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ACC American College of Cardiology
ACE angiotensin-converting enzyme
ADP Adenosindiphosphat

AHA American Heart Association
AT-II Angiotensin-11-Rezeptor
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RCX Ramus circumflexus

RIVA Ramus interventricularis anterior
T Thymin

Taq Thermus aquaticus

TIMI thrombolysis in myocardial infarction
TLR target lesion revascularization

TNF tumor necrosis factor



1. Einleitung

1.1. Stellenwert des Myokardinfarktes

Die koronare Herzkrankheit ist mit tber 7 Millionen Todesfallen pro Jahr die héufigste
Todesursache weltweit. Obwohl die Inzidenz der koronaren Herzkrankheit in den letzten
Jahrzehnten weltweit angestiegen ist, sank ihre Mortalitat in Westeuropa von 1990 bis 2010
um 46 Prozent, was auf eine Verbesserung der Préventionsprogramme und der Therapien
zurtickzufihren ist.!

Der akute Myokardinfarkt hat als Bestandteil der koronaren Herzkrankheit eine Inzidenz von
195 pro 100.000 pro Jahr bei Ménnern und 115 pro 100.000 pro Jahr bei Frauen.? Die
Therapie des akuten Myokardinfarktes hat sich in den letzten Jahrzehnten insbesondere
dahingehend verbessert, dass mithilfe der Koronarintervention eine schnelle Wiedereréffnung
des verschlossenen KoronargefaRes moglich ist. Ergdnzend dazu versucht man, mit einer
thrombozytenhemmenden Begleittherapie die Thrombuslast im betroffenen Gefal zu
vermindern und die implantierte GefaRstitze, den Stent, vor einem erneuten Verschluss durch
die aktivierten Thrombozyten zu schiitzen.

Trotz dieser optimierten Therapie haben bestimmte Patienten nach einem Myokardinfarkt
weiterhin thrombotische Ereignisse, was auch an einer verminderten Wirkung der throm-
bozytenhemmenden Medikamente bei diesen Patienten liegen kann. Deshalb kénnte eine
weitere Verbesserung der Herzinfarktbehandlung tber eine Individualisierung der medika-
mentdsen Therapie erreicht werden. Wenn bestimmte genetische Risikofaktoren fur erneute
thrombotische Ereignisse nach einem akuten Myokardinfarkt zuerst auf Populationsebene und
dann fur den jeweiligen Patienten identifiziert waren, konnte die Therapie bei den betroffenen
Patienten individuell angepasst werden. Damit kénnte das Risiko flr erneute Ereignisse

gesenkt werden.

1.2. Restenose

Die Koronarintervention hat aufgrund ihrer geringen Invasivitat einen groflen Siegeszug

erfahren. Neben dem inzwischen seltenen akuten Verschluss im Anschluss an eine Interven-

! Moran et al. 2014b
2 Moran et al. 2014a
3 O'Gara et al. 2013



tion kann es aufgrund des Dehnungstraumas zu einer berschieRenden Narbenbildung und
damit Wiederverengung (Restenose) des betroffenen Gefallabschnittes kommen. Nach einer
konventionellen Ballon-Angioplastie ohne Stent-Implantation kommt es in etwa 30 bis 40
Prozent der Falle zu einer erneuten Stenose. Nach einer Intervention mit Stent-Implantation
betragt das Risiko etwa 20 bis 30 Prozent, wobei durch die Einfihrung von Medikamenten-
beschichteten Stents das Risiko noch weiter auf 3 bis 20 Prozent reduziert wurde.’

Die Restenose bildet sich innerhalb von Wochen bis Monaten und manifestiert sich in der
Regel nach 3 bis 9 Monaten. Die Pathogenese der Restenose erklart sich ber eine lokal
begrenzte Entzlindungsreaktion der Gefalwand, die sich infolge kleinerer Verletzungen durch
die Koronarintervention entwickelt. Diese Entzundungsreaktion ist an sich physiologisch,
kann jedoch bei bestimmten Patienten verstéarkt ablaufen. Sie fihrt dann zu einem Umbau des
GeféaR-Bindegewebes mit Einwanderung von Zellen aus der Media und Bildung einer
Neointima, wodurch die Restenose entsteht.”

Medikamenten-beschichtete Stents reduzieren das Restenose-Risiko im Vergleich zu konven-
tionellen Stents, weil sie die Zellproliferation in der GefaBwand hemmen. Allerdings kann
sich bei diesen Stents eine Restenose auch nach Uber einem Jahr entwickeln, weil die
reaktiven Verdnderungen der GefdBwand auf die Koronarintervention gehemmt werden und
deshalb langsamer ablaufen.®

Um die Pathophysiologie der Restenose besser zu verstehen und das Restenose-Risiko der
Patienten abschatzen zu kénnen, wurden Faktoren beschrieben, die mit dem Restenose-Risiko
assoziiert sind (siehe Tabelle 1 auf Seite 8).” Diese Risikofaktoren lassen sich in allgemeine
Merkmale des Patienten, die Léasion betreffende Faktoren und die Intervention betreffende
Faktoren einteilen.

Patienten-assoziierte Risikofaktoren kénnen in genotypische und phanotypische Risikofakto-
ren eingeteilt werden. Ein gesicherter Risikofaktor ist der Diabetes mellitus. Diabetiker haben
nach einer Koronarintervention mit Stent-Implantation ein um 30 bis 50 Prozent erhohtes
Risiko einer Restenose. Dieser Zusammenhang ist multifaktoriell bedingt, wobei als Ursache
unter anderem eine Verstarkung der lokalen Entziindungsreaktion durch den Diabetes mellitus
diskutiert wird. Ein weiterer Risikofaktor sind erhdhte CRP-Werte im Serum, die die reaktive

Entziindung der GefalBwand widerspiegeln. Dartiber hinaus wurden erhéhte Blutwerte des

* Dangas et al. 2010; Fischman et al. 1994; Serruys et al. 1994
> Jukema et al. 2012

® Jukema et al. 2012

7 Jukema et al. 2012; M. S. Kim & Dean 2011



Tabelle 1. Risikofaktoren der Restenose*

Allgemeine den Patienten betreffende Risikofaktoren

Diabetes mellitus

Restenose in der Anamnese
Mehr-GefaR-KHK**

Erhohtes Serum-CRP**

Erhohter PAI-1**
Genpolymorphismen (NOS3, TNF)**

Die Lasion betreffende Risikofaktoren

Lange der Lasion
Gefaldurchmesser
Chronischer Gefalverschluss
ACC/AHA-Typ-C-Lasion**
Restenotische L&sion

Durch die Intervention bedingte Risikofaktoren

Unzureichende Expansion des Stents im Gefal}
Minimaler Lumendurchmesser nach der Intervention
Stent-Fraktur

Implantation mehrerer Stents

* nach Jukema et al. 2012 und M. S. Kim & Dean 2011

**KHK koronare Herzkrankheit, CRP C-reaktives Protein, PAI-1 Plasminogenaktivatorin-
hibitor 1, NOS3 nitric oxide synthase 3, TNF tumor necrosis factor, ACC American College
of Cardiology, AHA American Heart Association

Plasminogenaktivatorinhibitors 1 (PAI-1), der an der Entstehung der Intima-Hyperplasie
beteiligt ist, als Risikofaktor beschrieben.

Mehrere genetische Varianten haben einen Einfluss auf die Pathophysiologie der Restenose.
Dabei koénnen Mutationen der nitric oxide synthase 3 und des tumor necrosis factor als
Risikofaktoren angesehen werden. Weitere allgemeine Risikofaktoren des Patienten sind die
Mehr-GefaR-KHK und die Restenose in der Anamnese. Darliber hinaus ist Rauchen ein
Faktor, der sich protektiv auf die Entstehung der Restenose auswirkt.

Die GeféaR-Lasion betreffende Risikofaktoren sind zunéchst die Lange der Lé&sion und der
Gefalldurchmesser. Je langer die Léasion ist und je schmaler das GefaR ist, desto hoher ist das

Restenose-Risiko. Dartber hinaus werden eine bereits vorliegende lokale Restenose, ein



chronischer Gefallverschluss und die Einordnung der Lasion in Typ C nach den ACC/AHA-
Kriterien als Risikofaktoren angesehen. Die ACC/AHA-Typ-C-Lé&sion liegt vor, wenn die
Léasion uber 2 cm lang ist, bestimmte anatomische Kriterien erfillt (unter anderem geschlén-
gelter Verlauf des zuflihrenden Gefalles oder Lokalisation in einem stark abgewinkelten
GefaR-Segment) oder das GefaR bereits seit tiber 3 Monaten verschlossen ist.?

Das Restenose-Risiko wird auch durch die Koronarintervention selbst beeinflusst. Eine
unzureichende Expansion des Stents im Gefall und der minimale Lumendurchmesser des
Stents nach der Intervention sind Risikofaktoren. Das Wachstum der Neointima und damit die
Lumeneinengung betragen im Mittel etwa 0,2 bis 0,4 mm bei Medikamenten-beschichteten
Stents und etwa 1 mm bei unbeschichteten Stents. Je weiter der Stent expandiert wird und je
groRer der Lumendurchmesser nach der Intervention ist, desto geringer ist das Risiko einer
erneuten Stenose. AuBerdem wurden die Stent-Fraktur und die Implantation mehrerer Stents

als Risikofaktoren beschrieben.

1.3. Stentthrombose

Eine weitere Komplikation der Koronarintervention ist die Stentthrombose. Dabei verschlief3t
sich der implantierte Stent durch einen neu gebildeten Thrombus. Die Stentthrombose ist ein
seltenes Ereignis mit einer Inzidenz von 1,2 bis 2,1 Prozent.” Sie tritt am haufigsten innerhalb
der ersten 30 Tage nach der Koronarintervention auf.'

Die Implantation von Medikamenten-beschichteten Stents kann aufgrund der verlangsamten
GeféaBheilung und mdoglicher allergischer Reaktionen gegen das Stent-Material dazu fuhren,
dass sich die Stentthrombose analog zur Restenose auch noch im spéateren Verlauf entwi-
ckelt.'

Der Thrombus im implantierten Stent bildet sich innerhalb von Minuten bis Stunden. Die
Entstehung des Thrombus kann unter anderem durch eine Verletzung des Endothels initiiert
werden, wenn das Endothel thrombozytenhemmende Mediatoren nicht mehr ausreichend
freisetzen kann und die Thrombozyten mit dem subendothelialen Bindegewebe in Kontakt
kommen. Durch den Kontakt zu Kollagen und dem von Willebrand-Faktor im subendothelia-
len Bindegewebe lagern sich die Thrombozyten dem verletzten Endothel an und werden

aktiviert. Die aktivierten Thrombozyten setzten ADP und Thromboxan A2 frei, wodurch

® Ryan et al. 1988

® Lagerquist et al. 2009; van Werkum et al. 2009
1% palmerini et al. 2012

' palmerini et al. 2013



weitere Thrombozyten aktiviert werden und sich die Thrombozyten-Aggregation verstarkt.
Der Mediator ADP wirkt auf die Thrombozyten unter anderem tber den P2Y12-Rezeptor, der
wiederum den Glykoprotein I1b/l11a-Rezeptor aktiviert. Dieser Glykoprotein Ilb/l1la-Rezeptor
kann die Thrombozyten miteinander vernetzen, indem er Fibrinogen aus dem Plasma bindet.
Die vernetzten Thrombozyten bilden zusammen mit Fibrin, das parallel tiber eine Aktivierung
der Gerinnungskaskade entstanden ist, den Thrombus.*?

In abnehmender Haufigkeit sind von der akuten Stentthrombose die subakute Stentthrombose
innerhalb von 24 Stunden bis 30 Tagen, die spate Stentthrombose innerhalb von 30 Tagen bis

zu einem Jahr sowie die sehr spate Stentthrombose nach einem Jahr zu unterscheiden.*?

