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1. Einleitung

1.1  Historische Entwicklung der interventionellen Kardiologie

Die interventionelle Kardiologie wurde am 16.09.1977 in Zirich durch Andreas Griintzig mit
der ersten Ballondilatation einer Koronararterienstenose begriindet. Erste Limitationen und
Probleme dieser neuen Technik waren die akute Geféal3dissektion mit nachfolgendem GefaR-
verschluss und die Restenosierung des eroffneten Gefdles (137). Als wesentlicher
Pathomechanismus der Akutkomplikation werden elastische Rickstellkréfte genannt. Die
Restenose hingegen beruht auf der Proliferation glatter GefaBmuskelzellen. Weitere Techni-
ken wie die direktionale Atherektomie oder die Rotablation zeigten bei der Uberwindung die-
ser Komplikationen nicht den erwiinschten Erfolg (56,104).

Erste Fortschritte gab es durch die Entwicklung von Stents. Diese Endoprothesen wurden von
Seiten des GeféaBlumens zundchst auf zwei unterschiedliche Arten implantiert: entweder wur-
den selbstexpandierende Stents eingesetzt, die sich nach Einbringen in das Gefal3 und Freiset-
zen aus einer Hilse selbststdndig an die Gefalwand anlegten, oder Stents, die auf einen Bal-
lon vormontiert wurden, welcher dann im GefaR aufgedehnt wurde und den Stent an die Ge-
falwand druckte (141).

Das Ziel der Implantation einer Gefalstlitze war zweifach: Zum einen wurde eine Senkung
der Akut-Verschlussrate (Dissektion, Elastic Recoil etc.) angestrebt, zum anderen eine Sen-
kung der Restenose-Rate. Die weltweit erste Stentimplantation in ein Koronargefall wurde am
28.03.1986 von Jacques Puel in Toulouse durchgefuhrt. Er verwendete dabei einen selbstex-
pandierenden Wallstent (101). Der erste ballonexpandierbare Palmaz-Schatz-Stent wurde
1989 in Mainz eingesetzt (38). Die Ergebnisse waren aber unbefriedigend, da es bei bis zu
24% der Patienten nach Implantation eines selbstexpandierenden Stents zu akuten oder suba-
kuten thrombotischen Verschlissen des behandelten GefalRes mit schweren Infarkten kam
(120). Die Komplikationsrate der ballondilatierten Stents war zwar geringer, aber mit 10%
dennoch sehr hoch (60).

Den belegbaren Vorteilen (Senkung der Akut-Verschlussrate und der Restenose-Rate) stand
der gravierende Nachteil der Stentthrombose als neue Erkrankung mit hoher Letalitit gegen-
uber. Schon bei den ersten Tierversuchen zeigte sich, dass die Implantation der Stents die
Blutgerinnung aktivierte und zu Thrombosen fiihrte, welche in ihrem AusmaR von
Stentbeschaffenheit, -groRe und -lage abhingen. Die aus der Erkenntnis, dass die

Thrombogenitat eines Metalls durch seine Oberflachenbeschaffenheit bedingt ist, resultieren-
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den Versuche, eine ideale antithrombogene Metallverbindung zu finden, hatten nur wenig
Erfolg (36,83,103,114). Die Thrombusbildung wurde daher nur zum Teil auf die
Stentbeschaffenheit zurtickgefiihrt.

Erste Erfolge bei der Reduzierung thrombogener Komplikationen gelangen Schatz (113) nach
Implantation von ballondilatierenden Stents durch die perinterventionelle Gabe von Dextran
und Heparin und einer anschlieBenden Thrombozytenaggregationshemmung (TAH) durch
Acetylsalicylsaure (ASS) und Dipyridamol.

Die Komplikationsrate der selbstexpandierenden Stents versuchte man mit Urokinase, Hepa-
rin, ASS, Dipyridamol und Coumadin zu verringern (125). Trotz dieser aggressiven
antithrombogenen Therapie blieb die Stentthrombose ein groRes Problem, weswegen zusétz-
lich noch Dextran und Sulfinpyrazon verabreicht wurden (120).

Mit der Zahl der Koagulationshemmer stieg jedoch auch die Zahl unerwiinschter Blutungen.
So war das Risiko einer groReren Blutung nach einer Ballonangioplastie mit 3-4 % wesentlich
geringer als nach einer Stentimplantation, nach der in 7-24 % der Félle tiber Blutungskompli-
kationen berichtet wurde (26,43,119). Zudem verdoppelte sich die Liegezeit im Krankenhaus
auf drei bis sechs Tage (28). Die zuséatzlichen Risiken in Kombination mit der nach wie vor
hohen Rate an Stentthrombosen reduzierten den Nutzen einer Stentimplantation deutlich.

Die Entwicklung und Anwendung des intravaskularen Ultraschalls fuhrte zu einem weiteren
Fortschritt: Es wurde festgestellt, dass tiber 80 % der implantierten Stents nicht ausreichend
entfaltet waren, obwohl dies angiographisch nicht zu erkennen war (51,94). Aus diesem
Grund wurden groRere Ballons mit einem hoheren Druck verwendet, um eine optimale Im-
plantation der Stents zu gewahrleisten, sog. Hochdruck-Implantationstechnik (29).

Zeitgleich wurde nach Entwicklung der neuen Substanzklasse der Thienopyridine eine neue
Strategie entwickelt, um die Entstehung von Thrombosen zu vermeiden, namlich die Gabe der
Thrombozytenaggregationshemmenden Medikamente Ticlopidin und ASS (,,duale Thrombo-
zytenaggregationshemmung®) ohne zusétzliche postinterventionelle Antikoagulation mit He-
parin oder Vitamin K-Antagonisten. Diese duale Plattchenhemmung reduzierte nach den ers-
ten Studien nicht nur die Rate an Blutungskomplikationen, sondern auch das Risiko einer
Stentthrombose auf 0,8 bis 1,9 % (2,29,55).

In der FANTASIC-Studie sowie bei weiteren Untersuchungen zeigte sich, dass eine duale
Plattchenhemmung mit ASS und Ticlopidin beziglich Stentthromboserate und Blutungskom-
plikationen einer Antikoagulation mit ASS, Heparin und Warfarin tberlegen ist (11,80,115).
Aber auch die Therapie mit dem Thienopyridin Ticlopidin hatte ihre Nachteile. Aufgrund der

langsamen Entfaltung seiner Wirkung bietet es insbesondere in den ersten 72 Stunden nach
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Stentimplantation keinen ausreichenden Schutz. Dies kann zwar dadurch ausgeglichen wer-
den, dass bei elektiven Eingriffen zwei bis drei Tage vor Stentimplantation mit der
Ticlopidin-Therapie begonnen wird, bei notfallméaRigen Interventionen ist der verzogerte
Wirkungseintritt jedoch problematisch. Zudem flhrt Ticlopidin gelegentlich zur Depression
des Knochenmarks mit daraus resultierenden Neutro- und Thrombopenien (108).

Beide 0.g. Probleme wurden durch ein anderes Thienopyridin beseitigt: Clopidogrel kann im
Gegensatz zu Ticlopidin als loading dose (300 bzw. 600 mg) verabreicht werden, wodurch
eine deutliche Hemmung der Thrombozytenaggregation nach wenigen Stunden erreicht wer-
den kann (110). AuRerdem zeigt es nur in seltenen Fallen eine knochenmarksdepressive Wir-
kung (24).

Somit sehen die Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fur Kardiologie — Herz- und Kreislauf-
forschung e.V. derzeit zur Stent-Thromboseprophylaxe eine duale Plattchenhemmung mittels
ASS und Clopidogrel vor (15).

Neuere Substanzen wie Prasugrel oder Ticagrelor kommen als potentielle Alternativen zu
Clopidogrel hinzu (61,143).

1.2 Thrombozytenaggregation

Wie die historische Entwicklung gezeigt hat, ist nicht, wie anfangs vermutet wurde, die plas-
matische Gerinnung und Fibrinbildung fir die Entstehung einer Stentthrombose verantwort-
lich, sondern v.a. die Thrombozytenaktivierung, -adhdsion und -aggregation. Um nachvoll-
ziehen zu kdnnen, wie die verschiedenen Thrombozytenaggregationshemmer wirken, wird im
Folgenden der Mechanismus der Thrombozytenaktivierung stark vereinfacht dargestellt (Abb.
1).



Clopidogrel

Abb. 1: Die wichtigsten Thrombozyten-Aktivierungswege und Blockade des P2Y12-
Rezeptors durch Clopidogrel oder Prasugrel (modifiziert nach 12)

Thrombozyten werden initial durch Adhé&sivproteine, ndmlich bei hoher Schubspannung
durch den von Willebrand-Faktor (105), bei niedriger durch Fibrinogen (109) und das bei
Verletzungen aus der subendothelialen Matrix freigelegte Kollagen aktiviert (10,58). Dies
fihrt im weiteren Verlauf u.a. zur Freisetzung von ADP und anderen Mediatoren aus den
Thrombozyten-Granula (71). Zugleich wird Arachidonsdure aus Membranphospholipiden
freigesetzt und mit Hilfe der Zyklooxygenase (COX) zu Thromboxan A, metabolisiert (93).
Dieses ist eine der am stérksten proaggregatorisch wirkenden Substanzen, es kann die
Plattchenmembran passieren und andere Thrombozyten aktivieren (58).

ADP, der bedeutendste Agonist fir die Verstarkung einer beginnenden Plattchenaktivierung
(45), wirkt vor allem auf den P2Y 1,- Rezeptor, wodurch unter anderem die Adenylylzyklase
gehemmt wird und das zyklische AMP (CAMP) absinkt (58). Zyklisches AMP ist fiir die Re-

gulation der Thrombozytenaktivierung von groRer Bedeutung. Ein niedriger cAMP-Spiegel
4



fordert die Ca®* -Freisetzung aus Speichern in den Plattchen sowie den Ca®* -Einstrom durch
die Membran und bewirkt somit einen intrazellularen Ca®* -Anstieg in den Thrombozyten, der
die Voraussetzung fir die Liganden (z.B. Thromboxan)-abhangige Plattchenaktivierung und
die damit verbundenen Formveranderungen ist (16,31,63).

Aulerdem fordert ADP - zumindest in vitro - die Thromboxan-Bildung (58).

Neben Thromboxan A, ist Thrombin der wichtigste physiologische Thrombozytenaktivator
(93). Thrombin entsteht bei der Gerinnungsaktivierung sehr friih in kleinen Mengen und fuhrt
nach Bindung an einen transmembranen Rezeptor bereits in niedriger Konzentration zur
Thromboxan-Bildung, zum Anstieg des zytoplasmatischen Ca** -Spiegels, zur Sekretion
granuldrer Inhaltsstoffe sowie zur Exposition von Glykoprotein (GP) Ilb/Illa. Uber den
GPlIb/Il1a-Rezeptor bindet Fibrinogen an die Thrombozyten und fiihrt zu deren Vernetzung
(35,58). In-vitro kann die Thrombinwirkung auf die Thrombozyten mittels des Thrombin

Receptor Activating Peptide (TRAP-6) simuliert werden.

1.3  Wirkungsweise der Thrombozytenaggregationshemmer

Der prominenteste Vertreter der Thrombozytenaggregationshemmer ist ohne Zweifel
Acetylsalicylsaure. ASS inhibiert selektiv die Zyklooxygenase. Aufgrund ihrer Kernlosigkeit
sind Thrombozyten nicht in der Lage, blockierte COX zu ersetzen und somit Thromboxan A2
zu bilden. Die Folge ist eine irreversible Hemmung der Thrombozytenfunktion (84).

Die  Thienopyridine  Ticlopidin,  Clopidogrel ~und  Prasugrel hemmen die
Thrombozytenaktivierung tber die Blockade des membranstdndigen P2Y 1,-ADP-Rezeptors.
Dies fuhrt zur Unterdriickung eines Absinkens der thrombozytaren Konzentration von cAMP
(84).

Ticlopidin ist ein ,,Prodrug®, das nach Absorption im Diinndarm zuerst in der Leber aktiviert
werden muss. Der aktive Metabolit konnte bisher nicht identifiziert werden. Ein Nachweis der
Ticlopidinwirkung ist innerhalb von 2 Tagen nach Verabreichung von 2x250 mg/d nachweis-
bar, die maximale Hemmwirkung wird nach etwa 3-5 Tagen erreicht (108).

Clopidogrel, ebenfalls ein ,,Prodrug®, muss nach Diinndarmpassage mit Hilfe von Zytochrom-
P-1soenzymen, v.a. 3A4 und 2B6, aber auch 2C19, zu 2-Oxo-Clopidogrel umgewandelt wer-
den. Durch Hydrolyse wird schlieBlich der aktive Metabolit, ein Thiolderivat, gebildet. Aller-
dings werden nur etwa 10-15 % der verabreichten Clopidogrel-Dosis aktiviert. Der Rest wird

durch Blutesterasen zu einem unwirksamen Carboxylséure-Derivat verstoffwechselt (110).
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Eine beginnende Hemmwirkung ist bereits 2 h nach oraler Einmalgabe von 75 mg
Clopidogrel zu beobachten. Ein Steady-State mit einer durchschnittlichen Thrombozyten-
Funktionshemmung von 40-60% wird unter 75 mg/d Clopidogrel nach 3-7 Tagen erreicht
(110). Mit einer Aufsattigungsdosis von 300 mg ist nach 6 h, nach Einnahme von 600 mg
bereits nach 2 h die maximale Hemmwirkung von Clopidogrel erreichbar (92,110,138).

Ein weiteres Thienopyridin ist Prasugrel, das in Deutschland im April 2009 fiur die
Thrombozytenaggregationshemmung bei akutem Koronarsyndrom zugelassen wurde. Es zeigt
eine groRere Bioverfligbarkeit als Clopidogrel, so dass nach einer 60 mg Aufsattigungssdosis
eine 10 mg Tagesdosis ausreicht. Ursache hierfur ist, dass Prasugrel im Darm zu einem
Thiolacton hydrolysiert wird und schlie3lich mittels einer Ein-Schritt-Metabolisierung durch
die 0.g. Zytochrom-P-1soenzyme, v.a. CYP 3A4, in der Leber zur aktiven Wirkform umge-
wandelt wird. Bereits eine Stunde nach einer 60 mg Aufsattigungsdosis ist die Thrombozyten-
aggregation zu mindestens 50 % inhibiert. Das Steady-State, mit einer ca. 70 %igen
Plattchenhemmung, wird nach drei bis finf Tagen erreicht (5).

Cilostazol, ein weiterer Thrombozytenaggregationshemmer, wird v.a. Patienten in Asien nach
Stentimplantation verabreicht. Cilostazol hemmt die Phosphodiesterase Il1. Dies flhrt zu einer
Erhéhung von cAMP, was unter anderem mit der Inhibition der Plattchenaktivierung sowie
vasodilatierenden und antithrombotischen Effekten einhergeht. In Deutschland wird
Cilostazol v.a. bei Patienten mit Claudicatio intermittens eingesetzt (65). In einer Studie wur-
de gezeigt, dass eine dreifache plattchenhemmende Therapie mit ASS, Clopidogrel und
Cilostazol einer dualen Medikation mit ASS und Clopidogrel hinsichtlich Hemmung der

ADP-induzierten Thrombozytenaggregation uberlegen ist (78).

Sehr stark wirksame Plattchen-Aggregationshemmer sind die nur intravends zu verabreichen-
den GPlIb/llla-Antagonisten. Es gibt Vertreter dieser Stoffklassen mit reversibler (Tirofiban)
und irreversibler (Abciximab, Eptifibatid) Wirkung. Ihnen gemeinsam ist die Hemmung der
Bindung von Fibrinogen an GPIIb/llla, wodurch die Vernetzung von Thrombozyten verhin-
dert wird (46). Indiziert sind die GPIIb/Illa-Antagonisten v.a. bei perkutanen Koronarinter-
ventionen (PCI) bei Nicht-ST-Hebungsinfarkten (NSTEMI) und ST-Hebungsinfarkten
(STEMI) (15).



1.4 Instent-Restenose und Stentthrombose

Das erste Ziel, die Akut-Gefalverschlussrate nach Ballondilatation zu senken, wurde durch
Stents erreicht. Das zweite Ziel, die deutliche Senkung der langfristigen Restenose-Rate, wur-
de nur teilweise erreicht. Die Restenose-Rate bei alleiniger Ballondilatation lag bei 30-50 %.
Trotz verbesserter Implantations- und Stent-Technik blieb die Restenose-Rate bei Bare-Metal-
Stents (BMS) mit 18-32 % recht hoch (141), mit modernsten (extrem diinnen) BM-Stents
liegt sie aktuell allerdings bei 10-15 %.
Vier Mechanismen liegen dem Restenosierungsprozess, der neointimalen Proliferation, zu-
grunde (37,74):

1. Thrombosierung und Fibrinablagerung

2. Inflammation

3. Proliferation von Fibromyoblasten

4. ausgepragte Bildung von extrazelluldrer Matrix
Diese Reaktionen sind nach vier bis sechs Monaten abgeschlossen. Sie sind abhangig vom
Ausmal’ der Gefallwandschadigung und dem verwendeten Stentmaterial (70,117).
Um den o0.g. Mechanismen vorzubeugen, wurden mit Immunsuppressiva (z.B. Sirolimus,
Everolimus, Zotarolimus) und Zytostatika (z.B. Paclitaxel) beschichtete Stents, sog. Drug-
Eluting-Stents (DES), entwickelt, welche die Restenose-Rate auf unter 10 % reduzierten und
im Vergleich zu herkdmmlichen BMS (mehr als) halbierten (90,91,135). Leider wird aber
nicht nur die unerwlnschte neointimale Hyperplasie, sondern auch die
,Reendothelialisierung™ des Stents unterdriickt, die fiir die Ausbildung einer
antithrombogenen Oberflache des Implantats essentiell ist (41,42,68). Dies fuhrt dazu, dass
bei Drug-Eluting-Stents im Vergleich zu Patienten nach BMS-Implantation die Rate an spaten
Stentthrombosen, die mehr als einen Monat nach dem Eingriff auftreten, bei 0,5-1 % pro Jahr
liegt (75). Spéate Stentthrombosen sind bei BMS aufgrund der eintretenden
Reendothelialisierung hingegen eine Raritat. Da der Vorteil der geringeren
Restenosierungsrate bei den DES jedoch Uberwiegt, sind beide Stent-Arten in Gebrauch, wo-
bei es fir jeden Stent eigene Indikationen gibt. Bei den DES ist jedoch eine langere duale
Thrombozytenaggregationshemmung (12 Monate vs. 4 Wochen nach BMS-Implantation) bis
zur Einheilung des Stents erforderlich (15).
Trotz dualer Plattchenhemmung treten Stentthrombosen in ca. 1 % im ersten Jahr nach
Stentimplantation auf, die Halfte davon innerhalb der ersten 30 Tage (134). Diese lebensbe-

drohliche Komplikation kann bei bis zu einem Drittel der Patienten zum Tod fiihren



(9,30,34,140). Neben der nicht ausreichenden Entfaltung des Stents (Malapposition), die sich
in der Regel als akute Stentthrombose innerhalb der ersten 24 h manifestiert, wird als Ursache
fir subakute (innerhalb der ersten 30 Tage) und Spéat-Thrombosen (jenseits Monat 1, aber
innerhalb des 1. Jahres) eine mangelnde Wirkung von Clopidogrel im Sinne einer ,,Resistenz*
vermutet. Patienten, deren Thrombozytenaggregation nicht ausreichend durch Clopidogrel
gehemmt wird, werden entsprechend als Clopidogrel-Low- bzw. Non-Responder bezeichnet
(88). Alternativ wird der Begriff High On-Treatment Reactivity verwendet. Eine weitere und
héufige Ursache fur die Stentthrombosen ist das vorzeitige Absetzen der dualen TAH (iatro-

gen, z.B. vor operativen Eingriffen, oder infolge mangelnder Patientencompliance) (Abb. 2).
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Abb.2: Ursachen fiir Stentthrombosen im Verlauf nach PCI

In der Literatur wird die Pravalenz der Clopidogrel-,,Resistenz* je nach Patientenkollektiv
und Nachweismethode mit bis zu 25 % angegeben (88). Die Ursachen fir die unzureichende
Wirkung sind noch weitgehend unbekannt. Genetische Determinanten wie v.a. Polymorphis-
men des Zytochrom-P-Isoenzyms 2C19, weniger wohl P2Y,-Rezeptor-Polymorphismen,
scheinen ebenso eine Rolle zu spielen (44,52,54,89,128) (Abb.3) wie erhéhter Blutzucker (7)

oder Medikamenteninteraktionen, wobei vor allem hemmende Einflisse von Protonenpum-



peninhibitoren (PPI) (127) und Ca**-Antagonisten auf die Clopidogrelwirkung diskutiert wer-
den (126) (Abb. 4).
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Abb.3: Resorption und Metabolismus von Clopidogrel (128)
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Abb.4: Ursachen fur eine inadéquate Clopidogrel-Wirkung (97)

1.5  Messung der Clopidogrelwirkung

Obwohl aufgrund der unmittelbaren Prognoserelevanz der Nachweis der Wirksamkeit der
thrombozytenaggregationshemmenden Therapie nach Stentimplantation notwendig erscheint,
ist ein generelles Monitoring der betroffenen Patienten derzeit noch nicht etabliert.

Die Ursache sind methodische Probleme. Der Goldstandard bei der Messung der Clopidogrel-
Wirkung ist die Lichttransmissions-Aggregometrie. Diese Methode ist aufwandig, erfordert
gut ausgebildetes Personal und ist zudem schwierig zu standardisieren und reproduzieren
(18). Sie ist somit nicht rund um die Uhr und in grolem Umfang einzusetzen.

In den letzten Jahren wurden verschiedene Messmethoden und —geréte entwickelt, die teils
auch zur Point-of-Care-Messung der Thrombozytenfunktion geeignet sind (20), sich jedoch
aufgrund methodischer Méngel oder zu hoher Kosten zumindest im deutschsprachigen Raum

nicht im Routineeinsatz bewahrt haben.
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Folgende Verfahren wurden getestet: durchflusszytometrische Rezeptor-Funktionsanalysen
(47,64,118); turbidimetrische Testsysteme wie der Rapid Platelet Function Test (Verifynow®,
Accumetrics, USA) (130); der ,,Platelet mapping assay*, ein Thrombelastographie-basierter
Thrombozytenfunktionstest (81,136); die auf der Viskosimetrie basierende ,,Cone und Plate*-
Methode (Impact-R, Diamed, Schweiz) (111); die ,,In-vitro-Blutungszeit (PFA 100®, Sie-
mens, Munchen), bei der die Verschlusszeit einer mit Thombozyteninduktoren beschichteten
Apertur gemessen wird (85), sowie die Impedanz-Aggregometrie nach Cardinal und Flower
(25).

Das Prinzip der Impedanzaggregometrie beruht darauf, dass die in Ruhe athrombogenen
Thrombozyten nach Aktivierung an kdrperfremden Oberflachen, wie z.B. Elektroden, anhaf-
ten und somit zu einer Zunahme des elektrischen Widerstandes fiihren.

