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Normozytäre Anämien (Hb < 8g/dl) 
oft
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Patient 14 Monate

1. Kind; unauff. FA und Geburtsanamnese, normale 
Entwicklung, bisher keine ernsthaften Erkrankungen

Stationäre Aufnahme wegen auffallender Blässe bei seit 3 
Wochen bestehenden afebrilen Infekt der oberen 
Atemwege

KL: 75,5 cm (10-25%), KG: 8,7 kg (3-10%), Haut: blass, Cor: 
HA rhythmisch, 1/6 Systolikum, HF 126/min, Pulmo: VA 
bds., 100% O2-sättigung, Abdomen: H/L n.p.; 
Lymphknoten: vereinzelt erbsengroße Lymphknoten 
zervikal; übriger interner Status o.B.



BEFUNDE

Leukozyten 10.79 G/l 5.00-17.50
Erythrozyten 1.76 T/l 3.50-5.50
Hämoglobin 5.8 g/dl 11.1-14.3
Hämatokrit 17 % 32-43
MCV (mittl.Zellvolumen) 97 fl 73-101
MCH (mittl.Zell-Hb) 33 pg 25-35
MCHC (mittl.Zell-Hb-Konz.) 34 g/dl 26-34
Erythrozytenverteilungsbreite 19.7 % 11.5-14.5
Retikulozyten 4 %o 2-28
Thrombozyten 343 G/l 150-450
MPV (mittleres Plättchenvol.) 8 fl 7-11
Coombstest direkt negativ

Haptoglobin 66mg/dl 30-200

Kreatinin 0.24 mg/dl 0.10-0.40
Harnsäure 4.2 mg/dl 0.0-6.0
Bilirubin gesamt 0.3 mg/dl 0.2-1.5
LDH 346 U/l 120-300
Ferritin 59µg/l 7-150





 1976 durch Alter et al. definiert als
- Moderate to severe macrocytic anemia
- Reticulocytopenia
- Normal bone marrow cellularity with a paucity of

erythroid precursors
- Age less than 1 year

Blackfan Diamond Anämie (DBA)



Genetic analysis: Hematology gene panel screen
GENE CHR NAME POS SNP ID R A IMPACT AA Transcript ID MAF READS

RPS29 14 RIBOSOMAL 
PROTEIN S29 50052691 . C T MISSENSE A47T ENST00000396020 NA 392

There was no homozygous variant identified. 
The table lists a heterozygous variant which is likely causative for the phenotype.

LEGEND
GENE gene name R base in reference genome ID Transcript ID
CHR chromosome A alternative base in sample MAF minor allele frequency

POS chromosomal position (bases) IMPACT consequence of variant READS number of sequencing reads covering the variant

SNP ID rs number AA change on amino acid level NA not annotated

Predictions of variant impact
Polyphen-2: probably damaging
CADD Score: deleterious
SIFT: 35

References
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/

http://sift.jcvi.org/
http://cadd.gs.washington.edu/

Diamond-Blackfan anemia is a rare inherited bone marrow failure syndrome (IBMFS). It is characterized by red blood cell (RBC) aplasia and
variable congenital anomalies. DBA classically presents with severe anemia in the first year of life and may include craniofacial anomalies
such as flat nasal bridge, high arched or cleft palate, and short stature. There is a high incidence of cancer in DBA patients, with particularly
high risks of leukemia, myelodysplastic syndrome, colon adenocarcinoma, and osteosarcoma. DBA is inherited in an autosomal dominant
manner, although disease penetrance is often incomplete and expressivity may be variable, leading to clinical heterogeneity within families.
DBA is considered a ribosomopathy, a disorder caused by impaired ribosome biogenesis and function, because the majority of DBA patients
have a germ-line heterozygous mutation or deletion in a ribosomal protein (RP) gene



