Die Effekte von Udenafil und Propranolol
auf die portale Hypertension und erektile Dysfunktion
in der experimentellen Leberzirrnose

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades
der Hohen Medizinischen Fakultat
der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitat

Bonn

Kathleen Gluckert

aus Herford
2021



Angefertigt mit der Genehmigung

der Medizinischen Fakultat der Universitat Bonn

1. Gutachter: Prof. Dr. Jonel Trebicka

2. Gutachter: Prof. Dr. Alexander Pfeifer

Tag der Mundlichen Prifung: 22.09.2021

Aus der Medizinischen Klinik und Poliklinik |

Direktor: Prof. Dr. Christian P. Strassburg



FUr meine Familie.






Inhaltsverzeichnis
1. Deutsche ZusammenfaSSUNG .......coooviviiiiiiiiiie e 7
11 EINIEITUNG . 7
1.2 Material und MethOTEN .......oooeiiieeeee 9
1.2.1 HUMANE PrODEN ...t 9
1.2.2 Induktion der Leberzirrhose im Tiermodell ... 9
1.2.3 MEAIKAIMENTE. .....eiiiiieeeeie ettt e e e e e e e e e e e e 10
1.2.4 Messungen der hepatischen und systemischen Hamodynamik.................. 11
1.2.5 Messungen der Hamodynamik des Corpus cavernosums............cccceeenee... 12
1.2.6 Molekulare Auswirkungen auf den NO-cGMP-Signalweg..............ccccee...... 13
1.2.7 Patientenkollektiv und Erfassung der ED ...........ccoooviiiiiiiiiiciiicecee e, 15
1.2.8 StatistiSChe ANAIYSE .......oovviiiiiiiiii e 15
1.3 ErgEDNISSE .. 16
131 Hamodynamische Auswirkungen von Udenafil und Propranolol in der
experimentellen LeberzirrhoSe ............uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiie 16
1.3.2 Auswirkungen von Udenafil und Propranolol auf den NO-cGMP-
Signalweg in der LEDErzZirrNOSe..........ovvviiiiii e, 17
1.3.3 Vorkommen von ED in der Leberzirrhose und unter NSBB-Einnahme ....... 19
1.4 DISKUSSION ... 19
15 ZUSAMMENTASSUNG .. .cietiiiieeiiii e e e e e et e e e 22
1.6 Literaturverzeichnis der deutschen Zusammenfassung............ccccceeeeeeeenn. 23
2. VeroffentliChUNg ... 28
AADSTIIACT ...ttt 28
INEFOAUCTION .. e e e e 29

MaterialsS anNd MeEthOAS .....c..oeeee e 29



R ESUIS ..o e e,

DI U 1] (o] o PO

RS (=1 (=] (<1 TR

3. Danksagung



1. Deutsche Zusammenfassung

1.1 Einleitung

Die Leberzirrhose stellt mit einer Inzidenz von ca. 250 Féllen auf 100.000 Personen pro
Jahr in Europa ein haufiges Krankheitsbild dar (Herold, 2018). Hierbei fihrt eine
Leberschadigung zur Aktivierung von Leber-Sternzellen (HSC), was wiederum eine
Proliferation, Kontraktion, Produktion von extrazellularer Matrix und Transdifferenzierung
zu Myofibroblast-ahnlichen Zellen zur Folge hat (Friedman, 2008; Reeves und Friedman,
2002). Des Weiteren kommt es zum Umbau der sinusoidalen Endothelzellen (LSEC) mit
einer Kapillarisierung der Sinusoide sowie einem fehlreguliertem Gefaldtonus durch ein
Uberangebot vasokonstriktiver Mediatoren wie Endothelin und einem Mangel an
Vasodilatatoren wie Stickstoffmonoxid (NO) (DelLeve, 2015; Garcia-Pagan et al., 2012;
Hu et al., 2013). Die Fibrosierung und Dysregulation des Vasotonus sind bedeutende
Faktoren in der Entstehung eines erhdhten hepatischen GefaRwiderstandes. Hierunter
entwickelt sich eine Hyperperfusion des splanchnischen Gefal3bettes mit einer
konsekutiven NO-vermittelten Vasodilatation (Bolognesi et al., 2014). Die resultierende
portale Hypertension (PHT) fuhrt zu lebensbedrohlichen Komplikationen wie zum Beispiel
Osophagusvarizenblutungen (Sanyal et al., 2008; Turon et al., 2013). AuRerdem riicken
zunehmend Folgen der Leberzirrhose und PHT in den Fokus, welche die Lebensqualitat
der Patienten beeintrachtigen. Hierzu zahlt die erektile Dysfunktion (ED), deren
Vorkommen in Abhangigkeit des Schweregrades der Lebererkrankung in den letzten
Jahren in mehreren Studien diskutiert wurde (Andersson, 2018; Durazzo et al., 2010;
Paternostro et al., 2018; Philonenko et al., 2019).

Der unselektive B-Blocker (NSBB) Propranolol wird als Standard in der Prophylaxe und
Therapie bei PHT-bedingten Blutungsereignissen eingesetzt. Bisher ist nicht
abschlieRend geklart, ob die Einnahme von 3-Blockern ein unabhangiger Risikofaktor fur
das Vorkommen einer ED in der Leberzirrhose ist (Maimone et al., 2019; Paternostro et
al., 2018). In diesem Falle bestinde fur viele Patienten mit Leberzirrhose ein stark
erhohtes Risiko fur das Auftreten einer ED mit entsprechender Einschrankung der

Lebensqualitat sowie einer potentiell verminderten Adharenz, wie es bei anderen



Erkrankungen fur die NSBB-Therapie bereits gezeigt wurde (Manolis und Doumas, 2012).
NSBB bewirken sowohl Gber eine Reduktion des Herzzeitvolumens als auch tber eine
splanchnische Vasokonstriktion eine Verbesserung der PHT (Giannelli et al., 2014;
Groszmann et al., 2005; Turon et al., 2013). Eine direkte Senkung des Leberwiderstandes

fehlt jedoch in diesem medikamentdsen Therapieansatz.

In der Vergangenheit wurden bereits medikamentdse Optionen zur Verstarkung
intrahepatisch vasodilatatorischer Mediatoren wie NO in der PHT untersucht. NO wird in
Endothelzellen von Stickstoffsynthasen gebildet und bewirkt Uber eine Aktivierung der
l6slichen Guanylatzyklase eine Freisetzung des sekundaren Botenstoffs zyklisches
Guanosinmonophosphat (cGMP). cGMP wirkt an den vaskularen glatten Muskelzellen
relaxierend bis es durch Phosphodiesterasen zu Guanosinmonophosphat degradiert wird
(Moncada und Higgs, 1993; Ménica et al., 2016). Eine Hemmung der Phosphodiesterase

fuhrt somit zu einer Verlangerung der cGMP-Wirkung und dartber zur Vasodilatation.

Die ED ist ein prominentes Beispiel fur den erfolgreichen klinischen Einsatz von
Phosphodiesterase-5-(PDES5)-Inhibitoren. Sildenafil wurde als erster Vertreter der
Wirkstoffgruppe 1998 fir die ED in Deutschland zugelassen — nachdem es zuvor in der
Behandlung der arteriellen Hypertension und Angina pectoris erprobt wurde. Es folgten
mit Vardenafil und Tadalafil sowie 2014 Avanafil weitere Wirkstoffe, die sich in ihrer
Selektivitat der Phosphodiesterasen, dem Wirkeintritt und der Wirkdauer unterscheiden.
Sildenafil, Vardenafil und Avanafil sind durch eine jeweils recht kurze Halbwertszeit von
unter funf Stunden gekennzeichnet. Mit Tadalafil und seiner Halbwertszeit von
17,5 Stunden steht in Deutschland nur ein lang wirksamer Vertreter der Gruppe zur
Verfugung, der jedoch aufgrund seiner Interaktion mit der Isoform Phosphodiesterase 11
zu muskuloskelettalen Nebenwirkungen fihren kann (Hong et al., 2017). Der PDE5-
Inhibitor Udenafil zeichnet sich durch eine anndhernd gleich lange Halbwertszeit wie
Tadalafil mit 11-13 Stunden, einen schnellen Wirkeintritt sowie eine starke Selektivitat fur
die PDE5S aus (Hong et al.,, 2017). Bis jetzt gibt es keine Zulassung fir Udenafil in
Deutschland, jedoch kommt es bereits seit 2005 in Stdkorea in der Therapie der ED zur

Anwendung.

Bisherige Studien zu PDE5-Inhibitoren in der Leberzirrhose kommen zu unterschiedlichen

Ergebnissen: Teilweise wurde eine Senkung des Pfortaderdrucks unter PDES5-Inhibitor-



Therapie in der Leberzirrhose beschrieben (Choi et al., 2009; Deibert et al., 2018; Kreisel
et al., 2015; Lee et al., 2008). In anderen Studien konnte kein Einfluss auf die portale
Hamodynamik durch den Einsatz von PDE5-Inhibitoren festgestellt werden (Clemmesen
etal., 2008; Colle et al., 2004; Tandon et al., 2010). Das molekulare Wirkprinzip der PDE5-
Inhibition in der Leberzirrhose ist bisher noch weitgehend unerforscht.

Die folgende Zusammenfassung auf Grundlage der von Uschner und Glickert et al. im
Juli 2020 verdffentlichten Originalpublikation ,Combination of phosphodiesterase-5-
inhibitors and beta blockers improves experimental portal hypertension and erectile
function” thematisiert einerseits das Vorkommen der ED in der Leberzirrhose in
Abhangigkeit von deren Schweregrad und der Einnahme von NSBB sowie andererseits
neue therapeutische Ansatze mit dem PDES5-Inhibitor Udenafil als Monotherapie und in
Kombination mit dem NSBB Propranolol in der experimentellen Leberzirrhose.

1.2 Material und Methoden

1.2.1 Humane Proben

Leberproben von sieben gesunden Spendern und 41 zirrhotischen Empfangern wurden
im Rahmen von Transplantationen im Zeitraum von 1999 und 2005 gesammelt und far
Genexpressionsassays verwendet. Dies wurde von dem Ethikkomitee der Universitat
Bonn (019/13) genehmigt.

