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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Koronare Herzkrankheit

Die koronare Herzkrankheit (KHK) ist definiert als Manifestation der Atherosklerose
an den Herzkranzgefalien, die zu einem Missverhaltnis zwischen Sauerstoffangebot
und —bedarf im Herzmuskel fuhrt (BAK, KBV et al. 2014). Sie gehort zu den
wichtigsten Volkskrankheiten und war 2014 laut Statistischem Bundesamt die
haufigste Todesursache in Deutschland sowohl bei Mannern als auch bei Frauen
(StatistischesBundesamt 2014). Im Rahmen der Framingham Heart Study (Lloyd-
Jones, Larson et al. 1999) wurde das Lebenszeitrisiko von 40-Jahrigen an KHK zu

erkranken mit einem aus zwei Mannern und einer aus drei Frauen beziffert.

Klinisch kann sich die KHK je nach Schweregrad und Dauer der Myokardischamie als
latente (asymptomatische) KHK, stabile Angina pectoris oder akutes Koronarsyndrom
(acute coronary syndrome, ACS) manifestieren. Das ACS umfasst die unmittelbar
lebensbedrohlichen Phasen der KHK: instabile Angina pectoris, akuter
Myokardinfarkt (MI; elektrokardiographisch in Nicht-ST-Streckenhebungs-Infarkt,
non-ST-elevation myocardial infarction, NSTEMI, und ST-Streckenhebungs-Infarkt,
ST-elevation myocardial infarction, STEMI, unterteilt) und plotzlicher Herztod. Die
Therapieoptionen der KHK koénnen als rein medikamentds, interventionell oder

chirurgisch zusammengefasst werden. (BAK, KBV et al. 2014)
1.2. Perkutane koronare Intervention

Als eine der Therapieoptionen der KHK kann im Anschluss an eine diagnostische
Koronarangiographie eine perkutane koronare Intervention (percutaneous coronary
intervention, PCI) durchgefiihrt werden. Diese besteht meist aus einer perkutanen
transluminalen Koronarangioplastie (percutaneous transluminal coronary angioplasty,
PTCA), die 1977 von Grintzig eingefuhrt wurde und auf einer Ballondilatation
beruht. Sigwart und Puel fiihrten 1987 die erste Stentimplantation durch, heutzutage

kommt diese in mehr als 90 % aller PCI zum Einsatz. (Lapp and Krakau 2010).

Nach erfolgreicher Stentimplantation stellen die Restenose und die Stent-Thrombose
(ST) die wichtigsten Komplikationen dar. Um die Restenose-Neigung der

urspriinglichen Metallstents (bare metal stents, BMS) zu verbessern, wurden Stents
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entwickelt, die mit antiproliferativ wirkenden Substanzen beschichtet sind
(Medikamenten-beschichtete Stents, drug-eluting stents, DES). (Lapp and Krakau
2010)

Die DES der ersten Generation enthalten Sirolimus oder Paclitaxel, darauf folgten
Everolimus-, Zotarolimus- und Biolimus-Beschichtungen. Neben technischen
Verbesserungen konnte vor allem die Einflihrung der dualen antithrombozytaren
Therapie mit Aspirin und einem Thienopyridin, anfangs Ticlopidin, spater
Clopidogrel, die ST-Rate von urspringlich 24 % auf weniger als 2 % senken.
(Oberhénsli, Puricel et al. 2011)

1.3. Antithrombozytare Therapie mit Clopidogrel

Clopidogrel gehort zur Gruppe der Thienopyridine und ist unter den Handelsnamen
Plavix® (Sanofi Aventis, Paris) und Iscover® (Bristol-Myers Squibb, New York City)
seit 1998 auf dem deutschen Markt erhéltlich. Neben anderen Indikationen hat es im
Rahmen der dualen antithrombozytaren Therapie durch Verminderung thrombotischer
Komplikationen, z.B. ST, wesentlich zur verbesserten Sicherheit der Stentimplantation
beigetragen (Mehta, Yusuf et al. 2001; Yusuf, Fox et al. 2001; Steinhubl, Berger et al.
2002). So wird zusétzlich zur Cyclooxigenase 1-Inhibition durch ASS der
thrombozytére P2Y 1o-Rezeptor durch ein Thienopyridin gehemmt (Gachet 2015). Die
zum Zeitpunkt der Studien geltenden Leitlinien empfehlen, sofern Kkeine
Kontraindikationen vorliegen, eine einmalige Aufsattigungsdosis (loading dose, LD)
von 300 — 600 mg Clopidogrel vor der PCI, gefolgt von einer taglichen
Erhaltungsdosis (maintenance dose, MD) von 75 mg flr mindestens einen Monat nach
BMS- bzw. mindestens sechs bis zwolf Monate nach DES-Implantation (Wijns and
Kolh 2010; Levine, Bates et al. 2011).

Clopidogrel ist ein sogenanntes Prodrug, das erst in zwei aufeinanderfolgenden
Schritten durch das hepatische Cytochrom P450 (CYP)-System oxidiert werden muss
(Kazui, Nishiya et al. 2010), bevor sein aktiver Metabolit, ein Thiol, entsteht (Savi,
Pereillo et al. 2000) (s. Abbildung 1). Der erste Schritt von Clopidogrel zu 2-oxo-
Clopidogrel wird durch die CYP1A2-, CYP2B6-, und CYP2C19-Isoformen dieses
Enzymkomplexes katalysiert, wobei CYP2C19 mit 44,9 % den grof3ten Beitrag liefert.
Die zweite Oxidation von 2-oxo-Clopidogrel zum pharmakologisch aktiven
Metaboliten geschieht durch die Isoformen CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19 und

2
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CYP3A4. Hierbei tragt CYP2C19 mit 20,6 % hinter CYP3A4 den zweitgrofiten
Anteil. (Kazui, Nishiya et al. 2010)

Der auf diese Weise entstandene aktive Metabolit ist ein selektiver und irreversibler
Inhibitor des Gi-gekoppelten P2Y1>-Rezeptors (Foster, Prosser et al. 2001; Savi,
Zachayus et al. 2006). Der P2Y12-Rezeptor ist einer von drei bekannten Adenosin-
Diphosphat (ADP)-Rezeptoren auf Thrombozyten und relativ spezifisch in seiner
Gewebeverteilung. Er spielt eine entscheidende Rolle in der Stabilisierung der ADP-
induzierten Thrombozytenaggregation (ADP-TA), der Verstarkung der durch alle
anderen bekannten Agonisten induzierten Thrombozytenaggregation (TA) sowie der
Thrombozyten-Sekretion. Zusammengefasst dient der P2Y 1o-Rezeptor dem Wachstum

und der Stabilisierung eines Thrombus. (Gachet 2006)
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Abbildung 1: Clopiodgrel-Metabolismus

Durch zwei Oxidationsschritte entsteht aus dem Prodrug der aktive Metabolit. Quelle:(Savi,
Pereillo et al. 2000)

Das Ansprechen der Thrombozyten auf eine Clopidogrel-Behandlung ist allerdings
interindividuell hochst variabel (Gurbel, Bliden et al. 2003; Miller, Besta et al. 2003;
Serebruany, Steinhubl et al. 2005). Urséchlich hierfur werden klinische, zellulére und
genetische Faktoren in Betracht gezogen (Angiolillo, Fernandez-Ortiz et al. 2007;
Sibbing, Byrne et al. 2011; Xie, Zou et al. 2011). Persistierend hohe
Thrombozytenreaktivitat trotz adaquater VVorbehandlung mit Clopidogrel ist jedoch
mit einem erhohten Risiko flir unerwiinschte kardiovaskulare Ereignisse nach PCI,
z.B. STs, assoziiert (Matetzky, Shenkman et al. 2004; Geisler, Langer et al. 2006;
Hochholzer, Trenk et al. 2006; Buonamici, Marcucci et al. 2007).



Einleitung

1.4. Stent-Thrombosen

Eine ST ist die Neubildung eines Thrombus innerhalb des koronaren Stents. Sie ist
wegen ihrer hohen Mortalitat (30 % innerhalb der ersten 30 Tage nach PCI (Ong,
Hoye et al. 2005) bzw. 45 % innerhalb der ersten neun Monate nach PCI (lakovou,
Schmidt et al. 2005)) und Morbiditat (Auftreten als nicht-fataler Ml in ca. 50 % (Ong,
Hoye et al. 2005)) eine gefurchtete Komplikation nach PCI. 2007 wurde die ST durch
das Academic Research Consortium (ARC) nach ihrem Evidenz-Grad sowie nach
ihrem zeitlichen Auftreten in Bezug auf die Index-PCI Klassifiziert (Cutlip, Windecker
et al. 2007).

Eine gesicherte ST (definite ST nach ARC-Kriterien) muss demnach angiographisch
oder pathologisch bestatigt sein. Die wahrscheinliche ST (probable ST nach ARC-
Kriterien) wird dagegen klinisch definiert als jeder unerklérte Todesfall innerhalb von
30 Tagen nach der Index-PCIl sowie unabhéngig vom zeitlichen Auftreten jeder Ml,
der territorial auf das mit dem Stent versorgte KoronargefaR zurlickgefiihrt werden
kann. Von einer moglichen ST (possible ST nach ARC-Kriterien) kann bei jedem
unerklarten Todesfall spéter als 30 Tage nach Index-PCI ausgegangen werden.

Die akute ST (0 — 24 h post-PCI) und subakute ST (> 24 h — 30 d post-PCI) kdnnen als
frihe ST zusammengefasst werden (Cutlip, Windecker et al. 2007). Sie stellen mit
73,2 % die haufigste Untergruppe aller gesicherten ST (van Werkum, Heestermans et
al. 2009) dar (Inzidenz ca. 1,5 % (Ong, Hoye et al. 2005)). Die Ursachen hierfir sind
vermutlich die noch freiliegende Stent-Oberflache und die mechanische
Beanspruchung der GefaBwand durch die Angioplastie. Unabhéngige Pradiktoren fir
eine frihe ST sind ein suboptimales prozedurales Resultat (Aoki, Lansky et al. 2009;
van Werkum, Heestermans et al. 2009), die Durchfuhrung der PCI im Rahmen eines
ACS (Park, Park et al. 2006; de la Torre-Hernandez, Alfonso et al. 2008) sowie das
Absetzen bzw. Fehlen einer Thienopyridin-Therapie (lakovou, Schmidt et al. 2005;
Aoki, Lansky et al. 2009; Lasala, Cox et al. 2009; van Werkum, Heestermans et al.
2009), wobei letztgenanntes innerhalb der ersten sechs Monate nach PCI der starkste
Préadiktor ist (Jeremias, Sylvia et al. 2004; Airoldi, Colombo et al. 2007; van Werkum,
Heestermans et al. 2009). Auch ein schlechtes Ansprechen auf eine Clopidogrel-
Therapie konnte als Pradiktor fir eine frihe ST nachgewiesen werden (Sibbing, Braun
et al. 2009).
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Bei ca. 13,3 % aller gesicherten ST handelt es sich um eine spate ST (>30d-1a
post-PCI) (van Werkum, Heestermans et al. 2009) (Inzidenz ca. 0,35 % (Stettler,
Wandel et al. 2007)). Sie hat dhnliche Pradiktoren wie die friihe ST: vorzeitiges
Absetzen einer Thienopyridin-Behandlung (lakovou, Schmidt et al. 2005; Lasala, Cox
et al. 2009), interventionsspezifische Merkmale (lakovou, Schmidt et al. 2005; Joner,
Finn et al. 2006; van Werkum, Heestermans et al. 2009) und Komorbiditaten
(lakovou, Schmidt et al. 2005; Lasala, Cox et al. 2009; van Werkum, Heestermans et
al. 2009).

Die sehr spate ST (> 1 a post-PCl) ist mit 13,5 % aller gesicherten ST (van Werkum,
Heestermans et al. 2009) dhnlich haufig wie die spate ST (Inzidenz ca. 0,5 % (Stettler,
Wandel et al. 2007)). Sie scheint im Gegensatz zu friihen und spéten ST nicht mehr so
stark im Zusammenhang mit der Thrombozyteninhibition zu stehen (Kuchulakanti,
Chu et al. 2006; Airoldi, Colombo et al. 2007; Lasala, Cox et al. 2009), sondern eher
die Folge einer verzogerten Reendothelialisierung (Farb, Burke et al. 2003; Joner, Finn
et al. 2006; Finn, Joner et al. 2007) und chronischen Entziindung bis hin zur lokalen
Hypersensitivitat (Virmani, Guagliumi et al. 2004; Joner, Finn et al. 2006; Cook,
Ladich et al. 2009) zu sein (Oberhansli, Puricel et al. 2011).

