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CITOCHINE
Sono molecole proteiche che mediante il legame a recettori di membrana o citoplasmatici modulano : crescita, 
differenziamento e morte delle cellule bersaglio (IL1,IL3, IL4, IL6, IL8, IL10, IL13)

CHEMOCHINE
Sono una sottoclasse di citochine con azione chemotattica. La loro funzione caratteristica è stimolare la migrazione 
cellulare

FATTORI DI CRESCITA 
Controllano una serie complessa di eventi: interazione cellula-cellula, cellula-matrice e legandosi ai recettori di 
superficie ( tirosina-chinasi, serina-chinasi o treonina-chinasi) trasducono il segnale agendo sulla regolazione di 
geni determinando la proliferazione, differenziazione , apoptosi della cellula. ( EGF, TGF-α, TGF-β, FGF, VEGF, 
PDGF, IGF, NGF, BDNF) 

PROTEINE DELLA MATRICE EXTRACELLULARE
Fibronectina,  Albumina, Vitamina A, Vitamina E, Neuropeptidi, Alfa 2 macroglobulina

La caratteristica più importante di questi preparati derivati dal sangue adulto o
cordonale è il rilascio nel sito di applicazione di un insieme di biomolecole che agiscono
contemporaneamente attivando fenomeni autocrini e paracrini e creando un network di
azioni che inducono poi l’effetto biologico della riparazione, rigenerazione e guarigione :

Gli emocomponenti ad uso non trasfusionale non sono sostanze inerti !

EuNT



µL

• Monociti
• Siero autologo condizionato 



STANDARD DI PRODOTTO ??

In tutti gli studi clinici  non viene mai definita in modo chiaro la 
preparazione e la caratterizzazione degli EuNT utilizzati  e sussiste 
inoltre anche una disomogeneità nella denominazione degli stessi.



Preclinical studies are needed to standardize and compare blood based products, and 

an interdisciplinary work with transfusional medicine specialists is imperative to 

share information and competences. 

Bernabei F et Al, J Clin Med 2019 

Data highlights the elevated heterogeneity of processing of blood-based eye drops

despite the assumption that any procedure in the preparation may impact the content

of the active substances or may influence their delivery.



Gentile P. et Al,  Int. J. Mol Sci 2020

Differenti risposte cliniche a seconda del kit utilizzato per la preparazione degli EuNT e a 
seconda dell’ emocomponente prodotto ( es:  PRP non attivato o attivato).
Più si standardizzano le tecniche di preparazione ( tempo,  volumi, velocità di 
centrifugazione), più  l’ EuNT ottenuto risulta riproducibile 

Mazzucco L et Al , 
Vox sanguinis 2009



Review
A. Acebes-Huerta, Transfusion and Apheresis Science 2019 



Cosa significa STANDARD DI PRODOTTO?

• Ottimizzazione e Standardizzazione della preparazione (tempi, 

volumi, incubazioni,  centrifugazioni , reagenti usati)

• Valutazione del contenuto in biomolecole (non correlano 

necessariamente con il numero di Plt) 

• Scelta del device ottimale per la conservazione e distribuzione

• Valutazione in vitro  dose/risposta 

• Valutazione in vivo dell’efficacia



OTTIMIZZAZIONE E STANDARDIZZAZIONE DI CONCENTRATI PIASTRINICI DA SANGUE 
CORDONALE: ESPERIENZA DELLA RETE DELLE BANCHE CORDONALI ITALIANE

Rebulla P et Al , Blood Transf 2015



BIOLOGICAL EYE DROPS



• Abbiamo deciso arbitrariamente di standardizzare il nostro prodotto rispetto al contenuto di EGF,
essendo questo un fattore rilevante nel mantenimento dell’omeostasi della superficie oculare.