1.4. Clopidogrel

Die weltweit am weitesten verbreitete thrombozytenhemmende Begleittherapie besteht aus
Azetylsalizylsaure und Clopidogrel. Vor der Koronarintervention wird versucht, die Throm-
bozyten mit Azetylsalizylsdaure in einer einmaligen Dosis von 160 bis 325 mg und
Clopidogrel in einer einmaligen Dosis von 600 mg schnell und effektiv zu hemmen. Im
Verlauf erhalten die Patienten dann eine Dauertherapie mit Azetylsalizylsdure in einer
taglichen Dosis von 75 bis 100 mg und Clopidogrel in einer taglichen Dosis von 75 mg fir
mindestens 12 Monate.* Das Ziel dieser Begleittherapie ist es, wahrend der Koronarinterven-
tion die Thrombuslast zu vermindern und erneute thrombotische Ereignisse nach der Inter-
vention zu vermeiden.

Clopidogrel wirkt tber eine irreversible Hemmung des P2Y12-Rezeptors. Die Wirkdauer
betragt 7 bis 10 Tage, weil die Thrombozyten aufgrund der irreversiblen Hemmung solange
deaktiviert sind, bis sich neue Thrombozyten gebildet haben. Die haufigsten Nebenwirkungen
von Clopidogrel sind allergische Hautreaktionen und ein erhohtes Blutungsrisiko. Deshalb ist
Clopidogrel bei gastrointestinalen und intrakraniellen Blutungen sowie einer bereits bekann-
ten Allergie gegen Clopidogrel nur nach einer strengen Risiko-Nutzen-Abwégung einzuset-
zen.®

Die Aufnahme von Clopidogrel im Dinndarm wird unter anderem durch das P-Glykoprotein
reguliert. Das P-Glykoprotein ist ein Transportmolekil im Dunndarm, das Substanzen, die in

die Epithelzellen gelangt sind, wieder ins Dinndarmlumen zurtick transportieren kann. Das P-

'2 Ruggeri 2002
3 Cutlip et al. 2007
Y O'Gara et al. 2013
> UpToDate 2014
10



Glykoprotein wird auch als multidrug resistance protein 1 bezeichnet, weil eine Uberexpres-
sion des P-Glykoproteins in Tumorzellen dazu fiihren kann, dass Chemotherapeutika verstéarkt
aus den Zellen nach draufRen transportiert werden und die Tumorzellen dadurch gegentber
Chemotherapeutika resistent werden. Clopidogrel ist ein Substrat des P-Glykoproteins und
kann deshalb nicht ungehindert durch das Diinndarmepithel ins Blut diffundieren.®
Clopidogrel wird zun&chst in einer inaktiven Form in Tablettenform eingenommen und erst in
der Leber durch die Enzyme der Biotransformation in seinen aktiven Metaboliten umgewan-
delt. Die inaktive Form wird durch eine Oxidation an einem Thiophenring zu 2-oxo-
Clopidogrel und in einem zweiten Schritt durch eine weitere Oxidation und Bildung einer
Carboxylgruppe sowie einer Thiolgruppe in den aktiven Metaboliten umgewandelt. Die
Thiolgruppe des aktiven Metaboliten ist fur die irreversible Hemmung des P2Y12-Rezeptors
auf den Thrombozyten verantwortlich. An der Umwandlung von Clopidogrel in den aktiven
Metaboliten sind die Enzyme CYP1A2, CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19 und CYP3A4
beteiligt."’

Die Wirkung von Clopidogrel auf die Thrombozyten l&sst sich mithilfe von Thrombozyten-
Funktionstests messen. Dabei zeigte sich in mehreren Studien, dass die Wirkung von
Clopidogrel auf die Thrombozyten-Funktion zwischen Probanden stark variiert. Ein Teil der
Probanden hat unter der Therapie mit Clopidogrel weiterhin hohe Werte in den Thrombozy-
ten-Funktionstests. Dieses Phanomen ist aufgrund der Vielzahl an Studien und mdglichen
Testverfahren jedoch nicht einheitlich definiert und wird in der Literatur auch mit verschiede-
nen Begriffen beschrieben (unter anderem clopidogrel nonresponsiveness, clopidogrel
resistance, high on-clopidogrel platelet reactivity). Mogliche Ursachen der variablen Wirkung
von Clopidogrel auf die Thrombozyten-Funktion sind allgemeine Merkmale der Patienten
(zum Beispiel Alter, Diabetes mellitus, Ubergewicht), Wechselwirkungen mit anderen
Medikamenten, eine ungenligende Dosierung sowie genetische Ursachen. Dabei kommen
insbesondere jene genetischen Veranderungen in Frage, die den Stoffwechsel von Clopidogrel
betreffen.'®

Das ABCB1-Gen kodiert fur das P-Glykoprotein. Bei diesem Gen sind (ber funfzig Mutatio-
nen bekannt, die sich auf die Funktion des P-Glykoproteins auswirken kénnen. Der ABCB1-
3435C/T-Polymorphismus kommt mit am hdufigsten vor und wurde bereits mehrfach

untersucht. Bei dieser Mutation ist an der Position 3435 des ABCB1-Gens eine Cytosin-Base

'8 Taubert et al. 2006; Zhou 2008
7 Kazui et al. 2010; Xie et al. 2011
8 Trenk et al. 2012; Yousuf & Bhatt 2011

11



gegen eine Thymin-Base ausgetauscht.’® Mega et al. und Taubert et al. zeigten, dass sich
diese Mutation auf den Stoffwechsel von Clopidogrel auswirkt. Homozygote Tréger des
ABCB1-3435T-Allels haben eine geringere Plasmakonzentration des aktiven Metaboliten von
Clopidogrel und eine geringere Hemmung in den Thrombozyten-Funktionstests.?

Die Enzyme der Biotransformation, die an der Umwandlung von Clopidogrel in der Leber
beteiligt sind, konnen ebenfalls durch eine Vielzahl an Mutationen veréndert sein. Fir das
CYP2C19-Gen wurden tber dreilig Mutationen beschrieben, wobei in unserer Population die
Polymorphismen CYP2C19*2 und CYP2C19*17 am haufigsten sind. Bei dem CYP2C19*2-
Polymorphismus ist eine Guanin-Base an der Position 19154 durch eine Adenin-Base ersetzt,
wodurch die Funktion des Enzyms abgeschwécht wird. Das CYP2C19*2-A-Allel wird
deshalb auch als loss of function-Allel bezeichnet. Der CYP2C19*17-Polymorphismus wirkt
sich gegenteilig aus. Bei diesem Polymorphismus sind eine Thymin-Base an der Position -806
durch eine Cytosin-Base und eine Cytosin-Base an der Position -3402 durch eine Thymin-
Base ausgetauscht, wodurch die Transkription des Gens und damit die Funktion des Enzyms
verstarkt werden. In mehreren Studien wurde gezeigt, dass sich diese Polymorphismen auf
den Stoffwechsel von Clopidogrel auswirken. Probanden mit mindestens einem CYP2C19*2-
A-Allel haben eine geringere Plasmakonzentration des aktiven Metaboliten und héhere Werte
in den Thrombozyten-Funktionstests, wahrend Probanden mit mindestens einem
CYP2C19*17-T-Allel eine hohere Konzentration des aktiven Metaboliten und eine starkere
Thrombozyten-Funktionshemmung aufweisen.?

Mega et al. und Simon et al. untersuchten im Jahr 2009 erstmals den Einfluss dieser geneti-
schen Verénderungen auf kardiovaskuldre Ereignisse nach einem akuten Myokardinfarkt
beziehungsweise einem akuten Koronarsyndrom. In der Studie von Mega et al. hatten
Patienten mit mindestens einem CYP2C19*2-A-Allel im Vergleich zu Patienten mit dem *2-
GG-Genotyp ein dreifach erhéhtes Stentthrombose-Risiko und ein um 53 Prozent erhohtes
Risiko kardiovaskuldrer Gesamtereignisse unter Berlcksichtigung der Variablen Tod,
erneuter Myokardinfarkt und Schlaganfall. Simon et al. zeigten ein erhohtes Risiko kardi-
ovaskularer Gesamtereignisse bei homozygoten Tragern des ABCB1-3435T-Allels und bei
Patienten mit zwei CYP2C19-loss of function-Allelen, wobei auch die seltenen Polymor-
phismen *3, *4 und *5 bertcksichtigt wurden. Dieser Effekt war besonders bei jenen

Patienten ausgepragt, die mit einer Koronarintervention behandelt worden waren.?

¥ Hoffmeyer et al. 2000; Kimchi-Sarfaty et al. 2007

% Mega et al. 2010; Taubert et al. 2006

2L K. A. Kim et al. 2008; Mega et al. 2009a; Shuldiner et al. 2009
%2 Mega et al. 2009a; Simon et al. 2009
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2. Problemstellung

In Voruntersuchungen von Mega et al. und Simon et al. waren Polymorphismen der Gene
CYP2C19 und ABCB1 mit kardiovaskuldren Ereignissen nach einem Myokardinfarkt
beziehungsweise einem akuten Koronarsyndrom assoziiert.”® Dieser Effekt zeigte sich
besonders bei Patienten, die mit einer Koronarintervention behandelt worden waren. Dieses
Ergebnis legt den Schluss nahe, dass die untersuchten Genmutationen die Effektivitat der
Koronarintervention beeinflussen. Die Effektivitat beziehungsweise der langfristige Thera-
pieerfolg der Koronarintervention lassen sich neben der H&ufigkeit von Stentthrombosen
anhand der Haufigkeit von Restenosen des betroffenen GeféRabschnittes, die zu einer
erneuten Intervention filhren (engl. target lesion revascularization, TLR), messen. Diese
Komplikation wurde in den oben genannten Studien nicht untersucht.

Wir mdchten in dieser Studie eine mogliche Abhéngigkeit der TLR von den Genpolymor-
phismen ABCB1-3435C/T, CYP2C19*2 und CYP2C19*17 untersuchen. Dafiir bendtigen wir
eine Stichprobe, bestehend aus Patienten mit einem akuten Myokardinfarkt, die erfolgreich
interventionell behandelt wurden, weil die TLR nur dann auftreten kann, wenn die primére
Behandlung zunéchst erfolgreich war. Neben der TLR mochten wir die Variablen
Stentthrombose, Tod, Myokardinfarkt, Schlaganfall und Infarktausdehnung untersuchen, um
die Ergebnisse der oben genannten Studien nachvollziehen zu kénnen und die wissenschaftli-
che Grundlage fur die Entwicklung individualisierter Therapieansatze zu erweitern. Bei den
loss of function-Mutationen des CYP2C19-Gens beschranken wir uns auf den CYP2C19*2-

Polymorphismus, weil die anderen Mutationen insgesamt selten sind.

Null-Hypothese:

Die Variablen TLR, Stentthrombose, Tod, Myokardinfarkt, Schlaganfall und Infarktausdeh-
nung sind zwischen den Genotypen der Polymorphismen ABCB1-3435C/T, CYP2C19*2 und
CYP2C19*17 gleichmaRig verteilt.

Alternativ-Hypothese:

Die Variablen TLR, Stentthrombose, Tod, Myokardinfarkt, Schlaganfall und Infarktausdeh-
nung sind von den Genotypen der Polymorphismen ABCB1-3435C/T, CYP2C19*2 und
CYP2C19*17 abhéngig.

% Mega et al. 2009a; Simon et al. 2009
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3. Material und Methodik

3.1. Studienaufbau

Wir haben in dieser Studie den Einfluss vererbter Genpolymorphismen auf die prospektiv
erhobene Ereignisrate in einer Stichprobe von 928 Patienten mit einem akuten Myokardin-
farkt, die in den Jahren 2005 bis 2008 im Deutschen Herzzentrum Miinchen und in der 1.
Medizinischen Klinik des Klinikums Rechts der Isar in Munchen behandelt worden waren,
untersucht. Die Patienten wurden im Rahmen von Infarktstudien nach schriftlicher Einver-
standniserklarung prospektiv beobachtet. Die Population, tUber die unsere Studie Aussagen
treffen soll, sind Patienten mit einem akuten Myokardinfarkt, die mit einer Koronarinterven-
tion und einer initialen Clopidogrel-Dosis behandelt werden. Darlber hinaus definiert sich die
Stichprobe unserer Studie durch bestimmte Ein- und Ausschlusskriterien (siehe Tabelle 2 auf
Seite 15).

