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Fall 1: kleines Blutbild (34lJ)

Entzindung
Blutsenkung (1lh)
CRP
Procalcitonin
Interleukin-6

Blutbild
Leukozyten
Erythrozyten
Hamoglobin
Hamatokrit
MCV
MCH
MCHC
RDW-CV
Thrombozyten
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Fall 1: DifferentiaBlutbild

Diff-Blutbild/techn.
Neutrophile (rel.)
Lymphozyten (rel.)
Monozyten (rel.)
Eosinophile (rel.)
Basophile (rel.)
Neutrophile (abs.)
Lymphozyten (abs.)
Monozyten (abs.)
Eosinophile (abs.)
Basophile (abs.)
Unreife Gran. (rel.)

Diff-Blutbild/man.
Stabkernige (man.)
Segmentkernige (man.)
Monozyten (man.)
Lymphozyten (man.)
Fragmentozyten

52.6
41.3
5.3
0.0
0.8
1.30
1.02
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Ordens | Barmherzige

Schwestern

kllnlkum Elisabethinen

Pat. (36 J.) mit Fieberzacken (>40AC) + Panzytopenie Linz

Bisher gesunder junger Mann

Fieberhafter Infekt, Mudigkeit, Kopfschmerzen, leichte Halsschmerzen
Keine Besserung durch Antibiotikum

Bereits 2 Tage zuvor in anderer NFA -> dort wieder nachhause entlassen

o ox ox ox

o} Neurologsiche Sensationen
0 Taubheitsgefuhl in Extremitaten
o] Sehstdrungen

o} Neurologsiche Abklarung unauffallig

o} CT-Stamm
o] kein Infektfokus
o] Hepatosplenomegalie (Milz 16,5 cm)

o} Proteinurie durch parainfektiose Glomerulonephritis

=== (jbernahme Hamato-Onkologie mit V.a. HLH zur KMP

Seite 5/ x
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Ordens | Barmherzige

Schwestern

klinikum | &isabethinen

Knochenmarkpunktion Linz

8 Kleiner AEingriffada auf d. Station oder in d. An
0 Bauchlage oder Seitenlage

d meist Sedierung mit Midazolam (Pat. wird schlafrig aber keine Vollnarkose)

0 Lokale Betaubung

0

Ri si ken: Schmerzen, H2matom, Verletzung benachb

Biopsie-Nadel
Haut
Knochen
Knochenmark
Bott Al exander et al . Die perfekte Knoc
www.mpn-netzwerk.de/mpn-verstehen/knochenmarkpunktion am 13.01.2026 Krankenhaushygiene up2date 2021; 16: 1391 144 | ©

2021. Thieme. Seite 6 / x
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& izellreich

: tunauffallige EP:GWRerteilung (1:2)
IMegakaryopoesgesteigert

TGP vollstandig ausreifend, reaktiv granuliert
Tkeine Vermehrung voBlastenoder Lymph

TMastzellen
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: 0 - 1
Erythrophagozytose
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Hamophagozytose
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Durchflusszytometrie
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Flusszelle

Die Zellen kommen von

oben (grauer Pfeil) und
flie3en hintereinander
durch die eigentliche
Flusszelle (die Strecke
iInnerhalb der Flusszelle
Ist durch einen grauen
Strich gekennzeichnet).
Dabel werden die Zellen
von einem Laser von der
Seite bestrahlt (blau
eingezeichnet).
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Vorwartsstreulicht (FSC)

Vorwarts-
streulicht-
Detektor

Iy

Laser-

strahl kieine Zellen erzeugen ein
kleines Vorwartsstreulicht-
signal

whntwe e d dyau.at

Bildquelle: www.med4you.at , Univ. -Prof. Dr. Wolfgang Huibl



http://www.med4you.at/
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Seitwartsstreulicht (SSC)

Semtwarts-
streulicht-
Detektor

Zellen ohne Granula
erzeugen ein kleines
Laser- Seftwartsstreulicht-

strahl signal

whndwy e d dyou.at

Bildquelle: www.med4you.at , Univ. -Prof. Dr. Wolfgang Hubl



http://www.med4you.at/

Interpretation von FSC und SSC

o

PN
.‘O
e

grofRer FSC
grofRer SSC

kleiner FSC
kleiner SSC

grolRer FSC
kleiner SSC

OKH
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Dotblots
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Bildquelle: www.med4you.at , Univ. -Prof. Dr. Wolfgang Hubl
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Markierung mit Antikorpern

-5

Antikdrper Inkubation Lyse
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UNTERSUCHTE MARKER:
CD3, CD4, CD5, CD8, CD13, CD14, CD16, CD19, CD20, CD33, CD34, CD45, CD56,
CD117, CD138, kappa, lambda, HLA-DR

BEFUND:

64% der hamatopoetischen Zellen sind der Myelopoese zugehdrig,
dabei 6% mit monozytarer Differenzierung.