 Benigne selbstlimitierende Erkrankung (~1 Monat)
 1978-2008 ‚Sick Children‘ (Toronto), N=36
 Medianes Alter bei Diagnose 19 Monate (3 – 50)
 Werte bei Dx (median), Hb 4.4g/dl, MCV 79fl

Transitorische Erytroblastopenie des 
Kindesalters (TEC)
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Patientin 15 Monate

1. Kind in SSW 39+1 SL, GG: 3000 g, Länge: 49 cm, KU: 34  
cm, Apgar: 9-10-10, postpartal bei Anämie EK erhalten, 
V.a. Meningitis Zovirax und Claforan, bis 02/103 
Neorecormontherpaie + Fe + Folsäure

Bekannte Thrombopenie seit Geburt >90 G/l keine 
Blutungsneigung. Seit 2. Lebensmonat bei Pflegeeltern.

Aufnahme bei Infekt und auffallender Blässe



HÄMATOLOGISCHE BEFUNDE

Leukozyten 9.82 G/l 5.00-17.50
Erythrozyten 1.77 T/l 3.50-5.50
Hämoglobin 5.7 g/dl 11.1-14.3
Hämatokrit 17% 32-43
MCV (mittl.Zellvolumen) 94fl 73-101
MCH (mittl.Zell-Hb) 32pg 25-35
MCHC (mittl.Zell-Hb-Konz.) 34g/dl 26-34
Erythrozytenverteilungsbreite 1 9. 8 % 11.5-14.5
Retikulozyten 11 %o 2-28
Thrombozyten 97 G/l 150-450
MPV (mittleres Plättchenvol.) 10 fl 7-11

CHEMISCHE BEFUNDE
Harnsäure 2.8 mg/dl 0.0-6.0
Bilirubin gesamt 0.9 mg/dl 0.2-1.5
GOT (ASAT) 23U/l 0-56
GPT (ALAT) 11 U/l 0-39
Gamma-GT 8 U/l 0-20
LDH 320 U/l 120-300





Paroxysmale nächtliche Hämoglobinurie

Partieller Defekt von 
Phosphoinositol (PI) 

verankerten Molekülen (GPI): 
CD55 + CD59 sind Komplement 

regulatorische Proteine



PNH Therapie





Hämoglobin

Thrombozyten

LDH



Patientin 7a 
Frühgeburt SSW 35+4. Postpartal bei V.a. peripartale 

Sepsis Thrombopenie des Neugeborenen (Thrombozyten 
102.000) Coombs Test und AK – Suchtest negativ.

Thrombozytenwerte 70-100.000, bei Infekten Abfall bis 
40.000 Thrombozyten – chronische ITP

Bis auf eine Pneumonie im 8. Lebensmonat immer ‚gesund‘.
Anamnestisch keine schweren Infekte oder 

Blutungszeichen.

Zuletzt einmalig Epistaxis bei 27.000 Thrombozyten, 
anschließend Nadir von 19.000 Thrombozyten. 

Wechselnde Panzytopenie (geringe Anämie und Leukopenie)



HÄMATOLOGISCHE BEFUNDE

Leukozyten 3. 1 6 G/l 4.50-13.00
Erythrozyten 3. 56 T/l 4.00-5.20
Hämoglobin 1 0. 8 g/dl 12.0-16.0
Hämatokrit 34% 33-45
MCV (mittl.Zellvolumen) 94fl 78-96
MCH (mittl.Zell-Hb) 30pg 25-35
MCHC (mittl.Zell-Hb-Konz.) 32g/dl 30-37
Erythrozytenverteilungsbreite 21 . 1 % 11.5-14.5
Retikulozyten 25%o 2-28
Thrombozyten 23G/l 150-450
MPV (mittleres Plättchenvol.) 11 fl 7-11 fl
Stabförmige Neutrophile 0.03 abs./G/l 0.00-0.68
Neutrophile 1.80 abs./G/l 1.50-8.10
Lymphozyten 0. 92 abs./G/l 1.30-7.00
Monocyten 0.41 abs./G/l 0.15-1.40





