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ABP
ACE
ARB
BB
BMI
CCB
eGFR

HBP

HCT

HFpEF

HFrEF

LC-HRMS/MS

MRA

OBP

SPC

Langzeitblutdruck (engl. ambulatory blood pressure)

Angiotensin konvertierendes Enzym (engl. angiotensin-converting enzyme)
Angiotensin-1-Rezeptorblocker

Betablocker

Body-MaB-Index

Kalziumkanal-Blocker (engl. calcium channel blocker)

geschitzte glomeruldre Filtrationsrate (engl. estimated glomerular filtration
rate)

hauslicher Blutdruck (engl. home blood pressure)

Hydrochlorothiazid (Diuretikum)

Herzinsuffizienz mit erhaltener Pumpfunktion (engl. heart failure with
preserved ejection fraction)

Herzinsuftizienz mit reduzierter Pumpfunktion (engl. heart failure with reduced
ejection fraction)

Fliissigkeitschromatographie gekoppelt mit hochauflosender
Massenspektrometrie (engl. liquid-chromatography high resolution mass
spectrometry)

Mineralocorticoid Rezeptor Antagonist

Praxisblutdruck (engl. office blood pressure)

Renin-Angiotensin-System

Kombinationspréparate/Fixkombination (engl. single pill combination)
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1 Zusammenfassung / Summary

1.1 Zusammenfassung

Hintergrund

Eine Blutdruckreduktion kann bei Patienten mit arterieller Hypertonie das Risiko fiir Schlaganfille,
Herzinsuffizienz und koronare Herzkrankheit signifikant senken. Viele Patienten erreichen jedoch keine
leitliniengerechte Blutdruckkontrolle. Eine hiufige Ursache der unkontrollierten Hypertonie ist die
schlechte Einnahmetreue der antihypertensiven Medikamente. Eine mangelnde Einnahmetreue ist mit
kardiovaskuldren Ereignissen und erhohter Sterblichkeit assoziiert. Die toxikologische Untersuchung
des Urins und des Blutplasmas mittels Hochleistungs-Fliissigkeitschromatographie mit
Massenspektrometrie-Kopplung (LC-HRMS/MS) zum Nachweis antihypertensiver Medikamente gilt
als Goldstandard in der Adhidrenzmessung. Die vorliegende Arbeit untersucht, ob 1.) der Nachweis von
antihypertensiven Medikamenten oder deren Metaboliten im Speichel von Patienten mit Hypertonie
moglich ist und 2.) die Ergebnisse der Speichelproben mit der Adhidrenzmessung in Blutplasma und

Urin vergleichbar sind.

Methoden
Mittels LC-HRMS/MS wurden Speichel, Urin und Blutplasma von Patienten mit arterieller Hypertonie

auf das Vorhandensein blutdrucksenkender Wirkstoffe oder deren Metaboliten untersucht.

Ergebnisse

Insgesamt wurde Urin, Blutplasma und Speichel von 56 Patienten analysiert. Im Urin konnten mittels
LC-HRMS/MS mehr Wirkstoffe oder deren Metaboliten nachgewiesen werden als im Blutplasma oder
im Speichel (181 vs. 119 vs. 88, p=0,001).

ACE-Hemmer, Angiotensin-Rezeptorblocker und Diuretika konnten seltener im Speichel nachgewiesen
werden als im Urin oder Plasma. Dagegen bestand kein statistischer Unterschied zwischen Speichel und
Urin beziehungsweise zwischen Speichel und Blutplasma was den Nachweis von Betablocker (p=1,000
bzw. p=1,000) und Kalziumkanal-Blocker (p=0,063 bzw. p=0,727) angeht.

59% der Patienten waren vollstindig adhérent, das heiB3t es konnten alle verordneten Wirkstoffe im Urin
nachgewiesen werden. 13% der Patienten waren nicht-adhérent (mindestens zwei verschriebene
Wirkstoffe konnten im Urin nicht nachgewiesen werden) und 29% teilweise adhdrent (ein Wirkstoff
konnte im Urin nicht nachgewiesen werden). Bei adhérenten Patienten war im Vergleich zu nicht-
adhirenten oder teilweise adhirenten Patienten die Anzahl der verschriebenen Wirkstoffe (p=0,001) und
der Einzeldosen (p=0,012) niedriger. AuBerdem hatten adhirente Patienten einen niedrigeren

systolischen (p=0,012) und diastolischen (p=0,009) 24h-Langzeitblutdruck als nicht- oder nur teilweise
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adhirente Patienten. Die Adhidrenz war weitgehend unabhingig von der Wahl der verordneten

Wirkstoffe.

Schlussfolgerung

Mittels LC-HRMS/MS koénnen einige antihypertensive Medikamente im Speichel nachgewiesen
werden. Gut nachzuweisen waren Medikamente ohne Sauregruppe (Betablocker, Kalziumkanal-
Blocker), schlechter nachweisbar waren Préparate mit Séuregruppe (ACE-Hemmer, Angiotensin-
Rezeptorblocker und Diuretika). Sofern Patienten initial leitlinienkonform mit zwei antihypertensiven
Wirkstoffen in Form einer Fixkombination (SPC= single pill combination) eingestellt sind, konnte der
Nachweis einer Substanz ausreichen, um eine vollstdndige Adhérenz anzunehmen. Der Nachweis
blutdrucksenkender Medikamente im Speichel stellt einen neuen Ansatz zur Untersuchung der
medikamentdsen Adhirenz dar, der im Vergleich zur Urin- und Blutprobengewinnung weniger

aufwéndig ist und in weiteren Studien untersucht werden sollte.

1.2 Summary

Background

Blood pressure reduction lowers the risk for cardiovascular events, including stroke, heart failure and
coronary artery disease. However, blood pressure control rates remain unsatisfactorily low worldwide.
A commonly found reason for uncontrolled hypertension is non-adherence to antihypertensive
treatment. Non-adherence associates with cardiovascular events and increased mortality. The most
accurate method for the assessment of adherence to antihypertensive drugs is toxicological analyses of
plasma and urine with liquid chromatography-high-resolution mass spectrometry (LC-HRMS/MS). The
present thesis examines whether i) the detection of antihypertensive drugs or their metabolites in oral

fluid is feasible and ii) the results are comparable to the adherence measurements in plasma and urine.

Methods

Oral fluid, urine and plasma of patients with arterial hypertension was examined by toxicological

analyses (LC-HRMS/MS) for the presence of antihypertensive agents or their metabolites.

Results

The urine, plasma and oral fluid of 56 patients with hypertension was investigated. The LC-HRMS/MS
identified more antihypertensive drugs in urine (n=181) compared with plasma (n= 119) and oral fluid
(n=88, p=0.001).

ACE inhibitors, angiotensin receptor blockers and diuretics had lower detection rates in oral fluid

compared with plasma or urine. In contrast, LC-HRMS/MS analyses of oral fluid compared with urine
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or plasma had similar detection rates for beta blockers (p=1.000/p=1.000) and calcium channel blockers
(p=0.063/p=0.727).

59% of the patients were totally adherent and took all antihypertensive drugs as prescribed. 29% of the
patients were classified as partially adherent (one drug was not identifiable in the urine) and 13% were
completely non-adherent (at least two prescribed drugs were not detectable in urine). In comparison to
non-adherent or partially adherent patients, adherent patients had less different antihypertensive drugs
(p=0.001) and a smaller number of daily doses (p=0.012). Furthermore, adherent patients had a
significantly lower systolic (p=0.012) and diastolic (p=0.009) 24h-ambulatory blood pressure compared
with non-adherent or partially adherent patients. Adherence was largely independent of the prescribed

antihypertensive drug classes.

Conclusion

The detection of various antihypertensive drugs in oral fluid is feasible. Drugs without acidic
components (such as beta blockers and calcium channel blockers) are better detectable in oral fluid when
compared with weakly acid drugs, which can be poorly detected in oral fluid (ACE inhibitors,
angiotensin receptor blockers, and diuretics). In case patients are treated according to the current
hypertension guidelines with a two-drug-combination in a single pill, the detection of only one drug
may be sufficient to assume complete adherence. Assessment of adherence to antihypertensive
medication in oral fluid represents an interesting, novel method, which is less demanding when

compared with urine or plasma collection and should be investigated in future studies.
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2 Einleitung

2.1 Arterielle Hypertonie

Epidemiologie und Einteilung

Die arterielle Hypertonie ist mit erhdhter kardiovaskuldrer Morbiditat und Sterblichkeit assoziiert [36].
Ungefahr 1,13 Milliarden Menschen hatten im Jahr 2015 eine arterielle Hypertonie, dabei scheinen
Mainner etwas haufiger betroffen zu sein (24,1%) als gleichaltrige Frauen (20,1%) [86]. Somit haben
weltweit 30-45% der Erwachsenen einen Bluthochdruck [11,82], diese Privalenz steigt mit dem Alter,
denn >60% der iiber 60-jahrigen sind betroffen [11]. Im Zeitraum von 1975 bis 2015 verdoppelte sich
weltweit die Pravalenz [86]. Prognosen zufolge soll 2025 die Priavalenz auf 29,2% der Weltbevolkerung
(1,56 Milliarden erwachsene Mensch) ansteigen [36]. Die hohe Privalenz macht den Bluthochdruck zu

einem der wichtigsten kardiovaskuliren Risikofaktoren [43,52].