1.2.2 Induktion der Leberzirrhose im Tiermodell

Insgesamt wurden an 136 mannlichen Sprague-Dawley-Ratten (Charles River
Laboratories, Wilmington, Massachusetts, USA) Versuche durchgefuhrt. Sie waren
dauerhaft in einer kontrollierten Umgebung mit einem zwoélfstiindigem Tag-/Nachtzyklus
und Temperaturen zwischen 22° C und 24° C untergebracht. Die Tiere hatten Zugang zu
Wasser und Standard-Rattenfutter (Ssniff, Soest, Deutschland) ad libitum. Die

Experimente erfolgten nach den Richtlinien des Landesamts fur Natur, Umwelt und
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Verbraucherschutz als der fur Tierstudien in Nordrhein-Westfalen zustadndigen Behérde
(Zulassungsnummer 84-02.04.2014.A030).

Eine cholestatische Leberzirrhose wurde bei 79 Ratten mit einem Initialgewicht von 180-
200 g mittels Gallengangsligatur (BDL) induziert. Hierfir wurden die Ratten mit Ketamin
(80-100 mg/kg Korpergewicht (KG)) und Xylazin (5-10 mg/kg KG) intraperitoneal
narkotisiert. Nach Uberpriifung der Schmerzfreiheit wurde eine mediane Laparotomie mit
Eroffnung des Peritoneums durchgefuhrt. Der Gallengang wurde im Ligamentum
hepatoduodenale aufgesucht, von der Arteria hepatica propria und der Vena portae
freiprapariert, mit Seide (3-0) ligiert und abgesetzt. Abschlielend wurden eine Peritoneal-
und eine Hautnaht gesetzt. Die Versuche erfolgten nach vier Wochen bei Vorhandensein

von Aszites als Zeichen einer PHT.

Als Kotrollgruppe wurde bei zehn Ratten eine Sham-Operation mit einer Laparotomie
unter intraperitonealer Narkose wie oben beschrieben ohne Ligatur des Gallenganges

durchgefuhrt.

Eine toxische Leberzirrhose wurde bei 42 Ratten mit einem Initialgewicht von 80-100 g
durch eine zwei Mal wéchentliche Inhalation von 1 1/min Tetrachlormethan (CClas)
induziert. Die Versuche wurden nach der Ausbildung von Aszites als Zeichen einer PHT
nach ca. 12 bis 14 Wochen durchgefuhrt.

1.2.3 Medikamente

Der PDE5-Hemmer Udenafil (Batch No. AFGHO000722) wurde von Dr. Falk
Pharma GmbH (Freiburg, Deutschland) zur Verfigung gestellt. Der NSBB Propranolol
(Batch No. P8688) wurde von Sigma-Aldrich (Darmstadt, Deutschland) bezogen.
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1.2.4 Messungen der hepatischen und systemischen Hamodynamik

Die Finalversuche erfolgten in funf Kontrolltieren, finf Sham-operierten, 43 BDL-
operierten und 22 CCls-intoxikierten Ratten zur Analyse der hepatischen und

systemischen Hamodynamik in vivo.

Fur die Allgemeinanasthesie wurden Ketamin (80-100 mg/kg KG) und Xylazin (5-
10 mg/kg KG) intraperitoneal appliziert. Die Vena und Arteria femoralis, Vena portae und
Arteria carotis communis wurden jeweils freiprapariert und mit einem Polyethylenkatheter
PE-50 kanuliert, der mittels Seide (3-0) fixiert wurde. Der Zugang zur Vena portae erfolgte
dabei als mediane Laparotomie mit Kanulierung einer ileokolischen Vene und Vorschub
in die Vena portae. Der Karotiskatheter wurde bis zum linken Ventrikel vorgeschoben. Die
Druckmessung in vivo erfolgte, wie bei Heller et al. (2003) vorbeschrieben, nach einer
Stabilisierungsphase mittels Power Lab von AD Instruments (Oxford, UK). Fir die
Messung des Pfortaderdrucks (PP) wurde der Katheter in der Vena portae verwendet und

der Druck in der Arteria femoralis diente als Mal fur den mittleren arteriellen Druck (MAP).

Zur Berechnung weiterer hamodynamischer Kenngréf3en wurde die Mikrospharentechnik
angewandt, die ausfihrlich vorbeschrieben ist (Klein et al., 2017). Hierbei wurden fur den
systemischen Kreislauf 300.000 rote Mikrospharen (15 um Durchmesser, Triton-
Technologies, San Diego, Kalifornien, USA) lber den Karotiskatheter in den linken
Ventrikel Gber 30 Sekunden appliziert. Gleichzeitig startete die Aspiration Uber eine
Minute von insgesamt 0,65 ml Blut tGber den Femoraliskatheter. Dies wurde in gleicher
Weise nach der Wirkstoffgabe mit gelben Mikrospharen wiederholt. Fir die Kalkulation
des portal-systemischen Shunts wurden anschliel3end vor Medikamentengabe 150.000
weil3e und nach Medikamentengabe 150.000 blaue Mikrosphéren (15 um Durchmesser,
Triton-Technologies, San Diego, Kalifornien, USA) Uber den Portalvenenkatheter Gber
30 Sekunden infundiert.

Die Messungen erfolgten vor und nach der akuten Medikamentengabe. Je nach
Versuchsaufbau wurden dafir a) Zitronensdure in Natriumchlorid als Vehikel,
b) 1 mg/kg KG Udenafil, ¢) 5 mg/kg KG Udenafil oder d) 1 mg/kg KG Propranolol und

nach 30 Minuten 1 mg/kg KG Udenafil iber die Vena femoralis appliziert. Post mortem
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erfolgte die Organentnahme und Konservierung bei -80° C bis zur Durchfihrung weiterer

Experimente.

Fur die Mikrospharentechnik wurden Lunge, Leber, Nieren, Gastrointestinaltrakt und Milz
mit 4 M Kaliumhydroxid und 2%-igem Tween und die Blutprobe mit 5,3 mol
Kaliumhydroxid und Tween 80 versetzt und anschlieBend flir eine Stunde gekocht. Die
verdauten Proben wurden gevortext, mittels Whatman Nucleopore Filters (Whatman
International Limited, Madison, UK) gefiltert und mit 0,2 ml Dimethylformamid versetzt.
Die Absorption wurde spektralphotometrisch gemessen und anhand dessen die

systemische und hepatische Hamodynamik kalkuliert.

1.2.5 Messungen der Hamodynamik des Corpus cavernosums

In finf Sham- und sechs BDL-operierten mannlichen Ratten wurde der Einfluss der akuten
Gabe von Udenafil (1 mg/kg KG) und in Kombination mit Propranolol (1 mg/kg KG) auf

die Erektionsfahigkeit evaluiert.

Hierzu wurde eine mediane Laparotomie unter intraperitoneal applizierter
Allgemeinanasthesie mittels Ketamin (80-100 mg/kg KG) und Xylazin (5-10 mg/kg KG)
durchgefihrt. Die Harnblase wurde aufgesucht, stumpf abpréapariert und kranial fixiert. Die
Hoden wurden aus dem Skrotum mobilisiert und mit den Glandulae vesiculosae lateral
fixiert, um einen freien Zugang zum dorsalen Anteil der Prostata im Operationssitus zu
erzielen (Supplementary Method Fig. 1). Mit Hilfe eines Stereomikroskops (Leica A60 S,
Leica, Wetzlar, Deutschland) konnte der Nervus cavernosus von der Prostata zur Urethra
ziehend aufgesucht und freiprapariert werden. Mit einer bipolaren Elektrode (MLA 0320,
AD Instruments, Oxford, UK) wurde der Nerv mit 7,5 V bei einer Frequenz von 20 Hz und
einer Impulsbreite von 0,005 Sekunden fur insgesamt eine Minute stimuliert
(Supplementary Method Fig. 2). Zur invasiven Druckmessung wurde der Penis denudiert
und das Corpus cavernosum mit einer 27-Gauge-Kanile punktiert (Supplementary
Method Fig. 3). Die Schwellkérperdriicke wurden kontinuierlich mittels Power Lab von
AD Instruments (Oxford, UK) aufgezeichnet. Die Anderung des Corpus-Cavernosum-

Druckes (CCP) vor und wéahrend der Erektion wurde als erektile Funktion gewertet. Post
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mortem erfolgte die Organentnahme und Konservierung bei -80° C bis zur Durchfiihrung

weiterer Experimente.

1.2.6 Molekulare Auswirkungen auf den NO-cGMP-Signalweg

Zum Nachweis des NO-abhéngigen Effekts von Udenafil wurden Leberperfusions-
untersuchungen in situ in 30 BDL-operierten und 20 CCls-behandelten Ratten unter
Allgemeinanasthesie, wie von Klein et al. (2017) beschrieben, durchgefiihrt. Methoxamin
(Batch No. M6524, Sigma-Aldrich, Darmstadt, Deutschland) wurde zur Vorkontraktion der
Leber verwendet. Anschliel3end wurde jeweils eine Gruppe in den beiden Modellen der
experimentellen Leberzirrhose mit dem NO-Synthase-Inhibitor Nw-Nitro-L-Arginin-
Methylester-Hydrochlorid (L-NAME; Batch No. 5751, Sigma-Aldrich, Darmstadt,
Deutschland) vorbehandelt und mit einem Vehikel oder Udenafil in steigender Dosis
(0,1 mg/ml, 0,5 mg/ml, 1,0 mg/ml Perfusionslésung) perfundiert. Die Kontraktion der

Leber wurde gemessen.

Fur die Analysen der Gen- und Proteinexpression am Signalweg beteiligter Enzyme
wurden die unter 1.2.1, 1.2.4 und 1.2.5 beschriebenen Organproben aus Mensch und
Ratte verwendet. Auf3erdem wurden LSEC und HSC aus Leberproben von Sham-
operierten und BDL-operierten Ratten, wie vorbeschrieben (Trebicka et al., 2007), isoliert
und untersucht. Zusammengefasst wurde nach Vorbereitung durch in situ Perfusion der
Leber mit Kollagenase und Pronase die Probe durch eine Dichte-Gradientenzentrifugation
nach hepatischen Zelltypen aufgetrennt und dann fir Polymerasekettenreaktionen (PCR)

verwendet.

Zum quantitativen Nachweis der Genexpression der endothelialen Stickstoff-Synthase
(Nos3), der induzierbaren Stickstoff-Synthase (Nos2) und der Phosphodiesterase-5
(Pde5) wurden quantitative Echtzeit-PCR, wie von Trebicka et al. (2007) beschrieben,
durchgefuhrt. Hierfir wurde Ribonukleinsaure (RNA) aus Zellisolationen von LSEC und
HSC sowie Gewebeproben von Leber, Aorta und Penis von Sham- und BDL-operierten

Ratten isoliert. AnschlieRend erfolgte eine reverse Transkription und PCR mit in Tab. 1
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dargestellten Tagman Assays des Applied Biosystems 7300 Real-Time PCR Systems
(Applied Biosystems, Foster City, Kalifornien, USA):

Tab. 1: Fir die Echtzeit-PCR verwendeten Assays

Gen Human: Assay ID Ratte: Assay ID
Nos2 Hs01075529 m1 RN00561646_m1
Nos3 Hs01574659-m1 Rn07312037_g1
Pde5a Hs00153649 ml Rn01639345 ml

18S rRNA wurde als endogene Kontrolle verwendet. Als Ausdruck des vielfachen
Anstiegs der Genexpression bezogen auf die Referenzgruppe wurden die Ergebnisse als
2-AACT dargestellt.

