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Genetischer Hintergrund des (Nicht-)Ansprechens
auf eine Clopidogrel-Therapie

A. Mindlein, S. Geller-Rhomberg, N. Stark, H. Drexel

Kurzfassung: Clopidogrel (Plavix®) gilt als Stan-
dardmedikation in der Antiplattchentherapie.
Das Medikament stellt nur eine Vorstufe eines
eigentlichen aktiven Metaboliten dar, welcher
im Zuge der Metabolisierung durch das Zyto-
chrom-P450-System in der Leber formiert wird.
In Bezug auf das Therapieansprechen unterliegt
Clopidogrel im Vergleich zu neueren Wirkstoffen
in der Antiplattchentherapie wie Prasugrel
(Efient®) oder Ticagrelor (Brilique®) einer starken
interindividuellen Variabilitat, welche zum Teil
genetisch bedingt ist.

Starkste Determinatoren fiir ein vermindertes
Ansprechen auf Clopidogrel stellen ,Loss-of-
function”-Allele des CYP2C19-Gens dar. Hierbei
macht bei Europédern das CYP2C19*2-Allel rund
95 % aller mit einer eingeschrankten Enzymakti-
vitdt assoziierten CYP2C19-Allele aus. Zahlreiche
Studien konnten zeigen, dass das CYP2C19*2-
Allel eine einem Gen-Dosis-Effekt unterliegende
Auswirkung auf eine verminderte Thrombozyten-
hemmung aufweist. Des Weiteren zeigen
CYP2C19*2-Allel-Trager ein erhohtes Risiko fiir
schwerwiegende kardiale Ereignisse und Stent-
thrombosen: Patienten, welche einer PCI unter-
zogen wurden, sind bei heterozygoter Trager-
schaft einem um 55 % erhéhtem Risiko bzw. bei
homozygoter Trdgerschaft einem fast 80 % er-
hohtem Risiko fir schwerwiegende kardiale Er-
eignisse ausgesetzt. Das Risiko fiir Stentthrom-
bosen ist bei Tragern eines CYP2C19-,Loss-of-
function”-Allels um das 2,7-Fache bzw. von 2 Al-
lelen um das 4-Fache erhéht.

Zahlreiche weitere DNA-Variationen in am
Clopidogrel-Wirkungsmechanismus  beteiligten
Genen sind mit einem verminderten Ansprechen

assoziiert worden. Hierzu zahlt ein DNA-Poly-
morphimus im ABCB7-Gen (c.3425 C > T,
rs1045642), welches das an der Clopidogrel-Re-
sorption beteiligte p-Glykoprotein kodiert. Eben-
so wurde kiirzlich ein Haplotyp des PZRY12-
Gens, welches das Zielmolekil des aktiven Clo-
pidogrel-Metaboliten kodiert, mit einer Clopido-
grel-Resistenz in Verbindung gebracht. Kaum
einen Einfluss auf das Ansprechen von Clopido-
grel weisen DNA-Polymorphismen der an der
Clopidogrel-Aktivierung beteiligten Zytochrome
CYP3A4, CYP3A5und CYP2C9 auf.

Gentests werden meist nur fiir das CYP2C19*2-
Allel angeboten. Der klinische Nutzen einer ge-
nerellen genetischen CYP2C19*2-Allel Austes-
tung ist jedoch nicht geklart.

Schliisselwaorter: Clopidogrel, Prasugrel, Tica-
grelor, CYP2C19, DNA-Polymorphismen, geneti-
sches Testen

Abstract: Genetic Background of Clopido-
grel (Non-)Response. Clopidogrel (Plavix®) is
a widely used antiplatelet agent. The drug is an
inactive pro-drug and requires biotransformation
by hepatic cytochrome P450 system to generate
an active metabolite. Compared to other anti-
platelet drugs such as prasugrel (Efient®) or
ticagrelor (Brilique®), a high interindividual vari-
ability of the response to clopidogrel can be ob-
served, which shows a strong genetic back-
ground.

Strongest discriminators for reduced response
to clopidogrel represent loss-of-function variants
of the CYP2C19 gene. Here, CYP2C19*2 allele

accounts for 95% of the non-functional alleles in
the European population. Several studies have
shown, that CYP2C19*2 allele exhibits a gene-
dosage effect on inhibition of platelet aggrega-
tion. Further, carriers of the CYP2C19*2 allele
are at increased risk for major adverse cardio-
vascular events and stent thromboses: Patients,
who underwent PCl, who are carrying 1 or 2
CYP2C19loss-of-function alleles, demonstrate a
55% and 80% increased risk, respectively, for
major adverse cardiovascular events. Risk for
stent thrombosis is 2.7-fold higher in heterozy-
gote and 4-fold higher in homozygote carriers of
a CYP2C19loss-of-function allele.

Several further DNA-polymorphisms of genes
involved in the biologic mechanism of clopidogrel
have been associated with poor drug response.
One of these candidate genetic variants is a
DNA-polymorphism of the ABCBT (c.3425C > T,
rs1045642) gene, encoding the intestinal efflux
transporter p-glycoprotein. Recently, a haplotype
of the P2RY12 gene, encoding the target mol-
ecule of the active metabolite of clopidogrel, has
been linked with clopidogrel resistance. Results
on the influence of DNA-polymorphisms of cyto-
chrome genes CYP3A4, CYP3A5and CYP2CY, all
participating in the activation of clopidogrel, are
conflicting.

Genetic tests are provided for loss-of-function
variants of the CYPZ2C19 gene, particularly
CYP2C19*2. However, the clinical benefit of
CYP2C19*2 genotyping remains unclear. J Kar-
diol 2011; 18: 312-9.

