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Il sottoscritto Gianluca Ubezio, in qualità di Relatore 

dichiara che

nell’esercizio della Sua funzione e per l’evento in oggetto, NON È in alcun modo 

portatore di interessi commerciali propri o di terzi; e che gli eventuali rapporti avuti 

negli ultimi due anni con soggetti portatori di interessi commerciali non sono tali da 

permettere a tali soggetti di influenzare le sue funzioni al fine di trarne vantaggio.



REATTIVITA’ ANTICORPALE E RANGE TERMICO

ANTIGENE
CARBOIDRATO

IgM
ANTIGENE
PROTEICO IgG

4°C 37°C

“ complete 
antibody”

“ incomplete 
antibody”

Principalmente mediata da IgM (raramente IgA o IgG)

• Temperatura ottimale di legame compresa tra 0 e 4°C

• Frequente rilievo casuale a basso titolo in soggetti sani

Aumento del titolo in corso di patologia:

1. oligoclonale: infezioni

2. monoclonale: (para)-neoplastico

FATTORI CONDIZIONANTI LA GRAVITA’ DELL’EMOLISI

• policlonalità vs oligo/monoclonalità

• estensione del range termico

• titolo (il titolo è influenzato dalla temperatura in cui

si effettua la valutazione)

Specificità / 
Emazie test

Adulto I Cordone i Enzima 
(papaina)

Anti-I +++ +/- +++

Anti-i +/- +++ +++

Anti-Pr +++ +++ -



TEMPERATURA AMBIENTALE E RISCHIO DI MALATTIA
COLD AGGLUTININ DISEASE REVISITED; A MULTINATIONAL, OBSERVATIONAL STUDY OF 232 PATIENTS

ELEMENTI CLASSIFICATIVI



FISIOPATOLOGIA

• Emolisi principalmente extravascolare (intravascolare nelle fasi acute di malattia)

• Colpisce più frequentemente soggetti anziani e meno frequentemente l’età pediatrica

• Anemizzazione cronica, soprattutto nelle forme primarie

MALATTIA DA CRIOAGGLUTININE

ANEMIE EMOLITICHE AUTOIMMUNI da anticorpi FREDDI (IgM)

Le crioagglutinine che mantengono la loro reattività fino a 25-30°C sono in grado di determinare 
attivazione del complemento in vivo e distruzione eritrocitaria.

Alti titoli a range termico inferiore possono comunque causare microagglutinazione intravascolare 
dei capillari periferici.

LABORATORIO

• Positività per frazione C3d (negatività per IgG e controllo negativo NEGATIVO)
• Ipocomplementemia da consumo (C3, C4)
• Il titolo è patologico se superiore a 1:64 a 4°C     /      Emolisi normalmente per titoli >1:512
• L’evidenza di anemia emolitica non è necessaria per fare diagnosi, perchè possono prevalere gli aspetti 
ischemici.



Nelle MEA miste sono coinvolti autoanticorpi di classe diversa (IgM – 
IgG) con differente range termico. Rispetto alle altre forme classiche 
di MEA, indipendentemente dalla eventuale malattia di base, 
l’esordio dello stato anemico è maggiormente grave e la variabilità di 
risposta ai trattamenti è Maggiore.

A differenza delle MEA da anticorpi caldi con compresenza di 
crioagglutinine, le MEA miste presentano una crioagglutinina che, 
quando titolata, risulta superiore a 64 a 4°C, spesso con ampio range 
termico di azione, potendo essere valutata fino a 30°C. 
Alcuni dati presenti in letteratura correlano l’amplitudine del range 
termico di reazione con la gravità della presentazione clinica.

Mixed warm antibody–mediated and cold antibody–mediated AIHA is defined by the presence of warm 
IgG autoantibodies combined with high-titer cold agglutinins.
The mixed form of AIHA is often characterized by lower hemoglobin levels and a worse prognosis than 
warm AIHA, and two or more lines of therapy are frequently needed.