Mittels Western Blot wurden die Proteinexpressionen von am NO-cGMP-Signalweg
beteiligten Enzyme bestimmt, wie bereits beschrieben (Trebicka et al., 2007). Hierzu
wurden Leberproben von zirrhotischen Ratten nach BDL ohne und mit Udenafiltherapie
verwendet. Zur Vorbereitung wurden die gefrorenen Proben homogenisiert, lysiert, mit
Probenpuffer verdinnt und denaturiert. Anschlie3end wurden die Proben (20 pg Protein)
auf Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese-Platten Gbertragen, bei 200 V
Uber 60 Minuten aufgetrennt und anschliel3end auf eine Nitrozellulose-Membran im Semi-
dry-Blot Uberfuhrt. Zum Nachweis der aquivalenten Proteinladung wurde eine Ponceau-
Farbung durchgefiihrt. Nach Blockierung unspezifischer Bindungsstellen wurden die
Membranen mit folgenden priméren Antikdrpern inkubiert: eNOS (Cat.610296, Lot41425;
BD Bioscience, San Jose, CA, USA), peNOS (#9571, Lot 14, Cell Signaling, Boston, MA,
USA), PDES5 (Lot A91778; Sigma-Aldrich, Darmstadt, Deutschland) und Glycerinaldehyd-
3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) (sc-25778, Lot # K1511; Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) als endogene Kontrolle. Der entsprechende
sekundare Antikérper (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA) wurde hinzugefugt.
Die Proteinexpression wurde durch eine erhohte Chemolumineszenz (ECL, Amersham,
UK) dargestellt und mit Chemi-Smart (PeglLab Biotechnologies, Erlangen, Deutschland)

ausgewertet.
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1.2.7 Patientenkollektiv und Erfassung der ED

Zur Analyse des Vorkommens einer ED in der Leberzirrhose wurde ein Patientenkollektiv
von n = 86 erfasst. Die Patienten wurden zwischen Dezember 2010 und Dezember 2012
an der Universitatsklinik fur Innere Medizin 11l der Medizinischen Universitat Wien sowie
zwischen Juli 2017 und Juli 2018 an der Medizinischen Klinik und Poliklinik | des
Universitatsklinikums Bonn in die Studie eingeschlossen. Einschlusskriterien waren das
mannliche Geschlecht sowie das Vorhandensein einer radiologisch oder histologisch
gesicherten Leberzirrhose. Ausschlusskriterien waren ein Patientenalter Uber
80 Lebensjahre, eine Hepatische Enzephalopathie, der Zustand nach einer
Lebertransplantation, sonstige relevante Nebenerkrankungen (extrahepatische maligne
Neoplasie, Diabetes mellitus, vorherige Operation des Urogenitaltraktes, schwere
kardiale Erkrankung, Depression) sowie fehlende Informationen Uber eine NSBB-
Einnahme oder eine NSBB-Einnahme aus anderer Indikation als die Blutungsprophylaxe
bei PHT. Zur Erfassung des Vorkommens und der Schwere der ED wurde der
International Index of Erectile Function (IIEF-5) verwendet.

1.2.8 Statistische Analyse

Fur die statistischen Analysen der tierexperimentellen Versuche und die Erstellung der
Graphen wurden GraphPad Prism 5.0 (Graph-Pad, San Diego, USA) und SPSS 22 (SPSS
Inc. Chicago, IL, USA) verwendet. Die Korrelationen wurden mit dem Spearmanschen
Rangkorrelationskoeffizienten berechnet. P<0,05 wurde als statistisch signifikant
gewertet. Der Zusammenhang zwischen Schwere der Lebererkrankung, Schwere der ED
und NSBB-Einnahme wurde mittels einer bindren, multivariaten Regressionsanalyse

beurteilt.
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1.3 Ergebnisse

1.3.1 Hamodynamische Auswirkungen von Udenafil und Propranolol in der

experimentellen Leberzirrhose

Zur Analyse der Effekte von Udenafil und Propranolol in der experimentellen
Leberzirrhose wurden hepatisch und systemisch hdmodynamische Messungen in vivo
sowie die Mikrospharentechnik durchgefuhrt. Die akute Gabe des PDES5-Inhibitors
Udenafil in einer Dosis von 1 mg/kg KG fiihrte zu einer signifikanten Reduktion des PP
bei nicht signifikant abweichenden Werten unter Vehikelkontrolle. Dabei wurden
vergleichbare Effekte im cholestatischen (- 30 %) wie im toxischen (- 30 %) Modell der
Leberzirrhose erzielt (Fig. 3A). Eine Dosissteigerung auf 5 mg/kg KG Udenafil erbrachte
keine weitere PP-Senkung in der BDL-operierten Gruppe (Table 2) oder CCls-intoxikierten
Gruppe (Table 3). Es konnte eine signifikante Reduktion des hepatisch vaskularen
Widerstandes bei gleichbleibendem splanchnischem Widerstand nach akuter Applikation
von 1 mg/kg KG Udenafil in beiden Modellen der experimentellen Leberzirrhose gezeigt
werden (Table 2, Table 3). Der Shuntflow war nach Udenafilgabe im toxischen Modell
signifikant erniedrigt (Table 3) und im cholestatischen Modell leicht reduziert (mit
p =0,0625; Table 2). Neben dem erwinschten Effekt der PP-Senkung wurde ein
signifikanter Abfall des MAP in beiden Modellen der Leberzirrhose (-25 % in BDL, -31 %
in CCls) unter der Monotherapie mit Udenafil beobachtet (Fig. 3B).

Bemerkenswerterweise kam es zu keinem Abfall des MAP unter der
Kombinationstherapie von Udenafil mit 1 mg/kg KG des NSBB Propranolol in BDL-
operierten Ratten (Fig. 3F). AuRerdem konnte eine weitere Senkung des PP auf nun 60 %
des Ausgangswertes nach akuter Gabe von Udenafil und Propranolol im cholestatischem
Leberzirrhosemodell erreicht werden (Fig. 3C). Die Auswirkungen der Kombinations-
therapie auf den splanchnischen und systemischen vaskularen Widerstand stellten sich
in den untersuchten Tieren divergent dar. Teilweise wurden erniedrigte, teilweise erhdhte
Widerstdnde beobachtet. Ein eindeutiger Trend war nicht erkennbar (Fig. 3D-E). Der
hepatische vaskuldre Widerstand und das Herzzeitvolumen sanken unter Udenafil und

Propranolol in den BDL-operierten Ratten.
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Zur Evaluation der erektilen Funktion in der Leberzirrhose und unter einer Therapie mit
Udenafil und Propranolol erfolgten hdmodynamische Messungen des CCP in vivo. Der
CCP vor Stimulation sowie die maximalen Dricke wahrend der Erektion waren bei BDL-
operierten Ratten jeweils niedriger als in der Sham-operierten Gruppe. Es konnte gezeigt
werden, dass der Anstieg des CCP mit 31 mmHg in den zirrhotischen Ratten signifikant
reduziert war im Vergleich zu den gesunden Tieren mit einem CCP-Anstieg von 56 mmHg
(Fig. 2B). Im Folgenden wurde der Verlauf der CCP-Driicke unter medikamenttser
Akuttherapie mit 1 mg/kg KG Udenafil alleine oder in Kombination mit 1 mg/kg KG
Propranolol in beiden Gruppen untersucht. Die CCP-Driicke vor der Stimulation bildeten
die Bezugsgrolie (100 %). Wie in Figure 2C dargestellt ist, fuhrte sowohl in den Sham-
als auch in den BDL-operierten Ratten die Gabe von Propranolol zu einer Reduktion des
maximalen CCP wéahrend der Erektion. Die anschlieRende Applikation von Udenafil fihrte
in beiden Gruppen zu einer Verbesserung der erektilen Funktion. Diese entsprach
interessanterweise dem CCP-Anstieg der BDL-operierten Ratten nach Udenafilgabe ohne

vorheriger Propranololtherapie (Fig. 2C).

1.3.2 Auswirkungen von Udenafil und Propranolol auf den NO-cGMP-Signalweg

in der Leberzirrhose

Die Leberperfusionsuntersuchungen in BDL-operierten und CCls-intoxikierten Ratten
dienten dem Beweis der NO-abhangigen Wirkungsweise von Udenafil. Die Udenafilgabe
fuhrte zu einer dosisabhangigen Abnahme der Leberkontraktion in beiden
Zirrhosemodellen, wahrend unter Vehikelkontrolle die Kontraktion konstant blieb. Die
Vorbehandlung mit dem NO-Synthase-Inhibitor L-NAME verhinderte die relaxierende
Wirkung von Udenafil in BDL- und CCls-intoxikierten Ratten (Fig. 5A-B).

Sowohl humane Leberproben als auch Proben von Leber, Aorta und Penis von Ratten
nach Sham-Operation, BDL-Operation oder CCl4-Intoxikation wurden hinsichtlich ihrer
Veranderungen von Gen- und Proteinexpression am NO-cGMP-Signalweg beteiligter

Enzyme analysiert.
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Die hepatischen Spiegel der messenger Ribonukleinsdure (MRNA) der Nos3, Nos2 und
Pde5 waren sowohl in der humanen Leberzirrhose als auch in zwei Modellen der
experimentellen Leberzirrhose signifikant erhéht im Vergleich zur jeweiligen
Kontrollgruppe (Fig. 4A-C). Zur Klarung des intrahepatischen Ursprungs der verstarkten
Genexpression wurde die quantitative Echtzeit-PCR in isolierten LSEC und HSC
durchgefiihrt. Hier zeigten sich ein signifikanter Anstieg von Nos3, Nos2 und Pde5 in
LSEC sowie eine Erhéhung der Genexpression von Pde5 von HSC in der Leberzirrhose,

wobei die HSC die Hauptquelle der Pde5 zu sein scheinen (Fig. 4D).

