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Zusammenfassung

Hintergrund: Die Lebertransplantation stellt den einzigen kurativen Therapieansatz bei
terminalen Lebererkrankungen dar. Trotzdem gelingt es nicht, alle Patient:innen suffizient
mit einem Transplantat zu versorgen. Neben einer geringen Spenderzahl spielt die Qua-
litat der zur Verfugung stehenden Organe eine entscheidende Rolle. Dabei werden viele
Lebern aufgrund des Spenderalters abgelehnt, wobei unklar bleibt inwiefern das chrono-
logische Alter der Spender:innen mit dem biologischen Alter der Leber gleichzusetzen ist.
Die aktuell in klinischer Einfliihrung befindliche normotherme Maschinenperfusion (NMP)
konnte hier eine Moéglichkeit zur Organevaluation vor Transplantation darstellen.
Methodik: Zur Identifizierung méglicher Qualitatskriterien alter Spenderorgane wurden
24 Lebern von 3 und 12 Monate alten Sprague Dawley Ratten mithilfe eines proprietaren
Kleintier-NMP-Systems verglichen. Neben etablierten Bewertungsparametern, wie die
der klinischen Chemie, Makroskopie und Histologie, wurden ebenfalls Proteomanalysen,
von sowohl der Galle wie auch dem Lebergewebe analysiert.

Ergebnisse: Die Perfusionsdriicke befanden sich tber die gesamte Perfusion im Refe-
renzbereich und unterschieden sich nicht zwischen den Altersgruppen. Makroskopisch
und mikroskopisch zeigte sich nach Perfusion und Spulung vitales Lebergewebe. Wah-
rend der Perfusion hatten beide Altersgruppen eine suffiziente Laktatclearance von 59,5
mmol/l auf 17 mmol/l sowie eine kontinuierliche Galleproduktion (614 mg/h). Bei einem
Median von 8,17 unterschied sich der pH der Galle in den Gruppen nicht signifikant
(p=0,22). Die Laktat-Dehydrogenase (LDH) der Galle und Alanin-Aminotransferase (ALT)
zeigten in den gealterten Organen nach 6 Stunden Perfusion hohere Werte (LDH: 295
mU/ml vs. 69 mU/ml, p=0,007, ALT: 272U/l vs. 200 U/l; p=0,11). In der Galle von gealter-
ten Organen waren mehr Proteine exprimiert (n= 114 vs. 69). Unter anderem war die
Superoxiddismutase starker exprimiert. In der Gene-Ontology Analyse der Lebergewebs-
proteine, waren Pathways, welche mit der zellularen Entgiftung und der Oxidoreduktase-
Aktivitat in Verbindung stehen in alteren Lebertransplantaten starker exprimiert.
Diskussion: Altere Lebern zeigten in konventionell gemessenen Viabilitatsparametern
keine relevanten Unterschiede zu jungeren Organen. Auf Proteinebene zeigten sich je-
doch deutliche Unterschiede hinsichtlich der charakteristischen Expression von Proteinen
der Zellschadigung. Die Beeinflussung von Proteinen der zellularen Entgiftung und der
Oxidoreduktase-Aktivitat sollte das zukinftige Ziel sein, um altere Organe zur Lebertrans-

plantation nutzbar zu machen.



Abstract

Background: Liver transplantation represents the only curative treatment option for ter-
minal liver diseases. However, it has not yet been possible to sufficiently provide all pa-
tients with a transplant. In addition to the limited number of donors, the quality of the
available organs plays a crucial role. Many livers are rejected due to the donor's age, but
it remains unclear to what extent chronological age of the donors equates to biological
age of the liver. Normothermic machine perfusion (NMP) could provide a method for or-
gan evaluation before transplantation.

Methodology: To identify potential quality criteria for older donor organs, 24 livers from
3- and 12-month-old Sprague Dawley rats were compared using a proprietary small ani-
mal NMP system. In addition to established evaluation parameters such as clinical chem-
istry, macroscopic and histological analysis, proteomic analyses of both bile and liver tis-
sue were also conducted.

Results: The arterial and venous parameters remained within the reference range
throughout the 6-hour perfusion and did not differ between the age groups. Macroscopi-
cally and microscopically, vital liver tissue was observed after perfusion and flushing. Both
age groups demonstrated sufficient lactate clearance during perfusion, reducing from
59.5 mmol/l to 17 mmol/l, as well as continuous bile production (614 mg/h). The median
pH of the bile was 8.17 and did not differ significantly between the groups (p=0.22). The
LDH measurement in the bile showed a significant increase in the older organs after 6
hours of perfusion (295 mU/ml vs. 69 mU/ml, p=0.007). Alanine aminotransferase showed
a slight increase in the 12-month-old group compared to the 3-month-old group after 6
hours of perfusion (200 U/l vs. 272 U/l; p=0.11). The proteomic analyses of bile samples
revealed significantly increased protein expression in older organs, including a stronger
expression of superoxide dismutase. Gene ontology analysis of liver tissue proteins
showed that pathways related to cellular detoxification and oxidoreductase activity were
more strongly expressed in older liver transplants.

Discussion: Older livers did not show relevant differences in conventionally measured
viability parameters compared to younger organs. However, significant differences were
observed at the protein level concerning the characteristic expression of cell damage
markers. Therefore, future projects should consider interventions addressing cellular de-
toxification and oxidoreductase activity, to potentially increase the transplantability of

aged livers.



Einleitung 3

1 EinfUhrung

1.1 Die Lebertransplantation in Deutschland

Die Lebertransplantation ist die Therapie der Wahl bei terminalen Lebererkrankungen
und trotz technischer Bemuhungen zur Entwicklung von Leberersatzverfahren, oft alter-
nativios. Trotz der Relevanz, als einzig kurativer Therapieansatz, ist die Anzahl an Le-
bertransplantationen in den Jahren von 2012 bis 2022 um 31% zuriickgegangen. Ahnlich
verhielt es sich mit den in Deutschland umgesetzten Organspenden, welche in der Zeit

um knapp 27 % gesunken sind (Abb. 1).
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Abbildung 1: Darstellung der postmortalen Lebertransplantationen und Leberspenden in den Jahren 2012 bis 2022

sowie der prozentuale Riickgang von 2012 bis 2022 (Rlckgang: postmortale Lebertransplantationen 31%, postmor-
tale Leberspender 27%). (Eigene Darstellung: Maximilian Zimmer)

Somit verstarben im Jahr 2022 284 Menschen aufgrund eines fehlenden Organs auf der
Warteliste (1). Um den bestehenden Bedarf an Lebertransplantationen zu decken, insbe-
sondere vor dem Hintergrund einer Zustimmungslésung zur Organspende und rtcklaufi-
ger Spenderzahlen, mussen daher die vorhandenen Organe effektiv genutzt werden.
Wahrend Leberlebendspenden nur einen kleinen Anteil an Transplantationen darstellen

und Organspenden nach Herztod (donation after circulatory death, DCD) aus rechtlichen
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Grinden in Deutschland nicht erlaubt sind, werden bis zu 75 % der Lebertransplantatio-
nen mit sogenannten extended criteria donor (ECD)-Organen durchgefuhrt (2, 3). Eine
international einheitliche Definition fir ECD-Organe existiert aktuell nicht, dennoch gelten
Kriterien, wie der lange Aufenthalt auf der Intensivstation, Adipositas beziehungsweise
Steatosis hepatis, erhdhte laborchemische Leberzellschadigungsparameter, als auch
das Spenderalter als Merkmale eines ECD-Organs. Trotz ihres beachtlichen Anteils am
Spenderpool sind ECD-Kriterien, wie das Spenderalter, nur z.T. mit vermehrtem Auftre-
ten von primarer Nichtfunktion, friher Minderfunktion sowie einem hdheren Re-Trans-
plantationsbedarf und Ischamie-Reperfusionsschadens assoziiert (4-6). Die zugrundelie-

genden Pathomechanismen bleiben jedoch unklar.

1.2 Die Bedeutung des Spenderalters im Rahmen der Lebertransplantation

Die deutsche Gesellschaft altert kontinuierlich. Einerseits durch eine steigende Lebens-
erwartung, andererseits durch eine Verschiebung von geburtenstarken Jahrgangen. So
sind im Jahr 2022 bereits 22 % der Deutschen Uber 65 Jahre alt, verglichen mit 15 % im
Jahr 1991 (7). Diese Entwicklung zeichnet sich ebenfalls Im Kontext der Lebertransplan-
tation ab. Wahrend das mediane Alter von Organspendern im Eurotransplant-Raum im
Jahr 2013 noch 53 Jahre betrug, lag dieses im Jahr 2023 bei 56 Jahren (8, 9). Ein Viertel
der gespendeten und transplantierten Leber stammen von Spender:innen Uber 65 (3).
Damit stellt das Spenderalter das hauptsachliche ECD-Kriterium dar. Das fortgeschrit-
tene Alter beeinflusst, neben morphologischen Verdnderungen, wie die der Leberatro-
phie, auch auf verschiedenen Ebenen die Funktionalitat des Organs. So sind Einschran-
kungen in dem Metabolismus, beispielsweise durch eine verminderte Cytochrom P450-
Aktivitat, eine geringere Leberregeneration und auch eine verminderte Immunfunktion mit
einem gealterten Organ assoziiert (10, 11). Auch sind gealterte Organe mit einer gerin-
geren DNA-Reparaturkapazitat und hoherer Anfalligkeit gegeniber DNA-Schaden asso-
ziiert (12, 13). Diese Einschrankungen in der Funktionalitat sind im Kontext der Leber-
transplantation relevant, insbesondere da der Ischdmie-Reperfusionsschaden (IRI), wel-
cher einen wesentlichen Einfluss auf den Transplantationserfolg hat, auf der Schadigung
durch hochreaktive, zytotoxische Sauerstoffradikale basiert (14). Wahrend jedoch Einig-
keit dartber herrscht, dass das Alter einen Einfluss auf die Organqualitat hat, ist die De-
finition eines alten Organs im Sinne der ECD weniger einheitlich. Eurotransplant definiert

ein Spenderalter > 65 Jahren als ECD, wéhrend der Grenzwert international variiert. So
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setzt die Stanford University School of Medicine den Grenzwert bei 70 Jahren (15). Diese
Uneinheitlichkeit in der Definition ist Ausdruck fur die Herausforderung, eine funktionelle
Aquivalenz fiir das Alter als Parameter festzulegen. Denn obwohl &ltere Transplantate
ein héheres Risiko fur Transplantatfehlfunktionen, vaskulare Komplikationen und die Not-
wendigkeit einer Re-Transplantation mit sich bringen, zeigen aktuelle Studien, dass es
maoglich ist, dltere Organe mit &hnlichen Transplantationsergebnissen, wie mit jingeren
Spenderorganen, zu transplantieren (16-18). Dies weist darauf hin, dass das chronologi-
sche Alter eines Organs nicht mit der Organfunktionalitat selbst und dem biologischen
Alter korrelieren muss. Daher - insbesondere im Hinblick auf die alternde Gesellschaft
und steigende Lebenserwartung - ist eine individuelle und suffiziente Beurteilung eines
jeden Organs und dessen Funktionalitat fir bestmdgliche Ergebnisse der Organtrans-
plantation notwendig. Mithilfe der ex vivo normothermen Maschinenperfusion (NMP), wel-
che derzeit zur prazisen Evaluierung von Lebern erforscht wird, steht eine effiziente und
kliniknahe Methodik zur Verfugung (19).