Key words: clopidogrel, prasugrel, ticagrelor,
CYP2C19, DNA-polymorphisms, genetic testing

¥ Einleitung

Thrombozyten-Aktivierung und -Aggregation spielen eine
Schliisselrolle in der Thrombusbildung, welche nach einer
atherosklerotischen Plaqueruptur bei akutem Koronarsyn-
drom (ACS) oder in einem Stent nach perkutaner Koronar-
intervention (PCI) auftreten kann [1-3]. Moderne Wirkstoffe
in der Antiplittchentherapie, wie Thienopyridin-Derivate
oder Cyclo-Pentyl-Triazolo-Pyrimidine, inhibieren die
Adenosindiphosphat- (ADP-) abhéngigen Mechanismen der
Thrombozyten-Aktivierung durch Blockade des P2Y -Re-
zeptors an der Thrombozytenoberfldche [4, 5]. Verabreichung
eines solchen P2Y -Antagonisten, allein oder in Kombinati-
on mit Aspirin, stellt deswegen eine Standardtherapie zur Ver-
meidung ischdmischer Ereignisse bei Risikopatienten dar.

Eingelangt am 25. Juli 2011; angenommen nach Revision am 16. August 2011.
Aus dem Vorarlberger Institut fiir vaskuldre Forschung (VIVIT)
Korrespondenzadresse: o. Univ.-Prof. Dr. Dr. h.c. Heinz Drexel, Vorarlberger
Institut fiir vaskulére Forschung (VIVIT), A-6807 Feldkirch, Carinagasse 47;
E-Mail: vivit@lkhf.at
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Clopidogrel (Plavix®) ist ein Thienopyridin-Derivat der zwei-
ten Generation. Clopidogrel ist eines der bestuntersuchten
Medikamente in der Antipléttchentherapie und zihlt zu den
weltweit am meist verkauften Medikamenten [6]. Der klini-
sche Nutzen von Clopidogrel hinsichtlich der Vermeidung
schwerwiegender atherothrombotischer Ereignisse wurde in
mehreren Studien bewiesen [7, 8]. Hierbei konnte allerdings
auch eine hohe interindividuelle Variabilitdt des Ansprechens
auf Clopidogrel beobachtet werden, sodass nicht alle Patien-
ten von Clopidogrel profitieren. Diese interindividuelle Varia-
bilitdt ist zum Teil genetisch bedingt. So gab kiirzlich die U.S.
,Food and Drug Administration* (FDA) eine Warnung aus,
bei der auf die verminderte Wirksamkeit von Clopidogrel bei
homozygoten Triagern einer ,,Loss-of-function*-Variante des
CYP2C19-Gens hingewiesen wird [9].

Neuere orale P2Y -Antagonisten wie Prasugrel (Efient®)
oder Ticagrelor (Brilique®) zeichnen sich durch eine gerin-
gere interindividuelle Variabilitit aus, welche kaum durch das
Auftreten von DNA-Variationen beeinflusst zu werden
scheint. Ziel dieses Ubersichtartikels ist es, den genetischen
Hintergrund des klinischen (Nicht-)Ansprechens auf diese

For personal use only. Not to be reproduced without permission of Krause & Pachernegg GmbH.
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Abbildung 1: Metabolismus von Clopidogrel, Prasugrel und Ticagrelor. Clopidogrel (A) und Prasugrel (B) werden tber Esterasen bzw. das Zytochrom-P450-System durch
mehrere Schritte zu deren aktiven Metaboliten umgewandelt. Ticagrelor (C) ist ohne Metabolisierung wirksam und wird durch die Zytochrome CYP3A4und CYP3A5zu einem
weiterhin aktiven bzw. inaktiven Metaboliten verstoffwechselt. (Erstellt basierend auf Strukturformeln aus Wikipedia. Die freie Enzyklopéadie, GNU-Lizenz fiir freie Doku-

mentation).

Antiplittchentherapien, insbesondere von Clopidogrel, zu be-
schreiben.

¥ Interindividuelle Variabilitat des
Ansprechens auf Clopidogrel

Die Wirksamkeit von Clopidogrel auf die Thrombozyten-
aggregation unterliegt einer hohen interindividuellen Variabi-
litat. Manche mit Clopidogrel behandelten Patienten zeigen
dhnliche Testwerte wie unbehandelte Patienten und werden
deswegen als Clopidogrel-resistent bzw. als ,,schlechte An-
sprecher* oder ,,Nicht-Ansprecher* (,,poor responder®, ,,non-
responder®) bezeichnet. Tatsdchlich unterliegt das Anspre-
chen auf Clopidogrel einer hohen Bandbreite, welche von
weniger als 10 % ADP-induzierter Thrombozytenaggrega-
tionshemmung bis zu einer fast vollstindigen Hemmung der
Thrombozytenaggregation reicht. Eine rein dichotome Tren-
nung zwischen Clopidogrel-Nicht-Ansprechern und -An-
sprechern ist deswegen kaum moglich [10].

Die Privalenz eines stark eingeschrinkten Clopidogrel-
Response liegt abhingig vom durchgefiihrten funktionellen
Nachweisverfahren (,,light transmittance aggregometry®,
Durchflusszytometrie), Bestimmungszeitpunkt (< 1 Tag bis
> 7 Tage nach Clopidogrel-Gabe), verabreichter Dosis und
Komedikation mit Aspirin zwischen 12 % und 29 % bzw. be-
tragt im Durchschnitt 21 % [11]. Ein Nicht-Ansprechen auf
Clopidogrel und eine somit verbleibende Thrombozyten-
reaktivitidt ist von hoher klinischer Relevanz und fiihrt zu
einem erhohten Risiko fiir atherothrombotische Ereignisse,
was in mehreren prospektiven Studien gezeigt werden konnte
[12, 13]. So berichtet eine rezente Meta-Analyse, welche 15
Studien mit insgesamt 3960 Patienten einschloss, dass
Clopidogrel-Non-Responder ein 3,5-fach erhohtes relatives
Risiko (p < 0,0001) fiir das Auftreten ischdmischer Ereignisse
aufweisen [12].

Die Wirkungsweise von Clopidogrel wird von verschiedenen
Faktoren beeinflusst. Hierzu zihlen Medikamenteninteraktio-
nen wie mit Protonenpumpeninhibitoren [14-16], Kalzium-
antagonisten [17] und anderen Arzneimitteln [18], demogra-
phische Variablen wie fortgeschrittenes Alter oder ein erhoh-
ter Body-mass-Index, sowie Komorbidititen wie Typ-2-Dia-
betes mellitus und Dyslipiddmie [19, 20]. Ebenso ist das akute
Koronarsyndrom per se mit erhohter Thrombozytenaktivie-
rung und somit verminderter Wirksamkeit einer antithrombo-
zytiren Therapie assoziiert. Des Weiteren unterliegt der
Thrombozytenresponse auf Clopidogrel einem starken
genetischen Einfluss, insbesondere einer DNA-Variante im
CYP2C19-Gen, dem Allel *2 [19-21].

