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Abkürzungsverzeichnis 

	
  
HVPG  Hepatic venous pressure gradient (Hepatisch-venöser 

Druckgradient) 

RAAS Renin-Angiotensin-Aldosteron-System 

SBP   Spontan bakterielle Peritonitis 

ACLF  Acute-on-chronic liver failure (Akut-auf-chronisches 

Leberversagen 

PMNs  Polymorphonuclear leukocytes/neutrophil granulocytes 

(Polymorphkernige neutrophile Granulozyten) 

GALT  Gut-associated lymphoid tissue (Darm-assoziiertes 

lymphatisches Gewebe) 

E. coli   Escherichia coli 

PAMPs  Pathogen Associated Molecular Patterns 

CAIDS  Cirrhosis-associated immune dysfunction syndrome 

(Zirrhose-assoziierte Immundysfunktion) 

HMGB1  High-Mobility-Group-Protein B1 

DNA   Deoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsäure) 

ATP   Adenosintriphosphat 

LPS   Lipopolysaccharid 

PRRs   Pattern Recognition Receptors 

TLRs   Toll-like receptors (Toll-like Rezeptoren) 

NLRs   NOD-like receptors (NOD-like Rezeptoren) 

NF-κB   Nukleärer Faktor κB 

MAP-Kinase  Mitogen-aktivierte Protein-Kinase 

NO   Stickstoffmonoxid 

TNF-α   Tumornekrosefaktor-α 

IL   Interleukin   

RES   Retikuloendotheliales System 

ROS   Reactive oxygen species (reaktive Sauerstoffspezies) 

CR   Complement receptor (Komplementrezeptor) 
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1. Einleitung 

1.1. Leberzirrhose und Aszites 

Die Leberzirrhose stellt das Endstadium chronischer Lebererkrankungen dar 

(Wiegand und Berg 2013), welche letztendlich zu einem fibrotischen Umbau 

des Leberparenchyms, Regeneratknoten und einer Veränderung der 

hepatischen Gefäßstruktur führen (Pinzani et al. 2011). Die dafür 

verantwortliche Schädigung muss in der Regel über mehrere Jahre hinweg 

anhalten bevor sich eine Zirrhose ausbildet (Bataller und Brenner 2005). 

Hauptursachen in den Industriestaaten sind der chronische Alkoholmissbrauch, 

die chronischen Virusinfektionen Hepatitis C und B und die nichtalkoholische 

Steatohepatitis (Wiegand und Berg 2013, Tsochatzis et al. 2014). Weitere 

mögliche Ursachen sind in Abbildung 1 aufgeführt.  

Abbildung 1: Mögliche Ursachen für die Entstehung einer Leberzirrhose 
(Wiegand und Berg 2013) 
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In frühen Phasen der Leberzirrhose können Patienten völlig frei von 

Symptomen sein (Arvaniti et al. 2010, Zipprich et al. 2012), da die Leber in der 

Lage ist ihre Funktion aufrecht zu erhalten (kompensiertes Stadium). Beim 

Fortschreiten der Erkrankung treten krankheitsspezifische Komplikationen auf, 

welche zu typischen Symptomen und dem Bild einer dekompensierten 

Leberzirrhose führen. Zu den Komplikationen zählen beispielsweise eine 

zunehmende Einschränkung der Lebersyntheseleistung (Terai und Tsuchiya 

2017), die Ausbildung portokavaler Umgehungskreisläufe (Pinzani et al. 2011) 

wie etwa die Ösophagusvarizen, die hepatische Enzephalopathie (Arvaniti et al. 

2010, Zipprich et al. 2012), das hepatorenale Sydrom (Gifford et al. 2017), 

sowie der Aszites (Arvaniti et al. 2010, Zipprich et al. 2012). Ein Großteil dieser 

Komplikationen entstehen auf Grundlage einer mit der Zirrhose verbundenen 

portalen Hypertension (Pinzani et al. 2011). Die Fibrosierung des 

Leberparenchyms sowie die Änderungen der Gefäßarchitektur erhöhen den 

intrahepatischen Gefäßwiderstand, so dass der Druck im vorgeschalteten 

Pfortaderstromgebiet ansteigt (Schuppan und Afdhal 2008, Tsochatzis et al. 

2014). Definiert wird die portale Hypertension durch einen hepatisch-venösen 

Druckgradienten (HVPG) von über 5 mmHg. Bei Werten von über 10 mmHg 

kommt es zur Entstehung von Umgehungskreisläufen und Varizen. Steigt der 

Wert auf über 12 mmHg an, besteht ein signifikant erhöhtes Risiko für eine 

Varizenblutung (Tetangco et al. 2016). Die häufigste Komplikation, die im 

Rahmen einer Dekompensation auftritt, ist jedoch der Aszites. Etwa 50 % der 

Patienten mit Leberzirrhose entwickeln diese Komplikation innerhalb von 10 

Jahren (Annamalai et al. 2016). Aszites wird definiert als 

Flüssigkeitsansammlung im Peritoneum von mehr als 25 ml und tritt als Folge 

einer Transsudation von Flüssigkeit aus den Gefäßen in die Bauchhöhle auf. 

Dafür gibt es mehrere Gründe: In erster Linie ist der intravasale hydrostatische 

Druck der Splanchnikusgefäße durch die portale Hypertension erhöht und die 

Leber synthetisiert aufgrund einer Funktionseinschränkung weniger Proteine, 

insbesondere weniger Albumin. Als Folge sinkt der onkotische Druck in den 

Gefäßen und Flüssigkeit tritt in das Interstitium aus (Pericleous et al. 2016). Ein 

weiterer wesentlicher Mechanismus besteht in einer systemischen Störung der 

Volumenregulation. Als Folge einer mit der portalen Hypertension verbundenen 

reaktiven Vasodilatation im Splanchnikusgebiet besteht die Gefahr einer 
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systemischen Hypovolämie und Hypotonie, wodurch arterielle Barorezeptoren 

und kardiopulmonale Volumenrezeptoren stimuliert werden. Infolgedessen 

kommt es zur Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) 

und des sympathischen Nervensystems. Dies wiederum führt zu einer 

verminderten Natrium- und Wasserausscheidung, einer renalen 

Vasokonstriktion und letztlich zu einer Plasmavolumenexpansion (Wiest und 

Schölmerich 2006, Bavdekar und Thakur 2016), welche wiederum die 

Aszitesbildung aufrechterhält. Die Entwicklung von Aszites markiert einen 

entscheidenden Wendepunkt für Patienten mit Leberzirrhose, da es Ausdruck 

einer fortschreitenden Lebererkrankung ist und sich Infektionen wie die spontan 

bakterielle Peritonitis (SBP) ausbilden können. Aus diesem Grund sollte bei 

jeder Erstmanifestation von klinisch erkennbarem Aszites, sowie bei jeder 

Verschlechterung immer eine diagnostische Aszitespunktion durchgeführt 

werden (European Association For The Study Of The Liver 2010).  

1.2. Prognose 

Die Prognose von Patienten mit Leberzirrhose hängt ganz entscheidend vom 

Auftreten krankheitsassoziierter Komplikationen ab. Patienten im 

kompensierten Stadium haben eine mittlere Überlebenszeit von über 12 

Jahren, wohingegen eine dekompensierte Zirrhose statistisch innerhalb von 2 

Jahren zum Tode führt (Zipprich et al. 2012). In besonders schweren Fällen der 

Dekompensation mit Versagen weiterer Organsysteme, dem sogenannten akut-

auf-chronischen Leberversagen (ACLF), steigt die 3-Monats-Letalität auf bis 

über 70  % (Moreau et al. 2013). Ein wesentlicher Grund für die zunehmenden 

Todesraten bei fortschreitender Leberzirrhose ist eine deutliche Zunahme von 

bakteriellen Infektionen (Arroyo et al. 2015). 

1.3.  Bakterielle Infektionen und spontan bakterielle Peritonitis 

Patienten mit einer Leberzirrhose, die stationär aufgenommen werden, haben in 

25 - 35 % der Fälle eine bakterielle Infektion (Jalan et al. 2014). Weitere 34 % 

entwickeln diese im Verlauf des stationären Aufenthaltes (Arvaniti et al. 2010). 