0,5% sind CD34-positive Vorlauferzellen.

Lymphatische Zellen: 3% polyklonale B-Zellen, 2% NK-Zellen,
16% T-Zellen.

0,6% sind Plasmazellen, der Rest sind kernhaltige erythrozytare
Zellen.

ERGEBNIS:

Durchflusszytometrisch unauffalliger Befund. Eine Zellpopulation
mit pathologischem oder abnormem Markerprofil ist nicht
nachweisbar.

OiH.
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Knochenmarkbiopsie
Praanalytik bis Histologie

Barmherzige
Schwestern

kllnlkum Elisabethinen
Linz

A Beckenkammbiopsie durch Internist*in
Spina iliaca posterior superior

A 20% gepuffertes Formalin
(PH-Wert 7,01 7,2)

A Transport ad Pathologie
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A fixiert Uber Nacht auf Ruttelplatte A in Kasette einbetten
In standiger Bewegung
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A Uber Nacht
Fixierung in VIP,
Entwasserung
durch aufst.
Alkoholreihe,
LOsungsmittel
Xylol, Paraffin

A in X-EDTA-L6sung 20 h auf Warmeplatte
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A Ausgiel3en in Paraffinwachs, A Paraffinblock
Kuhlen auf Gefrierplatte
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A Schneiden am Mikrotom, 2um dunner Paraffinschnitt, auf Objekttrager aufgezogen




Barmherzige
Schwestern

kllnlkum Elisabethinen
Linz

Histologischer Schnitt
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Patient, geb. 1989 klinikum et e
1NZ

hyperzellular



Patient, geb. 1989
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Epitheloidzellgruppen / kleine Granulome
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Beispielsfall




Patient, geb. 1989
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Patient, geb. 1989

geringe Vermehrung von Plasmazellen

FEQ

Ordens
klinikum
Linz

Barmherzige
Schwestern
Elisabethinen
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f,;e 2.0,
&
Barmherzige

REAKTIVE VERANDERUNGEN / INFEKT-asS0z. oo sarmhe

i i klinikum | 2iisabethinen
Histologie Knochenmark S

A Hyperzellulares Knochenmark
A Gesteiqerte Granulopoese, Atypien in Erythropoese

Hochgradit perzellulares Knochenmarkmit massiv ermehrung histiocytarer Zellformen
Ausbilduna nichtY aniuiome und breiter paratrabeKuidrangeordneter sander, Nachwem von
__ry'tljroph_agocytns Y achgemesene Brucellose Infektlon}

A Hamophagozytose

Seite 32/ x
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Zuweisung zur hamato-onkologischen Diagnostik

Absender (bitte genaue Anschrift) Material (Express Versand ungekiihit)

EDTA fir Molekulargenetik, Heparin fur Zytogenetik/FISH
O pheres Blut (10 ml ElH ] Sanstiges:
Knochenmark (je 5 &R@Q J *F]
O Paraffinschnitte auf Objekitrager (entparaffiniert) HistoNr.: ..............ccevninnns b
0O Paraffin Ralichen (R&hrchen mit 5 Schnitten je 10uM)

