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1. Einleitung

In der AutoReticMethode des ADVIA® 21201 der Firma Siemens HealthCare GmbH (Erlangen)
werden zellhaltige Proben mittels ihrer Grofle und ihres Nukleinsduregehaltes aufgeschliisselt
(Siemens HealthCare Diagnostics 2010). In der tierdrztlichen Praxis wird diese Methode bereits
erfolgreich verwendet, um regenerative Prozesse bei Thrombo- und Erythrozyten frithzeitig
feststellen zu konnen (Retikulozytenmessung, retikulierte Thrombozyten) (Moritz 2000, Steinberg
& Olver 2005, Schaefer & Stokol 2015). Vor allem bei schwer kranken Patienten fielen dabei immer
wieder Ereignisse im Scattergramm auf, die einen hohen Gehalt an Nukleinséuren aufwiesen und
von geringer Grofle waren. Diese Partikel wurden als Nucleic acid containing units (NACU,
Nukleinsdure enthaltende Partikel) bezeichnet. Es ldsst sich zum jetzigen Zeitpunkt nicht sicher
benennen, welche Strukturen alle im so genannten NACU-Count erfasst werden. Die Vermutungen
bestehen jedoch, dass sich neben Bakterien, Pilzen, Ribonukleinsduren (RNS) von lysierten
Retikulozyten, Desoxyribonukleinsduren (DNS) Strange von lysierten Leukozyten oder zellfreie
DNS/RNS anderen Ursprungs, auch ein groer Anteil an so genannten neutrophil extracellular
traps (NETs) in diesem Parameter finden lassen (Kleinert 2019, Gibbs et al., 2020). Dabei handelt
es sich um tiberwiegend von polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten (PMNG) freigesetzte
Strukturen, die zu einem groflen Teil aus Nukleinsduren bestehen (Brinkmann et al., 2004).

Dr. Nadine Kleinert zeigte in ihrer Studie zur Etablierung von Nachweisverfahren fiir Neutrophil
Extracellular Traps beim Hund einen gewissen, wenn auch nicht signifikanten Zusammenhang,
zwischen gesteigerter NETose (Prozess der Freisetzung von NETs) Aktivitit und einer Erhohung
des NACU-Counts (Kleinert 2019). So liegt die Vermutung nah, dass sich mittels NACU die
NETose Aktivitdt bei einzelnen Patienten recht einfach und ausreichend zuverldssig quantifizieren
und messen lisst. Ferner soll hier jedoch der klinische Nutzen des NACU-Counts evaluiert werden
und versucht werden Zusammenhénge zwischen Abweichungen dieses Laborparameters und
klinischen Entwicklungen der betroffenen Patienten darzustellen.

Die Beantwortung der Frage nach der Atiologie des NACU-Counts kann und soll in der hieraus
folgenden Dissertation nicht abschlieBend geklért werden.

Als Grundlage fuir die im weiteren Verlauf aufgestellten Hypothesen gelten verschiedene
Literaturberichte. Schon 2004 mutmafBten Brinkmann et al. (2004), dass NETs eine Rolle bei
verschiedenen Autoimmunerkrankungen spielen konnten. Knapp 15 Jahre spiter haufen sich immer

mehr Berichte und Beobachtungen, die einen Zusammenhang zwischen exzessiver NETose (oder



zumindest einem erhohten Gehalt an zellfreier DNA (cfDNA)), verschiedenen Erkrankungen und
einer schlechteren Prognose fiir Patienten sehen. Die Berichte beziehen sich nicht mehr nur auf
Autoimmunerkrankungen wie Systemischer Lupus erythematodes oder immunmediierte Andmien,
sondern auch bei Sepsis, Gerinnungsstérungen mit hyper- und hypokoagulablen Zustinden, akuter
Pankreatitis und verschiedenen Tumorerkrankungen werden Zusammenhénge mit NETose gesehen
(Saukkonen et al., 2007 & 2008, Forsblom et al., 2014; Merz et al., 2015, Lawson et al., 2018,
Murthy et al., 2019).



2. Angeborenes Immunsystem/

unspezifisches Immunsystem

2.1 Humorale unspezifische Immunantwort

Die humorale Immunantwort besteht aus einer Fiille von im Plasma geldsten Stoffen, die die erste
Reaktion auf eindringende Pathogene darstellen. Neben den Enzymen des Komplementsystems und
natiirlichen praformierten Antikdrpern, spielen auch sogenannte ,,fluide phase PRMs (pattern
recognition molecules)* eine Rolle (Bottazzi et al., 2010, Shishido et al., 2012).

Bei dem Komplementbindungssystem handelt es sich um verschiedene Serum- und
Membranproteine, die sich, nach Initialisierung, in einem Kaskadensystem selbst aktivieren.
Uberwiegend findet ihre Produktion in der Leber statt, nur ein geringer Anteil wird im Gewebe
selbst produziert. (Regal et al., 2017). Sie liegen als Proenzyme vor, wobei den
membrangebundenen Proteinen eine regulatorische Funktion zukommt. Somit schiitzen sie den
Korper vor einer ungerichteten Autoaggressivitit (Reddy et al., 2017). Der finale Schritt dieser
Kaskade stellt die Bildung des ,,membrane attack complex“ (MAC) dar, welcher sich als Pore in die
Zelle einbaut und somit eine Lyse der betroffenen Zelle herbeiruft (Shishido et al., 2012).

Das Kontaktsystem besteht aus verschiedenen im Plasma gelosten inaktiven Substanzen, die in der
Leber produziert werden. Neben seinen proinflammatorischen Anteilen weist es ebenfalls
prokoagulable Aspekte seines kaskadenartigen Ablaufes auf (Renne 2012).

Die Aktivierung des Kontaktsystems beginnt unter anderem durch den Kontakt von Faktor XII mit
negativ geladenen Oberfldchen (Maas et al., 2011). Der dadurch aktivierte Faktor XIla spaltet
Plasma Prekallikrein (PPK) zu Plasma Kallikrein (PK), welches wiederum zu einer verstirkten
Aktivierung von Faktor XII fithrt. Uber die so angestoBene Kaskade mediiert das Kontaktsystem,
vermittelt iiber die Bildung von Bradikinin, eine proinflammatorische Wirkung. Diese zeigt sich
klinisch in einer vermehrten Vasodilatation, erhéhten GefélBpermeabilitit und verstirkten
Chemotaxis von neutrophilen Granulozyten (Leeb-Lundberg et al., 2005, Muller & Renne 2008).
Durch die Spaltung von Faktor XI zu XIa kommt es zudem zu einer Aktivierung des intrinsischen
Weges der Gerinnung und somit zur Ausbildung von Thromben (Renne et al., 2000).

Als natiirliche Antikrper werden jene Antikérper bezeichnet, die ohne antigenetische Stimulation

vorhanden sind (Holodick et al., 2017, Binder et al., 2005). Sie sind in der Regel vom IgM Typ,



seltener IgA oder IgG und werden von B-1 Zellen produziert, welche bereits prénatal vorhanden
sind. Grundsétzlich werden hier monoreaktive von polyreaktiven Antikérpern unterschieden
(Holodick et al., 2017), beide konnen sich jedoch sowohl gegen korpereigene als auch korperfremde
Antigene richten (Binder et al., 2005). Als Teil der angeborenen Immunantwort besteht ihre
Aufgabe zum einen darin, eindringende Pathogene unschédlich zu machen, zum anderen haben sie
immunmodulatorische Aufgaben. Sie spielen eine wichtige Rolle bei der Erkennung und
Beseitigung gealterter und beschadigter Zellen. Die somit proapoptotischen Effekte dieser
Antikorper schiitzen vor einer etwaigen Autoimmunitét (Binder et al., 2005). Dartiberhinaus schiitzt
ihr regulatorisches Verhalten gegeniiber anderen Antikorpern vor einer iiberschieBenden
Immunantwort (Holodick et al., 2017).