1.5. CYP 2C19*2 LOF-Polymorphismus

Als Ursache fiur die interindividuell ungleiche pharmakodynamische Wirkung von
Clopidogrel werden unter anderem Varianten auf Genen, die die am Clopidogrel-
Metabolismus beteiligten CYP-Isoformen kodieren, in Betracht gezogen (Angiolillo,
Fernandez-Ortiz et al. 2007; Sibbing, Byrne et al. 2011; Xie, Zou et al. 2011). Dabei
fallen Polymorphismen in Genen der anteilig starker beteiligten Isoformen, wie
CYP2C19, starker ins Gewicht.

Bisher wurden (ber 20 Polymorphismen des CYP2C19-Gens entdeckt, wobei das
Wildtyp-Allel als CYP2C19*1 bezeichnet wird (Ingelman-Sundberg, Daly et al.
2015). Die CYP2C19*2 (im Folgenden *2)-Mutation wurde 1994 von de Morais et al.
(de Morais, Wilkinson et al. 1994) entdeckt. Es handelt sich hierbei um eine
Punktmutation (single nucleotide polymorphism, SNP) von Guanin zu Adenin auf
Exon 5 an der Position 681, welche einen kompletten Funktionsverlust des CYP2C19-
Enzyms zur Folge hat (de Morais, Wilkinson et al. 1994). Das mutierte *2-Allel hat in
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der kaukasischen Bevolkerung eine Frequenz von 14,7 % (Xie, Stein et al. 1999) und
ist in anderen ethnischen Gruppen sogar noch haufiger (Xie, Kim et al. 2001).

Studien an gesunden Freiwilligen haben gezeigt, dass bei *2-Trdgern im Gegensatz zu
CYP2C19-Wildtyp-Homozygoten die pharmakokinetische Generierung des aktiven
Clopidogrel-Metaboliten vermindert ist (Brandt, Close et al. 2007; Umemura, Furuta
et al. 2008). Dartber hinaus wurde bei *2-Trdgern eine schlechtere
pharmakodynamische Wirkung von Clopidogrel beobachtet (Hulot, Bura et al. 2006;
Brandt, Close et al. 2007; Fontana, Hulot et al. 2007; Umemura, Furuta et al. 2008).

Es folgten Untersuchungen an KHK-Patienten, die den negativen Einfluss des *2-
Allels auf das Ansprechen der Thrombozyten auf Clopidogrel (Frere, Cuisset et al.
2008; Gladding, Webster et al. 2008; Trenk, Hochholzer et al. 2008) bestétigten. So
zeigten Giusti et al. als Erste, dass der *2-Trdgerstatus bei ACS-Patienten ein
signifikanter und unabhéngiger Risikofaktor fir eine persistierend hohe
Thrombozytenreaktivitat (residual platelet reactivity, definiert als ADP-TA > 70 %
trotz dualer antithrombozytarer Therapie) ist (Giusti 2007). Geisler et al. beobachteten
bei PCI-Patienten eine signifikant hohere persistierende TA nach einer LD von 600
mg Clopidogrel unter *2-Tragern im Vergleich zu Nicht-Tragern (Geisler, Schaeffeler
et al. 2008).

Neben Pharmakokinetik und —dynamik ist jedoch vor allem das klinische Outcome
von praktischer Bedeutung. Von Beckerath et al. verdffentlichten 2005 eine Fallstudie
Uber einen Patienten mit ST und Clopidogrel-Resistenz, bei dem kaum aktiver
Clopidogrel-Metabolit sowie keine nachweisbare Thrombozyten-Inhibition im Sinne
einer verminderten ADP-TA nach einer LD von 600 mg Clopidogrel nachweisbar
waren (von Beckerath, Taubert et al. 2005). Eine nachfolgende Studie von Sibbing et
al. zeigte bei sieben ST-Patienten ebenfalls eine verminderte Generierung des aktiven
Clopidogrel-Metaboliten und daruber hinaus eine geringere Thrombozyten-
Inhibierung durch Clopidogrel im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen (Sibbing,
Taubert et al. 2008). In keiner der beiden Studien war eine Genotypisierung
vorgenommen worden. Es kann jedoch spekuliert werden, ob bei den untersuchten ST-
Patienten das *2-Allel durch verminderte Generierung des aktiven Metaboliten
ursachlich an der verminderten Clopidogrel-Wirkung und damit letztlich am Entstehen

der ST beteiligt war.
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1.6. Mdogliches Rebound-Phanomens der Thrombozyten

Nach Implantation eines koronaren Stents empfehlen die zum Zeitpunkt der Studie
geltenden Leitlinien (Wijns and Kolh 2010; Levine, Bates et al. 2011) eine duale
antithrombozytére Therapie mit Aspirin und Clopidogrel fir mindestens einen Monat
(BMS) bzw. fir sechs bis zwoIlf Monate (DES), gefolgt von einer lebenslangen
Aspirin-Monotherapie. Fur die Art des Absetzens von Clopidogrel gibt es keine
Empfehlungen, sodass die Therapie in der gangigen klinischen Praxis abrupt beendet
wird. Nach dem abrupten Absetzen verschiedener anderer antithrombotischer
Medikamente, darunter unfraktioniertes Heparin (Theroux, Waters et al. 1992; Bahit,
Topol et al. 2001), Aspirin einzeln (McFadden, Stabile et al. 2004; Ferrari, Benhamou
et al. 2005) oder in Kombination mit einem Thienopyridin (Jeremias, Sylvia et al.
2004; lakovou, Schmidt et al. 2005; Park, Park et al. 2006; Kimura, Morimoto et al.
2009), wurde jedoch eine Haufung thrombotischer Ereignisse bzw. Hinweise auf ein

Rebound-Ph&dnomen beschrieben.

Auch spezifisch fir Thienopyridine wurden in letzter Zeit einige klinische Studien
veroffentlicht, die einen Zusammenhang zwischen deren Absetzen und dem Auftreten
thrombotischer Komplikationen nahelegen (Kuchulakanti, Chu et al. 2006; Airoldi,
Colombo et al. 2007; van Werkum, Heestermans et al. 2009). Die 2007 von
Valgimigli et al. veroffentlichte STRATEGY-Studie zeigte sowohl bei BMS- als auch
bei DES-Patienten eine Haufung von Tod und MI innerhalb der ersten 30 Tage nach
dem Absetzen einer Thienopyridin-Behandlung (Valgimigli, Campo et al. 2007). Ho
et al. beschrieben 2008 eine Haufung von Tod und MI nach dem Absetzen von
Clopidogrel (Ho, Peterson et al. 2008) und spezifizierten diese spater als zweifache
Risikoerh6hung fir Tod und M1 innerhalb der ersten 90 Tage nach dem Beenden einer
Clopidogrel-Therapie verglichen mit den darauffolgenden 9 Monaten (Ho, Tsai et al.
2010). Genannte Beobachtungen fuhrten zur Hypothese eines ursachlichen Rebound-
Phanomens der Thrombozyten, welches maoglicherweise durch ein ausschleichendes
Absetzen vermieden werden konnte (Ho, Peterson et al. 2008).

Ein Rebound-Phanomen im Sinne eines vorriibergehenden Hyperreaktivitats-Zustands
der Thrombozyten, z. B. durch eine Uberexpression oder gesteigerte Aktivitat des
P2Y1.-Rezeptors auf der Thrombozytenoberfliche bzw. eine verstarkte

Signaltransduktion, kdnnte sich in vitro als signifikante Erhéhung der ADP-TA kurz
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nach dem vollstdndigen Absetzen einer Clopidogrel-Behandlung manifestieren
(Lordkipanidze, Diodati et al. 2009).



Zielsetzung

2. Zielsetzung
2.1. CYP-Studie

Das Ziel der Studie ,,Der Cytochrom P450 2C19*2 Funktionsverlust-Polymorphismus
als Risikofaktor flr das Auftreten von Stent-Thrombosen® (kurz CYP-Studie genannt)
war es, einen mdoglichen Zusammenhang zwischen dem *2-Tragerstatus und dem
Auftreten von gesicherten friihen ST bei KHK-Patienten, die nach koronarer
Stentimplantation mindestens 30 Tage mit Clopidogrel behandelt wurden,

nachzuweisen.
2.2. Rebound-Studie

Das Ziel der Studie ,,Thrombozytenfunktionsmessungen wahrend und nach dem
Absetzen einer Clopidogrel-Therapie sechs Monate nach Stentimplantation zur
Untersuchung eines moglichen Rebound-Ph&nomens der Thrombozyten (kurz
Rebound-Studie genannt) war es, ein mdgliches Thrombozyten-Rebound-Phédnomen
nach dem Absetzen einer Langzeitbehandlung mit Clopidogrel aufzudecken. Daruber
hinaus sollte untersucht werden, ob dieses hypothetische Ph&nomen durch ein
ausschleichendes Absetzen umgangen werden kann.
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3. Patienten, Material und Methoden

3.1. CYP-Studie
3.1.1. Patientenkollektiv

Im Zeitraum zwischen 05/2000 und 12/2005 wurde im Deutschen Herzzentrum
Minchen (DHM) und dem Klinikum rechts der Isar (RDI) im Rahmen von vier
Intracoronary Stenting and Antithrombotic Regimen (ISAR)-Studien (Hausleiter,
Kastrati et al. 2004; Kastrati, Mehilli et al. 2004; Mehilli, Kastrati et al. 2004; Kastrati,
Mehilli et al. 2006) bei 2485 KHK-Patienten nach Stentimplantation Blut flr die
nachfolgende genetische Analyse entnommen und aufbewahrt (s. Abbildung 2).

Studien

~ e

‘ 2877 Patienten im DHM/RDI ‘

‘ 5384 Patienten in 4 ISAR- ‘

2507 Patienten in anderen
Zentren

216 Patienten nur 2661 Patienten mit
PTCA Stentimplantation
|
| ] ] 1
s ~ e ~
176 Patienten 2485 Patienten
ohne mit
aufbewahrtes aufbewahrtem
Blut Blut
| ‘

Abbildung 2: Patientenkollektiv CYP-Studie

Im Rahmen der ISAR-Studien wurde bei 2485 Stent Patienten im DHM/RDI Blut fur
nachfolgende genetische Untersuchungen aufbewahrt. Quelle: (Sibbing, Stegherr et al. 2009)

Alle Patienten erhielten vor der PCI eine 600 mg LD Clopidogrel. Ausschlusskriterien
waren STEMI, hdmodynamische Instabilitdt, maligne Tumoren, zerebraler Insult <
drei Monate, aktive Blutung oder Blutungsneigung, frisches Trauma oder grolie
Operation < 1 Monat, Verdacht auf Aortendissektion, orale Antikoagulation innerhalb
der letzten sieben Tage, Behandlung mit Glykoprotein (GP)-l1b/Illa-Inhibitoren
innerhalb der letzten 14 Tage, H&moglobin < 100 g/l oder Hamatokrit < 34 %,
Thrombozytenzahl < 100 x 10%1 oder > 600 x 10%I, vermutete oder nachgewiesene
Graviditat sowie eine Allergie auf die Studienmedikation.
10
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3.1.2. Blutentnahme und DNA-Isolierung

Das in eine Kalium-Ethylendiamintetraacetat (EDTA)-S-Monovette® entnommene
Vollblut wurde bei — 25 °C aufbewahrt. Nach dem Auftauen bei Raumtemperatur (RT)
wurde aus den darin enthaltenen Leukozyten genomische Desoxyribonukleinséure
(deoxyribonucleic acid; DNA) mittels eines kommerziell erhéltlichen Kits
entsprechend der Herstellersanleitung isoliert (s. Tabelle 1) (Macherey-Nagel 2014).
Die im so entstandenen Eluat enthaltenen 4-6pg genomische DNA und wurden bis zur

Genotypisierung bei — 25 °C gelagert.