1.6 Messung der Thienopyridin-Wirkung mit dem Multiplate®-System

Vor einigen Jahren wurde von Calatzis die Mehrfach-Elektroden Aggregometrie (MEA) zur
Messung der Plattchenaggregation im Vollblut entwickelt (139). Der dabei verwendete ,,Mul-
tiple Platelet Function Analyzer (Multiplate®, Dynabyte, Miinchen) (Abb.5) beruht auf der
Impedanzaggregometrie. Das Geréat verfugt tber finf getrennte Messkanéle fir Simultanmes-
sungen, verwendet jedoch im Gegensatz zur urspringlichen Methode, bei der eine wieder-
verwendbare, nach jeder Messung aufwandig zu reinigende Messzelle eingesetzt wurde, Ein-
weg-Messzellen mit zwei unabhdngigen Messeinheiten. Bei jeder Messung wird somit eine
Doppelbestimmung der Thrombozytenaggregation durchgefiihrt und das Ergebnis software-

gesteuert Uberprift, wodurch die Reproduzierbarkeit des Verfahrens verbessert wird.
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Abb.5: Multiplate®-Testsystem (39) Abb.6: Einwegmesszelle mit Rihrstab (39)

In der Messzelle (Abb. 6) befinden sich zwei Paare hochleitfahiger silberbeschichteter Kup-
ferdréhte. Zwischen jedem Paar flie3t unabhdngig voneinander ein Wechselstrom. Durch die
Anhaftung und Aggregation der Thrombozyten erhéht sich der elektrische Widerstand zwi-
schen den Sensordréhten (Abb. 7).

nicht aktivierte Plattchen Aktivierung der Plattchen  Aggregation an den Elektroden

Abb.7: Schema der Thrombozytenaktivierung und -adh&sion an den Sensordréhten (39)

Die Zunahme des elektrischen Widerstands wird kontinuierlich gemessen, in frei gewdhlte
»Aggregation Units® umgerechnet und iiber die Zeit aufgezeichnet. SchlieBlich wird die Fla-
che unter der Aggregationskurve berechnet und als ,,Area Unter the Curve* (AUC) dargestellt
(Abb. 8). Die AUC-Einheiten stellen somit ein Mal3 fiir die Thrombozytenaggregation nach
Zugabe einzelner Aktivatoren dar und erlauben damit eine Einschatzung der Wirksamkeit

bestimmter Thrombozytenaggregationshemmer (139).
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Abb.8: Darstellung der Zunahme des elektrischen Widerstands Uber die Zeit (39)

Da kein Zentrifugationsschritt erforderlich ist und das Gerat ber eine computergesteuerte
elektronische Pipette verfiigt, ist das Multiplate®-System point-of-care tauglich. Die Test-
durchfiihrung ist infolge der Software-unterstiitzten Bedienerfuhrung einfach, das Ergebnis
liegt nach ca. 10 min vor. Der Preis pro Messung betrégt 5-7 Euro (20).

Sibbing et al. (122) stellten fest, dass die mittels MEA gemessene ADP-induzierte Plattchen-
Aggregation gut mit der Standardmethode, der Lichttransmissions-Aggregometrie, korreliert.
Sie schlieBen daraus, dass beide Methoden gleichermafen geeignet sind, ein unzureichendes

Ansprechen auf Clopidogrel zu erkennen.
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2. Fragestellung und Ziele der vorliegenden Untersuchung

Da eine unzureichende Clopidogrel-Wirkung das Risiko einer Stentthrombose erhoht, er-
scheint es sinnvoll, bei Patienten nach Stentimplantation die durch Clopidogrel bedingte
Hemmung der ADP-induzierten Thrombozytenaggregation zu messen.

Erste Untersuchungen haben gezeigt, dass die Messung der Thrombozytenfunktion mit der
Mehrfach-Elektroden-Aggregometrie zur Erkennung einer Clopidogrel-Wirkung geeignet
erscheint und Ergebnisse liefert, die mit denen der aufwandigen und schlecht reproduzierba-

ren Lichttransmissions-Aggregometrie als Standardmethode Gbereinstimmen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten durch eine prospektive Untersuchung folgende

Fragestellungen bearbeitet werden:

1. Ist die Mehrfach-Elektroden-Aggregometrie mit dem Multiplate®-System unter den Rou-
tinebedingungen einer Klinik geeignet, Clopidogrel-Low-Responder nach Implantation
eines Koronarstents zu erkennen?

In diesem Zusammenhang interessiert vor allem:

- Welche préaanalytischen Anforderungen missen beachtet werden, um valide
Messergebnisse zu erhalten?

- Ist es moglich, aufgrund der MEA-Werte, die vor der Gabe der Loading-dose gemessen
wurden, die Wahrscheinlichkeit fiir einen Low-Responder-Status abzuschatzen?

- Ab welchem Cut-off-Wert liegt ein Low-Responder-Status vor?

- Wann ist nach Stentimplantation der optimale Zeitpunkt fir die Messung?

2. Ist das Multiplate®-System ein geeignetes Verfahren, um die Optimierung der Therapie

mit Thienopyridinen bei Clopidogrel-Low-Respondern zu {iberwachen?

3. Gelingt es, durch eine Multiplate®-unterstiitzte Therapieoptimierung die Rate an kardio-
vaskuléren Ereignissen, wie Tod aufgrund kardialer Ursache, Myokard-Infarkt, Schlagan-
fall (= Major Adverse Cardiac and Cerebrovascular Events = MACCE) so weit abzusen-
ken, dass sie mit der MACCE-Rate von Clopidogrel-Respondern vergleichbar ist?

14



3. Material und Methoden

3.1  Messung der Thrombozytenaggregation mit dem Multiplate®-System

Blutentnahme. Falls nicht anders angegeben, gilt fur sémtliche Messungen: Es wurde Blut
mit einer 21G-Kanile aus einer Armvene entnommen und mit Hirudin antikoaguliert
(Sarstedt Monovette®, r-Hirudin/ 2,6 ml, Sarstedt, Numbrecht, Abbildung 9).

Abb.9: S-Monovette® Hirudin

Durchfihrung der Messung. Die MEA-Messungen wurden nach mindestens 30 min Ruhe-

lagerung bei Raumtemperatur und innerhalb von 120 min nach Blutentnahme durchgefiihrt.

Es wurden bei den Messungen der Patienten und Blutspender immer jeweils folgende zwei

Aktivatoren eingesetzt:

- ADP zur Detektion der Wirkung von Thienopyridinen und

- ,,Thrombin Receptor Activating Peptide* (TRAP) zur Detektion der Wirkung von
GPlIIb/11la-Antagonisten und zur Einschéatzung der globalen Thrombozyten-
aggregationsfahigkeit.

Die lyophilisierten Reagenzien wurden im Kihlschrank bei 2-8 °C gelagert und gemé&R den

Herstellerangaben (Dynabyte GmbH, Minchen) vor Gebrauch mit 1,0 ml aqua dest. angelost,

so dass folgende Konzentrationen vorlagen: ADP 0,2 mM; TRAP 1 mM.

AnschlieBend wurden die Aktivatoren in 200 pl-Portionen aliquotiert und in Eppendorf-

GeféRen bei < - 20 °C maximal vier Wochen gelagert. Nach dem Auftauen wurden die Rea-

genzien im Kihlschrank bei 2-8 °C aufbewahrt und nur zur Messung kurzfristig entnommen.

Unter diesen Bedingungen kann das Reagenz max. 24 h verwendet werden (142).
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Die Durchfiihrung der Messungen erfolgte geméal den Angaben des Herstellers (39), wobei

mit einer elektronischen Pipette, die durch das Multiplate®-System gesteuert wurde, pipettiert

wurde.

Reihenfolge der Pipettier- und Inkubationsschritte:

e Pipettieren von 300 pl physiologischer NaCl-Ldsung (0,9 %), welche auf 37° C erwarmt
wurde, in eine Messzelle

e Pipettieren von 300 pl Hirudinblut, das zuvor vorsichtig tber Kopf durchmischt wurde, in
die Messzelle

e 180 sec Inkubation unter standigem Riihren (1000 rpm) mit einem Teflon® beschichteten
Magnetrihrer

e Pipettieren von 20 ul Aktivator-Reagenz (ADP oder TRAP) in die Messzelle innerhalb
von maximal 30 sec

e Start der Messung und Aufzeichnung der Anderung des elektrischen Widerstands als
AUC-Einheiten Gber 6 Minuten

Die dimensionslosen fiktiven AUC-Einheiten werden im Folgenden auch als Units (U) be-

zeichnet.

Qualitatssicherung. Zur Gewdhrleistung valider MEA-Messungen wurde taglich vor der
ersten Messung eine System-interne elektronische Kontrolle des Muliplate®-Gerats durchge-
fihrt, in der alle fiunf Messkandle auf ihre Funktion tberprift wurden. Um die Funktionsfa-
higkeit der Reagenzien sicherzustellen, wurden wdchentlich mindestens zweimal gesunde

Blutspender getestet.

3.2 Validierung der Multiplate®-Messung

Um die Tauglichkeit des Multiplate®-Systems fiir das Monitoring der Clopidogrel-Wirkung
unter Routinebedingungen in einem Grol3krankenhaus zu evaluieren, wurde vor Beginn der
klinischen Studie untersucht, welche praanalytischen Storgrofien die Zuverlassigkeit der Mes-
sung beeinflussen. Hierzu wurde dem Einfluss von Scherstress auf die Thrombozyten bei der
Blutentnahme, dem Fullungsgrad des Abnahme-Rohrchens, dem Einfluss eines Rohrpostver-
sands des Abnahme-Rohrchens und der Bedeutung der 30-miniitigen Ruhelagerung vor der
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Messung nachgegangen. Zudem wurde untersucht, inwieweit das Zeitintervall zwischen Blut-
entnahme und Messung die Ergebnisse beeinflusst.

AuRerdem wurden die Intra-Assay- (= Imprazision in der Serie oder Imprézision unter Wie-
derholbedingungen) und die Inter-Assay-Variabilitdt (= Imprazision von Tag zu Tag oder
Imprézision unter Reproduzierbarkeitsbedingungen) bestimmt und die Abhéngigkeit der

Messwerte von Thrombozytenzahl und Hamatokrit gepruft.

Prazision in Serie. Das Multiplate®-Mess-System verfugt tber funf identische Messkanéle,
so dass bis zu flnf verschiedene Aktivatoren bei einer Messung eingesetzt oder fiinf verschie-
dene Patienten mit einem Aktivator untersucht werden kdnnen. Um zu Uberpriifen, wie grof}
die Unterschiede zwischen den einzelnen Messkanalen und bei einer Messung in Serie sind,
wurden bei einem Freiwilligen sechs Hirudin-Blutréhrchen enthommen. Nach der 30-
mindtigen Ruhe-Lagerung wurde die Probe im Abstand von 15 min auf allen finf Kandlen
von einem Untersucher insgesamt fiinfmal hintereinander gemessen, um die Schwankungs-
breite der Messwerte innerhalb eines Zeitraums von 90 min nach Blutentnahme zu ermitteln.

Es wurden jeweils eine Testreihe mit ADP und eine mit TRAP als Aktivator durchgefihrt.

Préazision von Tag zu Tag. Um die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse tber einen langeren
Zeitraum und mit verschiedenen Untersuchern zu Uberprufen, wurden bei finf
Thrombozytenspendern (3 Manner, 2 Frauen) der Blutspende-Einrichtung des Klinikums

Augsburg tiber mehrere Monate lang vor jeder Spende MEA-Messungen durchgefiihrt.

Einfluss der Thrombozytenzahl und des Hamatokrits. Um die Abhangigkeit zwischen
Thrombozytenzahl bzw. Hamatokrit (Hk) und den MEA-Werten zu Uberprifen, wurde bei
100 gesunden Testpersonen der Korrelationskoeffizient fur die entsprechenden Daten berech-
net. Da Thrombozytenfunktionsteste bei niedrigen Thrombozyten-, aber auch Hk-Werten h&u-
fig nicht verwertbare Ergebnisse liefern, wurden MEA-Messungen bei 75 andmischen
und/oder thrombopenischen Patienten der hamatologisch-onkologischen Ambulanz, die keine

Thienopyridine oder GPIIb/Il1a-Antagonisten einnahmen, durchgefuhrt.

Einfluss der Venenstauung und des Kantilendurchmessers bei der Blutentnahme. Da in
einer Klinik das &rztliche und pflegerische Personal in Bezug auf die tdgliche Blutabnahme
unterschiedlich getibt ist, wurde untersucht, ob ein etwaiger Einfluss von Scherstress, der bei

der Blutentnahme auf die Thrombozyten wirkt, die MEA-Messung beeinflusst. Hierzu wurde
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bei 20 Blutspendern auf zwei unterschiedliche Arten Blut entnommen: Ein Arm wurde mittels
einer Blutdruckmanschette so gestaut, dass der Staudruck deutlich ber dem diastolischen
Blutdruck lag. Nach mindestens drei Minuten Stauung wurde mit einer 21G Kanule eine
Blutprobe entnommen. Am anderen Arm wurde nur so leicht und kurz gestaut, dass eine
Blutentnahme mit einer 19G Kaniile mdglich war. Daraufhin wurden, wie oben beschrieben,

die MEA-Messungen durchgefuhrt und die Werte verglichen.

Einfluss des Fullungsgrades des Hirudin-Rohrchens. Da das Hirudin in den verwendeten
Sarstedt-Rohrchen an Kunststoffkugeln fixiert ist, wurde gepruft, ob der Fillungsgrad das
Messergebnis beeinflusst, wie dies bei den mit 3,13 %iger Citrat-Lésung im Verhéltnis 1:10
vorgeflllten Standard-Gerinnungsrohrchen der Fall ist.

Zu diesem Zweck wurden bei 20 Blutspendern je ein mit 2,6 ml regelrecht gefulltes und ein

nur zur Halfte gefulltes Hirudinblut-Réhrchen entnommen und die Messwerte verglichen.

Einfluss der Ruhelagerung. Laut Herstellerangaben sollen die MEA-Messungen mit ADP
bzw. TRAP als Aktivatoren friihestens nach einer Lagerung von 30 min Dauer bei Raumtem-
peratur durchgefiihrt werden. Es wurde geprift, welchen Einfluss die Art der Lagerung auf
die Messwerte hat. Bei 16 Blutspendern wurden jeweils zwei Rohrchen Hirudin-Blut ent-
nommen. Das eine Réhrchen wurde vor der Messung 30 min erschitterungsfrei gelagert (=
Ruhelagerung), das andere 30 min auf einen Rollenmischer gelegt bzw. umhergetragen und
gelegentlich Giber Kopf gemischt. Damit sollen die Ublichen Transportbedingungen von La-

borproben simuliert werden.

Einfluss des Rohrpostversands. Um Personal und Zeit zu sparen, werden in vielen Kliniken
Blutproben per Rohrpost ins Labor verschickt. Um festzustellen, inwieweit ein Rohrpostver-
sand die Messwerte beeinflusst, wurden folgende Messungen durchgefiihrt: Von 20 Personen
(18 Blutspender, 2 Patienten unter 75 mg Clopidogrel) wurden jeweils zwei Rohrchen
Hirudin-Blut entnommen. Das eine Réhrchen wurde sofort ruhegelagert, wahrend das andere
einem ca. 30 Sekunden dauernden Rohrpostversand unterzogen wurde. Die verwendete Rohr-
postanlage verflgt tber einen Auslauf (Abb. 10), der den Probenbehélter abbremst, so dass
das Ausmal an Erschitterungen reduziert wird. Nach 30 min Ruhelagerung der zweiten Probe
wurden aus beiden Rohrchen die MEA-Messungen durchgefiihrt.
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Abb. 10: Rohrpostanlage mit Auslaufbremse

Einfluss des Zeitintervalls zwischen Blutentnahme und Messung. Laut Herstellerangaben
sollen die MEA-Messungen mit ADP bzw. TRAP als Aktivatoren nach einer Lagerung von
30-180 min Dauer erfolgen. Um festzustellen, inwieweit die ADP- und TRAP-Messungen
einer Zeitabhangigkeit unterliegen, wurden jeweils bei finf Freiwilligen vier Hirudin-
Réhrchen entnommen und im Abstand von 30 min MEA-Messungen durchgefiihrt.
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3.3  Erstellung von Referenzbereichen fir den ADP- und TRAP-Test

Um anhand der MEA-Messungen eine vorhandene Thienopyridin-Wirkung zu erkennen,
mussen zundchst Referenzbereiche fur den ADP- und TRAP-Test bei Gesunden ohne Ein-
nahme thrombozytenaggregationshemmender Medikamente festgelegt werden. Hierzu wurde
von 92 Blutspendern der Blutspendeeinrichtung des Klinikums Augsburg und 58 gesunden
Labormitarbeitern Hirudin-Blut entnommen und auf die 0.g. Weise MEA-Messungen durch-
gefiihrt. Das Kollektiv der Referenzpersonen umfasste 75 Manner und 75 Frauen. Durch Be-
fragung wurde ausgeschlossen, dass diese in den letzten 10 Tagen plattchenhemmende Medi-
kamente eingenommen hatten oder an Erkrankungen litten, welche die Thrombozytenfunktion

beeintréchtigen.

3.4 Messung der Thienopyridin-Wirkung bei Patienten nach Stentimplantation

Im Rahmen einer prospektiven Studie wurden von Januar 2008 bis Juli 2009 bei Patienten mit
Koronarstent MEA-Messungen durchgefiihrt, um die Thienopyridin-Wirkung zu Uberprifen.
Es sollten alle Patienten in die Untersuchung eingeschlossen werden, denen ab Studienbeginn
notfallmaRig oder elektiv ein Koronarstent wegen eines akuten Koronarsyndroms oder einer
stabilen koronaren Herzerkrankung im Klinikum Augsburg implantiert wurde.

Das fir die MEA-Messung notwendige Blut wurde frihestens fiinf Stunden nach einer 600
mg Clopidogrel-Loading-dose beim Zug der arteriellen Schleuse entnommen bzw. in den fol-
genden Tagen im Rahmen einer Routine-Blutentnahme unter einer 75 mg Clopidogrel-
Erhaltungsdosis. Um das Zeitintervall zwischen Blutentnahme und MEA-Messung erfassen
zu konnen, wurde das Stationspersonal angehalten, die genaue Uhrzeit der Blutabnahme auf
dem Anforderungsbeleg der MEA-Messung zu notieren. Das Hirudin-Blut sollte nach Ab-
nahme unverziglich ins Labor geschickt werden, um eine moglichst zeitnahe Messung zu
ermoglichen.

Die MEA-Messungen der Patienten wurden 24 Stunden tdglich von den medizinisch-
technischen Laborassistenten/Innen (MTLA) des Instituts fur Laboratoriumsmedizin, Mikro-
biologie und Umwelthygiene (ILMU) des Klinikums Augsburg, in dem das Multiplate®-Gerét
steht, durchgefiihrt. Alle dabei beteiligten MTLAs wurden zuvor eingehend an dem Analy-
sengeréat geschult und angewiesen, die folgenden préanalytischen Bedingungen strikt einzu-

halten:
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e das Hirudin-Blutréhrchen muss mindestens 30 min vor der Messung erschitterungsfrei
bei Raumtemperatur liegen

e das Blutréhrchen muss zu mindestens 90 % gefullt sein

e das Zeitintervall zwischen Blutabnahme und Messung darf 120 min nicht tberschreiten.

Wenn eine der beiden letztgenannten Kriterien nicht erflllt war, wurde eine neue Probe ange-

fordert.

Die Beurteilung der Ergebnisse erfolgte durch hdmostaseologisch erfahrene Laborarzte nach

folgenden Kriterien:

1. Eine zweifelsfrei vorhandene Clopidogrel-Wirkung lag vor, wenn folgende drei Kriterien
erfullt waren:

- Der ADP-Wert liegt unter dem Referenzbereich des Normalkollektivs
- Der TRAP-Wert betrigt > 20 AUC-Einheiten
- Der TRAP-Wert ist mindestens dreimal so hoch wie der ADP-Wert.

2. Wenn die MEA-Messungen keinen eindeutigen Aufschluss uber eine vorhandene
Clopidogrel-Wirkung ergaben, wurde eine Kontrolle in einigen Tagen empfohlen. Dies
war z.B. der Fall, wenn der ADP-Wert nur knapp unterhalb des Referenzbereichs im so-
genannten ,,Graubereich® lag oder die oben beschriebenen Kriterien nicht erfullt waren.

3. Patienten, deren ADP-Werte trotz 600 mg Clopidogrel-Loading bzw. Einnahme von 75
mg Clopidogrel pro Tag im Referenzbereich waren, wurden als Clopidogrel-Low-

Responder deklariert.

Patienten, die trotz wiederholter Messung oder unzureichender Kontrollen nicht eindeutig
dem Responder- oder Low-Responder-Status zugeordnet werden konnten, wurden aus der
Studie ausgeschlossen, ebenso Patienten mit Andmie (Hk < 0,30 I/) oder Thrombopenie
(Thrombozyten < 100 /nl).

Zur Erhebung der demographischen Daten der Patienten wurde das Klinik-Informations-
system ,,ORBIS* des Klinikums Augsburg herangezogen. Grunderkrankung, Art und Zahl der
implantierten Stents, Begleiterkrankungen und -medikation wurden dem abschlielenden

Arztbrief entnommen. In unklaren Fallen wurde die Krankenakte eingesehen.
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35 Messung der Thrombozytenaggregation vor PCIl und 600 mg Clopidogrel-
Loading und nach Verabreichung von Clopidogrel

Zur Aufklarung der Frage, ob anhand von MEA-Messungen, die bei Patienten vor Stent-
implantation und Clopidogrel-Einnahme gemacht wurden, auf deren Responder-Status ge-
schlossen werden kann, wurde im Zeitraum August 2008 bis Mérz 2009 bei 162 zufallig aus-
gewahlten Patienten unmittelbar vor PCI und 600 mg Clopidogrel-Loading Hirudin-Blut fir
die MEA-Messungen entnommen. Die Mess-Ergebnisse wurden spater mit den Messungen
nach Clopidogrel-Einnahme verglichen.

Ausgeschlossen aus dieser Untersuchung wurden Patienten, die vor PCI entweder GPIIb/Illa-
Antagonisten bekommen hatten oder ADP-Werte unterhalb des Referenzbereichs hatten, so-
wie Patienten, bei denen unter Clopidogrel-Einnahme keine eindeutigen Aussagen Uber den
Responder-Status gemacht werden konnten.

3.6 Untersuchungen zum optimalen Zeitpunkt der Messung nach Gabe der Loading-
dose

Wenn aufgrund der ADP- und TRAP-Werte keine eindeutige Aussage zum Responder-Status

maoglich war, wurden wie in 3.4 beschrieben die MEA-Messungen in den folgenden Tagen

wiederholt. Zusatzlich tberpriiften einige der behandelnden Arzte bei Patienten mit eindeuti-

gem Responder-Status bei der Erstmessung die Ergebnisse in den darauf folgenden Tagen.

Diese Doppel- und Mehrfachuntersuchungen wurden ausgewertet, um festzustellen, zu wel-

chem Zeitpunkt nach Gabe der Loading-dose die hdchste Rate an eindeutigen Resultaten zu

erzielen ist.

Grundsétzlich gilt:

1. Der Responder- bzw. Low-Responder-Status sollte so frih wie mdglich festgestellt wer-
den, damit ggf. die Therapie geandert werden kann.

2. Je hoher der TRAP-Wert und das Verhéltnis TRAP/ADP sind, desto zweifelsfreier liegt
ein Responder-Status vor.

Die Doppel- und Mehrfachuntersuchungen wurden daher wie folgt bewertet:

Die Messung zum frihestmoglichen Zeitpunkt nach Stentimplantation ist immer einem spéte-

ren Messzeitpunkt vorzuziehen, auch wenn bei der spateren Messung das Verhaltnis
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TRAP/ADP oder der TRAP-Wert hoher ist. Nur wenn beim spéateren Messzeitpunkt beide
Kriterien zugleich erflllt sind, ist dieser zu favorisieren.

3.7  Reproduzierbarkeit der MEA-Messungen

Bei einem Teil der Patienten wurden die Ergebnisse der MEA-Messung in den darauf folgen-
den Tagen uberpruft. Bei einigen Patienten war die Uberpriifung des Responder- bzw. Low-
Responderstatus auch noch einige Monate spater anlésslich eines erneuten Krankenhausauf-
enthaltes bzw. nach einer erneuten PCI mit Verabreichung der Loading-dose mdglich.

