Glicoproteinele (Ge) si imunitatea celulara
Efectul imuno-modulator al peptidelor cu greutate moleculard mica din colostrul fermentat in kefir

Macrofagele (in greaca: marii consumatori) sunt celule produse prin diferentierea monocitelor (tip de
celule albe din sange) Tn tesuturi. Macrofagele functioneaza atdt Tn apararea nespecifica (imunitate
inndscutd), cat si la initierea unor mecanisme de aparare specifice (imunitate adaptativa). Rolul lor e de a
fagocita (inghiti, apoi digera) resturile celulare si agentii patogeni, fie ca stationare, fie ca celule mobile. De
asemenea, stimuleaza limfocitele si alte celule immune sa raspunda la atacul agentilor patogeni.

La ingerarea prin fagocitoza se formeaza un fagozom (a); fuziunea lizozomilor cu fagozomul creeaza un
fagolizozom, agentul pathogen fiind descompus de enzime (b); deseurile sunt expulzate (C).
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Macrofag ingerand un agent patogen

1.Agentipatogeni, 2.Fagozom, 3.Lizozomi, 4.Materialereziduale, 5.Citoplasma, 6. Membranacelulara

https://fclinicglobal.com/en/gcmaf-gc-protein-derived-macrophage-activating-factor/

Macrofagele sunt deci celule de santinela fagocitara ale corpului nostru, cu o plasticitate ridicata, necesara
pentru mentinerea homeostaziei. Acest grup eterogen de celule, ca raspuns la diferiti stimuli de mediu (cum
ar fi citokinele si alti factori), isi modifica in mod constant starea functionala (fenotipul). Se pot polariza nu
numai pe axa conventionala M1/Ma, ci si pe un spectru divers de subtipuri de macrofage, cu rol critic Tn
diferite functii imune si pentru homeostazie.

Macrofagele exista in mod obisnuit in doud subseturi distincte:

1. macrofage activate clasic (Mz), care sunt pro-inflamatorii si polarizate de lipo-polizaharide (LPS) fie
singure, fie Tn asociere cu citokine Th: si produc citokine pro-inflamatorii cum ar fi interleukina-1p (IL-
1B), IL-6, IL-12, IL-23 si TNF-a;

2. macrofage activate alternativ (Mz), care sunt anti-inflamatorii si imuno-regulatoare si polarizate de
citokinele Thz, cum ar fi IL-4 si IL-13 si produc citokine anti-inflamatorii, precum IL-10 si TGF-f

Deci, macrofagele M1 si M2 au functii si profiluri transcriptionale diferite. Au abilitati unice prin
distrugerea agentilor patogeni sau repararea leziunii asociate inflamatiei. Se stie cd polarizarea echilibrului
macrofagelor M1/M: influenteaza starea unui organ 1n inflamatie sau ranire.
= cand infectia sau inflamatia sunt suficient de severe pentru a afecta un organ, macrofagele prezinta mai

ntéi fenotipul M1 pentru a elibera TNF-o, IL-1, IL-12 si IL-23 impotriva stimulului (dar, daca faza M

continua, poate provoca leziuni tisulare).
= prin urmare, macrofagele M secreta cantitati mari de IL-10 si TGF-p pentru a suprima inflamatia, a

contribui la repararea tesuturilor, remodelarea, vasculogeneza si pastrarea homeostaziei.


https://fclinicglobal.com/en/gcmaf-gc-protein-derived-macrophage-activating-factor/

In aceasta abordare, trebuiesc luate in discutie:

= mai Intéi, biologia de baza a macrofagelor (originea, diferentierea si activarea, distributia in tesuturi,
plasticitatea si polarizarea, migratia, capacitatea de prezentare a antigenului, producerea de citokine i
chemokine, metabolismul si implicarea microARN-urilor in polarizarea si functia macrofagelor).

= in al doilea rand, rolul protector, respectiv patogen al subseturilor de macrofage, in sarcina normala si
cea patologica (apdrarea antimicrobiand, imunitatea antitumorald, bolile metabolice si obezitatea,
astmul si alergia, ateroscleroza, fibroza, vindecarea ranilor, autoimunitatea.

Tn concluzie, macrofagele se pot polariza nu numai pe axa conventionald M1/M, ci si pe un spectru divers
de subtipuri, cu rol critic in diferite functii imune si pentru homeostazie. [1]

Tn micromediul tumoral, monocitele polarizeazi impreuna cu macrofagele activate alternativ (AAM =
M3) (pro-tumorale) in timp ce macrofagele M exercita functii anti-tumorale.
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Infiltrarea cu macrofage asociate tumorilor (TAM) a fost mult timp asociata cu prognostic slab si, prin
urmare, reprezinta potentiali biomarkeri diagnostici si prognostici in tumorile solide. Inhibarea monocitelor
in micromediul tumorii si stergerea tintita a TAM au dovedit rezultate promitatoare.

Directionarea TAM-urilor catre macrofage aseméanatoare M1 s-a dovedit, de asemenea, a fi 0 modalitate
eficienta de a preveni progresia tumorii si metastaza. Mai mult, explorand modul in care chimioterapia si
imunoterapia pot viza reprogramarea si epuizarea TAM, poate fi o strategie Tn controlul diferitelor tipuri de
cancer in viitor. Deci, homeostazia macrofagelor implica o functionare adecvata raportat la tesut, mediu si

provocarile lor specifice iar reprogramarea populatiilor dezechilibrate de macrofage poate duce la rezolvarea
bolii.[2]
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Functia macrofagelor este o suma a desemnarii lor, a mediului celular in care traiesc si a tipului de situatie
sau agent patogen la care sunt expuse. Prin reprogramare la starea lor homeostatica, macrofagele contribuie
la fiziopatologia bolilor multiple, inclusiv a cancerului si a diferitelor tulburari inflamatorii. [2]
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Resetarea macrofagelor la starea lor homeostatica
https://enlivex.com

Factorii de activare a macrofagelor (MAF) sunt glicoproteine care cresc activitatea macrofagelor si le
transform in celule ucigase naturale (NK). Proteina glicozilata Gc (Gc Protein) este cea mai buna MAF,
implicit vitamina DBP este principalul MAF.

Gc este proteina care leaga vitamina D (produsa mai ales cand ne expunem la soare). Atat vitamina D>
cat si vitamina D3 nu au activitate biologic semnificativa, de aceea este necesar sa fie metabolizate in forme
hormonal active.

