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Ader, R., Psychoneuroimmunology, IV edition, vol. 1 e 2, Academic Press, Amsterdam 2007.
It is the classical text on the matter, pubblished for the first time in 1981.
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Conversation galante: How the immune and the neuroendocrine
systems talk to each other
Gabriele D1 Comite, Marnia Grazia Sabbadini, Angelo Cort,
Patrizia Rovere-Querini, Angele A.-Manfredi "

AL San Raffaels Scientiitc Insatietz & Universits Viia-Safute Son Naffoele vro Olge tina 58, 20032 Miano, el

Avalabie onfme I8 March 20007

SISTEMA
IMMUNITARIO

NETWORK delle
CITOCHINE




Uso clinico delle Low Dose Cytokines

THE IMMUNE SYSTEM




Th-1/Th-2 BALANCE

'Th1 UP-REGULATION

© Th2 UP-REGULATION

Malattie infiammatorie Asma Atopico

Th2 DOWN-REGULATION ' Th1 DOWN-REGULATION

Patologie inflammatorie sopraregolazione piatto Thl della bilancia; la terapia dovra consistere
nell’ “aumentare” il peso del piatto Th2 per riequilibrare

Patologie allergiche sopraregolazione Th2; la terapia dovra consistere nell’aumentare il peso del
piatto Thl per riequilibrare la bilancia




Quanto “low” deve
essere unad

[ow dose per

essere efficace (...e
sicura)?



DEFINIZIONI

g (gram)=1
101 = 0.1
102 = 0.01

mg (milligram)= 10-3 = 0.001

g (microgram)= 10-% = 0.000001

ng (nanogram)= 10-° = 0.000000001
mm) pcg (picogram)= 10-12 = 0.000000000001

mm) fg (fentogram)= 1015 = 0.000000000000001



| RECETTORI TRANS-MEMBRANA
Up- and Down-Regulation

st

Soluble TNF receptor
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SOLO le concentrazioni fisiologiche sono in grado di
attivare o riattivare i recettori di membrana e, di

’ conseguenza, stimolare la fisiologica/biologica

funz:one della cellula bersagllo N2y
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To cmrnpensate for decreaséd
levels of a neurotransmitter like
X serotonin, the brain increases
Y the number of receptors for that
' specific neurotransmitter

normal” upregulation




EFFETTI DI DIFFERENTI CONCENTRAZIONI DI CITOCHINE

TOXIC CONCENTRATION mg/ml " TOXIC EFFECT

Upto10° M

THERAPEUTIC EFFICACY 1
PHARMACOLOGICAL CONCENTRATION mcg-ng/mi- SIDE EFFECTS

P _
i 10°M ° " MINIMAL EFFECTIVE PHARMACOLOGICALDOSE
104 M
WITH SKA ACTIVATION:
THERAPEUTIC EFFICACY WITHOUT SKA
WITHOUT SIDE EFFECTS PHYSIOLOGICAL CONCENTRATION ng-pcg-fg/iml | AcTivaTION:
NO THERAPEUTIC .

EFFECTS




;Medicina :
Fisic_)logica d|
Regolazione

Queste “"messenger molecules” sono attivate secondo
una particolare tecnologia farmaceutica standardizzata,
nota con il nome di

=S KA

SEQUENTIAL KINETIC ACTIVATION

Evidenze sperimentali e cliniche hanno suggerito che
queste "messenger molecules” in concentazioni low dose
possono essere attive sui sistemi biologici e sono in
grado di modulare le funzioni della cellula bersaglio in
maniera fisiologica.



CRONOBIOLOGIA dell’inflammazione
Trend fisiologico

inflammatory

~1"72-96 ore

I I + Bioregulatory capability
mantained
Smtowe s - Physiological resolution

of inflammation
+ Mo tissue damages
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CRONOBIOLOGIA DELL'INFIAMMAZIONE FISIOLOGICA

ONSET MANTENIMENTO RISOLUZIONE

FLUTTUAZIONE DEI LIVELLI DI CITOCHINE

o
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96

Petersen AM?, Pedersen BK. The anti-Inflammatory effect of exercise. J Appl Physiol (1985). 2005 Apr;98(4):1154-62



FARMACI CHE BLOCCANO GLI EFFETTI DI
INTERLEUCHINA-1

CORTISONICI
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GASCEELE

RMACI “BIOLOGICI” CHE BLOCCANO GLI
EFFETTI DI INTERLEUCHINA-1
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Guna Anti Iterleukins -1