5.3, dedy
Stempel / Kontaktperson: Datum/Zeit der Probenentnahme: ... =7 T RS T I T ERATRIN A5 Svwevs ov ievwrn pa vy vy
Klinische Angaben / Diagnose: (Anteil pathologischer Zellen: .. . ... %)
O AML T MDS O Diagnose
U /Jé M O CML T MPN O Vertauf
. & O AL O CLL 0 Rezidiv
‘ = SRR S e Lo P . Lymphom
/(7 \ “/’LAL/Q/”Q T
BRI e T R S S P SRR SR O TheeapI.. i it
w Analysen (Heparin, unbedingt m!oldlm)
)(kouvonﬂoncllo Zytogenetik (aus Knochenmark obligat)
T FISH D high grade B-NHL-FISH MYC BCL2,BCLE O CLL-FISH-Panel dei13gATM TP53,+12
0 MCL: CyclinD1AGH-FISH 1{11;14)q13:q32) O Myelom-FiSH 1p32/g21, CCND1,IGH, ggf. TP53, FGFR3
3 Burkitt: MYC- 0. MYC/IGH-FISH t(Bq24) 0. 1(8;14) D HES : PDGFRa/PDGFREFGFR1-FISH
Molekulargenetische Analysen (EDTA)
Stammazell-Transplantation Spender = ¢ o 7 [ Chimirismus Nachweis
mu’beho Erknnkugen Lymphatische Erltnnkun!on
Xnos Hamatoonkologiepanel [} NGS Hamatoonkologiepanel
Z.8. IDH1/2, MPL, NPM1. SF3B1, TPS3, ... zB. CXCR4, MYD88, NOTCH1, STAT3, TP53
55 Gene, siehe Genlisten Paneldiagnostik LMGD Homepage 55 Gene, siehe Genlisten Paneldiagnostik LMGD Homepage
Diagnose/Prognose NHL O Immunglobulin-Rearrangement (Klonalitat)
B0 0 KIT D816V PCR (auch Monitoring) O T-Zellrezeptor-Rearrangement (Klonalitat)
CcML 0 BCR:ABL1-Mutationsanalyse bei TKi-Resistenz FCL 0 t{14;18) BCLZ PCR
MPN 0 CALR PCR (auch Monitoring) cLL 0O IGHV-Mulationsstatus
0 JAK2 VB17F qPCR (auch Monitoring) HCL O BRAF V600OE PCR
0 JAKZ Exon12-Sequenzierung MCL [ CyclinD1 gPCR
AML/ D Multipiex PCR (31 Translokationen) 1 SOX11 gPCR
MDS O dupMLL (KMT2A-PTD) PCR (auch Monitoring)
0 FLT3 ITD PCR ALL Diagnose/Prognose
D IDH1-R132 PCR 0 BCR::ABL 1-Mutationsanalyse bel TKI-Resistenz
0 Multiptex PCR {31 Translokationen)
Monitoring
B BRI O PO P i v s Monitoring
0 BCR:ABL1 bei CML 0 PML::RARA L) SOOUR AR TN o i i s oy wdakipin
0 RUNX1:RUNX1T1 0 NPM1 excn12 0 BCR::ABL1 bel ALL
£l CBFB:MYH11 owm O ALL MRD Patienten-spezifische Assays
O Entwickiung 0 Veriauf

Ol‘dens Barmherzige

Schwestern

kllnlkum Elisabethinen
Linz

Seite 34 / x



Barmherzige

NGS klinikum | giestern.

Qx Ox Ox Ox Ox O

Linz

= Next Generation Sequencing
Weiterentwicklung zur Sanger-Sequenzierung
Hochdurchsatzmethode
Parallele Sequenzierung 150 15

.. GAT AAATCTGGTCTTATTTCC
kosteneffizient und schnell
Sequenzierung von Genomen, Exomen, Genpanels

|

Seite 35/ x



Ordens Barmherzige

Schwestern

Hlumina NGS Workflow Klinikum | eussteim.,

Linz

Nucleic acid isolation Library preparation Data analysis

https://www.thermofisher.com/at/en/home/life-science/cloning/cloning-learning-center/invitrogen-school-of-molecular-biology/next-
generation-sequencing/illumina-workflow.html

Seite 36 / X



https://www.thermofisher.com/at/en/home/life-science/cloning/cloning-learning-center/invitrogen-school-of-molecular-biology/next-generation-sequencing/illumina-workflow.html

RS
S

Ol‘dens Barmherzige

Schwestern

Library Preparation Klinikum | eiseiimen

Linz

Fragmentation

dsDMA

4

— Adenylation

End repair and A-tailing

4

G, =D

Ligation  — —
ﬁl“' _BIE
L N l' -
@I}s_ ™ L

PCR lificati ' g
amplification - -

https://sfvideo.blob.core.windows.net/sitefinity/images/default-source/default-album/decoded-temp-image-storage/19 _ng_lib-prep-
frag.png?sfvrsn=9e0alb07_4

Seite 37 / x




EAVES
Ordens Barmherzige

Schwestern

Bridge Amplification Klinikum | £i%betinen

i | Linz

00
Ilﬂlla —
00

DNA fragments Primers

DNA strands are attached

10 cell surface at one end Ends are attached to surface

by complimentary primers

Flow Cell NextSeq

Denaturation forms two Repetition forms clusters
Enzymes create double strands separate DNA fragments of identical strands

https://frontlinegenomics.com/dna-amplification-techniques/

Seite 38 / x
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@D
. . Ordens Barmherzige
Sequencing by synthesis Klinikam |20 e,