Die Reduktion eines erhéhten Blutdrucks kann das Risiko fiir kardiovaskuldre Mortalitdt senken [20,70].
Die Therapie der arteriellen Hypertonie umfasst Lebensstil-Modifikationen fiir alle Patienten und eine
medikamentdse Therapie fiir die meisten Patienten [82]. Trotz der guten Behandlungsmoglichkeiten
bleibt eine adidquate Blutdruckeinstellung oft aus [11,20]. Die Griinde hierfiir konnen verschieden sein,
wie beispielsweise keine Diagnosestellung aufgrund fehlender Symptomatik, eine nicht ausreichende
Dosierung der antihypertensiven Medikation, eine fehlende Kombinationstherapie, mangelnde

Einnahmetreue oder das Vorliegen einer resistenten Hypertonie [11,46].

Die primére oder essentielle Hypertonie, die mit ca. 90-95% den Hauptteil der Patienten betrifft [47],
ist eine heterogene Erkrankung multifaktorieller Genese [47]. Dem gegeniiber steht in 5-10% der Félle
die sekundire Hypertonie [62]. Hier ist durch einen identifizierbaren Grund der arterielle Blutdruck
erhoht [62]. Die haufigsten Ursachen fiir diese Bluthochdruckform sind: obstruktives Schlafapnoe-
Syndrom, parenchymale Nierenerkrankung, Nierenarterienstenose, primérer Hyperaldosteronismus,

Schilddriisenerkrankung, Cushing-Syndrom, Phdochromozytom und Aortenisthmusstenose [62].

Ein chronisch erhohter Blutdruck hat Auswirkungen auf verschiedene Organsysteme [82]. Dabei
handelt es sich vor allem um hypertoniebedingte Endorganschidden am Herzen, den Blutgeféf3en, den
Nieren, den Augen und dem Gehirn. Der hohe Druck im arteriellen System verursacht eine chronische
Steigerung der linksventrikuldren Nachlast, die wiederrum zu einer linksventrikuldrer Hypertrophie und
myokardialen Relaxationsstorung fithren kann [82]. Durch die Druck- und Volumenbelastung des linken
Vorhofes dilatiert dieser [82]. Dies kann mit einem erhdhten Risiko fiir supraventrikuldre Arrhythmien
(v.a. Vorhofflimmern) assoziiert sein [82]. AuBerdem haben Patienten mit Hypertonie ein erhohtes

Risiko fiir die Entstehung einer Herzinsuffizienz, sowohl mit reduzierter Pumpfunktion (HFrEF) als
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auch mit erhaltener Pumpfunktion (HFpEF) [82]. Hypertonie ist ferner ein Risikofaktor fiir eine
periphere arterielle Verschlusskrankheit und tragt zu deren Entstehung bei [24]. Neben dem Diabetes
mellitus als hdufigster Grund fiir eine chronische Niereninsuffizienz, reiht sich die arterieller Hypertonie
als zweithaufigster Grund fiir diese Erkrankung ein [82]. Am Auge fiihrt der Bluthochdruck durch eine
Schiadigung der kleinen GefdBle zu einer hypertensiven Retinopathie, die funduskopisch in der
maximalen Auspriagung durch retinale Einblutungen, Mikroaneurysmen, harte Exsudate, Cotton-Wool-
Spots und ein Papillenddem charakterisiert ist [31,82]. Das Vorliegen eines solchen Fundusbefunds ist
ein Risikofaktor flir die Mortalitét [82], weswegen bei Patienten mit einer Hypertonie Grad zwei/drei
oder bei Diabetikern eine Vorstellung beim Augenarzt empfohlen wird [82]. Vor allem durch
Hypertonie-bedingte stumme Mikroinfarkte, Mikroblutungen (besonders in den Stammganglien) und
resultierender Gehirnatrophie durch die Zerstérung/ Schidigung der kleinen Blutgeféfe [75], erhoht der
Bluthochdruck signifikant das Auftreten von Hirnschdden [75,82]. Die gefahrlichsten Akutfolgen einer
solcher Schiadigung sind mogliche transitorische ischdmische Attacken und Schlaganfille, langfristig
kann es zu einer kognitiver Einschrédnkung und einer vaskuldren Demenz kommen [75,82].

Eine isoliert systolische Hypertonie und ein erhdhter Pulsdruck kénnen Folge einer Versteifung grofer
Arterien sein, was zur Entstehung von kardiovaskuldren Erkrankungen fiihren kann [42,82]. Des
Weiteren begiinstigt die isoliert systolische Hypertonie die Entstehung einer Carotisstenose [68], die ein

Pradiktor fiir Schlaganfall und Herzinfarkt darstellt [82].

Definition und Diagnostik

Zur Diagnostik einer arteriellen Hypertonie ist eine Blutdruckmessung im héuslichen Umfeld (HBPM=
engl. home blood pressure measurement), in der Praxis (OBPM= engl. office blood pressure
measurement) oder im Rahmen einer ambulanten 24h-Langzeitblutdruckmessung (ABPM= engl.
ambulatory blood pressure measurement) moglich [82]. In Abhéngigkeit der unterschiedlichen
Messmethoden definieren die Europdische Gesellschaft fiir Kardiologie (ESC) und die Europiische
Gesellschaft fiir Hypertonie (ESH) unterschiedliche Grenzwerte in den giiltigen Leitlinien (Tabelle 1)
[82].
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Tabelle 1: Grenzwerte arterielle Hypertonie je nach Messmethode

Messmethode Systolischer Diastolischer
Blutdruck Blutdruck
(mmHg) (mmHg)

Praxisblutdruckmessung (OBPM) >140 und/oder >90
Hauslicher Blutdruck (HBP) >135 und/oder >85
Ambulante 24-h Langzeitblutdruckmessung
(ABPM)

e 24-h Mittelwert >130 und/oder >80

e Mittelwert Wachphase >135 und/oder >85

e Mittelwert Schlafphase >120 und/oder =70

Entsprechend der Hohe des vorliegenden Praxisblutdrucks, wird in verschiedene Grade der Hypertonie

eingeteilt (Tabelle 2) [82].

Tabelle 2: Klassifikation der arteriellen Hypertonie gemdfs des Praxisblutdrucks

Kategorie Systolischer Blutdruck Diastolischer Blutdruck
(mmHg) (mmHg)

Optimal <120 und <80

Normal 120-129 und/oder 80-84

Hochnormal 130-139 und/oder 85-89

Hypertonie Grad 1 140-159 und/oder 90-99

Hypertonie Grad 2 160-179 und/oder 100-109

Hypertonie Grad 3 >180 und/oder >110

Isolierte systolische Hypertonie >140 und <90

Die Messung eines validen Praxisblutdrucks (OBP) ist ausschlaggebend fiir die Definition der arteriellen

Hypertonie und sollte folglich nach einem festen Schema durchgefiihrt werden [82]. Der Patient sollte

vor der Messung mindestens flinf Minuten in bequemer Position und ruhiger Umgebung sitzen [82]. Die

passende Oberarmmanschette ist auf Herzhohe anzulegen und der Arm sollte abgelegt und entspannt

sein [82]. AnschlieBend sind drei Messungen mit ein- bis zweiminiitiger Pause dazwischen

durchzufiihren. Eine zusétzliche Messung ist vonnoten, sofern die ersten beiden Messungen >10 mmHg

auseinander liegen [82]. Der Praxisblutdruck berechnet sich aus dem Mittelwert der letzten beiden

Messungen [82].
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Der héusliche Blutdruck (HBP) sollte morgens und abends in einem ruhigen Raum nach fiinfminiitigem
Sitzen mit einem validierten Blutdruckmessgerét gemessen werden [82]. Je Messzeitpunkt sollen zwei
Messungen im Abstand von ein bis zwei Minuten durchgefiihrt werden [82]. Folglich wird in der Praxis
oder Klinik der Mittelwert aus allen Messungen, welche zu Hause durchgefiihrt wurden, berechnet [82].
Es miissen Messungen von mindestens drei Tagen vorliegen, diese sollten am besten sechs bis sieben

Tage vor dem Arztbesuch entstanden sein [82].

Bei einer Langzeitblutdruckmessung (ABPM) wird iiber einen definierten Zeitraum (meist 24 Stunden)
in definierten Intervallen (meist alle 15-30 min) der Blutdruck dokumentiert [82]. Es ist eine Aussage
iiber den mittleren Blutdruck am Tag, in der Nacht und im gesamten Tagesverlauf mdglich. Fiir einen
validen Langzeitblutdruck miissen nach aktuellen Leitlinien mehr als 70% der Messungen korrekt sein
[82]. Dariiber hinaus kann hierbei eine Aussage liber das Ausmall des Blutdruckabfalls wihrend des
Schlafes getroffen werden [82]. Als ,,dipper* werden Patienten bezeichnet, deren Blutdruck um >10%
im Vergleich zum Tagesmittel abfillt, andernfalls gilt der Patient als ,non-dipper” [58,82].
Hervorzuheben ist, dass der Langzeitblutdruck, im Vergleich zur Praxisblutdruckmessung, eine bessere
Korrelation zu hypertoniebedingten Endorganschdden aufweist [26] und ein signifikant besserer

Pradiktor fiir die kardiovaskuldre und Gesamtmortalitdt ist [3,84].