Arnica comp. -Heel

Anti Interleuchina-1 (a; B)
aglsce S|m|Imente ai FANS al
cortisone e, in parte, ai
salicilati , senza gli effetti
collaterali tipici di questi
farmaci allopatici.
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CRONOBICLOGIA DELLE PRINCIPALI CITOCHINE PROINFIAMMATORIE IN 7-

PRESENZA DI LOW GRADE CHRONIC INFLAMMATION

>

Petersen AM?, Pedersen BK. The anti-Inflammatory effect of exercise. J Appl Physiol (1985). 2005 Apr;98(4):1154-62
Modificata a fini didattici (vedi freccia).




IL-10 COME ANTINFIAMMATORIO PER PATOLOGIE CRONICHE

[PubMed | |
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Ann Med. 1995 Oct:27(5):537-41.

Immunosuppressive and anti-inflammatory properties of interleukin 10.

Display Settings:  Abstract (E"htg”“ﬂ ACCESS.
Expert Opin Biol Ther, 2003 fAug;3(5):725-31
PubMad wiil Interleukin-10-based therapy for inflammatory bowel disease.
_, Braat H', Peppelenbesch MP, Hommes DW
Display Settings: Abstract Cell Press|

CancerGall, 2011 Dec 13:20(6):781-96. doi: 10,1016 c6r.2011.11.003.

IL-10 elicits IFNy-dependent tumor immune surveillance,

Mumm JB', Emmerich J, Zhang X, Chan |, Wu L, Mauze S, Blaisdell S, Basham B, Dai J, Grein J,

Sheppard C, Hong K, Cutler C, Tumer S, LaFace D, Kleinschek M, Judo M, Avanoaly G, Langowski J, Gu
D, Paporello B, Murphy E, Sriram\/,'Naravula S, Desai B, Medicherla S, Seghezzi' W, McClanahan T,

Braat H. et al. Interleukin-10-based therapy for inflammatory bowel disease. Expert Opin Biol Ther.
de Vries JE. Immunosuppressive and anti-inflammatory properties of interleukin 10. Ann Med. 1995 Oct;27(5):537-41.
John B. Mumm et al. IL-10 Elicits IFNg-Dependent Tumor Immune Surveillance Cancer Cell 2011
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Low Dose Interleukin-10 and Anti-IL-1 Antibody in Modulating Intestinal
Inflammation

Fioranslli M'" and Roceia MGS
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Epdarmian Llnivessny, Nome, J.Lu.:r

L | ¢ LB gEmn nw nus an

JULRSAL O DIOL DG O AL REGLLATORS & HOMEOS T AGENTS Vol, 28, na: 1 (4, F7-45 (2015}

PSYCHO-NELURO-ENDOCRINE-IMMUNOLOGY AND LOW DOSE CYTOKINES
THERAPY: PRINCIPLES AND EVIDENCES FOR AN INNOVATIVE MEDICAL
APPROACH IN ACLTE AND CHRONIC INFLAMMATORY DISEASES

T. LOTTI'*. I. HERCOGOVAY, TI. WOLLINA® A A. CHOKQEVAS, Z. ZARRAR',
S. GIANFALDONTI®, M.G. ROCCIA®, M. FIORANELLI" and G. TCHERNEV"
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Psycho-neuro-endocrine-immunology and low dose cytoKines therapy: principles
and evidences for an innovative medical approach in acute and chronic
inflammatory diseases.

