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 COMPLEXES GLYCOPROTEIQUES 
PLAQUETTAIRES
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 Antigène = peptide potentiellement immunogène

 Nomenclature internationale: Human Platelet Antigen 
(HPA): mis en évidence par les alloanticorps

 6 systèmes antigéniques bi-alléliques  (12 antigènes: 
HPA-1a/b, HPA-2a/b, HPA-3a/b, HPA-4a/b, HPA-5a/b et 
HPA-15a/b) Rq : ‘’a’’ allèle de haute fréquence et ‘’b’’ allèle de basse 
fréquence

 16 antigènes monoalléliques (absence de sérum anti-
thétique) (HPA-6bw, -7bw, -8bw, -9bw, -10bw, -11bw,
-12bw, -13bw, -14bw, -16bw à 28bw). 
Rq : ‘’w’’ 1 seul des allèles identifié
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 MODALITES DE RECONNAISSANCE 
D’UN NOUVEL ANTIGENE
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 MODALITES DE RECONNAISSANCE 
D’UN NOUVEL ANTIGENE
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 Les alloanticorps:
– Immunisation d’un sujet sain contre un (des) 

alloantigène(s) qu’il ne possède pas

Grossesse (alloimmunisation materno-fœtale)

Transfusion (purpura post-transfusionnel)

– Les épitopes reconnus sont les alloantigènes 
plaquettaires, systèmes HPA (Human Platelet 
Antigen)
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LES ANTICORPS ANTI-
PLAQUETTAIRES



LES ANTICORPS ANTI-
PLAQUETTAIRES

 Les auto-anticorps
Immunisation d’un sujet malade contre le Soi

• Purpura Thrombopénique Auto-Immun (PTAI)
• Les épitopes reconnus sont des auto-antigènes

 Les ‘’ iso-anticorps ’’
• Immunisation d’un sujet n’exprimant pas à la 

surface de ses plaquettes certaines 
glycoprotéines:

Cas des thrombopathies constitutionnelles 
héréditaires : Thrombasthénie de Glanzmann, 
Syndrome de Bernard-Soulier
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Méthodes de détection des 
anticorps anti-plaquettaires
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 Méthodes globales
pas de distinction entre les “vrais auto-
anticorps” des complexes immuns circulants 
(récepteur Fc pour les IgG)

 Méthodes spécifiques
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Méthode globale : principe de la CMF

Auto-anticorps du patient

Ac monoclonal de souris anti 
GP humaine

-Préparation des plaquettes du patient (sang EDTA)

-Double marquage des plaquettes

-Lecture
Ac monoclonal de souris anti IgG 

humaines
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 Détection des IgG fixés sur les plaquettes (Coombs plaquettaire)

- Technique : CMF, interprétation du signal obtenu par rapport 
à des plaquettes témoins, technique rapide mais peu 
spécifique

- Point critique : plvt obligatoire  72 h≤
- Délai de résultat : 1J min/ 4J max
- Apport : dépistage d’IgG fixés sur plaq (+ou-); si + recherche 

d’AutoAb par MAIPA direct
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Méthode spécifique : ELISA

- Méthode de référence: MAIPA
Monoclonal Antibody-specific Immobilization of Platelet Antigen

(1 kit commercial: ApDia)

- MACE
Modified Antigen Capture ELISA (kits commerciaux: GTI)

- MPHA
Mixed Passive Haemagglutination (kits commerciaux: Immucor, Sanquin)
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Identification d’Ab fixés sur les plaquettes
-Technique : MAIPA direct (technique in house)
-Points critiques : concentration plaquettaire trop faible fct° 
intensité de la thrombopénie
-Délai de résultat : 2J min/ 7J max
-Apport : identification de la nature des AutoAb fixés sur plaq (  ≠
gpIaIIa,  gpIIbIIIa,  gpIbIX)≠ ≠
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Plaquettes du patient (auto-anticorps fixés)

Lyse

+ Ac monoclonal de souris
anti GP plaquettaire humaine

 MAIPA direct principe   
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Ac de chèvre anti Ac de souris

Ac de chèvre anti Ac humains (IgG), 
couplé à la peroxydase

Lysat plaquettaire 
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 Recherche et Identification d’Ab sériques
- Technique : MAIPA indirect (technique in house)
- Points critiques : 

- 2 étapes : dépistage et si + identification
- mee de certains alloAb difficiles comme  HPA-3a, HPA-3b,  HPA-2, ≠ ≠

 HPA-4,  HPA-15 d’où pas de ≠ ≠ Δ alloimmunisation maternofoetale 
possible même si TNN

- Délai de résultat :  4J min/ 15J max
- Apport : test spécifique d’identification des Ab sériques 

dirigés contre les systèmes les + fréquents HPA-1, HPA-3 et 
HPA-5
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Plaquettes de donneurs (30 millions) Sérum du patient (40µL)

