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Niektére arktyczne gatunki owadéw
i ciem znane s3 z tego, ze ich larwy
zamrozone w lodzie w temperaturze od
-5 do nawet -40°C i nizszych, przezywa-
ja zime, aby na wiosne kontynuowac roz-
woj i przeobrazi¢ sie w postac dorosta (1,
2). Inne zwierzeta, takie jak amerykanska
zaba le$na (Rana sylvatica), przezywaja
parokrotne zamrozenie w temperaturach
nawet ponizej -16°C bez uszkodzenia ko-
moérek pomimo ze 1/3 calkowitej masy ich
ciala stanowi wtedy 16d (3).

Dzieje sie to dzieki obecno$ci w ich ply-
nach ustrojowych krioprotektantéw, prze-
waznie glicerolu, cukrdéw, bialek, ale takze
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mocznika. Obnizaja one punkt zamarzania
i nie dopuszczaja do tworzenia si¢ krysz-
taléw lodu w komérkach i obkurczania
bton komérkowych. Wszystko to zapo-
biega trwalym uszkodzeniom komorek,
a co za tym idzie tkanek, ktére doprowa-
dzityby do $mierci zwierzecia. Dokladnie
ten sam mechanizm nauka wykorzystuje
do wlasnych cel6w.

Historia naukowej kriokonserwacji za-
czela sie w 1949 r. w Cambridge, kiedy
doktorant Christopher Polge opubliko-
wal w brytyjskim czasopi$mie ,Nature”
artykul o wplywie glicerolu na przezy-
walno$¢ zamrozonych plemnikéw drobiu

(4). Polge dowiddl, ze raptownie zamrozo-
ne w -79°C (w zestalonym dwutlenku we-
gla) lub w -192 °C (w cieklym powietrzu)
utrzymane w 15% glicerolu plemniki po
rozmrozeniu uzyskuja petna ruchliwo$¢
i zdolnos¢ do zaplodnienia komérki jajo-
wej. Dalsze badania Polgego i wsp. (5) do-
wiodly skuteczno$ci metody takze dla na-
sienia innych kregowcéw, takich jak krolik,
kawia domowa, kon, bydlo czy czlowiek.
Ruchliwos$¢ plemnikéw po rozmrozeniu
jako marker ich kondycji zostata uzna-
na za wlasciwy sposéb oceny zachowania
funkcji nasienia. Umozliwilo to usystema-
tyzowanie dalszych badan, a te doprowa-
dzily juz w 1954 r. do narodzin pierwszej
tréjki dzieci powstalych z zaptodnienia ko-
morek jajowych plemnikami, ktére wcze-
$niej przeszly pelna kriokonserwacje (6).
Nowe mozliwosci szybko zostaly za-
adaptowane do potrzeb rozwoju hodow-
li zwierzat. Zachowanie genéw cennych
osobnikéw bydta i koni w postaci zamro-
zonego nasienia zmienifo polityke hodow-
lang i ulatwilo utrwalanie pozadanych cech
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This article aims at the presentation of vitrification
- a modern method of cryopreservation.
Cryopreservation is widely used for maintaining
the viability of cells, tissues, organs or any
biological material and is applied in many fields
of biological, veterinary and medical sciences.
There are two main methods of cryopreservation:
slow programmable freezing and vitrification.
Vitrification uses high cryoprotectant concentration
to prevent the crystallisation of ice and the material
solidifies as an amorphous glass, so the need
to find a compromise between solution effects
injury and intracellular ice formation is eliminated.
However, the concentrations of cryoprotectant
required are very high so are potentially, and often
actually, harmful to cells. Vitrification is becoming
increasingly appreciated form of cryopreservation
due to its ease and speed however, there are many
uncertainties as to its use in human medicine.
Cryopreservation is also fraught with many
technological obstacles, which main issues are:
the speed of freezing, the thawing speed and
appropriate concentrations of cryoprotectants.
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u potomstwa. Dzisiaj praktycznie wszystkie
hodowane przemystowo krowy zaptadnia-
ne sa metoda inseminacji nasieniem, ktére
bylo kriokonserwowane. Medycyna takze
wykorzystata postep nauki, rozwijajac me-
tody wspomaganego rozrodu i zakladajac
banki ludzkiej spermy. Odkrycie przecho-
wywania meskich komoérek gametycznych
to dopiero potowa sukcesu. Zaraz po nie-
banalnym odkryciu Christophera Polgego
naukowcy badali i rozwijali takze metody
przechowywania innych komérek rozrod-
czych, takich jak oocyty i komérki embrio-
nalne, a takze mozliwo$¢é zakonserwowa-
nia catych tkanek zwierzecych i ludzkich.
To wlasnie w tym kierunku rozwija sie na-
uka o zamrazaniu zycia, ktéra w 1964 r. ofi-
cjalnie nazwano kriobiologia (8).