B Wirkungsweg von Clopidogrel

Clopidogrel stellt eine sogenannte Prodrug dar, welche in
der Leber durch das Zytochrom-P450-System in einen akti-
ven Metaboliten konvertiert wird. Erst durch diese Aktivie-
rung tritt der Antiaggregationseffekt ein. Nach oraler Auf-
nahme und Magenpassage wird Clopidogrel hauptsidchlich
im Duodenum resorbiert und gelangt iiber die portale Zirku-
lation in die Leber. Clopidogrel kann durch den auf der
luminalen Oberfliche der Enterozyten positionierten Ef-
fluxtransporter p-Glykoprotein (MDR1) aktiv in das Duode-
num zuriickgepumpt werden, wodurch die Bioverfiigbarkeit
von Clopidogrel verringert wird [22]. Clopidogrel wird in
der Leber vorwiegend (80-90 %) durch Esterasen zu dem
inaktiven Carboxyl-Sédure-Derivat SR26334 hydrolysiert.
Der verbleibende Anteil an Clopidogrel wird in einem zwei-
stufigen Oxidationsprozess durch Zytochrome zu seiner
pharmakologisch aktiven Form, dem Thiolderivat R-130964,
umgewandelt (Abb. 1). In diesem Aktivierungsprozess sind
verschiedene Zytochrome involviert: Mehrere klinische Stu-
dien identifizierten CYP3A4 als eines der am Clopidogrel-
Metabolisierungsprozess beteiligten Zytochrome [23-25].
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Eine rezente In-vitro-Studie zeigte, dass vor allem CYP2C19
und CYPIA2 am ersten Oxidationsschritt (von Clopidogrel
zu 2-Oxo-Clopidogrel) und CYP3A4, CYP2B6 sowie
CYP2CI9 am zweiten Oxidationsschritt (von 2-Oxo-
Clopidogrel zu dem aktiven Metaboliten R-130964) betei-
ligt sind [26]. CYP2CI19 spielt demnach in beiden Oxida-
tionsprozessen eine wichtige Rolle. CYP3A4 trug in der letz-
teren Studie am stdrksten zum zweiten Oxidationsprozess
bei. Ausgehend von der Leber, gelangt der aktive Metabolit
R-130964 in die Blutzirkulation. Hier bindet R-130964 irre-
versibel an den ADP-Rezeptor, dem Protein P2Y ,, der
Thrombozytenoberfliche, wodurch die Aktivierung des
Glykoprotein IIb/IITa-Komplexes inhibiert, die Bildung von
Thrombozyten-Aggregaten verhindert und die Blutungszeit
verldngert wird.

Somit sind unterschiedliche Proteine an Transport, Metaboli-
sierung und Wirkungsweise von Clopidogrel beteiligt. Die fiir
diese Proteine kodierenden Gene konnen kausale Sequenz-
Variationen aufweisen, welche auch die Wirksamkeit von
Clopidogrel auf die Thrombozytenaggregationshemmung be-
einflussen konnen. Von diesen Kandidatengenen wurde das
Zytochrom CYP2CI19 am intensivsten untersucht.

® Genetischer Einfluss auf das Ansprechen
auf Clopidogrel

CYP2C19

Das Zytochrom CYP2C19 ist an der Wirkstoffmetabolisie-
rung zahlreicher Medikamente beteiligt. Hierzu zéhlen neben
Clopidogrel Protonen-Pumpen-Inhibitoren (wie Omeprazol),
verschiedene Antidepressiva, Barbiturate, Diazepam und der
Antimalaria-Wirkstoff Proguanil [27]. Das CYP2CI19-Gen
weist zahlreiche DNA-Variationen und daraus resultierende
Haplotypen auf, welche die Enzymaktivitét signifikant beein-
flussen konnen [28]. Das am hiufigsten vorkommende
CYP2C19-Allel, welches einen Funktionsverlust (,,LLoss-of-
function®) bzw. eine reduzierte Funktion (,,Reduced-func-
tion*) des CYP2C19-Enzyms bedingt, ist das Allel *2, welches
in der europdischen Bevolkerung rund 95 % aller mit einer
eingeschrinkten Enzymaktivitét assoziierten CYP2C19-Alle-
le ausmacht [29]. Das CYP2C19%*2-Allel ist durch einen funk-
tionellen DNA-Polymorphismus (rs4244285) definiert, wel-
cher einen Basenaustausch von Guanin auf Adenin an
Position 19154 im Exon 5 des CYP2CI9-Gens verursacht.
Dadurch wird eine aberrierende Splice-Stelle geschaffen,
welche zu der Einfiihrung eines vorzeitigen Stopp-Kodons
und in Folge zur Entstehung eines verkiirzten, funktionslosen
Proteins fiihrt [30]. Die Priavalenz des CYP2C19%*2-Allels
liegt bei Europédern bei 26 % fiir den heterozygoten und bei
2 % ftiir den homozygoten Genotyp [31].

Mehrere an gesunden Probanden durchgefiihrte pharmako-
genetische Studien zeigten, dass CYP2C19%*2-Allel-Trager
einen sowohl verminderten pharmakokinetischen als auch
verminderten pharmakodynamischen Response im Vergleich
zu Nichttriagern aufwiesen [21, 29, 32-34]. In einer Studie
von Mega et al. [29] wiesen Probanden mit Trigerschaft eines
CYP2C19-,reduced-function®-Allels eine relativ um ca. 32 %
reduzierte Plasmaexposition des aktiven Clopidogrel-Meta-
boliten bzw. eine um 9 % durch Clopidogrel weniger erreichte
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absolute Reduktion der maximalen Thrombozytenaggrega-
tion im Vergleich zu Individuen ohne CYP2C19-,reduced-
function“-Allele auf. Dieser pharmakologische Reponse
unterliegt einem Gendosis-Effekt; so zeigte die Pharmaco-
genomics of Antiplatelet Intervention- (PAPI-) Studie eine
um 41 %, 47 % und 65 % reduzierte ADP-induzierte Throm-
bozytenaggregation bei Trigern von 0, 1 bzw. 2 CYP2C19%2-
Allelen [21].