Therapie

Ab wann eine antihypertensive Therapie einzuleiten ist, wird nach der européischen Gesellschaft fiir
Kardiologie anhand des Praxisblutdrucks ermessen [82]. Im Falle eines maskierten Bluthochdrucks,
welcher durch einen unauffélligen Praxisblutdruck und einen erhéhten Langzeitblutdruck charakterisiert
ist, sollte Letzterer zur Therapieindikation herangezogen werden [69,82]. Generell gilt, dass eine
Therapie bei allen Patienten >18 Jahren, ungeachtet der mdglichen Komorbidititen, ab einem
Praxisblutdruck von systolisch >140 mmHg und/oder diastolisch 290 mmHg begonnen werden sollte
[82]. Lediglich bei Patienten >80 Jahren liegen die Grenzwerte hoher (>160/>90 mmHg) [82]. Ob bei
einem Patienten mit Hypertonie Grad 1 direkt eine dauerhafte medikamentdse Therapie initiiert werden
muss, hingt dabei vom individuellen kardiovaskuldren Risiko ab und bleibt eine Einzelfallentscheidung

[82].

Oberstes Therapieziel fiir alle Patienten ist die Blutdruckreduktion auf Werte <140/90 mmHg [82]. Wird
die Therapie vertragen, sollte im Sinne einer Reduktion des kardiovaskuldren Risikos der Blutdruck auf
Werte zwischen 120-130/<80 mmHg eingestellt werden [20,70,82]. Bei Patienten iiber 65 Jahre sind
jedoch systolische Blutdruckwerte von 130-139 mmHg anzustreben [20,70,82]. Zielwert fiir den
diastolischen Blutdruck ist bei allen Patienten kleiner 80 mmHg [82]. Allerdings sollte der Blutdruck
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bei Patienten nicht unter 120 mmHg systolisch und nicht unter 70 mmHg diastolisch eingestellt werden;

auf eine gute Vertraglichkeit der Therapie ist zu achten [82].

Uber die Wichtigkeit einer konsequenten Blutdruckeinstellung, auch bei fehlender klinischer
Symptomatik, sollte der Patient ausfiihrlich aufgeklart werden, denn die relative Risikoreduktion verhalt
sich proportional zum Ausmal der Blutdrucksenkung [20]. Auch eine moglicherweise dem Patienten
gering erscheinende Reduktion des systolischen Blutdrucks um 10 mmHg verringert das Risiko fiir
kardiovaskuldre Ereignisse um 20%, fiir eine koronare Herzkrankheit um 17%, fiir einen Schlaganfall
um 27%, fiir die Entwicklung einer Herzinsuffizienz um 28% und senkt dariiber hinaus die Gesamt-
Mortalitit um 13% [20]. Ahnliche Ergebnisse zeigten sich auch fiir die Senkung des diastolischen
Blutdrucks um 5 mmHg [82]. Dabei war die erzielte relative Risikoreduktion vom Grad der Hypertonie,
dem kardiovaskuldren Risiko, den Komorbiditdten, dem Alter und dem Geschlecht unabhéngig [20,82].
Positive Effekte auf die Nierenfunktion konnten bis jetzt weitgehend nur bei Patienten mit Diabetes
mellitus oder chronischer Niereninsuffizienz gezeigt werden [44,82]. Ein moglicher Erklarungsansatz
hierfiir ist: bei einem Patienten mit Bluthochdruck ohne weitere Komorbidititen verschlechtert sich die
Nierenfunktion eher langsam. Bei einem solchen, schleichenden Prozess ist es schwieriger, signifikante
positive Auswirkungen der Blutdrucksenkung auf die Entwicklung einer chronischen

Niereninsuffizienz nachzuweisen [82].

Die Beratung iiber Lebensstil-Anderungen und die Unterstiitzung zur Durchfiihrung dieser sollten die
Grundlange einer jeden Therapie darstellen. Es zeigte sich, dass ein ,,gesunder Lebensstil das
kardiovaskuldre Risiko senkt und dariiber hinaus die Entwicklung einer arteriellen Hypertonie
verhindert/verzogert [47,82]. Die von den Leitlinien empfohlenen Modifikationen des Lebensstils,
welche einen blutdrucksenkenden Effekt zeigten, sind vor allem Reduktion der Salzaufnahme [32],
Verringerung des Alkoholkonsums [16], eine mediterrane Erndhrung [19,82], Gewichtsreduktion [53],
Nikotinverzicht [82] und die Durchfiihrung eines kontinuierlichen korperlichen Trainings [12,47,82].
Eine relevante Herausforderung bleibt sicherlich die oftmals fehlende Ausdauer der Patienten, solche

Lebensstil-Anderungen iiber Jahre konsequent beizubehalten [80,82].

In der medikamentdsen Therapie des Bluthochdrucks werden vor allem fiinf Medikamentenklassen
empfohlen, denn Vertreter dieser Klassen zeigten zum einen, dass sie nachweislich den Blutdruck
senken und zum anderen sind sie in der Lage die kardiovaskuldre Morbiditdt und Mortalitit zu
verringern [82]. Dabei handelt es sich um ACE-Hemmer, Angiotensin-1-Rezeptorblocker (ARB),
Kalziumkanal-Blocker (CCB) und Diuretika [82]. Betablocker (BB) sind bei kardiovaskuldren
Begleiterkrankungen indiziert [82].
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Die Saulen der Bluthochdrucktherapie

ACE-Hemmer
Bsp.: Ramipril
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Abbildung 1: Die Séulen der Bluthochdrucktherapie

Tabelle 3 fasst die wichtigsten Aspekte der fiinf Hauptmedikamentenklassen zusammen, wobei ACE-

Hemmer und ARB unter dem Punkt ,,RAS-Inhibitoren* zusammengefasst wurden.

Tabelle 3: Wichtige Informationen zu den fiinf Hauptmedikamentenklassen der Bluthochdrucktherapie

Klasse Vertreter (Beispiele) Wichtige Informationen
RAS- ACE-Hemmer -ACE-Hemmer und ARB gleich effektiv bzgl. Senkung der
Inhibitoren Ramipril kardiovaskuldren Morbiditit [60]
Enalapril -ARB haben das beste Vertraglichkeitsprofil und somit die hochste
medikamentdse Adhdrenz [38]
ARB -ACE-Hemmer und ARB reduzieren das Risiko fiir ein
Valsartan Nierenversagen [71,82]
Candesartan -kontraindiziert bei Schwangerschaft, Hyperkalidmie, bilaterale
Nierenarterienstenose [82]
BB Bisoprolol -Reduktion kardiovaskuléres Risiko bei Hypertoniepatienten [72,82]
Metoprolol aber inferior in der Verhinderung von kardiovaskuldren

Erkrankungen, Schlaganfall und Niereninsuffizienz im Vergleich zu
anderen Blutdruckmedikamenten [20]

-reduzierte medikamentdse Adhdrenz im Vgl. zu RAS-Blocker [82]

13




Einleitung

-v.a. eingesetzt bei kardialen Komorbidititen wie bei Angina
pectoris, zur Herzfrequenzkontrolle, bei Zustand nach
Myokardinfarkt, bei Herzinsuffizienz (HFrEF) oder bei
Schwangerschaft [82]

-bevorzugter Gebrauch von Bisoprolol, Carvedilol, Nebivolol und
Metroprolol [25,27,57,63,82]

-kontrainduziert bei Asthma, Bradykardie [82]

CCB Amlodipin
(Dihydropyridin-Typ)

-gleiche Effektivitdt bzgl. Blutdrucksenkung und Mortalititssenkung
im Vergleich zu anderen Antihypertensiva [20,82]

-superior in der Verhinderung von Schlaganfillen [20]

-inferior in der Verhinderung der Herzinsuffizienz [20]

-kontraindiziert bei Beinddemen [82]

Diuretika | Thiazide
Hydrochlorothiazid

Bendrofluazid

Thiazid-dhnliche Diuretika
Chlorthalidon
Indapamid

-superior in der Verhinderung von Herzinsuffizienz [20]
-aufgefiihrte Diuretika gleiche Effekte auf das kardiovaskulire
Outcome [72] deshalb alle empfohlen [82]

-schlechteres Nebenwirkungsprofil im Vgl. zu RAS-Blocker deshalb
schlechtere medikamentdse Adhirenz [72,82]

-reduzierte Wirksamkeit bei Patienten mit Niereninsuffizienz
(eGFR<45 ml/min) und aufgehobene Wirksamkeit wenn eGFR <30
ml/min (dann Schleifendiuretika einsetzen) [82]

-kontrainduziert bei Hypokalidmie, Hyperkalzdmie, metabolischem

Syndrom [82]

Erst bei Therapieversagen sollten weitere Substanzklassen, wie Mineralocorticoid Rezeptor

Antagonisten (MRA z. B. Spironolacton), zentral wirksame Medikamente (z. B. Clonidin, Moxonidin)

oder alpha-1-Blocker (z. B. Uradipil, Doxazosin) hinzugefiigt werden [82]. Spironolacton bewies in

diesem Fall die beste Wirksamkeit als Medikament der 4. Wahl [81].

