Laboratory of BIOlogy

and regenerative medicine-PLASTic surgery

Direttrice Prof.ssa Adriana Cordova
Responsabile Scientifico Prof. Francesco Moschella

ATTIVITA SCIENTIFICA
2018-2022






Il laboratorio

Attivita di formazione
Pubblicazioni
Relazioni a convegni
Collaborazioni

Research team

O1
03
06

19
23
24



ILLABORATORIO

PRESENTAZIONE

La chirurgia rigenerativa rappresenta in
un certo senso la chirurgia del futuro,
cosi come preconizzato a suo tempo da
Joseph Murray, chirurgo plastico e premio
Nobel per la Medicina nel 1990, autore del
primo trapianto di rene al mondo nel
1954. Murray l'aveva chiamata “Chirurgia
induttiva”, partendo dal principio di
potere creare organi ex novo da utilizzare
in chirurgia dei trapianti. Egli in quegli
anni aveva avuto una ‘visione’ ed il suo
intuito si € via via materializzato quando
nel 1981 alcuni ricercatori riuscirono per
la prima volta a coltivare cellule staminali
da embrioni di topo e, successivamente,
nel 1998 Thomson ha creato la prima linea
al mondo di cellule staminali embrionali
umane. Negli anni successivi, agli inizi del
terzo millennio, si € scoperto che facendo
crescere le staminali embrionali (in vitro)
in un ambiente tridimensionale, queste si
possono organizzare in tessuti complessi
detti ‘Organoidi’.

Per motivi etici la ricerca sulle Staminali
Embrionali in tutto il mondo non ¢ stata
incentivata, diversamente dalle ricerche
sulle  staminali adulte  multipotenti
estraibili da vari tessuti.

E’ stata determinante, specialmente per la
chirurgia plastica, la scoperta che il
tessuto adiposo ¢ un vero e proprio
organo dinamico coinvolto in un’ampia
gamma di processi biologici e che
rappresenta la fonte principale di cellule
staminali mesenchimali per uso clinico e
sperimentale perche si puo prelevare in
grandi quantita senza lasciare esiti. Il
settore della medicina e chirurgia
rigenerativa, in rapida espansione,

si occupa dello sviluppo di terapie
innovative che hanno la finalita di
ricostruire tessuti e organi danneggiati,
facendo ricorso ad una popolazione di
cellule staminali adulte gia presenti negli
stessi tessuti e in grado di
autorinnovarsi. Lo sviluppo della
tecnologia ha consentito il loro impiego
come terapia cellulare (es.: sono state
utilizzate per la riparazione della cornea
ed il recupero della funzione visiva) o
come terapia genica per la riparazione di
difetti genetici (es.: alcune forme di
epidermolisi bollosa).

La possibilita di utilizzare bio-stampanti
3D con lausilio di vari tipi di bio-
inchiostri  (idrogel) ha aperto ai
ricercatori un mondo nuovo e
affascinante, impensabile fino a pochi
anni addietro. Infatti, facendo ricorso
alle tecnologie di bio-printing in 3D,
ricercatori di tutto il mondo si stanno
cimentando nella stampa di organi, pelle,
cartilagine e ossa. Si tratta della
creazione di strutture tri-dimensionali
che allo stato attuale non hanno un
immediato impiego clinico per problemi
inerenti la loro vascolarizzazione e
quindi la loro sopravvivenza.
Quest’ultimo aspetto (costrutti tri-
dimensionali) rappresenta il settore di
ricerca che stiamo portando avanti nel
laboratorio BIOPLAST del Policlinico
Universitario, con particolare interesse
per il bio-printing di tessuto osseo e
cartilagineo, portando avanti un settore
affascinante e anche in un certo senso
rivoluzionario in campo biomedico.

Prof. Francesco Moschella




MISSIONI

La missione principale del Laboratorio Bioplast
¢ la ricerca scientifica.
Molteplici linee di ricerca di base
e precliniche sono sviluppate in laboratorio,
grazie a finanziamenti di ateneo
e su fondi ministeriali.

Le principali attivita scientifiche oggetto dei nostri studi
vertono su due importanti ed attuali filoni di ricerca:

1) Medicina Rigenerativa
2) Oncologia

Il laboratorio Bioplast € dotato di attrezzature
all'avanguardia necessarie per effettuare analisi complete
a 360°.

