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1. Einleitung

1.1 Antithrombozytare Therapie

Die antithrombozytdre Therapie spielt eine wichtige Rolle zur Vorbeugung
atherothrombotischer Komplikationen bei Patienten mit kardio- und
cerebrovaskularen Erkrankungen. Die heute =zur Verfigung stehenden
antithrombozytaren Medikamente zeigen in ihrem Wirkmechanismus und
Ansprechen sehr unterschiedliche und vielfaltige Charakteristiken. So gibt es
neben dem am langsten verwendeten Wirkstoff Acetylsalicylsdure (Aspirin®)
noch zahlreiche andere Wirkstoffgruppen wie die Thienopyridinderivate
Ticlopidin (Ticlid®), Clopidogrel (Plavix®, Iscover®), Prasugrel (Efient®) und
Ticagrelor (Brilique®) oder die Glykoprotein IlIb-llla-Antagonisten (GPllb-llla-
Antagonisten) Abciximab (Reopro®), Eptifibatide (Integrilin®), Tirofiban
(Aggrastat®) und Lamifiban (bisher nur im Forschungsstadium).

Der Nutzen der dualen antithrombozytdren Therapie, bestehend aus
Acetylsalicylsdure und Clopidogrel, nach koronarer Stentimplantation ist durch
zahlreiche klinische Studien nachgewiesen worden (Metha und Yusuf, 2000).
Die unterschiedlichen Ansatzpunkte beider antithrombozytarer Substanzen an
den Plattchen fihren zu einer verbesserten Prognose bei Patienten mit
koronarer Herzkrankheit (Plosker und Lyseng-Williamson, 2007). Wahrend
Acetylsalicylsdure zum einen in der Primarpravention bei erhéhtem
kardiovaskularen Risiko und niedrigem Blutungsrisiko zur Anwendung kommt
und zum anderen in der Sekundarpravention kardiovaskularer Erkrankungen,
inklusive Katheterintervention eine groRe Rolle spielt, wird Clopidogrel als
Alternative  bei  Acetylsalicylsdure-Unvertraglichkeit,  Acetylsalicylséaure-
Resistenzentwicklung, rezidivierenden Ereignissen unter Acetylsalicylsaure
oder als Kombinationspraparat nach Stentimplantationen und akuten

Koronarsyndromen (ACS) eingesetzt.

Erst kirzlich haben sich sechs multizentrisch durchgefuhrte Studien mit dem
Nutzen und therapeutischen Effekt von Clopidogrel eingehender beschéftigt. So
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zeigte eine Behandlung mit Clopidogrel eine hthere Effektivitat betreffend der
kardiovaskularen Prognose bei Patienten mit wiederkehrenden Myokard-
infarkten, Schlaganfallen und peripheren arteriellen Verschlusskrankheiten als
eine Behandlung mit Acetylsalicylsdure (CAPRIE Steering Commitee, 1996).
Clopidogrel fuhrte demnach im Vergleich zu Acetylsalicylsdure zu einer um
8,7% hoheren relativen Risikoreduktion und 0,5% hoheren absoluten
Risikoreduktion des primaren Endpunktes. Eine generelle Kombinationstherapie
aus Acetylsalicylsaure und Clopidogrel zur Primar- und Sekundarprophylaxe bei
Patienten mit stabiler koronarer Herzkrankheit (KHK) und/oder multiplen
Risikofaktoren wird aufgrund des erhOhten Blutungsrisikos derzeit nicht
empfohlen (Bhatt et al., 2006).

Die CURE-Studie (Yusuf et al., 2001) verglich zwei Patientenpopulationen
miteinander, von denen die eine Gruppe mit einer Kombination aus
Acetylsalicylsdure und Clopidogrel und die andere mit einer Kombination aus
Acetylsalicylsdure und einem Placebo Uber drei bis zwdlf Monate behandelt
wurde. Die Studie schloss Patienten mit akutem Koronarsyndrom (instabile
Angina pectoris (IAP) und Nicht-ST-Hebungsinfarkt (NSTEMI)) ein. Dem Nicht-
ST-Hebungsinfarkt kann sowohl eine instabile Angina pectoris als auch ein
Herzinfarkt mit erhohtem Troponin T oder Troponin | zugrunde liegen. Er weist
jedoch keine ST-Streckenhebung auf. Unter dem ST-Hebungsinfarkt (STEMI)
dagegen wird ein Herzinfarkt mit Enzymveranderungen (CK = Creatinkinase +
Troponin I/T) und infarkttypischen EKG-Veranderungen, namlich einer initialen
ST-Hebung, verstanden. Die Studienergebnisse zeigten eine signifikant
geringere Rate an kardiovaskularer Mortalitat, nicht tddlichem Myokardinfarkt
oder Schlaganfall unter Clopidogrel-Therapie (9,3%) als unter Behandlung mit
einem Placebo (11,4%). Damit belegt die Studie Uberzeugend, dass zur
Pravention von Myokardinfarkt, Schlaganfall und kardiovaskularem Tod die
Kombinationstherapie aus Acetylsalicylsaure und Clopidogrel der alleinigen
Acetylsalicylsdure-Therapie vorzuziehen ist. Allerdings zeigten sich in der mit
Clopidogrel behandelten Patientengruppe signifikant haufiger schwere
Blutungen als in der Placebogruppe (3,7% vs. 2,7%), wobei die Anzahl

lebensbedrohlicher Blutungen nicht zunahm (2,2% vs. 1,8%) (Yusuf et al.,
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2001). Durch eine prospektive Begleitstudie (PCI-CURE), in die interventionell
behandelte Patienten mit einem akuten Koronarsyndrom einbezogen wurden,
konnte die CURE-Studie weiter differenziert werden. Hier zeigte sich, dass eine
Pramedikation mit Clopidogrel sechs Stunden vor Beginn einer koronaren
Stentimplantation zu einer signifikanten Reduktion von kardiovaskularen
Todesfallen und Myokardinfarkten fuhrt (Metha et al., 2001).

In einer weiteren Studie, der COMMIT-Studie (COMMIT collaborative group,
2005), erhielten Patienten innerhalb von 24 Stunden nach einem ST-
Hebungsinfarkt fir 28 Tage Clopidogrel und Acetylsalicylsdure. Verglichen mit
der alleinigen Gabe von Acetylsalicylsaure fihrte dies zur signifikant

verminderten Rate an Todesféllen, Myokardinfarkten und Schlaganfallen.

In der so genannten CLARITY-TIMI 28-Studie (Sabatine et al., 2005)
verbesserte die zusatzliche Gabe von Clopidogrel zu Acetylsalicylsdure das
klinische Ergebnis bei Patienten mit STEMI. Den an der Studie teilnehmenden
Patienten  wurde  zusatzlich  zur  thrombolytischen  Therapie  mit
Acetylsalicylsdure entweder Clopidogrel oder ein Placebo verabreicht.
Anschlieend wurde eine Angiographie durchgefuhrt. Zur Beurteilung der
Ergebnisse wurden als Endpunkte ein Arterienverschluss, eingetretener Tod
oder wiederkehrende Herzinfarkte vor Durchfiihrung einer Angiographie
angesehen. Dabei traten diese Ereignisse bei 15,0% der Patienten, die
Clopidogrel erhalten hatten, und bei 21,7% der Patienten, denen ein Placebo
verabreicht worden war, ein. Damit zeigte sich statistisch eine relative
Reduktion der oben genannten festgelegten Endpunkte von 36% unter
Clopidogrel-Einnahme. Weiter verbesserte Clopidogrel den epikardialen Fluss
(Durchblutung) sowie die myokardiale Reperfusion und flhrte auf3erdem zu
einer deutlichen Reduktion thrombotischer Ereignisse verglichen zur Placebo-
Therapie (Sabatine et al., 2005).

In einer weiteren Studie, der CREDO-Studie (Steinhubl et al., 2002), wurde der
Nutzen einer Vor- und Langzeitbehandlung mit Clopidogrel in Kombination mit
Acetylsalicylsdure bei Patienten mit Indikation zur koronaren Angioplastie

untersucht. Eine Patientengruppe erhielt Clopidogrel als Pramedikation vor der
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Intervention und anschlieBend die duale Plattchenhemmung als
medikamentdse Therapie fur ein Jahr. Eine andere Gruppe erhielt vor dem
Eingriff einen Placebo und wurde anschliel3end fir 28 Tage mit Clopidogrel und
Acetylsalicylsdure versorgt. Dabei zeigte sich in der ersten Gruppe eine
geringere Inzidenz von Todesféallen, Myokardinfarkten und Schlaganféallen
innerhalb eines Jahres nach Intervention als bei der zweiten Patientengruppe.
Infolge dieser mehrfach validierten Befunde nimmt Clopidogrel heute einen
wichtigen Platz in der Therapie kardialer und cerebraler Erkrankungen ein.
Dessen ungeachtet bleibt aber auch Acetylsalicylsaure als irreversibler
Cyclooxygenase-Inhibitor nach wie vor ein unerlasslicher Baustein in der

Vorbeugung und Behandlung ischamischer Ereignisse.

Eine weitere Komplikation, die bei Patienten mit erfolgter Stentimplantation
auftreten kann und damit ebenso im Mittelpunkt des wissenschaftlichen
Interesses steht, ist die Stentthrombose. Die Stentthrombose ist ein seltenes
(Haufigkeit 0,5-3%), aber risikoreiches und schwerwiegendes Ereignis (hohe
Mortalitdt und Morbiditat) (Gawaz et al., 2009). Stentthrombosen treten in der
Regel am haufigsten innerhalb von 30 Tagen nach Stentimplantation auf (friihe
Stentthrombosen). Stentthrombosen, die nach diesem Zeitraum bis zu einem
Jahr spater auftreten, sind wesentlich weniger haufig (spate Stentthrombosen).
Stentthrombosen Uber ein Jahr hinaus nach Implantation werden als sehr spate
Stentthrombosen bezeichnet. Fir die Gesamtstentthromboserate gibt es nach
neueren Metaanalysen keine signifikanten Unterschiede zwischen dem Einsatz
beschichteter oder unbeschichteter Stents (Kastrati et al., 2007; Stettler et al.,
2007). Sehr spate Stentthrombosen treten besonders bei mit Medikamenten
beschichteten Stents auf (Wohrle, 2007). In neueren Arbeiten konnte ein
Zusammenhang zwischen der periinterventionell gemessenen thrombozytaren
Restaktivitat und dem Auftreten von insbesondere frihen Stentthrombosen
nachgewiesen werden (Geisler et al., 2010; Gori et al.,, 2008; Sibbing et al.,
2010).



1.2 Antithrombozytare Substanzen und ihre Rezeptoren

Die antithrombozytare Therapie stitzt sich auf drei verschiedene Substanzen:
Acetylsalicylsaure, Thienopyridine und Glykoprotein lib-llla-Antagonisten. Diese
Substanzen inhibieren mittels unterschiedlicher Mechanismen intrazellulare
Enzymkaskaden oder erzeugen durch die Bindung an Thrombozyten-
Membranrezeptoren eine hemmende Wirkung (Eikelboom et al., 2012,
Pettersen et al., 2012; Weitz et al.,, 2008). Daraus folgt eine reversible oder

irreversible Hemmung der Thrombozytenaggregation.

Die Acetylsalicylsaure (Aspirin®) (Abb. 1.1) entwickelt ihre antithrombozytére
Wirkung Uber die irreversible Hemmung der Cyclooxygenase-1 (COX-1)
(Gawaz, 1999 b). Dieses Enzym katalysiert die Umwandlung der
Arachidonsaure in Prostaglandin G, (PGG.), welches weiter zu Thromboxan A2
(TXA2) konvertiert (Vane et al.,, 1998). Dieser Mechanismus wird durch
Blockade intrazellularer Aktivierungsschritte erreicht. Thromboxan A2 besitzt
eine plattchenaktivierende- und zugleich vasokonstriktorische Wirkung. Die
Thrombozytenaktivierung erfolgt Uber den TXA2-Rezeptor, der sich auf der
Thrombozytenoberflache befindet. Acetylsalicylsdure ist der Thrombozyten-
aggregationshemmer der ersten Wahl. Bei akuten Ereignissen ist die Gabe
einer Initialdosis von 250-500mg Acetylsalicylsaure i.v. in Kombination mit
Heparin 70 IU/kg KG i.v. sowie einer Clopidogrel-Dosis von 300mg oder 600mg
p.o. indiziert (Hamm et al, 2004 a und 2004 b). Ebenso kommt
Acetylsalicylsdure in der Sekundarpravention kardiovaskularer Ereignisse zum
Einsatz und fahrt in Kombination mit 3-Blockern, CSE (Cholesterin-Synthese-
Enzym)- oder ACE (Angiotensin-Conversions-Enzym)- Hemmern zu einer
relativen Risikoreduktion von ca. 75% (Yusuf, 2002). Damit gilt
Acetylsalicylsdaure als Standardmedikation in der Therapie und Prophylaxe
atherothrombotischer Krankheiten und wird heute in der Regel in Kombination
mit dem Thrombozytenaggregationshemmer Clopidogrel angewendet (Tepe et
al., 2012).



Abbildung 1.1
Strukturformel von Azetylsalizylsaure

e

Abbildung 1.2
Strukturformel von Clopidogrel
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Die Thienopyridine hemmen die ADP-induzierte Thrombozytenaktivierung,
indem sie den P2Yi,-Rezeptor blockieren (Ding et al., 2003; Dorsam und
Kunapuli, 2004; Hollopeter et al., 2001; Takasaki et al., 2001; Weber et al.,
2001; Zhang et al., 2001). Zu ihren Vertretern gehdren u.a. Clopidogrel (Abb.
1.2) und Ticlopidin. Da das Nebenwirkungsprofil von Clopidogrel deutlich
gunstiger und Blutbildveranderungen, insbesondere Leukopenien, deutlich
seltener vorkommen, hat Clopidogrel die Vorgangersubstanz Ticlopidin ersetzt
(Bertrand et al., 2000). Bislang hat eine Vielzahl von Studien die Uberlegenheit
von Clopidogrel gegentber Ticlopidin dargestellt (Bertrand et al., 2000; Bhatt et
al., 2002; Tanaka et al., 2012). Jedoch zeigt auch eine kirzlich durchgefiihrte

Metaanalyse von Aradi und Koautoren (2010), dass die durch Clopidogrel



erzeugte hohe Reaktionsfahigkeit von Thrombozyten das Risiko
kardiovaskularer Ereignisse erhoht.

Neuere Substanzen wie Prasugrel und Ticagrelor, die als mogliche
Folgesubstanzen von Clopidogrel angesehen werden, weisen eine noch
deutlich hohere Thrombozytenaggregationshemmung als Clopidogrel auf.
Zudem scheint das Blutungsrisiko deutlich geringer zu sein (Alexopoulos et al.,
2012). Trotz der starkeren Wirkung von Prasugrel, die am P2Y12-Rezeptor
ansetzt, kann bei Patienten, die sich einer Koronarintervention nach einem
Myokardinfarkt unterzogen haben, nach Gabe von Prasugrel keine optimale
Hemmung der Plattchenreaktivitat nachgewiesen werden (Bonello et al., 2011).
Auch hier zeigen die Patienten innerhalb eines Monats nach Intervention das
deutlich erhohte Risiko einer Stentthrombose mit Myokardinfarkt und
kardiovaskular bedingter Todesfolge. Heute findet Clopidogrel vor allem seine
Anwendung in einer Kombinationstherapie mit Acetylsalicylsdure nach
koronarer Stentimplantation und in der Sekundarprophylaxe bei akuten
Koronarsyndromen (Sarafoff et al., 2012). Eine weitere Indikation zu einer

alleinigen Clopidogrel-Therapie ist eine Acetylsalicylsaure-Unvertraglichkeit.