Zamarzanie

W przeciwienistwie do wspomnianych
wczeéniej komérek owadow czy plazéw,
komorki ssakéw przystosowane sa do pra-
widlowego funkcjonowania w waskim za-
kresie temperatur. W zaleznosci od gatun-
ku zwierzecia i umiejscowienia komorki
spektrum tolerancji obejmuje zakres mie-
dzy 34 a 42°C. Mimo ze krétka ekspozycja
na nizsze temperatury moze by¢ niegrozna,

to przetrzymywanie komorek przez dtuzszy
czas w temperaturach bliskich zera i poni-
zej bezwzglednie je zabija.

Pierwszym krytycznym momentem s3
temperatury od +15°C do -5°C. Dluzsze
przebywanie komorki w takiej temperatu-
rze badZ powolne jej schladzanie powodu-
je szereg uszkodzen znanych jako uszko-
dzenia wywolane schlodzeniem (chilling
injury). Uszkodzenia te sa niejednorodne
i gtéwnie sa wynikiem zmian wlasciwosci
blon biatkowo-lipidowych. Lipidy w zalez-
noéci od zawarto$ci nienasyconych kwa-
sow tluszczowych tezeja szybciej lub wol-
niej, w zwiazku z czym btona komérkowa
traci integralno$¢ i zmienia przepuszczal-
no$¢. Dowiedziono takze negatywnego
wplywu niskich temperatur na struktu-
re wrzeciona kariokinetycznego, co jest
szczegblnie wazne w przypadku kriokon-
serwacji oocytéw. Nie wszystkie komoérki
jednak sa wrazliwe na efekty uszkodzenia
wywolanego schlodzeniem, za to wszyst-
kie podatne sa na uszkodzenia w wyniku
mrozenia (9).

Kiedy komérka ulega zamrazaniu, za-
warta w niej woda krystalizuje w 16d.
W efekcie, z powodu dazenia do wyréw-
nania ci$nienia osmotycznego, substan-
cje rozpuszczone w cytozolu ulegaja co-
raz to wiekszemu stezeniu, doprowadza-
jac do odwodnienia organelli. Zmienia si¢
takze przepuszczalno$¢ bton lipidowych,
co ma kluczowe znaczenie dla integral-
nos$ci komérki. Uszkodzenia spowodowa-
ne stresem osmotycznym, przepuszczal-
noscia blon i znieksztalceniami cytosz-
kieletu destabilizuja komorke, a fizyczne
uszkodzenia powstale przy tworzeniu sie
krysztatkéw lodu wewnatrz ostatecznie
doprowadzaja komérke do émierci. Zeby
uchroni¢ komérke przed uszkodzeniami
naturalnymi dla procesu zamrazania, po-
trzebna jest zmiana dwéch kluczowych
elementéw — wlasciwosci ptynu komérko-
wego i czasu na zmiane, a co za tym idzie
na uszkodzenia.

Krioprotektanty - zmiana wiasciwosci
ptynu komorkowego

Najwazniejszym elementem komorki, nie-
zbednym do jej funkcjonowania, a tak-
ze przenikajacym kazdy jej element, jest
woda. Ona tez pierwsza ulega zmianom
pod wplywem temperatury, a zmiana jej
stosunku w réznych kompartmentach
komérki powoduje stres osmotyczny.
Dlatego tez rola krioprotektantéw jest
kluczowa.