1.3 Maschinenperfusionssysteme als Kreislauf-Mimikry

Im Rahmen der Lebertransplantation werden die Spenderorgane nach der Entnahme
konventionell kiihl gelagert (static cold storage, SCS). Dafiir werden die Organe in einer
Organtransportbox aus Styropor gelagert und durch in der Box befindliches Eis gekuhlt
(Abbildung 2). Durch diese Form der Organkonservierung, fur den Transport bis zur
schlussendlichen Transplantation, kommt es durch die Abkihlung zum Energie- und Sau-
erstoffmangel, welcher wiederum zur Schadigung des Organs fuhrt (20, 21). Bei der
Transplantation kommt es durch die Akkumulation von Schadstoffen wahrend der Lage-
rungsphase zu Reoxygenierungsschaden und Wiedererwdrmungsschaden (21). Neben
den organschadigenden Einflissen der SCS geht eine verlangerte kalte Ischamiezeit mit
einem schlechteren Patienten- und Transplantatiiberleben einher (22). Daher wird ver-
sucht die kalte Ischamiezeit moglichst gering zu halten und unter 8 Stunden zu bewahren.
Durch diese zeitliche Limitation entstehen logistische und organisatorische Hirden, so-
dass Organe z.T. abgelehnt werden mussen. Eine Alternative dieser konventionellen
Kaltlagerung stellt die ex vivo Maschinenperfusion dar. Hierbei wird das Organ in einem
System angeschlossen, in welchem abhangig von der Temperatur ein Fluss mit Erythro-
zyten supplementiertem Perfusat herrscht und das Organ mit Sauerstoff, Nahrstoffen und

Medikamenten versorgt wird. Diese Maschinenperfusionssysteme als Kreislauf-Mimikry



Einleitung 6

lassen sich, abhangig von der vorherrschenden Temperatur, in hypotherme, sub-
normotherme und normotherme Modelle unterscheiden. Wahrend bei der hypothermen
Maschinenperfusion eine Temperatur von 0 - 8 °C angestrebt wird, liegt diese bei der
subnormothermen bei 20 - 34 °C und bei der normothermen Maschinenperfusion (NMP)
bei 37 °C. Neben der Temperatur kbnnen auch andere relevante Parameter beobachtet,
kontrolliert und beeinflusst werden. Ziel ist es, die Organqualitat zu erhalten, eine bessere
Beurteilung der Organe zu ermoglichen und einen Behandlungsansatz darzustellen. Die
Studie von Mugaanyi et al. lasst darauf schlie3en, dass die Maschinenperfusion, im Ver-
gleich zur SCS, bessere Transplantat- und Patiententiberleben vorweist (23). Speziell die
NMP bietet den Vorteil einer Qualitatsbeurteilung und die Mdglichkeit einer potenziellen
Rekonditionierung von ECD-Organen (20, 23). Des Weiteren zeigt sich in der randomi-
siert-kontrollierten Studie von Nasralla et al., dass die NMP gegentber der konventionel-
len Kaltlagerung ein geringeres Risiko eines Post-Reperfusions-Syndroms sowie einer
frihen Minderfunktion aufweist. Ebenfalls konnten in der NMP zu 49 % geringere Aspar-
tat-Aminotransferase (AST)-Spitzen beobachtet werden (19). Da sowohl die AST-Spitzen
wie auch die frihe Minderfunktion mit der Retransplantationsrate und dem Ergebnis nach
Lebertransplantation zusammenhangen, sind diese Resultate von klinischer Bedeutung
(24, 25). Im Hinblick auf die gezielte Behandlung der Organe werden Mdglichkeiten der
extrakorporalen Behandlung von Organen mit evaluiert. So existieren beispielsweise
pharmakologische Versuchsansatze, verfettete Lebern im Rahmen der NMP zu entfetten
(26). Dies kénnen Lésungsanséatze sein, die Organqualitat kiinftig zu verbessern und so-
mit zu einem besseren Ergebnis nach Lebertransplantation zu fuhren. Lebern, welche
bislang fur die Transplantation verworfen wurden, kdnnten so, durch diese Rekonditio-
nierung, doch transplantiert werden und damit die Spenderpopulation erweitern. Neben
den bisher genannten Vorteilen fur das Transplantationsergebnis stellt die NMP auch im
Hinblick auf organisatorische und logistische Aspekte Vorzlge dar. Zeitliche Limitationen,
wie die der kalten Ischamiezeit, lieBen sich umgehen. Somit kbnnte die Lebertransplan-
tation, welche ein bisheriges Notfallverfahren darstellte, in einen im Tagesverlauf geplan-
ten Eingriff wechseln. Bral et al. hat bereits beschrieben, dass durch die NMP signifikant
mehr Eingriffe tagsiber moglich sind (27). Im Rahmen der Arbeit von Eshmuminov et al.

wurden, mithilfe der NMP, Perfusionszeitrdume von bis zu einer Woche erreicht (28).
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Abbildung 2: Gegenliiberstellung der konventionellen statischen Kaltlagerung mittels Styroporbox der Deutschen Stiftung
Organtransplantation und normothermer Maschinenperfusion, hier als Beispiel Liver Assist von XVIVO, Schweden. (Ei-
gene Darstellung: Maximilian Zimmer)

.. reperfusiong

ed‘-‘aﬁ\

7 \a
'ansplantations\og‘sﬁ

Abbildung 3: Vorteile der normothermen Maschinenperfusion (NMP) im Vergleich zur statischen Kaltlagerung.
(Eigene Darstellung: Maximilian Zimmer)
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1.4 Risiko-Scores in der Lebertransplantation

Im Rahmen der Lebertransplantation, als Hochrisikoeingriff, ist eine komplexe praopera-
tive Abwégung von entscheidender Bedeutung. Mithilfe von Spender- und Empfangerda-
ten sowie postoperativer Laborwerte wurden eine Vielzahl an Scores entwickelt. Wah-
rend sich der Endpunkt der meisten Scores nach dem Transplantatversagen oder dem
Verstreben des Patienten richtet, sind die Charakteristika, nach denen diese berechnet
werden, sehr variabel. Risiko-Scores, wie der Donor Risk Index (DRI) oder der Eurotrans-
plant Donor Risk Index (ET-DRI) stiitzen sich einzig auf Spenderangaben. Hingegen wer-
den bei Scores, wie der Balance of Risk Score (BAR) oder der D-MELD, sowohl Spender-
wie auch Empfangerdaten bertcksichtigt, um das Outcome zu bestimmen. Risikoscores,
welche mithilfe postoperativer Laborbefunde ein Risiko berechnen, sind zum Beispiel der
Early Allograft Failure Simplified Estimation (EASE) sowie der Liver Graft Assessment
Following Transplantation (L-GrAFT7). Im Rahmen der Arbeit von Moosburner et al. stell-
ten sich der EASE-Score sowie der L-GrAFTz als beste Pradiktoren heraus (29). Fur die
praoperative Einschatzung sind diese beiden Scores, aufgrund ihrer Notwendigkeit von
postoperativen Laborwerten, nicht nutzbar. Die genannten Scores, welche keine posto-
perativen Daten nutzen, weisen eine stark eingeschrankte Pradiktionsfahigkeit auf. Mit-
hilfe der NMP besteht die Moglichkeit, zukinftig auch praoperativ pradiktionsstarke
Scores zur Verfigung zu haben, indem zuverlassige Kriterien ermittelt und etabliert wer-

den.

1.5 Fragestellung

Die Lebertransplantation als einzig kurativer Therapieansatz bedarf einer maximalen
Ausschopfung vorhandener Organe, um die Behandlung méglichst vielen Menschen zu-
kommen zu lassen. Hierfur bietet es sich an, den Organpool durch bisher nicht genutzte
Organe zu erweitern. Bisherige Forschungsergebnisse zeigen auf, dass altere Organe
erfolgreich und mit &hnlichen klinischen Ergebnissen transplantiert werden kdnnen. Dies
zeigt, dass das chronologische Alter der Spender:innen nicht mit dem biologischen Alter
der Leber gleichzusetzen ist. Vielzahlige und diverse Risiko-Scores, welche bisher nur
eine begrenzte Einschatzung des Posttransplantationstiberlebens zulassen, deuten auf

noch ausbaufahige Parameter zur suffizienten Beurteilung hin.
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Es stellt sich die Frage, welche Lebern von alteren Spender:innen fir die Transplantation

geeignet sind und wie sich diese Qualitat messen lasst.

Ziel der Arbeit war es deshalb, wahrend der NMP spezifische Parameter zu finden, wel-
che die Qualitat eines durch Alterung geschadigten Organs vorhersagen, um diese fur

die zukiinftige Evaluation heranziehen zu kénnen.
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2 Methodik

2.1 Versuchstiere, Gruppeneinteilung und Alterung

Fur die Versuchsdurchfihrung wurden insgesamt 24 mannliche Ratten vom Typ Sprague
Dawley verwendet. Diese Tiere wurden von Janvier (Le Genest-Saint-Isle, Frankreich)
bezogen und im Rahmen der vom Landesamt fur Gesundheit und Soziales (LaGeSo)
genehmigten Versuchsantrdge T301/17 und G0218/20 verwendet. Im Zuge der Ver-
suchsplanung wurden vier Versuchsgruppen gebildet. Diese differenzierten sich zum ei-
nen im Alter der Tiere, wie auch in der Intervention, welche durchgefuhrt wurde. Die Tiere
wurden randomisiert ihren Gruppen zugeteilt und in den Forschungseinrichtungen fir Ex-
perimentelle Medizin bis zu ihrem vorhergesehenen Alter von 3, beziehungsweise 12
Monaten gehalten.

Tabelle 1: Gruppeneinteilung der Versuchstiere. (Eigene Darstellung: Maximilian Zimmer)

_ Tieralter _
Gruppenkurzel Intervention Tieranzahl
(Monate)
3C SCS 3 6
12C SCS 12 6
3NMP NMP 3 6
12NMP NMP 12 6

SCS = Static cold storage, NMP = Normotherme Maschinenperfusion

2.2 Entnahmeverfahren der Rattenlebern

Vor dem operativen Eingriff wurden die Tiere von aufl3eren Reizen abgeschirmt und ruhen
gelassen. Der Operationstisch wurde desinfiziert, das autoklavierte Instrumentarium so-
wie weiteres bendétigte Material wurden steril bereitgestellt. Wie bereits in der Arbeits-
gruppe beschrieben, wurden die Tiere gewichtsadaptiert analgesiert (30). Es folgte die
inhalative Narkose mit Isofluran (1 7 1,5 Vol.-%). Die Tiere wurden rasiert und gelagert,
das Eingriffsgebiet desinfiziert sowie steril abgedeckt. Vor Operationsbeginn wurde ein
Schmerzreiz gesetzt, um sich von der suffizienten Anasthesie zu vergewissern. Es folgte
eine halbovale Er6ffnung des Bauchraumes von der Symphyse des Tieres bis zum Rip-

penbogen, sodass die Bauchdecke kranial umgeklappt und mithilfe einer Klemme am
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Processus xiphoideus fixiert werden konnte. Die Leber wurde von ihren Ligamenten (Li-
gamentum falciforme, Ligamentum coronarium) abgesetzt und mobilisiert. Der Darm
wurde ausgelagert und in einer feuchten Kompresse fixiert. Der Gallengang wurde loka-
lisiert, mit einem Faden angeztigelt, mithilfe einer Fischmaulinzision er6ffnet und kanu-
liert. Die Arteria hepatica propria wurde nach proximal bis zur Aorta verfolgt und die Ar-
teria gastrica sowie die A. splenica im Verlauf ligiert. Die Vena cava inferior wurde mobi-
lisiert und es wurden 0,1 ml Heparin (500 I.E.) in 0,9 ml Ringer verdiinnt injiziert. Die
Injektionsstelle wurde abgeklemmt. Uber die Aorta abdominalis erfolgte die Blutentnahme
der Tiere. Im Anschluss wurde das Diaphragma eroffnet, die Aorta thoracica abgeklemmt
und Uber die Aorta abdominalis mit 20 ml einer Histidin-Tryptophan-Ketoglutarat (HTK)-
Losung, welche mit 12 mM Glycin versetzt wurde, gesplilt (31). Die Pfortader wurde eben-
falls kandliert und mit 20 ml der beschriebenen Lésung gespult. Fir die arterielle Kanu-
lierung wurde ein Aortenpatch angefertigt. Die Vv.osephageales wurden ligiert, die Leber
wurde von ihren restlichen Ligamenten geldst und in eine 4 °C und mit der oben beschrie-
benen HTK-LOsung geflillte sterile Organbox tberfuhrt. Mithilfe einer Feinwaage wurde

das Gewicht der Leber bestimmt.