Glykoprotein llb-llla-Antagonisten sind Substanzen, die zu einer selektiven
Thrombozytenaggregationshemmung fuhren, indem sie an GPllb-llla-
Rezeptoren der Zelloberflache binden (Coller, 1997) und damit fur Fibrinogen
blockieren. Die Thrombozytenaggregationshemmung erfolgt dabei unabhéngig
von einem Aktivierungsreiz (Gawaz, 1999 c). Durch gleichzeitige Verstarkung
des endogenen Lysepotentials wird sogar die Auflésung von Thromben in
einem fruhen Stadium mdglich. Damit zé&hlen die Glykoprotein Ilb-llla-
Antagonisten zu sehr potenten Aggregationsinhibitoren und kdnnen nach
perkutaner Koronarintervention (PCI), einschlie3lich einer Ballondilatation mit
oder ohne Stentimplantation (PTCA) und Atherektomie, und akutem
Koronarsyndrom zusatzlich zur Standardtherapie mit Acetylsalicylsdure und
Heparin i.v. eingesetzt werden (CAPTURE Studie, 1997; Hamm et al., 2004 a
und 2004 b; PRISM-PLUS Studie, 1998). Unter einer Kombinationstherapie



kann das Risiko ischamischer Komplikationen deutlich gesenkt werden (Auer et
al., 2003; Chen et al., 2005; Servoss et al., 2004). Aktuellen Studien zu Folge
bietet sich der Einsatz von Glykoprotein llb-llla-Antagonisten als sogenannte
Ubergangstherapie ebenfalls bei Patienten mit beschichtetem Stent an, die vor
einem chirurgischen Eingriff eine laufende Therapie mit Clopidogrel aussetzen
mussen. Auf diese Weise lasst sich das Risiko einer postoperativen kardialen

Beeintrachtigung verringern (Ben Morrison et al., 2012).

1.3 Clopidogrel-Mechanismus

Uber Clopidogrel (Plavix®, Iscover®), das vor allem nach perkutaner Koronar-
intervention mit oder ohne anschlieRender Stentimplantation eingesetzt wird,
wurde in den letzten Jahren bezlglich seiner therapeutischen Effekte
ausfuhrlich diskutiert (Lyseng-Williamson und Plosker, 2006) (Tab.1).

Tabelle 1

Pharmakokinetische Kenndaten von Clopidogrel

Maximaler Elimination Effektive Biologische | Metaboli-
Wirkspiegel Plasmahalb- Plasmahalb- sierung
wertszeit wertszeit
600 mg: 2—6h hepatisch: 46% 7—-8h 7-10d hepatisch
75mg: 4-5d renal: 50%

Nach ausschlief3lich peroraler Anwendung liegt das Thienopyridin Clopidogrel
als inaktiver Metabolit im Plasma vor. Dabei werden Clopidogrel und sein
inaktiver Hauptmetabolit SR 26334 in vitro zu fast 98% bzw. 94% an
Plasmaproteine gebunden. Studien zeigen, dass der maximale Plasmaspiegel

nach ungeféahr einer Stunde erreicht wird (Coukell und Markham, 1997). Die
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Elimination von Clopidogrel und seiner Metabolite erfolgt durch Metabolisierung
in der Leber. Die Eliminationshalbwertszeit wird abhangig von der Dosierung
(bei 600mg Clopidogrel als Bolus) zwischen 0,7 bis 1,9 Stunden angegeben
(Taubert et al., 2004) (Abb. 2).

Die Inaktivierung von Clopidogrel erfolgt Gber Carboxylesterasen in der Leber.
Die Esterasen hydrolysieren die labile Carbonsauremethylester-Struktur von
Clopidogrel. Die entstehenden Carboxylderivate SR 26334 (Carboxy-
Clopidogrel) machen ungefahr 85% der im Korper vorliegenden Clopidogrel-
Verbindungen aus (Savi et al., 2000) und sind pharmakologisch unwirksam. Nur
15% des Medikamentes Clopidogrel werden in pharmakologisch aktive
Metabolite umgewandelt. Zundchst kommt es (Uber einen ersten
Metabolisierungsschritt von Clopidogrel durch das Cytochrom P450 in der
Leber (Andersson et al., 2005; Brandt et al., 2007; Clarke und Waskell, 2003;
Kazui et al., 2010; Wenaweser et al., 2005) zur Bildung des inaktiven 2-Oxo-
Clopidogrel. Ein weiterer Metabolisierungsschritt fihrt anschlieBend zur Bildung

eines Thiolderivats (Savi et al., 2000).

Die Freisetzung des Thiolderivats in den hepatischen Extrazellularraum
ermdglicht die Bindung von Cysteinresten an den P2Yi,-Rezeptoren der
Thrombozyten und blockiert  letzlich dadurch irreversibel die
Plattchenreaggregation (Ding et al., 2003; Dorsam und Kunapuli, 2004; Gachet,
2001) (Abb. 3.1). Die thrombozytaren P,-Rezeptoren sind somit fur den
weiteren Verlauf der Hamostase und Thrombose entscheidend. Uber sie
konnen aber auch weitere Substanzen, insbesondere die Thienopyridine, ihre
Wirkung entfalten und damit Einfluss auf die Blutgerinnung nehmen (Kehrel,
2003; Kehrel, 2008). Die P,-Rezeptoren werden als drei Subtypen exprimiert,
die Rezeptoren: P2Yi,-, P2Y;:- und P2X; (Abb. 3.1 und 3.2). Die beiden erst
genannten sind G-Protein-gekoppelte ADP-Rezeptoren. Der P2X;-Rezeptor ist

dagegen ein ligandengesteuerter lonenkanal.



Abbildung 2

Schematische Darstellung der Pharmakokinetik von Clopidogrel
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Der P2Yj,-Rezeptor ist ein Clopidogrel gesteuerter heptahelikaler
Transmembranrezeptor (Abb. 3.1). Durch irreversible Bindung von Clopidogrel
an den P2Yi,-Rezeptor wird eine Untereinheit eines an ihn gebundenen
Proteins, das Gi-Protein inhibiert. Dies fuhrt zur Aktivierung der Adenylatcyclase
und damit zur Erh6hung des cAMP-Spiegels (Murugappa und Kunapuli, 2006;
Yang et al, 2002). In der Folge wird die Proteinkinase aktiviert und VASP wird
phosphoryliert. Phosphoryliertes VASP inhibiert den GPIIb-llla-Rezeptor, so
dass die Thrombozytenaggretation gehemmt wird. Dies fuhrt zu einer Reduktion
der Vernetzung der Thrombozyten (Geiger et al., 1999; Schwarz et al., 1999;
Stellbaum et al., 2012).

ADP, das wahrend der Thrombozytenaktivierung verstarkt aus thrombozytaren
Speichergranula sezerniert wird, fordert durch die Bindung an ADP-Rezeptoren
auf den Thrombozyten deren Aggregation (Gawaz, 1999a). Durch die erhéhte
ADP-Konzentration wird am P2Y;,-Rezeptor als ein weiterer Effekt die By-
Untereinheit aus dem G-Proteinkomplex herausgelést, und flhrt unter
Aktivierung der Phosphatidylinositol-3-Kinase  (PIsK) zur  verstéarkten
Ausschittung von a-Granula, die aggregationsférdernde Substanzen und
Proteine enthalten und damit die Aktivierung der Thrombozytenaggregation

unterstitzen (Conley und Delaney, 2003).

Neben dem P2Y12-Rezéptor ist der P2Y;-Rezeptor und des Weiteren der P2X;-
Rezeptor an der ADP-vermittelten Thrombozytenaktivierung beteiligt, wobei
dem erstgenannten der malgebliche Einfluss auf die thrombozytare
Aggregation zukommt. Somit funktioniert die antithrombozytare Aggregation
auch, wenn sich der P2X;-Rezeptor im Refraktarzustand befindet (Takano et
al., 1999). Die P2X;-Rezeptoren fuhren unter Bindung von ADP zu einem
raschen Calciumionen-Einstrom in die Zelle und damit zu einer

Konformationsdnderung der Thrombozyten (Rolf und Mahaut-Smith, 2002).

11



Abbildung 3.1

Clopidogrel ~ Wirkmechanismus Uber den P2Y1/P2_Y12-Rezeptor am
Thrombozyten mit nachfolgender Inhibition der Thrombozytenaggregation
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Im Gegensatz zu ADP vermag auch Prostaglandin E1 (PGE1) den Weg der
cAMP abhangigen VASP-Phosphorylierung aktivieren. Bei kompletter
Blockierung des P2Y12-Rezeptors z.B. durch Clopidogrel lasst sich keine
relevante Verminderung der VASP-P-Konzentration durch Stimulation von
PGE1 und ADP verglichen zu PGE1 messen (Geiger et al., 1999; Geisler und
Gawaz, 2010).

Der G-Protein-gekoppelte P2Y;-Rezeptor tragt zur Plattchenaggregation bei.
Durch die ADP-Bindung an den Rezeptor kommt es unter Vermittlung der a-
Untereinheit zur Aktivierung des Inositol-3-Phosphats (IP3), was zu einer
intrazellularen Freisetzung von Calcium fuhrt (Léon et al, 1999). Dadurch
kommt es zur Konformationsénderung und der thrombozytaren Degranulation.
Fur eine vollstandige Thrombozytenaggregation scheint das Funktionieren
dieses Rezeptors unerlasslich zu sein (Hechler et al., 1998). So wird eine
effektive Blutstillung bei Personen mit einem defekten P2Y1-Rezeptor behindert
(Nurden et al., 1995). Die vollstandige Aggregation wird nur in Koaktivierung mit
dem P2Yi,-Rezeptor erreicht (Baurand et al., 2000). Die Bindung von ADP an
den P2Y,-Rezeptor fuhrt einer VASP vermittelten Potenzierung der Expression
des GPIllb-llla-Rezeptors auf der Thrombozytenoberflache. Der Wirkort von
Clopidogrel ist der P2Yi,-Rezeptor und damit der Zielrezeptor der
Thienopyridinderivate. Dieser Rezeptor spielt fur die Entwicklung anti-

thrombozytarer Substanzen eine wichtige Rolle.
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Abbildung 3.2
ADP-Wirkmechanismus Uber den P2Y,/P2Y1,-Rezeptor am Thrombozyten in

Abwesenheit von Clopidogrel mit nachfolgender Thrombozytenaggregation
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Gy stimulatorisches  G-Protein  Go;  GPlIb/llla:  Glykoprotein  lIb/llla;  IP3:
Inosintriphosphat; PKA: aktivierte Proteinkinase; PLC: Phospholipase C; P2X;-/ P2Y,-/
P2Y1,: -Rezeptoren; VASP: Vasodilatator-stimuliertes Phosphoprotein

In vorausgehenden Studien ermittelten Hochholzer et al. (2005) und Thebault et
al. (1999), dass die maximale Hemmung der Plattchenaggregation mittels einer
einzelnen Aufsattigungsdosis von 300- 600mg Clopidogrel je nach verwendeter
Dosis nach zwei bis sechs Stunden erreicht werden kann und sich durch eine
hohere Initialdosis nicht weiter verstarken. Dagegen entfaltet eine téglich
verabreichte Dosis von 75mg Clopidogrel erst innerhalb von drei bis sieben
Tagen ihre volle Wirksamkeit (Savic et al., 1999). Neben seinem
plattchenhemmenden Effekt nimmt Clopidogrel Einfluss auf Entzindungs-
mediatoren, wie das C-reaktive Protein und die Expression inflammatorischer

Substanzen, wie den CD40-Liganden in aktivierten Plattchen und P-Selectin
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(Quinn et al., 2004; Vivekananthan et al., 2004). Nach Hemmung des CDA40-
Liganden bleibt die Plattchen-Leukozyten-Interaktion aus. Damit verbunden
beobachtet man einen akuten Mangel der Tissue-Faktor (TF)- Expression, das
heil3t, einen Mangel an Gewebsthromboplastin. Weiter vermindert Clopidogrel
die Funktion von Plattchen-Leukozyten-Konjugaten bei Patienten mit einem
Nicht-ST-Hebungsinfarkt (Xiao und Theroux, 2004). Dem P2Y,-Rezeptor, der
Zielstruktur von Clopidogrel, konnte eine wichtige Rolle in der Atherogenese
Uber inflammatorisch vermittelte Signalwege nachgewiesen werden (Li et al.,
2012).

1.4 Clopidogrel- Nebenwirkungen

Sehr selten (1:3 Millionen pro Jahr) wurde unter einer Clopidogrel-Therapie die
Entstehung einer thrombotisch-thrombozytopenischen  Purpura (TTP)
beobachtet (Bennett et al., 2000; Lotta et al., 2012; Reichenberger et al., 2001;
Steinhubl et al., 1999). Es handelt sich um eine Multisystemerkrankung, die mit
Thrombozytopenie, hadmolytischer Anamie, Fieber, neurologischen Ausfallen
und Nierenversagen einhergeht. Mit dem Auftreten ist wahrend der ersten
Therapiewoche zu rechnen (Azarm et al.,, 2011). Die durch Thienopyridine
induzierte TTP ist bekannt (Ishikawa et al., 2012; Rock 2000; Zakerija et al.,
2004), wobei jedoch der Mechanismus auf molekularer Ebene bisher ungeklart
bleibt (Majhail et al., 2003). Hautveranderungen, gastrointestinale und
hamatologische Beschwerden kdénnen ebenfalls die Folge einer Clopidogrel-
Therapie sein (Denas et al., 2012; Tamura et al., 2012). Jedoch scheint das
Auftreten dieser Erkrankungsbilder unter Clopidogrel im Gegensatz zu anderen
Thienopyridinen wie zum Beispiel dem Ticlopidin seltener aufzutreten
(McCarthy et al., 2004; McFadden et al.,, 2004). Die durch Clopidogrel
induzierte Neutropenie kann zu einer Schwachung des Immunsystems und

somit zur erhdhten Infektanfalligkeit fiihren (Khangura und Gordon, 2011).

Obwohl Clopidogrel eine hohe Tolerabilitat aufweist, kdnnen Krankheitsbilder

wie die akute Arthritis, laut Coulter und Koautor nicht ausgeschlossen werden
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(Coulter und Montandon, 2012). Auch im Tiermodell konnten Clopidogrel
proinflammatorische Effekte zugeschrieben werden (Garcia et al.,, 2012).
Ebenfalls kann Clopidogrel in seltenen Fallen hepatotoxisch wirken. So zeigte
sich bei einer Patientin, die nach einer perkutanen koronaren Intervention mit
Clopidogrel und Acetylsalicylsdure behandelt wurde drei Wochen nach
Therapiebeginn ein deutlicher Anstieg der Leberenzyme. Nach Absetzen von
Clopidogrel und dem diagnostischen Ausschluss anderer moglicher Ursachen
war die Erhéhung der Leberwerte rucklaufig. Nach nochmaligem Ansetzen der
Clopidogrel-Therapie konnte jedoch wieder eine Zunahme der Leberenzyme
beobachtet werden (Goyal et al., 2009).