Lotti T, et al. J Biol Regul Homeost Agents. 2015 Jan-Mar.
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Authors
Lotti T', Hercogova J°, Wolling U”, Chokoeva AA*, Zarrab 27, Gianfaldoni 5%, Roccia MG™, Fioranelli M®. Tochemey G*.
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Year | Authors Jowual, 5 F Ressarch s Tk % <
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2008 Cariboldl 5. etal. Pulmonary In vivo Low dose oral administration
Plhianuécolowy & basic of cylukinses for treatinznl of
Tierapsulics research allergie asibooa.
yas 1 3 s P 1] 1 3 1 o L9081 1 L R T LBV L ST Y I R o1 1 BT v ==
Lherapv basic I Cell response in culturss of
research PBMs derived tiom Noo
Small Cell Lung Cancer
Patiznis
2013 Cardani . =t al. Gastrosnterology Inwvivo Ciral admimstration of IT.-10
Rescarcl basie Inmterleukin-10 aud Anli-IL-1 u-IL-1
research Antibudy ameliopales
experimental intestnal
inflammarion
Badice E. International Ex via Low-dosss ot sequentiz]- IFR-r
2014 el ul, Tnnnunopharmmscology basic kinetic-activalzd interlervn-
research gamanz enhance the 23 vivo
cytotomicity of peripheral
hlood natsal killer cells from
pafisnts with early-stage
coloteclal cancer. A
preliminary study.
2014 Roberti ML, =t al Journal of Biclogical linical Immmnmodnlatin s treatment 11~
Begnlatoryy & Trial with low dose Interleukin-4. IL-10
Homeostatic Agants Inrarlenkin-10 and Interlenkin- IL-1
L | in Psoriasis Vulgaris.
2015 Luchetti P. Minerva Medica Climcal Increasing of visual fimction NL3
Oftalmologica Trial L1 patients with retinal atrophy NT4
irealzd wilh drugs ¢f Low INGF
Dose Medicine.
Monocentric retrospactive
cbhservational study.
2015 Barvgina V. Journal of It vilro Treannent with low-dose I
cral Dermatological Basic cytokines reduces oxidative- I1-10
Seicnee rescarch mediated injury h-FGE
i perilesional keratinocytes Z=encdotphin

from vitiligo skin
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2016 Mhamcei M. et al. Smdio Valirazione deil'efﬁcncm ddi Anti TT.-1
climco pilota | low dose SKA di Anti IL-1 ¢ 1-10
T.-10 nell osteoarmosi
silonalics precoce
20la De Creeo T el al. Racerca di Lilicacia di citoclnne ed Anh IL-1
basc in vivo ormonl low dose SKA nel H-10
ed m vitro | frafamento dell Endomerriost  Progesterone
mun madello animale ¢ su
P caltire callilas —
' 2016 Marseglia Gi.I. et

Valutarione degli effett: di

Cilounx su PBMC (Peripheral

Blood Manounclenr Cells)y di
| 5 volontari adulti sani e sn
un'vgual numero di AMCs

i — F ) -
(Adlenicndal Momonuclear
Celis) di pazzent pediaine
sottapostt ad adenowdcctomia.

7 z )
Citomix \

2016

Malueer Cermme
M.eral

Climesl
Trial

Evaluztion of the ellicacy ol
low dose anti TT.-1 and
IL-10 ska m the garly stage
symptomatic hand and kace
osteoarthritis and of low doss
anll 1-1 1 the chirome gowl

A
Anl II-1
TM-110




(Vaccinium vitis),

(Ananassa sativa),

(Centeila asiatica)

INNESCO DELLA
RISPOSTA
IMMUNITARIA
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STIMOLAZIONE DEI TESSUTI
IMMUNOCOMPETENTI

PROLIFERAZIONE DEI
B E BOOSTING DELLE
APC(IL4);
STIMOLAZIONE DEI T,
B, NK (IL2)



ATTIVITA’ IMMUNOMODULANTE DI

Prelievo di sangue da adulti sani

15 volontari
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SCOPO

Valutare I'attivita immunomodulante "in vitro" di CITOMIX
*PBMC di soggetti volontari adulti sani
*AMCs (Adenoidal Mononuclear Cells) di pazienti pediatrici.

Parametri immunologici:

eattivita NK

ecapacita proliferativa di alcune sottopopolazioni linfocitarie (T e B)
eproduzione di citochine e immunoglobuline.

Courtesy from Prof. G.L.. Marseglia



Valutazione dell’attivita citotossica' Natural Killer (NK)

Attivita NK - adenoidi Attivita NK - sangue periferico
1,40 17,40
120 17,20
17,00
) 1,00 16,80
£ 0,80 2 16,60
- -
« 0,60 < 16,40
0.40 - 16,20 -
16,00 -
0,20 - 15,80 -
0,00 - 15,60 -
BASALE CITOMIX 1:10 CITOMIX 1:100 BASALE CITOMIX 1:10 CITOMIX 1:100
AMC BASALE (CITOMIX 1:10{CITOMIX 1:100 PBMC BASALE |[CITOMIX 1:10|CITOMIX 1:100
Rapporto 1:100| - 0,52 1,15 0,30 Rapporto 1:100| 16,172 16,174 17,287