Tabelle 1: DNA-Isolierung

Schritte Reagenzien Aktionen Effekt

200 pl EDTA-Blut vortexen (10 - 20 s)
Lyse 1 + 25 pl Proteinkinase K

Lyse der zellularen
inkubieren (10 - 15 min, Bestandteile
+ 200 pl Lyse-Puffer 70 °C)

Vortexen
reversible H-
auf Silica-Membran Briicken zwischen
Lyse 2 + 200 pl Ethanol geben den PO,*-Gruppen
der DNA und der
zentrifugieren (1 min, Silica-Membran
11000 g)
auf Silica-Membran
geben Reinigen und

Reinigung 350 pl Wasch-Puffer

zentrifugieren (3 min, Trocknen der DNA

11000 g)

inkubieren (1 min, RT) Losen der DNA

Elution 50 pl Elutions-Puffer zentrifugieren (1 min von der Silica-
g : Membran

11000 g)

Vortex-Genie 2%, Scientific Industries Inc., Bohemia, USA

Geréte Thermomixer 5436, Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg

Zentrifuge Al4, Jouan GmbH, Unterhaching

Verbrauchs-

. NucleoSpin® Blood QuickPure, Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren
material

H: Wasserstoff; PO,*: Phosphat; Alle Reagenzien wurden entsprechend der Hersteller-
angaben rekonstituiert und gelagert.

11
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3.1.3. Genotypisierung

Die Genotypisierung erfolgte mit der automatisierten TagMan-Methode nach Livak
(Livak 1999) (s. Tabelle 2), welche auf der Polymerase-Kettenreaktion (polymerase
chain reaction, PCR) nach Mullis und Faloona (Mullis and Faloona 1987) beruht und
der quantitativen Echtzeit-PCR (Heid, Stevens et al. 1996) &hnelt. Sie ist eine
Weiterentwicklung der 5°-Nukease-Reaktion nach Holland (Holland, Abramson et al.
1991). Statt radioaktiver Sonden binden wahrend der Hybridisierungsphase
Fluoreszenz-markierte Sonden spezifisch entweder an das Wildtyp- oder das mutierte
Allel (Lee, Connell et al. 1993; Livak, Flood et al. 1995). Die Sonden sind an ihrem
5‘-Ende mit je einem Reporter-Farbstoff (Fluoreszin-Derivate FAM oder TET, spéater
VIC) und an ihrem 3°‘-Ende mit einem Quencher-Farbstoff (Rhodamin-Derivat
TAMRA) markiert. Da sich die beiden Farbstoffe auf der Sonde jedoch in enger
raumlicher Nahe zueinander befinden, wird ein Fluoreszieren des Reporters durch
Forster-Resonanzenergietransfer (FRET) (Forster 1948) zwischen den beiden
unterdriickt (Livak, Flood et al. 1995). Aufgrund der 5°‘-Nukleaseaktivitat der Tag-
Polymerase (Lyamichev, Brow et al. 1993), wird die an die Einzelstrang-DNA
gebundene Sonde wahrend der Elongationsphase in Mono- oder kurze
Oligonukleotide fragmentiert und abgespalten. Der Reporter- ist dadurch nicht mehr
mit dem Quencher-Farbstoff verbunden und kann fluoreszieren, da der hemmende
FRET mit zunehmendem Abstand unwirksam wird (Stryer and Haugland 1967). Mit
jedem PCR-Zyklus wird somit exponentiell mehr Allel-spezifischer Reporter-
Farbstoff frei.

Fur die vorliegende Studie wurde ein Reaktionsmix aus 565 pl PCR-Wasser, 850 pl
PCR-MasterMix, jeweils 25,5 ul des forward- und des reverse-Primers sowie jeweils
17 ul der FAM- und der VIC-Sonde erstellt. Eine 96-Loch-PCR-Platte wurde mit 17
pl dieses Reaktionsmix pro Loch bestiickt. Dazu wurden jeweils 2 pl wie folgt
pipettiert: in 90 Lécher DNA unterschiedlicher Patientenproben mit unbekanntem
Genotyp, in zwei Locher PCR-Wasser als Negativkontrolle, in zwei Locher DNA
eines Patienten mit bekanntem FAM-Genotyp und in die letzten beiden Locher DNA
eines anderen Patienten mit bekanntem VIC-Genotyp als Positivkontrolle. Zur
Qualitatssicherung wurden 20 % der Patientenproben doppelt genotypisiert, wobei alle

Wiederholungen mit der urspringlichen Typisierung Ubereinstimmten. Die

12
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Genotypisierung geschah ohne Kenntnis Kklinischer und angiographischer Variablen

der teilnehmenden Patienten.

Tabelle 2: TagMan-Methode

Schritte Temperatur | Zeit Effekt
Denaturierung 92 °C 2min | Auftrennung in 2 Einzelstrange
Hybridisierung | 60 °C 1 min | Spezifische Anlagerung der beiden Primer
(annealing) sowie der beiden Sonden
Elongation Verlangerung der Primer durch die Tag-
Polymerase
Abspaltung und Aufleuchten der Reporter-
Farbstoffe
Gerate GeneAmp® PCR System 9700 Thermocyclern, Applied Biosystems
Deutschland GmbH, Darmstadt
ABI PRISM® 7000 Sequence Detection System, Applied Biosystems
Deutschland GmbH, Darmstadt
Verbrauchs- Quali-PCR-Platten, 96 Well, Kisker Biotech GmbH & Co. KG, Steinfurt
material
Primer Forward 5-GATATGCAATAATTTTCCCACTATCATTG-3'
Reverse 5-GGTGTTCTTTTACTTTCTCCAAAATATCAC-3'
Sonden G-spezifisch 5-FAM-TTATTTCCCGGGAACC-3'
A-spezifisch 5-VIC-ATTATTTCCCAGGAACC-3'
MasterMix ABsolute® QPCR ROX Mix, ABgene Ltd., Epsom, GroRbritannien

T: Thymin; C: Cytosin; die Allel-spezifischen Nukleotide sind unterstrichen; MasterMix,
Primer und Sonden wurden (ber Applied Biosystems Deutschland, Darmstadt bezogen und

gemal Herstellerangaben gelagert.

13




Patienten, Material und Methoden
3.1.4. Follow-up, Endpunkte und Definitionen

Nach der PCI wurde ein telefonisches follow up durchgefuhrt. Patienten, die kardiale
Symptome schilderten, wurden in der Ambulanz klinisch, elektrokardiographisch und
laborchemisch untersucht. Ebenso erfasst wurden Informationen von (iberweisenden
Arzten und Verwandten sowie (ber nachfolgende Krankenhaus-Aufenthalte. Die
dariiber verfugbare Dokumentation wurde bestmdglich Gberprift um die Qualitat der

Daten sicherzustellen.

Die primére ZielgroRe dieser Studie war die kumulative Inzidenz gesicherter friher
ST. Diese wurde entsprechend der Kriterien des ARC (Cutlip, Windecker et al. 2007)
als das Auftreten eines ACS innerhalb von 30 Tagen nach Stentimplantation mit
entweder angiographischem oder pathologischem Korrelat definiert (s. Einleitung
1.4.).

AuRerdem wurden als sekundare Endpunkte die Inzidenzen von Tod, nicht-fatalem
ACS, Tod/MI und ischdmischem zerebralen Insult untersucht. Die Diagnose eines Ml
wurde hierbei entsprechend der TIMI-Kriterien (Wiviott, Braunwald et al. 2007)
gestellt (Auftreten neuer abnormer Q-Wellen im EKG oder Anstieg des
myokardspezifischen Kreatinkinase (CK-MB)-Wertes auf das Dreifache oder mehr der
oberen Norm). Die Diagnose eines ischamischen zerebralen Insults erforderte einen

entsprechenden Befund in der kranialen Bildgebung.

14
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3.1.5. Statistische Auswertung

Eine mdogliche Abweichung der CYP 2C19 Genotyp-Verteilung vom Hardy-
Weinberg-Gleichgewicht wurde mit dem y2-Test nach Pearson gepriift.

Die Patientencharakteristika sowie die angiographischen und interventionsspezifischen
Variablen wurden entweder als Mittelwert + Standardabweichung (standard deviation,
SD), absoluter Anteil mit entsprechendem Prozentsatz oder Median mit
Interquartilsabstand (interquartile range, IQR) dargestellt. Qualitative Merkmale
wurden mithilfe des y2-Tests zwischen Wildtyp-Homozygoten und *2-Tréagern
verglichen. Normalverteilte stetige Merkmale wurden anhand des zweiseitigen t-Tests
fiir zwei verbundene Stichproben verglichen, wahrend fur Variablen mit unbekannter
Verteilungsform der zweiseitige Wilcoxon-Test fiir zwei verbundene Stichproben

angewandt wurde.

Die Unterschiede zwischen Wildtyp-Homozygoten und *2-Trégern beziglich des
klinischen Outcomes wurden mit dem Cox-Proportional-Hazards-Modell bewertet.
AuBerdem wurde eine multivariate Cox-Regressionsanalyse durchgefiihrt, in die
neben der gesicherten frihen ST, das Patientenalter, das Vorliegen von Diabetes
mellitus oder einem ACS, die Art des implantierten Stents (DES oder BMS), die
jeweilige ISAR-Studie, in die die Patienten eingeschlossen wurden, sowie die

Behandlung mit Abciximab eingingen.

Fur die Berechnung der Teststarke, wurde das Programm nQuery advisor Version 7.0
(Statistical Solutions, Cork, Irland) genutzt. Fir alle statistischen Auswertungen
wurden bei einem Signifikanzniveau von 5% p-Werte < 0,05 als statistisch signifikant
angesehen. Alle Analysen wurden mit dem Software-Paket S-PLUS Version 4.5
(Insightful Corp., Seattle, USA) durchgefihrt.
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3.2. Rebound-Studie
3.2.1. Patientenkollektiv

Im Zeitraum zwischen Marz und Oktober 2008 wurden im DHM 76
aufeinanderfolgende Patienten in die vorliegende, prospektive Studie eingeschlossen.
Es kamen hierfir KHK-Patienten in Frage, die nach DES-Implantation mindestens
sechs Monate lang mit einer dualen antithrombozytaren Therapie aus Aspirin (100 mg
zweimal taglich) und Clopidogrel (75 mg téglich) behandelt worden waren und diese
nach einer unauffalligen Kontroll-Angiographie auf eine Aspirin-Monotherapie

reduzieren konnten.

Ausschlusskriterien flr die vorliegende Studie waren ein Patientenalter < 18 oder > 80
Jahren, angiographisch festgestellte L&sionen, die einer Reintervention und somit
fortgesetzter dualer antithrombozytarer Therapie bedurften, maligne Tumoren oder
andere Komorbiditdten, die eine Non-Compliance des Studienprotokolls vermuten
lieen, ST in der Vorgeschichte, Behandlung mit GP-I1b/I1la-Inhibitoren innerhalb der
letzten zehn Tage vor Studieneinschluss, Graviditat sowie relevante hdmatologische
Abweichungen (Hamoglobin < 100 g/l, Thrombozytenzahl < 100 x 10%1 oder > 600 x
10971).

3.2.2. Studienprotokoll

Das Studienprotokoll bestand aus zwei Armen, ausschleichendes vs. abruptes
Absetzen (im Folgenden Tapering- bzw. Off-Gruppe), die bezuglich ihrer
Auswirkungen auf die Thrombozytenfunktion verglichen wurden. Die Blister der Off-
Gruppe enthielten 28 Tage lang das Verum, also 75mg Clopidogrel, wahrend die der
Tapering-Gruppe mit Verum und Placebo nach einem festgelegten Ausschleich-
Regime gefullt waren (s. Tabelle 3). Um Beobachtungs- und Behandlungsgleichheit
durch doppelte Verblindung zu gewadhrleisten, sahen die Verum- und Placebo-

Tabletten gleich aus.

Der Studieneinschluss mit anschlieRender erster BE und
Thrombozytenfunktionsmessung erfolgte wenige Stunden nach der Kontroll-
Angiographie, die erste Einnahme der Studienmedikation am Tag darauf. Es folgten

sieben weitere BE in meist wochentlichem Abstand, sodass der Beobachtungszeitraum
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insgesamt acht Wochen betrug (s. Abbildung 3). Die Teilnehmer kamen fur die BE in
die Klinik, dabei wurde jedes Mal der Studienmedikations-Blister uberpruft um die

Compliance zu erfassen.

Tabelle 3: Ausschleich-Regime der Tapering-Gruppe

Woche 1

Woche 2

Woche 3

Woche 4

graue Felder: Verum (Clopidogrel); weil3e Felder: Placebo;
Mit freundlicher Genehmigung von Dr. S. Schulz

IBE

Kontrollangiographie

| Einnahme der Studienmedikation |

- $§ 3 3 3 1 3 3

Tage

Abbildung 3: Messzeitpunkte der Rebound-Studie

am Zeitpunkt 0 Kontrollangiographie, wéahrend der Tage 0 — 18 Einnahme der
Studienmedikation, wahrend der Tage 29 — 56 keine Medikamenteneinnahme

17
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3.2.3. Probengewinnung

Die BE erfolgte bei allen Patienten zu jedem MZP in nichternem Zustand um eine
Lipdmie zu vermeiden, die die Lichttransmissions-Aggregometrie (LTA) storen
konnte. Nach minimaler Stauung wurde eine periphere Unterarm- oder Handvene
punktiert. Unter moderater Aspiration wurden dabei jedes Mal die in Tabelle 4
genannten S-Monovetten® in der angefiihrten Reihenfolge vollstandig mit Blut gefiillt

und daraufhin mehrfach vorsichtig geschwenkt.

