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Quali alterazioni trombofiliche ricercare

• Difetto di Antitrombina

• Difetto di Proteina C 

• Difetto di Proteina S

• Mutazione Fattore V Leiden

• Mutazione G20210A della protrombina 

• Lupus Anticoagulant e anticorpi 
antifosfolipidi

• Disfibrinogenemia

• Aumento Fattore VIII (Fattori IX, XI e altri)

• Iperomocisteinemia



Quando NON eseguire i test

• Trombosi acuta (eseguire la diagnostica per la 
HIT, se presente sospetto)

• Durante le terapie anticoagulanti

• Gravidanza o terapia ormonale

• In tutte le condizioni associate ad aumento 
delle proteine della fase acuta (post-chirurgia, 
mal. infiammatorie)

Se indispensabile, test genetici sempre 
eseguibili, ma in genere non sono consigliabili 
screening parziali



Proteina C e gravidanza

• Donna di 36 anni esaminata alla 25° settimana di 

gravidanza

• Il padre in trattamento anticoagulante per 2 pregressi 

episodi di TEV (1 TVP prossimale a 30 anni dopo 

gesso e recidiva idiopatica di TVP a 62 anni)

• Livello della Proteina C durante la gravidanza

= 66% (n.v. > 68%)

• 2 anni dopo il parto:

Proteina C attività = 47%

Proteina C antigene = 51%

• Conferma del difetto di Proteina C nello zio paterno





Difetti eredofamiliari di Antitrombina, 

Proteina C e Proteina S

• Ereditarietà: autosomica dominante

• Livelli attesi: eterozigote  50-60%
omozigote  0-15% 
o doppio eterozigote

• Tipo I  ridotto dosaggio funzionale e
immunologico

• Tipo II  ridotto dosaggio funzionale
normale dosaggio immunologico



Classificazione dei difetti 

eredofamiliari di Antitrombina

Tipo Alterazione

I Ridotta sintesi e/o aumentato turnover

II PE Alterata funzionalità sito reattivo e sito di 

legame per eparina (Pleiotropic Effect)

II RS Alterata funzione del solo sito reattivo

(Reactive site)

II HBS Alterata funzione del solo sito di legame 

per eparina (Heparin Binding Site)



Dosaggio dell’Antitrombina

Metodi funzionali

Test cromogenici che possono essere eseguiti:

• in presenza di eparina = attività di cofattore 
dell’eparina

• in assenza di eparina = attività antitrombinica 
progressiva

• con trombina (umana o bovina) o FXa

Metodi immunologici

• immunodiffusione radiale (RID), laser nefelometria, 
elettroimmunodiffusione (sec. Laurell)



Test di laboratorio e difetti eredofamiliari di 

Antitrombina

Tipo Dosaggio funzionale

(con trombina o FXa)

Dosaggio 

immunologico

Cofattore 

eparinico

Attività 

progressiva

I   

II PE   

II RS   

II HBS   



AT levels in different kindreds 
(Demers et al, 1993, modified)

Pts AT Def. 

type

AT anti-IIa

UI/ml

AT anti-Xa

UI/ml

AT:Ag

UI/ml

1 I 0.64 0.45 0.42

2 I 0.70 0.53 0.50

3 I 0.55 0.40 0.36

4 II 0.65 0.57 0.70

Minore probabilità di falsi negativi (valori normali in 

soggetti portatori del difetto) con l’uso FXa



Influenza del Cofattore Eparinico II

• Il Cofattore Eparinico II inibisce la trombina umana, 
ha un debole effetto sulla trombina bovina e non 
inibisce il FXa

• Se il livello di Cofattore Eparinico II è 
particolarmente alto, l’uso di trombina umana nel 
test determina una sovrastima dei livelli di 
Antitrombina del 20-30%

• L’interferenza del Cofattore Eparinico II si può 
quindi evitare usando FXa e in parte usando 
trombina bovina



Antitrombina Cambridge II (Ala384Ser)

(Perry et al, 1998)

• Difetto di tipo II RS (dosaggio immunologico 
normale)

• Dosaggio cromogenico con FXa e trombina umana 
normale

• Dosaggio cromogenico con trombina bovina 
moderatamente ridotto

FXa

(n=105)

Trombina umana

(n=25)

Trombina bovina

(n=59)

83% 76% 71%



Prevalenza altri difetti di AT nei soggetti con precedente 
tromboembolismo venoso = 0.6%

4/17 pazienti = forma omozigote 

0.2%1.7%













Bovine FXa

Bovine FXa

Human FXa

Bovine FIIa









Principali domain funzionali della 

Proteina C

• Sito di attivazione

• Sito attivo

• Siti che legano i substrati (FVIII e FV) 

• Sito di legame con Proteina S

• Siti di interazione con superfici 

fosfolipidiche, Ca2+, EPCR



Dosaggio della Proteina C

Metodi funzionali
Attivazione della PC con Protac e diluizione con 
plasma carente o tampone

• Metodi coagulativi

• Metodi cromogenici

Metodi immunologici

• ELISA

• Elettroimmunodiffusione (sec. Laurell)



