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Molecular screening for the early embryo mortality gene (DUMPS) in the Polish cattle population

Summary

The purpose of the study was to elaborate a molecular procedure to identify the DUMPS mutation which
causes hereditary disorder (deficiency of uridine monophosphate synthase) in cattle. The degree of this disor-
der was determined in a gene pool of a Polish bredcattle population which consisted of 1038 animals: 781
artifical insemination bulls from all centers in Poland and 257 sire dams from the two largest breeding cen-
ters of Holstein-Friesian cattle: Osigciny and Osowa Sieil.

The diagnosis was performed using the PCR-RFLP method and technique based on automated solid-phase

sequencing of PCR products.

In the examined material no DUMPS carrier was found. This indicates that the population of cattle reared
in Poland is free from this economically significant disorder.

The results obtained indicate a high effectiveness of monitoring of point mutation DUMPS by the PCR-
-RFLP method. Moreover, it is worth noting the wide possibilities of examining other biologically significant
genome regions using the solid-phase sequencing method.

Punktowe podstawienie zasad C—T w kodonie
405 genu UMPS (gen syntazy monofosforanu ury-
dyny) znane jest jako mutacja DUMPS — deficien-
cy of uridine monophosphate synthase (16). Ta istot-
na gospodarczo anomalia genomu bydla domowe-
go klasyfikowana jest w grupie mutacji nonsenso-
wych. Kodon 405 genu UMPS zmienia sekwencje
CGA na konczacy translacje biatka kodon TGA
(15) co powoduje, ze produkt genowy jest niepeiny
i zatraca swe normalne wiasciwosci biologiczne (en-
zym UMPS jest nieaktywny). Gen UMPS u bydla
zmapowany zostal na autosomie nr 1 (3, 14), wy-
stepuje zatem w jednej grupie sprzgzeniowej m.in.
z genem BLAD odpowiedzialnym za wystgpowa-
nie wrodzonego niedoboru leukocytarnych czaste-
czek adhezyjnych (2). W polskim piSmiennictwie
dane na temat genetycznych i patofizjologicznych
podstaw recesywnej aberracji DUMPS u bydla opu-
blikowano w 1995/96 1. (7, 8).

Normalny gen UMPS bydla oznaczany jest jako
TD, natomiast jego recesywny allel (zmutowany gen
DUMPS) — jako DP. Zatem zwierzeta nie obcigzo-
ne mutacjg maja genotyp TD/TD, za$ jej nosiciele
- DP/TD.

* Praca wykonana w ramach projektu badawczego 5 PO6D 052 09 finanso-
wanego przez KBN.

Enzym UMPS jest nicodzowny w szlaku syntezy
de novo nukleotydow pirymidynowych. Najwigksze
zapotrzebowanie na ten szlak syntezy wystgpuje we
wezesnych etapach rozwoju prenatalnego. Genoty-
py homozygotyczne recesywne (DP/DP) sa pozba-
wione wspomnianego szlaku metabolicznego i za-
mieraja ok. 35 dnia po zaplodnieniu to znaczy w
okresie koiczenia procesu implantowania w maci-
cy i przechodzenia na samowystarczalnos¢ w zakre-
sie metabolizmu. Na tym etapie rozwoju prenatal-
nego wyraznie widoczne sg juz koficzyny, glowa 1
inne czesci mlodego organizmu a takze pracujgce
serce. Zamieranie spowodowane mutacja DUMPS
ma zatem miejsce na styku dwoch faz rozwojowych:
w koncowej fazie rozwoju zarodkowego i na poczat-
ku okresu ptodowego. W dokumentach hodowla-
nych, katalogach itd., genotypy przetestowanych
zwierzat oznaczane sg skrotowo jako TD (zwierzg
normalne) lub DP (nosiciel mutacji). Osobniki he-
terozygotyczne wzgledem mutacji DUMPS tzn. je]
nosiciele (genotyp DP/TD) s calkowicie normal-
ne i przy zastosowaniu konwencjonalnej diagnostyki
weterynaryjnej nie mozna ich odr6zni¢ od homo-
zygot genu normalnego (genotyp TD/TD). Analo-
giczna anomalia genomu czlowieka znana jest jako
kwasica orotowa (orotic aciduria) i wigze si¢ z za-
burzeniami metabolizmu pirymidyn, lecz nie jest
letalna (18).