Tabelle 4: Blutentnahme

S-Monovetten® | Charakteristika Anzahl | Verwendung
Serum weil3; mit Gerinnungsaktivator; 7,5 ml 1 Kreatinin, CrP,
Fettstoffwechs
el-parameter*
Kalium-EDTA | rot; Himatologie; 2,7 ml 1 Kleines
Blutbild
Hirudin neutrale S-Monovette®; 4,5 ml; mit 1 MEA
Refludan®, einem rekombinanten Hirudin,
in einer Endkonzentration von 25 pg/ml™ 3 LTA
Citrat-1:10 grin; Gerinnung; 5,0 ml 3 LTA
Kanule Safety-Multifly®-Kanile mit Multi-Adapter (21 G x 3/4”, Nr. 2)

*durch die Abteilung fur Klinische Chemie des DHM; **bezogen liber Verum Diagnostica
GmbH, Minchen; Alle anderen Artikel stammten von der Firma Sarstedt AG & Co.,
Numbrecht.

Die Blutproben ruhten bei Raumtemperatur mindestens 30 Minuten bevor sie weiter
bearbeitet ~ wurden.  Der  maximale  Zeitraum  zwischen BE  und
Thrombozytenfunktionsmessung  zwei  Stunden. Dies entspricht  gangigen
Anforderungen zur Minimierung prdanalytischer Fehler (Breddin 2005; Harrison,

Mackie et al. 2011).
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3.2.4. Lichttransmissions-Aggregometrie

Dieses turbidimetrische Verfahren wurde 1962 erstmals von Born (Born 1962) sowie
kurz danach von O’Brien in modifizierter Form (Obrien 1962) beschrieben und gilt
seitdem als Goldstandard auf dem Gebiet der Thrombozyten-Diagnostik (Harrison,
Mackie et al. 2011). Die meisten Studien, die einen Zusammenhang zwischen dem
Ansprechen der Thrombozyten auf eine Clopidogrel-Therapie und ischamischen
Ereignissen untersuchten, bedienten sich dieser Methode (Gurbel, Becker et al. 2007).

'f Stirring
% §< > S ﬁ o~
A Cat w&
; ‘ \] Inactive/active u,p; ) GPCR  J® Fibrinogen Thrombin
& ¢
y ..~ Inside-out signalling €8 Calcium mobilisation ADPITxA2

] Lght [~ Agonist -

source

Abbildung 4: Funktionsprinzip der LTA

Durch die TA kommt es zu einer Abnahme der Partikelzahl und damit der optischen Dichte.
Quelle:(Jackson 2007)

Das Funktionsprinzip der LTA beruht auf der Tatsache, dass die optische Dichte einer
Partikelsuspension wie Blutplasma abhéngig von der Anzahl und nicht der Grol3e der
darin befindlichen Partikel ist. Durch die Agonisten-induzierte TA kommt es zur
Abnahme der Partikelzahl, wobei die photometrisch gemessene Zunahme der
Lichttransmission dem AusmaR der TA entspricht (s. Abbildung 4). Das
Aggregometer wird hierfir mit PPP (klar) als 100%-Wert der Lichttransmission
geeicht. PRP (trub) stellt im Gegensatz dazu den Nullwert dar. (Gawaz 1999; Harrison
2005)
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PRP wurde als Uberstand durch Zentrifugieren tiber zehn Minuten mit 800g ohne
Bremse bei 20°C gewonnen. Das hierbei entstandene Sediment wurde zehn Minuten
mit 3000g und Bremse bei 20°C zentrifugiert um als Uberstand PPP zu gewinnen. Es
wurde darauf verzichtet die Thrombozytenzahl im PRP zu bestimmen und
anzugleichen (Van Der Stelt, Van Werkum et al. 2007; Linnemann, Schwonberg et al.
2008). Die Messungen fanden bei einer Wellenldange von 430 nm, 37°C und unter
konstantem Ruhren mit 1200/min durch ein magnetisches Ruhrstabchen statt. Zu je
225ul PRP wurde jeweils 25ul der Agonisten pipettiert (s. Tabelle 5). Die Abnahme
der optischen Dichte durch die TA wurde Uber einen Zeitraum von sechs Minuten

kontinuierlich aufgezeichnet. Als Messergebnis wurde die maximale Aggregation in %

ausgewertet.
Tabelle 5: LTA
Agonisten Konzentrationen | Hersteller
20 pumol/I
5 umol/Il
ADP
2,5 pmol/I moLab GmbH, Langenfeld
1,25 pmol/I
Kollagen (aus Kalbshaut) 0,19 mg/ml
Thrombin-Rezeptor-aktivierendes 25 umol/l Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Peptid (TRAP) H Taufkirchen

Thermo Scientific Megafuge 2.0R, Heraeus Instruments, Hanau

Gerate
platelet aggregation profiler PAP 8E, Bio/Data Corporation

Messkuvetten | Test Tubes mikro silikonisiert, 7,25 x 55 mm, Bio/Data Corporation

Alle Reagenzien wurden gemal den Herstellerangaben als Lyophilisat gelagert und vor
Gebrauch rekonstituiert.
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3.2.5. Multiple Electrode-Aggregometrie

Dieses Verfahren ist eine Weiterentwicklung der erstmals 1980 von Cardinal und
Flower (Cardinal and Flower 1980) beschriebenen elektronischen Aggregometrie.

Das Prinzip der MEA beruht auf einer kontinuierlichen Impedanzmessung.
Elektronenmikroskopische Beobachtungen zeigten, dass die Elektroden des
Aggregometers bei Kontakt mit Blut zundchst von einer Einzelschicht aus
Thrombozyten (iberzogen werden. Nach Zugabe der Agonisten aggregieren immer
mehr Thrombozyten mit den an den Elektroden haftenden, sodass es zu einer
Abnahme der elektrischen Leitfahigkeit zwischen den beiden Elektroden kommt,
welche dem AusmaR der TA direkt proportional ist (s. Abbildung 5).(Cardinal and
Flower 1980; Toth, Calatzis et al. 2006)

Abbildung 5: Funktionsprinzip der MEA

Durch TA an den Elektroden kommt es zu einer Zunahme der Impedanz.
Quelle:(HaemoviewDiagnostics 2015), mit freundlicher Genehmigung von Roche-Multiplate
Die beiden grof3en Vorteile dieser Methode sind die einfache und schnelle Benutzung
ohne aufwendige und zeitraubende Prdanalytik sowie die Messung in verdinntem
Vollblut (Sibbing, Braun et al. 2008). In Vollblut wird die Thrombozytenaggregation
sowohl von Erythrozyten (Santos, Vallés et al. 1991; Vallés, Santos et al. 1991) als
auch von Leukozyten (Glenn, White et al. 2005; Koda, Banno et al. 2005) beeinflusst,
die in PRP nicht mehr vorhanden sind. Durch die beim Zentrifugieren entstehenden
Scherkrafte  konnen  Thrombozyten  verletzt werden und  hyperaktive
Riesenthrombozyten im Sediment landen (Riess, Braun et al. 1986; Dyszkiewicz-
Korpanty, Frenkel et al. 2005). AulRerdem aggregieren die Thrombozyten bei dieser
Methode an den Elektroden, also einer Oberflache und nicht in flussiger Phase, was
insofern eher den in-vivo Bedingungen entspricht, da sich Thromben meist an
verletzter oder atherosklerotisch veradnderter GefaRwand bzw. kinstlichen Oberflachen

wie Stents bilden (Sibbing, Braun et al. 2008; Sibbing, Braun et al. 2009).
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Nach Verdunnung von 300ul Vollblut mit 300ul 0,9%iger Kochsalzlésung und
dreimindtiger Inkubation in den Testzellen unter konstantem Rihren mit einem
teflonbeschichteten Ruhrstdbchen (800/min bei 37°C) wurde jeweils 20ul des
induzierenden Agonisten dazu pipettiert (s. Tabelle 6). Die Impedanz-Steigerung
wurde Uber einen Zeitraum von sechs Minuten kontinuierlich aufgezeichnet und in
sog. Aggregations-Einheiten (aggregation units, AU) dargestellt. Dabei entsprechen 8
AU ungefahr 1 Ohm. Die area under the curve (AUC) der so entstandenen Messkurve
wird in der Einheit AU*min angegeben. Da jede Testzelle vier Elektroden enthalt,
entstehen parallel zwei Messkurven, die zur internen Qualitatskontrolle miteinander
verglichen werden. Wenn der Pearsonsche Korrelationskoeffizient fir einzelne
korrespondierende Messwerte innerhalb der beiden Kurvenverlaufe <0,98 oder die
Differenz einer der beiden AUCs zur mittleren Kurve >20% ist, wird die Messung
verworfen und muss wiederholt werden. (Toth, Calatzis et al. 2006; Sibbing, Braun et
al. 2008) Als Ergebnis wurden die mittlere maximale Aggregation beider Messkurven

in AU sowie die mittlere AUC beider Messkurven in AU*min angegeben.

Tabelle 6: MEA

Test Agonisten Konzentrationen
ADPtest APD 6,4 umol/Il

ADPtest high sensitivity (HS) | ADP + Prostaglandin E1 6,4 pmol/l + 9,4 nmol/l
COLtest Kollagen 3,2 pg/ml

TRAPtest TRAP-6 32 umol/l

Multiplate® Analyzers, Verum

Gerat Diagnostica GmbH, Miinchen

Einmal-Testzellen, Verum

Verbrauchsmaterial Diagnostica GmbH, Minchen

Die Reagenzien wurden gemall den Herstellerangaben als Lyophilisat gelagert und vor
Gebrauch rekonstituiert.
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3.2.6. Endpunkte und Studiengrofie

Die primére ZielgrolRe vorliegender Studie war die jeweils hochste maximale
induzierte TA (in %) wahrend der komplett Clopidogrel-freien Zeit (Wochen funf bis
acht) gemessen mittels LTA und dem Agonisten ADP in einer Konzentration von
S5umol/l. Diese ADP-Konzentration wurde auch in anderen Studien zur Clopidogrel-
Wirkung auf die Thrombozytenreaktivitat gewahlt (Mduller, Besta et al. 2003;
Hochholzer, Trenk et al. 2006).

Fur die Berechnung des Stichprobenumfangs wurde die Hypothese aufgestellt, dass
die primare ZielgroRe in der Off-Gruppe 80 % und in der Tapering-Gruppe 65 %
betragt. Bei einer demnach nachzuweisenden Differenz von 15 % sind mit einer
ublichen Teststarke von 80% und einem doppelseitigen Signifikanzniveau a von 0,05
29 Teilnehmer pro Gruppe notig (NQuery advisor, Version 7.0, Statistical Solutions,
Cork, Irland). Um Drop-Outs (Teilnehmer, die Protokollverletzungen verursachen und
vorzeitig aus der Studie ausscheiden) mit ein zu kalkulieren, wurde die angestrebte

Teilnehmerzahl auf 34 pro Gruppe angehoben.

Als sekundarer Endpunkt wurde die jeweils hochste maximale induzierte TA (in
AU*min) wahrend der komplett Clopidogrel-freien Zeit gemessen mittels MEA und
dem Agonisten ADP in eciner Konzentration von 6,4umol/l festgelegt. Aufierdem
wurden in beiden Gruppen die TA-Werte im zeitlichen Verlauf der Studie erfasst um
ein mdgliches Rebound-Phéanomen zu entdecken. Sie wurden dartiber hinaus auf einen
signifikanten Unterschied im Vergleich der Mittelwerte wéhrend der komplett

Clopidogrel-freien Zeit zwischen den beiden Studiengruppen getestet.
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3.2.7. Statistische Auswertung

Patientencharakteristika wie Alter, Geschlecht, BMI, Komorbiditaten und
Begleitmedikation, wurden als Mittelwerte = SD oder als absolute Anzahl (n) mit
entsprechenden Prozentsédtzen dargestellt. Qualitative Merkmale wurden mit dem -
Test und kontinuierliche Variablen mit dem t-Test fur zwei unverbundene Stichproben
verglichen. Das vorausgehende Clopidogrel-Behandlungsintervall der beiden
Studiengruppen wurde mit dem Wilcoxon-Test fur zwei verbundene Stichproben

verglichen.