Die Patienten erhielten vor der Koronarintervention eine initiale Clopidogrel-Dosis von 600
mg. Bei 98 Prozent der Patienten wurde ein Stent implantiert, wobei in tUber 90 Prozent der
Félle ein Medikamenten-beschichteter Stent benutzt wurde. 97 Prozent der Patienten erhielten
nach der Koronarintervention eine thrombozytenhemmende Therapie mit Clopidogrel in einer
Dosierung von 75 mg einmal t&glich fiir mindestens 6 Monate und Acetylsalicylséure in einer
Dosierung von 100 mg einmal taglich auf Dauer. Ein Einschlusskriterium war ein gutes
postinterventionelles Ergebnis mit einem Thrombolysis in Myodarcial Infarction Flow-Grad 2
oder 3. Grad 3 bedeutet eine normale Durchblutung der Koronararterie und Grad 2 eine
komplette Durchblutung der Region distal der Stenose mit einem verlangsamten Blutfluss,
wobei das Kontrastmittel mehr als 3 Sekunden benétigt, um von der Injektion in die Periphe-
rie des Myokards zu gelangen.?* Eine erfolgreiche Intervention mit einem guten postinterven-
tionellem distalen Fluss wurde als Einschlusskriterium gewéhlt, weil die TLR als abhéngige
Variable untersucht werden soll und die TLR nur dann auftreten kann, wenn die primare
Behandlung zunéchst erfolgreich war. Weitere Einschlusskriterien waren die Durchfiihrung
einer angiografischen Nachsorgeuntersuchung 6 bis 8 Monate nach der Koronarintervention
oder bei erneuten Beschwerden und die Durchfiihrung einer Myokardszintigrafie 5 bis 7 Tage
nach der Koronarintervention. Mit der Myokardszintigrafie wurde die endgultige Infarktaus-

dehnung bestimmt. Dariber hinaus wurde bei allen Patienten nach einem Jahr eine Wieder-

24 Chesebro et al. 1987
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Tabelle 2. Ein- und Ausschlusskriterien der Stichprobe

Einschlusskriterien

Akuter Myokardinfarkt und schriftliche Einverstandniserklarung zur Nachverfolgung
Koronarintervention mit TIMI* Flow 2 oder 3

600 mg Clopidogrel loading dose

Myokardszintigrafie 5-7 Tage nach der Koronarintervention

Kontroll-Angiografie 6-8 Monate nach der Koronarintervention

Schriftliche Einverstandniserklarung zur Teilnahme an der genetischen Studie
Telefon-Interview oder Wiedervorstellung 1 Jahr nach der Koronarintervention
Verfligbarkeit der Patientenakte

Ausschlusskriterien

Kontraindikationen gegen
Azetylsalizylsaure
Clopidogrel
Heparin
Bivalirudin
Rostfreien Stahl
Cobalt-Chromium

*TIMI Thrombolysis in Myodarcial Infarction

vorstellung veranlasst oder ein Telefon-Interview durchgefihrt. Dadurch ist in unserer Studie
ein Beobachtungszeitraum von 1 Jahr gewéhrleistet. Die klinischen Daten wurden im Rahmen
der Infarktstudien entsprechend der schriftlichen Einverstandniserklarung prospektiv erhoben.
Alle Patienten unterschrieben wahrend der primaren Behandlung eine schriftliche Einver-
standniserklarung zur wissenschaftlichen Auswertung ihrer klinischen Daten und der geneti-
schen Analyse. Dieses Vorgehen wurde von der Ethikkommission der Technischen Universi-
tat Mlnchen bewilligt. Flr die genetische Analyse wurde bei allen Patienten im Rahmen der
primaren Behandlung Blut abgenommen. Die Abbildung 1 auf Seite 23 zeigt den organisato-

rischen Ablauf unserer Studie im Uberblick.
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3.2. DNA-Isolierung

Die Blutproben der Patienten wurden nach der Blutabnahme bei -25 °C gelagert. Fur die
Isolierung der DNA wurde das Blut aufgetaut. Die DNA-Isolierung wurde mit dem Nucleo-
Spin Blood QuickPure Set der Firma Macherey-Nagel, Duren, Deutschland, nach den
Vorgaben durchgefiihrt. Das Set der Firma Macherey-Nagel enthélt eine NucleoSpin Blood
QuickPure Column, den Lysis Buffer BQ1, den Wash Buffer BQ2 als Konzentrat, den Elution
Buffer BE, die Proteinase K in gefriergetrockneter Form, den Proteinase Buffer PB und zwei
2 ml AuffanggefaRe. Vor dem Gebrauch wurden das Wash Buffer BQ2-Konzentrat mit der
vierfachen Menge Ethanol und die gefriergetrocknete Proteinase K mit dem Proteinase Buffer
PB vermischt. In einem ersten Arbeitsschritt wurden in einem 1,5 ml ReaktionsgefaR 200 pl
EDTA-Blut, 25 ul Proteinase K und 200 ul Lysis Buffer BQ1 der Firma Macherey-Nagel
miteinander vermischt und in einem Thermomixer fur 10 Minuten auf 70 °C erhitzt. Dabei
l6sen sich die Blutzellen durch die Puffersubstanz auf und die DNA wird freigegeben. Danach
wurden 200 pl Ethanol dazugegeben und die Losung wurde in eine NucleoSpin Blood
QuickPure Column der Firma Macherey-Nagel umgefillt. Die NucleoSpin Blood QuickPure
Column steckt in einem 2 ml Auffanggefa und enthalt eine Silicat-Membran, an die die
DNA bindet. Das GefalR wurde mit 11.000 Umdrehungen pro Minute fir 1 Minute zentrifu-
giert, wodurch das Blut in das Auffanggefal? abflieRt und die DNA, die an der Membran
gebunden ist, von der Flussigkeit getrennt wird. Die Sdule mit der Silicat-Membran wurde
daraufhin in ein neues 2 ml Auffanggefa gesteckt und 350 pl Buffer BQ2 der Firma
Macherey-Nagel wurden zum Waschen der DNA hinzugegeben. Das Gefall wurde wieder mit
11.000 Umdrehungen pro Minute fur 3 Minuten zentrifugiert und die durchgelaufene
Flussigkeit wurde entsorgt. Um die DNA schlie8lich von der Membran auszuwaschen, wurde
die Sdule in ein 1,5 ml Reaktionsgefal gesteckt und mit 200 ul Buffer BE der Firma Mache-
rey-Nagel Ubergossen. Dabei 16st sich die DNA von der Silicat-Membran und flief3t in das
Reaktionsgefal ab. Das 1,5 ml ReaktionsgefaR wurde fir 1 Minute bei Raumtemperatur
aufbewahrt und anschliefend mit 11.000 Umdrehungen pro Minute fir 1 Minute zentrifu-
giert.?

Die ReaktionsgefélRe mit der isolierten DNA wurden bis zur Genotypisierung bei -25 °C

gelagert.

% Macherey-Nagel 2012
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3.3. DNA-Amplifikation und Genotypisierung

Die Genotypen der Patienten wurden mithilfe einer quantitativen real-time Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) bestimmt. Die quantitative real-time PCR ist eine Methode, die die
Genamplifikation und die Genbestimmung in einem Arbeitsschritt ermdglicht. Wie bei einer
Untersuchung mittels PCR ublich werden in einem Reaktionsgefa® DNA, Primer, Nukleotide,
eine DNA-Polymerase und ein Puffer gemischt. Zusétzlich wird bei der quantitativen real-
time PCR ein Oligonukleotid als Gensonde hinzugegeben, das eine Zielsequenz in der DNA
besitzt. In der ersten Phase der Polymerase-Kettenreaktion wird die Probe auf 95 °C erhitzt
und der DNA-Doppelstrang teilt sich in zwei Einzelstrange auf. In der zweiten Phase wird die
Probe auf 60 °C abgekihlt und die Primer binden an die DNA. In der dritten Phase beginnt
die DNA-Polymerase die komplementdren DNA-Strdnge zu synthetisieren. Nach mehreren
Zyklen dieser drei Phasen wird der zwischen den Primern liegende Abschnitt der DNA
amplifiziert.”® Wenn in dem amplifizierten Abschnitt die Zielsequenz des hinzugegebenen
Oligonukleotids liegt, bindet das Oligonukleotid in der zweiten Phase der Polymerase-
Kettenreaktion an den DNA-Abschnitt. Die DNA-Polymerase wird dadurch aber nicht von
der Synthese abgehalten. Als Polymerase wird die Thermus aquaticus (Taq)-DNA-Poly-
merase verwendet, die neben der Polymerase-Aktivitat auch eine Aktivitét als 5'-3'-Exonukle-
ase besitzt. Das Enzym kann mit seiner 5'-3'-Exonuklease-Aktivitdt das an den DNA-Ab-
schnitt gebundene Oligonukleotid spalten, wéhrend es den komplementdren DNA-Strang
synthetisiert.?’

Die Gensonde besitzt am 5'-Ende einen fluoreszierenden Farbstoff und am 3'-Ende einen
Farbstoff, der die Fluoreszenz unterdriickt. Wenn die Gensonde von der Tag-DNA-Poly-
merase gespalten wird, verlieren der hemmende und der fluoreszierende Farbstoff den
Kontakt und die Fluoreszenz wird messbar (siehe Abbildung 2 auf Seite 24). Die Gensonde
wird nur dann von der Taq-DNA-Polymerase gespalten, wenn sie vorher an ihrer Zielsequenz
gebunden war. Eine messbhare Fluoreszenz bedeutet also, dass die Zielsequenz der Gensonde
in dem amplifizierten DNA-Abschnitt enthalten war.?®

In unserer Studie wurden die Genotypen von bekannten Genpolymorphismen untersucht. Es
sollte zwischen zwei Allelen unterschieden werden, wofur zwei Gensonden verwendet
werden, deren Sequenzen den beiden Allelen entsprechen. Die Farbstoffe der beiden Genson-

den fluoreszieren in verschiedenen Frequenzen. Nach der Polymerase-Kettenreaktion lasst

% Berg et al. 2012
" Holland et al. 1991
28 | jvak 1999
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sich aus dem Frequenzspektrum der fluoreszierenden Probe der Genotyp des Patienten
ablesen. Uberwiegt eine der beiden Frequenzen, liegt ein homozygoter Genotyp des entspre-
chenden Allels vor. Sind beide Frequenzen vorhanden, liegt ein heterozygoter Genotyp vor.?
Es wurde mit dem ABI PRISM 7700 Sequenz Detection System der Firma Applied Biosys-
tems (jetzt Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) gearbeitet. Das System
erkennt mit einer Kamera die Frequenzspektren der Proben und erstellt ein Diagramm, auf
dem sich die untersuchten Proben nach ihrem Frequenzspektrum verteilen. Die beiden Achsen
des Diagramms bezeichnen die beiden verschiedenen Frequenzen. Die untersuchten Proben
verteilen sich in dem Diagramm in drei Punktwolken. Eine Punktwolke entspricht dem
normalen Allel, eine zweite Punktwolke dem Risikoallel und eine dritte Punktwolke dem
heterozygoten Genotyp.®® Der Untersucher bestimmt den Genotyp der einzelnen Punkte. Die
Genotypen wurden anschlieend den Patientenproben zugeordnet und tabellarisch dokumen-
tiert.

