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1. Einleitung 
In der AutoReticMethode des ADVIA® 2120i der Firma Siemens HealthCare GmbH (Erlangen) 

werden zellhaltige Proben mittels ihrer Größe und ihres Nukleinsäuregehaltes aufgeschlüsselt 

(Siemens HealthCare Diagnostics 2010). In der tierärztlichen Praxis wird diese Methode bereits 

erfolgreich verwendet, um regenerative Prozesse bei Thrombo- und Erythrozyten frühzeitig 

feststellen zu können (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 Nukleinsäuren aufwiesen und 

von geringer Größe waren. Diese Partikel wurden als Nucleic acid containing units (NACU, 

Nukleinsäure enthaltende Partikel) bezeichnet. Es lässt 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, Ribonukleinsäuren (RNS) von lysierten 

Retikulozyten, Desoxyribonukleinsäuren (DNS) Stränge von lysierten Leukozyten oder zellfreie 

DNS/RNS anderen Ursprungs, auch ein großer Anteil an so genannten neutrophil extracellular 

traps (NETs) in diesem Parameter finden lassen (Kleinert 2019, Gibbs et al., 2020). Dabei handelt 

es sich um überwiegend von polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten (PMNG) freigesetzte 

Strukturen, die zu einem großen Teil aus Nukleinsäuren bestehen (Brinkmann et al., 2004). 

Dr. Nadine Kleinert zeigte in ihrer Studie zur Etablierung von Nachweisverfahren für Neutrophil 

Extracellular Traps beim Hund einen gewissen, wenn auch nicht signifikanten Zusammenhang, 

zwischen gesteigerter NETose (Prozess der Freisetzung von NETs) Aktivität und einer Erhöhung 

des NACU-Counts (Kleinert 2019). So liegt die Vermutung nah, dass sich mittels NACU die 

NETose Aktivität bei einzelnen Patienten recht einfach und ausreichend zuverlässig quantifizieren 

und messen lässt. Ferner soll hier jedoch der klinische Nutzen des NACU-Counts evaluiert werden 

und versucht werden Zusammenhänge zwischen Abweichungen dieses Laborparameters und 

klinischen Entwicklungen der betroffenen Patienten darzustellen. 

Die Beantwortung der Frage nach der Ätiologie des NACU-Counts kann und soll in der hieraus 

folgenden Dissertation nicht abschließend geklärt werden. 

Als Grundlage für die im weiteren Verlauf aufgestellten Hypothesen gelten verschiedene 

Literaturberichte. Schon 2004 mutmaßten Brinkmann et al. (2004), dass NETs eine Rolle bei 

verschiedenen Autoimmunerkrankungen spielen könnten. Knapp 15 Jahre später häufen sich immer 

mehr Berichte und Beobachtungen, die einen Zusammenhang zwischen exzessiver NETose (oder 
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zumindest einem erhöhten Gehalt an zellfreier DNA (cfDNA)), verschiedenen Erkrankungen und 

einer schlechteren Prognose für Patienten sehen. Die Berichte beziehen sich nicht mehr nur auf 

Autoimmunerkrankungen wie Systemischer Lupus erythematodes oder immunmediierte Anämien, 

sondern auch bei Sepsis, Gerinnungsstörungen mit hyper- und hypokoagulablen Zuständen, akuter 

Pankreatitis und verschiedenen Tumorerkrankungen werden Zusammenhänge mit NETose gesehen 

(Saukkonen et al., 2007 & 2008; Forsblom et al., 2014; Merz et al., 2015; Lawson et al., 2018; 

Murthy et al., 2019). 
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2. Angeborenes Immunsystem/ 

unspezifisches Immunsystem 
2.1 Humorale unspezifische Immunantwort  
Die humorale Immunantwort besteht aus einer Fülle von im Plasma gelösten Stoffen, die die erste 

Reaktion auf eindringende Pathogene darstellen. Neben den Enzymen des Komplementsystems und 

natürlichen präformierten Antikörpern, 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. 

Überwiegend 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 schützen sie den 

Körper vor einer ungerichteten Autoaggressivität (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 gelösten 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 Oberflächen (Maas et al., 2011). Der dadurch aktivierte Faktor XIIa spaltet 

Plasma Prekallikrein (PPK) zu Plasma Kallikrein (PK), welches wiederum zu einer verstärkten 

Aktivierung von Faktor XII führt. Über die so angestoßene Kaskade mediiert das Kontaktsystem, 

vermittelt über die Bildung von Bradikinin, eine proinflammatorische Wirkung. Diese zeigt sich 

klinisch in einer vermehrten Vasodilatation, erhöhten Gefäßpermeabilität und verstärkten 

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 natürliche Antikörper werden jene Antikörper bezeichnet, die ohne antigenetische Stimulation 

vorhanden sind (Holodick et al., 2017, Binder et al., 2005). Sie sind in der Regel vom IgM Typ, 
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seltener IgA oder IgG und werden von B-1 Zellen produziert, welche bereits pränatal vorhanden 

sind.  Grundsätzlich werden hier monoreaktive von polyreaktiven Antikörpern unterschieden 

(Holodick et al., 2017), beide können sich jedoch sowohl gegen körpereigene als auch körperfremde 

Antigene richten (Binder et al., 2005). Als Teil der angeborenen Immunantwort besteht ihre 

Aufgabe zum einen darin, eindringende Pathogene unschädlich zu machen, zum anderen haben sie 

immunmodulatorische Aufgaben. Sie spielen eine wichtige Rolle bei der Erkennung und 

Beseitigung gealterter und beschädigter Zellen. Die somit proapoptotischen Effekte dieser 

Antikörper schützen vor einer etwaigen Autoimmunität (Binder et al., 2005). Darüberhinaus schützt 

ihr regulatorisches Verhalten gegenüber anderen Antikörpern vor einer überschießenden 

Immunantwort (Holodick et al., 2017). 

Die Gruppe der PRMs unterteilt sich hinsichtlich ihrer Struktur in Collectine, Ficoline und 

Pentraxine. Zu den Pentraxinen gehören die beiden in der Veterinärmedizin etablierten Marker der 

akuten Entzündung, C-reaktives Protein (CRP) und Serum-Amyloid-A (SAA) (Fransson et al., 

2007, Tamamoto et al., 2008). Bei zellulärer Schädigung 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 ähnlich. Sie aktivieren das Komplementsystem, führen zu 

einer Opsonierung von Antigenen, sowie zur Neutralisation und Agglutination von 

Mikroorganismen und gealterten Zellen. Darüber hinaus übernehmen sie eine regulatorische 

Aufgabe in den Wechselwirkungen zwischen humoraler und zellulärer Immunantwort (Botazzi et 

al., 2010).  

 

 

2.2 Zelluläre unspezifische Immunantwort  

2.2.1 Mastzellen 

Mastzellen sind vor allem für ihre Beteiligung an allergischen Reaktionen bekannt. Im Allgemeinen 

stammen sie von den gleichen myeloischen Vorläuferzellen wie Granulozyten ab und finden sich 

gehäuft an Stellen, wo ein vermehrter Kontakt zwischen Organismus und Umwelt stattfindet, wie 

zum Beispiel der Haut und allen Schleimhäuten, aber es konnte auch ein vermehrtes Vorkommen 

um Blutgefäße nachgewiesen werden. Neben ihrer Hauptrolle bei allergischen Geschehen fanden 

sich auch zunehmend Hinweise, dass sie eine wichtige Rolle im angeborenen zellulärem 
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Immunsystem darstellen (da Silva et al., 2014). So konnte zum Beispiel nachgewiesen werden, dass 

Mastzellen eine vermehrte Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten und Monozyten auslösen 

(de Filippo et al., 2013). Ebenso weisen sie phagozytäre Eigenschaften auf und zerstören 

aufgenommene Mikroorganismen in säurehaltigen 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 Natürliche Killerzellen 

Natürliche Killerzellen stammen von angeborenen lymphoiden Zellen ab und benötigen, anders als 

T- oder B- Lymphozyten, keinen vorherigen Kontakt zu Antigenen. Sie werden deshalb auch als 

angeborene Lymphozyten bezeichnet. Die Funktion der natürlichen Killerzellen ist durch ihre 

Oberflächenrezeptoren bedingt, diese sind unveränderlich codiert. Durch rasche Freisetzung von 

inflammatorischen Zytokinen durch diese Zellen ist es schnell möglich eingedrungene Pathogene 

oder entartete Zellen zu beseitigen (Geiger & Sun 2016). Mittlerweile wird bei natürlichen 

Killerzellen davon ausgegangen, dass sie eine entscheidende Rolle bei der Entstehung von 

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

 

2.2.3 Makrophagen/Monozyten 

Makrophagen und Monozyten stammen, wie auch dendritische Zellen, von den gleichen 

myeloischen Vorläuferzellen des monozytären Phagozytosesystems ab (Doulatov et al., 2010). Im 

Gegensatz zu anderen primären Phagozytenzellen (Granulozyten), welche nur eine 

Lebenserwartung von wenigen Stunden haben, können Makrophagen bis zu mehreren Jahren im 

Gewebe aktiv bleiben, abhängig von der Art und Weise der Immunantwort (Geissmann et al., 

2010). 

Hauptaufgabe der Makrophagen ist es eindringende Pathogene zu erkennen und unschädlich zu 

machen. Darüber hinaus kommt ihnen jedoch auch eine wichtige Funktion bei „Aufräumarbeiten“, 

also der Beseitigung abgestorbener Zellen und zellulären Debris zu, und auch bei Umbauprozessen 

nach Verletzungen spielen sie eine entscheidende Rolle (Gordon et al., 2005; Geissmann et al., 

2010, Wynn & Barron 2010).  

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

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

übernimmt (Galli et al., 2011). 

 

2.2.4 Granulozyten 

Die Zellpopulation der Granulozyten wird grundlegend anhand der Anfärbbarkeit ihrer 

zytoplasmatischen Granula in neutrophile, eosinophile und basophile Granulozyten unterteilt. 

Gemein ist ihnen allen ihre Beteiligung an der Wirkungsweise des angeborenen unspezifischen 

Immunsystems (Aristizábal & González 2013).   

 

Eosinophile Granulozyten sind vor allem für ihre Wirkung bei Infektionen mit parasitären Erregern, 

aber auch für ihre Funktion bei allergischen Geschehen, bekannt (Wen & Rothenberg 2016). Ein 

geringer Prozentsatz der eosinophilen Granulozyten ist in der Zirkulation nachzuweisen (1-4%), die 

überwiegende Mehrzahl findet sich jedoch auf Schleimhäuten, also dort wo ein Kontakt zur 

Außenwelt stattfindet, und in sekundären lymphatischen Organen. Über 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. 

Darüber hinaus zeigte sich in den letzten Jahren zunehmend, dass sie eine Interaktion mit 

Mastzellen, T-Lymphozyten, Bindegewebszellen und Nervenzellen aufweisen und somit sowohl die 

Entzündungsreaktion verstärken 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 angefärbte, zytoplasmatischen Granula aus. Die Rolle der basophilen 

Granulozyten ist auch heute noch nicht vollständig geklärt. 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 
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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 Bekämpfung parasitärer 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 Überlebenszeit 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 unschädlich zu machen. Ein Schlüsselereignis bei 

diesen Vorgängen ist die Extravasation von neutrophilen Granulozyten. Dabei handelt es sich um 

einen rezeptorabhängigen Vorgang, der durch im Plasma gelöste Mediatoren angestoßen wird 

(Kobayashi & DeLeo 2009). Durch konservierte Oberflächenstrukturen auf Bakterien, sogenannte 

pathogen-associated molecular patterns (PAMPs), welche an die unterschiedlichen Rezeptoren von 

neutrophilen Granulozyten binden, sind letztere dazu befähigt Mikroorganismen zu phagozytieren 

und somit unschädlich zu machen. (Hayashi 2003) Der Vorgang der Phagozytose kann durch 

Opsonierung von Mikroorganismen, durch Antikörper oder Proteine der Komplement-

Bindungsreaktion, verstärkt werden (Katzenmeyer &Bryers 2011, Hrčková et al., 2016).  

Neben dem vorher beschriebenen Vorgang führt die Bindung der PAMP-Rezeptoren ebenfalls zu 

einer vermehrten Freisetzung von Cytokinen und freien Sauerstoffradikalen, welche den 

Entzündungsprozess unterstützen und eine mikrobizide Aktivität aufweisen (Hayashi 2003).  

Die mikrobizide Aktivität 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 über den membrangebundenen Komplex einer NADPH abhängingen 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 

Wasserstoffperoxid (Pruchniak et al., 2013). 

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

angeborenen Immunantwort, jedoch sind sie keineswegs spezifisch gegen eingedrungene 

Mikroorganismen gerichtet, weshalb es hierbei immer auch zur Schädigung des umliegenden 

Gewebes kommt (Kobayashi & DeLeo 2009). 

Neben diesen bereits seit längerer 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 

überwiegend 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).  

  

2.3 Neutrophil extracellular traps (NETs) und NETose  
Bei NETs handelt es sich um filamentöse 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 früheren Arbeit bereits die Freisetzung von DNS-

haltigen Strukturen aus neutrophilen Granulozyten in Folge bestimmter Stimuli beschreiben (Takei 

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 

Köckritz-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 Auflösung der Kernhüllen und Membranen der Granula führt und somit die 

Mischung von NET-Strukturen ermöglicht. Durch Zerstörung der Zellmembran kommt es 

schlussendlich zu einer Freisetzung der NETs. Dieser Vorgang resultiert in einem Verlust der 

zellulären Integrität 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 ausführenden Zellen vital und zeigen weiterhin eine Funktion. Auch 

dieser Vorgang scheint ROS abhängig zu sein (Yousefi et al., 2009). Der Nukleinsäureanteil bei 
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dieser Form der NETose kann sowohl von mitochondrialer DNS (Yousefi et al., 2009), als auch 

nukleärer 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 ändern, formen Membranprotrusionen und setzen filamentöse Strukturen frei. 

Diese bestehen aus glatten Anteilen mit einer Größe von 15 -17nm und globulären Strukturen, die 

eine Größe von 25nm aufwiesen. Auch größere Aggregate von bis zu 50 nm können beobachtet 

werden. Im Transmissionselektronenmikroskop zeigt sich, dass diese Strukturen nicht von einer 

Membran umgeben sind (Brinkmann et al., 2004).  

Ein großer Teil dieser Strukturen besteht aus DNS, erkennbar daran, dass sie sich mit in DNS 

einlagernden Lösungen anfärben und eine Behandlung mit Deoxyribonukleasen (DNase) zur 

Auflösung der Strukturen führt. Des Weiteren reagieren sie mit Antikörpern gegen Histone H1, 

H2A, H2B, H3, H4 und gegen den H2A-H2B- DNA Komplex. In den globulären 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 NETs, mittels ihrer filamentösen 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 NETs angeheftet vorfanden (Brinkmann et al., 2004). Auch bei einer Endotoxämie 

zeigte sich, dass bei Freisetzen von NETs dies zu einem Einfangen der E. Coli in den 

Lebersinusoiden führte und eine weitere Dissemination im Organismus verhindert wurde 

(McDonald et al., 2012). Eine Applikation von DNAse während einer Hautinfektion mit 

Staphylokokken resultierte in einem raschen Entkommen der Bakterien vom Ort der Infektion und 

einer erhöhten 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.  
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Über 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). 

Darüber 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 Fähigkeit 

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 zusätzlich einen nachgewiesenen bakteriziden 

Effekt (Doolin et al., 2020). Diskussionspunkt ist hier jedoch, ob diese Bestandteile eine wirkliche 

effiziente antimikrobielle Wirkung besitzen.  

Des Weiteren verstärken sie immunologische Reaktion, durch eine Förderung der Freisetzung von 

ROS und einer gesteigerten Phagozytoseaktivität. Dies führt zu einer vermehrten Abtötung von 

Erregern (Dömer et al., 2021).  

 

2.3.3 Einflussfaktoren auf die Bildung von NETs  

Für die Bildung und Freisetzung von NETs gibt es stimulierende und inhibierende Faktoren. Die 

unten aufgeführten Tabellen (siehe Tabelle 1 & 2) sind eine zusammengefasste und gekürzte 

Version der Tabelle aus dem Review Artikel von Laukova und Konečná aus dem Jahre 2017 

(Laukova & Konečná 2017). Die Tabelle wurde auf die, in dieser Arbeit und im klinischen Alltag, 

interessant erscheinenden Parameter reduziert.  
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Tabelle 1 NETs fördernde 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 

Gallensäuren Haute et al., 2015  

Acetylsalicylsäure Lapponi et al., 2013  

Cyclosporin Gupta et al., 2014 
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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 

darüber 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 

et al., 2023, Xu et al., 2024). 

So zeigten Versuche an Mäusen, dass bei einer Injektion mit LPS (ein potenter Auslöser für NETs), 

eine Hemmung der Peptidylarginin deiminase 2 (PAD-2), also jenes Enzym das essenziell ist um 

NETs auszubilden, eine deutliche Erhöhung der Überlebenswahrscheinlichkeit und ein Sinken der 

Mortalität mit sich bringt, als bei jenen die NETs exprimieren können (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 Desoxyribonukleinsäure im Blut von 

kritisch kranken Patienten auf einer Intensivstation in Helsinki. Sie konnten beobachten, dass bei 

Patienten, die im späteren Verlauf verstarben, der Gehalt an cfDNA höher war als bei jenen, die 

ihren Krankenhausaufenthalt überlebten. Zudem zeigte sich, dass cfDNA einen Marker für die 

Schwere der Erkrankung und die auftretenden Organschädigungen darstellt (Saukkonen et al., 

2007). 

Ähnliche Beobachtungen konnten auch in der Tiermedizin gemacht werden. Zwei Studien zeigen, 

dass es sich bei cfDNA um einen vielversprechenden Marker von Gewebeschädigung handeln 

könnte. Die erste Untersuchung betrachtete Hunde, die eine Magendrehung aufwiesen. Es zeigte 

sich, dass die Werte an cfDNA bei Hunden mit einer Magendrehung erhöht waren, dies scheint 

jedoch kein prognostischer Marker zu sein. Auch ließen sich keine Rückschlüsse auf das Auftreten 

von postoperativen Komplikationen anhand der Höhe der cfDNA ziehen (Troia et al., 2018). Die 

Arbeitsgruppe von Wilson et al bestätigt in ihrer Studie, dass auch bei einem iatrogenen 

Gewebeschaden (Hemilaminektomie, Kreuzbannrissoperation, offene Ovariohysterektomie) die 

Werte an cfDNA nach der Operation ansteigen. Zusätzlich 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 bestätigt die Beobachtungen von Saukkonen et al. (2007) beim Hund. Sie 

konnten feststellen, dass bei kranken Hunden verschiedener Ätiologie die Werte an cfDNA im 

Plasma höher liegen als bei gesunden Patienten und, dass die Schwere der Erkrankung positiv mit 

dem Gehalt an cfDNA korrelierte. Darüber hinaus zeigte sich, dass mit steigenden Werten die 

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

 

3.1 Infektionen und Sepsis 

Eine humanmedizinische Studie, die sich mit dem Zusammenhang von Bakteriämie und cfDNA 

beschäftigte, konnte einen deutlichen Zusammenhang zwischen dem Gehalt an cfDNA und der 

Überlebenswahrscheinlichkeit bei septischen Patienten zeigen. Ein cfDNA Gehalt von >1.99 μg/ml, 

am dritten Tag des Aufenthaltes auf der Intensivstation, zeigte eine Sensitivität von 67% und eine 

Spezifität von 77% zu versterben (Forsblom et al., 2014). Zwar bezieht sich die Studie von 

Forsblom et al. nur auf Staphyloccus aureus Bakteriämie, trotz alledem sind die Ergebnisse 

durchaus interessant. Saukkonen et al. konnten in ihrer Studie zu humanen Patienten mit Sepsis 

oder septischem Schock diese Ergebnisse bestätigen. Auch bei ihnen zeigte sich, dass Nicht- 

Überlebende signifikant höhere Konzentrationen an cfDNA aufwiesen als jene Überlebenden 

(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 Mortalität einher (Xu et al. 2024).  

In ihrer veterinärmedizinischen Studie konnten auch Letendre et Goggs zeigen, dass septische 

Hunde oder solche mit einem systemischen inflammatorischen Response-Syndrom (SIRS) einen 

erhöhten 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 bakteriämisch bezeichnet 

werden können, und der Höhe der gemessenen cfDNA. In ihrer Studie zeigte sich jedoch kein 

Unterschied in der Konzentration an cfDNA in Patienten mit einem SIRS, die infektiösen Ursprungs 

war und solchen die nicht infektiösen Ursprungs waren (nSIRS). Eine abschließende Beantwortung 

der Frage, ob die Messung von cfDNA einen prognostischen Mehrwert bei septischen Patienten 

bringt, war in ihren Studien nicht möglich. Jedoch könnten cfDNA Messungen helfen, Tiere zu 

identifizieren, die eine Bakteriämie aufweisen (Letendre & Goggs 2018).  
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Neben dem Nachweis und prognostischen Nutzen von cfDNA, welche nicht zwangsläufig mit 

NETose übereinstimmen muss, zeigten auch etliche Studien das Vorkommen und die Effekte von 

NETose bei verschiedenen Infektionen, bis hin zu septischen Patienten.  