Die Ergebnisse der Thrombozytenfunktionsmessungen mittels LTA und MEA wurden
als Mittelwerte £ Standardfehler des Mittelwerts dargestellt und mit dem t-Test flr
zwei unverbundene Stichproben zwischen den beiden Studiengruppen sowie mit dem
t-Test fur zwei verbundene Stichproben innerhalb der jeweiligen Studiengruppen

verglichen.

Die Auswertung wurde mit der Software S-PLUS Version 4.5 (Insightful Corp.,
Seattle, Washington, USA) durchgefihrt. Bei einem Signifikanzniveau von 5%

wurden p-Werte <0,05 als statistisch signifikant angesehen.
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4. Ergebnisse

4.1. CYP-Studie

Ergebnisse

4.1.1. Patientenkollektiv und Cytochrom P450 2C19-Genotyp

Von den 2485 untersuchten Patienten waren 1805 (73%) CYP2C19-Wildtyp-
homozygot (*1/*1), 633 (25%) *2-heterozygot (*1/*2) und 47 (2%)*2-homozygot
(*2/*2). Diese Genotyp-Verteilung entspricht einer Allelfrequenz von 85,4% fir
CYP2C19*1 und 14,6% fir *2. Es wurde dabei keine signifikante Abweichung vom
Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (Hardy 1908; Weinberg 1908) festgestellt (p=0,32).

Tabelle 7: Patientencharakteristika

Merkmale Studienkollektiv *1/*1 *1/*2 oder *2/*2 p
(nN=2485) (n=1805) (n=680)

Alter (Jahre) 66,5 + 10,2 66,4 + 10,2 66,7 + 10,3 0,57
Anzahl der Frauen 539 (22,0) 384 (21,3) 155 (22,8) 0,41
Anzahl der Raucher 402 (16,0) 282 (15,6) 120 (17,6) 0,22
BMI (kg/m?) 27,239 27,238 27,243 0,86
Diabetes mellitus 881 (35,0) 637 (35,2) 244 (35,9) 0,78
Arterielle Hypertonie 1563 (63,0) 1130 (62,6) 433 (63,7) 0,62
Hypercholesterindgmie 1204 (48,0) 898 (50,0) 306 (45,0) 0,03
Kreatinin (mg/dl) 1,1+£04 1,1+04 1,1+04 0,08
LVEF (%) 55,4 +13,2 55,5+13,.3 55,1+131 0,39
Z.n. Ml 801 (32,0) 570 (31,6) 231 (34,0) 0,26
Z.n. Bypass-OP 325 (13,0) 235 (13,0) 90 (13,2) 0,89
MehrgefaRerkrankung 2006 (81,0) 1458 (80,8) 548 (80,6) 0,92
ACS 846 (34,0) 632 (35,0) 214 (31,5) 0,10
Thrombozyten (x10°/1) 224 £ 60 223 £59 226 £ 62 0,30

Alle Daten sind als Mittelwert + SD oder n (%) dargestellt, sofern nicht anders
gekennzeichnet. BMI: body mass index; Die Zeitspanne zwischen Clopidogrel-LD und BE (h)
ist als Median [IQR] aufgezeigt. Quelle:(Sibbing, Stegherr et al. 2009)
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Alle erhobenen Variablen waren ausgeglichen zwischen den Wildtyp-Homozygoten
und den *2-Tragern bis auf die Hypercholesterindmie, welche unter den Wildtyp-

Homozygoten signifikant haufiger war (s. Tabelle 7). Es kann also weitestgehend von

einer Strukturgleichheit der beiden Gruppen ausgegangen werden.

Tabelle 8: Angiographische und interventionsspezifische Charakteristika

Merkmale Studienkollektiv *1/*1 *1/*2 oder *2/*2 p
(n=2485) (n=1805) (n=680)

Stent-Typ DES 623 (25,0) 466 (25,8) 157 (23,1) 0,16

BMS 1862 (75,0) 1339 (74,2) 523 (76,9)
Lokalisation | LM 48 (1,9) 40 (2,2) 8(1,2) 0,21
der Lé&sion

LAD 1042 (41,9) 766 (42,4) 276 (40,6)

LCx 631 (25,4) 461 (25,5) 170 (25,0)

RCA 707 (28,5) 495 (27,4) 212 (31,2)
Bypass-Gefal 57 (2,3) 43 (2,4) 14 (2,1)
GefaBR-Durchmesser (mm) 28+0,6 2,78 +0,6 2805 0,95
AHA/ACC Lasion-Typ B2/C 1809 (72,8) 1296 (71,8) 513 (75,4) 0,07
Lange der Lasion (mm) 128+7,0 12,7+6,9 13273 0,08
Behandlung mit Abciximab 1234 (50,0) 897 (50,0) 337 (50,0) 0,95

Alle Daten sind als Mittelwert +

SD oder n (%) dargestellt, sofern nicht anders

gekennzeichnet. LM: left main; LAD: left anterior descending; LCx: left circumflex artery;
RCA: right coronary artery; AHA: American Heart Association; ACC: American College of
Cardiology; Typ B2/C beschreibt komplexe koronare Ld&sionen nach der AHA/ACC-
KLassifikation der Stenosemorphologie; Quelle:(Sibbing, Stegherr et al. 2009)

In Tabelle 8 sind angiographische und interventionsspezifische Daten der
teilnehmenden Patienten aufgefiihrt. Auch hier ergaben sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen den beiden Gruppen. Insbesondere der Anteil der Patienten,
die im Rahmen der PCI

EinflussgroRe, war unter Wildtyp-Homozygoten und *2-Tragern gleich (50%).

mit Abciximab behandelt wurden, eine maogliche
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4.1.2. Cytochrom P450 2C19-Genotyp und klinisches

Outcome

Der primére Endpunkt einer gesicherten frihen ST trat in 17 Patienten (0,7% des
Studienkollektivs) auf, davon waren zehn *2-Trager und sieben Wildtyp-Homozygote.
Die kumulative 30-Tages-Inzidenz einer gesicherten ST war demnach unter *2-
Trégern mit 1,5% signifikant héher als unter Wildtyp-Homozygoten mit 0,4% (HR:
3,81; 95%Cl: 1,45-10,02; p=0,007). Im Sinne eines Gendosis-Effekts hatten Patienten
mit zwei mutierten CYP2C19-Allelen (*2/*2) das htchste Risiko eine gesicherte friihe
ST zu erleiden (p=0,002; Armitage-y>-Trendtest; s. Abbildung 6).

2,51

g Ly »
[=} o [=)
L L L

30-Tages-Inzidenz gesicherter ST (%)
o
(%))

0,0 -

CYP2C19 CYP2C19 CYP2C19
*1/*1 *1/*2 *2/*2

Abbildung 6: Kumulative Inzidenz gesicherter friher ST

Homozygote *2-Trager haben das hdchste Risiko eine Stentthrombose zu erleiden.
Heterozygote *2-Trager haben ein intermdiares Risiko. Quelle:(Sibbing, Stegherr et al. 2009)
Heterozygote *2-Trager trugen diesbeziglich ein intermedidres und Wildtyp-
Homozygote das niedrigste Risiko. In Tabelle 9 ist das Auftreten ischamischer
Ereignisse bei Wildtyp-Homozygoten und *2-Trégern dargestellt. Neben der
gesicherten ST zeigte sich innerhalb des Nachbeobachtungszeitraums von 30 Tagen
auch fur STEMI und ischdmische zerebrale Insulte eine signifikant hohere Inzidenz
unter den *2-Trégern im Vergleich zu den Wildtyp-Homozygoten. Tabelle 10 zeigt die
Ergebnisse der multivariaten Cox-Regressionsanalyse. Hierbei stellte sich unter allen
einbezogenen Variablen nur die *2-Trégerschaft als unabh&ngiger Préadiktor der
gesicherten frihen ST heraus (HR: 3,86; 95%CI: 1,47-10,14; p=0,006).

27



Ergebnisse

Tabelle 9: Klinisches Outcome

Ischamische Ereignisse 1L *1/%2 oder *2/*2 HR (95%C1) P
g (n=1805) (n=680)
Gesicherte ST 7(0,4) 10 (1,5) 3,81 (1,45- 0,007
10,02)

Tod 16 (0,9) 5(0,7) 0,83 (0,30-2,26) 0,71
STEMI 9(0,5) 10 (1,5) 2,96 (1,20-7,28) 0,02
NSTEMI / instabile Angina 102 (5,6) 38 (5,6) 0,99 (0,68-1,44) 0,96
pectoris

Ml / Tod 121 (6,7) 52 (7,6) 1,14 (0,83-1,58) 0,42
Ischamischer zerebraler Insult 0(0,0) 4 (0,6) - 0,001

Alle Daten sind als n (%) dargestellt. Quelle:(Sibbing, Stegherr et al. 2009)

Tabelle 10: Ergebnisse der multivariaten Cox-Regressionsanalyse

Merkmal HR (95%Cl) p

*2-Tragerschaft 3,86 (1,47-10,14) 0,006
Alter* 1,10 (0,69-1,77) 0,69
ACS 2,18 (0,69-6,84) 0,18
Diabetes mellitus 2,13 (0,82-5,58) 0,12
Stent-Typ 0,79 (0,23-2,76) 0,71
Behandlung mit Abciximab | 0,71 (0,27-1,87) 0,49

*Berechnet flir eine Erhdhung des Alters um zehn Jahre. Quelle:(Sibbing, Stegherr et al.

2009)
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4.2. Rebound-Studie
4.2.1. Patientenkollektiv

Es lagen vollstandige Thrombozytenfunktionsmessungen bei insgesamt 69 Patienten
vor. Davon waren 35 in der Tapering- und 34 in der Off-Gruppe (s. Abbildung 7). Die
Kontrolle der Studienmedikations-Blister zeigte volle Compliance. Unter den
urspriinglich eingeschlossenen 76 Patienten waren sieben Drop-Outs, als Grund wurde
Zeitmangel angegeben. Die Patientencharakteristika waren zwischen beiden
Studiengruppen  ausgeglichen (s. Tabelle 11). Waéhrend der gesamten
Beobachtungszeit traten bei  keinem der Patienten ischdmische oder

Blutungskomplikationen auf.

| 76 eingeschlossene Patienten

7 Drop-outs |

69 auswetbare Patienten

I
| | I

s ™ r

34 Off-Patienten

)

35 Tapering-Patienten |

/

Abbildung 7: Studienteilnehmer der Rebound-Studie

Tabelle 11: Patientencharakteristika

Merkmale Off Tapering

(n=34) (n=35) p
Alter (Jahre) 67,7+9,5 66,2 +7,6 0,48
Anzahl der Frauen (%) 5(14,7) 9 (25,7) 0,26
Anzahl der Raucher (%) 3(8,8) 5(14,3) 0,48
BMI (kg/m?) 26,1+3,0 27,7+47 0,09
Diabetes mellitus (%) 6 (17,6) 6 (17,1) 0,96
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Avrterielle Hypertonie 32 (94,1) 33(94,3) 0,98
Hypercholesterinamie 25 (74,0) 24 (69,0) 0,65
Positive Familienanamnese fiir KHK 12 (35,0) 16 (46,0) 0,38
Mehrgefalierkrankung 30 (88,2) 26 (74,3) 0,14
Z.n. Ml 13 (38,0) 11 (31,0) 0,55
Z.n.PCI 34 (100) 35 (100) -
Z.n. Bypass-OP 5(14,7) 1(3,0) 0,08
Dauer der Clopidogrel-Einnahme (Monaten)* 12 (7-19) 7 (7-14) 0,34
Thrombozytenzahl (x 10° /1) 2154 +50,3 | 2185+49,2 0,80
Hamoglobinwert (g/dl) 144+12 142+15 0,41
Begleitmedikation | Aspirin 34 (100) 35 (100) -
B-Blocker 29 (85,3) 32 (91,4) 0,43
ACE-Hemmer 22 (65,0) 24 (69,0) 0,73
Statine 31(91,2) 31 (88,6) 0,72
CCB 6 (17,6) 2(5,7) 0,12
PPI 9 (26,0) 11 (31,0) 0,65
Charakteristika der vorangegangenen PCI
Klinik Stabile Angina pectoris 21 (61,8) 21 (60,0)
0,88
ACS 13 (38,2) 14 (40,0)
DES-Typ Sirolimus-eluting Stent 17 (50,0) 20 (57,1)
Everolimus-eluting Stent 11 (32,3) 11 (31,4)
Paclitaxel-eluting Stent 4(11,8) 3(8,6) oo
Zotarolimus-eluting Stent 2 (5,9 1(2,9

Alle Daten sind als Mittelwert £ SD oder als n (%) dargestellt, sofern nicht anderweitig
benannt. Die angiographischen Charakteristika der vorangegangenen PCI beziehen sich auf
die initiale Angiographie. *Dauer der Clopidogrel-Einnahme (Monate) entspricht der
Zeitspanne zwischen dem Beginn der Clopidogrel-Therapie und dem Studieneinschluss und
wurden als Median (IQR) dargestellt. ACE: Angiotensin-converting enzyme; Quelle:(Sibbing,

Stegherr et al. 2010)
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4.2.2. Lichttransmissions-Aggregometrie

Fur die primare ZielgroRe, die jeweils hochste maximale induzierte TA (in %)
wéhrend der komplett Clopidogrel-freien Zeit (Wochen finf bis acht) gemessen
mittels LTA und dem Agonisten ADP in einer Konzentration von Sumol/l, wurde kein
signifikanter Unterschied zwischen den beiden Studiengruppen festgestellt (73,0 £
2,5% in der Off-Gruppe vs. 69,3 = 1,5% in der Tapering-Gruppe; p=0,21).

