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Seconda fase



Preparazione del Gel Piastrinico
(terza fase)

Aspirare in una siringa da 20 ml

-5ml di lisato piastrinico

- 2ml di crioprecipitato

- 1ml di trombina*

- 2ml di aria

Agitare 4-5 volte e fare riposare per 5 m’ quindi versare il contenuto in una 
camera di Petri.

*Trombina:10 ml di plasma autologo + 0.33ml di Ca-gluconato in una
provetta sterile preparata 10m’ prima dell’uso.
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L’ABILITÀ NELLA PRODUZIONE di utensili degli uomini di 
Neanderthal accende un nuovo dibattito su quanto fossero 
intelligenti. Un recente ritrovamento, infatti, ha sollevato tra gli 
scienziati nuovi interrogativi circa il grado di specializzazione di 
questi ominidi. La scoperta, un pezzo fossilizzato di catrame di
legno contenente un'impronta digitale e la stampa d'uno 
strumento di pietra di silice, suggerisce che gli antichi cacciatori-
raccoglitori realizzassero i propri strumenti attaccando teste di 
pietra a maniglie di legno, usando una sorta di adesivoadesivo , ottenuto 
bruciando legno di betulla sopra il fuoco. Gli archeologi tedeschi 
responsabili del ritrovamento, hanno rinvenuto il reperto, che, 
dalle analisi eseguite, pare risalga a più di 80 mila anni fa (si 
pensa che i Neanderthal siano vissuti all’incirca fra i 300 mila e i 
30 mila anni fa), vicino a Königsaue, nei contrafforti settentrionali 
delle montagne di Harz.
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MINISTERO DELLA SALUTE 
DECRETO 3 marzo 2005 

Caratteristiche  e  modalita'  per  la  donazione  del  sangue  

e di emocomponenti.
• Unita' di predeposito per autotrasfusione . L'unita'  di  predeposito  

per  autotrasfusione  consiste  in unaunita'  di  sangue  intero e/o di 
emocomponenti prelevata al pazientecui e' destinata per corrispondere a 
proprie esigenze terapeutiche.    Il  preparato  e'  di  esclusivo  uso  
autologo  pertanto  non e'soggetto  ai  vincoli imposti dai protocolli per 
l'accertamento dellaidoneita' del donatore di sangue.    Il   responsabile   
della   struttura   trasfusionale  adotta  ilprotocollo  per  la procedura 
operativa del predeposito in cui vienedefinita  anche  la  modalita' di 
acquisizione del consenso informatodel paziente.    Piu'  unita' di  
sangue intero e/o di emocomponenti, in funzionedelle  esigenze 
terapeutiche, possono essere prelevate dal paziente abrevi  intervalli  di  
tempo,  secondo  le  procedure  adottate nellastruttura  trasfusionale  e 
con l'eventuale supporto farmacologico, epredepositate.    L'unita'  di  
predeposito  deve  essere  identificata  in manieraunivoca,  sulla 
etichetta della relativa sacca deve essere apposta lafirma  del paziente 
e del medico responsabile del prelievo. Per ogniunita' devono essere 
effettuate le seguenti indagini:    

• gruppo AB0 ed Rh (D);      HbsAg;      HCVAb;      H IV(base1-2)Ab.



13

Validazione della sacca di autodonazione: 
secondo il decreto legislativo

•Controllo di gruppo
•Anti -HbsAg
•Anti -HCV
•Anti - HIV

1
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Raccomandazione 
n°R (95) 15

2006



15

2

Parametro da controllare Risultati richiesti Frequenza del controllo Controllo eseguito da:

ABO, Rh (D) determinazione tutte le unità Lab gruppaggio

anti-HIV negativo* tutte le unità Lab screening

HBsAg negativo* tutte le unità Lab screening

ALT (se richiesto) entro i limiti tutte le unità Lab screening

anti-HBc (se richiesto) negativo* tutte le unità Lab screening

anti-HCV negativo* tutte le unità Lab screening

Controlli di qualità
La maggior parte dei controlli di qualità necessari a garantire sicurezza ed efficacia di un'unità di sangue intero vengono 
effettuati in fase di prelievo.
Nella seguente tabella IV vengono riportati i parametri da controllare dopo il prelievo.