Folglich ldsst sich ein Teil der interindividuellen Variabilitit
des Ansprechens von Clopidogrel auf die Thrombozyten-
aggregation auf das Auftreten des CYP2C19%*2-Allels zuriick-
fiihren. In diesem Zusammenhang berichtet die PAPI-Studie,
dass lediglich 12 % des interindividuellen Ansprechens auf
Clopidogrel durch das Auftreten des CYP2C19%*2-Allels be-
dingtist [21]. Eine weitere an 760 kardiovaskulédren Patienten
durchgefiihrte Studie schliet sogar nur 5,2 % des inter-
individuellen Clopidogrel-Response auf das CYP2CI19%2-
Allel zuriick [20]. Dennoch wertet diese Studie die Tréiger-
schaft des CYP2C19%*2-Allels als besten Diskriminator (ge-
folgt von Typ-2-Diabetes mellitus) zwischen einem ausrei-
chenden und einem nicht-ausreichenden Ansprechen auf
Clopidogrel in Bezug auf die Thrombozytenaggregation.

Die durch das Auftreten des CYP2C19%2-Allels bedingte Ein-
schrinkung der Wirksamkeit von Clopidogrel kann das Ein-
treten klinischer Ereignisse potenziell verursachen. Tatsdch-
lich zeigten klinische Studien iiber das Ausmal der Einfluss-
nahme des CYP2C19%*2-Allels auf das klinische Outcome
zunéchst inkonsistente Ergebnisse mit meist niederer statisti-
scher Signifikanz. Die in der Literatur vorliegenden Daten
wurden in mehreren Meta-Analysen zusammengefasst
[31, 33, 35]. Die bislang grofite Meta-Analyse [33] mit mehr
als 11.000 Patienten in 23 Studien zeigt bei Trigern des
CYP2C19%2-Allels eine ca. 30%ige Erhohung des Risikos fiir
schwerwiegende kardiale Ereignisse (MACE; kardiovaskula-
rer Tod/nicht-todlicher Myokardinfarkt/nicht-tddlicher Schlag-
anfall) im Vergleich zu Nichttrigern (9,7 % vs. 7,8 %; Odds
Ratio (OR) =1,29; 95 %-CI: 1,12-1.49; p < 0,001). Des Wei-
teren konnte ein signifikanter Anstieg der Mortalitit (1,8 %
vs. 1 %; OR = 1,79 [1,10-2,91]; p < 0,001) und von Stent-
thrombosen (2,9 % vs. 0,9 %; OR = 3,45 [2,14-5,57];
p <0,001) bei CYP2C19%2-Alleltrdgern beobachtet werden.

Eine nachfolgende Meta-Analyse (9685 Patienten; davon
91,3 %, welche einer PCI unterzogen wurden) von Mega et al.
[31] untersuchte das klinische Outcome in Bezug auf die Pri-
valenz von 1 bzw. 2 CYP2C19*2 (und weiteren ,;reduced-
function®) Allelen. Ein signifikant erhohtes Risiko fiir schwer-
wiegende kardiale Ereignisse war sowohl bei Trigern eines
(Hazard Ratio [HR] = 1,55; [1,11-2,17]; p = 0,01) als auch
zweier (HR = 1,76; [1,24-2,50]; p = 0,002) ,reduced-
function CYP2CI9-Allele im Vergleich zu Nicht-Trigern
evident. Ebenso konnte ein signifikant erhohtes Risiko fiir
Stentthrombosen sowohl bei Trigern eines (HR = 2,67;
[1,69-4,22]; p < 0,001) als auch bei Triagern von zwei (HR =
3,97; [1,75-9,02]; p = 0,001) ,,reduced-function” CYP2C19-
Allelen gezeigt werden. Diese Meta-Analyse konnte somit
klar zeigen, dass die Auswirkung des CYP2CI19%2-Allels
auch auf das klinische Outcome einem Gendosis-Effekt un-
terliegt, da homozygote Allel*2-Tréiger ein hoheres Risiko als
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heterozygote Allel*2-Triger und diese wiederum ein hoheres
Risiko als Nicht-Tréiger aufwiesen.

Weitere DNA-Variationen im CYP2C19-Gen konnen dessen
Enzymfunktionalitit beeinflussen. In der ostasiatischen
Bevolkerung ist neben dem CYP2C19%2-Allel eine weitere
,Loss-of-function-Variante ~ hdufig  anzutreffen, das
CYP2CI19%3-Allel. Dieses ist durch einen DNA-Polymor-
phismus in Exon 4 definiert (rs4986893), wodurch ein vorzei-
tiges Stopp-Kodon in die Sequenz eingefiihrt wird [36]. Das
Auftreten des CYP2C19%*3-Allels bedingt eine verminderte
Wirkungsweise von Clopidogrel auf die Thrombozytenakti-
vierung, welche mit der des CYP2C19%2-Allels vergleichbar
ist [37]. Aufgrund der geringen Privalenz von lediglich 0,3 %
in der mitteleuropdischen Bevolkerung [38] besitzt in dieser
Population das CYP2C19%*3-Allel nur eine untergeordnete
Rolle in der Entstehung einer Clopidogrel-Resistenz.