Activarea are loc in doua etape, la nivel hepatic si apoi la nivel renal:

1. vitamina D avand o structura liposolubila, e transportata Tn circulatie sub forma unui complex cu o alfa-
1 globulina specifica — protein transportoare a vitaminei D (VDBP = vitamin D binding protein); la nivel
hepatic vitamina D sufera prima hidroxilare pentru a forma 25-OH vitamina D (calcidiol), un metabolit
cu activitate biologica mai mare decat vitamina D, dar totusi limitata.

2. 25-OH vitamina D este legata de alta proteina specific si transportata la nivelul rinichiului unde are loc a
doua hidroxilare; astfel, in tubul proximal renal sub actiunea 1-alfa hidroxilazei rezulta cel mai potent
metabolit al vitaminei D: 1,25-(OH). vitamina D (calcitriol). [3]

Vitamina D-BP (Gc Protein) este cel mai important eliminator al G-actinei extracelulare, biomarker in
bolile hepatice. Vitamina DBP activeaza macrofagele prin protein sa Gc, aceasta fiind factorul de baza de
activare din corpul nostru. [4]

GcMAF (factorul de activare a macrofagelor derivate din proteine Gc) apare in mod natural organism
si activeaza macrofagele pentru a distruge celulele canceroase si invadatorii straini, cum ar fi bacteriile si
virusurile. Boli grave precum cancerul, hepatita virala sau HIV distrug GCMAF si astfel ne neutralizeaza
sistemul imunitar, ceea ce permite bolii s3 progreseze necontrolat. Tn plus, asa cum limfocitele sau celulele
Natural Killer variaza cantitativ de la o0 persoana la alta, la anumite varste sau momente, la fel se intampla si
cu cantitatea de GCMAF


https://enlivex.com/

Suplimentarea de GCMAF s-a dovedit extrem de eficienta in stimularea sistemului imunitar si
reprogramarea macrofagelor, astfel incat acestea sa poata distruge celulele canceroase si alte celule anormale
din organism. Imunoterapia pe baza GCMAF a avansat constant in ultimele doua decenii, avand aplicatii
multiple, atat ca tratament specific cat si ca terapie de sustinere.

Desi administrarea GCMAF este inca o terapie neaprobata, datele din studiile anterioare si practica clinica
au dovedit eficacitatea acesteia in tratamentul multor patologii, cum ar fi:
» infectia cu HIV si alte boli infectioase,
= unele tipuri de cancer,
= 0steoporoza juvenila,
= boli imunologice (lupus eritematos sistemic),
= boli neurologice (scleroza multipla, autism).

Cercetari recente au demonstrat o corelatie invers proportionala intre activitatea precursorului MAF si
nivelurile serice de patogenitate ale NaGal azei (alfa-N-acetilgalactozaminidaza) - biomarker de cancer, ceea
ce dovedeste un bun prognostic al bolii ca raspuns la terapie.

NaGalaza este o enzima produsa in urme in celulele normale ale ficatului sanatos (endo-alfa-N-
acetilgalactozaminidaza e produsa in cantitati mici de bifidobacteriile probiotice si in intestine, unde are rol
Tn descompunerea glicoproteinelor mucinei din alimentele noastre).

Tn cantitati mari e produsa de bacterii, fungi, celule infectate cu virusi, de celulele canceroase (in tumori
induce o stare imunosupresoare care permite raspandirea cancerului si, in cele din urma, duce la deces prin
infectie). alfa-NaGal aza deglicozileaza trizaharida proteinei Gc¢ in etapa anterioara izoformei finale a MAF.
Radioterapia scade numarul de celule canceroase capabile sa secrete alfa-NaGal.aza si de asemenea, creste
activarea proteinei Gc pana la principiul MAF.

GCcMAF poate fi combinat cu terapia sonodinamica (SDT), terapia fotodinamica (PDT) sau ambele
(terapia sonofotodinamica, SPDT), terapia cu hipertermie, cu extractul Maitake, cu doze mari de vitamina C,
cu doze mici de Naltrexona (LDN), acid alfa-lipoic.[5]

Tn 2014, clinicile Saisei Mirai (Centrul de procesare celulara, Clinicile din Kobe, Osaka si Tokyo), in
colaborare cu Universitatea Tokushima, au dezvoltat o noua forma de GcMAF, realizata din colostru bovin.
Imunoterapia cu Ge-MAF presupune injectarea pacientului (intramuscular sau subcutanat) de doua ori pe
saptamana (in cazuri grave, chiar si de 7 ori pe saptimani). In cateva siptimani sistemul imunitar se
consolideaza prin activarea macrofagelor si incepe sa eradice celulele canceroase, virusii si bacteriile[5]

In plus fata de injectiile cu Ge-MAF, se poate fabrica din colostru de inalta calitate o forma enterosolubila
ce se administreaza pe cale orala (sublingual) pentru a activa macrofagele in tesutul limfoid.

Colostrul MAF are avantajul de a putea fi administrat oral, intr-o capsula enterica (rezistenta la aciditatea
gastrica), pentru a activa macrofagele in tesutul limfoid asociat intestinului. Acesta este considerat a fi cel
mai mare rezervor de macrofage al organismului, care joaca un rol foarte important in mentinerea si reglarea
imunitatii mucoasei.

Macrofagele din mucoasa gastro-intestinala ar putea, de asemenea, modula imunitatea mucoasei tractului
respirator si a creierului, prin mecanisme interconditionate de reglare imunitara (lojele energetice ,,intestin
gros - plaman”, “intestin-creier” in Medicina Traditionala Chineza).

Factorul de activare a macrofagelor (MAF) - produs din colostrul bovin - induce o activitate fagocitara
mai mare macrofagelor. Trei studii de caz recente demonstreaza ca administrarea orald a colostrului (ce
contine GcMAF) poate fi utila fara efecte adverse in infectii grave si burn-out (sindromul oboselii cronice),
care sunt frecvent asociate bolilor cronice. [5]

Colostrul e laptele matern (uman, animal) din primele 48 ore de dupa nastere si are 0 compozitie diferita
fata de cea a laptelui matur. Anticorpii colostrului protejeaza mucoasa intestinala, gatul si plamanii, asa ca



multi specialisti il numesc ,,vaccin natural”, ajutdnd la formarea sistemului imunitar (lactofering,
imunoglobuline, factori de transfer, factori de crestere, etc.)

