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Cellule CD34+ 

CFU-GMBFU-E

Cellule CD34+ (selezione positiva)



Mobilizzazione delle cellule staminali

• Le CSE  sono presenti in misura maggiore nel midollo osseo rispetto al sangue 
periferico (in condizioni fisiologiche):

– Nel midollo osseo il  3-5% delle cellule sono CD34+

– nel sangue periferico solo 0.03-0.05% delle cellule sono  CD34+

– L’entità della mobilizzazione dipende dallo schema utilizzato:– L’entità della mobilizzazione dipende dallo schema utilizzato:

– Chemioterapia:

• incremento delle CS nel sangue periferico nell’ordine di 20-25 volte

– Fattori di crescita

– . incremento delle CS nel sangue periferico nell’ordine di 16-25  volte

– Terapia combinata (chemoterapia + fattori di crescita):

• incremento delle CS nel sangue periferico fino a  100-160 volte.



Presently available GF/mobilizing drugs

•G-CSF: filgrastim or lenograstim (10-16 µg/Kg/d sc) FDA approved

•GM-CSF: sargramostim (5-10 µg/Kg/d sc) FDA approved

•IL-6, 8, 12

•Stem Cell Factor ( with  G-CSF) 

•Flt-3

•With/without  CT

•pegfilgrastim 

•AMD3100 ( stromal derived factor-SDF-1α inhibitor) Plerixafor

•……



In steady-state conditions HSC are retained 

in the niche by the combined action of

nestin + MSC and CD68+CD169+ Macrophages



G-CSF activates CD68+CD169+ Macrophages  with consequent
loss of supportive functions for MSC (downreg of CXCL12,

SCF and VCAM-1)
G-CSF reduces SDF-1 production by MSC through

beta-adrenergic neuron activation 



Filgrastim

MW core protein

18.6 kDa

G-CSF

MW glycoprotein

approx. 20 kDa

Lapidot et al. Exp Hematol, 2002



Mobilizzazione CD34+ mediante G-CSF 

10µg/Kg/d

R2 R2 R2

SP; gg +4, WBC 47.780/µL, 

CD34+ 0,06%,  

CD34+ = 30/ µL

SP, gg +5, WBC 47.890/µL, 

CD34+ 0,17%,

CD34+= 81/ µL

Aferesi, gg +5, WBC 353.250/µL,

CD34+ 0,80%, 

CD34+=2826/ µL



Cinetica di mobilizzazione delle CD34+ in alcune 

patologie-1

CD34+ in pz con NHL (n=72) mediana

0

10

20

30

40

50

60

1 3 5 7 9

1
1

1
3

1
5

1
7

1
9

2
1

giorni

C
D

3
4
+
/m

ic
ro

L

Pz con CD34+ >50/microL
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Pazienti affetti da NHL, età 47 (range 21-68)

CD34+ in pz con MM (n=72)mediana
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Pz con CD34+ > 50/microL

0

10

20

1 4 7

1
0

1
3

1
6

1
9

giorni

n
u

m
e

ro
 p

z

Pazienti affetti da MM, età 61 (range 31-71)



Cinetica di mobilizzazione delle CD34+ in alcune 

patologie-2

CD34+ in pz con LMA (n=34) mediana
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Pz con CD34+>50/microL
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Pazienti affetti da LMA, età 50 (range 24-66)Pazienti affetti da LMA, età 50 (range 24-66)

CD34+ in pz con LLA (n=30) mediana
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Pz con CD34+ > 50/microL
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Pazienti affetti da LLA, età 27 (range 5-69)



Impossibile v isualizzare l'immagine. La memoria del computer potrebbe essere insufficiente per aprire l'immagine oppure l'immagine potrebbe essere danneggiata. Riavviare il computer e aprire di nuovo il file. Se v iene visualizzata di nuovo la x rossa, potrebbe essere necessario eliminare l'immagine e inserirla di nuovo.



