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HLA matchade trombocyter

Vad kommer vi att ta upp idag...?

Varfor behover vi speciella” trombocyter?
Vilken roll spelar HLA?

Vilka riktlinjer finns det?

Hur gor vi praktiskt?
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HLA matchade trombocyter

Varfor behover vi speciella’ trombocyter?
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Trombocytopeni

e Trombocytvirde under 150 — 350 x 10°/L (= normal omrade)
« Spontana blodningar upptriader oftast forst vid TPK < 20-30 x 10%/L
 Livshotande blodningar ses huvudsakligen vid TPK < 5 x 10°/L

Oberoende av orsak ger svar trombocytopeni karakteristiska blodningar i
* hud (petekier, hematom)

* slemhinnor (mun, nédsa, tarm, urinvagar och uterus).
Blodningar 1 CNS, leder och muskler 4r ovanligt forekommande.
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Standard trombocyt enhet UAS

Trombocyter, leukocytreducerade och bestralade/patogenreducerade
En transfusionsdos trombocyter bor hoja trombocytvardet med minst 10 x
10°/L vid prov taget 1 timme efter transfusionens slut.

En transfusionsdos trombocyter framstills fran flera blodtappningar (" buffy
coat”) alternativt fran en aferes.

Innehall per enhet Trombocyter Enhet
Volym
(anges pé etikett) 200 +/- 35
300 +/- 25
100 +/- 20 mL
Trombocyter 300 +/- 30 x10%/L
Leukocyter <1 x10°/L
Plasma <40 mL
Additiv-16sning ca 65 % @
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Hur definiera vi att en patient ar trombocyt refraktar?
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Det finns olika sett beskrivna att rakna pa

HLA alloimmunization in platelet transfusion K. Pavenski et al.

Table 1 Definitions of platelet refractoriness

Measure of transfusion outcome Formula Values suggestive of refractoriness
Absolute count increment (ACI) (post-transfusion platelet count)-(pre-transfusion At 60 min, ACI <5/l per unit of whole blood
platelet count) derived platelets
Corrected count increment (CCl) (ACI x BSA)/(number of platelets transfused) At 10-60 min, CCI <7500/ul
AT 18-24 h, CCI <5000/ul
Percent platelet recovery (PPR) (100%) (ACI x TBV)/(number of platelets transfused) At 60 min, PPR <20%

At 16 h, PPR <10%

BSA, body surface area; TBV, total blood volume.

Effective Dose:

(desired PLT count increment per pl)
X (body surface area in square meters)

ED(X10") = ,
X : expected corrected count increment
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Anledningar att man inte svara pa trombocyttransfusion

Platelet Refractoriness

Immune factors (<20%) Non-immune factors (> 80%)

Alloimmune Alloimmune 1o Alloimmune

~ Autoimmune Sepsis, fever, disseminated
to HPA (10- HLA Class | to both HLA ki) rasatculir Aokl
— — WRUSTICR splenomegaly, active bleeding,
drugs, etc.
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Human Leukocyte Antigen (HLA)

Del av Major Histocompatibility complex (MHC)

Generna ligger pa korta armen av Chromosom 6 med Over 200 gener.
Mer an 40 av de koderar fOr leukocyt antigener

Polymorph region

Central roll i olika immunologiska funktioner
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Chromsome 6

Tel Long arm Cen Short arm Tel
__________ —_—
_____________ HLA reglon SR
_______________ 6p21.1-21.3 S
r~— 1
Class Il Class Il Class |
I I Il |
DP DM DQ DR B C E AGF
....... I
I Exon |
1 2 3 4 5 6 7 8 Poly A
MHC-I HE— —{ HII HH P 3
HLA-A u I I
73 270 276 276 117 3346 2

A*01:01:01:01 tcccgtcaga-ccceccecaagacacatatgacccaccaceccatetetgaccatgaggee
A*01:04N tcecgteagaccecccccaagacacatatgacccaccaceccatetetgaccatgaggee