Bei der Blutdruckeinstellung sollten folgende Punkte beachtet werden:

1. Als Basis einer medikamentdsen Blutdrucktherapie sollten ACE-Hemmer, ARB, BB, CCB und

Diuretika zum Einsatz kommen [82].

2. Bei Therapieeinleitung sollten die meisten Patienten eine Kombinationstherapie in Form einer SPC,

bestehend aus zwei Wirkstoffen unterschiedlicher Klasse erhalten [82]. Eines der beiden Wirkstoffe

sollte ein RAS-Blocker sein und das andere ein CCB oder ein Diuretikum [82].

2.1. Alternativ sollte bei spezifischen Indikationen ein BB als Kombinationspartner mit einer

anderen Substanzklasse (ACE-Hemmer, ARB, CCB, Diuretikum) eingesetzt werden [82]. Dies
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wire z. B. bei Angina pectoris, Zustand nach Myokardinfarkt, Herzinsuffizienz oder bei der
Notwendigkeit einer Herzfrequenzkontrolle der Fall [82].
Eine Monotherapie sollte lediglich Niedrigrisikopatienten mit Hypertonie Grad 1,
Hochrisikopatienten mit hochnormalem Blutdruck oder alten gebrechlichen Patienten vorbehalten
bleiben [82].
Falls der Blutdruck mithilfe der initialen Kombinationstherapie (SPC) mit zwei Wirkstoffen nicht
unter den Zielblutdruck gesenkt werden kann, sollte die Therapie im Sinne einer
Kombinationstherapie in Form einer SPC, welche drei Wirkstoffe (also ein RAS-Blocker, ein CCB
und ein Diuretikum) enthilt, eskaliert werden [82].
Wenn nun der Blutdruck mit dieser Dreierkombination nicht zu kontrollieren ist und somit per
Definition eine therapieresistente Hypertonie vorliegt, sollte Spironolacton dem bestehenden
Therapieregime hinzugefiigt werden [82].
Fiir den selten Fall, dass unter einer Therapie wie sie bei Punkt (5.) beschrieben ist, der Blutdruck
noch nicht unter Kontrolle ist oder Spironolacton nicht vertragen wird, sollten weitere
Antihypertensiva anderer Klassen, wie z. B. andere Diuretika (Amilorid), BB oder alpha-Blocker,
hinzugefiigt werden [82].

Die Kombination von zwei RAS-Blockern wird nicht mehr empfohlen [82].

Betablocker
Hinzuziehen eines Betablockers als Kombinationspartner in jeder Stufe mogl. bei spezifischer Indikation
(z.B. Herzinsuffizienz, Angina, Z.n. Myokardinfarkt, Vorhofflimmern, Schwangerschaft)

Initialtherapie: Stufe 2: Stufe 3:

Kombinationstherapie aus 2 Kombinationstherapie aus 3 Tripelkombination wie in Stufe 2 +
Wirksoffen aber 1 Tablette Wirkstoffen aber 1 Tablette anderes Antihypertensiva

O——0O—QO0O

ACE-Hemmer oder ARB ACE-Hemmer oder ARB ACE-Hemmer oder ARB
+ CCB oder Diuretikum + CCB + Diuretikum + CCB + Diuretikum

Diuretikum oder alpha-Blocker oder Andere

l + Spironolacton (25-50mg) oder anderes

Monotherapie nur bei l
Niedrigrisikopatienten mit
Grad 1 Hypertonie, Alte/
Gebrechliche oder
Hochrisikopatienten mit
hochnormalem Blutdruck

Uberweisung zum
Spezialisten erwidgen

Abbildung 2: Therapieschema bei unkomplizierter arterieller Hypertonie gemdfs aktuellen Leitlinien
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Es konnte gezeigt werden, dass der blutdrucksenkende Effekt einer Kombinationstherapie von zwei
Medikamenten ungefihr fiinfmal gréBer ist im Vergleich zur Dosisverdopplung einer Monotherapie
[79]. AuBerdem verringert man durch eine Kombination von zwei Medikamenten eine Variabilitdt im
Therapieansprechen [82]. Eine Blutdruckkontrolle wird schneller erreicht [82] und das Therapieregime
ist mit einer besseren Persistenz verbunden [13]. Mit der Zweierkombination sollte eigentlich bei ca.
zweidrittel der Patienten der Blutdruck einzustellen sein [79]. Die Empfehlung zur Verschreibung einer
SPC wurde ausgesprochen, da gezeigt werden konnte, dass eine geringere tégliche ,, Tablettenlast” des
Patienten mit einer verbesserter Adhiarenz und héherer Blutdruckkontrolle verbunden ist [13,28,35]. Es
besteht also eine umgekehrt proportionale Verbindung zwischen der Tablettenanzahl und der Adhirenz

[82].

Die Rate des Therapieerfolges ist unter anderem niedrig, da von allen Patienten mit arterieller
Hypertonie lediglich 50% tiber das Vorhandensein der Erkrankung informiert sind und entsprechend
eine Therapie erhalten [11,50]. Unter den Patienten die eine Therapie erhalten, ist der Blutdruck bei nur
ca. einem Drittel unter Kontrolle [11,50]. Es sind multiple potentielle Griinde fiir diesen schlechten
Therapieerfolg bekannt: fehlender Zugang zu einer Therapie [46], Trigheit der Arzte die Patienten
leitliniengerecht zu therapieren [46,82], schlechte Adhirenz der Patienten [46,82], nicht
flichendeckender Gebrauch einer Kombinationstherapie/inaddquate Dosierung [46,82], komplexe
Therapieregime die wiederrum zu schlechter Adhérenz fithren [30,82], nicht ausreichendes Screening

nach sekunddre Hypertonie [82] oder therapieresistente Hypertonie [46].

2.2 Adharenz

Definition und Uberblick

Das Wort Adhérenz hat seinen Ursprung im Lateinischen von ,,adhaerere” was so viel bedeutet wie
»anhiangen®. Im Englischen spricht man von ,,adherence®, was iibersetzt fiir ,,einhalten, befolgen,
festhalten steht. Die WHO definierte 2001 Adhérenz wie folgt: ,,Das Ausmal} inwieweit ein Patient
medizinischen Anweisungen folgt. [17]. Diese Definition ist unter anderem aufgrund der
Formulierung, die eine paternalistische Arzt-Patienten-Beziehung impliziert, nicht mehr zeitgemaf [17].
Deshalb wurde in den folgenden Jahren die Formulierung iiberarbeitet. Heute spricht man von dem
»<Ausmal}, inwieweit das Verhalten eines Menschen, wie zum Beispiel die Einnahme von
Medikamenten, dem Befolgen eines Diétplans und/oder die Ausfiihrung einer Lebensstildnderung, mit
den vereinbarten und von beiden Seiten zugestimmten Empfehlungen des Arztes/des Therapeuten

iibereinstimmt* [17].

Die Adhérenz ist klar von der Compliance abzugrenzen, was das englische Wort fiir ,,Einverstindnis,

Einhalten, Fligsamkeit” ist [17]. Der Unterschied liegt vor allem darin, dass bei der Adhirenz die
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Zustimmung zu den Empfehlungen/der Therapie von Seiten des Patienten von Néten ist [17,74]. Es
handelt sich in diesem Fall eher um eine partizipative Entscheidungsfindung, wobei der Patient ein
»aktiver Partner ist, denn eine gute Arzt-Patienten-Kommunikation ist die Grundlage fiir eine effektive
Behandlung [17]. Daraus lésst sich schlussfolgern, dass ein adhirenter Patient stets, bestidndig und nach
besten Moglichkeiten dem Therapieplan nachgeht, den er zuvor mit seinem behandelten Arzt zusammen

ausgearbeitet hat.

Nach Angaben der WHO betrigt die Adhérenz bei der Langzeittherapie einer chronischen Erkrankung
durchschnittlich lediglich 50% [17]. Folglich ist Nicht-Adhérenz ein grofles und héufiges Problem bei
chronischen Erkrankungen/kardiovaskuldren Erkrankungen wie arterielle Hypertonie, Hyperlipidédmie
oder Diabetes mellitus [23,33]. Nicht-Adhdrenz wiederrum ist verbunden mit einem Anstieg der
kardiovaskuldren Morbiditdt und Mortalitdt [14,33]. Momentan haben die Adhédrenzmessung und im
Falle einer nicht addquaten Adhédrenz, die Interventionen zur Verbesserung der Adhéirenz, noch nicht

den Stellenwert im klinischen Alltag, der nétig wire [33].