Die Gruppe der PRMs unterteilt sich hinsichtlich ihrer Struktur in Collectine, Ficoline und
Pentraxine. Zu den Pentraxinen gehoren die beiden in der Veterindrmedizin etablierten Marker der
akuten Entziindung, C-reaktives Protein (CRP) und Serum-Amyloid-A (SAA) (Fransson et al.,
2007, Tamamoto et al., 2008). Bei zelluldrer Schadigung oder eindringenden Mikroorganismen
werden sie, wenn auch von Gruppe zu Gruppe unterschiedlich, von neutrophilen Granulozyten,
Makrophagen und dendritischen Zellen freigesetzt. Trotz des heterogenen Aufbaus zwischen den
einzelnen Gruppen ist ihre Funktion recht dhnlich. Sie aktivieren das Komplementsystem, fithren zu
einer Opsonierung von Antigenen, sowie zur Neutralisation und Agglutination von
Mikroorganismen und gealterten Zellen. Dariiber hinaus tibernehmen sie eine regulatorische
Aufgabe in den Wechselwirkungen zwischen humoraler und zelluldrer Immunantwort (Botazzi et

al.,, 2010).

2.2 Zellulédre unspezifische Immunantwort

2.2.1 Mastzellen

Mastzellen sind vor allem fiir ihre Beteiligung an allergischen Reaktionen bekannt. Im Allgemeinen
stammen sie von den gleichen myeloischen Vorlduferzellen wie Granulozyten ab und finden sich
gehduft an Stellen, wo ein vermehrter Kontakt zwischen Organismus und Umwelt stattfindet, wie
zum Beispiel der Haut und allen Schleimhéuten, aber es konnte auch ein vermehrtes Vorkommen
um Blutgefifie nachgewiesen werden. Neben ihrer Hauptrolle bei allergischen Geschehen fanden

sich auch zunehmend Hinweise, dass sie eine wichtige Rolle im angeborenen zellulédrem



Immunsystem darstellen (da Silva et al., 2014). So konnte zum Beispiel nachgewiesen werden, dass
Mastzellen eine vermehrte Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten und Monozyten auslésen
(de Filippo et al., 2013). Ebenso weisen sie phagozytire Eigenschaften auf und zerstoren
aufgenommene Mikroorganismen in séurehaltigen Vakuolen und mittels Superoxidanionen (da
Silva et al., 2014). Diese Phagozytose ist nicht zwingend an eine vorherige Opsonierung der

betroffenen Strukturen gebunden (Malaviya et Abraham 2001).

2.2.2 Natirliche Killerzellen

Natiirliche Killerzellen stammen von angeborenen lymphoiden Zellen ab und benétigen, anders als
T- oder B- Lymphozyten, keinen vorherigen Kontakt zu Antigenen. Sie werden deshalb auch als
angeborene Lymphozyten bezeichnet. Die Funktion der natiirlichen Killerzellen ist durch ihre
Oberflichenrezeptoren bedingt, diese sind unveridnderlich codiert. Durch rasche Freisetzung von
inflammatorischen Zytokinen durch diese Zellen ist es schnell moglich eingedrungene Pathogene
oder entartete Zellen zu beseitigen (Geiger & Sun 2016). Mittlerweile wird bei natiirlichen
Killerzellen davon ausgegangen, dass sie eine entscheidende Rolle bei der Entstehung von

tumordsen Erkrankungen spielen (Naumova et al., 2016).

2.2.3 Makrophagen/Monozyten

Makrophagen und Monozyten stammen, wie auch dendritische Zellen, von den gleichen
myeloischen Vorlduferzellen des monozytéren Phagozytosesystems ab (Doulatov et al., 2010). Im
Gegensatz zu anderen primédren Phagozytenzellen (Granulozyten), welche nur eine
Lebenserwartung von wenigen Stunden haben, konnen Makrophagen bis zu mehreren Jahren im
Gewebe aktiv bleiben, abhéngig von der Art und Weise der Immunantwort (Geissmann et al.,
2010).

Hauptaufgabe der Makrophagen ist es eindringende Pathogene zu erkennen und unschédlich zu
machen. Dariiber hinaus kommt ihnen jedoch auch eine wichtige Funktion bei ,,Aufraumarbeiten®,
also der Beseitigung abgestorbener Zellen und zelluldren Debris zu, und auch bei Umbauprozessen
nach Verletzungen spielen sie eine entscheidende Rolle (Gordon et al., 2005, Geissmann et al.,
2010, Wynn & Barron 2010).

Abhingig vom Gewebetyp, in dem sich Makrophagen befinden, werden andere Nomenklaturen

verwendet. So werden sie im Knochen als Osteoklasten, im zentralen Nervensystem als Mikroglia,



in den Lungen als Aleveolarmakrophagen und in der Leber als Kupfer'sche Sternzellen bezeichnet
(Yona & Gordon 2015). Aus immunologischer Sicht wichtiger erscheint jedoch die Unterteilung in
proinflammatorische und antiinflammatorische Makrophagen. Die Gruppe der
antiinflammatorischen Makrophagen unterteilt sich zudem in drei weitere Untergruppen, die je nach
Untergruppe die Aufgabe der Gewebereparation, Immunmodulation oder Abwehrfunktion

tbernimmt (Galli et al., 2011).

2.2.4 Granulozyten

Die Zellpopulation der Granulozyten wird grundlegend anhand der Anfirbbarkeit ihrer
zytoplasmatischen Granula in neutrophile, eosinophile und basophile Granulozyten unterteilt.
Gemein ist ihnen allen ihre Beteiligung an der Wirkungsweise des angeborenen unspezifischen

Immunsystems (A4ristizabal & Gonzdlez 2013).

Eosinophile Granulozyten sind vor allem fiir ihre Wirkung bei Infektionen mit parasitéren Erregern,
aber auch fiir ihre Funktion bei allergischen Geschehen, bekannt (Wen & Rothenberg 2016). Ein
geringer Prozentsatz der eosinophilen Granulozyten ist in der Zirkulation nachzuweisen (1-4%), die
iiberwiegende Mehrzahl findet sich jedoch auf Schleimhiuten, also dort wo ein Kontakt zur
AuBenwelt stattfindet, und in sekundiren lymphatischen Organen. Uber die auf Pathogenen
befindlichen pathogen-associated molecular patterns (PAMP) und damage-associated molecular
patterns (DAMP) erfolgt eine Aktivierung der eosinophilen Granulozyten. Direkte Reaktionen sind
die Phagozytose etwaiger Pathogene (Ramirez et al., 2018) und die Freisetzung kationischer
Proteine und reaktiver Sauerstoffspezies, welche direkt zytotoxische Eigenschaften aufweisen.
Dartiber hinaus zeigte sich in den letzten Jahren zunehmend, dass sie eine Interaktion mit
Mastzellen, T-Lymphozyten, Bindegewebszellen und Nervenzellen aufweisen und somit sowohl die
Entztindungsreaktion verstirken als auch modulieren. Des Weiteren wird ihnen eine Schutzfunktion

epithelialer Barrieren zugeschrieben (Shamri et al., 2011).

Basophile Granulozyten bilden nur einen kleinen Anteil der zirkulierenden Leukozyten und
zeichnen sich durch basophil angefirbte, zytoplasmatischen Granula aus. Die Rolle der basophilen
Granulozyten ist auch heute noch nicht vollstindig geklért. Hinweise auf eine Funktion bei der
angeborenen Immunantwort lassen Berichte vermuten, wie zum Beispiel die Freisetzung von

Interleukin 4 (IL-4) aus basophilen Granulozyten bei Kontakt mit Antigen von Schistosoma



mansoni (Falcone et al., 1996) oder die Produktion von IL-4 in basophilen Granulozyten durch
Kontakt mit Antigenen, welche bei humanen Patienten mit viraler Hepatitis freigesetzt werden
(Patella et al., 1998). Mittlerweile geht man vor allem davon aus, dass basophilen Granulozyten vor
allem eine Mitwirkung bei der Bekdmpfung parasitirer Infektionen und bei allergischen

Erkrankungen haben (Karasuyama et al., 2018).