Linz

m0000009000000000000000000000002220220208008
..
|

Sequencing by Synthesis | RNA Lexicon

Seite 39/ x



https://www.lexogen.com/blog/rna-lexicon-next-generation-sequencing/

Ordens | syyvas
Datenanalyse Klinikum | zieiinen
Linz

0 Bioinformatische Analyse mit Hilfe von Auswertesoftware

0 Reads (mind. 1000 pro sequenzierten Bereich) werden in FASTQ-Datel
abgespeichert und mit Qualitatsscore versehen

0 Reads werden zusammengesetzt und einem Referenzgenom zugeordnet
(Alignment)

d Variant Calling (Unterschiede zu Referenzsequenz)
0 Bewertung und Klassifikation der Varianten (Pathogenitat)

Seite 40/ x



Barmherzige

Klassifizierung der Varianten Klinikum | ei5etien
Linz
Klasse | Kategorie Wahrscheinlichkeit der Pathogenitat
2 Pathogen >99%
- Wahrscheinlich pathogen 90-99%
3 Variante unklarer Signifikanz (VUS) 10- 90%
2 Wahrscheinlich benign 1-10 %
1 Benign <1 %

Seite 41 / x
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SEIN
. . . Ol‘dens Barmherzige
Beispiel fur NGS-Report Klinikum | ei5etien
Linz
J SNVs/INDELs ] CNVs  FUSIONS WARNINGS
Il » ™= variant List - sorted by: Prediction=Pathogenicity class>Gene
P& ‘* a T... Gene Fert Coding consequence c.OHA Depth Y% ref alt Refieqg Id Protein Exon ID db5HP

ﬂ 8 % IMDEL ASXL1 frameshift c.1900_1%22del 3326 4,50 TCACC... T Mv_015338 p.(Glus3sArgfs*15) 13 rsféhd...

B & % INDEL TETZ frameshift c.4317dup 4358 24.20 GAAAAAA GAAAA... MM_001127208 p.(Arg1440Thrfs*38) 10 rsfiid..

2 6 *x SHP  SRSF2 missense C.284C=4 3483 25.20 G T Mv_003016 p.(Pro%5His) 1 rsfald..

P O % SHP  TETZ missense c.4138C=T 3609 420C T MM_001127208 p.(His1380Tyr) 9 rs5778...

2P €& *x SHP  TETZ missense . 3893G=C 4021 4,60 G C MM_001127208  p.(Cys12985%er) 7 rs1488...

[ B 2 & SHP  CERPA missense c.2924=C 1361 420T G Fivi_0043584 p.(Thr9&Pro) 1 rs2145...

2 6 SMP  CREEEBP missense C. 272840 3618 50.10 T C Hivi_004380 p.(Thr9104la) 14 rs143Z...

2 O SHP  CSF3R missense c.2092C=T 4978 47.590 G A Mi_156039 p.(Argd98Cys) 17 rs3918021 .

B €& x INDEL STAGZ intronic c.1732-12del 2309 99.50 CTTT 1T Mv_001042749  p.i=) 19

B & SHP BCORLY SYTONYMous c.BB2G=A 1877 99.30 G A Mi_001379451 p.{Pro294=) 4 rs2005...

2 O SHP HMOTCH1 FUTR c.*126G=A 4247 48.40 C T M_017617 p.(=) 34 rs31245%91 .

22 O SHP  RADZ1 intronic c.93B-11T=C 2772 48.40 A G Hivi_0062565 p-(=) 9 rs2003...

Software: Sophia DDM

Seite 42 / x



. . O]_‘dens Barmherzige
NGS i Ablaufim Labor klinikum | ¢

Linz

Mittwoch Donnerstag Freitag Wochenende
Sample
NGS
Read: GEGYRASOLANGESW
Create and arrange : - s .
. & Library preparation e Data analysis
samples in run plan »d Lan M t
'II-'I.A.(i1:J-L'r i ijl.i-nl.i-luli-l-l_'r.'rtii""i:— ) i On ag
. J | - Automatically create layouts for TARTCTCTATGRCGTGIGIEGTATCRACATES —y| | - Demultiplexing
- e, e gy, | — . \
Aesign molecular tests sample preparation e - Variant calling
- ASSIEN Darcodes EATASCICAACCCACICT TTRICICRAGCTONE
) Valigi tv check - Import generated data to track CAGCATACACACTCEA TR CETRACAARACEC - Coverage and read
¥ ) workflow AGAGIGACTTACAGCARTOCCCTCABAOACTG High perfomance distribution
- Track progress in lab SETANGIGNGATANC TOTToGIETAGOARNTTE computs cluster
GTEGEGACCTGAATGCC TCATT TEGAGACAGAA

ATRATRGACCTTEGTGEARGICC TETAGRACCAT
GTCGICAGTETEAETR

i DN& + ¥ PCR
isolation \,{ ;’