Principali attivita scientifiche:

-Studio di una nuova popolazione di sferoidi di cellule
staminali adipose (SASCs), caratterizzazione molecolare:
analisi genomica e proteomica.

-Studio di una nuova popolazione di sferoidi di cellule
staminali mesenchimali da cordone ombelicale,
caratterizzazione molecolare: analisi genomica e
proteomica.

-Studio del ruolo immunomodulatorio di sferoidi di cellule
staminali adipose nei trapianti compositi vascolarizzati:
induzione della tolleranza immunologica e monitoraggio in
Vivo.

-3D-printing di nuovi bioinks biocompatibili per la
ricostruzione di lesioni ossee e cartilaginee.

-Analisi e confronto tra le diverse sedi anatomiche di prelievo
e tecniche di estrazione di cellule staminali da tessuto
adiposo

-Caratterizzazione del secretoma prodotto dagli sferoidi
di cellule staminali adipose (SASCs).

‘Ricerca di nuovi immunocheckpoints tumorali.




MISSIONI

Un’altra missione fondamentale del Laboratorio Bioplast ¢ quella di fornire un
adeguato supporto alla didattica di formazione multidisciplinare ad ampio

spettro: dai corsi di laurea triennali fino a quelle specialistiche di Scienze
Biologiche, Biotecnologie Mediche, Ingegneria Biomedica e Medicina e
Chirurgia, alla formazione post-laurea nei corsi di dottorato e di scuola
specializzazione in Chirurgia Plastica e Ricostruttiva.

Non per wultimo, il laboratorio ha in attivo numerose collaborazioni

multidisciplinari ed ¢ sempre disponibile ad instaurarne di nuove al fine di

promuovere e implementare nuove idee di ricerca scientifica.

https://www.unipa.it/dipartimenti/di.chir.on.s./struttura/laboratori.html



ATTIVITA DI
FORMAZIONE !
MULTIDISCIPLINARE

Corso di Laurea Triennale in Scienze Biologiche, Dipartimento di Scienze e
Tecnologie biologiche, chimiche e farmaceutiche, Universita degli Studi di
Palermo:

e 2022. Silvia Fontana, Tirocinio curriculare 300 ore.
Titolo della tesi: Analisi dei fattori secreti dagli sferoidi di cellule staminali adipose.

» 2022. Sofia Bulgarello, Tirocinio curriculare 300 ore.
Titolo della tesi: In corso

Corso di Laurea magistrale in Ingegneria Biomedica, Dipartimento di
Ingegneria, Universita degli Studi di Palermo:

e 2022. Martina Calandpra, Tirocinio curriculare 150 ore
e 2022.Vincenzo Gervasi, Tirocinio curriculare 150 ore
e 2022. Maria Sofia Ferraro, Tirocinio curriculare 150 ore



Corso di Laurea magistrale Il livello in Biotecnologie e Medicina Molecolare,
Scuola di Medicina e Chirurgia, Dipartimento di Biomedicina, Neuroscienze e
Diagnostica avanzata, Universita degli Studi di Palermo:

e 2017. Federica Grisafi, Titolo della tesi: Analisi dei profili di espressione di
microRNA in Sferoidi di Cellule Staminali Adipose (S-ASCs) e il loro ruolo sul
mantenimento della staminalita e sul differenziamento mesenchimale.

e 2017. Riccardo Gattuccio, Titolo della tesi: Analisi molecolare di una nuova
popolazione di sferoidi di cellule staminali derivate da tessuto adiposo (S-ASCs) in
condizioni di “in vitro long-term culture”.

e 2020. Marco Trapani, Titolo della tesi: Nuova strategia di rigenerazione tissutale
mediata da sferoidi di cellule staminali adipose.

e 2021. Salvatore La Rosa, Titolo della tesi: Studio del potenziale differenziativo
degli sferoidi di cellule staminali adipose.

¢ In corso. Emanuela Sciortino, Titolo della tesi: “Bioprinting di nuovi bioinks per la
rigenerenazione tissutale mediata da sferoidi di cellule staminali adipose”

Corso di Laurea Magistrale in Medicina e Chirurgia, Scuola di Medicina e
Chirurgia, Dipartimento di Discipline Chirurgiche, Oncologiche e
Stomatologiche, Sezione di Chirurgia Plastica e Ricostruttiva, Universita degli
Studi di Palermo:

e 2018. Nicole Finocchiaro, Titolo della tesi: Cellule staminali da tessuto
adiposo: sedi di prelievo e tecniche di manipolazione.