2.3 Aufbau des Perfusionssystems

Im Rahmen der NMP wurde das Organ in einem sterilen Perfusionssystem eingebaut. Im
Mittelpunkt des Perfusionssystems stand die Perfusionskammer (Glas Galiner GmbH,
Oberhaching, Deutschland) in der sich das Organ befand. Hierbei trieb das Organ, im
Rahmen einer schwimmenden Lagerung, in der Perfusionslésung selbst, um mdgliche
Druckschaden durch die Lagerung zu minimieren. Gleichzeitig stellte die Kammer das
Reservoir des Perfusats dar (Abbildung 4, Abbildung 5). Das Perfusat basierte auf Dul-
beccos Modified Eagle Medium und war mit Rattenerythrozyten und Plasma substituiert.
Die detaillierte Zusammensetzung des Perfusats sowie Dialysats und Heparin-Perfusors
ist in Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden. dargestellt. Uber einen A
uslass am Boden der Kammer gelangte das Perfusat in den Kreislauf. Dieser Kreislauf
teilte sich in zwei Schenkel auf. Mithilfe einer flussgesteuerten Pumpe (Ismatec, Oak Har-
bour, WA, USA) wurde der Perfusionsfluss aufgebaut. Hierdurch wurde das Perfusat zum
Oxygenator (Radnoti LTD Dublin, Irland) beférdert. Mithilfe des Gasmischers (DASGIP
Eppendorf, Leipzig, Deutschland) konnte in diesem eine Sauerstoffkonzentration von 90

% erzeugt werden, um eine suffiziente Oxygenierung des Perfusats zu gewahrleisten.
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Dem nachgeschaltet war eine Blasenfalle, welche vor dem endgdltigen Zustrom in das
Organ Luftembolien verhinderte. Anschlie3end wurde der Perfusionsstrom mit einer wei-
teren Pumpe geteilt und mit gewichtsadaptierten Flissen je ein Zustrom fur die Pfortader
und die Arterie generiert. Der Pfortaderfluss entsprach 1 ml/min/g des Organgewichts.
Die arterielle Perfusion betrug 0,1 ml/min/g. Der Dialysekreislauf war dem Perfusions-
kreislauf parallel geschalten. Mithilfe einer Multikanalpumpe (Ismatec, Oak Harbour, WA,
USA) wurde das Dialysat sowie das Perfusat im Gegenstromprinzip Uber eine Dialyse-
kartusche (Spectrum Labs MidiKros 30 kDa, Gardena, USA) gepumpt. Das Perfusat
wurde im Anschluss zurtick in das in der Glaskammer befindliche Reservoir zuriickgelei-
tet. Drucksensoren (Hugo Sachs Electronics, March-Hugstetten, Deutschland), sowohl
vor dem Pfortader- wie auch Arterieneinstrom, ermdglichten eine kontinuierliche Kontrolle
der Druckverhéltnisse im Perfusionssystem. Diese wurden mithilfe der BDAS 2.0 Soft-
ware (Harvard Apparatus, Holliston, MA, USA) aufgezeichnet. Dreiwegehahne, welche
sich hinter dem Blutreservoir, dem Oxygenator und dem Dialysereservoir befanden, er-
laubten die Probeentnahme fir analytische Zwecke sowie die fakultative Gabe von Me-
tamizol. Die Metamizolgabe dient, wie in Claussen et al. bereits beschrieben, der Druck-
regulation im Kreislauf (30). Hierbei wurde bei Uberschreiten des arteriellen Grenzwertes
von 115 mmHg ein Metamizolbolus von 100 mg (0,2 ml) in den Kreislauf injiziert. Fur die
Probeentnahme des Perfusats und Dialysats befanden sich hinter dem Oxygenator, dem

Reservoir und dem Dialysatbehaltnis entsprechende Dreiwegeh&ahne.

Abbildung 4: Technische Darstellung des Perfusionskreislaufs; 1= Arterielle Probenentnahme, 2= Drucksensoren,
3= Heparinzufuhr, 4= Vendse Probenentnahme, 5= Dialysat. (Eigene Darstellung: Maximilian Zimmer)
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Abbildung 5: Bild des Perfusionsaufbaus. Oben rechts eine Detailaufnahme der Perfusionskammer mit Leber und
Kanilen. Grau 7 Pfortader, Gelb i Leberarterie, Weil 7 Gallengang, Orange i Ruckfluss aus dem Dialysekreislauf.
(Modifiziert nach Zimmer et al.. 2024)

2.4  Erhebung von biochemischen Laborparametern und Blutgasanalysen

Im Rahmen der Versuche wurden zu Beginn der Perfusion sowie zu jeder vollen Stunde
Proben des Perfusats sowie des Dialysats entnommen. Es wurden zu jedem Zeitpunkt
eine vendse und arterielle Probe sowie eine Dialysatprobe entnommen. Die Probemenge
entsprach circa 0,2 ml. Mithilfe eines Blutgasanalysegerats (ABL800 FLEX, Radiometer
GmbH, Berlin, Germany) wurden die Proben gemessen. Zusatzlich wurden zu den Zeit-
punkten des Anschlusses sowie drei und sechs Stunden nach Perfusionsbeginn Per-
fusat- und Dialysatproben entnommen. Die Perfusatproben wurden bei 10.000 rpm fur 10
min bei 4 °C zentrifugiert. Das Plasma wurde abpipettiert und im Labor Berlin - Charité
Vivantes GmbH analysiert. Es wurden die Parameter AST, Alanin-Aminotransferase

(ALT), Laktat-Dehydrogenase (LDH) sowie Bilirubin analysiert.
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2.5 Histologische Aufarbeitung der Leberpraparate

Im Anschluss der sechsstiindigen Perfusion wurde das Organ aus dem Perfusionskreis-
lauf entnommen und mit 20 ml 0,9-prozentiger Natriumchloridlésung gesptilt. Das Organ
und seine einzelnen Leberlappen wurden vorsichtig dargestellt. Fur die weitere Analytik
wurden von jedem Lappen mehrere Proben an standardisierten Stellen entnommen. Je
Leberlappen wurde eine Probe in Formalin in einer Histokinette fixiert. Weitere Gewebe-
proben wurden direkt mithilfe von Flussigstickstoff in Kryorohrchen tiefgefroren und an-
schlie3end bei -80 °C im Tiefkuhler konserviert. Die in Formalin fixierten Leberpréaparate
wurden in dieser Losung fur 24 bis 48 Stunden belassen. Im Anschluss wurde das Ge-
webe mithilfe einer Ethanol-Reihe das Gewebe entwéssert, entfettet und in Paraffin ein-
gebettet. Die in Paraffin eingebetteten Gewebeproben wurden fir die Gewebefarbungen
Hamatoxylin-Eosin (H.E.), Sirius Red und TdT-mediated dUTP-biotin nick end label-
ling (TUNEL) mit dem Mikrotom in 3um dinne Schnitte verarbeitet. Die Schnitte wurden
auf Objekttragern Ubertragen und entsprechend dem Versuch, des Leberlappens und ih-
rer Schnittdicke beschriftet. Die Schnittproben wurden licht- und temperaturgeschutzt in
entsprechenden Mappen gelagert.

Fur die Farbungen H.E., Sirius Red und TUNEL wurden die Schnitte zunachst mithilfe
von Xylol und einer absteigenden Ethanolreihe entparaffinisiert und hydriert. Fir die H.E.-
Farbung folgte die Farbung mit Hamatoxylin fir 10 Minuten, die Spilung mit lauwarmem
Leitungswasser und Gegenfarbung mit Eosin fur 30 Sekunden. Fur die Farbung von Kol-
lagen nutzten wir die Sirius Red-Farbung. Hierflir wurden die angefertigten Schnitte mit
Weigerts Hamatoxylin fur 8 Minuten gefarbt und mit Wasser fir 10 Minuten gespdlt. Im
Anschluss folgte die Farbung mit der Picro-sirius red Farbung (Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA) flr eine Stunde und eine kurze Spulung mit gesduertem Wasser. Es folgte eine
semiquantitative Beurteilung mithilfe der Software Fiji (Fiji Is Just ImageJ, ImageJ2) und
der Farbschwellen-Methode (32). Zum Nachweis apoptotischer Zellen wurde die TUNEL-
Methode verwendet. Hierfiir wurden die Schnitte zun&chst fir eine Minute in kochendem
0,1 M Citrat-Puffer eingetaucht und im Anschluss direkt in Phosphat-gepufferter Koch-
salzlésung (PBS) bei Raumtemperatur abgekuhlt. Anschliel3end wurden die Schnitte fur
30 Minuten in einer Lésung aus 0,1 M Tris-HCI mit 3 % BSA und 20 % fotalem Kalberse-

rum inkubiert. Im Anschluss erfolgte eine mehrfache Spulung der Schnitte mit PBS. Die
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Farbelésung wurde aufgetragen und die Schnitte wurden bei 37 °C in einer feuchten Um-
gebung fur 60 Minuten inkubiert. Zur Darstellung der Kerne wurde eine Gegenfarbung
mi t -Dlamidig-2-phenylindol (DAPI) durchgefuhrt. Im Anschluss wurden die angefarb-
ten Schnitte mit dem wassrigem Eindeckmittel Aquatex und Deckgléasern versiegelt. Die
Sudan-llI-Farbung als Fettfarbung wurde mithilfe von unfixierten Gefrierschnitten ange-
fertigt. Hierfir wurden die bei -80 °C gelagerten Gewebeproben mithilfe von einem Kryo-
stat-Mikrotom in 5 pm diinne Schnitte verarbeitet. Die Schnitte wurden 5 Minuten mit der
Sudan-IlI-Lésung (Morphisto GmbH, Offenbach am Main, Deutschland) gefarbt, kurz mit
Ethanol und destilliertem Wasser gespult und anschlieRend mit Hamatoxylin gefarbt. Es
folgte ein 10-minitiges Blauen mit Leitungswasser und das Eindecken mit dem wasser-
|6slichen Aquatex. Fur die Triglycerid-Farbung wurden ebenfalls Gefrierschnitte verwen-
det. Hierfur nutzten wir ein standardisiertes Farbe-Kit (Freies Glycerin- und Triglyceridre-
agenz, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) und befolgten die Anweisungen des Herstellers.
Die Schnittbilder wurden unter Verwendung eines Zeiss Axio Observer Z1 Mikroskops
mit einer AxioCam 1Cc5 fur die H.E.-, Sirius Red- und Sudan-IlI-Farbung aufgenommen.
Fur die immunhistochemische Farbung wurde die AxioCam 506 mono verwendet. An-
schlieBend wurden die erstellten Bilder unter Verwendung der Zen2.3 Pro Software (Carl

Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland) analysiert.

2.6 Galleanalytik

Die produzierte Galle wurde wahrend der Perfusion stindlich in einem Kryoréhrchen ge-
sammelt und mithilfe einer Feinwaage abgewogen. So konnte die Galleproduktion wéah-
rend der Perfusion quantifiziert werden. Zuséatzlich wurde der pH-Wert der Galleproben
mit dem PCE-228 pH-Meter (PCE Deutschland GmbH, Meschede, Deutschland) gemes-
sen. Im Anschluss der Gewichtung und pH-Messung erfolgte die Kihlung der Proben
mithilfe von Flissigstickstoff und anschlie3ende Konservierung in einem -80 °C Tiefkih-
ler. Zur Analyse der LDH-Aktivitat in der Galle wurde ein LDH Activity Assay Kit (Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA) genutzt und nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Dieses wurde
an den Galleproben, welche nach der ersten, dritten und sechsten Stunde anfielen, an-
gewandt. Die photometrische Auswertung des Assays fand an dem Infinite 200 PRO

Plate Reader (Tecan Group, Mannedorf, Switzerland) statt.
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2.7 Probenzubereitung fur Proteomanalysen

Fur die weitere Proteomanalytik wurden die bendtigten Proben, wie in Zimmer et al. be-
schrieben, weiter aufbereitet (33). Hierfir wurden von jeder Gewebeprobe eines jeden
Experiments im Mittel 5 mg (Bereich: 4,8 - 6 mg) abgewogen und mithilfe der Mischmuihle
MM400 (Retsch GmBH, Haan, Deutschland) fir 60 Sekunden bei 25.000 rpm homoge-
nisiert und im Anschluss lyophilisiert sowie bei -80 °C gelagert. Im Anschluss wurden die
Gallenproben fur die Proteomanalytik, wie in Ciordia et al. beschrieben, weiter aufbereitet
(34). Die Proteinextraktion, der Verdauprozess und die Entsalzung der Peptide wurden
fur sowohl die Leber- als auch Galleproben mithilfe der filter-aided sample preparation
(FASP) durchgefiihrt. Hierfiir nutzten wir die in Wi riiewski et al. beschriebene Methodik
(35). Um die Proteinidentifikation durchzufthren, wurden 2 pL Eluat in eine NanoHPLC
(Dionex UltiMate 3000, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) gegeben. Diese
war mit einem hochauflosenden ESI-QTOF-Massenspektrometer (Impact Il, Bruker Dal-
tonic GmbH, 28359 Bremen, Deutschland) verbunden.

2.8 Quantifizierung der Leberproteine

Fur die weitere Quantifizierung der Leberproteine wurde die Software PEAKS Studio (Bi-
oinformatics Solutions Inc., Waterloo, Kanada) genutzt. Als Suchparameter wurden, wie

in Zimmer et al. beschrieben, folgende Variablen verwendet:

Fehlertoleranz der Ausgangsmasse: 20,0 ppm
- Fehlertoleranz der Fragmentmasse: 0,05 Da
- Vorlaufermassensuchtyp: monoisotop
- Enzym: Trypsin
- max. fehlende Spaltungen: 3
- variable Modifikationen
o Oxidation (M), Deamidierung (NQ) und Acetylierung (N-Term)
max variable PTM per peptide: 3
Taxonomie: Swiss-Prot database of rattus norvegicus
Peptid-Signifikanzfilter: -IgP > 20
Protein-Signifikanzfilter: -IgP > 15

o O O o o

Unique-Peptid-Filter: 1
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Die automatische Erkennung der Referenzprobe und das Abgleichen der Stichproben-
laufe wurde mithilfe der Software PEAKS Q und ihrer markierungsfreien Quantifizierung

ermdglicht. In den Exporteinstellungen wurden folgende Filter festgelegt:

- Proteinsignifikanzfilter: 0
- Unique-Peptid-Filter: 1
- Protein fold change-filter: 1

Mittels ANOVA wurden unterschiedlich haufig vorkommende Proteine identifiziert. Die
von Benjamini & Hochberg vorgeschlagene Methode zur Anpassung von Mehrfachtests
wurde genutzt. Hierfur wurde ein g-Wert <0,05 als Grenzwert festgelegt. Eine Heatmap
der Top-Proteine mit dem deutlichsten Unterschied zwischen den Gruppen wurde erstellt.
Mithilfe der Rattengenom-Datenbank des Multi Ontology Enrichment Tool (MOET) Ver-
sion 2 wurden die Gene Ontology (GO)-Anreicherungsanalysen durchgefiihrt (36). Die
zellulare Seneszenz, Entziindungsreaktion und zellulare Entgiftung stellten besonders
interessante Pathways dar. Die Proteine mit besonderem Interesse wurden im Rahmen

der Literaturrecherche abgeglichen (33).