Lyse

+
Ac monoclonal anti GP plaquettaire humaine

 MAIPA indirect principe
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Dépôt sur plaque identique 
au MAIPA Direct
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 Cas particuliers:

-Test autologue :
incubation du sérum du patient avec ses propres 
plaquettes (recherche d’auto-anticorps sériques)

Négatif en cas d’allo-immunisation
Positif en cas d’auto-immunité

-Test de Cross-Match:
incubation du sérum maternel avec les plaquettes 
paternelles (TNN)
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 Compétition entre l’anticorps monoclonal de souris et les anticorps 
humains

 Antigènes HPA-3a, -3b, -15a et -15b labiles: nécessité d’utiliser des 
plaquettes de donneurs fraichement préparées

 Cas des anticorps seulement détectables avec certains Mabs 
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DIFFICULTES TECHNIQUES POUR LA DETECTION 
ALLO-ANTICORPS (FAUX NEGATIFS)



  Les glycosylations portées par les GPIa, GPIX, GPIIb 
et GPIIIa sont semblables à celles des antigènes 
sanguins A et B

Rq : En cas d’immunisation maternelle anti A ou B: les 
anticorps maternels se fixeront sur les GP des plaquettes 
paternelles  Faux-positif MAIPA
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DIFFICULTES TECHNIQUES POUR 
LA DETECTION ALLO-ANTICORPS 

(FAUX POSITIFS) 
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 En conclusion : MAIPA technique très sensible et 
spécifique mais manuelle 

•Etape de lyse pouvant entrainer une perte de 
sensibilité pour les anticorps humains de faible affinité

• Problématique des faux-positifs et faux-négatifs

Méthodes alternatives: MACE, MPHA
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MPHA
Mixed Passive

Haemagglutination

Indicator red cell

Anti-human IgG

Human anti-platelet antibody

Donor platelet

Platelet-specific monoclonal antibody

MAIPA
Monoclonal Antibody-specific 

Immobilization of Platelet Antigens

Goat anti-mouse 
monoclonal antibody

Human anti-platelet antibody

Anti-human IgG - Peroxydase

Mouse 
MoAb

Platelet antigen

MACE
Modified Antigen Capture ELISA

Platelet antigen

Human anti-platelet antibody

Anti-human IgG – Phosphatase alkaline

Mouse 
MoAb
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 En conclusion :  CAT pour la 
recherche d’une autoimmunité anti-
plaquettaire
•Recherche et identification des auto-anticorps 
fixés et circulants: signification différente et parfois 
stade différent de l’évolution de la maladie

•Recherche nécessaire si PTAI atypique, lors des 
thrombopénies de la grossesse ou lors du 
diagnostic de thrombopénies foetales/néonatales
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 En conclusion :  CAT pour la 
recherche d’une alloimmunisation anti-
plaquettaire

•Mise en évidence de l’alloanticorps

•Détermination de l’antigène impliqué

•Typage plaquettaire
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Typage plaquettaire
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 Rappels:

•Phénotypage = étude des molécules 
exposées à la surface des plaquettes

•Génotypage = étude du polymorphisme 
génétique à l’origine de l’antigène
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Plaquettes à phénotyper
Sérum contenant des Ac de spécificité connue
(Ex: Ac anti HPA-1a)+

Lyse

+
Ac monoclonal anti GP 
plaquettaire humaine

Dépôt sur plaque identique 
au MAIPA sérique

PHENOTYPAGE PLAQUETTAIRE 
(MAIPA)
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 Etape d’extraction de l’ADN

Amplification de l’ADN par PCR 
(Polymerase Chain Reaction)

 Plusieurs méthodes : PCR-RFLP,PCR-SSP, 
PCR temps réel, Génotypage à haut débit (puces 
à ADN, microbilles,…)
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GENOTYPAGE PLAQUETTAIRE
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 Génotypage à haut débit
• Permet le génotypage simultané de plusieurs antigènes 

plaquettaires

• Puces à ADN

• Microbilles (Luminex)

• “Puces à billes” (Beadchip)

Rq : Avantage: gain de temps majeur / Inconvénient: coût élevé
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Puces à billes (« HPA BeadChip », BioArray Solutions, Immucor)

Image décodante

Lecture automatique des “puces à 
billes” par capture d’images 
(microscope à fluorescence)   

HPA-1a

HPA-1b
HPA-2a

HPA-2b
HPA-3a

Interprétation 
par 

superposition 
des 2 images

Image résultat

-PCR multiplexe (HPA-1 à -9, -11 et -15)
-génération des amplicons simple brin et marquage fluorescent
-hybridation sur les billes déposées en monocouche sur la lame
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 En conclusion : expérience du typage plaquettaire