In Leberproben von BDL-operierten Ratten stellte sich lediglich eine leichte Erhéhung der
Proteinexpression der endothelialen Stickstoffsynthase (eNOS) nach der akuten Gabe
von 1 mg/kg KG Udenafil dar (Fig. 5C-D). Bemerkenswerterweise kam es jedoch unter
Udenafiltherapie zu einer signifikanten Zunahme der Phosphorylierung der eNOS
(Fig. 5C-D) und damit zur Aktivierung der Synthase. Die hepatische Proteinexpression
von PDE5 blieb nach Udenafil-Applikation in zirrhotischen Ratten unverédndert
(Fig. 5C-D).

Die Akutgabe von Udenafil und die Kombination mit Propranolol fihrten in der Aorta von
Ratten nach Zirrhose-Induktion zu unterschiedlichen Effekten in der Genexpression der
untersuchten Enzyme. Nach Udenafilgabe konnte ein signifikanter Anstieg der Nos3 in
den Aortenproben beobachtet werden, unter der Kombination mit Propranolol kam es zu
einer signifikanten Senkung im Vergleich zur Vehikelkontrolle (Fig. 5F). Die Therapie mit
Udenafil hatte keinen Einfluss auf die Genexpression von Nos2 und Pde5 in der Aorta
(Fig. 5F). Die Kombination mit Propranolol fiihrte zu einer signifikanten Senkung der
MRNA Level von Nos2 und Pde5 in den Aorten der BDL-Ratten.

Die Genexpression in den Proben des Corpus cavernosum zeigte ein gegensatzliches
Verhalten zu den Untersuchungen in den Leberproben nach BDL in Ratten. Sowohl Nos3,
Nos2 als auch Pde5 waren im Vergleich zur Vehikelgruppe im Corpus cavernosum
signifikant erniedrigt (Fig. 2C). Die Kombinationstherapie mit Udenafil und Propranolol in
den BDL-Ratten fuhrte zu einem signifikanten Anstieg von Nos3 und Nos2 gegeniber der

Vehikelgruppe sowie einer signifikanten Senkung von Pde5 (Fig. 2C).
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1.3.3 Vorkommen von ED in der Leberzirrhose und unter NSBB-Einnahme

Bei 86 Patienten mit Leberzirrhose wurde das Vorkommen einer ED erfasst. Die genauen
Patientencharakteristika sind in Table 1 zusammengefasst. Es konnte eine Korrelation
der Schwere der Lebererkrankung — abgebildet durch das Child-Pugh-Stadium —mit dem
IIEF-5-Score als MaR fiir eine ED nachgewiesen werden (Fig. 1A). Des Weiteren war der
IIEF-5-Score unter NSBB-Einnahme in dem gesamten Patientenkollektiv signifikant
niedriger (Table 1B). Die Subgruppenanalyse ergab eine Abhangigkeit des IIEF-5-Scores
von der NSBB-Einnahme bei Patienten im Child-Pugh-Stadium A und B, jedoch nicht im
Child-Pugh-Stadium C (Fig. 1C). Somit steigt das Risiko fur das Vorkommen einer ED bei
Patienten mit einer Leberzirrhose mit dem Schweregrad der Erkrankung und mit der
Therapie mit NSBB an (Fig. 1D).

1.4 Diskussion

Die Dysregulation des NO-cGMP-Signalweges nimmt in der Entstehung einer PHT in der
Leberzirrhose eine bedeutende Rolle ein. Intrahepatisch ist die NO-vermittelte
Vasodilatation vermindert, wahrend ein extrahepatisches Uberangebot an NO zu einer
verstarkten splanchnischen Vasodilatation und dariber zur Aggravation der PHT flhrt
(DeLeve, 2015; Hu et al., 2013). In Ubereinstimmung mit frilheren tierexperimentellen
Daten von Schaffner et al. (2018) zeigen die vorliegenden Untersuchungen in humanen
Proben und verschiedenen tierexperimentellen Modellen, dass intrahepatisch die
Genexpression der NO-Synthasen Nos3 und Nos2 in der Leberzirrhose hochreguliert ist.
Zeitgleich kommt es zu einer Uberexpression von Pde5. Hierunter kann es zu einem
vermehrten Abbau von cGMP und dartber zu einer verkirzten vasodilatatorischen
Wirkung von NO kommen. In der vorliegenden Arbeit kann durch die Bestimmung der
guantitativen Genexpression in isolierten Leberzellen gezeigt werden, dass die
Hauptquelle der Pde5-Expression HSC sind. Dies steht im Einklang mit

immunhistochemischen Untersuchungen von Schaffner et al. (2018).

Somit erscheint die PDES5 als geeigneter Angriffspunkt einer medikamentésen Therapie
der intrahepatischen Vasokonstriktion in der Leberzirrhose. Bisherige Studien zur

Effektivitat des Einsatzes von PDE5-Hemmern kommen zu unterschiedlichen
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Ergebnissen. Die in dieser Studie durchgefuhrten hdmodynamischen Untersuchungen
der akuten Udenafilgabe in der experimentellen Leberzirrhose zeigen eine Senkung des
PP und des hepatisch vaskularen Widerstandes kongruent zu Daten von Choi et al.
(2009), Lee et al. (2008) und Schaffner et al. (2018). Die abweichenden Einschatzungen
von Tandon et al. (2010), Colle et al. (2004) und Clemmesen et al. (2008) kdnnen teilweise
auf unterschiedliche Dosierungen der PDE5-Hemmer, sehr frihe Stadien der
Leberzirrhose mit einer geringen vaskularen Dysfunktion und geringe Stichprobengréf3en

zuruckgefuhrt werden.

Die Analysen der Leberperfusion in situ beweisen, dass der Udenafileffekt NO-abhangig
ist. Es ist bekannt, dass PDE5-Inhibitoren die Degradation von cGMP verhindern und
damit die vasodilatatorische Wirkung von NO verlangern. In der vorliegenden Studie wird
auBerdem gezeigt, dass die PDE5-Inhibition mit Udenafil zu einer erhdhten
Proteinexpression der phosphorylierten und somit aktivierten Form der eNOS flhrt. In
anderen Studien wurde auf3erdem ein antifibrotischer und antiinflammatorischer Effekt
verschiedener PDE5-Hemmer beschrieben, sodass diese sogar weitere Vorteile in der
Therapie der Leberzirrhose haben kdnnten (Ahmed et al., 2017; EI-Agamy et al., 2018;
Mansour et al., 2018; Molehin et al., 2018; Said et al., 2013).

Bisher blieb in der Leberzirrhose die Kombination eines PDE5-Hemmers mit dem NSBB
Propranolol, der als Standardprophylaxe und -therapie bei PHT-bedingten Blutungs-
ereignissen eingesetzt wird, unerforscht. Bemerkenswerterweise konnte in dieser Studie
der PP in der experimentellen Leberzirrhose mit der Kombinationstherapie gegenuber

einer Monotherapie mit Udenafil weiter gesenkt werden.

Berechtigte Kritikpunkte an der Anwendung von PDES5-Inhibitoren in der Leberzirrhose
sind systemische Nebenwirkungen (Clemmesen et al., 2008; Tandon et al., 2010). Auch
in dieser Studie wurde unter der Monotherapie mit Udenafil eine dosisabhéngige arterielle
Hypotension festgestellt. Dies kann neben der direkten PDES5-Inhibition auf eine
vermehrte eNOS-Expression unter Udenafil und somit einem gegebenenfalls erhéhten
NO-Angebot in der Aorta zurickgefuhrt werden. Die Kombination von Udenafil mit
Propranolol fiihrte in Ratten nach Zirrhoseinduktion zu einer herabgesetzten
Genexpression von Nos2 und Nos3 sowie Pde5 in der Aorta. Hierbei blieb der arterielle

Blutdruck stabil, sodass die Kombinationstherapie mit Udenafil und Propranolol in der
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Leberzirrhose bezuglich der systemischen Nebenwirkungen im tierexperimentellen

Modell gut vertraglich erscheint.

PDE5-Hemmer werden bereits zur Therapie verschiedener Erkrankungen eingesetzt;
prominentestes Beispiel ist die ED. Diese ruckt auch bei Patienten mit Leberzirrhose
zunehmend in den Fokus. Zuletzt wurde eine positive Korrelation der Schweregrade von
Leberzirrhose und ED von verschiedenen Autoren beschrieben (Andersson, 2018;
Durazzo et al., 2010; Paternostro et al., 2018; Philonenko et al., 2019). Gegensatzliche
Ergebnisse erzielten Maimone et al. (2019) bei der Betrachtung von 102 Patienten mit
Leberzirrhose. Hier konnten als unabhangige Risikofaktoren fr eine ED lediglich das Alter
und der Hamoglobinwert gefunden werden, jedoch nicht die Leberzirrhose per se. Dabei
ist anzumerken, dass hier ausschliel3lich Patienten mit Leberzirrhose im Stadium A nach
Child-Pugh beriicksichtigt wurden, in dem auch in anderen Studien das geringste
Vorkommen einer ED gegentber fortgeschrittenen Stadien beschrieben wurde.
AuRerdem ist von besonderem Interesse, ob eine NSBB-Einnahme einen unabhangigen
Risikofaktor fur die Entstehung einer ED in der Leberzirrhose darstellt, da es sich um eine
gangige Medikation von Patienten mit Leberzirrhose handelt. Maimone et al. (2019) und
Paternostro et al. (2018) konnten die NSBB-Einnahme nicht als unabhangigen
Risikofaktor fur die Entwicklung einer ED in der Leberzirrhose nachweisen. Dem
gegenuber zeigt diese Studie fur die Child-Pugh-Stadien A und B, nicht jedoch fir das
Stadium C ein erhdhtes Risiko fir eine ED unter NSBB-Therapie. Aul3erdem belegt diese
Arbeit eine verminderte erektile Funktion in der dekompensierten Leberzirrhose im
Tiermodell sowie eine weitere Verschlechterung durch die akute Gabe von Propranolol.
Dabei ist im Corpus cavernosum zirrhotischer Ratten eine verminderte Genexpression
der am NO-cGMP-Signalweg beteiligten Enzyme zu sehen. Unter Udenafiltherapie
konnte die erektile Funktion signifikant verbessert werden. Der positive Effekt von Udenafil

auf die erektile Funktion bestand auch unter vorangegangener Propranololtherapie.

Im Einklang dazu stellten Thakur et al. (2019) bei zirrhotischen Patienten unter der Gabe
des PDE5-Hemmer Tadalafil Gber vier Wochen eine Steigerung des IIEF-5-Scores als

Mald der erektilen Funktion fest.