Da alle Patienten zusétzlich zur MD von 75mg noch eine Clopidogrel-LD von 600mg
vor der Kontroll-Angiographie erhalten hatten, waren alle TA-Werte des ersten MZP

direkt nach Studieneinschluss signifikant niedriger als die der Woche zwei (p<0,01).

In den Abbildungen 8 bis 11 ist der zeitliche Verlauf der ADP-induzierten TA-Werte
beider Gruppen ab dem Studieneinschluss dargestellt. Die Abbildungen 12 und 13
zeigen den zeitlichen Verlauf der Kollagen- und TRAP-induzierten TA-Werte. Es
konnte kein Rebound-Ph&nomen im Sinne eines Maximums nach dem vollstdndigen
Absetzen mit anschlieBendem Ruckgang auf moderatere Werte beobachtet werden.
Fur keinen der benutzten Agonisten wurde ein signifikanter Unterschied im Vergleich
der Mittelwerte wahrend der komplett Clopidogrel-freien Zeit zwischen den beiden
Studiengruppen festgestellt (p>0,39 fiir 1,25umol/l ADP; p>0,40 fiir 2,5umol/l ADP;
p>0,35 fiir sumol/l ADP; p>0,54 fiir 20pmol/l ADP, p>0,15 fiir TRAP und p>0,31 fiir
Kollagen).
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Abbildung 8: LTA-ADP (1,25 uM)-induzierte Aggregation

Zeitlicher Verlauf der mit 1,25uM ADP induzierten TA-Werte gemessen mittels LTA. Es
besteht kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Studiengruppen. Quelle:(Sibbing,
Stegherr et al. 2010)
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Abbildung 9: LTA-ADP (2,5 puM)-induzierte Aggregation

Zeitlicher Verlauf der mit 2,5uM ADP induzierten TA-Werte gemessen mittels LTA. Es besteht
kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Studiengruppen. Quelle:(Sibbing, Stegherr
et al. 2010)
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Abbildung 10: LTA-ADP (5 uM)-induzierte Aggregation

Zeitlicher Verlauf der mit 5uM ADP induzierten TA-Werte gemessen mittels LTA. Es besteht
kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Studiengruppen. Quelle:(Sibbing, Stegherr
et al. 2010)

90 7
80 1
70 4
60
50 +
40 1
30 1

20 1
—A— Off-Gruppe (n=34)

—8— Tapering-Gruppe (n=35)

ADP(20 yM)-induzierte Aggregation (%)

10 1

0 2 3 4 5 6 7 8
Wochen nach Studieneinschluss

Abbildung 11: LTA-ADP (20 pM)-induzierte Aggregation

Zeitlicher Verlauf der mit 20 uM ADP induzierten TA-Werte gemessen mittels LTA. Es besteht
kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Studiengruppen. Quelle:(Sibbing, Stegherr
et al. 2010)
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Abbildung 12: LTA-Kollagen-induzierte Aggregation

Zeitlicher Verlauf der mit Kollagen induzierten TA-Werte gemessen mittels LTA. Es besteht
kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Studiengruppen. Quelle:(Sibbing, Stegherr
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Abbildung 13: LTA-TRAP-induzierte Aggregation

Zeitlicher Verlauf der mit TRAP induzierten TA-Werte gemessen mittels LTA. Es besteht kein
signifikanter Unterschied zwischen den beiden Studiengruppen. Quelle:(Sibbing, Stegherr et

al. 2010)
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4.2.3. Multiple Electrode-Aggregometrie

Fur den sekundédren Endpunkt, die jeweils hochste maximale induzierte TA (in
AU*min) wahrend der komplett Clopidogrel-freien Zeit gemessen mittels MEA und
dem Agonisten ADP in einer Konzentration von 6,4pumol/l, wurde kein signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Studiengruppen festgestellt (925 + 43AU*min in der
Off-Gruppe vs. 890 £ 39AU*min in der Tapering-Gruppe; p=0,55).

Da alle Patienten zusétzlich zur MD von 75mg noch eine Clopidogrel-LD von 600mg
vor der Kontroll-Angiographie erhalten hatten, waren die TA-Werte des ersten MZP
direkt nach Studieneinschluss signifikant niedriger als die der Woche zwei (p<0,01,

genau wie bei der LTA).

Die Abbildungen 14 bis 17 zeigen den zeitlichen Verlauf der durch die verschiedenen
Agonisten induzierten TA-Werte flir beide Gruppen ab dem Studieneinschluss. Es
konnte keine uberschieBende Reaktion im Sinne eines Maximums nach dem
vollstandigen Absetzen mit anschlielendem Rickgang auf moderatere Werte
beobachtet werden. Fir keinen der benutzten Agonisten wurde ein signifikanter
Unterschied im Vergleich der Mittelwerte wéhrend der komplett Clopidogrel-freien
Zeit zwischen den beiden Studiengruppen festgestellt (p>0,32 fiir ADP; p>0,18 fiir
ADPHS; p>0,48 fiir TRAP-6; p>0,06 fiir Kollagen).
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Abbildung 14: MEA-ADP-induzierte Aggregation

Zeitlicher Verlauf der mit ADP induzierten TA-Werte gemessen mittels MEA. Es besteht kein
signifikanter Unterschied zwischen den Studiengruppen. Quelle:(Sibbing, Stegherr et al.
2010)
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Abbildung 15: MEA-ADPHS-induzierte Aggregation

Zeitlicher Verlauf der mit ADPHS induzierten TA-Werte gemessen mittels MEA. Es besteht
kein signifikanter Unterschied zwischen den Studiengruppen Quelle:(Sibbing, Stegherr et al.
2010)
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Abbildung 16: MEA-Kollagen-induzierte Aggregation

Zeitlicher Verlauf der mit Kollagen induzierten TA-Werte gemessen mittels MEA. Es besteht
kein signifikanter Unterschied zwischen den Studiengruppen Quelle:(Sibbing, Stegherr et al.
2010)
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Abbildung 17: MEA-TRAP-induzierte Aggregation

Zeitlicher Verlauf der mit TRAP induzierten TA-Werte gemessen mittels MEA. Es besteht
kein signifikanter Unterschied zwischen den Studiengruppen Quelle:(Sibbing, Stegherr et al.
2010)

37



Diskussion

5. Diskussion

5.1. CYP-Studie
5.1.1. Ergebnisse der eigenen Studie

Das Hauptergebnis der CYP-Studie ist, dass Patienten, die ein oder zwei *2-Allele
tragen, ein signifikant hoheres Risiko einer Stentthrombose haben als Patienten, die
keines tragen. Genauer gesagt, wurde eine ungeféahr dreifache Risikoerhthung fur *2-
Alleltrager verglichen mit Wildtyp-Homozygoten beobachtet. Dieses Ergebnis wird
dadurch bestérkt, dass sich ein Gendosis-Effekt des *2-Allels gezeigt hat, wonach
homozygote *2-Tréger das hochste und Heterozygote ein intermedidres Risiko fir ST
trugen. Ein weiteres wesentliches Ergebnis ist, dass es sich bei dem *2-Trégerstatus
um einen unabhangigen Préadiktor fir das Auftreten von ST handelt. Durch
Genotypisierung kénnen also Patienten identifiziert werden, die ein hoheres ST-Risiko
tragen. AuBerdem konnten auch andere klinische Endpunkte wie STEMI und
ischamischer zerebraler Insult mit dem *2-Trégerstatus in Zusammenhang gebracht

werden.
5.1.2. Nachfolgende positive Studien

Collet et al. zeigten 2009 einen starken Zusammenhang zwischen der *2-Allelvariante
und einer aus kardiovaskular bedingtem Tod, nicht-fatalem MI und dringlicher
Revaskularisierung zusammengesetzten primaren ZielgroRe sowie dem Auftreten von
ST (Collet, Hulot et al. 2009). In dem untersuchten Hochrisikokollektiv aus jungen
MI-Patienten mit einer hohen Ereignisrate von fast 10% sowie einer ST-Inzidenz von
4,6% konnte sich der negative Effekt des *2-Allels vermutlich starker manifestieren.

Auch unter den 1477 mit Clopidogrel behandelten Teilnehmern der TRITON-TIMI
38-Studie (Trial to Assess Improvement in Therapeutic Outcomes by Optimizing
Platelet Inhibition with Prasugrel — Thrombolysis in Myocardilal Infarction) hatten
Trager eines CYP2C19-Genotyps mit reduzierter Funktion (zu 95% *2) eine relative
Risikoerhéhung um 53% fiir unerwiinschte kardiovaskulare Ereignisse (major adverse
cardiovascular events, MACE, zusammengesetzt aus kardiovaskulér bedingtem Tod,
M1 und zerebralem Insult) verglichen mit Wildtyp-Tragern (Mega, Close et al. 2009).

Das Studienkollektiv bestand dabei komplett aus ACS-Patienten, hatte also ebenfalls
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ein hoheres Ausgangsrisiko als das der vorliegenden Studie. Fur ST zeigte sich wie in
der vorliegenden Studie sogar eine dreifache Risikoerhéhung.

Giusti et al. fanden bei 772 DES-Patienten sowohl die *2-Tréagerschaft als auch eine
persistierend hohe Thrombozytenreaktivitat als unabhangige Préadiktoren fir das
Auftreten von ST sowie fiir die Kombination aus ST und kardialer Mortalitat heraus
(Giusti, Gori et al. 2009). Das gemeinsame Vorliegen dieser beiden Risikofaktoren
war dabei mit einem besonders hohen Risiko assoziiert. Auch Harmsze et al.
beobachteten, allerdings anhand einer Fall-Kontroll-Studie, ein erhéhtes Risiko fir ST

unter *2- und *3-Tragern (Harmsze, van Werkum et al. 2010).

Zwei Metaanalysen konnten das erhohte Risiko fur MACE (zusammengesetzt aus
Tod, nicht-fatalem MI, ischamischem zerebralen Insult und dringlicher koronarer
Revaskularisierung) unter homo- und heterozygoten Tragern des *2 Allels bzw. eines
anderen CYP2C19-Allels mit reduzierter Funktion bestitigen (Hulot, Collet et al.
2010; Mega, Simon et al. 2010). Diese Risikoerhéhung scheint bei PCI-Patienten am
starksten ausgepragt zu sein, da diese durch eine Clopidogrel-Therapie die grofite

Risikoreduktion erfahren (Mega, Simon et al. 2010).
5.1.3. Nachfolgende negative Studien

Die genetische Substudie der CURE-Studie (Clopidogrel in Unstable Angina to
Prevent Recurrent Events trial) (Pare, Mehta et al. 2010), konnte dagegen keinen
Unterschied in der Risikoreduktion durch Clopidogrel verglichen mit Placebo in
Abhangigkeit vom CYP2C19-Genotyp nachweisen. Dieses Ergebnis kdnnte daran
liegen, dass nur 14,5% der untersuchten Patienten mit Stentimplantation (BMS)
behandelt wurden und damit besonders auf ein Ansprechen auf Clopidogrel

angewiesen waren.