Eine Studie, die sich mit neonataler Sepsis beschäftigte, konnte im Mausmodell die Beobachtung 

machen, dass juvenile Mäuse, nach intraperitonealer Injektion von Bakterien oder LPS, mehr NETs 

produzieren als adulte Mäuse. Zusätzlich fanden sich bei juvenilen Mäusen mehr Organschäden und 

ein höherer Gehalt an proinflammatorischen Zytokinen als bei ihren adulten Kollegen. Die Schwere 

der Sepsis korrelierte mit dem Gehalt an NETs. Eine Behandlung mit Dornase alpha (rhDNAse) 

oder Petidylarginie Deiminase 4 (PAD4) -Inhibitoren milderte den Verlauf der Sepsis jedoch 

deutlich ab (Colón et al., 2019). Ähnliche Beobachtungen konnten in einem weiteren Sepsis 

Mausmodell nachgewiesen werden. PAD4 negative Mäuse zeigten einen reduzierten ROS und in 

Teilen ein längeres Überleben. 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 bestätigen sich diese Beobachtungen. Es zeigt sich, dass septische Patienten 

höhere Werte an NETs und NETose-Markern aufwiesen und, dass dieses darüber hinaus 

prognostische Marker waren (Abrams 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 Entzündung (C-reaktives Protein, Leukozyten, proinflammatorische 

Zytokine) und NETs, sowie mit Markern für Endothelschaden, Fibrinolyse und Gerinnung 

feststellen. Grundlegend wiesen an SARS-COV2 erkrankte Patienten höhere Werte an Markern für 

NETose als Gesunde auf. Darüber hinaus zeigte sich, dass jene, die im Verlauf verstarben, oder 

unterstützte Beatmung benötigten, vergleichsweise höhere NETose-Marker aufwiesen (Ng et al., 

2020). Den prognostischen Wert von NETs konnten Forscher bestätigen (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 (Rebordão et al., 2017). Einen weiteren Hinweis, dass auch bei Tieren NETs 

eine Rolle bei verschiedenen, aktuell noch nicht gänzlich geklärten Prozessen bei infektiösen 

Erkrankungen liefern könnten, zeigte eine Studie, die sich mit NETs und Infektionen mit dem 

felinen Leukämievirus (FeLV) beschäftigte. Katzen, die an FeLV erkrankt waren und zusätzlich 

Symptome ihrer Erkrankung aufwiesen, setzten mehr NETs frei als Katzen die zwar infiziert, aber 
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asymptomatisch waren (Wardini et al., 2010). Bei parasitären Erkrankungen konnten ebenfalls 

NETs nachgewiesen werden. Studien konnten zeigen, dass infektiöse Stadien von Angiostrongylus 

vasorum und bei Dirofilaria immitis sowohl infektiöse Stadien, als auch Mikrofilarien, in vitro eine 

Freisetzung von NETs aus kaninen neutrophilen Granulozyten herbeiführen und eine Festsetzung 

der Larven durch NETs erfolgte (Muñoz 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, verstärken die Inflammationsreaktion sowie 

den Gewebeschaden (Merz et al., 2015). Auch konnte gezeigt werden, dass exzessive NETose das 

Risiko einer Verlegung des Pankreasganges erhöht (Leppkes et al., 2016). Unterstützend zu diesen 

Beobachtungen fanden sich bei humanen Patienten mit einer akuten Pankreatitis erhöhte Werte von 

indirekten NETosemarkern (cfDNA, Histone DNS (HisDNA)) (Merz et al., 2015). Bei Hunden 

wurden ebenfalls erhöhte Werte an cfDNA bei akuten Pankreatitiden nachgewiesen (Kim et al., 

2024). Darüber hinaus zeigte sich, dass ein höherer Gehalt an cfDNA mit einer längeren 

Hospitalisierungsdauer einhergeht. Ebenfalls ließ sich eine Korrelation zwischen klinischen Scores 

zur Graduierung der Schwere einer Pankreatitis, Markern einer Gallenblasenobstruktion, und der 

Höhe der gemessenen cfDNA nachvollziehen (Gibor et al., 2022). Die Vermutung besteht, dass die 

Schwere der Pankreatitis anhand cfDNA näher eingeschätzt werden kann (Sun et al., 2021, Kim et 

al., 2024).  

Murthy et al (2019) untersuchten in ihrer Studie, inwiefern der Autophagiehemmer Chloroquin 

einen positiven Effekt auf die Überlebenszeit einer akuten Pankreatitis in Mausmodellen hat und ob 

sich eine Verringerung der NET-Produktion in vivo und in vitro beobachten lässt. Sie konnten 

nachweisen, dass bei Mäusen mit einer akuten Pankreatitis indirekte Marker für NETose erhöht 

waren (cfDNA, Myeloperoxidase-Deoxyribonukleinsäurekomplex (MPO-DNA)) und, dass diese 

unter Chloroquinverabreichung sanken. Weiter konnte beobachtet werden, dass, nach Verabreichung 

von Chloroquin, labordiagnostische Parameter für eine akute Pankreatitis zurückgingen (Trypsin, 

Amylase). Gleiches galt für Entzündungsmarker wie Interleukin-6 (IL6) und High-Mobility-Group-

Protein B1 (HMGb1). Auch auf klinischer Seite zeigte sich eine Verbesserung der Überlebenszeit 
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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 

zurückzuführen sind, wurden gleiche Versuche an PAD4 negativen Mäuse durchgeführt. Da PAD4 

eine wichtige Rolle in der Bildung von NETs spielt sind Mäuse, 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 Überlebensdauer bei jenen Tieren höher als bei 

zur NET-Bildung befähigten Mäusen. Eine Behandlung mit Chloroquin sorgte bei diesen Tieren 

jedoch nicht für eine Verbesserung der Überlebenszeit. Die Forscher führen diesen fehlenden 

positiven Effekt von Chloroquin auf die fehlende Fähigkeit zur Bildung von NETs zurück (Murthy 

et al., 2019).   

 

3.3 Immunhämolytische Anämie (IMHA) beim Hund 

Die Gruppe von Lawson et al. (2018) betrachtete in einer Studie mit 35 Hunden, die an einer 

immunhämolytischen Anämie litten, zwei indirekte (zellfreie DNS, hisDNA) und einen direkten 

Nachweis von NET-Strukturen (citrulliniertes Histon H3 (H3Cit)). 

In den Untersuchungen ließen sich erhöhte 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 erhöht. Auch zeigten sich geringfügige Zusammenhänge 

zwischen der Höhe der untersuchten Marker und dem späteren klinischen Ausgang, wenn diese 

auch nicht signifikant waren. Der Anteil zellfreier DNS war lediglich bei 17% der Hunde mit einer 

IMHA erhöht (Lawson et al., 2018). 

In einer weiteren Arbeit, die sich mit dem Zusammenhang von zellfreier DNS und IMHA 

beschäftigt, fanden sich bei den erkrankten Tieren eine deutlich erhöhte 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 

erhöhten Bildung und nicht zu einem reduzierten Abbau kommt. Zusätzlich zeigte sich ein 

Zusammenhang zwischen dem Versterben der Patienten und den Spiegeln an zellfreier DNS. 

Aufgrund der geringen Gruppengröße ist hier jedoch die Aussagekraft begrenzt und weitere 

Untersuchungen sind nötig. Die Vermutung besteht jedoch, dass zellfreie DNS ein prognostischer 

Faktor bei IMHA-Patienten sein könnte (Jeffery et al.,2015).  

Humanmedizinische Studien, die sich mit dem Gehalt an cfDNA bei anämischen Patienten 
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unterschiedlicher Grunderkrankung beschäftigten, konnten einen diagnostischen Nutzen im Gehalt 

der cfDNA zur Differenzierung der unterschiedlichen Ätiologien nachweisen (Elwardany et al., 

2021, Lam et al., 2017). 

Eine der häufigsten 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 

fünf Thromboseverdächtige Ereignisse detektiert werden (Jeffery et al., 2015).  

 

3.4 Gerinnungsstörungen  

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 erhöhen und die Fibrinolyse verlangsamen (Jeffery & Levine 2017). 

Auch die Beobachtung, dass NETs, sowohl in thrombozytenarmen als auch -reichen Plasma die 

Bildung von Thrombin fördern, spricht ihnen eine gewisse prokoagulatorische Rolle zu (Gould et 

al., 2014). Des Weiteren wurde beobachtet, dass bei erhöhten Konzentrationen an cfDNA die 

entstehenden Clots bei septischen Patienten resistent gegenüber Fibrinolyse sind und erst der Zusatz 

von DNAse eine Fibrinolyse wieder ermöglichte (Gould et al., 2015). Im Mausmodell konnte 

darüber hinaus gezeigt werden, dass NETs die intravaskuläre Gerinnung fördern 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, hämatopoetische oder solitäre 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 

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

Verschiedene Studien konnten zeigen, dass bei Patienten mit einer DIC, ein indirekter oder direkter 

Nachweis von NETs möglich ist. Die Gruppe um Delabranche et al. (2017) konnte nachweisen, 

dass bei Patienten, die in Folge einer Sepsis eine DIC entwickelten, erhöhte 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). Zusätzlich konnte mittels Assay prädiktiert werden, ob jene Patienten im Verlauf ihres 

Klinikaufenthaltes eine DIC als Folge ihrer Sepsis entwickelten (Abrams et al., 2019). Die Höhe der 

gemessenen cfDNA scheint mit der Schwere der DIC zu korrelieren (Rannikko et al., 2018). 



19 

 

 

4. ADVIA® 2120i, RETIC Kanal und der 

NACU 
Der ADVIA® 2120i der Firma Siemens Healthcare ist ein vollautomatisiertes Hämatologiesystem, 

das in der Lage ist, aus Vollblutproben tierartspezifisch ein komplettes großes Blutbild inklusive 

Retikulozytenanalyse zu erstellen. Es besteht die Möglichkeit Panels aus verschiedenen 

Messparametern auszuwählen: 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® 2120i aus zwei Hauptbestandteilen. Zum einen dem 

Analysegerät, bestehend aus Elektronik, Hydraulik, Pneumatik und der Probenverarbeitung, zum 

anderen aus dem Computeranteil, inklusive Bildschirm, Maus und Tastatur. Teil des Analysegeräts 

stellt der sogenannte Unified fluid circuit dar, in welchem die gewonnene Probe mittels Sherventil 

auf die fünf unterschiedlichen Reaktionskammern aufgeteilt wird (Hgb-, Baso-, RBC-, Retis- und 

Peroxidase-Reaktionskammer). Dort werden sie mit den, für die Messungen, notwendigen 

Reagenzien versetzt (Siemens Healthcare Diagnostics 2010). 

 

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

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

Für die Messung und Differenzierung der Leukozytenzahl sind im ADVIA® 2120i zwei getrennte 

Kanäle 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 

Größenunterschieds zu Leukozyten unterschieden. Mittels Halogen-Lichtquelle wird die Größe 

(Streulichtmessung) und die Absorptionsfähigkeit (Färbeintensitität) der gemessenen Zellen 
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bestimmt. Die Absorption verhält sich proportional zum Peroxidasegehalt der jeweiligen Zelle und 

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

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

  

Abbildung 1 Scattergramm des Peroxidasekanal. weiß: Zelldebris und kernhaltige Erythrozyten (links) und 

Thrombozytenaggregate (rechts); blau: Lymphozyten; türkis: Large unstained cells (LUC); grün: Monozyten; magenta: 

neutrophile Granulozyten, darunter in gelb esosinophile Granulozyten 

 

Der zweite Kanal, der vor allem zur Bestimmung der Leukozytenzahl genutzt wird, ist der 

Lobularitäts-/Kerndichtekanal, oft auch als Basokanal bezeichnet. In diesem werden mittels Zugabe 

von Surfactant und Phthalsäure 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 Größe, Lobularität, Kerndichte und Zahl 

der Zellen. Somit lässt sich nicht nur die Anzahl der jeweiligen Leukozyten bestimmen, sondern 

auch eine Aussage über Kernmorphologie sowie Resistenz gegen Zelllyse treffen. Die Erkennung 

von basophilen Granulozyten basiert auf dem vergleichsweise größeren Volumen der intakten 

Zellen gegenüber den übriggebliebenen Kernen der lysierten Leukozyten (ADVIA Operator Guide). 



21 

 

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 häufige 

Auftreten einer sogenannten „Pseudobasophilie“ (siehe 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 ähnliche Lichtbrechung haben wie basophile 

Granulozyten. Beobachtet werden kann dies vor allem bei neoplastischen Erkrankungen wie akuten 

oder chronischen Leukämien, Lymphomen, leukämischen Formen von Myelomen, eine erhöhte 

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

Antikoagulanz (Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA)) oder Gerätefehlfunktionen können zu einer 

Pseudobasophilie führen (Gibbs et al., 2009).  

 

Abbildung 2 Scattergramm BASO Kanal, links gesund, rechts Pseudobasophilie, blau mononukleäre Zellen (Monozyten, 

Lymphozyten), magenta:  neutrophile und eosinophile Granulozyten, gelb: Basophile bzw lyseresistente Zellen, 

Pseudobasophilie 

 

 

Durch die Messung ähnlicher Parameter in verschiedenen Kanälen erfolgt ein interner Abgleich der 

Ergebnisse. So führt zum Beispiel eine unzureichende Übereinstimmung der gemessenen 

Leukozytenzahlen im Peroxidasekanal und Lobularitätskanal zur Erstellung von Fehlermeldungen, 
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die an den Gerätebediener gemeldet werden. Ähnliches gilt bei Abweichungen im Peroxidasekanal 

im Bereich der LUCs und bei der Ausbildung einer sogenannten Blastenase im Lobularitätskanal, 

welches zur Generierung einer Blastenmeldung führt (Harris et al., 2005). Hierin besteht ein 

Selbstkontrollmechanismus, was erheblich zur Qualitätskontrolle der Messungen beiträgt. 

 

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

eingegangen werden.   

 

4.1. Retikulozytenmessung  
Der RETIC-Kanal des ADVIA ®2120i beinhaltet, neben den zwei Detergenzien, welche die 

notwendige morphologische Veränderung der Blutzellen hervorrufen, auch Oxazin 750, welches ein 

Abkömmling vom Neumethylenblau ist und zur Anfärbung von Nukleinsäuren 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 Größe und Hämoglobinkonzentration der Zellen. Zusätzlich 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 Größe (y-Achse) und ihrer 

Anfärbbarkeit 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 Größe, färben 

sich aber stark mit Oxazin 750 an, was für einen hohen Gehalt an Nukleinsäure spricht (siehe 

Abbildung 3). Diese Events werden als Nucleic acid containing units bezeichnet. Es besteht die 

Vermutung, dass es sich hierbei zum Großteil um NET-Strukturen handelt, welche von aktivierten 

segmentkernigen Neutrophilen Granulozyten im Zuge der Immunantwort freigesetzt werden. Neben 

besagten NETs können jedoch auch Bakterien, Pilze, RNS von lysierten Retikulozyten, DNS-
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Stränge von lysierten Leukozyten oder zellfreie DNS/RNS anderen Ursprungs in diesem Parameter 

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

 

   

Abbildung 3 Retic-Scattergramm einer Messung des ADVIA® 2120i (Firma Siemens Healthcare), in weiß: Erythrozyten 

mit Retikulozyten (rechts aus dem Bild ziehend), in Türkis Thrombozyten mit angrenzenden, in magenta abgebildeten, 

retikulierten Thrombozyten, unten rechts (hellgrün) NACU-Count 

 

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

Parameter  Gemessener Wert  

%RtcPlts 6,98 

RtcPlts Count 130 

RtcPlts Threshold 12 

RtcPlt Vi 41,6 

RtcPlt Cl 14,1 

NACU Count 240 

  



24 

 

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 überschießenden und deregulierten Immunantwort und bei schweren systemischen 

Entzündungsreaktionen spielen. Es besteht daher die Vermutung, dass sich dieser Marker als 

weiterer Bestandteil der klinischen Labordiagnostik nutzen lässt, um verschiedene 

Krankheitsprozesse besser detektieren zu können. 

NACU entsprechen nicht zwangsläufig 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 Zelluntergängen könnten 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 Körperinnentemperatur, 

der Einfluss von Medikamenten (Antibiotika, Nicht-steroidale Antiphlogistika (NSAIDs), 

Immunsuppressiva, Glukokortikoide, etc.), oder auch ob sich verschiedene Erkrankungsarten 

hinsichtlich ihres NACUs unterscheiden (sterile oder infektiöse Entzündungen, Neoplasien, 

Gewebeschäden, etc.). Zum anderen soll die Evaluation des NACU- Counts als prognostischer 

Marker im klinischen Alltag erfolgen.  

Zusätzlich soll eine Betrachtung von verschiedenen labordiagnostischen Standardparametern und 

ihr Verhältnis zum NACU-Count erfolgen: Zusammenhänge zwischen NACU und den Zellen des 

standardisierten Differentialblutbildes (Gesamtleukozytenzahl, Neutrophile, Eosinophile und 

Basophile Granulozyten, Lymphozyten, Monozyten,) sowie Markern einer akuten 

Entzündungsreaktion (Stabkernige neutrophile Granulozyten, CRP).  

Korrelationen zwischen NACU und den vorherig genannten Faktoren können zusätzlich die 

bestehende Grundhypothese (NACU erfasst überwiegend NETose und ermöglicht eine 

Quantifizierung dieser) bekräftigen.  

 

Die oben genannten Punkte sollen als Grundlage für 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 beschäftigt, fällt 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 möglich. So soll diese Arbeit eher 

bestätigen, dass der NACU ein Potential für die standardisierte klinische Labordiagnostik und 

Anstoß geben für weiterführende 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 prospektiver Teil III (spezifische 

Erkrankungen). Jede dieser drei Gruppen ist unabhängig voneinander, Überlappungen in den 

Patienten gibt es nicht.  

 

6.1 Referenzwertpopulation 
Die erste Population dient dazu, ein Referenzintervall für den NACU-Count zu etablieren und eine 

Grundlage für die Betrachtung abweichender NACU-Werte zu schaffen, also Ereignisse, die über 

den gebildeten Referenzbereich hinausgehen. Dazu wurden Blutproben gesunder Patienten 

gesammelt, die in der Klinik für Kleintiere aufgrund eines allgemeinen Gesundheitschecks oder zur 

Blutspende vorstellig wurden und denen in diesem Rahmen Blut entnommen wurde. Notwendig 

war das Vorliegen einer hämatologischen Messung am ADVIA® 2120i.  

 

6.1.1 Variationskoeffizient  

Zusätzlich wurde Restblut von einem gesunden und einem erkrankten Hund verwendet. Beide 

Proben wurden jeweils zehn Mal am ADVIA® 2120i gemessen. Es wurden Standardabweichung 

und Mittelwerte bestimmt. Dieses Vorgehen soll der Bestimmung eines Variationskoeffizienten 

(CV) dienen.  

 

6.1.2 Signalement und diagnostische Aufarbeitung der Patienten 

Das Signalement eines jeden Patienten (Rasse, Alter, Geschlecht) ist in der jeweiligen Patientenakte 

vermerkt. Die ausführliche Anamnese, sowie die klinische Untersuchung erfolgten durch Tierärzte 

der Klinik für Kleintiere.  

Die Diagnosestellung „gesund“ erfolgte anhand der Befunde der Anamnese, klinischen 

Untersuchung und der hämatologischen und klinisch chemischen Laboruntersuchung durch die 

behandelnden Tierärzte. 
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6.1.3 Probenentnahme 

Die Probengewinnung erfolgte entweder durch sterile Venenpunktion der Vena cephalica 

antebrachii, Vena saphena oder Vena jugularis und Überführung in die benötigten Probengefäße 

(Saugröhrchen (Multivette© 600, Firma Sarstedt, Nümbrecht) mit 0,6ml Fassungsvermögen und 

Mikro-Probengefäße (Firma Sarstedt, Nümbrecht) mit 1,3ml Fassungsvermögen. Für die Parameter 

der hämatologischen Untersuchung wurde K2-EDTA-antikoaguliertes Vollblut verwendet. Für die 

klinisch-chemische Analyse (inklusive CRP) wurde mittels Lithium-Heparin antikoaguliertes Blut 

verwendet. Für jede Blutprobenentnahme lag eine medizinische Indikation vor, es wurden keine 

Blutentnahmen ausschließlich für wissenschaftliche Zwecke durchgeführt.   

 

6.1.4 Probenverarbeitung und -lagerung 

Die gewonnenen Proben wurden innerhalb einer Stunde nach Entnahme im Zentrallabor des 

Fachbereichs Veterinärmedizin der Justus-Liebig-Universität analysiert. Bei der Messung der 

klinisch-chemischen Parameter wurde die Probe für eine Minute bei 9500g zentrifugiert, 

abpipettiert und dem klinischem Analyzer Pentra C400 (Firma: Horiba Medical, Frankreich) 

zugeführt.  Bei Probenentnahme außerhalb der Öffnungszeiten wurde die Proben durch 

Tierärzte/innen der Klinik für Kleintiere, Innere Medizin nach oben genanntem Schema 

abzentrifugiert, kühl bei +4-6°C (Heparinplasma) gelagert und in der Regel am nachfolgenden 

Werktag gemessen. Für die Messung der hämatologischen Parameter wurde das mittels EDTA 

antikoagulierte Vollblut zügig dem ADVIA® 2120i zugeführt.  

 

6.1.5 Messungen NACU-Count 

Der NACU-Count ist zum aktuellen Zeitpunkt ein nicht validierter Parameter, der nicht 

standardisiert in den Profilen des ADVIA® 2120i angegeben wird.  

Während jeder Analyse des ADVIA® 2120i werden, neben den Parametern der Standardprofile, 

auch zahlreiche Rohdaten erstellt und abgespeichert. Die Auswertung dieser Rohdaten wurde von 

Herrn Dipl. Ing. Gottfried Prechtl, Fa Siemens durch playback- mittels einer noch nicht 

freigegebenen neuen MS-Programm Version durchgeführt. Hierbei erfolgte eine quantitative 

Angabe des gemessenen NACU-Counts. Zum Ende der Studie konnte nach dem Update der 

ADVIA® 2120i Software das playback auch selbst durchgeführt werden.  
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Beim NACU handelt es sich um einen Parameter ohne Einheit.  

 

6.1.6 Datenverarbeitung 

Die benötigten Informationen zu den untersuchten Tieren wurden aus dem Programm EasyVet 

akquiriert. Dem Programm LabMan wurden die benötigten Daten der hämatologischen und 

klinisch-chemischen Messgrößen entnommen. Zusammen wurden alle Daten in einer Exceltabelle 

gesammelt.  

 

 

6.2 Gemischte Population kranker Patienten 
Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden retrospektiv Daten von Hunden ausgewertet, die im Zeitraum 

von 02.04.2014 bis 09.12.2016 in der Klinik für Kleintiere der Justus-Liebig-Universität vorstellig 

wurden und denen, aufgrund medizinischer Indikation, Blut entnommen wurde. Die 

Diagnosestellung erfolgte anhand der Befunde der Anamnese, klinischen Untersuchung und der 

weiterführenden Untersuchungen (Labordiagnostik und bildgebende Verfahren) durch die 

behandelnden Tierärzte. Es wurden sowohl Patienten die zur Erstvorstellung, Kontrolluntersuchung 

oder solche, die stationär in der Klinik waren, eingeschlossen, als auch Patienten, die zur 

Blutspende vorstellig wurden. Es wurden ebenfalls Patienten zugelassen, die während ihres 

Klinikaufenthaltes mehrere Blutentnahmen an unterschiedlichen Tagen erfuhren. Aus diesem Grund 

handelt es sich bei n= im Folgenden stets um die Anzahl der Messungen und nicht der Patienten, 

wenn nicht anders angegeben. 

 

Die Probenentnahme erfolgte wie bereits in 6.1.3 beschrieben. Darüber hinaus wurden auch 

Blutproben aus peripheren oder zentralen Venenkathetern entnommen.  

 

Die Messung der Parameter der Hämatologie und der klinischen Chemie wurde wie unter 6.1.5 

beschrieben durchgeführt, die Gerinnungsdiagnostik erfolgte aus Zitratplasma, welches für 

fünfzehn Minuten bei 24189g zentrifugiert wurde und anschließend dem STA Compact Max3 

(Firma: Stago, Frankreich) zugeführt wurde. Gemessen wurden Prothrombin - & aktivierte partielle 

Thromboplastin Zeit (PT/aPTT), D-Dimere, Antithrombin III und Fibrinogen. 
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Ausgeschlossen wurden Patienten bei denen im Zytogramm die Wolken zwischen 

retikulierten Thrombozyten und NACU nicht eindeutig getrennt waren (siehe Abbildung 4).  

 

 

Abbildung 4 Visuelle Interferenz, mangelnde Trennung zwischen retikulierten Thrombozyten (magenta), NACU (grün) 

und maturen Thrombozyten (türkis). Dies führt zu visuellen Interferenzen. 