Die Leberzirrhose und PHT stellen aufgrund der komplexen Pathophysiologie nach wie

vor grof3e Herausforderungen an die medikamentdse Therapie. Der in der PHT bisher
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etablierte NSBB Propranolol hat keinen direkten intrahepatischen Effekt, sondern wirkt
Uber eine Verringerung der splanchnischen Hyperperfusion. Dagegen bietet der PDE5-
Hemmer Udenafil Mdoglichkeiten der intrahepatischen Beeinflussung der portalen
Hamodynamik Uber eine dortige NO-vermittelte Vasodilatation. Die Kombination der
beiden Wirkstoffe erreichte in der experimentellen Leberzirrhose eine Verbesserung der
PHT ohne systemische Nebenwirkungen. Zeitgleich konnte eine ED, die in der Zirrhose

und unter NSBB-Therapie gehauft vorkommt, durch Udenafil verbessert werden.

Es gilt an dieser Stelle zu beachten, dass in dieser Studie nur die akuten medikamentdsen
Effekte im Tiermodell analysiert wurden. Aufgrund der tierexperimentellen Daten sollten
nachfolgende Studien die chronische Gabe von Udenafil und Propranolol bei Patienten
erforschen, um zukiinftig sowohl das Uberleben als auch die Lebensqualitat von Patienten

mit Leberzirrhose weiter verbessern zu konnen.

1.5 Zusammenfassung

Die Dysregulation des Vasotonus in der Leberzirrhose ist ein entscheidender Faktor in
der Pathogenese der portalen Hypertension. Propranolol als Standardtherapeutikum
beeinflusst insbesondere die extrahepatische Hamodynamik und kann mit
Nebenwirkungen einhergehen, die die Lebensqualitat stark einschranken wie der
erektilen Dysfunktion. In der vorliegenden Studie wurde der in der erektilen Dysfunktion
etablierte Phosphodiesterase-5-Inhibitor Udenafil in Kombination mit Propranolol als

maogliches Therapeutikum in der experimentellen Leberzirrhose evaluiert.

Die Leberzirrhose wurde in Ratten in einem cholestatischen Modell nach
Gallengangsligatur und in einem toxischen Modell nach CCls-Inhalation untersucht.
Molekulare Mechanismen der Regulierung des Stickstoff-cGMP-Signalweges wurden auf
MRNA- und Proteinebene in der Leberzirrhose nach Udenafil- und Propranolol-Gabe in
der Leber, der Aorta und dem Penis analysiert. Hepatische und systemische
hamodynamische Messungen sowie Corpus-Cavernosum-Druck-Messungen als Mal3 fur
die erektile Funktion in vivo und Leberperfusionen in situ wurden unter der Gabe von

Udenafil und Propranolol durchgeftihrt. Das Vorkommen einer erektilen Dysfunktion in der
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humanen Leberzirrhose wurde in Abhangigkeit der Einnahme von unselektiven B-

Blockern analysiert.

Die Stickstoffsynthasen und die Phosphodiesterase-5 waren in der zirrhotischen Leber
vermehrt exprimiert. Die Hauptquelle der Phosphodiesterase-5 waren aktivierte
hepatische Sternzellen. Unter einer Monotherapie mit Udenafil konnte der Pfortaderdruck
verringert werden, jedoch kam es zeitgleich zu einer arteriellen Hypotension. In der
Kombination mit Propranolol blieb der arterielle Blutdruck allerdings stabil, wobei durch
diese Synergie eine weitere Senkung des Pfortaderdrucks erreichen konnte. Die erektile
Funktion war in der humanen und tierexperimentellen Leberzirrhose vermindert und
wurde durch Propranololgabe zusatzlich verschlechtert. Udenafil konnte die erektile

Funktion im Tiermodell verbessern.

Somit zeigt diese Arbeit, dass die Kombination von Udenafil mit Propranolol in der
experimentellen Leberzirrhose eine Verbesserung der portalen Hamodynamik sowie der

erektilen Funktion ohne systemische Nebenwirkungen bewirkt.
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Abstract

Background & Aims: Phosphodiesterase-5 inhibitors (PDE-5-1) are used for treatment
of erectile dysfunction (ED), which is common in patients with cirrhosis. They may
improve portal hypertension (PH), but contradictory data on efficacy and side-effects
have been reported. Non-selective beta blockers (NSBB) reduce portal pressure, but
might aggravate ED. Thus, we evaluated the combination of PDE-5-1 with NSBB and
its impact on PH and ED in experimental cirrhosis.

Methods: ED was assessed in cirrhotic patients (n = 86) using standardized question-
naire. Experimental cirrhosis was induced by bile-duct-ligation or carbon-tetrachlo-
ride intoxication in rats. Corpus cavernosum pressure - a surrogate of ED -, as well
as systemic and portal haemodynamics, were measured in vivo and in situ after acute
administration of udenafil alone or in combination with propranolol. mRNA and pro-
tein levels of PDE-5 signalling were analysed using PCR and western Blot.

Results: ED in humans was related to severity of liver disease and to NSBB treatment.
PDE-5 was mainly expressed in hepatic stellate cells and upregulated in human and
experimental cirrhosis. Propranolol reduced corpus cavernosum pressure in cirrhotic
rats and it was restored by udenafil. Even though udenafil treatment improved PH, it
led to a reduction of mean arterial pressure. The combination of udenafil and propran-

olol reduced portal pressure and hepatic resistance without systemic side-effects.

Abbreviations: Adrb1, beta-1-adrenoceptor; Adrb2, beta-2-adrenoceptor; BDL, bile duct ligation; BW, body weight; CCl,, carbon tetrachloride; CCP, corpus cavernosum pressure;

CCP 0

maximum of corpus cavernosum pressure; cGMP, cyclic guanosine monophosphate; eNOS, endothelial nitric oxide synthase; GAPDH, glyceraldehyde- 3-phosphate

dehydrogenase; HSC, hepatic stellate cell; IIEF-5, International Index of Erectile Function-5; L-NAME, N -nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride; LSEC, liver sinusoidal endothelial
cells; MELD, Model of End Stage Liver Disease; Nos2, inducible nitric oxide synthase; Nos3, endothelial nitric oxide synthase; NSBB, non-selective beta-blocker; PCR, polymerase chain
reaction; PDE-5/Pde-5, phosphodiesterase-5; peNOS, phosphorylated endothelial nitric oxide synthase; SDS-PAGE, sodium dodecyl sulfate - polyacrylamide gel electrophoresis; SEM,
standard error of the mean; WT, wild type.
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1 | INTRODUCTION

Phosphodiesterase-5 (PDE-5) inhibitors are used for treatment of
erectile dysfunction as they prolong sufficient corpus cavernosum
pressure. This is because of an inhibition of the conversion of cyclic
guanosine monophosphate (cGMP) to biologically inactive 5-GMP,
thereby enhancing nitric oxide bioavailability and causing vasodila-
tion.k In cirrhotic livers, nitric oxide production is reduced and its
vasodilatory response is further impaired by increased expression of
PDE-5.2 Thus, PDE-5 inhibitors have already been proposed as a ther-
apy for cirrhosis with portal hypertension in the past. Nevertheless,
previous studies reported inconsistent results with regard to efficacy
and potential side-effects in experimental and human cirrhosis. In
fact, cirrhotic animal models deliver evidence that PDE-5 inhibitors
sufficiently reduce portal pressure and hepatic resistance, but might
impact systemic circulation and decrease mean arterial pressure.“”9
By contrast, conflicting results were reported in patients treated with
PDE-5 inhibitors; either no effect on portal pressure with deleterious
systemic side-effects was reported or a relevant reduction in portal
pressure with minor systemic effects was observed.0*3

Furthermore, little is known about the cell specific biological
role of PDE-5 in cirrhosis. It is unclear which cells express PDE-5.
Moreover the effect of PDE-5 inhibitors on extrahepatic vascular
beds, which contribute to portal hypertension, are poorly under-
stood in patients with cirrhosis.

Non-selective beta-blockers (NSBB) are a cornerstone to pre-
vent bleeding in patients with PH. They decrease the portal-ve-
nous inflow by reducing cardiac output and by causing splanchnic
vasoconstriction.’**¢ Adequate haemodynamic response to NSBB
also hampers decompensation of cirrhosis and may improve overall
survival.''® NSBB may lead to erectile dysfunction, which impairs
life-quality and may influence drug adherence, but this has not been
investigated in patients with cirrhosis to date.’?

Thus, the aim of our study was (a) to assess the effects of NSBB
on erectile dysfunction in patients with different severity of cirrho-
sis, (b) to investigate the effects of PDE-5 inhibition on portal hy-
pertension and on erectile dysfunction in experimental cirrhosis and
(c) to test the combination of PDE-5 inhibitors with NSBB on portal

hypertension and erectile dysfunction.
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Conclusions: ED is common with advanced cirrhosis and concomitant NSBB treat-

ment. The combination of PDE-5-1 and NSBB improves ED and PH in experimental

erectile dysfunction, non-selective beta-blocker, PDE-5-inhibitor, portal hypertension

Lay Summary

Patients with cirrhosis frequently report erectile dys-
function, which is worsened by beta blocker therapy. The
combination of beta blockers and phosphodiesterase-5-in-
hibitors improves erectile function and portal pressure, in
experimental cirrhosis, without major side-effects.

2 | METHODS

2.1 | Patients and data collection

Eighty-six cirrhotic patients were included in this study. The pa-
tients were prospectively enrolled between December 2010 and
December 2012 at the Division of Gastroenterology and Hepatology,
Department for Internal Medicine Ill, Medical University of Vienna,
Austria and between July 2017 and July 2018 at the Department for
Internal Medicine I, University Hospital Bonn, Germany. Inclusion cri-
teria were male sex and proven cirrhosis (either by radiologic/clinical
parameters or by histology). Exclusion criteria were missing informa-
tion on NSBB treatment or indication for NSBB treatment other than
bleeding prophylaxis (treatment other than propranolol and carvedilol
was excluded), age over 80 years, current overt hepatic encephalopa-
thy, previous liver transplantation, extrahepatic malignancies, previ-
ous urologic surgery, diabetes, depression and severe cardiac disease.
Concomitant medication and concomitant diseases, Model of End
Stage Liver Disease (MELD) and Child-Pugh score were recorded.

2.2 | International Index of Erectile Function-5
(lIEF-5)

The 5-item version of the International Index of Erectile Function
(IEF-5) was used to determine the presence and the severity of
erectile dysfunction.?° The score ranges from 5 to 25 points and
classifies the severity of erectile dysfunction in five categories: no

erectile dysfunction (22-25 points), mild erectile dysfunction (17-21
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points), mild to moderate erectile dysfunction (12-16 points), moder-
ate erectile dysfunction (8-11 points) and severe erectile dysfunc-
tion (5-7 points).

