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CELLULE STAMINALI
Zigote
Totipotenti °
1. Embryonic stem cells ﬁ Morula
derivano dalle cellule germinative di

Blastocisti
Pluripotenti

embrioni di 4-5 gg
Cellule

1. Iduced pluripotent stem cells /

Ectoderma Mesoderma Endoderma
o o @ e

T
PN

tessuti cellulari che sono stati ingegnerizzati

per regredire allo stato di cellula staminale ""Potent r)

/ o) A

1. Adult stem cells |,

derivano dai tessuti adulti
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CELLULE STAMINALI

Possibili scenari per la rigenerazione dell'epitelio ciliato

. . B St bte, S o, o st
1. Cellule staminali -, TR

e _ %

‘I‘h ) *.:.'

sono state identificate

nell’organo vestibolare di

ratto 1. trapiantare di cellule staminali nella coclea

llll
2. E nel nervo cocleare e o

di Guinea pigs e uomo
2. “risvegliare” cellule staminali endogene, se presenti

e

Adult Cells

[

3. transdifferenziare cellule di sostegno in ciliate

- “Il

LB T BTLN CTLL

iversitadi  Padova |f&% Campus Biomedico Pietro d'Abano

“="| Laboratorio di Bioacustica

q




STATODEINARIGERGASUIIASORDITAY

CELLULE STAMINALI

Cell Transplaptation, Vol. 17, pp. 665-678, 2008 0963-6897/08 $90.00 + .00
Printed in the TISA. All nghts reserved. E-ISSN 1555-3892
Copyright © 2008 Cognizant Comm, Corp. WWW,COZNELANICOMIUNCAIoNn Com

Cochlear Repair by Transplantation of Human Cord Blood CD133" Cells
to Nod-Scid Mice Made Deaf With Kanamycin and Noise

Roberto P. Revoltella,* Sandra Papini,* Alfredo Rosellini,* Monica Michelini,*
Valeria Franceschini,7 Andrea Ciorba,f [Lucia Bertolaso,f Sara Magosso,f Stavros Hatzopoulos.t

Guiscardo Lorito,$ Pietro Giordano.i Hdi Simoni, Emanuela Ognio.§ Michele Cilli,§ Riccardo Saccardij
Serena Urbani Rosemary Jeffery.# Richard Poulsom.# and Alessandro Martinii

1) MODELLO ANIMALE: 70 topi NOD-SCID di 2 mesi di eta

(Charles Rivers, Laboratories Clinical, UK)

2) DANNO : RUMORE (105 dB SPL: 4 hrs)
AMINIGLICOSIDI (Kamicina: 700 mg\kg\48 hrs x14gQ)

3) SOMMINISTRAZIONE SISTEMICA (1V) w®

DI CELLULE STAMINALI (HCBSCS) M._______.-
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CELLULE STAMINALI

Analisi Molecolare (PCR) : HLA-DQ

MHC di II° classe sono espressi in alcuni
precursori mieloidi, in alta percentuale nei
monociti/macrofagi, in cellule di langerhans
della cute

Sensibilita della PCR HLA-DQa1l:
kadder 1mg
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Uomo Locus MHC
‘ Locus MHC di classe Il di classe le o Locus MHC di classe |
DP B]e] DR B C A l

Geni codificanti proteine Proteine Citochine Geni e pseudogeni

coinvolle nella processazione del complemento a tipo classe |
dell anti
TODO ell'antigene
K i ' A I-E D L

Locus MHC
diclasse |

Locus MHC di classe |l ‘ Locus MHC Locus MHC di classe |-

diclasse lll

% of positive mice for HLADQQ1

Kanamycin
(Group A)

Noise Kanamycin+MNoise Controls
{Group B) (Group C) (Group D)

Analysis of the engraftment in Cochlea and Liver in different groups of mice

O Cochlea
WLiver
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CELLULE STAMINALI HOMING E INTEGRAZIONE NEL TESSUTO

FISH (DUAL-COLOR) COCHLEA sv

r

Centromeri
murini
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PREVENZIONE DAL DANNO DA RUMORE