Transfusion, 2012





Mobilization/collection failure % in lymphomas

*Proportion of patients collecting < 2 x 106 cells/kg*Proportion of patients collecting < 2 x 106 cells/kg



Author Country n Disease Mobilisation regimen Failure rate*

Stiff et al. US
48 NHL, HD SCF + G-CSF 30%

54 NHL, HD G-CSF 46%

Pusic et al. US 467 NHL G-CSF 27%

Flomenberg et 

al.
US 15 NHL G-CSF 53%

Hosing et al. US 149 NHL, HD
G-CSF alone

G-CSF plus chemotherapy
20%

Mobilization/collection failure in myelomas

Hosing et al. US 149 NHL, HD
G-CSF plus chemotherapy

20%

Russell et al.
EU + 

Australia

29 NHL ICE + pegfilgrastim (6mg) 31%

29 NHL ICE + pegfilgrastim (12mg) 41%

32 NHL ICE + filgrastim (5 mcg/kg/day) 28%

Watts et al. UK
78 NHL, HD ESHAP 15%

78 NHL, HD 1.5g Cy 29%

Pavone et al. Italy
38 NHL DHAP 15%

34 NHL 5g Cy 11%

Bashey et al. US 94 NHL 1.5g Cy 18%

*Proportion of patients collecting < 2 x 106 cells/kg*Proportion of patients collecting < 2 x 106 cells/kg





Proposed definitions 

(GITMO ad-hoc expert panel)

A patient with MM or lymphoma and candidate for ASCT is a:

晸晸晸晸Proven暍暍暍暍

poor mobiliser

If he/she received adequate mobilisation (G-CSF dose ≥ 10 µg/kg if used alone or ≥ 

5 µg/kg after chemotherapy) and he/she shows: peak CD34+ circulating cell count < 

20/µL on days 4–6 after start of mobilisation with 

G-CSF alone or up to 18–20 days after chemotherapy and G-CSF 

OR

< 2. × 106 harvested CD34+ cells/kg per planned SCT by ≤ 3 aphereses 

晸晸晸晸Predicted暍暍暍暍

poor mobiliser

If he/she fulfils ≥ 1 major criterion or ≥ 2 minor criteria

Major criteriapoor mobiliser Major criteria

•Failed previous mobilisation attempt 

•Prior extensive radiotherapy to marrow-bearing tissue

•Full courses of previous therapy including melphalan, fludarabine or other therapies 

potentially affecting stem cell mobilisation 

Minor criteria 

•Advanced phase disease, i.e. ≥ 2 prior cytotoxic lines 

•Refractory disease

•Extensive BM involvement at mobilisation

•BM cellularity < 30% at mobilisation 

•Age > 65 years 



Plerixafor
Modalità d’azione

•Si lega in modo reversibile al recettore CXCR4 e blocca l'interazione con l'SDF-1



Dosaggio del Plerixafor

• Somministrare plerixafor dopo 4 giorni di G-CSF

• Dose raccomandata negli adulti

– Somministrare 240 µg/kg (peso corporeo effettivo) con iniezione SC

– La dose non deve superare 40 mg/die indipendentemente dal peso corporeo

• Il plerixafor non è stato valutato in pazienti che pesano più del 175% del loro
peso corporeo ideale

• Si ha un'esperienza limitata su pazienti >160 kg

– Ogni fiala contiene 1,2 ml di una soluzione da 20 mg/ml– Ogni fiala contiene 1,2 ml di una soluzione da 20 mg/ml

– Volume da somministrare (in ml) = 0,012 x peso corporeo (in kg)

• Dosaggio in adulti con insufficienza renale

– Ridurre la dose di un 33% a 160 µg/kg nei pazienti con insufficienza renale da
moderata a severa (CLCR 20-50 ml/min)

– La dose massima è di 27 mg/die

Raccomandazioni del produttore



Aspetto sicurezza Raccomandazione

Potenziale mobilizzazione di 
cellule tumorali in pazienti 
affetti da linfoma e MM