 

Die verbliebene Gruppe wurde zur weiteren Aufarbeitung der Fragestellungen in weitere 

Untergruppen und Subgruppen aufgeteilt.  

 

6.2.1 Diagnosegruppen: 

Die Auftrennung der Population hinsichtlich ihrer Diagnosen ergab eine Aufteilung wie folgt:  

� Gesunde Kontrollgruppe (anhand klinischer Untersuchung und Labordiagnostik als 

gesund klassifizierte Individuen) 

� Entzündliche, infektiöse Erkrankungen (Erkrankungen, die eine deutliche 

Entzündungskomponente aufgrund einer Infektion (bakteriell, viral, parasitär) 

aufweisen. Hierbei gilt als Nachweis infektiöser Erreger eine positive 

mikrobiologische, zytologische/pathohistologische oder weiterer labordiagnostische 

Untersuchung (Polymerase Kettenreaktion (PCR), Antikörpernachweis, etc.). 
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Ebenfalls eingeschlossen sind Erkrankungen, bei denen eine bakterielle Beteilung 

aus klinischer Erfahrung sehr wahrscheinlich ist (z.B. Aspirationspneumonie)) 

� Entzündliche, nicht infektiöse Erkrankungen (Erkrankungen, die nach heutigem 

Wissensstand entzündlicher Genese sind, jedoch ohne Beteilung von 

Infektionserregern, z.B. akute Pankreatitis, immunmediierte Anämien, akut 

hämorrhagisches Diarrhoe Syndrom (AHDS)) 

� Nicht entzündliche Erkrankungen (Erkrankungen, bei denen zum aktuellen 

Zeitpunkt eine Entzündung keine Rolle spielt z.B. angeborene Herzerkrankungen) 

� Neoplastische Erkrankungen (Erkrankungen, die sich durch Gewebeentartung 

definieren, sowohl maligne als auch benigne)  

� Gewebeschaden (Erkrankungen, bei denen die Schädigung des Gewebes aufgrund 

von äußeren Noxen im Vordergrund steht, akzidentell oder iatrogen)  

� Diverse Erkrankungen (Hunde mit mehreren oder systemischen Erkrankungen, 

oder solche, die nicht näher klassifizierbar sind)   

 

Diese Gruppe wird als 2 a bezeichnet. Für die weitere Evaluierung der nachfolgenden 

Fragestellungen wurde die gesunde Kontrollgruppe ausgeschlossen, sodass sich die weiteren 

Untersuchungen sich nur noch auf als krank definierte Patienten beziehen. Sie stellen somit die 

Teilgruppe dar die im, als Teil 2b betitelten, Organigramm beschrieben wird.  

 

6.2.2 Einfluss von Medikamenten: 

Die Betrachtung, ob Medikamente einen Einfluss auf den NACU haben, ergab eine Unterteilung in 

zwei Gruppen (Medikamente erhalten vs. Keine Medikamente erhalten). Hier soll angemerkt 

werden, dass nur Medikamente, denen ein Einfluss auf die Immunantwort (also NSAIDs inklusive 

Metamizol, Immunsuppresiva z.B. Ciclosporin A, Mykophenolat- Mofetil, oder Oclacitinib, 

Glukokortikoide oder Antibiotika) zugeschrieben wird, berücksichtigt wurden. Andere 

Medikamente wurden hier nicht berücksichtigt.  

 

6.2.3 Körperinnentemperatur: 

Zur Betrachtung eines möglichen Zusammenhanges zwischen Körperinnentemperatur und NACU 

wurde die Gruppe aufgeteilt in Hypothermie (<37,8°C), Normothermie (37,9-39,1°C) und 
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Hyperthermie/Fieber (>39,2°C). Zusätzlich wurde eine Regression der NACU-Werte im Bezug zur 

absoluten Körperinnentemperatur ermittelt.  

 

6.2.4 Labordiagnostische Marker einer akuten Entzündung: 

Es wurden Zusammenhänge zwischen NACU und labordiagnostischen Markern einer akuten 

Entzündungsreaktion evaluiert. Hier erfolgt die Betrachtung hinsichtlich NACU und jeweils 

folgenden Parametern: 

o CRP 

o Gesamtleukozytenzahl 

o absolute Zahl neutrophiler Granulozyten 

o absolute Zahl eosinophiler Granulozyten  

o gemessene Zahl basophiler Granulozyten, 

o absoluter Zahl stabkerniger neutrophiler Granulozyten 

o absolute Zahl an Lymphozyten 

o absolute Zahl an Monozyten 

Es ist hier anzumerken, dass die Ergebnisse der gemessenen Anzahl an basophilen Granulozyten am 

ADVIA® 2120i aufgrund der bestehenden Messmethodik überaus kritisch betrachtet werden 

müssen. Hierauf wurde bereits in der vorherigen Erklärung der Messmethodik des ADVIA® 2120i 

eingegangen (siehe Abschnitt: 4. ADVIA® 2120i, RETIC Kanal und der NACU).  

 

6.2.5 Retikulozyten: 

Da sich in der Literatur Berichte darüber fanden, dass cfDNA zu einem Teil aus erythropoetischen 

Prozessen stammen kann, wurde als Marker der Erythropoese die Anzahl der Retikulozyten 

betrachtet.  

      

6.2.6 Prognose: 

Eine weitere Unterteilung der Population in Hinblick auf die Fragestellung der Prognose ergab eine 

Unterteilung in überlebend und verstorben. Diese Gruppe wurde als 2 c bezeichnet. Dabei wurde 

die Gruppe aufgeteilt nach jenen, deren 3- Monatsprognose positiv ausfiel, also die 3 Monate nach 

Aufenthalt noch lebten, und jenen, deren 3 Monatsprognose negativ ausfiel, also die 3 Monate nach 
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Aufenthalt nicht mehr lebten. Es wurde keine Unterscheidung getroffen, ob die Patienten 

euthanasiert wurden oder auf natürlichem Wege gestorben sind. Auch wurden Beweggründe, wie 

finanzielle Aspekte, nicht berücksichtigt.  

Aus dieser Gruppe wurden sowohl gesunde Patienten als auch jene ausgeschlossen, die während 

ihres stationären Aufenthaltes oder im Rahmen von Kontrollen multiple Blutuntersuchungen 

erfuhren. Es wurde entweder die erste durchgeführte Messung beibehalten, oder jene Messung zum 

Zeitpunkt des schwersten Krankheitszustandes ausgewählt. Zum Beispiel wurde bei einem Hund, 

der mit einem gastrointestinalen Fremdkörper vorstellig wurde und post operationem eine 

Nahtdehiszenz der Enterektomie erlitt mit daraus resultierendem septischem Abdomen, der zweite 

NACU-Wert gewählt, da diese Komplikation schlussendlich die lebenslimitierende Komponente 

des Krankheitsgeschehens darstellte. 
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6.3 Spezifische Erkrankungen    
Da in einer ersten vorläufigen Auswertung einzelne spezielle Krankheitsbilder herausstachen, 

fokussiert sich der prospektive dritte Teil der Studie auf definierte Krankheitsbilder: Sepsis, 

Immunhämolytische Anämie, akute Pankreatitis und disseminierte intravasale Koagulopathie. Der 

Studienzeitraum war vom 01.01.2021 bis zum 01.02.2022 

 

6.3.1 Signalement und diagnostische Aufarbeitung 

Es wurde wie bereits in 6.1 und 6.2 beschrieben vorgegangen. 

Zusätzlich wurden Kriterien zur Zuordnung in die folgenden Gruppen formuliert.   

 

Zur Diagnosestellung einer immunhämolytischen Anämie wurden Anzeichen einer autoimmunen 

Zerstörung der Erythrozyten (vermehrt Sphärozyten beim Hund, positive Autoagglutination, 

persistierende Autoagglutination nach Waschen, positiver Coombs- Test, ein Persistieren der 

Autoagglutination nach „Waschen der Erythrozyten“) und Hinweise eine Hämolyse 

(Hyperbillirubinämie, signifikante Billirubinurie oder Ikterus ohne funktionelle oder obstruktive 

Lebererkrankungen oder Hinweisen auf Sepsis, Hämoglobinämie, Hämoglobinurie sowie 

erythrocyt-ghosts im Blutausstrich) herangezogen. Dabei sollten zwei Anzeichen einer 

immunmediierten Zerstörung in Kombination mit Hinweisen auf Hämolyse vorliegen. Bei 

Ausschluss anderer Ursachen einer Anämie konnten auch einzelne der oben genannten Marker zur 

Diagnosestellung ausreichen (Garden et al., 2019).  

 

Die Diagnosestellung einer Pankreatitis erfolgte anhand eines passenden klinischen Bildes 

(abdominaler Schmerz, akute gastrointestinale Symptome, Dehydratation, (blutiges) Erbrechen, 

Anorexie, Schwäche) im Zusammenhang mit einer deutlichen Erhöhung einer pankreasspezifischen 

Lipase (1,2-o-dilauryl-rac-glycero-3-glutaric acid-(6′-methylresorufin) ester- Lipase (DGGR- 

Lipase oder canine pankreasspezifische Lipase (cPLI)). Aufgrund der reduzierten renalen 

Clearance, der die beiden Lipasen bei eingeschränkter Nierenfunktion unterliegen, ist bei Vorliegen 

einer Azotämie eine 3-fache Überschreitung des Referenzbereiches notwendig um als klinische 

Pankreatitis gewertet zu werden 
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Die Diagnosestellung einer Sepsis basiert auf einer bakteriellen Infektion mit nachfolgendem 

Organversagen.  

Die Definition eines Organversagens erfolgte nach dem Punktesystem des Sequential organ failure 

assessment Scores (SOFA-Score). Patienten müssen mindestens zwei Punkte erreichen, um ein 

Organversagen aufzuweisen (Singer et al., 2016).  

Folgende sechs Organsysteme mit dazugehörigen Parametern: Leber (Bilirubinkonzentration), 

Niere (Kreatininkonzentration), Gerinnungssystem (Thrombozytenzahl), Kreislaufsystem 

(Blutdruck), Lunge (Horovitz-Quotient (PaO2/FiO2)) und zentrales Nervensystem (Glasgow Coma 

scale) wurden betrachtet (Ripanti et al., 2012).  

Aufgrund der einfacheren Anwendbarkeit, im Vergleich zum Glasgow Coma Scales, wurde zur 

Betrachtung der Funktion des Zentralen Nervensystems der Mentation Score verwendet (Hayes et 

al., 2010). Bei Betrachtung der Lungenfunktion wurde zusätzlich zu dem im SOFA-Score 

beschriebenen PaO2/FiO2 Verhältnis, als Alternative das Verhältnis von SPO2/FiO2 verwendet, bei 

Patienten bei denen keine arterielle Blutgasanalyse (BGA) bestimmt wurde. Dieser ist in der 

aufgeführten Skalierung äquivalent zu den Werten PaO2/FiO2 (Pandharipande et al., 2009). 

Da das Zentrallabor des Fachbereichs 10 der Justus-Liebig-Universität teilweise andere Einheiten 

verwendet, wurden diese umgerechnet. Die genaue Punkteverteilung nach oben genanntem Schema 

ist in untenstehender Tabelle nachzuvollziehen (siehe Tabelle 4).  
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Tabelle 4 modifizierter SOFA-Score nach Ripanti et al., 2012, ergänzt nach Pandharipande et al., 2009 und Hayes et 

al., 2010 

             Punkte 

 

Organsystem 

Parameter 

 

0 Punkte 

 

 

1 Punkt 

 

 

2 Punkte 

 

 

3 Punkte 

 

4 Punkte 

Leber  

Bilirubin μmol/l 
 

<10,2 

 

<23,9 

 

<85 

 

<187 

 

>187,1 

Niere 

Kreatinin μmol/l 
 

<123,2 

 

<167,2 

 

<299 

 

<440 

 

>440 
Gerinnung 

Thrombozytenzahl x 

10^9/l 

>150 ≤150 ≤100 ≤50 ≤20 

Kreislauf 

Blutdruck 

Keine 

Hypotension 

Mittlere 

arterieller 

Blutdruck 

<60mmHg 

Dopamin 

oder 

Dobutamin 

<5μg/kg × 

Minute 

Dopamin >5μg/kg × 

Minute, 

Epinephrin/Norepinephrin 

< 0,1μg/kg × Minute  

Dopamin > 15μg/kg × 

Minute, 

Epinephrin >0,1μg/kg 

× Minute, oder 

Norepinephrin < 

0,1μg/kg × Minute 
Lunge 

PO2/FiO2 mmHg 

SPO2/FiO2 

 

>400 

>512 

 

≤400 
≤512 

 

≤300 
≤357 

 

≤200 
≤214 

 

≤100 
≤89 

Zentrales 

Nervensystem  

Mentation score 

 

Normal 

 

Apathisch 

Nicht 

gehfähig, 

assistiert 

stehfähig 

 

Seitenlage responsiv 

 

Seitenlage, nicht 

responsiv 

 

Als Klassifizierung, für eine DIC wurden folgende Parameter herangezogen: Erhöhung der aPTT 

und PT um mindestens 25% des Referenzbereiches: aPTT > 15,31 Sekunden (Referenzbereich 

9,85-14,22 Sekunden), PT > 10,1 Sekunden (Referenzbereich 7,1-9,5 Sekunden)), reduzierte 

Antithrombin III Aktivität (Referenzbereich von 107-128%), erhöhte Anzahl an zirkulierenden D-

Dimeren (Referenzbereich <0,67), eine echte Thrombozytopenie (moderate Anzahl von 
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Thrombozytenaggregaten) von unter 150 000 Thrombozyten (G/l) und eine Hyper- oder 

Hypofibrinogenämie (Referenzbereich 1,1-3,5 g/L). 

Als klassisch für das Vorliegen einer DIC galten hierbei Patienten, die eine passende auslösende 

Erkrankung zeigen, sowie mindestens drei abnormale, das Gerinnungssystem betreffende, 

Laborbefunde aufweisen (Wada et al., 2003).  

Da schwerwiegende Leberfunktionsstörungen ebenfalls einen starken Einfluss auf das 

Gerinnungssystem haben, wurden Patienten, mit einer schwergradig reduzierten Leberfunktion 

ausgeschlossen.  

 

Da sich viele der oben beschrieben Krankheitsbilder überschneiden und teilweise auseinander 

hervorgehen (zum Beispiel DIC in Folge einer Sepsis, Pankreatitis in Folge der Gewebehypoxie bei 

einer IMHA, etc.), wurden jene Patienten, die mehr als eine der vier oben beschriebenen 

Erkrankungen aufweisen, in die Gruppe „Mehrere Diagnosen“ sortiert.  
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7. Statistik 
7.1 Software 
Die gewonnenen Daten wurden zur weiteren statistischen Auswertung in einer Excell-Tabelle 

festgehalten.  

Die statistischen Auswertungen erfolgten mit den Programmen GraphPad Prism 6.01 und MedCalc 

(Version 20.112, MedCalc Software Ltd).  Eine visuelle Darstellung der Ergebnisse erfolgte 

ebenfalls mittels GraphPad Prism 6.01.  

 

7.2 Bewertungsgrundlagen  
Der Signifikanzwert wurde auf p<0,05 (Signifikanzniveau 95%) festgelegt.  

 

7.3 Methoden der Datenanalyse 
Zur Bestimmung des Referenzintervalls wurde aufgrund der Gruppengröße, wie von den Guidelines 

des American Society for Veterinary Clinical Pathology (ASVCP) empfohlen, eine nicht-

parametrische Methode verwendet (Friedrichs et al., 2012). Zusätzlich zeigte sich eine mangelnde 

Normalverteilung in der Testung, weshalb ebenfalls nicht-parametrische Methoden zur weiteren 

Datenanalyse verwendet wurden (Shapiro Wilk Test W=0,7627, p < 0,0001).  

Aufgrund der rechtsschiefen Verteilung der Werte, konnte auf die Bestimmung eines unteren 

Referenzintervalls verzichtet werden. Es wurde ein 90% Konfidenzintervall für die obere 

Referenzintervallgrenze gewählt.  

Zur Überprüfung einer etwaigen Altersabhängigkeit des NACU schloss sich der Transformation der 

Daten mittels Box-Cox Verfahren eine anschließende polynomiale Regression an. 

 

Für die Auswertung jener Parameter, die nur zwei Merkmalsausprägungen aufwiesen, wurde eine 

Auswertung mittels Mann-Whitney-Test vorgenommen. Dies gilt für die Parameter 

Medikamentenvorbehandlung (ja oder nein) und Prognose (Überleben oder Versterben).  

Für jene Parameter die mehr als zwei Ausprägungen haben, wurde eine Auswertung mittels 

Kruskal-Wallis-Test gewählt. Dies betrifft die Diagnosegruppen (gesund, entzündlich infektiös, 

entzündlich nicht infektiös, etc.), Körperinnentemperatur (Hypo-, Normo-, Hyperthermie) und 
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Ätiologie in der prospektiven Gruppe (IMHA, Pankreatitis, Sepsis, DIC, Mehrere). 

Bei Betrachtung der Zusammenhänge zwischen NACU-Count und absoluten Werten wurde eine 

Spearmann-Korrelation berechnet. Dies erfolgte bei allen Parametern der Gruppe 

„labordiagnostische Marker einer akuten Entzündungsreaktion“, „Retikulozyten“ und bei der 

absoluten gemessenen Körperinntemperatur.  

 



39  

8. Ergebnisse 
8.1 Bestimmung eines Referenzintervalls für den nucleic acid containing unit count 

(NACU) 

8.1.1 Beschreibung der Gruppe 1 (Referenzintervall) 

Die Einschlusskriterien erfüllten 120 Hunde folgender Rassen:  

Tabelle 5 Rasseverteilung in Referenzwertpopulation  

Rasse Anzahl 

Mischling 25 

Labrador Retriever 21 

Deutscher Schäferhund 17 

Golden Retriever 14 

Rhodesian Ridgeback 6 

Bearded Collie  5 

Border Collie  3 

Deutsche Dogge  3 

Beagle  2 

Bordeaux Dogge  2 

Cocker Spaniel   2 

Altdeutscher Hütehund   1 

Australian Kettle Dog   1 

Australian Kelpie   1 

Australian Shepherd  1 

Boxer  1 

Bullmastiff  1 

Cane Corso 1 

Curly Coated Retriever  1 

Dackel  1 

Deutscher Wachtelhund  1 

Dobermann  1 
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Hovawart  1 

Husky  1 

Jack Russel Terrier  1 

Langhaar Collie  1 

Magyar Vizsla  1 

Mudi  1 

Soft Coated Wheaten Terrier  1 

Springer Spaniel 1 

Weimeraner  1 

 

41 Hunde waren männlich intakt, 22 männlich kastriert, 46 weiblich intakt und 11 weiblich 

kastriert. Der jüngste Hund der Gruppe war 1 Jahr alt, der älteste war 14 Jahre alt. 

 

8.1.2 Referenzbereich 

Aufgrund des stark von der restlichen Population abweichenden Wertes (NACU-Count von 106) 

eines Hundes wurde dieser als Ausreißer definiert und bei der Bestimmung des Referenzintervalls 

nicht berücksichtigt. Somit konnten von den 120 gesunden Hunden, 119 in die Berechnung eines 

Referenzintervalls einbezogen werden (siehe Abbildung 5).  

Der maximal gemessene Wert lag bei 53, der minimale Wert lag bei 1. Es konnte kein Wert <1 

detektiert werden. Aufgrund des experimentellen Charakters des NACU und des geringen Wissens 

über die genaue Zusammensetzung der gemessenen Strukturen werden aktuell nur Events im 

Scattergramm gemessen. Eine Einheit existiert zum aktuellen Zeitpunkt nicht.  

Die obere Grenze des ermittelten Referenzintervall liegt bei 37,9 (90% Konfidenzintervall 33,0-

53,0). Der Median lag bei 17,1.  
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Abbildung 5 Balkendiagramm für die Referenzintervallgruppe, deutlich zu erkennen ist die rechtschiefe Verteilung des 

Parameters. Die einzelne Messung am rechten Rand (Bereich 100-110) stellt einen Ausreißer dar. 

 

Anhand der statistischen Auswertung zeigte sich keine Altersabhängigkeit des Parameters (p= 0,47) 

(siehe Abbildung 6).  
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Abbildung 6 Prüfung auf Altersabhängigkeit, die dünnen, schwarzen Linien stellen jeweils das 10. und 90. Zentil dar, 

die breitere schwarze Linie stellt den Median dar. 

 

8.1.3 Variationskoeffizient  

Die Messungen zur Bestimmung des Variationskoeffizienten stammen von einem gesunden (sechs 

Jahre alter, männlich kastrierter Beagle) und einem an einer Protein loosing Nephropathie (PLN) 

erkrankten Hund mit DIC (drei Jahre alter männlich kastrierter Australian Shepherd).  

 

Bei Bestimmung des Variationskoeffizienten zeigte sich für erkrankte Patienten: ein Mittelwert von 

200,3 mit einer Standardabweichung von 16,16 und daraus ein resultierender Variationskoeffizient 

von 8,1%  

Bei gesunden Patienten zeigt sich ein Mittelwert von 38,5, mit einer Standardabweichung von 7,14 

und ein daraus resultierender Variationskoeffizient von 18,6%.  

Zur Bestimmung eines Graubereichs wurden die 18% Variationskoeffizient auf die obere Grenze 

des 90% Konfidenzintervalls (53,0) aufaddiert, dieser liegt zwischen 38 und 63 Einheiten. Werte 

darüber werden als außerhalb des Referenzintervalls angesehen (siehe Tabelle 6).  
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Tabelle 6 postulierte Wertungsbereiche des NACU-Counts 

Wertung Referenzintervall Graubereich Außerhalb 

Referenzintervall 

NACU-Count ≥1 und ≤38 ≥39 und ≤63 ≥64 
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8.2 Ergebnisse der Testung des klinischen Nutzens  

8.2.1 Beschreibung der Gruppe 2 (gemischt krank) 

Die Patienten wurden im Zeitraum vom 02.04.2014 bis zum 09.12.2016 in der Klinik für Kleintiere 

vorstellig.  

Von den 655 Messungen wiesen 204 Messungen eine Retikulozytenmessung auf, sodass für diese 

ebenfalls ein NACU-Count bestimmt werden konnte. Drei Patienten wurden aufgrund visueller 

Interferenzen ausgeschlossen (siehe Abbildung 7). 