Ethics

The human studies were approved by the ethics committee of the
University Hospital Bonn (Study Number 279/14) and Medical
University of Vienna (Study Number 450/2010) and performed in
accordance to the current version of the Declaration of Helsinki. All
patients signed an informed consent prior to study inclusion. The
use of human samples was approved by the ethics committee of the
University of Bonn (029/13). Liver and hepatic artery samples were
obtained at liver transplantation between 1999 and 2005 and non-

cirrhotic donor samples served as controls.

2.2.1 | Reagents

Udenafil (Batch No. AFGH000722) was kindly provided by Dr Falk
Pharma GmbH (Freiburg, Germany). Propranolol was purchased
from Sigma-Aldrich (Batch-No. P8688, Darmstadt, Germany).

2.2.2 | Animals

In total, 136 male wild type (WT) Sprague Dawley rats were used.
The experiments were performed according to the guidelines and
regulations approved by LANUYV, the responsible committee for
animal studies in North Rhine-Westphalia/Germany (permission
number 84-02.04.2014.A030). All rats were placed in a controlled
environment (12 hours light/dark, temperature between 22°C and
24°C), and received water and standard rat feed (Ssniff, Soest,

Germany) ad libitum.

2.3 | Induction of cirrhosis
2.3.1 | Cholestatic model of fibrosis

Bile duct ligation (BDL) was performed in 79 WT rats with an initial
body weight (BW) of 180-200 g as described previously.?23 After
four weeks, when ascites as a definite sign of portal hypertension

was present, experiments were performed.

2.3.2 | Toxic model of fibrosis

Forty-two rats with an initial BW of 80-100 g were intoxicated
twice weekly by inhalation of 1 I/min carbon tetrachloride (CCl,) for
12-14 weeks. Experiments were performed when ascites was pre-

sent as described previously.21

2.3.3 | Invasive erectile function measurement

Corpus cavernosum pressure (CCP) was measured invasively in five
sham-operated and six BDL rats. This method is described in detail
in the Data S1.

2.3.4 | Invivo haemodynamic experiments

In vivo systemic and liver haemodynamic studies were performed
in five control, five sham-operated, 43 BDL and 22 CCl, intoxicated
rats as described previously.21*24

To evaluate the effects of udenafil and propranolol, invasive mea-
surements of mean arterial pressure and portal pressure were performed
continuously (for a total of 60 minutes after udenafil and 90 minutes

after propranolol/udenafil) after acute intravenous drug administration.

2.3.5 | Microsphere technique

To investigate portal and systemic haemodynamics, the colored micro-
sphere technique was carried out before and 60 minutes after acute
administration of udenafil and 90 minutes after propranolol/udenafil
as described previously.24’26 300.000 systemic (red/before; yellow/
after udenafil or udenafil/propranol) microspheres (15 um diameter,
Triton-Technologies, San Diego, USA) were injected in the left ventri-
cle. In parallel, peripheral blood was removed from the femoral artery
and cardiac output was calculated as microspheres per pre-defined
amount of blood (0.65 mL/min femoral artery blood). Mesenteric
portal-systemic shunt volume was estimated by injection of 150.000
microspheres (white/before; blue/after) in the ileocecal vein and calcu-

lated as microspheres liver/microspheres lung ratio.?>242

2.3.6 | Insituisolated liver perfusion

In situ isolated liver perfusion was performed in 30 BDL and 20 CCl,
intoxicated rats. Experiments were performed in a recirculating system
as previously described.?>?” The criteria for liver viability were gross
appearance of the liver, stable perfusion, bile production >0.4 uL/min
x g in CCl, rats and stable buffer pH (7.4 + 0.1) during the initial sta-
bilization period. Livers were incubated with methoxamine (Batch-No.
Mé6524, Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany) for initial pre-contraction
and N_-Nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride (L-NAME Batch-No.
5751, Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany) for inhibition of nitric oxide-

dependent signalling.
2.3.7 | Quantitative real-time polymerase
chain reaction

RNA from human and rodent liver tissue and RNA from samples

of rodent hepatic stellate cells (HSC), liver sinusoidal endothelial
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TABLE 1 General characteristics of
patients

Variables

Etiology (alcoholic/viral/
others)

Age

Child-Pugh class (A/B/C)
Child-Pugh score

MELD score

NSBB (yes/no)

Grade IIEF-5 (mild/mild-
moderate/moderate/
severe)

i 2231
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All no ED ED
86 (100%) 28 (33%) 58 (67%) P
43/22/21 11/10/7 32/12/14
54.5 (19-76) 49 (19-68) 57.5 (39-76) <.001
29/40/17 15/11/2 14/29/15
8(5-13) 6(5-11) 8(5-13) .0069
12 (6-22) 11 (6-18) 14 (7-22) .0103
49/37 11 (39%)/ 17 38 (65%)/ 20 .0212

(61%) (35%)

26/18/7/7

Note: General characteristics of the patient cohort.

Abbreviations: ED, erectile dysfunction; IIEF, international index of erectile function; MELD, model

for end-stage liver disease;

cells (LSEC), aorta and penis were isolated. Reverse transcription
and detection by real-time polymerase chain reaction (PCR) were
performed as described previously.?2?® Assays were provided by
Applied Biosystems (Foster City, USA). 18S rRNA served as endog-

2—AACT

enous control. Results were expressed as , which corresponds

to the x-fold increase of gene expression of the reference group.

2.3.8 | Hepatic cell isolation

The subsets of liver cells (hepatic stellate cells, liver sinusoidal en-
dothelial cells) were isolated from healthy and BDL rats, as described
previously.?>2720 Briefly, primary liver cells were isolated in a two-
step pronase-collagenase perfusion fractionated by density gradient
centrifugation. Afterwards, the purified cells were subjected to PCR

analysis.

2.3.9 | Western blotting

Liver samples were processed using sodium dodecyl sulphate - po-
lyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). SDS-PAGE gels and
nitrocellulose membranes were used as described previously.zg'25
Ponceau staining and glyceraldehyde- 3-phosphate dehydroge-
nase (GAPDH) as endogenous control confirmed equal protein
loading. Membranes were incubated with the respective primary
antibodies: eNOS (BD Bioscience, San Jose, CA, USA; Cat.610296,
Lot41425), peNOS (Cell Signalling, Boston, MA, USA; #9571, Lot
14), PDES5 (sigma HPA004729, Lot A91778) or GAPDH (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA; sc-25778, Lot # K1511). A
corresponding secondary peroxidase-coupled antibody was added
(Santa-Cruz-Biotechnology, Santa Cruz, USA). After enhanced
chemiluminescence (ECL, Amersham, UK) digital detection was
evaluated using Chemi-Smart (PeglLab Biotechnologies, Erlangen,

Germany).

NSBB, non-selective beta-blocker; P, P-value.

2.3.10 | cGMP determination

cGMP levels were measured by EIA (Cayman Chemical) following the

manufacturer's instructions.

2.4 | Statistical analysis

Results are presented as mean and standard error of the mean (SEM)
unless otherwise indicated. Statistical analysis of two groups was
either performed with Mann-Whitney-U test or Wilcoxon-signed-
rank test for animal experiments. Only groups with more than
three animals were tested statistically. Correlations were analysed
by calculating Spearman's Rank Correlation Coefficient. A binary
multivariate logistic regression model was fitted using MELD score
(MELD was chosen over Child-Score to avoid multicollinearity) and
NSBB intake as covariates and statistical significance for the subse-
quent steps. Statistical analyses and graphing were performed using
GraphPad Prism 5.0 (Graph-Pad, San Diego, USA) or SPSS 22 (SPSS
Inc Chicago, IL, USA). P < .05 was considered statistically significant.

3 | RESULTS
3.1 | Erectile dysfunction in patients with cirrhosis

Eighty-six patients were prospectively included for erectile dysfunc-
tion using standard erectile function questionnaire (International
Index of Erectile Function-5/ IIEF-5). Fifty percent of the patients
suffered from alcoholic cirrhosis, 26% from chronic viral hepatitis
and 24% from other aetiologies. The median age was 54.5 years, the
median Child-Pugh Score was eight points and the median MELD
score was twelve (Table S1).

Overall, 58 out of 86 patients (67%) reported erectile dysfunc-

tion with an IIEF-5 score < 22 (out of a maximum of 25 points). Out of
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these, 28% reported mild, 31% mild to moderate, 12% moderate and
12% severe erectile dysfunction (Table 1). Patients with erectile dys-
function were significantly older (48 + 10.7 years vs 57 + 8.5 years;
P < .001) and had a significant higher Child-Pugh score (7 + 2 vs
8 + 2 P =.007), as well as MELD score (11 + 4 vs 14 + 4; P = .01)
compared to patients without erectile dysfunction.

Age (r, —.482, P < .001), Child-Pugh score (r, -.357, P = .001), as
well as MELD score (r, -.301, P = .01) significantly correlated with
the IIEF-5 score. Thereby, IIEF-5 score decreased with the severity
of disease, assessed by Child-Pugh score (Figure 1A).

Overall, patients with NSBB treatment had significantly lower
IIEF-5 scores than patients without NSBB treatment (Figure 1B).
Importantly, this association was only present in Child A and B, but
not in Child C patients (Figure 1C).

Of note, 65% of patients reporting erectile dysfunction were
under NSBB treatment, while only 39% of patients without erectile
dysfunction received NSBB treatment (P = .02). Logistic regression

analysis, using MELD score and NSBB intake as covariates, showed
that NSBB intake increases by the factor 3.54 with reported erectile
dysfunction (Odds Ratio 3.54, P < .05; 1.07-11.69 95% confidence
interval) (Figure 1D).

Because of the significant association of erectile dysfunction and
NSBB treatment, the effects of NSBB and PDE-5 inhibitors on erec-
tile function were analysed in experimental cirrhosis.