Der polymorphkernige neutrophile Granulozyt stellt die dominierende Population an Granulozyten
im Differentialblutbild des Hundes dar. In der Literatur wird die Uberlebenszeit von wenigen
Stunden (Summers et al., 2010) bis hin zu einigen Tagen (Pillay et al., 2010) angegeben.

Sie sind Teil der unspezifischen Immunabwehr und ihre Aufgaben bestehen darin,
Mikroorganismen direkt nach dem Eindringen unschédlich zu machen. Ein Schliisselereignis bei
diesen Vorgéngen ist die Extravasation von neutrophilen Granulozyten. Dabei handelt es sich um
einen rezeptorabhidngigen Vorgang, der durch im Plasma geldste Mediatoren angestofen wird
(Kobayashi & DeLeo 2009). Durch konservierte Oberflachenstrukturen auf Bakterien, sogenannte
pathogen-associated molecular patterns (PAMPs), welche an die unterschiedlichen Rezeptoren von
neutrophilen Granulozyten binden, sind letztere dazu befihigt Mikroorganismen zu phagozytieren
und somit unschédlich zu machen. (Hayashi 2003) Der Vorgang der Phagozytose kann durch
Opsonierung von Mikroorganismen, durch Antikérper oder Proteine der Komplement-
Bindungsreaktion, verstirkt werden (Katzenmeyer &Bryers 2011, Hrckova et al., 2016).

Neben dem vorher beschriebenen Vorgang fiihrt die Bindung der PAMP-Rezeptoren ebenfalls zu
einer vermehrten Freisetzung von Cytokinen und freien Sauerstoffradikalen, welche den
Entztindungsprozess unterstiitzen und eine mikrobizide Aktivitdt aufweisen (Hayashi 2003).

Die mikrobizide Aktivitdt von neutrophilen Granulozyten beruht neben der Produktion von freien
Sauerstoffradikalen (ROS) (Pruchniak et al., 2013) auch auf der Freisetzung von Granula, die eine
weite Spanne von antimikrobiellen Peptiden, Proteinen und lysierenden Enzymen enthalten
(Kobayashi & DeLeo 2009).

Durch die Aktivierung der neutrophilen Granulozyten kommt es zu einer vermehrten Aufnahme von
Sauerstoff und iiber den membrangebundenen Komplex einer NADPH abhingingen Oxidase zum
sogenannten respiratory burst, also der Produktion und Freisetzung von freien Sauerstoffradikalen.
Die dabei produzierten Radikale sind vor allem Hyperoxide-Anionen, Hydroxyl-Radikale und
Wasserstoftperoxid (Pruchniak et al., 2013).

Ein weiterer Vorgang ist die Verschmelzung der zytoplasmatischen Granula mit der Zellmembran



und nachfolgender Ausschleusung per Exozytose. Der neutrophile Granulozyt degranuliert und die
in den Granula angereicherten Stoffe werden in die Umgebung abgegeben. Hierbei handelt es sich
ebenfalls um einen rezeptormediierten Vorgang (Kobayashi & DeLeo 2009).

Sowohl der respiratory burst, als auch die Degranulation sind zwar ein mafigeblicher Bestandteil der
angeborenen Immunantwort, jedoch sind sie keineswegs spezifisch gegen eingedrungene
Mikroorganismen gerichtet, weshalb es hierbei immer auch zur Schidigung des umliegenden
Gewebes kommt (Kobayashi & DeLeo 2009).

Neben diesen bereits seit ldngerer Zeit bekannten Mechanismen kam im Jahre 2004 ein weiterer
Mechanismus hinzu. Die Arbeitsgruppe von Brinkmann et al. konnte nachweisen, dass durch
verschiedene Stimuli, neutrophile Granulozyten beginnen netzartige Strukturen, bestehend
iberwiegend aus DNS und Histonen, freizusetzen. Sie benannten diese Strukturen als Neutrophil
extracellular traps (NETs), der Vorgang der Freisetzung wurde als NETose bezeichnet (Brinkmann

et al., 2004).

2.3Neutrophil extracellular traps (NETs) und NETose

Bei NETs handelt es sich um filamentdse Strukturen, die durch Stimulation des angeborenen
Immunsystems gebildet werden. Sie wurden erstmals von Brinkmann 2004 beschrieben, wobei
anzumerken ist, dass auch Takei et al in ihrer fritheren Arbeit bereits die Freisetzung von DNS-
haltigen Strukturen aus neutrophilen Granulozyten in Folge bestimmter Stimuli beschreiben (7akei
et al., 1996). Auch andere Zellen des angeborenen Immunsystems, zum Beispiel eosinophile
Granulozyten und Mastzellen, sind in der Lage sogenannte Extracellular traps (ETs) zu formen (von
Kockritz-Blickwede 2008, Schorn et al., 2012).

Die Freisetzung von NETs kann auf zwei unterschiedlichen Wegen erfolgen.

Durch die Bildung von ROS durch die NADPH Oxidase kommt es zu Umbauprozessen in der
Zelle, welche zu einer Auflgsung der Kernhiillen und Membranen der Granula fithrt und somit die
Mischung von NET-Strukturen ermdglicht. Durch Zerstdrung der Zellmembran kommt es
schlussendlich zu einer Freisetzung der NETs. Dieser Vorgang resultiert in einem Verlust der
zelluldren Integritit und Funktion der Zelle (Fuchs et al., 2007).

Bei der zweiten Form der NETose kommt es, nach Stimulation mit zum Beispiel
granulocyte/macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF), ebenfalls zu einer Freisetzung von
NETs, jedoch bleiben hier die ausfithrenden Zellen vital und zeigen weiterhin eine Funktion. Auch

dieser Vorgang scheint ROS abhingig zu sein (Yousefi et al., 2009). Der Nukleinsdureanteil bei



dieser Form der NETose kann sowohl von mitochondrialer DNS (Yousefi et al., 2009), als auch

nukledrer DNS stammen (Pilsczek et al., 2010).

2.3.1 Morphologie und Bestandteile von NETs

Durch Stimulation mit Interleukin-8 (IL-8), Phorbol myristate acetate (PMA) oder
Lipopolysacchariden beginnen polymorphkernige neutrophile Granulozyten (PMNGs) ihre Form
von rund zu flach zu dndern, formen Membranprotrusionen und setzen filamentose Strukturen frei.
Diese bestehen aus glatten Anteilen mit einer GréBe von 15 -17nm und globuléren Strukturen, die
eine Grofle von 25nm aufwiesen. Auch grofiere Aggregate von bis zu 50 nm kénnen beobachtet
werden. Im Transmissionselektronenmikroskop zeigt sich, dass diese Strukturen nicht von einer
Membran umgeben sind (Brinkmann et al., 2004).

Ein groBer Teil dieser Strukturen besteht aus DNS, erkennbar daran, dass sie sich mit in DNS
einlagernden Losungen anférben und eine Behandlung mit Deoxyribonukleasen (DNase) zur
Auflosung der Strukturen fithrt. Des Weiteren reagieren sie mit Antikdrpern gegen Histone H1,
H2A, H2B, H3, H4 und gegen den H2A-H2B- DNA Komplex. In den globuldren Abschnitten

lassen sich neutrophile Elastasen und Histone nachweisen (Brinkmann et al., 2004).

2.3.2 Funktion

Die exakte Arbeitsweise und Funktion von NETs ist, auch knapp 15 Jahre nach ihrer Entdeckung,
ein viel diskutierter Punkt.