Aberracja DUMPS u bydta ma duze znaczenie
ckonomiczne. Jej ujemne skutki wptywaja na wyni-
ki rozrodu, a wigc ogniskuja si¢ na gtéwnym ele-
mencie pracy hodowlano-selekeyjne;j i efektywno-
Sci produkcji. U osobnikéw zyjacych nie wystepuja
genotypy homozygotyczne recesywne DP/DP. Moz-
na je zdiagnozowac tylko we wczesnej fazie rozwo-
Ju prenatalnego badajac technikami molekularny-
mi DNA pozyskany z komorek trofoblastu lub we-
zla zarodkowego (17). W warunkach hodowlanych
caly problem §ledzenia mutacji DUMPS w puli ge-
nowej koncentruje si¢ zatem na wykrywaniu buha-
Jow 1 krow — nosicieli mutacji (heterozygotyczny
genotyp DP/TD).

W 1993 r. zsekwencjonowano gen UMPS (15),
istnieja zatem obecnie mozliwosci prowadzenia
szerszych badan nad mutacja DUMPS przy wyko-
rzystaniu zaawansowanych technologii DNA. Pol-
skie badania nad tym zagadnieniem podjeto w
IGIHZ PAN w Jastrzebcu w 1994 r. W nastgpnym
roku zaadaptowano efektywny test diagnostyczny
PCR-RFLP przydatny do masowych badaf przesie-
wowych i rozpoczeto monitorowanie puli genowe;j
polskiej populacji bydta na obecno$¢ mutacji
DUMPS (7).

Celem niniejszego opracowania bylo zaprezen-
towanie metod identyfikacji mutacji DUMPS tech-
nikg PCR-RFLP i poprzez automatyczne sekwen-
cjonowanie genu UMPS, oraz przedstawienic po-
tencjalnego i faktycznego zagrozenia mutacja
DUMPS bydta hodowanego w Polsce.

Materiat i metody

Materiat do badan stanowily probki krwi, cebulki wio-
sowe, probki kontrolne genomowego DNA od bydia
hodowanego w Niemczech oraz nasienie buhaja rasy
holsztyfisko-fryzyjskiej Happy-Herd Beautician. Przeba-
dano ogotem 1038 sztuk bydta (781 buhajow reproduk-
cyjnych i 257 kréw matek buhajow). Buhaje pochodzity
ze Stacji Hodowli i Unasieniania Zwierzat w Bydgosz-
czy, Legnicy, Poznaniu, Olecku, Szczecinku, Fowiczu,
Karczowie, Krasnym i Zamosciu.

Natomiast krowy pochodzily gléwnie z dwoch najcen-
niejszych genetycznie, zarodowych stad czystorasowe-
go bydta hf (OHZ Osigciny woj. bydgoskie i OHZ Oso-
wa Siefn woj. leszczyniskie) oraz z Zaktadu Doswiadczal-
nego IGiHZ PAN w Jastrzgbcu. Testowany materiat byt
zroznicowany rasowo i oprocz bydla holsztyfisko-fryzyj-
skiego (493 szt.), bydta czarno-biafego (451 szt.), bydia
czerwono-biatego (65 szt.), obejmowat osobniki réznych
ras migsnych oraz bydta rasy jersey.

Przy pobieraniu probek, ekstrakcji, standaryzacji i
przygotowywaniu genomowego DNA do badan stoso-
wano wczesniej opisane metodyki wiasne (9, 12).

Przeprowadzanie fancuchowej reakcji polimerazowe;
(PCR) i analizy diugosci fragmentdéw restrykcyjnych
(RFLP). Obj¢tos¢ oraz komponenty (poza primerami)
mieszaniny reakcyjnej PCR byly identyczne jak przy dia-
gnostyce mutacji BLAD (12). Na jedng reakcje stoso-
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wano po 5 pM primera S09 (forward) i S18 (reverse)
umozliwiajacych uzyskiwanie produktu PCR o wielko-
sc1 108 pz (16).

Reakej¢ PCR (amplifikacje fragmentu 108 pz) prze-
prowadzano przy uzyciu termocykleréw TC-1 i Gene
Amp PCR system 9600 (Perkin-Elmer) stosujac naste-
pujacy program termiczny:
94°C -5 min., 60°C — 1 min., 72°C — 30 sek. przez 1 cykl,
94°C — 1 min., 60°C — 1 min., 72°C — 30 sek. przez 35 cykli,
94°C — 1 min., 60°C - 1 min., 72°C — 5 min. przez 1 cykl.