DNA ;
/ quantification // Enrichment / Montag - Mittwoch

Mutation analysis

- Elimination of artefacts
LIMS Final report ¢ ¥ | - Distinguish between
1 knewn/unknown mutations

Web.appf - Assess functional consequences
database of mutations

Seite 43/ x




NovaSeq

Barmherzige
Schwestern

l(llnlkum Elisabethinen
Linz

- % AL A

o
Wekcome to NectSaqin
— - ———

NextSeq MiSeq

Seite 44 | x




Barmherzige

NGS Hama Panel Klinikum | eicsse nen
Linz

0 36 Proben pro Lauf

0 Sensitivitat: 3-5%

0 Punktmutationen, kleine Insertionen und Deletionen

d 55 Gene

Gene mit vollstindiger Abdeckung der kodierenden Sequenz:
BCOR, BCORL1, CEBPA, CREBBP, CSF3R, DDX41, DNMT3A, ETV6, EZH2, GATAZ2, JAK2, NF1, PHF6, RAD21,
RUNX1, SH2B3, STAG2, TET2, TP53, ZRSR2

Gene mit Erfassung von Hotspots:
ABL1, ANKRD26, ASXL1, BIRC3, BRAF, BTK, CALR, CBL, CRLF2, CXCR4, FLT3, HRAS, IDH1, IDH2, IL7RA, JAK1,

JAK3, KIT, KRAS, MPL, MYD88, NOTCH1, NPM1, NRAS, PLCG2, PPM1D, PTPN11, SETBP1, SF3B1, SRSF2, STAT3,
STATSB, STAT6, U2AF1, WT1

Seite 45/ x




Barmherzige

Befund Klinikum | guester

Elisabethinen

Gen-Panel Untersuchungen Lan

NextGenerationSequencing - Cancer-Panel KM unauffillig?
somatic

2. NGS-Panel fiar 55 Gene, in denen Varianten bei himatoonkologischen Erkrankungen beschrieben sind. Erfasst werden
Punktmutationen sowie kleine Insertionen/Deletionen in den abgedeckten Targetbereichen.

Library Preparaticon: customized Sophia myeloid Sclution MOKL-v4; Sequenzierung: Illumina NextSeq 550.

Minimale Coverage: =B0% der Targetregionen sind mit mindestens 1000 Reads abgedeckt.

Varianten, die aufgrund ihrer Populations-Haufigkeit als neutral eingestuft wurden sowie synonyme Varianten sind nicht
angefihrt. Nicht auszuschliefen sind nicht detektierte Varianten aufgrund einer lokal zu geringen Abdeckung oder eines zu

geringen Anteils mutierter Zellen (Cut off f£ir Varianten: 3% variante Reads, in manchen Regionen aus technischen Griinden
5%).

Genliste:

Gene mit vollstandiger Abdeckung der kodierenden Sequenz: BCOR, BCORL1, CEBPA, CREBBP, CSF3R, DDX41, DNMT3A, ETVe, EEZHZ,
GATA2, JAK2, NF1l, PHF6, RAD21, RUNX1, SH2B3, STAG2, TET2, TP53, ZRSR2

Gene mit Erfassung von Hotspots: ABL1, ANKRD26, ASXL1, BIRC3, BRAF, BTK, CALR, CBL, CRLF2, CXCR4, FLT3, HRAS, IDH1, IDHZ,

IL7RA, JAK1l, JAK31, KIT, KRAS, MPL, MYDEE, NOTCH1, NEM1, NRAS, PLCGZ, PBEM1D, PTEN11, SETBP1, SF3B1, SHSF2, STAT3, STATSE,
STAT&, U2AF1l, WT1

Bewertung Molekularbiologie

***NGS-Panel ***

Mittels NGS-Panel wurde keine pathogene Variante detektiert, die eine hamatclogische
Systemerkrankung molekulargenetisch belegen wilrde.

Rnalysierte Gene siehe Genliste.

Anmerkung: Chromosomale Aberrationen (z.B. Translokationen, Insertionen, Deletionen)
sind durch diese Untersuchung nicht ausgeschlossen. Nicht auszuschlieffen sind nicht
detektierte pathogene Varianten aufgrund einer lokal zu geringen Abdeckung oder

eines zu geringen Anteils mutierter Zellen (Cut off fUr Varianten: 3% variante
Reads, in manchen Regionen aus technischen Grlunden 5%).

HNormaler mannlicher Karyotyp. Kein Hinweis auf klonale Aberraticnen mittels
konventioneller Zytogenetik aus unstimulierter und T-Zell stimulierter Eultur.

Karyotypformel 46,XY[20] .
Karvogramme/Farbungen 10 x GTG Seite 46 / x
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