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Contesto di riferimento (1)
• L'uso terapeutico di emocomponenti a scopo non

trasfusionale e la loro somministrazione loco-regionale per
fini-trofico rigenerativi rappresenta una pratica medica di
applicazione relativamente recente

• Il principio terapeutico contenuto in dette preparazioni e'
riconducibile all' alta concentrazione di fattori trofici quali il
TGF-beta, il PDGF, il VEGF ed il bFGF secreti dalle piastrine
dopo l’esposizione ad appropriati attivatori

• L ‘attivazione del componente di partenza (PRP) ne determina
la gelificazione che conferisce al materiale la necessaria
modellabilita’ ed adesivita per un trattamento locale sul
tessuto leso.



Contesto di riferimento (1)
Attivazione con trombine, Ca++ e/o borosilicato (+/-pH)‏

Gelificazione  modellabilita’

Secrezione di fattori
trofici attivita’
 rigenerativa  



Contesto di riferimento (1)

 Ulcere cutanee croniche/non rimarginanti
 Pseudoartrosi ed altre lesioni in ambito
    ortopedico
 Chirurgia odontostomatologica
 Chirurgia plastico-ricostruttiva

Ambito di consolidata applicazione



Contesto di riferimento (1)

    Da un punto di vista normativo sia i Decreti 3 Marzo
2005, sia la Legge 219 2005 sul Sistema Trasfusionale
Nazionale, affidano la produzione e l'uso terapeutico di
tutti gli emocomponenti , inclusi quelli ad uso non
Trasfusionale, ai Servizi d'Immunoematologia e Medicina
Trasfusionale ed ai professionisti di questa specifica
area.

Giurisdizione



Contesto di riferimento (1)

    Ove trattasi di applicazioni di uso non cosolidato nella
letteratura disponibile o nell’esperienza del centro
utilizzatore (documentabile) il protocollo d’uso del gel
piastrinico dovra’ essere assoggettato all’autorizzazione
del locale Comitato Etico

Autori

Autorizzazione



Contesto di riferimento (1)

   La maggior fragilita’ di questo ambito di applicazione
delle medicina trasfusionale e’ rappresentata
dall’assenza di studi comparativi di vasta portata con
metodologie di trattamento alternative all’uso del gel
piastrinico (l’unico ambito dove si dispone di un
soddisfacente controllo e quello delle ulcere cutanee
resistenti).

Interpretazione dei risultati



Contesto di riferimento (2)

“il principio”
   La commistione di elementi cellulari vitali con il gel fonda

il suo principio sull'opportunita’, che tali preparazioni
offrirebbero, di somministrare contemporaneamente lo
stimolo trofico e componenti cellulari reclutabili per la
differenziazione tessuto-specifica e la conseguente
rigenerazione.

Potenziamento dell’azione biologica del gel piastrinico



Contesto di riferimento (2)

“le possibili strategie”

Nel caso del sangue periferico, la componente cellulare con
potenziale rigenerativo e' costituita dai rari elementi staminali a
prevalente indirizzo ematopoietico che ricircolano in condizioni di
normalita’ (cellule CD34+ ricircolanti in “steady-state”) nei soggetti
non affetti da emopatie. Nel caso del sangue midollare, la frazione
a bassa densita’ apporterebbe alla composizione del gel elementi
sia riconducibili a staminali/progenitori mesenchimali (MSC) sia a
staminali/progenitori ematopoietici (CSE).

Potenziamento dell’azione biologica del gel piastrinico



Contesto di riferimento (2)

“il presupposto biologico”

   La comune origine embrionale di tali elementi
(mesoderma) garantirebbe per ciascuno, sia dal punto di
vista teorico, che da quanto riscontrabile in letteratura, la
capacita’ di differenziare in tessuti quali l’osso, la
cartilagine, la muscolatura scheletrica, l’endotelio
vascolare e l’adipe.