MO D E LLO AN | MALEZ RATTO 6 kHz white noise iCoenzima Qter oLk
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OTOTOSSICITA DEL CISPLATINO

MODELLO ANIMALE: RATTO
TRATTAMENTO: IP 16 mg/kg
Scan Electron Microscopy Hematoxilin-Eosine NF-200 staining

R
- |
- o |
. g
Cellule cigliate organo del Corti ganglio spirale
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PREVENZIONE DAL DANNO OTOTOSSICO

CISPLATINO (CONTROLLO POSITIVO)

S

Effetto PROTETTIVO
del DEXAMETASONE

nei confronti del

CISPLATINO
%0 = CLICK
ke
Effetto PROTETTIVO i
del Coenzima Q10 E
d
nei confronti del E
CISPLATINO
-20
Controllo Cpt A-QTER +Cpt A-QTER
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COME APPLICARE | FARMACI

@ APPLICAZIONE DIRETTA

@ CONIUGATI A NANOPARTICELLE

IMPIANTO COCLEARE

———

via INTRA-COCLEARE
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APPLICAZIONE DIRETTA e IMPIANTI COCLEARI

Progetto:
EVALUATION OF THE CAUSES OF COCHLEAR DAMAGE

@ AFTER IMPLANTATION AND THE PROTECTIVE CAPACITY OF
A DEXAMETHASONE-RELEASING ELECTRODE

MODELLO ANIMALE RILASCIO DEL FARMACO
GUINEAPIGS
IMPIANTO BILATERALE CAPACITAUDITIVA DANNI TISSUTALI
g window \‘— 4 Er N r\'%}\
cannula bp 1
COCLEOSTOMIA ISTOLOGIA
\\3\;@ Laboratorio di Bioacustica J iversita di Padova i—"é‘—i Campus Biomedico Pietro d'Abano
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APPLICAZIONE DIRETTA e IMPIANTI COCLEARI

0,44 - 1. Trauma da inserzione
0.39 1 l 2. Infiammazione acuta
] 3. Infiammazione cronica
0,34 1 y =-0,038In(x) + 0,1761
] R2=0,8668
__ 029
(T ]
3 i
9 024 |
3 ]
[J] i
n 0,19 - |i
= ]
5 4
[=]

0,14

0,09 -

0,04 -

001
days

“+1rodin2mL ~*2rodsin2 mL
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APPLICAZIONE DIRETTA e IMPIANTI COCLEARI

SOFT vs 2T & DEXAMETHASONE vs NEGATIVE
CLICK THRESHOLD-SHIFTS

100 -
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post op day3 day7 dayl4 day30

H negative soft rod B dexametasone soft rod Onegative 2T rod Odexametasone 2T rod
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APPLICAZIONE DIRETTA e IMPIANTI COCLEARI

CRESCITA DI TESSUTO FIBROSO

SCALATIMPANICA COCLEOSTOMIA
SOFT 30 days SOFT 60 days SOFT30days  SOFT 60 days

NON
ELUTING
RODS

ELUTING
DEXAMETHASONE
RODS

Scale bars=200pum
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APPLICAZIONE DIRETTA e IMPIANTI COCLEARI

SOFT 60gg MODIOLUS
1
1
Neuronal density section 8 i ¥ =-0,0004x + 6,9901
20.00 i TTR:= 0.0566
1
! ¥ =0,0025x + 0.3085
.00 1 R*= 0.6451
Lt 1
a ! ® STtube
£ 1
:. 1
= 1 B SViube
£
.;: g [ —— Lineare (ST
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1
- | | o O
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FETaY I
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FARMACI CONIUGATI A NANOPARTICELLE