In anderen Versuchen konnte nachgewiesen werden, dass Clopidogrel die
Entstehung von Glomerulonephritiden induzieren kann (Park et al., 2003;
Peters et al., 2004). Auch neurologische Symptomatiken wie das Auftreten von
Halluzinationen, bizzares Benehmen, mentale Sprunghaftigkeit und
Kopfschmerzen nach Gabe von Copidogrel werden in der Literatur beschrieben
(Azarm et al., 2011). Die Haufigkeiten der beschriebenen Nebenwirkungen, wie
sie auch den zustandigen Regulationsbehdrden vorliegen, sind in Tabelle 2
zusammengefasst (Produktinformation Clopidogrel-Hydrogensulfat, Plavix,
BRD).
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Tabelle 2

H&aufigkeiten von Clopidogrel-Nebenwirkungen (nach: Produktinformation Clopidogrel-Hydrogensulfat, Plavix, BRD)

Systemorganklasse

haufig
(21/100 - <1/10)

gelegentlich
(21/1000 - <1/100)

selten
(21/10000 - <1/1000)

sehr selten
(<1/10000)

Erkrankungen des Blutes

und des Lymphsystems

Thrombozytopenie,
Leukopenie, Eosinophilie

Neutropenie, einschliel3-
lich schwerer Neutrope-

TTP, aplastische Anamie, Panzytopenie,
Agranulozytose, schwere Thrombozytopenie,

nien Granulozytpopnenie, Andmie
Erkrankungen des Anaphylaktischer Schock, Serumkrankheit, Ver-
Immunsystems schlimmerung allergischer Reaktionen bei

Lebensmittelallergie

Stoffwechsel- und Hypoglykamie, Gicht
Ernahrungsstoérungen
Psychiatrische Halluzinationen, Verwirrtheit
Erkrankungen
Erkrankungen des Intrakranielle Blutungen, Be- Geschmacksstrungen
Nervensystems nommenheit, Kopfschmerz
Erkrankungen des Augenblutungen (intraokular,
Auges konjunktival, retinal)
Erkrankungen des Ohrs Vertigo Horverlust, Tinnitus

und des Labyrinths

Gefalerkrankungen

Hamatome

Schwere Blutungen, Vaskulitis, Hypotonie

Erkrankungen der Atem-
wege und des Brust-

raums und Mediastinum

Dyspnoe, Epistaxis

Hamoptyse,  Bronchospasmen,

Pneumonie
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Systemorganklasse

haufig
(21/100 - <1/10)

gelegentlich
(21/1000 - <1/100)

selten
(21/10000 - <1/1000)

sehr selten
(<1/10000)

Erkrankungen des

Gastrointestinaltrakts

Gastrointestinale
Blutungen,
Durchfall,
Dyspepsie

Ulcus ventrikuli, Ulcus
duodeni, Gastritis, Flatulenz
Erbrechen, Ubelkeit,

Retroperitoneale

Blutungen

Gastrointestinale- und retroperitoneale Blutungen,
Pankreatitis, gastroduodenale Ulzerationen/

Perforationen, Colitis

Leber- und Gallener-

krankungen

Akutes Leberversagen, Hepatitis, erhdhte Leber-

werte

Erkrankungen der Haut
und des Unterhautzell-

gewebes

subkutane oder der-
male Blutungen,
blaue Flecken

Hautausschlag, Juckreiz

Bullése Dermatitis, Angioddem, erythematdses
Exanthem, Urtikaria, Ekzem, Lichen planus

Skelettmuskulatur-,
Bindegewebs- und

Knochenerkranungen

Hamarthorse, Arthritis, Athralgie, Myalgie

Erkrankungen der Nieren

und Harnwege

Hamaturie

Akute Nierenfunktionseinschrankung, Herzde-
kompensation, nephrotisches Syndrom, Glomeru-

lonephritis

Allgemeine Erkrankun-
gen und Beschwerden

am Verabreichungsort

Blutungen an Ein-

stichstelle

Fieber

Erkrankungen der Ge-
schlechtsorgane und der

Brustdriise

Vaginale Blutungen

(einschlieBlich Metrorrhagie)

Untersuchungen

Verminderte Neutrophilen-

und Thrombozytenzahl

Anstieg des Serumkreatinins
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1.5 Verminderte Ansprechbarkeit auf Clopidogrel

Vermehrt gibt es in der letzten Zeit Hinweise, dass der Effekt von Clopidogrel
bei einem relevanten Patientenkollektiv abgeschwacht ist oder ausbleibt, das
heil3t, der pharmakologische Effekt des Medikaments wird nicht erreicht. Man
spricht in diesem Fall von einer Clopidogrel-Resistenz oder besser von einem
inadaquaten Ansprechen auf Clopidogrel (Abb. 4). Dieses zeigen insbesondere
Patienten, die unter der Therapie das Rezidiv eines kardiovaskularen
Ereignisses erleiden (Wiviott und Antman, 2004). Beschrieben werden 4-30%
Patienten, bei denen ein adaquater antithrombotischer Effekt ausbleibt
(Angiolillo et al., 2004; Gurbel et al., 2003; Jaremo et al., 2002; Mobley et al.,
2004; Mdller et al., 2003 b; Serebruany et al., 2005), wobei die Ursachen eines

mangelnden Ansprechens vielfaltig sein kdnnen.

Abbildung 4

Schaubild zu Mechanismen der Clopidogrel-Resistenz

Zellulare Faktoren Genetische Faktoren

o V4

Verminderte ASS-
und Clopidogrel-

Antwort

& S

Klinische Faktoren Pharmakologische Faktoren
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Clopidogrel und Prasugrel-Verabreichungen fiihrten zu einer verédnderten
Plattchenvariabilitat, die einen signifikanten Risikofaktor fur die kardiovaskulare
Prognose von Patienten mit akutem Koronarsyndrom oder fur das Auftreten von
Stentthrombosen darstellt (Patel und Augoustides, 2010). In die
standardisierten Messungen wurden sowohl genetische Polymorphismen als
auch bekannte Medikamenteninteraktionen mit einbezogen. Ebenso stellt die
Metaanalyse von Sofi und Koautoren (2010) eine Assoziation zwischen
Clopidogrel-Resistenz und kardiovaskularer Morbiditat her. Die neuen Studien
weisen somit einen Zusammenhang zwischen geringem Ansprechen und
atherothrombotischen Ereignissen nach, jedoch fehlen bisher Daten

prospektiver Studien.

Eine mogliche Auswirkung auf die Resistenzentwicklung koénnten auch
Substratinteraktionen haben. Dies sei am Beispiel der Wechselwirkungen von
Cholesterin-Synthese-Enzymhemmern (CSE-Hemmer) und Protonenpumpen-
inhibitoren (PPI) mit Clopidogrel dargestellt. So werden zur Behandlung der
Hypercholesterinamie CSE-Hemmer, auch Statine genannt, eingesetzt. Wie
Clopidogrel, so unterliegt die Mehrzahl der Statine der hepatischen
Metabolisierung durch das Enzym CYP3A4 (Grochenig, 2001). Fluvastatin und
Rosuvastatin sind dagegen Substrate des CYP2C9 und besitzen nur eine
geringe Affinitat zu CYP3A4 (Transon et al., 1996). Pravastatin unterliegt nicht
der Cytochrom-Metabolisierung und wird unverandert renal eliminiert (Jacobsen
et al., 1999). CSE-Hemmer weisen demnach ein sehr unterschiedliches

Interaktionspotential auf (Paoletti et al., 2002).

Was die Rolle von Statinen bezuglich der Abschwachung der Clopidogrel-
abhangigen  Thrombozytenhemmung angeht, sind sich  zahlreiche
Wissenschaftler uneinig. Lau et al. (2003) zeigten experimentell, dass die
Verabreichung von 40mg Atorvastatin  zu einer Reduktion der
plattchenhemmenden Wirkung von Clopidogrel fuhrt. Dies konnte von Clarke
und Waskell (2003) in einer weiteren Studie bestétigt werden. Signifikanten

Interaktionen zwischen Clopidogrel und Lipidsenkern wurde allerdings auch von
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mehreren Autoren widersprochen (Gorchakova et al., 2004; Mitsios et al., 2004;
Mduller et al., 2003 a; Neubauer et al., 2003; Saw et al., 2003; Serebruany et al.,
2001 und 2004; Wienbergen et al., 2003). Z.B. beobachteten sie bei
zusatzlicher Gabe von Statinen keine verminderte plattchenhemmende Wirkung
von Clopidogrel (Saw et al., 2003; Serebruany et al., 2001; Wienbergen et al.,
2003).

Insgesamt scheint somit eine Interaktion zwischen Clopidogrel und Statinen
gering zu sein. Es zeigte sich, dass durch die zusatzliche Gabe von Statinen
zur dualen Therapie der Plattchenaggregation weder die Plattchenaggregation
nach Intervention kardiovaskular behandelter Patienten erhéht war noch sich
die klinische Prognose dieser Patienten verschlechterte (Geisler et al., 2008 d).
Bedeutenderen Einfluss auf die Clopidogrel-Resistenz haben demgegentber
Protonenpumpeninhibitoren (PPI), die ebenso wie Clopidogrel Uber das
CYP2C19, ein geringer Teil Uber CYP3A4, in der Leber metabolisiert werden
(Thjodleifsson, 2002). Der Protonenpumpeninhibitor Rabeprazol unterliegt nur
geringfigig dem enzymatischem Abbau und besitzt vermutlich weniger
Interaktionspotential als andere Protonenpumpeninhibitoren (Martin de Argila,
2005). Da die Metabolisierung der Protonenpumpeninhibitoren auf
unterschiedliche Weise erfolgt, ist der CYP2C19-Genotyp von entscheidender
Bedeutung. Bei homozygotem CYP2C19-Genotyp liegt eine verlangsamte
Metabolisierung der Protonenpumpeninhibitoren vor, so dass es zu einer
Erhbéhung der Plasmakonzentration des jeweiligen Praparates kommt. Dieser
Effekt soll laut Ishizaki und Horai (1999) besonders ausgepragt bei Omeprazol
sein, gefolgt von Lansoprazol, Esomeprazol, Pantoprazol und Rabeprazol.
Aufgrund dieser Vermutungen untersuchten Zuern und Koautoren (2010) bei
Patienten, die eine koronare Intervention erhalten hatten, die Auswirkung von
Protonenpumpeninhibitoren auf die Clopidogrel-Wirkung, indem sie die
Plattchenaggregation ex vivo ermittelten. Dabei ergab sich bei gleichzeitiger
Behandlung mit Protonenpumpeninhibitoren und Clopidogrel eine signifikant
erhohte Plattchenaggregation im Vergleich zur  alleinigen Therapie mit
Clopidogrel (34,0% vs. 29,8%, p < 0,001). Demzufolge fuhrt die Substrat-
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interaktion zwischen PPI und Clopidogrel zu einer Senkung der Clopidogrel-

Wirkung.

Eine taiwanesische Studie nutzte das in der asiatischen Bevélkerung stark
verbreitete, dort jedoch funktionslose CYP2C19. Dessen Funktionsverlust
macht potentielle Medikamenteninteraktionen im Versuch transparenter. Es
ergab sich eine signifikant héhere Inzidenz von Rehospitalisierung und
Mortalitdt bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit, die begleitend zu ihrer
Therapie Protonenpumpeninhibitoren eingenommen hatten (Huang et al.,
2010). Zhang und Koautoren (2009) kamen zu dem Schluss, dass die
Clopidogrel-Wirkung unter gleichzeitiger Behandlung mit PPI nicht durch den
schwachen inhibitorischen Effekt der PPl am CYP2C19 hervorgerufen werden
kann. Viel mehr postulierten sie, dass Clopidogrel selbst ein Inhibitor des
CYP2C19 sei. Diese Hypothese muss jedoch noch durch weitere Experimente
bestédtigt werden. Sicher ist, dass die Clopidogrel-Wirkung durch PPI
beeinflusst wird. Dabei muss zwischen Interaktionen, gemessen durch ex vivo-
Thrombozytenfunktionstests, und klinisch-prognostischen Effekten unter-
schieden werden. In wenigen systematischen randomisierten klinischen Studien
lied sich kein Einfluss der gemessenen Effekte der Clopidogrel abhéngigen
Aggregationshemmung auf die Kklinische Prognose nachweisen (Bhatt et al.,
2010). Das Ausmald der Substratinteraktionen wird gegenwartig in zahlreichen
Versuchen untersucht. Es kdnnte eine bedeutende Ursache fiur die Clopidogrel-

Resistenz darstellen.

1.6 Einfluss genetischer Polymorphismen auf die Effektivitat

der antithrombozytaren Therapie
Die Rolle bestimmter genetischer Polymorphismen fir die Effektivitat der
antithrombozytaren Therapie wird aktuell diskutiert. Clopidogrel wird als
,Prodrug“ iber das CYP2C19 und das CYP3A4 aktiviert. Unter einem ,Prodrug*
verstent man eine Substanz, die nach Aufnahme zun&chst inaktiv im

Organismus vorliegt und erst durch enzymatischen Umbau ihre Wirkfahigkeit
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erreicht. Der CYP2C19*2- und der CYP2C19*3-Polymorphismus fuhren zum
Verlust der enzymatischen Aktivitdt. Diese Polymorphismen verhindern damit

die vollstéandige Entfaltung der Clopidogrel-Wirkung (Jinnai et al., 2009).

In einer Assoziationsstudie identifizierten Shuldiner und Koautoren (2009) 13
Einzel-Nukleotid-Polymorphismen auf dem Chromosom 10qg24 fur CYP2C18,
CYP2C19, CYP2C9 und CYP2C8, die mit einer verminderten Clopidogrel-
Wirkung verbunden sind. Besonders fuhrt die CYP2C19*2-Variante zu einer
Beeintrachtigung der Wirkung von Clopidogrel und verschlechtert die Prognose
kardiovaskularer Erkrankungen. In einer weiteren Studie wurden ebenfalls
genetische Variationen im CYP2C19 als Ursache einer verédnderten
Clopidogrel-Wirkung untersucht (Momary et al., 2010). Diese senken die
Entstehung aktiver Clopidogrel-Metabolite und fiihren damit zu einer Variabilitat
in der Clopidogrel-Wirkung. Eine Relevanz hat nach Gladding und Koautoren
(2008) die Dosierung von Clopidogrel. Trager der CYP2C19*2- und *4-Variante
zeigten im Versuch eine reduzierte Plattchenhemmung nach Applikation von
600mg Clopidogrel. Die Plattchenhemmung konnte mittels einer héheren
Clopidogrel-Dosis zwar auch bei Tragern der CYP2C19 ,loss-of-function®-
Genvariante verbessert werden (Bonello, JACC 2010), allerdings deutlich

weniger als bei Patienten ohne diese Variante.

Neben der Wirkung der hier beschriebenen CYP2C19 ,loss-of-function-
Genvariante spielt offensichtlich der Polymorphismus des P2Y3,-Gens eine
Rolle. So lieR sich initial fir die Deletionsmutation im P2Y,-Gen eine
verminderte Rezeptorsynthese aufzeigen, woraus eine verminderte Bindung
von ADP an den Rezeptor gefolgert wurde (Conley und Delaney, 2003).
Fontana et al. (2003 a) entdeckten drei Einzel-Nukleotid-Polymorphismen (SNP
= single nucleotide polymorphism) sowie eine Nukleotid-Insertion im P2Y1,-
Gen. Hieraus schlossen sie auf einen Major-Haplotyp H1 (Trager keines
Polymorphismus) und einen Minor-Haplotyp H2 (Tréger aller 4 Polymor-
phismen). Diese treten mit einer Frequenz von 86% bzw. 14% auf. Es stellte

sich heraus, dass der H2-Haplotyp mit einer erhoéhten ADP-induzierten
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Plattchenaggregation einhergeht. Dies zeigte sich sowohl bei homozygoten als
auch bei heterozygoten Tragern des H2-Allels. Dabei fand sich bei den
homozygoten Tragern eine hohere Thrombozytenaggregation als bei den
heterozygoten Tragern (Fontana et al., 2003 a). Zudem wurden bei einer aus
184 Patienten bestehenden Population mit bekannter peripherer arterieller
Verschlusskrankheit (pAVK) bei 30% mindestens ein H2-Allel gefunden
(Fontana et al.,, 2003 b). In einer aus 330 Personen bestehenden
Kontrollgruppe ohne pAVK konnte der H2-Haplotyp dagegen nur vereinzelt

nachgewiesen werden.

In einer 2007 durchgefuhrten Studie wurde die Bedeutung des H2-Haplotyps
bezuglich seines Einflusses auf die Plattchenaggregation erneut bestatigt.
Nichtraucher vom H2-Haplotyp zeigten eine erhdhte Préadisposition zu
atherothrombotischen Erkrankungen (Cavallari et al., 2007). Die verminderte
Clopidogrel-Antwort  kdonnte ein  Hinweis auf eine abgeschwachte
Substanzwirkung sein. Abschliel3end liel3 sich jedoch bisher kein eindeutiger
Zusammenhang zwischen diesem Polymorphismus und der Wirksamkeit von

Clopidogrel inshesondere auf die klinische Prognose nachweisen.

Eine weitere Studie verglich die homozygoten und heterozygoten Haplotypen
(H1/H1,H1/H2,H2/H2) des P2Yi,-Rezeptors bei Patienten mit koronarer
Herzkrankheit (KHK) (Schettert et al., 2006). Alle drei Genotypen flhrten nach
Behandlung zu einer @hnlichen klinischen Prognose, so dass die Uberlegenheit
des H2-Haplotyps nicht bestatigt werden konnte. Der generelle Einfluss der
Haplotypen auf die kardiovaskuldren Endpunkte kardialer Tod, Myokardinfarkt
und refraktdre Angina pectoris mit notwendiger Revaskularisierung konnte
durch die Studie jedoch nicht ausgeschlossen werden.