 

Abbildung 7 Ausschlussprozess und Bestimmung der validen Messungen 
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Unter der Population fanden sich folgende Rassen:  

Tabelle 7 Rasseverteilung in gemischter Population 

Rasse  Anzahl 

Mischling 45 

Labrador Retriever 12 

Golden Retriever 9 

Deutscher Schäferhund 7 

Französische Bulldogge  5 

Australian Shepherd  5 

Parson Russel Terrier  5 

Dackel 4 

Mops   4 

Rottweiler 4 

Boxer  3 

Dalmatiner  3 

Chihuahua  3 

Zwergschnauzer   3 

Rhodesian Ridgeback 3 

Deutsch Drahthaar  3 

Beagle   2 

Berner Sennenhund 2 

Cocker Spaniel  2 

Husky 2 

Toy Terrier  2 

Yorkshire Terrier  2 

Samojede  2 

Bearded Collie  2 

Kleiner Münsterländer 2 

Riesenschnauzer  2 

West Highland White Terrier  2 

Akita Inu  1 



46 

 

Cane Corso  1 

Irish Setter  1 

Brandlbracke   1 

Briard  1 

Cavalier King Charles Spaniel  1 

Englische Bulldogge  1 

Eurasier  1 

Border Collie   1 

Deutsch Kurzhaar  1 

Dobermann  1 

Gordon Setter  1 

Foxterrier  1 

Bolonka Zwetna   1 

Appenzeller Sennenhund   1 

Jack Russel Terrier  1 

Welsh Corgi   1 

Mastiff  1 

Malteser  1 

Großer Münsterländer  1 

Greyhound   1 

Nova scotia duck tolling retriever  1 

Russischer schwarzer Terrier  1 

Bouvier des Flandres  1 

Ogar Polski 1 

Deutscher Jagdterrier  1 

Norwich Terrier  1 

Flat coated Retriever  1 

Havaneser  1 

Puli 1 

Tervueren  1 

Soft coated wheaten terrier  1 
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Diese Messungen stammen von 172 Patienten: 45 männlich intakte, 32 männlich kastrierte, 46 

weiblich intakte und 49 weiblich kastrierte Hunde. 

Der jüngste Hund der Population war drei Wochen alt, der älteste Hund war 15 Jahre alt. Der 

Median liegt bei 6 Jahren.  

 

8.2.2 Zusammenhänge:  

Die Aufteilung nach Ätiologie ergab ein zahlenmäßiges Ergebnis wie folgt: 6 (gesund), 29 

(infektiös), 27 (entzündlich nicht infektiös), 20 (Neoplasien), 59 (nicht entzündlich), 37 

(Gewebeschaden), 23 (Mehrere) (siehe Abbildung 8).  

 

Abbildung 8 Gruppe 2a Evaluation der Diagnosegruppen 
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In der durchgeführten statistischen Auswertung mittels Kruskal-Wallis-Test zeigte sich kein 

signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen (p=0,4). Einzig neoplastische 

Erkrankungen (und in geringerem Maße infektiöse und nicht infektiöse Entzündungen) scheinen 

sich visuell von den anderen Erkrankungen abzusetzen (siehe Abbildung 9).  

Der Median der jeweiligen Erkrankungen liegt bei: 14 (gesund), 22 (infektiös), 21 (entzündlich, 

aber nicht infektiös), 26,5 (Neoplasien), 16 (nicht entzündlich), 17 (Gewebeschaden), 18 (Mehrere 

Erkrankungen). 

  

 

Abbildung 9 Untersuchung der Ätiologie als Einflussfaktor auf den NACU-Count, der grau hinterlegte Bereich stellt 

das Referenzintervall dar 
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Wie im Abschnitt „Bestimmung eines Referenzintervalls für den nucleic acid containing unit Count 

(NACU)“ beschrieben, wurde eine Staffelung der Werte vorgenommen. Es ergab sich somit eine 

Unterteilung der gemessenen Werte in: im Referenzintervall (≤38), Graubereich (≥39; ≤63) und als 

außerhalb des Referenzintervalls liegende Werte (≥64). 

Es wurde eine deskriptive Auswertung vorgenommen. Diese ist untenstehender Tabelle zu 

entnehmen.   

 

 

Tabelle 8 Verteilung NACU-Werte nach Ätiologieklassen 

Ätiologie Gesamtzahl 

(n) 

im 

Referenzintervall, 

≤38 

Graubereich, 

39 und ≤63 

Außerhalb des 

Referenzintervalls 

  

Gesunde Kontrollgruppe 6 6 0 0 

Entzündliche, infektiöse 
Erkrankungen 

29 22 3 4 

Entzündliche, nicht 
infektiöse Erkrankungen 

27 20 4 3 

Neoplastische 
Erkrankungen 

20 13 3 4 

Nicht entzündliche 
Erkrankungen 

59 47 8 4 

Gewebeschaden 37 30 2 5 

Diverse Erkrankungen 23 17 2 4 

 

Als weiterer Schritt wurden die Patienten, welche NACU-Werte aufweisen, die außerhalb des 

Referenzintervalls liegen, aufgeführt und in unten folgender Tabelle genauer betrachtet.  
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Tabelle 9 NACU-Werte ≥64 

NACU- 
Wert 

Erkrankung  Ätiologie  

349 rupturiertes Hämangiosarkom der Milz mit Hämoabdomen und 
weiteren, nicht resezierbaren, Lebermetastasen 

Neoplastische 

Erkrankung 

140 primär immunmediierte hämolytische Anämie Entzündliche, nicht 

infektiöse 

Erkrankung 

128 Adenokarzinom der Lunge mit sekundärer hochgradig 
regenerativer Anämie 

Neoplastische 

Erkrankung 

119 primär immunmediierte hämolytische Anämie, pulmonale 
Hypertension, Verdacht auf Thrombembolien 

Entzündliche, nicht 

infektiöse 

Erkrankung  

114 Gastrointestinale Blutungen, Nebennierentumor, Perikarderguss, 
Verdacht auf Milztumor  

Diverse 

Erkrankung 

106 eitrig abszedierende Peritonitis und Steatitis, Milzrandinfarkt, 
sekundär immunmediierte hämolytische Anämie  

Entzündlich, 

infektiöse 

Erkrankung 

102 7 Tage nach Re-Intervention eines intrahepatischen Lebershunts, 
bakterielle Zystitis  

Diverse 

Erkrankung  

97 klinisch immunmediierte Erkrankungen (SRMA, Polyarthritis, 
Endokarditis) in der pathologischen Untersuchung septische 
Polyarthritis, nekrotisierende Pneumonie, Myokarditis, 
Endokarditis, Enteritis 

Entzündliche, 

infektiöse 

Erkrankung 

96 Verdacht auf sekundäre Panzytopenie (Ursache chronische 
Ehrlichiose vs. Myelofibrose), bereits unter Medikation mit 
Prednisolon und Ciclosporin 

Entzündliche, nicht 

infektiöse 

Erkrankung  

89 1 Tag nach Laparotomie mit Milzextirpation aufgrund 
Hämangiosarkom in der Milz mit Metastasen in der Leber 

Neoplastische 

Erkrankungen 

84 1 Tag nach Milzextirpation (Regeneratknoten) und Leberbiopsie Gewebeschaden 

83 1 Tag nach Tibia plateau leveling osteotomy (TPLO) Gewebeschaden 

82 1 Tag nach Pulmonalstenosendilatation, Hämatom an der 
Punktionsstelle  

Gewebeschaden 
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82 Kreuzbandriss rechts und Verdacht auf Kreuzbandriss links  Nicht entzündliche 

Erkrankung 

80 Bocavirusinfektion unter symptomatischer Therapie  Entzündliche, 

infektiöse 

Erkrankung 

79 5 Tage nach Pulmonalstenosendilatation Gewebeschaden 

77 undifferenzierte Neoplasie im Bereich Mittelohr mit infiltrativen 
Wachstum in Knochen, Metastasen in Lymphknoten und 
sekundärer septischer Entzündung  

Neoplastische 

Erkrankung 

76 primär immunmediierte hämolytische Anämie unter Prednisolon 
und Mykophenolat, Choleangiohepatitis, Pankreatitis, 
pulmonale Hypertension 

Entzündliche, nicht 

infektiöse 

Erkrankung  

73 5 Tage nach Laparotomie mit Enterektomie aufgrund 
Fremdkörper (Stein), Nahtdehiszenz mit septischem Abdomen 
und nekrotischen Darmschlingen, Pankreatitis 

Diverse 

Erkrankung 

73 Zyste Halswirbelsäule in Bereich C4  Nicht entzündliche 

Erkrankung 

71 2 Tage nach Thorakotomie mit Perikardfenestration und 
Curretage Masse am Herzen, chronisch eitriger Perikarditis mit 
Perikarderguss, Verdacht Fremdkörper aus Magen als Ursache 

Diverse 

Erkrankung 

67 Hämangiosarkom in der Milz, nach Milzextirpation Neoplastische 

Erkrankung 

66 9 Tage nach Hemilaminektomie aufgrund eines 
Bandscheibenvorfalls  

Gewebeschaden 

64 3 Monate nach Re- Intervention Lebershunt, Restshunt 
vorhanden 

Nicht entzündliche 

Erkrankung 

 

Es ist auffällig, dass ein großer Anteil der Patienten, bei denen ein vermutlich relevanter NACU-

Count festgestellt wurde, sich in einer postoperativen Phase befinden (9 von 17 Patienten). Vier der 

Erkrankungen wird ein immunmediiertes Geschehen zugeschrieben (Myelofibrose und IMHA). 

Weiterhin markant ist, dass zwei Patienten ein Hämangiosarkom aufwiesen. Insgesamt befinden 

sich in der Gruppe 5 Patienten mit malignen Tumoren.   

 

Bei genauerer Betrachtung der einzelnen Erkrankungen mit hohen NACU-Werten fällt auf, dass bei 

vielen Patienten in den oberen Bereichen eine klinisch relevante Anämie vorliegt. Zwei der 

Patienten zeigten eine Blutungsanämie. Erster Patient in Folge eines rupturierten 
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Hämangiosarkoms, zweiter Patient in Folge gastrointestinaler Blutungen. Es ist bei beiden Patienten 

zu vermuten, dass eine chronische Blutung (gastrointestinale Blutungen) oder chronische 

Zerstörung von Erythrozyten (Mikroangiopathie des Hämangiosarkoms) vorlag. Bei den anderen 

vier Patienten fällt auf, dass es sich bei allen um Patienten handelt, die eine immunmediierte 

hämolytische Anämie haben, oder zumindest Hinweise auf immunmediierte Zerstörung. Dabei 

waren zwei primär immunmediiert und die zwei weiteren Patienten wiesen eine sekundäre 

immunmediierte Anämie in Folge einer eitrig abszedierenden Peritonitis und eines pulmonalen 

Adenokarzinoms auf. Bei Letzterem ist eine chronische Blutungskomponente ebenfalls möglich, 

aber aufgrund des Nachweises von Sphärozyten im Blutausstrich kann eine gewisse 

immunmediierte Komponente als durchaus plausibel angesehen werden. Von den sechs Patienten 

zeigten sich fünf mit einer regenerativen Anämie (Retikulozyten >140 000).  

Des Weiteren ist auffällig, dass fünf der Patienten tumoröse Erkrankungen aufwiesen. Ob es sich bei 

dem ultrasonographisch detektierten Nebennierentumor um einen klinisch relevanten Tumor 

handelte oder ob es sich um ein Inzidentalinom handelte, ist nicht mehr nachvollziehbar.  

 

Der Patient (Patient A) mit dem höchsten gemessenen NACU-Count (349) wurde einen Tag nach 

erfolgreicher Milzextirpation erneut hämatologisch untersucht. Es fällt auf, dass der Wert auf 89 

abgesunken ist. Dies stellt eine deutliche Reduktion dar, wenn auch dieser Wert immer noch im, als 

vermutlich klinisch relevant postulierten, Bereich liegt.  

 

Ein ähnlicher Verlauf des NACU konnte auch bei einer fünf Jahre alten Rhodesian Ridgeback 

Hündin (Patient B) beobachtet werden. Die Hündin wurde knapp zwei Wochen vor Vorstellung in 

der Klinik für Kleintiere bereits in einer anderen Klinik aufgrund des Verdachts einer Milztorsion 

operiert. Die Milz wurde dabei zurückgedreht und in der Bauchhöhle belassen. Eine erneute 

Vorstellung beim Tierarzt erfolgte aufgrund von Apathie und rezidivierend erhöhter 

Körperinnentemperatur. Die weiterführenden Untersuchungen zeigten neben einer hochgradigen 

regenerativen Anämie, sonographische Veränderungen in der Milz. Aufgrund dieser 

Milzveränderungen wurde einen Tag nach Vorstellung eine Probelaparotomie mit Entfernung der 

Milz durchgeführt. Zusätzlich zeigte sich eine knotige Veränderung im Mesenterium. Beides wurde 

in toto entfernt und zur histopathologischen Untersuchung eingesendet. Diese konnte in der Milz 

vermehrt Hämosiderineinlagerungen und extramedulläre Hämatopoese feststellen, sowie 

Regeneratknoten und Hinweise auf einen frischen Milzinfarkt. Die knotige Veränderung im 
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Mesenterium stellte sich als lipogranulomatöse Entzündung heraus. Am Tag der Vorstellung wieß 

die Hündin einen NACU-Count von 106 auf. Einen Tag nach Operation sank dieser auf 32 und fiel 

am vierten Tag nach Operation weiter auf 25 ab. Es wurde eine sekundär immunmediierte Anämie 

vermutet, weshalb die Hündin unter Glukokortikoiden entlassen wurde.  

 

Ein weiterer Patient, der genauer betrachtet wurde, ist ein acht Jahre alter, männlich kastrierter 

Mischlingsrüde (Patient C), der in der chirurgischen Abteilung der Kleintierklinik aufgrund eines 

duodenalen Fremdkörpers (Stein) vorstellig wurde. Es wurde eine Laparotomie durchgeführt. 

Aufgrund der kranial des Fremdkörpers gelegenen Verfärbung und Amotilität des Darms wurde 

zusätzlich eine Enterektomie durchgeführt. In der Messung am Folgetag (Tag 1 post operationem) 

zeigte der Rüde einen NACU-Count von 13. Es zeigte sich eine Verbesserung des 

Allgemeinbefindens mit einsetzender Futteraufnahme. An Tag 5 entwickelte der Rüde einen 

hochgradigen Aszites. In der durchgeführten Re-Laparotomie stellte sich eine Nahtdehiszenz mit 

daraus resultierendem septischem Abdomen dar. Der gemessene NACU-Count am 5. Tag nach 

Operation lag bei 73 und ist somit außerhalb des Referenzintervalls. Der CRP-Wert verlief 

rückläufig vom Tag der Vorstellung an und hatte seinen Tiefstwert von circa 40 mg/L am Tag der 

Diagnose der Nahtdehiszenz. Da sich das Allgemeinbefinden des Patienten am siebten Tag nach der 

ersten Operation verschlechterte wurde der Hund euthanasiert.  

Bei 15 Patienten waren Messergebnisse von mehreren unterschiedlichen Tagen vorhanden. In der 

Regel handelte es sich dabei um Patienten, die operiert wurden oder einen Eingriff im 

Herzkatheterlabor erfuhren. Es sticht hervor, dass einige Patienten einen Anstieg des NACU-Counts 

in der postoperativen Phase aufweisen.  

 

 

Nach dem Ausschluss der sechs gesunden Patienten blieben 195 Messungen übrig (siehe Abbildung 

10).  
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Abbildung 10 Gruppe 2b, klinische Testung 

 



55 

 

Es lagen 171 Messungen der Körperinnentemperatur vor. Davon wiesen acht Patienten eine 

Hypothermie, 137 Patienten eine Normothermie und 26 eine Hyperthermie auf. Es zeigten sich 

keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei Gruppen (p=0,088) (siehe Abbildung 11).  

 

 

Abbildung 11 Einfluss der Körperinnentemperatur auf den NACU-Count, der grau hinterlegte Bereich stellt das 

Referenzintervall dar 

 

Auch eine Korrelation zwischen den nicht nach klinischer Wertung (Hyper-, Normo- und 

Hypothermie), gestaffelten Körperinnentemperaturen und den dazugehörigen NACUs zeigte keinen 

signifikanten Zusammenhang (p=0,20, Korrelationskoeffizient 0,098)  

 

Von den 201 Messungen war für 171 der dazugehörigen Patienten bekannt, ob sie Medikamente 

erhalten hatten. Es erhielten 118 Hunde vor der Messung immunmodulatorische Medikamente, 73 

bekamen keine Medikamente.  

Unter den verabreichten Medikamenten waren: Entzündungshemmer (Metamizol, Caprofen, 

Paracetamol, Firocoxib, Meloxicam, Robenacoxib, Cimicoxib), Glukokortikoide (Prednisolon, 

Dexamethason, Fludrocortison), Immunsuppressiva (Mycophenolat), Antibiotika 



56 

 

(AmoxicillinClavulansäure, Ampicillin, Enrofloxacin, Clindamycin, Doxycyclin, Cefotaxim). 

Es zeigt sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen einer Vorbehandlung mit 

immunmodulatorischen Medikamenten und der Höhe des NACU (p= 0,043). In der Gruppe, die 

keine Vorbehandlungen erhielten, liegt der Median bei 16,0. Bei jenen die eine Vorbehandlung mit 

immunmodulatorischen Medikamenten erhielten, liegt der Median bei 22 (siehe Abbildung 12).  

 

 

 

Abbildung 12 Einfluss der Vorbehandlung mit immunmodulatorischen Medikamenten auf den NACU-Count, der grau 

hinterlegte Bereich stellt das Referenzintervall dar 

 

Bei allen 195 Messungen lagen alle Zellen des Differentialblutbildes und eine Messung des CRPs 

vor (n=195).  

Bei der Untersuchung der labordiagnostischen Marker einer akuten Entzündung zeigen sich 

signifikante Ergebnisse bei vielen der untersuchten Parameter. Einschränkend zu betrachteten sind 

diese Ergebnisse jedoch hinsichtlich der ermittelten Korrelationskoeffizienten (r -Werte), welche 
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durchgehend sehr niedrig sind. 

Die Ergebnisse sind zur besseren Übersicht in untenstehender Tabelle zusammengefasst.  

 

Tabelle 10 Ergebnisse der Testung auf Korrelation zwischen NACU-Count und Markern einer akuten 

Entzündungsreaktion, die fettgedruckten Zahlen stellen die signifikanten p-Werte dar 

Laborwert p-Wert r -Wert 

CRP 0,004 0,204 

Gesamtleukozytenzahl 0,001 0,232 

Neutrophile Granulozyten 0,003 0,21 

Stabkernige Neutrophile Granulozyten 0,00005 0,286 

Eosinophile Granulozyten 0,34 -0,069 

Gemessene Anzahl an basophilen Granulozyten 0,104 -0,117 

Monozyten 0,034 0,152 

Lymphozyten 0,391 0,062 

 

Für alle 195 Messungen lagen Retikulozytenmessungen vor.  

Es zeigt sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen den gemessenen Retikulozyten und dem 

NACU-Count (p=0,01). Eingeschränkt wird dieses Ergebnis, wie bei den Markern der akuten 

Entzündung ebenfalls beobachtet, durch einen niedrigen Korrelationskoeffizienten (r = 0,185).  

 

Nach den oben beschriebenen Kriterien blieben 172 Patienten übrig, deren drei Monatsprognose 

bekannt ist. Dabei verstarben 37 Patienten und 135 überlebten in dem benannten Zeitraum (siehe 

Abbildung 13).  
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Abbildung 13 Gruppe 2 c, prognostische Evaluation 

 

Bei vergleichender Betrachtung der NACU-Werte zwischen den Gruppen „lebend“ und 

„verstorben“ zeigt sich ein signifikanter Unterschied in den Gruppen (p= 0,0059). Der Medianwert 

in der Gruppe „überleben“ liegt bei 18, in der Gruppe „versterben“ bei 26 (siehe Abbildung 15).  
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Abbildung 14 Evaluation des Verhältnisses von Prognose zu NACU-Count, der grau hinterlegte Bereich stellt das 

Referenzintervall dar 

 

Des Weiteren wurde betrachtet wie sich das Verhältnis „lebend“ zu „verstorben“ in den bereits oben 

genannten Bereichen (Referenzintervall, Graubereich, außerhalb Referenzintervall) verhält. Die 

Ergebnisse sind in untenstehender Tabelle dargestellt.  

 

Tabelle 11 Verteilung NACU-Werte in Intervallen 

 Lebend 

absolut 

 

prozentual 

Verstorben 

absolut  

 

prozentual 

NACU ≥64 11 69% 8 31% 

Graubereich  14 70% 6 30% 

Referenzbereich  110 83% 23 17% 
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8.3 Spezielle Erkrankungskomplexe 

8.3.1 Beschreibung der Gruppe 3 (spezielle Erkrankungskomplexe) 

Die dritte Gruppe setzt sich aus insgesamt 5 Untergruppen zusammen (Sepsis, IMHA, Pankreatitis, 

DIC, Mehrere) und besteht aus insgesamt 74 Hunden.  Zwei Patienten mussten, aufgrund visueller 

Interferenzen im Scattergramm, ausgeschlossen werden (siehe Abbildung 15).  

 

Abbildung 15 Zusammensetzung der prospektiven Gruppe 
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Die Rasseverteilung der Patienten war wie folgt:  

Tabelle 12 Rasseverteilung in prospektiver Gruppe 

Rasse                                                             Anzahl  
Mischling 17 
Labrador Retriever 8 
Dackel 6 
Deutscher Schäferhund 3 
Jack Russel Terrier 3 
Australian Shepherd 2 
Berner Sennenhund 2 
Dobermann 2 
Französische Bulldogge  2 
Mops 2 
Barbet 1 
Basset  1 
Bearded Collie   1 
Border Collie  1 
Broholmer 1 
Bullterrier 1 
Bullmastiff 1 
Chihuahua  1 
Deutsch Kurzhaar 1 
Deutsch Langhaar 1 
Deutsche Bracke 1 
Deutscher Pinscher 1 
Epagneul Breton 1 
Eurasier 1 
Foxterrier 1 
Golden Retriever  1 
Kleiner Münsterländer  1 
Malinois 1 
Malteser  1 
Deutscher Wachtelhund 1 
West Highland White Terrier 1 
Westfalen Terrier 1 
Whippet  1 
Yorkshire Terrier  1 
Zwergpudel  1 
Zwergschnauzer  1 
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Die Geschlechtsverteilung lag bei: 24 männlich und 20 weiblich intakten Patienten, 13 der Patienten 

waren männlich kastriert und 17 waren weiblich kastriert. 

 Der jüngste Hund der Gruppe war 7 Monate alt, der älteste war 14 Jahre alt. 

Von den 74 untersuchten Patienten wiesen 24 mehrere der untersuchten Erkrankungen auf. Die 

Verteilung liegt bei 29 Patienten mit einer DIC, 12 Patienten mit einer Pankreatitis, 6 Patienten mit 

einer IMHA und 3 weitere Patienten wiesen eine Sepsis auf.  

Patienten mit einer Lebererkrankung mit Leberfunktionsstörung wurden, aufgrund des DIC-

ähnlichen Charakters, von der Studie ausgeschlossen. 