Im Gegensatz zu den ,;reduced-function” CYP2C19-Allelen
bedingt ein hdufiger DNA-Polymorphismus im Promoter-
bereich des CYP2C19-Gens, rs12248560, welcher das Allel
CYP2CI19%#17 definiert, eine erhohte Enzymaktivitit [39].
Dieses Allel konnte in einer Studie mit iiber 1500 Patienten,
welche einer PCI unterzogen wurden, im Vergleich zum
CYP2CI19-Wildtyp (*1/¥1) mit einem verbesserten Anspre-
chen auf Clopidogrel, aber auch dem gehduften Auftreten von
Blutungen assoziiert werden [40]. Eine weitere rezente Studie
derselben Arbeitsgruppe zeigte bei Patienten mit akutem
Myokardinfarkt im Vergleich zu CYP2C19%*17-Nicht-Trigern
einen protektiven Effekt des CYP2CI19*17-Allels auf die
Revaskularisierung des Zielgefiles (14 % vs. 22 %; p=0,002)
und das Eintreten schwerwiegender kardialer Ereignisse
(22 % vs. 28 %; p =0,04) [41]. Individuen mit einem *2 Allel
und einem *17 Allel (*¥2/*17) weisen eine hohere Throm-
bozytenaggregation auf, im Vergleich zu Personen mit dem
Wildtyp-Genotyp (*1/%1). Das schnelle Metabolisierungs-
allel *17 kann also ein funktionsloses Allel (wie *2) nicht
kompensieren [42].

CYP3A4 und CYP3A5

Wie in Abbildung 1 dargestellt, sind neben CYP2C19 weitere
Zytochrome an der Metabolisierung und Aktivierung von
Clopidogrel beteiligt. Hierbei spielen vor allem Zytochrome
der CYP3A-Familie eine wichtige Rolle. DNA-Polymor-
phismen besitzen allerdings auf die Enzymfunktionalitit die-
ser Zytochrome nur einen geringen Einfluss. So konnte eine
Meta-Analyse keine signifikanten Assoziationen zwischen
hidufigen genetischen Variationen der CYP3A4- und CYP3AS5-
Gene und pharmakokinetischen Parameter nach einer
Midazolam-Administration, einem CYP3A4/5-Substrat, er-
kennen [43]. Ubereinstimmend konnten auch keine klaren
Zusammenhdnge zwischen hidufigen DNA-Variationen der
Gene CYP3A4 und CYP3AS5 auf den Clopidogrel-Response
erkannt werden. Eine kleinere Studie konnte zwar einen Ein-
fluss des CYP3A4 1VS10+12A-Polymorphismus auf das An-
sprechen auf Clopidogrel in Bezug auf die Aktivierung des
Glykoprotein-IIb/IIla-Komplexes, nicht aber auf die Throm-
bozytenaggregation nachweisen [44]. Ein Einfluss dieses Po-
lymorphismus auf den Clopidogrel-Response in Bezug auf
Thrombozytenaggregation und auf residualer Thrombo-
zytenreaktivitit konnte in einer umfassenden Studie von 1419

Patienten mit akutem Koronarsyndrom nicht festgestellt wer-
den [45].

DNA-Polymorphismen im CYP3A5-Gen, wie das *3 Allel
(definiert durch rs776746) [46], welche mit einer herabge-
setzten Funktionalitit assoziiert sind, scheinen kaum einen
Einfluss auf den Clopidogrel-Response zu besitzen. So zeigte
eine Studie an 28 gesunden Probanden keinen durch das
CYP3A5*3-Allel verinderten FEinfluss auf die Thrombo-
zytenaggregation durch Clopidogrel [47]. Ebenso wurde kein
Zusammenhang zwischen CYP3A5-Genvariationen und dem
Eintreten klinischer Ereignisse bei 1477 Probanden der TRI-
TON-TIMI-Studie beobachtet [29].

CYP2C9

Das Zytochrom CYP2C9 besitzt mehrere Varianten, welche mit
herabgesetzter Funktionalitét assoziiert sind. Hierbei gelten die
Allele CYP2C9*2 und CYP2C9*3 mit einer Privalenz von
12,5 % bzw. 8,5 % als die hdufigsten Varianten in der europa-
ischen Bevolkerung [48]. Insbesondere das Allel CYP2C9*3
konnte in 2 Studien mit einem herabgesetzten Clopidogrel-Re-
sponse in Zusammenhang gebracht werden [32, 38]. Eine wei-
tere Studie zeigte jedoch weder einen Zusammenhang von
CYP2C9-Allelen mit dem pharmakokinetischen noch mit dem
pharmakodynamischen Response auf Clopidogrel [24]. Eben-
so konnte in der TRITON-TIMI-Studie eine signifikante Asso-
ziation zwischen zukiinftigen klinischen Ereignissen und
CYP2(C9-Polymorphismen nicht nachgewiesen werden [29].

ABCB1

Das an der Clopidogrel-Resorption als intestinaler Efflux-
transporter beteiligte p-Glykoprotein (MDR1) wird vom
ABCBI-Gen kodiert. Der ABCBI ¢.3425 C > T Polymorphis-
mus (rs1045642) ist mit einer unterschiedlichen Substrat-
spezifitit assoziiert [49]. Taubert et al. zeigten erstmalig, dass
die homozygote Trigerschaft des ABCB1-c.3425-T-Allels die
Clopidogrel-Resorption und somit die Ausbildung dessen ak-
tiven Metaboliten beeinflussen kann [22]. Eine nachfolgende,
grofle pharmakogenetische Studie, welche an tiber 2200 Pati-
enten mit akutem Myokardinfarkt und Clopidogrel-Therapie
durchgefiihrt wurde, zeigte in einem Beobachtungszeitraum
von einem Jahr einen signifikanten Einfluss des c¢.3425 TT-
Genotyps auf das Eintreten ischdmischer Ereignisse [50]. In
der TRITON-TIMI-Studie zeigten Triger des homozygoten
T-Allels ein um 72 % erhohtes Risiko fiir schwerwiegende
kardiale Ereignisse [51]. Zwei weitere Studien konnten je-
doch keinen signifikanten Zusammenhang zwischen der
ABCBI ¢.3425-C>T-Variante und dem Clopidogrel-Response
[38] bzw. dem klinischen Outcome bei mit Clopidogrel be-
handelten Patienten [41] feststellen.