Lactoferina este o glicoproteind cu un singur lant polipeptidic 80-kDa monomeric bine conservat, cu
aproximativ 690 de resturi de aminoacizi. Evidentiata in secretiile exocrine, lactoferina serveste ca reglator
natural al apararii gazdei. Contribuie la activarea imunitdtii inndscute prin directionarea dezvoltarii
raspunsurilor adaptative, prin promovarea maturarii precursorilor celulelor T in celule ajutatoare competente
si prin diferentierea celulelor B imature in celule eficiente care prezinta antigen.

Este considerata o proteina de aparare de prima linie cu efecte directe asupra agentilor patogeni. Acestea
includ efecte bacteriostatice (capteaza fierul) si bactericide (leaga lipopolizaharida - LPS). Capacitatea
lactoferinei de a lega cantitati mari de fier asigura, de asemenea, protectie impotriva agentilor patogeni si a
metabolitilor acestora prin imbunatatirea fagocitozei si a aderentei celulare si controlul eliberarii citokinelor
proinflamatorii. Alte efecte directe ale lactoferinei includ activitati antivirale, antiparazitare si antifungice.

In plus, alituri de mediatori co-stimulatori, lactoferina poate modula recunoasterea chemokinelor si
potentialul migrator al limfocitelor. Acest lucru, combinat cu capacitatea de a afecta productia si activitatea
speciilor reactive de oxigen, permite lactoferinei sa serveasca ca un reglator unic pentru o gama larga de
raspunsuri, inclusiv cele implicate in socul septic (de exemplu, sindromul de raspuns inflamator sistemic).

Imunoglobulinele (Ig) sau anticorpii sunt glicoproteine produse de celulele plasmatice (celulele B sunt
instruite de catre imunogeni/antigeni specifici cum ar fi de exemplu, proteinele bacteriene, sa se diferentieze
in celule plasmatice, care sunt celule producatoare de proteine). Participa la raspunsurile imune impotriva
bacteriilor, virusurilor, ciupercilor, parazitilor, antigenelor celulare, substantelor chimice si substantelor
sintetice. Sunt impartite in 5 clase cu roluri specifice:
= 1gG - aparare antivirala, antibacteriana si contra toxinelor bacteriene
= |gA - apararea mucoaselor
= IgM - aparare antibacteriana
= |gE -inanafilaxie si aparare antiparazitara
= IgD -intrain alcatuirea receptorilor pentru antigen ai limfocitelor  (https://cancer360.ro/imunoglobulinele)

Factorii de transfer de la mamifere, inclusiv la oameni, sunt molecule mici intre 3.500 - 10.000 daltoni
(polipeptide cu 40-44 aminoacizi). Moleculele care au o greutate moleculara mai mica de 3.500 de daltoni
moduleaza raspunsul imun, dar nu transfera hipersensibilitate de tip Tntarziat (DTH).

Factorii de transfer au fost descoperiti Tn 1949 de H. Sherwood Lawrence, care a demonstrat ca celulele
imunitatii intermediate CMI ar putea fi transferate de la un individ la altul prin intermediul extraselor de
celule albe cu greutate moleculara mica din sange. Factorii de transfer induc imunitate mediata celular.

Sunt componente ale colostrului, prima hrana a unui sugar. Ei fac legatura intre generatii prin trecerea
imunitatii mediate celular de la mama la copil (transfera informatii imunologice antigenice intercelulare).

Factorii de transfer contin mai mult de 200 de fragmente diferite de molecule de polipeptide. Functia lor
biologica principala este de a recruta si sensibiliza n special limfocitele neangajate anterior (limfocitele T
initiaza imunitatea mediata celular). Studiile clinice au demonstrat capacitatea unica a factorilor de transfer
de a-si exprime DTH, imunitatea mediata celulara si ca pot fi transferati de la un donator sensibilizat la un
destinatar non-imun. Acest efect specific este probabil produs prin activarea celulelor CD3 antigen T;
cresterea si activarea macrofagelor si productia interleukinei pot imbunatati si functia celulelor natural killer.

Se pare ca factorii de transfer au o regiune variabila si o regiune de aminoacizi conservata ce determina
specificitatea antigenica; aceste regiuni inalt conservate permit factorilor de transfer sa fie administrati peste
0 bariera, fara nicio pierdere a potentei. Cercetarile au demonstrat ca factorii de transfer de origine bovina
sunt structural analogi cu factorii de transfer uman si au activitate fiziologica echivalenta.

Desi cele mai multe studii clinice cu factori de transfer au folosit administrarea parentala, administrarea
orala a demonstrat, de asemenea, transferul de succes al DTH si a imunitatii mediate celular la destinatari.

Deci, colostrul e cel mai eficient Transfer Factor (https:/romtf.ro/formula-4life-transfer-factor-tri-factor-descrisa-in-pdr)



Tn prezent este demonstrat faptul ca a consuma probiotice sub forma de produse lactate fermentate
precum iaurturile sau kefirurile se asociaza cu beneficii pentru sanatate, in special cu imbunatatirea functiei
sistemului imunitar [11,12]

Se pare ca efectele sanogene sunt asociate mai mult cu procesul de fermentare decét cu microflora in sine
(aceleasi tulpini microbiene, ce si-au dovedit eficienta crescand statusul imunitar la pacienti cu HIV/SIDA
cand au fost administrate ca iaurt probiotic, au fost ineficiente la administrarea sub forma de capsule,
comprimate (ce contin doar microbii incapsulati, nu produsii de fermentatie in totalitatea lor).[11]

Potrivit autorilor studiului, poate fi emisa ipoteza ca metabolismul microbian, in timpul procesului de
fermentare, conduce la producerea de molecule dotate cu anumite proprietati sanogene (aceste molecule
deriva din precursori inactivi prezenti in lapte inainte de fermentare). [13]

Ipoteza e sustinutd de date ce demonstreaza ca la kefir procesul de fermentare duce la producerea a 236
peptide unice, nou formate in metabolizarea microbiana a cazeinei din laptele bovin. Majoritatea peptidelor
nou formate prezintd proprietdti antitrombotice, imunomodulatoare, antimicrobiene, antioxidante,
enzimatice, caracteristici opio-mimetice, fiind eficiente si ca inhibitori ai ECA (ACEy). [14]