8.3.1 Unterschiede hinsichtlich Erkrankungen  

 

Abbildung 16 Zusammenhang NACU und verschiedene definierte Krankheitsbilder, die schwarze Linie zwischen Sepsis 

und „Mehrere“ stellt den Ausschluss der Gruppe „Sepsis“ aufgrund sehr geringer Probenanzahl dar (3 Patienten mit 

reiner Sepsis), der graue hinterlegte Bereich stellt das Referenzintervall dar 
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Es zeigt sich auch hier ein recht ähnliches Bild zur Gruppe 2. Zwar stechen visuell Patienten mit 

einer IMHA und einer Pankreatitis hervor, jedoch ist keine statistische Signifikanz zu beobachten 

(p=0,52). Die Gruppe der Patienten mit einer „reinen“ Sepsis ist, aufgrund der häufigen 

Begleiterkrankung einer DIC auf drei Patienten geschrumpft und war somit zu klein für jegliche 

statistische Auswertung.  

Die Mediane der einzelnen Gruppe liegen bei 31,0 (DIC), 42,0 (IMHA), 36,5 (Pankreatitis) und 36 

(Mehrere). Auch bei der Betrachtung spezieller Krankheitsbilder zeichnet sich ab, dass ein Großteil 

der Patienten einen NACU-Count im Referenzintervall, oder zumindest im klinischen Graubereich, 

aufweist (siehe Abbildung 16).  

Die folgende Tabelle stellt eine deskriptive Auswertung der Patienten dar, welche einen NACU-

Count außerhalb des Referenzintervalls aufweisen. Zusätzlich ergänzt wurde der 

Erkrankungsverlauf.  

  

Tabelle 13 hohe NACU-Werte in der Gruppe 3, außerhalb des Referenzintervalls 

NACU Erkrankung Verlauf 

240 pyogranulomatöse Perikarditis, Pankreatitis, DIC lebend 
182 IMHA, Verdacht auf akute Thrombembolie verstorben 
163 Myositis und Steatitis, eitrig nekrotisierende bakterielle Splenitis, 

purulente Polyarthritis, Milz- und Nierenrandinfarkte, DIC 
verstorben 

133 maligne epitheliale Neoplasie im Knochenmark unbekannten Ursprungs, 
akute, anurische Nierenerkrankung, DIC 

verstorben 

132 immunmediierte Anämie, Pankreatitis, lebend 
109 Gallenblasenmukozele, Pankreatitis, DIC, Sepsis verstorben 
112 IMHA, Pankreatitis lebend 
96 chronische DIC, am ehesten in Folge Tumors unbekannter Genese verstorben 
97 Pankreatitis, Blutungsanämie lebend 
95 IMHA lebend 
88 Pankreatitis, chronische Gastroenteropathie lebend 
67 Pankreatitis lebend 

 

Es fällt auf, dass bei Betrachtung von NACU-Werten, die außerhalb des Referenzintervalls liegen 

die Patienten mit einer Pankreatitis (alleinig oder mit anderen Erkrankungen kombiniert) subjektiv 

überrepräsentiert sind, was jedoch kein prognostischer Faktor zu sein scheint. Allgemein fällt hier 

eine recht regelmäßige Verteilung der Merkmale Überleben/Versterben auf.  

Eine nähere Betrachtung, bezüglich der in Teil 2 aufgestellten Hypothese, ist hier aufgrund der 
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Auswahlkriterien der Patienten nicht möglich.  

In der gesamten Gruppe zeigt sich ebenfalls, dass ein großer Teil der Patienten NACU-Counts 

im Referenzintervall (55%) oder zumindest im Graubereich (26%) aufweist. Im Vergleich zu 

11% aus der nicht vorselektierten retrospektiven Gruppe erreichen ebenfalls wenige Patienten 

einen NACU-Count der sicher über dem Referenzintervall liegt (19%) 

 

 

Tabelle 14 auslösende Ursachen der an einer DIC erkrankten Patienten 

 gesamt  Referenzintervall Graubereich Außerhalb 
Referenzintervall 

Tumor 8 5 1 2 
infektiös 12 8 2 2 
steril entzündlich 7 3 3 1 
Gewebeschaden 13 10 2 1 
sonstiges  9 4 4 1 

 

Bei Betrachtung der der DIC zugrundeliegenden Ursache zeigt sich eine recht ebenmäßige 

Verteilung über die einzelnen Wertungsbereiche heraus (siehe Tabelle 14). Es gibt keinen 

Ursachenkomplex, der hier deutlich heraussticht. 

Es zeigt sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Patienten, die eine DIC überlebten und 

jenen die an einer DIC erkrankten und verstarben (p=0,24). Der Median der Gruppe überleben liegt 

bei 27, in der Gruppe versterben liegt er bei 34,5 (siehe Abbildung 17). Aufgrund der sehr kleinen 

Patientenzahl in der Gruppe Sepsis und IMHA lässt sich keine prognostische Aussage aus dem 



65 

 

NACU treffen. 

 

 

Abbildung 17  prognostischer Nutzen des NACU bei an einer DIC erkrankten Patienten 

 

Es ist anzumerken, dass visuell jedoch die Werte der beiden Gruppen variieren. In der graphischen 

Darstellung fällt ebenfalls auf, dass in der Gruppe der verstorbenen Patienten mehr Patienten über 

dem Referenzintervall liegen als in der Gruppe der Überlebenden (siehe Abbildung 17). 

 

Auch bei Patienten mit einer Pankreatitis zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der 

statistischen Auswertung (p=0,44). Der Median der überlebenden Patienten liegt bei 38, in der 

versterben Gruppe liegt er bei 34 (siehe Abbildung 18). 
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Abbildung 18  prognostischer Nutzen des NACU bei an Pankreatitis erkrankten Patienten 

 

Es liegt zudem kein Zusammenhang zwischen dem NACU-Count und der Hospitalisierungsdauer 

bei einer Pankreatitis vor (p=0,46, Korrelationskoeffizient -0,225) vor (siehe Tabelle 15). 

Sowohl Patienten mit kurzem oder keinem stationären Aufenthalt als auch jene mit langem 

stationärem Aufenthalt zeigen sowohl hohe als auch niedrige NACU-Count Werte.  
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Tabelle 15 NACU-Count im Bezug zur Hospitalisierungsdauer bei Patienten mit einer Pankreatitis 

NACU- 

Count 

Hospitalisierungsdauer in 
Tagen 

Verlauf Anmerkungen 

5 11 lebend  

11 10 verstorben  

14 2 lebend Entlassung gegen tierärztlichen Rat 

24 9 verstorben  

29 0 lebend  

36 15 verstorben  

44 4 verstorben  

44 7 verstorben  

47 4 lebend  

67 0 lebend  

88 13 lebend  

97 7 lebend  
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9. Diskussion 
9.1 Studienaufbau und Studienpopulation 
Die Geschlechterverteilung ist in allen Gruppen als recht gleichmäßig zu beurteilen. Ähnlich sieht 

es mit der Altersverteilung in den Gruppen 2 (klinische Evaluation) und Gruppe 3 (spezielle 

Krankheitsbilder) aus. In der zur Bestimmung eines Referenzintervalls herbeigezogenen Gruppe (1) 

ist die Altersverteilung in Richtung jüngerer Patienten hin verschoben (siehe Abbildung 6). Dies ist 

zum einen der Auswahl der Patienten geschuldet, zum anderen aber auch sicherlich der Tatsache, 

dass Patienten mit fortschreitendem Alter mehr Erkrankungen entwickeln. Aus diesem Grund wurde 

eine Prüfung des Alters als Einfluss auf den NACU-Count vorgenommen. Die Ergebnisse werden in 

den nachfolgenden Abschnitten diskutiert.  

Aufgrund des überwiegend retrospektiven Charakters der Studie lassen sich verschiedene Vor- als 

auch Nachteile benennen. Die Vorteile des retrospektiven Charakters liegen in der einfachen 

Akquirierung einer großen Anzahl verschiedener Patienten. Eine Ein- oder Beschränkung aus 

Gründen des Tierschutzgesetzes ist nicht vorhanden, da für jede Probenentnahme eine medizinische 

Indikation im Rahmen der klinischen Aufarbeitung der Erkrankung des Patienten vorlag. Zusätzlich 

liegen all diese Daten bereits vor und müssen nicht aufwendig erstellt werden. Des Weiteren können 

sie in Tabellenform aus dem Laborsystemen exportiert werden. Durch diese Aspekte ist es einfach 

eine möglichst große und heterogene Gruppe an Patienten zu erstellen, welche das vielfältige 

Behandlungsspektrum der tierärztlichen Sprechstunde widerspiegelt. Bei einer erstmaligen 

Evaluation eines neuen und unbekannten Parameters erscheint dies sinnig.  

Jedoch sind auch verschiedene Einschränkungen und Limitationen durch den Studienaufbau 

bedingt. Die Klassifizierung der Patienten hinsichtlich ihrer Ätiologie erfolgte nach bestem Wissen 

der behandelnden Tierärzte, ist aufgrund des retrospektiven Charakters jedoch gewissen 

Ungenauigkeiten unterworfen. Darüber hinaus ist eine starke Heterogenität der Patienten in ihrem 

zeitlichen Krankheitsverlauf zu beobachten. Bei einigen Patienten stammen die Messungen vom 

Tag der Vorstellung, bei anderen hingegen sind erst Messungen vorhanden, nachdem sie bereits 

einige Tage therapiert wurden und eine Besserung der Symptomatik eintrat. Auch ist aufzuführen, 

dass Therapie und Diagnostik aufgrund interindividueller Unterschiede der behandelnden Tierärzte 

immer einer gewissen Heterogenität unterworfen sind. Durch die allgemeine Arbeitsweise an der 

Universitätsklinik (Besprechung der Fälle mit Oberärzten und fachliche Diskussionen in den 

täglichen Visiten) ist dieser Faktor zwar auf ein mögliches Minimum reduziert, ein gewisser 
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Einfluss ist jedoch nie komplett zu verhindern.  

Um die Gruppe 2 (gemischt krank) mit einem fokussierterem Teil zu ergänzen, wurde ein 

prospektiver Teil mit Krankheitsbildern ergänzt, bei denen zu erwarten war, das NACU in 

unterschiedlicher Anzahl vorkommen sollten. So konnten in diesem Teil die diagnostischen 

Ungenauigkeiten, wie zuvor beschrieben, auf ein Minimum reduziert werden. Jedoch ist diese 

Gruppe 3 (spezielle Erkrankungskomplexe) durch Überlappungen und kleine Gruppenzahlen 

gekennzeichnet. Auf die Problematik der synergistischen Erkrankungen (Hypoxie bei IMHA 

begünstigt Pankreatitis, Sepsis führt häufig zu DIC) wird im Folgenden näher eingegangen. 

 

Die Feststellung eines infektiösen Erregers als Ursache für die beobachtete Krankheit richtet sich in 

dieser Studie nicht nur alleinig nach dem positiven Nachweis von Bakterien in mikrobiologischer, 

zytologischer oder (Histo-)Pathologischer Untersuchung. Es wurden auch Patienten als 

„infektiös“ eingeteilt, bei denen ein infektiöser Erreger wahrscheinlich ursächlich an dem 

bestehenden Krankheitsbild ist oder zumindest daran beteiligt.  

 

Die Messung von Retikulozyten im Hämatologieprofil des Zentrallabors der Kleintierklinik Gießen 

ist erst seit 2019 Standard. Zuvor mussten Retikulozyten gesondert angefordert werden. Da 

jeglicher Diagnostik stets eine Indikation zugrunde liegen muss, erfolgte bei diesen Patienten nur 

eine Retikulozytenmessung, wenn sie anämisch waren oder anderweitige Indikationen vorlagen. Da 

der NACU-Count nur bei jenen Patienten bestimmt werden konnte, bei denen eine 

Retikulozytenmessung durchgeführt wurde, sind die Messungen vorselektiert. In der Auswertung 

der Gruppe mit NACU-Count >100 fällt auf, dass viele Patienten eine Retikulozytose mit Anämie 

aufweisen. 

 

9.2 Referenzintervall 
Dr. Nadine Kleinert aus unserer Arbeitsgruppe stellte die Vermutung auf, dass junge Patienten 

einen höheren NACU-Count aufweisen als ältere Tiere (Kleinert 2019). Bei anderen 

Laborparametern ist dies ebenfalls beschrieben (Connolly et al., 2020; Kuhn et al., 2022) und ist ein 

wichtiger Faktor für die Auswertung der erhobenen Befunde. Andernfalls kann es zu einer Fehl- 

oder Überinterpretation der Befunde kommen. In dieser Arbeit bestätigte sich diese Vermutung 

nicht (siehe Abbildung 6). Es konnte kein Einfluss des Alters auf den NACU-Count nachgewiesen 

werden.  
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Wie in Abbildung 6 zu erkennen waren nahezu alle Hunde unter 10 Jahre alt, und die Rassen 

Labrador Retriever (n=21), Deutscher Schäferhund (n=17) und Golden Retriever (n=14) sind 

zahlenmäßig überrepräsentiert (vergleiche Abschnitt 8.1.2). Das ist darauf zurückzuführen, dass es 

sich bei diesen Patienten fast ausschließlich um Patienten handelt, die im Rahmen einer Blutspende 

in der Klinik für Kleintiere vorstellig wurden und einen hämatologische und klinisch-chemische 

Routineuntersuchung erfuhren. Sehr viele befanden sich zudem in einer sehr engen Altersspanne 

vom 1. bis 2. Lebensjahr, da diese Hunde vorsorglich auf Hüftgelenks- und 

Ellenbogengelenksdysplasie (HD/ED) geröntgt wurden und in Rahmen dieser Narkose die Besitzer 

einer Blutspende zustimmten. Dies stellt einen vorselektionierenden Faktor dar.  

 

Es zeigt sich, dass der NACU-Count einen recht hohen Variationskoeffizienten von 18,6% bei 

gesunden Patienten, und 8,1% bei erkrankten Patienten aufweist. Die Präzision ist im Bereich des 

Referenzintervalls als schlecht zu bezeichnen. Höhere Werte erbringen ein zufriedenstellenderes 

Ergebnis (Moritz et al., 2000; Harvey 2012). Die Werte sind vergleichbar mit den ebenfalls am 

ADVIA® 2120 gemessenen retikulierten Thrombozyten (rPLTs) (Kuhn et al., 2022).  

Die mangelnde Präzision eines Parameters, vor allem im Bereich der oberen 

Referenzintervallgrenze, ist ein bekanntes Problem in der Labordiagnostik (Harvey 2012; Kuhn et 

al., 2022). Bei vielen Parametern nimmt der Variationskoeffizient mit steigenden Werten ab, je 

höher die Werte, desto geringer ist der Einfluss der Messvarianz. Da im Bereich des 

Referenzintervalls überwiegend niedrige Werte vorzufinden sind, ist hier der Einfluss deutlich 

größer und führt somit zu einem erhöhten CV (Harvey 2012).  

Um diesem Problem entgegenzuwirken wurde ein Graubereich definiert, also ein Bereich oberhalb 

des Referenzintervalls, in dem der NACU-Count eine fragliche Relevanz hat. Dazu wurden die 18% 

Variationskoeffizient auf die obere Grenze des 90% Konfidenzintervalls aufaddiert. Der dadurch 

definierte Graubereich liegt somit bei 38-64. Werte, die oberhalb dieses klinischen Graubereichs 

liegen, werden als außerhalb des Referenzintervalls postuliert.  

Aufgrund der rechtsschiefen Verteilung der Werte (Skewness-Koeffizient: 3,1234; p<0,0001) wurde 

auf die Bestimmung eines unteren Referenzbereiches verzichtet. Zusätzlich finden sich in der 

Literatur keine Hinweise, dass niedrige Werte an NETose eine klinische Relevanz haben.   
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9.3 Klinische Testung  
Wie bereits beschrieben, zeigen sich in einigen Fällen Interferenzen mit der Messung der 

retikulierten Thrombozyten (siehe Abbildung 4). Dies äußert sich in nicht getrennten Wolken im 

Scattergramm des Reti-Kanals zwischen Thrombozyten (adult und juvenil/retikuliert) und dem 

NACU-Count. Eine mögliche Erklärung für dieser Beobachtung könnte in einer vermehrten 

Streuungsbreite der retikulierten Thrombozyten, wie sie eventuell bei regenerativen Prozessen 

auftreten könnte, liegen. Durch die Möglichkeit von falsch hohen NACU-Werten erscheint eine 

visuelle Kontrolle, zumindest von hochgradigen Befunden, sinnvoll.  

 

Auf eine Testung der kranken gemischten Gruppe gegen eine gesunde Gruppe musste aus zweierlei 

Gründen verzichtet werden. Zum einen ist die gesunde Kontrollgruppe mit n=6 sehr klein und eine 

statistische Signifikanz wäre grundlegend anzuzweifeln, auf der anderen Seite stammen die 

Patienten der gemischt kranken Gruppe und der Gruppe zur Bestimmung eines Referenzintervalls 

aus unterschiedlichen Jahren, sodass ein Vergleich dieser beiden Gruppen gegeneinander, aufgrund 

nicht auszuschließender zeitlicher Messvariabilität, nicht sinnig erscheint. 

Aufgrund der Berichte aus der Literatur, dass NETose und cfDNA eine wichtige Rolle bei 

verschiedenen infektiösen und steril entzündlichen Erkrankungen spielt, wurden gängige 

Krankheitsgruppen hinsichtlich ihrer NACU-Werte evaluiert. Die Vermutung bestand, dass sich 

einzelne Erkrankungsarten durch ihren NACU-Count von anderen signifikant unterscheiden. Dies 

hätte zum einen die Berichte aus der Literatur bestätigt, zum anderen aber auch den Verdacht 

erhärtet, dass im NACU-Count NETose recht einfach quantifizierbar wäre. Die Mediane der 

Gruppen sind wie in Abschnitt 8.2.2. beschrieben: 14 (gesund), 22 (infektiös), 21 (entzündlich, aber 

nicht infektiös), 26,5 (Neoplasien), 16 (nicht entzündlich), 17 (Gewebeschaden), 18 (Mehrere). Ein 

signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen konnte nicht festgestellt werden, es 

setzen sich jedoch die Mediane der Gruppen Neoplasie (26,5), infektiöse Entzündung (22) und 

sterile Entzündung (21) von den anderen Gruppen ab (siehe Abbildung 9). 

Wie im Literaturteil beschrieben, gibt es Hinweise, dass NETose vermehrt bei immunhämolytischen 

Anämien auftritt (Jeffery et al 2015; Lawson et al., 2018). Gleiches gilt für die Pankreatitis (Merz et 

al., 2015; Murthy et al., 2019). Bei beiden Erkrankungen handelt es sich um schwerwiegende 

systemische, aber sterile Entzündungsreaktionen. Auch eine Sepsis, als schwerstwiegendste Form 

der Infektion, ist in der Literatur in Zusammenhang mit exzessiver NETose beschrieben (Colón et 

al., 2019).  
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Bei neoplastischen Erkrankungen lassen sich mehrere Ursachen für den erhöhten NACU-Count 

diskutieren, wobei bei den vorgefunden neoplastischen Erkrankungen NETose nicht als 

Mechanismus beschrieben wurde. Hier erscheint die Vermutung plausibler, dass eine Erhöhung des 

NACU-Counts von Zelluntergänge und Freisetzung aus neoplastischen Zellen stammt (Jahr et al., 

2001; Bettegowda et al., 2014). Gerade bei solitären Tumormassen sind Nekrosen häufig 

vorzufinden (Siravegna et al., 2017) und Jahr et al (2001) konnten Hinweise erarbeiten, dass 

sowohl Nekrose als auch Apoptose eine der Hauptquellen für freie DNS bei Tumoren sind (Jahr et 

al., 2001).  

 

Vor allem bei Betrachtung der Patienten, die einen NACU-Count über 100 aufweisen, fällt auf, dass 

sich hier fast ausschließlich stark lebensbedrohliche Erkrankungen finden. Einzige Ausnahme stellt 

hier ein Patient sieben Tage nach Re-Intervention zum Verschluss eines intrahepatischen 

Lebershunts dar. Eine mögliche Erklärung der hohen Werte bei diesem Patienten könnte in der Art 

und Weise des Verschlusses liegen. In der Klinik für Kleintiere Gießen werden jene Patienten, die 

nach erstmaligem Eingriff einen nicht ausreichenden Shuntverschluss aufweisen, erneut mittels 

Coilembolisation verschlossen. Bei einer Coilembolisation werden, minimalinvasiv über einen 

venösen Zugang, Drahtspiralen (Coils) in das Shuntgefäß eingebracht, die über die nächsten 

Wochen zu einem kompletten Verschluss dieses Gefäßes führen sollen (Léveillé et al., 2003). Eine 

mögliche Erklärung wäre, dass an diesem eingebrachten Fremdmaterial Blutzellen kaputt gehen und 

somit DNS-Fragmente freisetzen. Auch könnte es durch die Zunahme der Leberdurchblutung zu 

einem Schaden des Leberparenchyms kommen, was wiederum den Zelluntergang und damit die 

Freisetzung von DNS-Fragmenten begünstigt. Ein Zusammenhang mit NETose lässt sich bei 

diesem Patienten nicht finden.  

Weiterhin auffällig ist eine Häufung von Patienten mit einer regenerativen Anämie in der Gruppe 

mit einem NACU-Count über 100. In einer Studie konnte gezeigt werden, dass im Mittel 30,1% der 

freien DNS bei gesunden Patienten ihren Ursprung in der Erythropoese hat. Darüber hinaus konnte 

gezeigt werden, dass der Gehalt von DNS aus erythroiden Vorläuferzellen positiv korrelierte mit der 

Aktivität des Knochenmarks. (Lam et al., 2017). So erscheint die Vermutung plausibel, dass es bei 

regenerativen Prozessen in der Erythropoese durch einen gesteigerten Gehalt an cfDNA ebenfalls zu 

einem Anstieg des NACU-Counts kommt. Eine weitere Studie konnte zeigen, dass durchschnittlich 

die freie DNS aus erythroiden Vorläuferzellen größer ist als jene aus anderen Quellen. Zwar waren 

die gemessenen Fragmente alle im Bereich 150 Basenpaare (Zheng et al., 2012), jedoch kann auch 
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hier die Vermutung einer zunehmenden Streuungsbreite bei gesteigerter Freisetzung getroffen 

werden. Von den sechs Patienten zeigten fünf eine deutliche Retikulozytose (>140 000), weshalb 

kritisch hinterfragt werden kann, welche Mehrinformation der NACU-Count bei Anämie bringt. Ein 

Patient jedoch zeigte trotz Anämie (Hämatokrit 26%) keine Retikulozytose. Der NACU-Count war 

jedoch hoch. In der Studie von Lam et al (2017) konnten sie nachweisen, dass die nachgewiesene 

freie DNS nicht immer mit den gemessenen Zahlen von Retikulozyten korrelierte, sondern vielmehr 

die erythropoetische Aktivität auf Knochenmarksebene widerspiegelte (Lam et al., 2017). Die 

Hündin zeigte vorberichtlich bereits ein reduziertes Allgemeinbefinden seit circa zwei Wochen, was 

ein (per-)akutes Geschehen (Pseudoaregenerativ/Präregerneative Anämie) unwahrscheinlich macht. 