Fur kontroverse Diskussionen sorgte ein Artikel von Boumann et al. (2011) zum
Paraoxonase-1 Enzym, dass an der Biotransformation von Clopidogrel beteiligt
ist. Sie identifizierten einen Zusammenhang zwischen dem QI19PR-

Polymorphismus des fir dieses Enzym kodierenden Gens und einer reduzierten
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Biotransformation mit der aggregationshemmenden Wirkung von Clopidogrel.
Dementsprechend zeigte sich bei einem mit Clopidogrel behandelten
Patientenkollektiv von homozygoten Tragern des PON1 Q192R-Genotyps hach
Stentimplantation ein erhéhtes Risiko fur Stentthrombosen. In Folgestudien lief3
sich dieser Zusammenhang jedoch nicht bestatigen. So wurden 760 Patienten
nach koronarer Stentimplantation mit anschlieBender Clopidogrel-Therapie auf
den Paraoxonase-1 Q192R Polymorphismus hin untersucht, ohne dass sich
zwischen Polymorphismus und plattchenhemmender Wirkung von Clopidogrel
ein Zusammenhang nachweisen liel3 (Trenk et al., 2011). Desgleichen konnten
weder Fontana et al. (2011), noch Hulot und Koautoren (2011) die Ursache
einer moglichen Variabilitdt der Clopidogrel-Wirkung in dem Paraoxonase-1
Enzym experimentell bestéatigen. Beide Autoren heben dagegen die Bedeutung
des Cytochrom P2C19-Enzyms (CYP2C19) hervor. Ihrer Meinung nach sind es
die Cytochrom P2C19-Enzymvarianten, die die pharmakokinetischen- und

pharmakodynamische Eigenschaften von Clopidogrel maf3geblich beeinflussen.

1.7 Pharmakogenomik und Pharmakogenetik

Mittels der Pharmakogenomik lassen sich die Auswirkungen veranderter
Genexpressionen auf den Metabolismus bestimmter Arzneimittel erkennen.
Dabei betrachtet die Pharmakogenomik im Gegensatz zur Pharmakogenetik,
die am einzelnen Individuum ansetzt, das Genom einer Population und stellt
mittels Screeningverfahren, Datenbanken und anerkannten klinischen
Versuchen Ansatzpunkte fir mogliche therapeutische Interventionen dar.
Erganzend zur Pharmakogenomik dient die Pharmakogenetik der Suche nach
den Ursachen verédnderter Genexpressionen. Diese kdonnen durch strukturelle
Veranderungen genetischer Sequenzen entstehen und grof3en Einfluss auf die
Wirksamkeit und Vertraglichkeit von Arzneimitteln haben.

Die Beeintrachtigung des Arzneimittelmetabolismus steht nach Wiviott und
Antman (2004) héufig in Zusammenhang mit dem Auftreten von
Polymorphismen oder genetischen Varianten der fir den Metabolisierungs-
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vorgang zustandigen Enzyme. Abweichungen der DNA-Sequenz auf Genen
haben Polymorphismen zur Folge. Die Allelhaufigkeit eines Polymorphismus
muss dabei mit einer Frequenz von > 1% in einer Population vertreten sein. Tritt
ein Polymorphismus als Folge eines einzigen Nukleotidaustauschs im DNA-
Molekul auf, so spricht man von einem Einzel-Nukleotid-Polymorphismus (SNP
= single nucleotide polymorphism). Die SNP-Sequenzen sind eine héaufige
Ursache fir das Auftreten einer veranderten Enzymaktivitat und damit flr das

sehr unterschiedliche individuelle Ansprechen von Patienten auf Arzneimittel.

1.8 Arzneimittel-Metabolisierung tber Cytochrom P450

Die Metabolisierung von Arzneimitteln im menschlichen Organismus erfolgt
Uberwiegend Uber das Cytochrom P450 (CYP450)-Enzymsystem. Bisher sind
39 funktionelle menschliche CYP-Enzyme (www.drnelson.utmem.edu/cyto-
chromeP450.html) bekannt, von denen 12 fir den menschlichen
Arzneimittelmetabolismus relevant sind (Schwab et al., 2002). Bei diesem
Enzymsystem handelt es sich um Monooxygenasen. Ca. 90-95% der P450-
Enzyme sind in der Leber lokalisiert. 60-65% der Enzyme sind in den
Arzneimittelmetabolismus involviert. Die Biotransformation der Arzneimittel
beinhaltet zwei Phasen, wobei die ausschlaggebende Funktion der P450-
Enzyme in der ersten Phase angesiedelt ist. Sie fungieren in Form von
Hamoproteinen, welche in der Membran des endoplasmatischen Retikulums
verankert sind, und sorgen Uber das Einfugen und Freilegen funktioneller
Gruppen in der zu verstoffwechselnden Substanz fir eine grof3ere Affinitat. In
der zweiten Phase der Katalyse werden die Metabolite an negativ geladene
Gruppen gekoppelt und anschlieBend Uberwiegend Uber die Niere

ausgeschieden (Schwab et al., 2002).

Die Transformation von Clopidogrel tGber das CYP450-Enzym schliel3t eine
Vielzahl von Isoenzymen ein. Dabei muss bertcksichtigt werden, dass ein
verabreichtes Arzneimittel je nach Beschaffenheit seines Wirkstoffs entweder
durch das P450-Enzymsystem verstoffwechselt wird oder als Inhibitor der an
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der Metabolisierung beteiligten Isoenzyme fungiert. Dies konnte wiederum zur
Folge haben, dass die plattchenhemmende Wirkung nicht nur von einem
Medikament wie Clopidogrel ausgeht, sondern zuséatzlich vom Einfluss anderer,
den Clopidogrel-Metabolismus stérender Substrate, abhangt. Hinzu kommen
mogliche Polymorphismen der CYP-Isoenzyme, die Substratinteraktionen
negativ beeinflussen konnten. Das Cytochrom P450-Enzymsystem besteht aus
zahlreichen Isoformen. Den gréRten Anteil nimmt dabei die CYP3A-Subfamilie
ein, die ca. 40% aller therapeutisch eingesetzten Arzneimittel verstoffwechselt.
Auf die Isoformen CYP1A2 und CYP2C entfallen dabei ca. 18- bzw. 25% der
Metabolisierungsrate (Geisler und Gawaz, 2008) (Abb. 5). Polymorphismen der
CYP-Enzyme sind jedoch nur dann funktionell wichtig, wenn mindestens 30%
der Dosis eines Medikaments durch diese Enzyme verstoffwechselt wird
(Ingelman-Sundberg et al., 1999; Nebert, 1997). Bei sogenannten ,Prodrugs®
kann schon ein Anteil von 3-20% der Dosis eine therapeutische Relevanz

haben.

Polymorphismen kdnnen in den metabolischen Umsatz eingreifen. So kdnnen
individuell auftretende Differenzen im Abbau von Arzneimitteln auf genetische
Unterschiede in der Codierung verschiedener Enzyme zuruckgefiihrt werden.
Veranderte Genexpressionen werden in den meisten Fallen zunéchst im
Phanotyp, der Auspragung eines klinischen Faktors, sichtbar. Das CYP 450-
Enzymsystem weist beziglich seiner Funktion eine hohe Variabilitat auf, so
dass ein bei gleicher Dosierung verabreichtes Arzneimittel bei verschiedenen
Patienten unterschiedliche Wirkung, Metabolisierungsdauer und Neben-
wirkungen erzielen kann. Der Funktionsverlust oder Teilverlust einer CYP 450-
abhangigen Enzymaktivitdt kann den Metabolisierungsstatus eines Patienten
sehr stark beeintrachtigen. Normalerweise lauft der Metabolisierungsvorgang
stark verlangsamt ab. Die damit verbundene Gefahr besteht in einer
UberméRigen Anhaufung des Medikaments im Organismus, was zu
geringgradigen Nebenwirkungen bis zu starker Toxizitdt fihren kann. Somit
mul} die Dosierung des Medikaments davon abhangig gemacht werden, ob das

durch den Polymorphismus betroffene Enzym an der Bioaktivierung oder am
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Abbau der Substanz beteiligt ist. Das Cytochrom P2C19-Enzym (CYP2C19) ist
fur die Metabolisierung zahlreicher Medikamente verantwortlich, z.B. von
Magen-Darm-Therapeutika, Protonenpumpeninhibitoren, Antiepileptika, Anti-
depressiva und Malariawirkstoffen. 2- 5% der deutschen Bevdlkerung besitzt
einen defizienten Metabolismus fur CYP2C19 mit fehlender metabolischer
Kapazitat (Schwab et al., 2002).

Abbildung 5
Anteilige Isoenzyme am Cytochrom P450-Enzymsystem

CYP1A2

CYP2A

CYP2B6 0,1 %

250 %

cYPC @

19 % CYPE1
CYP2D

(aus Platelet Pharmacogenetics and Pharmacogenomics, Geisler T and Gawaz M,
© 2008 Georg Thieme-Verlag KG)

1.9 Erganzende Studien zu CYP2C19 (Tab 3)

Mit Hilfe von Studien, die auf genetischen Analysen basieren, konnte die
Auswirkung des CYP2C19-Polymorphismus auf die Einnahme von Clopidogrel
bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit besser erfasst und verstanden
werden. Der Thrombozytenaggregationsinhibitor Clopidogrel nimmt mit seinem
Wirkmechanismus Einfluss auf die Hamostase im Organismus. Ein
Polymorphismus in Enzymen, die fir die Metabolisierung von Clopidogrel
verantwortlich sind, kann den ausgleichenden Effekt des Medikaments auf die

Hamostase unterdriicken. Zu unterscheiden sind zunachst drei Begriffe, die fur
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die primare Hamostase entscheidend sind: Thrombozytenadhasion,
Thrombozytenaktivitat und Thrombozytenaggregation. Die Thrombozyten-
adhasion fuhrt zur Anlagerung von Plattchen an die nicht intakte Gefal3wand.
Dies geschieht unter anderem Uber thrombozytare Glykoproteine, den von-
Willebrand-Faktor und diverse Adhasionsrezeptoren (Ruggeri, 2002). Die
Thrombozytenaktivitat bezeichnet die Aktivierung und damit einhergehende
Formveranderungen der Thrombozyten durch Ausbildung von Pseudopodien
auf der Zelloberflache (Ofuso und Nyarko, 2000; Rosenfeld und Gralnick,
1997). Die Thrombozytenaktivitat lasst sich unter anderem mittels
fluRzytometrischer Mel3methoden darstellen. Die Thrombozytenaggregation, die
die Zusammenlagerung von Blutplattchen in der zellularen Hamostase
bezeichnet, dient dem Verschluss von verletzten Gefallen Uber

Fibrinogenbindungen (Gawaz, 1999 a).

Die Daten von Hulot et al. (2006) weisen einen deutlichen Zusammenhang
zwischen der Allelvariante  CYP2C19*2 und einer verminderten
Pharmakodynamik von Clopidogrel auf. So zeigten Patienten mit einem
homozygoten CYP2C19-Wildtyp (*1/*1) und Patienten mit heterozygotem
CYP2C19 (*1/*2) bei Hinzufigen von 10pmol ADP in einem in dieser Studie ex
vivo durchgefuhrten Funktionstest einen signifikanten Unterschied beziiglich der
Plattchenaggregation. Somit kam es unter einer einmal taglich verabreichten
Clopidogrel-Dosis von 75mg und der anschlieRend ADP-induzierten
Plattchenaggregation zu einer Abnahme derselben bei homozygoten Tréagern,
nicht jedoch bei heterozygoten Tragern. Die Messungen beschrankten sich auf
die Thrombozytenaggregation. Die Thrombozytenaktivitdit wurde nicht mit
einbezogen. Das Vorkommen der CYP2C19*2-Variante beeinflusst dagegen
die Metabolisierung von Clopidogrel. Daraus resultiert eine verminderte
Hemmung der Plattchenaggregation. Laut De Morais und Koautoren (1994)
liegt diesem Mechanismus eine fehlerhafte Codierung von Seiten der
CYP2C19*2-Variante (681G > A Polymorphismus in Exon 5) zugrunde, die zur
Bildung eines mutierten CYP2C19*2-Enzyms flhrt.
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Tabelle 3

Tabellarische Ubersicht bisheriger Studien zu CYP2C19

Kohorten-| Anzahl an Patienten und | Behandlungsart und Dauer der Primarer Endpunkt (1) Referenz
studien Einschlusskriterien Behandlung Sekundéarer Endpunkt (2)
1. 94 europide Medizinstuden- |Initiale Clopidogrel-Therapie Fontana et al., 2007
ten 300mg/d; Erhaltungsdosis von
75mg/d Uber eine Woche
2. 259 Patienten (<45 Jahre), |Clopidogrel-Therapie 75mg/d Tod, Myokardinfarkt, akute koronare |Collet et al., 2008
nach Uberlebtem Myokard- | mindestens einen Monat; Revaskularisation wahrend
infarkt Wiederholung halbjahrlich nach Clopidogrel-Exposition (1)
individuellen Kriterien Durch Angiographie nachgewiesene
Stentthrombosen (2)
3.1 162 gesunde Patienten Thienopyridine Plattchenaggregation, aktive Mega et al., 2009
Clopidogrel-Metabolite (1)
3.2 1477 Patienten mit akutem |Initiale Clopidogrel-Therapie Tod durch kardiovaskuléres Ereignis, |Mega et al., 2009
Koronarsyndrom 300mg/d; Erhaltungsdosis von Myokardinfarkt, Schlaganfall, (TRITON-TIMI 38)
75mg/d Uber 15 Monate Stentthrombose (1)
4. 2208 Patienten mit akutem | Clopidogrel-Therapie 300mg/d; Tod, nicht fataler Schlaganfall oder ]Simon et al., 2009

Myokardinfarkt

Erhaltungsdosis von 75mg/d

Myokardinfarkt wahrend des ersten
Jahres nach Behandlungsbeginn (1)
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2. Zielsetzung

In der vorliegenden Arbeit soll die Frage geklart werden, inwieweit die Varianten
des CYP450-Enzymsystems die Wirkung von Clopidogrel beeinflussen.
Untersucht werden die bisher mit der Verstoffwechslung von Clopidogrel in
Zusammenhang gebrachten Polymorphismen *2, *3 und *17 des CYP2C19-
Enzyms, das CYP3A4*1B- und der CYP3A5*3-Polymorphismus. Die dazu
notwendigen Messungen werden mit Hilfe von ex vivo-Thrombozyten-
funktionstests vorgenommen. Anhand einer konsekutiven Patientenpopulation
mit symptomatischer koronarer Herzkrankheit, der eine Initialdosis von 600mg
Clopidogrel verabreicht wurde, soll eine Aufteilung der Studienteilnehmer in
,Responder und ,poor-Responder‘ erfolgen. Die Bedeutung der
unterschiedlichen Polymorphismen fir die Aggregationshemmung durch
Clopidogrel soll ermittelt und mit klinischen, nicht-genetischen Faktoren

korreliert werden.

3. Material und Methodik

3.1 Patienten und Studiendesign

In der vorliegenden Arbeit wurde EDTA-Blut von insgesamt 237 Patienten
untersucht. Die Patienten waren in der 1. Medizinischen Klinik des
Universitatsklinikums Tdbingen in der Abteilung fir Kardiologie aufgrund einer
symptomatischen koronaren Herzkrankheit (KHK) und koronarinterventioneller
Behandlung mit einer dualen antithrombozytdren  Therapie aus
Acetylsalicylsdure und Clopidogrel behandelt worden. Vergleichend wurden
Blutproben von 186 Kontrollpersonen untersucht. Die Probanden der
Kontrollgruppe waren symptomlose gesunde Individuen, randomisiert nach
Schaffeler et al., 2001. Die Studienpopulation der 237 erkrankten Probanden
umfasste zu 76,4% mannliche und zu 23,6% weibliche Probanden mit einem
Altersdurchschnitt von 67,8 +/- 9,9 Jahren (Tab. 4).

31



Sowohl die 237 erkrankten Personen als auch die 186 gesunden Personen der
Kontrollgruppe wurden auf Polymorphismen untersucht, die die Clopidogrel-
Wirkung beeinflussen. Mdogliche Zusammenhange im Auftreten koronar-
ischamischer Symptomatiken und den damit korrelierenden Polymorphismen
wurden mittels der ex vivo-Thrombozytenfunktion erfasst. Die Genotypisierung
erfolgte anhand der CYP-Allel-Frequenzen.