2.9 Galleproteom

Wie in Daneshgar et al. beschrieben, wurden die Proteomdaten mithilfe von ProteinS-
cape (Version 3.0, Bruker Daltonic GmbH, 28359 Bremen, Deutschland) ausgewertet
(37). Hierfur galt die Voraussetzung, dass pro Protein zwei einzigartige Peptide von No-
ten sind. Die daraus resultierten Rohdaten wurden mittels der Swiss-Prot-Datenbank von

Rattus norvegius abgeglichen. Hierfir wurden verschiedene Werte vordefiniert:

- Signifikanzschwelle: P < 0,05
- Schwellentyp: homolog
o Falschentdeckungsrate: 1%
- Peptidmassentoleranz: 10 ppm
- Fragmentationenmassentoleranz: 0,05 Da

- Einzigartige Peptide pro Protein: O2
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Fur die Einschatzung der in der Galleanalyse vorhandenen Proteom-Zusammensetzung,
wurde der exponentiell modifizierte Proteinabundanzindex (emPAl) genutzt. Um die ver-
schiedenen Proteine innerhalb einer Probe in Relation setzen zu kdnnen, mussten die
generierten emPAI-Werte normalisiert werden. Hierfir wurde die Anzahl der theoreti-
schen Peptide eines jeden Proteins genutzt (33, 38, 39). Mithilfe der UniProt-Kennung
wurden alle aufgedeckten Proteine kontrolliert. Fur die weitere Analyse galt die Voraus-
setzung, dass die Proteine mindestens in der Halfte der Experimente in jeder Gruppe
vorhanden sein mussten. Alle Proteine, die dieser Voraussetzung nicht entsprachen, wur-
den ausgeschlossen. Die zur weiteren Analyse qualifizierten Proteine wurden mithilfe ei-

nes Venn-Diagramms dargestellt.

2.10 Western Blot-Analysen

Die Proteine, welche im Rahmen der Proteomanalysen von besonderem Interesse wa-
ren, wurden mithilfe der Western Blot-Methode validiert. Hierfur wurden, wie in der Arbeit
Zimmer et al. beschrieben, mit Hilfe der Mischmihle MM400 (Retsch GmbH, 42781
Haan, Deutschland) knapp 100 mg Lebergewebe homogenisiert und mit einem RIPA-
Puffer (1 % NP-40, 0,5 % SDS, 0,1 % Natriumdeoxycholat, 0,01 % PMSF und PBS) auf-
geldst. Es folgte die 5-mindtige Inkubation der Proben auf Eis und eine 45 Minuten lange
Zentrifugation bei 12.000g und 4°C. Nach der Verdinnung der Proben von 1:100 wurde
BCA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO 63178, USA) zur Bestimmung der Proteinkonzentra-
tion verwendet. Mithilfe des FLUOstar OPTIMA Microplate Reader (BMG LABTECH
GmbH, 77799 Ortenberg, Deutschland) wurde dies gemessen. 5-15%ige Acrylamid-Gele
mit 15e g Pr ot ei nl ad u nwurdgnrfio dieVSDE-PAGE emwerglet. Mit den
iBlot2-Transferstapeln mit PVDF-Membranen (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA,
USA) wurden die Proteine geblottet. Wir nutzten rekombinante Anti-Vimentin-Antikorper
(ab8069, verdiunnt 1:1.000), rekombinante Anti-Transferrin-Rezeptor-Antikérper
(ab269513, verdunnt 1:5000), Anti-HAO2-Antikdrper (ab229817, verdinnt 1: 1000), Anti-
Peroxiredoxin 2-Antikoérper (ab226922, verdinnt 1:2500) und Anti-Aldehyd-Dehydro-
genase 1A1-Antikorper (ab9883, verdiunnt 1:2000) (alle Abcam, Cambridge, UK) als pri-
mare Antikorper. Die Blots wurden mit dem Pierce ECL Western (Thermo Fischer Scien-
tific, Waltham, MA, USA) mit Meerrettichperoxidase-konjugierten sekundaren Antikérpern
Goat Anti-Mouse IgG H&L (ab205719, verdinnt 1. 10.000), Goat Anti-Rabbit IgG H&L
(ab205718, verdinnt 1:20.000) und Donkey Anti-Goat IgG H&L (ab205723, verdiinnt
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1:20.000) (alle Abcam, Cambridge, UK) unter Verwendung des Bio-Rad ChemiDoc XBS
Quantity One 4. 6.9 (Bio-Rad Laboratories GmbH, 85622 Feldkirchen, Deutschland) er-
mittelt. Mithilfe des Anti-Actin-Antikorper (A2103, verdinnt 1:8.000) und dem Anti-alpha-
Tubulin-Antikdrper (T9026, verdinnt 1:500) (beide Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) wur-

den die Housekeeping-Proteine bestimmt (33).

2.11 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mithilfe der Software IBM SPSS Statistics, R (Ver-
sion 4.1.2) und R Studio (Version 2021.09.0) fur macOS (R Foundation for Statistical
Computing, Wien, Osterreich) (40). Hierfir wurden die Mediane und Interquartilsab-
stande (IQR) ermittelt. Gruppen wurden nach Testung auf Normalverteilung mithilfe des
Mann-Whitney-u-Tests oder dem Kruskal-Wallis Test verglichen. Ein p-Wert <0,05 wurde
als signifikant definiert. Grafische Darstellungen wurden mithilfe der Software Prism 9 fur

macOS erstellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Versuchsgruppen und normotherme Maschinenperfusion

Die Versuchstiere der gealterten Gruppen wiesen ein signifikant héheres Gewicht auf
(530 g vs. 779 g, p < 0,001). Ebenfalls waren die explantierten Organe der gealterten
Tiere signifikant schwerer (16,9 g vs. 20,7 g, p < 0,001). Das Verhaltnis von Tiergewicht

zu Organgewicht betrug bei den gealterten Tieren 37:1 — wéhrend es bei der jungen

Kohorte bei 31:1 (T lag. Die warme Ischamiezeit Gberschritt bei keiner Enthahme 5

Minuten. Die kalte Ischamiezeit lag bei maximal 60 Minuten.

Die Perfusionsdriicke der Pfortader waren in beiden Perfusionsgruppen konstant. In der
Gruppe 12NMP stellte sich ein tendenziell héherer Pfortaderdruck ein. Der arterielle
Druck in der Gruppe 3NMP stieg tendenziell nach drei Stunden an (Abbildung 6). Beide
Gruppen befanden sich mit ihren Perfusionsdriicken im zuvor definierten Bereich. Dieser
betrug im arteriellen Kreislauf maximal 115 mmHg und im Pfortaderkreislauf 12 mmHg.
In funf Perfusionen wurde Metamizol zur Druckregulation genutzt (30). Nach der Perfu-
sion stellte sich makroskopisch vitales Lebergewebe dar (Abbildung 7). Am rechten me-
dialen Leberlappen zeigte sich bei allen perfundierten Organen eine kleine Druckstelle.
Die Post-Perfusions-Spulung des Organs mit der Natriumchlorid-Losung war makrosko-

pisch zufriedenstellend.
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Abbildung 6: Perfusionsdriicke im Rahmen der normothermen Maschinenperfusion (NMP). Perfusion von 3 Monate
alten Organen (3NMP) und 12 Monate alten Organen (12NMP). (Eigene Darstellung: Maximilian Zimmer)
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12C 3NMP 12NMP

Abbildung 7: Makroskopisches Aussehen von Rattenlebern nach 6 Stunden normothermer Maschinenperfusion (NMP)
oder statischer Kaltelagerung (SCS). Von links nach rechts: 3 Monate alte Leber nach SCS, 12 Monate alte Leber nach
SCS, 3 Monate alte Leber nach NMP und 12 Monate alte Leber nach NMP. (Eigene Darstellung: Maximilian Zimmer)

3.2 Blutgasanalyse

Uber die gesamte Perfusion von 6 Stunden herrschte eine suffiziente Oxygenierung des
Perfusats. Dabei lag der arterielle pO2 nach 6 Stunden Perfusion bei 447,5 mmHg (IQR
40,5 mmHg) und der vendse Wert bei 38,1 mmHg (IQR 8,7 mmHg). Der pCO2-Wert wies
nach 6 Stunden Perfusion einen Anstieg von arterieller zu venéser BGA von 9,65 mmHg
(arteriell: 28,45 mmHg IQR 5,25 mmHg, vends: 38,1 mmHg IQR 7,38 mmHg) auf. Der

pH-Wert lag zu Beginn der Perfusion bei 7,45 (IQR 0,22) und sank im Laufe der Perfusion
auf 7,1 (IQR 0,08). Ebenfalls sanken der Bikarbonat-Wert sowie der Base Excess bei

nicht erfolgter externer Basensupplementierung.
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Abbildung 8: Ergebnisse der Blutgasanalyse des Perfusats bei normothermer Perfusion: Analyse bei 0, 3 und 6
Stunden Perfusion von alteren (12 Monate=12NMP) und jungen (3 Monate=3NMP) Sprague Dawley Ratten. (Modi-
fiziert nach Zimmer et al., 2024)
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Der Hamoglobinwert sank wéhrend der Perfusion minimal um 0,2 g/dl (4,8 g/dl IQR 1,2

g/dl zu 4,6 g/dl IQR 0,9 g/dl). Die Elektrolyte Natrium, Kalium und Chlorid blieben wahrend
der Perfusion im Normbereich.
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Abbildung 9: Ergebnisse der Elektrolyte des Perfusats bei normothermer Perfusion: Analyse bei 0, 3 und 6 Stunden

Perfusion von alteren (12 Monate=12NMP) und jungen (3 Monate=3NMP) Sprague Dawley Ratten. (Modifiziert nach
Zimmer et al., 2024)

Die Glukosekonzentration sank im Laufe der Perfusion von 376 mg/dl (IQR 56,25 mg/dl)

auf 201 mg/dl (IQR 36 mg/dl) signifikant ab (p < 0,001) sowie der Laktatwert (59,5 mmol/l
IQR 16,5 mmol/l zu 17 mmol/l IQR 4,75 mmol/l, p < 0,001).
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Abbildung 10: Ergebnisse des Laktats und der Glukose des Perfusats bei normothermer Perfusion: Analyse bei 0, 3 und

6 Stunden Perfusion von alteren (12 Monate=12NMP) und jungen (3 Monate=3NMP) Sprague Dawley Ratten. (Modifi-
ziert nach Zimmer et al., 2024)
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3.3 Laborchemische Ergebnisse

Die im Perfusat ermittelten Bilirubin-Werte lagen wahrend des gesamten Perfusionsver-
laufs bei jeder Perfusion unter der Nachweisgrenze von 0,15 mg/dl. Die Transaminase-
Werte stiegen im Verlauf der Perfusion. Uber alle Perfusionen ergab sich fir die ALT zu
Perfusionsbeginn ein Median von 51,5 U/l (IQR 27,5 U/l). Zum Perfusionsende lag dieser
Wert bei 225 U/l (IQR 121,75 U/l). Die AST stieg von 62,5 U/l (IQR 37,75 U/l) auf 401 U/
(IQR 278 U/l). Sie erreichten in der Gruppe 12NMP hohere Werte, waren jedoch nicht
signifikant groRer (Median: 452 U/l vs. 583 U/l, p=0,570). Der LDH-, wie auch der Urea-
Wert stiegen im Rahmen der Perfusion ebenfalls an. Hierbei lag die LDH zu Beginn der
Perfusion bei 582 U/l (IQR 267 U/l) und stieg auf 5278 U/l (IQR 1665 U/I) an. Zwischen
den Gruppen 3NMP und 12NMP gab es hinsichtlich der LDH-Werte keine signifikanten
Unterschiede. Der Urea-Wert hingegen wies in der Grupp 12NMP einen signifikant ho-
heren Wert zum Ende der Perfusion auf (Median: 35,5 U/l vs. 45,5 U/l; p=0,036). Die
laborchemischen Dialysatproben zeigten im Rahmen der Perfusion keinen Anstieg der
Transaminasen und der LDH. Lediglich der Harnstoffwert stieg im Mittelwert auf 24 mg/dl
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Abbildung 11: Laborchemische Ergebnisse des Perfusats bei normothermer Perfusion: Analyse fiir 6 Stunden Perfu-
sion von alteren (12 Monate=12NMP) und jungen (3 Monate=3NMP) Sprague Dawley Ratten. Alanin-Aminotrans-
ferase-Werte (ALT), Aspartat-Aminotransferase-Werte (AST), Laktatdehydrogenase (LDH). (Modifiziert nach Zimmer
et al., 2024)
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3.4 Galleanalytik