Auch in den mehrmalig durchgeführten hämatologischen Blutuntersuchungen zeigten sich keine 

Hinweise auf eine Regeneration der Erythrozyten, weshalb hier von einer echten aregenerativen 

Anämie ausgegangen werden kann. Die behandelnden Tierärzte stellten die Diagnose einer nicht 

regenerativen immunmediierten Anämie. Eine Knochenmarksuntersuchung erfolgte, aufgrund der 

Verschlechterung des Allgemeinbefindens und der Entscheidung der Besitzer zur Euthanasie, nicht 

mehr.  In der retrospektiven Betrachtung ist diese Diagnose schwieriger nachzuvollziehen. Die 

Patientin zeigte ebenfalls eine mittel- bis hochgradige Thrombozytopenie mit positiven 

labordiagnostischen Markern einer DIC und klinischen Anzeichen einer Störung im 

Gerinnungssystem (Petechien und Ekchymosen). All diese Befunde sprechen für eine overte DIC. 

Bei jenen precusor-directed immunmediated anemia ist dies beschrieben (Assenmacher et al., 

2019). Die gemessenen Erythrozytenindices waren alle im physiologischen Bereich, was eine 

chronische Blutungsanämie unwahrscheinlicher macht. Bei jener nicht regenerativen 

immunmediierten Anämie kommt es zu einer Phagozytose von eryhthroiden Vorläuferzellen, was in 

einem Abbruch im Ablauf der Erythropoese resultiert. Dies unterscheidet diese Anämieform von 

anderen mit einer Hypo- bis Aplasie der erythroiden Reihe, wie sie zum Beispiel bei einer Pure red 

cell aplasia vorkommt (Weiss 2002). Die Möglichkeit besteht, dass sich diese pathophysiologischen 

Unterschiede bei Anämien anhand ihres NACU-Counts differenzieren lassen könnten.   

Einschränkend sind diese Ergebnisse jedoch hinsichtlich der Tatsache zu betrachten, dass viele der 

Patienten, auch jene schwer kranken, einen NACU-Count im Referenzintervall aufweisen. Diese 

Tatsache ist ein limitierender Faktor in der klinischen Verwendbarkeit. Es zeigt sich, dass nur hohe 

Werte eine Aussagekraft haben. Niedrige Werte lassen in der Regel, nur sehr eingeschränkte 

Rückschluss auf den Zustand des Patienten zu. 

Vor allem jene Patienten, bei denen Mehrfachmessungen des NACU-Counts vorlagen, zeigen eine, 
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wenn auch beschränkte, klinische Relevanz. Bei Entfernung des Problems (des Erkrankungsherdes) 

zeigt sich eine rasche Reduktion des NACU-Counts (Patient A und B) und bei einer 

Verschlechterung des Zustandes des Patienten steigt der NACU-Count an (Patient C). Auch die 

Beobachtung von einigen Patienten nach Operation (Anstieg des NACU-Counts, wenn auch nicht 

immer in einen als klinisch vermutlich relevant postulierten Bereich) zeigt, dass es sich durchaus 

um einen Marker handeln könnte, der cfDNA quantifiziert. Eine veterinärmedizinische Studie 

konnte nachweisen, dass der Gehalt an cfDNA im Blut von Hunden nach einer Operation initial 

ansteigt, danach aber auch rasch wieder abfällt. Sie konnten eine Halbwertszeit von circa 5,64 

Stunden feststellen (Wilson et al., 2018). Ein ähnlicher Anstieg nach einer Operation kann auch 

beim NACU-Count beobachtet werden.  

 

Die Beobachtung, dass Patienten, welche eine Vorbehandlung mit immunmodulatorischen 

Medikamenten erhielten, einen höheren NACU-Count aufweisen, widerspricht ein wenig der 

Hypothese, dass im NACU-Count überwiegend NETs gemessen werden. Wie im Literaturteil 

beschrieben, zeigen Studien, dass verschiedene Pharmaka eine hemmende Rolle auf die Freisetzung 

von NETs haben. Darunter waren Medikamente, die eine häufige Verwendung in der 

veterinärmedizinischen Praxis haben (Glukokortikoide, Cyclosporin, NSAIDs etc.) (Laukova & 

Konečná 2017).  Somit wären in der mit immunmodulatorischen Medikamenten vorbehandelten 

Gruppe niedrigere NACU-Counts zu erwarten gewesen, zumindest, wenn die Therapie anschlägt 

und der Patient eine klinische Besserung zeigt. Ein möglicher Erklärungsversuch liegt in einer, 

zumindest in gewissen Maßen vorliegenden, Vorselektion der Patienten. An einer 

Überweisungsklinik, wie der Klinik für Kleintiere Gießen, ist dies unvermeidbar. In der Regel 

werden in dieser Klinik nur Tiere vorgestellt, die bereits eine erste haustierärztliche Behandlung 

erfahren haben und oftmals schwerwiegendere Krankheiten aufweisen als die durchschnittliche 

Population einer Haustierarztpraxis. Darüber hinaus kann die Theorie aufgestellt werden, dass 

aufgrund einer schwereren Erkrankung, ein vermehrter Handlungsbedarf auf Seiten des 

behandelnden Tierarztes besteht. Dies stellt jedoch nur eine Hypothese dar, die zum aktuellen 

Zeitpunkt nicht beweisbar wäre. Um eine exaktere Antwort auf die Fragestellung zu bekommen, ob 

der NACU-Count durch Medikamente beeinflusst wird, wäre eine größere Standardisierung der 

Patientengruppen notwendig. Eine Betrachtung vom NACU-Count bei einer einzelnen Erkrankung, 

mit und ohne Vorbehandlung im oben beschrieben Sinne, würde eine bessere Evaluation erlauben. 

Zwar ist auch bei diesem Vorgehen der Einfluss der Erkrankung auf den NACU-Count nicht gleich 
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null, es wäre aber zumindest postulierbar, dass er bei allen Patienten ein ähnliches Ausmaß hat.  

 

Grundlage für die Anfertigung dieser Arbeit war die Beobachtung von hohen NACU-Counts bei 

schwer kranken Patienten. Daraus resultierte die Fragestellung welchen klinischen Nutzen dieser 

Parameter grundlegend hat und insbesondere, ob dieser Parameter einen prognostischen Wert in der 

Veterinärmedizin haben könnte. Unterstützt wird diese Vermutung von verschiedenen Studien, die 

bei der Messung von cfDNA oder NETose einen prognostischen Wert feststellen konnten 

(Saukkonen et al., 2007; Burnett et al., 2016; Clementi et al., 2016; Wu et al., 2020).   

Auch in dieser Arbeit zeigte sich ein Zusammenhang zwischen der Menge an gemessenen 

zirkulierenden Nukleinsäuren (unabhängig davon, ob es sich dabei um cfDNA oder NETs handelt) 

und der Prognose. In der Aufteilung der Patienten nach Wertungsbereichen (Referenzintervall, 

Graubereich, außerhalb des Referenzintervalls) zeigte sich dies ebenfalls. Je höher der gemessene 

NACU-Count war, desto größer war die Wahrscheinlichkeit zu versterben in dieser Studie. Ein 

hoher NACU-Count geht mit einer signifikant schlechteren Prognose einher.  

Als Ursache für diese Beobachtung lassen sich verschiedene Vermutungen aufstellen, die in ihrer 

Grundlage wieder die Frage nach der Zusammensetzung der NACU-Counts haben. Erstens kann 

aufgeführt werden, dass die gemessenen NACU-Werte die im Körper stattfindende Nekrose 

widerspiegeln. Je stärker dieser Prozess ist, desto schwerwiegender ist logischerweise auch die 

Erkrankung und somit auch die Prognose vorsichtiger.  Eine weitere Erklärung stellen die oft mit 

freien Nukleinsäuren einhergehenden Histone dar. Ihnen wird sowohl eine prokoagulable Rolle 

zugeschrieben (Zhang et al., 2022) als auch eine direkte Toxizität für Endothelzellen des 

Gefäßsystems (Xu et al., 2009). Somit wirkt sich eine massive Freisetzung von Histonen negativ auf 

den Gesamtorganismus aus, verschlimmert also den Krankheitszustand (Xu et al., 2009), fördert 

einen prothrombotischen Zustand und begünstigt im weiteren Verlauf eine DIC (Gould et al., 2014, 

Zhang et al., 2022). Auch das Erfassen von NETs im NACU-Count ist möglich. Verschiedene 

Studien konnten zeigen, dass die Höhe von NETs mit der Schwere der Erkrankung korreliert und 

einen negativ prognostischen Faktor bei verschiedenen Krankheiten darstellt (Ng et al., 2020; Colón 

et al., 2019; Murthy et al., 2019).  

Auch wenn sich statistisch ein signifikanter Unterschied zwischen den überlebenden und 

verstorbenen Patienten hinsichtlich ihres NACU-Counts zeigt, ist dieser Parameter nicht geeignet, 

um Entscheidungen über das Weiterführen von Therapien oder das schmerzlose Erlösen von 

Patienten zu treffen. Es konnte kein Nachweis erbracht werden, dass ab einem bestimmten Wert alle 
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Patienten verstarben. Eine so schwerwiegende und folgenschwere Entscheidung sollte und kann 

nicht auf einem einzelnem Laborparameter basieren und muss immer den gesamten Patienten und 

dessen Besitzer mit einbeziehen.  

Wahrscheinlich ist eher die Entwicklung des NACU-Counts im Krankheitsverlauf ein 

prognostischer Faktor und kann Hinweise auf das Ansprechen auf die eingeleitete Therapie geben. 

Bekräftigend für diese Vermutung ist der Verlauf der bereits beschriebenen fünf Jahre alten 

Ridgeback Hündin. Nach Entfernung des entzündlichen Herdes aus dem Mesenterium fiel der 

NACU-Count zügig ab und erreichte schnell den Referenzbereich. Trotz des initial hohen NACU-

Counts überlebt die Hündin ihre Erkrankung und erholte sich komplett.  

 

Die Ergebnisse der Testung auf Korrelation zwischen NACU-Count und Markern einer akuten 

Entzündungsreaktion zeigen teilweise signifikante Ergebnisse. Diese sind jedoch alle einschränkend 

zu betrachten aufgrund des sehr niedrigen Korrelationskoeffizienten.  

Ähnliches kann beobachtet werden beim Zusammenhang zwischen Retikulozyten und NACU-

Count. Es besteht ein signifikanter Zusammenhang, bei niedrigem Korrelationskoeffizienten. Zwar 

würde eine positive Korrelation zwischen diesem Marker der Erythropoese gut zu den 

Beobachtungen von Lam et al aus dem Jahre 2017 passen, jedoch lässt der niedrige 

Korrelationskoeffizient keine fundierten Rückschlüsse zu (Lam et al., 2017).  

 

9.4 Definierte Krankheitskomplexe 
Wie in Abschnitt 8.3.1. beschrieben wurden die akquirierten Patienten hinsichtlich ihrer Erkrankung 

in die Gruppen DIC (n=29), Pankreatitis (n=12), IMHA (n=6), Sepsis (n=3) und Mehrere (n= 24) 

aufgeteilt. Die Mediane der Gruppen waren wie folgend: 31 (DIC), 36,5 (Pankreatitis), 42 (IMHA), 

36 (Mehrere). In der Gruppe Sepsis war aufgrund der Gruppengröße keine Bildung eines Medians 

möglich (siehe Abbildung 16).  

Bei allen vier untersuchten Krankheiten handelt es sich um häufige Erkrankungen im Alltag einer 

Überweisungsklinik. Leider überschneiden sich diese Erkrankungen oftmals auch, sodass eine 

Kategorisierung in die einzelnen Gruppen vielfach nicht möglich war. Eine Sepsis geht sehr oft mit 

Veränderungen des Gerinnungssystems einher (de Laforcade et al., 2003), und auch IMHA und 

Pankreatitis stellen oft hyperkoagulable Zustände dar (Fenty et al., 2011, Nielsen et al., 2019), und 

somit einen gewissen prä-DIC-Zustand. Somit besteht eine deutliche Einschränkung hinsichtlich 

der gesonderten Betrachtung dieser Krankheitskomplexe und es kann kritisch hinterfragt werden, ob 
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bei den drei verbliebenen Sepsis-Patienten, und vielen der IMHA- und Pankreatitis-Patienten, 

wirklich keine DIC vorlag oder ob sie einfach nicht oder noch nicht detektiert werden konnte.  

Eine weitere Einschränkung der Aussagekraft der durchgeführten Untersuchung ist der 

Gruppengröße geschuldet. Wie oben beschrieben handelt es sich, zumindest in einer 

Überweisungsklinik, um nicht seltene Krankheiten, jedoch sind sie häufig mit anderen, hier 

ebenfalls betrachteten Erkrankungen, vergesellschaftet. Dies ist bei einer statistischen Auswertung 

ungünstig und führte zur Klassifizierung der Gruppe „Mehrere“, also Patienten die Kombinationen 

aus den vier untersuchten Erkrankungen aufwiesen. Ein daraus resultierender Aspekt ist das enorme 

Schrumpfen einzelner Gruppen, bis hin zur statistischen Bedeutungslosigkeit. Besonders in der 

Gruppe Sepsis führte dies zu allein drei Patienten die eine Sepsis ohne IMHA, Pankreatitis oder 

DIC aufwiesen. Ob eine Sepsis allein zu hohen NACU-Counts führt, ist hieraus nicht zu 

entscheiden. Ähnlich, wenn auch nicht so extrem, verlief es mit der Gruppe IMHA. Viele Patienten 

entwickelten zusätzlich eine Pankreatitis, wahrscheinlich aufgrund der Anämie bedingten 

Gewebehypoxie, oder eine DIC, sowohl die zerstörte Erythrozytenmembran, als auch 

inflammatorische Cytokine sind als Ursache plausibel (Scott-Moncrieff et al., 2001). Somit 

schrumpfte auch diese Gruppe auf allein sechs Patienten zusammen. Die statistische Aussagekraft 

ist auch hier überaus kritisch zu betrachten. Trotzdem fällt auf, dass gerade Patienten mit einer 

regenerativen Anämie vermehrt einen hohen bis sehr hohen NACU-Count aufweisen. Eine 

mögliche plausible Erklärung wäre die Messung von „Zellschrott“, der durch eine vermehrte 

Zerstörung von Erythrozyten zu Stande kommt, wie dies bereits in der Studie von Kleinert 

beobachtet werden konnte (Kleinert 2019). Auch ein gehäuftes Auftreten von längeren DNS-

Fragmenten durch eine gesteigerte Erythropoese (Zheng et al., 2012; Lam et al., 2017) oder eine 

gesteigerte Produktion von NETs, wie es bei Hunden mit einer IMHA beschrieben ist (Lawson et 

al., 2018), kann als Ursache in Betracht gezogen werden. Auf eine spezielle Betrachtung des 

Zusammenhanges von NACU-Count und typischen labordiagnostischen Veränderungen bei IMHA-

Patienten (z.B. Retikulozytenzahl, Bilirubinkonzentration und Sphärozytenzahl) wurde aufgrund 

der geringen Patientenzahl verzichtet. Aus gleichem Grund wurde keine Evaluierung des 

Zusammenhanges zwischen NACU-Counts und der Schwere der IMHA vorgenommen (zum 

Beispiel anhand der Dauer der Symptome vor Vorstellung, Anzahl Bluttransfusionen nach 

Diagnosestellung, Monotherapien oder Kombinationen an Immunsuppressiva). Rückblickend hätte 

hierdurch eine nähere Eingrenzung der Zusammensetzung des NACU-Counts bei IMHA-Patienten 

erfolgen können.  
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Die kanine Pankreatitis ist eine Erkrankung, die hinsichtlich ihres Verlaufes und ihrer Intensität 

überaus divers ist. Es kommen sowohl schwerste Verläufe mit lebensbedrohlichen Komplikationen 

als auch leichte Verläufe mit reduzierter Futteraufnahme und selbstlimitierenden gastrointestinalen 

Symptomen vor (Bostrom et al., 2013).  Durch diese starke Varianz ist es schwer einen allgemein 

gültigen Zusammenhang zwischen Höhe des NACU-Counts und dem Vorliegen einer Pankreatitis 

zu treffen. Der Versuch einer Graduierung des Schweregrades anhand der Hospitalisierungsdauer 

zeigte keine Korrelation mit der Höhe des NACU-Counts. Die Beobachtung, dass weder der 

Schweregrad (Hospitalisierungsdauer) noch die Prognose einen Zusammenhang zum NACU-Count 

aufweisen (siehe Abbildung 18 und Tabelle 15), widerspricht der Hypothese, dass im NACU-Count 

NETs gemessen werden. Wie im Literaturteil aufgeführt konnte im Mausmodell gezeigt werden, 

dass NETs zu schwereren Verläufen bei Pankreatitiden führen (Merz et al., 2015; Leppkes et al., 

2016; Murthy et al., 2019). Hierbei ist jedoch aufzuführen, dass sich die Versuche an Mäusen nur in 

eingeschränktem Maße auf den Hund übertragen lassen. Es ist zum aktuellen Zeitpunkt nicht 

geklärt, ob NETs bei der Pathogenese einer Pankreatitis beim Hund eine Rolle spielen. Weitere 

Studien zum Zusammenhang von NETs und Pankreatitis sind notwendig.  

 

Die beschriebenen Punkte schränken die Aussagekraft der erbrachten Ergebnisse teilweise stark ein. 

Eine gute Alternative wäre es gewesen, die erstellten Gruppen nicht zwischeneinander zu 

vergleichen, sondern einen Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe zu führen, die ebenfalls im 

Zeitraum der Datenerfassung in der Klinik für Kleintiere vorstellig wurde. Ein Vergleich mit jenen 

Patienten, die zur Bestimmung eines Referenzintervalls herbeigezogen wurden, ist, aufgrund der 

zeitlichen Differenz und der damit einhergehenden Möglichkeit von unterschiedlichen analytischen 

Fehlerquellen, nicht möglich. Bei einer deskriptiven Betrachtung fällt jedoch auf, dass sich die 

Mediane der erkrankten Patienten (31,0 (DIC), 42,0 (IMHA), 36,5 (Pankreatitis)) deutlich vom 

Median der Gruppe zur Bestimmung des Referenzintervalls (14,1) absetzen. Diese Beobachtung 

lässt ein solches Vorgehen vielversprechend erscheinen.  

Auf die Betrachtung von weiter aufgeschlüsselten Krankheitskomplexen, also zum Beispiel 

Patienten mit einer Sepsis und DIC oder Patienten mit IMHA und Pankreatitis, wurde aufgrund der 

geringen Anzahl dieser Patienten ebenfalls verzichtet.  

 

9.5 Diskussion Einzelpatienten: 
Zwar hat sich gezeigt, dass der NACU-Count nur bei wenigen Patienten mit schwerwiegenden 
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Erkrankungen eine klinisch signifikante Erhöhung zeigt, jedoch rechtfertigen gerade diese Patienten 

und ihre klinische Entwicklung eine weitere Betrachtung des Parameters und zeigen, dass er eine 

Relevanz hat oder zumindest haben könnte. Aus diesen Gründen möchte ich im Weiteren auf 

verschiedene Einzelpatienten eingehen und kurz die Rolle des NACU-Counts anreißen.  

 

Ein circa zwei Jahre alter Bullmastiff Rüde wurde in die Klinik für Kleintiere Gießen zur Dialyse 

aufgrund einer akuten anurischen Nierenerkrankung überwiesen. Neben dieser schwerwiegenden 

Nierenerkrankung wurden ebenfalls radiologische Veränderungen in der Lunge festgestellt. In der, 

im Rahmen der weiterführenden klinischen Aufarbeitung durchgeführten Untersuchung des 

Knochenmarks, aufgrund persistierender Hyperkalzämie, ließ sich eine maligne epitheliale 

Neoplasie nachweisen. Eine Zuordnung zu einem Organ war aufgrund der starken 

Dedifferenzierung der Zellen nicht mehr möglich. Bereits initial zeigte der Patient eine 

geringgradige Anämie, diese verlief progressiv. Der gemessene NACU-Count stammt vom 26. Mai 

2021 und liegt bei 133. Die Untersuchung des Knochenmarks vom 31. Mai 2021 zeigte eine 

hochgradig gesteigerte Zellularität mit mittel- bis hochgradig granulozytärer Hyperplasie und 

geringgradig gesteigerter Erythropoese, welche als nicht adäquat in Relation zur Schwere der 

vorliegenden Anämie bewertet wurde. Als Ursache für alle beobachteten Veränderungen 

(hämatologische Abweichungen, akute Nierenerkrankung, radiologische Lungenveränderungen und 

DIC) ist die nachgewiesene Neoplasie als wahrscheinlich anzusehen. Insbesondere im Hinblick auf 

die Tatsache, dass andere Ursachen für eine akute Nierenerkrankung ausgeschlossen werden 

konnten. Anhand dieses Patienten lässt sich die Vermutung treffen, dass, ähnlich wie in der Studie 

von Lam et al 2017, der NACU-Count in gewissem Maße die Aktivität des Knochenmarks 

widerspiegelt. Es soll aber nochmals darauf hingewiesen sein, dass es sich dabei um Vermutungen 

handelt, die an einzelnen Patienten keineswegs belegt werden können. Für eine adäquate 

Beantwortung dieser Frage sind weitere Studien zwingend erforderlich.  

 

Ein nicht traumatisches Hämoabdomen stellt einen häufigen Notfall bei mittelalten bis älteren 

Hunden dar. Bei circa 75% der Patienten liegt die Ursache in einem malignen Tumor, am häufigsten 

ist hier das Hämangiosarkom vorzufinden (Hammond et al., 2008). Ähnliches zeigte sich bei einem 

12 Jahre alten Hund, der aufgrund von Schwäche vorstellig wurde. Es konnte die Diagnose eines 

rupturierten Milztumors gestellt werden. In der anschließenden Operation wurde die Milz entfernt. 

Es zeigten sich jedoch weitere nicht resizierbare Metastasen in der Leber. Anhand der Befunde und 
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durch die pathohistologische Untersuchung der Milz, bestätigte sich die bereits vermutete Diagnose 

eines Hämangiosarkoms. Die Messung vor Operation zeigte einen NACU-Count von 349, einen 

Tag nach Operation lag dieser nur noch bei 89. Es zeigt sich ein drastischer Abfall des NACU-

Counts nach, zumindest teilweiser, Entfernung des Problems. Dieser rasche Abfall wäre vereinbar 

mit der überaus kurzen Halbwertszeit von cfDNA bei Hunden (Wilson et al., 2018). Als Ursache für 

diesen hohen NACU-Count können verschiedene Gründe vermutet werden. Erstens kann eine 

Freisetzung von cfDNA durch neoplastische Zellen vermutet werden (auch wenn dies im speziellen 

beim Hämangiosarkom nicht beschrieben ist), des Weiteren erscheint auch eine intratumorale 

Nekrose plausibel, gerade bei Tumormassen ist ein erhöhter Grad an Nekrose beschrieben 

(Siravegna et al., 2017). Auch die bei Hämangiosarkomen häufig vorliegende DIC (Hammer et al., 

1991) kann als Ursache oder Folge eines erhöhten Gehaltes an zirkulierenden Nukleinsäuren in 

Betracht gezogen werden.  