Comparativ cu peptidele derivate din metabolizarea cazeinei, a fost emisa ipoteza ca f-galactozidaza si
sialidaza produse de bacteriile lactice (bifidobacterii) [15,16] au fost responsabile de metabolizarea
proteinelor ce leaga vitamina D (DBP), ducénd la producerea de DBP-factor de activare a macrofagelor
derivate (DBP-MAF). Consumul timp de trei saptamani a unui produs ce deriva din fermentarea laptelui si a
colostrului (acesta din urma fiind Tn mod natural extrem de bogat in DBP), a fost asociat cu imbunatatirea
semnificativa a functiei sistemului imunitar. [17]

Cercetatorii de la Lawrence Livermore National Laboratory, Thermo Fisher Scientific si Kansas State
University au realizat determinari genetice folosind o metoda de analiza denumita “Axiom Microbiome
Array ” (care analizeaza microbiomul si identifica cu precizie inalta agentul patogen). Au fost detectate astfel
peste 12.000 de specii de virusi, bacterii, ciuperci, protozoare, sensibilitatea metodei fiind asa de mare Tncat
a permis detectarea unor bacterii patogene precum Shigella si Aspergillus dupa 100 de copieri genomice si
virusi precum Vaccinia AND-virus dupa 1.000 de copieri genomice. [18]

Folosind aceasta noua metoda pentru a analiza n detaliu compozitia microbiana a colostrului bovin
fermentat in kefir, a fost evidentiatd o crestere a biodiversitatii si identificatd prezenta bacteriofagilor
(fagilor) apartinand familiei Siphoviridae. O astfel de prezenta nu a fost o surpriza, deoarece fagii, cele mai
numeroase entitati biologice de pe Pamant, sunt prezenti in mod natural in practic toate matricele alimentare,
de la produsele lactate americane [19] la produsele de panificatie dulci si sarate italiene [20], pana la laptele
matern. [21]

Tn ultimii ani, interpretarea rolului fagilor s-a schimbat la 180 de grade, de la ,,dusmani” la ,,aliati” intr-0
modificare de perceptie ce aminteste de bacterii, care au trecut de la ,,bug-uri” ce trebuiau eliminare cu orice
pret, la statutul de constituenti ai microbiotei umane utile (saprofite) [22, 23]

Cercetari recente au evidentiat ca in vitro acest produs fermentat inhiba activitatea NaGalazei (o-N-
acetil-galactozaminidaza), enzima a carei concentratie Serica creste in tulburarile neuro-degenerative. [24]

In figura de mai jos se observa ci DBP-MAF purificat (utilizat ca martor), a legat nagalaza umania dupa
4 ore de incubatie, a atins un varf la 48 de ore si a revenit sub valorile initiale la 120 de ore, in timp ce
produsul fermentat a avut o chiar de la inceput (To) 0 valoare mai mare decat cea observata la martor. La toti
ceilalti timpi, ambele dilutii ale produsului fermentat au prezentat o activitate semnificativ mai mare in
comparatie cu DBP-MAF purificat. La 120 de ore, activitatea ambelor dilutii ale produsului fermentat au
fost inca mult peste linia de baza, in timp ce DBP-MAF nu a mai prezentat nici o activitate reziduala.
Deoarece produsul fermentat a fost diluat de 10 si 100 de ori, se poate sustine ca activitatea sa impotriva
nagalazei umane este de peste 100 de ori mai mare decét cea a DBP-MAF purificat (de retinut ca aceste
rezultate au fost obtinute in vitro, deci in absenta oricarei variabile sau factor de eroare ce ar influenta
interpretarea observatiilor clinice anterioare). [25]



Fig. 1. Binding activity against human nagalase
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Bacteriofagii au fost folositi in alimentatia umana de mai bine de 100 de ani.[26] Tn anul 2019, studierea
bacteriofagilor pentru sanatatea gastrointestinald (studiul PHAGE) a evaluat siguranta si tolerabilitatea
consumului suplimentar de fagi. Studiul, realizat de specialisti de la prestigioase institutii de cercetare din
SUA (randomizat, dublu-orb), a concluzionat ca un amestec de bacteriofagi din familia Siphoviridae, a fost
sigur la om.[27] Descrierea principalelor caracteristici ale unora dintre fagii analizati in studiu demonstreaza
efecte sanogene. Fagii lactococici (BM13 si Qs3), cei mai reprezentativi cantitativ in produsul analizat, au
genom care prezintd o legatura stransa cu fagii care infecteaza enterococii si Clostridia, o caracteristica care
nu e prezentda la alti fagi lactococici (eX, Psss). [28] Capacitatea bacteriofagilor de a infecta si a liza
Enterococii si Clostridium difficile poate influenta semnificativ sanatatea umana, deoarece acestia sunt agenti
patogeni oportunisti, capabili sa dobandeasca rezistenta la antibiotice. [29]

Bacteriile lactice participa la eliminarea toxinelor care pot contamina alimentele, cum ar fi: aflatoxinele,
hidrocarburile aromatice policiclice (HAP), aminele heterociclice amine (HA) si esteri ai acidului ftalic
(PAE). [30, 31]. Alte tulpini prezente in colostrului bovin fermentat in kefir, cum ar fi Streptococcus
thermophilus, protejeaza impotriva toxicitatii cadmiului (metal cancerigen). [32]

Fagii sunt capabili sd ajungd la sdnge prin diferite cdi de administrare, inclusiv calea intranazald. Odata
ajunsi in sange, sunt pe deplin activi si capabili sa distruga bacteriile patogene. [33]

Multe dintre efectele biologice ale fagilor sunt mediate de interactiunile lor cu sistemul imunitar. De
exemplu, a fost a demonstrat inca din 2009 ca fagi specifici induc distrugerea tumorilor prin activarea
macrofagelor asociate acestora, deoarece induc trecerea de la un micro-mediu polarizat M2 intr-un mediu
mai polarizat M1. [34]

Desi terapia cu bacteriofagi nu a fost niciodata intrerupta in Europa de Est, in lumea occidentala se
confrunta cu obstacole de reglare care ii limiteaza aplicatiile. De exemplu, Food and Drug Administration
(FDA, SUA) clasifica fagii in categoria ,,biologici”, o categorie care cuprinde orice derivat care nu este
obtinut din sinteza chimica, cum ar fi de exemplu, produsele din sange, anticorpii, proteinele sau virusurile
care se pot dovedi eficiente n tratarea unor boli specifice. Deoarece biologicii sunt mai complexi decéat
moleculele sintetizate chimic, pot avea activitate variabila, pot contine componente ce exercita alte functii si
au o farmacocinetica diferita, reglementarea si aprobarea utilizarii lor sunt mult mai provocatoare.