Das Risiko für nosokomiale Infektionen ist damit im Vergleich zu 5 - 7 % bei 

Patienten ohne Zirrhose 4 - 5-fach so hoch (Wong et al. 2005, Jalan et al. 
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2014). Auch das ACLF wird in über einem Drittel der Fälle durch Infektionen 

hervorgerufen. Es wird allerdings diskutiert, ob aufgrund der großen Zahl von 

unklaren Auslösern und der auch in dieser Kohorte häufig erhöhten 

Inflammationsparameter die tatsächliche Zahl noch wesentlich höher ist (Arroyo 

et al. 2015). Die Letalität im Rahmen von Infektionen unabhängig von der 

Schwere der Dekompensation liegt bei 30 % innerhalb eines Monats. Wichtig 

ist, dass Infektionen auch den langfristigen Verlauf negativ beeinflussen, da die 

Letalität nach einem Jahr auf 63 % ansteigt (Jalan et al. 2014).  

Die häufigste Infektion bei einer Leberzirrhose ist die spontan bakterielle 

Peritonitis (SBP) (etwa 25 %), gefolgt von Harnwegsinfektionen (20 %), 

Pneumonie (15 %) und Bakteriämie (12 %) (Tandon und Garcia-Tsao 2008). 

Die SBP ist eine für Patienten mit Leberzirrhose einzigartige Erkrankung, da sie 

bei anderen Patienten mit oder ohne Aszites quasi nicht vorkommt (Mal et al. 

1991). Die Prävalenz der SBP von stationär aufgenommenen Patienten liegt bei 

10 %, wobei die Hälfte der Patienten bereits bei der Krankenhausaufnahme 

eine SBP-Episode haben und der Rest diese erst während des 

Krankenhausaufenthaltes entwickelt (European Association For The Study Of 

The Liver 2010). Definiert ist sie als Infektion der Aszitesflüssigkeit ohne eine 

viszerale Perforation und ohne eine nachweisbare intraabdominelle 

Infektionsquelle wie einem Abszess, eine akute Pankreatitis oder eine 

Cholezystitis (Căruntu und Benea 2006). Die Diagnose der SBP basiert auf 

dem Nachweis der immunologischen Reaktion durch Bestimmung der Anzahl 

polymorphkerniger neutrophiler Granulozyten (PMNs) im Aszites (> 250 PMNs / 

µl Aszites) (Wiest et al. 2012, Pericleous et al. 2016). Nach der ursprünglichen 

Vorstellung treten lebende Bakterien aus dem Gastrointestinaltrakt in die  

mesenterialen Lymphknoten über, was als bakterielle Translokation bezeichnet 

wird (Berg 1999). Bis zu einem bestimmten Grad ist dies sogar ein 

physiologisches Phänomen. Bei einer Leberzirrhose kommt es jedoch zu einem 

pathologischen Anstieg (Wiest et al. 2014, Tilg et al. 2016). Die dabei 

zugrundeliegenden  Pathomechanismen sind: 

a) Eine Störung des ökologischen Gleichgewichts der Darmflora (Valadez 

et al. 2016) durch eine veränderte Keimbesiedlung des Darms. Im Gegensatz 

zu gesunden Patienten sind hierbei vermehrt gramnegative Bakterien zu finden 

(Giannelli et al. 2014). 
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b) Eine reduzierte Darmmotilität (Pericleous et al. 2016) und eine damit 

verbundene erhöhte intestinale Passagedauer, welche eine bakterielle 

Überwucherung ermöglicht (Tandon und Garcia-Tsao 2008). Gefördert wird 

diese zusätzlich durch weitere zirrhotisch bedingte Faktoren wie eine 

verminderte Magensäureproduktion und eine verminderte 

Gallensäureproduktion (Valadez et al. 2016). 

c) Eine erhöhte intestinale Permeabilität verursacht durch die portale 

Hypertension (Kalaitzakis 2014) und durch Veränderungen der Tight Junctions 

mit darauffolgendem Funktionsverlust (Assimakopoulos 2012). 

d) Beeinträchtigung des Darm-assoziierten lymphatischen Gewebes 

(GALT) durch eine permanente bakterielle Stimulation (Albillos et al. 2014). 

Letztlich gelangen Bakterien über die mesenterialen Lymphknoten in den 

Blutkreislauf und in die Aszitesflüssigkeit (Nieto et al. 2015). In der 

überwiegenden Anzahl der Fälle wurden daher monomikrobielle Infektionen 

durch gramnegative Bakterien, gewöhnlich E. coli, beobachtet (European 

Association For The Study Of The Liver 2010)    . Allerdings können unter 

optimalen Bedingungen mit den klassischen kulturellen Nachweismethoden nur 

in durchschnittlich 40 % der SBP-Fälle tatsächlich Erreger kultiviert werden 

(Engelmann et al. 2016). Neuere Erkenntnisse zeigen, dass selbst die 

Bestandteile von Bakterien [PAMPs (Pathogen Associated Molecular Patterns)], 

welche ebenfalls aus dem Darm translozieren, eine Immunreaktion induzieren 

und somit die häufig „sterilen“ SBPs erklären können (Arroyo et al. 2015). 

Durch den Beginn einer antibiotischen Behandlung konnte die Letalität dieser 

Erkrankung von 90 % in den 1980er Jahren auf mittlerweile 10 - 50 % gesenkt 

werden (Arvaniti et al. 2010, Gerbes et al. 2011, Pericleous et al. 2016). Bei der 

nosokomialen SBP liegt die Sterblichkeit allerdings noch immer bei > 50 % (30-

Tage-Sterblichkeit), da diese hauptsächlich durch antibiotikaresistente 

Bakterienstämme verursacht wird (Cheong et al. 2009).  

1.4. Immundysfunktion des angeborenen Immunsystems 

Ein wesentlicher Grund für diese hohe allgemeine Empfänglichkeit für 

Infektionen besteht in einer schweren Dysregulation des Immunsystems, die als 

Folge einer Leberzirrhose auftritt. Diese als Zirrhose-assoziierte 

Immundysfunktion (CAIDS) bezeichnete Veränderung beinhaltet typischerweise 
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zwei gegensätzliche Erscheinungsformen: eine systemische Inflammation und 

eine sich häufig anschließende Immunparalyse. Die systemische Inflammation 

beginnt bereits im kompensierten Stadium der Leberzirrhose infolge der 

Stimulation des Immunsystems durch sogenannte „Damage Associated 

Molecular Patterns“ (DAMPs) (Albillos et al. 2014). Dabei handelt es sich um 

Proteine [bspw. HMGB1 (High-Mobility-Group-Protein B1)] oder andere 

Moleküle [bspw. DNA (Desoxyribonukleinsäure), ATP (Adenosintriphosphat)], 

welche sich unter normalen Bedingungen innerhalb der Zellen befinden 

(Rubartelli und Lotze 2007). Im Rahmen des hepatischen 

Schädigungsprozesses gehen Hepatozyten durch Nekrose oder Apoptose 

unter und setzen DAMPs frei, die wiederum eine sterile systemische 

Inflammation induzieren (Arroyo et al. 2015). Im dekompensierten Stadium 

kommt ein weiterer immunstimulierender Faktor hinzu: die PAMPs. PAMPs sind 

repetitive Strukturen auf der Oberfläche von Mikroorganismen, wie die 

Lipopolysaccharide (LPS) der äußeren Membran gramnegativer Bakterien 

(Murphy et al. 2009) und erreichen die Blutbahn über die bakterielle 

Translokation aus dem Darm (Arroyo et al. 2015). Die Zellen des angeborenen 

Immunsystems erkennen sowohl die DAMPs, als auch die PAMPs über 

„Pattern Recognition Receptors“ (PRRs) (Rubartelli und Lotze 2007), zu denen 

unter anderem die Toll-like Rezeptoren (TLRs) und die NOD-like Rezeptoren 

(NLRs) gehören (Jalan et al. 2014). Die Bindung von PAMPs oder DAMPs 

resultiert entweder in einer Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-κB 

(nukleärer Faktor κB) oder in einer Aktivierung der MAP-Kinase (Mitogen-

aktivierte Protein-Kinase), wodurch die Freisetzung von Stickstoffmonoxid (NO) 

und proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-α, IL-6 und IL-1 stimuliert wird 

(Bonnel et al. 2011). Zytokine sind zwar ein wichtiger Bestandteil bei der 

Immunreaktion, da sie sowohl stimulierende als auch inhibierende Wirkungen 

haben (Loppnow 2001), die erhöhten Zytokinlevel im Blut bei Patienten mit 

Leberzirrhose sind jedoch auch in Abwesenheit einer bakteriellen Infektion 

(Fiuza et al. 2000) vergleichbar mit denen einer Sepsis (Clària et al. 2016). Dies 

ist zum einen den portosystemischen Shunts zuzuschreiben, welche Blut an der 

Leber vorbeiführen, wodurch eine adäquate Eliminierung nicht möglich ist 

(Tandon und Garcia-Tsao 2008). Zum anderen ist die Endotoxin- (bspw. LPS) 

und Zytokineliminierung durch das retikuloendotheliale System (RES) der Leber 
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vermindert. Diese mononukleären Zellen sind bei einer Leberzirrhose nicht nur 

in ihrer Anzahl, sondern auch in ihrer Aktivität reduziert (Jalan et al. 2014). Die 

Plasmaspiegel von Endotoxin sind daher bei Patienten mit einer 

dekompensierten Leberzirrhose im Vergleich zu gesunden Patienten und 

Patienten mit einer kompensierten Zirrhose am höchsten (Abbildung 2).  