• Il contenuto di EGF si è dimostrato variare da soggetto a soggetto ma nella maggior parte dei sieri
testati aveva un valore > 1.0 ng/ml

• Abbiamo considerato quindi questo come valore soglia per i campioni finalizzati alla preparazione
del siero collirio

• Per cercare di ridurre la variabilità si è deciso di preparare i colliri partendo da pool di 10 sieri
omogruppo

• La diluizione del pool è stata quindi definita del 20% in soluzione fisiologica, per ottenere una
fornitura giornaliera di EGF di 0,10-0,30 ng / ml che corrisponde ad circa 0.15 ng /occhio, simile al
contenuto fisiologico di lacrime umane.

• La diluizione inoltre riduce la quantità di TGF beta  che ad alte concentrazioni  inibisce la crescita 
epitelio corneale (Karamichos D et al 2014, Panchioli S et al 1998)

STANDARDIZZAZIONE E PREPARAZIONE SIERO COLLIRIO

Versura P et Al , Cornea 2013



Sotto cappa a flusso laminare in camera sterile i sieri preselezionati sono stati scongelati, riuniti, diluiti al
20% con soluzione salina tamponata con fosfato e filtrati (Millex HV 0,4 μm). La preparazione è stata quindi
suddivisa in fiale monodose (0.8-1 ml) utilizzando un dispositivo medico COL-20 (Biomed Italy). Le singole
fiale sono state poi etichettate , registrate nel sistema gestionale informatico e congelate a -80°C. La
scadenza a – 80°C è di 2 anni.



La valutazione del contenuto di EGF e TGF-beta1 in tutte le fasi 
di preparazione del siero collirio cordonale hanno dimostrato 
che non vi sono variazioni nel contenuto dovute alla 
manipolazione e alla conservazione a lungo termine

Confronto tra CBS 
e siero materno

Versura P et al. Cornea 2013; 32: 412-8



Confronto tra lacrime e vari emocomponenti

Villatoro AJ et al,
Int. J. Mol. Sci. 2017,18, 2264



Progetti di ricerca Regionale Piano Sangue e Plasma per il 
triennio 2013-2015

“Efficacia comparativa di colliri a base di sangue omologo da fonti diverse nel 
trattamento di cheratopatie gravi. - Studio clinico randomizzato”
Finanziato 25 giugno 2015 protocollo 60400 – CRS a Marina Buzzi

Protocollo CE 100/2016/O/Sper, PI  Prof. E. Campos,  approvato  11 ottobre 2016
Autorizzazione DG 10 gennaio 2017
ClinicalTrials.gov Identifier: NCT03064984

N° Maschi Femmine Gruppo ABO

Donatori di sangue 123 29 94 A 43, B 9, AB 17, O 
54

Unità di sangue 
cordonale

107 59 48 A 45, B 9, AB 9, O 44

A partire da questi sieri, solo per il trattamento dei 60 pazienti 
arruolati nel protocollo di studio   sono state preparate 2500 vials



Buzzi M et al. Transfus Apher Sci. 2018; 57:549-555

Poichè I differenti fattori di crescita regolano differenti processi cellulari coinvolti nella
riparazione corneale , alla luce dei nostri risultati , si può ipotizzare un utilizzo del  siero
collirio cordonale o del siero collirio adulto a seconda del target cellulare da trattare . La 
maggior quantità di EGF ,  TGF α e PDGF  nel CB-S lo rende più adatto al trattamento dei
difetti dell’ epitelio corneale mentre il PB-S , considerati anche i livelli di IGF superiori,  
sarebbe più appropriato nella riparazione dei difetti stromali

GF CB-S PB-S P

IGF-1 13.6 (13.1-17.5) *95.7 (93.0-106.8) < 0.001

IGF-2 56.7 (56.5-69.4) *302.0 (288.9-330.8) < 0.001

EGF *831.4 (833.2-1002.4) 316.3 (314.0-361.4) < 0.001

TGF-α *54.6 (57.0-71.0) 11.1 (11.2-14.8) < 0.001

TGF-β1 62346.7 (59882.7-64739.0)
*65780.3 (64678.9-

69284.1)