Recht einig sind sich die Forschenden, dass NETSs, mittels ihrer filamentosen Strukturen, in der
Lage sind, Bakterien zu fangen und zu fixieren (Yipp et al., 2012; McDonald et al., 2012). Schon
Brinkmann konnte 2004 feststellen, dass sich in einem Model der Kaninchen Shigellose die
Bakterien an den NETSs angeheftet vorfanden (Brinkmann et al., 2004). Auch bei einer Endotoxdmie
zeigte sich, dass bei Freisetzen von NETs dies zu einem Einfangen der E. Coli in den
Lebersinusoiden fithrte und eine weitere Dissemination im Organismus verhindert wurde
(McDonald et al., 2012). Eine Applikation von DNAse wéhrend einer Hautinfektion mit
Staphylokokken resultierte in einem raschen Entkommen der Bakterien vom Ort der Infektion und
einer erhohten bakteriellen Last im Blut (Yipp et al., 2012). All diese Beobachtungen zeigen, dass
die von neutrophilen Granulozyten produzierten NETs sehr wahrscheinlich eine wichtige Rolle bei

der Verhinderung der systemischen Ausbreitung von Erregern spielen.



Uber den genauen Mechanismus der Fixation bestehen bisher nur Hypothesen. Die Vermutung
besteht, dass die negative Ladung der Erreger in Wechselwirkung mit kationischen Ladungen der
NET-Strukturen eine Rolle dabei spielt (Medina 2009).

Dartiber hinaus finden sich in NETs eine Vielzahl von antimikrobiell wirksamen Proteinen und
Enzymen (Brinkmann et al., 2004, Urban et al., 2009). Es zeigt sich, dass NETs die Fahigkeit
besitzen bakterielle Virulenzfaktoren unwirksam zu machen, wie dies zum Beispiel bei dem
Virulenzfaktor IpaB von Shigella flexneri der Fall ist (Brinkmann et al., 2004). Histone, welche
einen Hauptbestandteil der NETs ausmachen, haben zusitzlich einen nachgewiesenen bakteriziden
Effekt (Doolin et al., 2020). Diskussionspunkt ist hier jedoch, ob diese Bestandteile eine wirkliche
effiziente antimikrobielle Wirkung besitzen.

Des Weiteren verstérken sie immunologische Reaktion, durch eine Forderung der Freisetzung von
ROS und einer gesteigerten Phagozytoseaktivitit. Dies fiihrt zu einer vermehrten Abtdtung von

Erregern (Domer et al., 2021).

2.3.3 Einflussfaktoren auf die Bildung von NETs

Fiir die Bildung und Freisetzung von NETs gibt es stimulierende und inhibierende Faktoren. Die
unten aufgefiihrten Tabellen (siehe Tabelle 1 & 2) sind eine zusammengefasste und gekiirzte
Version der Tabelle aus dem Review Artikel von Laukova und Kone¢né aus dem Jahre 2017
(Laukova & Konecna 2017). Die Tabelle wurde auf die, in dieser Arbeit und im klinischen Alltag,

interessant erscheinenden Parameter reduziert.
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Tabelle 1 NETS fordernde Stoffe

Gram positive Bakterien

Malachowa et al., 2013; Ramos-Kichik et al.,
2009

Gram negative Bakterien

Juneau et al., 2011; Marin-Esteban et al., 2012

Viren

Narasaraju et al., 2011

Protozoen

Abi Abdallah et al., 2012; Ventura-Juarez et al.,
2016

Lipopolysaccharide (LPS)

Brinkmann et al., 2004

Cytokine

Alfaro et al., 2016; de Boer et al., 2013

Immunkomplexe

Behnen et al., 2014

Aktivierte Thrombozyten

Clark et al., 2007

Tabelle 2 NETs hemmende Stoffe

Gallenséduren Haute et al., 2015
Acetylsalicylsdure Lapponi et al., 2013
Cyclosporin Gupta et al., 2014




3. NETose und zellfreie DNS in pathologischen

Prozessen

In der Literatur finden sich immer mehr Hinweise, dass die Produktion von NETs oder das alleinige
Vorliegen freier DNS (wie sie zum Beispiel bei NETose vorkommt), mit der Schwere der
Erkrankung korreliert, bei bestimmten Krankheiten eine Rolle in der Pathophysiologie spielt und es
dariiber hinaus als prognostischer Parameter bei schwerkranken Patienten einen Nutzen hat
(Saukkonen et al., 2007; Tovbin et al., 2012, Forsblom et al., 2014, Letendre & Goggs 2017,
Rannikko et al., 2018, Abrams et al., 2019, Kim et al., 2021, Mao et al., 2021, Gibor et al., 2022, Su
etal, 2023, Xu et al., 2024).

So zeigten Versuche an Méusen, dass bei einer Injektion mit LPS (ein potenter Ausloser fiir NETs),
eine Hemmung der Peptidylarginin deiminase 2 (PAD-2), also jenes Enzym das essenziell ist um
NETs auszubilden, eine deutliche Erhshung der Uberlebenswahrscheinlichkeit und ein Sinken der
Mortalitdt mit sich bringt, als bei jenen die NETs exprimieren konnen (Wu et al., 2020).

Aber auch die Gesamtmessung von im Blut zirkulierender DNS zeigt einen klinischen Nutzen.
Eine finnische Studie betrachtete den Gehalt an zellfreier Desoxyribonukleinsdure im Blut von
kritisch kranken Patienten auf einer Intensivstation in Helsinki. Sie konnten beobachten, dass bei
Patienten, die im spéteren Verlauf verstarben, der Gehalt an cfDNA hoher war als bei jenen, die
ihren Krankenhausaufenthalt tiberlebten. Zudem zeigte sich, dass cfDNA einen Marker fiir die
Schwere der Erkrankung und die auftretenden Organschiddigungen darstellt (Saukkonen et al.,
2007).

Ahnliche Beobachtungen konnten auch in der Tiermedizin gemacht werden. Zwei Studien zeigen,
dass es sich bei cfDNA um einen vielversprechenden Marker von Gewebeschddigung handeln
konnte. Die erste Untersuchung betrachtete Hunde, die eine Magendrehung aufwiesen. Es zeigte
sich, dass die Werte an cfDNA bei Hunden mit einer Magendrehung erhoht waren, dies scheint
jedoch kein prognostischer Marker zu sein. Auch lielen sich keine Riickschliisse auf das Auftreten
von postoperativen Komplikationen anhand der Héhe der cfDNA ziehen (Troia et al., 2018). Die
Arbeitsgruppe von Wilson et al bestitigt in ihrer Studie, dass auch bei einem iatrogenen
Gewebeschaden (Hemilaminektomie, Kreuzbannrissoperation, offene Ovariohysterektomie) die

Werte an cfDNA nach der Operation ansteigen. Zusétzlich konnten sie ermitteln, dass die
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biologische Halbwertszeit der zirkulierenden DNS bei 5,94h liegt (Wilson et al., 2018). Eine weitere
tiermedizinische Arbeit bestitigt die Beobachtungen von Saukkonen et al. (2007) beim Hund. Sie
konnten feststellen, dass bei kranken Hunden verschiedener Atiologie die Werte an cfDNA im
Plasma héher liegen als bei gesunden Patienten und, dass die Schwere der Erkrankung positiv mit
dem Gehalt an cfDNA korrelierte. Dariiber hinaus zeigte sich, dass mit steigenden Werten die

Uberlebenswahrscheinlichkeit bei diesen Patienten abnahm (Burnett et al., 2016).