Das Verhältnis proinflammatorischer und antiinflammatorischer Zytokine 

verschiebt sich infolgedessen ganz wesentlich auf die Seite der Inflammation 

(Bonnel et al. 2011, Clària et al. 2016). Die permanente Immunstimulation führt 

letztlich zu einer „Erschöpfung“ insbesondere der phagozytierenden Zellen 

(Panasiuk et al. 2005) und zu einer Immunparalyse (Jalan et al. 2014). 

Phagozytierende Zellen, wie Makrophagen und PMNs, haben im gesunden 

Milieu die Fähigkeit opsonierte oder nicht opsonierte Partikel aufzunehmen (Lee 

et al. 2003) und diese durch lysosomale Enzyme oder reaktive 

E
nd
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ox

in
 (E

U
/m

l) 

gesunde 
Kontrollgruppe 

kompensierte 
Leberzirrhose 

dekompensierte 
Leberzirrhose 

Abbildung 2: Endotoxinkonzentrationen im Plasma bei dekompensierter 
Leberzirrhose [im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe (* p < 0,001), im 

Vergleich zur kompensierten Leberzirrhose (+ p < 0,05)], modifizierte 
Darstellung (Assimakopoulos et al. 2012) 
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Sauerstoffspezies (ROS) aus dem oxidativen Burst zu zerstören (Murphy et al. 

2009). Eine vorhergehende Opsonierung erfolgt durch Komplementfaktoren, 

welche hauptsächlich in der Leber synthetisiert werden (Qin und Gao 2006). 

Sie sind daher bei einer Leberzirrhose nur in einem reduzierten Maß zu finden 

(Tandon und Garcia-Tsao 2008, Jalan et al. 2014), was zur schlechten 

Abwehrlage der Patienten mit Leberzirrhose beiträgt. 

Die Immunparalyse der PMNs zeigt sich in einer verminderten Fähigkeit zur 

Phagozytose und einem hohen ruhenden Burst (Abbildung 3) (Tritto et al. 

2011, Jalan et al. 2014), welcher mit einem höheren Risiko für eine Infektion 

verbunden ist. Zwar ist der oxidative Burst einerseits entscheidend für die 

Immunreaktion, eine inadäquate Produktion freier Sauerstoffradikale kann 

jedoch zu oxidativem Stress (Lu 2013) und einer Gewebeschädigung führen 

und die Apoptose anderer Immunzellen induzieren (Stadlbauer et al. 2009, 

Tritto et al. 2011). Verstärkt wird dies durch ein verringertes Level an 

Gluthation bei Patienten mit Leberzirrhose, welches unter anderem für die 

Reduktion der ROS zuständig ist (Townsend et al. 2003). Der hohe 

Energieverbrauch durch den hohen ruhenden Burst dient außerdem einer 

Abbildung 3: Ruhender oxidativer Burst und Phagozytosekapazität bei 
Patienten mit Leberzirrhose [im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe     
(** p < 0,001)], modifizierte Darstellung (Mookerjee et al. 2007) 
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möglichen Erklärung für die verringerte Phagozytosekapazität: Da beide 

Prozesse energieabhängig sind, fehlt diese dann für die Phagozytose. 

Zusätzlich wird die Phagozytose negativ beeinflusst durch hohe LPS-

Konzentrationen aufgrund der bakteriellen Translokation. LPS aktiviert die 

PMNs (Mookerjee et al. 2007), welche somit neben ROS auch Elastase bilden 

können. Elastase hat jedoch einen reduzierenden Einfluss auf die Phagozytose, 

indem es den Phagozytose-stimulierenden Opsoninrezeptor CR1 

(Komplementrezeptor 1) spalten kann (Tritto et al. 2011).  

Neben dem angeborenen ist auch das adaptive Immunsystem von der 

Zirrhose-assoziierten Immundysfunktion betroffen. Da dies aber nicht Teil 

unserer Studie war, soll darauf nicht weiter eingegangen werden. 

 

1.5. Peritoneale Funktion von Immunzellen des angeborenen 

Immunsystems 

 

Warum gerade der Aszites überproportional häufig als Infektionsort bei 

Patienten mit Zirrhose betroffen ist und eine SBP bei malignem Aszites eine 

Rarität darstellt (Lebrun et al. 1992), ist bisher nicht vollständig geklärt. 

Bisherige Untersuchungen legen jedoch nahe, dass eine gestörte peritoneale 

Abwehrfunktion eine mögliche Rolle spielt. Das Risiko eine SBP zu entwickeln 

ist zunächst bei geringen Proteinkonzentrationen im Aszites von < 10 - 15 g/l 

(Fernández et al. 2016) signifikant erhöht. Dieser Parameter ist mit einer 

geringen Konzentration von Komplementfaktoren gleichzusetzen (Sese et al. 

2003), welche essentiell für eine adäquate Opsonierfähigkeit und 

Immunfunktion sind (Murphy et al. 2009). Obwohl Makrophagen im Gegensatz 

zu neutrophilen Granulozyten bei der Phagozytose nicht so stark auf die 

vorherige Opsonierung angewiesen sind (Maródi et al. 1991), wurden bei 

peritonealen Makrophagen neben einer verminderten Fähigkeit zur Adhäsion 

und Antigenpräsentation auch Defekte in der Phagozytose (Nieto et al. 2015) 

und dem oxidativen Burst (Ahmed et al. 2011) nachgewiesen. Daneben scheint 

jedoch auch die Funktion der PMNs im Aszites beeinträchtigt zu sein. Lebrun et 

al. lieferten 1992 erste Hinweise, dass der Aszites von Patienten mit 
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Leberzirrhose eine hemmende Funktion auch auf diesen Zelltyp haben kann. 

Dazu wurden diese aus dem Blut gesunder Patienten isoliert und mit dem 

Aszites von Patienten mit Zirrhose und malignem Aszites in Kontakt gebracht. 

Zunächst konnte eine Verschlechterung der Funktion der PMNs unter Zugabe 

von zirrhotisch bedingtem Aszites gezeigt werden. Diese konnte jedoch durch 

Zugabe von malignem Aszites wieder verbessert werden. In einer Studie von 

Nieto et al. 2015 wurde die Funktion der PMNs im Aszites von Patienten mit 

und ohne SBP untersucht. Verglichen mit sterilem Aszites (hier definiert als 

Anzahl PMNs < 250/mm3 und negativem Kulturnachweis) wurde im Aszites mit 

spontan bakterieller Peritonitis ein verringerter oxidativer Burst der PMNs 

festgestellt.  

 

1.6. Ziel der Studie 

 

Die Ursache der hohen Anfälligkeit für eine SBP bei Leberzirrhose ist daher 

möglicherweise eine Dysfunktion der Phagozyten, insbesondere der PMNs. 