La rilevanza clinica del rischio teorico di mobilizzazione delle 
cellule tumorali non è stata pienamente chiarita. In studi 
clinici condotti su pazienti affetti da LNH e MM, non è stata 
osservata alcuna mobilizzazione delle cellule tumorali con 
plerixafor

Mobilizzazione delle cellule 
tumorali nei pazienti 
leucemici

Plerixafor non è raccomandato per la mobilizzazione delle 
cellule staminali ematopoietiche e la relativa raccolta nei 
pazienti con leucemia

Aumento dei leucociti in 
circolo 

Durante la terapia con plerixafor i conteggi dei globuli 
bianchi devono essere monitorati; affidarsi al giudizio clinico 
quando si somministra plerixafor a pazienti con leucociti nel 

Informazioni importanti sulla sicurezzaInformazioni importanti sulla sicurezza

circolo quando si somministra plerixafor a pazienti con leucociti nel 
sangue periferico >50.000 cellule/µl

Uso in gravidanza
Plerixafor non deve essere usato durante la gravidanza, a 
meno che la condizione clinica della donna richieda un 
trattamento con plerixafor

Effetto sulle dimensioni 
della milza

I soggetti ai quali viene somministrato plerixafor in 
combinazione con
G-CSF che riferiscono dolore addominale in alto a sinistra 
e/o dolore scapolare o alla spalla devono essere valutati per 
verificare l'integrità della milza

Trombocitopenia
I conteggi delle piastrine devono essere monitorati in tutti i 
pazienti trattati con plerixafor e sottoposti ad aferesi

Informazioni Sanofi



G-CSF (10 ug/kg/day) + 

placebo

G-CSF (10 ug/kg/day) +

plerixafor (240 ug/kg) 

Endpoint:

> 5 million CD34+ cells/kg in 4 

or fewer apheresis

Study 3101

NHL patients

(n=300)

Plerixafor Phase III Trials – Study Design

G-CSF (10 ug/kg/day) + 

placebo

G-CSF (10 ug/kg/day) +

plerixafor (240 ug/kg)

placebo

Endpoint:

> 6 million CD34+ cells/kg in 2 

or fewer apheresis

Study 3102

MM patients

(n=300)

Successful and durable engraftment



Study 3102

MM patients

(n=300)

Kinetics of  

collections

% of patients 

reaching 

≥6 x 10e6 CD34+/kg

median CD34+ cells 

collected on

each apheresis day 



Study 3101

NHL patients

(n=300)

Proportion of patients reaching  5 
or 2 x10e6 CD34 cells/kg 

Median number of apheresis days
required to achieve 5x10e6
CD34 cells/kg was 3 days in the
plerixafor group,
and not estimable in the placebo

Optimal harvest
5 x10e6

and not estimable in the placebo
group, as less than 50% of
patients reached the
target within 4 apheresis days.

Satisfactory

harvest
2 x10e6



Transfusion, 2012

G-CSF 10µg/Kg x 5gg,

Ple at 5 a.m.  gg +5 

Controlli ogni 3 h





PCM= plasma-cell myeloma





Sviluppi
• Utilizzo in caso di predicted poor mobilizer in corso di mobilizzazione

Attolico et al, BBMT 2012

37 pz con MM o NHL

27/37 (73% ) CD34 +> 2x106/KG







“Cattivi mobilizzatori”

Nel  2% dei donatori stimolati con G-CSF (10 µG/Kg/d) la resa 

di CD34+ (dopo LVL- 20 litri) è stata < 2x106/Kg

Nel 25 % la resa è stata < 5x106/Kg 

E’ possibile prevedere il “cattivo mobilizzatore?”

NO!