Die Lebern produzierten wahrend der gesamten Perfusion suffizient Galle. Dabei stellte
sich in der Galleproduktion kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen 3NMP
und 12NMP dar (Median: 3 Monate 552,5 mg vs. 12 Monate 679,5 mg, p=0,424). Die
Galleproduktion lag zu Perfusionsbeginn bei 458 mg/h (IQR 118 mg), erreichte seinen
Peak nach 2 Stunden (758 mg/h) und lag zum Ende der Perfusion bei 614 mg/h (IQR
319,5 mg/h). Der pH-Wert der Galle lag insgesamt im Bereich von 7,86 bis 8,06. Bei
Versuchen mit Metamizolgabe zeigte sich in der Stunde nach der Gabe eine deutliche
Steigerung der Galleproduktion (maximaler Einzelwert: 1963 mg/h) sowie ein pH-Abfall
auf bis zu 7,22. Beide Parameter normalisierten sich im Rahmen der weiteren Perfusion
wieder. Zu Beginn der Perfusion lag der LDH-Wert beider Gruppen unter 15 mU/ml. In
der Gruppe 12NMP zeigten sich nach der 6-stiindigen Perfusion signifikant hhere LDH-
Werte (295 mU/ml vs. 69 mU/ml, p=0,007).
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Abbildung 12: Ergebnisse der Galleanalytik bei normothermer Perfusion. Analyse fir 6 Stunden Perfusion von alteren
(12 Monate=12NMP) und jungen (3 Monate=3NMP) Sprague Dawley Ratten. Laktatdehydrogenase (LDH). (Modifiziert
nach Zimmer et al., 2024)
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3.5 Histologische Auswertung

In der Ubersichtsfarbung mit H.E. stellte sich in allen Gruppen ein vitales Lebergewebe
dar. Es waren keine Ablagerungen sowie keine gréReren nekrotischen Bereiche darstell-
bar. Die Periportalfelder und die Glisson-Trias liel3en sich gut darstellen. In den perfun-
dierten Gruppen stellten sich die Portalfelder, im Vergleich zu den Gruppen 3C und 12C,
leicht dilatiert dar. Im Rahmen der Sirius Red-Farbung konnten die kapsularen Strukturen
des Lebergewebes dargestellt werden. Weder in der Gruppe der jungen noch in der
Gruppe der gealterten Organe lagen deutliche intraparenchymale Kollagenanfarbungen
vor. In der Sudan-Farbung wurden in den jungen wie auch alten Organen leichte Lipidsig-
nale festgestellt. Die erweiterte Analyse mithilfe der Triglyceridfarbung im Gewebe zeigte
keine signifikanten Unterschiede (Median: 3 Monate 0,995 vs. 12 Monate 1,54, p=0,34).
Nach der Perfusion liel3en sich keine Unterschiede in der Lipid- wie auch Kollagenfarbung

darstellen. Im Rahmen der TUNEL-Farbung wiesen gealterte Organe, im Vergleich zu

Abbildung 13: Histologische Analyse der Versuchsgruppen. Die Gruppen sind von links nach rechts dargestellt:
3 Monate alte Leber nach Kéltelagerung (3C), 12 Monate alte Leber nach Kaltlagerung (12C), 3 Monate alte
Leber nach normothermer ex vivo Maschinenperfusion (3NMP), 12 Monate alte Leber nach normothermer ex
vivo Maschinenperfusion (12NMP). Folgende Farbungen sind von oben nach unten genutzt worden: H.E., Su-
danrot, Siriusrot, TUNEL. (Modifiziert nach Zimmer et al., 2024)
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jungeren Organen, an der Leberkapsel leicht verstarkte Zeichen von Apoptose auf. Die
Verteilung der Apoptose ist, bis auf einzelne apoptotische Bereiche, weitestgehend

gleichmé&Rig im Parenchym verteilt.

3.6 Proteomauswertung

3.6.1 Galle

Im Rahmen der Proteomanalysen der Galle wurden insgesamt 119 Proteine identifiziert.
Davon wurden 64 Proteine in beiden Gruppen 3NMP und 12NMP exprimiert. Weitere 50
Proteine lie3en sich ausschlie3lich der Gruppe der gealterten Organe zuordnen, wahrend
lediglich 5 Proteine dediziert bei jungeren Organen vorkamen. Das Protein APOE war
beim exponentiell modifizierten Index der Proteinhaufigkeit (emPAl) in beiden Altersgrup-
pen am starksten exprimiert (beide 0.598%mol). In der Gruppe der jungen Organe folgten
daraufhin HEMO (beide 0.515%mol) und SODC (beide 0.333%mol), wahrend es bei den
gealterten Organen die Proteine CAH1, CAH2 und SODC waren. Mithilfe der GO-Analyse
stellten in beiden Perfusionsgruppen fiir die molekulare Funktion die antioxidative Aktivi-
tat, die Endopeptidase-Inhibitor-Aktivitat und die Peptidase-Inhibtor-Aktivitat die grofdte
Relevanz dar. Fur die jungen Organe stellte die Aryldialkylphosphatase-Aktivitat die ak-
tivste molekulare Funktion dar. In der Gruppe der gealterten Organe war dies das identi-

cal protein binding.

3.6.2 Lebergewebe

Im Rahmen der Proteomanalysen der Leber wurden insgesamt 1477 Proteine identifi-
ziert. Von diesen 1477 Proteinen hatten alle vier Gruppen eine gemeinsame Schnitt-
menge von 1051 Proteinen. Die Gruppe 3NMP hat mit 83 Proteinen die meisten exklusi-
ven Proteine. Gefolgt von 3C (38 Proteine), 12C (17 Proteine) und 12NMP mit 3 Proteinen
(Abbildung 15). Die detaillierte Zuordnung der einzelnen Proteome sind in

Abbildung 14 dargestellt. Im Zuge der gene ontology enrichment analysis der Proteomer-
gebnisse wurden die Felder cellular compartiment, molecular function und biological ac-
tivity naher betrachtet. Die am starksten vertretenen GO-Terms bezulglich der cellular
compartiments waren das Zytoplasma, intrazellulare anatomische Strukturen und Mito-
chondrien. Im Bereich der molecular function stellten dies die oxidoreductase und catalitic

activity sowie small moleculare binding dar. Small molecular, oxoacid und organic acid
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metabolic process waren die am starksten vertretenen biologischen Prozesse. In der Ab-

bildung 16 sind in Form einer Heatmap die Unterschiede einzelner Proteine im Gewebe

dargestellt.
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Abbildung 14: Darstellung der exprimierten Proteome aus dem gewonnenen Lebergewebe der einzelnen Gruppen
sowie die Uberschneidungen dieser. (3C = 3 Monate alt, static cold storage; 12C = 12 Monate alt, static cold storage;
3NMP = 3 Monate alt, normotherme Maschinenperfusion; 122NMP = 12 Monate alt, normotherme Maschinenperfusion).
(Eigene Darstellung: Maximilian Zimmer)
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Abbildung 15: Venn-Diagramm der Lebergewebe-Proteomanalysen. Dargestellt sind die proteomischen Schnittmengen
der Vesuchsgruppen. Folgende Versuchsgruppen sind dargestellt: 3 Monate alte Leber nach Kéltelagerung (3C), 12 Mo-
nate alte Leber nach Kaltlagerung (12C), 3 Monate alte Leber nach normothermer ex vivo Maschinenperfusion (3NMP),
12 Monate alte Leber nach normothermer ex vivo Maschinenperfusion (12NMP). (Modifiziert nach Zimmer et al, 2024)

3S8Cs 12 sCs 3 NMP 12 NMP

Abbildung 16: Lebergewebe: Heatmap der Proteine mit den grof3ten Unterschieden zwischen den Gruppen. Abkiirzun-

gen: SCS - statische Kiihllagerung; NMP - normotherme ex vivo Lebermaschinenperfusion. (Modifiziert nach Zimmer et
al, 2024)
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4 Diskussion

Das Spenderalter stellt ein entscheidendes Kriterium in der Organallokation und -akzep-
tanz dar. Dabei werden Organe regelmaf3ig aufgrund ihres Alters abgelehnt (41, 42). Vor
dem Hintergrund des Organmangels in Deutschland, bieten Organe von alteren Organ-
spendern eine Moglichkeit zur Erweiterung der Spenderpopulation. Ziel dieser Arbeit war
es daher, das Spenderalter als Qualitatskriterium im Rahmen der NMP naher zu evalu-
leren. Hierflr nutzten wir Sprague Dawley Ratten im Alter von 3 und 12 Monaten. Neben
Ublichen Bewertungsparametern des Lebertransplantats, wie die der klinischen Chemie,
Makroskopie und Histologie, wurde mithilfe von Proteomanalysen, von sowohl der Galle
wie auch dem Lebergewebe, nach spezifischen Parametern, welche den Alterungspro-

zess eines Organs quantifizieren, gesucht.

Die NMP etabliert sich aktuell in der Lebertransplantation von der klinischen Erprobung
zum routinemaRigen Einsatz (43-45). Im Rahmen der multizentrischen Studie von Mark-
mann et al. wiesen die Organe, welche im Mittel 57 Jahre alt waren, mit NMP eine gerin-
gere Rate an friher Organdysfunktion sowie geringere ischamische biliare Komplikatio-
nen nach Transplantation auf (46). Auch in dieser Arbeit konnten alle zwélf Organe zu-
verlassig mithilfe der NMP Uber sechs Stunden perfundiert werden. Hierbei stellte die
sechsstiindige Perfusion eine auch im humanen Bereich realistische Zeitspanne dar (47).

Durch die Etablierung einer Zwei-Gefal3-Perfusion im Kleintiermodell erfolgte eine suffi-
ziente metabolische Versorgung des Organs. Es bestand eine adaquate Oxygenierung
sowie Sauerstoffmetabolisierung. Des Weiteren stellten in beiden Altersgruppen die
Laktatclearance, von 59,5 mmol/l auf 17 mmol/l, wie auch die Dynamik der Glukosekon-
zentration ein Vitalitatszeichen der perfundierten Organe dar. In humanen und porcinen
Arbeiten wird die physiologische Einstellung dieser Werte als Lebensfahigkeitsmarker
anerkannt (48, 49). Die Galleproduktion beider Altersgruppen stieg ebenfalls, im Rahmen
der Perfusion, im Laufe der ersten zwei Stunden an und hielt eine suffiziente Produktion
aufrecht. Ein Umstand, der als Lebenszeichen der Leber und damit auch als Qualitats-
merkmal der NMP gewertet wird (50). Der pH-Wert der Galle unterschied sich zwischen
den Altersgruppen nicht signifikant. Dabei lagen die pH-Werte der Galle tber 7,48. PH-

Werte der Galle oberhalb von 7,48 werden mit einem geringeren Gallengangsschaden



Diskussion 30

assoziiert (51). Die Zwei-Gefal3-Perfusion diente, tiber die metabolische Versorgung hin-
aus, auch dem vermehrten Schutz vulnerabler Strukturen, wie dem Gallengangssystem,
gegenuber ischdmischen Reperfusionsschaden. Im Hinblick auf die Zellschadigung der
Gallenwege zeigte sich in der LDH-Analytik nach 6 Stunden Perfusion ein signifikant ho-
herer Wert bei den gealterten Organen. Die LDH, als allgemeiner Indikator fir Zellscha-
den, weist damit auf eine verminderte Toleranz der gealterten Gallengéange hin.

Die Perfusion gelang mit in der Arbeitsgruppe etablierten Perfusionsflissen und Perfu-
sionsdrticken, welche im zuvor definierten Bereich lagen. Obwohl die Pfortaderdriicke
der gealterten Organe ebenfalls im Normbereich lagen, stellte sich ein héherer Pfortader-
druck dar. Druckerhéhungen in der Pfortader kdnnen in vivo préa-, intra- und posthepati-
sche Ursachen zugrunde liegen (52). Da wahrend der NMP pra- und posthepatische Ur-
sachen auf den Kreislauf zurtickzuschliel3en wéaren und dieser bei allen Perfusionen iden-
tisch war, kdnnte eine intrahepatische Ursache vorgelegen haben. Im Rahmen der por-
talen Druckerhdhung stellt der fibrotische Umbau eine haufige Ursache dar. Obwohl die
Sudanfarbung als auch die Sirius-red-Farbung keinen deutlichen Anhalt auf eine Zu-
nahme von Steatosis hepatis oder Fibrose in den gealterten Organen erkennen liel3en,
ware eine im Rahmen der Alterung beginnende Steifigkeit des Organs, welche zu dieser
Druckerhdhung fuihrte, denkbar. In der Arbeit von Maeso-Diaz et al., in welcher die Ge-
falkwiderstande sowie -driicke von jungen und gealterten Ratten untersucht wurden,
stellte sich bei den gealterten Tieren ebenfalls ein erhdhter portaler Druck und erhdhte
Gefalwiderstande ein (53). Die im Rahmen der Perfusion entstandenen arteriellen
Druckspitzen konnten erfolgreich, wie bereits in zu vorigen Arbeiten beschrieben, mit Me-

tamizol als Vasodilatator gesenkt werden (30).