Potenziamento dell’azione biologica del gel piastrinico



Contesto di riferimento (2)

“il quadro normativo”
   Per cio' che concerne la produzione e l'uso di gel piastrinico

addizionato con cellule autologhe, sia di provenienza
periferica che midollare, appare ipotizzabile una loro legittima
inclusione in quelle attivita' che, non annoverabili nel Decreto
3 Marzo 2005 “Caratteristiche e modalita' per la donazione del
sangue e di emocomponenti”, sono proprie di unita' definite
“Istituti dei Tessuti” ed istituibili ai sensi di quanto previsto dai
Decreti 6 novembre 2007 n.191  e 25 Gennaio 2010 n.16.

Potenziamento dell’azione biologica del gel piastrinico



Contesto di riferimento (2)

“il quadro normativo”
   Le unita' descritte da tali norme possono operare sia in ambito

trasfusionale che non trasfusionale (a meno che non abbiano
nel loro repertorio attivita' a base di emocomponenti) devono
essere autorizzate dalle Regioni o Province Autonome
competenti, e sottoposte al giudizio di conformita' del Centro
Nazionale Trapianti (CNT) e dal Centro Nazionale Sangue
(CNS; quest'ultima istituzione ha competenze di giudizio di
conformita' ove si tratti di emocomponenti assoggettati alla
norma su cellule e tessuti; es. CSE).

Potenziamento dell’azione biologica del gel piastrinico



Contesto di riferimento (2)

“il quadro normativo”
   Una rilevante differenza tra CSE ed il loro uso terapeutico ed i

componenti a base di gel piastrinico e cellule vitali risiede nel fatto
che questi ultimi prodotti (i) non possono vantare un uso consolidato
come le CSE (le CSE sono codificate dalle “Linee guida in tema di
raccolta, manipolazione e impiego clinico delle cellule staminali
emopoietiche”; GU 30/09/2003 Serie Generale n° 227) e (ii) ‏
dovrebbero esercitare funzioni biologiche a favore della
rigenerazione di piu' tessuti, seppur nella maggior parte dei casi
appartenenti alla stessa derivazione embriologica (foglietto
mesodermico).

Potenziamento dell’azione biologica del gel piastrinico



Contesto di riferimento (2)

“il quadro normativo”
    Riguardo al precedente punto (ii) va argomentato che si tratta di un

punto cruciale in quanto qualora non si riconoscesse all'impiego del
gel piastrinico combinato con cellule il significato di un attivita' di
trapianto ove si trasferiscono elementi cellulari che hanno
competenza riguardo al tessuto leso, ovvero che posseggono le
capacita' intrinseche di commissionarsi verso gli elementi del
tessuto che si vuole rigenerare, l'uso di tale componente combinato
configurerebbe addirittura una terapia avanzata per la quale si
adottano le norme contenute nel Regolamento CE n°1394/2007 “sui
medicinali per terapie avanzate recante modifica della direttiva
2001/83/CE e del regolamento CE n°726/2004”.

Potenziamento dell’azione biologica del gel piastrinico



  Contesto di riferimento (2)

“il quadro normativo”
      A norma del regolamento europeo N. 1394/2007  si configura una terapia

avanzata nelle seguenti circostanze:
 modificazione rilevante dello stato funzionale, del fenotipo, dello stato

proliferativo o del patrimonio genetico di una popolazione cellulare per fini
terapeutici

 impiego di popolazioni cellulari in sedi diverse e per funzioni diverse
da quelle svolte fisiologicamente nell’organismo

 uso combinato di dispositivi medici ai sensi dell’articolo 1, paragrafo 2,
lettera a), della direttiva 93/42/CEE o uno o più dispositivi medici
impiantabili attivi ai sensi dell’articolo 1, paragrafo 2, lettera c), della
direttiva 90/385/CEE con cellule o tessuti vitali, o non vitali ma capaci di
agire sul corpo umano con un’azione che possa considerarsi primaria
rispetto a quella dei dispositivi in questione

Potenziamento dell’azione biologica del gel piastrinico



  Contesto di riferimento (2)

“il quadro normativo”

    L'applicazione del regolamento europeo N. 1394/2007
per le terapie avanzate si tradurrebbe nella necessita' di
assoggettare la produzione del componente alla buona
prassi di fabbricazione (GMP; con la necessaria
autorizzazione AIFA) ed il suo uso ad un protocollo
clinico-sperimentale approvato presso l'Istituto Superiore
di Sanita' (ISS).