Die Arbeitsschritte der quantitativen real-time PCR bestanden im Einzelnen zun&chst aus dem
Herstellen einer Losung in einem 2 ml Reaktionsgefall nach folgendem Pipettierschema: 565
pl H,O, 850 pl Master Mix der Firma Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA, 25,5 pl Primer FORward, 25,5 pl Primer REVerse, 17 ul Gensonde FAM, 17ul
Gensonde VIC. Der Master Mix der Firma Thermo Fisher Scientific beinhaltet Nukleotide,
die Tag-DNA-Polymerase und den Puffer. Von dieser Losung wurden je 15 ul in die Vertie-
fungen einer 96-Well-PCR-Platte der Firma Kisker, Steinfurt, Deutschland, geflllt. In 90
Wells der Platte wurden daraufhin je 2 pl der DNA-Proben von Patienten gefillt. In 4 Wells
wurden als Referenzen je 2 ul von DNA-Proben von Kontrollpersonen mit bekannten
homozygoten Genotypen gefullt. In die verbleibenden 2 Wells wurden als Referenzen ohne
Fluoreszenz 2 pl H,O gefillt. Die 96-Well-PCR-Platte wurde mit einer Folie abgedeckt und
mit 3000 Umdrehungen pro Minute fir 10 Sekunden zentrifugiert. Die Polymerase-
Kettenreaktion wurde anschlieBend Uber vierzig Zyklen durchgefiuihrt. Die erste Phase dauerte
15 Sekunden bei 95 °C. Die zweite Phase und die dritte Phase dauerten zusammen 1 Minute
bei 60 °C. Die Polymerase-Kettenreaktion wurde mit einem Thermal Cycler der Firma
Applied Biosystems durchgefiihrt. Im Anschluss an die Polymerase-Kettenreaktion wurde die
Platte mit 3000 Umdrehungen pro Minute fir 10 Sekunden zentrifugiert und mit dem ABI

PRISM 7700 Sequenz Detection System wie oben beschrieben ausgewertet.

2 jvak 1999
30 jvak 1999
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Um ein maogliches Vertauschen der Proben und Messfehler auszuschlieRen, wurde jede flinfte
Probe ein zweites Mal gemessen und mit dem Primé&rergebnis verglichen. Es zeigte sich keine
Abweichung, sodass keine Messung wiederholt werden musste. Um Fehler bei der Zuordnung
der Genotypen zu den Patientenproben zu vermeiden, wurden die von der Software erstellten
Diagramme von zwei unabhangigen Untersuchern ausgewertet.

Bei sechs Patientenproben war die Genotypisierung mithilfe der quantitativen real-time PCR
nicht moglich. Bei diesen Patientenproben wurde die DNA sequenziert, wofir das ABI
PRISM 3100 Genetic Analyzer capillary sequencing system und das BigDye Terminator v1.1

Cycle Sequencing Kit der Firma Applied Biosystems verwendet wurden.

3.4. Materialien und Gerate

In der Tabelle 3 auf Seite 20 sind alle verwendeten Materialien und Geréte aufgelistet.

3.5. Variablen und Definitionen

Die unabhangigen Variablen unserer Studie sind die Genotypen der Polymorphismen
ABCB1-3435C/T, CYP2C19*2 und CYP2C19*17. Die abhdngigen Variablen sind die
Ereignisse TLR, Stentthrombose, Tod, Myokardinfarkt und Schlaganfall sowie die In-
farktausdehnung (siehe Tabelle 4 auf Seite 21).

Die TLR ist definiert als eine erneute Koronarintervention oder Bypass-Operation aufgrund
einer Restenose des betroffenen GeféRabschnitts. Die Patienten mussen sowohl die Symptome
einer Ischdmie als auch eine angiografisch nachweisbare Restenose entwickelt haben. Die
Restenose ist angiografisch nachgewiesen, wenn der Minimaldurchmesser im Interventions-
bereich und 5 mm um ihn herum um tber 50 Prozent im Vergleich zum Referenzdurchmesser
verkleinert ist. Als Referenzdurchmesser wird der Mittelwert des Gefalldurchmessers direkt
proximal und distal des Interventionsbereiches definiert.*

Der erneute Myokardinfarkt ist definiert durch neu aufgetretene pathologische Q-Zacken im
EKG oder durch eine Erhdhung der CK oder der CK-MB mindestens um das Dreifache.* Die
Kombination aus den Variablen TLR, Tod und erneuter Myokardinfarkt wird als signifikantes
klinisches Ereignis, major adverse cardiovascular events (MACE), bezeichnet.

31 Cutlip et al. 2007
% Thygesen et al. 2007
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Tabelle 3. Auflistung der verwendeten Materialien und Gerate

DNA-Isolierung

EDTA-Blut von 928 Patienten

NucleoSpin Blood QuickPure Set der Firma Macherey-Nagel, Diren, Deutschland

Ethanol 100%

1,5 ml Reaktionsgefalie der Firma Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipetten und Pipetten-Spitzen der Firma Eppendorf

Thermomixer 5436 der Firma Eppendorf

Zentrifuge der Firma Jouan (jetzt Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)

Genotypisierung

DNA-Proben von 928 Patienten
DNA-Proben von Kontrollpersonen
Master Mix der Firma Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA

6 Primer der Firma Applied Biosystems (jetzt Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massa-
chusetts, USA)

6 Gensonden der Firma Applied Biosystems

H,O

96-Well-PCR-Platten der Firma Kisker, Steinfurt, Deutschland
Abdeckfolien der Firma Kisker

2 ml Reaktionsgefalie der Firma Eppendorf

Pipetten und Pipetten-Spitzen der Firma Eppendorf

Zentrifuge der Firma Jouan

Thermal Cycler der Firma Applied Biosystems

ABI PRISM 7700 Sequenz Detection System der Firma Applied Biosystems

Der Schlaganfall ist definiert als ein akutes neurologisches Defizit, das mindestens 24
Stunden andauert, und wird Uber eine zerebrale Bildgebung diagnostiziert.

Die Definition der Stentthrombose umfasst in unserer Studie die gesicherte und die wahr-
scheinliche Stentthrombose. Die Stentthrombose ist gesichert, wenn ein Thrombus in der
Ziellasion angiografisch nachgewiesen wurde. Die wahrscheinliche Stentthrombose wird
durch einen Myokardinfarkt in dem Versorgungsgebiet des betroffenen Geféalies oder durch

einen unerklarten Tod innerhalb der ersten 30 Tage nach der Koronarintervention definiert.*®

% Cutlip et al. 2007
20



Tabelle 4. Variablen

Unabhéangige Variablen

ABCB1-3435CC-Genotyp
ABCB1-3435T-Allel
CYP2C19*2-GG-Genotyp
CYP2C19*2-A-Allel
CYP2C19*17-CC-Genotyp
CYP2C19*17-T-Allel

Abhangige Variablen

TLR*

Tod

Erneuter Myokardinfarkt
Tod oder Myokardinfarkt
MACE*

Schlaganfall

MACE oder Schlaganfall*
Stentthrombose
Infarktausdehnung**

*TLR target lesion revascularization, MACE major adverse cardiovascular events (TLR,
Tod oder Myokardinfarkt)

**Anteil des infarzierten Myokards am gesamten Myokard

Die endgultige Infarktausdehnung ist definiert als der Anteil des infarzierten Myokards am
gesamten Myokard. Die Infarktausdehnung wurde 5 bis 7 Tage nach der Koronarintervention

mithilfe einer Myokardszintigrafie bestimmt.

3.5. Statistische Analyse

Die kategorialen Variablen wurden mit dem Chi-Quadrat-Test oder dem Exakten Test nach
Fisher auf einen Zusammenhang mit den Genotyp-Gruppen hin getestet. Die metrischen
Variablen wurden mit dem Zwei-Stichproben-t-Test oder einer Varianzanalyse ausgewertet.
Dabei wurde ein p-Wert < 0,05 als Signifikanz-Level festgelegt. Zunéchst wurde untersucht,
ob die Basismerkmale der Patienten gleichmdRig zwischen den Genotyp-Gruppen verteilt

sind. AnschlielRend wurde die Verteilung der abh&ngigen Variablen auf die Genotyp-Gruppen
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untersucht. Mit dem Chi-Quadrat-Test wurde untersucht, ob die Verteilungen der Genotypen
dem Hardy-Weinberg-Gleichgewicht entsprechen. Die statistische Auswertung wurde mit der
S-Plus Software der Firma Insightful Corporation (jetzt TIBCO Software Inc., Palo Alto,
California, USA) und der R Software durchgefthrt.
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Die Patienten wurden in den Jahren 2005 bis 2008 im Deutschen Herzzentrum
Minchen und im Klinikum Rechts der Isar in Minchen behandelt.

Wahrend der Behandlung wurde den Patienten Blut zu Studienzwecken
abgenommen.

928 Patienten wurden ausgewahlt, die den Ein- und Ausschlusskriterien
entsprachen.

Die DNA wurde aus dem Blut der Patienten isoliert.

Die Genotypen der Patienten wurden bestimmt.

Die klinischen Daten wurden aus den Patientenakten entnommen und
ausgewertet.

Abbildung 1. Organisatorischer Ablauf der Studie im Uberblick
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Abbildung 2. Prinzip der quantitativen real-time PCR

Die Gensonde besitzt am 5'-Ende einen fluoreszierenden Farbstoff (Fluorophore) und am 3'-
Ende einen Farbstoff, der die Fluoreszenz unterdriickt (Quencher). Wenn die Gensonde von

der Tag-DNA-Polymerase gespalten wird, verlieren der hemmende und der fluoreszierende
Farbstoff den Kontakt und die Fluoreszenz wird messbar.*

3 |ivak 1999
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4. Ergebnisse

4.1. Durchfihrung der Experimente

Die Kontrollmessungen entsprachen in allen Féllen den primaren Messungen, weshalb die
Ergebnisse als reproduzierbar und verlasslich angesehen werden kénnen. Auch die Auswer-
tung der Diagramme durch einen zweiten Untersucher ergab in allen Féllen dasselbe Ergeb-
nis. Bei sechs Patientenproben konnte der Genotyp nicht mithilfe der quantitativen real-time
PCR bestimmt werden. Bei diesen Proben wurde der Genotyp Uber eine DNA-Sequenzierung

bestimmt.

4.2. Verteilungen der Genotypen

Die Verteilungen der Genotypen zeigten fur den ABCB1-C/T-Polymorphismus 203 Patienten
mit CC (21.9 Prozent), 457 Patienten mit CT (49,2 Prozent) und 268 Patienten mit TT (28,9
Prozent). Fur den CYP2C19*2-G/A-Polymorphismus ergab sich folgende Verteilung: 680
Patienten GG (73,3 Prozent), 227 Patienten GA (24,5 Prozent) und 21 Patienten AA (2,2
Prozent). Bei dem CYP2C19*17-C/T-Polymorphismus hatten 565 Patienten CC (60,9
Prozent), 309 Patienten CT (33,3 Prozent) und 54 Patienten TT (5,8 Prozent). Diese Vertei-
lungen entsprachen alle jeweils dem Hardy-Weinberg-Gleichgewicht, sodass davon ausge-
gangen werden kann, dass in der Population keine Selektion aufgrund der untersuchten
Polymorphismen stattgefunden hat (p = 0,76 fir den ABCB1-Genotyp, p = 0,14 fur den
CYP2C19*2-Genotyp und p = 0,18 fiir den CYP2C19*17-Genotyp).

4.3. Basismerkmale der Patienten

Die Tabellen 5 bis 7 auf den Seiten 28 bis 30 zeigen die Verteilungen der kardiovaskuldren
Merkmale auf die Genotyp-Gruppen. Bei dem ABCB1-Polymorphismus sind alle Risikofak-
toren gleichmaRig zwischen den beiden Genotyp-Gruppen verteilt. Bei dem CYP2C19*2-
Polymorphismus haben in der Gruppe mit dem CYP2C19*2-GG-Genotyp mehr Patienten
einen alten Myokardinfarkt in der Anamnese (p = 0,025). Bei dem CYP2C19*17-Polymo-
phismus sind drei Merkmale nicht gleichméRig verteilt. In der Gruppe mit dem CYP2C19*17-
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T-Allel sind der Diabetes mellitus (p = 0,024), die Mehr-Gefa3-KHK (p = 0,009) und der alte
Myokardinfarkt in der Anamnese (p = 0,040) h&ufiger.

Die Tabellen 8 bis 10 auf den Seiten 31 bis 33 zeigen die Verteilungen der klinischen
Merkmale auf die Genotyp-Gruppen. In der Gruppe mit dem ABCBL1-T-Allel ist der Ramus
interventricularis anterior als infarziertes Gefall haufiger betroffen (p = 0,009). In dieser
Gruppe wurden auRerdem mehr Patienten mit einem ACE- oder AT-II-Inhibitor behandelt (p
= 0,004). Bei dem CYP2C19*2-Polymorphismus erhielten in der Gruppe mit dem
CYP2C19*2-A-Allel mehr Patienten einen Stent (p = 0,048). In dieser Gruppe wurden
dariiber hinaus nur 99 Prozent der Patienten im Vergleich zu 97 Prozent mit Clopidogrel als
Dauertherapie behandelt (p = 0,048). Bei dem CYP2C19*17-Genotyp erhielten in der Gruppe
mit dem CYP2C19*17-T-Allel weniger Patienten einen Stent (p = 0,030) und der Ramus

interventricularis anterior war in dieser Gruppe seltener betroffen (p = 0,013).