Im Vergleich zu vorangegangenen Arbeiten, entschieden wir uns fur eine schwimmende
Lagerung des Organs. Die Lagerung des Organs auf Matten flihrte postoperativ zu ma-
kroskopisch deutlich sichtbaren Druckschaden. Mithilfe der schwimmenden Lagerung
des Organs im Perfusat und dem damit verbundenen Auftrieb, war es uns méglich, die in
der Vergangenheit entstandenen Druckschaden zu minimieren. So stellte sich im An-
schluss der Perfusion und Spulung des Organs makroskopisch vitales homogenes Le-
bergewebe dar, welches neben einer minimalen Druckstelle keine weiteren Auffalligkei-
ten mit sich brachte. Da die makroskopische Beurteilung in der gegenwertigen Allokation
und Akzeptanz von Organen von grof3er Bedeutung ist, ist diese Entwicklung sehr positiv
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zu werten. Die Histologie bestétigt das bereits makroskopische Bild von vitalem Leber-
gewebe. In der Gruppe der perfundierten Organe waren keine grol3eren Nekrosefelder,
auch nicht in der Gruppe der gealterten Organe, zu betrachten. Die beschriebene leichte
portale Dilatation lasst sich auf die Perfusion zurtckfihren und wurde bereits im Rahmen
vergangener Perfusionsarbeiten beschrieben (31, 49). Laborchemische Parameter legen
ebenfalls eine organschonende Perfusion nah. So lag der Median der ALT nach sechs-
stundiger Perfusion bei 225 U/L (IQR 121,75 U/l), wahrend der Median in der zu vorigen
Arbeit mittels Mattenlagerung bei 284 U/L lag (31). Grund hierfur kbnnten die steigende
Erfahrung in der Malinahme, die schonendere Operation sowie die schwimmende Lage-
rung wahrend der Perfusion sein. Die weiteren laborchemischen Parameter AST, Urea,
LDH sowie der Harnstoff sind ebenfalls wahrend der sechsstiindigen Perfusion angestie-
gen. Dabei sind die Spitzenwerte der Transaminasen und Urea in der alteren Kohorte am
Ende der Perfusion hdher gewesen. Klinische Studien und ihre Ergebnisse, welche im
Rahmen von ECD-Organen durchgefuhrt wurden, zeigen bezuglich dieser Werte ein glei-
ches Bild (54-56), was die Ubertragbarkeit der Versuche auf das humane Setting be-
starkt. Die LDH stieg im Rahmen der Perfusion, wies jedoch keinen signifikanten Unter-
schied zwischen den Altersgruppen auf. Ebenso stieg der Urea-Wert, verblieb jedoch bis
zum Ende der Perfusion im Referenzbereich. Daraus lasst sich schliel3en, dass der Urea-
Wert keine herausragende Relevanz fur die Evaluation der Organqualitat hat. Die Elek-
trolyte Natrium und Chlorid befanden sich wahrend der gesamten Perfusion im ge-
winschten Bereich. Die Kaliumwerte waren zu Beginn leicht erhdht, sanken jedoch im
Laufe der Perfusion in den Normbereich. Im gleichen Zuge stieg der Kaliumwert im Dia-
lysat wéahrend der Perfusion, was fur einen funktionierenden Dialysekreislauf spricht.

Im Rahmen der Perfusion wurde keine weitere Bikarbonat-Gabe durchgefuhrt, wodurch
im Laufe der Perfusion der Bikarbonatwert und Base Excess sanken. Der pH-Wert lag zu
Beginn der Perfusion bei 7,45 und sank zum Ende auf 7,1 ab. Damit lag der pH-Wert am
Ende der Perfusion im unteren Grenzbereich. Da der pH einen relevanten Stellenwert in
der Homoostase darstellt, sollte zukiinftig eine adaptierte Bikarbonatgabe tiberdacht wer-
den, wie sie im humanen Setting auch erfolgt (19).

Als weiterfihrende Methodik wurde die Galle der Perfusionsversuche sowie das Leber-
gewebe auf Proteomebene analysiert. In den Galleproteom-Ergebnissen wurde eine Dif-
ferenz in der Anzahl der exprimierten Proteine festgestellt. Neben einer gemeinsamen

Schnittmenge von 64 Proteinen haben die gealterten Organe 50 weitere Proteine vorge-
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wiesen. Dieses mehr Vorkommen an Proteinen kdnnte seinen Ursprung in einer verstark-
ten Stoffwechselaktivitdt haben, die ihren Ursprung wiederum in einer verstarkten Zell-
schadigung hat. Wie im Rahmen der LDH-Analytik beschrieben, haben die alteren Or-
gane einen grol3eren Zellschaden der Gallenwege erlitten. Die Proteine APOE und CAH1
stellten die am haufigsten vorkommenden Proteine dar. Bekannt sind diese Proteine als
Regulatoren des Lipidtransports sowie ihre Interaktion mit Gallensauren (57, 58). Neben
diesen wurde in beiden Gruppen ebenfalls die Superoxiddismutase (SODC) exprimiert.
Dieses Protein ist in der Gruppe 12NMP starker exprimiert als in der Gruppe 3NMP und
soll in seiner Funktion Radikale, welche fur biologische Systeme schéadlich sind, kataly-
sieren (59). Die erhohte Empfindlichkeit gealterter Mause- und Rattenlebern gegentiber

oxidativem Stress kdnnte urséchlich fur die vermehrte Hochregulierung dieser sein (60).

Im Rahmen der Proteomanalyse der Gewebeproben zeigte sich, dass Proteine, welche
mit der zellularen Entgiftung und der Oxidoreduktase-Aktivitat in Verbindung stehen, in
alteren Lebertransplantaten haufiger exprimiert wurden. In Organen, welche perfundiert
wurden, waren Proteine, welche mit der Entzindungskaskade und Stoffwechselaktivitat
assoziiert werden, haufiger exprimiert. So stellten sich bei Fibrinogen, als Protein mit viel-
faltigen Funktionen in der Entziindungsreaktion und bei Gewebeverletzungen, erhdhte
Werte in der Gruppe der NMP-behandelten Organe fest (61). Die hoheren Fibrinogen-
werte in den perfundierten Lebern lassen sich moglicherweise auf den fortgesetzten me-
chanischen Stress und die Aktivierung der Gerinnung wahrend der Perfusion zurtckfih-
ren. Der Serinproteaseinhibitor A3N und Haptoglobin waren ebenfalls in den perfundier-
ten Organen erhoht und hatten méglicherweise ihren Ursprung in der Anwendung der
Perfusion (62). Nach der NMP war die Expression des Serotransferrins erniedrigt. Als
Akute-Phase-Protein und relevantes Protein flr den Eisentransport ist es Ublicherweise

bei akuter Absto3ung nach Lebertransplantation nachweislich erhéht (63).

In der Gruppe der jungen Organe konnte ein erhdhter Vimentinwert beobachtet werden.
Als Intermediérfilament beeinflusst Vimentin in der Zelle die Zellmorphologie, das Wachs-
tum und die Matilitdt. Im Rahmen von erh6hten Werten ist Vimentin mit der hepatozellu-
laren Apoptose assoziiert, wohingegen bei erniedrigten Werten ein Zusammenhang mit
der Motilitat und dem Wachstum der stellatischen Leberzellen vorliegt (64, 65). Die in den
jungeren Lebern beobachteten hoheren Vimentinwerte konnten auf eine groRere Rege-

nerationsfahigkeit hindeuten.
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Im Gegenzug konnte in den 12 Monate alten Lebern ein signifikant erhéhter Wert der
Aldehyd-Dehydrogenase 1A1 festgestellt werden. Als Protein, welches zum Schutz vor
oxidativen Schaden hochreguliert wird, deutet dies auf eine erhdhte Schutzbedurftigkeit
gealterter Organe gegenuber oxidativen Schaden hin (66, 67). Dies hat aufgrund schlech-
terer DNA-Reparaturmechanismen in gealterten Lebern und damit einer erhéhten Anfal-
ligkeit fur zellulare Dysfunktionen eine hohe Bedeutung (68). Eine herunterregulierte Al-
dehyd-Dehydrogenase 1Al hingegen lage bei Ischamie-Reperfusionsschaden vor. Mit-
hilfe von Western-Blot-Analysen wurden diese Ergebnisse bestétigt. Insgesamt gilt es
zu betonen, dass derzeit nur begrenzt Ergebnisse von Galle- sowie Gewebeproteomana-
lysen, speziell wahrend der maschinellen Leberperfusion, bei Kleintieren vorliegen. Dies
unterstreicht den Bedarf an weiteren Untersuchungen in diesem Kontext, um die bisheri-

gen Ergebnisse zu validieren.

Limitationen

Die Studie ist in ihrer begrenzten Alterung der Tiere limitiert. Die gealterten Tiere wiesen

ein Alter um die 12 Monate auf. Ziel war es, im Sinne des drei R-Prinzips, die Haltungs-

zeiten der Tiere sowie das damit einhergehende Risiko héherer Inzidenzen von Neopla-

sien oder anderer Erkrankungen zu minimieren. Dennoch schrankt die begrenzte Alte-

rung die Vergleichbarkeit mit Spendern, insbesondere solche tiber 70 Jahren, ein. Neben

anderen, im Rahmen der Altersforschung vertretener Rattenstamme, entschieden wir uns

dennoch, aufgrund der Expertise in der Arbeitsgruppe sowie der Vergleichbarkeit mit dem
etablierten NMP-Sy st em und der Organentnahme, f¢r de
|l eyn. Trotz der nicht wvoll ausgesch?©?pmo-en Al
natiger Alterung signifikante Verdnderungen auf Proteinebene. Im Rahmen des Perfusi-
onssystems kénnen zuklnftig weitere Optimierungen durchgefiihrt werden. So gilt es u.a.

eine pH-adaptierte Gabe von Bikarbonat zu Uberdenken, um zukilnftig einen besseren

Saure-Basen-Haushalt zu unterstitzen.
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5 Schlussfolgerungen

Im Zuge fortgeschrittener Lebererkrankungen stellt die Organspende, als ultima ratio, den
einzigen kurativen Therapieansatz dar. Jedoch deckt das Organangebot nicht den Bedarf
an Organen. Speziell ECD-Organe, worunter Organe gealterter Spender: innen zahlen,
werden haufig aufgrund ihrer Limitation abgelehnt. Im Rahmen der NMP wurden in dieser
Arbeit Organe von jungen und gealterten Sprague Dawley-Ratten verglichen, um mdogli-
che Marker der Alterung zu bestimmen und die Funktionalitdt der Organe wahrend der
NMP zu beurteilen. Sowohl die jungen sowie die alten Lebern konnten suffizient mithilfe
der NMP perfundiert werden. Im Zuge der Analytik wurden auf Proteinebene erste signi-
fikante Unterschiede in der Proteinexpression zwischen den Altersgruppen festgestellt.
So zeigte sich unter anderem im Zuge des oxidativen Stresses eine starkere Hochregu-
lierung von SODC und Aldehyd-Dehydrogenase 1Al in gealterten Lebern und eine ins-
gesamte vermehrte Proteinausschittung in gealterten Lebern. Die Ergebnisse sind Weg-
weiser flr zukinftige Versuche, um spezifische Biomarker fir das biologische Alter eines
Organs wahrend der NMP zu eruieren. Ebenfalls deutet die Variabilitdt der Perfusions-
zeiten und langer Kaltischamiezeit im humanen Setting ebenfalls darauf hin, dass weitere
Versuche notwendig sind, um der Varianz des Systems in seiner Anwendung gerecht zu
werden. Es gilt zu erwahnen, dass die gealterten Organe suffizient perfundiert werden
konnten und trotz Verdnderungen auf Proteinebene in vielen Bewertungsaspekten, be-
zuglich der Maschinenperfusion, kein weniger schlechtes Ergebnis darstellten. Die Frage,
ob das Alter fur die Beurteilung eines marginalen Organs gerechtfertigt ist, muss daher
weiter kritisch hinterfragt und durch weitere Forschungsergebnisse, welche dieser Arbeit

folgen, eruiert werden.
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Anhang

Tabelle 2: Zusammensetzung des Perfusats, Dialysats und Heparin-Perfusors je Perfusion. (Eigene Darstellung:

Maximilian Zimmer)

Zusammensetzung des Perfusats (je Perfusion) Konzentration Volumen
DMEM (+)1g/L Glucose, (+) Pyruvat, (-) L-Glutamine, (-) Phenol Red) 33.85ml
L-Alanine, L-Glutamine 200 mM 338ul
Penicillin/Streptomycin 10.000 U/ml 338ul
Glucagon 1 mg/ml 0.47ul
Insulin 100 IE/ml 4.1l
Heparin 5000 IE/ml 6.7ul
Dexamethason 4 mg/ml 1.4
Hepes Puffer 1M 508ul
Modified DMEM (MDMEM) 35.05ml
Ratten Erythrozyten 10ml
Ratten Plasma 5ml
50ml
Heparin 5000 IE/ml 0,2ml
Glycine 12mM 0,5 ml
Zusammensetzung des Dialysats (je Perfusion)
Ci-Ca® dialysate K2 500ml
Glycine 12mM 5ml
505ml
Heparin-Perfusor
Natriumchlorid 9m|
Heparin 5000 IE/ml iml
Glycine 12mM 500ul
Flussgeschwindigkeit 0.6ml/h

300IE/h
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Abstract

Background Liver grafts are frequently declined due to high donor age or age mismatch with the recipient. To
improve the outcome of marginal grafts, we aimed to characterize the performance of elderly vs. young liver grafts
in a standardized rat model of normothermic ex vivo liver machine perfusion (NMP).