Toate aceste dificultati sunt bine rezumate de belgianul Fauconnier care, in aprilie 2019, scria ,,Dupa
decenii de cand in lumea occidentala terapia cu fagi nu a fost luata in considerare, asistam la 0 revenire a
interesului. Dar legislatia farmaceutica e conceputa practic pentru a reglementa produsele farmaceutice
fabricate industrial, lipsite de orice personalizare a pacientului si destinate distributiei pe scara larga”. [35]

Aceste consideratii nu se aplica fagilor constitutiv prezenti in matrici alimentare. Fagii prezenti in mod
natural Tn produsele fermentate pot produce beneficii suplimentare comparativ cu preparatele fagice
purificate (asa cum s-a observat pentru iaurturile probiotice vs probiotice incapsulate). [36, 37]

Prezenta fagilor nu impiedica procesul de fermentare atunci cand biodiversitatea tulpinilor bacteriene
este crescutd, metoda Axiom Microbiome Array evidentiind sute de tulpini bacteriene diferite (analizand
eficienta fermentatiei colostrului bovin n chefir, se poate concluziona ca bacteriile si fagii au atins un punct
de echilibru in microflora, fiind capabile sa coexiste Tntr-o microbiota imbogatita in mod natural. [38, 39]



Colostrul bovin datorita capacitatii de a neutraliza toxinele, de a avea activitate antimicrobiand si
deoarece stimuleaza cresterea celulelor epiteliale intestinale, este considerat a fi un ingredient extrem de
promitator pentru noi alimentele functionale si formularile nutraceutice. [40]

Laptele, si mai ales colostrul, este considerat 0 sursa importantda de peptide bioactive cu proprietati
nutritionale, senzoriale si functionale. Ambele produse lactate contin concentratii mari de cazeine si proteine
din zer si cantitati variabile de peptide eliberate de proteaze. [41]

Au rezultat din fermentarea produselor lactate sute de peptide bioactive unice, dupa cum arata analiza
peptidica, care le confera nu numai o digestibilitate imbunatatita, ci si activitati biologice suplimentare
comparative cu produsele nefermentate. [42].

Sunt necesare studii suplimentare pentru a identifica totalitatea peptidelor bioactive eliberate in timpul
fermentatiei si pentru a corela structura acestora cu activitate biologica specifica pentru dezvoltarea unor
produse multifunctionale.

In studiul “Peptide bioactive din colostru fermentat cu consortii de kefir imbundtdatit: caracterizare
biochimica si activitate biologica specifica” [43] fermentarea colostrului bovin s-a realizat folosind o cultura
starter bazata pe granule de chefir autohton (artizanal) si doua tulpini de drojdie de Candida lipolytica, pentru
a imbunatati proprietatile functionale ale produselor fermentate. Peptidele eliberate dupa procesul de
fermentare cu diferite consortii de kefir imbunatatite au fost analizate n vederea stabilirii compozitiei lor
biochimice si activitatii biologice specifice.

Colostru fermentat cu granule de chefir si 2 tulpini de drojdie Candida lipolytica

Peptidele au fost separate prin membrane dupa greutatae moleculara (3000 - 10000 Da) si fractiile
obtinute au fost analizate prin electroforeza pe gel pentru a estima activitatea proteolitica.
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Modelul electroforetic indica degradarea principalelor proteine de colostru datorita activitatii proteolitice
a microorganismelor inoculate (ambele probe au prezentat profiluri proteice similar).

.....

enzimei de conversie a angiotensinei Il (ECAz). ACE: este o enzima cheie care controleaza presiunea
sanguina arteriala si echilibrul electrolitilor prin conversia angiotensinei | la vasoconstrictorul angiotensina

fost 78.52% si 72.85%, iar pentru peptide imbogatite - fractiile (P1 si P2) au fost de 94.40% si 88.62%. Aceste
rezultate releva activitati inhibitorii semnificativ crescute (p <0,05) ale peptidelor cu greutate moleculara mai
mica de 10 kDa, prezente Tn P1-P> (fractii derivate din extracte de colostru fermentate).
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Produsul de fermentare obtinut continea peptide bioactive cu potential anti-proliferativ. Efectul
extractelor de colostru fermentat C1-Co si al fractiunilor peptidelor P1-P2 asupra viabilitatii celulare a fost
evaluat cantitativ si calitativ pe o culturad de celule de fibroblastice NCTC prin test MTT si colorarea Live /
Deadcell. Rezultatele testului MTT au aratat o viabilitate ridicata a celulelor cultivate in prezenta extractelor
peptidice in intervalul de concentratii 0.25-1 mg / ml,
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Proliferare celulara

Proliferarea celulelor tumorale TKs a fost analizata dupa cultivarea lor in prezenta peptidelor extrase, la
o concentratie de 1 mg / ml, determinata ca fiind citocompatibila cu celulelel fibroblastice dintr-o cultura
normala. Inhibarea cresterii celulare in prezenta C1, C2 si mostrelor de P1 au fost neglijabile, variind intre 5-
10%. Esantionul P, a prezentat o activitate anti-proliferativa impotriva celulelor TKe, comparativ cu celelalte
probe, inhiband proliferarea celulara a celulelor tumorale cu 42%.



Deteriorarea generala a ADN-ului (adica genotoxicitatea) extractelor peptidice de colostru fermentat a
fost evaluata pe celule limfoblastoidiene TKe folosind testul cometei cu debit mediu. Procentul de ADN din
coada a fost mai mic de 5% pentru toate probele testate.
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Evaluarea genotoxicitatii

Rezultatele au indicat ca nici unul dintre extractele nu a fost genotoxic pana la o concentratie de 3 mg/ml
n cultura de celule TKe. In concluzie, prin fermentare s-au eliberat peptide necitotoxice si non-genotoxice
cu capacitate mare de inhibare a ECA: si activitate antioxidanta.