Fdkdkkkkkhkk ddkkkkkdkkkhkkkkkkkkhkkhkh ke ko khkkkkkhkkhkkkkhd

B*070201 TGGAGGGCGAGTGCGTGGAG
B’0724  TGGAGGGCCTGTGCGTGGAG g Unresolvable
B*3503 TGGAGGGCCT GTGCGTGGAG ambiguous
B*3533 TGGAGGGCGAGTGCGTGGAG allels pairs

World population 5,182 classical HLA 45,252 distinct A-B-C
7.132 billion class | (A,B,C) alleles | haplotypes catalogued
L in the US population of
‘ registered bone marrow
1,610 observed HLA | donors
class | alleles
HLA-A 505
HLA-B 703 @
HLA-C 402
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Utveckling inom MHC klass | och klass 1l aller

00000
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mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm
mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

HLA Class |
Gene A B C E F G
Alleles 3,830 4,647 3,382 25 22 53
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Vilka celler uttrycker HLA?

Tissue MHC class I MHC class 11
T cells +++ +/-
B cells +++ +++
Macrophages +++ ++
Other APC +++ +++
Thymus epithelium + +++
Neutrophils +++ i
Hepatocytes + i,
Kidney + _
Trombocyter + _
Erythrocytes - _

i

AKADEMISKA
SJUKHUSET




13

Immunisering av patienter

Det finns risk fOr att man blir immuniserad genom
* Transplantation
e Graviditet

 Transfusion
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Trombocyter

1 enhet trombocyter innehaller bl. a.

Trombocyter 300  +/- 30 x10°/L
Leukocyter <1 x10%/L

dvs dven en del HLA molekyler
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Trombocyt MHC klass I molekyler

Direct Indirect
Allorecognition Allorecognition

Dono
APC

Recipient CD4+
T cell

Recipient B

cell Recipient CD4+ Recipient B
T cell cell

i

Tissue Antigens, 2012, 79, 237-245 AKADEMISKA
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A multicenter randomized controlled trial to reduce alloommunization

against platelets (the TRAP study)

Table 2 Summary of results of the TRAP)

Leukoreduced
Leukoreduced
single-donor
apheresis
platelets

random

platelets

Controls:
untreated
pooled
random donor
platelets
Number of 131
patients
Alloimmunization 45%
Refractoriness 16 %
Alloimmunization 13%
and

refractoriness

18% (P < 0.001)* 17% (P < 0.001)*
7% (P = 0.03)*
3% (P = 0.004)*

8% (P = 0.06)*
4% (P = 0.01)*

Adapted from reference 40.

*as compared to control group.

dvs leukocytreduction har effekt

Tissue Antigens, 2012, 79, 237-245
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HLA antikroppsundersokning

« QOlika tekniker finns:
«  Serologi (mot dagens typning)

enkelt och snabb svar dock ingen specifitet samt begransningen ar antalet prover man
har just for tillfalle

Flodescytometri
« Solid phase’

dock anvander vi oftast “solid phase” tekniken (Luminex).

« Resultatet visas i % PRA (= Panel reactive antibody) och specifitet
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Solid phase teknik
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Trombocyter och HLA

Lite bakgrundsfakta

» HLAAZ2 fdrekommer i ca. 58% av givarna
» HLAB 44 forekommer i ca. 21% av givarna

Daremot

» HLAA23 forekommer i ca. 2% av givarna
» HLAB 13 forekommer i ca. 4% av givarna

Detta understryker den centrala betydelsen av
patientens vavnads typ resp. patientens HLA antikroppar
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Svar fran klinisk immunologi

Screentest - PRA

LID/Datum Hamn Metod T-celleriKlass | B-celler/Klass Il
UA-2017-TP-146 Flodescytom etri positiv 25% negativ
2017-01-16

Bicbanksval for LID: UA-2017-TP-146 Patienten samiycker til alt provet sparas.