Methods Livers from Sprague-Dawley rats aged 3 or 12 months were procured and perfused for 6 h using a rat NMP
system or collected as a reference group (n=6/group). Tissue, bile, and perfusate samples were used for biochemical,
and proteomic analyses.

Results All livers cleared lactate during perfusion and continued to produce bile after 6 h of perfusion (614 mg/h).
Peak urea levels in 12-month-old animals were higher than in younger animals. Arterial and portal venous pressure,
bile production and pH did not differ between groups. Proteomic analysis identified a total of 1477 proteins with oxi-
doreductase and catalytic activity dominating the gene ontology analysis. Proteins such as aldehyde dehydrogenase
1A1 and 2-Hydroxyacid oxidase 2 were significantly more present in livers of older age.

Conclusions Young and elderly liver grafts exhibited similar viability during NMP, though proteomic analyses
indicated that older grafts are less resilient to oxidative stress. Our study is limited by the elderly animal age, which
corresponds to mature but not elderly human age typically seen in marginal human livers. Nevertheless, reducing
oxidative stress could be a promising therapeutic target in the future.
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Background

Liver transplantation is the sole curative treatment for
end-stage liver disease and its demand remains high.
Globally, the frequency of liver transplants rose from
23,986 in 2012 to 37,436 in 2022. However, at the end of
2022, more than 11,000 patients were still listed for liver
transplantation in the United States and Europe alone
[1-3]. Despite the pressing need, a significant number
of liver grafts are deemed unsuitable for transplantation
due to issues like advanced donor age, hepatic steatosis,
or high liver enzyme levels [4-6]. This supply—demand
imbalance contributes to elevated mortality rates on the
waitlist. One approach to mitigate this gap is increasing
the use of livers from extended criteria donors (ECD).
Yet, grafts from ECDs are linked to a heightened risk of
primary non-function and early allograft dysfunction
[7-9]. To assess these high-risk grafts, the adoption of
hypothermic and normothermic ex vivo liver machine
perfusion (NMP) is gaining ground in clinical settings.
While the advantages of perfusion in liver transplanta-
tion are being discussed, research continues on deter-
mining the optimal perfusion approach, encompassing
strategies, such as back-to-base perfusion post initial
cold storage or immediate perfusion, and the best dura-
tion and temperature for perfusion [10—13].

In Germany, where organ donations rates are low, up
to 75% of liver transplantations are from ECDs, with a
significant portion originating from older donors [14].
With increasing life expectancy, the proportion of elderly
donors is expected to rise [6]. The definition of “older
donor age” remains unclear. While Eurotransplant sug-
gests a threshold of 65 years, this age cutoff does not
consistently correlate with higher risks of graft dysfunc-
tion or complications [15, 16]. Although older donor age
is associated with increased risks of graft dysfunction,
vascular complications, and retransplantation necessity,
recent evidence suggests that transplants using older
grafts can yield outcomes comparable to those with
younger grafts [17]. Successful liver transplantations have
been reported for donors as old as 90 years [18, 19]. This
highlights the variable nature of age as a donor selec-
tion criterion, suggesting that chronological age might
not always reflect biological age and organ functionality.
Therefore, it is crucial to identify more accurate parame-
ters that better represent biological age and functionality.

This study aimed to examine the liver tissue and bile
proteome of young and elderly liver grafts using an
NMP system. Owing to the scarcity of human livers for
research, we utilized a pre-established rat NMP system
for this analysis [20, 21]. This study not only explores the
viability of perfusing elderly livers in a smaller animal
model but also investigates the effects of NMP on these
liver grafts.
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Methods

Animals and groups

Male Sprague-Dawley rats were purchased from Janvier
(Le Genest-Saint-Isle, France). To ensure adequate accli-
matization, experiments were performed after a mini-
mum of 1 week. Animals were kept on a 12-h light-dark
circle. 24 rats were randomly assigned to 4 groups (n==6)
(Fig. 1). As a reference group, livers from 3- to 12-month-
old rats were explanted without following perfusion. Two
other groups of 3- and 12-month-old rats were explanted
and perfused for 6 h. All procedures were approved
by the local authorities for animal welfare and testing
(Landesamt fiir Gesundheit und Soziales Berlin, T301/17,
G0218/20).

Liver procurement and perfusion procedure

We used a modified version of a small animal NMP sys-
tem previously published by our group [20]. In short, the
system included a custom-designed perfusion chamber
with two circuits for blood oxygenation and dialysis,
flow-controlled pumps for dual vessel perfusion (arte-
rial and portovenous) and a silicon membrane oxygen-
ator (Radwnoti LLC., Dublin, Ireland). The perfusion
medium consisted of modified Dulbecco’s Modified
Eagle Medium supplemented with several components
(Supplementary Table 1), including rat erythrocytes and
plasma, and Ci—Ca® dialysate (Eresenius Medical Care,
Bad Homburg, Germany) was used for the dialysis circuit.
Livers were procured under deep anesthesia with inhaled
isoflurane and subcutaneous application of buprenor-
phine and ketamine (Supplementary Material) and stored
in a 4 °C Histidine-Tryptophan—Ketoglutarate (HTK)
solution until reperfusion in the NMP system [20-22].

Measurement of blochemical markers and blood gas
analysls

Perfusion samples were obtained at the start of the per-
fusion process, as well as after 3 and 6 h. Arterial blood,
venous blood, and dialysate samples were collected. Sam-
ples were treated as previously described [21]. Blood gas
analysis were measured every 3 h at a point of care device
(ABL80O FLEX, Radiometer GmbH, Berlin, Germany)
and perfusate samples were biochemically analyzed by
Labor Berlin-Charité Vivantes GmbH for alanine-ami-
notransferase (ALT), aspartate—aminotransferase (AST),
lactate dehydrogenase (LDH), and bilirubin.

Bile collection and analysis

Bile was continuously collected during perfusion, weight
and bile pH were measured hourly using the PCE-
228 pH-Meter (PCE Deutschland GmbH, Meschede,
Deutschland). After perfusion the bile was stored at
— 80 °C. Using a LDH Activity Assay Kit (Sigma-Aldrich,
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Fig. 1 Experimental groups and perfusion set-up. A Groups are represented from top to bottom; 3-month-old livers and static cold storage (SCS),
12-month-old livers and SC5, 3-month-old livers and normothermic ex vivo liver machine perfusion (NMP), and 12-month-old livers and NMP. B
Picture of perfusion set-up with detail shot of liver position and cannulation. Grey—portal vein, orange—inferior vena cava, white—common bile
duct, clear—hepatic artery. C Schematic of perfusion circuit; perfusion was performed at normothermic (37 °C) temperatures

St. Louis, LUSA), we quantified LDH activity in the bile
for the samples collected 1, 3 and 6 h after start of per-
fusion following the manufacturer’s instructions. Dupli-
cates were measured on an [#finite 200 PRO plate reader
(Tecan Group, Mdnnedorf, Switzerland).

Tissue sampling, triglyceride histological analysis

After the perfusion one sample of each lobe was fixed
in formaldehyde and a minimum of two samples of
each lobe were freshly frozen for analysis. For histologi-
cal analysis we choose the following staining methods:
Hematoxylin—Eosin (H.E.), Sirius Red (both AppliChem,
Darmstadt, Germany), TdT-mediated dUTP-biotin nick
end labeling (TUNEL, Hoffinann-La Roche AG, Basel,
Switzerland), and Sudan red (Abcam, Cambridge, UK).
Staining was performed on 3 pm thick formaldehyde
fixed slides except for Sudan, which was made with 4 pm
thick freshly frozen slides to ensure adequate lipid rep-
resentation. Liver vitality, loss of nucleus, and cellular
fragmentation as well as portal fields for sinusoidal dila-
tation were assessed. Sirius Red Staining was performed
for semiquantitative assessment of collagen. TUNEL
and counterstaining with 4',6-Diamidino-2-phenylindol
(DAPI, Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, Massa-
chusetts, USA) was performed for assessment of tissue

damage. Staining was performed according to the manu-
facturer’s instructions.

Semi-quantitative assessment of Sirius red staining was
performed with Fiji software (Fiji Is Just Image], Image]2)
utilizing a color threshold method [23]. Snap frozen tis-
sue sections were used for triglyceride determination
with a standardized kit (free glycerol reagent and triglyc-
eride reagent both from Sigma-Aldrich, St. Louis, USA).
We quantified total triglyceride content in the liver tissue
after mechanical and thermal homogenization, centrifu-
gation and 1:10 dilution and following the manufacturer’s
instructions. Duplicates were measured on an Infinite
200 PRO plate reader at 540 nm (Tecan Group, Minne-
dorf, Switzerland.)

Proteomic analysis and western blot verlification

Approximately 5 mg of rat liver per tissue issue per
experiment was homogenized lyophilized and stored
at — 80 °C. Bile aliquots after 6 h of perfusion were pre-
pared for analysis as described by Ciordia et al. [24]. For
both sample types, protein extraction, digest, and peptide
desalting were performed by filter-aided sample prepara-
tion (FASP) method [25]. For protein identification 2 pL
eluate was injected into a NanoHPLC (Dionex UltiMate
3000, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
coupled to an ESI-QTOF ultra high-resolution mass
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spectrometer (Impact 1I, Bruker Daltonic GmbH, 28359
Bremen, Germany). Data were quantified and analyzed
using ProteinScape (Version 3.0, Bruker Daltonic GmbH,
28359 Bremen, Germany) as descripted before (Supple-
mentary Material) [26]. Gene ontology (GO) enrichment
analysis were performed using the rat genome database
of the Multi Ontology Enrichment Tool (MOET) version
2 [27]. A minimum of two unique peptides per protein
were required. In brief, derived peak lists of the acquired
raw files were searched against the Swiss-Prot database
of rattus norvegicus. The significance threshold was set
p<0.05. A homology threshold type was chosen with a
false discovery rate of 1% on both peptide and protein
level. Peptide mass tolerance was set to 10 ppm and the
fragment ion mass tolerance to 0.05 Da. A minimum of
two unique peptides per protein was required.

Exponentially modified protein abundance index
(emPAI) was used for estimation of proteomics composi-
tion in bile analysis. EmPAI values are normalized by the
number of theoretical peptides for each protein, which
allows for comparison of different proteins within a sin-
gle sample [28, 29]. All identified proteins were screened
according to their unique UniProt identifier and excluded
from further analysis if present in less than half (n=3)
of experiments in each group. Proteomic data are avail-
able on the ProteomeXchange Consortium via the PRIDE
partner repository (Project accession: PXD045394).
We performed western blot analysis for aldehyde dehy-
drogenase 1Al, transferrin, peroxiredoxin, vimentin,
2-Hydroxyacid oxidase 2 and used actin and alpha-tubu-
lin as housekeeping proteins (Supplementary Material).

Anti-alpha-tubulin antibody (T9026, diluted 1:500)
(both Sigmma-Aldrich, St. Louis, LUSA).

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using R (version 4.1.2)
and R Studio (version 2021.09.0) for macOS (R Founda-
tion for Statistical Computing, Vienna, Austria) [30].
Additional required packages for graph plotting and
analysis were tidyverse and gtsummary. Graphs with
time-dependent data show pairwise comparisons at each
analysis timepoint (s not significant, *p <0.05, **p<0.01)
as a violin plot with individual values. Groups were com-
pared using the Mann—-Whitney U test or the Kruskal-
Wallis test. Differentially abundant proteins were
identified using ANOVA. Data are reported as median
and interquartile range (IQR). A p<0.05 was considered
statistically significant.

Results

Anlimal characteristics and perfusion parameters

Elderly rats as well as their livers were significantly
heavier than their younger counterparts (animal weight:
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530 g vs. 779 g, p<0.001; liver weight: 16.9 g vs. 20.7 g,
p<0.001). After recovery all livers had a maximum WIT
of 5 min. The cold ischemia time (CIT) of all 24 livers was
below 1 h. In both perfusion groups arterial and portal
venous pressure were in physiological range and did not
differ between groups. Post perfusion flush macroscopy
was satisfactory, except one common spot of storage
damage at the right medial lobe.