P2RY12

Der P2Y | ,-Rezeptor an der Membran der Thrombozyten stellt
das Zielmolekiil des aktiven Clopidogrel-Metaboliten dar und
wird vom Gen P2RY12 kodiert. In einer ersten genetischen
Analyse des P2RY12-Gens konnten 5 hiufige DNA-Polymor-
phismen identifiziert werden, wobei 4 dieser SNPs in vollstin-
digem ,.linkage disequilibrium® vorlagen und die Haplotypen
H1 bzw. H2 bildeten [52]. Diese Haplotypen werden durch
die ,,haplotype tagging* (ht) Variante i-744 C>T (rs2046934)
definiert. Der Haplotyp H2 des P2RY12-Gens konnte in dieser
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Studie mit einer verstiarkten ADP-induzierten Thrombozyten-
aggregation bei gesunden Probanden assoziiert werden und
kann damit potenziell das Ansprechen auf Clopidogrel modi-
fizieren. Mehrere nachfolgende kleinere Studien zeigten je-
doch keinen Einfluss dieses Haplotypen bzw. des i-744 C>T-
Polymorphismus auf den Clopidogrel-Response [53-55]. Die
untersuchten Haplotypen H1 und H2 decken allerdings nur
den 3’-Bereich des P2RYI2-Gens ab, sodass regulatorisch
wirkende Bereiche wie die Promoterregion bzw. kodierende
Bereiche nicht berticksichtigt wurden. In einer tiber 1000 Pro-
banden umfassende Studie wurde der Einfluss weiterer
Haplotypen, welche den Grofteil der genetischen Variabilitit
des P2RY12-Lokus umfassen, auf den Clopidogrel-Response
untersucht [56]. Hierbei zeigte der ht-SNP rs6787801, der im
,linkage disequilibrium® Block liegt, welcher den Promoter-
bereich des P2RYI12-Gens einschlieft, einen signifikanten
Einfluss auf die Thrombozytenreaktivitit. Der Einfluss dieser
Genvariante auf das klinische Outcome bei Patienten unter
Clopidogrel-Therapie wurde noch nicht untersucht.

¥ Pharmakologie von Prasugrel

Prasugrel stellt ein neues Thienopyridinderivat der dritten
Generation dar und weist gegeniiber Clopidogrel einen stir-
keren thrombozytenhemmenden Effekt auf [57].

Prasugrel unterliegt einer weit geringeren interindividuellen
Variabilitdt als Clopidogrel, wobei der Wirkmechanismus der
gleiche ist. Prasugrel stellt wie Clopidogrel nur eine Vorstufe
eines aktiven Metaboliten (R-139727) dar, welcher irreversi-
bel den P2Y -Rezeptor blockiert und dadurch den Haupt-
signalweg fiir die Thrombozytenaggregation inhibiert. Die
aktiven Metaboliten von Prasugrel und Clopidogrel besitzen
hierbei in vitro eine vergleichbare thrombozytenhemmende
Effizienz [58]. Der verbesserte Antiplittcheneffekt von
Prasugrel ist auf eine effizientere Metabolisierung von
Prasugrel in den aktiven Metaboliten R-139727 zuriickzufiih-
ren. Prasugrel wird in der Leber durch Esterasen rasch zu
Thiolacton hydrolysiert, welches in einem weiteren Schritt
durch verschiedene Zytochrome, vor allem durch CYP3A4/5
und CYB2B6, sowie zu einem geringeren Ausmall durch
CYP2CI19 und CYP2C9 in den aktiven Metaboliten R-139727
metabolisiert wird (Abb. 1B) [59].

Genetische Variationen in den beteiligten CYP450-Genen
scheinen bei der Aktivierung von Prasugrel keine Rolle zu
spielen: So konnten Brandt et al. keinen signifikanten Ein-
fluss verschiedener ,,Loss-of-function*-Allele der Zytochro-
me CYP2C19 und CYP2C9 auf den pharmakokinetischen und
pharmakodynamischen Response von Prasugrel nachweisen
[32]. Ebenso konnte bei einer Kohorte der TRITON-TIMI-38
Studie, welche mit Prasugrel behandelt wurde, kein Einfluss
von Genvariationen, assoziiert mit einer reduzierten Enzym-
funktion der Zytochrome CYP2CI19, CYP2C9, CYP2B6,
CYP3A5 und CYPIA2, auf schwerwiegende kardiale Ereig-
nisse festgestellt werden [60]. Ebenso scheint der ABCBI
¢.3425 C>T-Polymorphismus keine Rolle beim klinischen
bzw. pharmakologischen Outcome von Prasugrel-behandel-
ten Probanden zu spielen [51]. Der Einfluss von P2RY12-
Polymorphismen auf das Ansprechen einer Prasugreltherapie
wurde bislang noch nicht untersucht.
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® Pharmakologie von Ticagrelor

Ticagrelor ist der erste Antipldttchenwirkstoft der neuen Sub-
stanzklasse der Cyclo-Pentyl-Triazolo-Pyrimidine (CPTP).
Im Gegensatz zu den Thienopyridinen Clopidogrel und
Prasugrel stellt er einen reversiblen Antagonisten des P2Y -
Rezeptors dar und bedarf keiner Bioaktivierung durch das
Zytochrom-P450-System.

Ticagrelor wird in der Leber vor allem durch die Zytochrome
CYP3A4 und CYP3A5 zu dem weiterhin aktiven Haupt-
metaboliten AR-C124910XX, sowie dem inaktiven Metaboli-
ten AR-C133913XX verstoffwechselt (Abb. 1C) [61]. Der
Einfluss von DNA-Polymorphismen in diesen Zytochrom-
genen auf das Ansprechen einer Ticagrelortherapie wurde
bislang nicht untersucht. Da allerdings Ticagrelor auch ohne
Transformation wirksam ist und CYP3A4 und CYP3A5 kaum
funktionelle DNA-Polymorphismen aufweisen [43], ist von
einer signifikanten Einflussnahme genetischer Variationen in
diesen Genen auf die Ticagrelorwirksamkeit nicht auszuge-
hen. Ticagrelor wird zu einem geringen Teil durch CYP2C19
metabolisiert [61]. In einer Substudie der PLATO-Studie wur-
de weder ein Effekt von funktionellen Allelen des CYP2C19-
Gens noch des ABCBI ¢.3425 C>T-Polymorphismus auf das
Eintreten des primidren Endpunkts festgestellt [62]. Eine wei-
tere pharmakogenetische Studie [63] untersuchte den Effekt
von 74 DNA-Polymorphismen in den an der Thrombozyten-
reaktivitét beteiligten Gene P2RY12, P2RYI und ITGB3 auf
die Wirkung von Ticagrelor auf die Thrombozytenaggrega-
tion, konnte jedoch keinen genetischen Einfluss nachweisen.