Das “Ascertaining Barriers to Compliance” (ABC)-Projekt versuchte sich 2012 an einer allgemein
gefassten Definition der medikamentdsen Adhirenz [74,78]. Diese wurde beschrieben als ,,Prozess
wiahrenddessen der Patient seine Medikamente wie verordnet nimmt.* [78]. Es wurde vor allem Wert
darauf gelegt, dass dieser Begriff drei Hauptkomponenten umfasst, ndmlich die Initiierung, die
Durchfithrung und die Unterbrechung [78]. Der Prozess beginnt mit der Initiierung, also dem
Therapiestart, der den Zeitpunkt festlegt, an dem der Patient die erste Dosis des verordneten
Medikaments zu sich nimmt [78]. Danach folgt die Durchfiihrung, wobei diese das Ausmal} beschreibt,
inwieweit das vom Patienten angewendete Dosierungsschema dem verordneten Schema entspricht [78].
Das Ende des Prozesses ist die Unterbrechung, hier wird eine eigentlich noch ausstehende Dosis
ausgelassen und danach keine weitere mehr genommen [78]. Der Begriff der Persistenz beschreibt in
diesem Fall den Zeitraum zwischen Initiierung und Unterbrechung [78]. Die beiden in dieser Studie
verwendeten exakten Definitionen der medikamentdsen Adhérenz, sind unter dem Punkt 3.2.4 zu

finden.

Bezogen auf die medikamentdse Behandlung einer arterielle Hypertonie senkt ein adhérentes Verhalten
das kardiovaskuldre Risiko [14] und erhdht dariiber hinaus die Blutdruckkontrollrate [7]. Trotzdem sind
die Adhérenzraten sehr gering, je nach Studie und je nach Messmethode schwanken die Angaben einer
vollstindigen Adhédrenz zwischen ungefihr 35-80% [2,21,23,35,59,64,73,77]. Zusammenfassend kann
man davon ausgehen, dass jeder zweite Bluthochdruckpatient seine Medikamente nicht wie verordnet
nimmt, dies aber nicht ausreichend erkannt wird [17]. Somit besteht vor allem dringender Bedarf in der
Entwicklung einer einfachen, kostengiinstigen, nichtinvasiven und zuverldssigen Moglichkeit der

Adhérenzmessung, da eine solche momentan noch nicht etabliert wurde [4,9,40,56].
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Messung der Adhdirenz

Die Adhérenz kann durch direkte oder indirekte Methoden gemessen werden [56]. Zu den indirekten
Methoden zdhlen: Patientenfragebdgen, ,, Tablettenzéhlen®, das Betrachten der Rate an neu ausgefiillten
Rezepten, die Beobachtung des klinischen Ansprechens auf die Medikation, elektronische

Therapieiiberwachungssysteme und das Patiententagebuch [56].

Zu den einfachen Methoden zdhlen Patientenfragebdgen und ein Patiententagebuch, die zwar einfach
und kostengiinstig sind, aber vom Patienten mdglicherweise verfilscht werden kénnen, wodurch eine
Uberschétzung der Adhirenz moglich ist [56]. Die Betrachtung des klinischen Ansprechens auf eine
Medikation, wie zum Beispiel die Herzfrequenzreduktion durch einen Betablocker, ist zwar auch mit
einem geringen Aufwand verbunden, kann aber auch durch andere Faktoren und Umwelteinfliisse leicht
verfalscht werden [56]. Beim ,, Tablettenzdhlen* wird die Anzahl der in der Packung zuriickgebliebenen
Tabletten bestimmt und so ausgerechnet, ob der Patient alle Dosierungen eingenommen hat [56].
Obwohl auch diese objektive und einfache Methode ihre Vorteile hat, ist sie sehr anfillig fiir
Storfaktoren, denn der Patient konnte Tablette aus der Packung entnehmen und wegwerfen [56].
AuBlerdem erhdlt man so keine Informationen iiber den Einnahmezeitpunkt oder iiber eventuell
vorhandene ,,drug holidays®, was das Weglassen der Medikation fiir mehr als drei aufeinanderfolgende
Tage beschreibt [56]. Die Rate an neu ausgefiillten Rezepten ist eine objektive Methode, deren Daten
digital leicht zu erfassen sind, aber keine Garantie liefern, dass die Tabletten eines neuen Rezeptes auch
tatsdchlich genommen werden [56]. Die genauste indirekte Methode ist das elektronische
Therapieiiberwachungssystem, ein System was das Offnen der Medikamentenschachtel elektronisch
registriert und speichert [56]. So erhilt man einen Einblick zu welchem Zeitpunkt und wie oft der Patient
das Behiltnis 6ffnet, jedoch weill man nicht, ob die richtige Dosis genommen wurde oder ob das

Medikament iiberhaupt genommen wurde [56].

Eine direkte Messmethode ist die direkte Uberwachung der Medikamenteneinnahme durch eine andere
unabhingige Person (engl. directly observed drug intake, DOT) [56]. Dies ist die genauste aller
Methoden, allerdings ist sie fiir den téglichen und vor allen ambulanten Gebrauch nicht umsetzbar [56].
Eine andere direkte Methode ist die Messung bzw. der Nachweis der entsprechenden Medikamente oder
deren Metabolite in einem Koérpermedium, meist Urin oder Blut [56]. Hier kommt in den meisten Fillen
die LC-HRMS/MS (siche unten) zum Finsatz [4,21,30,35,73]. So kann genau und objektiv
nachgewiesen werden ob das Medikament tatsdchlich eingenommen wurde [56]. Aber auch diese
Messungen sind nur Momentaufnahmen der Adhérenz und konnen durch unterschiedlich schnelle
Metabolisierung der Medikamente oder durch die ,,Weillkitteladhdrenz bzw. den Zahnputzeffekt
beeinflusst werden, wodurch die Adhirenz unter- oder iiberschétzt werden konnte [4,56]. Dabei

beschreiben die Begriffe ,,WeiBkitteladhdrenz bzw. Zahnputzeffekt“ das Phinomen der
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Adhérenzsteigerung einige Tage vor dem Arztkontakt [4]. Zu erwdhnen sind auch die relativ hohen

Kosten dieser Messung.

Tabelle 4: Ubersichtstabelle Adhdirenzmessung

Indirekte Methoden Direkte Methoden
Vorteile: Nachteile: Vorteile: Nachteile:
-Einfacher in der -Einfache Verfilschung -sehr genaue Methoden | -Im klinischen Alltag nur
Durchfiihrung moglich -weniger Uberschitzung schwer umzusetzen
-Kostengiinstiger -Uberschitzung der der Adhédrenz -theoretisch auch
Adhérenz moglich Verfilschung moglich
-teurer

Beispiele: Beispiele:
-Patientenfragebdgen/ Patiententagebuch -direkte Uberwachung der Tabletteneinnahme durch
-, Tablettenzdhlen® (engl. pill count) unabhéngige Person
-Rate an neu ausgefiillten Rezepten registrieren -toxikologischer Nachweis der Medikamente/deren
-klinisches Ansprechen auf die Medikation evaluieren | Metaboliten im Urin oder Blutplasma (oder Speichel)
-elektronische Therapieliberwachungssysteme

Zur direkten Adhérenzmessung kommt héufig die Massenspektrometrie zum Einsatz. Durch dieses
Verfahren ist es mdglich, Kenntnisse tiber Molekiilmassen, Summenformeln und die Struktur von
Verbindungen zu erhalten [85]. Dank der extremen Messgenauigkeit und einer moglichen
Vorausschaltung bzw. Kopplung mit chromatographischen Trennverfahren, wie beispielsweise einer
Fliissigkeitschromatographie (LC-HRMS/MS), ist die Massenspektrometrie eine etablierte
Messmethode in der Analytik [85]. Die zu untersuchende Substanz wird in die Gasphase liberfiihrt,
dabei ionisiert und anschlieBend im Magnetfeld entsprechend des Masse-Ladungs-Verhiltnis

aufgetrennt [85].

Dabei besitzt das Massenspektrometer drei Hauptbauteile, eine lonenquelle, in welcher die Substanz
ihre Ladung erhilt, also ionisiert wird, einen Analysator, der unter Vakuum die Auftrennung
entsprechend des Masse-Ladungs-Verhiltnis vollzieht und einen Detektor, der wiederrum dem
Erkennen der eintreffenden lonen und der Registrierung der entsprechenden Signale dient [85]. Folglich
entsteht ein spezifisches und fiir ein Molekiil charakteristisches Massenspektrum, wobei auf der x-Achse
die detektierten Ionen und auf der y-Achse die dazugehorigen Signalintensitidten gegeneinander
aufgetragen werden [85].

Durch dieses Prinzip und die mittlerweile stark weiterentwickelten Moglichkeiten zur Beschleunigung
und Ablenkung der Ionen, kann die exakte Masse der Teilchen ermittelt werden [85]. Bei der

hochauflosenden Massenspektrometrie (HRMS engl. high resolution mass spectrometry) wird durch
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den Vergleich mit Referenzmolekiilen, deren Masse und Summenformel bekannt ist, die genaue Masse
des lons bestimmt, wobei eine Berechnung der Summenformel des betrachteten Ions aus diesen

Angaben moglich ist [85].