Berentsen S, Barcellini W. Autoimmune Hemolytic Anemias. N Engl J Med 385;15: 1407-19

MALATTIA EMOLITICA AUTOIMMUNE DA ANTICORPI MISTI



CRIOAGGLUTININE A 
TITOLO PATOLOGICO

PROGNOSI 
ETEROGENEA

CAUSE 
ETEROGENEE

TITOLO 
ANTICORPALE

AMPLITUDINE TERMICA

DEFINIZIONE DELLA 
SPECIFICITA’

MECCANISMI EFFETTORI

MODELLO FISIOPATOLOGICO
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SISTEMA DEL COMPLEMENTO

MECCANISMI DI 
ATTIVAZIONE

1. VIA CLASSICA

Attivazione mediate dal 
legame tra Ag-Abe 
attivazione di C1

2. VIA LECTINICA

Le MBL legano residui di 
mannosio, presenti sulla 
superficie dei patogeni

3. VIA ALTERNATIVA

Derivata dal fenomeno di 
attivazione spontanea 
(tick-over), in presenza di 
H2O, indipendentemente 
dalla presenza di anticorpi



Emolisi intravascolare

C1

C4b C4a C2b C2a

C3

C3bC3a 

INFIAMMAZIONE

CITOLISI & 
OPSONIZZAZIONE

Emolisi extravascolare 
(predominante in CAD)

C4 C2

VIA CLASSICA

C3 
CONVERTASI

C3a espleta una azione pro-infiammatoria, 
mentre C3b si deposita sulle emazie e 
rappresenta in segnale necessario ad indurre 
emolisi extra-vascolare. 

In alcuni casi, l’attività di C3 convertasi è tale da 
indurre l’attivazione della fase terminale del 
complemento (MAC – emolisi intra-vascolare).

SISTEMA DEL COMPLEMENTO



CAD vs MGUS IgM

Recentemente, sono state descritte caratteristiche genetiche ricorrenti in CAD che permettono di 
distinguerla da LPL/IgM MGUS. Tra queste, l’assenza di mutazione MYD88 L265P ed il frequente riscontro di 
trisomy 3, 12 e 18.
In una coorte di 191 soggetti con IgM MGUS, solo 10 (5%) avevano CAD. 
Rispetto ai soggetti che presentano mutazione MYD88 L265P , i soggetti con CAD hanno evidenziato 
anemia di maggiore gravità (p 0.007).

Neuropatia 53 
(65%)

Crioglobulinemia
5 (65%)

CAD 8 (10%)

2 (2%)

14 (17%)



https://doi.org/10.3324/haematol.2022.282389

CAD vs MGUS IgM



CAD E MUTAZIONE DI MYD88 p. Leu265Pro
MYD88 rappresenta un trasduttore intracellulare di

segnali derivati da eterodimeri di Toll-like Receptors.

Il segnale intracellulare, attraverso l’attivazione di fattori

trascrizionali come NFkB ed IRFs, indice l’espressione di

citochine pro-infiammatorie e IFN tipo 1.

La mutazione somatica in posizione 265, che porta al

cambio da Leucina a Prolina, è stata descritta in molto

DLBCL e macroglobulinemia di Waldenström, essendo

una «gain-of-function driver mutation»

“The histopathological picture has often been interpreted as several types of low-grade non-Hodgkin’s 
lymphoma, such as lymphoplasma - cytic or marginal-zone lymphoma, but a relatively uniform disease, 
cold agglutinin–associated lymphoproliferative bone marrow disorder, is now thought to be the 
underlying condition.

Berentsen S, Barcellini W. Autoimmune Hemolytic Anemias. N Engl J Med 385;15: 1407-19

The MYD88 L265P mutation, present in nearly all cases of lymphoplasmacytic lymphoma (the bone marrow disorder
seen in Waldenstrom’s macroglobulinemia), is usually not found in cold agglutinin disease.»



INFIAMMAZIONE E RUOLO DELLE CITOCHINE
L’attivazione del complemento causa l’aumento della produzione di mRNA di una serie di citochine pro-
infiammatorie.
In CAD che CAS, le anafilotossine C3a e C5a sono il frutto della attivazione del complemento per via classica.
Nei casi attivi di CAD si osserva un consumo di C4 (> 70%).
Essendo proteine di fase acuta, l’attivazione del complemento può essere esacerbata da infezioni, traumi o 
chirurgia.

Values are expressed as N(%). * = p<0.05 vs Uboldi et al ; **= p<0.001 vs Uboldi et al; § = p<0.05 vs Poli et al. ND=not determined

TNF-α e TGF-β sono risultate condizionare la gravità della malattia emolitica autoimmune, in base alla genetica
di rispettivi SNPs. 
SNP-308GG TNF-α si correla ad aumentato rischio di sviluppo di MEA e maggiore gravità di presentazione clinica. 
In fase avuta di malattia, TGF-β aumenta la sua produzione, inducendo sviluppo di autoanticorpi.
SNPs +25GG TGF-β si associa a maggiori livelli di TGF-β, a sua volta associato a refrattarietà alla terapia.



COMPLEMENTO E COAGULAZIONE

Il complemento ha una stretta interrelazione con la cascata coagulativa.
La trombina agisce come C5-convertasi, favorendo l’interazione tra piastrine e complemento stesso.