B Genetisches Testen

Allgemeine Empfehlungen

CYP2C19-, Loss-of-function*-Allele wie das CYP2CI9 *2-
Allel zéhlen, wie oben gezeigt, zu den wichtigsten Para-
metern, welche das pharmakologische wie auch das klinische
Ansprechen auf Clopidogrel beeinflussen. Der Einfluss von
DNA-Variationen anderer am Wirkmechanismus von Clo-
pidogrel beteiligter Gene erscheint hdufig noch unklar bzw.
klinisch irrelevant. Die Frage, ob eine CYP2CI9-Geno-
typisierung den Kliniker bei der Therapiewahl unterstiitzen
kann, wird allerdings heftig diskutiert. Kiirzlich gab die FDA
eine Warnung heraus, bei der auf die verminderte Wirksam-
keit von Clopidogrel bei homozygoten Trigern einer ,,Loss-
of-function®-Variante von CYP2C19 und auf die Verfiigbar-
keit entsprechender genetischer Tests hingewiesen wird [9].
Die FDA empfiehlt, bei diesen Patienten alternative Therapie-
strategien in Betracht zu ziehen. In Folge wurde ein Report
der ,,American College of Cardiology Foundation/American
Heart Association® veroffentlicht, welcher eine Routine-
CYP2C19-Genotypisierung kritisch hinterfragte [64]. Der
Report bemingelt unter anderem, dass zurzeit keine Daten
vorliegen, ob eine genetische Routineaustestung das klinische
Outcome bei Patienten-Subgruppen verbessern kann. Die
Autoren empfehlen, eine genetische CYP2CI9-Testung in
Patientenkohorten mit mittlerem oder hohem Risiko fiir ein
schlechtes Outcome (wie bei Patienten, welche einer elekti-
ven PCI unterzogen werden sollen) vor Start einer Clopido-
grel-Therapie durchzufiihren und dadurch identifizierte gene-
tische Non-Responder (homozygote ,Loss-of-function®-
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Alleltriager) einer Alternativtherapie zu unterziehen. Andere
Autoren raten aufgrund der eingeschridnkten Datenlage génz-
lich von einer CYP2CI9-Genotypisierung als Routinevor-
gangsweise ab [65, 66].

AlternativeTherapien bei CYP2C19,,Loss-of-func-
tion” bedingten Clopidogrel-Non-Respondern
Als Behandlungsoption bei Clopidogrel-Non-Respondern
mag sich potenziell eine Erhohung der Clopidogrel-Dosis als
wirksam erweisen. So zeigte eine Studie von Trenk et al. [67]
bei einer Verdopplung der tiglichen Erhaltungsdosis (von 75
mg auf 150 mg) eine signifikante Reduzierung der verblei-
bende Plittchenaggregation. Dieser Effekt weist jedoch kei-
nen Einfluss auf den klinischen Verlauf auf: So trat in der
GRAVITAS-Studie keine signifikante Reduzierung zukiinfti-
ger Ereignisse (kardiovaskuldrer Tod, nicht-todlicher Myo-
kardinfarkt, Stentthrombosen) bei Clopidogrel-Non-Respon-
dern unter erhohter Clopidogrel-Dosis im Vergleich zur Stan-
darddosis ein [68]. Eine Erhohung der Clopidogrel-Dosis
stellt somit keine Behandlungsalternative bei vorliegender
Clopidogrel-Resistenz dar.

Als alternative Antiplittchentherapie bei Clopidogrel-Resis-
tenz kann Prasugrel verabreicht werden, welches trotz einer
vorliegenden CYP2C19-,Loss-of-function®-Variante ausrei-
chend in den aktiven Metaboliten metabolisiert wird. Klini-
sche Studien wie die TRITON-TIMI-38 Studie zeigten bei
ACS-Patienten mit geplanter PCI unter Prasugreltherapie sig-
nifikant weniger ischdmische Ereignisse im Vergleich zu
Clopidogrel [69]. Der Wirkstoff kann allerdings bei ca. 2 %
der Patienten zu schwerwiegenden Blutungen fiihren und ist
bei Patienten mit Insult oder transitorischer ischidmischer
Attacke in der Anamnese kontraindiziert.

Eine Therapie mit Ticagrelor stellt eine weitere Alternative
bei vorliegender Clopidogrel-Resistenz dar. Ticagrelor bedarf
keiner Bioaktivierung und unterliegt einer geringen inter-
individuellen Variabilitit. Die PLATO-Studie zeigte, dass bei
ACS-Patienten im Vergleich zu Clopidogrel die Endpunkte
kardiovaskuldrer Tod und Herzinfarkt, nicht aber Schlagan-
fall, unter einer Therapie mit Ticagrelor signifikant weniger
hiufig eintraten [70]. Nicht-eingriffsbedingte schwerwiegen-
de sowie intrakranielle Blutungen traten unter Ticagrelor ge-
ringfiigig hédufiger auf als unter Clopidogrel. Ticagrelor ist
deswegen unter anderem kontraindiziert in Patienten mit in-
trakraniellen Blutungen in der Vorgeschichte.

Zurzeit liegen allerdings noch keine Daten von prospektiven
Studien vor, welche den Benefit einer alternativen medika-
mentdsen Therapie wie Prasugrel oder Ticagrelor bei vorlie-
gender CYP2C19-,Loss-of-function““-Allel Tragerschaft zei-
gen.