Potenziamento dell’azione biologica del gel piastrinico



Contesto di riferimento (2)

“il presupposto biologico”

  i) Nell'ambito del gel piastrinico combinato con cellule, il
limite tra un'attivita' di trapianto ed una terapia avanzata
appare poco netto e dipende dalla interpretazione che
ciascuno dà delle competenze biologiche possedute
dalle cellule impiegate.

Potenziamento dell’azione biologica del gel piastrinico



Contesto di riferimento (2)

“il presupposto biologico”

  ii) Quando tale presupposto riguarda la cellula staminale ematopoietica
(rintracciabile nella componente cellulare periferica o midollare
combinata con il gel) o mesenchimale (rintracciabile nella componente
cellulare midollare combinata con il gel), non sembrerebbe
biologicamente appropriato argomentare che la funzione rigenerante
un tessuto di origine mesodermica non sia nelle fisiologiche
competenze di tali elementi. Cellule staminali ematopoietiche, infatti,
danno origine ad elementi orientabili verso il tessuto osseo, muscolare,
endoteliale ed il miocardio comune mentre le cellule staminali
mesenchimali hanno propriamente tale compito (ampliabile al tessuto
adiposo e cartilagineo) come definibile nelle loro specifiche funzioni

Potenziamento dell’azione biologica del gel piastrinico



  Contesto di riferimento (2)

“il quadro normativo”
      A norma del regolamento europeo N. 1394/2007  si configura una terapia

avanzata nelle seguenti circostanze:
 ……
 impiego di popolazioni cellulari in sedi diverse ……….. da quelle

svolte fisiologicamente nell’organismo
 ……

Potenziamento dell’azione biologica del gel piastrinico



Il sangue midollare ed il sangue
periferico

 La definizione di “tessuto” per entrambe
le sorgenti appare in parte impropria

 Una piu' appropriata definizione
sembrerebbe quella del “reservoir” che
avrebbe una fase “residente” nel midollo
osseo ed una fase “migrante” nel
sangue periferico



Il sangue midollare



Frazione midollare a bassa densita' espansa
in D-MEM+LP (P1)‏



In pazienti con “osteogenesis imperfecta” il tasso di
attecchimento appare incrementabile usando la frazione
non-aderente (NABMC) Horwitz EM “Cell therapy for bone disease: the right

cell for the right job” ISCT-Europe 11-14 September Belgirate, Italy



Il sangue periferico



HSC Niche
Cytokine
receptor

SDF-1
gradient

VLA4/
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and soluble 
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  Contesto di riferimento (2)

“il quadro normativo”
      A norma del regolamento europeo N. 1394/2007  si configura una terapia

avanzata nelle seguenti circostanze:
 ……
 impiego di popolazioni cellulari ……………. per funzioni diverse da

quelle svolte fisiologicamente nell’organismo
 ……

Potenziamento dell’azione biologica del gel piastrinico



Definizione delle competenze in
ambito staminale





Multipotenza in staminali
con competenza mesodermica



Bipotenza od unipotenza nell'ambito 
del compartimento  mesodermico



GM-490 come esempio di una linea
stabilizzata di emoangioblast-like cells













Generazione di mioblasti da staminali umane CD133+ 
In presenza di desametazone ed idrocortisone 

  Anti-Myosin D

CD133+ da sangue di cordone



Generazione di osteoblasti da staminali umane CD133+ 
in presenza di desametazone, ac. ascorbico e beta-glicerol-fosfato  