Der eigentlich entscheidende Schritt zur Bestimmung des Massenspektrums, das eine Substanz
charakterisiert, ist deren Ionisation, also die Uberfiihrung von einer ungeladenen in eine geladene Form
[85]. Dazu dienen unterschiedliche lonisationsmethoden, wie zum Beispiel die ElektronenstoB3-
Tonisation, wobei hier durch den Beschuss der zu untersuchenden Substanz mit Elektronen durch
Zerfallsprozesse charakteristische Fragmente entstehen (Fragmentierung), die die genau Interpretation
des Massenspektrums moglich machen [85]. Andere lonisationsmethoden sind beispielsweise die
chemische Ionisation (CI), das fast atom bombardment (FAB), die matrix-assisted laser desorption
ionization (MALDI) oder die Elektrospray-lonisation (ESI) [85]. Letztere macht nicht nur eine
»schonende Ionisation von Makromolekiilen und Proteinen mdglich sondern ldsst sich auch
hervorragend mit vorgeschalteten Chromatographieverfahren, wie zum Beispiel bei der LC-HRMS/MS,
verbinden [85].

Der toxikologische Nachweis von Wirkstoffen und deren Metaboliten in Urin und Plasma gilt als
Goldstandard der Adhédrenzmessung [41]. Dennoch ist die LC-HRMS/MS zum Assessment der
Adhidrenz noch nicht in breiter klinischer Anwendung aufgrund der hohen Kosten und der
Notwendigkeit einer invasiven Progengewinnung (Blut, Urin) [41]. Ein neuartiger, interessanter Ansatz
der Adhédrenmessung ohne invasive Probengewinnung ist die LC-HRMS/MS von Speichel zur

Detektion verschiedener Medikamente [61].

Signalintensitat

Das flir ein Molekal
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Abbildung 3: Schema- vereinfachtes Prinzip einer Massenspektrometrie zu Analysezwecken

20



Einleitung

Interventionen zur Verbesserung der Adhdrenz

Bevor man eine Verbesserung der Adhédrenz mit geeigneten Interventionen erzielen kann, muss die
Nicht-Adhérenz erstmal mit eine der oben genannten Methoden diagnostiziert werden [56]. Es kann
hilfreich sein, nach Anzeichen fiir eine schlechte Adhédrenz (nicht wahrgenommene Arzttermine, zu
wenig neu ausgestellte Rezepte) oder nach Gegebenheiten, die eine mangelnde Adhirenz
wahrscheinlich machen (Behandlung asymptomatischer Erkrankungen, nebenwirkungsreiche

Medikamente, zuzahlungspflichtige Medikamente) zu fahnden [56].

Die MaBlnahmen, die zur Verbesserung der Adhdrenz zur Anwendung kommen, lassen sich in vier
Kategorien einteilen, ndmlich die Patientenschulung (1), verbesserte Therapiepldne (2), besserer und
leichterer Zugang zum Arztkontakt (3) und eine verbesserte Arzt-Patient-Beziehung (4) [56]. Beispiele
fiir die direkte Umsetzung wiren den Patient ausfiihrlich tiber die Wichtigkeit der Behandlung
aufzukléren (1), ein einfaches Therapiekonzept mit dem Gebrauch von SPC um die ,, Tablettenlast™ zu
minimieren (2), flexible Terminvergabe auch in den Abendstunden (3) und auf den Patienten und seine

Wiinsche einzugehen und diese im Therapieplan zu beriicksichtigen (4) [56].

2.3 Fragestellung

Eine LC-HRMS/MS von Urin oder Plasma zum Nachweis von Wirkstoffen oder deren Metaboliten ist
eine bekannte Methode der direkten Adhirenzmessung und gilt als Goldstandart. Eingenommene
Medikamente verteilen sich jedoch in jedem Kompartiment des Korpers, somit auch im Speichel und es

wire denkbar, dass ein Nachweis dieser Arzneimittel auch dort moglich ist [41].

Ziel dieser Studie war zu untersuchen, ob ein Nachweis von antihypertensiven Medikamenten oder
deren Metaboliten im Speichel von Patienten mit Hypertonie mittels Hochleistungs-
Fliissigkeitschromatographie mit Massenspektrometrie-Kopplung (LC-HRMS/MS) moglich ist [41].
Falls ein valider Nachweis der oben genannten Substanzen im Speichel moglich wire, kdnnte prinzipiell
eine neuartige Form der direkten Adhérenzmessung ohne invasive Probengewinnung etabliert werden.
AuBerdem sollte geklart werden, ob die Ergebnisse der Speichelproben mit der Adhidrenzmessung in

Blutplasma und Urin vergleichbar sind.
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3 Material und Methoden

Studienkohorte und Studiendesign

In diese Querschnittsstudie wurden von November 2017 bis Mérz 2018 insgesamt 56 Patienten mit
arterieller Hypertonie, die in der Hochschulambulanz des Universitéitsklinikum des Saarlandes
(Homburg/Saar) vorstellig wurden, eingeschlossen. Alle Patienten willigten in die Studienteilnahme
schriftlich ein. Die Ethikkommission der Arztekammer des Saarlandes bewilligte die Durchfiihrung der
Studie. Alle zur Teilnahme berechtigte Patienten waren >18 Jahre und hatten gemél den aktuellen
Leitlinien [82] eine arterielle Hypertonie. Das gesamte Patientenkollektiv erhielt eine antihypertensive

Therapie, welche mindestens seit zwei Wochen nicht umgestellt worden war.

Durchgefiihrte Untersuchungen

Im Vorfeld wurden alle Patienten ausdriicklich darauf hingewiesen, am Tag ihres Termins in der
Ambulanz morgens ihre Medikation gemiB des Therapieplans einzunehmen. Wiahrend der Visite wurde
bei allen Patienten eine Aufarbeitung ihrer Vorerkrankungen und des Medikamentenplans, eine
korperliche Untersuchung, eine Blutuntersuchung und eine Praxisblutdruckmessung vorgenommen und
dokumentiert. Dabei wurde die Messung des Praxisblutdrucks streng nach den Empfehlungen der
aktuellen Leitlinien [82] durchgefiihrt. Dies bedeutet, dass der Patient vor der eigentlichen Messung
mindestens fiinf Minuten in ruhiger Umgebung entspannt sitzen musste. Erst im Anschluss wurden im
Abstand von ungefihr einer Minute drei aufeinanderfolgende Blutdruckmessungen mit einem
validierten automatischen Blutdruckmessgerdt (Omron Health Care, Inc., Lake Forest, IL, USA)
durchgefiihrt. Lagen dabei die ersten beiden Messergebnisse mehr als 10 mmHg auseinander, war dies
die Indikation fiir eine vierte Blutdruckmessung, welche gegebenenfalls mit einer Minute Abstand zur
dritten Messung erfasst wurde. Der dokumentierte Praxisblutdruck ist dabei der Mittelwert aus den

letzten beiden Messungen.

Zusitzlich wurde bei entsprechender Indikation ein Langzeitblutdruckmessgerit angelegt und in der
Folge eine 24h-Langzeitblutdruckmessung (Mobil-O-Graph; [.LE.M GmbH, Stolberg, Germany)
absolviert. Dies war bei insgesamt 42 Patienten der Fall. In dieser Studie litt ein Patient per Definition
an einer chronischen Niereninsuffizienz, wenn die geschitzte glomerulére Filtrationsrate (eGFR) <60
ml/min/1,73m? betrug. Unter chronischer Herzinsuffizienz wurden Patienten mit dokumentierter

Herzinsuffizienz mit reduzierter (HFTEF) oder erhaltener Pumpfunktion (HFpEF) zusammengefasst.
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Probengewinnung von Speichel, Blutplasma und Urin

Alle zu analysierende Proben wurden wihrend der Visite abgenommen. Dabei wurde die Speichelprobe
gemil den Herstellerangaben mit dem Quantisal oral fluid collection device (Immunalysis Corporation,
Pomona, CA, USA) abgenommen, eine speziell fiir den Medikamenten-oder Drogennachweis
entwickelte Vorrichtung zur Gewinnung einer Speichelprobe. Dieses Device besteht aus einem steril
verpacktem Wattepad, welches an einem Stibchen befestigt ist und das sich beim Einfiihren in den
Mundraum mit ca. 1 ml (£10%) Speichel vollsaugt. Das Stibchen mit dem Wattepad wurde dem
Patienten unter die Zunge gelegt bis es sich ausreichend vollgesaugt hatte. Das Erreichen eines
angemessenen Fillungszustandes des Wattepads wird durch Blauverfiarbung der Volumenanzeige am
Ende des Stidbchens sichtbar. Nach der Probenentnahme des Speichels wurde das Wattepad in ein
verschlieBbares Rohrchen, welches eine Pufferlosung enthilt, eingetaucht und verschlossen. Danach
kann das Rohrchen theoretisch zwei Wochen bei Raumtemperatur gelagert werden, wobei die
Nachweisbarkeit der Medikamente erhalten bleibt. Bei der Abnahme der Speichelprobe wurden keine
Substanzen zur Forderung des Speichelflusses wie beispielsweise Zitronensdure verwendet, da dies die
Messung bzw. die Konzentration der Medikamente beeinflussen kénnte [15,55]. Nach Entnahme der
Speichelprobe wurde das beschriftete Device mit dem enthaltenen Wattepad ausreichend lange (2 h) bei
Raumtemperatur geschiittelt und anschlieBend, nachdem die zu analysierenden Substanzen in den Puffer

iibergegangen waren, das Wattepad entfernt.

