydajne, pracochlonne i stwa-
rzaja mozliwodé (z uwagi na koniecznos$é czestego
otwierania naczyn) latwego zakazenia komorek czyn-
nikami zanieczyszczajacymi (bakterie, plesnie).

Biorgc pod uwage powyzsze niedogodno$ci czynione
sa proby zmechanizowania procesu trypsynizacji, czego
przykiadem jest aparat wegierski ,,Tripszimat” (2).

Wobec braku na rynku krajowym tego typu apava-
tury podjeto probe opracowania zestawu, dzialajgcegn
na zasadzie ciaglego odhioru komoérek i uzupelnianiu
ubytku trvpsyny. W sklad zestawu wchodza naste-
pujace elementy:

— mieszadlo magnetyczne (ATM) z regulacja tem-
peratury; :

— pomna dozujgca UNIPAN typ 304:

— przewody doprowadzajace z polichlorku winylu
i rurki tloczace o $rednicy 2 mm;

— kalibrowana bulelka do trypsynizacji

— [iltr do odbioru komorek;

— butelka do odbiort zawiesiny komodrek (500 ml);

Ogodlny widok zestawu prredstawia ryc. 1. Glow-

(300 ml);

L

Ryc. 1. Ogé6lny widok zestawu do trypsynizacji

z cigglym odbiorem komorek

nym elementem zestawu jest pompa dozujaca, pozwa-
lajaca na ciggle przetlaczanie i odbidér (przewodami)
okreslonej iloéci cieczy, przy zachowaniu warunkéw
calkowitej sterylnoSci. Wydajno§é pompy wynosi od
0,08—96 ml/min.

W celu odbioru uwolnienia z tkanki komoérek i unie-
mozliwienia dostania sie do przewodéw kawateczkow
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tkanki, w naczyniu do trypsynizacji umieszczono rui-
ke szklanag odpowiednio zagieta do ksztaltu buleki.
Na dolng czesé rurki nalozono filtr metalowy o wiel-
ko$ci oczek okolo 1 mm. Na filtr nakladano dodat-
kowo (luzno) warstwe gazy. Dolny odcinek filtru
umieszczono w odlegtosei 0,5—1 ecm od dna butelki
i 0,5 cm od jej $cianki. Rurke z filirem umocowano
w korku gumowym butelki i polgczono z przewodem
do odbioru zawiesiny.

Przygotowanie zestawu do pracy polegalo na wyja-
lowieniu (w autoklawie) naczyn wraz z filtrem oraz
przewodéw (w 73% alkoholu) i polgczeniu poszezegol-
nych elementéw z przewodami za pomocg stozkowych
koncowek wykladanych do igict Record.

W badaniach nad oceng przydatnosei zestawu do
trypsynizacii uzyto tkanke zarodka kurzego. Wstepne
czynnosei, polegajace na oplukaniu i rozdrobnieniu
zarodkdw, przeprowadzano w sposob powszechnie
stosowany. Rozdrobniong tkanke przenoszono do hu-
telki trypsynizacyjnej i zalewano okre$long iloscia
trypsynyv. Naczynie z tkankg umieszczano w lazni wod-
nej (37°C) na mieszadle magnetycznym, a nastepnie
wlgezano micszadio i pompe dozujaca. Uruchomienie
pompy powocdowalo zassanie przez filtr okre$lonej ilos-
ci zawiesiny (uwolnionych) komorek i przetloczenie
jej przewodem do bulelki zbiorezej, ktéra umieszczono
w plastikowym pudetku z lodem (przerwanie procesu
trawienia). Réwnoczesnie drugim przewodem, lgczg-
cym naczynie do trypsynizacji z butelks, zawierajgcg
trypsyne, ubytek trypsyny zostal uzupelniony $wiezg
porcja roztworu.

Stwierdzono, ze optymalny czas trypsynizacji zarod-
kéw kurzyeh (7—10 zarodkéw) wynosit od 70—80 mi-
nut, przy wydatku 1,5 ml zawiesiny na minute. Z 1 g
tkanki uzyskiwano prrzccietnie okoto 2X108 komoérek
przy stosunku komdrek zywych do martwych jak 5:1.
Komorki po odwirowaniu zawieszano w plynie od-
zywerym wzrostowym i rozlewano do probowek.

Na zakoniczenie przewody plastikowe przeplukiwa-
no plynem fizjologicznym, przedmuchiwano po-
wielrzem i odkazano 75% alkoholem.

W poréwnaniu do metod tradycyjnych trypsyniza-
cja z ciaglvm odbiorem komdrek jest bardziej wydaj-
na, zmniejsza mozliwo$é zakazenia komorek oraz
zmniejsza liczhe komdérelk uszkodzonych.

Biorge pod uwage uzyskane wyniki celowe bedzie
przeprowadzenie dalszych doswiadezen dla okresle-
nia przydatnosci opisanego zestawu do trypsyuizacii
innych tkanek.
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