- Phénotypage HPA-1a, -3a et -5b systématique, par MAIPA

- Génotypage à haut débit BioArray,

  complété par PCR-SSP ou PCR-RFLP en cas de difficultés 
(techniques maison)

-Cas particulier du diagnostic prénatal:

double génotypage foetal par 2 techniques différentes et par 2 
techniciens différents
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Mutation à l’origine d’une erreur de génotypage

34

GGGAAGTGGTAGGGCCTGCAGGAGGTAGAGAGTCGCCATAGCT
CTGATTGCTGGACTTCTCTTTGGGCTCCTGTCTTACAGGCCCT
GCCTCTGGGCTCACCTCGCTGTGACCTGAAGGAGAATCTGCTG
AAGGATAACTGTGCCCCAGAATCCATCGAGTTCCCAGTGAGTG
AGGCCCGAGTACTAGAGGACAGGCCCCTCAGCGACAAGGGCTC
TGGAGACAGCTCCCAGGTCACTCAAGTCAGTCCCCAGAGGATT
GCACTCCGGCTCCGGCCAGGTAGGGCTGGGACTCTTTGCGGGG
AGAGACCTGAAGCAGGTGGGCATAGAGCACAAGGTGGAGGTCT
GAGGAGGAAGTCTTGGGGAAGTAGCTCA

Exon 3 
GPIIIa

Antisense primer of PCR-SSPc.281+28G>A mutation

Sense primer ofPCR-SSPHPA-1a polymorphism

GGGAAGTGGTAGGGCCTGCAGGAGGTAGAGAGTCGCCATAGCT
CTGATTGCTGGACTTCTCTTTGGGCTCCTGTCTTACAGGCCCT
GCCTCTGGGCTCACCTCGCTGTGACCTGAAGGAGAATCTGCTG
AAGGATAACTGTGCCCCAGAATCCATCGAGTTCCCAGTGAGTG
AGGCCCGAGTACTAGAGGACAGGCCCCTCAGCGACAAGGGCTC
TGGAGACAGCTCCCAGGTCACTCAAGTCAGTCCCCAGAGGATT
GCACTCCGGCTCCGGCCAGGTAGGGCTGGGACTCTTTGCGGGG
AGAGACCTGAAGCAGGTGGGCATAGAGCACAAGGTGGAGGTCT
GAGGAGGAAGTCTTGGGGAAGTAGCTCA

Exon 3 
GPIIIa

Antisense primer of PCR-SSPc.281+28G>A mutation

Sense primer ofPCR-SSPHPA-1a polymorphism
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INTERET GENOTYPAGE-
PHENOTYPAGE PLAQUETTAIRE
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Thrombopathies constitutionnelles
mutation à l’origine d’une absence d’expression d’un 
complexe glycoprotéique

•Thrombasthénie de Glanzmann: Défaut 
d’agrégation plaquettaire par déficit total 
d’expression de GPIIbIIIa

- Génotypage: OK si mutation pas 
localisée à proximité immédiate du 
polymorphisme ni sous une amorce de PCR

- Phénotypage: absence d’expression
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INTERET GENOTYPAGE-
PHENOTYPAGE 
PLAQUETTAIRE
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CAT EN FONCTION DU 
CONTEXTE CLINIQUE
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Prélèvements Recherche d’anticorps Typage 
plaquettaire

Diagnostic 
d’auto-immunité

Du patient -AutoAc sériques (MAIPA avec 
plaquettes de donneurs)

-AutoAc fixés aux plaquettes du 
patient

-test autologue

Diagnostic d’allo-
immunisation  
post-
transfusionnelle

Du receveur
(et du donneur si 
possible)

-AlloAc sériques (MAIPA avec 
plaquettes de donneurs)

-du receveur
(et du donneur si 
possible)

Exploration d’une 
thrombopénie 
foetale ou 
néonatale

De la mère,
du père
et du nouveau-né -Auto et alloAc sériques (MAIPA 

avec plaquettes de donneurs ET 
cross-match sur plaquettes du 
père)

-AutoAc fixés aux plaquettes / 
mère
-test autologue / mère

-de la mère,
du père
et du nouveau-né

Attention aux auto-anticorps 
maternels à l’origine de TNN
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CAS PARTICULIER DE LA 
THROMBOPENIE 

NEONATALE



CAS CLINIQUE

 A la naissance, enfant ♀ présentant une 
thrombopénie sévère à 7 G/L pétéchies  et 
purpura 

 Suspicion d’alloimmunisation 
antiplaquettaire

 Demande de bilan de TNN
 Prise en charge thérapeutique : transfusion 
plaquettaire phénotypé et correction de la 
thrombopénie à 228 G/L
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CARACTERISTIQUES