Trisomie 8



Myelodysplastisches Syndrom / RAEB

Familial platelet disorder (FPD) with a 
predisposition to acute myeloid leukemia (AML) 

Refractory anemia with excess of blasts
15% Blasten im Knochenmark, Trisomie 8 (80%)

RUNX1-Deletion



Patientin 9 Jahre

Bisher keine ernsthaften Erkrankungen. Seit einer Woche 
Epistaxis bei Tonsillitis, Schmerzen im linken Arm –
zunehmende Blutungszeichen, V.a. ITP, 1x Ig Gabe

Guter Allgemeinzustand, < 100 Petechien, 5 kleine 
Hämatome bds. Unterschenkel, Schulter und Ellbogen 
links bewegungseingeschränkt und Schmerzen bei 
Bewegung, keine Ln Vergrößerungen, keine 
Organomegalien, neurologisch unauffällig



BEFUNDE

Leukozyten 12.01 G/l 4.50-13.00
Erythrozyten 2.15 T/l 4.00-5.20
Hämoglobin 6.3 g/dl 12.0-16.0
Hämatokrit 17 % 33-45
MCV 79fl 78-96
MCH 29pg 25-35
MCHC 37g/dl 30-37
RDW 15.4 % 11.5-14.5
Thrombozyten 19 G/l 150-450
MPV 8 fl 7-11

LDH 582 U/l 120-300 
Harnsäure 2.6 mg/dl 0.0-6.0
Kreatinin 0.33 mg/dl 0.20-0.70

Blasten 6.49 G/l
Metamyelocyten 0.24 G/l
Neutrophile 0.36 G/l 1.50-8.10
Lymphozyten 4.80 G/l 1.30-7.00
Monocyten 0.12 G/l 0.15-1.40



Akute myeloische Leukämie, FAB M3 (APL)
Auer pos., t (15;17), PML/RARa Rearrangement

ZNS-Befall







Mädchen 2a, Hb 5,6 mg/dl, normochrom-normozytär, 
Thrombo 90x103/µl, Leukos 7x103/µl, 40% Blasten



Differentialdiagnose

Pathologische Rotes Blutbild mit Fragmentozyten
Anamnese: blutige Gastroenterits, STEC-HUS



Hämolytisch urämisches Syndrom (HUS)
 Typisches HUS (STEC-HUS), Shiga-Toxin von entero-

hämorrh. E.coli -> 25% STEC-HUS -> 25% chron. 
Niereninsuff., 1-5% Mortalität

 Atypisches HUS (aHUS), chron. Rezidivierend, >50% end-
stage Nierenversagen, bis 25% Mortalität – gebessert seit 
Ezulicumab



Hämolytische Anämien

• Hämolyseparameter (indirektes Bili + LDH erhöht, 
Ahaptoglobinämie)

• Urinteststreifen: Hämoglobinurie – sofortige 
Klinikeinweisung



AIHA – Direkter Antiglobulin Test (DAT, Coombs Test) 

Jäger U, Lechner K. Autoimmune Hemolytic Anemia. Hematology-Basic Principles 
and Practice.; 6th Edition, 2013,  Hoffman R, Benz EJ, Silberstein LE, et al. 
editors, Elsevier



Patient

• 1a alter Knabe mäßiger AZ
• Anamnestisch seit 2 Tagen Fieber und 

zunehmender Ikterus, kein Auslandsaufenthalt, 
lebt seit 4 Monaten bei Pflegeeltern wegen 
schwerer Vernachlässigung

• klin. Status: Sklerenikterus, Tachykardie (Hf 
156/min), Af normal, O2 Stg. 100%, keine 
Organomegalie 