 

Die bereits in den Ergebnissen des Abschnittes klinische Testung beschriebene Patientin B 

(Verdacht auf sekundäre IMHA aufgrund Abszesses) zeigt ein ähnliches Bild. Eine Entfernung des 

Krankheitsprozesses (hier der Abszess im Mesenterium) führte zu einer Besserung des 

Krankheitszustandes. Dies spiegelte sich ebenfalls in den sinkenden NACU-Werten wider.  

 

Der acht Jahre alte Mischlingsrüde (Patient C), der aufgrund eines aufgenommen Steins mit daraus 

resultierendem Ileus operiert werden musste, zeigt das prognostische Potential des NACU-Counts. 

Vorstellig wurde der Patient mit einem niedrigen, im Referenzintervall liegenden, NACU-Count 

von 13. Nach Nahtdehiszenz und Entwicklung eines septischen Abdomens steigt dieser Wert auf 73. 

Von einer Erkrankung, die oftmals nicht zum Tode des Patienten führt (gastrointestinaler 

Fremdkörper), ging dieser Patient in einen akut lebensbedrohlichen Zustand über, an dem er auch 

letztendlich verstarb. Diese Beobachtung weist darauf hin, dass die Ätiologie, oder zumindest die 

Schwere der Erkrankung, in Einzelfällen doch mit dem NACU-Count im Zusammenhang zu stehen 

scheint, auch wenn sich keine statistischen Unterschiede darstellen lassen. Besonders interessant ist 

auch die Tatsache, dass die gemessenen CRP-Werte seit Aufnahme stetig abfielen, und ihren 

Tiefpunkt am Tag der Diagnose des septischen Abdomens erreichten. In diesem Fall spiegelte der 

NACU-Count (wenn auch noch komplett neu und nicht wirklich evaluiert im klinischen Alltag) die 

klinische Situation des Patienten besser wieder als das etablierte CRP. Der maximale Peak-Wert 

beim kaninen CRP nach einem akuten Insult ist in der Regel nach 24 Stunden erreicht (Conner et 
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al., 1988), vergleichend zum NACU-Count lässt sich die Vermutung aufstellen das dieser 

gegebenenfalls einen früheren Maximalwert verzeichnet.   

 

Bei all diesen Patienten handelt sich oft um Einzelfälle, jedoch geben sie Hinweise, dass der 

NACU-Count, und generell die Messung freier Nukleinsäuren, ein nützlicher Parameter in der 

Tiermedizin werden könnte.  

 

9.6 Neoplasien und der NACU-Count 
Es fällt auf, dass in allen Gruppen sich eine gehäufte Zahl an Patienten mit malignen Neoplasien 

befindet, da dies nicht den initialen Erwartungen entsprach, möchte ich diese Beobachtung hier 

näher beleuchten. Wie auch zuvor können verschiedene Ursachen als möglicher Grund für hohe 

NACU-Werte bei Neoplasie aufgeführt werden.  

Direkte Nachweise von erhöhten Konzentrationen an NETs bei Patienten mit Krebs sind in der 

Literatur spärlich zu finden. So konnten unterschiedliche Studien nachweisen, dass verschiedene 

Tumore beim Menschen einen stimulierenden Faktor auf die Freisetzung von NETs haben können 

(Decker et al., 2019, Zhu et al., 2021). Eine andere Studie konnte einen vermehrten Nachweis an 

H3Cit in Thromben feststellen. Bei Patienten mit Neoplasien war der Gehalt von H3Cit im 

Vergleich zu anderen Patienten erhöht (Thålin et al., 2016). Andere Studien konnten keinen 

Nachweis einer gesteigerten NETose bei Patienten mit Lungentumoren bringen, einzig im 

Mausmodell ließ sich eine gesteigerte Produktion nach Stimulation nachweisen (Arpinati et al., 

2020).  Des Weiteren gibt es immer mehr Hinweise, dass NETose bei der Tumorgenese und -

progression eine Rolle spielt. Eine Studie zum Einfluss von NETose bei Patienten mit Magenkrebs 

kam zu dem Schluss, dass NETs die Tumorprogression zu einem bösartigeren Phänotyp fördern und 

im fortgeschrittenen Stadium zirkulierende neutrophile Granulozyten eine größere Neigung zur 

Freisetzung von NETs zeigen als jene Patienten in früheren Stadien (Zhu et al., 2021). Auch 

konnten Forscher nachweisen, dass sich in NETs Tumorzellen verfangen und sie somit eine 

Metastasierung begünstigen. Mäuse, die eine Behandlung mit DNAse erhielten, zeigten eine 

niedrigere metastatische Belastung als jene, die keine solche Therapie erhielten (Cools-Lartigue et 

al., 2013). Eine weitere Studie zu kutanen ulzerierten Melanomen konnte hingegen in vitro eine 

Hemmung der Migration und direkte zytotoxische Wirkungen von NETs auf Melanomzellen 

nachweisen (Schedel et al., 2019). Darüber hinaus scheinen auch bei Tumoren NETs einen 

prognostischen Wert zu haben. Hohe Werte des NETose Markers H3Cit zeigten in einer Studie 
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signifikant kürzere Überlebenszeiten an (Thålin et al., 2018). Grundlegend zeigen verschiedene 

Studien einen negativen Einfluss von NETs bei neoplastischen Erkrankungen, sie scheinen 

Metastasen zu begünstigen und eine Tumorprogression zu beschleunigen (Demkow 2021). 

Andere Studien beschäftigen sich mit der Untersuchung von frei in der Blutbahn zirkulierender 

DNS bei Patienten mit Neoplasien. Eine Arbeitsgruppe konnte dabei nachweisen, dass sowohl 

Nekrose als auch Apoptose eine Quelle für cfDNA bei Tumorpatienten sind, wobei sie anmerken, 

dass eine große Variation zwischen der Menge an cfDNA vorliegt, die tumorösen Ursprungs ist (3-

93%). Allgemein ließen sich bei Nekrose größere Basenpaare nachweisen (bis zu 10000bp) (Jahr et 

al., 2001). Eine andere Studie konnte darüber hinaus nachweisen, dass auch ohne zirkulierende 

Tumorzellen, im Blut freie DNS von Tumorzellen (ctDNA) zirkuliert (Bettegowda et al., 2014). Die 

nachweisbare Menge an cfDNA im Blut scheint im allgemeinen Rückschlüsse auf die tumoröse 

Dignität zuzulassen (Shapiro et al., 1983, Liang et al., 2021), aber auch im spezielleren, zum 

Beispiel bei Lungen- oder Prostataveränderungen, konnten niedrigere cfDNA Konzentrationen (in 

Blut oder Seminalflüssigkeit) bei gutartigen, im Vergleich zu bösartigen Veränderungen 

nachgewiesen werden (Liang et al., 2021, Ponti et al., 2019). Jedoch muss hier aufgeführt werden, 

dass nicht alle malignen Tumore mit hohen Werten an cfDNA einhergehen, einige zeigen deutliche 

Abweichungen, andere hingegen nur geringgradige bis keine Veränderungen (Shapiro et al., 1983). 

Hier ist eine starke Ähnlichkeit zum NACU-Count vorhanden.  

Auch die Länge der zirkulierenden Fragmente ist bei bösartigen Tumorerkrankungen im 

Durchschnitt kürzer als bei gesunden Patienten (Giacona et al., 1998; Underhill et al., 2016; 

Yamamoto et al., 2018) und eine Studie zu Patienten mit Nierenkarzinomen zeigte das kürzere 

Fragmente mit einer kürzeren Progressionsfreien Überlebenszeit assoziiert sind (Yamamoto et al., 

2018).  

Neben all diesen Beobachtungen aus der Humanmedizin finden sich mittlerweile auch Studien zum 

Thema cfDNA und Neoplasien in der Veterinärmedizin. Eine Studie untersuchte gesunde, kranke 

und Hunde mit Mammatumoren. Es zeigte sich, dass anhand des Gehaltes an langen und kurzen 

cfDNA Fragmenten und des Integritätsindexes eine Unterscheidung zwischen neoplastisch und 

nicht neoplastischen/gesunden Patienten zu treffen war. Hunde mit Mammatumoren hatten deutlich 

höhere Werte. Zusätzlich ließ sich bei malignen Mammatumoren ein signifikant kleinerer 

Integritätsindex nachweisen als bei benignen Mammatumoren (Beffagna et al., 2017). Eine weitere 

Studie konnte zeigen, dass sich kaum Unterschiede an Gehalt von cfDNA fanden zwischen Hunden 

mit nicht lymphoiden Neoplasien, kranken Hunden oder gesunden Hunden. Einzig primär 
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lymphoide Neoplasien setzten sich deutlich ab und mittels Antigenrezeptor Reassesment konnte 

gezeigt werden, dass es sich um DNS von primär lymphatischen Tumoren handelt. Darüber hinaus 

konnte ein Zusammenhang zwischen Gehalt an cfDNA und Remissionszeit nachgewiesen werden. 

Ein cfDNA Gehalt von >25ng/ml geht mit einer signifikant kürzeren Remissionszeit bei diesen 

Tumoren einher (Schaefer et al., 2007).  

All dies zeigt, dass die Messung von freien Nukleinsäuren (wie es im NACU-Count erfolgt), 

unabhängig davon, ob es sich dabei um DNS-Fragmente (cfDNA) oder NETs handelt, einen 

interessanten Ansatzpunkt für die Diagnostik und im weitergeführten Sinne auch die Therapie von 

neoplastischen Erkrankungen bietet. In keiner der Gruppen waren einzelne neoplastische 

Erkrankungen mehrfach vorhanden, weshalb aus dieser Arbeit keinerlei Aussage über die NACU-

Werte bei zum Beispiel Hämangiosarkomen oder Lymphomen beim Hund getroffen werden kann. 

Eine mögliche Idee für weiterführende Studien wäre eine genauere Betrachtung bei häufigen 

neoplastischen Erkrankungen. Auf dies möchte ich im Abschnitt „Ausblick“ näher eingehen.  

 

9.7 Vermutungen zum Inhalt des NACU  
Auch wenn es nicht das primäre Ziel dieser Arbeit war und ist, die gemessenen Bestandteile des 

NACU-Counts zu evaluieren, lassen sich aus den erhobenen Befunden doch nähere Vermutungen 

aufstellen.  

Anhand der erhobenen Befunde fällt auf, dass nur bei wenigen Patienten der NACU-Count deutlich 

über das Referenzwertintervall ansteigt. Viele Erkrankungen führen zu keinen nennenswerten 

Abweichungen von der Norm. Tendenzen zeigen sich jedoch bei Erkrankungen die einen starken 

Turn-over von Zellen zeigen, also bei allen entzündlichen Erkrankungen (unabhängig von der 

Ursache der Entzündung) und bei Neoplasien. Gerade neoplastische Erkrankungen sind 

charakterisiert durch ein ungehemmtes Wachstum, bei soliden Neoplasien kommt es zusätzlich 

häufig zu einer zentralen Nekrose aufgrund der mangelnden Versorgung mit Blutgefäßen und einer 

damit einhergehenden Hypoxie (Thomlinson & Gray 1955). So scheint eine plausible Erklärung für 

hohe NACU-Werte nicht nur in der NETose zu liegen, sondern auch in den entstehenden Resten, die 

bei einer vermehrten Produktion und Zerstörung von Entzündungszellen und einem allgemeinem 

Gewebeuntergang in Folge von Nekrose und Apoptose anfallen. Dies wird auch durch die 

Beobachtung in der Arbeit von Kleinert gestärkt. In ihrer Arbeit zur Etablierung von 

Nachweisverfahren von NETs beim Hund konnte sie die Beobachtung machen, dass durch 

Behandlung der Vollblutproben mit DNase, der NACU-Count nicht abfiel, sondern ganz im 
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Gegenteil stark anstieg. Bei vergleichender Betrachtung der Scattergramme (vor Behandlung und 

nach Behandlung mit DNase) fällt auf, dass die Wolke der Retikulozyten und Thrombozyten fast 

gänzlich verschwunden sind und eine weitere Wolke sich in das Gate des NACU-Counts 

ausbreitete. Die Vermutung liegt dementsprechend nahe, dass die starke Erhöhung des NACU-

Counts in dieser Untersuchung durch die Messung von freigesetzten Nukleinsäuren herrührt, wie 

sie bei der Lyse von Zellen entsteht. (Kleinert 2019).  

Dass Patienten mit einer Anämie häufig auch einen erhöhten NACU-Count aufweisen, ist ebenfalls 

hinweisend für die Messung an cfDNA im NACU-Count. So konnte eine Studie nachweisen, dass 

im Median 30,1% der cfDNA bei gesunden Patienten von erythroiden Vorläuferzellen abstammt 

(Lam et al., 2017). Interessanterweise konnten sie auch anhand der Menge der cfDNA eine 

Unterscheidung der Form der Anämie treffen. Es zeigte sich, dass bei reduzierter erythropoetischer 

Aktivität im Knochenmark auch der Gehalt an cfDNA reduziert war. Zusätzlich war, anhand der 

Menge an cfDNA, eine Unterscheidung zwischen myelodysplastischem Syndrom und aplastischer 

Anämie möglich, und der Gehalt an cfDNA korrelierte positiv mit dem Ansprechen auf die 

Therapie bei Patienten mit aplastischer Anämie (Lam et al., 2017). Eine weitere Studie konnte 

nachweisen, dass cfDNA von nicht hämatopoetischen Zellen kürzer ist als die cfDNA 

hämatopoetischen Ursprungs (Zheng et al., 2012). Diese beiden Tatsachen kombinierend erscheint 

ebenfalls die Hypothese plausibel, dass im NACU-Count ein Anteil der zirkulierenden cfDNA 

gemessen wird. Bei starker Stimulation des Knochenmarks, wie es im Rahmen einer regenerativen 

Anämie vorkommt, wäre der erhöhte NACU-Count durchaus plausibel zu erklären mit einer 

größeren Spanne der freiwerdenden cfDNA-Fragmente.  

Gegen die Vermutung, dass zellfreie DNS gemessen wird, sprechen ein wenig die größenbedingten 

technischen Limitationen des hämatologischen Analyzers ADVIA® 2120i. Jedoch konnte eine 

Studie zu Pankreastumoren eine Aufschlüsselung der Länge der zirkulierenden DNS, zumindest bei 

diesen Tumoren, liefern. Sie konnten eine Spannweite der gemessenen Fragmente von 30-80 000 

nm feststellen, wobei 50% der gemessenen Fragmente im Bereich von 100-900nm lagen (Giacona 

et al., 1998). Somit lag ein Teil der gemessenen Fragmente bei einer Länge von über 900nm, was 

vermutlich für einen hämatologischen Analyzer erfassbar ist. Aufgrund dieser großen Spannweite 

ist aber nicht davon auszugehen, dass in der Messung des NACU-Counts die gesamte zellfreie DNS 

gemessen wird. Viel mehr erscheint es wahrscheinlich, dass nur die obere Spitze des Eisberges mit 

dieser Methode erfassbar ist.  

Einige Studien zeigten, dass die Länge der cfDNA abhängig ist von der Art der die cfDNA 
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freisetzenden Zelle (Zheng et al., 2012). Aber auch bei unterschiedlichen Tumorerkrankungen 

zeigten sich Längenunterschiede der cfDNA im Vergleich zu gesunden Patienten (Shapiro et al., 

1983; Giacona et al., 1998; Underhill et al., 2016; Yamamoto et al., 2018; Ponti et al., 2019). 

Manche Studien zeigten, dass bei verschiedenen Tumorerkrankungen deutlich mehr kleinere 

Fragmente an cfDNA im Blut feststellbar waren als bei gesunden Patienten (Underhill et al., 2016, 

Yamamoto et al., 2018). Wieder andere konnten das Gegenteil beobachten, in der Studie von Ponti 

et al (2019) beobachteten sie, dass cfDNA Fragmente von >1000 Basenpaaren gehäufter auftraten 

bei Patienten mit einem Prostatakarzinom als bei Patienten mit einer benignen Prostatahyperplasie 

(Ponti et al., 2019). Diese Differenzen zwischen den einzelnen Neoplasien würden gut die 

unterschiedlichen NACU-Werte der in dieser Studie vorhandenen Neoplasien erklären. Gerade 

Hämangiosarkome fielen durch einen NACU-Count im erhöhten Bereich auf, wobei hier neben der 

Freisetzung von cfDNA aus neoplastischen Zellen auch die regenerative Anämie oder die vermehrte 

Zerstörung von Blutzellen im netzartigen Geflecht des Tumors als mögliche Ursache in Frage 

kommen.  

Die oben aufgeführten Aspekte sprechen eher gegen eine Messung von NETose und mehr für eine 

Erfassung von cfDNA im NACU-Count. Jedoch kann auch logisch argumentiert werden, dass eine 

Erfassung von aufgeknäulter und unterereinander vernetzter DNS, wie sie bei NETose vorliegt, 

anhand der Messmethodik des ADVIA® 2120/120i einfacher und somit wahrscheinlicher ist. 

Bekräftigt wird dies durch die von den zu messenden Teilchen benötigte Mindestgröße. Auch die 

Beobachtung, dass gerade bei Patienten mit einer immunmediierten Anämie häufiger ein hoher 

NACU-Count vorliegt, ist hinweisend auf die Messung von NETs. Die Studie von Lawson et al 

(2018) konnte recht eindeutig eine erhöhte Konzentration von NETs bei Hunden mit einer IMHA 

nachweisen (Lawson et al., 2018). Kritisch anzumerken ist jedoch, dass auch ein erhöhter cfDNA 

Gehalt bei Hunden mit einer IMHA nachgewiesen ist (Jeffery et al., 2015). Bei der, in dieser Studie 

nachgewiesenen cfDNA könnte es sich aber auch einfach um NETs handeln.  

Die endgültige Beantwortung der Frage, was exakt im NACU-Count erfasst wird, ist zum aktuellen 

Zeitpunkt noch ausstehend. Schlussendlich ist auch eine Messung von sowohl cfDNA als auch 

NETose möglich.  

 

9.8 Limitationen  
Nach Beendigung der Auswertung der erhobenen Befunde sind verschiedene Limitationen der 

Arbeit deutlich geworden.  
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Als erstes kann hier die Messung von Retikulozyten, und somit die Bestimmbarkeit des NACU-

Counts, aufgeführt werden. Standardmäßig werden Retikulozyten erst seit 2019 im Zentrallabor der 

Justus-Liebig-Universität erfasst. Zuvor war eine gesonderte Anforderung notwendig, welche 

immer einer vorherigen Indikation bedurfte. Dies kann zu einer Verschiebung führen, die ein 

gehäuftes Auftreten von anämischen Patienten zur Folge hat.  

Darüber hinaus handelt es sich bei der Kleintierklinik der Justus-Liebig-Universität um eine tertiäre 

Überweisungsklinik. Dem geschuldet ist ein stark vorselektioniertes Patientengut. Ein großer Teil 

der Patienten wird mit akut lebensbedrohlichen und schwerwiegenden Krankheiten vorgestellt. 

Patienten mit leichten Erkrankungen (zum Beispiel Zahnstein, leichter Durchfall/Arthrose oder 

Zwingerhusten) stellen eine Ausnahme im Patientengut dar. Hierbei ist jedoch aufzuführen, dass 

eine Einschätzung der Schwere der Erkrankung rein subjektiv auf klinischen Erfahrungen erfolgte. 

Eine evidenzbasierte, graduelle Evaluierung der Schwere der Erkrankung fand nicht statt. Auch 

liegt eine starke Ausrichtung auf kardiologische Patienten, und hier insbesondere angeborene 

Herzerkrankungen, vor. Dies bedingt einen überdurchschnittlich hohen Anteil an Patienten nach 

Herzkathetereingriffen.  

Somit lässt sich zwar sagen, dass die erhobene Population ein breitgefächertes Bild der Patienten 

der Klinik für Kleintiere der Justus-Liebig-Universität repräsentiert, aufgrund der oben aufgeführten 

Ausrichtung der Klinik, dieses Bild jedoch nur eingeschränkt vergleichbar ist mit den Patienten in 

kleineren Kliniken oder Praxen.  

Viele Patienten zeigen „falsch negative“ Ergebnisse im Hinblick auf den NACU-Count. So sind sie 

zwar schwerstwiegend erkrankt, zeigen aber Werte im Referenz- oder Graubereich. Drastischer 

formuliert lässt sich sagen, dass Patienten mit einem NACU-Count im Referenzbereich zwischen 

kerngesund und lebensbedrohlich erkrankt schwanken können. Die Sensitivität des NACU-Counts 

kann als schlecht angenommen werden. Anders sieht es hingegen bei hohen Werten aus. Wie in den 

Ergebnissen beschrieben, zeigen nahezu ausnahmslos alle Patienten mit hohen Werten schwere 

Krankheitsbilder. Bis auf einzelne Ausreißer zeigte sich zusätzlich, dass gesunde Patienten in der 

Regel einen NACU-Count im Referenz- bis Graubereich aufweisen. Die Spezifität kann als 

akzeptabel bis gut vermutet werden.  

 

9.9 Abschließende Betrachtung: Was bringt der NACU-Count?  
Die durchgeführten Auswertungen zeigen, dass es sich beim NACU-Count um einen Marker 

handelt, der einen prognostischen Wert besitzt und, wenn auch in geringerem Maße, vermutlich mit 
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der Schwere der Erkrankung korreliert. Es zeigt sich jedoch auch, dass er ein wenig sensibler 

Marker ist. Nur wenige Patienten zeigen Ausschläge in einen relevanten Bereich, unabhängig von 

der Schwere oder ihrer zugrundliegenden Erkrankung. Viele Patienten mit einer schwerwiegenden, 

lebensbedrohlichen Erkrankung zeigen einen NACU-Count im Referenzintervall auf, jedoch zeigt 

sich, dass Patienten mit hohen Werten in der Regel schwerstwiegendste Erkrankungen aufweisen. 

Es lässt sich vereinfacht sagen, nur hohe Werte haben eine Aussagekraft, niedrige  

Werte sagen, nüchtern betrachtet, nicht viel aus. Auch die Fragestellung, ob sich einzelne 

ätiologische Gruppen oder spezielle Erkrankungen anhand ihres NACU-Counts unterscheiden 

lassen, ist ähnlich zu beantworten. Keine Erkrankung sticht signifikant hervor, keine der 

ätiologischen Gruppen setzt sich statistisch voneinander ab. Vielen Patienten, unabhängig von der 

Art ihrer Erkrankung besitzen Werte im Referenzintervall. Der NACU-Count kann bei 

systemischen Neoplasien oder Entzündungen erhöht sein, muss es aber nicht. Niedrige Werte lassen 

auch hier keinen Rückschluss auf den Gesundheitsstatus des Patienten zu.  

Der Fakt, dass ein sehr großer Anteil der Patienten einen NACU-Count im Referenzintervall, oder 

zumindest im klinischen Graubereich, aufweist, ist einer der großen, die klinische Verwendbarkeit 

stark einschränkenden, Aspekte.  

Des Weiteren, und wie bereits zu erwarten war, ist die Frage nach dem Inhalt des NACU-Counts 

nicht näher einzugrenzen. Dies war jedoch auch nie Ziel dieser Arbeit.  