Krioprotektanty dziela si¢ na przenika-
jace przez btony komoérkowe oraz pozo-
stajace poza obrebem komdrki. Pierwsze
z nich to substancje penetrujace, takie jak
glicerol, glikol etylenowy czy dimetylosul-
fotlenek (DMSO), sa to niskoczasteczkowe

substancje organiczne o niskim punkcie
zamarzania i duzej lepkosci. Ich obec-
nos$¢ w komorce podcezas zamarzania po-
woduje przeksztalcenie si¢ ptynu komér-
kowego z formy plynnej w posta¢ szklista
bez wytworzenia krysztaléw. Ten mecha-
nizm nazwany zostal nitryfikacja. Zapo-
biega on destrukgcji struktur komoérko-
wych na tle powstawania duzych kryszta-
16w lodu. Drugi rodzaj krioprotektantéw
to substancje nieprzenikajace bton komér-
kowych. Duze czasteczki cukréw, takich
jak glukoza, sacharoza, sorbitol czy disa-
charydy, zwiekszaja ci$nienie osmotycz-
ne plynu komérkowego, co prowadzi do
wyplywania wody z komérki na zewnatrz.
Prowadzi to do kontrolowanej dehydrata-
¢ji, a zatem zmniejszenia sie¢ ilosci wody
mogacej skrystalizowa¢ w 16d w obrebie
bton komérki. Obecno$¢ krioprotektan-
téw niepenetrujacych pozwala takze na
zmniejszenie stezenia krioprotektantu
penetrujacego.

Mieszanina krioprotekcyjna w zalez-
noséci od typu protokotu zawiera zwykle
mieszanine obu rodzajéw krioprotektan-
tow oraz buforéw pH stanowiacych wiasci-
we $rodowisko dla danego typu komérek,
a takze makromolekuty bialkowe o pozy-
tywnym wplywie na zwiekszanie lepko$ci
cieczy i zachowanie réwnowagi zamrozo-
nej komoérki. Warianty mieszanin i stezenia
substancji zaleza od typu komérek i etapu
ich rozwoju, ale przede wszystkim od typu
procedury krioprezerwacyjnej: powolnego
zamrazania lub kriokonserwacji.

Niska temperatura - zatrzymanie czasu

Innymi zagrozeniami dla komérki zaraz
po krystalizacji lodu wewnatrz jej struktur
jest stres osmotyczny i wspomniane uszko-
dzenie wywolane schlodzeniem. Pierwsze,
czyli zbyt duza koncentracja substancji
osmotycznie czynnych, prowadzi do che-
micznego braku réwnowagi niezbedne-
go do prawidlowego funkcjonowania ko-
morki. Drugie to dezintegracja i zmiana
wlasciwosci bton komérkowych spowo-
dowana zastyganiem ich czesci lipidowej
w niskich temperaturach (+15°C do -5°C).
Przenikanie substancji przez blony komér-
kowe jest spowodowane ruchem czaste-
czek, a ten mozliwy jest tylko przy odpo-
wiedniej temperaturze. Réwnanie Arrhe-
niusa opisuje proporcjonalno$¢ zwalniania
tempa reakcji chemicznych do zmniejsza-
nia si¢ temperatury, w ktérej zachodzg te
reakcje. Zatrzymanie czasu polega wiec na
obnizeniu temperatury do -130°C, momen-
tu, w ktérym wszystkie molekuly zamiast
poruszac sie tkwia w miejscu, wibrujac za-
wieszone w szklistej formacji. Temperatu-
ra ta nie pozwala im sie poruszad, a jedy-
ne polaczenia miedzy nimi stanowia stabe,
ale zréwnowazone wiazania wodorowe (9).
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Woda jest plynem o malej lepkosci i wy-
sokim punkcie zamarzania. Aby osiggneta
stan zwitryfikowania, czyli formy szklistej,
potrzebuje bardzo specyficznych warun-
kéw cisnienia i temperatury. Problemem
jest predko$¢ zamarzania. Zastosowanie
krioprotektantéw obniza punkt zamarza-
nia cieczy wewnatrzkomdrkowej i zwieksza
jej lepko$¢, co ulatwia stworzenie szklistej,
lepkiej formacji bez wytwarzania kryszta-
16w lodu. Jednak duze stezenie krioprotek-
tantéw wiaze sie z toksycznym wplywem
na komoérke, wiec niezbedne jest zwiek-
szenie predkos$ci zamarzania, aby pozo-
stawi¢ czasteczkom jak najmniej czasu na
ruch, zanim zostang uwiezione w zeszklo-
nej materii.