 Correspond à la MHNN pour les plaquettes

 Alloimmunisation materno-fœtale contre 
les alloantigènes plaquettaires (HPA)

 Fréquence chez les Caucasiens 1/800 à 
1/1000 naissances
Affection transitoire et passive du Nné 
 Risque majeur = HIC avec séquelles 
neurologiques
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DECOUVERTE D’UNE 
THROMBOPENIE NEONATALE 

(TNN) 
 Enfant à terme, souvent le 1er né 

(contrairement à la MHNN) 
  Signes hémorragiques à la naissance ou 

très rapidement : pétéchies, purpura
  Plus rarement hémorragies viscérales, 

parfois HIC
  Ø signes cliniques et thrombopénie isolée
  attention : PTAI et alloimmunisation
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PURPURA
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HIC
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HIC
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 ALLOANTICORPS LES PLUS SOUVENT 
EN CAUSE DANS LES TNN

Chez les Caucasiens

 Fréquence des Ab : HPA-1a >  HPA-5b >  
HPA-3a

  Anti HPA-1a et Anti HPA-3a : 
thrombopénie très sévère, NP <50 G/L

 Anti HPA-5b : thrombopénie moins sévère
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 ALLOANTICORPS LES PLUS SOUVENT 
EN CAUSE DANS LES TNN

Chez les Asiatiques

 Fréquence des Ab : HPA-4b >  HPA-5b 

 Anti HPA-6b et Anti HPA-4b : thrombopénie 
sévère 
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 ALLOANTICORPS LES PLUS SOUVENT 
EN CAUSE DANS LES HIC

 25,5% des cas HPA-1a, 24% HPA-3a, 
15% HPA-5b
10% de décès, 20% séquelles                   
                       neurologiques

 HIC : en cas ATCD récurrence estimée 
à 79%, sans ATCD survenue estimée à 
7%
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IMPORTANCE DU DIAGNOSTIC CLINIQUE

Pour la prise en charge de l’enfant au niveau 
thérapeutique
 Pour la prise en charge de la mère pour les 
grossesses ultérieures
 Eventuellement prise en charge des sœurs 
de femmes à risque en âge de procréer
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DIAGNOSTIC BIOLOGIQUE D’UNE TNN

 MAIPA Direct sur plaquettes maternelles: 
recherche d’autoAb fixés sur les plaquettes (Cas: 
MAIPA direct négatif)

MAIPA Indirect sur sérum maternel : 
recherche d’autoAb ou alloanticorps circulants 
(Cas: MAIPA indirect antiHPA-1a)

Cross Match entre sérum maternel et 
plaquettes du père (Cas: CM positif)

Génotypage plaquettaire 
mère/père/Nné
      (Cas: mère HPA-1b/b; père HPA-1a/a; Nné HPA-1a/b )
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Repose sur la mise en évidence de l’Ab 
sérique chez la mère
+ de l’Ag correspondant chez l’enfant  
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DIAGNOSTIC ALLOIMMUNISATION 
MATERNOFOETALE
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Place du  conseil génétique et du DPN dans le 
cas père hétérozygote et mère homozygote

Réduction des gestes invasifs
Surveillance échographique renforcée
Quantification des anticorps maternels anti- 

HPA1a
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PRISE EN CHARGE PRENATALE 
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 Quantification des alloAb  HPA-1a≠
- Technique : MAIPA indirect
- Points critiques : 

- nécessité de connaitre le terme pour calcul du titre
- Interférence avec autoAb
- remplissage du document de suivi de la concentration en allo-Ab  ≠

HPA-1a
- réalisation de la quanti 1fois/3sem malgré la mise en route des 

IVIg hebdomadaires

- Délai de résultat : 2J min/ 15J max (le +svt en accord avec 
cliniciens)  

- Apport : méthode développée pour évaluer la relation entre titre  ≠
HPA-1a / profondeur de la TNN et HIC + caractère prédictif de 
l’efficacité thérapeutique            suivi de cohorte en cours
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 Maternité prenant en charge les 
grossesses à risque (type III)
Objectifs du traitement maternel : absence 
de complications fœtales sévères + NP 
fœtus/ Nné> 50 G/L 
Traitement maternel par IgIV+corticoïdes

53

PRISE EN CHARGE DES GROSSESSES A 
RISQUE
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CONCLUSION

 Immunologie plaquettaire passionnante et 
en constante évolution
Découverte de nouveaux systèmes HPA : 
rôle du laboratoire de référence de l’INTS 
 Implication de l’Immunologie 
plaquettaire dans différents champs: 
autoimmunité, alloimmunisation 
maternofoetale/posttransfusionelle,état réfractaire, 
thrombopénies induites par les médicaments (TIH….) 
et thrombopathies héréditaires constitutionnelles
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