4.4. Abhangige Variablen

Die Tabelle 11 auf Seite 34 und die Abbildung 3 auf Seite 37 zeigen die Verteilungen der
abhangigen Variablen auf die Genotyp-Gruppen des ABCB1-3435C/T-Polymorphismus. Auf
der Abbildung lasst sich eine Tendenz dahingehend erkennen, dass sich das T-Allel protektiv
auf die abhangigen Variablen auswirken koénnte. Die Unterschiede zwischen den Genotyp-
Gruppen sind jedoch nicht statistisch signifikant. Zwischen den Genotyp-Gruppen des
CYP2C19*2-Polymorphismus sind die abhangigen Variablen ebenfalls statistisch gleichma-
Rig verteilt (siehe Tabelle 12 auf Seite 35 und Abbildung 4 auf Seite 38).

Dagegen fanden wir bei dem CYP2C19*17-Polymorphismus mehrere statistisch signifikante
Zusammenhdange. Die Tabelle 13 auf Seite 36 und die Abbildung 5 auf Seite 39 zeigen die
Verteilung der klinischen Ereignisse auf die Genotyp-Gruppen des CYP2C19*17-Polymor-
phismus. Bei diesem Polymorphismus zeigte sich eine absolute Reduktion der TLR um 8
Prozent bei Tragern des *17-T-Allels. Die TLR reduziert sich von 22 Prozent bei Patienten
mit dem CYP2C19*17-CC-Genotyp auf 14 Prozent bei Patienten mit dem *17-T-Allel.
Dieser Zusammenhang ist mit einem p-Wert von 0,002 klar statistisch signifikant. Das
relative Risiko dieser Assoziation betrégt 0,63 mit einem 95 Prozent-Konfidenzintervall von
0,47 bis 0,85. Das Odds-Ratio betragt 0,57 mit einem 95 Prozent-Konfidenzintervall von 0,39
bis 0,82. Dartiber hinaus fanden wir statistisch signifikante Reduktionen der Variablen MACE
und der Kombination aus MACE und Schlaganfall bei Patienten mit dem *17-T-Allel. Die
Variable MACE reduziert sich von 28 Prozent auf 22 Prozent (p = 0,040). Das relative Risiko
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dieser Assoziation betragt 0,78 mit einem 95 Prozent-Konfidenzintervall von 0,62 bis 0,99
und das Odds-Ratio 0,72 mit einem 95 Prozent-Konfidenzintervall von 0,53 bis 0,98. Die
Kombination aus MACE und Schlaganfall reduziert sich von 29 Prozent auf 23 Prozent
(p =0,042). Die weiteren abhdngigen Variablen sind zwischen den Genotyp-Gruppen des
CYP2C19*17-Polymorphismus statistisch gleichméafig verteilt.
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Tabelle 5. Verteilung der kardiovaskuldaren Merkmale auf die ABCB1-Genotypen

Mittelwert + Standartabweichung oder N (%)

Merkmale ABCB1-CC-Genotyp ABCB1-T-Allel
N 203 725

Alter (Jahre) 65+ 14 65+ 13
Frauen 51 (25%) 183 (25%)
Avrterielle Hypertonie 153 (75%) 538 (74%)
Hypercholesterindmie 104 (51%) 378 (52%)
Raucher 74 (36%) 265 (37%)
Diabetes mellitus 43 (21%) 181 (25%)
Mehr-GefaB-KHK* 146 (72%) 523 (72%)
Alte Bypass-Operation 9 (4%) 48 (7%)
Alter Myokardinfarkt 30 (15%) 99 (14%)
Body mass index (kg/m?) 27 + 4 27 + 4
Ejektionsfraktion (%) 48 £ 12 48 £ 12

*KHK koronare Herzkrankheit
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Tabelle 6. Verteilung der kardiovaskularen Merkmale auf die CYP2C19*2-Genotypen

Mittelwert + Standartabweichung oder N (%)

Merkmale CYP2C19*2-GG-Genotyp CYP2C19*2-A-Allel
N 680 248

Alter (Jahre) 65+ 13 66 + 13
Frauen 166 (24%) 68 (27%)
Avrterielle Hypertonie 510 (75%) 181 (73%)
Hypercholesterindmie 351 (52%) 131 (55%)
Raucher 259 (38%) 80 (32%)
Diabetes mellitus 170 (25%) 54 (22%)
Mehr-GefaB-KHK** 493 (73%) 176 (71%)
Alte Bypass-Operation 44 (6%) 13 (5%)
Alter Myokardinfarkt 105 (15%) 24 (10%)*
Body mass index (kg/m?) 27+ 4 27 + 4
Ejektionsfraktion (%) 48 +12 49+ 11

*p < 0,05; Chi-Quadrat-Test oder Exakter Test nach Fisher
**KHK koronare Herzkrankheit
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Tabelle 7. Verteilung der kardiovaskularen Merkmale auf die CYP2C19*17-Genotypen
Mittelwert + Standartabweichung oder N (%)

Merkmale CYP2C19*17-CC-Genotyp CYP2C19*17-T-Allel
N 565 363

Alter (Jahre) 65+ 13 65+ 13

Frauen 141 (25%) 93 (26%)

Avrterielle Hypertonie 416 (74%) 275 (76%)
Hypercholesterindmie 292 (52%) 190 (52%)

Raucher

Diabetes mellitus
Mehr-GefalR-KHK**
Alte Bypass-Operation
Alter Myokardinfarkt
Body mass index (kg/m?)
Ejektionsfraktion (%)

207 (37%)
122 (22%)
390 (69%)
29 (5%)
68 (12%)
27+ 4

48 +11

132 (36%)
102 (28%)*
279 (77%)*
28 (8%)

61 (17%)*
27 + 4

48 + 12

*p < 0,05; Chi-Quadrat-Test oder Exakter Test nach Fisher
**KHK koronare Herzkrankheit
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Tabelle 8. Verteilung der klinischen Merkmale auf die ABCB1-Genotypen
Mittelwert + Standartabweichung oder N (%)

Merkmale ABCB1-CC-Genotyp ABCB1-T-Allel
N 203 725
Anteriorer Myokardinfarkt 74 (36%) 284 (39%)
Gefaly
RIVA** 73 (36%) 294 (41%)*
RCX** 53 (26%) 162 (22%)
RCA** 67 (33%) 238 (33%)
LCA** 8 (4%) 7 (1%)
Bypass-Operation 2 (2%) 24 (3%)
TIMI Flow vorher**
0 94 (46%) 304 (42%)
1 18 (9%) 68 (9%)
2 43 (21%) 152 (21%)
3 48 (24%) 201 (28%)
GeféaRdicke (mm) 29+0,6 29%05
Lumendurchmesser vorher (mm) 0,5+0,5 0,505
Lumendurchmesser nachher (mm) 26+05 2,705
Stent 195 (96%) 710 (98%)
Medikation bei Entlassung
Aspirin 196 (97%) 708 (98%)
Clopidogrel 196 (97%) 709 (98%)
Cumarine 15 (7%) 44 (6%)
Statin 187 (92%) 688 (95%)
ACE- oder AT-Il-Inhibitor** 182 (90%) 690 (95%)*
Betablocker 193 (95%) 693 (96%)

*p < 0,05; Chi-Quadrat-Test oder Exakter Test nach Fisher

**RIVA Ramus interventricularis anterior, RCX Ramus circumflexus, RCA rechte Koronar-

arterie, LCA linke Koronararterie, TIMI thrombolysis in myocardial infarction, ACE angio-
tensin-converting enzyme, AT-Il Angiotensin-I1-Rezeptor
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Tabelle 9. Verteilung der klinischen Merkmale auf die CYP2C19*2-Genotypen
Mittelwert + Standartabweichung oder N (%)

Merkmale CYP2C19*2-GG-Genotyp CYP2C19*2-A-Allel
N 680 248
Anteriorer Myokardinfarkt 264 (38%) 51 (21%)
Gefaly

RIVA** 271 (40%) 96 (39%)

RCX** 164 (24%) 94 (38%)

RCA** 215 (32%) 90 (36%)

LCA** 11 (2%) 4 (2%)
Bypass-Operation 19 (3%) 7 (3%)
TIMI Flow vorher**

0 287 (42%) 111 (45%)

1 66 (10%) 20 (8%)

2 139 (20%) 56 (23%)

3 188 (28%) 61 (25%)
GeféaRdicke (mm) 29%05 29%05
Lumendurchmesser vorher (mm) 0505 0,505
Lumendurchmesser nachher (mm) 2,7+0,5 2,7+0,5
Stent 659 (97%) 246 (99%)*
Medikation bei Entlassung

Aspirin 659 (97%) 245 (99%)

Clopidogrel 959 (97%) 246 (99%)*

Cumarine 46 (7%) 13 (5%)

Statin 637 (94%) 238 (96%)

ACE- oder AT-Il-Inhibitor** 640 (94%) 232 (94%)

Betablocker 647 (95%) 239 (96%)

*p < 0,05; Chi-Quadrat-Test oder Exakter Test nach Fisher

**RIVA Ramus interventricularis anterior, RCX Ramus circumflexus, RCA rechte Koronar-
arterie, LCA linke Koronararterie, TIMI thrombolysis in myocardial infarction, ACE angio-

tensin-converting enzyme, AT-Il Angiotensin-I1-Rezeptor
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Tabelle 10. Verteilung der klinischen Merkmale auf die CYP2C19*17-Genotypen
Mittelwert + Standartabweichung oder N (%)

Merkmale CYP2C19*17-CC-Genotyp CYP2C19*17-T-Allel
N 565 363
Anteriorer Myokardinfarkt 231 (41%) 127 (35%)
Gefaly

RIVA** 241 (43%) 126 (35%)*

RCX** 115 (20%) 100 (28%)

RCA** 190 (34%) 115 (32%)

LCA** 6 (1%) 9 (3%)
Bypass-Operation 13 (2%) 13 (4%)
TIMI Flow vorher**

0 242 (43%) 156 (43%)

1 53 (9%) 33 (9%)

2 114 (20%) 81 (22%)

3 156 (28%) 93 (26%)
GeféaRdicke (mm) 2905 29%05
Lumendurchmesser vorher (mm) 0,5+0,5 0,505
Lumendurchmesser nachher (mm) 2,7 +0,5 26%0,5
Stent 556 (98%) 349 (96%)*
Medikation bei Entlassung

Aspirin 552 (98%) 352 (97%)

Clopidogrel 552 (98%) 353 (97%)

Cumarine 32 (6%) 27 (7%)

Statin 536 (95%) 339 (93%)

ACE- oder AT-Il-Inhibitor** 529 (94%) 343 (94%)

Betablocker

538 (95%)

348 (96%)

*p < 0,05; Chi-Quadrat-Test oder Exakter Test nach Fisher

**RIVA Ramus interventricularis anterior, RCX Ramus circumflexus, RCA rechte Koronar-
arterie, LCA linke Koronararterie, TIMI thrombolysis in myocardial infarction, ACE angio-
tensin-converting enzyme, AT-Il Angiotensin-I1-Rezeptor
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Tabelle 11. Verteilung der abhangigen Variablen auf die ABCB1-Genpotypen
Mittelwert + Standartabweichung oder N (%0)

Variablen ABCB1-CC-Genotyp ABCB1-T-Allel
N 203 725

TLR* 42 (21%) 135 (19%)
Tod 17 (8%) 47 (6%)
Erneuter Myokardinfarkt 6 (3%) 16 (2%)
Tod oder Myokardinfarkt 21 (10%) 56 (8%)
MACE* 60 (30%) 179 (25%)
Schlaganfall 1 (0%) 7 (1%)
MACE oder Schlaganfall* 61 (30%) 183 (25%)
Stentthrombose 3 (1%) 7 (1%)
Infarktausdehnung (%)** 15+ 17 15+ 17