Anti-Osteopontin

CD133+ da sangue di cordone





Generazione di precursori cardiomiocitici da staminali umane CD133+
in presenza di 5-azacitidina

CD133+ da sangue di cordone



Generazione di precursori endoteliali da staminali umane CD133+ 
in presenza di EGF, VEGF, bFGF, IGF e acido ascorbico  

CD133+ da sangue di cordone



Multipontentiality of MSC



Audit “rapido” SIdEM sull'uso di gel+cellule e
sul concetto generale di “trapianto
sperimentale” o “terapia avanzata”

 soci SIdEM raggiungibili per
posta elettronica

 delegazioni SIMTI
(sondaggio non concordato
con Direttivo SIMTI)

* * *
* *

 **
***

**

*
*

***

****
****

Ambito di applicazione



Audit SIdEM in tema di
gel+cellule

65%

35%

NO
SI

    Ritenete che l’uso di cellule arricchite
da sangue midollare (i) o da sangue
periferico (ii), non modificate come
descritto al punto a), in assenza di
violazione dei principi di cui al punto
b) (per quest’ultimo aspetto vedi
quesito 5 ), combinato con il gel
piastrinico per la rigenerazione ossea
dei diversi distretti (incluso quello
relativo alla splancnocranio)
configuri una delle circostanze sopra
descritte, ovvero una terapia
avanzata?

25 risposte

Domanda  n° 1



Domanda n°1
Risposte in chi dichiara di praticare l'attivita'

(2-400/anno)

5

1

No
SI

In 4 casi viene  dichiarato l'uso di cellule midollari ed in 2 di cellule periferiche

Livello autorizzativo dichiarato :5 Comitato Etico, 1 nessuna autorizzazione (perif.) ‏



Audit SIdEM in tema di
gel+cellule

65%

35%

NO
SI

    Ritenete che l’uso di cellule arricchite
da sangue midollare (i) o da sangue
periferico (ii), non modificate come
descritto al punto a), in assenza di
violazione dei principi di cui al punto
b) (per quest’ultimo aspetto vedi
quesito 5), combinato con il gel
piastrinico per la rigenerazione
cutanea in corso di ulcere croniche,
resistenti ad altri trattamenti, configuri
una delle circostanze sopra descritte,
ovvero una terapia avanzata ?

Domanda  n° 2

25 risposte



Domanda n°2
Risposte in chi dichiara di praticare l'attivita'

(circa 36/anno)

1
No

Nell'unico caso viene dichiarato l'uso di cellule periferiche
 Livello autorizzativo dichiarato: nessuna autorizzazione



Audit SIdEM in tema di
gel+cellule

61%

39%
NO
SI

    Ritenete che l’uso di cellule arricchite
da sangue midollare (i) o da sangue
periferico (ii), non modificate come
descritto al punto a), in assenza di
violazione dei principi di cui al punto
b) (per quest’ultimo aspetto vedi
quesito 5), combinato con il gel
piastrinico per la rigenerazione
muco/cutanea in corso di lesioni
muco/cutanee associate a malattie
croniche dell’intestino, resistenti ad
altri trattamenti, configuri una delle
circostanze sopra descritte, ovvero
una terapia avanzata?

(nessuno dichiara di praticare
tale attivita') ‏

25 risposte

Domanda  n° 3



Audit SIdEM in tema di
gel+cellule

63%

33%

4%

NO
SI
NON SO

    Ritenente che l’infusione di cellule
staminali circolanti CD133+ e/o
CD34+, non modificate come
descritto al punto a), in assenza di
violazione dei principi di cui al punto
b) (per quest’ultimo aspetto vedi
quesito 5),  nel sangue periferico del
distretto coronarico in soggetti
sottoposti a procedure di
c o r o n o g r a f i a / a n g i o p l a s t i c a ,
successivamente a malattia
ischemica, configuri una terapia
avanzata, pur configurando una
terapia trapiantologia sperimentale ?