3.1 Infektionen und Sepsis

Eine humanmedizinische Studie, die sich mit dem Zusammenhang von Bakteridmie und cfDNA
beschiftigte, konnte einen deutlichen Zusammenhang zwischen dem Gehalt an ¢fDNA und der
Uberlebenswahrscheinlichkeit bei septischen Patienten zeigen. Ein cfDNA Gehalt von >1.99 pg/ml,
am dritten Tag des Aufenthaltes auf der Intensivstation, zeigte eine Sensitivitdt von 67% und eine
Spezifitit von 77% zu versterben (Forsblom et al., 2014). Zwar bezieht sich die Studie von
Forsblom et al. nur auf Staphyloccus aureus Bakteridmie, trotz alledem sind die Ergebnisse
durchaus interessant. Saukkonen et al. konnten in ihrer Studie zu humanen Patienten mit Sepsis
oder septischem Schock diese Ergebnisse bestitigen. Auch bei ihnen zeigte sich, dass Nicht-
Uberlebende signifikant hohere Konzentrationen an cfDNA aufwiesen als jene Uberlebenden
(Saukkonen et al., 2008). Auch bei Sepsis induzierter akuter Niereninsuffizienz zeigt sich ein
Zusammenhang zwischen dem Gehalt an cfDNA und der Prognose bei humanen Patienten. Hohe
Werte an cfDNA gingen mit einer hohen Mortalitét einher (Xu et al. 2024).

In ihrer veterindrmedizinischen Studie konnten auch Letendre et Goggs zeigen, dass septische
Hunde oder solche mit einem systemischen inflammatorischen Response-Syndrom (SIRS) einen
erhohten Gehalt an cfDNA hatten. Sie konnten erste Hinweise erarbeiten, die einen Zusammenhang
zwischen dem Gehalt an cfDNA und dem klinischen Outcome bei SIRS-Patienten erahnen lassen,
vor allem in Relation zur Leukozytenzahl. Auch zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang
zwischen Patienten mit einer positiven Blutkultur, die somit als sicher bakteridmisch bezeichnet
werden konnen, und der Hohe der gemessenen cfDNA. In ihrer Studie zeigte sich jedoch kein
Unterschied in der Konzentration an cfDNA in Patienten mit einem SIRS, die infektiosen Ursprungs
war und solchen die nicht infektisen Ursprungs waren (nSIRS). Eine abschlieBende Beantwortung
der Frage, ob die Messung von cfDNA einen prognostischen Mehrwert bei septischen Patienten
bringt, war in ihren Studien nicht moglich. Jedoch kénnten cfDNA Messungen helfen, Tiere zu

identifizieren, die eine Bakteridmie aufweisen (Lefendre & Goggs 2018).
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Neben dem Nachweis und prognostischen Nutzen von cfDNA, welche nicht zwangslaufig mit
NETose tibereinstimmen muss, zeigten auch etliche Studien das Vorkommen und die Eftekte von
NETose bei verschiedenen Infektionen, bis hin zu septischen Patienten.

Eine Studie, die sich mit neonataler Sepsis beschiftigte, konnte im Mausmodell die Beobachtung
machen, dass juvenile Miuse, nach intraperitonealer Injektion von Bakterien oder LPS, mehr NETs
produzieren als adulte Méuse. Zusitzlich fanden sich bei juvenilen Méusen mehr Organschidden und
ein hoherer Gehalt an proinflammatorischen Zytokinen als bei ihren adulten Kollegen. Die Schwere
der Sepsis korrelierte mit dem Gehalt an NETs. Eine Behandlung mit Dornase alpha (thDNAse)
oder Petidylarginie Deiminase 4 (PAD4) -Inhibitoren milderte den Verlauf der Sepsis jedoch
deutlich ab (Colén et al., 2019). Ahnliche Beobachtungen konnten in einem weiteren Sepsis
Mausmodell nachgewiesen werden. PAD4 negative Miause zeigten einen reduzierten ROS und in
Teilen ein lingeres Uberleben. Wobei anzumerken ist, dass die Forscher in dieser Studie je nach Art
des Sepsismodells auch gewisse protektive Effekte der NETs beobachteten (Kiwit et al., 2024).

In klinischen Studien bestétigen sich diese Beobachtungen. Es zeigt sich, dass septische Patienten
hohere Werte an NETs und NETose-Markern aufwiesen und, dass dieses dariiber hinaus
prognostische Marker waren (4brams et al., 2019, Mao et al., 2021, Su et al., 2023).

Auch bei dem neuartigen Coronavirus SARS-COV2 konnten Forscher einen Zusammenhang
zwischen Markern einer akuten Entziindung (C-reaktives Protein, Leukozyten, proinflammatorische
Zytokine) und NETSs, sowie mit Markern fiir Endothelschaden, Fibrinolyse und Gerinnung
feststellen. Grundlegend wiesen an SARS-COV?2 erkrankte Patienten hohere Werte an Markern fiir
NETose als Gesunde auf. Dariiber hinaus zeigte sich, dass jene, die im Verlauf verstarben, oder
unterstiitzte Beatmung benétigten, vergleichsweise hohere NETose-Marker aufwiesen (Ng ef al.,
2020). Den prognostischen Wert von NETs konnten Forscher bestitigen (Krinsky et al., 2023,
Kapoor et al., 2024).

Der direkte Nachweis von NETs gelang auch aus Gewebe bei septischen Hunden (Li et al., 2018)
und aus Uterusmaterial bei Hunden, die aufgrund einer Pyometra kastriert wurden. Bei Hunden, die
aufgrund einer anderen Ursache als einer Pyometra kastriert wurden, konnten hingegen keine NETs
nachgewiesen werden (Reborddo et al., 2017). Einen weiteren Hinweis, dass auch bei Tieren NETs
eine Rolle bei verschiedenen, aktuell noch nicht gdnzlich geklarten Prozessen bei infektigsen
Erkrankungen liefern konnten, zeigte eine Studie, die sich mit NETs und Infektionen mit dem
felinen Leukdmievirus (FeLV) beschiftigte. Katzen, die an FeLV erkrankt waren und zusétzlich

Symptome ihrer Erkrankung aufwiesen, setzten mehr NETSs frei als Katzen die zwar infiziert, aber
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asymptomatisch waren (Wardini et al., 2010). Bei parasitiren Erkrankungen konnten ebenfalls
NETs nachgewiesen werden. Studien konnten zeigen, dass infektiose Stadien von Angiostrongylus
vasorum und bei Dirofilaria immitis sowohl infektiose Stadien, als auch Mikrofilarien, in vitro eine
Freisetzung von NETs aus kaninen neutrophilen Granulozyten herbeifiihren und eine Festsetzung
der Larven durch NETs erfolgte (Muioz Caro et al., 2018; Grob et al., 2021). Ebenfalls konnte in
vitro nachgewiesen werden, dass kanine neutrophile Granulozyten, sowohl aus Blut, als auch aus
Kolostrum stammend, bei Kontakt mit Neospora caninum NETs freisetzen (Wie et al., 2016;

Demattio et al., 2022).

3.2 Akute Pankreatitis

Im Mausmodell konnte nachgewiesen werden, dass NETs bei der Pathogenese einer akuten
Pankreatitis eine Rolle spielen. Sie aktivieren Trypsin, verstérken die Inflammationsreaktion sowie
den Gewebeschaden (Merz et al., 2015). Auch konnte gezeigt werden, dass exzessive NETose das
Risiko einer Verlegung des Pankreasganges erhoht (Leppkes et al., 2016). Unterstiitzend zu diesen
Beobachtungen fanden sich bei humanen Patienten mit einer akuten Pankreatitis erhohte Werte von
indirekten NETosemarkern (cfDNA, Histone DNS (HisDNA)) (Merz et al., 2015). Bei Hunden
wurden ebenfalls erhthte Werte an cfDNA bei akuten Pankreatitiden nachgewiesen (Kim et al.,
2024). Dariiber hinaus zeigte sich, dass ein hherer Gehalt an cfDNA mit einer ldngeren
Hospitalisierungsdauer einhergeht. Ebenfalls lie3 sich eine Korrelation zwischen klinischen Scores
zur Graduierung der Schwere einer Pankreatitis, Markern einer Gallenblasenobstruktion, und der
Hohe der gemessenen cfDNA nachvollziehen (Gibor et al., 2022). Die Vermutung besteht, dass die
Schwere der Pankreatitis anhand cfDNA néher eingeschitzt werden kann (Sun et al., 2021, Kim et
al., 20249).