Med flode pavisas HLA antikroppar mot
A 2526
B&

Fér undersokning ansvarar

Taorsten Eich
Lakare

20
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Riktlinjer

Hanteras oftast lokalt (lokal
blodcentralsverksamhet)

Nerskrivna riktlinjer finns | andra lander
som t.ex. England som har en nationell

organisation
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Hur gor vi praktiskt?
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sida 1(1)

Akademizka laboretoniet, Klinisk immunabegi och transfusionsmadicin ID: AL16556-1 Giltigt frén:  2017-01-04

Bestillningssedel for HLA-matchade trombocyter

Formular till: 11637

Bestallningssedel

akapemiska TOr HLA-matchade trombocyter

SIUKHUSET

Patient namn & personnummer:

Diagnos:
Immuniserad: ja nej (om denna information saknas, vanligen

sand ett prov fir analys av HLA antikroppar och HLA typning till Celluldr immuneologi,
Klinisk immunologi, UAS)

Inkrementvirde efter 1 timme pé de tvd senaste trombocyttransfusion-
erna:

1. Fire transfusion: ®10%/1 Efter transfusion: . x10%/1
2. Fdére transfusion: x10%f1 Efter transfusion:.. . x10%/1

Antal doser/tillfalle (1-2) _ VUXEN barn

Onskat leveransdatum:

Man [ Tis | Ons | Tors | Fre | Lar | Sén
Fartsatt planering:
Antal en-
heter
Bestallande avdelning/mottagning & telnr: Sign
Transportsatt: Qrdinarie Dmgéende
Bestaliningssedel ifylld och faxad frén blodcentral Sian

Kontaktuppgifter till mottagande blodcentral, telnr:

Dagens datum:

Denna blankett ska faxas till: 018 - 617 13 29

AnviEnd forsittsblad som vi sedan faxar &ter som bekriftelse pé’l att bestdllningen ga°tt
fram.

Denna bestadliningssedel ska anvandas vid bestallning, andring och avbestallning av HLA-
matchade trombocyter. Den ska vara ifylld och signerad fran avdelning/mottagning och
blodcentral. Blodcentralen faxar sedan denna bestallningssedel till patientverksamheten
paa Alkademiska sjukhuset | Uppsala och ska vara oss tillhanda senast fre dagar infér
bestallning, dndring och avbestallning.

i
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Klinisk immunologi

Akademiska sjukhuset, 751 85 Uppsala
Tel. 018-611 41 80, Fax 018-50 78 66, Rérpost EH26

Rudbecklaboratoriet C11

log

o]
=
S
E
=
T
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150115180

<
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Labnummer

Remitterande avdelning

SMITTRISK-
ETIKETT

Personnummer och namn

OPatient 0 Anhdrig fill:
Relation: [0Syskon [CForalder [Make/maka
O Ovrigt:

Provtagning
datum ki

Debiteras

SAMTYCKE

Inskickandet av denna remiss bekraftar att patienten

(alt vardnadshavare/narstaende) har fatt information om

- och samtycker till - att provet och tillhérande personuppgifter
sparas for vard och behandling och darmed forenlig verksamhet.

Remitterande lakare

Diagnos/fragestalining - obligatorisk

[ Nej, patienten samtycker inte till att provet sparas for vard
och behandling och darmed férenlig verksamhet.
Nej-talong bifogas.

[ Patienten ar vid tillfallet oformagen att lamna samtycke

Identitetskontroll utford

Provtagarens namn

VAVNADSTYPNING

0O * HLA-typning infor organtransplantation

Klass I+ Klass I+ antikroppsundersdkning + ev.