« 2020. Giorgio Pirrotta, Titolo della tesi: Nuovi target molecolari
nelllimmunoterapia del melanoma.



Scuola di specializzazione in Chirurgia Plastica, Ricostruttiva ed estetica,
Scuola di Medicina e Chirurgia, Dipartimento di Discipline Chirurgiche,
Oncologiche e Stomatologiche, Sezione di Chirurgia Plastica e Ricostruttiva,
Universita degli Studi di Palermo:

+ 2018. Luigi Montesano, Titolo della tesi: Studio della capacita rigenerative
degli Sferoidi di Cellule Staminali derivate da tessuto adiposo (SASCs) su un
difetto della calvaria in un modello animale.

e 2022. Daniele Matta, Titolo della tesi: Evaluation of the regenerative capacity
of PRP-p in palate fistulas: efficacy, safety and comparison of the
biochemical composition.

Dottorato di ricerca in Oncologia e Chirurgia Sperimentali, Dipartimento di
Discipline Chirurgiche Oncologiche e Stomatologiche, Universita degli Studi
di Palermo:

+ Ciclo XXXII (2016-2019). Marco Pappalardo, Titolo della tesi: Analysis of the
Immunomodulatory Properties of Spheroids from Adipose-derived Stem
Cells.

e Ciclo XXXIII (2017-2020). Federica Grisafi, Titolo della tesi: 3D in Suspension
versus 2D in Adhesion: molecular profiles in stemness and mesenchymal
differentiation of Spheroids from Adipose-derived Stem Cells.

e Ciclo XXXIV (2018-2021). Luigi Montesano, Titolo della tesi: Analysis of
infiltrating gamma delta and T-reg cells in cutaneous melanoma: a
hypothetic crosstalk for new immunotherapy.

e Ciclo XXXVI (2021-2024). Valentina Urrata, Titolo della tesi: Caratterizzazione
del secretoma degli sferoidi di cellule staminali derivate da tessuto adiposo
(S-ASCs) e loro applicazione per la rigenerazione tissutale. In corso
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Spheroids from adipose-derived stem cells

exhibit an miRNA profile of highly

undifferentiated cells.

Anna Barbara Di Stefano,
Federica Grisafi, Marta
Castiglia, Alessandro Perez,
Luigi Montesano, Alessandro
Gulino, Francesca Toia, Daniele
Fanale, Antonio Russo,

Francesco Moschella, Angelo A.

Leto Barone, Adriana Cordova.

J Cell Physiol. 2018
Nov;233(11):8778-8789.

doi: 10.1002/jcp.26785. Epub
2018 May 24. PMID: 29797571
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Spheroids from adipose-derived stem cells exhibit an miRNA
profile of highly undifferentiated cells
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Two-di onad (20 cell cuktures have been extensively wsed to vestigate stem
ol biclogy. but new insights show that the 20 modd may not properly represent the
patential of the thisue of origin. Conversdy, three-dimersional cultures exhibit
protein expression patterns and intercellular junctions that are more representatie
of their in vivo condition. Multiclonal cells that grow in suspersion are defined =
“sphercids,” and we have previcanly demonstrated that sphercids from adipose-
derived stem cells (5-ASCs) displayed enhanced regenerative capability. With the
eurrent study, we further characterired 5-ASCs to further urderstand the malecular
mechanisms underlying their stemness properties. Recent studies have shown that
microRNAS (miRMAs) are involved in many cellular mechanisms, including stemneis
maintenance and proliferation, and adipose stem cell differentiation. Most studies
have been conducted to identify a specific miRMA profie on adherent adipose stem
cells, although Etthe is still known about 5-ASCs. In this study, we investigate for the
fist time the miRNA expression pattern in 5-ASCs compared to that of ASCs
ig that cell lines cultured in suspemion show a typical miRNA expression