Allerdings ist die Fallzahl bisheriger Untersuchungen gering und eine 

Einschätzung der tatsächlichen zellulären Dysfunktion ist ohne einen Vergleich 

mit korrespondierenden zirkulierenden PMNs bisher nicht möglich. Wir möchten 

daher in dieser Studie die Funktionseinschränkung von PMNs im Aszites von 

Patienten mit Leberzirrhose evaluieren und werden dazu die Fähigkeit zur 

Phagozytose und stimuliertem oxidativen Burst in Aszites- und 

korrespondierenden Blutproben untersuchen. 
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Ascites’ neutrophil function is 
significantly impaired in patients 
with decompensated cirrhosis but 
can be restored by autologous 
plasma incubation
Cornelius Engelmann1,*, Christina Becker1,2,*, Andreas Boldt2, Toni Herta1, Albrecht Boehlig1, 
Katrin Splith3, Moritz Schmelzle3, Niklas Mueller1, Sandra Krohn1,  
Hans-Michael Tautenhahn4, Michael Bartels4, Ulrich Sack2,* & Thomas Berg1,*

Systemic immune cell dysfunction is a typical feature of liver diseases and increases the risk of bacterial 
infection, especially spontaneous bacterial peritonitis. We evaluated functional properties of neutrophil 
granulocytes in blood and ascites of patients both with and without decompensated cirrhosis. We 
collected blood and ascites samples from 63 patients with cirrhosis and eight without cirrhosis. 
Phagocytosis activity (PA) and oxidative burst activity (OBA) were evaluated after ex vivo stimulation 
with E. coli, while fluorescence signals were measured by flow cytometry. Ascites’ neutrophil function 
tests were repeated after incubation with autologous plasma. Ascites’ neutrophils showed an impaired 
PA and OBA (median blood PA 98.1% (86.8–99.8) vs. ascites’ PA 50.5% (0.4–97.3), p < 0.0001; 
median blood OBA 98.7% (27.5–100) vs. ascites’ OBA 27.5% (0.3–96.7), p < 0.0001). Patients with 
non-cirrhotic ascites showed higher PA but equally suppressed OBA. Ascites’ neutrophil function 
could be partially restored after incubation with autologous plasma (median increase PA: 22.5% 
(−49.7 – +93.2), p = 0.002; OBA: 22.8% (−10.4 – +48.8), p = 0.002). Ascites’ neutrophils of patients 
with cirrhosis are functionally impaired, but could be partially restored after incubation with plasma. 
Further investigations are needed to identify the factors in ascites that are associated with neutrophils’ 
function.

Patients with end-stage liver diseases typically express features of a dysfunctional immune system that are asso-
ciated with a suppressed response of peripheral blood neutrophils to invading pathogens1–3. This is considered to 
be part of a general immune exhaustion induced by the continuous intestinal, bacterial, translocation-mediated 
immune stimulation in cirrhosis4–8. It is assumed that there is a strong causal relationship between so-called 
immune paralysis and the high rate of infectious complications in decompensated liver cirrhosis9–12. To date, 
however, it is unclear why ascites or peritoneal cavities are the predominant site of bacterial infection in patients 
with decompensated cirrhosis (that is, spontaneous bacterial peritonitis (SBP)), while this type of infection is only 
rarely seen in patients with malignant ascites13,14.

Studies that specifically address peritoneal host defence mechanisms in decompensated cirrhosis cases are few 
and far between. The phagocytosis and oxidative burst capacity of peritoneal macrophages has been found to be 
severely impaired15, and the level of opsonic activity in ascites has been linked to the risk of developing SBP14,15. 
Only one study has evaluated functional properties in ascites’ neutrophils16,17, by comparing phagocytosis and 
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oxidative burst activity in patients with and without SBP. However, the function of the peripheral blood neutro-
phil counterpart was not studied, so it remains a matter of speculation whether the findings in ascites are simply a 
reflection of the systemic neutrophil dysfunction that has been observed in patients with liver failure.

Due to this lack, we were interested in whether neutrophils in ascites of patients with decompensated cirrhosis 
show a higher degree of functional impairment, not only compared to their blood counterparts, but also to ascites’ 
neutrophils derived from patients with non-cirrhotic ascites.

Results
Phagocytic and oxidative burst rate of neutrophils derived from patients with cirrhosis.  
Neutrophil function was determined by flow cytometry after stimulation with inactivated and opsonised E. coli 
bacteria. Phagocytic rate and oxidative burst rate were determined as the percentage of active neutrophils in rela-
tion to the total number of viable neutrophils. Phagocytosis could be determined in 62 out of 63 blood samples 
and in 60 out of 63 ascites samples from patients with cirrhosis. Oxidative burst was measurable in all (63/63) 
blood samples and in 62 out of 63 ascites samples.

The median ascites’ phagocytic rate was 50.5% (range 0.4–97.3), compared to 98.1% (range 86.8–99.8; 
p <  0.0001) in blood neutrophils. The median ascites’ oxidative burst rate was 27.5% (range 0.3–96.7), compared 
to 98.7% (range 27.5–100; p  <  0.0001) in blood (see Fig. 1). The ascites’ neutrophil functions were not correlated 
with the functioning of blood neutrophils (correlation coefficient for phagocytic rate: r =  0.213 (p =  0.102), and 
for oxidative burst rate: r =  0.165 (p =  0.2)). In addition, the ranges of phagocytic and oxidative burst rates were 
broader in ascitic fluid than in blood neutrophils, ranging from normal to nearly undetectable rates (see Fig. 1), 
which possibly indicates that additional environmental factors may be involved in the mechanisms of peritoneal 
neutrophil stimulation.

Neutrophil function in patients with non-cirrhotic ascites. The median phagocytic rate of neutro-
phils in non-cirrhotic ascites was 83.5% (range 14.1–95.4), 33% higher than in ascites’ neutrophils of patients with 
cirrhosis (p =  0.038) (see Fig. 2). The median ascites’ neutrophil oxidative burst rate was 42.5% (range 9.1–86). 
Although the neutrophils increased by about 15% in cirrhotic ascites, they did not reach statistical significance 
(p =  0.22). The ascites’ protein level was the major factor differentiating ascitic fluid in cirrhotic and non-cirrhotic 

Figure 1. Phagocytic rate (A) and oxidative burst rate (B) of neutrophils in blood and ascites. Boxplots show 
that neutrophils’ function was significantly diminished in ascites’ neutrophils, compared to blood neutrophils. 
Values are given as the percentage of viable neutrophils.

Figure 2. Phagocytic rate (A) and oxidative burst rate (B) of ascites’ neutrophils, presented separately for 
cirrhosis and non-cirrhosis. Boxplots show that phagocytosis activity, but not oxidative burst activity, in ascites’ 
neutrophils was reduced in cirrhosis compared to non-cirrhotic ascites. Values are given as the percentage of 
viable neutrophils.
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patients, being significantly higher in the latter group (median ascites’ protein content in cirrhosis was 13.2 g/L 
(range 0–58.4) vs. 23.55 g/L (range 21.4–46) in non-cirrhosis, p =  0.001).

The blood neutrophils of patients without cirrhosis showed a median phagocytosis rate of 99% (97.2–99.8), 
1.8% lower than in the cirrhosis group (p =  0.049). The median oxidative burst rate, with a median of 98.5% 
(62.7–100) was not different in blood neutrophils in cirrhosis (− 0.2%, p =  0.792) compared to patients with 
cirrhosis.

Factors associated with ascites’ neutrophil function in cirrhosis. We further assessed whether 
patient characteristics, as well as markers of liver disease severity, correlated with neutrophil function in ascites. 
Although male patients exhibited higher phagocytosis and oxidative burst activity than their female counterparts, 
the difference did not reach statistical significance (median phagocytic rates in males was 60.5% (range 3.3–96.3) 
vs. 35.7% (range 0.4–97.3) in females, p =  0.065; median oxidative burst rates in males was 28.8% (range 0.3–96.7) 
vs. 9.7% (range 0.5–89.2) in females, p =  0.18). In addition, for all other parameters, including age, body weight, 
Child-Pugh score, model of end-stage liver disease (MELD) score, white blood cell count (WBC), C-reactive 
protein and medical treatment, no clear correlation with the level of ascites’ neutrophil function could be found 
(see Supplementary Table 1, Supplementary Figure 3 and Supplementary Figure 4).

The ascites’ leukocyte count showed a weak association with the oxidative burst rate (leukocyte count: 
r =  0.477, p <  0.0001) but not with the phagocytic rate (r =  0.271; p =  0.036) in ascites’ neutrophils (see Fig. 3). In 
patients with cirrhosis and SBP, the median oxidative burst rate was significantly higher than in those without SBP 
(median 48.1% (9.1–92.7) vs. median 19% (0.3–96.7, p =  0.014). Concerning the phagocytosis rate, no significant 
difference in relation to SBP was observed (SBP: median 62.9% (31.6–94.8) vs. no SBP: median 48.9% (0.4–97.3), 
p =  0.150).