*TLR target lesion revascularization, MACE major adverse cardiovascular events (TLR, Tod
oder Myokardinfarkt)

**Anteil des infarzierten Myokards am gesamten Myokard
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Tabelle 12. Verteilung der abhangigen Variablen auf die CYP2C19*2-Genpotypen
Mittelwert + Standartabweichung oder N (%)

Variablen CYP2C19*2-GG-Genotyp CYP2C19*2-A-Allel
N 680 248
TLR* 128 (19%) 49 (20%)
Tod 54 (8%) 11 (4%)
Erneuter Myokardinfarkt 17 (3%) 5 (2%)
Tod oder Myokardinfarkt 63 (9%) 14 (6%)
MACE* 179 (26%) 60 (24%)
Schlaganfall 8 (1%) 0 (0%)
MACE oder Schlaganfall* 184 (27%) 60 (24%)
Stentthrombose 7 (1%) 3 (1%)
Infarktausdehnung (%)** 15+ 17 14 +18

*TLR target lesion revascularization, MACE major adverse cardiovascular events (TLR, Tod
oder Myokardinfarkt)

**Anteil des infarzierten Myokards am gesamten Myokard
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Tabelle 13. Verteilung der abhéangigen Variablen auf die CYP2C19*17-Genotypen
Mittelwert + Standartabweichung oder N (%)

Variablen CYP2C19*17-CC-Genotyp CYP2C19*17-T-Allel
N 565 363
TLR** 126 (22%) 51 (14%)*
Tod 34 (6%) 30 (8%)
Erneuter Myokardinfarkt 15 (3%) 7 (2%)
Tod oder Myokardinfarkt 42 (7%) 35 (10%)
MACE** 159 (28%) 80 (22%)*
Schlaganfall 5 (1%) 3 (1%)
MACE oder Schlaganfall** 162 (29%) 82 (23%)*
Stentthrombose 6 (1%) 4 (1%)
Infarktausdehnung (%)*** 15+ 16 14 + 18

*p < 0,05; Chi-Quadrat-Test oder Exakter Test nach Fisher

**TLR target lesion revascularization, MACE major adverse cardiovascular events (TLR,
Tod oder Myokardinfarkt)

***Anteil des infarzierten Myokards am gesamten Myokard
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5. Diskussion

5.1. Zusammenfassung und Deutung der Ergebnisse

In dieser Studie konnten wir beobachten, dass Trager des CYP2C19*17-T-Allels ein redu-
ziertes Revaskularisationsrisiko haben. Dieser Zusammenhang wurde bisher noch nicht
beschrieben. Das Risiko der kombinierten Variablen aus TLR, Tod und erneutem Myokardin-
farkt sowie TLR, Tod, erneutem Myokardinfarkt und Schlaganfall reduziert sich ebenfalls bei
Tréagern des *17-T-Allels. Die einzelnen Variablen Tod, erneuter Myokardinfarkt, Schlagan-
fall, Infarktausdehnung und Stentthrombose sind von den Genotypen des CYP2C19*17-
Polymorphismus nicht abhangig. Im Hinblick auf die Polymorphismen CYP2C19*2 und
ABCB1-3435C/T konnten wir keinen Zusammenhang mit den untersuchten Variablen
nachweisen.

Der Zusammenhang zwischen CYP2C19*17-Genotyp und TLR kénnte bedeuten, dass sich
das *17-T-Allel protektiv auf die Effektivitat der Koronarintervention auswirkt. Zur Beurtei-
lung mussen die Risikofaktoren der Restenose in Betracht gezogen werden. Wenn sich ein
Zusammenhang zwischen der Wirksamkeit von Clopidogrel auf die Thrombozyten-Funktion,
die durch den Genotyp beeinflusst wird, und den Risikofaktoren der Restenose herstellen
liele, kbnnte unser Ergebnis biologisch plausibel erklart werden.

Die erste Clopidogrel-Gabe erfolgt bei dem akuten Herzinfarkt unmittelbar vor der schnell
durchzufuhrenden Koronarintervention. Die verstarkte Aktivierung von Clopidogrel bei
Trégern des *17-T-Allels konnte sich deshalb insbesondere auf jene Risikofaktoren auswir-
ken, die durch die Intervention bedingt sind (siehe Tabelle 1 auf Seite 8). Die unzureichende
Expansion des Stents im Gefall kdnnte in diesem Zusammenhang eine Rolle spielen. Wenn
die erste Clopidogrel-Dosis besser wirkt, befindet sich weniger thrombotisches Material im
Geféal und der Stent lasst sich besser platzieren und expandieren. In der Folge haben diese

Patienten dann weniger Restenosen und weniger erneute Interventionen.
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5.2. Einordnung in die bestehende Datenlage

5.2.1. CYP2C19*2

Nachdem Mega et al. und Simon et al. im Jahr 2009 einen Zusammenhang von CYP2C19-
loss of function-Allelen mit kardiovaskuldren Ereignissen nach einem akuten Koronarsyn-
drom beziehungsweise einem akuten Myokardinfarkt beschrieben hatten, wurden von 2010
bis 2012 neben unserer Studie Uber dreillig weitere Studien und neun Meta-Analysen
veroffentlicht, in denen dieser Zusammenhang untersucht wurde. Die Ergebnisse unserer
Studie sind in funf der Meta-Analysen enthalten.*®

Waihrend in einigen Studien der Effekt bestétigt werden konnte, sahen andere Untersucher
keinen Zusammenhang, wobei sich die Ergebnisse der Studien statistisch so verteilen, dass
eine zufillige Entstehung dieser Unterschiede unwahrscheinlich ist.** Die unterschiedlichen
Ergebnisse sind somit wahrscheinlich darin begriindet, dass die Studien unterschiedlich
aufgebaut sind. Wenn wir unser Ergebnis mit anderen Ergebnissen vergleichen wollen,
mussen wir uns also auf die Unterschiede im Studienaufbau konzentrieren beziehungsweise
jene Studien zum Vergleich heranziehen, die im Studienaufbau &hnlich sind. Entscheidend
sind dabei die Einschlusskriterien der Stichprobe, die Definition und Wahl der abhéngigen
Variablen sowie die Einteilung der Genotypen in Gruppen.

Die Studie von Mega et al. aus dem Jahr 2009 ist unserer Studie im Aufbau sehr dhnlich. In
dieser Studie wurden 1477 Patienten mit einem akuten Koronarsyndrom, die mit einer
Koronarintervention behandelt wurden, untersucht. Die abhangigen Variablen beinhalteten
Tod, erneuten Myokardinfarkt, Schlaganfall und Stentthrombose. Die Einteilung des
CYP2C19*2-Polymorphismus in zwei Gruppen entsprach der Einteilung in unserer Studie,
sodass eine Gruppe mit mindestens einem *2-A-Allel mit dem *2-GG-Genotyp verglichen
wurde. Die wichtigsten Unterschiede im Studienaufbau liegen in der Wahl der Variablen. Im
Gegensatz zu unserer Definition der Variable MACE definieren Mega et al. die kardiovasku-
laren Gesamtereignisse als Kombination aus Tod, Myokardinfarkt und Schlaganfall. Daruber
hinaus wurde in unserer Studie die erneute Behandlung der L&sion (TLR) als zusétzliche
Variable evaluiert. Dies war bei unserer Studie aufgrund der im Vergleich zu anderen Studien

hohen angiographischen Nachverfolgungsrate moglich.

% Mega et al. 2009a; Simon et al. 2009; Sorich et al. 2013
% Sorich et al. 2013
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Mega et al. fanden bei Patienten mit mindestens einem *2-A-Allel verglichen mit dem *2-
GG-Genotyp ein erhohtes Risiko kardiovaskuldrer Gesamtereignisse von 11,7 Prozent im
Vergleich zu 8,3 Prozent und der Stentthrombose von 2,7 Prozent im Vergleich zu 0,8
Prozent. Beide Zusammenhange kdnnen wir in unserer Studie nicht nachvollziehen.

Dass wir den moéglichen Effekt des Genotyps auf die kardiovaskuldren Gesamtereignisse nicht
sehen, konnte neben der unterschiedlichen Definition der Variable daran liegen, dass wir ein
gutes postinterventionelles Ergebnis als Einschlusskriterium gewahlt haben. Es ist mdglich,
dass sich der Effekt des *2-A-Allels auf die kardiovaskuldren Gesamtereignisse insbesondere
bei jenen Patienten manifestiert, die aufgrund eines schlechten postinterventionellen Ergeb-
nisses ein erhohtes Risiko erneuter Ereignisse haben. Diese Patienten werden in unserer
Studie nicht berticksichtigt.

Dass wir den mdglichen Zusammenhang des CYP2C19*2-A-Allels mit der Haufigkeit von
Stentthrombosen nicht nachweisen kénnen, kann an der geringeren Fallzahl in unserer Studie
liegen. Bei insgesamt nur zehn Stentthrombosen in unserer Stichprobe ist die Aussagekraft
der Statistik moglicherweise nicht ausreichend, um einen Unterschied in der Verteilung
zwischen den Genotyp-Gruppen zu detektieren. Das im internationalen Vergleich niedrige
Stentthrombose-Risiko von 1 Prozent in unserer Stichprobe konnte an der hohen initialen
Clopidogrel-Dosis von 600 mg oder der konsequenten Bereitstellung der dualen antithrom-
bozytéren Therapie in den ersten Tagen nach der Koronarintervention liegen, wahrend diese
Praxis fur den untersuchten Zeitraum weltweit nicht einheitlich war.

In einer Meta-Analyse von Holmes et al., die auch unsere Ergebnisse bertcksichtigt, wird
hervorgehoben, dass Studien mit kleinen Fallzahlen verglichen mit groRen Studien tendenziell
einen grolReren Effekt der CYP2C19-Polymorphismen auf kardiovaskulére Ereignisse
nachweisen. Dies kdnnte an einer statistischen Verzerrung liegen, die dadurch entsteht, dass
kleine Studien eher dann verdffentlicht werden, wenn sie einen Effekt zeigen, wohingegen
grolere Studien auch bei fehlenden Effekten publiziert werden. In einer Auswertung, die
ausschlieBlich Studien mit mehr als zweihundert kardiovaskuldren Ereignissen einschloss,
konnten Holmes et al. keinen signifikanten Effekt des CYP2C19*2-Genotyps auf kardiovas-
kulare Ereignisse nachweisen.®’

Nach Sorich et al. ist bei der Beurteilung von Meta-Analysen, die sich mit dem Effekt des
CYP2C19-Genotyps auf kardiovaskulére Ereignisse befassen, der unterschiedliche Aufbau
der priméren Studien ein grundsétzliches Problem. Wenn Studien mit unterschiedlichen

Einschlusskriterien und Variablen in einer Meta-Analyse zusammen ausgewertet werden,

3" M. V. Holmes et al. 2011
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wird vorausgesetzt, dass der mogliche Effekt des CYP2C19-Genotyps im Hinblick auf die
verschiedenen Stichproben und Variablen gleichmaRig ausgeprégt ist. Die Thrombozytenakti-
vierung ist jedoch bei Patienten mit einem ST-Hebungsinfarkt am hochsten. Somit ist auch
die Wirkung von Clopidogrel im Hinblick auf verschiedene kardiovaskuldre Ereignisse
unterschiedlich stark ausgepragt.®® Wenn sich der Effekt des CYP2C19-Genotpys nur unter
Beriicksichtigung bestimmter Einschlusskriterien und bei bestimmten Variablen zeigt, wird er
sich zwar in den einzelnen Studien, moglicherweise aber nicht in den Meta-Analysen
nachweisen lassen.

Obwohl wir in unserer Stichprobe keinen Effekt des CYP2C19*2-Polymorphismus auf die
kardiovaskulédren Ereignisse sehen, ist dadurch nicht bewiesen, dass tatsdchlich kein Effekt
besteht. Insbesondere unter Berlcksichtigung der Studie von Mega et al. kann ein Zusam-
menhang zwischen CYP2C19*2-Genotyp und kardiovaskuldren Ereignissen nicht ausge-

schlossen werden.