Bl
ut

bi
ld HÄMATOLOGISCHE BEFUNDE

Leukozyten 11.32G/l
Erythrozyten 1.56T/l
Hämoglobin 4.5 g/dl
Hämatokrit 12 %
MCV (mittl.Zellvolumen) 77 fl
MCH (mittl.Zell-Hb) 29 pg
MCHC (mittl.Zell-Hb-Konz.) 38 g/dl
Erythrozytenverteilungsbreite 15.3 %
Retikulozyten 44 %o
Thrombozyten 295 G/l
MPV (mittleres Plättchenvol.) 7 fl
Diff. BB: unauffällig
Normoblasten 3.0



Harnsäure 3.1mg/dl
Bilirubin gesamt 8. 8 mg/dl
Bilirubin direkt 0.55 mg/dl
Bilirubin indirekt 8. 25 mg/dl
GOT (ASAT) 44U/l
GPT (ALAT) 23U/l
Gamma-GT 6 U/l
LDH 407 U/l
Creatinkinase 206 U/l
Cholinesterase 7.6 kU/l
Alpha Amylase (Serum) 35U/l
Haptoglobin 2 mg/dl

Labor

Coombstest direkt  positiv

Direkter Coombstest: monospezifische Anti-IgG +++, Anti-IgG1 +++, Anti-
IgG3 -, Anti-IgA -, Anti-IgM -, Anti-C3c -, Anti-C3d –
Virologie: HSV, Hepatitis, HIV, VZV, CMV, Adeno, etc. NEGATIV 



Mikrosphärozyten

Geldrollenbildung

Diagnose: AIHA vom Wärmetyp



Blutgruppenserologie Rhesusprotokoll: AB positiv (D+), 
Erythrozyten Ak: Pan- und Autoagglutinin (indirekter Coombstest). 
Transfusionsempfehlung für Erythrozytenkonzentrate: Blutgruppe AB, 
Rhesus positiv (D+, K-) 
nach Durchführung der biologischen Vorprobe nach Oehlecker.
Direkter Coombstest (polyspezifisch): +++

Steroide 7-9/2011

+ Ig (4x) + Rituximab (9-
10/2011) (4x) + EK (4x)

Azathioprim 
9/2011 – 1/2012

H
äm

og
lo

bi
n 

g/
dl



Hb

Parvo

Verlauf: 2 Rezidive



Autoimmun hämolytische Anämie (AIHA)

Seltene Erkrankungen im Kindes- und Jugendalter

Inzidenz AIHAs: 0.2/Mill/Jahr (wahrscheinlich 10-
fach höher?)
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Autoimmunhämolytische Anämien



Empfohlene Untersuchungen bei AIHA

40



Autoimmunhämolytische Anämie (AIHA) und 
Riesenzellhepatitis

2 Monate altes Mächen, Hb 4g/dl, normochrom-
normozytär, DCT pos, IgG++++, Steroid, 6-MP, 

Rituximab, Blutaustausch

Hämoglobin

GPT



B-Zell Depletion durch 
Rituximab 

(Anti-CD20 Ak)



Patientin

• 4a altes Mädchen, dzt. 
unbeeinträchtigt

• Anamnestisch bei Fieber immer 
wieder ‚gelbe Skleren‘ – bei 
Vater die gleichen Zeichen 
(keine Diagnose bisher)

• klin. Status: Splenomegalie 4cm 
unterhalb des Rippenbogens



Bl
ut

bi
ld

Leukozyten 12.73 G/l 5.00-15.00
Erythrozyten 3.77 T/l 4.00-5.20
Hämoglobin 9.6 g/dl 11.1-14.3
Hämatokrit 27% 32-43
MCV 76fl 75-85
MCH 26pg 25-35
MCHC 36g/dl 30-37
RDW 25.0 % 11.5-14.5
Retikulozyten 92%o 2-28
Thrombozyten 642 G/l 150-450