Catkowita objeto$¢ probki poddawanej analizie RFLP
wynosita 20 ul. Uzyskiwano to dodajac do 10 ul produk-
tu PCR, 5 jednostek endonukleazy Ava I (Peterfarm,
Sieradz), 2 u buforu (10x) i dopetniajac probke H,O
(Sigma, W-3500).

Probki inkubowano w temp. 37°C przez 18-20 godz. i
poddawano analizie restrykcyjnej wg opisanej juz me-
todyki stosowanej przy diagnostyce mutacji BLAD (12).

Automatyczne sekwencjonowanie produktéw PCR.
Reakcje amplifikacji fragmentu genu UMPS prowadzo-
no z uzyciem 20-30 ng DNA przy objetosci reakcji 50 pl.
W skiad reakcji wechodzily ponadto: 1x Thermophilic
DNA Polymerase Buffer (Promega), 1,5 mM MgCL, 200 uM
kazdego z deoksynukleotydoéw (Promega), 0,5 U poli-
merazy Taq (Promega) oraz 0,2 pM kazdego z prime-
row. Ich sekwencje byly takie same jak przy metodzie
PCR-RFLP z tym, ze jeden z primerow stuzacych do
generowania nici matrycowej byt znakowany na koficu
5’ biotyna.

Stosowano nastepujace warunki termiczne: wstepna
denaturacja w 94°C przez 4 min., a nastgpnie 94°C przez
15 sek., 69°C przez 20 sek., 72°C przez 15 sek. (35 cykli),
koncowa elongacja przy 72°C przez 5 min. os¢ i jakosé
produktu PCR oceniano na 5% zelu agarozowym (Me-
taPhor, FMC) wybarwionym bromkiem etydyny.

Do sekwencjonowania na podtozu stalym uzywano 40 pl
nieoczyszczonego produktu PCR oraz zestawu Auto
Load Solid Phase Sequencing Kit (Pharmacia). Primer
sekwencyjny znakowany byt na koricu 5” fluoresceina.

Elektroforeze prowadzono w warunkach zalecanych
przez producenta na automatycznym sekwenatorze
A.L.F. (Pharmacia). Wyniki analizowano przy pomocy
programu ALF Manager (Pharmacia).

Wyniki i oméwienie

Na ryc. 1 przedstawiono wyniki testu PCR-RFLP
umozliwiajace szybkie i wiarygodne zweryfikowa-
nie obecnosci lub braku mutacji DUMPS w ge-
nomie bydla. Idea testu oparta jest na fakcie, iz w
allelu normalnym (TD) wystepuje jedno miejsce re-
strykcyjne dla endonukleazy Ava I (CLCCGAG),
ktore w wyniku podstawienia C—T w kodonie 405
genu UMPS zanika przybierajac nowa posta¢ CCT-
GAG (allel DP). Dlatego amplifikowana sekwen-
cjazmutowanego allelu nie podlega trawieniu przez
endonukleaze Ava I. Jednakze efekt niewrazliwo-
Sci produktu PCR na dzialanie endonukleazy moze
wystepowac takze z innych powoddéw, z ktorych naj-
trudniejszym do wykrycia jest powstawanie podczas
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reakcji PCR heterodupleksow tzn. niecatkowicie
sparowanych nici DNA (5). Dlatego kluczowym
elementem stosowanego testu jest wprowadzona tu
wewnetrzna kontrola efektywnosci trawienia. J ej
istota jest obecnos¢ w obrebie amplifikowanej se-
kwencji dodatkowego (,.sztucznego™) miejsca re-
strykeyjnego dla endonukleazy Ava 1. Generowane
jest ono w produkcji PCR na skutek celowego nie-
sparowania jednej zasady w sekwencji primera
reverse hybrydyzujacego po denaturacji DNA z
koficem 5 tzw. nici antysensowej. W konsekwencji,
produkt PCR powstajacy w wyniku amplifikacjl
DNA kazdego osobnika jest, niezaleznie od geno-
typu, wrazliwy na dzialanie endonukleazy Ava L
Manifestuje sie to wystepowaniem w kazdej bez
wyjatku probee, fragmentu restrykeyjnego o wiel-
kosci 19 par zasad (ryc. 1). A zatem przy prawidio-
wym przebiegu analizy u zadnego osobnika bez
wzgledu na jego genotyp nie moze pojawic si¢ frag-
ment restrykeyjny o wielkosci identyczne;j z wielko-
scia amplifikowanego produktu PCR. Zaistnienie
takiego przypadku wskazuje, Ze w procedurze iden-
tyfikacyjne] wystapily nieprawidiowosci, a uzyska-
ny wynik nie jest wiarygodny.