Perfusate analysis

Liver tissue damage was measured by ALT and AST did
not differ between groups and were highest after 6 h
of perfusion with peak ALT at 226 U/l (3M|NMP vs.
12M|NMP: 272 U/l vs. 200 U/L; p=0.2, Fig. 2). Global
cellular damage by LDH was highest after 6 h of perfusion
with a mean of 5,278 U/L. Elderly livers had significantly
higher urea levels to the end of perfusion (median: 35.5
U/l vs. 45.5 U/l; p=0.036). Perfusion started with an arte-
rial pH of 7.45 and ended up with an overall value of 7.1.
Blood gas analysis showed sufficient oxygenation of the
perfusate and a functional metabolism (after 6 h: arterial
pO2 445 mmHg, venous pO2 38 mmHg). During perfu-
sion, all livers cleared lactate constantly (6.3 mmol/l IQR
2 mmol/l to 1.75 mmol/l IQR 0.37 mmol/l). Elderly livers
started with slightly higher lactate levels (6.9 mmol/l vs.
5.8 mmol/l; p=0.6), however both groups cleared up to
1.75 mmol/l after 6 h of perfusion (p=0.4) (Supplemen-
tary Table 2).

Blle production analysis

Bile production ranged from 447 mg/h (IQR 158 mg)
at the start of perfusion to 758 mg/h after 2 h of perfu-
sion (IQR 236 mg, Fig. 3). Despite livers of elderly rats
being of larger size, they did not produce significantly
more bile. Overall bile pH ranged between 7.86 and 8.06.
Bile LDH levels were significantly higher in elderly liver
grafts (295 mU/ml vs. 69 mU/ml, p=0.009) after 6 h of
perfusion.

Bile proteome characterization

Proteomic analysis of bile from the NMP-treated groups
identified a total of 119 distinct proteins. Of these, a mere
five proteins—AFAM, PLN, PONI, RS21, and ZA2G—
were exclusively detected in the bile of the young control
group. Interestingly, there was a considerable overlap in
the bile proteome, with 54% of the proteins being com-
mon to both age groups (Fig. 4). However, 50 proteins
were uniquely expressed in the bile from the elderly
group.

In terms of protein abundance measured by the expo-
nentially modified Protein Abundance Index (emPAI),
APOE emerged as the most prevalent protein in both age
groups. This was followed by CAH1/CAH2 and SODC in
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the 12-month-old animals, and HEMO and SODC in the
3-month-old animals. GO analysis revealed that antioxi-
dant activity and endopeptidase inhibitor activity were
the most significant biological processes represented in
the bile proteome.

Histological analysls

H&E staining revealed well-preserved liver tissues in all
samples, showing distinct lobular structures and portal
triads without significant necrosis, though perfused liv-
ers displayed minor sinusoidal dilation. Sirius Red stain-
ing highlighted the Glisson capsule and minor increases
in intraparenchymal collagen in elderly livers, but semi-
quantitative analysis showed no significant differences
between 3- and 12-month-old livers (1.72% vs. 1.17%;
p=09). Both age groups exhibited minimal lipid sig-
nals, unaffected by perfusion, as supported by consistent

triglyceride levels in tissue analysis (Supplementary
Fig. 1).

Elderly livers displayed more apoptosis near the liver
capsule compared to younger livers, and perfused livers
showed slightly increased apoptosis in both the capsule
and parenchyma than the control group. Despite some
isolated apoptotic signals, overall distribution was homo-
geneous with occasional smaller apoptotic areas (Fig. 5).

Proteomic analysis

We identified 1477 proteins in the analyzed liver tis-
sue (Fig. 6), with the majority (71.2%) being common
across all experimental groups. The largest protein over-
lap was observed among the groups 3M, 3M|NME, and
12M (7.9%), while the smallest overlap occurred within
the elderly liver group (0.3%). Specifically, five proteins
(METK2, PPM1A, GRB14, MGMT, DPP2) were unique
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to elderly livers, and three proteins (GSTA5 MYGI,
PTN23) were exclusive to elderly and perfused livers.

GO enrichment analysis indicated that oxidoreductase
activity, catalytic activity, and small molecule binding
were predominant molecular functions in the proteomic
data set. In terms of biological processes, small molecule,
oxoacid, and organic acid metabolic processes were most
relevant (Supplementary Fig. 2). A targeted approach
cross-referenced proteins in pathways of interest. For
the inflammatory response, increased levels of fibrino-
gen alpha chain, haptoglobin, and serine protease inhibi-
tor A3N were noted in livers treated with NMP, with a
decrease in Serotransferrin levels (Supplementary Fig. 3).
Regarding aging and cellular senescence, elevated levels
of Acyl-CoA (8-3)-desaturase were found in elderly liv-
ers, and decreased levels of Sulfotransferase 2A1 were
observed, irrespective of NMP treatment (Supplementary

Fig. 4). Aldehyde dehydrogenase 1A1, a marker of cellular
detoxification, was heightened in elderly livers (Supple-
mentary Fig. 5). These proteomic results were corrobo-
rated with western blot analysis for three representative
proteins (Supplementary Fig. 6): aldehyde dehydrogenase
1A1 was consistently elevated in elderly livers, Vimentin
was marginally present in young livers, and Serotransfer-
rin was more abundant in livers post-NMP, regardless of
the age of the animals.

Heatmap analysis of proteins with the most signifi-
cant intergroup differences revealed that hemoglobin,
fibrinogen, carbonic anhydrase 1, and aldehyde dehy-
drogenase 1A1 were notably prominent in both perfused
groups (Fig. 7). After an extensive review of literature
and our GO analysis and heatmap results, four proteins
were selected for downstream analyses: 2-Hydroxyacid
oxidase 2, haptoglobin, Serotransferrin, and aldehyde
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dehydrogenase 1Al (Fig. 8). Age-related effects were
evident for 2-Hydroxyacid oxidase 2, vimentin, and alde-
hyde dehydrogenase 1A1, while NMP-associated difter-
ences were observed in haptoglobin, serotransferrin, and
peroxiredoxin-2.

Discussion

Liver grafts are often rejected due to either the advanced
age of the donor or a significant age difference between
the donor and the recipient. This adds to the persistent
challenge of the shortage of appropriate allografts. The
objective of this study was to analyze and define the per-
formance parameters of young and elderly liver grafts,
based on bile and tissue proteome, using a rat NMP sys-
tem. A total of 24 livers from Sprague-Dawley rats aged
3 months and 12 months were examined to achieve this
goal. Traditional performance parameters, such as per-
fusion pressure, bile production, and lactate clearance,

were equally well-maintained in both elderly and young
liver grafts.

However, peak levels of urea in the perfusate were
found to be higher in elderly liver grafts, consistent with
findings of clinical studies on the perfusion of ECD grafts
[9, 19, 31]. Although urea level were slightly elevated,
they remained within the reference range, indicating that
they did not impact graft quality or allow for graft assess-
ment on their own. Transaminase levels were elevated in
both groups, although overall still lower than previously
published by our own workgroup, possibly attributed to
greater experience in rat NMP [20]. Furthermore, the
difference between groups based on ALT values alone
would not allow for an adequate differentiation between
aviable graft for transplantation or not.

Quality assessment factors during NMP estab-
lished in clinical trials include bile production and lac-
tate clearance, both of which were present in the NMP
groups [32, 33]. In combination with H&E and TUNEL
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Fig.5 Liver tissue: Histological analysis of experimental groups. Each row represents a different staining. From top to bottom: H&E, Sirius red, Sudan
red, TUNEL Groups are represented from left to right: 3-month-old liver after static cold storage (SCS), 12-month-old liver after SCS, 3-month-old
liver after normothermic ex vivo liver machine perfusion (NMP), and a 12-month-old liver after NMP

staining, all 12 perfused rat livers would seem viable for
transplantation.

After 6 h of NMP, bile LDH levels, which serve as an
indicator of cellular damage, were found to be signifi-
cantly higher in the elderly liver grafts (Fig. 3C) [34].
The biliary tract is particularly vulnerable to ischemia

reperfusion injury, which led our own group to adopt
a dual vessel perfusion system (hepatic artery and
portal vein) to better reflect the clinical standard and
provide better protection against bile duct damage.
Furthermore, research has demonstrated a correlation
between donor age and ischemic-type biliary lesions in
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Fig. 6 Liver tissue:Venn diagram of label-free quantification proteomic analysis of perfused and non-perfused control livers. Experimental groups
were 3-month-old livers (3M) and static cold storage (SC5), 12-month-old livers and 5CS, 3-month-old livers and normothermic ex vivo liver
machine perfusion (MMP), and 12-month-old livers and NMP. Represented below are the proteomic intersections of each group
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humans. This finding, in turn, raises the risk of requir-
ing retransplantation or experiencing long-term com-
plications [35, 36].

We could not identify any histological tissue alterations
in elderly liver grafts. No relevant increase in steatosis
hepatis or fibrosis were detectable in the Sudan and Sir-
ius red staining. Induction of fibrosis and steatosis hepa-
tis in rats usually requires pharmacological treatment or
changes in diet [37, 38]. Age alone does not cause liver
fibrosis and steatosis alone and therefore reflects the clin-
ical dilemma of variability of age and its correlation with
organ function.

To conduct a more comprehensive analysis of elderly
liver grafts, we performed proteomic analysis on liver
tissue after NMP and compared it to tissue samples
from non-perfused controls. Our findings revealed that
proteins associated with cellular detoxification and

oxidoreductase activity were more abundant in elderly
liver grafts.

Proteins associated with inflammation and metabolic
activity were more abundant in grafts treated with NMEP.
In addition, we found that fibrinogen levels were higher
in NMP-treated grafts, regardless of age. Fibrinogen plays
a multifaceted role in tissue injury and inflammation, and
is involved in several pathways, including blood coagula-
tion [39]. The fact, that perfused livers had higher levels
of fibrinogen is most likely attributable to the prolonged
mechanical insult and coagulation activation during
perfusion. The same was true for serine protease inhibi-
tor A3N which was equally elevated in NMP groups and
haptoglobin [40]. Serotransferrin was lower after NMP.
Serotransferrin is an acute phase protein relevant for iron
transport and has been shown to be upregulated in cases
of acute rejection after liver transplantation [41].
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Vimentin has been shown to be associated with hepa-
tocellular apoptosis when elevated but also impairing
hepatic stellate cell motility and growth, when reduced
[42, 43]. Vimentin is an intermediate filament involved
in modulating cell morphology, growth, and motility. The
higher levels of vimentin observed in the younger livers
may indicate greater regenerative capacity.

Finally, aldehyde dehydrogenase 1A1 has been shown
to be down-regulated in cases of ischemia reperfusion
injury and up-regulated as a defense against oxidative
damage induced by reactive lipid aldehydes [44, 45]. In
our experiments, we observed significantly elevated lev-
els of aldehyde dehydrogenase 1A1 in 12-month-old liv-
ers. This suggest that these livers may require increased
protection against oxidative damage. These findings were

validated through western blot analysis, which revealed
an equal distribution of aldehyde dehydrogenase 1A1.
The analysis of bile collected during NMP showed that
APOE and CAHI1 were the most abundant proteins.
APOE and CAHI are known regulators of lipid trans-
port and interact with bile acid [46, 47]. In addition, we
found that superoxide dismutase (SODC) was present
in both groups. Superoxide dismutase is an important
antioxidant defense mechanism but can cause excess cel-
lular damage if not regulated. Furthermore, the bile col-
lected from the 12-month-old perfused livers contained
50 additional proteins compared to the control group.
One explanation could be the excess cell damage caused
in older grafts, activating further downstream path-
ways, and causing and upregulated protein expression.
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However, there is currently a lack of available bile prot-
eomic analyses during small animal liver machine per-
fusion, indicating a need for further exploration and
investigation.

Our study is limited using rat liver grafts aged only up
to 12 months. As such, the applicability of our findings
to clinically relevant denor ages, particularly those over
70 years, is limited. In addition, the extended husbandry
times required for animals to reach even older ages,
combined with a higher incidence of neoplastic occur-
rences, limited our ability to analyze animals of even
more advanced age. Although there are other rat strains
that are more suitable for aging research, we chose the
rat strain based on the comparability with the NMP sys-
tem and rat liver transplantation setup, and the results of
perfusate analysis. Nevertheless, our study demonstrates
changes that are already apparent on the proteomic level
and during perfusion after 12 months of aging.

Conclusions

Liver grafts from 3- to 12-month-old Sprague-Dawley
rats showed comparable performance on NMEPE. How-
ever, proteomic analysis of liver tissue and bile samples
revealed differences that suggest older age impairs the
ability to cope with oxidative stress during liver machine
perfusion. To gain further insights, future studies should
investigate the outcomes after transplantation of old vs.
young rat livers using static cold storage vs. NMP. More-
over, these studies should focus on reducing oxidative
stress as a therapeutic target.
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