Diese Doppel- und Mehrfachuntersuchungen wurden ausgewertet, um die Reproduzierbarkeit

der Erstmessung unter klinischen Bedingungen bzw. im Langzeitverlauf zu beurteilen.

3.8 Therapie und Monitoring bei Clopidogrel-Low-Respondern

Bis 31.03.2009 durchliefen Clopidogrel-Low-Responder folgenden Behandlungsalgorithmus:

»Clopidogrel“-Algorithmus:
1. Erhéhung der taglichen Clopidogrel-Dosis auf 150 mg.
Wenn wirkungslos, dann
2. anstelle einer Clopidogrel-Therapie: Einnahme von 2 x 250 mg Ticlopidin pro Tag.
Wenn wirkungslos, dann
3. anstelle einer Ticlopidin-Therapie: Einnahme von 75 mg Clopidogrel und 2 x 100 mg
Cilostazol pro Tag.
Unabhangig von diesem Algorithmus wurde die Therapie mit ASS 100 bzw. bei ASS-Non-
Respondern mit ASS 300 fortgefuhrt.

Ab 01.04.2009, nach der Zulassung von Prasugrel in Deutschland, wurde folgender Behand-

lungsalgorithmus angewandt:

»Prasugrel“-Algorithmus:
1. anstelle einer 75 mg-Clopidogrel-Therapie: Verabreichung einer 60 mg Prasugrel-

Loading-dose und nachfolgend tagliche Einnahme von 10 mg bzw. 5 mg Prasugrel als Er-
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haltungsdosis (alters- und korpergewichtsabhangig reduzierte Dosis geméald Fachinforma-
tion). Wenn wirkungslos, dann

2. anstelle einer Prasugrel-Therapie: Einnahme von 150 mg Clopidogrel pro Tag.
Wenn wirkungslos, dann

3. anstelle einer 150 mg-Clopidogrel-Therapie: Einnahme von 2 x 250 mg Ticlopidin pro
Tag. Wenn wirkungslos, dann

4. anstelle einer Ticlopidin-Therapie:: Einnahme von 75 mg Clopidogrel und 2 x 100 mg

Cilostazol pro Tag.

Frihestens 48 h nach jedem Behandlungsschritt wurden wieder MEA-Messungen durchge-
fihrt. Konnte bei einer solchen Messung ein eindeutiger Responder-Status auf das jeweilige
Thienopyridin festgestellt werden, wurde diese Medikation beibehalten und der Algorithmus
an dieser Stelle verlassen. Blieben die MEA-Messungen fur den ADP-Test weiter im Refe-
renzbereich, wurde die Therapie geméald dem néchsten Schritt im Algorithmus angepasst.

Da der Klinikaufenthalt bei Stent-Implantation meist nur wenige Tage betrug, wurde das The-
rapie-Monitoring bei einem GroRteil der Low-Responder tber die Gerinnungsambulanz des

Medizinischen Versorgungszentrums am Klinikum Augsburg durchgefiihrt.

3.9  Untersuchungen zur Wirksamkeit von Prasugrel

Um die klinische Wirksamkeit von Prasugrel anhand einer héheren Fallzahl beurteilen zu
kénnen, wurden nach Abschluss der Studie im Juli 2009 die auf Prasugrel umgestellten pri-
maéren Clopidogrel-Low-Responder bis Juni 2010 weiter ausgewertet. Zusatzlich wurden auch
die Patienten bericksichtigt, bei denen die bisherige optimierte Therapie mit 150 mg
Clopidogrel, Ticlopidin oder Cilostazol, z.B. wegen Unvertraglichkeit, auf Prasugrel umge-
stellt wurde.

3.10 Verlaufskontrolle der Patienten mit ausreichendem und unzureichendem An-
sprechen auf Thienopyridine

Um den Erfolg der Therapie-Optimierung mittels des Multiplate®-Systems im weiteren klini-
schen Verlauf zu dokumentieren, wurde Uberprift, ob bei den Patienten wahrend eines be-

stimmten Beobachtungszeitraums unter der dualen plattchenhemmenden Therapie kardiovas-
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kuldre Ereignisse, sog. Major Adverse Cardiac and Cerebrovascular Events, auftraten. Die
MACCE wurden analog zur TRITON-TIMI 38-Studie (143) wie folgt festgelegt: Tod auf-
grund kardialer Ursache, nicht-fataler Myokard-Infarkt, nicht-fataler Schlaganfall. Die erneute
koronare Re-Intervention mit PCI oder Bypass-Operation am Zielgefall wurde bewusst nicht
als Endpunkt gewdhlt, da diese nicht auf eine Stentthrombose, sondern in der Regel auf eine
In-Stent-Restenose zuriickzufuhren ist, die durch die plattchenhemmende Therapie nicht be-
einflusst werden kann. In diesem Zusammenhang wurde auch nach kardiovaskulédren Ereig-
nissen gefahndet, die in direktem Zusammenhang mit der Therapie-Optimierung stehen: Kar-
dialer Tod, Myokardinfarkt am PCI-GeféaRR und groRere Blutung wurden daher als spezifische
MACCE definiert. Stentthrombosen wurden geméald den ARC-Kriterien (33) in definitive (ko-
ronarangiographisch oder durch einen Pathologen gesicherte), wahrscheinliche (unerklarlicher
Tod oder Myokardinfarkt ohne koronarangiographischen Nachweis einer Stentthrombose
innerhalb von 30 Tagen nach PCI) und mdgliche (unerklérlicher Tod nach 30 Tagen nach
PCI) Stentthrombosen eingeteilt. Die Follow-up-Periode betrug mindestens 4 Wochen bis
maximal 18 Monate, falls zu diesem Zeitpunkt noch eine Therapie mit Thienopyridinen
durchgefuhrt wurde.

Das MACCE-freie Uberleben der Clopidogrel-Low-Responder wurde durch telefonische Be-
fragung der Patienten bzw. der Hausérzte evaluiert, wobei ein standardisierter Interviewbogen
(siehe Anhang 1) verwendet wurde.

Um die MACCE-Rate der Clopidogrel-Responder in analoger Weise zu ermitteln, hatten weit
uber 800 Patienten befragt werden missen. Da das Klinikum Augsburg als einziges Haus der
Maximalversorgung in der Region Augsburg-Schwaben mit hoher Wahrscheinlichkeit An-
laufstelle bei einem der genannten kardiovaskuldren Ereignisse ist und die Gruppe der
Clopidogrel-Responder nur als Vergleichskollektiv dient, erschien es vertretbar, einen verein-
fachten Uberpriifungsmodus fiir die Verlaufskontrolle der Clopidogrel-Responder zu wéhlen:
Zum Ausschluss von MACCE wurde bei diesem Patientenkollektiv nur das Klinik-
Informations-System ,,ORBIS* herangezogen. War wihrend der Follow-up-Periode kein Auf-
enthalt aufgrund o.g. Ursachen im Klinikum Augsburg nachzuweisen, wurde von einem End-
punkt-freien Uberleben des Patienten ausgegangen. Dadurch wurde bewusst in Kauf genom-
men, dass die Patienten nicht erfasst werden, die wegen schwerer kardiovaskuldrer Ereignisse
nicht im Klinikum Augsburg behandelt wurden oder zuhause verstarben. Somit ist zu erwar-

ten, dass sich fur Clopidogrel-Responder eine zu niedrige MACCE-Rate ergibt.
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Fur den Fall, dass sich ein signifikanter Unterschied zwischen der MACCE-Rate der
Responder und der der Low-Responder ergibt, war geplant, eine individuelle Nachbefragung,
ggf. mit einer zufallig ausgewéhlten Vergleichsgruppe von Respondern, durchzufihren.

3.11 Statistische Methoden

Fur Auswahl und Durchfuhrung der statistischen Methoden und Tests wurden die Statistik-

Lehrbicher von Campell (22), Sachs (107) und Hartung (59) herangezogen.

Statistische Messzahlen. Mittelwert, Median, Standardabweichung und Variationskoeffizient
der MEA-Mess-Ergebnisse und anderer Daten wurden mittels der in Excel verfiigbaren Funk-

tionen, Konfidenzintervalle mit Hilfe der in der Literatur angegebenen Formeln berechnet.

Vergleichsmessungen im Rahmen der praanalytischen Untersuchungen. Die Prufung auf
signifikante Unterschiede zwischen den unterschiedlichen praanalytischen Bedingungen wur-
de mit Hilfe des Einstichproben-t-Tests, angewendet auf die paarweisen Differenzen zweier
verbundener Zufallsstichproben (= t-Test) bei zweiseitiger Fragestellung, durchgefiihrt. Da
der Test eine Normalverteilung der Grundgesamtheiten voraussetzt, wurde diese zuvor mit
dem Chi-Quadrat-Anpassungstest zum Niveau 0,1 Uberpruft. Falls keine Normalverteilung
vorlag, wurde der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test (=Vorzeichen-Test) verwendet. Als

Signifikanzniveau wurde p < 0,05 festgelegt.

Abhangigkeit der MEA-Werte von Hamatokrit und Thrombozytenzahl. Zur Beurteilung
der Beziehung zwischen dem ADP-/TRAP-Wert und dem Hamatokrit bzw. der Plattchenzahl

wurde ein Punktediagramm erstellt und der Korrelationskoeffizient berechnet.

Zusammenhang zwischen den MEA-Werten bei Erstmessung und bei spaterer Kontrol-
le. Zur Beurteilung, ob die MEA-Werte in den ersten drei Tagen nach Verabreichung der
Loading-dose mit denen, die bei einer spateren Verlaufskontrolle oder einem erneuten
Loading wegen einer weiteren PCI gemessen wurden, bereinstimmen, wurde ebenfalls ein

Punktediagramm erstellt und der Korrelationskoeffizient berechnet.
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Vergleich der Patientenkollektive. Fir die Uberpriifung, ob sich die Clopidogrel-Responder
und die Low-Responder bezuglich der demographischen und klinischen Daten signifikant
voneinander unterscheiden, wurde der exakte Test von Fisher (= Fisher-Test) mit zweiseitiger
Fragestellung verwendet. Als Test fir die Uberpriifung, ob zwischen den beiden Gruppen
hinsichtlich des Alters Unterschiede bestehen, wurde der Zweistichproben-t-Test fur unab-
hangige Zufallsstichproben bei zweiseitiger Fragestellung verwendet. Als Signifikanzniveau
wurde p < 0,05 festgelegt.

Fur potentiell abhangige Patientenmerkmale wurde eine multivariate logistische Regressions-
analyse durchgefuhrt. Alle Daten, welche in der univariaten Analyse ein Signifikanzniveau
von maximal 0,15 hatten, wurden in die multivariate Analyse aufgenommen. Hierflir wurde

das Statistical Analysis System (Version 9.1, SAS Institutes Inc., Cary, NC) verwendet.

Vergleich der ADP-Werte in den verschiedenen Therapiegruppen und in den Gruppen
der Low-Responder mit und ohne Major Adverse Cardiac and Cerebrovascular Event
bei der Nachbeobachtung. Fir die Priifung, ob sich bei den anfanglichen Low-Respondern
die ADP-Werte in den verschiedenen Therapiegruppen signifikant vom ADP-Wert der prima-
ren Clopidogrel-Responder unterscheiden, wurde ebenfalls der Zweistichproben-t-Test flr
unabhéngige Zufallsstichproben bei zweiseitiger Fragestellung verwendet. Wenn der Chi-
Quadrat-Anpassungstest zum Niveau 0,1 keine Normalverteilung der Daten ergab, wurde
stattdessen der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test eingesetzt. Das gleiche Vorgehen wurde
gewahlt, um zu prufen, ob sich die MEA-Werte in der Gruppe der Low-Responder, die trotz
Therapieoptimierung ein kardiales Ereignis hatten, von denen der Low-Responder ohne
MACCE unterscheiden. Als Signifikanzniveau wurde p < 0,05 festgelegt.

Vergleich der MACCE-Rate bei Clopidogrel-Respondern und Low-Respondern und
innerhalb der Therapiegruppen. Die Beurteilung, ob die Rate an Major Adverse Cardiac
and Cerebrovascular Events bei den Low-Respondern trotz Therapieoptimierung signifikant
hoher ist als bei den primaren Clopidogrel-Respondern, wurde mit dem exakten Test von Fis-
her mit einseitiger Fragestellung durchgefiihrt. Als Signifikanzniveau wurde p < 0,05 festge-
legt.

Zur Uberpriifung, ob sich die MACCE-Raten innerhalb der verschiedenen Therapiegruppen
signifikant unterscheiden, wurde der gleiche Test aber mit zweiseitiger Fragestellung verwen-
det.
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4, Ergebnisse

4.1 Préazision in Serie

Bei einem 24-jahrigen Mann wurden 6 Hirudin-Blutréhrchen entnommen und nach 30 min

Ruhe-Lagerung fiinfmal im Abstand von 15 min an allen 5 Messkanalen des Multiplate®-

Gerdtes MEA-Messungen durchgefiihrt. Die Tabellen 1 bis 4 zeigen die Ergebnisse der Un-
tersuchung fir den ADP- bzw. TRAP-Test.

Tab. 1: ADP-Test: Préazision in Serie (n = 5)

Kanal 1 | Kanal 2 | Kanal 3 | Kanal 4 | Kanal 5 K;ergzln,llf
Mittelwert [U] 74,0 75,2 77,4 75,2 81,8 76,7
min. - max. Wert [U] 67-85 65-87 68-95 63-88 69-91 63-95
Standardabweichung [U] 6,8 9,3 12,7 9,0 9,4 9,2
Variationskoeffizient [%] 9,2 12,4 16,4 12,0 11,5 12,1
Tab. 2: ADP-Test: Prézision der 5 Messkanale
30min | 45min | 60min | 75min | 90 min gesamt
Mittelwert [U] 70,2 86,0 80,0 77,6 69,8 76,7
min. - max. Wert [U] 65-76 71-95 75-87 63-91 67-75 63 -95
Standardabweichung [U] 4,1 8,9 5,6 11,7 3,6 9,2
Variationskoeffizient [%] 5,8 10,4 7,0 15,1 51 12,1
Tab. 3: TRAP-Test: Prazision in Serie (n = 5):
Kanal 1 | Kanal 2 | Kanal 3 | Kanal 4 | Kanal 5 ngr;zlnit_s
Mittelwert [U] 129,0 137,2 133,4 1234 119,6 128,5
min. - max. Wert [U] 115-141 | 128-143 | 120-143 | 117-128 | 114-127 | 114 — 143
Standardabweichung [U] 10,1 5,6 9,3 4,0 4,7 9,3
Variationskoeffizient [%] 7,8 4,1 6,9 3,3 3,9 7,2
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Tab 4: TRAP-Test: Prazision der 5 Messkanéale

30min | 45min | 60min | 75min | 90 min | Gesamt
Mittelwert [U] 123,4 124,2 131,8 134,8 128,4 128,5
min. - max. Wert [U] 115-139 | 114-134 | 125-138 | 119-143 | 118-139 | 114 — 143
Standardabweichung [U] 9,2 8,4 5,8 10,8 9,5 9,3
Variationskoeffizient [%] 7,5 6,7 4.4 8,0 7,4 7,2

Aus den Messungen ist ersichtlich, dass sowohl eine hohe Prazision in Serie als auch ein ge-

ringer Variationskoeffizient vorliegen.

4.2 Prazision von Tag zu Tag

Bei 5 Blutspendern (Alter: 32-47 Jahre; MW = 41) wurden von November 2007 bis Juli 2009
vor jeder Thrombozytenspende MEA-Messungen durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Tabel-

le 5 zusammengestellt.

Tab. 5: Ergebnisse der MEA-Messungen der 5 Blutspender

Mittelwert Standard- min. — max. Variations-

[U] abweichung Wert koeffizient
[U] [U] [%0]
Spender 1 (%) | ADP 70,1 13,2 45 - 102 18,8
23 Spenden TRAP 98,0 10,0 83123 10,2
Spender 2 (3) | ADP 81,1 9,7 65— 111 12,0
45 Spenden TRAP 113,3 11,0 88 — 132 9,7
Spender 3 () | ADP 67,3 15,5 40 - 102 23,0
31 Spenden TRAP 90,7 11,2 71119 12,3
Spender 4 (9) | ADP 78,3 9,1 53— 93 11,6
31 Spenden TRAP 102,1 9,5 84— 126 9,3
Spender 5 (9) | ADP 80 13,1 42 — 107 16,4
31 Spenden TRAP 105,7 14,8 66 — 147 14,0
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Die Messungen zur Prazision von Tag zu Tag zeigen somit einen geringen Variationskoeffi-
zienten.

4.3  Einfluss der Thrombozytenzahl und des Hamatokrits

Thrombozyten- und Hamatokrit-Werte im Referenzbereich. Bei 100 Blutspendern (56
Ménner, 44 Frauen; Alter: 19-61 Jahre; MW = 38) wurden MEA-Messungen durchgefihrt
und die Messergebnisse des ADP- und TRAP-Tests mit der Thrombozytenzahl und dem
Hamatokrit verglichen. Die Thrombozytenwerte lagen zwischen 174 und 480 x 10° /nl, die
Hk-Werte zwischen 0,33 und 0,54 I/l. Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 11 und 12

bzw. 13 und 14 dargestellt.

Wie die Ergebnisse zeigen, besteht ein linearer, positiver Zusammenhang zwischen den ADP-
ITRAP-Werten und der Thrombozytenzahl. Zwischen Hématokrit und den ADP-/TRAP-

Werten besteht dagegen eine signifikante, aber schwach negative, lineare Beziehung.

ADP-Thrombozytenzahl
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ADP-Wert[U]

Abb.11: Korrelation der ADP-Werte mit der Thrombozytenzahl

Der Korrelationskoeffizient fur den Zusammenhang zwischen ADP und Thrombozytenzahl

bei den Blutspendern betragt 0,462.
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Abb. 12: Korrelation der TRAP-Werte mit der Thrombozytenzahl

Der Korrelationskoeffizient fir den Zusammenhang zwischen TRAP und Thrombozytenzahl

bei den Blutspendern betréagt 0,353.
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Abb. 13: Korrelation der ADP-Werte mit dem Hamatokrit
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Der Korrelationskoeffizient fur den Zusammenhang zwischen ADP und Hamatokrit-Wert bei
den Blutspendern betrégt -0,284.
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Abb. 14: Korrelation der TRAP-Werte mit dem Hamatokrit

Der Kaorrelationskoeffizient fir den Zusammenhang zwischen TRAP und H&matokrit-Wert
bei den Blutspendern -0,264.

Erniedrigte Thrombozyten- und Hamatokrit-Werte. Die Ergebnisse der MEA-Messungen
von 75 andamischen und/oder thrombopenischen Patienten ohne Einnahme von

Thienopyridinen oder GPI1Ib/Il1a-Antagonisten sind in Tabelle 6 zusammengestellt.

In Gruppe 1 (ausgepragte Andmie und Thrombopenie) lagen alle MEA-Werte deutlich unter-
halb der Referenzbereiche. Bei 20 von 21 Patienten war das TRAP/ADP-Verhaltnis < 3 (0 -
2,74; MW 1,46). Ein Patient zeigte eine Responder-Konstellation (TRAP/ADP = 30/3). In
Gruppe 2 (ausgepragte Thrombopenie, leichte oder keine Anamie) lagen bei 5 von 7 Patienten
die TRAP-Werte unter 20 U. Ein Patient hatte ein TRAP/ADP-Verhéltnis < 3, ein Weiterer
unauffallige Werte. In Gruppe 3 (ausgepragte Anamie, leicht oder keine Thrombopenie) hat-
ten nur 10 von 26 Patienten unauffallige Werte. Drei erfullten die Kriterien fir einen
Responder-Status, bei neun Patienten war das TRAP/ADP-Verhaltnis < 3 (1,46 - 2,88; MW

1,99) und bei vier lagen die Werte im Graubereich. Uneinheitlich verhielten sich die MEA-
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Werte in Gruppe 4, in der die Patienten mit Werten im subnormalen Bereich zusammenge-

fasst wurden: Wahrend 13 von 21 Patienten Werte im Referenzbereich hatten, zeigten zwei

die fur einen Responder-Status typische Konstellation. Sechs Patienten wiesen ein

TRAP/ADP-Verhaltnis < 3 auf.

Tab. 6: MEA-Werte bei Patienten mit Andmie und/oder Thrombopenie ohne Einnahme von

Thienopyridinen

ADP-Wert | TRAP-Wert
_ MW MW
Patientengruppen n min. - max. min. - max.
[U] [U]
Gruppe 1 n=21| Manner: 7.4 13,8
Hk < 0,30 I/l und Thrombozyten < 100 /nl 13 1-23 1-36
Hk: 0,21-0,301/ MW 0,27 Frauen: 11,4 19,5
PIt: 8-99 /nl MW 456 8 2-23 2-49
Gruppe 2 n=7 Manner: 15,0 36,4
Hk > 0,30 1/l und Thrombozyten < 100 /nl 5 2-50 5-114
Hk: 0,31-041 I/ MW 0,34 Frauen: 7,0 15,0
PIt:  20-80 /nl MW 44,0 2 3-11 12-18
Gruppe 3 N=26 | Manner: 36,3 65,9
Hk < 0,30 I/l und Thrombozyten > 100 /nl 9 12-59 33-137
Hk: 0,22-0,30 I/l MW 0,28 Frauen: 45,8 75,6
PIt: 104 -506 /nl MW 213 17 10-81 19 - 146
Gruppe 4 n=21 | Manner: 52.3 86,5
Hk > 0,30 I/ und Thrombozyten > 100 /nl 10 20-124 58 - 123
Hk: 0,31-0,35 I/l MW 0,33 Frauen: 54,3 84,8
11 25 -103 51-123

PIt:  110-608/nl MW 259
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Aus diesen Ergebnissen wurden folgende Konsequenzen gezogen:
1. Der Multiplate®-Test ist bei einer Thrombozytenzahl < 100 /nl nicht verwertbar.

2. Da bei Thrombozytenzahlen > 100 /nl aber Hk-Werten < 0,30 I/l nur bei 10 von 26 Patien-
ten (= 38 %) Werte im Referenzbereich gemessen wurden und bei 3 von 26 Patienten oh-
ne Thienopyridin-Einnahme eine Responder-Konstellation gefunden wurde, sollte auch

ein Hk < 0,30 I/l ein Ausschlusskriterium fir den Test sein.

3. Bei Hk-Werten zwischen 0,31 und 0,35 und Thrombozytenwerten > 100 /nl sind bei 13
von 21 Patienten die Ergebnisse im Referenzbereich. Bei 2 von 21 Patienten liegt auch
ohne Thienopyridin-Einnahme eine Responder-Konstellation vor (TRAP/ADP: 79/25 und
38/12 U). MEA-Ergebnisse in diesem Hk-Bereich sind daher v.a. bei erniedrigten ADP-
Werten mit VVorbehalt zu werten und v.a. bei einem TRAP/ADP-Verhaltnis von knapp > 3
kontrollbedrftig.

4. Fur die Beurteilung der Thienopyridin-Wirkung muss das Ergebnis des TRAP-Tests mit
herangezogen werden. Bei TRAP-Werten < 20 U oder bei einem TRAP/ADP-Verhéltnis
< 3 sollten trotz ADP-Werten im Responderbereich keine Aussagen zur Thienopyridin-
Wirkung gemacht werden, da vermutlich keine reguldren Messbedingungen vorliegen.