Indykatorem obecnosci mutacji DUMPS w ge-
nomie osobnika jest ujawnienie si¢ bardzo dobrze
widocznego fragmentu restrykcyjnego o wielkosci
89 pz. Postugujac si¢ wyzej opisana metoda diagno-
styczng, rozréznienie miedzy genotypem normal-
nym TD/TD i genotypem nosiciela mutacji DP/TD
(odpowiednio — trzy i cztery fragmenty restrykcyj-
ne) — ryc. 1 nie nastrecza zadnych trudnosci. Geno-
typ homozygotyczny recesywny DP/DP (brak ta kiej
probki na ryc. 1) manifestuje sig wystgpowaniem
dwoch fragmentow o wielkosci 89 pz i 19 pz.

W prezentowanych na ryc. 1 wynikach oznaczen,
probka nr 2 pochodzita od wybranego nosiciela
mutacji DUMPS zdiagnozowanego w Niemczech,
natomiast probka nr 6 wyizolowana zostala z na-
sienia stynnego buhaja rasy holsztyfisko-fryzyjskicej
(hf) Happy-Herd Beautician (nr 5 w rankingu 400
czolowych buhajow w USA w 1987 r.). Z aktual-
nych badan $wiatowych wynika, ze jest on glownym
nosicielem, za posrednictwem ktorego nastgpifo
rozpowszechnienie tej anomalii na §wiecie. ,Rodo-
wod” mutacji DUMPS jest jednak bardziej zlozo-
ny, zdiagnozowano bowiem szereg innych czoto-
wych buhajow — nosicieli, ktore nie sa ze soba Scisle
spokrewnione (13).

W dotychezas przebadanym przez nas licznym
materiale z calej Polski nie wykryto zadnego przy-
padku nosicielstwa mutacji DUMPS. Z uwagi na
wybitnie niepozadany charakter mutacji DUMPS,
brak w puli genowej bydta tej groznej anomalii jest
bardzo pozytywnym i zarazem zaskakujacym fak-
tem.

W koficu lat osiemdziesiatych mutacja DUMPS
uznana zostala przez zwiazki hodowcow bydia ht
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Ryc. 1. Wyniki oznaczefi mutacji DUMPS u bydia przy wyko-
rzystaniu jako matrycy dwuniciowego DNA izolowanego z ko-
morek krwi:

Objasnienia: 5 — probka kontrolna tzn. amplifikowany frag-
ment genu UMPS (108 pz); 1,2,3,4,6,7.8,9, 10 — amplifi-
kowane probki DNA poddane trawieniu enzymem restryk-
cyjnym Ava I; 1, 3. 4,7, 8. 9, 10 — obraz charakterystyczny dla
genotypu TD/TD (osobniki wolne od mutacji DUMPS):; 2,6
_ obraz charakterystyczny dla genotypu DP/TD (nosiciele
mutacji DUMPS). Indykatorem wystapienia mutacji jest frag-
ment restrykcyjny o wielkosci 89 pz.