Ein akutes Koronarsyndrom wurde als solches diagnostiziert, wenn eines der
folgenden Kriterien erfullt war: Instabile Angina pectoris (klinische Symptome
und EKG-Veranderungen ohne Auftreten einer myokardialen Nekrose), akuter
Myokardinfarkt (positive myokardiale Nekrosemarker, z.B. eine Erhéhung des
Serumtroponin und der CK-MB [Creatinkinase (Myokardtyp)]) sowie der ST-
Hebungsinfarkt (STEMI) als auch der Nicht-ST-Hebungsinfarkt (NSTEMI).

Eine sachgemalle Aufklarung der Patienten und Kontrollpersonen erfolgte in
mindlicher und schriftlicher Form. Die Genehmigung der Ethikkommission der

Eberhard Karls Universitat Tubingen lag vor.

3.2 Antithrombozytére Therapie

Die Dosierung des Wirkstoffs Clopidogrel erfolgte abhéngig von einer schon
bestehenden oder nicht bestehenden Therapie. Patienten, die Clopidogrel als
Dauermedikation in Form einer taglichen Dosis von 75mg erhielten, wurde vor
dem Eingriff eine Clopidogrel-Dosis von 300mg, entsprechend vier Filmtabletten
a 75mgq, verabreicht. Patienten, denen erstmalig Clopidogrel gegeben wurde,
wurden mit einer Dosis von 600mg, entsprechend acht Filmtabletten, behandelt.
AnschlieRend folgte eine Clopidogrel-Therapie a 75mg fur mindestens drei
Monate. Zusatzlich wurden die Patienten vor der Koronarangiographie mit
500mg Acetylsalicylsaure intravenés und in der Folgezeit mit 100mg
Acetylsalicylsdure oral versorgt. Die Glykoprotein llb-llla-Antagonisten
Abciximab (Reopro®) und Eptifibatide (Integrilin®) wurden demgegenuber als

Bolus oder als Infusion verabreicht.
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3.3 Gewinnung und Verarbeitung der Proben
Verwendete Materialien:
= 10ml-Citratrohrchen, zwei 2,7ml-EDTA-R6hrchen
(Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland)
» Heraeus® Megafuge® 1.0 R
(Kendro, Langenselbold, Deutschland)
= Polystyrol-R6hrchen (1000ul plattchenreiches Plasma [PRP])
(Greiner Bio-One GmbH, Essen, Deutschland)
=  Sysmex SE-9000 (500ul PRP)
(Sysmex Europe GmbH, Norderstedt, Deutschland)
= 2ml Safe-Lock Reaktionsgefale
(Eppendorf-Hiutchen,  Eppendorf  Vertrieb  Deutschland  GmbH,
Wesseling-Berzdorf, Deutschland)
» Eppendorf-Pipetten (10-100 pl und 100-1000 pl)

Die fur die Arbeit erforderlichen Blutenthnahmen waren zeitlich abh&ngig von der
jeweiligen Dosierung. Bei einer Dosis von 600mg Clopidogrel erfolgte die
Blutentnahme frilhestens nach sechs Stunden, wahrend bei einer Dosis von
300mg die Blutentnahme frihestens 24 Stunden nach Einnahme des
Medikaments durchgefiihrt wurde. Die Blutentnahme wurde demnach in dem
Zeitraum der maximal zu erreichenden Hemmung der Plattchenaggregation
vorgenommen (Gurbel et al., 2003; Hochholzer et al., 2005; Mdller et al., 2001,
Seyfarth et al., 2002). Nach Verabreichung von Abciximab (Reopro®) in Form
eines Bolus plus Infusion erfolgte die Blutentnahme funf Tage nach Beendigung

der Infusion.

Um festzustellen welche Wirkung Clopidogrel, Abciximab und Eptifibatide als
antithrombotische Medikamente auf die Thrombozytenfunktion der einzelnen
Patienten besitzen, wurde sofort nach der Blutentnahme die Thrombozyten-
aggregation bestimmt. Daflr wurde das Blut Uber eine Monovetten®-Kanile in

jeweils ein 10ml-Citratrohrchen und zwei 2,7ml-EDTA-R6hrchen gesammelt.
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Die EDTA-ROhrchen wurden nummeriert und in einem Tiefkiihlschrank bei —75°
Celsius tiefgefroren. Diese Proben wurden zur Bestimmung von CYP2C19-,
CYP3A4- und CYP3A5-Polymorphismen des P450-Enzymkomplexes in das
Institut far Klinische Pharmakologie, Stuttgart, Prof. Dr. M. Schwab, gesandt.

Das mit Citrat antikoagulierte Patientenblut wurde zur Untersuchung seiner
Aggregationseigenschaften innerhalb einer Stunde nach Entnahme
weiterverarbeitet. Dazu wurden die Blutproben zunachst bei 20° Celsius und
1000 Umdrehungen pro Minute ohne Bremsfunktion zehn Minuten lang in der
Heraeus® Megafuge® 1.0 R zentrifugiert. Es bildete sich in den
Reagenzglasern ein Pellet sowie eine Uberstandsfraktion aus plattchenreichem
Plasma. Davon wurden jeweils 1000l in ein Polystyrol-Réhrchen pipettiert und
fur die aggregometrische Messung verwendet. Jeweils weitere 500ul aus dem
Uberstand wurden fur die Messung der Thrombozytenzahl im Sysmex SE-9000,
einem Blutzell-Analysesystem enthommen. Das Pipettieren erfolgte mittels
Eppendorf-Pipetten (10-100 pl und 100-1000 pl). FOr die Messungen am
Sysmex SE-9000 wurden 2ml Safe-Lock- Reaktionsgefale (Eppendort-
Hutchen) verwendet. Es folgte eine weitere 10-minutige Zentrifugation der
Blutproben bei 20° Celsius und 3500 Umdrehungen pro Minute mit
Bremsfunktion. Die daraus resultierende Uberstandsfraktion bestand aus
nunmehr plattchenarmem Plasma. Das plattchenarme Plasma wurde nun dafur
verwendet, das plattchenreiche Plasma auf eine Thrombozytenkonzentration
von ungeféahr 200.000 Thrombozyten/ul einzustellen.

Die im Sysmex SE-9000 errechnete Thrombozytenzahl der jeweiligen Probe
entschied Uber eine notwendige Verdinnung des plattchenreichen Plasmas
durch plattchenarmes Plasma. Bei weniger als 200.000 Thrombozyten/pl war
eine Verduinnung nicht erforderlich. Bei Uber 200.000 Thrombozyten/ul hatte

eine Verdunnung zu erfolgen.

Die Messung der Thrombozytenaggregation am Aggregometer erfolgte tber die

gewonnenen Proben von plattchenreichem und plattchenarmem Plasma. 490ul
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des plattchenreichen Plasmas (PRP) und 500ul des plattchenarmen Plasmas
(PPP) wurden jeweils in eine silikonbeschichtete Glaskivette mit einem
Magnetriihrstabchen gegeben. Zu Beginn der Probenverarbeitung erfolgte eine
zweiminutige Erwarmung der Proben, woraufhin bei 1000 Umdrehungen und
Raumtemperatur die eigentliche Verarbeitung folgte. Bei dem verwendeten
Aggregometer handelte es sich um ein 2-Kanal-Vollblut-Lumi-Aggregometer
des Modells 490. Die fur die am Aggregometer verwendeten Materialen wurden
alle von Chrono-Log Corporation, Havertown, PA, USA, bezogen (Vertrieb Gber

Probe & go Labordiagnostica GmbH, Endingen, Deutschland).

3.4 Aggregometrie

Fur die Beurteilung der Thrombozytenfunktion wurde ein turbidimetrisches
Messverfahren, die Aggregometrie, eingesetzt. Dabei haben wir uns nach der
von Born (1962) entwickelten Methodik gerichtet. Hierbei wird die Differenz der
optischen Dichte zweier Proben photometrisch gemessen und graphisch
dargestellt. Das plattchenarme Plasma gibt den 100%-Wert der Licht-
transmission wieder, womit die Proben des plattchenreichen Plasmas
verglichen werden kodnnen. Zunédchst ist die Lichtdurchlassigkeit des
plattchenreichen Plasmas wesentlich geringer, sie steigt aber mit zunehmender
Aggregation an. Dies spiegelt sich graphisch in einer wachsenden Amplitude
wider. Die Messung kann durch die Zugabe eines Thrombozyten-
aggregationsstimulators, z.B. von ADP, beschleunigt werden. Uber einen
angeschlossenen Drucker werden Aggregationsverlauf, Kurvenmaximum,

Endaggregation und die Kinetik der Reaktion aufgezeichnet (Abb. 6).
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Abbildung 6

Schematische Darstellung einer Aggregometerkurve nach Aktivierung mit ADP
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Legende Abbildung 6

Messung am Aggregometer nach Positionierung der Glaskuvetten mit
plattchenreichem und plattchenarmem Plasma in den Strahlengang: mit Beginn
der Messung erfolgt der Nullabgleich durch den ein Nullwert unabhéangig von
der Voraggregation der Proben gesetzt wird (1). Es folgt eine zweiminutige
Erwdrmung der Proben. AnschlieBend wird die eigentliche Messung bei
Raumtemperatur durchgefiihrt. Dazu werden 20umol/l des Agonisten ADP
(CHRONO-PAR ADP-Reagenz, Probe & go Labordiagnostica, Endingen,
Deutschland) in die plattchenarme Losung pipettiert (2). ADP beeinflusst den
Kurvenverlauf bei ,Respondern® (,high- [A] und intermediate-Responders [B])
und ,poor-Respondern [C]* unterschiedlich. Die Aggregationsparameter sind
der nach funf Minuten gemessene Aggregationswert (3), das
Aggregationsmaximum  (4), die Aggregationssteigung (5) und die
Deaggregation (6). Aggregationswert und Aggregationsmaximum werden dem
Kurvenverlauf entnommen und protokolliert. Wahrend die Aggregationssteigung
die Schnelligkeit der entstehenden Plattchenaggregate darstellt, zeigt die
Deaggregation die Wiederauflosung, die sogenannte Reversibilitat, der
Plattchenaggregate an.

3.5 Messung der EDTA-Blutproben

Mit Hilfe des QIAamp® DNA Blood Mini Kit Systems (Qiagen, Hilden, Germany)
wurde die DNA aus den EDTA-Blutproben entfernt und hinsichtlich der
Polymorphismen CYP2C19*2 (681G>A), -*3 (636G>A), -*17 (-806>T),
CYP3A4*1B (-392>G)- und CYP3A5*3 (6986>G) analysiert. Der folgende
Abschnitt basiert auf Daten von lllig et al. (2004) und Tost und Gut (2005).

Im Labor des Dr. Margarete Fischer-Bosch-Instituts fur Klinische Pharmakologie
(IKP) am Robert-Bosch-Krankenhaus (RBK), Stuttgart, erfolgte die
Genotypisierung der Einzel-Nukleotid-Polymorphismen (SNP) mit Hilfe der
Laser-Desorptions-/lonisationsmassenspektrometrie ,,MALDI-TOF MS* (Matrix-

assisted-Laser-Desorption-/lonization-Time-of-Flight Mass Spectrometry) mit
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dem MassArray® Compact System der Firma Sequenom (Sequenom, CA,
USA). Dieses System ist ausgelegt auf die Analyse des Einzelbasenaustauschs
im Genom (Abb. 7.1).

Abbildung 7.1
Skizze eines Matrix-assisted-Laser-Desorption-/lonization-Time-of-Flight Mass
Spectrometer (MALDI-TOF MS)
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isionzelle / Reflektor
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Der Laserstrahl fuhrt zur lonisierung von Molekulen auf der Probe + Matrix. In
der Kathode erfolgt die Beschleunigung der Molekile, die eine leere
Kollisionszelle durchfliegen und auf den Reflektor treffen. Dort kommt es zur
Umlenkung der Molekile auf den Detektor. Dieser dient der Bestimmung der
Flugzeit. Die gesamte Messung findet im Hochvakuum statt.

Um eine einheitliche Qualitatssicherung der Hochdurchsatz-Genotypisierung zu
gewahrleisten, wurde die Qualitat der genomischen DNA hinsichtlich Menge
und Degradation Uberpruft und eine Standard-PCR-Reaktion durchgefiihrt. Des
Weiteren wurden 2% Negativ- bzw. Positivkontrollen hinzugezogen und 10%
der Proben innerhalb des Versuchsablaufs als Qualitdtskontrolle retypisiert.

Zusatzlich zu den allgemein geltenden Qualitatssicherungs-mafRnahmen waren
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die Laborarbeiten betreffend der Patientenproben wéhrend der gesamten
Messvorgange verblindet.

Vor der SNP-Genotypisierung mittels MALDI-TOF MS erfolgten:

= die Messung der DNA-Konzentration

» die Verdinnung und Normalisierung der DNA auf einheitliche
Konzentrationen

= die Verteilung der DNA auf PCR-Platten im 384-well-Format

» das Pipettieren von PCR-Mixen auf Uuber Nacht Iluftgetrocknete
genomische DNA

= Die Verteilung der DNA von 96-well-Lagerplatten auf 384-well-PCR-
Platten (mittels Robotersystem mit 8 und 96 Kanalen der Firma Tecan,
Crailsheim, BRD).

Fur die Durchfuhrung der PCR wurden mehr als 30 Tetrad Multi Cycler-Blocke
der Firma MJ Research (Biozym Diagnostik GmbH, Hess. Oldendorf,
Deutschland) verwendet. 10% der PCR-Produkte wurden als Kontrolle auf
3%igen Agarosegelen untersucht. Nach abgeschlossener PCR-Reaktion
erfolgte die Inaktivierung nicht eingebauter Nukleotide mit dem SAP-Enzym
(Shrimp Alkaline Phosphatase-Enzym). AnschlieBend wurde eine Primer-
Extensionsreaktion durchgefihrt. Ein Primer ist ein Einzelnukleotid mit der
Fahigkeit, vor dem zu untersuchenden SNP (single nucleotide polymorphism)
an das DNA-Fragment zu binden. Damit dient der Primer aufgrund seiner
spiegelbildlichen Eigenschaften zum nachzuweisenden DNA-Segment als
Startpunkt fir DNA-replizierende Enzyme. Die Abbruchreaktion nach Sanger
wurde wie Ublich durch drei Didesoxynukleotide und ein Desoxynukleotid
hervorgerufen. Fur die Pipettierungen wurden Roboter von der Firma Beckman
Coulter GmbH (Krefeld, BRD) verwendet.

Da Nukleinsauren eine hohe Affinitat zu Alkali- und Erdalkaliionen aufweisen,
wurde nach erfolgter PCR-Reaktion ein lonenaustauschharz (SpectroCleanTM,

Sequenom, Hamburg, BRD) hinzugegeben. Dieses fuhrte zur Bindung der
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Kationen. Damit wurden stérende Signale entfernt und eine Molekilion-
Signaluiberlagerung in der MALDI-TOF-MS-Messung verhindert. Anschlie3end
wurde von 1-2nl des Analytengemischs mit Hilfe des Spectro Point Nanoliter
Pipetting SystemsTM der Firma Sequenom auf Siliciumchips Ubertragen. Die
Chips waren mit 384 Matrixspots bestiickt, die die organische Saure 3-
Hydroxypicolinsaure (3-HPA) enthielten. Auf die Chips wurde die zu messende
Substanz aufgetragen. Die Kalibrierung des Analysesystems erfolgte mit
Kalibranten bestehend aus einer Mischung von Oligonukleotiden bekannter
Masse. Fur die Massenspektrometrie wurden 10 Chips auf einen Probentrager

ubertragen und Uber eine Vakuumschleuse eingefuhrt.