0.007

TGF-β2 1109.6 (1077.5-1120.5) 1059.1 (1043.1-1083.5) 0.014

TGF-β3 638.7 (616.1-647.1) 636.8 (626.1-657.7) 0.378

FGF *23.0 (20.8-30.6) 0.8 (0.8-1.1) < 0.001

PDGF *3233.2 (3461.7-4274.3) 1575.4 (1490.2-1808.0) < 0.001

VEGF *246.0 (288.8-475.5) 58.4 (64.5-95.5) < 0.001

NGF *0.8 (0.8-1.2) 0.03 (0.03-1.0) < 0.001

IL-1B *8.3 (59.1-207.3) 0.7 (1.5-3.3) < 0.001

IL-4 *0.27 (0.32-0.52) 0.02 (0.19-0.58) < 0.001

IL-6 *6.8 (-670.6-3411.7) 5.4 (19.6-45.8) 0.007

IL-10 *4.3 (4.4-5.3) 2.6 (1.8-15.8) < 0.001

IL-13 *14.0 (54.1-94.2) 0.3 (0.9-2.5) < 0.001

Liu L et al. Invest Ophthalmol Vis Sci. 2006;47:2438–2444



• Qualificazione biologica  

• Per il sierocollirio verifica della concentrazione 
di EGF( o altro GFs) nel pool  

• Controlli microbiologici ( batteri aerobi, 
anaerobi e miceti) su ogni preparazione

Controlli di Qualità



I test microbiologici per la ricerca di batteri aerobi ed anaerobi e miceti sono
eseguiti ad ogni preparazione sul prodotto finale inoculando una quantità
definita di emocomponente.
Questi test di sterilità sono stati validati per quantitativi definiti di prodotto
finale secondo i requisiti della Farmacopea europea, parte generale «Test
biologici», capitolo 2.6.27 «Controllo microbiologico dei prodotti cellulari».

Validazione metodo per i controlli microbiologici

i FN PLUS
i FA PLUS





Il sistema BacT/ALERT opera conformemente alle specifiche tecnico-funzionali.
L'esecuzione dei test di sterilità, fertilità, specificità e limite di rilevazione ha
evidenziato che i lotti di flaconi utilizzati sono sterili e la composizione del terreno è
idonea alla crescita dei microrganismi testati, anche con carica microbica molto
bassa (10 CFU). Il sistema non genera risultati falsi positivi e falsi negativi e i prodotti
sottoposti a convalida non interferiscono con la crescita microbica.

Il sistema così convalidato dà maggiori garanzie di sensibilità e sicurezza.



Conservazione emocomponenti ad uso non trasfusionale :

• Congelamento -80°C 

• Liofilizzazione 

2018

campione EGF TGF-a IGF-2 IGF1 PDGFbb bNGF TGFb1 TGfb2 TGFb3

1 LIO

1CONG

204 102,2 336 129,3 3802 4,94 54883 936,6 660,9

227 111,7 332 129,1 3486 3,78 54653 1002,3 759,5

2 LIO

2CONG

135 27,8 373 138,7 1852 2,04 37208 823,1 626,7

130 24,1 331 122,2 2237 2,31 46179 943,2 609,6

3 LIO

3CONG

263 51,6 293 107,8 3526 7,28 39970 876,8 626,7

295 53,3 332 127,2 2959 7,68 45488 986,4 679,7



Considerazioni:

• Necessità di definire uno standard di prodotto per ogni 
EuNT attraverso la collaborazione  tra Trasfusionisti

• Necessità di trial clinici multicentrici che utilizzino EuNT
standardizzati

• Il futuro:  una terapia mirata con  EuNT preparati in modo 
da ottenere una  concentrazione ottimale di quelle 
biomolecole necessarie alla rigenerazione dello specifico 
tessuto 

Costi?



Grazie

U.O. Oftalmologia, Università 
degli Studi di Bologna 
Piera Versura 