EU Research proposal: NMP-2004-3.4.1.5-1

A questo proposito siamo coinvolti in un Nanotechnology-vectors for targeted
drug and gene delivery

progetto europeo, NanokEar, NAN o EAR

il quale prevede di testare piu tipi di nanoparticel le
incluse in dendrimeri, micelle o lipidi o complessi
polimerici, per costruire un tipo di
NAOPARTICELLA MULTIFUNZIONALE
in grado di rilasciare molecole

in tessuti specifici dell'orecchio interno

Sil

=" Laboratorio di Bioacustica __niversitadi  Padova

=




FARMACI CONIUGATI A NANOPARTICELLE

L'utilizzo delle NPs per la diffusione dei farmaci permette di avere

Capillary

@ Aumento della solubilita virus RedlBiood

Elatelety =l

@ Aumento della biodisponibilita
M icellar Nanopartice
. . HAY 20~100nm
@ risposta terapeutica piu veloce

1 nm =1 m/ 1.000.000.000

@ diminuire le dosi da somministrare

"2 Laboratorio di Bioacustica Cniversitadi  Padova |7& Campus Biomedico Pietro d'Abano
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FARMACI CONIUGATI A NANOPARTICELLE

USO DI NPs COME DELIVERY SYSTEM

HelLa OC-k3
EGFP/HBPL-Texas Red Qdot

Elisa Corbacella, Alessandro Martini e llmari Pyykko (2011).
Il rilascio di farmaci nell’'orecchio interno basato sulle Nanotecnologie
In: Nano & Biotech in Audiologia e Otologia, a cura di A. Martini e G. Paludetti. ISBN 978 88 7241

sssssssss
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TERAPIA GENICA

Vettori di trasporto
 Virus (es. retrovirus, adenovirus)

» Liposomes
TRASFEZIONE IN I'lVO DEL GENE ESOGENO

* SIRNA
e Sistemi traSponibiIi zror-mnmrmnuvzrron:cmco

/ TRASFEZIONE EX 1'7T10 DEL GENE ESOGENO
“‘-.,___

INOCULO CELLULE

° o .u MODIFICATE

ESPANSIONE CELLULE
MODIFICATE

INIEZIONE
INVITRO
DEL
VETTORE
GENICO

COLTURAIN VITRO

. niversitadi  Padova |7 Campus Biomedico Pietro d'Abano
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TERAPIA GENICA

VETTORI VIRALI

» Retrovirus

e Adenovirus

» Adeno-associated virus
» Herpesvirus

» Poxvirus

Vantaggi: Svantaggi:

* Integrazione stabile del  Piccole dimensioni dei geni da trasferire
gene » Sicurezza

e mutagenesi
» Immunogenicita/potenziale infiammatorio

“niversita di Padova |/a® Campus Biomedico Pietro d'Abano
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TERAPIA GENICA APPLICATA all’'orecchio interno

i

P RAT
ELSEVIER Neuroscience Letters 207 (1996) 137141
Adenoviral-mediated gene transfer into guinea pig cochlear cells in vivo

Yehoash Raphael**, Juan C. Frisancho?, Blake J. Roessler®

"Kresge Hearing Kesearch Irstiute, Department af Cholaryngelogy, 1130 W, Medical Center Drive, Ann Arbor, MT 481090648, U/SA
hﬂeparmnr af Intermal Medicire, University of Michigan Medical School, MSRB Il Room 9303, 1150 W, Medical Center Drive,
Ann Arbor, M[ 4§109-0648, USA

= = - ~—

Brief Communication

Mature Guinea Pigs In Vivo

“GenVec Inc., Gaithersburg, Maryland 20878

The Joumal of Neuroscdence, June 1, 2003 - 23(11):4395— 4400 - 4305

Mathl Gene Transfer Generates New Cochlear Hair Cells in

Kohei Kawamoto,'? Shin-Ichi Ishimoto,* Ryosei Minoda,'* Douglas E. Brough,® and Yehoash Raphael!