AuBerdem wurde vendses Blut in ein EDTA-RShrchen abgenommen und eine Spontanurin-Probe
gewonnen. Beide Behiltnisse wurden beschriftet, um eine Verwechselung auszuschlieen.
AnschlieBend wurde die Blutprobe zentrifugiert und der Uberstand wurde zur Weiterverarbeitung in ein
anderes Gefal} pipettiert. Darauthin wurden die Speichelprobe, das Blutplasma und die Urinprobe bei
-20° C gelagert, bis die Analyse erfolgte. Die Analysen wurden im Institut fiir experimentelle und

klinische Toxikologie des Universitétsklinikums des Saarlandes (Homburg/Saar) durchgefiihrt.

Adhdrenzmessung mit einer Fliissigkeitschromatographie-gekoppelten hochauflésenden
Massenspektrometrie (LC-HRMS/MS)

Die Details der biochemischen Methodik der verwendeten LC-HRMS/MS sind in der Literatur
ausfiihrlich beschrieben [61].

Zusammengefasst 1dsst sich festhalten, dass die Proben mithilfe einer ThermoFisher Accucore
PhyenylHexyl Séule (ThermoFisher, Dreieich, Deutschland) aufgetrennt wurden, diese enthélt eine
mobile Phase A bestehend aus 2mmol/l wissriger Ammoniumforminat-Losung mit 0,1% Ameisensdure
(v/v, pH3) und einer mobilen Phase B bestehend aus 2 mM wissriger Ammoniumforminat-Lésung mit

Acetonitril:Methanol (50:50, v/v, 1% Wasser) und mit 0,1% Ameisensdure. Detektiert wurden die
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Wirkstoffe (APIs active pharmaceutical ingredients) oder deren Metabolite von dem ThermoFisher
Scientific Dionex UltiMate 3000 (ThermoFisher) gekoppelt mit einem HTC PAL autosampler (CTC
Analytics, Zwingen, Schweiz) und einem TF Q-Exactive system mit einer erhitzten Elektrospray-
Ionisationsquelle (HESI)-II sowohl im Positiv- als auch Negativ-Modus. Die massenspektrometrische
Auswertung wurde zunéchst im full scan acquisition mode und dann im SIM (single ion monitoring)
mode mit den interessierenden Massen durchgefiihrt. Dazu wurde die TraceFinder 4.1 Software
(ThermoFisher) genutzt. Diese Messungen wurden durch das Fachpersonal der experimentellen und

klinischen Toxikologie ohne Bezug auf die Patientendaten durchgefiihrt.

Definition der medikamentosen Adhdrenz

In der Literatur werden unterschiedliche Definitionen der medikamentdsen Adhérenz benutzt [74,77].
Die beiden im folgenden aufgefiihrten Klassifikationen werden hdufig im Rahmen von
Medikamentenbestimmungen mittels einer LC-HRMS/MS genutzt und wurden auch in dieser

Untersuchung angewendet:

Einerseits (Definition 1) wird die Adhdrenz definiert gemi3 der Anzahl der Wirkstoffe, die nicht
nachzuweisen sind. Ist jedes verordnete Medikament im Urin nachzuweisen, wird der Patient als
,,adhdrent bezeichnet. Sind ein bzw. mindestens zwei verordnete Medikamente im Urin nicht

nachzuweisen, gilt der Patient als ,.teilweise adhirent* bzw. ,,nicht-adhdrent*.

Die andere géngige Definition der Adhérenz (Definition 2) griindet auf einem zweispurigen Ansatz mit
einem Schwellenwert von 80%. Fiir den Fall, dass >80% der verordneten Medikamente im Urin
nachgewiesen werden konnen, ist der Patient ,,adhdrent”, bei einer Nachweisrate von <80% der

Medikamente gilt er als ,,nicht-adhdrent*.

Bei der Auswertung der klinischen Charakteristika der Patienten wurde eine Korrektur der Adhérenz
fiir single pill combinations (SPC) vorgenommen. Im Falle einer SPC, die mehrere Substanzen in einer
Tablette enthélt, reicht eine nachgewiesene Substanz aus, um eine vollstindige Adhdrenz aller

Substanzen der SPC anzunehmen.

Statistische Auswertung

Die aufgefilhrten Daten werden als Mittelwert + Standartabweichung (SD) und als absolute
Haufigkeiten (%) wiedergegeben. Aufgrund der relativ geringen Fallzahl wurde der Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang Test bzw. der Mann-Whitney-U Test zum Vergleich stetiger Variablen zwischen

verbundenen bzw. unverbundenen Gruppen verwendet. Fiir Vergleiche stetiger Variablen zwischen
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adhérenten, teilweise-adhdrenten und nicht-adhirenten Patienten, kam der Kruskal-Wallis-Test zum
Einsatz. Bei einem signifikanten Ergebnis des Kruskal-Wallis-Test, wurde fiir paarweise Vergleiche die
Dunn-Bonferroni post hoc Methode angewendet. Bei kategorischen Variablen wurde fiir Vergleiche
zwischen unverbundenen Gruppen der Pearson‘s Chi®-Test oder der exakte Test nach Fisher angewendet

und fiir Vergleiche zwischen verbundenen Gruppen der McNemar-Test oder Cochran Q-Test.

Bei nominalen Variablen wurde zur Uberpriifung der Reliabilitit Fleiss'Kappa (k) eingesetzt. Die
Interrater-Reliabilitit wurde betrachtet wie urspriinglich vorgeschlagen: <0 ,schlechte
Ubereinstimmung®, 0-0,20 ,,etwas Ubereinstimmung®, 0,21-0,40 ,,ausreichende Ubereinstimmung®,
0,41-0,6 ,,mittelmiBige Ubereinstimmung®, 0,61-0,80 ,,beachtliche Ubereinstimmung** und 0,81-1,00
,fast vollkommene Ubereinstimmung® [39]. Ein zweiseitiger p-Wert <0,05 wird dabei als statistisch-

signifikant angesehen.
Zur statistischen Analyse wurde IBM SPSS Statistics, Version 23.0 (IBM Corp., Armonk, NY, USA)

verwendet. Die Abbildungen wurden mithilfe von GraphPad Prism, Version 8.0.1 (GraphPad Software,
La Jolla, CA, USA) erstellt.
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4 Ergebnisse

Patientenpopulation

Die Patientencharakteristika sind in Tabelle 5 zusammengefasst. Die eingeschlossenen Patienten (54%
weiblich) waren durchschnittlich 60£13 Jahre alt und hatten einen Body Mal Index (BMI) von 29+7
kg/m?. Hiufige Komorbidititen waren koronare Herzkrankheit (23%), chronische Herzinsuffizienz
(36%) und Diabetes mellitus Typ II (25%). Dariiber hinaus lag bei 19% der Patienten eine chronische

Niereninsuffizienz vor.

Obwohl den Patienten durchschnittlich 3,8+1,4 blutdrucksenkende Medikamente verschrieben wurden,
waren sowohl der Praxisblutdruck (144/ 86 = 26/ 15 mmHg) als auch der 24h-Langzeitblutdruck (24h-
Mittelwert 134/81 = 16/10 mmHg) erhoht.