5.2.2. CYP2C19*17

Der von uns gefundene Zusammenhang zwischen CYP2C19*17-T-Allel und Reinterventions-
rate (TLR) wurde bisher noch nicht untersucht.

In einer Studie von Sibbing et al. an Patienten, die mit einer Koronarintervention behandelt
worden waren, wurde ein Zusammenhang des *17-T-Allels mit einem erhohten Risiko von
Blutungen gefunden, was sich aufgrund der verstarkten Wirkung von Clopidogrel auf die
Thrombozyten bei diesen Patienten biologisch plausibel erklaren lasst.®® Dariiber hinaus
konnten Sibbing et al. keinen Einfluss des *17-T-Allels auf die Haufigkeit von Stentthrombo-
sen nachweisen. Simon et al. fanden keinen Einfluss des CYP2C19*17-Genotyps auf die
kardiovaskularen Gesamtereignisse unter Beriicksichtigung der Variablen Tod, Myokardin-
farkt und Schlaganfall, wobei auch Patienten mit einem Myokardinfarkt, die nicht mit einer
Intervention behandelt worden waren, eingeschlossen wurden.*

In unserer Studie ist neben der TLR keine weitere abhangige Variable mit dem *17-T-Allel
assoziiert. Dies l&sst sich zum Teil erklaren, wenn man davon ausgeht, dass die verstarkte
Wirkung von Clopidogrel auf die Thrombozyten-Funktion bei Patienten mit dem *17-T-Allel
vor allem bei der ersten Clopidogrel-Gabe eine Rolle spielt. Wenn die initiale Clopidogrel-

Dosis besser wirkt, befindet sich weniger thrombotisches Material im GefaR, wodurch der

% Sorich et al. 2013
% Sibbing et al. 2010
“ Simon et al. 2009
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Stent wéhrend der Intervention weiter expandiert werden kann. Dadurch sinkt das Restenose-
Risiko im Verlauf.

Der fehlende Einfluss des *17-T-Allels auf die Mortalitat in unserer Studie kdnnte damit
zusammenhangen, dass bei Patienten mit dem *17-T-Allel das Blutungsrisiko hoher ist und
sich somit das niedrigere TLR-Risiko und das héhere Blutungsrisiko in ihrem Einfluss auf die
Mortalitat gegenseitig ausgleichen.

Die Aussagekraft unserer Statistik kénnte dadurch beeinflusst werden, dass wir die Kontroll-
Angiografie als Einschlusskriterium gewahlt haben. Die Kontroll-Angiografie ist keine
Routineuntersuchung, sondern wird vor allem bei erneuten Symptomen durchgefiihrt. Wenn
Patienten erneut Symptome entwickeln, haben sie verglichen mit symptomfreien Patienten ein
héheres Restenose-Risiko, sodass die Kontroll-Angiografie als Einschlusskriterium fiir eine
insgesamt erhohte Fallzahl von Restenosen in unserer Stichprobe verantwortlich sein kénnte.
Da nur etwa die Hélfte aller angiografisch nachweisbaren Restenosen symptomatisch werden,
besteht auf der anderen Seite auch die Mdglichkeit, dass sich symptomfreie Patienten einer
Kontroll-Angiografie unterziehen und dadurch asymptomatische Restenosen auffallen und
behandelt werden, die ohne Nachsorge-Untersuchung nicht aufgefallen waren.** Durch die
hohe Fallzahl von Restenosen in unserer Studie verstérkt sich die statistische Aussagekraft im
Hinblick auf die TLR. Somit ist denkbar, dass der Zusammenhang zwischen CYP2C19*17-T-
Allel und TLR aufgrund der hohen Fallzahl statistisch signifikant wurde. Wichtig ist, dass das
Einschlusskriterium nur die statistische Aussagekraft und nicht den Effekt selber beeinflussen

sollte.

5.2.3. ABCB1-3435C/T

Simon et al. fanden mehr kardiovaskuldre Gesamtereignisse unter Berlicksichtigung der
Variablen Tod, Myokardinfarkt und Schlaganfall bei Patienten mit dem ABCB1-3435TT-
Genotyp verglichen mit dem homozygoten CC-Genotyp.** Mega et al. konnten mehr kardi-
ovaskuldre Gesamtereignisse bei homozygoten Tragern des T-Allels verglichen mit allen
Tragern des C-Allels nachweisen.*® In diesen Studien wurden ebenfalls Patienten mit einem
akuten Myokardinfarkt beziehungsweise einem akuten Koronarsyndrom untersucht, wobei die
Patienten in der Studie von Simon et al. nur zum Teil mit einer Koronarintervention behandelt

worden waren.

I Cutlip et al. 2002
“2 Simon et al. 2009
*® Mega et al. 2010
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Diese Ergebnisse konnen wir in unserer Studie nicht beobachten. Dabei ist hervorzuheben,
dass sich unsere Studie in ihrem Aufbau von den genannten Studien unterscheidet. Wir haben
das ABCB1-3435T-Allel als Risikoallel aufgefasst und alle Patienten mit mindestens einem
T-Allel mit den homozygoten Trégern des C-Allels verglichen. Ein Vergleich mit den Studien
von Simon et al. und Mega et al. ist deshalb nur eingeschrankt méglich. Obwohl wir in
unserer Statistik keinen Effekt des ABCB1-3435C/T-Polymorphismus nachweisen kénnen,
kann unter Berlicksichtigung der Studien von Simon et al. und Mega et al. nicht ausgeschlos-

sen werden, dass sich ein Effekt nur bei homozygoten Tragern des T-Allels zeigt.

5.3. Verteidigung

5.3.1. Ist das Ergebnis zufallig falsch positiv?

In unserer Studie wurden insgesamt vierzig Variablen an drei Polymorphismen getestet,
sodass eine hohe Wahrscheinlichkeit besteht, dass einige Assoziationen aufgrund von
multiplem Testen zufallig entstanden sind. Der Zusammenhang zwischen *17-T-Allel und
TLR hat einen p-Wert von 0,002. Dieser Wert hélt der Bonferroni-Holm-Korrektur, die eine
Beurteilung der Ergebnisse im Hinblick auf eine zuféllige Abweichung ermdglicht, nicht
stand. Die Bonferroni-Holm-Korrektur kdnnte also dahingehend gewertet werden, dass das
Ergebnis zufallig entstanden ist, muss jedoch bei insgesamt einhundertzwanzig Tests kritisch
gewertet werden. Damit eine Assoziation bei einhundertzwanzig Tests der Bonferroni-Holm-
Korrektur standhalten kann, musste der p-Wert 0,0004 oder weniger betragen. Dariiber hinaus
war die TLR die primdre abhéngige Variable unserer Studie, sodass die Bonferroni-Holm-
Korrektur nur eingeschrankt angewendet werden muss.

Obwohl nicht ausgeschlossen werden kann, dass der Zusammenhang zwischen *17-T-Allel
und TLR zuféllig entstanden ist, spricht die biologische Plausibilitdt des Zusammenhangs fir

einen echten Effekt.

5.3.2. Wird das Ergebnis durch einen statistischen Storfaktor beeinflusst?

Die Analyse der Basismerkmale ergab, dass zehn Variablen zwischen den Genotyp-Gruppen
ungleich verteilt sind. Da in unserer Studie vierzig Variablen an drei Polymorphismen getestet

wurden, besteht eine hohe Wahrscheinlichkeit, dass einige dieser ungleichen Verteilungen
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aufgrund von multiplem Testen zuféllig entstanden sind. Es ist deshalb unwahrscheinlich,
dass ein echter Zusammenhang zwischen den Basismerkmalen und den Genotypen besteht.
Um zu beurteilen, ob die ungleich verteilten Basismerkmale als statistische Storfaktoren in
Betracht kommen, missen die tatsachliche GroRe der ungleichen Verteilung und die biologi-
sche Plausibilitdt eines moglichen Zusammenhanges mit der TLR diskutiert werden. Da wir
keine Assoziation der ABCB1- und CYP2C19*2-Genotypen mit den abhéngigen Variablen
gefunden haben, werden als mogliche Storfaktoren nur jene Variablen diskutiert, die zwischen
den Genotyp-Gruppen des CYP2C19*17-Polymorphismus ungleich verteilt waren. Daruber
hinaus werden gesicherte Restenose-Risikofaktoren diskutiert, die wir in unserer Analyse
nicht bericksichtigt haben.

In der Genotyp-Gruppe mit dem *17-T-Allel haben 17 Prozent der Patienten einen alten
Myokardinfarkt in der Anamnese im Vergleich zu 12 Prozent in der Gruppe mit dem *17-CC-
Genotyp. Der Myokardinfarkt in der Anamnese ist kein gesicherter Restenose-Risikofaktor.
Trotzdem l&sst sich ein mdglicher Zusammenhang zwischen altem Myokardinfarkt und TLR
postulieren. Wenn Patienten die Symptome eines Myokardinfarktes bereits kennen, ware
denkbar, dass sich die Zeit vom Symptombeginn bis zur Therapie verkirzt, wodurch die
Koronarintervention effektiver ablaufen kann. AuBerdem ware maoglich, dass bei Patienten
mit einem alten Myokardinfarkt die Compliance besser ist. Diese Erklarungsversuche tauchen
jedoch in der wissenschaftlichen Literatur nicht auf, sodass ein Einfluss des alten Myokardin-
farktes in der Anamnese als statistischer Storfaktor zwar maglich, ein klinisch signifikanter
Zusammenhang aber unwahrscheinlich ist.

Die Lokalisation der Gefal3-Lé&sion ist zwischen den Genotyp-Gruppen ungleich verteilt. In
der Gruppe mit dem *17-T-Allel ist der Ramus interventricularis anterior mit 35 Prozent im
Vergleich zu 43 Prozent seltener betroffen. Hirshfeld et al. haben die Lokalisation im Ramus
interventricularis anterior als Risikofaktor der Restenose beschrieben, wobei nur Patienten
untersucht wurden, die mit einer Ballon-Angioplastie ohne Stent-Implantation behandelt
worden waren.** Dieser Zusammenhang muss deshalb im Hinblick auf unsere Studie kritisch
gewertet werden. Trotzdem ist es moglich, dass die Lokalisation im Ramus interventricularis
anterior unser Ergebnis als statistischer Storfaktor beeinflusst.

In der Genotyp-Gruppe mit mindestens einem *17-T-Allel sind 28 Prozent der Patienten
Diabetiker im Vergleich zu 22 Prozent in der Gruppe mit dem *17-CC-Genotyp. Der Diabetes
mellitus erhoht das Restenose-Risiko und konnte deshalb als statistischer Storfaktor den
Effekt des *17-T-Allels auf die TLR allenfalls abschwéchen. Die Basismerkmale Mehr-

4 Hirshfeld et al. 1991
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GefaR-KHK und Stent-Implantation sind ebenfalls in jener Richtung ungleich verteilt, dass sie
den Effekt allenfalls abmildern kénnten.*

Der Stent-Typ ist ein moglicher statistischer Storfaktor. Die Implantation von Medikamenten-
beschichteten Stents senkt im Vergleich zu konventionellen Stents das Restenose-Risiko.*
Die Verteilung der verschiedenen Stent-Typen war in unserer Studie jedoch nicht unter-
schiedlich, wobei tiber 90 Prozent der Patientin mit einem Medikamenten-beschichteten Stent
behandelt wurden. Die Implantation mehrerer Stents, die Stent-Fraktur und die Durchfiihrung
eines intravaskuldren Ultraschalls (IVUS) wéhrend der Intervention sind Faktoren, die wir
nicht in die Basismerkmale mit aufgenommen haben. Der IVUS kann das Risiko einer
unzureichenden Expansion des Stents wahrend der Koronarintervention senken, wurde in
unserer Stichprobe aber nicht routineméfRig durchgefiihrt. Weitere Risikofaktoren, die als
statistische Storfaktoren in Frage kommen und von uns nicht berticksichtigt wurden, sind die
CRP- und PAI-1-Werte im Blut, verschiedene Genpolymorphismen, die in der Pathophysio-
logie der Restenose eine Rolle spielen, die ACC/AHA-Typ-C-Lé&sion, der chronische
GefaRverschluss und die Lange der GefaB-Lasion.*’

Dariiber hinaus haben wir die Gabe von Protonenpumpeninhibitoren nicht berticksichtigt. Die
gleichzeitige Therapie mit Protonenpumpeninhibitoren und Clopidogrel kénnte das Ergebnis
als statistischer Storfaktor beeinflussen, weil die Medikamente zum Teil von den gleichen
Enzymen in der Leber umgesetzt werden und deshalb eine Medikamenten-Interaktion
maoglich ist. In mehreren Studien wurde eine abgeschwéchte Wirkung von Clopidogrel auf die
Thrombozyten-Funktion bei der gleichzeitigen Gabe von Protonenpumpeninhibitoren
nachgewiesen. In der bisher groRten klinischen Studie konnte jedoch kein klinisch signifi-
kanter Effekt der gleichzeitigen Gabe von Protonenpumpeninhibitoren und Clopidogrel auf

die kardiovaskularen Ereignisse beobachtet werden.*®

5.3.3. Limitationen

Unsere Einteilung der Genotypen in zwei Gruppen je Polymorphismus limitiert die Ver-
gleichsmoglichkeiten mit anderen Studien. Dies war aber aufgrund der Fallzahlen in unserer

Studie notwendig.