Mumber: GR- 2000221097

profile that i closer to the one reported in induced stem colls M

we have analyred miRMAs that are specifically invalved in two distinct moments of
aach differentistion, namdy carly and late stages of onteogenic, adipogonic, and
chondrogenic lineages during long-term in vitro culture. The data reported in the
currert study suggest that 5-ASCs have superior stemness festures than the ASCs
and they represent the true upstream stem cell fraction present in adipose thsue,
relegating their adherent counterpars
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Adipose tissue, angiogenesis and angio-MIR under physiological and pathological conditions.
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Review
Adipose tissue, angiogenesis and angio-MIR under physiological and m
pathological conditions e
Anna Barbara Di Stefano™™*', Daniela Massihnia™', Federica Grisafi", Marta Castiglia”,
Francesca Toia", Luigi Montesano®, Antonio Russo”, Francesco Moschella®, Adriana Cordova®
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ARTICLEINFO ABSTRACT
Keywords: Anglogenesis & a crucial process for the maintenance of nomal tissee physiology and it is involved in tissee
Adipose stem cells remodeling mnd regenemtion. This process B esential for adipose tsue mantenance, The adipse tisue is
Endothellal cells composed by different cell types incduding stromal vascular cells & well as adipose stem cells (ASCs). In par-
:’:’:::""“ ticular, ASCs are multipotent somatic stem cells that are able to differentinte and secrete several growth factors;

they are recently emerging & a oew cell reservoir for novel therapies and strategies in many dissases. Several
sindies supgpest thai ASCs have peculiar properties and participaie in different dissaserelated processes such =
anglogmEn, Furlsemone, patholegical expaniion of sdipose viise beings 1o kvpoxia, & major conditlon of
unhealthy angiogemesis

Reomi evidenos have shown that micrmiNAs (milNAs) pla a crucial role also on ASCs as they ke part in
sSemmness mantenance, profiferation, amnd differentiation 1t has been suggested that some miRNAs (MIR126,
MIR31, MIRIZI MIRZZZ, MIRI7-92 claster, MIR30, MIR 100 ard MIR488) are direcdy involved in the anglo-
genic process by contralling mul dple genes involved in this pathway. With the present review, we aim at pro-
viding an updated summary of the importance of adipose tbsue under physidogical and pathelogical conditions
and of its relationship with necvascularization process. In particular, we report an overview of the most im-
poriant miRNAs invelved in angiogenesis focusing on ASCs. Hopefully the datn presenied willl bring benefit in
developing new therapeutic strategies
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Immunomodaulation in Vascularized Composite Allotransplantation: what role for Adipose-
derived stem cells?

Marco Pappalardo, Luigi Montesano,
Francesca Toia, Antonio Russo,

Sara Di Lorenzo, Francesco Dieli,
Francesco Moschella, Angelo A. Leto
Barone, Serena Meraviglia,

Anna Barbara Di Stefano.

Ann Plast Surg. 2019 Feb;82(2):245-251.

doi:

10.1097/SAP.0000000000001763.PMI

D: 30628936
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[ T Cell-Based Immunotherapy in Melanoma: State of the Art.
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I'd T Cell-Based Immunotherapy in Melanoma: State of the Art

F. Tola(®,' A. B. Di Stefano®,' 5. Meraviglia,” E. Lo Presti,” R. Pirrello,' G. Rinaldi,’
F. Fulfaro,’ F. Dieli,* and A. Cordova '

! Department of Surgical, Oncological and Oral Sciences, Plastic and Reconstructive Surgery Section, University of Palermo,
90127, Italy

Depariment of Biopathology, Central Laboratory of Advaniced Diagnosis and Biomedical Research (CLADIBIOR),
University of Palermo, 0027, Italy

*Department of Surgical, Oncological and Oral Sciences, Oncology Section, University of Palermo, 90127, ltaly
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Metastatic melanoma is still associated with a poor prognosis, and there is increasing interest in immunotherapy alone or in
combination with other adjuvant therapies. I'f T lymphocytes play a pivot role in the immune response against cancer, but while
yii-based immunotherapy is already a clinical reality for several solid tumors, data on melanoma are still limited and fragmented.
This systematic review presents preclinical and clinical evidence for a rele of 3 T lymphocytes in immunotherapeutic strategies for
sdvanced melanoma and discusses research state of the art and future perspectives. Current strategies focus on in vivo stimulation,
and ex vivo adoptive therapy and vaccination; results are promising, but further studies are needed to better investigate the
interactions in tumoral microenvironment and to improve clinical efficacy of immunotherapeutic protocols.
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MicroRNAs in solid organ and vascularized composite allotransplantation:
Potential biomarkers for diagnosis and therapeutic use.