In studiul “Proiectarea tribioticelor din colostrul bovin ca un cumul de multiple activititi metabolice
in culturi artizanale i selectate” (Roma, 2019) [44] substratul pentru fermentare a avut 10% colostru bovin
(achizitionat de la Axyar, Belgia), granulele de chefir au fost furnizate de un producator de produse lactate
artizanale din Romania (si conservate in colectia de microorganisme codificata cu acronimul MIUG a
platformei de cercetare Bioaliment a Universitatii ,,Dunarea de Jos” din Galati, Romania), iar pentru culturile
selectate s-a plecat de la o cultura de start multifunctionala in industria alimentara (LAB)., constand dintr-un
consortiu de exo-polizaharide, precum si diverse microorganisme, inclusiv drojdii (Kluyveromyces spp.,
Candida spp., Saccharomyces spp., Pichia spp.), bacterii lactice (Lactobacillus spp., Lactococcus spp.,
Leuconostoc spp., Streptococcus spp.) si, ocazional, bacteriile acidului acetic. [45]
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Evidentierea etapelor de obtinere a unui produs tribiotic pe baza de colostru bovin fermentat cu starteri
artizanali si selectati de drojdii si bacterii lactice) [41]



Scopul studiului a fost de a investiga functionalitatea imbunatatita a colostrului bovin prin transformare
metabolica cu un consortiu bazat pe culturi starter artizanale si selectate (drojdie si bacterii lactice).

Aceste produse fermentate (tribiotice) prezinta diverse componente functionale, de la peptide bioactive,
aminoacizi liberi, acizi organici si vitamine, la microorganisme probiotice. [46, 47]

Peptidele cu greutate moleculard mica separate din produsele fermentate au dovedit o capacitate ridicata
de eliminare a radicalilor liberi (activitate antioxidanta) si de inhibare a enzimei de conversie a angiotensinei
2 (ACEy). Activitatea inhibitoare a ECA: a fost determinata conform metodei descrise de Papadimitriou n
2007. [47]
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Potentialul antioxidant si antibacterian al produselor fermentate.
Activitatea si procentul antioxidant de inhibare a ECA> a colostrului fermentat au fost analizate pentru fractiunile
peptidice separate din proba 4

Studiu prezentat a raportat pentru prima data in literatura posibilitatea de obtinere de tribioticelor in doua
faze. Prima faza a presupus hidroliza colostrului cu tulpini de drojdie selectate pentru a se descompune
compusii macromoleculari, proteinele si lipidele. Peptidele si acizii grasi rezultati au fost usor transformate
de granulele de kefir si culturile LAB comerciale care au fost adaugate in a doua faza de fermentare.

Imbunatatirea functionalititii colostrului prin bioconversie si fermentare cu consortiu microbian multiplu
a asigurat obtinerea de produse care au proprietati pre-, pro- si post-biotice, cu aplicatii valoroase in industria
alimentara, nutraceutica, farmaceutica si dermato-cosmetica. [44, 47]



Peptidele cu greutate moleculara mica (<3000 Da) - LMW - care se formeaza in timpul procesului de
fermentare a colostrului bovin cu granule de chefir imbunatatit (Kefir hibrid) au efect pre-, pro- si post-biotic.

Colostru bovin ultrafiltrare Peptide cu greutate Gel cu profilul electroforetic la:
fermentat molecular mica - colostru fermentat (FC)

- fractie de peptide isolate (FCP)
- peptide cu greutate moleculara mica (LMW)
Parametrii activitdtii biologice a peptidelor LMW izolate din colostrul bovin fermentat:

- grad de inhibare a ECA (enzima de conversie a angiotensinei implicate in sistemul renina-angiotensina;
ACE: regleaza partial presiunea sangeluiperiferic) 40.2 %

- activitate antioxidanta: 939,76 mM TE/g dw

- in vitro, probele de peptide LMW din colostrul bovin fermentat au scazut secretia citockinelor pro-
inflamatoare IL-6, IL-1B si TNF-a efect anti-inflamator (fig.1)

- se observa scaderea viabilitatii celulelor HT-29 (cellule tumorale din adenocarcinom colorectal uman);
apoptoza a fost analizata prin citometrie in flux si a fost dependent de doza de peptide din probe (fig.2)
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Figural Figura 2 [44]



Figura 1 — Dozarea prin metoda ELISA a citokinelor IL-6 (A), IL-15 (B) si TNF-o. (C) secretate prin
stimulare LPS a celulelor THP-1, tratate cu diferite concentratii de peptide

Figura 2 - Histogramele de citometrie de flux din analiza apoptozei celulelor HT-29 tratate cu diferite
probe de peptide

Tn cadrul Laboratoarelor Medica, colostrul fermentat se obtine cu granule de chefir imbunatitite printr-0
metoda originald. Produsul fermentat contine peptide cu greutate moleculard mica (LMW) care au fost izolate
si caracterizate. Scopul cercetarii a fost de a evalua potentialul acestor peptide in prevenirea anumitor boli,
astfel Incét sa fie considerate principii active in formula unor nutraceutice si dermato-cosmetice obtinute de
aceasta companie. [48, 49, 50]
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Materiale si metode: s-a lucrat pe colostru bovin fermentat cu granule de chefir imbunatatite (hibrid)

= determinarea cantitativa a peptidelor LMW din colostrul fermentat s-a realizat utilizand reactivul o-pthal-
dialdehida (OPA)

= determinarea calitativa a peptidelor a fost efectuata prin metoda Tricine-SDS-PAGE

= activitatea antioxidantd a peptidelor s-a determinat utilizand metoda ABTS

= potentialul inhibitor al enzimei de conversie a angiotensinei (ECA?) a fost evaluat prin metoda descrisa
de Papadimitriou si colab. [47, 48, 49]

= evaluarea efectului antiinflamator a fost realizata cu un kit ELISA specific pentru citokinele TNF- a, IL-
6 si IL- . [47, 48, 49]

Rezultate: Colostrul bovin fermentat cu un consortiu de chefir imbunatatit, conditionat sub forma de
pulbere prin atomizare, prin continutul sau de peptide bioactive a aratat urmatoarele caracteristici:
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Efect antioxidant si activitate inhibitoare ECA: (deci, reglarea tensiunii arteriale) [50, 51]



Efectul extractelor de colostru fermentat C; si C» asupra viabilitatii celulare a fost evaluat cantitativ si
calitativ intr-o cultura de celule fibroblaste NCTC prin Testul MTT si colorarea celulelor vii/moarte.
Rezultatele testului MTT au evidentiat valori ridicate ale viabilitatii celulelor cultivate Tn prezenta extractelor
de colostru fermentat, indicand astfel o bunad citocompatibilitate a probelor testate intr-un interval de
concentratie cuprins intre 0.25-1 mg/ml