4.4  Einfluss von Venenstauung und Kanilen-Durchmesser

Bei 20 Testpersonen (12 Manner, 8 Frauen; Alter: 18-86, MW = 41 Jahre) wurde Hirudin-
Blut an einem Arm mit einer weitlumigen Kandle (19 G) nach kurzer und schwacher Stauung
und anschlieend am anderen Arm nach langer und starker Stauung mit einer englumigen
Kanile (21 G) entnommen. Wie Tabelle 7 zeigt, besteht kein signifikanter Unterschied zwi-

schen den unterschiedlichen Blutgewinnungsverfahren.
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Tab. 7: Einfluss von Venenstauung und Kantilendurchmesser auf die Ergebnisse der MEA-

Messungen
ADP-Test TRAP-Test
geringe Stauung | starke Stauung | geringe Stauung | starke Stauung
weite Kanule dinne Kanile weite Kanule dinne Kanile

Mittelwert [U] 83,3 81,2 117,2 1145
min. - max. Wert [U] 44 — 117 34 -113 78 —-134 90-141
Standardabweichung [U] 16,5 17,8 14,9 16,5
Variationskoeffizient [%] 19,8 22,0 12,8 14,4
p-Wert 0,35 0,23

(zweiseitiger t-Test)

4.5

Einfluss des Fullungsgrades des Hirudin-Réhrchens

20 Testpersonen (14 Manner, 6 Frauen; Alter 18-58 Jahre, MW = 37) wurden jeweils zwei

Hirudin-Blut-Réhrchen entnommen, um zu untersuchen, ob der Fillungsgrad des Abnahme-

rohrchens die MEA-Messung beeinflusst. Tabelle 8 zeigt, dass die MEA-Messungen bei

Réhrchen, die nur ca. zur Halfte gefillt sind, im Mittel signifikant niedrigere Werte ergeben

als bei vollstandiger Fullung.

Tab. 8: Einfluss des Fillungsgrades des Hirudin-Réhrchens

ADP-Test TRAP-Test

Roéhrchen Roéhrchen Roéhrchen Réhrchen

halb gefullt ganz gefulit halb gefullt ganz gefllit
Mittelwert [U] 52,7 66,6 92,7 101,3
min. - max. Wert [U] 22 - 83 40 -95 55-132 76 — 125
Standardabweichung [U] 17,3 26,4 21,6 16,5
Variationskoeffizient [%] 32,8 39,6 23,3 16,3
p-Wert <0,0001 0,0013

(zweiseitiger t-Test)
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4.6  Einfluss der ,,Ruhelagerung*

Bei 16 Testpersonen wurden zwei Hirudin-Blut-Réhrchen entnommen, von denen eines min-
destens 30 min vor der Messung erschitterungsfrei gelagert wurde, wahrend das andere vor
der Messung 30 min lang stdndig (n = 5; 4 Ménner, 1 Frau; Alter: 21-58 Jahre; MW = 38)
bzw. gelegentlich (n = 11; 5 Mé&nner, 6 Frauen; Alter: 29-46 Jahre; MW = 40) gemischt wur-
de. Wie die Tabellen 9 und 10 zeigen, unterscheiden sich die Ergebnisse des Vergleichs zwi-
schen Ruhelagerung und Rollenmischer bzw. gelegentlichem Mischen signifikant.

Tab. 9: Ergebnisse der MEA-Messungen nach Ruhelagerung und Lagerung auf einem Rol-

lenmischer
ADP-Test TRAP-Test
Ruhe Rollenmischer Ruhe Rollenmischer
Mittelwert [U] 58,8 45,6 111,2 96,6
min. - max. Wert [U] 38 — 84 29 -85 95-130 82 - 107
Standardabweichung [U] 21,2 23,1 12,6 9,5
Variationskoeffizient [%] 36,0 50,6 11,3 9,8
p-Wert
(zweiseitiger t-Test) 0,077 0,025

Tab. 10: Ergebnisse der MEA-Messungen nach Ruhelagerung und Lagerung mit gelegentli-
chem Mischen

ADP-Test TRAP-Test
Mittelwert [U] 79,2 43,8 107,2 76,9
min. - max. Wert [U] 37-103 15-84 85— 142 35-120
Standardabweichung [U] 19,3 22,6 17,7 23,0
Variationskoeffizient [%] 24,3 51,5 16,5 30,0
?zvv\yggaitiger t-Test) <0,0001 0,0025

Daher wurde eine 30-miniitige Ruhelagerung vor Durchfiihrung der Messung fur die Erzie-

lung eines verwertbaren Messergebnisses festgelegt.
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4.7  Einfluss des Rohrpostversands

Bei 20 Testpersonen (12 Ménner, 8 Frauen; Alter 20-58 Jahre; MW = 37) wurden jeweils 2

Réhrchen Hirudin-Blut entnommen. Wie Tabelle 11 zeigt, besteht kein signifikanter Unter-

schied zwischen MEA-Messungen, die aus Hirudin-Blut gemacht wurden, das unmittelbar

nach Entnahme in Ruhe gelagert wurde, und MEA-Messungen, die vor der Ruhelagerung mit

der Rohrpost verschickt wurden.

Tab. 11: Einfluss des Rohrpostversands

ADP-Test TRAP-Test
mit Rohrpost ohne Rohrpost mit Rohrpost ohne Rohrpost
Mittelwert [U] 70,5 70,3 104,8 105,6
min. - max. Wert [U] 18 - 100 23 -98 88 — 125 91-124
Standardabweichung [U] 23,5 19,5 10,2 9,1
Variationskoeffizient [%] 33,3 27,7 9,7 8,6

p-Wert

0,96

(Vorzeichen-Test)

0,8

(zweiseitiger t-Test)

4.8  Einfluss des Zeitintervalls zwischen Blutentnahme und Messung

Abb. 15 zeigt bei finf mé&nnlichen Testpersonen (Alter: 25-59 Jahre; MW = 45) den Zeitver-

lauf der einzelnen ADP-Werte und des Mittelwerts tber 30 bis 270 Minuten.
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Abb. 15: Abhangigkeit der ADP-Werte vom Zeitpunkt der Messung nach der Blutentnahme

Der Mittelwert betragt nach 30 min 70,8 U, nach 60 min 77,8 U, nach 120 min 61,0 U, nach
180 min 61,4 U und nach 270 min 44,4 U.

Abb. 16 zeigt bei denselben Testpersonen den Zeitverlauf der einzelnen TRAP-Werte und des

Mittelwerts.
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p< Mittelwert
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Abb. 16: Abhangigkeit der TRAP-Werte vom Zeitpunkt der Messung nach der Blutentnahme
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Der Mittelwert betragt nach 30 min 114,8 U, nach 60 min 104,8 U, nach 120 min 99,6 U,
nach 180 min 105,2 U und nach 270 min 91,2 U.

Sowohl beim ADP- als auch beim TRAP-Test unterscheiden sich die Mittelwerte der Mess-
werte zwischen 30 und 180 min nicht signifikant voneinander. Die Werte, die nach 270 min
gemessen wurden, sind jedoch signifikant niedriger (p < 0,05), als die, die nach 30 min erho-

ben wurden.

4.9  Erstellung von Referenzbereichen fur den ADP- und TRAP-Test

Um Referenzbereiche zu ermitteln, wurde 150 Blutspendern bzw. gesunden Labormitarbei-
tern (75 Manner, 75 Frauen; Alter: 19-66 Jahre; MW = 40) Hirudin-Blut enthommen und der
ADP- und TRAP-Test durchgefuhrt. Tabelle 12 und die Abbildungen 17 - 19 zeigen die Ver-
teilung der ADP- und TRAP-Werte.
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Abb. 17: Verteilung der ADP-Werte
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Abb. 18: Verteilung der TRAP-Werte
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Abb. 19: Logarithmische Normalverteilung der ADP-Werte

Wie aus Tab. 12 zu erkennen ist, unterscheiden sich die Referenzbereiche bei Méannern und
Frauen sowohl beim ADP- wie auch beim TRAP-Test. Die Verteilung der Messwerte fiir den
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ADP-Test ist fir beide Geschlechter nicht standardnormalverteilt, sondern lauft als positiv

schiefe, linkssteile Verteilung nach rechts flach aus. Dies ist bei vielen Verteilungen in der

Natur der Fall (107). Durch Logarithmieren erreicht man hierbei eine logarithmische Normal-

verteilung. Nach Logarithmieren ergibt sich die in Abb. 19 dargestellte Verteilung der ADP-
Werte (siehe auch Tabelle 13).

Tab. 12: Ergebnisse der MEA-Messungen bei 150 Blutspendern und gesunden Labormitarbei-

tern
Gesamt Manner Frauen
ADP TRAP ADP TRAP ADP TRAP
Mittelwert [U] 74,7 108,0 66,2 101,0 83,2 115,0
min. - max. Wert [U] 32-154 | 63-161 | 32—-117 | 63-135 | 44154 | 76 — 161
Median [U] 74 107,5 66 100 81 114
Standardabweichung [U] 21,6 18,6 18,7 16,4 20,9 18,2

Da sich 95,44 % aller Werte einer Normalverteilung im Bereich Mittelwert + 2 x Standard-

abweichung befinden, wurde dieses Intervall zur Erstellung von Referenzbereichen benutzt.

Tab. 13: Statistische Auswertung der logarithmischen Normalverteilung der ADP-Werte

Manner Frauen
Mittelwert [U] 4,15 4,39
Median [U] 4,19 4,39
Standardabweichung [U] 0,30 0,24
MW = 2s 3,56 — 4,74 3,91-4,88

Um aus den jetzt normalverteilten logarithmischen Werten wieder die Ursprungswerte zu be-

kommen, bedient man sich der Exponential-Funktion. Nach Anwendung dieser ergeben sich

folgende Referenzbereiche fir den ADP-Test:

Manner:

35-114 U

Frauen: 50-132U
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Wie Abb. 18 zeigt, sind die Werte des TRAP-Tests annahernd standardnormalverteilt. Der
Bereich der doppelten Standardabweichung um den Mittelwert ergibt folgende Referenzberei-
che fir den TRAP-Test:

Manner: 68 -134 U Frauen: 79-151U

4.10 Festlegung des Cut-off-Wertes

Da fur die Festlegung des Cut-off-Wertes zwischen Low-Respondern und Respondern bzgl.
der Clopidogrel-Wirkung die untere Grenze entscheidend ist, wurde das 95 %-

Konfidenzintervall berechnet. Es ergeben sich gerundet folgende Werte:
Manner: 32-38U Frauen: 46-53U

Ménnliche Patienten mit ADP-Werten < 32 U und weibliche mit ADP-Werten < 46 U wurden
daher den Respondern zugeordnet. Entsprechend wurden mannliche Patienten mit ADP-
Werten > 38 U und weibliche mit ADP-Werten > 53 als Low-Responder eingestuft.

Bei Patienten mit ADP-Werten im jeweiligen Konfidenzintervall (= ,,Graubereich®) wurde

keine Zuordnung vorgenommen, sondern eine Kontrolluntersuchung empfohlen.

4.11 Patientenkollektiv, das fir die Studie zum Monitoring der Thienopyridin-Wirkung
herangezogen wurde

Trotz guter Kooperation mit den auf den Stationen tatigen Arzten, gelang es im Klinikalltag
nicht, bei allen fir die Studie geeigneten Stent-Patienten MEA-Messungen durchzuftihren,

zumal anfangs die klinische Relevanz dieser Untersuchungen noch nicht erkennbar war.

Von Januar 2008 bis Juli 2009 wurde bei 1139 Stent-Patienten, das sind ca. 61 % der Gesamt-
zahl an Patienten, die in diesem Zeitraum gemaR der Leistungsstatistik des Klinikums Augs-

burg einen Koronarstent erhielten, ein Monitoring der Thienopyridin-Therapie durchgefunhrt.
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134 Patienten (11,8 %, 96 Manner, 38 Frauen) mussten ausgeschlossen werden, weil nach den
in Kap. 3.4 genannten Kriterien wéhrend der Dauer des Klinikaufenthaltes keine eindeutige
Beurteilung der Clopidogrel-Wirkung mdglich war. Die Griinde waren vorwiegend Zweifel
an der Einhaltung der praanalytischen Bedingungen, zu niedrige TRAP-Werte infolge einer
noch vorhandenen Wirkung von GPIIb/Illa-Antagonisten, Thrombopenie bzw. Anamie oder

fehlende Kontrollen bei nicht eindeutigen MEA-Ergebnissen.

Das Patientenkollektiv, das fur die Studie herangezogen wurde, bestand daher aus 1005 Pati-

enten.

412 Messung der Thrombozytenaggregation vor PCIl und 600 mg Clopidogrel-
Loading-dose und nach Verabreichung von Clopidogrel

Von 162 Patienten wurde Hirudin-Blut fir MEA-Messungen unmittelbar vor Stent-
implantation und 600 mg Clopidogrel-Loading entnommen. Die Ergebnisse dieser Messungen
wurden mit denen nach Clopidogrel-Einnahme verglichen. 48 Patienten mussten aus dieser
Untersuchung ausgeschlossen werden, weil die Messergebnisse vor Einnahme des
Clopidogrel-Loadings unterhalb des Referenzbereichs fiir den ADP-Test waren (n = 40) bzw.
keine eindeutige Aussage zum Responder-Status gemacht werden konnte (n = 8). Die Mes-
sungen von 114 Patienten, davon 40 mit akutem Koronarsyndrom (ACS) und 74 mit elektiver
PCI, konnten ausgewertet werden. Abb. 20 zeigt die Ergebnisse dieser Untersuchung, wobei
nur die ADP-Werte dargestellt sind, da mit Hilfe des TRAP-Tests keine pradiktive Aussage
moglich ist.

Kein Clopidogrel-Low-Responder hatte bei der Messung vor Loading einen ADP-Wert <
65 U. 10 von 60 Patienten, die vor Loading einen ADP-Wert > 65 U hatten, waren spater
Clopidogrel-Low-Responder. Der positive pradiktive Wert (PPV), einen spéateren Low-
Responder mit einem Vor-Loading-ADP-Wert > 65 U zu erkennen, ist 0,166. Bei einem Vor-
Loading-Wert >80 U erhéht sich der PPV auf 0,214.
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Abb. 20: Gegeniiberstellung der ADP-Werte vor Loading-dose und nach 600 mg Clopidogrel
(rote Rauten: Clopidogrel-Low-Responder; griine Rauten: Clopidogrel-Responder)

4.13 Untersuchungen zum optimalen Zeitpunkt der MEA-Messung nach Gabe der
Loading-dose

Um festzustellen, wann der optimale Messzeitpunkt nach Gabe der Loading-dose ist, wurden
insgesamt 1483 MEA-Messungen ausgewertet und nach den in Kap. 3.4 genannten Kriterien
bewertet. Ein nicht eindeutig beurteilbarer Responder-Status lag demnach immer dann vor,
wenn der ADP-Wert im sogenannten ,,Graubereich* lag oder wenn der TRAP-Wert in Relati-
on zum ADP-Wert zu niedrig (3 x ADP-Wert < TRAP-Wert) war oder der TRAP-Wert weni-

ger als 20 U betrug. In Tab. 14 werden die Ergebnisse dieser Untersuchung dargestellt.

Wie die Auswertung zeigt, ist bei 21,0 % der Messungen keine eindeutige Beurteilung des
Responder-Status moglich, so dass Kontrollmessungen durchgefiihrt werden missen. Die
Messungen in den ersten 24 h nach Stentimplantation liefern jedoch trotz des regelhaften Ab-
sinkens des TRAP-Wertes (siehe Kap. 4.16) haufiger eindeutige Ergebnisse als Messungen zu
einem spéateren Zeitpunkt.
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Tab. 14: Rate eindeutig beurteilbarer MEA-Messungen in Abhangigkeit vom Messzeitpunkt

Zeitpunkt der _Status' _ Stgtus ' Gesamtzahl der Rate eindeutiger
MEA- elndeytlg nicht eln_deutlg MEA- Messungen
Messung beurteilbar beurteilbar Messungen

Schleusenzug 380 93 473 80,3 %
1. Tag 271 46 317 85,5 %
2. Tag 148 40 188 78,7 %
3. Tag 113 39 152 74,3 %
4. Tag 83 25 108 76,9 %
5. Tag 56 28 84 66,7 %
6. Tag 40 14 54 74,1 %
>7. Tag 80 27 107 74,8 %
Gesamt 1171 312 1483 79,0 %

4.14 Ergebnisse der Kontrolluntersuchungen bei Patienten mit initial nicht eindeutig

beurteilbaren MEA-Werten

Bei 121 (= 12 %) der 1005 Patienten waren bei der Erstmessung das TRAP/ADP-Verhéltnis
< 3 und/oder der TRAP-Wert < 20 AUC-Einheiten. Rechnet man noch die 134 wegen unkla-

rer Befunde aus der Studie ausgeschlossenen Patienten hinzu, so erhoht sich der Anteil auf
22 % (255 von 1139).

Die Kontrolluntersuchungen ergaben bei 87 der 121 Patienten einen Responder-Status, bei 34

(= 28,1 %) einen Low-Responder-Status. Bei 30 der 34 Low-Responder wurde das unzurei-

chende Ansprechen auf Clopidogrel innerhalb von sieben Tagen (Mittelwert 2,9 Tage), bei

den restlichen 4 Patienten erst nach 7 und mehr Tagen festgestellt.
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4.15 Reproduzierbarkeit der MEA-Messungen

Bei 291 Patienten wurden trotz eines bei der Erstmessung eindeutigen Clopidogrel-
Responder-Status nochmals im Verlauf des Klinikaufenthaltes MEA-Kontrollen durchgefihrt.
Diese Untergruppe wurde ausgewertet, um die Reproduzierbarkeit der Messungen im klini-

schen Betrieb zu beurteilen.

Zusétzlich wurde der Frage nachgegangen, ob das Ergebnis bei Patienten, die bei der Erst-
messung als Clopidogrel-Responder beurteilt wurden, durch eine spatere Messung eindeutiger
wére. Wie in Kap. 3.6 festgelegt, ist die Beurteilung des Responder-Status umso zweifelsfrei-
er, je hoher der TRAP-Wert und das Verhaltnis TRAP/ADP sind.

75 Patienten (25,8 %) wiesen dabei eindeutigere Ergebnisse der MEA-Messungen auf. 198
Patienten (68,0 %) hatten bei den Folgemessungen Messergebnisse, die zwar ebenfalls ein-
deutig auf einen Responder-Status hinwiesen, jedoch keine zweifelsfreiere Beurteilung des
Responder-Status erlaubten. Bei 17 Patienten (5,8 %) hingegen konnten bei den Folgemes-
sungen keine eindeutigen Aussagen zum Responder-Status gemacht werden. 1 Patient (0,3 %)
wies nach einem anfénglichem Clopidogrel-Responder-Status bei der Folgemessung einen
Low-Responder-Status auf. In Tabelle 15 sind die Ergebnisse dieser Untersuchung zusam-

mengefasst.

Tab. 15: Ergebnisse der Folgemessungen bei Patienten mit Responder-Status

Gesamtzahl der Patienten mit Responder-Status,
bei denen eine Folgemessung durchgefuihrt wurde
n=291

Erstmessung mit
héherem TRAP/

Folgemessung mit
hoherem TRAP/

Folgemessung ergibt

nicht eindeutigen

Folgemessung ergibt

Low-Responder-

ADP-Verhéltnis oder | ADP-Verhéltnisund | Responder-Status Status
TRAP-Wert als bei | TRAP-Wert als bei
Folgeuntersuchung Erstmessung
198 75 17 1

Reproduzierbare Werte:
n =273 (93,8 %)

Nicht reproduzierbare Werte:
n=18 (6,2 %)
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Tab. 15 zeigt, dass die MEA-Messungen in ca. 94 % der Félle reproduzierbar sind. Zusétzlich
bestatigt die Auswertung das in Kap. 4.13 dargestellte Resultat, dass die Messung zu einem
maglichst frihen Zeitpunkt im Regelfall zu eindeutigen Ergebnissen fuhrt.

Zur Uberpriifung der Reproduzierbarkeit wurden auch die Ergebnisse von 33 Patienten aus-
gewertet, bei denen zu einem spéateren Zeitpunkt eine erneute Stentimplantation mit Verabrei-
chung der Loading-dose erforderlich wurde. Die Zeitdifferenz zwischen erster und zweiter
PCI betrug im Mittel 151 Tage (31 - 413). Bei allen 33 Patienten lag bei beiden Messungen
ein eindeutiger Responder-Status vor.

Die in Abb. 21 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass das individuelle Ansprechen nach der
Loading-dose in weitem MaRe reproduzierbar ist, da zwischen den Messwerten eine starke
lineare Abhdangigkeit mit Korrelationskoeffizienten von 0,558 fiir den ADP-Wert und 0,740
fur den TRAP-Wert besteht.

ADP-Wert [U] TRAP-Wert [U]
20 e r=0558 150 r=0,740
S 20 S 100 ; ~
2 15 . . a
QL
= 10 - X = 50 ’ **
o~ 5 - o~ .
0 *e o . . 0 . . ,
0 10 20 30 0 50 100 150
1. Messung 1. Messung

Abb. 21: Korrelation der ADP- und TRAP-Werte, die nach zwei zeitlich getrennten PCI mit
erneuter Verabreichung der Loading-dose gemessen wurden

Weiterhin wurde tberprift, inwieweit die Messwerte, die in den ersten drei Tagen nach Stent-
implantation bestimmt wurden, mit spater gemessenen MEA-Werten unter 75 mg/d
Clopidogrel-Erhaltungsdosis tbereinstimmen. Dazu wurden bei 17 Respondern, die mindes-
tens 4 Wochen nach PCI aus unterschiedlichen Grinden (z.B. Angina-Pectoris-Beschwerden,
Second-look-Eingriff etc.) im Klinikum Augsburg behandelt wurden, MEA-
Kontrollmessungen durchgefiihrt. Das Zeitintervall zwischen den Messungen betrug im Mittel
213 Tage (Min - Max: 29 - 475). Die Ergebnisse sind in Abb. 22 dargestellt.
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Abb. 22: Korrelation der ADP- und TRAP-Werte innerhalb drei Tagen und mindestens 4 Wo-
chen nach PCI

In allen Féllen lag unveréndert ein Responder-Status vor. Zwischen den Messwerten bestand
eine lineare Abh&ngigkeit mit Korrelationskoeffizienten von 0,790 fiir den ADP-Wert und
0,734 fur den TRAP-Wert.

4.16 Abhangigkeit der MEA-Werte vom Messzeitpunkt

Um zu untersuchen, ob sich die MEA-Werte nach Stentimplantation und 600 mg Clopidogrel-
Loading im weiteren Verlauf andern, wurden die Messwerte von 981 Patienten in Abhangig-
keit vom Zeitpunkt der Messung nach Stentimplantation ausgewertet. Die 981 Patienten set-
zen sich aus den 887 Respondern (siehe Kap. 4.17) und 94 der 134 Patienten zusammen, bei
denen wahrend des Aufenthalts im Klinikum Augsburg keine eindeutige Beurteilung der
Clopidogrel-Wirkung mdglich war und die daher aus der Studie primar ausgeschlossen wur-
den. 40 Patienten aus dieser Gruppe konnten deshalb nicht mit ausgewertet werden, weil die
vorliegenden MEA-Messungen unter gleichzeitiger Therapie mit GPIlIb/Illa-Antagonisten
erfolgten oder die Patienten andmisch oder thrombopenisch waren. In den Tabellen 16 und 17
sind die Ergebnisse dieser Untersuchung getrennt nach den Indikationen akutes Koronarsyn-

drom und elektive PCI aufgelistet.
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Wie aus den Tab. 16 und 17 zu erkennen ist, steigen sowohl der ADP- als auch der TRAP-
Wert bei beiden Patientenkollektiven ungeféhr ab dem 3. Tag nach PCI an, wobei der Anstieg

bei den ACS-Patienten deutlich starker ist als bei Patienten nach elektiver PCI.