Die Energieaufnahme der Untersuchungsprobe erfolgte durch UV-Absorption
der Matrix. Fur die massenspektrometrische Analyse wurde das Flugzeit-
Massenspektrometer (Time-of-Flight Mass Spectrometer) mit Beschleunigungs-
spannung und Laser verwendet (Abb. 7.2). Die bei jedem Laser-Puls
entstandenen lonen traten in gasférmigem Zustand aus der Matrix aus und
gelangten unter Beschleunigung aus dem elektrischen in ein elektronegatives
Feld. Die Massentrennung der Molekule erfolgte abhangig von ihrem Masse-
und Ladungsverhéltnis (m/z). Die Startzeit der lonen aus der Probe und die
Ankunftszeit der lonen am Detektor ermoéglichten eine gleichzeitige

Registrierung der lonen.
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Abbildung 7.2
Matrix-assisted-Laser-Desorption-/lonization-Time-of-Flight Mass Spectrometer
(MALDI-TOF MS)
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Die Aufgabe der Matrixmolekile besteht darin, die Energie aufzunehmen und
sie schnell, ohne dass thermische Zersetzungen auftreten, auf die Molekiile der
Untersuchungssubstanz zu Ubertragen. Die Bestrahlung des Gemischs
bestehend aus Matrixmolekilen und DNA-Fragmenten, fihrt unter Freisetzung
von Energie zur lonisierung der Molekile (Photoionisation). Des Weiteren
besitzt die Matrix der MALDI-Technik photolytische Schutzfunktion fir Analyten
und unterdriickte Molekulinteraktionen (zur Verfligung gestellt von Frau Dr. rer. nat.

E. Schaffeler; Dr. Margarete Fischer-Bosch-Institut fir Klinische Pharmakologie (IKP)
am Robert-Bosch- Krankenhaus (RBK), Stuttgart).
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3.6 Statistische Analyse

Die Ermittlung des Probenumfangs wurde mittels des nQuery Advisor Release-
Programms 4.0 ausgefuhrt. Dabei wurden die CYP2C19*2-Allele bei gesunden
Europdern mit einer Haufigkeit von 15% beschrieben (Geisler et al., 2008 a).
Daraus ergab sich, dass 28% dieser Personen das CYP2C19*2-Allel tragen.
Die Anzahl von 180 Patienten reicht aus, um eine signifikante Differenz von
ungefahr 15% in der Haufigkeitsverteilung der CYP2C19*2-Allele bei Patienten
mit einer residualen Plattchenaggregation (RPA), hoher oder niedriger als 47%,
nachzuweisen. Dafur wurde eine statistische Grundlage von 86%igem und
5%igem Alpha-Level angenommen. Alle Werte wurden als Haupt- und
Standardabweichung prasentiert. Um Genotypen mit grolRem
Reaktionsvermbdgen auf Clopidogrel zu identifizieren, wurden Analysen

durchgefuhrt.

Frihere Studien untersuchten den Einfluss nicht-genetischer Risikofaktoren auf
die Entstehung der residualen Plattchenaggregation nach koronarer Stent-
implantation. Unter der residualen Plattchenaggregation wird die thrombozytare
Restaggregation verstanden, mit welcher die Variabilitat in der Wirkung
antithrombotischer Therapie erfasst werden kann (Geisler et al., 2008 b). Alle
Werte der RPA wurden in drei Tertiale klassifiziert. Es wurden chi-square-
Analysen oder der Fisher-Test verwendet (Geisler et al., 2008 a). Diese
erlauben einen Gruppenvergleich von kategorisch eingeteilten Variablen. Das
logistische Regressionsmodell mit der kategorischen Einteilung der residualen
Thrombozytenaggregation als abh&ngige Variable wurde mit der statistischen
Software R, Version 2.4.1. (The R Project for Statistical Computing) berechnet.
Die Odds Ratio (OR) wurde mit einem 95%igen Konfidenzintervall und
zweiseitigen P-Werten angegeben. Die statistische Signifikanz wurde als p <
0,05 definiert. Die Odds Ratio gibt als statistische Maf3zahl ein Quotenverhaltnis
wieder, das eine Aussage uber den Zusammenhang zwischen zwei Merkmalen
ermoglicht. Allel- und Genotyp-Frequenzen innerhalb der Populationen wurden
mittels  Hardy-Weinberg-Gleichgewichtsberechnungen  (http://ihg.gsf.de/cgi-
bin/hw /hwal.pl) verglichen.
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4. Ergebnisse

4.1 Thrombozytenaggregationswerte unter Clopidogrel-

Behandlung
237 Patienten mit entweder einem akuten Koronarsyndrom und anschliel3ender
Stentimplantation oder bekannter stabiler koronarer Herzkrankheit werden mit
Clopidogrel behandelt. Diesen Patienten wird im Anschluf3 an die Behandlung
Blut abgenommen und die Thrombozytenaggregation mittels Aggregometer
gemessen. Es zeigen sich bei den Patienten Aggregationswerte von 10 = 7%
bis 55 + 6% mit einer durchschnittlichen residualen Plattchenaggregation von
32 £ 19%. Die Patienten werden nach niedrigen (0-25%, Tertial 1), mittleren
(26-47%, Tertial 2) und hohen (48-70%, Tertial 3) Aggregationswerten
gruppiert. Sie werden entsprechend dem gangigen Sprachgebrauch als
,Responder® (,,high und intermediate®, Tertiale 1 und 2) und ,poor-Responder*
(Tertial 3) bezeichnet. Unter den insgesamt 237 Patienten befinden sich 175

,Responder® und 62 ,poor-Responder” (Tab. 4).

Tabelle 4
Ergebnisse der Thrombozytenaggregationsuntersuchungen
Anzahl Patienten
(n =237)
High Responder n =86
(Tertial 1)
Intermediate Responder n =389
(Tertial 2)
Poor Responder n==62
(Tertial 3)

(vergl. Abbildung 6, S. 36)
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Zur detallierten Charakterisierung der Probanden werden diese nach Alters-
gruppen und Geschlecht geordnet. Zudem erfolgt die Zuordnung nach
folgenden, in vorausgehenden ermittelten Kriterien, wobei Probanden mit einer
bekannten Plattchenfunktionsstérung oder mit einer GPllIb-llla-Inhibitor-
Behandlung, eine Woche vor Beginn der Untersuchung, ausgeschlossen

werden:

1. Die Patienten leiden an einer koronaren Herzkrankheit, z.B. stabile
Angina pectoris oder akutes Koronarsyndrom.

2. Den Patienten wird eine Startdosis von 600mg Clopidogrel vor der
perkutanen Koronarintervention (PCI) verabreicht mit einer folgenden
taglichen Dosis von 75mg.

3. Alle Patienten erhalten vor der PCI, 500mg Acetylsalicylsaure i.v., gefolgt
von einer taglichen Dosis von 100mg Acetylsalicylsaure, aul3er bei
Vorliegen von Kontraindikationen, wie vorausgehender gastrointestinaler
Blutungen oder allergischer Reaktionen.

4. Allen Patienten wird vor der Untersuchung unfraktioniertes Heparin (70
Units/kg KG) verabreicht.

Die Aufgliederung zeigt ein Probandenalter zwischen 66 + 8 und 69 + 8 Jahren.
Die Gruppenzugehdrigkeit zu ,Respondern® und ,poor-Respondern® erweist
sich als altersunabhéngig. Ebenso lassen sich keine Geschlechtsunterschiede
in der Gruppenzugehdrigkeit erkennen. Von insgesamt 181 untersuchten
Méannern und 56 untersuchten Frauen verteilen sich Manner wie Frauen zu

gleichen Anteilen auf die ,Responder® und ,poor-Responder” (Tab. 5).
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Tabelle 5

Vorgenommene Einteilung der Patienten in Tertiale 1 bis 3, nach individu-
eller residualer Plattchenaktivitat

Tertial 1, 2 H—-Ic-)ehrgaRls A
Variablen Niedrige RPA Total
“ (-poor- _
(,Responder®) » (n = 237)
ol Responder®)
(n =175) (n = 62)
EZ?duale Plattchenaktivitat 26 (27.0) 54 9,0) 34 (338)
Alter (Jahre)* 69 (13,0 69 (11,3) 69 (13,0
Geschlecht (%)
Mannlich 136 (77,7) 45 (72,6) 181 (76,4)
Weiblich 39 (22,3) 17 (27,9 56 (23,6)
Akutes Koronarsyndrom (%) 76 (43,4) 30 (48,4 106  (44,7)
STEMI 21 (12,0 9 (14,5 30 (12,7)
NSTEMI 40 (22,9) 14  (22,6) 54  (22,8)
Linksventrikulare Funktion (%)
45- 55% 45 (25,7) 17 (27,9) 62 (26,3)
35- 45% 14 (8,0 12 (19,7) 26 (11,0
< 35% 23 (13)1) 9 (14,8 32 (13,6)
Diabetes mellitus (%) 56 (32,0) 26 (41,9 82 (34,6)
Hypertension (%) 147 (84,0) 55 (88,7) 202 (85,2)
Nierenfunktion (%)
(Serum- Kreatinin > 1,5 mg/dl) 20 (@8 LA & @)
Rauchen (%) 67 (38,3) 22 (35,5) 89 (37,6)
Hyperlipidamie (%) 129 (73,7) 46 (74,2) 175  (73,8)

*Mittelwert (Qartil-Intervalle);
STEMI: ST-Hebungsinfarkt;

NSTEMI: nicht-ST-Hebungsinfarkt;

RPA: residuale Plattchenaggregation
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4.2 Einfluss von Risikofaktoren auf die Clopidogrel-Behandlung
Risikogruppen, die von uns in vorherigen Studien ermittelt worden waren,
umfassten das akute Koronarsyndrom (ACS), die linksventrikuldre Funktion
(LVF), Diabetes mellitus Typ II, die arterielle Hypertonie, Nierenfunktions-
storungen, Zigarettenrauchen und Hyperlipidamie (Tab. 5). Von diesen Risiken
wird fur alle 237 Patienten der PREDICT-score berechnet (s.u. Diagramm 2, S.
51). Der PREDICT-score und die Bestimmung der CYP2C19*2-Genotypen
ermoglichen eine kombinierte Analyse von prognostischem Score und Genetik.

Bei der Auswertung zeigt sich ein akutes Koronarsyndrom bei 43,4% der
,Responder‘ gegenuber 48,4 % der ,poor-Responder®. Dies erweist sich als
signifikanter Unterschied zwischen beiden Patientengruppen. Unabhangig von
der Gruppenzugehorigkeit ist der NSTEMI haufiger vertreten als der STEMI.
Eine erhohte residuale Plattchenaggregation ist somit als erhdhtes Risiko eines

Herzinfarkts einzustufen.

Bei 106 (44,7%) der insgesamt 237 Patienten, die wegen eines akuten
Koronarsyndroms behandelt wurden, liegt bei einem Drittel (34,6%) ein
Diabetes mellitus Typ Il vor. Von diesen erweisen sich 41,9% als ,poor-
Responder” und 32,0% als ,Responder®. Die weiteren Risikofaktoren, wie z.B.
arterielle Hypertension und Nikotinabusus (Rauchen) zeigen keine wesentlichen

Unterschiede zu den von uns ermittelten Werten (Tab. 5).

4.3 Polymorphismen und ihre Bedeutung fur die anti-

thrombotische Therapie mit Clopidogrel
,Responder’- und ,poor-Responder®-Eigenschaften liegen genetische
Ursachen zugrunde. In dieser Arbeit werden mittels MALDI-TOF MS (s.0.) funf
verschiedene Allele auf DNA-Ebene untersucht: CYP2C19*2, CYP2C19*3,
CYP2C19*17, CYP3A4*1B und CYP3A5*3. Das EDTA-BIlut der 237 Patienten
sowie von 186 Kontrollpersonen wird auf den jeweiligen Genotyp der funf CYP-

Allele hin untersucht (Tab. 6). Es konnen vier der fiinf getesteten Allele
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nachgewiesen werden. Die Allele sind in der Patientengruppe und bei den
Kontrollpersonen jeweils gleichmallig verteilt. Von den drei CYP2C19-Allelen ist
mit 25,5% am haufigsten das Allel *17 exprimiert. Demgegeniber ist das Allel
*2 nur zu 15% nachzuweisen und das Allel *3 lasst sich bei keinem Patienten/

keiner Kontrollperson finden.

Tabelle 6
Frequenzhaufigkeit der CYP-Allele bei Probanden und gesunden Kon-

trollpersonen

Frequenzhaufigkeit (%)
CYP-Allele Patienten Kontrollpersonen
[n=237] [n=186]

CYP2C19*2 15,2* 15,2°
CYP2C19*3 0 0
CYP2C19*17 25,5 25,7
CYP3A4*1B 3,5 4,6

CYP3A5*3 92,8 88,9

*CYP2C19-Genotyp: *1/*1, n = 175 (74%); *1/*2, n = 52 (22%); *2/*2, n = 10 (4%)
°CYP2C19-Genotyp: *1/*1, n = 135 (74%); *1/*2, n = 42 (23%); *2/*2, n = 7 (4%)

Im Folgenden werden die Genotypen mit der Fahigkeit zur residualen
Plattchenaggregation korreliert (Tab. 7). Am Beispiel des CYP2C19-Genotyps
wird aufgezeigt, wie der Wildtyp (*1/*1) und der heterogene Typ (*1/*2) mit den
,Respondern® und der homozygote Genotyp (*2/*2) mit den ,poor-Respondern®
assoziiert sind. Das Vorkommen des Wildtyps belauft sich auf insgesamt 74%.
Der heterozygote Typ kommt mit einem prozentualen Anteil von 22-23% und
der homozygote Genotyp mit 4% vor. ,Responder” und ,poor-Responder® sind
sowohl bei den Patienten als auch bei der Kontrollgruppe zu gleichen Teilen
vertreten. Die Abgleichung der CYP2C19*2-Varianten mit den Thrombozyten-

aggregationseingenschaften der Trager zeigt, dass der Wildtyp mit einer signifi-
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Tabelle 7

Genotypisierung und residuale Plattchenaggregation (RPA Cut-Off-Wert 47%)

CYP Patienten Statistiken niedrige vs. hohe RPA
Polymorphismen
Genotyp | Low RPA |High RPA x? oder Odds Ratio p - Wert
(%) (%) (95% KIl)
CYP2C19*2 |*1/*1 (74%) | 144 (82,3)| 31 (50) *1/*1 vs. *1/*2 + *2/*2 4,6 (2,5-8,7) <0,0001
(n =237) *1/*2 (22%) | 28 (16) 24 (38,7) *1/*1 vs. *1/*2 vs. *2/*2 27,17 <0,001
*21*2  (4%) 3 (4,7 7(11,3) - — -
CYP2C19*17 |*1/*1 (58%) | 96 (54,9) |41 (66,1) *1/*1 vs. *1/*17 + *17/*17 0,62 (0,34-1,14) 0,14
(n =237) *1/*17(33%) | 65 (37,1) |14 (22,6) | *1/*1 vs. *1/*17 vs. *17/*17 4,48 0,11
*17/*17(9%) | 14 (8,0)| 7 (11,3) - —~ —~
CYP3A4*1B  |*1/*1 (94%) | 162 (94,2) | 57 (91,9) | *1/*1vs. *1/*1B + *1B/*1B 1,42 (0,46-4,33) 0,14
(n =234) *1/*1B (6%) | 10 (5,8)] 4 (6,5) | *1/*1 vs. *1/*1B vs.*1B/*1B 2,83 0,11
*1B/*1B(0%) 0 (0) 1 (1,6) - - -
CYP3A5*3 *3/*3 (86%) | 149 (86,1) | 53 (85,5) *3/*3 vs. *1/*3 + *1/*1 1,05 (0,46-2,41) 1,00
(n =235) *1/*3 (18%) | 24 (13,9)| 8(12,9) *3/*3 vs. *1/*3 vs. *1/*1 2,82 0,24
*1/*1  (0%) 0 (0) 1 (1,6) — — —

Kl: Konfidenzintervall; RPA: Residuale Plattchenaggregation; Odds Ratio < 2,5% nicht signifikant
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kant hoheren Thrombozytenaggregation als der heterozygote- und der
homozygote Genotyp einhergeht. Der homozygote Typ (*2/*2) weist eine noch
hohere RPA als der heterozygote Genotyp (*1/*2) auf. Die hohe RPA des
homozygoten Tragers (*2/*2) weist auf ein geringeres Ansprechen von
Clopidogrel hin. Dieser Befund spiegelt sich in der ,Odds Ratio“ wieder. Ein
niedriger Wert gibt geringe Aggregationsraten an, ein hoherer Wert
entsprechend erhoéhte Raten (Tab.7). Fur geringere Odds Ratio-Werte als 2,5
kann kein genauer Wert gegeben werden, da aus Signifikanzgrinden

mindestens 230 Probanden herangezogen werden mussten.