Cllextract ot v 20

Micrografii de fluorescenta a fibroblastelor NCTC cultivate in prezenta probelor de colostrum
fermentat C1si Co, la o concentratie de 1 mg/ml.
Celule netratate si celulele tratate TGF f1 (10 ng / ml) au servit ca martori negativi.
Colorare in viu/mort

Viabilitatea celulei a scazut intr-o maniera dependentd de concentratie, iar valori moderate ale
citotoxicitatii au fost inregistrati la o concentratie de 2 mg/mL. In functie de varianta de fermentatie, proba
C: a prezentat un comportament similar cu cel al martorului netratat (celule fibroblastice L 929), inducand
valori ale viabilitatii celulare apropiate de 100.[51]

Colostru fermentat cu granule de chefir imbunatatite (hibrid) prezinta proprietati nutritionale si activitate
antioxidanta superioare, datoritd concentratiei crescute de peptidele bioactive comparativ cu colostrul si
colostrul fermentat cu granule simple de chefir (martor).

Parametri analizati Colostru Colostru Colostru fermentat
bovin fermentat cu kefir | cu kefir imbunatatit

Continut proteic 65 215 723
%

Continut lipidic 20, 2196 1233
%

Peptide cu greutate moleculara@ mica 15 20 985

(3000-5000 Da) {mg/ml)

Carbohidrati 73.14 83 < i
(raportatia lactoza) %

Carbohidrati 169 1195 94
(raportatia glucoza) %

Aminoacizi liberi 0.32 0.55 312
%

Gradul de inhibare ACE; de catre peptidele 7.24 205 40.

cu greutate moleculara mica %

Activitate antioxidanta 1.18 241 29.39
{mM Trolox/mg proteina)



Tn concluzie, aceasti materie prima are proprietati nutritive crescute, ceea ce recomanda utilizarea sa ca
supliment alimentar uman sau veterinar si ca produs dermato-cosmetic.

Datorita acestor caracteristici, materia prima (colostrum bovin fermentat cu granule de kefir imbunatatit)
a fost inclusa de catre producator (Laboratoarele Medica sub brand Pro-Natura) in numeroase formule
nutraceutice: Col-Kefir®, Super-Nutrient, Focus 3x Biotics, Pan Virucidin, etc. In plus, peptidele din aceasta
sursda sunt utile pentru dezvoltarea formularilor cosmetice care vizeazad tratarea pielii deteriorate si
disfunctionale (gama de produse dermato-cosmetice Col-Kefir Milk Therapy include produse biocompatibile,
cu efect de vindecare, antiinflamator si antibacterian).

Colostrul bovin fermentat, prin continutul sdu de peptide bioactive, este un produs nutraceutic sigur si
util pentru utilizare intr-o gama larga de aplicatii.
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Celulele sistemului imunitar provin din maduva osoasa din celule stem hematopoietice pluripotente. ce dau nastere

unui

= progenitor limfoid comun, ce da nastere tuturor tipurilor majore de celule limfoide (celule T, celule B, celule NK)

»  progenitor mieloid comun, care da nastere tuturor tipurilor majore de celule mieloide (neutrofile, eozinofile,
bazofile, celule dendritice [DC], mastocite si monocite / macrofage), precum si eritrocitele si megacariocitele (care
genereaza trombocite).
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Antigen presentation
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Antigen processing
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production/T-call
polanzation

Macrofagele, mastocitele si celulele dendritice actioneazd ca sentinele sistemului imunitar inndscut.

* Macrofage si mastocite joacd un rol important in initierea raspunsurilor imune Inndscute prin eliberarea
mediatorilor inflamatori si recrutarea de celule suplimentare (in special neutrofile) la locul infectiei.

= Macrofagele joaca, de asemenea, un rol important ca fagocite in inghitire si uciderea microbilor.

= Celulele dendritice actioneaza ca o conducta importanta intre sistemele imune innascute si adaptive.
(Sursa: Imagine Macrophage:Dr. Jean Pieters, Universitatea din Basel, Elvetia.)
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Parasite attack
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Granulocitele formeaza o parte importantd a sistemului imunitar innascut. Reprezentari schematice ale

neutrofilelor, eozinofilelor si granulocitele bazofile sunt descrise impreuna cu functiile lor majore.
(Sursa: Impresii artistice Tn panouri din stdnga © Blausen.com, cu permisiunea.)
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Limfocitele T si B includ limfocitele majore ale sistemului imunitar adaptativ. Reprezentari schematice

ale Limfocitelor B si T sunt descrise impreuna cu functiile lor majore.
(Sursa: Impresii artistice in panourile din stinga © Blausen.com, cu permisiune.)

Activated macrophages
produce numerous

Macrofagele activate secreta o gama diversa de citokine si chemokine. Micrografia electronica a unui
macrofag active cu mai multe bacterii (Mycobacterium bovis) atasate la suprafata celulei sale.
Doar o mica parte din numeroasele structure solubile reprezintd mediatori care sunt eliberati de

macrofagele activate de PAMP.
(Sursa: Imagine Macrophage, prin amabilitatea Dr. Jean Pieters, Universitatea din Basel, Elvetia.)
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Reactia inflamatorie acutd. Infectia bacteriana initiaza o serie de raspunsuri prin activarea alternativei
complementare, producand C3a si C5a, precum si prin stimularea macrofagelor rezidente de tesut care

detecteaza bacteriile derivate

PAMP-uri. Componenta C3b a complementului se leaga de bacterii, opsonizand-o pe cea din urma
pentru o fagocitoza mai eficienta de catre macrophage si neutrofile. Activarea complementului poate duce,

permeability

de asemenea, la liza directd a bacteriilor prin asamblarea atacului de membrana complex.

Activarea macrofagelor de catre PAMP si componentele complementului induce secretia mediatorilor
(de exemplu, citokine si chemokine) ale raspunsului inflamator acut care cresc permeabilitatea vasculara si
induc neutrofilele sa migreze din sange in tesut. C3a si C5a declanseazd activarea mastocitelor si secretia

mediatorilor care provoaca dilatarea capilara si exsudarea de proteinele plasmatice.