Tab. 16: ADP- und TRAP-Werte (n = 708) der Patienten mit ACS (n = 545) in Abh&ngigkeit
von der Zeit nach PCI

Tage nach PCI 0* 1 2 3 4 5 6 7-14

AAAréZsZEng; o5 | 84 | 132 | 124 | 87 | 63 | 38 | 85
ADP-Test

Mittelwert [U] 123 | 108 | 13,1 | 153 | 18,7 | 20,3 | 20,0 | 21,8

Standardabweichung [U] 9,8 8,5 7,5 7,4 9,8 8,1 10,5 9,6

min. - max. Wert [U] 1-4211-38|1-34|1-35|2-46|1-41|1-39|4-48
TRAP-Test

Mittelwert [U] 59,9 | 558 | 574 | 58,7 | 689 | 694 | 67,1 | 77,9

Standardabweichung [U] | 30,8 | 27,8 | 239 | 216 | 22,1 | 23,0 | 20,1 | 251

9- 10 - 9- 15 - 25 - 14 - 29 - 34 -
137 130 116 120 138 123 119 137

min. - max. Wert [U]

* zum Zeitpunkt des Schleusenzugs, d.h. friihestens 6h nach Clopidogrel Loading-Dose

Tab. 17: ADP- und TRAP-Werte (n = 634) der Patienten mit elektiver PCI (n = 436) in Ab-
hangigkeit von der Zeit nach PCI

Tage nach PCI 0* 1 2 3 4 5 6 7-14

QZ@Z‘ELS; 328 | 222 | 42 | 20 | 7 2 1 | 12
ADP-Test

Mittelwert [U] 10,8 | 106 | 11,2 | 12,6 | 99 8,0 10 15,2

Standardabweichung [U] 7,2 7,2 7,2 8,3 5,2 5,7 - 10,2

min. - max. Wert [U] 1-4211-34|1-34|3-31|5-17(4-12 - 1-33
TRAP-Test

Mittelwert [U] 60,1 | 60,6 | 56,6 | 67,3 | 496 | 825 51 69,6

Standardabweichung [U] | 22,9 | 23,3 | 25,5 | 32,0 | 26,9 7,8 - 29,3

min.-ma Wert (U] | 15 | 15 | 131 | 136 | 106 | e | | a1

* zum Zeitpunkt des Schleusenzugs, d.h. friihestens 6h nach Clopidogrel Loading-Dose
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4.17 Anteil der Clopidogrel-Low-Responder unter Standard-Therapie

885 (= 88,1 %) der 1005 in die Studie eingeschlossenen Patienten konnten nach der ersten
Messung eindeutig hinsichtlich ihrer Clopidogrel-Response bewertet werden. VVon den ubri-
gen 120 konnten 98 bei der 2. Messung, 16 bei der 3. Messung und 6 bei der 4. Messung
zweifelsfrei einem Responder- bzw. Low-Responder-Status zugeordnet werden.

887 (= 88,3 %, 635 Manner, 252 Frauen) der 1005 Patienten (729 Ménner, 276 Frauen), die
ausgewertet werden konnten, hatten nach Gabe der Clopidogrel-Loading-dose bzw. einige
Tage spéater unter einer 75 mg Clopidogrel Erhaltungsdosis ADP-Werte unterhalb des Refe-
renzbereichs bei einem ausreichend hohen TRAP-Wert und wurden als ,priméire
Clopidogrel-Responder eingestuft. 118 Patienten (= 11,7 %, 94 Manner, 24 Frauen) wiesen
unter der Standard-Clopidogrel-Therapie ADP-Werte im Referenzbereich auf und wurden als

Clopidogrel-Low-Responder deklariert.

Demographische und klinische Daten der Responder und Low-Responder. In Tabelle 18
sind die demographischen und klinischen Daten der 1005 in die Studie eingeschlossenen Pati-

enten getrennt nach Respondern und Low-Respondern aufgelistet.

Wie aus Tab. 18 zu ersehen ist, unterscheiden sich in der univariaten Analyse die Responder
und Low-Responder hinsichtlich der Haufigkeit der Diagnosen ,,Akutes Koronarsyndrom*
und ,,Diabetes* signifikant (Signifikanzniveau p < 0,05). Der Anteil an Rauchern ist bei den
Low-Respondern signifikant hoher. Bezlglich der Therapie mit oralen Antidiabetika, ACE-
Hemmern und Diuretika bestehen ebenfalls signifikante Unterschiede zwischen den beiden
Gruppen, nicht jedoch hinsichtlich der Einnahme von Protonen-Pumpen-Hemmern und

Statinen.

In der multivariaten Regressionsanalyse wurden die Diagnosen ,,Akutes Koronarsyndrom®
und ,,Diabetes®, méinnliches Geschlecht und die Einnahme von Protonen-Pumpen-Hemmern

sowie Diuretika als Pradiktoren fur eine Clopidogrel-Low-Response gefunden (Tabelle 19).
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Tab. 18: Demographische und klinische Daten der in die Studie eingeschlossenen Patienten

(univariate Analyse)

Low-
(Sfi%g]st) R(erfggg?f r Rfrslg(l’fl‘gfr p-Wert

Demographische Daten
Ménnliches Geschlecht 729 (72,5 %) | 635 (71,6 %) | 94 (80,0 %) 0,08
Durchschnittsalter 66,9 67,3 65,0 0,07
Diagnosen/Eingriffe
Akutes Koronarsyndrom 566 (56,3 %) | 462 (52,1 %) | 104 (88,1 %) | < 0,0000001
Friihere PCI 201 (20,0 %) | 180 (20,3 %) | 21 (17,8 %) 0,62
Frihere Bypass-Operation 134 (13,3%) | 123(139%) | 11(9,3%) 0,20
Drug-eluting-Stent 374 (37,2 %) | 336 (37,9%) | 38(32,2%) 0,27
Diabetes 288 (28,7 %) | 240 (27,1 %) | 48 (40,7 %) 0,003
Aktueller Nikotin-Konsum 245 (24,4 %) | 206 (23,2 %) | 55 (46,6 %) 0,0000003
P'éf;i”;”ls‘ﬂ'ﬂgr/‘gl) 109 (10,8 %) | 94 (10,6 %) | 15 (12,7 %) 0,53
Z'Eegzlnggf:/gienz 43(43%) | 39(44%) | 4(3.4%) 0,81
Medikamente bei Entlassung
Orale Antidiabetika 184 (18,3 %) | 151 (17,0 %) | 33 (28,0 %) 0,005
Insulin 124 (12,3 %) | 104 (11,7 %) | 20 (16,9 %) 0,13
Beta-Blocker 968 (96,3 %) | 851 (95,9 %) | 117 (99,1 %) 0,11
ACE-Hemmer 801 (79,7 %) | 694 (78,2 %) | 107 (90,7 %) 0,0095
ﬁﬁ%.ﬁm 166 (16,5 %) | 149 (16,8 %) | 17 (14,4 %) 0,60
Diuretika 609 (60,6 %) | 527 (59,4 %) | 82 (69,6 %) 0,036
Statine 957 (95,2 %) | 844 (95,2 %) | 113 (95,8 %) 1
Protonen-Pumpen-Hemmer | 260 (25,9 %) | 223 (25,1 %) | 37 (31,4 %) 0,15

- Pantoprazol 203 (22,9 %) | 34 (28,8 %)

- Omeprazol 10 (1,1 %) 0

- Esomeprazol 10 (1,1 %) 3(2,5%)
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Tab. 19: Risikopradiktoren fir eine Clopidogrel-Low-Response (multivariate Regressions-

analyse)
Alle Patienten (n=1005)
Variable Odds Ratio | dgeS:f;r;tervall p-Wert
Akutes Koronarsyndrom 6,54 3,61-11,8 0,0001
Diabetes mellitus 2,07 1,34 - 3,20 0,01
Diuretika 1,93 1,21 -3,09 0,006
Mannlich vs. Weiblich 1,83 1,1-3,05 0,02
Protonen-Pumpen-Hemmer 1,64 1,04 - 2,60 0,03
ACE-Hemmer 1,93 0,98 — 3,81 0,06
Aktueller Nikotinkonsum 1,15 0,70 -1,90 0,57
Alter (pro Jahr) 1,02 0,99 -1,04 0,06

ADP- und TRAP-Werte bei Patienten nach Stentimplantation unter Clopidogrel-

Standard-Therapie. Die Messungen nach Gabe der Loading-Dose bzw. unter 75 mg

Clopidogrel ergaben fiir die Clopidogrel-Responder und -Low-Responder die in der Tabelle
20 dargestellten Werte fiir den ADP- und TRAP-Test.

Tab. 20: ADP- und TRAP-Werte der Clopidogrel-Responder und -Low-Responder

Responder n =887

Low-Responder n =118

Manner Frauen Manner Frauen
ADP-Test
Mittelwert [U] 11,8 13,6 52,5 61,8
Standardabweichung [U] 6,6 8,6 19,0 10,3
min. - max. Wert [U] 1-31 1-44 36 - 151 50 -87
TRAP-Test
Mittelwert [U] 62,9 71,7 97,7 104,8
Standardabweichung [U] 23,9 24,4 20,2 12,3
min. - max. Wert [U] 21-128 22 -138 48 - 154 82 -138
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Vergleicht man die TRAP-Werte der Patienten nach Stentimplantation und Einnahme der
Loading-dose (Tab. 20) mit denen der Blutspender (Tab. 12), ist ersichtlich, dass sie im Ver-
gleich zum Referenzkollektiv signifikant (p < 0,001) niedriger sind.

4.18 ADP-und TRAP-Werte bei Clopidogrel-Respondern mit bzw. ohne ACS sowie
mit bzw. ohne Diabetes mellitus

Um zu untersuchen, inwieweit sich die hohere Rate an Clopidogrel-Low-Respondern auch in
hoheren MEA-Werten bei den Clopidogrel-Respondern widerspiegelt, schlusselten wir die
ADP- und TRAP-Werte der 887 Responder nach den Diagnosen akutes Koronarsyndrom und
Diabetes mellitus (DM) auf. Wie aus den in Tabelle 21 und 22 dargestellten Ergebnissen er-
sichtlich ist, sind bei den ACS-Patienten die ADP- und TRAP-Werte signifikant héher als bei
den Patienten mit stabiler KHK. Bei Diabetikern zeigte sich ein solcher Zusammenhang nur
bei den TRAP-Werten, nicht jedoch bei den ADP-Werten.

Tab. 21: ADP-Werte der Clopidogrel-Responder mit bzw. ohne ACS sowie mit bzw. ohne
Diabetes mellitus

ADP-Test ACS Stabile KHK DM Kein DM
n= 462 425 240 647
Mittelwert [U] 15,9 11,1 12,8 12,2
Standardabweichung [U] 91 7,3 79 7,0
min. - max. Wert [U] 1-45 1-42 1-42 1-45
p - Wert < 0,001 0,144

Tab. 22: TRAP-Werte der Clopidogrel-Responder mit bzw. ohne ACS sowie mit bzw. ohne
Diabetes mellitus

TRAP-Test ACS Stabile KHK DM Kein DM
n= 462 425 240 647
Mittelwert [U] 65,4 61,7 68,2 64,4
Standardabweichung [U] 24,2 22,9 25,0 24,1
min. - max. Wert [U] 21-138 21-136 21-137 21-138
p - Wert 0,016 0,023
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4.19 Therapie und Monitoring bei Clopidogrel-Low-Respondern

Bei 111 der 118 Low-Responder wurde entsprechend den in Kap. 3.8 genannten Behand-
lungsalgorithmen die Therapie mit Thienopyridinen optimiert. Bei den restlichen 7 Patienten
(4 Manner, 3 Frauen) war dies aus folgenden Griinden nicht mdglich: zusatzliche Antikoagu-
lation mit Cumarinen (1), gastrointestinale Blutungen (1), Tod vor Therapie-Umstellung (1)

und Fortfuhrung der Therapie in auswartigen Krankeneinrichtungen (4).

Ergebnisse des ,,Clopidogrel“-Behandlungsalgorithmus. Bis zum 31.03.2009 durchliefen
99 (= 89,2 %; 78 Manner, 21 Frauen) der 111 Clopidogrel-Low-Responder, die eine MEA-
gestltzte Therapie-Optimierung erhielten, den ,,Clopidogrel“-Algorithmus (siehe Abb. 23).
Bei 12 Patienten erfolgte ab 01.04.2009 zunéchst eine Prasugrel-Gabe bei Clopidogrel-Low-
Response. Zusétzlich erhielten 58 Patienten im Rahmen der unter Kap. 3.9 genannten Zusatz-
studie Prasugrel, so dass der ,,Prasugrel“-Behandlungsalgorithmus 70 initiale Clopidogrel-

Low-Responder umfasst.
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75 mg Clopidogrel-Responder
(88,3 %; n=887)

W 75 mg Clopidogrel-Low-Responder
(11,7 %; n=118)

A
|

' Therapie mit doppelter Clopidogrel-
Dosis (83,9 %; n=99)

1 Therapie mit Prasugrel (10,2 %; n=12)

w Patienten der Zusatz-
studie (n=58) '

M keine Therapie maoglich (5,9 %; n=7)

150 mg Clopidogrel-Responder

i Prasugrel- (54,0 %; n=54)
Responder
B TRResT) H keine Therapieanderung wegen
M Prasugrel-Low- simultaner Antikoagulation
Responder (1,0%; n=1)
(4,3 %; n=3) ® 150 mg Clopidogrel-Low-

Responder (45,0 %; n=45)

‘,g"l; = Ticlopidin-Responder
. (54,5%; n=24)

M Ticlopidin-Low-Responder
(45,5 %; n=20)

l

Clopidogrel 75mg und Cilostazol
2x100mg (Responderstatus von
Cilostazol nicht zu erheben)

Abb. 23: Ergebnisse des ,,Clopidogrel“- bzw. ,,Prasugrel“-Behandlungsalgorithmus

55



54 Patienten (54,5 %; 41 Manner, 13 Frauen) wiesen nach Erhéhung der taglichen
Clopidogrel-Dosis auf 150 mg ADP-Werte unterhalb des Referenzbereichs auf und wurden
als Clopidogrel-Responder unter 150 mg eingestuft. 45 Patienten (45,5 %; 37 Ménner, 8
Frauen) hatten auch nach Erhéhung der Clopidogrel-Dosis weiter ADP-Werte im Referenzbe-
reich und waren somit auch unter 150 mg Clopidogrel Low-Responder. 44 von diesen 45 Pa-
tienten erhielten daraufhin anstatt Clopidogrel 2x 250 mg Ticlopidin. Bei einem Patienten
wurde aufgrund einer zusatzlichen Marcumarisierung von einer weiteren Therapieoptimie-
rung abgesehen. 24 Patienten (54,5 %; 18 Manner, 6 Frauen) erreichten unter Ticlopidin
ADP-Werte unterhalb des Referenzbereichs (Ticlopidin-Responder). Die tbrigen 20 Patienten
(45,5 %; 18 Manner, 2 Frauen) blieben auch unter Ticlopidin bei der ADP-Messung weiter im
Referenzbereich und waren somit auch Ticlopidin-Low-Responder. Im Folgenden erhielten
diese Patienten fir die angezeigte Dauer der dualen Thrombozytenaggregationshemmung
entsprechend den Empfehlungen von Lee et al. (79) eine Triple-Therapie bestehend aus tag-
lich 75 mg Clopidogrel, 100 — 300 mg ASS und 2 x 100 mg Cilostazol.

Ergebnisse des ,Prasugrel“-Behandlungsalgorithmus. Ab 01.04.2009 wurde der
,Prasugrel“-Algorithmus angewandt (siehe Abb. 23): 12 der insgesamt 111 Clopidogrel-Low-
Responder (10,8 %, 12 Manner), deren Therapie optimiert werden sollte, erhielten nach Fest-
stellung der unzureichenden Clopidogrel-Wirkung ein 60 mg Prasugrel-Loading und an-
schlieRend taglich 10 mg bzw. 5 mg als Erhaltungsdosis. 11 (91,7 %) Patienten hatten nach
Therapieumstellung ADP-Werte unterhalb des Referenzbereichs und waren somit Prasugrel-
Responder. Ein Patient blieb im ADP-Test weiter im Referenzbereich und war somit
Prasugrel-Low-Responder. Da auch nach Umstellung auf 150 mg Clopidogrel pro Tag kein
Responder-Status erreicht werden konnte, wurde er auf 2 x 250 mg Ticlopidin umgestelit.
Unter dieser Therapie konnte eine ausreichende Thrombozytenaggregationshemmung im Sin-

ne einer Ticlopidin-Response erzielt werden.

Die Abbildungen 24 und 25 geben eine Ubersicht Uber die absolute Pravalenz der
Thienopyridin-Low-Response auf den einzelnen Stufen der Behandlungsalgorithmen. In diese
Darstellung gehen nur die Daten der Patienten ein, fur die eine Therapieoptimierung durchge-

fuhrt werden konnte.
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20%
15%
12,6 %
10%
5.7 %
5%
2,5%
?
0% . . 1
C75mg C150mg T 2x250mg Ci 2x100mg

Abb. 24: Prévalenz der Low-Response auf Clopidogrel (C), Ticlopidin (T) oder Cilostazol
(Ci) fir den Zeitraum April 2008 bis Marz 2009, n = 785.

20%
15%
10%
5,6 %
5% -
0,5%
0% , e ——
C75mg P 5/10mg

Abb. 25: Pravalenz der Low-Response auf Clopidogrel (C) oder Prasugrel (P) ab April 2009,
n=213.

Zusatz-Studie. Vom 1. Juli 2009 bis 14. Juni 2010 wurde weiter mittels MEA-Messungen
nach Clopidogrel-Low-Respondern gefahndet. In dieser Zeit konnten insgesamt 53 Patienten,
davon 86,8 % Manner, mit priméar unzureichendem Ansprechen auf die Standard-Clopidogrel-
Dosis in diese Zusatz-Studie aufgenommen werden. Auflerdem wurden 5 Patienten, die be-
reits bei einem friheren Klinik-Aufenthalt als Clopidogrel-Low-Responder imponierten und
deren Therapie nach dem ,,Clopidogrel“-Algorithmus optimiert worden war, auf Prasugrel

umgestellt.
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55 dieser 58 Patienten erreichten unter Prasugrel ADP-Werte unterhalb des Referenzbereichs
und wurden als Prasugrel-Responder eingestuft. Sechzehn dieser Patienten erhielten gemaR
der Fachinformation aufgrund ihres Alters (> 75 Jahre) oder Korpergewichts (< 60 kg) nur die
reduzierte Dosis von 5 mg/d. Ein Patient entwickelte unter Prasugrel ein Arzneimittel-
Exanthem, weshalb er auf Ticlopidin umgestellt wurde. Hierunter erreichte er Responder-
typische MEA-Werte.

Ein weiterer Patient blieb unter 10 mg Prasugrel im ADP-Test weiter im Referenzbereich und
wurde, abweichend von dem in Kap. 3.8 erwdhnten VVorgehen, auf 20 mg Prasugrel pro Tag

umgestellt. Hierunter konnten Responder-typische MEA-Werte erreicht werden.

Ein Patient, der auch vor der Markteinfihrung von Prasugrel nicht erfolgreich auf ein
Thienopyridin umgestellt werden konnte und somit die Triple-Therapie aus ASS, Clopidogrel
und Cilostazol erhalten hatte, erreichte auch unter Prasugrel keine zufriedenstellenden MEA-

Werte. Folglich erhielt er weiterhin die Triple-Therapie.

Abhéangigkeit der Low-Responder-Rate vom Geschlecht. In Tabelle 23 ist die Ge-
schlechtsabhangigkeit der Low-Responder zusammengestellt. Aus den Daten ist ersichtlich,
dass Manner haufiger Low-Responder sind als Frauen, wobei die Unterschiede nicht signifi-

kant sind.

Tab. 23. Low-Responder-Rate in Abhé&ngigkeit vom Geschlecht (in diese Auswertung gingen
auch die Patienten der Zusatzstudie ein)

Low-Responder-Rate unter: Manner Frauen p-Wert
m 75 mg Clopidogrel (9142 ’/9702/;) (22’/720/;6) 0,078
= 150 mg Clopidogrel (g;";g) 2?/1201/; 0,472
= 2 x 250 mg Ticlopidin (‘rl’g’?;é’) 2(:3?;? 0,259
m 5-10 mg Prasugrel (g?gg) (00/(?0) 1
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ADP- und TRAP-Werte bei Patienten nach Stentimplantation unter Clopidogrel-
Standard-Therapie und unter Therapie-Optimierung. Die Therapie der Low-Responder
anhand der in Kap. 3.8 genannten Behandlungsalgorithmen ergab bei den MEA-Messungen
die in den Tabellen 24 bis 26 dargestellten Werte:

Tab. 24: ADP- und TRAP-Werte unter 150 mg Clopidogrel

Clopidogrel 150 mg Clopidogrel 150 mg
Responder Low-Responder
Manner Frauen Manner Frauen
n= 41 n=13 n= 38 n=7
ADP-Test
Mittelwert [U] 25,1 29,0 62,3 65,1
Standardabweichung [U] 6,9 9,9 20,6 10,9
min. - max. Wert [U] 10-35 14 - 49 38-113 51-78
TRAP-Test
Mittelwert [U] 88,0 101,9 109,6 110,3
Standardabweichung [U] 20,8 28,3 17,3 12,7
min. - max. Wert [U] 52 - 126 64 - 166 77 -151 89 - 113

Tab. 25: ADP- und TRAP-Werte unter 2 x 250 mg Ticlopidin

Ticlopidin-Responder Ticlopidin-Low-Responder
Manner Frauen Manner Frauen
n= 18 n=>5 n= 18 n=2
ADP-Test
Mittelwert [U] 22,2 35,8 69,6 61
Standardabweichung [U] 7,0 7,5 24,0 4,2
min. - max. Wert [U] 10- 33 25-43 40 - 114 58 - 64
TRAP-Test
Mittelwert [U] 98,1 112,6 1179 1225
Standardabweichung [U] 15,4 16,9 18,3 29,0
min. - max. Wert [U] 63 -121 84 - 128 72 - 155 102 - 143

59



Tab. 26: ADP-Werte unter 5 bis 10 mg Prasugrel (in diese Auswertung gingen auch die Pati-
enten der Zusatzstudie ein)

Prasugrel-Responder Prasugrel-Low-Responder
Manner Frauen Manner Frauen
n= 57 n=10 n=3 n=0
ADP-Test
Mittelwert [U] 18,1 16,1 51,3 -
Standardabweichung [U] 7,8 9,1 9,5 -
min. - max. Wert [U] 2-34 5-29 42 - 61 -
TRAP-Test
Mittelwert [U] 88,9 85,9 103,7 -
Standardabweichung [U] 21,8 21,3 6,0 -
min. - max. Wert [U] 33 - 137 49 - 114 98 - 110 -

Wie Tab. 27 und 28 zeigen, sind die ADP- und auch die TRAP-Werte der Low-Responder
auch nach erfolgreicher Therapieumstellung signifikant hoher (Signifikanzniveau p < 0,001)

als die der priméren Clopidogrel-Responder, fiir Clopidogrel 150 mg/d oder Ticlopidin 2 x

250 mg/d, nicht jedoch die ADP-Werte bei Prasugrel 5 bzw. 10 mg/d.

Tab. 27: ADP-Werte der Low-Responder-Gruppen nach erfolgreicher Therapieumstellung im
Vergleich zum ADP-Wert der primaren Clopidogrel-Responder.