Alle anderen Polymorphismen (CYP19*17, CYP3A4*1B und CYP3A5*3) zeigen
dagegen keinen Einfluss auf die residuale Plattchenaggregation und befinden
sich, mit Ausnahme des CYP2C19*2-Polymorphismus, im Hardy-Weinberg
Gleichgewicht. Der CYP2C19*3 -Polymorphismus tritt aufgrund seiner seltenen

Pravalenz im untersuchten Kollektiv nicht auf.

Der genetische Hintergrund fur eine Behandlung mit Clopidogrel wird gesondert
am Beispiel des CYP2C19*2 Allels dargestellt (Diagramm 1). Patienten des
CYP2C19*2-Genotyps werden in drei RPA-Tertiale unterteilt, in die Gruppen 1
und 2 (homozygote und heterozygote ,Responder’) und in die Gruppe 3
(homozygote ,poor-Responder®), mit jeweils sehr stark differierender residualer
Plattchenaggregation (chi-square 27; p < 0,0001). Durch die Gegenuberstellung
des homo- und heterozygoten CYP2C19*2-Genotyps und des Wildtyps
(CYP2C19*1/*1 vs. CYP2C19*1/*2 plus *2/*2; chi-square 25,9, p < 0,001)
werden die in Tabelle 7 gegebenen Daten verdeutlicht. Trager mit mindestens
einem *2-Allel weisen bereits ein um die Odds Ratio 4,38 erhéhtes Risiko (p <
0,0001, 95% KI) der residualen Plattchenaggregation (>47%) auf. Tragern von
mindestens einem CYP2C19*2-Allel wird eine hoéheren RPA (> 47%)
entsprechend dem ,poor-Responder” zugeordnet.
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Diagramm 1
Genotyp-Verteilung des CYP2C19*2-Polymorphismus in Patienten mit
hoher und niedriger residualer Plattchenaggregation nach Gabe einer

Initialdosis von 600mg Clopidogrel
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RPA: Residuale Plattchenaggregation

In einer vorhergehenden Studie war ein sogenannter PREDICT-score (Residual
Platelet Reactivity of Intracoronary Stent) definiert worden, der ausschliel3lich
funf nicht-genetische Risikofaktoren bertcksichtigt (Geisler et al., 2008 a): Alter
> 65 Jahre, akutes Koronarsyndrom, Diabetes mellitus Typ Il, eingeschrankte
linksventrikulare  Funktion und Nierenfunktionsstérung. Jeder dieser
Risikofaktoren  wird, abhangig vom Signifikanzniveau, mit einem
Gewichtungsfaktor zwischen eins und drei bewertet (Alter und akutes
Koronarsyndrom: Faktor 1; Diabetes mellitus und Nierenfunktion: Faktor 2;
linksventrikulare Dysfunktion: Faktor 3). Beispielhaft werden Probanden aus
einer von unserer Gruppe vorgenommenen Kohortenstudie nach ihrem
individuellen PREDICT-score und ihrer Ansprechbarkeit als ,Responder® oder
,poor Responder” zusammengestellt (Diagramm 2). Im Diagramm wird gezeigt,

dass das Risiko einer erhohten Thrombozytenrestaktivitdt mit steigendem
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Score-Niveau zunimmt und das die Aggregationswerte in den ,Responder®-

Tertialen 1 und 2 deutlich geringer ausfallen als im ,poor-Responder®-Tertial 3.

Diagramm 2
Verteilung der Patienten nach ihrem individuellen PREDICT-score und

Zuordunung zu ,,Respondern® oder ,,poor-Respondern®
70 -

60 -
. Responder (low RPA)

50 -
Poor Responder (high RPA)

40 -
30 A
20 ~
il ]
0
0 1 2 3 4 5

PREDICT-score

Patientenanzahl (n)

Die dargestellte PREDICT-score-Verteilung bildet die Grundlage zur
Entwicklung eines ,risk-score” Modells (Nomogramm), dass neben den nicht-
genetischen Faktoren auch genetische Faktoren bericksichtigt (Diagramm 3).
Fur die Einbeziehung des CYP2C19*2-Genotyps in die Riksikobewertung
entwickelten wir zusatzlich einen Risikoscore. Aus dem ,risk-score” unter
Bricksichtigung genetischer- und nicht-genetischer Faktoren ergibt sich eine
nochmals verstarkte Plattchenaggregation. Das Risiko, eine verstarkte
residuale Plattchenaggregation hervorzurufen, steigt mit der Anzahl der
CYP2C19*2-Allele an (ein Allel: Odds Ratio 3,71); zwei Allele: Odds Ratio
10,72). Basierend auf diesem logistischen Regressionsmodell wird ein
proportionales Odds-Modell erstellt, um die Wahrscheinlichkeit des Auftretens
der residualen Plattchenaggregation nur im 3. Tertial bei gegebenem
PREDICT-score und CYP2C19*2 aufzuzeigen (Geisler et al., 2008 c). Zuerst
werden alle Punkte dem PREDICT-score zugeordnet, um anschlielend den
CYP2C19*2-Genotyp hinzuzuaddieren. Die durch eine verbindene Gerade
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aufgezeigte Summe wird in einer Punkteskala dargestellt und die
Wabhrscheinlichkeit der RPA von der Skala ,Propability® abgelesen. Die RPA
muss < 47% sein, um von einer befriedigenden Clopidogrel-Wirkung sprechen
zu kénnen. Das Nomogramm zeigt, dass sowohl genetische als auch nicht-
genetische Faktoren fir eine verminderte Wirksamkeit einer Clopidogrel-

Anfangsdosis mit 600mg verantwortlich sind (Diagramm 3).

Diagramm 3
Nomogramm zur individuellen Risikokalkulation einer hohen residualen
Plattchenaggregation unter Erhalt einer Initialdosis von 600mg

Clopidogrel

A
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Welghted | | | | 1 i

| | | | | i
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Tota|p0|nts R e e e e e e e s e |
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Probabllity : OO —— :
(high RPA >47%) 02 03 04 05 06 07 0.8

Das Nomogramm kalkuliert die Wahrscheinlichkeit des Auftretens einer hohen RPA
(>47%) unter Einbeziehung von nicht-genetischen Faktoren (gewichteter PREDICT-
score) und CYP2C19*2-Genotypen (0: CYP2C19-Wildtyp, 1: CYP2C19 *1/*2, 2:
CYP2C19*2/*2). (A): Den Parametern der Skalen ,CYP2C19*2“ und ,weighted
PREDICT-score” ist eine Zahl der oberen Skala ,Points“ zugeordnet. (B): Die Zahl der
Punkte wird in die Skala , Total points” Ubertragen. Auf der Skala ,Probability“ wird die
erwartete Wahrscheinlichkeit der RPA abgelesen (Geisler et al. 2008 c).

RPA: Residuale Plattchenaggregation
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Diskussion

5.1 Genetische Befunde

In unserer Studie wird der CYP2C19-Polymorphismus bei Patienten mit einer
symptomatischen koronaren Herzkrankheit und folgender Intervention mit
Stentimplantation untersucht. Dabei spielt das Vorhandensein von Allelen und
die dadurch veranderte Enzymfunktion eine groRe Rolle. Zudem zeigen wir,
dass funf nicht-genetische Variablen (PREDICT-score: Alter > 65 Jahre,
Diabetes mellitus Typ II, abnehmende linksventrikulare Funktion, Nieren-
insuffizienz, akutes Koronarsyndrom) die Empfindlichkeit der Patienten fur eine
hohe residuale Plattchenaggregation (RPA) erhéhen. Durch multivariable
logistische Regressionsanalysen und Kombination von nicht-genetischen
Faktoren (PREDICT-score) mit dem CYP2C19*2-Genotyp (x> = 25,85; p <
0,0001) lasst sich eine hohe Vorhersagewahrscheinlichkeit der residualen
Plattchenaggregation erreichen. Die Daten verdeutlichen, dass die reduzierte
Wirkung von Clopidogrel sowohl auf genetische als auch auf nicht-genetische

(physiologisch und pathophysiologisch) Faktoren zurtickgeht.

Bei allen CYP2C19*2-Allel-Tragern zeigt sich nach einer verabreichten
Initialdosis von Clopidogrel ein deutlich erhéhtes Risiko fur eine verminderte
Wirkung. Trager mit mindestens einem CYP2C19*2-Allel (heterozygote Trager)
haben demnach ein vierfach erhthtes Risiko (p < 0,0001), eine hohe residuale
Plattchenaggregation (RPA) zu entwickeln. Das Risiko einer hohen RPA steigt
mit Anzahl zweier CYP2C19*2-Allele (homozygote Trager) an, wobei die Odds
Ratio bei nur einem *2-Allel 3,71, bei zwei *2-Allelen 10,72 betragt. Dies
bedeutet, dass die Wirkung von Clopidogrel auf die ADP-vermittelte
Plattchenaggregation einem Gen-Dosis-Effekt unterliegt. Einschrankend sei
jedoch erwahnt, dass sich durch bisherige Modelle nur 10-15% der Variabilitat
der Thrombozytenfunktion durch CYP2C19-Polymorphismus und nicht-
genetische Analysen erklaren lieBen (Hochholzer et al., 2010).
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Eine besondere Bedeutung kommt somit der Variabilitat zu, der zufolge
Clopidogrel bei Patienten mit gleicher Symptomatik unterschiedliche Wirkungen
zeigt. Entsprechende Untersuchungen von Hulot et al. (2006) zum Enzym
CYP2C19 zeigen eine Reihe weiterer polymorpher Enzymvarianten auf, die zu
einer veranderten Clopidogrel-Antwort und damit zu unterschiedlicher
Plattchenaktivitat bei gesunden Probanden fuhren. Hulot und Koautoren zufolge
spielt bei der Reduktion der Clopidogrel-Wirkung das in der Leber wirksame *2-
Allel des CYP2C19-Enzyms eine wichtige Rolle.

Unterstutzt werden unsere Ergebnisse von Collet und Koautoren (2009), die die
Wirkung des *2-Polymorphismus auf die Langzeit-Prognose von Patienten (<
45 Jahre) mit andauernder Clopidogrel-Therapie, Uberpriuften. Sie verglichen
heterozygote (*1/*2) und homozygote (*2/*2) Allel-Trager mit dem Wildtyp und
stellten bei den Allel-Tragern vermehrt kardiovaskuléare Ereignisse fest. Auch
Giusti et al. (2007) zufolge besteht ein signifikanter Zusammenhang zwischen
einer verminderten Clopidogrel-Antwort und dem Vorhandensein eines *2-
Polymorphismus im CYP2C19-Enzym, was sich durch eine verminderte
residuale Plattchenaggregation (RPA) manifestiert.

Nur das CYP2C19*2-Allel inhibiert die CYP2C19-Enzymaktivitat, wohingegen
das Allel-CYP2C19*1, welches dem CYP2C19-Wildtyp entspricht, keinen
Einfluss auf die Enzymaktivitdt austbt (Desta et al., 2002). Urséachlich liegt
diesem Mechanismus ein verkurztes Protein zu Grunde, welches durch die *2-
Allelvariante kodiert wird und nicht fahig ist, an den Ham-Rest des CYP2C19 zu

binden (Desta et al., 2002), woraus eine verminderte Enzymaktivitat resultiert.

In einer von Fontana et al. (2007) durchgefuhrten ,Kohortenstudie“ mit 94
Probanden (,Caucasian medical students®), denen eine Initialdosis von 300mg
Clopidogrel und anschlieRend eine Woche lang eine Erhaltungsdosis von 75mg
Clopidogrel pro Tag verabreicht wurde, zeigen sich bei Tragern der Wildtyp-
Variante (CYP2C19*1) eine deutliche Abnahme der ADP-induzierten
Plattchenaggregation (p = 0,001). Im Vergleich zeigen Trager mit der *2-
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Variante eine verminderte Enzymaktivitat des CYP2C19 und damit einen
verminderten Einfluss auf die ADP-induzierte Plattchenaggregation. Fontana
und Koautoren folgern, dass die Trager des CYP2C19*2-Allels dem Risiko einer

verminderten Clopidogrel-Wirkung unterliegen.

Fir das CYP2C19*17-Allel wurde im Gegensatz zu dem CYP2C19*2-Allel eine
vermeintliche Zunahme der Enzymaktivitait des CYP2C19 beschrieben
(Santaso et al.,, 1999; Schroth et al., 2007), da es zu einer Abnahme der
residualen Plattchenaggregation kam. Damit erscheint die Wirkung des *17-
Allels auf die CYP2C19-Aktivitat der Wirkung des *2-Allels entgegengesetzt zu
sein. Der CYP2C19*17-Polymorphismus wird auch mit einer Zunahme der
klinischen Effektivitat in Zusammenhang gebracht. So stellen Sibbing und
Koautoren (2010) fest, dass dieser Polymorphismus die Wirkung von
Clopidogrel steigert und damit gleichzeitig das Blutungsrisiko erhéht. Sowohl
bei homozygoten als auch bei heterozygoten Alleltrdgern finden sich in den
Untersuchungen signifikant verminderte ADP-induzierte Werte fur die Hohe der

Plattchenaggregation.

In Ubereinstimmung mit den genannten Autoren sollte somit fur die
uneinheitliche Wirkung des Plattchenaggregationshemmers Clopidogrel der
Polymorphismus des Enzyms CYP2C19 verantwortlich sein und damit
erhebliche Bedeutung fur die Therapie thrombotischer Ereignisse besitzen.
Diese Befunde werden durch eine Reihe weiterer, exemplarisch in der
zusammenfassenden Tabelle 8 aufgeflihrten Studien zu den Enzymvarianten,

untermauert.
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Tabelle 8 Isoenzyme mit Einfluss auf die Metabolisierung von Clopidogrel und die Frequenz polymorphistischer

Varianten (aus Platelet Pharmacogenetics and Pharmacogenomics, Geisler T. and Gawaz M., © 2008 Georg Thieme-Verlag KG)

CYP- Genetische Einzel-Nukleotid- Allelfrequenz und Referenz Referenz zur Diskussion
Isoenzyme Varianten Polymorphismus tber die Clopidogrel-Antwort
CYP2C19 681G >A 13-20% Kaukasier, 25% afrikanisch (Brandt et al., 2007; Frere et al., 2008; Geisler
abstammende Amerikaner, 23-39% et al., 2008 c; Giusti et al., 2007; Trenk et al.,
Asiaten 2008)
38-79% pazifische Inselpopulation
(Blaisdell J et al.,2002, Goldstein JA et al., 1997)
CYP2C19*3 636 G > A 6-10% Asiaten (Blaisdell J et al.,2002, (Chen et al., 2008)
Goldstein JA et al., 1997)
~ 5% Europé&er (Halling J et al., 2005)
CYP2C19*17 -806C>T 18% Européaer, Afrikaner (Sim SC et al., |*2 Haplotyp: sehr schnelle Metabolisierer, mégl.
S3402C>T 2006), 1-2% Chinesen, Japaner Ursache fur akzellerierte Thienopyridin-
(Sugimoto K et al., 2008) Metabolisierung
CYP3A4 CYP3A4*1B -392A>G ~ 4% Européer (Fontana P et al., 2003, | (Angiolillo et al., 2006)
Schirmer M et al., 2006)
~ 80% Afrikaner (Garsa AA et al., 2005) (Beitelshees et al., 2006)
CYP3A4*1G IVS10 + 12G > A 20-30% Chinesen (Gao Y et al., 2008) (Angiolillo et al., 2006)
CYP3A4*20 1461 — 1462insA, < 1% weilRe Personen (Westlind-Johnsson | (Beitelshees et al., 2006)
Frameshift Aetal., 2006)
CYP3A5 CYP3A5*3 22893 A>G 90- 95% Kaukasier, ~ 70% Asiaten (Suh et al., 2006)

27% afrikanisch abstammende
Amerikaner (Hustert E et al., 2001)
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5.2 Pradisponierende Erkrankungen

Eine 2009 verdffentlichte Studie beschaftigte sich mit den fur CYP450
kodierenden Genvarianten und ihrem Zusammenhang mit dem Auftreten aktiver
Clopidogrel-Metabolite im Plasma, sowie der Clopidogrel-induzierten Plattchen-
hemmung (Mega et al.,, 2009). An dieser Studie nahmen 162 gesunde
Personen teil. Schwerpunktmafig wurde untersucht, ob es hinsichtlich der
klinischen Prognose eine Verbindung zwischen den Genvarianten dieses
Personenkollektivs und den Genvarianten einer aus 1477 kranken Personen
bestehenden Kohortenstudie gibt. Die Patienten der so genannten TRITON-
TIMI 38 Kohortenstudie waren aufgrund eines akuten Koronarsyndroms (ACS)
mit Clopidogrel behandelt worden. Die Ergebnisse der Studie zeigen, dass,
entsprechend unseren Ergebnissen, dem Einfluss der CYP2C19-Allele eine
besondere Bedeutung bezlglich des Wirkpotentials von Clopidogrel zukommt.
Es sei erwahnt, dass es sich bei den CYP-Allelen zu 95% um das *2-Allel
handelt. So findet sich unter den gesunden Probanden bei Tragern mindestens
eines funktionslosen CYP2C19-Allels eine relative Reduktion der im Plasma
vorliegenden aktiven Clopidogrel-Metabolite von 32,4%. Ebenso fihrt das
Vorkommen der CYP2C19-Allele zu einer absoluten Reduktion der
plattchenhemmenden Wirkung von Clopidogrel unter den Allel-Tragern (Mega
et al., 2009).