Atrase de C3a si C5a, precum si de alti factori, neutrofilele din sange se lipesc de moleculele de aderenta
de pe endoteliu celular si utilizeaza acest lucru pentru a oferi tractiune in timp ce isi forteaza drumul intre

celule, prin membrana bazala (cu ajutorul elastazei) si in sens crescator gradientul chimiotactic.
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Fagocitoza si uciderea unei bacterii. Stadiul c / d, explozie respiratorie si activarea NADPH oxidazei;
etapa e, daune de intermediari reactivi ai oxigenului; stadiul f / g, deteriorarea peroxidazei, proteinelor
cationice samtinela (peptide, antibiotice, lizozim si lactoferina).

o Reactive oxygen intermediates
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[7 Oxygen-independent mechanisms
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Mecanisme microbiocide ale celulelor fagocitare.

(a) Producerea de intermediari reactivi ai oxigenului. Electroni de la NADPH sunt transferati de enzima
flavocitocrom oxidaza in moleculelel de oxigen pentru a forma speciile moleculare microbiocide prezentate
n cutii portocalii.

*** - agentul declansator al fagocitozei e leaga de un sapte transmembranar clasic legat de proteina G = receptor de
domeniu care activeaza un trifosfat de guanozina intracelulara (GTP) - proteind de legare. La randul sau, aceasta
activeaza o serie de enzime: fosfoinozitol-3 kinaza ce cauzeaza reorganizarea citoscheletala (raspunsuri chimiotactice
subiacente), fosfolipazei-Cy2 ce mediaza evenimente care duc la degradarea lizozomilor si fosforilarea p47phox prin
activarea protein kinazei C si MEK si MAP (sisteme kinazice) care supravegheaza ansamblul NADPH oxidaza.

(b) Generarea de oxid nitric. Enzima, care structural seamana cu NADPH oxidaza, poate fi inhibata de
arginina / analog N-monometil-lI-arginina (I-NMMA). Combinatia de NO- cu anion superoxid produce
radicalul peroxinitrit foarte toxic - ONOO, care se cliveaza pe protonatie pentru a forma reactiv -OH si
molecule de NO2. NO- poate forma complexe ditioldinitroso de fier mononuclear ducénd la epuizarea
fierului si inhibarea mai multor enzime.

(c) Bbaza sistemelor antimicrobiene independente de oxigen.




No PAMPs

Polarizarea celulei dendritice (DC) este influentata de natura agentului infectios (adica, PAMP), precum si
de localizarea tesutului.

Polarizarea DC este influentata de tipul de microorganism recunoscut si de locul activarii. DC imature
pot fi polarizate dupa modelele moleculare asociate cu agentul patogen (PAMP) de tip 1, tip 2 si factori
tisulari pentru a deveni DC efectori maturi, care promoveaza dezvoltarea celulelor T naive in diferite clase
de celule T efectoare.

Desemnarea PAMP-urilor ca tip 1 si tipul 2 nu este exhaustiv deoarece DC-urile isi vor adapta productia
de citokine 1n functie de combinatia specifici PAMP / DAMP detectata.

Production of cytokines
and/or cytotoxic enzymes

Generarea de celule T efectoare este influentata de mediu citokinic experimentat de celula T la punctul
de activare initiala. Recunoasterea peptidelor MHC de catre TCR reprezinta semnalul 1, co-stimularea CD2s
de catre liganzii B7 reprezinta semnalul 2, iar citokinele produse de DC reprezinta semnalul 3.

Mediul citokinic la re-stimularea unei celule T in cadrul unui tesut infectat va influenta, de asemenea,
natura raspuns efector efectuat de celulele T.



Clonal
expansion

Citokinele pot avea multiple efecte biologice. Citokinele pot promova diviziunea celulara, pot declansa
producerea suplimentara de citokine, chemokine si peptide antimicrobiene; altele pot promova moartea
celulelor sau diferentierea celulara. Citokinele prezintd, de asemenea, efecte pleiotropice, provocand un
raspuns intr-un anumit tip de celula si un raspuns complet diferit in altul.
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Diversitatea celulelor T reglatoare / supresoare. Au existat mai multe tipuri diferite de celule T reglatoare

/ supresoare descrise ca poate actiona, in diferite masuri, pentru a inhiba celulele T efectoare, celulele B si

celulele dendritice. Acestea includ:

(@) celulele naturale si Treg induse care, in general, suprima folosind mecanisme care necesitd contact
celula-celula;

(b) celule Try care secreta 1L-10;

(c) TGFp-secretarea celulelor Thg;

(d) celule CDsg care pot suprima folosind citotoxicitate sau citokine;

(e) celule T imunosupresoare care poarta un Y6 TCR;

(f) celule NKT pentru care au fost propuse moduri de functionare mediate de citokina si citotoxicitate.
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(Sursa: C. Jones. Reprodus cu permisiunea.)

Rolul macrofagului activat in initierea si medierea inflamatiei cronice cu repararea concomitentd a
tesuturilor, si in uciderea microbilor si a celulelor tumorale. Este posibil ca macrofagele sa se diferentieze
pe cai distincte pentru a realiza diferite functii.

Micrografia electronica aratd un macrofag extrem de activ cu multe structuri lizozomale care au fost
evidentiatd prin absorbtia torotrastului; unul (sdgeata) este vazut fuzionand cu un fagosom care contine
protozoarul Toxoplasma gondii.




T-cell

Intracaliular

»Conexiunea citokinelor”: murine nespecifice ucid macrofagele bacteriilor intracellular, declansand o

reactie de imunitate mediata de celule T.

(@) Celula specifica CD4 Thl recunoaste peptida micobacteriand asociatd cu MHC clasa 11 si elibereaza
macrofage (M¢) activand IFNy.

(b) M¢ activat ucide TBC intracelular, in principal prin generarea de NOe toxice.
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Mornths after mmunization with polio veccine
Raspuns local IgA la vaccinul poliomielitic. Local sinteza anticorpilor se limiteaza la siturile anatomice

specifice care au fost direct stimulate de contactul cu antigenul.

(Sursa de date: Ogra P.L. si colab. (1975). in imunologie virala si imunopatologie (ed. Notkins A.L.). Academic Press,
New York, p. 67.)
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Schema simplificati pentru a sublinia interactiunile dintre imunitatea inndscutd si dobdnditi. Celula
dendriticd care prezintd antigenul celulelor B sub forma de complexe imune este celula dendritica foliculara
din centrele germinale, in timp ce la clasa MHC Il-pozitiva celula dendritica interdigitata prezinta antigen
la celulele T.

CRP, proteina C reactiva; MBL, lectina care leagd manoza.
(Adaptat din Playfair J.H.L. (1974) British Medical Bulletin 30, 24.)