Der NACU-Count hat einen prognostischen Wert und kann ein nützliches Werkzeug werden, um 

kritisch kranke Patienten zu erkennen oder das Ansprechen auf die eingeleitete Therapie zu 

quantifizieren. Bevor er jedoch als Teil der Routinediagnostik verwendet werden kann, sind weitere, 

spezialisiertere Studien zwingend erforderlich. Bei jeglicher Verwendung, insbesondere bei sehr 

hohen Werten, ist eine visuelle Plausibilitätskontrolle erforderlich, um visuelle Interferenzen zu 

erkennen. 

 

9.10 Ausblick 
Basierend auf der Tatsache, dass Patienten mit einer regenerativen Anämie einen höheren NACU-

Count aufweisen und den Beobachtungen der Forschungsgruppe von Lam et al. (2017), erscheint 

die weitere Betrachtung des NACU-Counts bei anämischen Patienten sinnvoll. Wenn sich mit dem 

NACU-Count wirklich die großen Fragmente von cfDNA nachweisen lassen, so könnte er 

eventuelle Aussagen über die Regeneration einer Anämie liefern. Eine häufige Frage bei nicht 

regenerativen Anämien in der Tiermedizin ist: Wirklich nicht regenerativ (aregenerativ) oder noch 
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nicht regenerativ (pseudoaregenerativ/präregenerativ)? Da sich die Therapie und Prognose bei 

Anämien grundlegend nach ihrer Ursache richtet ist eine genaue Klassifizierung der Anämie 

(Retikulozytenzahl bzw. Aktivität im Knochenmark, Erythrozytenidices) essenziell zur Findung der 

exakten Diagnose. Eine Bestimmung der Aktivität des Knochenmarks könnte hierbei einen 

entscheidenden Zeitvorteil gegenüber der Messung der Retikulozyten bringen.  

Dies beschränkt sich jedoch keineswegs auf den Hund. Gerade Katzen zeigen häufiger 

aregenerative Anämie, wobei bei dieser Tierart die Aktivität im Knochenmark in Bezug auf ihre 

Ätiologie variiert. So zeigen Katzen mit einer nicht regenerativen immunmediierten hämolytischen 

Anämie auf Knochenmarksebene eine gesteigerte Erythropoese (Weiss 2008), während Katzen mit 

einer pure red cell aplasia eine Hypoplasie der erythroiden Reihe im Knochenmark zeigen (Viviano 

et al., 2011).  So lässt sich die Hypothese aufstellen, dass eventuell verschiedene Anämieformen 

anhand ihres NACU-Counts unterschieden werden könnten.  

Auch im Bereich der veterinärmedizinischen Onkologie könnte sich der NACU-Count als ein 

nützliches Diagnostikum entwickeln, um maligne von benignen Prozessen zu unterscheiden. Die 

zwei aufgeführten veterinärmedizinischen Studien (Schaefer et al., 2007; Beffagna et al., 2017) 

zeigen, dass die Messung von freien Nukleinsäuren durchaus ein Potential hat, dem weiter 

nachgegangen werden sollte. Auch als Marker für die Dauer der zu erwartenden Remission bei 

Lymphompatienten könnte er nützlich sein.  Leider waren in der gesamten Patientenpopulation nur 

zwei Patienten, die an einem Lymphom erkrankt waren, wobei nur einer eine Chemotherapie erfuhr. 

Bei diesem Patienten liegt nur eine einzelne Messung vor. Mögliche Fragestellungen für weitere 

Studien wären: Wie verhält sich der NACU-Count bei Patienten mit Lymphomen? Gibt es 

Unterschiede zwischen den einzelnen Stadien (I-V), Substadien (klinisch (b) oder nicht klinisch 

(a)), Immunophänotypen (B- oder T-Zell) oder Lokalisationen (primär hepatisch, gastrointestinal, 

kutan, multizentrisch etc.)? Lässt die Höhe des NACU-Counts eine Vermutung über die Remission 

(komplette, partielle oder ausbleibende Remission) zu? Bestätigt sich, dass Patienten mit höheren 

NACU-Counts eine kürzere Remission als Patienten mit niedrigeren Werten zeigen? Steigt der 

NACU-Count vielleicht kurz vor einem klinisch detektierbaren Relaps an? Das Lymphom wäre 

hierfür ideal, da es die häufigste hämatopoetische Neoplasie des Hundes ist (Dorn et al., 1970) und 

recht standardisierte Chemotherapieprotokolle weit verbreitet sind. Erste Studien bei Hunden mit 

verschiedenen Neoplasien lassen diese Betrachtung als sinnvoll erscheinen (Kim et al., 2021).  

Ein weiterer speziellerer Ansatzpunkt wäre die Betrachtung bei Hunden mit rupturierten Milztumor. 

Wie in der Diskussion der Einzelpatienten beschrieben zeigen sich hier Hinweise zur Nützlichkeit 
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des NACU-Counts. Der aktuelle Stand der Bildgebung und Labordiagnostik ist nicht ausreichend 

für eine sichere Unterscheidung zwischen malignen und benignen Prozessen (Hammond et al., 

2008; Lee et al., 2018). Solange keine Metastasen vorliegen, ist es somit, ohne pathologische 

Untersuchung, nahezu unmöglich eine Unterscheidung zwischen gutartiger Veränderung und 

bösartiger Veränderung (in der Regel Hämangiosarkom) zu treffen. Eventuell wäre anhand des 

NACU-Counts endlich eine sichere Unterscheidung zwischen benignen und malignen Ursachen für 

einen rupturierten Milztumor zu treffen. Die im oberen Abschnitt aufgeführten Studien zum Thema 

zellfreie DNS lassen eine Betrachtung des NACU-Counts als Unterscheidungshilfe zwischen beiden 

Prozessen sinnvoll erscheinen (Schaefer et al., 2007; Beffagna et al., 2017; Ponti et al., 2019; 

Liang et al., 2021). Um dieser These näher auf den Grund gehen zu können sind jedoch weitere 

Studien notwendig. Auch interessant wäre eine Betrachtung bei Patienten, bei denen im Rahmen 

einer Kontrolluntersuchung nicht-rupturierte Milztumore auffallen.  

Auch eine generellere Betrachtung bei verschiedenen Neoplasien erscheint sinnvoll. Sollten sich 

einzelne Neoplasien absetzen, könnte die Entwicklung des NACU-Counts nach einer Operation 

Hinweise liefern auf eventuelle Metastasen oder verbliebenes Tumorrestgewebe.  

Aber auch nach anderen Operationen konnte in einzelnen Fällen ein Anstieg des NACU-Counts 

beobachtet werden. Der Zeitraum dieses Anstiegs und der Verbleib bis zur Normalisierung ist 

jedoch deutlich länger als die in der Studie von Wilson et al bestimmte Zeitspanne (Wilson et al., 

2018). Eine mögliche Erklärung besteht darin, dass nur besonders große DNS-Fragmente gemessen 

werden oder, dass eine Erfassung von NETs erfolgt, denen mittlerweile eine Rolle bei 

verschiedenen Wundheilungsstörungen zugeschrieben wird (Fadini et al., 2016). Auch hier wären 

mehr Verlaufskontrollen bei Patienten nach typischen Operationen interessant. Mögliche 

Beobachtungen könnten die frühzeitige Detektion von Wundheilungsstörungen oder anderweitigen 

postoperativen Komplikationen sein.   

Es zeigt sich, dass nach einer erstmaligen Betrachtung dieses Laborparameters mehr Fragen 

entstanden sind als beantwortet werden konnten. Dies wirkt auf den ersten Blick unbefriedigend, 

zeigt aber das weitere Studien nicht nur notwendig, sondern auch sinnvoll sind, um das volle 

Potential dieses Parameters zu evaluieren.  
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10. Zusammenfassung 
Bei schwer kranken Patienten zeigten sich immer wieder vermehrte Events im Bereich des NACU-

Counts. Die Vermutung besteht, dass der NACU-Count zu einem großen Teil aus NETs besteht. Bei 

NETs handelt es sich um filamentöse Strukturen, die aus Nukleinsäuren und Histonen bestehen. Sie 

sind Teil der angeborenen, unspezifischen Immunantwort und werden bei verschiedenen Stimuli 

überwiegend von PMNGs freigesetzt (Brinkmann et al., 2004). Es wird vermutet, dass sie eine 

Rolle bei der Verhinderung der systemischen Ausbreitung spielen (Urban et al., 2009; McDonald et 

al., 2012; Yipp et al., 2012). In den letzten Jahren konnte auch bei verschiedenen Erkrankungen ein 

Zusammenhang mit NETs (oder alleinig cfDNS) gestellt werden. Mehrere Studien konnten im 

allgemeinem zeigen, dass sowohl NETs im speziellen als auch cfDNS ein prognostischer Faktor zu 

sein scheinen (Forsbloom et al., 2014; Saukkonen et al., 2007). Aber auch in Bezug auf spezielle 

Erkrankungen zeigte sich zum Beispiel, dass die Hemmung der Produktion von NETs im 

Sepsismodell die Prognose verbesserte (Colón et al., 2019), bei Pankreatitiden NETs mit der 

Schwere der Erkrankung korrelieren (Merz et al., 2015), und eine Hemmung der NETose die 

Prognose bei Pankreatitiden verbessert (Murthy et al., 2019). Auch bei Patienten mit einer 

septischen DIC konnte ein erhöhter Gehalt an NETs nachgewiesen werden (Delabranche et al., 

2017; Stiel et al., 2019).  

Basierend auf diesen Berichten aus der Literatur und der Arbeit von Kleinert (2019) war es Ziel 

dieser Arbeit eine allgemeine Betrachtung aus klinischer Perspektive dieses neuen Parameters 

vorzunehmen. Als erster Schritt wurden retrospektiv Patienten akquiriert, die aufgrund eines 

Gesundheitschecks in der Klinik für Kleintiere vorstellig wurden. Im zweiten Schritt wurde 

retrospektiv eine gemischte Patientengruppe gesammelt, die in der Klinik für Kleintiere vorstellig 

wurden. Aufgrund der Berichte der Literatur, und gestärkt durch erste vorläufige Auswertungen, 

wurden diese zwei Teile um einen dritten prospektiven Teil in dem spezifische Erkrankungen 

genauer untersucht wurden erweitert. Es wurden gezielt Patienten mit einer Sepsis, Pankreatitis, 

IMHA und DIC gesammelt.  

Zur Bestimmung eines Referenzintervalls wurden 120 gesunde Hunde gesammelt. Es zeigte sich 

ein Ausreißer, sodass für die statische Auswertung 119 Hunde zur Verfügung standen. Der Median 

der Gruppe liegt bei 17,1, das gebildete obere Referenzintervall liegt bei 37,9 (90% 

Konfidenzintervall, 33-53,0). Kein Wert lag unter 1, weshalb auf die Bestimmung eines unteren 
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Referenzintervalls verzichtet wurde.  Es konnte keine Altersabhängigkeit festgestellt werden. Zur 

Bestimmung des Variationskoeffizienten wurden ein gesunder und ein kranker Hund zehnmalig 

gemessen. Es zeigten sich folgende Ergebnisse für gesund: 38,5 Mittelwert, Standardabweichung 

7,14 und Variationskoeffizient 18,6% und bei krank: Mittelwert 300,3, Standardabweichung 16,16 

und Variationskoeffizient 8,6%. Die 18% Variationskoeffizient wurden auf die obere Grenze der 

Konfidenzintervalls addiert, sodass sich ein Graubereich ergibt (38-63 NACUs). 

Der zweite Teil der Studie besteht aus 201 Patienten, die überwiegend als krank einzustufen sind. 

Drei Patienten mussten aufgrund visueller Interferenzen im Scattergramm ausgeschlossen werden.  

Die Ergebnisse hinsichtlich ihrer Diagnosegruppen waren wie folgend: gesund n=6, Median 14; 

entzündlich infektiös n=29, Median 22; entzündlich nicht infektiös n=27, Median 21, nicht 

entzündlich n=59, Median 16; Neoplasien n=20, Median 26,5; Gewebeschaden n=37, Median 17; 

diverse Erkrankungen n= 23, Median 18. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen 

den Gruppen, einzig die Mediane der Gruppen Neoplasie, infektiös und nicht infektiös, aber 

entzündlich setzten sich visuell von den anderen Gruppen ab. Bei 171 Patienten war bekannt, ob sie 

eine Vorbehandlung mit immunmodulatorischen Medikamenten bekamen, 118 Patienten erhielten 

Medikamente, 73 erhielten keine Medikamente. Es zeigte sich ein schwach signifikanter 

Zusammenhang zur Vorbehandlung mit Medikamenten. Es lagen 171 Temperaturmessungen vor, 

137 Patienten wiesen eine Normothermie auf, 26 eine Hyperthermie und 8 Patienten eine 

Hypothermie. Es zeigte sich kein Zusammenhang zwischen NACU-Count und Temperatur. Die teils 

bestehenden signifikanten Zusammenhänge zwischen Markern einer Entzündungsreaktion und den 

Retikulozyten in Hinblick auf den NACU-Count sind aufgrund der sehr niedrigen 

Korrelationskoeffizienten nur eingeschränkt zu betrachten. Im Bezug zur Prognose zeigte sich ein 

signifikanter Zusammenhang zwischen NACU und dem Überlebensstatus des Patienten. Bei 172 

Patienten war ihre drei Monatsprognose bekannt, davon verstarben 37, 135 Patienten überlebten den 

benannten Zeitraum. Es zeigt sich zwar, dass je höher der NACU-Count, desto eher versterben die 

Patienten, es ließ sich jedoch kein Cut-off Wert erkennen, ab dem alle Patienten verstarben.  

Die dritte Gruppe besteht aus insgesamt 74 Hunde, wobei zwei aufgrund visueller Interferenzen 

ausgeschlossen wurden. Aufgrund des häufigen Vorkommens von mehr als einer der untersuchten 

Erkrankungen mussten etliche Patienten in die Gruppe „Mehrere“ klassifiziert werden, was zu 

einem Zusammenschrumpfen der Gruppen führte. Die Ergebnisse hinsichtlich des NACU-Counts 

waren wie folgende: IMHA: n= 6, Median 42; DIC: n=29, Median 31; Sepsis n=3; Pankreatitis 

n=12, Median 36,5; Mehrere n=21, Median 36. Es zeigen sich keine statistischen Unterschiede. 
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Ebenfalls zeigt sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen der Prognose und dem NACU-

Count bei Patienten mit einer DIC, oder der Schwere (gemessen an der Hospitalisierungsdauer) 

einer Pankreatitis und dem NACU-Count.  

Die erste, breitgefächerte Betrachtung des klinischen Nutzens des NACU-Counts liefert gemischte 

Ergebnisse. So zeigen sich einzelne Antworten auf die gestellten Fragen, welchen jedoch mehr neue 

Fragen folgen. Es konnte gezeigte werden, dass diese Parameter bei einigen Patienten einen 

klinischen Nutzen haben kann. Gerade da der NACU-Count bei jeglichen Messungen des 

Hämatologischen Profils am ADVIA® 2120i automatisch erfasst wird, ist die Erfassung großer 

Patientenmengen einfach zu erreichen. Was zum aktuellen Zeitpunkt sicher anzuraten ist, ist eine 

visuelle Prüfung (Auswertung der Scattergramme) der erhobenen NACU-Werte, insbesondere bei 

sehr hohen Werten. Eine weitere Betrachtung des NACU-Counts in fokussierteren Studien erscheint 

notwendig, aufgrund der immer neuen Erkenntnisse im Bereich der Pathophysiologie und 

klinischen Diagnostik von zellfreier DNS und NETose ebenfalls vielversprechend.  
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11. Summary 
In severely ill patients, there were consistently increased events in the NACU count. It is suspected 

that the NACU count largely consists of NETs. NETs are filamentous structures composed of 

nucleic acids and histones. They are part of the innate, nonspecific immune response and are 

predominantly released by PMNs in response to various stimuli (Brinkmann et al., 2004). They are 

believed to play a role in preventing systemic spread (Yipp et al., 2012; McDonald et al., 2012; 

Urban et al., 2009). In recent years, a correlation between NETs (or solely cfDNA) and various 

diseases has been established. Several studies have generally shown that both NETs specifically and 

cfDNA appear to be prognostic factors (Forsbloom et al., 2014; Saukkonen et al., 2007). For 

example, in relation to specific diseases, it was found that the inhibition of NET production 

improved prognosis in a sepsis model (Colon et al., 2019), that NETs correlate with the severity of 

pancreatitis (Merz et al., 2015), and that inhibition of NETosis improved prognosis in pancreatitis 

(Murthy et al., 2019). Elevated NET levels were also detected in patients with septic DIC 

(Delabranche et al., 2017; Stiel et al., 2019). 

Based on these reports from the literature and the work of Kleinert (2019), the aim of this study was 

to provide a general clinical perspective on this new parameter. In the first step, patients who visited 

the Small Animal Clinic for a health check were retrospectively recruited. In the second step, a 

mixed patient group who visited the Small Animal Clinic was retrospectively collected. Based on 

the literature reports and supported by initial preliminary evaluations, these two parts were extended 

by a third prospective part, where specific diseases were examined more closely. Patients with 

sepsis, pancreatitis, IMHA, and DIC were specifically collected. To determine a reference interval, 

120 healthy dogs were collected. One outlier was identified, leaving 119 dogs for statistical 

evaluation. The median of the group was 17.1, with the upper reference interval at 37.9 (90% 

confidence interval, 33-53.0). No value was below 1, so a lower reference interval was not 

determined. No age dependence was found. To determine the coefficient of variation, a healthy and 

a sick dog were measured ten times each. The results were as follows for healthy: mean 38.5, 

standard deviation 7.14, and coefficient of variation 18.6%, and for sick: mean 300.3, standard 

deviation 16.16, and coefficient of variation 8.6%. The 18% coefficient of variation was added to 

the upper limit of the confidence interval, resulting in a gray area (38-63 NACUs). 

The second part of the study consists of 201 patients, predominantly classified as sick. Three 

patients had to be excluded due to visual interference in the scattergram. The results regarding their 
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diagnostic groups were as follows: healthy n=6, median 14; inflammatory infectious n=29, median 

22; inflammatory non-infectious n=27, median 21; non-inflammatory n=59, median 16; neoplasms 

n=20, median 26.5; tissue damage n=37, median 17; various diseases n=23, median 18. No 

significant differences were found between the groups, although the medians of the neoplasia, 

infectious, and non-infectious, but inflammatory groups were subjectively different from the other 

groups. Of the 171 patients, it was known whether they received pretreatment with 

immunomodulatory drugs; 118 patients received medication, and 73 did not. A weakly significant 

association with pretreatment with drugs was found. There were 171 temperature measurements; 

137 patients had normothermia, 26 had hyperthermia, and 8 had hypothermia. No correlation was 

found between the NACU count and temperature. The partially significant correlations between 

markers of inflammatory response and reticulocytes regarding the NACU count are limited due to 

very low correlation coefficients. Concerning prognosis, a significant relationship was observed 

between NACU and the patient’s survival status. Of 172 patients with a three-month prognosis 

known, 37 died, and 135 survived the specified period. Although higher NACU counts were 

associated with a higher likelihood of death, no cut-off value could be identified where all patients 

died. The third group consists of 74 dogs, with two excluded due to visual interference. Due to the 

frequent occurrence of more than one of the studied diseases, several patients had to be classified 

into the "Multiple" group, leading to a reduction in the groups. The results regarding NACU count 

were as follows: IMHA: n=6, median 42; DIC: n=29, median 31; sepsis n=3; pancreatitis n=12, 

median 36.5; Multiple n=21, median 36. No statistical differences were observed. No significant 

relationship was found between prognosis and NACU count in patients with DIC or the severity 

(measured by hospitalization duration) of pancreatitis and NACU count. 

The first broad consideration of the clinical utility of the NACU count provides mixed results. 

While some answers to the questions posed are evident, many new questions arise. It has been 

shown that this parameter can have clinical utility in some patients. Since the NACU count is 

automatically recorded in any hematological profile measurements on the ADVIA® 2120i, 

capturing large patient populations is relatively easy. What is currently advisable is a visual review 

(evaluation of scattergrams) of the collected NACU values, especially with very high values. 

Further focused studies on the NACU count are necessary and promising, given the ongoing 

discoveries in the field of pathophysiology and clinical diagnostics of cell-free DNA and NETosis. 
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12. Abkürzungen 
aPTT: aktivierte partielle Thromboplastinzeit  

ASVCP: American society for veterinary clinical pathology  

cfDNA: cell free DNA, zellfreie DNS  

cPLI: canine pankresspezifische Lipase  

CRP: C-reaktives Protein 

CV: Variationskoeffizient 

DAMPs: damage associated molecular patterns  

DGGR-Lipase: 1,2-o-dilauryl-rac-glycero-3-glutaric acid-(6′-methylresorufin) ester- Lipase 

DIC: disseminierte intravasale Koagulopathie 

DNase: Desoxyribonuklease  

DNS: Desoxyribonukleinsäure  

EDTA: Ethylendiamintetraessigsäure 

ETs: Extracellular traps  

GM-CSF: granulocyte/macrophage colony-stimulating factor  

H3Cit: citrulliniertes Histon H3  

hisDNA: Histon Desoxyribonukleinsäure  

HMGb1: High mobility group protein 1  

IL-4: Interleukin 4 

IL-6: Interleukin 6 

IL-8: Interleukin 8  

IMHA: immunhämolytische Anämie 

LPS: Lipopolysaccharide  

MAC: membrane attack complex  

MPO-DNA: Myeloperoxidase-Deosxyribonukleinsäure-Komplexe  

NACU: nucleic acid containing unit count 

NADPH-Peroxidase: Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate-Peroxidase 

NETs: neutrophil extracellular traps (extrazelluläre Neutrophilennetze) 

NETose: Vorgang der Freisetzung von NETs 

NSAID: Nicht steroidale Antiphlogistika  
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nSIRS: nicht infektiöses systemische inflammatorisches Response-Syndrom  

PAD4: Peptidylarginine Deiminase 4  

PAMPs: pathogen assoziierte molekulare Muster 

PaO2/FiO2: Horovitz-Quotient 

PCR: Polymerase Kettenreaktion  

PLN: Protein loosing nephropathy  

PMA: Phorbol myristate acetate  

PMNG: polymorphkerniger Neutrophiler Granulozyt 

PKK: Plasma Prekallikrein 

PK: Plasma Kallikrein 

PRM: Pattern recognition molecules  

PT: Prothombin Zeit   

rhDNase: dornase alfa  

RNS: Ribonukleinsäure  

ROS: reactive oxygen species (freie Sauerstoffradikale) 

rPLTs: retikulierte Thrombozyten  

SAA: Serum-Amyloid A  

SIRS: systemisches inflammatorisches Response-Syndrom   

SOFA score: sequential organ function assessment score 

TPLO: Tibia plateau leveling osteotomy  
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13. Abbildungsverzeichnis  
Abbildung 1 Scattergramm des Peroxidasekanal. schwarz: Zellschrot und kernhaltige Erythrozyten 

(links) und Thrombozytenaggregate (rechts); blau: Lymphozyten; türkis: Large unstained cells 
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