Simon et al. fanden in einer Frankreich-weiten Untersuchung an 2208 ACS-Patienten,
die Clopidogrel erhielten, ein im Vergleich zu Nichttragern hoheres Risiko fir MACE
nur unter Tragern von zwei CYP2C19-Allelen mit reduzierter Funktion (*2, *3, *4
oder*5), nicht aber fiir Heterozygote (Simon, Verstuyft et al. 2009). Trager eines
homozygoten CYP2C19-Genotyps mit reduzierter Funktion hatten dabei ein fast
vierfach erhohtes Risiko kardiovaskuldarer Komplikationen verglichen mit
Nichttragern. Dieser Zusammenhang war besonders ausgepragt unter Patienten, die
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mit PCI behandelt wurden. In besagtem Studienkollektiv wurden insgesamt knapp
70% der ACS-Patienten mit PCI behandelt. Unter denjenigen, die im Verlauf ein
unerwiinschtes kardiovaskulares Ereignis erlitten, war die Rate der initial mit PCI
behandelten Patienten jedoch unter 50%. Vielleicht hétte sich auch ein heterozygoter
Genotyp als signifikant erwiesen, wenn alle Studienpatienten mit PCl behandelt

worden waren.
5.1.4. Mogliche klinische Implikationen

Am 03.12.2010 veroffentlichte die Food and Drug Administration der USA ein Boxed
Warning fir Plavix®, in dem vor einer verminderten Generierung des aktiven
Clopidogrel-Metaboliten bei sog. poor metabolizern gewarnt und iber die Moglichkeit
der CYP2C19-Genotypisierung informiert wird. AuBerdem wird darin dazu
aufgefordert, andere antithrombozytare Préparate oder eine alternative Dosierung von
Clopidogrel bei poor metabolizern in Betracht zu ziehen (FDA 2010). Damani und
Topol forderten sogar eine routinemaRige Genotypisierung um die antithrombozytére
Therapie zu individualisieren und dadurch thrombotische Komplikationen bei PCI-

Patienten zu vermeiden (Damani and Topol 2010).

Eine Mdglichkeit zur Optimierung der antithrombozytaren Therapie bei Tragern eines
CYP2C19-Allels mit reduzierter Funktion ist die Verabreichung einer hoheren
Clopidogrel-Dosis. Tatsachlich zeigte sich in kleineren Studien eine doppelten MD
(Gladding, White et al. 2009; Hulot, Wuerzner et al. 2010; Simon, Bhatt et al. 2011)
bzw. eine hohere LD (Collet, Hulot et al. 2011) vorteilhaft fir das Ansprechen auf
Clopidogrel. In der groRangelegten GRAVITAS (Gauging Responsiveness with A
VerifyNow assay - Impact on Thrombosis and Safey)-Studie konnte dagegen kein
Vorteil einer an die Thrombozytenreaktivitidt (allerdings ohne Genotypisierung)
angepassten Clopidogrel-Therapie beobachtet werden (Price, Berger et al. 2011). Ein
Schwachpunkt dieser Studie ist jedoch, dass 40,8% der untersuchten Patienten
schlecht auf Clopidogrel ansprachen. Diese hohe Zahl spricht fiir eine schlechte
Spezifitat der angewandten Methode (VerifyNow®) bzw. der Definition eines
schlechten Ansprechens auf Clopidogrel (P2Y12-reaction units, PRU>230). In einer
nachfolgenden Analyse der gleichen Studienpopulation konnte jedoch gezeigt werden,

dass das Erreichen einer hoheren Thrombozyteninhibition (PRU<208) mittels

40



Diskussion

einfacher oder doppelter MD mit einem besseren klinischen Outcome assoziiert ist
(Price, Angiolillo et al. 2011).

Aber auch der Einsatz alternativer P2Yi-Inhibitoren im Rahmen einer
individualisierten Therapie wurde diskutiert. Die Wirkung von Prasugrel scheint, im
Gegensatz zu Clopidogrel, nicht so stark durch eine eingeschrankte Funktion einer
einzelnen CYP-Isoform beeinflusst zu werden (Brandt, Close et al. 2007; Varenhorst,
James et al. 2009; Alexopoulos, Xanthopoulou et al. 2011) und kénnte deshalb eine
Behandlungsalternative fur Trager des *2-Allels darstellen. Eine genetische Substudie
der PLATO (PLATelet inhibition and patient Outcomes)-Studie zeigte einen Vorteil
von Ticagrelor gegentiber Clopidogrel innerhalb der ersten 30 Tage nach einem ACS,
vor allem bei Patienten, die ein CPY2C19-Allel mit reduzierter Funktion tragen
(Wallentin, James et al. 2010).

Kritiker der Forderung nach routinemaRiger Genotypisierung fuihren jedoch an, dass
die Klinische Effektivitat und Sicherheit einer an den CYP2C19-Genotyp angepassten
Therapie erst durch grofRe prospektive Studien erwiesen werden misste und die
Datenlage diesbezuglich noch nicht ausreichend Evidenz-basierend sei (Gurbel,
Tantry et al. 2010; Roden and Shuldiner 2010).

Aullerdem ist die *2-Allelvariante nur einer von vielen Einflussfaktoren auf das
Ansprechen auf Clopidogrel, sie bedingt ca. 12% der Ansprech-Variabilitat
(Shuldiner, O'Connell et al. 2009). Die bekannten Risikofaktoren fir ein schlechtes
Ansprechen (high on-treatment platelet reactivity) setzen sich aus genetischen, aber
auch Kklinischen Faktoren wie Komorbiditaten, Begleitmedikation und Non-

Compliance zusammen (Sibbing, Byrne et al. 2011).

Da ein Umkehrschluss von *2-Tragerstatus auf ein vermindertes Ansprechen auf
Clopidogrel nur in 56% der Falle moglich ist, scheint die Genotypisierung allein nur
ein Teilaspekt zu sein auf dem Weg zu einer personalisierten antithrombozytaren
Therapie (Gurbel, Tantry et al. 2010). Gurbel zitiert in seinem Artikel ,,Genotyping —
One Piece of the Puzzel to Personalize Antiplatelet Therapy“ eine eigene
Untersuchung laut der Genotypisierung und Thrombozytenfunktionsmessung einzeln
bei recht hoher Spezifitat jeweils nur eine Sensitivitat von 46% fir die Identifikation
von Patienten mit klinischem Ereignis aufweisen, in Kombination jedoch eine

Sensitivitdt von 75% erreichen (Gurbel, Tantry et al. 2010). Die Anwendung beider
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Methoden, z.B. ein Screening mittels Genotypisierung mit anschlielender
Thrombozytenfunktionsmessung bei Trégern eines Allels mit reduzierter Funktion
(Roden and Shuldiner 2010), kénnte in Zukunft Patienten mit erhéhtem Risiko nach
Stentimplantation identifizieren. Hierfir waren schnell und einfach durchfthrbare,
kostengunstige Methoden sinnvoll (Gurbel, Tantry et al. 2010). Inwiefern die
antithrombozytére Therapie daraufhin bei den so identifizierten Risikopatienten
angepasst werden soll, muss allerdings erst in grof3en, randomisierten Studien evaluiert

werden.
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5.2. Rebound-Studie

5.2.1. Ergebnisse und Studienlimitationen

Die Rebound-Studie zeigt, dass das ausschleichende Absetzen einer Clopidogrel-
Langzeittherapie verglichen mit dem abrupten Absetzen die TA-Werte nicht
signifikant senkt. Die zweite Haupterkenntnis ist, dass der zeitliche Verlauf der TA-
Werte eher auf eine einfache Erholung der Thrombozytenfunktion als auf ein
Rebound-Ph&nomen hinweist, da keine Uberschiefende Reaktion im Sinne eines
Maximums nach dem vollstdndigen Absetzen mit anschlieBendem Ruckgang auf

moderatere Werte beobachtet werden konnte.

Trotzdem kann ein moglicher klinischer Nutzen des ausschleichenden Absetzens bei
KHK-Patienten nicht ausgeschlossen werden. Es wére mdglich, dass sich neben den
untersuchten maximalen Werten der TA ein langsamerer Anstieg dieser Werte, wie er
durch das Tapering-Regime erzielt wurde, vorteilhaft auf eine Minimierung

thrombotischer Ereignisse auswirkt.

Die Ergebnisse dieser Studie wurden bereinstimmend mittels LTA in PRP, welche
nach wie vor als Goldstandard der Thrombozytenfunktionsmessung angesehen wird
(Harrison, Mackie et al. 2011), und MEA in Vollblut ermittelt. Die
Oberflachenexpression aktivierungsabhéngiger Rezeptoren auf der Thrombozyten-
Plasmamembran wurde dabei nicht eigens untersucht. Allerdings diente bis jetzt meist
die ADP-TA als Surrogat-Marker um die Thrombozytenreaktivitdt mit dem Risiko
ischamischer Ereignisse nach PCI in Verbindung zu bringen. Sowohl fiur die LTA als
auch fir die MEA konnte ein Zusammenhang zwischen erhéhter ADP-TA nach
Clopidogrel-Einnahme und dem Auftreten ischdmischer Ereignisse gezeigt werden
(Geisler, Langer et al. 2006; Hochholzer, Trenk et al. 2006; Buonamici, Marcucci et
al. 2007; Sibbing, Braun et al. 2009). Da obengenannter Zusammenhang extensiv
dargestellt wurde, kann davon ausgegangen werden, dass diese beiden Methoden
geeignet sind eine verstarkte Thrombozytenreaktivitat und somit ein erhohtes Risiko

fiir ischédmische Ereignisse zu erfassen.

Neben der Stimulation des P2Y 1o-Signalwegs durch ADP wurden auch Kollagen und
TRAP als Agonisten benutzt. Da diese Agonisten Signalwege stimulieren, die durch

Clopidogrel nicht beeintrachtigt werden, dienten diese Messungen als Positiv-
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Kontrolle. Eine nahezu maximale ADP-TA, wie sie ohne Clopidogrel-Wirkung nach
dem vollstdndigen Absetzen zu erwarten waére, konnte ein mogliches Rebound-
Phanomen bei der LTA maskieren. Es wurden deshalb zusétzlich zu den in anderen
Studien dblichen ADP-Konzentrationen (20 und 5umol/l) auch niedrigere
Konzentrationen (2,5 und 1,25umol/l) eingesetzt, die erwartungsgeman ein geringeres
Ausmall an TA hervorriefen. Auf diese Weise konnte zwischen den hohen
Aggregationswerten besser differenziert werden. Bei der MEA ist dies nicht

notwendig, da es keinen maximalen Aggregationswert gibt.

Das Patientenkollektiv bestand ausschlieRlich aus stabilen KHK-Patienten nach DES-
Implantation mit begleitender Aspirin-Therapie. Es kann deshalb kann nicht
ausgeschlossen werden, dass bei klinisch instabilen Patienten oder Patienten ohne
Aspirin-Therapie doch ein Thrombozyten-Rebound-Ph&nomen nach Absetzen von
Clopidogrel auftreten konnte. Dieser Fall sollte jedoch durch leitliniengerechte
Therapie und gute Compliance der Patienten nur in Ausnahmen vorkommen, da bei
instabilen KHK-Patienten eine dualen antithrombozytdre Therapie nicht abgesetzt

werden sollte.

Aufgrund des Studienprotokolls war es nicht mdglich ein Ausgangsniveau der
Thrombozytenfunktion vor Beginn der Clopidogrel-Therapie zu messen und dieses
mit den TA-Werten nach dem Absetzen zu vergleichen, wie es eine streng
wissenschaftliche Definition eines Rebound-Phédnomens verlangt hatte (Sambu,
Warner et al. 2011). Allerdings erhielten ca. 40% der Studienpatienten ihren DES im
Rahmen eines ACS, welches mit erhohter Thrombozytenreaktivitidt einhergeht
(Harrison, Mackie et al. 2005), sodass eine Thrombozytenfunktionsmessung vor
Beginn der Clopidogrel-Therapie bei diesen Patienten kein echtes Ausgangsniveau der

Thrombozytenreaktivitat dargestellt hatte.