Dosaggio della Proteina C:

metodi funzionali coagulativi

• Sensibili a tutte le possibili alterazioni della 

PC (interazione PC/Ca2+,fosfolipidi, PS, FV 

e FVIII)

• Considerati a lungo i metodi di prima 

scelta, in quanto identificano tutti i possibili 

difetti

• Numerose interferenze



Dosaggio della Proteina C:

metodi funzionali cromogenici

• Evidenziano solo alterazioni del sito 

reattivo e del sito coinvolto nell’attivazione 

con Protac

• Nessuna interferenza



Dosaggio della Proteina C:
metodi funzionali coagulativi vs cromogenici

Metodi coagulativi

• Falsi valori ridotti per aumentati livelli FVIII, 
mutazione FV Leiden

• Falsi valori normali in presenza di LAC e eparina#

Metodi cromogenici

• Falsi valori normali in un raro difetto di tipo II 
(indicato come IIb; prevalenza 5% di tutti i difetti di 
tipo II) caratterizzato da una alterazione del sito di 
interazione con Ca2+ e fosfolipidi

# disponibili metodi insensibili fino a 1-2 U/ml 



Classificazione dei difetti 

eredofamiliari di Proteina C

Tipo Dosaggio funzionale Dosaggio 

immunologico

coagulativo cromogenico

I   

II a   

II b   

Altri fattori Vit-K dipendenti nella norma



Dosaggio della Proteina C:

scelta del metodo funzionale

• Le possibili interferenze sul test coagulativo sono 

numerose e si possono presentare una certa frequenza

• Il difetto di tipo IIb (alterato test coagulativo e normale 

test cromogenico) è molto raro 

• L’uso di un metodo cromogenico è raccomandabile 

(pochi soggetti saranno non diagnosticati se si adotta 

questo metodo)

• L’uso di un metodo coagulativo è comunque indicato in 

casi selezionati in cui si sospetta la presenza di un difetto 

di tipo IIb



Diagnostica dei difetti eredofamiliari di 

Proteina S

Complicata da:

• Presenza nel plasma di 2 forme di PS:
libera (40%) = attiva come cofattore della PC
legata al C4bBP (60%) = inattiva

• C4bBP è una proteina della fase acuta 
aumento del C4bBP = aumento della forma legata e 
riduzione della forma libera

• Nel plasma possono essere misurate attività, 
proteina totale e forma libera



Dosaggio della Proteina S

Metodi funzionali

Per il dosaggio dell’attività

• Coagulativi (PT, aPTT)

Metodi immunologici

Per il dosaggio della proteina S totale e della frazione 
libera

• ELISA, nefelometrici, elettroimmunodiffusione (sec. 
Laurell) 



Classificazione dei difetti 

eredofamiliari di Proteina S

Tipo Dosaggio 

funzionale

Dosaggio immunologico

Libera Totale

I   

II   

III   

Altri fattori Vit-K dipendenti nella norma



Dosaggio funzionale della Proteina S

Metodi coagulativi sensibili a:

• Mutazione FV Leiden

• Presenza LAC  e aumento di fattore VIII 

(metodi basati su PTT)

• Presenza di fattore VIIa (metodi basati su PT) 



Dosaggio della Proteina S:

test di primo livello

• Raccomandabile utilizzare come test di 

primo livello un metodo immunologico per il 

dosaggio della frazione libera in sostituzione 

del metodo funzionale coagulativo

• Il dosaggio della frazione libera correla bene 

con il dosaggio funzionale nei difetti di tipo I 

e III, ma non in quelli di tipo II





APS diagnosis is possible only if one clinical 

and one laboratory criterion are present



Laboratory criteria

• Lupus Anticoagulant (LA) present in plasma, detected 
according to the guidelines of the ISTH (SSC on 
LA/phospholipid dependent antibodies) 

• Anti phospholipid antibodies
- Anticardiolipin antibodies (IgG and/or IgM) and 
- Anti ß2 glycoprotein I antibodies (IgG and/or IgM) 
in serum or plasma, present in medium or high titer (> 
40 U or > the 99th percentile), measured by a 
standardized ELISA 

Test positivity must be confirmed on two or more 
occasions at least 12 weeks apart



• LA and solid-phase aPL (Ab aCL and Ab 

antiß2GPI) coexist in a limited number of 

patients with the APS syndrome

• Diagnosis must be based on both LA and 

solid-phase aPL detection







LA laboratory detection

• Patients selection

• Blood collection

• Choice of tests

• Diagnostic steps

• Transmission results

• When testing



Diagnostic steps

1. Screening tests

2. Mixing tests

3. Confirmatory tests



Screening tests (aPTT, DRVVT)

Mixing tests

Factor deficiency Confirmatory tests

LA diagnosisFactor inhibitor

LA 

diagnostic

steps

Altered

AlteredNormal

Altered Normal

Thrombin time

to exclude UH









• Reporting a negative LA without having performed 

mixing tests may be dangerous

• The LA activity of some positive plasma samples is fully 

unveiled only when normal plasma is added, because 

of the so-called “lupus cofactor” phenomenon 

• This unknown cofactor (prothrombin? β2-glycoprotein 

I?) which potentiates the inhibitory activity of LA is 

responsible for the paradoxical prolongation of the 

clotting time observed in the mixing test