1ACD ror
HLA korstest 2 EDTA ror
1 serumrdr utan tillsats (endast patient)

0O * HLA-typning infor stamcellstransplantation

Klass I+ Klass I+ antikroppsundersékning + ev. HLA korstest 2 EDTA ror

1ACD ror

1 serumror utan fillsats (endast patient)

* Antikroppar mot HLA-antigen

1 serumror utan tillsats

* HLA-korstest 1ACD ror [m} HLAAB,C (klass I) 1 ACD ror
1 EDTA rér
1 serumrér utan tillsats (endast patient) | O HLADR,DQ,DP (klass Il) 1 EDTAror
0O MLC (mixed lymphocyte culture) 3 heparinrér .
[m} Ovrigt
endast efter Gverenskommelse
HLA B27 1ACD rar
Cellmedierad immunrespons 1 heparinror
PHA stimulerade CD4 T-celler
(ImmuKnow®)
Analyseras 1gang/vecka, kontakta lab 018- 611 41 83
* Analyser dar samtycke behdvs
1 EDTAr6r

Provet sandes snarast till Cellular immunologi/
Stamcellslab. Tel. 018-611 41 83_ Rérpost EH 26

FLODESCYTOMETRI
KVANTIFIERING AV CELLER
[0 cD34 O
[0 cCD3/CD4/CD8 |
O cD19/CD16 + CD56 O

CD20
CD55/CD59 (PNH-diagnostik)

Ovrigt

Mer information se: www akademiska.se/kitm

Artnr 43344 SJ78 Version5 090217

LANDSTINGET I UPPSALA LAN
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Ett exempel

Kvinna, 58 ar

Myelofibros

Planeras for allogen stamcellstransplantation
Obeslaktad donator

Stamcellskalla: benmarg

Tid till take: ca 20 dagar (genomsnitt)

Aktuell: petechier och latt blodande fran nasan
Behov: ca 1 enhet om dagen

=
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Ett exempel

CREG-0U
[Findag | sortag [ Exd.ag | @ ow Cowa g Use Default
Quantiplex: 170118 QP_D8100 Treatment: EDTA e @) 5o
1200 =
xs‘ X8
1000
Eajs B B | —
600
400
200
0 F R L LR LR SR E R R T T e T T =) T = T T o o T o s T T
B3I IRRYBIRRS " 35 % "BRREEBYIHE =R E g5 8 e B R =R sl o
Al ww . os T o .
B 001 1 A2 o BW, SR, &, AR dWLAL IR SAL D, BWLW, &, 2 B RAOD, W s B s g B B LR RS, WGy, B, &, e,
E felat fmsi = n2=2488rdz3Ru Ngep 2 g 238284 g 38 3 =i BEZL&EL 33 = £ =3 {m}
B e e o o e (T S, S S S G S L - T S - - S T T S S WEGN G  d w Bw b b EBGd B W w
e e e e
1C(10) 1C(19) 1C 2c 5C 7c 8C 12C Bw4 | Bwé
e B R D R EEEBBBEBBEEEEEBBEEEEEEEE%EEEEEEEEEESEEEEEgE3@@3333%888838333??338 {%g
BIEIEEEE|IS|E|E |2 ENE g |2 322 |2 slglgEizEEEEIEIEIEEREEEE S EEEEEEE sZ2EElzEElEI2IZIZEIZIZIEIZIgIEIE|E1212 (2
= = = |8 = (= ccclcfcgclcliclefclciclciclefcRcleNeleSclclalclcl - clclclcBcHclclicl clcliclclcleliclcliclcllclclcRc]
Statistiece =~ Tail Analysis Results Epitope Analysis Results Final Assignment E T
02) € 135,34
11,53 Spec. TP FP N FN R %Inc... Spec. >= X6 < X6 Mean(Raw) spec.
532,12 126 1 5 o1 0 0,4 100 B8 1 0 1274 T
n2s 1 5 o1 0 0,4 100 > || B26 1 o 1072 > -
oL1 Corzens A28
e 120,02 | 293 1 5 a1 o 0,4 100 - || 225 & o 1051 ol 225
X4 420,02 220,02 || B8 1 5 91 0 0,4 100 B46 1 0 640
X6 420,02 220,02 || B46 1 5 91 0 0,4 100 243 1 o 598
X8 973,17 378,17 || ngg 1 0 ag il 0,7 50 66 1 1 501
ResultType: Default
Excluded Antigen
2 O usercuroff | DonorpRa | 25,2 % (250) Other Assignment | | [ |
Comments/ (@l
Formla Baseine - et “[Cow NC Raw Value 4 [CMoreTed gy pata ‘ P—— ” P— ‘
Unacceptable | | Acceptable || Combine
Antigen Antigen