ADP-Mittelwerte [U]
der Responder

ADP-Mittelwerte [U] der
Therapie-optimierten Low-Responder unter

unter
Clopidogrel Clopidogrel Ticlopidin Prasugrel
75 mg 150 mg 2 x 250 mg 5 bzw. 10 mg
Gruppe A Gruppe B Gruppe C Gruppe D*
Manner 11,8 25,1 22,2 18,1
Signifikanzniveau im
Vergleich zu Gruppe A p<0,001 p<0,001 p<0,001
Frauen 13,6 29,0 35,8 16,1
Signifikanzniveau im 0 <0,001 p < 0,001 p=0,35

Vergleich zu Gruppe A

* erganzt um die Patienten der Zusatzstudie
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Tab. 28: TRAP-Werte der Low-Responder-Gruppen nach erfolgreicher Therapieumstellung

im Vergleich zum ADP-Wert der priméaren Clopidogrel-Responder.

TRAP-Mittelwerte [U]
der Responder

TRAP-Mittelwerte [U] der
Therapie-optimierten Low-Responder unter

Vergleich zu Gruppe A

unter
Clopidogrel Clopidogrel Ticlopidin Prasugrel
75 mg 150 mg 2 x 250 mg 5 bzw. 10 mg
Gruppe A Gruppe B Gruppe C Gruppe D*
Manner 62,9 88,0 98,1 88,9
Signifikanzniveau im
Vergleich zu Gruppe A p<0,001 p<0,001 p<0,001
Frauen 71,7 101,9 112,6 85,9
Signifikanzniveau im 0 < 0,001 0 < 0,001 0= 0,068

* ergdnzt um die Patienten der Zusatzstudie

4.20 Verlaufskontrolle der Patienten mit ausreichendem und unzureichendem Anspre-

chen auf Thienopyridine

Mit Hilfe des Klinik-Informations-Systems ,,ORBIS* wurde wie in Kap. 3.10 beschrieben die
MACCE-Rate von 886 der 887 Clopidogrel-Respondern bestimmt. Die mittlere Follow-Up-

Zeit dieser Untersuchung betrug 273 Tage (min. 28, max. 611). Ein Patient musste ausge-

schlossen werden, da er nachweislich seine plattchenhemmende Medikation nicht einnahm.

Mindestens 16 Patienten (= 1,8 %) erlitten bei den Clopidogrel-Respondern ein Major

Adverse Cardiac and Cerebrovascular Event, im Mittel nach 63 Tagen (min. 1, max. 329). Da

nur die Patienten erfasst wurden, die wegen des MACCE im Klinikum Augsburg behandelt

wurden, ist die tatsachliche MACCE-Rate vermutlich etwas hoher. Die kardiovaskuldren Er-

eignisse sind in Tabelle 29 zusammengestellt.
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Tab. 29: Zusammenstellung der Major Adverse Cardiac and Cerebrovascular Events bei den

Clopidogrel-Respondern

Art des MACCE

Anzahl Patienten

Ursache

Tod aufgrund kardialer

9

Nicht-fataler Myokard-Infarkt

6 mit NSTEMI,

davon 1 mit gesicherter Stentthrombose (1. Tag

postinterventionell)

Nicht-fataler Schlaganfall

1 (ischamisch)

Die MACCE-Rate von 110 der 111 in die Studie aufgenommenen Clopidogrel-Low-

Responder wurde mittels telefonischer Befragung der Patienten bzw. der Hausarzte bestimmt.

Dies erfolgte mittels eines standardisierten Fragebogens (siehe Anhang 1). Ein Low-

Responder, der zusatzlich an einer psychischen Erkrankung litt, musste fur die Follow-up-

Studie wegen Medikamenten-Incompliance ausgeschlossen werden. 4 Patienten (= 3,6 %)

hatten wahrend der Einnahme der dualen plattchenhemmenden Therapie ein MACCE, das

sich im Durchschnitt nach 104 Tagen (min. 14, max. 229) ereignete.

Die durchschnittliche Follow-up-Zeit betrug 265 Tage (min. 28, max. 550). Der Beobach-

tungszeitraum war deshalb relativ lang, da ein erheblicher Teil der weiterbehandelnden Arzte

die duale plattchenhemmende Therapie ber den lblichen Zeitraum hinaus fortfuhrten.

Tabelle 30 zeigt die kardiovaskuldren Ereignisse der Clopidogrel-Low-Responder.

Tab. 30: Zusammenstellung der MACCE (n = 4) der Clopidogrel-Low-Responder (n= 110).
C 150 = Clopidogrel 150 mg; T 2x250 = Ticlopidin 2 x 250 mg

_ . Zeitpunkt des | Stentthrombose
Thieno- | Initial PPI -
Art des MACCE o _ MACCE nach geman den
pyridin | ACS | Einnahme o
PCI (Tage) ARC Kriterien
Plotzlicher Herztod C 150 ja ja 15 wahrscheinlich
Plotzlicher Herztod C 150 ja ja 120 mdoglich
Fatale
intrazerebrale C 150 ja ja 16 nein
Massenblutung
NSTEMI T 2x250 ja ja 115 nein
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Bei den beiden Patienten mit pl6tzlichem Herztod handelt sich einmal um eine 85-jahrige
Diabetikerin, die bei einem ST-Hebungsinfarkt der Hinterwand mit einem BMS versorgt
wurde. Weiter zeigte sich bei ihr eine ausgeprégte koronare 3-Geféal3-Erkrankung mit einer
schlechten linksventrikuldren Pumpfunktion (EF = 35 %). Der zweite Patient war ein 65-
jahriger Mann mit einer EF von 30 % aufgrund eines groflen VVorderwandaneurysmas. Er pra-
sentierte sich anfangs mit einem Nicht-ST-Hebungsinfarkt und unterzog sich einer PCI zweier
subtotaler Stenosen der rechten Koronararterie. Im weiteren Verlauf lehnte er die Implantati-
on eines Defibrillators ab. Der Patient mit der fatalen intrazerebralen Massenblutung war ein
79-jahriger Mann, der neben der optimierten dualen Plattchenhemmung unter gleichzeitiger
Marcumar-Therapie stand. Er verstarb 16 Tage nach Stentimplantation (zwei Wochen vor
dem Ende der fiir einen Monat angesetzten Thienopyridin-Therapie). Das vierte MACCE-
Ereignis hatte eine 51-jahrige Frau, die 115 Tage nach BMS-Implantation einen NSTEMI

erlitt, der nicht mit dem ehemaligen Stent-Geféall zusammenhing.

Abgesehen von dem Patienten mit der intrazerebralen Massenblutung kam es bei keinem der

110 Therapie-optimierten Low-Respondern zu Blutungskomplikationen.

Die spezifische MACCE-Rate (Tod, ZielgefaR assoziierter nicht-fataler Myokardinfarkt, gro-
Rere Blutung) betrug somit bei den Clopidogrel-Low-Respondern 2,7 % (3/110).

Hinsichtlich der MACCE-Rate besteht kein signifikanter Unterschied zwischen Clopidogrel-
Respondern und Low-Respondern mit optimierter Therapie (p = 0,171; einseitige Fragestel-

lung).

Wenn die Follow-up-Untersuchung der Low-Responder analog zu den Respondern aus-
schlieBlich mit Hilfe des Klinik-Informationssystems ,,ORBIS* durchgefiihrt worden wiére,
hatte die MACCE-Rate ebenfalls 1,86 % betragen (2 Ereignisse: 2 x Tod), da zwei kardiovas-
kulére Ereignisse (1 x Tod, 1x NSTEMI) nur durch die telefonische Nachfrage eruierbar wa-
ren. Die MACCE-Rate der Therapie-optimierten Clopidogrel-Low-Responder wirde dann
exakt der MACCE-Rate der priméren Clopidogrel-Responder entsprechen.

Wir Uberpriften, ob die MEA-Werte der Low-Responder, die wahrend der Nachbeobach-
tungsphase trotz Therapie-Optimierung ein kardiales Ereignis erlitten, sich von denen der
Low-Responder ohne MACCE unterschieden. Wie die Ergebnisse in Tab. 31 zeigen, besteht
hinsichtlich des ADP-Wertes kein Unterschied. Allerdings haben die MACCE-Patienten deut-
lich, aber nicht signifikant hohere TRAP-Werte.
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Tab. 31: MEA-Werte der Low-Responder mit und ohne MACCE unter optimierter plattchen-
hemmender Therapie

Low-Responder

mit MACCE | ohne MACCE p
Mittelwert [U] 25,5 26,0
ADP-Test : 0,98
Standardabweichung [U] 7,3 9,5
Mittelwert [U] 111,3 94,1
TRAP-Test - 0,35
Standardabweichung [U] 31,3 20,0

Weiterhin untersuchten wir, ob es bei den Low-Respondern eine Haufung der kardialen Er-

eignisse in einer der vier Therapiegruppen gab (siehe Tab. 32).

Tab. 32: MACCE-Rate der Low-Responder in Abhangigkeit von der Therapiegruppe

150 mg . - .
Clopidogrel Ticlopidin Cilostazol Prasugrel
MACCE- | 550 (3/55) | 4% (1/25) | 0% (0/20) | 0% (0/11)

Signifikanzn

iveau: p=1

Signifikanzniveau: p=1

Die Ergebnisse zeigen, dass bezliglich der MACCE-Rate sowohl zwischen der 150mg-

Clopidogrel- und der Ticlopidin-Gruppe wie auch zwischen der Ticlopidin- und der

Cilostazol-Gruppe keine signifikanten Unterschiede bestehen (p = 1).
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5. Diskussion

5.1  Allgemeines

Neben der Bypass-Chirurgie hat die perkutane Koronarintervention den grofiten Stellenwert
bei der Behandlung von Patienten mit akutem Koronarsyndrom und stabiler koronarer Herz-
krankheit (KHK), von der in Deutschland ca. 3 - 4 % der Bevolkerung betroffen sind (106).
Durch die stetige Weiterentwicklung der Stent-Technologie ist bei diesen Patienten die PCI
die Therapie der Wahl mit Ausnahme der koronaren 3-GefaR-Erkrankung, bei der zur Bypass-
Operation geraten wird (15). In Deutschland werden pro Jahr ca. 250.000 Koronarstents im-
plantiert (15). Trotz der in den Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fir Kardiologie (15)
vorgeschriebenen dualen Plattchenhemmung mit ASS und Clopidogrel kommt es bei 1 - 2 %
der Patienten im ersten Jahr nach der Stentimplantation zur Stentthrombose. Bei Bare Metal
Stents tritt dieses schwerwiegende Ereignis vorwiegend in den ersten Tagen nach PCI ein, bei
Drug Eluting Stents besteht das Risiko auch noch spater (134). Bis zu 25% der
Stentthrombosen kénnen zum Tod fuhren (9,30,34,140). Als eine der Ursachen fir diese
Komplikation wird vorwiegend die bei einzelnen Patienten unzureichende Wirkung von
Clopidogrel genannt (19,48,86,88,123). Trotz dieser Datenlage wird die individuelle Messung
einer Clopidogrel-Wirkung in Frage gestellt, vorwiegend aufgrund von Vorbehalten bezlglich
methodischer Méngel, unzureichender Standardisierung, zu ungenau bestimmten Referenzbe-
reichen und der Unsicherheit, wie aus dem Messergebnis eine optimierte Therapie abgeleitet
werden kann (14,27,99). Wenn jedoch besser standardisierte Methoden, verlasslichere Refe-
renzbereiche und die Ergebnisse randomisierter Studien zum Kklinischen Benefit einer indivi-
duell optimierten Plattchenhemmung vorliegen, wird die Bestimmung der Clopidogrel-
Wirkung hdchstwahrscheinlich zu einer optimalen Patientenversorgung gehéren. Darum und
nicht zuletzt aufgrund der hohen Anzahl an Stentimplantationen ist es daher dringend not-
wendig, das individuelle Ansprechen auf die Clopidogrel-Therapie zu tberprifen und ggf. die

plattchenhemmende Therapie zu optimieren.

Da Koronarstents nicht nur in groRen Krankenhdusern, sondern oftmals auch in kleineren Kli-
niken implantiert werden, ist es erforderlich, dass die Methode zum Therapiemonitoring un-
kompliziert und kostenginstig ist. Somit scheidet der Goldstandard des Thienopyridin-

Monitorings, die Lichttransmissions-Aggregometrie, aus.
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Die Mehrfach-Elektroden-Aggregometrie mit dem Multiplate®-System ist aufgrund der
schnellen und einfachen Durchfuhrung und der vergleichsweise guinstigen Kosten eine viel-
versprechende Methode zur Routine-Messung der Clopidogrel-Wirkung. Erste groRe Unter-
suchungen zeigten, dass die MEA offensichtlich geeignet ist, Clopidogrel-Low-Responder zu
erkennen (123).

Noch nicht untersucht ist jedoch, ob dieses System fiir den Routinebetrieb eines groRen Klini-
kums tauglich ist, welche praanalytischen Voraussetzungen erfullt sein missen und wann der
optimale Messzeitpunkt nach der PCI ist. Ebenso sind bisher keine Studien tber eine MEA-

gestitzte Therapie-Optimierung von Clopidogrel-Low-Respondern bekannt.

5.2  Einflussfaktoren der MEA-Messungen

Praanalytische Einflussfaktoren. Das Multiplate®-System wurde primar als Point-of-care-
Methode entwickelt und wird derzeit vor allem eingesetzt, um bei Patienten mit
perioperativen Gerinnungsstorungen die Thrombozytenfunktion schnell und patientennah
beurteilen zu kdnnen (50). Der Einsatz dieses Gerats im Zentrallabor eines Klinikums ist eher
die Ausnahme, ermdglicht aber die Nutzung des Mess-Systems durch verschiedene
Anforderer, z.B. Kardiologen, Herzchirurgen, Andasthesisten, Neurologen oder Neurochirur-
gen, und sichert eine gleichbleibende Qualitat, da die Messungen von dafur ausgebildetem
Personal durchgefiihrt werden.

Wenn MEA-Messungen an einer zentralen Stelle erfolgen, muss geklart sein, inwieweit pré-
analytische Faktoren, wie variierende Abnahme- und Transportbedingungen, Verzégerungen
bei der Durchfiihrung der Messungen u.&., die Ergebnisse beeinflussen kdnnen. Bislang liegen

dazu fast keine Untersuchungen vor (66).

Fur Messungen der Thrombozytenfunktion wird gefordert (77), die Vene fir die Blutentnah-

me nicht oder nur kurz zu stauen und eine moglichst weitlumige Kanile zu verwenden, um

Scherstress, der zu einer Aktivierung der Thrombozyten fihrt, zu vermeiden. Dies ist im kli-

nischen Alltag nur schwer sicherzustellen, da das Personal in Bezug auf die Blutentnahme

unterschiedlich gelbt ist. Aus diesem Grund wurde Uberprift, ob ein Unterschied zwischen

den Ergebnissen der MEA-Messungen bei Blutentnahmen unter Ideal- und unter Routinebe-
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dingungen besteht. Wir fanden keinen signifikanten Unterschied (p < 0,35 flr den ADP-Test,
p < 0,23 fir den TRAP-Test) zwischen der Abnahmetechnik, bei der Scherstress weitgehend
vermieden wird und einer Blutentnahme mit langer, starker Stauung und kleinlumiger Kantile,
wie sie im Klinischen Alltag eher Ublich ist. Voraussetzung ist, dass die Blutprobe vor der
Messung mindestens 30 min erschitterungsfrei liegt. Es ist anzunehmen, dass wahrend dieser

Zeit eine Deaktivierung bzw. Rekonstitution der Thrombozyten erfolgt.

Bei der Verwendung von Citrat-Blut fur Gerinnungsanalysen ist es erforderlich, das Abnah-
me-Rohrchen vollstandig zu fullen, da ein inkorrektes Mischungsverhéltnis von Citrat zu Blut
die Ergebnisse beeintrachtigt. Aus diesem Grund wurde gepriift, ob ein ahnlicher Einfluss auf
die MEA-Messungen bei Verwendung von Hirudin-Roéhrchen nachzuweisen ist, bei denen das
Antikoagulanz auf kleine Polystyrokugeln aufgebracht ist. Sowohl im ADP- als auch im
TRAP-Test waren die Messwerte bei den nur etwa zur Halfte gefullten Rohrchen signifikant
niedriger (p < 0,005) als bei vollstandig gefullten Abnahmerdhrchen. Offensichtlich ist auch
fiir Hirudin-Rohrchen eine vollstandige Fullung erforderlich, um valide Mess-Ergebnisse zu

erhalten.

Laut Hersteller-Angaben soll die MEA-Messung erst nach einer 30-minitigen Wartezeit nach
der Blutentnahme durchgefuhrt werden. Wéhrend dieser Zeit soll die Probe bei Raumtempe-
ratur gelagert werden. Seitens des Herstellers wurde jedoch keine Aussage gemacht, ob die
Probe wahrend der Wartezeit ruhig liegen muss oder aber transportiert bzw. durchmischt wer-
den darf. Um dies abzukléren, verglichen wir MEA-Messungen aus Réhrchen, die vor der
Messung 30 min auf einem Rollenmischer lagen bzw. umhergetragen und gelegentlich
durchmischt wurden, mit den Werten von Rohrchen, die vor der Messung mindestens 30 min
maoglichst erschitterungsfrei gelagert wurden. Es zeigte sich, dass die Mess-Ergebnisse aus
Réhrchen, die 30 min ruhten, signifikant hoher sind, als die von regelmaRig durchmischten
Rohrchen, wobei zwischen permanenter und gelegentlicher Durchmischung kein Unterschied
festzustellen ist. Auch Jambor (66) fand bei ihren Untersuchungen zu den préanalaytischen
Bedingungen des Multiplate®-Systems, dass die Mess-Ergebnisse des ADP-Tests unmittelbar
nach Blutentnahme signifikant niedriger (p < 0,05) sind als nach 30 min Ruhezeit. Um valide
Werte zu erhalten, mussen die Hirudin-Roéhrchen daher vor der Messung mindestens 30 Mi-
nuten bei Zimmertemperatur erschutterungsfrei liegen, ehe die MEA-Messung durchgefiihrt
werden darf. Offensichtlich sind die Thrombozyten, wie bereits von Budde (18) beschrieben,
zumindest in den ersten 30 min nach Blutentnahme refraktar und erholen sich in dieser Zeit

nur bei Ruhelagerung.
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Auch der Versand der Hirudin-Réhrchen mit einer Rohrpostanlage mit Auslaufbremse ist
problemlos, wenn das Abnahmeréhrchen nach dem Versand 30 min erschitterungsfrei gela-
gert wird.

Da laut Herstellerangaben die MEA-Messung innerhalb von 180 min nach Blutentnahme
durchgefuhrt werden soll, wurde untersucht, wie stark die ADP- und TRAP-Messungen einer
Zeitabhangigkeit unterliegen. Toth et al. (139) berichten Uber keine Anderung der MEA-
Ergebnisse uber einen Zeitraum von 30 bis 240 Minuten bei Verwendung von Citrat- und
Hirudin-Blut. Seyfert et al. (121) hatten bei ihren Untersuchungen mit Citratblut sogar bis zu
finf Stunden nach Blutentnahme stabile Werte fiir die MEA-Messungen. Allerdings ist das
verwendete  Citrat-Blut  fiur das  Monitoring von  Thienopyridinen  mittels
Impedanzaggregometrie ungeeignet (139). Unsere Ergebnisse zeigen eine kontinuierliche
Abnahme der AUC-Werte sowohl des ADP- als auch des TRAP-Tests, wobei die ADP-Werte
nach ca. 180 min deutlich schneller absinken als die TRAP-Werte.

Die unterschiedliche Stabilitat der Messgrofien bedeutet, dass bei zu spéater Messung (> 240
min) ein dadurch bedingter falsch-niedriger ADP-Wert bei einem noch relativ hohen TRAP-
Wert eine Thienopyridin-Wirkung vortaduschen kann, so dass ein nicht addquates Ansprechen
(= Low-Responder-Status) nicht erkannt wird. Folglich ist ein zuverlassiges Monitoring die-
ser Thrombozytenaggregationshemmer nur dann maoglich, wenn die MEA-Messung maoglichst
umgehend nach der 30-mindtigen Ruhelagerung und spatestens - wie vom Hersteller angege-

ben - innerhalb von 180 min nach Blutentnahme erfolgt.

Erfolgt die Messung gegen Ende dieses Zeitfensters, ist bei ADP-Werten im Grenzbereich

eine Kontrolle nach erneuter Blutentnahme indiziert.

Die zeitliche Limitierung der ADP-Messung bedeutet, dass das Monitoring in der Einrichtung
durchgefuhrt werden muss, in der die Stentimplantation erfolgt, und ein Versand des Untersu-
chungsmaterials tber langere Strecken nicht moglich ist.

Abhéangigkeit von Thrombozytenzahl und Hamatokrit. In einer Korrelationsanalyse wurde
untersucht, ob die bei Blutspendern gemessenen ADP- und TRAP-Werte vom Thrombozyten-
und Hamatokrit-Wert abhangig sind. Wéhrend Toth et al. (139) keinen Zusammenhang zwi-
schen MEA-Werten und Thrombozytenzahl feststellten, fanden wir, dass die Hohe der
Plattchenzahl die ADP- und TRAP-Werte gering, aber nachweislich beeinflusst (Korrelati-

onskoeffizienten r = 0,462 bzw. 0,353). Diese Beobachtung wird bezlglich des ADP-Tests
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von Seyfert (121) bestétigt. Auch zwischen Hamatokrit und MEA-Werten besteht eine signi-
fikante lineare Beziehung, die erwartungsgemal negativ und auch nur sehr schwach ist (Kor-
relationskoeffizienten: — 0,284 bzw. — 0,264). Die festgestellten Abhangigkeiten gelten jedoch

nur, wenn die Thrombozyten- und Hk-Werte im Normbereich liegen.

Thrombozytenfunktionstests sind in der Regel bei Thrombopenie und ausgepragter Anéamie
nicht mehr verlasslich (72,82,112), da die MEA-Werte die Interaktionen zwischen Thrombo-
zyten, Erythrozyten und Leukozyten widerspiegeln (50). Wir stellten fest, dass MEA-
Messungen bei Andmie (Hk < 0,30 I/I) und/oder niedrigen Thrombozytenzahlen (< 100 /nl)
sehr hdufig erniedrigte Werte oder Responder-typische Konstellationen ergeben. Bei Patien-
ten mit grenzwertigen Hk- und Thrombozytenwerten ist die Mitbewertung des TRAP-Wertes
von groRer Bedeutung, da sonst ein niedriger ADP-Wert als Responder-Status fehlinterpretiert
wird. Wie unsere Ergebnisse zeigen, ist bei Patienten mit TRAP-Werten unter 20 U oder ei-
nem TRAP/ADP-Verhdltnis < 3 eine zuverldssige Beurteilung der Wirksamkeit einer

Thienopyridin-Therapie nicht méglich.

5.3 Verlasslichkeit der MEA-Messungen im klinischen Routinebetrieb

Prazision der MEA-Messungen. Messungen der Thrombozytenfunktion sind aufgrund der
leichten Aktivierbarkeit und Labilitat der untersuchten Zellart im Vergleich zu anderen La-
boruntersuchungen stéranfallig, schwer standardisierbar und durch eine hohe Imprazision
charakterisiert (18,47,64,72,121).

Wir fanden fur die Prazision in Serie in Abhéngigkeit vom Messkanal beim ADP-Test Varia-
tionskoeffizienten (k) zwischen 9,2 und 16,4 % und beim TRAP-Test Werte zwischen 3,3
und 7,8 %. Bei Berlcksichtigung aller Messkanale betrug der Vk fir den ADP-Test 12,1 %
und den TRAP-Test 7,2 %. Von Toth (139) werden fir die Intra-assay-Variabilitdt der MEA-
Messungen Variationskoeffizienten von 6 £ 3 % angegeben, wobei jedoch nicht zwischen den
verschiedenen Tests differenziert wird und die genauen Zeitpunkte der Messungen nicht an-
gegeben werden. Seyfert (121) fand fir den ADP-Test Vk-Werte zwischen 3,8 und 19,2 (Me-
dian 14,1), Sibbing (122) zwischen 8,4 und 14,9 %. Ahnliche Vk-Werte wurden von ihm fiir

die Lichttransmissionsaggregometrie angegeben. Breugelmans et al. (17) ermittelten beim
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ADP-Wert mit Heparin-Blut flr die Prazision in Serie bei 10 Messungen im Abstand von 30

min einen Variationskoeffizienten von 9 %.