Added to this, the ascites’ protein content showed neither an association with the phagocytic rate (r =  0.181, 
p =  0.166) nor with the oxidative burst rate (r =  0.333, p =  0.008) (see Fig. 3).

Factors associated with circulating neutrophil function in cirrhosis. There was no clear correlation 
between functional properties of blood neutrophils and baseline parameters such as age, body weight, Child-Pugh 
score, serum protein and albumin (Supplementary Table 2). Although oxidative burst rate showed a negative 
correlation with the MELD score (r =  − 0.278, p =  0.028), WBC (r =  − 0.27, p =  0.032) and C-reactive protein 
(r =  − 0.34, p =  0.022) the coefficient did not meet our criteria for a valid correlation (i.e. r >  0.5). However, in 

Figure 3. Ascites’ neutrophils’ functions in patients with cirrhosis in correlation with the ascites’ leukocyte 
count and protein content. Figure (A) shows the correlation between the phagocytic rate and WBC count 
in ascites; figure (B) between the oxidative burst rate and the WBC count in ascites’ figure (C) between the 
phagocytic rate and ascites’ protein content; and figure (D) between the oxidative burst rate and ascites’ protein 
content. For correlation analysis, the Spearman-Rho coefficient was calculated and a correlation coefficient of 
r >  0.5 was considered relevant.
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patients with more advanced decompensation of liver function defined by a MELD score ≥  15 or a cirrhosis stage 
Child-Pugh C the oxidative burst rate was significantly reduced as compared to patients with more preserved liver 
function (MELD ≥  15: median oxidative burst rate 19% (range 0.3–89.2) vs. MELD <  15: 43.8% (range 0.3–96.7). 
p =  0.023) or Child-Pugh C category (Child C: median oxidative burst rate 9.7% (range 0.3–80.6) vs. Child B: 41% 
(range 0.3–96.7) vs. Child A: 38.5% (range 2.8–79) p =  0.026).

Ascites’ neutrophil function was partially restored after incubation with autologous plasma.  
We artificially modulated environmental conditions for ascites’ neutrophils ex vivo via incubation with autolo-
gous plasma.

Ascites neutrophils’ showed a significant net increase in median phagocytic activity, by 22.5% (range − 49.7–93.2)  
(from 60.5% (range 4.1–94.8) to 85.7% (range 21.9–99.2), p =  0.002) (see Fig. 4) after said procedure. However, 
it did not result in a full restoration of phagocytic activity, which was still lower in ascites’ neutrophils than in 
blood neutrophils’ median phagocytic rate in the blood (97.4% (range 86.8–99.8, p <  0.0001)). Similarly, although 
oxidative burst activity did increase after ex vivo plasma incubation, with a median net increase of 22.8% (range 
− 10.4–48.8) (median oxidative burst rate 28.8% (range 0.3–86) vs. 51.6% (range 1.6–94.7), p =  0.002) (see Fig. 5), 
it also did not reach the activity levels obtained in blood neutrophils (median oxidative burst rate 96% (range 
27.5–100), p =  0.001).

A total of five patients did not show any response to plasma incubation, but actually presented a worsening of 
phagocytosis (n =  2) and oxidative burst (n =  3); only one of these suffered from non-cirrhotic ascites.

Discussion
Immune paralysis in general, and neutrophil dysfunction in particular, are common phenomena in chronic liver 
diseases and increase the risk of infectious complications18. SBP is by far the most common bacterial infection in 
this context. This is in contrast to malignant ascites, where SBP is a rare event14, possibly indicating differences in 
the response to invading pathogens. Although it has been suggested that the peritoneal cavity in cirrhosis might 

Figure 4. Phagocytic rate of ascites’ neutrophils after incubation with autologous plasma. The left 
plot depicts the individual changes, while the boxplots show the distribution of phagocytic rates of ascites’ 
neutrophils before and after incubation with autologous patients’ plasma. Values are given as the percentage of 
viable neutrophils.

Figure 5. Oxidative burst rate of ascites’ neutrophils after incubation with autologous plasma. The left plot 
portrays the individual changes, while the boxplots present the distribution of oxidative burst rates of ascites’ 
neutrophils before and after incubation with autologous patients’ plasma. Values are given as the percentage of 
viable neutrophils.
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be a privileged site with specifically reduced host defence mechanisms19–22, there have been limited studies evalu-
ating ascites’ neutrophil function as a potential contributory factor to the specific susceptibility of the peritoneal 
cavity to bacterial infections. We therefore evaluated phagocytosis and oxidative burst activity in both ascites and 
blood neutrophils derived from patients with and without cirrhosis.

In a significant cohort of 63 patients with decompensated cirrhosis, we showed for the first time that, when 
compared with peripheral blood neutrophils, ascites’ neutrophils were severely dysfunctional, showing a reduc-
tion of phagocytosis and oxidative burst rates of approximately 50% and 70% respectively. So far, only one study16 
has investigated the functional properties of ascites’ neutrophils, looking at 9 and 19 patients with and without 
SBP. The presence of SBP was associated with lower neutrophil oxidative burst activity, as compared to neutro-
phils derived from non-infected ascites samples, but activity increased during antibiotic treatment. However, 
neither the phagocytic rate nor the functional properties of the peripheral blood neutrophils have been studied.

In comparison to previous reports, the functional properties of blood neutrophils in cirrhosis were found to 
be less depressed in our cohort, which might be, however, partly explained by a relative underrepresentation of 
patients with heavily impaired liver function18,23. Indeed, we could confirm a significantly reduced blood neutro-
phils oxidative burst rate when only patients with more advanced decompensation of the liver function (i.e. Child 
C and MELD ≥  15) were analysed.

An intriguing finding of our study was the high degree of variability of ascites’ neutrophil function, ranging 
from 0.4% to 97.3% for phagocytosis and from 0.3% to 96.7% for oxidative burst. This result was in contrast to 
the results obtained from the blood-derived neutrophils, in which the activity rates were more homogeneous, 
ranging from 86.8% to 99.8% (phagocytosis) and from 27.5% to 100% (oxidative burst). This variability of ascites’ 
neutrophil activity could not be explained by certain patient characteristics, such as liver function, inflammatory 
parameters or age, although it is known that activation, migration and response to bacteria of circulating neutro-
phils depends on the degree of liver insufficiency, systemic inflammation and age18,24,25.

We therefore hypothesised that peritoneal cavity- and/or ascite-specific factors must exist, and are responsi-
ble for the observed site-specific differences in neutrophil function. Appropriate neutrophil activation is closely 
regulated by a number of stimulatory, but also inhibitory, factors such as immunoglobulins, complement factors, 
especially C3b, cytokines (IFN-γ , IL-8, GM-CSF and TNFα ) and endotoxin levels26,27. At the time of data acquisi-
tion and the ex vivo experiments, we were not able to directly measure these factors. However, certain results may 
indicate the presence or absence of such stimulating or inhibiting factors.

We were able to stratify our results according to the ascites’ protein content and leucocyte count as well as 
the cause of ascites (cirrhotic vs. non-cirrhotic), all of which are well-known predictors of SBP risk14,16,22,28. We 
found no association between ascites’ neutrophil function and their protein content. However, because both 
tests – phagocytosis and oxidative burst – were performed using pre-opsonised E. coli bacteria, factors associated 
with the opsonic capacity of ascites fluid could not be studied in our test system. In contrast to the phagocytic 
rate, the leukocyte count in ascites had a weak, yet still significant, impact on the oxidative burst rate, being 
lower when the leucocyte count was high, thereby confirming the results of Nieto et al.16. The oxidative burst 
capacity of neutrophils derived from non-cirrhotic ascites was identical to that seen in blood neutrophils, but 
the phagocytosis rate was reduced by approximately 30%. As blood neutrophil function was maintained in our 
cohort, and neutrophils adapt to their environment, we hypothesised that the functional properties of ascites’ 
neutrophils may improve upon transferral to patient plasma. Indeed, phagocytosis and oxidative burst rates did 
recover when ascites’ neutrophils were incubated with autologous plasma, showing an increase of about 25% in 
both function tests. This observation is in line with results previously published by Nieto et al.16, which showed 
that host defence mechanisms are not irreversibly altered in decompensated liver disease, and that treatment as 
well as active modification of ambient conditions in vitro restores neutrophil function. Lebrun et al.29 were the 
first to show that the functional properties of immune cells can be manipulated by altering their environment. 
Neutrophils of healthy blood donors were brought into contact with the ascites of patients with cirrhosis (n =  32) 
and those of patients with malignant diseases (n =  17). Neutrophil function was assessed by chemiluminescence 
with pre-opsonised zymosan, a strong stimulating signal, in all samples and in four samples from a phagocytosis 
test using pre-opsonised Staphylococcus aureus cells. All functional neutrophil properties were significantly more 
favourable in samples derived from malignant ascites, as compared to those obtained from ascites of patients with 
cirrhosis. In addition, it was effectively demonstrated that a disequilibrium between inhibitory and stimulatory 
signals most likely contributes to the high variability of ascites’ neutrophil function. If the ascites of patients 
with cirrhosis were diluted with saline, their neutrophil function was partially restored. In contrast, when cir-
rhotic ascites were diluted with their counterparts derived from malignant ascites, their function was signifi-
cantly improved. It has to be pointed out, however, that there was a lack of direct evidence for environmental 
factors affecting neutrophil functions. Our results may, however, stimulate further research that would eluci-
date the functional mechanisms that are potentially involved in neutrophil activation and migration within the 
micro-milieu of cirrhotic ascites.