'Kresge Hearing Research Institute, Department of Otolaryngology, The University of Michigan, Ann Arbor, Michigan 48109-0648, *Department of
Otolaryngology, Kansai Medical University, Moriguchi, Osaka, 570-8506, Japan, *Department of Otolaryngology, Tokyo University, Bunkyo-ku, Tokyo,
113-8655, Japan, *Department of Otolaryngology—Head and Neck Surgery, Kumamoto University School of Medicine, Kumamoto, 860-8556, Japan, and

Oy
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TERAPIA GENICA

VETTORI NON VIRALI VANTAGGI
 Disegno versatile
* Non-immunogenic e non-tossici

* Liposomes=lipoplexes

» Polycations=polyplexes « Prodotti farmaceutici ben caratterizzati
« siRNA e rirpoducibili
Liposomes=lipoplexes SVANTAGGI

* No integrazione nel genoma ospite
» Possibili ripetizioni di somministrazione

Hydrophilic

sssssssssss
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TERAPIA GENICA

IN VITRO efficienza di trasfezione

Modello in vitro hFASC stem cells
con Sleeping Beauty transposable system

Efficienza di co - Transfection in hearing fetal ste  m cells

55th da

48h : 5h da
| Venus62.5ng

i on S'eeping Beauty Transposon

!u b

@ -
| | oo Hew Gane
Vehus 62.5 ng + SB100 10 ng Pl
m— et

Laura Astolfi, Valeria Guaran, Alessandro Martini (2011)
Terapia genica per I'orecchio interno: presente e f  uturo
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TERAPIA GENICA FUTURE APPLICAZIONI

-con STEM CELL

in protocolli ex-vivo

verifica dell’integrazione
verifica di dove e come agiscono

- Nuovi SISTEMI DI TERAPIA GENICA

no virus
Integrazioni stabili
differenti target cells

neurons |

llllllllll
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PROSPETTIVE FUTURE

CELLULE STAMINALI

, :]]nnsraaranuatemcm
| Mool Wt das o ok | aﬁ& S avarch Advanced

Chis addticnsl ks Displiy Sefiings: ) Summaey, 70 per pagh, Sorted by Recantly Added Sl o
Artiele ypes
M Results: 1to 20 of 1523 - P e T
]
far D : oo GENE THERAPY
1 iegehier MR, Hashing £ Puned |w|linnerear ang gene therapy|
Teut avallabiliey N3t Prodod. 2014 JurB06) 1 27944, S0t 10003610 7004 100, Epud RES S soaech Advanced
At ivailais EMI HATAET0 PunMad - in piecess] ﬁ _ —
Frww tull test wwailable iy Ll =
Display Senings: =5 Summary, 20 . Siried by Rucently Added Sl os
Farll 1t wrailabie . ) e i a4 / s 9
Fublication 2 ponM, oma H Reeults: 1to 20 of 380 Foge [1 |01l ped s | Lades
lated G Wol Mid. 2004 May ) 404 5059 . -
S years PAID: 24730525 PutiMed - in precess] Biirental 5 alinner ear g 3 ling 3uts = FEnEoTneyrs
10 yaars Salated alphiong : NANOTECNOLOGIE
Crstirm rAnga ) Tart €03, Gan ¥, Cal Wi, Cian =2, Lu L, Huang B
Ry [0 ralecyiar mechanisms 2o poenial for aftaraniaing inne Biomos s Int 204.8,2004 124658 doi, 1011547201411 34658, Epuss 2014 Apr 7
i 3 cells PMIDE 248041 95 PutMed - in protess]  Froe PRC AIick:
::,:?:-,m..l Liu @2, Chen P, wang . Eainfu Ciiations Pushied |31 |inner ear manoparticles )
; D Biol 014 Jun 153902V 5301, dot 101 016 ye0 20F4 03010 EIRSS Swe: ]
FMID: JAEE00L FubMed - Bs 3unphed iy pubiahern [ Amont expreasion pevels define the fage of cat couniear nonsenans -
Llode ol Bl citabiona 2 Luo'Ww, Yani JM, Han Z, Yuan 5, Sheng HB, Liv X, Chi FL = o
: * s ! e Msplay Settings: ; : Heml to: (=)
5 iiisaial e " Mol Med! Feap 2014 Jul 10010 15-20, od 10 3BIZmenr 2014 2202, Epul 20 2 Summery, A par pags. Soeted by Heckolly faded Akl
S O Lorposins SUpRoning cells Qenersts new har cefls 0 me PRID: Z4TERA07 [PubMed- in process] .
+ Brarmhall NF, Sl F, Armol 14, Hochedlinges 1€, Edge A5 Hlapiaf Nfitine Results: 110 20.0f 68 Last es
o wsining i : ¢ :
1521 Conn Pt st TE Hagen R nanoparticles,
Am S Piysiol. 1973 D 225(6) 1430.6, No abstract avaflable Ltesathitsoiogse. V8T AATOMISEE Duian 1 D, Park SN, Park KH, Pard GW, Yang <8, Kim JO, 3 MS
PMID! 47 E1455 [PubiMad - Intesss for HEDLINE] FRO0r 10180k Frtrbtad - indesnd for MEDLINE] Dvizg Doy, 2004 Jan 23 b ahead of pre : i =
Baliled cilasans Hetrriten P 2434775 PabAfet - 33 suphiied by puslishan