Lindrig immuniserad patient infor HSCT med URD AKADEMISKA

SJUKHUSET
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Svar fran klinisk immunologi

Screentest - PRA

LID/Datum Hamn Metod T-celleriKlass | B-celler/Klass Il
UA-2017-TP-146 Flodescytom etri positiv 25% negativ
2017-01-16

Bicbanksval for LID: UA-2017-TP-146 Patienten samiycker til alt provet sparas.

Med flode pavisas HLA antikroppar mot
A 2526
B&

Fér undersokning ansvarar

Taorsten Eich
Lakare

27
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Ett exempel

=) [Andag [ sortag [ Exc.ag|Eew Cona R e [ -] Use Default | Overlay |
Quantiplex: 170228 Quantiplex 003_ID6135 Treatment: EDTA. ey @) se
25000, : i Hij A
xs X6 xa
pleS X R X R R R RN R R RAEEEE =
feys BRE R R R EYREESEEEEEEEEEEEEEEREREYEEEE -
10000 PR R BRSO B - B e
sl BRI R (R R R R ARER R R R RCRER R RERERIRE R RARCR R R R R R R R R R R RERE R RRRERCRC R A RARARER R RBECR R R R RCRCR RO RREREE
0 T T AT A e
2B R RREE=ZBIIIRRBRS "8B8 IR IR "R B E RIS AE RSB AR 8BNS E € 5 ¥R ¥ 25 &5 8 "8 N3 FEBE BN ¥ EEEBRRERE2=-2°p@9 >
A M Qe w o = £ e -2% e 2 w o W@ W MR e
B o o) el S i 52888 B Sis G 2% e malie BESs £ G (o 985 9
Bl oot oo 0 o MG GO: BB ARN DA AR R o == e i S FOFEe Pl P - =
B R B e e A BE B S S e e e R ST W el g G S e e BT o e e o
[ 1cro 1C(19) 1c | =2¢ 8C Bwd | Bwé
EcEEEREEEEEEEE R EEER|E g 5 EZ g Ifee
B E a= g= E E PEEEEE
Statistica Tail Analysis Results Epitope Analysis Results Final Assignmen! T
BC: (002) € 032,77
Sy s Spec. TB FBP TN FN R tInc... 2 Spec. >= X6 < X6 Mean(Raw) Gt B
BC/NC: 50,35 B51 2 TE i9 4] 0,07 100 1 o 23115 a1
Aoy a11 2 78 19 Q 0,07 100 1 ] 22805 o
Cotofe  OLI Corrent
xz 487,51 237,51 a68 2 76 19 0 0,07 100 1 o 22688 a11
X4 as7.s1  as7.s1 | A34 2 76 13 o 0,07 100 1 0 22668 R
Xe 1650,98 1650,98 B44 2 TE i9 4] 0,07 100 1 o 22586 azs
Xa 3053,63 3053,69 | GiEs 2 76 19 0 0,07 100 1 o 22463 it
ResultType: Defaul: = z
&i‘;u‘:edm;ntfq;’ = 166 2 76 19 o 0,07 100 - 1 0 22378 - Remove ‘ Assign -ve |
“ [ User Cutaff \ Donor PRA \ 100 % (250) Other Assignment | [ |
Comments, g
Formula |Baseline - - [ More Test
[ C | % ‘ = Raw Data | save>>
Unacceptable | ‘ Acceptable ‘ Combine
Ant Antigen
HLA-antikroppar
- = = = .. - o - .
LIDMr Prowdatum T-celler % B-celler % T-cellerDTT % B-celler DTT % Flode klazz | % Flode klazz [l & Specificitet