In conclusion, this study was able to show, for the first time, that neutrophil function in ascites is severely 
impaired. This may explain the high susceptibility to spontaneous bacterial peritonitis in cirrhotic patients. The 
dysfunction of ascites’ neutrophils may be partially restored after incubation with autologous plasma. The high 
functional variability observed in neutrophils derived from ascites suggests that ascites’ neutrophil function is 
dependent on both stimulatory and inhibitory factors. Further studies are needed to clarify the individual factors 
involved in ascites’ neutrophil activity, as these may become potentially interesting targets for SBP treatment and 
prevention.

Patients and Methods
Study design. Between August 2014 and May 2015, ascites, fluid and corresponding blood samples were 
consecutively collected from 63 patients with decompensated cirrhosis at the Section of Hepatology, University 
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Hospital Leipzig, for the purpose of evaluating the ascites’ neutrophil function by performing in vitro tests for 
phagocytosis and oxidative burst. Patients with ascites but without cirrhosis (n =  8) served as controls. All patients 
with ascites, who had been admitted to our hospital, were considered for participation in the study. In line with 
international clinical practice guidelines29, paracentesis was indicated for new-onset or worsening ascites and in 
cases where SBP was suspected. Patients with ongoing alcohol abuse, who were receiving immunosuppressive 
therapy or who were recovering from a liver transplant were excluded from the study. The first paracentesis after 
enrolment was defined as the baseline for collection of ascites and blood samples. Any subsequent paracenteses 
were not included in the present analysis. All clinical and laboratory data as obtained exclusively during routine 
visits not related to the study, was collected retrospectively. The study protocol conformed to the ethical guide-
lines of the 1975 Declaration of Helsinki, and was approved by the ethics committee of the University of Leipzig 
(No. 182 – 14 – 02062014). All patients gave written informed consent.

Patient characteristics and data collection. The patients’ characteristics are summarised in Table 1. 
Alcohol abuse was the main cause of cirrhosis (71.4%) and malignancies the main reason for ascites (75%) in the 
non-cirrhotic group. The median MELD score was 16 points (range 6–38), and median Child-Pugh score 9 points 
(range 5–14), in patients with cirrhosis. After subsequent Child-Pugh classification, the majority of patients with 
cirrhosis were assigned to Child-Pugh class B (Class A: n =  11 (17.5%); Class B: n =  30 (47.6%); Class C: n =  22 
(34.9%)). SBP was diagnosed on the basis of an elevated leukocyte count in ascites (> 500/mm3) in 11 out of 63 
patients (17.5%) with cirrhosis. At baseline, the following clinical and laboratory data was collected: cause of 
ascites, etiology of liver cirrhosis, drug history, sex, age, liver and renal function test, platelet count, white blood 
cell count, serum sodium, haemoglobin, C-reactive protein, serum albumin and protein content. Ascites sam-
ples were characterised by their total leukocyte count (via automated cell counter) and their protein content was 
defined according to institutional standards. SBP was diagnosed in patients with cirrhosis if the ascites’ leukocyte 
count was elevated above 500/mm3 30.

Ascites and blood sampling. Ascites samples were collected after careful skin disinfection and under 
ultrasound guidance. For local anaesthesia, 5–10 mL of Xylocaine (1%) was injected, and afterwards, a 6 French 
paracentesis cannula (Peter Pflugbeil GmbH, Zorneding, Germany) was inserted into the peritoneum. An initial 
fraction of 50 mL of ascitic fluid was used for routine laboratory analysis, while 40 mL of ascitic fluid was obtained 
for tests related to the study. Venous blood samples were collected under standard aseptic conditions, using a 
0.8 mm Multifly-Safety needle (Sarstedt AG & Co KG, Nümbrecht, Germany) immediately after paracentesis, and 
decanted into heparinised tubes (18 mL) and EDTA tubes (5.7 mL). All ascites and blood samples were processed 
within four hours after sample collection, under pyrogen-free conditions. For antibody staining, 2 mL of ascitic 

Variable Cirrhosis (n = 63) Non-cirrhosis (n = 8)
Level of 

significance (p)
Age (years), mean ±  SD 59.5 ±  10.3 62.9 ±  17.4 0.233
Gender (male/female), n (%) 45/18 (71.4%/28.6%) 5/3 (62.5%/37.5%) 0.053
Etiology of cirrhosis, n (%) Not applicable
 Alcoholic 45 (71.4%)
 NASH 5 (7.9%)
 Cryptogenic 9 (14.3%)
 Others 4 (6.3%)
Cause of ascites (non- cirrhosis), n (%) Not applicable
 Malignant 6 (75%)
 Cardiogenic 1 (12.5%)
 Acute BCS 1 (12.5%)
Bilirubin (µ mol/L), median (range) 29.6 (4–541) 10.4 (3.6–20.9) 0.0001
Albumin (g/L), median (range) 31.9 (13.9–49.5) 33.1 (25.9–54.5) 0.499
INR, median (range) 1.5 (0.9–3.5) 1.1 (0.9–1.53) 0.012
Serum creatinine (µ mol/L), median (range) 106 (41–389) 78 (31–107) 0.018
GFR (ml/min), median (range) 60 (10–119) 67 (51–107) 0.483
Thrombocyte count (exp9/L), median (range) 86.5 (29–332) 320 (127–474) 0.001
White blood cell count (exp9/L), median (range) 5.8 (2.9–30.3) 7.05 (2.4–12.6) 0.617
Haemoglobin (mmol/L), median (range) 6.6 (4–9) 6.1 (5.1–7.6) 0.859
C-reactive protein (mg/dL), median (range) 18.9 (1.01–140.31) 16.2 (9.2–125) 0.986
Total protein content blood (g/L), median (range) 63.1 (44.1–78.8) 64 (53.5–64.3) 0.635
Total protein content ascites (g/L), median (range) 13.2 (0–58.4) 23.6 (21.4–46) 0.001
Ascites leukocyte count (/mm3), median (range) 210 (0–1744) 346.5 (148–2715) 0.036

Table 1.  Patient characteristics at baseline paracentesis. Categorical data is displayed as absolute and 
relative values and metric data as mean ±  standard deviation or median (range), as appropriate. NASH =  non-
alcoholic steatohepatitis. BCS =  Budd-Chiari syndrome. GFR =  glomerular filtration rate. INR =  international 
normalised ratio. SD =  standard deviation.
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fluid was poured into Eppendorf tubes (1 mL each). In preparation for flow cytometry and neutrophil function 
tests, the remaining 38 mL of ascitic fluid was centrifuged in a 50 mL tube at 500 ×  g for five minutes at room 
temperature. The neutrophil-containing pellet was re-suspended with 1.5 mL of ascites’ supernatant and used for 
the neutrophil function tests. The remaining ascites; supernatant was stored at − 80 °C. The heparinised blood was 
processed for neutrophil function tests without prior preparation. The following steps were the same for blood 
and ascitic fluid (hereafter referred to as test substances).