Die Probanden der Kohortenstudie (TRITON-TIMI 38-Studie) erfuhren als
Trager von CYP2C19-Allelen eine Zunahme des relativen Risikos um 53%. Es
kam zu kardiovaskular bedingtem Tod, zum Myokardinfarkt oder zum
Schlaganfall. Ebenso war bei CYP2C19-Allel-Tragern der Risikoanstieg einer
Stentthrombose dreifach erhoht. Kritisch gesehen wird jedoch die geringe Zahl
an Probanden und eine unzureichende Datenerfassung nach Blutungen als
eine der Nebenwirkungen von Clopidogrel (Freedman und Hylek, 2009).
Sowohl bei gesunden Personen als auch bei Personen mit akutem
Koronarsyndrom, erhdhte sich nach Verlust von mindestens einem der
CYP2C19-Allele das Risiko kardiovaskularer Ereignisse gegentber Tragern des
Wildtyps (Mega et al.,, 2009). Nach Freedman und Hylek (2009) bleibt
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unverstandlich, dass, ungeachtet der blutungsférdernden Nebenwirkung von
Clopidogrel, bei Patienten ohne CYP-Varianten keine Zunahme des

Blutungsrisikos beobachtet wird.

Mit dem Einfluss genetischer Determinanten auf die Clopidogrel-Antwort und
auf kardiovaskulare Ereignisse befassten sich ebenfalls Simon et al. (2009). In
ihrer Studie stellen sie ein Patientenkollektiv mit akutem Koronarsyndrom (ACS)
und anschliel3ender Clopidogrel-Behandlung vor. lhren Befunden zufolge wird
die, Uber das ABCB1-Gen gesteuerte, Clopidogrel-Absorption mit steigender
Anzahl der im Gen enthaltenen Allele vermindert, so dass damit das Risiko
kardiovaskularer Ereignisse ansteigt. Das Wildtyp-Gen ist dagegen mit einem
nur geringen Risiko behaftet. Man findet eine erhdhte Rate an Todesféllen,
nicht-letalen Schlaganfallen und Myokardinfarkten. Ebenso zeigt sich, dass bei
Patienten mit zwei funktionslosen CYP2C19-Allelen, die sich wahrend des
Krankenhausaufenthalts einer  perkutanen  Koronarintervention  (PCI)
unterzogen hatten, ein etwa 3%-mal hoheres Risiko flur kardiovaskulare

Ereignisse auftrat.

Freedman und Hylek (2009) bewerten die TRITON-TIMI 38-Studie und die von
Simon et al. (2009) durchgefiihrte Studie als bedeutend, da sie entscheidende
Fragen der Clopidogrel-Behandlung ansprechen: kann der durch die Gen-
Varianten hervorgerufene Wirkungsverlust von Clopidogrel mdglicherweise
durch eine erhdhte Dosis kompensiert oder sogar umgangen werden oder ist
bei  Patienten mit funktionslosen = CYP-Varianten eine  bessere
plattchenhemmende Wirkung durch einen anderen Thrombozyteninhibitor, z.B.

Prasugrel, zu erwarten?

Das fur die Metabolisierung von Clopidogrel zustandig Cytochrom P450-
Enzymsystem besteht aus zahlreichen Enzym-lsoformen (CYP-Isoenzyme, z.B.
die CYP3A4- und CYP3A5-Subfamilie). Diese sind an der Verstoffwechslung
sehr vieler Medikamente beteiligt und koénnten, ebenso wie das CYP2C19-

Enzym, die plattchenhemmende Wirkung von Clopidogrel durch das
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Vorhandensein von Polymorphismen beeinflussen. Im Gegensatz zum CYP3A5
(CYP3A5*3) werden innerhalb einer Bevolkerung vertretene Allelvarianten fur
CYP3A4 in nur geringer Frequenz beschrieben (Schirmer et al., 2006). Die
CYP3A4-Funktion scheint demnach keine bedeutende klinische Relevanz zu

besitzen.

Lediglich die CYP3A4*1B-Variante lasst nach Wandel et al. (2000) eine
veranderte CYP3A4-Proteinfunktion erkennen. Deren Einfluss auf die residuale
Plattchenaggregation lasst sich in unserer Patientenpopulation jedoch nicht
beweisen. Des Weiteren weist der CYP3A4*1G-Polymorphismus, der im Intron
des CYP3A4-Gens (IVS+12G>A, CYP3A4*1G) gefunden wird, bei Patienten mit
koronarer Herzkrankheit und sofortiger Clopidogrel-Behandlung eine signifikant
reduzierte Glykoproteinrezeptor (GP) IlIb-Illa-Aktivitat auf. Aber auch hier wird
die plattchenhemmende Wirkung unter Gabe von Clopidogrel nicht wesentlich
beeintrachtigt (Angiolillo et al.,, 2006). Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen
fanden weder Fontana et al. (2007) bei gesunden Personen, noch Brandt und
Koautoren (2007) bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom und folgender
Koronarintervention (PCI) nach Verabreichung von Clopidogrel einen
Zusammenhang zwischen dem CYP3A4*1G-Genotyp und einer ADP-

vermittelten Aggregation.

Der im CYP3A-Gen gegenwartig am besten untersuchte Polymorphismus ist
die CYP3A5*3-Variante. Diese fuhrt zu einem veranderten mRNA-Splicing-
Vorgang, der mit Bildung eines verfrihten Endcodon und anschlieRender
Nonsense-Bildung der mRNA einhergeht (Kuehl et al.,, 2001). Der CYP3A5-
Polymorphismus unterscheidet sich in einem expressorischen Wildtyp (*1) und
nicht-expressorischen Allelen (*3). In einer Studie von Suh et al. (2006) wurde
Probanden mit einem CYP3A5 exprimierenden Genotyp sowohl Clopidogrel als
auch der CYP3A4-Inhibitor Itraconazol verabreicht, ohne dass eine
Plattchenaggregation beobachtet werden konnte. Im Falle des CYP3A5*3-
Polymorphismus kam es dagegen zur Plattchenaggregation. Dies zeigt, dass

die Expression eines vorhandenen Polymorphismus die Metabolisierung von
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Clopidogrel entscheidend beeinflusst, dies aber vor allem abhangig von
Enzyminhibitoren ist. Dementsprechend berichteten Suh et al. (2006) bei
Patienten des CYP3A5*3-Genotyps Uber zunehmende atherothrombotische
Ereignisse in einem Zeitraum von sechs Monaten. Homozygote CYP3A5*3-
Trager, die am haufigsten unter Européern vertreten sind, zeigen eine 30-fach
geringere Konzentration des CYP3A5-Enzyms als Personen, die mindestens
ein CYP3A5*1-Wildtyp-Allel tragen (Hustert et al., 2001; Kuehl et al., 2001).
Vermindertes CYP3A5 jedoch kann zu einer deutlichen Wirkstoffveranderung
fuhren.

In Hinblick auf den erforschten CYP3A5*3-Polymorphismus sind lediglich drei
Studien bekannt, die CYP3A5 auf die ADP-induzierte Aggregation bei
gesunden freiwilligen Personen (Brandt et al., 2007) und bei Patienten
untersuchen, die sich zuvor einer perkutanen Koronarintervention (PCI)
unterzogen hatten (Smith et al., 2006). Eine Verbindung zwischen dem
CYP3A5-Polymorphismus und dem plattchenhemmenden Effekt durch
Clopidogrel kénnen die Autoren nicht erkennen. Im Einklang mit unseren
Ergebnissen ist die CYP3A5-Variante nicht geeignet, die Variabilitat der
Clopidogrel-Antwort zu erklaren.

Die pharmakogenetische Zusammensetzung des CYP2C19-Enzyms beeinflusst
nicht nur die Metabolisierung des Wirkstoffs Clopidogrel, sondern auch indirekt
die Verstoffwechslung weiterer Medikamente, z.B. Statine, die durch dieses
Enzym abgebaut werden. Zudem ist ein Einfluss auf die orale Clearance von
Protonenpumpenhemmern (PPI) wie Omeprazol und Lansoprazol anzunehmen
(Zhao et al., 2008). Unter oraler Clearance wird die Schnelligkeit der Aufnahme
einer Substanz, in diesem Fall des PPI, in das Plasmavolumen verstanden.
Damit deutet sich ein Zusammenhang zwischen der pharmokogenetischen
Zusammensetzung des CYP2C19-Enzyms und den daraus resultierenden
Wirkungen auf Protonenpumpenhemmer an. Personen, bei denen Mutationen
in beiden Allelen des fir CYP2C19 kodierenden Gens auftreten, kdnnen der
Funktionslosigkeit des CYP2C19 (funktionslose CYP2C19-Allele) unterliegen

(so genannte ,poor-Metabolisierer®). Trager zweier funktionsloser CYP2C19*2-
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Allele zeigten z.B. im Falle von PPI, eine Abnahme der oralen Clearance von
ca. 85%. Dies bedeutet, dass funktionstichtige CYP2C19*2-Allele die
Aufnahme der PPI in das Plasmavolumen férdern, die Metabolisierung von
Clopidogrel Uber den CYP450-Enzymkomplex jedoch hemmen. Ebenso zeigte
sich, dass die gleichzeitige Gabe des Protonenpumpeninhibitors Omeprazol
und Clopidogrels mit einer signifikant erhohten P2Yi,-Rezeptor-Reaktivitat
einhergeht und zusatzlich zu einer schlechteren Clopidogrel-Wirkung als unter
alleiniger Clopidogrel-Therapie fuhrt (Furuta et al., 2001; Gilard et al., 2008).
Diese Studien erharten, dass Trager des CYP2C19-Wildtyps (*1/1*) bei
Helicobacter-Infektion und Behandlung mit PPl eine geringere Heilungsrate
erwarten konnen, als homozygote (*2/2*) bzw. heterozygote(*1/2*) Anlagetrager
(Furuta et al., 2004; Klotz U et al., 2004). Dieser bereits bekannte Hintergrund
belegt die Notwendigkeit zur Beachtung von Sekundarfaktoren.

Interessanterweise variiert die Frequenz von CYP2C19-,poor-Metabolisierern®
in verschiedenen ethnischen Gruppen (Desta et al.,, 2002). Wahrend bei
europiden und negriden homozygote Trager zwischen 2 und 4 % vertreten sind,
liegt die Frequenz in der asiatischen Bevolkerung bei ca. 14% und erreicht in
Japan sogar Werte von 20%. Der CYP2C19*2-Polymorphismus wére danach
von besonderer Relevanz fir die Metabolisierung von Clopidogrel in der

asiatischen Bevolkerung.

Zusammenfassend bestatigt sich durch die vorgelegten Untersuchungen somit
das Bild, dass im Falle von Clopidogrel seine Wirksamkeit sowohl von
genetischen Modulatoren als auch von &uf3eren Faktoren wie Alter,
Krankheitsstatus, Organfunktion, Komedikation etc. bestimmt wird. Somit wird
die individuelle Reaktion auf eine bestimmte Substanz zum einen durch die
Vererbung (Polymorphismen), zum anderen durch aul3ere Faktoren bestimmt.
Nicht-genetische Faktoren spielen zusatzlich zum Vererbungsmodus eine
wichtige Rolle- ein Beispiel dafiir, dass multiple Faktoren gemeinsam die
Effektivitat eines Medikaments beeinflussen (Eichelbaum et al., 2006; Roden et
al., 2006).
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6. Zusammenfassung

Der Einfluss genetischer Polymorphismen auf das Ansprechen einer
antithrombozytaren Therapie und die klinische Prognose bei kardiovaskularen
Risikofaktoren sind Gegenstand intensiver Forschung. Die CYP450-Isoenzyme
CYP2C19 und CYP3A4/5 beeinflussen die Metabolisierung von Clopidogrel.
Die Arbeit untersucht den Zusammenhang zwischen der Clopidogrel-Wirkung
und der Expression des CYP450-Isoenzyms bei Patienten ohne und mit
symptomatischer koronarer Herzkrankheit. Die Ergebnisse werden mit nicht-
genetischen Risikofaktoren (Alter, akutes oder stabiles Koronarsyndrom,
Diabetes mellitus Typ I, eingeschrankte linksventrikulare Funktion,

Nierenfunktionsstérung) korreliert.

Die Genotypisierung fur CYP2C19(*2, *3, *17)-, CYP3A4*1B- und CYP3A5*3-
Polymorphismen erfolgte bei 237 Patienten nach akutem Koronarsyndrom oder
bei bekannter stabiler koronarer Herzkrankheit und koronarer Intervention mit
Clopidogrel. Sechs Stunden nach erstmaliger Clopidogrel-Applikation (600mg)
wurde mittels Adenosindiphosphat (ADP) die Plattchenaggregation ermittelt. Im
Ergebniss zeigten Trager des CYP2C19*2-Allels das vierfache Risiko erhéhter
Plattchenaggregation. Dagegen waren die Polymorphismen CYP2C19*3,
CYP2C19*17, CYP3A4*1B und CYP3A5*3 wirkungslos.

Nicht-genetische Risikofaktoren wurden anhand eines etablierten Risikomodells
(PREDICT-score) untersucht. Die logistische Regressionsanalyse belegte eine
verbesserte Vorhersagewahrscheinlichkeit der Plattchenaggregation wenn
neben dem CYP2C19*2-Genotyp die nicht-genetischen Risikofaktoren einbe-
zogen wurden. Das CYP2C19*2-Allel erwies sich somit als relevanter Faktor fur
die Wirksamkeit der Clopidogrel-Therapie bei interventionell behandelten
Patienten mit symptomatischer koronarer Herzkrankheit. Zukinftig sollten
kombinierte nicht-genetische und genetisch unterlegte Risikomodelle evaluiert
werden, um Patienten frihzeitig einer individualisierten und verbesserten

antithrombozytaren Therapie zuzufuhren.
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Body-Mal3-Index

coronar artery disease (Koronare Herzerkran-
kung)

cyclisches Adenosinmonophosphat

cluster of differentiation (Differenzierungs-
marker an der Oberflache von Zellen)
Creatinkinase
Cholesterin-Synthese-Enzym-Hemmer
Cytochrom P

Ethylen-Diamin-Tetra-Acetat
Elektrokardiogramm

Glykoprotein

instabile Angina pectoris

internationale Einheiten

linksventrikulare Funktion

mol/L

messenger ribonucleid acid (Boten-RNA)
Nicht-ST-Hebungsinfarkt

periphere arterielle Verschlusskrankheit
percutaneous coronary intervention (Perku-
tane Koronarintervention)

polymerase chain reaction (Polymerase-
Kettenreaktion)

Prostaglandin E
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PK
PI3K

PPI

PPP
PREDICT

PRP
PTCA

RPA
SD
SNP

STEMI
TTP
VASP

Proteinkinase

Phosphatidylinositol-3-Kinase
Protonenpumpeninhibitor

platelet poor plasma (plattchenarmes Plasma)
residual platelet reactivity of intracoronary
stent

platelet rich plasma (plattchenreiches Plasma)
perkutane transluminale Coronar-Angioplastie
(Ballondilatation)

residuale Plattchenaggregation

standard deviation (Standardabweichung)
single nucleotid polymorphism (Einzel-
Nukleotid-Polymorphismus)
ST-Hebungsinfarkt

Thrombotisch thrombozytopenische Purpura

Vasodilatator-stimuliertes Phosphoprotein
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