U4-2017-TP-528
U&-2017-TP-1456
U4-2016-TP-3077

20 7-02-25
2M 70116
2016-09-29

100
25
25

EU
1]
a

Massiv immuniserad patient efter HCST med URD

B
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Svar fran klinisk immunologi

Screentest - PRA

LID/Datum Namn Metod T-celler/Klass | B-celler/Klass Il
UA-2017-TP-B828 [ Flédescytometri positiv 100%

2017-02-25

Biobanksval fér LID: UA-2017-TP-828 Patienten samtycker till aff provef sparas.

HLA antikroppsundersokning infor ev. sokning for HLA matchad trombocytgivare
HLA antikroppsscreening klass I: positiv. HLA antikroppar pavisade.

Specifitet:

A 1,3,11,2403,25,26,29,30,31,32,33,34,36,43,66,68,69,74,80,

B 7,8,18,2708,35,37,38,39,41,42,44,45,46,48,49,50,51,52,53,54,55,56,59,60,61,62,64,65,67,71,72,73,75,76,77,78,81,82,
Cw 1,7,8,9,10,12,14,16

Bedomning: Ovanstaende patient har HLA antikroppar mot klass [ som kan vara en bidragande orsak till
trombocytopeni. [ en forsta s6kning hittade vi inga méjliga trombocytgivare 1 Uppsala pga patientens massiva
immunisering. Sokning ar utvidgad till 6vriga landet och jourhavande lakare KITM aterkommer med utfallet. Om det
finns mojliga givare behover bestillningsedel for HLA matchade trombocyter skickas till blodcentralens
patientverksamhet (tel.: 13928). Vinligen ta kontakt med blodcentralen vid ev. behov.
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Ett exempel

B--Trombocyter

B--Trombocyter

 HLA ak undersokning

_ITd T take
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HLA typade givare 1 Uppsala

For niarvarande har vi ca 350 HLA typade givare 1 Uppsala
Varav den storre delen ar >50 ar
Vi fortsétter att utoka var pool av HLA typade givare

Sannolikt skulle vi behover upp mot ca. 1000 HLA typade givare

=
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Sammanfattning

HL A matchade trombocyter dr ingen standard produkt pa lager
Kan ta lang tid
* Ev. tidig kontakt 1 forebyggande syfte
Resurskriavande
Involverar manga personer, lokalt och ev. i hela landet
Joint venture mellan transfusionsmedicin och klinisk immunologi
Kostnad (dubblerad)
Vi behover blodgivare/trombocytgivare som stéller upp
Kriver uppfoljning av patienten

e Viktig att komma ihag att det kan finnas trombocytantikroppar

=
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Bra och direkt kommunikation ar underlattande
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Tack!
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Percent Platelet Recovery (PPR)

(platelet increment per pL.)
X (weight in kg)
X (blood volume as 75 mL/kg)
X 100 (for percent)

PPR =
(platelet count of transfused

product per uL)
X (volume of product in mL)

Herman J: Platelet transfusion therapy, in Mintz PD (ed): Transfusion Therapy:
Clinical Principles and Practice. Bethesda, MD, AABB Press, 1999, pp 65-79

34
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Corrected Count Increment

(Platelet increment per pl.)
X (body surface area in square meters)

CCI =
Number of platelets transfused (X 10'")

Herman J: Platelet transfusion therapy, in Mintz PD (ed): Transfusion Therapy: %
Clinical Principles and Practice. Bethesda, MD, AABB Press, 1999, pp 65-79 AKADEMISKA
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Effective Dose

(desired PLT count increment per plL)
X (body surface area in square meters)

ED(X10") = ,
o ) expected corrected count increment

Herman J: Platelet transfusion therapy, in Mintz PD (ed): Transfusion Therapy: %
Clinical Principles and Practice. Bethesda, MD, AABB Press, 1999, pp 65-79 AKADEMISKA
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