Anna Barbara Di Stefano, Marco
Pappalardo, Francesco Moschella,
Adriana Cordova, Francesca Toia.

Transplant Rev (Orlando). 2020
Oct;34(4)100566. doi:
10.1016/j.trre.2020.100566. Epub 2020
Jul 8. PMID: 32682704
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MicroRMNAs in solid organ and vascularized compaosite
allotransplantation: Potential biomarkers for diagnosis

and therapeutic use

Anna Barbara Di Stefano, PhD *"*, Marco Pappalardo, MD, PhD™', Francesco Moschella, MD?,
Adriana Cordova, MD ™ Francesca Toia, MD,PhD >0+
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Human spheroids from adipose-derived stem cells (S-ASCs) induce calvarial bone
production in a xenogeneic rabbit model.
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Human Spheroids from Adipose-Derived Stem Cells
Induce Calvarial Bone Production in a Xenogeneic
Rabbit Model

Anna Barbara Di Stefano 1, Luigi Montesano, Beatrice Belmonte, Alessandro Gulino,

Cesare Gagliardo, Ada Maria Florena, Giuseppa Bilello, Francesco Moschella, Adriana Cordeva,
Angelo A Leto Barone, Francesca Toia

Affiliations 4 expand
PMID: 33346554 DOl 10,1097 /SAP.0000000000002579

Abstract

Calvarial defects can result from several causes. Tissue engineering hold the potential to restore native
form and protective function. We have recently shown that stemness and differentiation ability of
spheroids from adipose-derived stem cells (5-A5Cs) promotes osteoblasts growth within Integra in a
small vertebral lesion. In our study, we aimed to test osteogenic potential of $-ASCs in aiding
regeneration of a calvarial defect. Groups containing Integra showed increased bone regeneration at
the calvarial defect-Integra interface compared with the control group. In particular, S-ASC-derived
osteoblasts group showed a superior calvarial remodeling than undifferentiated 5-ASCs group.
Clusters of ossification were observed in these both groups with enhanced microvasculature density
and fibrosis. In conclusion, seeding of 5-ASCs in dermal regeneration templates enhanced bone
healing in a rabbit calvarial defect model. These findings could prompt the elective use of 5-ASCs with
enhanced multiineage differentiation potential for tissue engineering purposes.

Copyright © 2020 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.
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In-situ gelling xyloglucan formulations as 3D artificial niche for adipose stem cell spheroids.
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Aricle bstory: Thres-dimengonal ke roidal el ageregates of adipose stem cells (SASCS) are 2 distine upstneam popul ation of

Recrived 25 june 2020 stem cells present in adipose tissue, with enhanced regeneration properties in vivo, The preservation of the 3D

i"":ﬂ.’;‘n';::;?;:‘ Qe 2090 structure ofthe cells, from extract on to administration, canbe a promising strategy to ensure optimal conditions
o fior cell viability and maintenance of semness potential. With this am, anartificial niche was created by incorpo-

Al eeline 24 Oeober 2020 rating the spheroids into an injec@bde. in-sit gelling solution of pantially degalacosylated xylogiucan (dXG ) and

an ad hoc formulated culture medium for the preservation of stem cell spheroid features. The evolution of the

;(pmw“dlw, stem cells mechanical properties and the monphological structure of this artficial niche was imvestigated by small ampli-
Artiflcial piche tude rhealogical analysis and scanning electron microscopy, respectively. Comparatively, systems produced
In-sans lormieg gel with the same polymer and the typical culure medium [ DVEM) used for adi pose stem cell (ASC) growth in ad-
Fariially deg dactomylated xyloglucan herent cell culnsre conditions were alkso characterised. Cell viability of both SASCs and ASCs incorporated inside

the hydrogel or seeded on top of the hydrogd were investigated as well & the preservation of SASC stemness
conditions when embedded i n the fydrogel
© 2018 Published by Elsevier BV,
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Correlation between Table 1 Characteristics of harvested and processed fat.
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4554 89,823.6
Dear Si 5564 23,674.0
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