CAD E RISCHIO TROMBOEMBOLICO

DOI 10.1182/bloodadvances.2019000476.

Il rischio tromboembolico nei pazienti 
affetti da CAD è aumentato. 
Rispetto alla popolazione di controllo, è 
osservato un RR:
• 1 anno (7.2% vs 1.9% del controllo), 
• 3 anni (9.0% vs 5.3%), 
• 5 anni (11.5% vs 7.8%).

aHR stimato a 1.65 (95% CI, 0.69-3.95; P 
5 .257).



ANALISI RETROSPETTIVA DI US Optum Database
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608 pazienti con CAD, 

comparati con 5873 

pazienti matched-paired 

(2006 – 2016)

Conferma del maggiore 

rischio TE nei pazienti con 

CAD (adjusted 

hazard ratio: 1.94; 

p<0.0001)

Overall rates of arterial, venous, and cerebral TEsa

CAD E RISCHIO TROMBOEMBOLICO



Stanford Healthcare Study
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Patients with CAD receiving treatment (n=21) Linee di terapia che in 

media affronta un 

paziente con CAD 

3.5

I pazienti che hanno ≥2 
linee di terapia
(29% sperimenta ≥4 line)

86%

I pazienti che sviluppano 

anemia grave all’esordio
67%

STANDARD TERAPEUTICO



STANDARD TERAPEUTICO

CAD, cold agglutinin disease; RBC, red blood cell. Figure adapted with permission of Elsevier. aoff-label use2–13. 
1. Jäger U, et al. Blood Rev. 2020;41:100648; 2. Eculizumab, FDA label. https://www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/label/2019/125166s431lbl.pdf [Last accessed March 2023]; 3. Eculizumab, EMA label. 
https://www.ema.europa.eu/en/documents/product-information/soliris-epar-product-information_en.pdf [Last accessed March 2023]; 4. Rituximab, FDA label. 
https://www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/label/2010/103705s5311lbl.pdf [Last accessed March 2023]; 5. Rituximab, EMA label. https://www.ema.europa.eu/en/documents/product-information/mabthera-epar-
product-information_en.pdf [Last accessed March 2023]; 6. Bendamustine, FDA label. https://www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/label/2017/208194s005lbl.pdf [Last accessed March 2023]; 7. Bendamustine, EMA 
label. https://www.ema.europa.eu/en/documents/referral/levact-article-29-referral-annex-i-ii-iii-iv_en.pdf [Last accessed March 2023]; 8. Ibrutinib, FDA label. 
https://www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/label/2018/210563s000lbl.pdf [Last accessed March 2023]; 9. Ibrutinib, EMA label. https://www.ema.europa.eu/en/documents/product-information/imbruvica-epar-product-
information_en.pdf [Last accessed March 2023]; 10. Fludarabine, FDA label. https://www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/label/2009/020038s032lbl.pdf [Last accessed March 2022]; 11. Fludarabine, EMA label. 
https://www.ema.europa.eu/en/documents/product-information/arzerra-epar-product-information_en.pdf [Last accessed March 2023]; 12. Bortezomib, FDA label. 
https://www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/label/2014/021602s040lbl.pdf [Last accessed March 2023]; 13. Bortezomib, EMA label. https://www.ema.europa.eu/en/documents/product-information/velcade-epar-
product-information_en.pdf [Last accessed March 2023].



Sutimlimab selettivamente inibisce C1s, interattore centrale della via classica di 
attivazione del complemento

NUOVI APPROCCI TERAPEUTICI FISIOPATOLOGICI



NUOVI APPROCCI TERAPEUTICI FISIOPATOLOGICI
VALUTAZIONE DI EFFICACIA DELLA INIBIZIONE DELLA VIA CLASSICA DEL COMPLEMENTO IN CAD



NUOVI APPROCCI TERAPEUTICI FISIOPATOLOGICI



Phase 3 CARDINAL: rapido miglioramento della QoL

NUOVI APPROCCI TERAPEUTICI FISIOPATOLOGICI



NUOVE SFIDE

1. Necessità di standardizzazione della ricerca e titolazione di crioagglutinine,
certificando l’esito rispetto a fenomeni di autoagglutinazione nella fase di
rilevazione iniziale,

2. caratterizzazione standardizzata della estensione termica (variabile continua) e della
titolazione (variabile discreta) delle crioagglutinine,

3. cooperazione alla determinazione del significato clinico della specificità
autoanticorpale, in corso di CAD,

4. cooperazione al supporto per la creazione di una banca dati e biologica di soggetti
con titolo patologico di crioagglutinine.
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