Flow cytometry. Each test substance was analysed by flow cytometry using FACS CantoII DiVa software 
(BD Bioscience, New Jersey, USA), in order to identify neutrophils and perform neutrophil function tests (see 
Fig. 6). As flow cytometry in ascites is not established, the presence of neutrophils was confirmed by labelling 
with antibodies against CD14 (BV510; Clone: MfP9; BD Horizon), CD16 (V450; Clone: 3G8; BD Horizon), CD45 
(PerCP; Clone: 2D1; BD Bioscience), CD282 (APC; Clone: TL2.1; eBioscience), CD284 (PE-Cy7; Clone: HTA125; 
eBioscience) and CD62L (APC-Cy7; Clone: DREG-56; BioLegend), antigens that are typically located on neu-
trophil granulocytes, in the first 26 patients (see Supplementary Figures 1 and 2). In total, 2.5 µ L of CD14, 2.5 µ 
L of CD16, 5 µ L of CD45, 5 µ L of CD282, 5 µ L of CD284 and 10 µ L of CD62L were added to 100 µ L of the test 
substance and incubated for 15 minutes, while being protected from light, at room temperature. Intact immune 
cell subtypes were gated and identified by their characteristic forward and sideward scatter. For neutrophil func-
tion tests, cell viability could be determined by using propidium iodide, which binds to the DNA of non-viable 
cells. The latter, as well as artefacts, could be excluded by setting a live gate at the propidium iodide histogram. 

Figure 6. Flow cytometric analyses of phagocytosis and oxidative burst in neutrophils of patients with 
cirrhosis. Analysis of the neutrophils’ granulocyte functions by phagocytosis and oxidative burst in peripheral 
blood (A–H) and ascites (I–S). Neutrophils’ granulocytes were separated from peripheral blood (A,E) and 
ascites (I,O) by FSC vs. SSC and additionally characterised by surface staining with CD14 BV510 and CD16 
V450 with (F,P) and without (B,K) stimulation with fluorescent E. coli. In peripheral blood, the expression of 
CD14 increased after stimulation (F) in contrast to neutrophils’ granulocytes in ascites (P), when both were 
compared to controls without stimulation (B,K). The analysis of phagocytosis and oxidative burst revealed 
a normal activity in peripheral blood’s neutrophils’ granulocytes (G,H), in contrast to a strongly attenuated 
activity in ascites’ neutrophils’ granulocytes (R,S), when both were compared to controls without stimulation 
(C,D,L,M). (A–D) Whole unstimulated blood. (E–H) Whole blood stimulated with fluorescent E. coli. (I–M) 
Ascites unstimulated. (O–S) Ascites stimulated with fluorescent E. coli.
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Thereafter, flow cytometry for phagocytosis and oxidative burst tests was performed as described in the following 
section. For the function tests, neutrophils were labelled with CD14 and CD16 antibodies (see Fig. 6).

In vitro neutrophil function tests. Phagocytosis. The phagocytosis test was performed using the 
Phagotest test kit (Orpegen Pharma, Heidelberg, Germany), which contains fluorescein isothiocyanate 
(FITC)-labelled, opsonised and inactivated E. coli bacteria; samples were subsequently analysed by flow cytome-
try (see Fig. 6). In brief, each test substance was poured into two tubes, one for the phagocytosis test (100 µ L) and 
one for the controls (100 µ L), and cooled on ice for 10 minutes. Thereafter, 20 µ L of Phagotest reagents (E. coli bac-
teria) were added to the test tubes and incubated in a shaking water bath at 37 °C for 10 minutes. The control tube 
remained on ice. Phagocytosis was stopped after 10 minutes with 100 µ L of quenching suspension. All samples 
were washed twice in 3 mL of washing solution, before being centrifuged at 500 ×  g for 5 minutes. The supernatant 
was discarded. The remaining pellet was then re-suspended in 2 mL of erythrocyte lysis buffer and subsequently 
incubated in darkness at room temperature for 20 minutes. After centrifugation at 500 ×  g for 5 minutes, the 
supernatant containing the lysed erythrocytes was again discarded. In order to identify viable neutrophils, the 
pellet was re-suspended in 200 µ L of DNA staining solution (propidium iodide (PI)). Flow cytometry analysis was 
performed within one hour. During this period, samples remained on ice in darkness.

Oxidative burst. Phagoburst (Orpegen Pharma, Heidelberg, Germany) contains unlabelled, opsonised E. coli 
bacteria and was used to quantify neutrophil oxidative burst (see Fig. 6). For sample preparation, 100 µ L of each 
test substance was decanted into three tubes for the oxidative burst test, as well as for a negative and positive 
control. Tubes were cooled on ice for 10 minutes. 20 µ L each of unlabelled, opsonised E. coli for the oxidative 
burst test, a washing buffer for the negative control, and PMA solution (phorbol 12-myristate 13-acetate) for the 
positive control were added to the respective tubes containing 100 µ L of the test substance, and incubated at 37 °C 
in a shaking water bath for 10 minutes. Thereafter, 20 µ L of the burst substrate (DHR123) was added to each tube, 
before they were incubated again at 37 °C in a shaking water bath for 10 minutes. The next steps, consisting of 
erythrocyte lysis and DNA staining, corresponded to the phagocytosis test and were described previously.

In vitro neutrophil function test after incubation with autologous plasma. We hypothesised that 
environmental factors play a major role with respect to neutrophil function in ascitic fluid. Accordingly, we mod-
ified the environmental conditions in vitro and subsequently repeated the neutrophil function tests in the last 
19 patients (cirrhotic ascites n =  16, non-cirrhotic ascites n =  3). For this purpose, patients’ ascites’ neutrophils 
were incubated with autologous plasma. Heparinised blood was centrifuged at 2000 ×  g at room temperature for 
5 minutes. 300 µ L of the resulting plasma (supernatant) was mixed with 300 µ L of the re-suspended ascites pellet. 
Following this, the phagocytosis and oxidative burst tests were performed as previously described.

Statistical analysis
Statistical analysis was performed using SPSS 22 software (SPSS Inc., Chicago, IL). Categorical variables were 
displayed as percentages or frequencies, and continuous variables as mean ±  standard deviation or median 
and range, as appropriate. A two-sided p-value of <  0.05 was considered statistically significant. Comparison 
of unpaired samples was performed by Mann-Whitney U test in the case of continuous data and by Chi-square 
test for discrete data. Paired samples were compared by Wilcoxon signed rank test. For correlation analysis, the 
Spearman-Rho coefficient was calculated and a correlation coefficient of r >  0.5 was considered relevant.
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Exemplary flow cytometric characterization of granulocytes (A, red color) in 

peripheral blood by surface markers typically located on granulocytes: CD45 (B), 

CD14 (C, only on activated granulocytes), CD16 (D), CD284 (E), CD282 (F) and 

CD62L (G). Especially staining with CD14 (C) and CD16 (D) can be used to 

differentiate granulocytes from lymphocytes (A, green color) and monocytes (A, blue 

color).  
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Supplementary Figure 2: 
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Exemplary flow cytometric characterization of granulocytes (A, red color) in ascites 

by surface markers typically located on granulocytes: CD45 (B), CD14 (C, only on 

activated granulocytes), CD16 (D), CD284 (E), CD282 (F) and CD62L (G). Especially 

staining with CD14 (C) and CD16 (D) can be used to differentiate granulocytes from 

lymphocytes (A, green color) and monocytes (A, blue color).  
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Supplementary Figure 3: 
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Correlation between phagocytic rate in ascites neutrophils and systemic factors:  A) 

age, B) body weight, C) Child-Pugh-Score, D) MELD, E) WBC count, F) CrP.  
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Supplementary Figure 4: 
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Correlation between oxidative burst rate in ascites neutrophils and systemic factors:  

A) age, B) body weight, C) Child-Pugh-Score, D) MELD, E) WBC count, F) CrP.  
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Tables 

Supplementary Table 1: Influence of drugs on the phagocytic rate and oxidative burst 

rate of ascites neutrophils 

Drug Phagocytic rate 

(%), median 

(range) 

Level of 

significance 

(p) 

Oxidative burst 

rate (%), median 

(range) 

Level of 

significance 

(p) 

Proton pump inhibitors 

(administration vs. no 

administration) 

46.5 (0.4-97.3) 

vs. 52.1 (0.5-

94.8) 

0.824 17.3 (0.3-96.7) vs. 

28.7 (0.5-81.6) 

0.33 

Antibiotic prophylaxis 

(administration vs. no 

administration) 

38.2 (0.4-78.9) 

vs. 55.15 (0.5-

97.3) 

0.117 11.1 (0.3-98.2) vs. 