Die Beobachtungszeit der vorliegenden Studie betrug acht Wochen, wovon die letzten
vier Wochen in beiden Studiengruppen komplett ohne Clopidogrel-Einnahme waren.
Dieser Zeitraum wurde aufgrund der durchschnittlichen Thrombozyten-Uberlebenszeit
von sieben bis zehn Tagen (George 2000) gewdhlt. Da taglich etwa 20% des gesamten
Thrombozyten-Pools  erneuert werden (Gawaz 1999), musste sich die
Thrombozytenfunktion ca. zwei Wochen nach dem Absetzen einer Clopidogrel-
Therapie vollstandig erholt haben. Studien an gesunden Freiwilligen (Weber, Braun et
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al. 2001; Price, Coleman et al. 2006) sowie an KHK-Patienten unter Aspirin-Therapie
(Gurbel, Bliden et al. 2009) zeigten eine vollstdindige Erholung der
Thrombozytenfunktion sogar innerhalb von funf bis sieben Tagen nach Absetzen einer
Clopidogrel-Therapie. Wie sich die TA-Werte allerdings ber den untersuchten
Zeitraum von vier Wochen nach dem vollstdndigen Absetzen hinaus weiterentwickelt

hatten, ist unklar.
5.2.2. Nachfolgende experimentelle Studien

Djukanovic et al. konnten ebenfalls kein Rebound-Phanomen feststellen (Djukanovic,
Todorovic et al. 2011). Sie fihrten bei 200 Stent-Patienten MEA-Messungen am Tag
des abrupten Absetzens einer einjahrigen Clopidogrel-Therapie sowie nach zehn, 45
und 90 Tagen durch. Auch Frelinger et al. konnten durch die PACT (Platelet Activity
After Clopidogrel Termination)-Studie, eine prospektive, randomisierte, doppel-blinde
und Placebo-kontrollierte Crossover-Studie an 15 gesunden Teilnehmern, kein
Rebound-Phédnomen nachweisen (Frelinger, Barnard et al. 2010). Sie hatten die
Thrombozytenfunktion ~ mittels  Durchflusszytometrie, LTA, MEA und
Enzymgekoppeltem Immunadsorptionstest (enzyme-linked immunosorbent assay,
ELISA) mit diversen Agonisten in vielfaltigen Konzentrationen vor Beginn, taglich
wahrend einer zweiwdochigen Clopidogrel-Therapie und an den Tagen eins, vier, acht,

elf, 15 und 45 nach deren Absetzen gemessen.

Mylotte et al. konnten bei zwei Drittel der 32 prospektiv untersuchten DES-Patienten
einen Monat nach Absetzen einer einjadhrigen Clopidogrel-Therapie mittels einer
modifizierten Form der LTA eine voriibergehend gesteigerte Thrombozytenreaktivitét
auf ADP und Epinephrin zeigen (Mylotte, Peace et al. 2011). Die drei Monate nach
Absetzen gemessenen Werte dienten dabei als Vergleichswerte im Sinne einer wieder
auf das Ausgangsniveau zuriickgekehrten Thrombozytenfunktion. Diehl et al.
entdeckten mittels MEA eine Hyperreaktivitat der Thrombozyten zwei bis sechs
Wochen nach dem Absetzen einer einjédhrigen Clopidogrel-Therapie bei 16 von 28
DES-Patienten (Diehl, Halscheid et al. 2011). 67 stabile KHK-Patienten unter Aspirin-
Therapie dienten hierbei als Kontrollgruppe fur eine Thrombozytenreaktivitat ohne
Clopidogrel und lieferten den Vergleichswert. Yedidya et al. veroffentlichten eine
Studie mit teilweise &hnlichem Design wie die Vorliegende (Yedidya, Netzer et al.
2012). Bei insgesamt 20 BMS-Patienten wurde ein ausschleichendes mit einem
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abrupten Absetzen einer dreimonatigen Clopidogrel-Therapie verglichen. Durch
Thrombozytenfunktionsmessungen tber einen Zeitraum von sechs Wochen nach dem
Absetzen der Off-Gruppe bzw. zwei Wochen nach dem vollstandigen Absetzen der
Tapering-Gruppe kamen die Autoren zu dem Schluss, dass es ein Rebound-Phanomen
nach dem abrupten Absetzen von Clopidogrel gibt und, dass ein Ausschleichen Uber
einen Zeitraum von vier Wochen eine geeignete Strategie sei, dieses zu vermeiden.
Die TA-Werte der Off-Gruppe stiegen direkt nach dem Absetzen zwar schnell
innerhalb von zwei Wochen an, wie auch in vorliegender Studie, blieben aber danach
Uber die gesamte restliche Studienzeit von vier Wochen auf einem konstanten Niveau,
was nicht der Definition eines Rebound-Phanomens entspricht (Sambu, Warner et al.
2011). Der Anstieg der TA-Werte der Tapering-Gruppe war durch das
Studienprotokoll lediglich um vier Wochen versetzt, war aber &dhnlich steil und

erreichte ahnlich hohe Werte wie der der Off-Gruppe.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Studien, die fur ein mogliches Rebound-
Phédnomen sprechen, wie auch die Vorliegende allesamt nicht Uber adaquaten
Ausgangswerte der Thrombozytenfunktion verfligen. Sie wurden dariiber hinaus an
kleinen Studienkollektiven durchgefihrt. In diesem Punkt tberzeugt die Studie von
Djukanovic et al. mit 200 Patienten (Djukanovic, Todorovic et al. 2011). An der
PACT-Studie sind der kurze Behandlungszeitraum und das recht kleine Kollektiv
gesunder Teilnehmer zu Kkritisieren. Trotzdem liefert diese Untersuchung einen
wertvollen Beitrag, vor allem wegen ihres (berzeugenden Studiendesigns mit
Ausgangswerten der Thrombozytenreaktivitat vor Therapiebeginn. Eine abschlieRende
Aussage zu einem moglichen Rebound-Phdanomen lasst sich anhand dieser

experimentellen Studien nicht bilden.
5.2.3. Klinische Studien zum Absetzen von Clopidogrel

Kimura et al. konnten 2009 bei 10778 Patienten, die zwei Jahren nach SES-
Implantation nachbeobachtet wurden, einen Zusammenhang zwischen dem Absetzen
einer dualen antithrombozytdaren Therapie und dem Auftreten definitiver ST
nachweisen (Kimura, Morimoto et al. 2009). Andere Studien, die das Absetzen von
Aspirin und Clopidogrel gemeinsam (Jeremias, Sylvia et al. 2004; lakovou, Schmidt et
al. 2005; Park, Park et al. 2006) oder auch das alleinige Absetzen von Clopidogrel
(Airoldi, Colombo et al. 2007) untersuchten, konnten lediglich das vorzeitige
46



Diskussion

Absetzen, definiert durch einen Behandlungszeitraum kurzer als drei bzw. sechs
Monate, nicht aber das Absetzen per se, als Risikofaktor fir das Auftreten von ST

nachweisen.

Kuchulakanti et al. identifizierten 2006 das Absetzen einer Clopidogrel-Therapie als
signifikantes Korrelat einer ST im Zeitraum von zwolf Monaten nach
Stentimplantation (Kuchulakanti, Chu et al. 2006). Der durchschnittliche Zeitraum von
6,2 £ 4,9 Tagen zwischen dem Absetzen von Clopidogrel und dem Auftreten einer
subakuten ST bekréftigt einen kausalen Zusammenhang. Van Werkum et al.
formulierten aufgrund der Thrombozyten-Zirkulationszeit die Hypothese, dass ST, die
im Zusammenhang mit dem Absetzen von Clopidogrel stehen, innerhalb von 14 Tagen
danach auftreten mussten (van Werkum, Heestermans et al. 2009). Dieser
Zusammenhang konnte lediglich fir ST innerhalb der ersten sechs Monate nach PCI
gezeigt werden, nicht aber fur spatere ST. In diesem Kontext ist auch die 2011 von
Lemesle et al. veroffentlichte Studie zu nennen, in welcher ein erhohtes Risiko fir das
Auftreten von Tod, MI und ST bei DES-Patienten, die Clopidogrel innerhalb des
ersten Monats nach PCI absetzten, beschrieben wird (Lemesle, Torguson et al. 2011).
Patientengruppen, die Clopidogrel zu spéteren Zeitpunkten absetzten, unterschieden

sich in ihrem Risiko nicht voneinander.

Eine Haufung thrombotischer Ereignisse nach dem Absetzen einer Clopidogrel-
Therapie bei DES-Patienten, vor allem im ersten halben Jahr nach Stentimplantation,
wird vermutlich wesentlich durch das Einwachsen des Stents und das Ausmaf der
Reendothelialisierung im Verlauf der Zeit beeinflusst (Lemesle, Torguson et al. 2011).
Das Auftreten spaterer ST scheint mit einem verzégerten Einwachsen von DES im
Gegensatz zu BMS zusammenzuhdngen. Diese Hypothese wird durch pathologische
(Farb, Burke et al. 2003; Joner, Finn et al. 2006; Finn, Joner et al. 2007) und
angioskopische (Kotani, Awata et al. 2006; Awata, Kotani et al. 2007)
Untersuchungen sowie solche mit intravasalem Ultraschall (Mintz, Hong et al. 2005)

bzw. optischer Koharenztomographie (Matsumoto, Shite et al. 2007) gesttzt.

Die ISAR-CAUTION-Studie (Abrupt Versus Tapered Interruption of Chronic
Clopidogrel Therapy After DES Implantation) zeigte, wie auch die vorliegende,
keinen klinischen Vorteil eines ausschleichenden Absetzens von Clopidogrel (Fiedler,
Mehilli et al. 2014). Hierbei wurden 782 DES-Patienten eine Tapering- oder Off-
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Gruppe nach demselben Schema randomisiert und Uber einen Zeitraum von drei
Monaten nach dem Absetzen klinisch nachbeobachtet. Die aus kardialem Tod, MI,
Schlaganfall, ST, signifikanter Blutung und Rehospitalisierung aufgrund eines ACS
zusammengesetzte primare Zielgrofle wurde sogar von mehr Patienten der Tapering-
als der Off-Gruppe erreicht (2,3% vs. 1,3%). Die aus Tod und MI zusammengesetzte

Zielgrolie wurde gleichh&ufig erreicht.
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6. Zusammenfassung

Die Inzidenz von ST konnte unter anderem durch eine duale antithrombozytére
Therapie mit Aspirin und Clopidogrel drastisch gesenkt werden. Ein schlechtes
Ansprechen auf eine Clopidogrel-Therapie (z.B. durch eine verminderte Generierung
des aktiven Clopidogrel-Metaboliten bei Tréagern mutierter CYP-Gene, am hdaufigsten
CYP2C19*2) wie auch deren Absetzen ist mit einem hoheren Risiko z.B. fur ST

assoziiert.

Fur die CYP-Studie wurden 2485 Stent-Patienten mittels TagMan-Verfahren bzgl. des
*2-Polymorphismus (SNP 681G>A auf Exon 5) genotypisiert. Es zeigte sich eine zu
erwartende Allelfrequenz von 85,4% fur *1 und 14,6% fur *2. 17 Patienten (0,7%)
erlitten eine gesicherte fruhe ST. *2-Tragern waren signifikant haufiger betroffen als
Wildtyp-Homozygote, wobei ein Gendosis-Effekt beobachtet wurde. Ebenso hatten
*2-Tréager auch fir STEMI und ischdmische zerebrale Insulte ein signifikant hoheres
Risiko. Der *2-Tréagerstatus war ein unabhangiger Pradiktor fur das Auftreten
gesicherter friiher ST. Nachfolgende Studien bestétigten diese Ergebnisse. Da neben
der *2-Tragerschaft auch andere genetische und nicht-genetische Faktoren eine
urséchliche Rolle spielen fir eine persistierend hohe Thrombozytenreaktivitat trotz
Clopidogrel-Therapie, ist die Genotypisierung vermutlich nur einer von mehreren

Aspekten zur Individualisierung der antithrombozytaren Therapie.

In die Rebound-Studie wurden 76 stabile KHK-Patienten sechs Monate nach DES-
Implantation eingeschlossen. Sie wurden entweder einem abrupten oder
ausschleichenden Absetzen Uber einen Zeitraum von vier Wochen zugeteilt. Es
wurden wdchentliche Thrombozytenfunktionsmessungen mittels LTA und MEA und
diversen Agonisten in verschiedenen Konzentrationen durchgefuhrt. Fir 69 der
eingeschlossenen Patienten lagen vollstandige Daten vor (34 in der Off-Gruppe und 35
in der Tapering-Gruppe). Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den
beiden Studiengruppen festgestellt werden. GroRere klinische Studien zum Absetzen
von Clopidogrel sprechen dafur, dass eine Clopidogrel-Therapie in den ersten sechs
Monaten nach DES-Implantation eine wesentliche Rolle in der Vermeidung von ST
spielt, spatere ST aber vermutlich nicht mehr im Zusammenhang mit dem Absetzen
von Clopidogrel stehen. Die momentane Evidenz liefert keine Grundlage fir ein

geandertes klinisches VVorgehen beim Absetzen von Clopidogrel.
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