Coombstest direkt negativ

Haptoglobin 0 mg/dl 30-200

CHEMISCHE BEFUNDE

Bilirubin total 2,1mg/dl 0.2-1,5
Bilirubin indirekt 1.69 mg/dl 0.00-0.75
LDH 335 U/l 120-300





Bestätigung der Diagnose

FACS-Analyse (EMA-Test)

Reduzierte Intensität der 
5-Eosin-Maleimid Färbung 
(5-EMA)

Patient    Kontrolle

Osmotische 
Resistenz

Reduzierte 
osmotische 
Resistenz in HS 
Zellen



Schweregrade der Sphärozytose



Membranopathien



Band 3 oder Solute carrier 4A1 (SLC4A1) oder 
Anionenaustauscher 1 (AE1)

Kidney – collecting duct

Hereditäre Sphärozytose

Distale renale tubuläre Azidose (dRTA)
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Band 3 null VIENNA



Enzymopathien

Kongenitale nicht-
sphärozytische 
hämolytische 

Anämien (CNSHA)



M Relling & WE Evans

Glucose 6-Phosphat 
Dehydrogenase Mangel
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L Kager  & WE Evans. Pharmacogenomics in Hematologial Disease. 
Hematology-Basic Principles and Practice. Eds. Hoffman et al. 7th 
Edition, 2016, Elsevier in press



• Häufigste Enzymopathie (> 400 Mill.)
• Subtropischer Gürtel/Malariagebiete
• X-linked, schwere Formen fast immer 

sporadisch, > 140 Mutationen in G6PD
• Neonataler Ikterus
• Hämolytische Krisen

Glucose 6-Phosphat Dehydrogenase Mangel





http://www.google.at/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwidh5qpmpbMAhWIbBoKHWhcA6UQjRwIBw&url=http%3A%2F%2Fwww-helix.stanford.edu%2Fprojects%2Findex.htm&bvm=bv.119745492,d.bGg&psig=AFQjCNE5e4JGHI6mwaAh-bhTWR7NQ3hc1A&ust=1461000813394527
http://www.google.at/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwidh5qpmpbMAhWIbBoKHWhcA6UQjRwIBw&url=http%3A%2F%2Fwww-helix.stanford.edu%2Fprojects%2Findex.htm&bvm=bv.119745492,d.bGg&psig=AFQjCNE5e4JGHI6mwaAh-bhTWR7NQ3hc1A&ust=1461000813394527


www.cemm.at

Lab Kaan Boztug

Targeted Sequencing: 
A successful strategy to identify genetic 
causes of hematological disorders
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Linking the phenotype: The role of genetics in disease
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Whole Genome 
Sequencing (WGS)

Exome Sequencing 
(ES)

Targeted Sequencing
example: SCID Genes

IL2Rg ADA
JAK3 PNP
IL7RA DNA ligase IV
PTPRC DCLRE1C
CD3g DNAPkcs
CD3δ AK2
CD3ε,0 CD8 alpha chain
CD247 ORAI-I

Coronin-1A STIM-1
CIITA NHEJ1
RFX5 ZAP70

RFXAP FOXN 
RFXANK TBX1

RAG1 MST1
RAG2 LCK

Next Generation Sequencing (NGS) approaches for 
the identification of rare gene defects

Data complexity

Genetic screen via targeted next-generation-sequencing 
(NGS) technology: Hematology Panel1incoming patient material 



Targeted sequencing of hematological relevant genes
Facts about our custom designed PID gene-panel:
• Currently 438 relevant genes targeted which are causative or potentially causative for monogenic 

hematopoetic disorders
• all known hematological disease genes > diagnostic
• several unpublished interesting candidate genes > discovery

• Simultaneous analysis of up to 48 samples (patients) on HiSeq3000 platform

LRBA
TWEAK
TACI
BAFFR

CD19
CD20
CD21
...

CVID

CASP10
CASP8
FADD
CARD11

PRKCD
KRAS
NRAS
....