za niepozadana. W USA oraz w Europie Zachod-
niej zainicjowano zatem program zmierzajacy do
wykrywania jej nosicieli. Program testowan, do kto-
rego przystapili ochotniczo niektorzy hodowcy,
opieral si¢ na pomiarze aktywnosci syntetazy mo-
nofosforanu urydyny w erytrocytach. W ciagu czte-
rech lat (styczen 1988 — styczen 1992) przebadano
w Europie nielosowo wybrang grupg 1226 najcen-
niejszych genetycznie kréw i buhajow rasy hf iden-
tyfikujac 414 nosicieli (13). Obciazenie mutacja
DUMPS bylo wigc znaczne. Polska od poczatku lat
70-tych rozpoczela intensywny import bydia hf z
USA. Kanady i Europy Zachodniej opierajac na do-
lewie krwi tej rasy swa strategi¢ genetycznego do-
skonalenia rodzinnego bydta czarno-biatego. Przy-
pomnie¢ nalezy, ze w latach siedemdziesiatych prze-
biegal w Polsce pod auspicjami FAO migdzynaro-
dowy eksperyment hodowlany uwazany za najwigk-
szy, jaki przeprowadzono dotychczas na bydle. Do-
éwiadczenie to trwalo prawie 10 lat. W pierwszym
jego okresie 80 000 dawek nasienia buhajow repre-
zentujacych 10 odmian bydta cb z roznym udzia-
tem genow hf z calego $wiata, uzytych zostalo do
zainseminowania 30 000 krow w 70 gospodarstwach
panstwowych. Powyzsze dane wskazuja, ze mogl
nastapi¢ niezamierzony import do Polski genu
DUMPS co nie byloby zaskakujace, poniewaz do-
tyczylo to nawet tak odleglych krajow importuja-
cych bydlo hf jak Republika Poludniowej Afryki
(11).

Jednakze rezultaty odnoszace si¢ do dotychczas
przetestowanego przez nas najcenniejszego gene-
tycznie materiatu ksztattujacego pule genow krajo-
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wej populacji (buhaje reprodukeyjne i krowy matki
buhajow) dajg podstawy do stwierdzenia, ze pula
genowa hodowanego w Polsce materiatu nie jest ak-
tualnie obciazona mutacja DUMPS. Dlatego ana-
lizujgc problem wezesnej obumieralnosci zarodkow
bydla i tzw. nieinfekcyjne przyczyny tego zjawiska
(10), wylaczy¢ mozna z kalkulacji genetyczng etio-
logie zwiazang z mutacja DUMPS. Z uwagi na wy-
zej podane fakty dotyczace rozlegltego importu by-
dia htf nie mozna wykluczy¢, iz w wyniku dalszych
badan ujawnione zostang jakie$ przypadki nosiciel-
stwa lecz juz obecnie jest pewne, ze prowadzenie
dalszej kontroli prawidlowosci genomu u materia-
fu reprodukcyjnego spowoduje, ze¢ mutacja DUMPS
u bydta w Polsce na trwale pozostanie zagrozeniem
wylacznie potencjalnym.

Z punktu widzenia specyfiki hodowli zwierzat,
glownym powodem utrzymywania sie w populacji
roznorodnych aberracji genomu jest z reguly ich re-
cesywny charakter co uniemozliwia szybkie ich wy-
krycie oraz majacy czesto miejsce silny pozytywny
zwiazek z priorytetem selekeji hodowlanej (wydaj-
nos¢ rzezna, mleczna itd.), co powoduje duze sku-
mulowanie danej wady w puli genowej. Nawet wow-
czas gdy pula genowa populacji jest wolna od ja-
kiejs istotnej gospodarczo aberracji recesywnej, a
byla ona rejestrowana w przesziosci lub wystepuje
w innych krajach, nalezy prowadzi¢ diagnostyke w
celach prewencyjnych. Roznorodne mutacje powstaja
spontanicznie co sprawia, ze nawet po uwolnieniu
populacji od danej wady moze si¢ ona pojawi¢ po-
nownie, a do jej szybkiego rozprzestrzenienia przy-
czyniaC si¢ moga efektywne biotechniki rozrodu:
inseminacja, stymulowanie mnogiej owulacji u
krow, zaplodnienie in vitro, przenoszenie zarodkow,
klonowanie itd. (1, 4, 6).