Powszechnie stosowana substancja,
ktéra umozliwia predkie zamrazanie ko-
morek, jest ciekly azot LN,. Substancja
ta przechowywana w termostatycznych
naczyniach w stanie cieklym zachowuje
temperature ponizej -196°C. Temperatu-
ra zachowana w stanie ciektym (LN,) jest
odpowiednia do przeprowadzenia proce-
su witryfikacji, niemniej do uzyskania po-
zadanych efektéw niezbedne jest spelnie-
nie wlasciwych warunkéw, ktére umozli-
wig jak najszybsza penetracje zamrazania
w glab komérki.

Pamietac trzeba o tym, ze w momen-
cie kontaktu komérki zwierzecej z cieklym
azotem roéznica temperatur wynosi oko-
o 232°C. Powoduje to gwaltowne zwiek-
szanie si¢ temperatury cieczy, a w wyniku
tego wrzenie, podczas ktérego wydzielany
jest azot w formie gazowej. Na powierzch-
ni komoérki powstaje warstwa gazu oddzie-
lajaca ja od zimnej cieczy, co ogranicza
transfer temperatury i w efekcie zmniej-
sza predko$¢ zamrazania. Mechanizm ten
zalezy gtéwnie od objetosci komorki i me-
dium, w ktérym jest zawieszona. Natural-
ne wiec jest zmniejszanie tej objetosci, aby
przyspieszy¢ proces witryfikacji. Pozada-
ng objetoscia kropli zawiesiny z komérka
jest objetos¢ mniejsza od 1 pl.

Drugim elementem mogacym ograni-
cza¢ przenikanie temperatury jest no$nik
uzyty w protokole. Nosniki witryfikacyjne
réznia si¢ miedzy soba konstrukcja i mate-
rialem. Wazne jest przewodnictwo cieplne
nosnika, ktére powinno by¢ jak najlepsze.
Producenci prze$cigaja sie w tworzeniu no-
wych konstrukeji noénikéw: topatek, sto-
mek, cewek i siateczek. Zostato przepro-
wadzone wiele badan poréwnujacych efek-
tywno$¢ kazdego nosnika w stosunku do
réznych typéw zamrazanych komérek (10).

Waznym i krytycznym momentem dla
zamrazanej komorki jest jej proces roz-
mrazania. Badania pokazuja, ze jest on
nawet bardziej znaczacy od samego pro-
cesu mrozenia.

W czasie rozmrazania komdrka musi
przej$¢ proces rehydratacji, nabra¢
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odpowiedniego dla niej ksztaltu i skla-
du plynu komoérkowego, pozbywajac sie
ze swojego wnetrza krioprotektantu. Sto-
wem — wréci¢ do stanu sprzed zatrzyma-
nia czasu. Tak jak w przypadku witryfi-
kacji, proces musi odby¢ sie wystarczaja-
co szybko, aby struktury komérkowe nie
zdazyly zosta¢ zdewastowane przez tem-
peratury najbardziej krytyczne, powodu-
jace uszkodzenia wywolane schlodzeniem,
jednoczesnie musi trwac na tyle dlugo,
aby komoérka w pelni mogta nabra¢ stanu
osmotycznej rownowagi niezbednego do
dalszego rozwoju (8).

Przy spelnieniu wszystkich powyzszych
warunkow przezywalnos¢ zamrozonych
komorek przekracza 90%.

Toksyczno$¢é krioprotektantow

Kluczem do sukcesu witryfikacji jest szyb-
ko$¢ i intensywnos$¢, w przeciwienstwie do
protokoléw powolnego zamrazania, ktére
polegaja na stopniowym obnizaniu tempe-
ratury i malym stezeniu krioprotektant6w.
Protoké! powolnego zamrazania polega na
obnizaniu temperatury stopniowo, $rednio
z predkoscia 1°C/min, az do temperatury
-80°C. Dopiero po osiggnieciu tej tempe-
ratury prébka ulega zanurzeniu w roztwo-
rze cieklego azotu. Istnieje takze protokét
tak zwanego ,przerwanego powolnego za-
mrazania” (interrupted slow cooling), kt6-
re polega na powolnym obnizaniu tempe-
ratury tylko do -35°C, a nastepnie takze
przyspieszenie reakcji poprzez wlozenie
do cieklego azotu -196°C (7).