Tabella IV - Parametri da controllare sul sangue intero



sifilide (se richiesto) negativo* tutte le unità Lab screening

anti-CMV (se richiesto) negativo* tutte le unità Lab screening

anti-HTLV(se richiesto) negativo* tutte le unità Lab screening

volume standard unità

450 mL ± 10% o altri 
volumi, in rapporto a 
norme nazionali 
diverse

pesata su almeno 1 
% di tutte le unità

Lab emocomponenti

emoglobina minimo 45 /unità 4 unità al mese Lab CQ

emolisi al termine della 
conservazione

<0,8% della massa 
eritrocitaria

4 unità al mese Lab CQ

* con reattivi approvati e validati per i test di screening



Tabella XIV - Parametri da controllare sul 
plasma fresco congelato

• Emocomponente preparato da sangue intero o da plama da aferesi congelato 
entro un limite di tempo tale da preservare i fattori della coagulazione.

Parametro da 
controllare

Qualità richiesta Frequenza dei 
controlli

Controllo 
eseguito da

Volume Volume previsto +-
10%

tutte le unità Lab 
emocomponenti

Fattore VIIIc Dopo congelamento 
e scongelamento

La media > 70%UIx 
100ml del valore 
dell’unità di plasma 
appena raccolto

Ogni 3 mesi

10 unità durante 
il primo mese di 
conservazione

Lab CQ

Cellule residue Emazie:<6X109/l
Leucociti:<0.1X109/l

Piastrine:<50X109/l

1% delle unità al 
mese

Lab CQ

Perdita di liquidi nessuna Tutte  unità Lab 
emocomponenti

Aspetto Nessuna colorazione 
anomala o presenza 
di coaguli

Tutte  unità Lab 
emocomponenti
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Parametri da 
controllare

Qualità richiesta
Frequenza dei 
controlli

Controllo eseguito da:

Volume da 10 a 20 mL tutte le unità Lab emocomponenti

Fattore VIIIc > 70 UI/L

Ogni 2 mesi 
riunire 12 unità, 
di gruppo ABO 
misto, 6 del 1°
mese e 6 
dell'ultimo mese 
di conservazione

Lab CQ

Fibrinogeno > 140 mg/unità
1% di tutte le 
unità

Lab CQ

Controlli di qualità
Oltre a quelli usuali per il PFC, vanno eseguiti i controlli specifici 
riportati nella seguente Tabella XV.

Tabella XV - Parametri da controllare sui crioprecip itati

3





Colla di fibrinaColla di fibrina

• Crioprecipitato ( uniformato per metodologia di

produzione e caratteristiche 
biologiche)

• Trombina         (semplice modalità di preparazione)

• Ca                   (provenienza commerciale)



Gel PiastrinicoGel Piastrinico
Emocomponente con qualche complessità!

• Crioprecipitato
• Trombina 
• Ca

• Componente cellulare
• Fattori di crescita

Colla di fibrina

Precisare livelli di 
efficacia



Definire uno standard di prodotto è
difficoltoso………perchè

• Molteplicità di modalità di produzione

• Relative rese

• Dosaggio terapeutico

• Modalità di somministrazione

Ed inoltre…….



Ed inoltre…….

• I più recenti emocomponenti sono 
ricchi, volutamente di cellule 
mononucleate, in particolare di 
monociti in quanto elementi implicati 
nella rigenerazione tissutale.



Letteratura ….

• I dosaggi dei fattori di crescita sono in 
stretta correlazione con il numero delle 
piastrine (indipendentemente dalle diverse 
modalità di prelievo e dalle relative 
rese)….. Conoscendo il n°iniziale di 
piastrine si può stimare (entro certi limiti) 
la concentrazione di fattori di crescita 
presenti nell’emocomponente attivato.



Dosaggio diretto di Growth Factors

• Esecuzione complicata 

• Difficoltà preanalitiche (il gel piastrinico è
un campione biologico non contemplato 
nei kit per il dosaggio di GF,dove vengono 
considerati come campioni solo il plasma 
o il siero )



Esperimenti in vitro…….

• Valutare la crescita di cellule (stimolate dai 
GF) in rapporto a diverse  concentrazioni 
di plt

• Cellule utilizzate (fibroblasti, cellule 
endoteliali….)



Il supernatante rilasciato dal gel piastrinico
modula la capacità angiogenica di cellule endotelial i umane

Anna Rughetti*, Ilaria Giusti°, Sandra D’Ascenzo°, Pietro Leocata°, Gaspare
Carta&, Antonio Pavan#, Luigi Dell’Orso* and Vincenza Dolo°.