Murthy et al (2019) untersuchten in ihrer Studie, inwiefern der Autophagiehemmer Chloroquin
einen positiven Effekt auf die Uberlebenszeit einer akuten Pankreatitis in Mausmodellen hat und ob
sich eine Verringerung der NET-Produktion in vivo und in vitro beobachten ldsst. Sie konnten
nachweisen, dass bei Mdusen mit einer akuten Pankreatitis indirekte Marker fiir NETose erh6ht
waren (cfDNA, Myeloperoxidase-Deoxyribonukleinsdurekomplex (MPO-DNA)) und, dass diese
unter Chloroquinverabreichung sanken. Weiter konnte beobachtet werden, dass, nach Verabreichung
von Chloroquin, labordiagnostische Parameter fiir eine akute Pankreatitis zurtickgingen (Trypsin,
Amylase). Gleiches galt fiir Entziindungsmarker wie Interleukin-6 (IL6) und High-Mobility-Group-
Protein BI (HMGb1). Auch auf klinischer Seite zeigte sich eine Verbesserung der Uberlebenszeit
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bei Applikation jenes Medikamentes. Um die These zu verifizieren, dass die gezeigten
Verbesserungen auf eine Hemmung der exzessiven NET-Produktion bei einer akuten Pankreatitis
zuriickzufiihren sind, wurden gleiche Versuche an PAD4 negativen Méuse durchgefiihrt. Da PAD4
eine wichtige Rolle in der Bildung von NETs spielt sind Miuse, welchen dieses Enzym fehlt, somit
nicht in der Lage NETs zu bilden (Li et al., 2014). Es stellte sich heraus, dass PAD4 negative Tiere
(bei Vorliegen einer Pankreatitis) geringere Konzentrationen an Trypsin und Amylasen aufwiesen
als ihre PAD4 positiven Artgenossen. Auch war die Uberlebensdauer bei jenen Tieren hoher als bei
zur NET-Bildung befdhigten Méusen. Eine Behandlung mit Chloroquin sorgte bei diesen Tieren
jedoch nicht fiir eine Verbesserung der Uberlebenszeit. Die Forscher fiihren diesen fehlenden
positiven Effekt von Chloroquin auf die fehlende Fahigkeit zur Bildung von NETs zurtick (Murthy
etal., 2019).

3.3 Immunh&molytische Anamie (IMHA) beim Hund

Die Gruppe von Lawson et al. (2018) betrachtete in einer Studie mit 35 Hunden, die an einer
immunhidmolytischen Anémie litten, zwei indirekte (zellfreie DNS, hisDNA) und einen direkten
Nachweis von NET-Strukturen (citrulliniertes Histon H3 (H3Cit)).

In den Untersuchungen lieen sich erhohte Werte an citrullinierten Histonen bei 84% der Hunde mit
einer IMHA im Vergleich zur Kontrollgruppe nachweisen, und auch die Werte von Histon DNS
waren bei 94% der Hunde mit einer IMHA erhoht. Auch zeigten sich geringfligige Zusammenhinge
zwischen der Hohe der untersuchten Marker und dem spéteren klinischen Ausgang, wenn diese
auch nicht signifikant waren. Der Anteil zellfreier DNS war lediglich bei 17% der Hunde mit einer
IMHA erhéht (Lawson et al., 2018).

In einer weiteren Arbeit, die sich mit dem Zusammenhang von zellfreier DNS und IMHA
beschiftigt, fanden sich bei den erkrankten Tieren eine deutlich erhéhte Konzentration an zellfreier
DNS im Vergleich zu gesunden Hunden. Aus der sich nicht, zwischen gesund und erkrankter
Population, unterscheidenden Konzentration an DNAse schlossen die Forscher hier, dass es zu einer
erhohten Bildung und nicht zu einem reduzierten Abbau kommt. Zusétzlich zeigte sich ein
Zusammenhang zwischen dem Versterben der Patienten und den Spiegeln an zellfreier DNS.
Aufgrund der geringen Gruppengrof3e ist hier jedoch die Aussagekraft begrenzt und weitere
Untersuchungen sind nétig. Die Vermutung besteht jedoch, dass zellfreie DNS ein prognostischer
Faktor bei IMHA-Patienten sein kénnte (Jeffery et al.,2015).

Humanmedizinische Studien, die sich mit dem Gehalt an cfDNA bei andmischen Patienten
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unterschiedlicher Grunderkrankung beschiftigten, konnten einen diagnostischen Nutzen im Gehalt
der cfDNA zur Differenzierung der unterschiedlichen Atiologien nachweisen (Elwardany et al.,
2021, Lam et al., 2017).

Eine der haufigsten Komplikationen einer IMHA stellt die Neigung zu Thrombosen dar. Der genaue
Pathomechanismus der Entstehung von Thromben ist jedoch noch unklar (Kidd & Mackmann
2013). Ein Zusammenhang zwischen systemischer Inflammation und einer Neigung zu Thrombosen
ist beschrieben (Esmon 2003) und, basierend auf der Arbeit von Lawson et al (2018), ist eine
Beteiligung von NET-Strukturen bei diesem Geschehen durchaus denkbar. Jeffery et al (2015)
konnten in ihrer Studie keinen Zusammenhang zwischen thrombotischen Ereignissen und
Konzentrationen an zellfreier DNS nachweisen, jedoch konnten in der gesamten Studie auch nur

fiinf Thromboseverdéchtige Ereignisse detektiert werden (Jeffery et al., 2015).

3.4 Gerinnungsstérungen

Ein Zusammenhang zwischen den Zellen und Mediatoren des Immunsystems und des
Gerinnungssystems ist hinreichend beschrieben (Esmon 2003). So ist es nicht verwunderlich, dass
auch NETs einen Einfluss auf das Gerinnungssystem zu haben scheinen. Es konnte nachgewiesen
werden, dass NETs zwar keinen Einfluss auf die Fibrinclotbildung haben, jedoch die maximale
Clotformationsgeschwindigkeit erhthen und die Fibrinolyse verlangsamen (Jeffery & Levine 2017).
Auch die Beobachtung, dass NETs, sowohl in thrombozytenarmen als auch -reichen Plasma die
Bildung von Thrombin férdern, spricht ihnen eine gewisse prokoagulatorische Rolle zu (Gould et
al., 2014). Des Weiteren wurde beobachtet, dass bei erhéhten Konzentrationen an cfDNA die
entstehenden Clots bei septischen Patienten resistent gegeniiber Fibrinolyse sind und erst der Zusatz
von DNAse eine Fibrinolyse wieder erméglichte (Gould et al., 2015). Im Mausmodell konnte
dartiiber hinaus gezeigt werden, dass NETs die intravaskulére Gerinnung férdern und die
Mikrozirkulation behindern. Diese Effekte waren durch Behandlung mit DNAse reversible
(McDonald et al., 2017). Zudem konnte gezeigt werden, dass in schwer kranken COVID-19
Patienten NETs eine Rolle spielen bei der Entwicklung von Thrombosen (Middleton et al., 2020).
Die disseminierte intravasale Koagulopathie (DIC) ist eine schwere Komplikation verschiedener
systemischer Erkrankungen wie zum Beispiel Infektionen, himatopoetische oder solitdre Tumoren
oder Traumata (Wada et al., 2014). Es handelt sich bei der DIC um einen Symptomkomplex, der
mit der systemischen Aktivierung des Gerinnungssystems und der Ausbildung von Thromben

(Hyperkoagulabilitit) beginnt, und nicht selten in Multiorganversagen und schweren Blutungen
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(Hypokoagulabilitit) endet (Taylor et al., 2001).