28.45 (0.3-96.7) 

0.614 

Beta blocker 

(administration vs. no 

administration) 

51 (0.4-90) vs. 

49.9 (0.5-97.3) 

0.948 11 (0.3-92.7) vs. 

31.6 (0.4-96.7) 

0.065 

Diuretics (administration 

vs. no administration) 

43.1 (0.4-96.3) 

vs.  58.5 (0.5-

97.3 

0.233 15.7 (0.3-96.7) vs. 

28.5 (0.5-89.2) 

0.291 

Lactulose (administration 

vs. no administration) 

44.5 (0.4-78.5) 

vs. 55.15 (0.5-

97.3) 

0.14 14.1 (0.3-89.2) vs. 

29.4 (0.3-96.7) 

0.249 

Human albumin 

(administration vs. no 

administration) 

46.5 (0.4-96.3) 

vs. 53.8 (0.5-

97.3) 

0.574 23.9 (0.3-96.7) vs. 

35 (0.4-81.2) 

0.773 
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Supplementary Table 2: Correlation between phagocytic rate and oxidative burst rate 

of blood neutrophils and systemic factors.  

 

 

Factor Phagocytic rate  (r) Level of 

significance (p) 

Oxidative burst 

rate (r) 

Level of 

significance (p) 

Age (years) 0.032 0.808 -0.028 0.829 

Body weight (kg) 0.217 0.217 -0.32 0.061 

Child-Pugh score -0.057 0.659 -0.102 0.428 

MELD score -0.225 0.079 -0.278 0.028 

WBC (exp9/L) -0.185 0.149 -0.27 0.032 

CrP (mg/dL) -0.057 0.714 -0.34 0.022 

Serum protein 

(mg/L) 

0.076 0.699 0.036 0.856 

Serum albumin 

(g/L) 

0.094 0.468 -0.149 0.253 

WBC	–	White	blood	cell	count	

CrP	-	C-reactive	protein	
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Patienten mit einer dekompensierten Leberzirrhose besitzen ein hohes Risiko 

bakterielle Infektionen zu entwickeln. Besonders häufig kommt es dabei zu 

einer spontan bakteriellen Peritonitis, wobei die Letalität bis heute noch immer 

bei bis zu 50 % liegt. Ein wesentlicher Grund für das generelle Infektionsrisiko 

besteht in der Zirrhose-assoziierten systemischen Immunparalyse als Folge 

einer andauernden Immunstimulation. Es ist allerdings ungeklärt warum bei 
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Patienten mit Leberzirrhose die SBP die häufigste Infektion ist, wohingegen 

Patienten mit malignem Aszites dafür nicht empfänglich sind. Daher war das 

Ziel dieser Arbeit, die Funktionseinschränkung von PMNs im Aszites von 

Patienten mit Leberzirrhose zu evaluieren und dafür die Fähigkeit zur 

Phagozytose und stimuliertem oxidativen Burst in Aszites- und 

korrespondierenden Blutproben zu untersuchen. 

 

Von insgesamt 71 Patienten mit Aszites, darunter 63 mit einer dekompensierten 

Zirrhose und 8 mit Aszites ohne eine zugrundeliegende Zirrhose 

(Kontrollgruppe), wurden Aszites- und Blutproben gesammelt. Die Evaluierung 

der Neutrophilenfunktion in vitro umfasste die durchflusszytometrische Messung 

der Phagozytose und des oxidativen Bursts beider Proben nach vorheriger 

Stimulation mit opsonierten E. coli Bakterien aus dem entsprechenden Testkit. 

Außerdem wurden die Aszites-Neutrophile der letzten 19 Patienten 

(zirrhotischer Aszites n = 16, nicht-zirrhotischer Aszites n = 3) mit autologem 

Plasma inkubiert und die Funktionstests wiederholt, um somit den Einfluss von 

Umgebungsfaktoren zu untersuchen.  

Die statistische Auswertung erfolgte unter Verwendung der Software SPSS 22. 

Ein zweiseitiger p-Wert von < 0,05 wurde als statistisch signifikant betrachtet. 

Der Vergleich ungepaarter Stichproben wurde im Falle kontinuierlicher Daten 

mit dem Mann-Whitney U Test durchgeführt, bei diskreten Daten wurde der Chi-

Quadrat-Test verwendet. Der Vergleich gepaarter Stichproben erfolgte mittels 

des Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Tests. Außerdem wurde eine 

Korrelationsanalyse unter Kalkulation des Rangkorrelationskoeffizienten nach 

Spearman ausgeführt, wobei ein Korrelationskoeffizient von r > 0,5 als 

signifikant galt. 

Verglichen mit den entsprechenden Blut-PMNs zeigten die PMNs aus dem 

Aszites eine deutliche Funktionseinschränkung in der Phagozytose und dem 

oxidativen Burst. Im Vergleich zu anderen Studien stellten wir kaum eine 

Funktionseinschränkung der PMNs des Blutes fest. Dies mag der 

Patientenkohorte geschuldet sein, da Patienten mit starker 

Leberfunktionsstörung (MELD-Score > 15 und/oder Child-Pugh Klasse C) 

geringer vertreten waren. Bei isolierter Betrachtung dieser Patienten konnte 
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hingegen ein signifikant verminderter oxidativer Burst verzeichnet werden.  

Interessanterweise war die Spannweite der Phagozytose und des oxidativen 

Bursts der Aszites-PMNs viel größer als die Spannweite der Blut-PMNs. 

Obwohl bekannt ist, dass die Funktion der PMNs von dem Stadium der 

Leberinsuffizienz, dem systemischen Inflammationsgrad und dem Alter 

abhängt, ergab sich kein Zusammenhang dieser Faktoren mit der Spannweite 

im Aszites. Dies führte uns zu der Hypothese, dass es im Peritoneum spezielle 

Faktoren geben muss, die für die ortsspezifischen Unterschiede im Blut und 

Aszites verantwortlich sind. 

Da die Aszitesursache (zirrhotisch oder nicht-zirrhotisch), der Proteingehalt und 

die Leukozytenzahl im Aszites bekannte Prädiktoren für das Risiko einer SBP 

sind, analysierten wir unsere Ergebnisse auch dahingehend. Dabei zeigten die 

PMNs von Patienten mit nicht-zirrhotisch bedingtem Aszites eine höhere 

Phagozytoserate als PMNs von Patienten mit zirrhotisch bedingtem Aszites. Die 

beiden Gruppen (zirrhotischer und nicht-zirrhotischer Aszites) unterschieden 

sich außerdem deutlich hinsichtlich des Proteingehalts in der Aszitesflüssigkeit, 

welcher auch hier signifikant höher in der nicht-zirrhotischen Patientengruppe 

war. Ein direkter Zusammenhang zwischen dem Proteingehalt im Aszites und 

der Funktion der PMNs konnte jedoch nicht festgestellt werden. Im Gegensatz 

dazu zeigte die Anzahl der Leukozyten im Aszites einen geringen aber dennoch 

signifikanten Einfluss auf die PMN-Funktion im Aszites, wobei der oxidative 

Burst bei einer hohen Leukozytenzahl vermindert war. 

Da die Funktion der PMNs im Blut nicht vermindert war und diese Immunzellen 

sich an ihre Umgebung anpassen können, vermuteten wir, dass sich die 

Funktion der Aszites-PMNs nach in vitro Inkubation mit autologem 

Patientenplasma verbessern könnte. Tatsächlich verbesserten sich sowohl die 

Phagozytose, als auch der oxidative Burst durch diese 

Umgebungsveränderung. 

Mit dieser Studie konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass die Funktion von 

PMNs im Aszites verglichen mit den dazugehörigen PMNs im Blut deutlich 

vermindert ist. Dies könnte eine Erklärung der hohen Anfälligkeit für eine SBP 

bei Patienten mit Leberzirrhose sein. Die Funktionsverbesserung nach 

Inkubation mit autologem Patientenplasma zeigt jedoch, dass dies kein 

irreversibel veränderter Zustand ist. Zudem lässt die große Spanne der 
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Ergebnisse von den Funktionstests der PMNs im Aszites darauf schließen, 

dass die Funktion sowohl von stimulierenden als auch von inhibierenden 

Faktoren abhängig ist. In weiteren Studien müssen diese genauer definiert 

werden, da dies insbesondere für die Prävention und Behandlung einer SBP 

von Interesse sein könnte. 
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