*Immunotransfusion Medicine Unit, “San Salvatore” Hospital, L’Aquila °Department of
Experimental Medicine, University of L’Aquila; &Department of Surgical Sciences, University
of L’Aquila, #Department of Experimental Medicine , University of Rome “La Sapienza”, Italy.

Cellule endoteliali

• Test di proliferazione cellulare
• Test di motilità ed invasione



Preparazione del surnatante rilasciato dal 
Gel Piastrinico

• Il gel piastrinico viene prodotto ponendo aliquote di 
concentrato piastrinico in provette Vacutainer  
aggiungendo Ca-gluconato e trombina lasciando 
coagulare per 5 minuti a 37°C. 

• Il coagulo viene successivamente centrifugato a 10 
minuti, 1200 rpm, per ottenere del surnatante ricco di 
fattori di crescita rilasciati dalla piastrine attivate. 

• Il surnatante viene sottoposto ad una serie di 
centrifugazioni (10 minuti ciascuna, 1200-4000 rpm) per 
allontanare globuli rossi, residui o stromi cellulari e, 
quindi, utilizzato fresco nei test di proliferazione cellulare, 
di motilità ed invasione.



Colture cellulari

• Le HUVEC (Human Umbilical Vein 
Endothelial Cells) sono state isolate da 
vene di cordone ombelicale umano



Test di proliferazione cellulare

• La proliferazione cellulare è stata valutata utilizzando la 
metodica dell’ XTT (Sigma,St. Louis, MO). La riduzione 
metabolica da parte delle cellule vitali dell’ XTT produce 
un formazano colorato, non tossico e solubile in acqua, 
la cui quantità (misurabile tramite lettore ELISA) è
direttamente proporzionale al numero di cellule vitali.

• In piastre da 96 sono state seminate 1500 HUVEC per 
pozzetto. Le cellule sono state fatte aderire in terreno 
completo per 24 ore; successivamente il terreno è stato 
addizionato consurnatante rilasciato dal gel piastrinico, 
alle concentrazioni indicate (0-7x106 plt/� l).

• Le cellule così trattate sono state incubate a 37°,  5% 
CO2. Dopo 24, 48 e 72 ore si è proceduto alla 
valutazione della proliferazione cellulare tramite l’ XTT.
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• Il surnatante è in grado di indurre proliferazione 
cellulare già con concentrazione di 300.000plt/ � l.

• Dopo 24-48h si ha un massimo di proliferazione 
con conc.di 1.75x106plt/ � l.

• Dopo 72 h l’incremento di proliferazione è 6 volte 
rispetto a cellule non trattate



Test di motilità e invasività
cellulare

• Tali test mostrano che il surnatante è in 
grado di stimolare ambedue i processi in 
maniera dose-dipendente; 

• Il massimo di stimolazione si ottiene, sia 
per l’uno che per l’altro processo, 
utilizzando una concentrazione di 
1,5x106plt/� l.
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A

B



Conclusioni 1

• Gel piastrinico  stimola la 
proliferazione,la motilità e l’invasività
cellulare (capacità angiogenetica )

• Criticità nella preparazione
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Conclusioni 2

• Non tutte le concentrazioni hanno la 
stessa efficacia nell’induzione di questi 
processi:
• Concentrazioni troppo elevate (e quindi 

probabilmente di fattori di crescita) hanno un effetto 
controproducente

• La concentrazione più efficace risulta essere 
1,5x106plt/ � l

• Con concentrazioni maggiori si ottiene una 
regressione dell’effetto proliferativo (forse dannoso 
sulla vitalità cellulare)



Conclusioni 3

• Ci sono nuovi studi sulle attività
proangiogeniche delle cellule endoteliali 
su ferite ricreate in laboratorio che 
studiano la migrazione cellulare su una 
“ferita” creata su un monostrato di cellule 
endoteliali

• La concentrazione ottimale è come nei 
precedenti esperimenti
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Conclusioni 4

• Al momento attuale, per il gel piastrinico 
sia omologo che autologo , uno standard 
di prodotto può essere imperniato 
esclusivamente sulla conta piastrinica

38



• Per quanto possa essere 
bella la strategia, 
occasionalmente si 
dovrebbe poter guardare 
ai risultati.
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