Verschiedene Studien konnten zeigen, dass bei Patienten mit einer DIC, ein indirekter oder direkter
Nachweis von NETs mdglich ist. Die Gruppe um Delabranche et al. (2017) konnte nachweisen,
dass bei Patienten, die in Folge einer Sepsis eine DIC entwickelten, erhohte Konzentrationen an
NETs vorlagen, als bei jenen Patienten, die nur septisch waren (Delabranche et al., 2017). Auch die
Gruppe um Stiel et al. (2019) konnte durch Zellfluoreszenz direkt belegen, dass bei Patienten, die
infolge eines septischen Schocks eine DIC entwickelten, NETs nachzuweisen waren. Bei gesunden
Kontrollpatienten oder jenen die eine Sepsis ohne DIC zeigten gelang der direkte Nachweis von
NET-Strukturen nicht (Stiel et al., 2019).

Wie bereits bei septischen Patienten (Forsblom et al., 2014) zeigt auch der direkte Nachweis von
NETs bei humanen Patienten mit DIC einen negativ prognostischen Wert (Mao et al., 2021, Abrams
et al., 2019). Zusitzlich konnte mittels Assay préadiktiert werden, ob jene Patienten im Verlauf ihres
Klinikaufenthaltes eine DIC als Folge ihrer Sepsis entwickelten (Abrams et al., 2019). Die Hohe der

gemessenen cfDNA scheint mit der Schwere der DIC zu korrelieren (Rannikko et al., 2018).
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4. ADVIAe 2120i, RETIC Kanal und der
NACU

Der ADVIA® 2120i der Firma Siemens Healthcare ist ein vollautomatisiertes Hamatologiesystem,
das in der Lage ist, aus Vollblutproben tierartspezifisch ein komplettes grof3es Blutbild inklusive
Retikulozytenanalyse zu erstellen. Es besteht die Moglichkeit Panels aus verschiedenen
Messparametern auszuwéhlen: komplette Zellzahl (CBC), komplette Zellzahl inklusive
Leukozytendifferenzierung (CBC/diff), komplette absolute und prozentuale Retikulozytenzahl
inklusive Indizes (retic), komplette Zellzahl mit Retikulozytenmessung (CBC/retic),
Leukozytendifferenzierung und Retikulozytenmessung (CBC/diff/retic) (Siemens Healthcare
Diagnostics 2010).

Grundlegend besteht der ADVIA® 21201 aus zwei Hauptbestandteilen. Zum einen dem
Analysegerit, bestehend aus Elektronik, Hydraulik, Pneumatik und der Probenverarbeitung, zum
anderen aus dem Computeranteil, inklusive Bildschirm, Maus und Tastatur. Teil des Analysegeriits
stellt der sogenannte Unified fluid circuit dar, in welchem die gewonnene Probe mittels Sherventil
auf die finf unterschiedlichen Reaktionskammern aufgeteilt wird (Hgb-, Baso-, RBC-, Retis- und
Peroxidase-Reaktionskammer). Dort werden sie mit den, fiir die Messungen, notwendigen

Reagenzien versetzt (Siemens Healthcare Diagnostics 2010).

Der ADVIA® 2120i verwendet zur Analyse der Probe Streulichtmessung, Lyse der Leukozyten und

Farbungen mit Myeloperoxidase und Oxazine 750 (Siemens Healthcare Diagnostics 2010).

Fiir die Messung und Differenzierung der Leukozytenzahl sind im ADVIA® 2120i zwei getrennte
Kanile vorhanden, die synergistisch zueinander wirken. Im Peroxidasekanal erfolgt, nach
vorheriger Lyse der Erythrozyten, eine Messung des Peroxidasegehalts der vorhandenen Zellen und
daraus resultierend eine Unterscheidung in Peroxidase-positive (neutrophile und eosinophile
Granulozyten, Monozyten) und Peroxidase-negative (Lymphozyten, Basophile Granulozyten, Large
unstained cells (LUC)) Leukozyten. Die nicht lysierten Thrombozyten werden anhand ihres
GroéBenunterschieds zu Leukozyten unterschieden. Mittels Halogen-Lichtquelle wird die Grofe

(Streulichtmessung) und die Absorptionsfihigkeit (Farbeintensititit) der gemessenen Zellen
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bestimmt. Die Absorption verhilt sich proportional zum Peroxidasegehalt der jeweiligen Zelle und

wird im generierten Scattergramm auf der X-Achse angezeigt. Die GréB3e wird in dieser Darstellung

auf der Y-Achse aufgetragen (siche Abbildung 1) (Siemens Healthcare Diagnostics 2010).

Abbildung 1 Scattergramm des Peroxidasekanal. weif3: Zelldebris und kernhaltige Erythrozyten (links) und
Thrombozytenaggregate (rechts); blau: Lymphozyten, tiirkis: Large unstained cells (LUC), griin: Monozyten; magenta:

neutrophile Granulozyten, darunter in gelb esosinophile Granulozyten

Der zweite Kanal, der vor allem zur Bestimmung der Leukozytenzahl genutzt wird, ist der
Lobularitits-/Kerndichtekanal, oft auch als Basokanal bezeichnet. In diesem werden mittels Zugabe
von Surfactant und Phthalséure neben Erythrozyten und Thrombozyten, auch die Zellmembranen
aller Leukozyten lysiert. Ausgenommen davon sind Lyse-resistente Zellen, vor allem basophile
Granulozyten. Es erfolgt eine Klassifizierung anhand von Gréfle, Lobularitit, Kerndichte und Zahl
der Zellen. Somit lisst sich nicht nur die Anzahl der jeweiligen Leukozyten bestimmen, sondern
auch eine Aussage tiber Kernmorphologie sowie Resistenz gegen Zelllyse treffen. Die Erkennung
von basophilen Granulozyten basiert auf dem vergleichsweise groBeren Volumen der intakten

Zellen gegeniiber den iibriggebliebenen Kernen der lysierten Leukozyten (ADVIA Operator Guide).
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Es ist anzumerken, dass keine echte Messung von basophilen Granulozyten erfolgt, sondern nur
Zellen als Basophile klassifiziert werden, die sich als lyseresistent (im besagten Kanal, unter
vorherig beschriebenen Bedingungen) erweisen und in ihren Lichtbrechungseigenschaften am
ehesten den basophilen Granulozyten entsprechen. Dieser Tatsache geschuldet ist das recht hiufige
Auftreten einer sogenannten ,,Pseudobasophilie” (siche Abbildung 2). Dabei handelt es sich um
falsch hoch gemessene Zahlen an ,,basophilen Granulozyten®, die dadurch entstehen, dass im Blut
vermehrt lyseresistente Zellen vorliegen, die eine dhnliche Lichtbrechung haben wie basophile
Granulozyten. Beobachtet werden kann dies vor allem bei neoplastischen Erkrankungen wie akuten
oder chronischen Leukdmien, Lymphomen, leukdmischen Formen von Myelomen, eine erh6hte

Anzahl an zirkulierenden Plasmazellen, oder bei aktivierten Granulozyten. Aber auch Fehler im

Antikoagulanz (Ethylendiamintetraessigsiure (EDTA)) oder Gerétefehlfunktionen konnen zu einer

Pseudobasophilie fithren (Gibbs et al., 2009).