Donatore: M, 37 aa, 76 Kg
Ricevente: 90 KG
CD34+ richieste: 720 x 10e6
CD34+ raccolte: 
aferesi 1: 214    aferesi 2: 79  totale : 293 x10e6
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• Donatori allogenici
Plerixafor and Filgrastim For Mobilization of Donor Peripheral Blood 

Stem Cells Before A Donor Peripheral Blood Stem Cell Transplant in 
Treating Patients With Hematologic Malignancies

Fred Hutchinson Cancer Research Center 
Collaborator:National Cancer Institute (NCI)
ClinicalTrials.gov Identifier:NCT01076270ClinicalTrials.gov Identifier:NCT01076270

Plerixafor and Sargramostim (GM-CSF) for Mobilization of Allogeneic 
Sibling Donors

VERIFIED BY: WASHINGTON UNIVERSITY SCHOOL OF MEDICINE, 
JULY 2012

FIRST RECEIVED: JULY 6, 2010 | LAST UPDATED: JULY 19, 2012
PHASE: PHASE 2 | START DATE: NOVEMBER 2010
OVERALL STATUS: RECRUITING | ESTIMATED ENROLLMENT: 34



Pz Età peso CD34
+/µL

CD34
+/Kg

N° Af O.S.

(mesi)

CP 51 70 55 4.7 1 +23

PA 66 70 17* 2.7 1 +33

MA 66 72 20 2.4 1 +34

CE 65 50 81 6.1 1 +11

CF 69 63 26 3.2 1 +19

Filgrastim 10 µg/Kg x 4gg + 
Plerixaflor 240 µg/Kg 1-2 somm.

* Dopo la II° somministrazione 

di Plerixaflor

CF 69 63 26 3.2 1 +19

PP 66 68 31 2.41 1 +16

BA 68 75 4 - - Recidiva

Ora  pr

Mediana 66 69 26 2.95 1 21

Vantaggio:   Questa metodica consente di 
utilizzare in toto il prodotto raccolto, evitando il 
10-15 % di perdita legato alle procedure di 
congelamento/ scongelamento, con di concerto 
anche una riduzione dei costi operativi.
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Attività cpp-MI09 (dal maggio 2005)

• 17 donatori (9 M, 8 F) sottoposti a raccolta CSE
- 3 donazioni per centri esteri

- 7 donatori dal ns cd MI09 (10 riferiti da altri centri)

• 1 selezionato (donazione sospesa)

• 2 sottoposti a linfocitoaferesi (DLI)• 2 sottoposti a linfocitoaferesi (DLI)

Età : 37 (25-48)

Peso: 73 (50-107)

WBC gg+4: 39.530 x 103/µL (21.960-67.420)

WBC gg+5: 45.010 x 103/µL (27.090-71.500)



In 14 casi è stata necessaria una sola raccolta, in 3 due raccolte

(mediana CD34+/Kg del ricevente: 6,3 (3.25-11.24)

In un caso reinfuse PLT autologhe

Mediana CD34+ richieste: 350 ( 150-720) x 106

Mediana CD34+ raccolte: 415 ( 225-787) x 106

(mediana CD34+/Kg del ricevente: 6,3 (3.25-11.24)

In 8/17 presenza di osteomialgie trattate con analgesici
In 3 casi cefalea
F/u a lungo termine in corso, non EC riferiti a medio termini

(mediana CD34+/Kg del ricevente: 6,3 (3.25-11.24)



Slide set Sanofi





Hematopoietic stem cells (HSC)

HSC distribution

– In BM  3-5% of cells show positivity to CD34 antigen
– In PB 0.03-0.05% of circulating leukocytes are   CD34+

HSC mobilizations depends on:

– Chemotherapy (CT) regimen:– Chemotherapy (CT) regimen:

• May induce a 20-25 fold increase of PB CD34+ cells

– Growth factors (GF)

– . May induce a 16-25  fold increase of PB CD34+ cells

– Combined therapy (CT+GF)):

• Up to a  100-160 fold increase of circulating CD34+ cells.