Na ryc. 2 przedstawiono oryginalng metode mo-
nitorowania prawidiowosci struktury genu UMPSD
drogg sekwencjonowania na podlozu stalym. Ten
rodzaj automatycznej analizy sekwencji genu UMPS
bydla nie byl dotychczas na §wiecie opisany. Dru-
karka wspotpracujaca z komputerem sekwenatora,
po zarejestrowaniu przetworzonego sygnatu lase-
rowego migrujacych w zelu produktow sekwencjo-
nowania, samoczynnie drukuje w ukiadzie liniowym
sygnal detekcji stawiajac w odpowiedniej pozycji
literg symbolizujaca dana zasade oraz wykreslajac
w tym miejscu odpowiedni kolorowy pik. Adenina
(A) manifestuje si¢ na wykresie obecnoscia piku
zielonego, tymina (T) — czarnego, guanina (G) -
niebieskiego, natomiast cytozyna oznaczona jest
kolorem czerwonym. Przy analizie sekwencyjne;j
danego genu lub jego fragmentu, weryfikowana jest
niezaleznie od siebie kolejno$¢ zasad nici 5°—3’ oraz
kolejnos¢ zasad w komplementarnej nici 3’ — 5.
Dopiero uzyskana pelna zbiezno$¢ wynikow takie-
2o poréwnania umozliwia wiarygodne zweryfikowa-
nie analizowanej sekwencji genu.
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Ryc. 2 przedstawia przykiadowy wynik analizy nici
5’ - 3’ normalnego genu UMPS bydia. Wyniki po-
chodza z amplifikacji genomowego DNA wyekstra-
howanego z jednej cebulki wiosowej dorostej kro-
wy. Zwraca uwage fakt, ze wierzchotki pikow sa
wyraznie od siebie oddzielone. Wszystkie pozycje
sg obsadzone zasadami i nie wystepuje w tym wzgle-
dzie zaden przypadek nieoznaczonosci. Sygnalizu-
je to w sposob oczywisty, ze mamy tu do czynienia z
DNA osobnika, ktorego genom nie jest obciazony
mutacjg DUMPS. Istotnie, na krytycznej pozycji,
ktorg zaznaczono strzalkg wida¢ wyraznie samo-
dzielny pik cytozyny (C), natomiast w nici komple-
mentarnej obecna jest na tej pozycji guanina (G).
Znaczy to, ze nie wystgpuje podstawienie C—T, a
zatem badany osobnik jest homozygotg genu nor-
malnego (TD/TD). Prezentowana metoda automa-
tycznego sekwencjonowania produktéow PCR nie
tylko umozliwia szybkie wykrywanie aberracji (mu-
tacji) genomu lecz takze precyzyjne okreslenie jej
natury i dlatego moze by¢ szczegolnie przydatna w
roznicowej diagnostyce weterynaryjnej. Inne mu-
tacje punktowe lub zmiany struktury tego samego
genu wigzac si¢ mogg z podobnymi nastepstwami
funkcjonalno-metabolicznymi i ich diagnozowanie
technikg PCR-RFLP nie we wszystkich przypad-
kach jest mozliwe. Natomiast automatyczne se-
kwencjonowanie, ktérego przyktadem jest prezen-
towana sekwencja genu UMPS, umozliwia obser-
wowanie wiekszych, istotnych biologicznie obsza-
row genomu, gdzie moga wystepowaé aberracje
wazne dla funkcjonowania organizmu.

Szersze badania przesiewowe na obecno$é mu-
tacji DUMPS w puli genowej bydta hodowanego w
Polsce nie byly dotychczas prowadzone. Chociaz
dane przedstawione w niniejszym opracowaniu
wskazuja, ze ta dziedziczna aberracja bydla aktual-
nie nie wystepuje w polskim materiale hodowlanym,
wskazane byloby jej dalsze monitorowanie. Po-
dyktowane jest to jej duzym znaczeniem dla eko-
nomiki produkgji, a takze faktem, ze w krajach przo-
dujacych w hodowli bydia obowigzuje juz testowa-
nie materialu hodowlanego na obecno$¢ mutacji
DUMPS. Informacje o wynikach sg zamieszczane
w dokumentacji hodowlanej, katalogach itd. Z uwa-
gi na zachodzgce w Europie procesy integracyjne,
dysponowanie przez polska weterynari¢ analogicz-
nymi testami diagnostyki molekularnej ugrunto-
waloby jej partnerskie zwigzki z weterynaria Swia-
towa.

Przedstawiony test oparty na metodzie PCR-
-RFLP jest bardzo efektywny, wiarygodny i umoz-
liwia przetestowanie w krdtkim czasie licznego ma-
terialu nawet w warunkach zagrozen epizootycz-
nych (np. oparcie testow na ,nieinwazyjnych” prob-
kach takich jak cebulki wlosowe). Natomiast przed-
stawiona metoda automatycznego sekwencjonowa-
nia produktéw PCR moze by¢ przydatna zaréwno