3.2 | Erectile dysfunction in experimental cirrhosis

Erectile dysfunction was evaluated in vivo in rats after cavernous
nerve stimulation by measuring invasive corpus cavernosum pres-
sure (CCP) and the effects of propranolol (1 mg/kg BW, single
dose, CCP measured after 30 minutes) and udenafil (1 mg/kg BW,
single dose, CCP measured after 30 minutes) alone or as add-on to

propranolol were analysed (Figure 2A). Erection dependent CCP

(A) p =0.012 vs. Child A
=0.003 vs. Child A
25 1 pp =0.03 \;/ss Chilld B
20
o
§ %7 Rg-.357 p=
s s —.357 p = 0.001
w10
w
5 -
0
Child-Pugh Child-Pugh Child-Pugh
A B C
(®) ** ©) . .
25 1 cosecss - 257 ... ' A M ' .
e e e v
- "iiues 04[] & E E -
e _l.!l_ e i i
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3 151 o 3 1% 0 :
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no NSBB NSBB Chlld/:\Pugh ChlldéPugh Chlldc-:Pugh FIGURE 1 Erectile dysfunction in
(D) patients with cirrhosis. (A) Differences in
| IIEF-5 score between Child-Pugh A, B and
C patients with a statistically significant
ED no ED negative correlation between categorical

NSBB (%)

OR (Exp(b)): 3.54 (1.07-11.69) p<0.05

Child-Pugh score and IIEF-5 score; R,
-0.357, P =.001). (B) Differences in IIEF-5
score according to NSBB treatment in

all patients and (C) stratified by Child-
Pugh A, B and C. (D) Logistic regression
analysis (Exp(B)/OR NSBB: 3.54, P < .05;
1.07-11.69 95% Cl) on the probability

for NSBB treatment in patients with

and without ED. Abbreviations: 95%Cl,
95% confidence interval; ED, erectile
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increase was significantly lower in cirrhotic BDL rats compared to
sham-operated animals (-46%, P = .03). Furthermore, the maximum
CCP (CCP,,,)
ated rats (31 vs 56 mmHg, Figure 2B).

in BDL and sham-operated rats and

during erection was lower in BDL than in sham-oper-

Propranolol reduced CCP__,
udenafil improved erectile function both in sham and BDL animals
either pretreated or not pretreated with propranolol (Figure 2C).

In the corpus cavernosum of BDL rats, treatment with propran-
olol and udenafil was associated with an increase of endothelial
nitric oxide synthase (Nos3) (P < .005 vs untreated) and inducible
nitric oxide synthase (Nos2) mRNA, as well as decreased levels of
Pde-5 compared to vehicle-treated animals (P < .001 vs untreated,
Figure 2D). Combined administration of propranolol and udena-
fil significantly increased mRNA expression of beta-1- and be-
ta-2-adrenoceptor (Adrb1 and Adrb2) in corpus cavernosum of BDL
rats compared to vehicle-treated animals (P < .001 vs untreated,
Figure 2E).

Since udenafil showed beneficial effects on erectile dysfunction
in experimental cirrhosis, we also studied the effects of PDE-5 inhi-
bition on portal and systemic haemodynamics in vivo under the hy-
pothesis that udenafil might have further beneficial effects on portal

hypertension.

(A)
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3.3 | Effect of PDE-5 inhibitors and NSBB on portal
hypertension in experimental cirrhosis

Haemodynamic changes were investigated in BDL and CCl, rats
after acute administration of different doses of udenafil (1 mg/
kg BW and 5 mg/kg BW for 60 minutes). Treatment with 1 mg/kg
and 5 mg/kg BW udenafil significantly decreased portal pressure
in BDL rats (-30% 1 mg/kg; Figure 3A; -23% 5 mg/kg udenafil;
Table 2).

As expected, portal pressure was unchanged after vehicle ad-
ministration (Table 2). Similarly, application of 1 mg/kg udenafil
led to a significantly decreased portal pressure in CCl, rats (-30%;
Figure 3A). No change in portal pressure was observed after ad-
ministration of 5 mg/kg udenafil, probably because of a decrease in
mean arterial pressure (Tables 2 and 3).

A dose of 1 mg/kg but not a dose of 5 mg/kg udenafil signifi-
cantly reduced hepatic vascular resistance in BDL and CCl, rats
(Tables 2 and 3). Moreover mesenteric shunt flow was reduced in
all treated animals (Tables 2 and 3). Nevertheless, acute adminis-
tration of udenafil significantly decreased mean arterial pressure
(Figure 3B) and splanchnic vascular resistance (Tables 2 and 3) in

both models of experimental cirrhosis. But cardiac output was

B
(B) 100 - (C) 4009 sham
a3 Sham canl
om Lo | o=
T =
& g = 300
FIGURE 2 Erectile dysfunction in E 8 5.2
E =
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TABLE 2 Haemodynamic changes after udenafil treatment in BDL rats

Vehicle (n = 5)

1 mg/kg udenafil (n = 6)

5 mg/kg udenafil (n = 5)

Before mean + SEM

HpVR (mmHg*min*100 g/ 6.8+1.0
mL)

SpVR (mmHg*min*100 g/ 16.3+2.6
mL)

SF (%) 159 +4.8

CO (mL/min) 31.050 + 11.580

PP (mmHg) 220+2.8

MAP (mmHg) 88.6 + 6.7

After
mean + SEM

7.8+1.6

14.8 + 6.3

205+ 6.1
30.570 + 7.234
209 +8.7
70.4 £5.3

P-value

.8125

.6250

1250
1.0000
.2785
.0625

Before
mean + SEM

69+11

173 £ 3.3

15.3+3.7
44.600 + 5.883

18.0+1.7

84.1+6.1

After mean + SEM
43+0.7

124 +22

71+3.2
38.922 + 8.324

128+ 14

671 +£3.5

Note: Haemodynamic changes after acute treatment with either vehicle, 1 mg/kg BW or 5 mg/kg BW udenafil in BDL rats.

Abbreviations: BDL, bile duct ligation; BW, body weight; CO, cardiac output; HpVR, hepatic portal vascular resistance; MAP, mean arterial pressure; PP, portal pressure; SEM, Standard error of the mean;
SF, mesenteric shunt flow; SpVR, splanchnic vascular resistance. Bold is statistically significant, *P < .05 and **P > .01.

TABLE 3 Haemodynamic changes after udenafil treatment in CCl, rats

P-value

.0313*

.2188

.0625
1.0000
.0223*
.0090**

Vebhicle (n = 5) 1 mg/kg udenafil (n = 6)
After After

Before mean + SEM  mean + SEM P-value Before mean + SEM  Mean + SEM P-value
HpVR (mmHg*min*100 g/mL) 6.3+0.5 8.0+3.3 .6250 68+1.2 3.8+1.0 00355*
SpVR (mmHg*min*100 g/mL)  22.4 + 8.1 264+ 64 .3125 25.5£6.3 14.0+5.7 .0625
SF (%) 74 +4.0 64+24 .3125 74+26 51+29 .0313*
CO (mL/min) 22.0+29 26.7 + 6.3 .6250 21.5+78 21.0+9.8 1.000
PP (mmHg) 16.8 +2.5 153+ 3.0 4142 175+ 2.1 125+1.8 .0058**
MAP (mmHg) 86.5+ 6.2 72.5+5.2 .0938 86.6 +4.0 60.0 + 3.6 .0059**

Note: Haemodynamic changes after acute treatment with either vehicle, 1 mg/kg BW or 5 mg/kg BW udenafil in CCl, intoxicated rats.

Abbreviations: CCl4, carbon tetrachloride; CO, cardiac output; HpVR, hepatic portal vascular resistance; MAP, mean arterial pressure; PP, portal pressure; SEM, Standard error of the mean; SF, mesenteric

shunt flow; SpVR, splanchnic vascular resistance. Bold is statistically significant, *P < .05 and **P > .01.

Before mean + SEM

7.6 +2.0

153+1.5

17.8 + 13.8
39.1+10.7
20.7+2.4
84.0+3.2

After mean + SEM
43+10

10.3+1.2

8.9+93
31.1+84
16.1+2.4
721+4.4

5 mg/kg udenafil (n = 5)

P-value

.0938

.0313*

.0625
.6250
.0350*
.0247*

Before mean + SEM

6.5+27
262 +2.7
7.6 +22
26.0+3.5
140+ 1.0
93.5+77

After mean + SEM

29+0.6
154 + 6.7
26+1.2
28.2+6.7
14.7 £ 0.9
62.0+4.4

P-value

.2188
1250
.0313*
.8125
1.000
.0579
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not influenced either by the administration of udenafil or vehicle
(Tables 2 and 3).

Interestingly, the combination of the NSBB propranolol and ude-
nafil further reduced portal pressure compared to udenafil or pro-
pranolol alone (-25% propranolol; 60 minutes after administration vs
-30% udenafil; 60 minutes after administration vs ~40% combined
treatment; after 30 minutes of propranolol and additional 60 min-
utes of udenafil) (Figure 3C). Additionally, hepatic vascular resistance
as well as cardiac output were decreased after combined treatment
compared to placebo (Figure 3D-E). Importantly, when proprano-
lol was combined with udenafil, no systemic side-effects were ob-
served, as shown by unchanged mean arterial pressure, splanchnic
and systemic vascular resistance. That is in contrast to Figure 3B,
where injection of udenafil alone significantly reduced mean arterial
pressure (Figure 3E-F).

While PDE-5 inhibition reduced portal hypertension and was
associated with systemic side-effects, combination with NSBB im-
proved portal hypertension without negative impact on splanchnic
and systemic circulation. Thus, we followed two questions: what is
the role of PDE-5 in-, respectively outside the liver and how is it
influenced by PDE-5 inhibitor and NSBB treatment.

3.4 | Role of PDE-5 in human and
experimental cirrhosis

Liver and vessel samples from healthy liver transplant donors and
cirrhotic recipients were used to analyse changes in nitric oxide sig-
nalling in human cirrhosis.

Nos3, Nos2 and Pde-5 were significantly upregulated in liver samples
from liver transplant recipients compared to samples from transplant
donors (P < .05 vs healthy control. Figure 4A). By contrast, Pde-5 mRNA
levels were reduced and Nos3 and Nos2 mRNA levels were increased
in human hepatic artery samples from liver transplant recipients com-
pared to transplant donors (P < .05 vs healthy control, Figure S1A).

In experimental cirrhosis, induced either by four weeks of BDL or
14 weeks of CCl, intoxication, hepatic levels of Pde-5, Nos3 and Nos2
mRNA were significantly upregulated compared to healthy controls
(P < .001 vs control, Figure 4B-C). In line with human data, Nos2
mMRNA levels were upregulated (P < .05) and Pde-5 mRNA levels
were reduced (P < .001) in aorta samples from cirrhotic rats, while
Nos3 mRNA levels remained unchanged (Figure S1B-C).