Medium krioprotekcyjne, w ktérym za-
nurzona jest komoérka poddana stopnio-
wemu ochladzaniu, nie przekracza zwykle
5-7% stezenia krioprotektantow. Nieduze
stezenie tych substancji oznacza mniejsza
ingerencje w naturalny skiad chemiczny
komorki, a co za tym idzie: mniejsza moz-
liwo$¢ uszkodzen chemicznych. Za tok-
syczny wplyw krioprotektantéw na ko-
moérki odpowiada gléwnie szok osmotycz-
ny. Kazdy krioprotektant zostal uznany za
potencjalnie szkodliwy, jednak za najmniej
szkodliwy uznaje sie glicerol, jako substan-
cje naturalnie krioprotekcyjna sprawdzo-
na w naturze. Niektére substancje uzywa-
ne w mieszankach jako dodatek kriopro-
tekcyjny (crioprotective additive — CPA)
sa uwazane za lagodzace przebieg wymia-
ny substancji z medium do komoérki, a co
za tym idzie za zmniejszajace toksycznos¢
krioprotektantéw.

Standardowe mieszanki krioprotekcyj-
ne uzywane do protokotu powolnego za-
mrazania zawieraja wiec w sobie kombi-
nacje réznych substancji krioprotekcyj-
nych o niskim stezeniu wraz z dodatkami
utrzymujacymi stabilne pH i poprawiaja-
cymi dehydratacje, a takze lagodzacymi
przebieg mrozenia.
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W witryfikacji, czyli metodzie raptow-
nego zamrazania, zasada metody jest inna
i potrzebuje bardziej specyficznych roz-
wiazan.

Komorka poddawana witryfikacji prze-
bywa nie w jednym medium krioprotekcyj-
nym, a wielu, o zwiekszajacym sie stezeniu
krioprotektantéw od kilku (5-8%) do kil-
kudziesigciu (50%) procent. Zasada ta nosi
nazwe ekwilibryzacji komdrki. Mimo, ze
badania in vitro wskazuja na znacznie wiek-
sza przezywalno$¢ komérek po 4-, 8- lub
16-stopniowej ekwilibryzacji, zwykle sto-
suje si¢ ekwilibryzacje 3-stopniowa. Argu-
mentem za skréconym protokolem moze
by¢ dazenie do uproszczenia metody, a tak-
Ze zmniejszenie czasu narazenia preparatu
na krioprotektanty we wrazliwym dla nie-
go przedziale temperatur (11).

W witryfikacji takze nie ma optymal-
nej mieszaniny witryfikacyjnej. Dla kaz-
dego rodzaju komérki mieszaniny sie réz-
nig, jednak zastosowanie wielokrotnych
badan pozwolilo na wyselekcjonowanie
roztworéw najbardziej odpowiednich dla
réznych typéw komorek. Na przyktad dla
zarodkéw bydlecych najwyzszy odsetek,
blisko 90% zarodkéw rozwijajacych sie in
vitro, stwierdzono po witryfikacji w mie-
szaninie glikolu etylenowego, fikolu i sa-
charozy (EFS).

Niemniej metoda witryfikacji budzi
obiekcje co do jej bezpieczeristwa wla-
$nie ze wzgledu na niezbedne wysokie
stezenia toksycznych krioprotektantéw.
Przeprowadzono wiele badan na temat
szkodliwego dzialania krioprotektantéw,
jednak gtéwnie polegaly one na przedtu-
zonej ekspozycji komorki na te substancje
w temperaturze pokojowej. Uszkodzenia
komorek zwykle byly natury osmotycznej.
Badania z lat 90. wykazaly takze niejasna
zalezno$¢ miedzy narazeniem wysokimi
stezeniami DMSO w medium witryfika-
cyjnym a wysokimi stratami prawidtowo
rozwijajacych sie zarodkéw w fazie poim-
plantacyjnej. W innych badaniach z nara-
zeniem na krioprotektanty wiazano tak-
ze rozpad chromosomdw, zwiekszone
wystepowanie aneuploidii i inne chromo-
somalne nieprawidlowosci, a takze roz-
woj znieksztalconych ptodéw z komoérki
wczedniej uznanej za rozwijajaca sie pra-
widlowo (7). Te oraz inne badania o nie-
jasnych wynikach zmniejszyly zaintereso-
wanie witryfikacja jako metoda kriokon-
serwacji i nadal pozostawiaja wiele pytan
i niepokoju zwigzanego z tym typem za-
mrazania komoérek.