Der relativ hohe Vk beim ADP-Test bei unserer Testreihe ist dadurch bedingt, dass die Werte,
die 45 bis 75 min nach Blutentnahme gemessen wurden, im Mittel deutlich hoher lagen als
die 30 min- und 90 min-Werte (siehe Tab. 2). Méglicherweise werden durch die Blutentnah-
me die Thrombozyten aktiviert und ihre Speichergranula teilweise entleert. Dafir spricht auch
unsere Beobachtung, dass die Blutproben vor der Messung 30 min ruhig liegen mussen, da
sonst zu niedrige Werte gemessen werden. Nach 45 min ist die Rekonstitution der intrazellu-
laren Speicher wieder weitgehend abgeschlossen, so dass die Plattchen zu diesem Zeitpunkt
maximale Aggregationsfahigkeit zeigen, bevor es erneut — diesmal infolge der
Plattchenalterung — zu einem anfangs langsamen, spater verstarkten Absinken der Aggregati-
onsféhigkeit kommt (siehe Kap. 4.8). Beim TRAP-Test wurde dieses Phdnomen nicht beo-
bachtet.

Um die Thienopyridinwirkung zu kontrollieren, ware daher der ideale Zeitpunkt fiir die ADP-
Messung 45 - 60 min nach der Blutentnahme, da zu diesem Zeitpunkt die Thrombozyten of-
fensichtlich ihre hdchste Aggregationsfahigkeit zeigen. Eine analoge Empfehlung zum opti-
malen Messzeitpunkt wird von Budde (18) fur die optische Aggregometrie gegeben. Im klini-
schen Alltag ist eine derartig exakte Terminierung der Messung jedoch nicht realisierbar.

Fur die Prazision von Tag zu Tag wurden beim ADP-Test Vk-Werte zwischen 11,6 % und
23,0 % gemessen, beim TRAP-Test lagen diese zwischen 9,3 % und 14,0 %. Da aus Stabili-
tatsgrinden kein Kontrollmaterial fur die MEA-Messungen zur Verfiigung steht, musste die
Inter-assay-Variabilitat-Serie mit Blut von Probanden bestimmt werden, die sich Gber einen
Zeitraum von 18 Monaten immer wieder zur Blutentnahme zur Verfligung stellten. Daher
geht in die Auswertung auch die intraindividuelle Variabilitat ein, was eine Mitursache der
hohen Vk-Werte ist. In einer analog durchgeflihrten Untersuchung (139) wurden fur die Pra-
zision in Serie beim ADP-Test ebenfalls Vk-Werte zwischen 11 und 18 % gefunden. Bei
Seyfert (121) lagen die Vk-Werte der intraindividuellen Variabilitat bei 6 Testpersonen und
Messungen an 5 konsekutiven Tagen fur den ADP-Test zwischen 3,7 und 19,1 (Median 13,7).

Wegen der relativ hohen Imprazision der MEA-Messungen sollten deshalb grenzwertige Er-
gebnisse auch im Hinblick auf die therapeutischen Konsequenzen mit neu abgenommenem

Material Gberpriift werden.
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Reproduzierbarkeit von Mehrfachmessungen. Wie oben ausgefiihrt werden die MEA-
Ergebnisse stark von praanalytischen Faktoren, wie Ruhelagerung oder Zeitpunkt der Mes-
sung nach Blutentnahme, aber auch durch die methodisch bedingte Imprazision des Messver-
fahrens beeinflusst. Weitere mogliche Einflussfaktoren sind die Compliance des Patienten und
der Zeitpunkt der Clopidogrel-Einnahme. Es erschien daher sinnvoll zu tberprifen, wie gut
die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse ist, wenn Blutentnahme, Transport und MEA-

Messungen im klinischen Routinebetrieb erfolgen.

Die Untersuchungen zeigten, dass bei ca. 94 % der Patienten, die bei der Erstmessung als
Clopidogrel-Responder beurteilt wurden, bei der Kontrolluntersuchung in den folgenden Ta-
gen das Ergebnis bestatigt werden konnte. Bei ca. 6 % ergab die Zweitmessung ein nicht-
eindeutiges Ergebnis. Nur bei einem von 291 Patienten (= 0,3 %) wurde bei der Kontrolle
abweichend vom Erstbefund ein Low-Responder-Status diagnostiziert, wobei dies auch durch

eine fehlende Compliance bedingt sein kénnte.

Weiterhin verglichen wir bei 17 Patienten die ADP- und TRAP-Werte, die in den ersten vier
Tagen nach PCI gemessen wurden, mit den Ergebnissen, die im Mittel sieben Monate spater
unter Dauertherapie mit 75 mg Clopidogrel/d bestimmt wurden. Es ergab sich fur beide
MessgroRen eine gute Korrelation (r = 0,790 bzw. 0,734), was dafir spricht, dass die Werte

auch uber einen langeren Zeitraum weitgehend konstant bleiben.

Ahnliche Ergebnisse wurden auch bei 33 Patienten gefunden, bei denen zu einem spéteren
Zeitpunkt eine erneute Stentimplantation mit Verabreichung der Loading-dose durchgefuhrt
wurde. Bei allen Patienten ergab sich in beiden Fallen ein eindeutiger Responder-Status, wo-

bei die individuellen Werte gut Ubereinstimmten.

54  Festlegung des Cut-off-Wertes

In der Arbeit von Sibbing et al. (123) wurden die Low-Responder dadurch definiert, dass ihre

ADP-Werte in der oberen Quintile aller ADP-Messwerte lagen. Dieses VVorgehen ist bei retro-

spektiven Untersuchungen maoglich, da der Cut-off-Wert dann festgelegt wird, wenn alle Pati-

enten erfasst und ihre ADP-Werte gemessen sind. Sibbing ermittelte dabei einen geschlechts-

unabhéngigen Cut-off-Wert fiir den ADP-Test von 416 AU*min, was 42 U entspricht. Bei der
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vorliegenden Arbeit handelt es sich jedoch um eine Interventionsstudie, bei der die Therapie
geéndert wird, sobald der Cut-off-Wert Uberschritten ist. Aus diesem Grund muss der ADP-
Wert, ab dem ein Low-Responder-Status angenommen wird, im Voraus festgelegt werden.

Wir ermittelten daher die Referenzbereiche fiir die ADP- und TRAP-Bestimmung mit Hilfe
von je 75 méannlichen und weiblichen Blutspendern und gesunden Labormitarbeitern, bei de-
nen die Einnahme Thrombozytenfunktions-hemmender Medikamente anamnestisch ausge-
schlossen wurde. Dabei fanden wir unterschiedliche Ergebnisse fur Méanner (ADP-Test 35 -
114 U, TRAP-Test 68 - 134 U) und Frauen (ADP-Test 50 - 132 U, TRAP-Test 79 - 151 U).
Seyfert (121) stellte ebenfalls hohere ADP-Werte bei Frauen fest, allerdings ist der Unter-

schied deutlich geringer ausgepragt als bei uns.

Die Ursache fur diese geschlechtsbedingten Unterschiede kdnnte zum einen der niedrigere
Hématokrit der Frauen sein, der wie oben gezeigt einen geringen negativen Einfluss auf die
MEA-Messungen hat. In erster Linie dirfte jedoch die hohere Thrombozytenaggregations-
Fahigkeit bei Frauen hormonell bedingt sein, wie Haque et al. (57) vermuteten, die mit der

Licht-Transmissionsaggregometrie ebenfalls deutliche Geschlechtsunterschiede feststellten.

Vom Hersteller des Multiplate®-Systems werden geschlechtsunabhangig folgende Referenz-
bereiche angegeben: ADP-Test 53 - 122 U, TRAP-Test 94 - 156. Allerdings wurden dabei
nicht wie bei uns r-Hirudin-Réhrchen von Sarstedt, sondern firmeneigene Hirudin-Réhrchen
verwendet. Der Grund dafr, dass die von Dynabite angegebenen Referenzwerte insgesamt
etwas hoher liegen als die von uns ermittelten, sind vermutlich die verschiedenen Kunststoffe
der Abnahmerdhrchen. Die von Dynabite vertriebenen Réhrchen sind aus dem sehr
hamokompatiblen Polypropylen, das einen schwécheren Einfluss auf die Thrombozyten zu
haben scheint als die aus dem Kunststoff PET gefertigten und mit Kunststoffkugelchen gefull-
ten r-Hirudin-Réhrchen der Fa. Sarstedt (21). Calatzis und Spannagl fanden mit den Sarstedt-
Réhrchen geschlechtsunabhangig bei 66 Blutspendern fir den ADP-Test Werte von 47 - 108
U, fiir den TRAP-Test 83 - 141 U (21).

Da der Cut-off-Wert fir die Trennung zwischen Low-Respondern und Respondern durch die
untere Grenze des ADP-Referenzbereiches festgelegt ist, wurde fur diesen Wert auch das 95
%-Konfidenzintervall berechnet. Bei Patienten mit ADP-Werten, die im Konfidenzintervall
(= Graubereich) lagen (Méanner: 32 - 38 U, Frauen: 46 - 53 U), ist eine Kontrolluntersuchung

indiziert, um den Responderstatus mit groRtmaoglicher Sicherheit festzulegen.
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5.5 Interpretation der MEA-Messungen und Indikation fir Kontrolluntersuchungen

Die Aggregation der Thrombozyten mit Thrombin Receptor Activating Peptide als Aktivator
sollte durch die Clopidogrel-Einnahme nicht beeinflusst werden. Wir stellten jedoch fest, dass
die TRAP-Werte nach Stentimplantation um ca. 40 U niedriger sind als die Werte von Blut-
spendern. Erst einige Tage nach PCI und Verabreichung der Loading-dose steigen die TRAP-
Werte langsam wieder an.

Auch andere Arbeitsgruppen berichten tber einen hemmenden Einfluss von Clopidogrel auf
den TRAP-Test. Johnson et al. (67) fanden bei gesunden Testpersonen unter Clopidogrel- und
Prasugrel-Therapie signifikant niedrigere TRAP-Werte im Vergleich zu Messungen ohne
Thienopyridin-Therapie. Schuhmann et al. sowie Spannagl und Jambor (116,132) stellten fest,
dass die TRAP-Werte von KHK-Patienten unter Clopidogrel-Einnahme durchschnittlich 9
bzw. 6 U niedriger liegen als bei KHK-Patienten ohne Clopidogrel-Therapie. Dies legt die
Vermutung nahe, dass nicht nur die GPIlIb/Illa-Rezeptor-Antagonisten, sondern auch die
Thienopyridine die TRAP-induzierte Thrombozytenaggregation zumindest in einem gewissen
Umfang hemmen, wobei der Haupteffekt nach Verabreichung der Loading-dose festzustellen
ist.

Erniedrigte TRAP-Werte werden nicht nur unter Verabreichung von GPIIb/llla-Rezeptor-
Antagonisten, sondern auch bei Andmie und Thrombopenie gefunden. Um die Thienopyridin-
Wirkung zuverlassig beurteilen zu kénnen, sollte daher der TRAP-Wert > 20 U betragen und
das Verhéltnis TRAP-/ADP-Wert mindestens 3 betragen. Sind diese Kriterien nicht erfullt, ist
eine Kontrolluntersuchung — gegebenenfalls nach Behebung der Andmie bzw. Thrombopenie

—indiziert.

Kontrolluntersuchungen belasten den Patienten, bedeuten einen personellen Mehraufwand
und verursachen zusatzliche Kosten. Da die Kriterien fir eine Wiederholungsmessung auf der
Grundlage der bei anamischen und thrombopenischen Patienten gefundenen MEA-Werte
festgelegt wurden, erschien eine kritische Uberpriifung erforderlich, die Folgendes ergab (sie-
he Kap. 4.14): Bei 34 von 121 (= 28 %) Clopidogrel-Low-Respondern mit kontrollbedurfti-
gen Erstbefunden wurde erst durch die Wiederholungsmessung ein Low-Responder-Status
festgestellt. Diese Patienten waren ohne zusétzliche Beurteilung des TRAP-Werts félschli-
cherweise als Responder beurteilt worden. Somit ist der Anteil der Low-Responder in dieser
Gruppe fast dreimal so hoch wie im Gesamtkollektiv (28 % gegentber 12 %). Durch die zu-
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satzliche Bestimmung des TRAP-Werts lasst sich folglich eine erhdhte Zuverlassigkeit der
Low-Responder-Detektion erreichen. Weiterhin ist anzumerken, dass Studien, die auf eine
simultane Bestimmung des TRAP-Werts verzichten (123), u.U. die Clopidogrel-Low-

Responder-Rate unterschéatzen.

Kontrollbedurftige Befunde werden aufgrund unserer Kriterien jedoch erst erkannt, wenn
nicht nur der ADP-Wert, sondern zugleich auch der TRAP-Wert gemessen wird. Dies ver-
doppelt die Kosten fir das Monitoring pro Patient. Pro Messwert liegen die Reagenz- und
Materialkosten derzeit bei ca. € 6,50, d.h. die Abklarung des Responderstatus mit ADP- und
TRAP-Messung verursacht Sachkosten von etwa € 13,-- pro Patient.

In der Studie von Sibbing (123) wurden nur die ADP-Werte zur Beurteilung des Responder-
Status herangezogen, ohne dass die Hamatokrit- und Thrombozytenwerte beriicksichtigt wur-
den. Unsere Ergebnisse zeigen, dass bei ca. 3,4 % (= 34 von 1005 Patienten) der Low-
Responder-Status aufgrund einer einzigen ADP-Messung in den ersten Tagen der
Stentimplantation nicht erkannt wirde. Es ist daher anzunehmen, dass das von Sibbing et al.
retrospektiv definierte Responder-Kollektiv auch Low-Responder beinhaltet, was jedoch die

Gesamtaussage der Arbeit nicht veréndert.

In Anbetracht der schwerwiegenden Folgen einer Stentthrombose ist es trotz der héheren
Kosten indiziert, fr die prospektive Beurteilung des Responder-Status zum Zweck der The-
rapieoptimierung nicht nur den ADP-, sondern auch den TRAP-Wert zu bestimmen. Sind die
Ergebnisse trotz unauffélliger Hk- und Thrombozytenwerte nicht eindeutig beurteilbar, sollten
so lange Kontrollmessungen durchgefihrt werden, bis eine zweifelsfreie Zuordnung des Pati-
enten moglich ist. In Einzelféallen kdnnen dazu drei bis vier Kontrolluntersuchungen erforder-

lich sein.

5.6  Festlegung des optimalen Zeitpunkts der MEA-Messung nach Gabe der Loading-
dose

Stentthrombosen treten geh&uft innerhalb der ersten fnf Tage nach der PCI auf (34,140). Aus
diesem Grund sollte das Monitoring der Clopidogrelwirkung in den ersten 48 h durchgefuhrt
werden, um die Therapie baldméglichst anpassen zu kénnen. Die Verabreichung der Loading-
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dose flhrt — wie oben ausgefiihrt — zu einem anfanglichen Absinken des TRAP-Wertes, was
die Interpretation der Werte erschwert. Aufgrund der von uns festgelegten Kriterien waren
deshalb bei ca. 18 % der MEA-Messungen, die in den ersten 48 h nach Stentimplantation er-
folgten, Kontrolluntersuchungen erforderlich (siehe Tab. 14). Wie wir zeigen konnten, verrin-
gert sich dieser Anteil jedoch nicht, wenn die MEA-Messungen einige Tage spater erfolgen.
Weiterhin ergaben unsere Untersuchungen, dass bei priméren Clopidogrel-Respondern durch
einen spéteren Mess-Zeitpunkt die Ergebnisse in den meisten Fallen (73 %) nicht eindeutiger

werden.

Im Hinblick darauf, dass eine persistierende erhohte Plattchenaktivitat bei Patienten mit
NSTEMI mit einer erhéhten Inzidenz von Myokardnekrosen nach Stentimplantation verge-
sellschaftet ist (32) und die Schwere eines Myokardinfarkts mit der Aktivierung der Throm-
bozyten (87) korreliert, erscheint es vor allem bei diesen Patientengruppen sinnvoll, die
Thienopyridin-Therapie mdglichst zeitnah, d.h. innerhalb von 48 h nach Stentimplantation,
auf Wirksamkeit zu Uberprifen und gegebenenfalls zu optimieren. Dies ist aber in der Praxis
nicht immer unproblematisch, da gerade ACS-Patienten haufig eine Therapie mit GPIIb/Illa-
Antagonisten verabreicht wird, die in diesem friihen Zeitraum nach PCI eine verl&ssliche Be-

stimmung der Clopidogrel-Wirkung erschweren kann.

5.7  Low-Responder-Rate und EinflussgrofRen

Bei 118 der 1005 in die Studie eingeschlossenen Patienten konnte nach Stentimplantation
keine ausreichende Clopidogrel-Wirkung nachgewiesen werden. Somit betragt die
Clopidogrel-Low-Responder-Rate bei unseren Untersuchungen 11,7 %. In der Literatur wird
24 h nach Gabe einer 300 mg bzw. 600 mg Loading-dose eine Pravalenz der Clopidogrel-
Low-Response von 4 - 30 % angegeben. Die hohe Schwankung der Low-Responder-Rate
beruht v.a. auf der unterschiedlichen Definition von Low-Response und den verschiedenen
Testverfahren, die flr die Untersuchungen herangezogen werden (96). Die von uns festge-
stellte Low-Responder-Rate stimmt gut mit den Ergebnissen von Buonamici et al. (19) tber-
ein, die mit der Lichttransmissions-Aggregometrie bei 804 Patienten nach DES-Implantation,
66 % mit akutem Koronarsyndrom, 34 % mit stabiler KHK, eine Low-Responder-Rate von 13
% fanden.
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Weiterhin stellten wir fest, dass Manner ein hoheres Risiko fir eine Clopidogrel-Low-
Response haben als Frauen (OR 1,83; p=0,02). Dies beruht vermutlich auf dem niedrigeren
Cut-off-Wert der Manner. Eine erhOhte, aber nicht signifikant unterschiedliche Low-
Responder-Rate der Ménner gegenuber Frauen (12,9 % vs. 8,7 %) wurde auf allen Stufen des
Behandlungsalgorithmus beobachtet (siehe Kap. 4.19). Im Gegensatz zu uns fand Ivandic (64)
eine eindeutige Prédisposition des weiblichen Geschlechts fur eine Clopidogrel-Resistenz
(31,8 vs. 10,7 %), wobei er fur Mé&nner und Frauen den gleichen Cut-off-Wert verwendete.
Wenn wir fir beide Geschlechter den gleichen ADP-Grenzwert (35 U) zugrunde legen, wirde

der Anteil der Frauen nur auf 12,0 % ansteigen.

Unsere Untersuchung zeigte, dass eine Clopidogrel-Low-Response haufiger bei Patienten mit
akutem Koronarsyndrom (18,4 % vs. 3,2 % mit stabiler KHK), Diabetikern (16,7 % vs. 9,8 %
bei Nicht-Diabetikern) und Rauchern (14,9 % vs. 10.6 % bei Nichtrauchern) auftrat. Andere
Forschungsgruppen kamen zu &hnlichen Ergebnissen: Sibbing et al. berichten bei ihren Unter-
suchungen von 1608 Patienten nach koronarer Stentimplantation tber eine Clopidogrel-Low-
Responderrate von 35,8 % bei akutem Koronarsyndrom gegentiber 18,2 % bei stabiler KHK
(123). Geisler et al. fanden bei 379 Stent-Patienten eine Low-Responderrate bei Patienten mit
Infarkt von 10,9 % gegeniiber 1,2 % bei Patienten mit stabiler KHK (48). Sibbing berichtet
weiter ber eine hdhere Low-Responderrate bei Diabetikern (23,8 %) gegeniber Nicht-
Diabetikern (18,6 %), sowie bei Rauchern (27,8 %) gegenuber Nichtrauchern (18,9 %) (123).
Geisler et al. stellten dagegen keinen signifikanten Unterschied hinsichtlich dieser Patienten-
kollektive fest (48). Bezuglich des Nikotinkonsums konnten Bliden et al. (13) zeigen, dass
unter aktivem Nikotinkonsum die Plattchenhemmung nach einer 600 mg Clopdiogrel-
Loading-dose deutlicher ausgeprégt ist als bei Nichtrauchern. Insgesamt gesehen ist die Da-

tenlage v.a. bzgl. Diabetes mellitus und Nikotinkonsum uneinheitlich.

Zahlreiche Untersuchungen zeigen, dass bei Infarkt- und Stentpatienten unter Clopidogrel-
Therapie, eine Begleitmedikation mittels Protonen-Pumpen-Inhibitoren die In-Vitro-
Plattchenhemmung herabsetzt, wobei noch nicht klar ist, auf welche PPIs im Speziellen dies
zutrifft (49,62,69,98,127,129,133). Unsere Ergebnisse zeigen, dass die Einnahme von PPIs
ein unabhangiger Prediktor einer Clopidogrel-Low-Response ist (OR 1,64). Zum gleichen
Resultat kommen die randomisierten PRINCIPLE-TIMI 44- (98) und OCLA-Studien (49),
wohingegen Siller-Matula et al. (127) und Sibbing et al. (124) andere Ergebnisse fanden. Die
Datenlage bzgl. der klinischen Konsequenz der Wirkung von PPls auf die In-Vitro-

Plattchenhemmung ist jedoch hoch kontrovers: In nicht-randomisierten Studien wurde tber
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einen Anstieg der MACCE-Raten um 25 - 35 % berichtet (62,69,133), wahrend in zwei ran-
domisierten Studien mit 13608 bzw. 18565 Patienten keine hohere MACCE-Rate bei Patien-
ten unter gleichzeitiger PPI-Therapie festgestellt wurde (98,102). Vier unserer vier Low-
Responder, die ein Major Adverse Cardiac and Cerebrovascular Event erlitten, nahmen PPIs
ein, von den 16 Respondern mit MACCE waren es nur 3 (1 Tod, 2 NSTEMI).

In der Literatur finden sich Hinweise auf weitere Medikamente, die mit einer Clopidogrel-
Low-Response vergesellschaftet sind: Beta-Blocker, Diuretika, Statine (48), Insulin (123)
sowie Calcium-Antagonisten (126). Wir fanden in der univariaten Analyse der Daten signifi-
kante Unterschiede fur orale Antidiabetika, ACE-Hemmer und Diuretika. Als unabhéngiger
Préadiktor einer Clopidogrel-Low-Response stellte sich jedoch nur die Einnahme von Diureti-
ka (OR 1,93; p=0,006) und zumindest als Trend die Einnahme von ACE-Hemmern (OR 1,93;
p=0,06) dar. Diese Zusammenhange mussen weiter erforscht werden.