To determine the source of disturbed nitric oxide signalling in

cirrhotic livers, liver sinusoidal endothelial cells (LSEC) and hepatic
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FIGURE 5 Molecular mechanisms of PDE-5 effect with and without NSBB in experimental cirrhosis. (A-B) Changes in perfusion
pressure in response to udenafil and L-NAME in BDL and CCl,, rats. (C) Hepatic protein expression of eNOS, p-eNOS, PDE5 and GAPDH
in BDL rats after udenafil treatment compared to vehicle control. (D-E) Changes in hepatic and aorta cGMP levels after treatment with
udenafil and propranolol. (F) Aorta mRNA expression of Nos-3, Nos-2 and Pde-5 in BDL rats after udenafil monotherapy or in combination
with propranolol. Abbreviations: BDL, bile duct ligation; cGMP, cyclic guanosine monophosphate; GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase; L-NAME, N-Nitroarginine methyl ester; mMRNA, messenger ribonucleic acid; NO, nitric oxide; Nos-2/iNOS, inducible nitric
oxide synthase; Nos-3/eNOS, endothelial nitric oxide synthase; NSBB, non-selective beta-blocker; PDE-5, phosphodiesterase-5; p-eNOS

phosphorylated eNOS

stellate cells (HSC) were isolated from healthy and BDL rats and fur-
ther analysed in vitro.

In LSEC isolated from BDL rats, mRNA levels of Nos3 and Nos2
were significantly increased compared to healthy controls (P < .001
vs control, Figure 4D). Moreover Pde-5 mRNA levels were signifi-
cantly upregulated in LSEC (P < .005 vs control) as well as primary
isolated rat HSCs compared to their respective controls (P < .001 vs
control). This effect was even more pronounced in HSC compared to
LSEC (Figure 4D).

3.5 | Molecular mechanisms of PDE-5 effect
with and without NSBB in experimental cirrhosis

In situ isolated liver perfusion was performed in BDL and CCl,
rats after initial pre-contraction with methoxamine. To determine
NO-dependent effects of the PDE-5 inhibitor udenafil, a subset
of livers was perfused with the NO-synthase inhibitor L-NAME.
Administration of increasing doses of udenafil (0.1 mg/mL, 0.5 mg/
mL, 1.0 mg/mL perfusate) significantly reduced perfusion pressure
in BDL rats compared to vehicle (P < .05, Figure 5A). This effect was
completely blunted by L-NAME in BDL rats (Figure 5A). Similarly,
perfusion pressure in isolated liver of CCl, rats was reduced after
udenafil treatment in a dose-dependent manner, while it remained
unchanged after incubation with L-NAME (P < .05, Figure 5B).

Udenafil administration led to slightly increased protein expression
of endothelial nitric oxide synthase (eNOS) and significantly promoted
its phosphorylation (peNOS) in BDL liver samples (P < .05 vs untreated,
Figure 5C). Consequently, udenafil treatment increased cGMP levels
in liver and aorta samples from cirrhotic animals (Figure 5D). By con-
trast, the combination of propranolol and udenafil particularly blunted
cGMP in aorta samples, while it was increased in cirrhotic liver samples
(Figure 5D-E). Furthermore, combined acute administration of pro-
pranolol and udenafil reduced Nos3, Nos2 and Pde-5 mRNA expression
in aorta samples (P < .05 vs untreated, Figure 5F).

These results suggest that PDE-5 inhibition enhances hepatic
cGMP levels and induces intrahepatic vasodilation, which is further

increased by the combined NSBB treatment in experimental cirrhosis.

4 | DISCUSSION

PDE-5 inhibitors restore erectile function in experimental cirrho-

sis and prevent NSBB-induced erectile dysfunction. Moreover the

combination of PDE-5 inhibitors with NSBB decreases portal pres-
sure without extrahepatic systemic effects.

Erectile dysfunction is a common complication in cirrhotic
patients and its presence increases with the severity of liver dis-
ease.’?3% NSBB are used as standard medical therapy for the
prevention of portal hypertension-related bleeding and erectile
dysfunction is known as a side-effect of NSBB in general popu-
lation.3>3¢ Nevertheless, recent studies could not identify a clear
association of NSBB with the presence of erectile dysfunction in
cirrhosis 3134

This is the first study delivering evidence that NSBB treatment
is indeed associated with erectile dysfunction in cirrhotic patients,
especially in less-severe (Child-A and -B) disease-stages. The major
difference to previous studies is the exclusion of patients with ex-
trahepatic diseases that might interfere with erectile function and
exclusion of patients with indication for NSBB other than bleeding
prophylaxis (eg arterial hypertension). This potentially leads to a
more refined population with regard to the relation of NSBB and
erectile dysfunction in cirrhosis. Nevertheless, we could further
confirm that NSBB induce erectile dysfunction in a rodent model
of cirrhosis. This was the case despite the downregulation of PDE-
5, which is known to be an important enzyme in the regulation of
erectile function.

PDE-5 inhibitors, originally developed as a therapy for angina
pectoris and arterial hypertension, are licensed for the treatment
of erectile dysfunction.l’32’37 Our data show that PDE-5 inhibition
restores erectile function, especially after treatment with NSBB, in
experimental cirrhosis.

At molecular level, PDE-5 inhibitors block the degradation of
cGMP, thereby enhancing nitric oxide and inducing vasodilation.3®
In cirrhosis, an intrahepatic lack of nitric oxide effects aggravates
vasoconstriction, while splanchnic overproduction of nitric oxide
contributes to extrahepatic vasodilation.3%4° Thereby, the re-
duced intrahepatic nitric oxide availability is caused by a disturbed
balance of production and degradation through PDE-5.>*! In the
liver, nitric oxide mainly derives from LSEC, which thereby regu-
late HSC contraction and vascular tone.384%4243 yet our study
delivers evidence that decreased nitric oxide effects are at least
partially because of PDE-5 upregulation in cirrhosis and that the
main hepatic source of PDE-5 are HSC'’s, and not due to decreased
expression of NOS which are clearly uprgulated in liver cirrhosis as
demonstrated in this study and confirming previous studies. This
confirms recent reports describing hepatic upregulation of PDE-5

in experimental cirrhosis shown by immunohistochemistry.s'6 Our
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results attribute this effect to HSCs and suggest a specific role of
PDE-5 and nitric oxide in the interaction between LSEC and HSC.
In several lines of evidence, we could demonstrate in vitro, in situ
and in vivo that PDE-5 inhibition decreases intrahepatic resistance
and portal pressure.

The potential role of PDE-5 in cirrhosis has been investigated
before. 19124446 \While some studies report improved portal hae-
modynamics, reduced hepatic resistance and reduced fibrosis
after PDE-5 inhibitor treatment in rodents and human cirrhosis,
others could not confirm these effects in human disease, espe-
cially because of severe systemic side-effects.’®*347 |n our hands,
acute PDE-5 inhibition with udenafil decreased portal pressure
in different models of cirrhosis. We could demonstrate that the
PDE-5 inhibition was nitric oxide-dependent, as shown by our in
situ experiments and underlined by our expression data of NOS
and PDE-5 in total liver tissue and isolated LSEC and HSC from
cirrhotic and healthy animals. Importantly, we demonstrated that
PDE-5 inhibition promotes these effects by regulating hepatic
cGMP levels in HSC.

Similar to sildenafil, *>%

udenafil also had significant systemic
side-effect because of its lack of liver selectivity. These effects might
be especially deleterious in human portal hypertension since Nos3
and Nos2 are upregulated in vessel samples from cirrhotic patients,
despite the decreased PDE-5 expression. There, further PDE-5 inhi-
bition would aggravate extrahepatic vasodilation. This was clearly
demonstrated in our in vivo studies showing a dose-dependent ef-
fect of udenafil on systemic circulation and increased cGMP levels in
the analysed human hepatic artery samples.

Notably, previous clinical trials, exploring the efficacy of PDE-5
inhibitors in cirrhosis, excluded all patients with previous NSBB
treatment or stopped it for at least a few days before intervention.

Thus, our study provides a possible explanation for the observed
limited effects of PDE-5 inhibitors. An ideal therapy for PH should in-
duce intrahepatic vasodilation and systemic vasoconstriction. NSBB
exert its effects through unselective blocking of beta-1 and beta-2
adrenoceptors, leading to reduced cardiac output and increased
systemic vasoconstriction.’**>4® |mportantly, conventional NSBB
have little to no influence on hepatic vascular resistance which is the
major cause of portal hypertension.'®

We demonstrate that combination of NSBB with udenafil has
several benefits in cirrhotic portal hypertension. First, it acts syn-
ergistic on decreasing portal pressure, since udenafil reduces he-
patic vascular resistance and NSBB decrease portal venous inflow
by ameliorating splanchnic vasodilation. Second, the systemic effect
of PDE-5 inhibition is abolished under NSBB therapy, what means
that the mean arterial pressure is maintained. Third, udenafil co-ad-
ministration with NSBB improves erectile dysfunction and thus may
improve patient quality of life, which may eventually have an effect
on the adherence to NSBB therapy.

A limitation of this work is that the combination of PDE-5 inhibi-
tors and NSBB was not tested in patients with erectile dysfunction.
However, our rodent data provides clear evidence for beneficial

effects of combination therapy, and thus, future studies should be
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performed to investigate its effect on hepatic and systemic haemo-
dynamics, as well as on erectile dysfunction in men.

In conclusion, this study shows for the first time that combining
NSBB and PDE-5 inhibitors might be a good strategy to treat portal
hypertension without aggravating arterial hypotension or erectile

dysfunction.
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Supplementary Method

Invasive erectile function measurement.

Male Sprague-dawley rats with an initial bodyweight of 180-200g were anaesthetised

and a median laparotomy was performed as previously described 2.

First, the urinary bladder was identified, freed by blunt dissection from surrounding
tissue and translocated cranio-medially (Suppl. Method Fig. 1). Next, the testes were
extracted from the scrotum and fixed laterally together with the connecting seminal
vesicles. Thereafter, the dorsal lobe of the prostate could be identified as soft, uneven
deep red tissue in the center (Suppl. Method Fig. 1). Using a stereomicroscope (Leica
A60 S, Leica, Wetzlar, Germany), the major pelvic ganglion was identified on the
prostate after blunt removal of soft tissue and fat. The cavernous nerve was then
identified topographically running from the major pelvic ganglion towards the urethra.
The cavernous nerve was dissected and grasped with an animal nerve stimulation
bipolar electrode (MLA 0320, ADInstruments, Oxford, United Kingdom) (Suppl. Method
Fig. 2). Next, assessment of the corpora cavernosum pressure (CCP) was performed.
The penis was completely denuded from surrounding skin and soft tissue. Then, a 27
G cannula was inserted into the corpus cavernosum (Suppl. Method Fig. 3). The

pressure was recorded continuously as previously described 3.

For the analyses of the erectile function, the cavernous nerve was stimulated with 7.5V
at a frequency of 20Hz and a pulse width of 0.005 seconds for a total of one minute
and CCP was recorded simultaneously. Erectile function was assessed comparing

baseline CCP and CCP at maximum erection.
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Supplementary Method Figure 1:
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