CYP2C19*2-Analyse in Osterreich

Die Durchfiihrung einer CYP2C19%2- (bzw. teilweise auch
*3-) Allelanalyse wird von mehreren Labors in Osterreich
angeboten; diese sind unter anderem im Genanalyseregister
des Bundesministeriums fiir Gesundheit (http://bmg.gv.at)
ersichtlich. Die Kosten fiir eine CYP2CI9-Genotypisierung
variieren und liegen zwischen € 74,— und knapp € 300,—. Die-
se Kosten werden in der Regel nicht durch die Krankenkassen

erstattet. Eine CYP2C19-Genanalyse wird von den anbieten-
den Labors meist nicht tdglich, sondern nur alle 1-2 Wochen
durchgefiihrt. Dadurch ist in vielen Fillen aufgrund des ei-
gentlichen ,,turn arounds* (Probenversand, Analyse, Befund-
erstellung und -weitergabe) von Wartezeiten bis zum Befund-
erhalt von 1-3 Wochen auszugehen (obwohl die eigentliche
PCR-basierte CYP2C19-Analyse nur wenige Stunden in An-
spruch nimmt). Die CYP2C19%*2-(bzw. *3-) Allelabkldrung
unterliegt wie alle anderen genetischen Keimbahnanalysen
dem Osterreichischen Gentechnikgesetz, wodurch eine vor-
hergehende Aufkldrung und schriftliche Einverstdndniser-
kldrung des Patienten zur Durchfiihrung der Analyse erfor-
derlich ist. Der zuweisende Arzt ist verpflichtet, den Patienten
iiber das Ergebnis zu informieren und entsprechend zu bera-
ten.

B Schlussfolgerung

Im Gegensatz zu neueren Wirkstoffen in der Antiplittchen-
therapie wie Prasugrel und Ticagrelor unterliegt das Anspre-
chen auf Clopidogrel einer hohen interindividuellen Variabili-
tit, welche neben dufleren Faktoren (wie Typ-2-Diabetes)
durch einen starken genetischen Hintergrund gekennzeichnet
ist. Hierbei gilt als stirkster Diskriminator fiir das Nicht-An-
sprechen auf Clopidogrel eine Loss-of-function-DNA-Varia-
tion im CYP2C19-Gen, das CYP2C19*2-Allel. Dessen Tri-
gerschaft kann infolge der verminderten Wirkung von Clopi-
dogrel zu klinischen Komplikationen fiihren. Ein Einfluss
von DNA-Polymorphismen weiterer Gene auf das klinische
Ansprechen auf Clopidogrel ist widerspriichlich, sodass
deren Bestimmung zurzeit klinisch irrelevant ist.

Auch gilt es, den klinischen Nutzen einer CYP2C19%*2-Geno-
typisierung zu hinterfragen: Die Ursache einer Clopidogrel-
Resistenz bleibt meist unklar. CYP2CI9-Polymorphismen
tragen lediglich zu 12 % zu einem Clopidogrel-Nicht-An-
sprechen bei [21]. Somit ist fraglich, ob ein einzelner Poly-
morphismus den pridiktiven Stellenwert hat, um das klini-
sche Outcome vorherzusagen. Ebenso unklar bleibt, ob eine
Therapiednderung bei einer Clopidogrelresistenz sich als kli-
nisch relevant erweisen wiirde. Eine Dosiserhohung von
Clopidogrel bei vorliegender Clopidogrel-Resistenz zeigte
keine klinische Relevanz [68]. Daten prospektiver Studien,
welche basierend auf einer CYP2CI9-Genotypisierung die
Wirksamkeit von Clopidogrel mit alternativen medikamento-
sen Therapien (Prasugrel, Ticagrelor) vergleichen, liegen zur-
zeit nicht vor. Fiir stabile Patienten unter Clopidogrel-Thera-
pie kann deswegen eine CYP2CI9-Genotypisierung nicht
empfohlen werden. Instabile Patienten bendtigen ohnehin
eine verbesserte Antiplittchentherapie (Prasugrel, Ticagrelor),
deren Wirksamkeit von einem vorliegenden CYP2C19-,,Loss-
of-function‘“-Allel nicht beeinflusst wird — eine entsprechen-
de Testung eriibrigt sich also.

Eine Routineaustestung des CYP2C19%*2-Allels erscheint
deswegen von nur geringer klinischer Relevanz. Fiir die Wahl
der fiir den individuellen Patienten am besten geeigneten
Antiplittchentherapie ist die Einbeziehung demographischer,
klinischer und genetischer Faktoren essentiell. Die Ermitt-
lung deren Einflussnahme auf die Wirksamkeit von Anti-
plittchentherapien und dem damit verbundenen Eintreten kli-
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nischer Ereignisse ist Gegenstand laufender Studien bzw.
stellt die Basis fiir zukiinftige Forschungsleistungen dar.

B Interessenkonflikt

Keiner der Autoren besitzt einen Interessenkonflikt.
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¥ Fragen zum Text

1) Wieso spielen Zytochrome bei der Wirkungsweise von Clopidogrel eine wesentliche Rolle?
2) Was gilt als stérkster (genetischer) Faktor fiir das Nicht-Ansprechen einer Clopidogreltherapie?
3) Welche nicht-genetischen Faktoren konnen das individuelle Ansprechen auf Clopidogrel beeinflussen?

4) Konnen DNA-Polymorphismen im CYP2CI9-Gen einen abschwichenden oder verstirkenden Effekt auf die Thrombo-
zytenaggregationshemmung durch Clopidogrel aufweisen?

5) Wieso weisen CYP2C19-, Loss-of-function®-Allele keinen Einfluss auf die Wirksamkeit von Prasugrel und Ticagrelor auf?

Loésung
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Richtige Losung von S. 319:

1. Clopidogrel stellt eine Prodrug dar, welche erst in der Leber durch das Zyto-
chrom-P450-System in einen aktiven Metaboliten konvertiert wird.

2. Das CYP2C19*2-Allel

3. Medikamenteninteraktionen (wie mit Protonenpumpeninhibitoren, Kalzi-
um-Antagonisten etc.), demographische Variablen (fortgeschrittenes Alter, er-
hohter Body-mass-Index etc.), Komorbiditaten (Typ-2-Diabetes mellitus, Dys-
lipidamie).

4. Beides; wahrend die CYP2C19-Allele *2 und *3 die Wirksamkeit von
Clopidogrel abschwachen konnen, zeigt das CYP2C19%17-Allel einen gestei-
gerten Effekt von Clopidogrel auf die Thrombozytenaggregationshemmung.

5. Prasugrel wird nur zu einem geringenTeil durch CYP2C19 zu dessen aktiven
Metaboliten verstoffwechselt. Ticagrelor ist direkt wirksam und bedarf somit
keiner Bioaktivierung durch CYP2C19 oder anderer Zytochrome.
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