5.8 Dauerhaft erhthte Thrombozytenaggregation — ein Risikofaktor

Thrombozytenaggregation und ACS. Die Aggregation aktivierter Thrombozyten spielt eine
entscheidende Rolle bei der Pathogenese des akuten Koronarsyndroms (76) und dem erhéhten
Risiko flr atherothrombotische Komplikationen bei Diabetikern (1,40). Offensichtlich liegt
bei diesen Patientengruppen eine global erhohte Thrombozytenaggregationféahigkeit vor, was
sich in der von uns festgestellten erhéhten Low-Responder-Rate widerspiegelt. Damit steht im
Einklang, dass die Patienten mit ACS und ausreichender Clopidogrel-Response signifikant
hohere ADP- und TRAP-Werte haben als Patienten mit elektiver PCI (Tab. 16 und 17 sowie
21 und 22). Clopidogrel-Responder mit Diabetes zeigten jedoch nur im TRAP-Wert hohere
Werte als Nicht-Diabetiker (Tab. 21 und 22). Offensichtlich kann die Thrombozytenaktivitat
bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom nur teilweise mit Thienopyridinen gehemmt wer-
den. So fanden Althoff et al. (4) bei Untersuchungen an Infarkt-Patienten 48 h und 37 Tage
nach ACS ebenfalls signifikant héhere MEA-Werte als bei Patienten mit elektiver PCI. Auch
die ADP-Werte unserer Low-Responder, die mit 150 mg Clopidogrel, Ticlopidin oder
Prasugrel erfolgreich therapiert wurden, waren im Vergleich zu den Werten der 75mg-
Clopidogrel-Responder signifikant hoher. Gleiches gilt fir die TRAP-Werte der priméren
Low-Responder in den verschiedenen Therapiegruppen: je schwieriger sich die Behandlung
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des Refraktarzustandes darstellte, desto héher waren die Messwerte (Gruppe C > B > A aus
Tab. 27).

Weiterhin fanden wir bei einzelnen Low-Respondern, die entgegen unseren Therapieempfeh-
lungen von den weiterbehandelten Arzten wieder auf die einfache Clopidogrel-Dosis umge-
stellt wurden und sich anschlieend einer Kontrolle in unserer Gerinnungsambulanz unterzo-
gen, dass die gemessenen MEA-Werte stets eindeutig den von uns nach Stentimplantation
diagnostizierten Low-Responder-Status bestétigten (Daten nicht veroffentlicht). Offensicht-
lich sind die erhthte Thrombozytenaggregations-Fahigkeit und die daraus resultierende

Clopidogrel-Low-Response im Regelfall kein passageres Phdnomen.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen, die von Althoff et al. (4) und uns gefunden wurden, berich-
tete Neubauer (95), dass in Einzelfallen Patienten, deren Thrombozytenaggregation zunéchst
sowohl durch 150 mg Clopidogrel wie auch durch Ticlopidin nicht ausreichend zu hemmen
war, nach acht Wochen unter 150 mg Clopidogrel einen Responder-Status zeigten. Gurbel et
al. (53) beobachteten, dass die mittels Lichttransmissions-Aggregometrie gemessene Low-
Responder-Rate von 31 % bei Messung am Tag 5 auf 11 % am Tag 30 nach PCI abfallt. Bei
beiden Autoren handelte es sich jedoch ausschlief3lich um Patienten mit Stentimplantation bei
stabiler KHK. Neubauer (95) vermutet, dass dieses Ph&nomen auf eine Induktion der
Cytochrom P450-Isonezyme zuriickzuftihren ist.

Pradiktiver Wert einer MEA-Messung vor Gabe der Clopidogrel-Loading-dose. Fir die
Auswahl des zu implantierenden Stents wére es winschenswert, wenn schon vor Gabe der
Loading-dose bekannt ware, ob es sich bei dem Patienten um einen Responder handelt. Dazu
werteten wir die MEA-Messungen aus, die bei 114 Patienten vor und nach Gabe der
Clopidogrel-Loading-dose durchgefuhrt wurden. Wir fanden, dass Patienten mit einem ADP-
Wert vor Loading von < 65 U in allen Fallen Responder waren. Der positive prédiktive Wert
(PPV) bei ADP-Ergebnissen > 65 U ist jedoch auch aufgrund der relativ geringen Inzidenz
eines Low-Responder-Status mit 0,166 so niedrig, dass ein Screening vor Stentimplantation
nicht sinnvoll erscheint. Berechnet man den PPV nur fir die ACS-Patienten, so erhoht sich
der Wert auf 0,222.
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5.9  Therapie-Optimierung der Low-Responder

Obwohl die mangelnde Wirkung von Clopidogrel eine Hauptursache fir kardiovaskulare
Komplikationen nach koronarer Stentimplantation zu sein scheint, gibt es bisher nur wenige
Studien, die eine Optimierung der plattchenhemmenden Therapie zum Ziel haben. Angiolillo
et al. (8) fanden heraus, dass eine Erhaltungsdosis von 150 mg Clopidogrel eine starkere
Plattchenhemmung bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ Il bewirkt. Eine Alternative dazu
ist, vor allem wenn eine doppelte Clopidogrel-Dosis nicht den gewiinschten Erfolg bringt, die
Therapie mit Ticlopidin (3), welches tiber andere Leberenzyme als Clopidogrel aktiviert wird
(73). Aufgrund der unerwiinschten Wirkungen von Ticlopidin muss jedoch das Blutbild dieser
Patienten regelméaRig kontrolliert werden.

Offensichtlich ist die unzureichende Wirkung von Thienopyridinen Wirkstoff-spezifisch und
nicht Wirkklassen-spezifisch (23).

In einer klinischen Studie mit 161 Patienten nach koronarer Stentimplantation und Einnahme
einer 600 mg Clopidogrel-Loading-dose tberpriften Neubauer et al. (95) das Ausmal} der
Plattchenhemmung mit der Impedanz-Aggremetrie mithilfe des Chronolog Model 590
(Chrono-log Corporation, Havertown, PA, USA), um die Thienopyridin-Therapie zu optimie-
ren. Sie konnten durch eine Verdopplung der Clopidogrel-Dosis bzw. durch den Wechsel auf
Ticlopidin die Low-Responder-Rate von 23,6 % auf 5,0 % reduzieren.

In der GRAVITAS-Studie (100) wurde bei 5429 Patienten nach PCI mit dem VerifyNow
P2Y12 Test (Accumetrics, San Diego, Kalifornien, USA) die Clopidogrel-Wirkung bestimmt
und die dabei ermittelten Low-Responder randomisiert mit 75 bzw. 150 mg Clopidogrel be-
handelt. Hinsichtlich der Rate an kardiovaskuldren Ereignissen innerhalb eines sechs-
monatigen Beobachtungszeitraums war allerdings kein Unterschied festzustellen (jeweils 2,3
%). In dieser Studie wurde aber bei einem Niedrig-Risiko-Kollektiv (nur 40% ACS-Patienten)
der Cut-off-Wert so angesetzt, dass sich eine Low-Responder-Rate von 41 % ergab. Nur 40 %
der Patienten, bei denen die Clopidogrel-Dosis verdoppelt wurde, zeigten eine deutliche Ver-
besserung der Clopidogrel-Wirkung.

Folglich gibt es bis dato keine Studie mit der Zielsetzung, die MACCE-Rate der Patienten zu
untersuchen, deren Low-Responder-Status erfolgreich behoben wurde.

In unserer Studie wurde bei 11,7 % der Patienten nach Implantation eines Koronarstents ein
Clopidogrel-Low-Responderstatus festgestellt und eine Optimierung der plattchenhemmenden

Therapie durchgefihrt.
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Zunéchst wurden die Patienten nach dem ,,Clopidogrel“-Algorithmus behandelt: Dabei zeigte
nur etwas mehr als die Halfte der Clopidogrel-Low-Responder unter einer 150 mg
Clopidogrel Erhaltungsdosis MEA-Werte im Responder-Bereich. Dies deckt sich mit den
Ergebnissen anderer Studien, die sich eine Optimierung der plattchenhemmenden Therapie
bei Clopidogrel-Low-Respondern zum Ziel gesetzt hatten: Angiolillo et al. berichten, dass 40
% der Typ Il-Diabetiker mit unzureichender Plattchenhemmung unter 75 mg Clopidogrel eine
deutliche Thrombozytenaggregationshemmung mit einer doppelten Erhaltungsdosis zeigten
(8). Neubauer et al. erreichten bei 58 % der Low-Responder einen Responder-Status unter 150
mg Clopidogrel (95). Bei wiederum etwas mehr als der Halfte der 150 mg-Clopidogrel-Low-
Responder in unserer Studie fihrte die Umstellung auf Ticlopidin zu einer ausreichenden
Plattchenhemmung. Auch bei Neubauer et al. konnten 50 % dieser Patientengruppe mit
Ticlopidin ausreichend therapiert werden (95). 2,3 % unserer Patienten wiesen bei Durchfiih-
rung des ,,Clopidogrel“-Algorithmus eine Thienopyridin-Low-Response auf. Campo (23) er-
mittelte 5 von 143 Patienten (3,5 %) mit einem unzureichenden Ansprechen sowohl auf
Clopidogrel als auch auf Ticlopidin. Die Rate an Thienopyridin-Low-Respondern bei Neu-
bauer betrug 5,0 % (95).

Bis zur Markteinfiihrung von Prasugrel wurden die Thienopyridin-Low-Responder, wie die
Follow-Up-Untersuchungen zeigten, offensichtlich erfolgreich, d.h. MACCE-frei, mit
Cilostazol therapiert. Nach Zulassung von Prasugrel in Deutschland und Anwendung unseres
Prasugrel-Algorithmus, konnten 63 von 65 (= 97 %) der daraufhin diagnostizierten
Clopidogrel-Low-Responder erfolgreich auf Prasugrel umgestellt werden. Nur zwei Patienten
(3 %) profitierten von diesem Medikament nicht. Unter Ticlopidin konnte jedoch bei einem
eine ausreichende Hemmung der Thrombozytenaggregation festgestellt werden, wahrend ein
anderer unter der doppelten Dosis von Prasugrel Responder-typische MEA-Werte erreichte.
Beriicksichtigt man noch die finf Patienten, die therapieoptimiert mit 150 mg Clopidogrel,
Ticlopidin bzw. der Triple-Therapie behandelt wurden und anlésslich eines erneuten Klinik-
aufenthaltes oder wegen Unvertraglichkeit auf Prasugrel umgestellt wurden, was bei vier von

finf erfolgreich war, so betragt die Rate an Prasugrel-Low-Respondern 3 von 70 (= 4,3 %).
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5.10 Klinische Wirksamkeit der Therapie-Optimierung bei den Low-Respondern

Nachdem die Aufnahme der Studienpatienten und eine evtl. erforderliche Therapieoptimie-
rung abgeschlossen waren, fiihrten wir bei den primaren Clopidogrel-Respondern eine orien-
tierende Nachbeobachtung durch, indem wir mit Hilfe des Klinikinformationssystems ORBIS
die Aufenthalte dieser Patienten im Klinikum Augsburg wéhrend der Follow-up-Phase
(durchschnittlich 273 Tage) auswerteten. Da bei diesem Vorgehen nur kardiovaskulére Ereig-
nisse entdeckt werden, die bei uns im Haus behandelt wurden, liegt unsere MACCE-Rate er-
wartungsgemal mit 1,8 % unter den in einer Meta-Analyse (134) angegebenen Werten von
ca. 6 %. Bei dieser Auswertung der Major Adverse Cardiac Events (MACE = Tod und nicht-
fataler Myokardinfarkt), die bei ca. 18.000 Patienten mit Koronarstent in einem Zeitraum von
12 Monaten nach PCI beobachtet wurden, wurde nicht zwischen Respondern und Low-
Respondern differenziert und die Dauer der dualen plattchenhemmenden Therapie nicht be-
ricksichtigt. In der TRITON-TIMI 38-Studie (143) wurde eine MACCE-Rate von 12,1 %
gefunden, wobei ebenfalls nicht zwischen Respondern und Low-Respondern unterschieden
wurde, der Beobachtungszeitraum 15 Monate betrug und auch Patienten nach Beendigung der

dualen plattchenhemmenden Therapie erfasst wurden.

Die MACCE-Rate der Therapie-optimierten Low-Responder, bei denen zusatzlich zum EDV-
Follow-up eine telefonische Nachbefragung durchgefiihrt wurde, war mit 3,6 % zwar doppelt
so hoch, jedoch war der Unterschied nicht signifikant (p = 0,171). In anderen Studien zu nicht
Therapie-optimierten, d.h. belassenen Clopidogrel-Low-Respondern wurden MACCE-Raten
zwischen 22,7 % und 40 % in den ersten 3 - 6 Monaten nach Stentimplantation angegeben
(19,48,88). Eine Metaanalyse zu 25 PCI-Studien zeigte eine Odds Ratio von kardiovaskuléren
Ereignissen von 8,0 flr nicht therapierte Clopidogrel-Low-Responder gegenliber Respondern
(131). Sibbing et al. berichten uber eine elf-fach hohere Inzidenz von Stentthrombosen bei
Low-Respondern verglichen mit Respondern in den ersten 30 Tagen nach PCI (123). Fir die
ersten sechs Monate nach der Stentimplantation haben laut Buonamici et al. (19) Clopidogrel-

Low-Responder gegentiber Respondern ein vierfach hoheres Risiko fur eine Stentthrombose.

Sibbing et al. (123) berichten, dass 0,6 % der Responder und 3,1 % der Low-Responder in-
nerhalb von 30 Tagen nach PCI verstorben sind oder eine Stentthrombose erlitten. In unserer
Studie war dies nur bei einem der 110 (= 0,9 %) Therapie-optimierten Clopidogrel-Low-
Responder in dieser Zeitspanne der Fall. Somit scheint unsere Therapie-Optimierung zu einer
Reduzierung der Stentthrombose- und MACCE-Rate zu flhren.
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Offensichtlich verbessert ein MEA-gestitzter Behandlungsalgorithmus das Outcome der Pati-

enten, zumindest fur die Zeit, in der die duale plattchenhemmende Therapie verabreicht wird.

5.11 Prasugrel —die Pauschallésung fir die Thrombozytenaggregationshemmung?

Prasugrel ist ein starkerer P2Y,-Inhibitor als Clopidogrel. Eine starkere Hemmung des
P2Y 1,-Rezeptors fuhrt jedoch zu einem erhéhten Blutungsrisiko. Viele Clopidogrel-Patienten
profitieren also nur wenig von einer stiarkeren P2Y 1,-Blockade, wenn sie nicht sogar Schaden

davon tragen (99).

Wenn eine individuell angepasste plattchenhemmende Therapie mit Hilfe einer standardisier-
ten zuverlassigen Messmethode der Clopidogrel-Wirkung zu einer sehr niedrigen MACCE-
Rate fuhrt, liegt es auf der Hand, Clopidogrel als Standard-Thienopyridin einzusetzen und
Prasugrel nur fur Clopidogrel-Low-Responder vorzuhalten. Dieses Vorgehen bedarf einer

eingehenden Prifung in laufenden Studien (14).
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6. Zusammenfassung

Zielsetzung

Aufgabe der vorliegenden Arbeit war es, die Mehrfach-Elektroden-Aggregometrie (MEA)
unter Verwendung des Multiplate®-System hinsichtlich ihrer Tauglichkeit fur das Monitoring
von Thienopyridinen im Routinebetrieb eines GrolRkrankenhauses zu validieren, Patienten
nach koronarer Stentimplantation mittels der MEA-Messungen auf ihr individuelles Anspre-
chen auf Clopidogrel zu uUberprifen und die Plattchenhemmung der Clopidogrel-Low-

Responder zu optimieren.

Etablierung einer  zuverlassigen Messung der  Plattchenhemmung  unter

Thienopyridinen.

Die Untersuchungen zur Praanalytik ergaben, dass die MEA-Messungen gegeniiber Scher-
stress bei der Blutentnahme und Erschutterungen der Blutprobe, wie z.B. durch Rohrpostver-
sand, unempfindlich ist, sofern die Probe vor der Messung 30 Minuten in Ruhe gelagert wird.
Um valide Ergebnisse zu erhalten, muss das Hirudin-Réhrchen vollstandig gefillt werden und
die Messung innerhalb von zwei Stunden nach einer 30-minitigen Ruhelagerung durchge-

fuhrt werden, da die MEA-Werte ca. drei Stunden nach Blutentnahme deutlich absinken.

Zur Ermittlung von Referenzbereichen wurden die ADP- und TRAP-Werte im Hirudin-Blut
(Sarstedt-Monovette) von je 75 gesunden Mannern und Frauen gemessen. Der ADP-Wert
dient der Beurteilung der Wirksamkeit von Thienopyridinen, der TRAP-Wert erlaubt eine
Detektion einer gleichzeitig vorliegenden GPIlIb/Illa-Antagonisten-Wirkung sowie eine Ein-
schatzung der globalen Thrombozytenaggregations-Féahigkeit. Es ergaben sich geschlechtsab-
hangig folgende Referenzbereiche: ADP-Test: Manner: 35 - 114 U, Frauen: 50 - 132 U,
TRAP-Test: Ménner: 68 - 134 U, Frauen: 79 - 151 U. Als Cut-off-Wert fir das Vorliegen
einer ausreichenden Thienopyridin-Response wurde fiir den ADP-Test festgelegt: Ménner <
32 U, Frauen < 46 U. Bei Mannern sollten ADP-Werte zwischen 32 und 38 U und bei Frauen
Werte zwischen 46 und 53 U, d.h. Werte im Grenzbereich, durch eine Kontrolluntersuchung

mit einer neu gewonnenen Blutprobe Gberprift werden.

Clopidogrel flhrt nicht nur zu einem starken Absinken des ADP-Werts, sondern hat auch ei-
nen hemmenden Einfluss auf den TRAP-Test, was v.a. in den ersten Tagen nach der 600 mg

Loading-dose zu beobachten ist.
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Wie Untersuchungen mit Blut von andmischen und/oder thrombopenischen Patienten, die
keine Thienopyridin-Medikation erhielten, zeigten, kann eine zuverlassige Aussage uber die
Clopidogrel-Response nur gemacht werden, wenn der Hamatokrit gréRer als 0,30 I/1 ist und
die Thrombozytenzahl mindestens 100 n/l betrdgt. Zum Nachweis einer zweifelsfreien
Thienopyridin-Wirkung muss neben dem ADP- auch der TRAP-Test durchgefihrt werden.
Messungen mit einem TRAP/ADP-Verhaltnis < 3 sowie TRAP-Werte < 20 U erlauben keine
Aussage (ber die Thienopyridin-Wirkung und sollten in den folgenden Tagen wiederholt

werden.
Clopidogrel-Low-Response nach koronarer Stentimplantation

Zwischen Januar 2008 und Juli 2009 wurden bei 1139 Patienten nach Implantation eines
Koronarstents MEA-Messungen durchgefiihrt. 1005 Patienten konnten — ggf. nach einer
Wiederholungsmessung — eindeutig hinsichtlich ihrer Clopidogrel-Response beurteilt werden.
Von diesen wiesen 11,7 % keine ausreichende Clopidogrel-Wirkung auf und wurden als
Clopidogrel-Low-Responder eingestuft. Patienten mit akutem Koronarsyndrom, aktuellem
Nikotin-Konsum und Diabetes waren signifikant haufiger Low-Responder. Die Einnahme von
Protonen-Pumpen-Hemmern und Diuretika waren ebenfalls signifikant haufiger mit einer

Clopidogrel-Low-Response vergesellschaftet.

Untersuchungen an 114 Patienten ergaben, dass MEA-Messungen vor Clopidogrel-Loading
und Stentimplantation keine préadiktive Aussage Uber eine spatere Clopidogrel-Low-Response
ermoglichen. Um mdglichst friihzeitig die Thienopyridin-Therapie optimieren zu kdnnen,
sollten die MEA-Messungen innerhalb der ersten 48 h nach PCI durchgefuhrt werden, zumal
in dieser Zeit die Rate an eindeutigen Messungen am grofiten ist. Die MEA-Werte unmittelbar
nach PCI korrelieren gut mit denen einige Wochen nach Stentimplantation. Eine einmal ge-
troffene eindeutige Aussage tber die Clopidogrel-Response ist fast ausnahmslos reproduzier-

bar.
Therapieoptimierung der Clopidogrel-Low-Responder

Im Rahmen der Therapieoptimierung wurden die primaren Clopidogrel-Low-Responder zu-
néchst auf 150 mg Clopidogrel/d umgestellt. 54,5 % der 150mg-Clopidogrel-Patienten wie-
sen ADP-Werte im Responderbereich auf. Wiederum 54,5 % der 150mg-Clopidogrel-Low-
Responder profitierten von einer Umstellung auf Ticlopidin. Die restlichen Patienten (2,3 %
des Gesamt-Kollektivs) blieben Thienopyridin-Non-Responder. Sie wurden mit einer Triple-

Therapie aus ASS, 75 mg Clopidogrel und 2 x 100 mg Cilostazol behandelt. Ab dem
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01.04.2009 wurden Clopidogrel-Low-Responder auf das neu zugelassene Prasugrel umge-
stellt. Von den auf Prasugrel umgestellten primédren Clopidogrel-Low-Respondern ergab der
ADP-Test bei 97 % der Patienten Werte im Zielbereich. Ebenso konnten 4 von 5 primdren
Clopidogrel-Low-Respondern, die mit 150 mg Clopidogrel, Ticlopidin oder einer Therapie
aus 75 mg Clopidogrel und Cilostazol behandelt wurden, wirksam mit Prasugrel therapiert

werden.
Kardiovaskulare Ereignisrate der Therapie-optimierten Clopidogrel-Low-Responder

Zur Dokumentation des Erfolgs der Therapie-Optimierung mittels des Multiplate®-Systems
wurde untersucht, wie gro3 die MACCE-Rate bei den Studienpatienten wéhrend eines 1-18-
monatigen  Beobachtungszeitraums unter der bei Bedarf optimierten dualen
plattchenhemmenden Therapie war und die dabei ermittelten Werte mit Literaturangaben ver-
glichen. Bei nicht Therapie-optimierten Clopidogrel-Low-Respondern werden MACCE-Raten
von 23 - 40 % innerhalb von drei bis sechs Monaten nach PCI beschrieben. Sie haben ein
achtfach erhohtes Risiko fir kardiovaskulare Ereignisse verglichen mit Clopidogrel-
Respondern. Die spezifische MACCE-Rate (kardialer Tod, Myokardinfarkt des PCI-GefaRes,
groRere Blutung) unserer Therapie-optimierten Low-Responder betrug fur den gesamten Beo-
bachtungszeitraum 2,7 % und unterschied sich nicht signifikant von der der priméren
Clopidogrel-Responder. Keiner der Triple-therapierten Thienopyridin-Low-Responder in un-
serer Studie erlitt ein MACCE. Waéhrend laut Literaturangaben 3,1 % der nicht Therapie-
optimierten Clopidogrel-Low-Responder innerhalb von 30 Tagen nach PCI versterben oder
eine Stentthrombose erleiden, reduzierte sich die Rate von Stentthrombosen oder Tod bei den
Therapie-optimierten Clopidogrel-Low-Respondern in unserer Studie fur diese Zeitspanne auf
0,9 % (1 von 110 Patienten).

Schlussfolgerung

Aus der vorliegenden Untersuchung darf geschlossen werden, dass ein Monitoring der
Thienopyridin-Wirksamkeit mittels MEA-Messungen valide mdglich ist, Clopidogrel-Low-
Responder sicher erkannt werden kénnen, eine Therapie-Optimierung der Clopidogrel-Low-
Responder maglich ist und dadurch die bislang bei den Clopidogrel-Low-Respondern stark
erhohte MACCE-Rate deutlich gesenkt werden kann.
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Anhang 1:

Fragebogen Follow-Up

Name

Hausarzt

Tod

Ursache

Myokardinfarkt

Art des Infarkts

Stentthrombose geméall ARC-Kriterien

Reintervention

POBA (TVR) POBA (kein TVR)
Stent (TVR) Stent (kein TVR)
Bypass (TVR) Bypass (kein TVR)

Schlaganfall

Hamorrhagisch

Ischamisch

Stationare Aufent-
halte

Kardiale Ursache
Welche?

Keine Kardiale Ursache

Medikation

Thrombozytenaggregationshemmer

Antikoagulation

Kardiale Medikation

PPI

MACCE unter du-
aler TAH

Zeitpunkt des
MACCE nach PCI
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