Eatsted cifiong

Hamr.m Bnn'Ian'E muﬁ-‘mw

I 1522 The motoneurons of eve Musciss under the iNAUEnce of 2Hened 193 May b3 1440 [ Diruip detheeri 1o the cichies sing PLGS nanoparticles.
Duensing F, Haute F. ENE: SR ENmb s e Lo MDA 53 Tamura T, W T, Nakaguwa T, Endo T, Kim TS, ltinara T, Mizushiena v, Higak M, 80 J.
Agch Hin Exp Onren Masen Hesopmeilks 19681921 8281 Ot Buddied dltison Lanmpuscope. TS Mow115(1) 2000-5,
PHID: 5888258 [Publied - indexad for MEDLINEY o T VBITHETI Pubbid « bdiad flor BECLINE]
Bafaled cita¥ons e e g, Tgtal T
" = 9. Bergstrom L, Thompson P Helpig engaons
et Pty Couhinotaneepl | B UYL
O Aoty of the newrons depending on verical Semiciroul; PRI 6354244 (P  irdero for NEDLE] o 3 : . igenn,
1523, Angylar accelzration i ety tiled postions]. Eolued i . JgpwaH, wmu HamnTMemaF meu Mimnovsmh Miiuno\‘Jr Schener W,
Duensing F. 0 el T PRI S AT Heleog b, B
Arch in Exp Onran Nasen Kebopmellkd. 16818201 3260 681 0. ppragn taa Roloe Smsimt e M
PID), S659758 [PubMad - Indaned far HEDLING) Acta P Sisn Suipst. 1 AT4XH51-29 5 abiract svaiadi PNEDL 111 EET CUSNAT Womo e DS ] ek Al
Feiated ciatony FASD 46T TATT [Funbied - insess fat 865 DLINE] [2ainled ESMGNS
[elaied iteemg

BIOACUSTICS
eyl

Laboratorio di Bioacustica iversita di Padova




STATODENANRICERCASUNASORDIIAY

PADOVA Prof. Alessandro Martini

« J BIOACUSTICS p, Ejena Olivetto Dr. Edi Simoni
v RES LAB
K_\N%’ Dr. Valeria Guaran Dr. Giulia Orsini
Dr. Pietro Giordano Dr. Filippo Valente
! MED ©EL . @
'“’"_‘_‘_““'_'fl'y N A N O E A R UNIVERSITA DEGLI STUDI DI

FERRARA

Dr Claude Jolly

Prof. llmari Pyykko Dr. Andrea Ciorba
Dr. Carolyn Garnham
Prof. Mamoun Muhammed Dr. Silvano Prosser
Dr Nadia Giarbini
Dr. Andrea Fornara Dr. Elisa Corbacella

Dr. Jochen tTillein
Prof. Dr. Harm-Anton Klok Dr. Stavros Hatzoupoulos
Dr. Susanne Braun

"% Laboratorio di Bioacustica  ‘niversitadi  Padova |"&3 Campus Biomedico Pietro d'Abano




STATODELANRIGERGANSULIASORDITAY