ALPS

PRF1
UNC13D
STX11
STXBP2

LYST
AP3B4
RAB27A
...

FHL

DKC1
NHP2
NOP10
GAR1
TERT

TERC
WRAP53
TINF2
RTEL1
….

IBMF

FANCA
FANCB
FANCC
FANCD2
BRCA2
FANCE

FANCF
XRCC9
FANCI
BRIP1
PHF9
...

Fanconi 
anemiaELANE

HAX1
G6PC3
JAGN1
TYK2
WASP
GCSFR

TCIRG1
SBDS
LYST/CHS
AP3B1
AP3D1
AP3S1
….

SCN

ITGB2
FERMT3
SLC35C1
RAC2

LAD
CFHR3
CFHR1
CFH
CFB
CD46

aHUS
NBN
ORAI1
PRKDC
PTPRC
RAG1
…

IL2RG
IL7R
JAK3
LIG4
MST1
NHEJ1

SCID

Examples of targeted disease groups



Patient /S.P.

Patient Code:
Gender/Age (y): Male/3.5 
Consanguinity: No

Age at onset: Birth

Clinical Features/Symptoms: Initially transfusion dependent, developmental delay
Immunophenotyping: -
Incoming Diagnosis: Chronic ‘normocytic (upper range)’ hemolytic anemia

Therapy & Response: none
Previous tests/analysis: EMA (-), Enzymes (-), screening for metabolic diseases (-)
Additional information: Parents refused BM analysis, FISH (MDS) (-), PNH (-), DEB (-)

Patient information & clinical data

HbTransfusions







Genetic analysis: Hematology gene panel screen
GENE CHR POS SNP ID R A IMPACT AA Transcript ID MAF READS

CDAN1 15 43022926 rs375339408 G A STOP_GAINED R682* ENST00000356231 NA 40

CDAN1 15 43016798 . A G MISSENSE L1192S ENST00000356231 NA 88

There was no homozygous variant identified. 
The table lists 2 heterozygous variants which are likely causative for the phenotype.

LEGEND
GENE gene name R base in reference genome ID Transcript ID
CHR chromosome A alternative base in sample MAF minor allele frequency

POS chromosomal position (bases) IMPACT consequence of variant READS number of sequencing reads covering the variant

SNP ID rs number AA change on amino acid level NA not annotated

CDAN1 = CODANIN1
Dyserythropoietic anemia, congenital, type Ia (OMIM #224120)
CDA type I is a rare inherited red blood cell disorder characterized by macrocytic anemia, ineffective erythropoiesis, and
secondary hemochromatosis. It is occasionally associated with bone abnormalities, especially of the hands and feet
(acrodysostosis), nail hypoplasia, and scoliosis. Striking morphologic abnormalities of erythroblasts include the 'Swiss-
cheese' abnormality of erythroblasts on electron microscopy. The inheritance is known to be autosomal recessive; the
patient comprises compound heterozygosity. – confirmed via Sanger sequencing of patient and parents. The novel
missense variant is inherited from the father, the known stop gained variant from the mother.

References
http://www.omim.org/entry/224120

http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/
http://sift.jcvi.org/

http://cadd.gs.washington.edu/

Predictions of variant impact
chr15:43022926 G>A
Polyphen-2: NA
SIFT Score: NA
CADD Score: 38

chr15:43016798 A>G
Polyphen-2: probably damaging
SIFT Score: deleterious
CADD Score: 27.3





Zusammenfassung

Neu diagnostizierte normozytär-normochrome 
Anämie mit Hb < 8g/dl (< 5 mmol/l) ist fast immer 

ein Notfall

Bei Zeichen einer Hämolyse sofortige weitere 
Untersuchungen einleiten 

Bei zusätzlichen Zytopenien und/oder Vergrößerung 
von lymphatischen Organen – Onkologie

Migrantion: bedenke hämolytische Krise bei G6PD-
Mangel (und Milzsequester bei SDC)
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