* Jukema et al. 2012; M. S. Kim & Dean 2011

“® Dangas et al. 2010

*7 Jukema et al. 2012; M. S. Kim & Dean 2011

*® Abraham et al. 2010; Bhatt et al. 2010; Gilard et al. 2008; O'Donoghue et al. 2009
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Die Kontroll-Angiografie als Einschlusskriterium fuhrt in unserer Stichprobe zu einer héheren
Fallzahl an Restenosen und erhdht damit die Aussagekraft der Statistik im Hinblick auf die
TLR. Die EffektgroRe des Zusammenhangs zwischen *17-T-Allel und TLR wird dadurch
nicht beeinflusst. Allerdings l&sst sich der von uns gefundene Zusammenhang aufgrund des
Einschlusskriteriums nicht ohne weiteres von der Stichprobe auf eine allgemeinere Population
ubertragen, wenn die Population alle Myokardinfarkt-Patienten, die mit einer Koronarinter-
vention behandelt werden, umfassen soll.

Der Beobachtungszeitraum von einem Jahr wurde gewahrleistet, indem bei allen Patienten
nach einem Jahr entweder ein Telefon-Interview durchgefiihrt oder eine Wiedervorstellung
veranlasst wurde. Dabei ist moglich, dass Ereignisse, die innerhalb des Beobachtungszeit-
raums an anderen Kliniken behandelt wurden, von den Patienten verschwiegen wurden. Da
bei allen Patienten eine Kontroll-Angiografie durchgefuhrt wurde, gehen wir jedoch von einer
engen Bindung der Patienten an unsere Kliniken aus.

Da sich bei Medikamenten-beschichteten Stents eine Restenose auch noch im spéteren
Verlauf nach tber einem Jahr entwickelt kann, wird dieses seltene Ereignis in unserer Studie

nicht beriicksichtigt.*®

5.4. Klinische Konsequenzen

Diese Studie hat das Ziel, die wissenschaftliche Grundlage fir eine individualisierte Therapie
des akuten Myokardinfarktes zu erweitern. Wenn die Risikofaktoren fiir kardiovaskulare
Ereignisse nach einem akuten Myokardinfarkt bekannt waren, konnte die Therapie bei den
betroffenen Patienten individuell angepasst werden, um erneute Ereignisse zu vermeiden.

Eine individuelle Anpassung der Therapie ware dahingehend mdglich, dass die Therapie von
Clopidogrel auf ein neueres Medikament umgestellt werden konnte. Dabei kommen die
Nachfolge-Medikamente Prasugrel und Ticagrelor in Frage. Prasugrel hemmt ebenfalls
irreversibel den P2Y12-Rezeptor und erfordert ebenso wie Clopidogrel eine Aktivierung
durch die Enzyme der Biotransformation in der Leber. Die Wirkung von Prasugrel ist jedoch
nicht von Polymorphismen der entsprechenden Gene abhédngig. Im Vergleich zu Clopidogrel
reduziert Prasugrel das Risiko kardiovaskularer Gesamtereignisse, fuhrt jedoch auch zu mehr
Blutungen.®® Ticagrelor hemmt im Gegensatz zu Clopidogrel und Prasugrel den P2Y12-

Rezeptor reversibel und wird in einer aktiven Form gegeben. Verglichen mit Clopidogrel

%9 Jukema et al. 2012
% Mega et al. 2009b; Wiviott et al. 2007

48



reduziert Ticagrelor die kardiovaskularen Gesamtereignisse und die Mortalitat, wobei das
Blutungsrisiko leicht aber nicht signifikant steigt.®® Obwohl Prasugrel und Ticagrelor als
Alternativen zu Clopidogrel empfohlen werden, wird Clopidogrel aufgrund der Kosteneffizi-
enz und der geringeren Blutungsraten entweder initial oder durch Umstellung im ambulanten
Bereich weiterhin gegeben.

Um die Patienten zu erfassen, bei denen Clopidogrel nicht ausreichend wirkt, sind zwei
Strategien moglich. Zum einen kann die Thrombozyten-Funktion der Patienten im Labor
gemessen werden. Die dafiir am hdufigsten verwenden Testverfahren sind die ADP-induzierte
Thrombozyten-Aggregometrie, der Verify Now P2Y12 assay und die VASP Phosphorylie-
rung. Dabei konnen alle Patienten erfasst werden, die unter der Therapie mit Clopidogrel
keine ausreichende Thrombozyten-Funktionshemmung aufweisen. Ein Nachteil dieser
Strategie ist jedoch, dass aufgrund der verschiedenen Testverfahrung bisher nicht einheitlich
definiert werden konnte, ab wann die Thrombozyten-Funktionshemmung nicht ausreicht und
ein Patient als Risikopatient eingestuft werden sollte. Eine standardisierte und evidenzbasierte
Anpassung der Therapie in Abhdngigkeit von der Thrombozyten-Funktion ist deshalb bisher
nicht moglich.>?

Die zweite Strategie ist die Genotypisierung von Patienten. Diese Strategie hat gegentiber den
Thrombozyten-Funktionstests den Vorteil, dass eine Einteilung der Patienten in definierte
Kategorien je nach Genotyp mdglich ist. Dabei werden jedoch nur jene Patienten erfasst, bei
denen die variable Wirkung von Clopidogrel durch den Genotyp verursacht wird, wéhrend
andere mdgliche Ursachen nicht berticksichtigt werden. Die Umstellung der Therapie von
Clopidogrel auf Prasugrel oder Ticagrelor in Abhéngigkeit vom Genotyp wird zwar von
Experten empfohlen, wurde bisher jedoch noch nicht randomisiert untersucht.>®

Die Einordnung unserer Ergebnisse in die bestehende Datenlage hat gezeigt, dass ein
Vergleich mit anderen Studien aufgrund des unterschiedlichen Aufbaus der Studien nur
eingeschrankt moglich ist und die Ergebnisse unserer Studie mit anderen Ergebnissen zum
Teil im Widerspruch stehen. Obwohl unsere Ergebnisse einen Zusammenhang des
CYP2C19*17-Polymorphismus mit dem klinischen Ereignis einer erneuten Koronarinterven-
tion zeigen, kann eine individuelle Anpassung der Therapie in Abhangigkeit vom Genotyp
aufgrund der fehlenden Assoziation mit harten klinischen Variablen wie Tod oder Myokardin-
farkt aktuell nicht allgemein empfohlen werden. Diesbezuglich sind weitere Studien notwen-

dig.

1 Wallentin et al. 2009
2D, R. Holmes, Jr. et al. 2010; Trenk et al. 2012
%3 Scott et al. 2013; Trenk et al. 2012
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6. Zusammenfassung

Die Wirkung von Clopidogrel auf die Thrombozyten-Funktion ist von Polymorphismen der
Gene CYP2C19 und ABCBL1 abhangig, weil sich diese Gene auf den Stoffwechsel von
Clopidogrel auswirken. In Voruntersuchungen von Mega et al. und Simon et al. waren diese
Polymorphismen auch mit kardiovaskuldren Ereignissen nach einem akuten Myokardinfarkt
beziehungsweise einem akuten Koronarsyndrom assoziiert, was auf eine verminderte
Wirkung von Clopidogrel bei den betroffenen Patienten zuriickgeftihrt wird.>*

Wir wollten in dieser Studie eine mdgliche Abh&ngigkeit der Variablen Reintervention der
Ziellasion (target lesion revascularization, TLR), Stentthrombose, Tod, Myokardinfarkt,
Schlaganfall und Infarktausdehnung von den Polymorphismen ABCB1-3435C/T,
CYP2C19*2 und CYP2C19*17 untersuchen. Wenn die Risikofaktoren flr kardiovaskuldre
Ereignisse nach einem akuten Myokardinfarkt bekannt wéren, lieRe sich die medikamentdse
Therapie bei den betroffenen Patienten dahingehend individuell anpassen, dass die Therapie
von Clopidogrel auf die neueren Medikament Prasugrel oder Ticagrelor umgestellt werden
konnte.

Wir haben eine Stichprobe, bestehend aus 928 Myokardinfarkt-Patienten, die mit einer
Koronarintervention und einer initialen Clopidogrel-Gabe behandelt worden waren, unter-
sucht. Der Beobachtungszeitraum betrug 1 Jahr. Die Genotypen der Patienten wurden mithilfe
einer quantitativen real-time PCR bestimmt.

Wir haben herausgefunden, dass das TLR-Risiko vom Genotyp des CYP2C19*17-Polymor-
phismus abhdangig ist. Bei Trdgern des *17-T-Allels betrdgt das Risiko 14 Prozent im
Vergleich zu 22 Prozent bei Patienten mit dem *17-CC-Genotyp (p = 0,002). Dieser Zusam-
menhang wurde bisher noch nicht beschrieben. Der Effekt lasst sich Uber eine verstéarkte
Wirkung der initialen Clopidogrel-Gabe vor der Koronarintervention biologisch plausibel
erklaren. Wenn die erste Clopidogrel-Dosis besser wirkt, befindet sich weniger thromboti-
sches Material im Gefal}, wodurch der Stent wéhrend der Intervention besser platziert und
expandiert werden kann. Dadurch sinkt das Restenose-Risiko.

Da wir in unserer Studie insgesamt einhundertzwanzig statistische Tests durchgefiihrt haben,
konnte der Zusammenhang zwischen *17-T-Allel und TLR aufgrund von multiplem Testen
auch zuféllig entstanden sein. Die biologische Plausibilitat des Zusammenhangs spricht

jedoch fir einen echten Effekt.

> Mega et al. 2009a; Simon et al. 2009
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In Bezug auf die Polymorphismen CYP2C19*2 und ABCB1-3435C/T konnten wir keinen
Zusammenhang mit den abhdngigen Variablen nachweisen.

Die Einordnung in die bestehende Datenlage hat gezeigt, dass ein Vergleich mit anderen
Studien aufgrund des unterschiedlichen Aufbaus der Studien nur eingeschrankt méglich ist
und unsere Ergebnisse mit anderen Ergebnissen zum Teil im Widerspruch stehen. Die
klinische Signifikanz der Ergebnisse l&sst sich deshalb nicht sicher beurteilen. Die Ergebnisse
unserer Studie wurden in finf von den neun bisher publizierten Meta-Analysen berticksich-
tigt.

Obwohl unsere Ergebnisse einen Zusammenhang des CYP2C19*17-Polymorphismus mit
dem klinischen Ereignis einer erneuten Koronarintervention zeigen, kann eine individuelle
Anpassung der Therapie in Abhéngigkeit vom Genotyp aufgrund der fehlenden Assoziation
mit harten klinischen Variablen wie Tod oder Myokardinfarkt aktuell nicht allgemein

empfohlen werden. Diesbeziiglich sind weitere Studien notwendig.
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