*Elevata variabilita inter- ed intraindividuale
eAumento dell’attivita NK con citomix 1:10 nei linfociti da adenoidi, per poi tornare a livelli

basali con la concentrazione 1:100
eAumento dell’attivita NK rispetto al basale con citomix 1:100 nei linfociti da sangue

periferico

Courtesy from Prof. G.L.. Marseglia



Valutazione della produzione di citochine — sangue

periferico
Produzione di IL6 e TNFalpha dopo 10 gg in coltura - sangue periferico
180,00
160,00 — L
140,00 7
e 120,00 PP S SI1PPS ._?.//,
S 100,00 - _— mBAS
. 80,00 - m1:10
E .
% 6000 4 ©1:100
40,00 -
20,00 -
0,00 - .
IL6 TNFalpha
PBMC IL6 TNFalpha
BAS 105.57 70.33
1:10 9636 75.70
1:100 . 160.24  117.00

Courtesy from Prof. G.L.. Marseglia




Valutazione della produzione di citochine — sangue

periferico
Produzione di IFNgamma dopo 10 gg in coltura - Produzione di IL10 dopo 10 gg in coltura - sangue
sangue periferico periferico
700,00 7 14,00 “
600,00 Eé [ I 12,00 - Phige. 3 Sam——
PPS) O ma;
500,00 -.-F‘— 10'00 i E aﬂs
400,00 Sl mBas 800 - . mBAS
300,00 - - @L10 6,00 - - [@L10
200,00 - . [@1:100 4,00 - . [@1:100
100,00 - — 2,00 - —
0,00 - . 0,00 - .
IFNgamma IL10

PBMC IFNgamma IL10

BAS 358.89 12.17

1:10 544.19 7.87

1:100  646.4 12.58

Aumento di IFNgamma e di IL10 con la concentrazione 1:100 di citomix

Courtesy from Prof. G.L.. Marseglia




Valutazione della‘produzione di citochine™- adenoidi

Produzione di IFNgamma dopo 10 gg in coltura - Produzione di IL10 dopo 10 gg in coltura -
adenoidi adenoidi
250,00 23,50 7
23,00 > ﬂ_—
200,00 22,50 /i -
22,00 IR
150,00 mBAS 21,50 —=—— HBAS
1:10 21,00 - . om0
100,00 |l 20,50 - L
m1:100 20,00 - ————  [@1:100
50,00 - 19,50 - —
19,00 - —
0,00 - 18,50 - .
IFNgamma IL10
BAS 91.59 21.34
1:10 215.42 20.34
1:100 219.81 23.14

Aumento di IFNgamma e di IL10 con la concentrazione 1:100 di citomix

Courtesy from Prof. G.L.. Marseglia




Valutazione della produzione di immunoglobuline -
Sangue periferico

Produzione di Immunoglobuline dopo 10 gg in coltura - sangue
periferico
900,00
800,00
700,00
= 600,00 ——
(8]
g 500,00 W BAS
200,00 m1:10
E [1:100
' 300,00
200,00 T
100,00 =g
I P
0,00 -
IgA
PBMC IgA IgG IgM
PBMC IgA IgG IgM
BAS 109.76 244.19 498.82
1:10 48.10 52.94 268.84
1:100 262.18 594.14 828.83

Courtesy from Prof. G.L.. Marseglia



CITOMIX
Clinical study

Prof. G. Marseglia
Clinica Pediatrica
Universita degli Studi di Pavia

Fo qdazjupe IRCCS
Policlinico San Matteo

Clinical trial multicentrico (26 Pediatri di
libera scelta della provincia di
Pavia),randomizzato, a 2 gruppi paralleli.




" | » Gruppo A costituito da 61 soggetti sara trattato con
) = OM 85 (Broncho Vaxom BB) alla posologia di 1 cps al di

Euﬁé‘:‘_ﬂ' LU .
per 10 giorni al mese per 3 mesi consecutivi.

» Gruppo B costituito da 61 soggetti sara trattato con

CITOMIX alla posologia di 5 granuli al giorno per 3 mesi

consecutivi.



Take home message

v' Una malattia e la conseguenza di mutate concentrazioni di
messenger molecolari

v L’ utilizzo di citochine, fattori di crescita, neuropeptidi
rappresenta uno dei campi di ricerca piu affascinanti e
innovativi della Biologia Molecolare applicata alla Medicina

v' La Medicina Fisiologica di Regolazione vuole riportare in uno
stato di benessere mediante I‘utilizzo delle stesse molecole
biologiche (neuropeptidi, ormoni, citochine) presenti
nell‘organismo e a bassi dosaggi per evitare effetti collaterali