Baso N Bao

Abbildung 2 Scattergramm BASO Kanal, links gesund, rechts Pseudobasophilie, blau mononuklecire Zellen (Monozyten,
Lymphozyten), magenta: neutrophile und eosinophile Granulozyten, gelb: Basophile bzw lyseresistente Zellen,

Pseudobasophilie

Durch die Messung dhnlicher Parameter in verschiedenen Kanilen erfolgt ein interner Abgleich der
Ergebnisse. So fiihrt zum Beispiel eine unzureichende Ubereinstimmung der gemessenen

Leukozytenzahlen im Peroxidasekanal und Lobularititskanal zur Erstellung von Fehlermeldungen,
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die an den Geritebediener gemeldet werden. Ahnliches gilt bei Abweichungen im Peroxidasekanal
im Bereich der LUCs und bei der Ausbildung einer sogenannten Blastenase im Lobularititskanal,
welches zur Generierung einer Blastenmeldung fithrt (Harris et al., 2005). Hierin besteht ein

Selbstkontrollmechanismus, was erheblich zur Qualitdtskontrolle der Messungen beitrégt.

Die Bestimmung der NACUs findet im Retikulozytenkanal statt. Auf diese soll im Folgenden néher

eingegangen werden.

4.1. Retikulozytenmessung

Der RETIC-Kanal des ADVIA ®2120i beinhaltet, neben den zwei Detergenzien, welche die
notwendige morphologische Verdanderung der Blutzellen hervorrufen, auch Oxazin 750, welches ein
Abkommling vom Neumethylenblau ist und zur Anfarbung von Nukleinséuren verwendet wird.
Durch den unterschiedlichen Gehalt von DNS in reifen Erythrozyten (enthalten keine DNS mehr)
und Retikulozyten lassen sich diese hier unterscheiden. Ein konstantes Volumen der Suspension
passiert die Flusszelle, wird dort durch hydrodynamische Fokussierung vereinzelt und mittels eines
Argonlasers abgetastet. Bei dieser Methode wird das auftreffende Licht in einem flachen (2-3°) und
steilem (5-15°) Winkel gestreut, was von einer Photodiode gemessen wird. Die beiden gemessenen
Winkel sind proportional zur Gré3e und Himoglobinkonzentration der Zellen. Zusitzlich wird
durch einen Detektor die Absorption gemessen, welche proportional zum DNS-Gehalt ist.

Neben der absoluten Darstellung, erstellt der ADVIA® 2120i ebenfalls ein Scattergramm der im
autoRETIC gemessenen Probe. In dieser werden die Zellen nach ihrer GréBe (y-Achse) und ihrer
Anfirbbarkeit mittels Oxazin 750 bzw. ihrer Reife (x-Achse) in einem Koordinatensystem

dargestellt (Siemens HealthCare Diagnostics 2010).

Im RETIC Kanal des ADVIA® 2120i fallen vor allem bei schwer kranken Patienten immer wieder
Events im unteren Bereich des Scattergramms auf. Diese zeigen sich von geringer Grofe, firben
sich aber stark mit Oxazin 750 an, was fiir einen hohen Gehalt an Nukleinsdure spricht (siche
Abbildung 3). Diese Events werden als Nucleic acid containing units bezeichnet. Es besteht die
Vermutung, dass es sich hierbei zum GrofBteil um NET-Strukturen handelt, welche von aktivierten
segmentkernigen Neutrophilen Granulozyten im Zuge der Immunantwort freigesetzt werden. Neben

besagten NETs konnen jedoch auch Bakterien, Pilze, RNS von lysierten Retikulozyten, DNS-

22



Strange von lysierten Leukozyten oder zellfreie DNS/RNS anderen Ursprungs in diesem Parameter

identifiziert werden (Kleinert 2019, Gibbs et al., 2020) (siche Abbildung 3).

Platelet Ahsorption

Abbildung 3 Retic-Scattergramm einer Messung des ADVIA® 2120i (Firma Siemens Healthcare), in weif3: Erythrozyten
mit Retikulozyten (rechts aus dem Bild ziehend), in Tiirkis Thrombozyten mit angrenzenden, in magenta abgebildeten,

retikulierten Thrombozyten, unten rechts (hellgriin) NACU-Count

Tabelle 3 Darstellung der gemessenen Werte, zugehdrig zum Scattergramm des obrigen Patienten

Parameter Gemessener Wert
%RtcPlts 6,98
RtcPlts Count 130

RtcPlts Threshold 12

RtcPIt Vi 41,6
RtcPlt Cl 14,1
NACU Count 240
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5. Fragestellung

Ziel dieser Dissertation ist, den NACU-Count beim Hund hinsichtlich der diagnostischen und
prognostischen Bedeutung zu evaluieren. Es gibt zahlreiche Berichte, dass cfDNA und NETs eine
Rolle bei einer tiberschiefenden und deregulierten Immunantwort und bei schweren systemischen
Entziindungsreaktionen spielen. Es besteht daher die Vermutung, dass sich dieser Marker als
weiterer Bestandteil der klinischen Labordiagnostik nutzen ldsst, um verschiedene
Krankheitsprozesse besser detektieren zu konnen.

NACU entsprechen nicht zwangsldufig NET-Strukturen, jedoch besteht die Hypothese, dass NET-
Strukturen einen hohen Prozentsatz dieses Parameters ausmachen (Kleinert 2019). Aber auch
zellfreie DNS aus apoptotischen oder nekrotischen Zelluntergangen kénnten in diesem Marker
erfasst werden (Gibbs et al., 2020).

Da es sich beim NACU-Count um einen neuen und wenig erforschten Parameter handelt, soll in
dieser Arbeit, neben der Bestimmung eines Referenzintervalls des NACU, eine Bestimmung der
verschiedenen Einflussfaktoren auf den NACU erfolgen.

Zum einen soll eine Betrachtung hinsichtlich verschiedener klinischer Parameter erfolgen, wie zum
Beispiel der Einfluss des Gesundheitsstatus des Patienten, der Einfluss der Korperinnentemperatur,
der Einfluss von Medikamenten (Antibiotika, Nicht-steroidale Antiphlogistika (NSAIDs),
Immunsuppressiva, Glukokortikoide, etc.), oder auch ob sich verschiedene Erkrankungsarten
hinsichtlich ihres NACUs unterscheiden (sterile oder infektigse Entziindungen, Neoplasien,
Gewebeschdden, etc.). Zum anderen soll die Evaluation des NACU- Counts als prognostischer
Marker im klinischen Alltag erfolgen.

Zusitzlich soll eine Betrachtung von verschiedenen labordiagnostischen Standardparametern und
ihr Verhéltnis zum NACU-Count erfolgen: Zusammenhinge zwischen NACU und den Zellen des
standardisierten Differentialblutbildes (Gesamtleukozytenzahl, Neutrophile, Eosinophile und
Basophile Granulozyten, Lymphozyten, Monozyten,) sowie Markern einer akuten
Entziindungsreaktion (Stabkernige neutrophile Granulozyten, CRP).

Korrelationen zwischen NACU und den vorherig genannten Faktoren kénnen zusétzlich die
bestehende Grundhypothese (NACU erfasst tiberwiegend NETose und ermdglicht eine

Quantifizierung dieser) bekriftigen.

Die oben genannten Punkte sollen als Grundlage fiir weitere Untersuchungen hinsichtlich des
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klinischen Nutzens des NACU-Counts dienen. Bei dem Studium der Literatur, die sich mit dem
Thema NETose beschiftigt, fillt auf, dass, seit der Entdeckung im Jahre 2004, das Wissen zu
diesem Thema rasant zugenommen hat. Es gibt etliche Krankheitskomplexe, bei denen NETose eine
Rolle zu spielen scheint, und noch mehr Einflussfaktoren auf die Freisetzung von NETs. Eine voll
umfassende und detaillierte Betrachtung dessen ist hier nicht moglich. So soll diese Arbeit eher
bestitigen, dass der NACU ein Potential fiir die standardisierte klinische Labordiagnostik und
Anstol3 geben fiir weiterfithrende Untersuchungen hinsichtlich seines Nutzens im klinischen Alltag

hat.
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6. Material und Methoden

Die vorliegende Studie gliedert sich wie folgt: retrospektiver Teil I (Referenzwertpopulation),
retrospektiver Teil II (gemischte Population kranker Patienten) und pro