Domanda  n° 4

25 risposte



Domanda n°4
Risposte in chi dichiara di praticare l'attivita'

(7-28 interventi complessivi)

2

SI

Livello autorizzativo dichiarato da tutti: ISS/AIFA



Audit SIdEM in tema di
gel+cellule

74%

4%
22%

condivido
non so
non 
condivi-

        Condividete o non condividete il principio generale per cui una
terapia avanzata si configura solo nelle circostanze descritte al
punto a), ovvero in presenza di manipolazioni che determinino la
modificazione fenotipica, proliferativa o genetica delle popolazioni
cellulari avviate al trapianto? In altri termini che il
trasferimento/trapianto di popolazioni cellulari sottoposte a
manipolazioni semplici, non rilevanti e che non determinino le
modificazioni di cui al punto a), o l’eventuale attivazione di funzioni
che non siano in alcun modo riconducibili alle proprieta’ o alla
derivazione embriologica della popolazione staminale utilizzata
come descritto al punto b) (ove trattasi di popolazioni staminali,
appare per definizione, ma soprattutto biologicamente plausibile
attribuire a tali elementi un discreto grado di fisiologica multipotenza
nell’ambito di tessuti di medesima derivazione embriologica; a titolo
esemplificativo potrebbe sussistere il principio dell’intercambiabilita’
tra staminale ematopoietica e mesenchimale nell’ambito dei tessuti
di derivazione mesodermica)  qualora essa sia la natura del
materiale biologico destinato al trapianto, o l’uso combinato con
dispositivi medici di cui al punto c) siano piuttosto da annoverare
nelle attivita’ di trapianto (da definire comunque come attivita’
sperimentale o consolidata) e da ricondurre operativamente alle
attivita’ proprie degli istituti dei tessuti  come previsto dal Decreto
Legislativo 6 novembre 2007, n. 191"Attuazione della direttiva
2004/23/CE sulla definizione delle norme di qualita' e di sicurezza
per la donazione, l'approvvigionamento, il controllo, la lavorazione,
la conservazione, lo stoccaggio e la distribuzione di tessuti e cellule
umani" e quindi sotto la unica giurisdizione del Centro Nazionale
Trapianti (CNT), Centro Nazionale Sangue (CNS) e degli organi
regionali preposti ?

25 risposte

Domanda  n° 4

CONDIVIDO

NON SO

NON CONDIVIDO



Ipotesi autorizzativa
In assenza di:

1. modificazione rilevante dello stato funzionale, del fenotipo, dello stato proliferativo o del patrimonio
genetico di una popolazione cellulare per fini terapeutici

2. impiego di popolazioni cellulari in sedi diverse e per funzioni diverse da quelle svolte fisiologicamente
nell’organismo

3. uso combinato di dispositivi medici ai sensi dell’articolo 1, paragrafo 2, lettera a), della direttiva
93/42/CEE o uno o più dispositivi medici impiantabili attivi ai sensi dell’articolo 1, paragrafo 2, lettera c),
della direttiva 90/385/CEE con cellule o tessuti vitali, o non vitali ma capaci di agire sul corpo umano con
un’azione che possa considerarsi primaria rispetto a quella dei dispositivi in questione

 protocolli d'uso clinico sottoposti al giudizio del comitato etico e
solo in ambito autologo
 produzione del componente gel-cellule presso un autorizzato ed
accreditato “istituto dei tessuti” con giurisdizione trasfusionale
 parere di un collegio di esperti ove si debba procedere
all'isolamento ed all'uso di una definita classe fenotipica di elementi
cellulari con attivita' staminale (es.CD133+,CD34+, CD45-,CD105+) ‏



ISTITUTO DEI
 TESSUTI

TERAPIE
AVANZATE

ATTIVITA’
TRASFUSIONALI

Ambito di realizzazione

    Raccolta e processazione CSE
(gel piastrinico combinato con cellule) ‏

    ? gel piastrinico combinato con cellule
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