Typy i stadia witryfikowanych komoérek

Mimo watpliwoéci podniesionych w la-
tach 90., ktére na jaki$ czas zahamowaly
rozw6j witryfikacji jako metody efektyw-
nego zamrazania komorek rozrodczych
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obecnie dyskutuje sie o mozliwos$ci wy-
parcia technik powolnego zamrazania po-
przez techniki witryfikacyjne. Witryfika-
cja staje sie powszechna metoda konser-
wagji zygot, a takze dalszych faz rozwoju
embrionu, takich jak blastocysta. Co cie-
kawe, jesli chodzi o zamrazanie meskich
komorek rozrodczych i plemnikéw zwie-
rzat witryfikacja nie zostala uznana za bar-
dziej efektywna niz metody powolnego za-
mrazania. Pomimo braku uniwersalnosci
witryfikacja jest obiecujaca metoda do za-
mrazania najdelikatniejszych i najtrudniej-
szych w przechowywaniu komérek rozrod-
czych — oocytéw.

Oocyty wykazuja wieksza wrazliwo$¢ na
zjawisko uszkodzenia wywotanego schto-
dzeniem oraz formowanie sie krysztatkéw
lodu wewnatrz komérki niz komoérki em-
brionalne. Uznaje sig, ze specyficzna bu-
dowa bfon komérkowych oocytu wykazuje
wieksza przepuszczalno$¢ dla krioprotek-
tantow, a zarazem wieksza podatno$¢ na
dezintegracje w trakcie powolnego ochla-
dzania. Wykazano takze u nich zjawisko
obrzeku osmotycznego, czyli obrzmie-
wanie komérek w wyniku nieprawidto-
wej wymiany osmotycznej po rozmroze-
niu. Obrzek ten moze doprowadzi¢ do pe-
kania zewnetrznych bton komérkowych
oocytu i w efekcie $mier¢ rozmrozonej ko-
morki (11). Specyfika techniki witryfikacyj-
nej: omijanie krytycznych wartoéci tempe-
ratury i raptowne zamrazanie, okazala sie
mie¢ pozytywne efekty na kriokonserwacje
oocytéw i w rezultacie metoda ta zostala
uznana za odpowiednia dla komorek tego
typu. Nie znaleziono jednak uniwersalnej

metody konserwacji oocytéw, gdyz wyka-
zano réznice w przezywalnosci zalezna od
gatunku, rasy czy nawet kariotypu. Przy-
szte badania by¢ moze pozwola na stwo-
rzenie najbardziej odpowiednich rozwia-
zan, ktére moglyby zosta¢ wykorzystane
przez wspoélczesna medycyne (12).

Podsumowanie

Rozwdj kriobiologii przeszed! dluga droge
od przelomowego 1949 r. do dzisiaj. Me-
tody kriokonserwacji pozwalaja naukow-
com na ,zatrzymanie czasu” dla réznych
typ6ow komorek w celu zachowania mate-
rialu genetycznego lub szeroko rozumia-
nych badan embriologicznych. Dlugotrwa-
te badania nad specyfika uszkodzen powo-
dowanych mrozeniem oraz zrozumienie
mechanizméw zachodzacych w komérce
poddawanej tego typu stresorom pozwa-
la na ulepszanie protokotéw powolnego
zamrazania i witryfikacji. Kazda z metod
ma swoje zastosowanie, jednakze specyfi-
ka witryfikacji pozwala na skrécenie cza-
su potrzebnego do procesu zamrazania,
a takze na uproszczenie techniki mroze-
nia komdrek poprzez zastapienie drogich
chlodziarek kriokonserwacyjnych zesta-
wem no$nikéw i kontenerem cieklego azo-
tu. Mimo braku uniwersalnego protoko-
tu kriokonserwacyjnego witryfikacja jest
technika bardzo obiecujaca, szybko roz-
wijajaca sie i efektywna.

By¢ moze dalsze badania pozwola na
stworzenie wlasciwych protokotéw mo-
gacych mie¢ zastosowanie w konserwa-
¢ji komérek rozrodczych na wszystkich

etapach rozwoju bez szkody dla ich kon-
dycji, co byloby bardzo pozadane ze wzgle-
du na rozwdj medycyny rodzinnej i tech-
nik hodowlanych.
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