Therapie-adhérente Patienten hatten im Vergleich zu nicht-adhérenten und teilweise adhirenten

Patienten einen signifikant niedrigeren systolischen 24h-Langzeitblutdruck (p=0,012) und einen

signifikant niedrigeren diastolischen Blutdruck in der 24h-Langzeitblutdruckmessung (p=0,009).
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Tabelle 5: Eigenschaften, Komorbidititen und Untersuchungsergebnisse der Patienten unterteilt in

nicht-adhdrente, teilweise adhdrente und adhdrente Patienten

Nicht-adhérente Teilweise Adhérente p-
Patienten adhiirente Patienten Wert*
Patienten

Wert N Wert N Wert N
Alter, Jahre 64,0+8,7 6 56,2134 | 13 | 59,1+13,7 | 37 | 0,400
Frauen, n (%) 5(83) 6 8 (62) 13 17 (46) 37 | 0,2497
BMI, kg/m? 26,1+8,2 4 30,0+6,5 11 29,346,9 36 | 0,695
Raucher, n (%) 2(33) 6 4 (31 13 9(24) 37 | 0,726
DM II, n (%) 1(17) 6 3(23) 13 10 (27) 37 | 0,908
KHK, n (%) 3 (50) 6 2 (15) 13 8(22) 37 | 0,2427
CHL n (%) 3 (50) 6 3(23) 13 14 (38) 37 | 0,434
CKD, n (%) 0(0) 6 2(17) 12 8(23) 35 | 0,575
OBP systolisch, mmHg 155,5+£37,3 6 143,9+24,7 | 12 | 142,3£24,7 | 36 | 0,666
OBP diastolisch, mmHg 90,2+22.5 6 90,5+19,1 12 83,1+12.3 36 | 0,507
24h-SBP, mmHg 147,0+£17,1 5 | 141,7£14,1 | 10 | 128,4+144 | 27 | 0,012
24h-DBP, mmHg 81,6+9,3 5 90,0+9,3 10 77,74£9,2 27 | 0,009
Herzfrequenz, 1/min 80,5+15,6 6 79,6+18,3 12 | 78,0+£11,8 35 | 0,950

Blutdruck im 24h-Langzeitblutdruck (engl.)

zwischen den Gruppen untereinander. Adhérenzraten wurden korrigiert fiir SPC.

Werte in Mittelwert + Standartabweichung (SD) oder Zahlenwerte in (%). "Exakter Test nach Fisher. *p-Wert fiir Vergleiche

Abkiirzungen: BMI= Body-MaB-Index; DM II= Diabestes mellitus Typ II; KHK= koronare Herzkrankheit; CHI=
chronische Herzinsuffizienz; CKD= chronische Nierenerkrankung (engl. chronic kidney disease), OBP= Praxisblutdruck

(engl. office blood pressure); 24h-SBP= systolischer Blutdruck im 24h-Langzeitblutdruck (engl.); 24h-DBP= diastolischer
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Adhdrenzmessung
Gemaél den beiden verschiedenen Definitionen der Adhirenz bezogen auf die Medikamenteneinnahme
(siche Abschnitt 3.2.4) war die Adhérenz wie folgt:

e Definition 1: 59% der Patienten waren adhirent, es konnten also alle verschriebenen
Medikamente im Urin nachgewiesen werden. 29% der Patienten wurden als teilweise adhérent
eingestuft, hier konnte eines der verschriebenen Medikamente im Urin nicht nachgewiesen
werden, die Anderen jedoch schon. Die iibrigen 13% der Patienten wurde als nicht-adhirent
klassifiziert, hier war ein Nachweis von mindestens zwei verschriebenen Medikamenten im
Urin nicht moglich. Nach Korrektur der Adhérenzraten fiir SPC waren 66% adhéarent, 23%
teilweise-adhdrent und 11% nicht-adhérent.

e Definition 2: Bei 70% aller Patienten konnten >80% ihrer verschriebenen Medikamente im Urin
nachgewiesen werden, sie waren gemil dieser Definition adhirent (77% nach Korrektur fiir
SPC). Die restlichen 30% der Patienten wurde nach dieser Definition als nicht-adhdrent
eingestuft, da <80% ihrer verschriebenen Medikamente im Urin nachzuweisen waren (23%

nach Korrektur fiir SPC).

Abbildung 4 veranschaulicht die Ergebnisse geméal der Definition 1 (Bildabschnitt B) und Definition 2
(Bildabschnitt A). Die Adhérenzraten sind hier jeweils fiir alle betrachteten Untersuchungsmedien
(Urin, Blutplasma, Speichel) der LC-HRMS/MS wiedergegeben. Die hochsten Adhérenzraten waren im

Urin als Medium der Massenspektrometrie zu verzeichnen.

A B
100- 100+ B Urin
O Plasma
O Speichel
80+

5 5

8 8

= =

- -

Adhérent Nicht-adharent - Adhérent Teilweise Nicht-adhérent B

adhérent

Abbildung 4: Adhdrenzraten gemdf; Definition 1 (Bildabschnitt B) und Definition 2 (Bildabschnitt 4)
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Adhidrente Patienten hatten weniger antihypertensive Medikamente in ihrem Medikamentenplan
(p<0,001) und dartiber hinaus eine geringere Anzahl an tiglichen Einzeldosen einzunehmen (p=0,012)
im Vergleich zu nicht-adhérenten und teilweise adhdrenten Patienten. Adhdrente Patienten erhielten
durchschnittlich 3,4+1,2 verschiedene antihypertensive Medikamente und nahmen tiglich 4,2+1,9
Tabletten zu sich. Dagegen wurden teilweise adhérenten Patienten 4,5+1,1 verschiedene
Bluthochdruckmedikamente verschrieben und sie nahmen téglich 6,1+2,4 Tabletten, wohingegen nicht-

adhidrente Patienten im Durchschnitt 5,3+1,2 Antihypertensiva verordnet wurden und téglich 6,3+2,3

Tabletten einzunehmen hatten.

Abbildung 5 gibt genau diesen Einfluss des Therapieplans bzw. des Medikamentenplans auf das
Adhérenzverhalten wieder. Dabei ist hier die Auswirkung der Gesamtzahl an Bluthochdruck-
medikamenten (Bildabschnitt A) und die Auswirkung der tiglichen Einzeldosen (Bildabschnitt B) auf
das Adhirenzverhalten abgebildet. Die Adhédrenzraten wurden hierbei korrigiert fiir SPC.

A B
89  (Kruskal-Wallis) < 0,001 125
»=0,006 14 p (Kruskal-Wallis) = 0,012
e I 1 p=0,106
p=0,036 10+ I |
 — p=0,039
g ] 7 1
B =
<) S 8-
5 E
Q
S %
§ &
o)
5 z
= <
g £
53+1,2 6,3+23
T T
Adhérent Teilweise Nicht-adharent Adhirent Teilweise Nicht-adharent
adhérent adhérent
N= 37 13 6 N= 37 13 6

Abbildung 5: Einfluss des Therapieplans bzw. des Medikamentenplans auf das Adhdrenzverhalten (A: Auswirkung der
Gesamtzahl an Bluthochdruckmedikamenten auf das Adhdrenzverhalten, B: Einfluss der tiglichen Tablettenanzahl auf das

Adhdrenzverhalten); p-Werte sind fiir Vergleiche der Gruppen untereinander angegeben.
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Tabelle 6 fasst die antihypertensiven Medikamente zusammen, welche nicht-adhdrenten, teilweise

adharenten und adhédrenten Patienten erhielten.

Tabelle 6: Verordnete antihypertensive Medikamente bei nicht-adhdrenten, teilweise adhdrenten und adhdrenten Patienten

Nicht Teilweise Adhérente p-

adhiirente adhiirente Patienten Wert*

Patienten Patienten

Wert N Wert N Wert N
Gesamtzahl unterschiedliche 5,3+1,2 6 4,5+1,1 13| 3,4+1,2 | 37 | <0,001
Bluthochdruckmedikamente, n
Téagliche Tablettenanzahl 6,3+2,3 6 6,1£2,4 13| 4,2+1,9 |37 | 0,012
Bluthochdruckmedikamente, n
Kombinationspraparate SPC, n (%) 3 (50) 6 4 (31 13| 13(35) |37 0,829°
ACE-Hemmer, n (%) 2 (33) 6 5@39) 13| 11(30) |37 0,906
ARB, n (%) 5(83) 6 8(67) 13| 23(62) |37 0,788"
CCB, n (%) 5(83) 6 8(62) 13| 20(54) |37 0,500
Thiazide, n (%) 5(83) 6 7 (54) 13| 18(49) |37 0,329
Schleifendiuretika, n (%) 1(17) 6 5@39) 13| 11(30) |37 0,676
Triamteren, n (%) 0(0) 6 1(8) 13 0 (0) 37 | 0,3397
BB, n (%) 6 (100) 6 12 (92) 13| 30(81) |37 0,601"
MRA, n (%) 3 (50) 6 6 (46) 13 6(16) |37 | 0,042
Alphal-Blocker, n (%) 2 (33) 6 1(8) 13 0(0) 37 | 0,008
Alpha2-Agonist, n (%) 4 (67) 6 5@39) 13 5(14) |37 0,008

Werte in Mittelwert + Standartabweichung (SD) oder Zahlenwerte in (%). "Exakter Test nach Fisher. *p-Wert fiir

Vergleiche zwischen den Gruppen untereinander. Adhdrenzraten wurden korrigiert fiir SPC.
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Die Adhérenz war weitgehend unabhéngig von der Wahl der verordneten Medikamentenhauptklassen,
welche zur Behandlung der arteriellen Hypertonie eingesetzt wurden. Lediglich Alpha-2-Agonisten
(p=0,008), MRA (p=0,042) und Alphal-Blocker (p=0,008) erhielten nicht-adhirente Patienten bzw.
nicht-adhdrente und teilweise adhirente Patienten signifikant hiufiger im Vergleich zu adhérenten

Patienten.

Bei allen Patienten waren die fiinf Hauptklassen von antihypertensiven Medikamenten stark vertreten.
32% hatten einen ACE-Hemmer im Medikamentenplan, 68% einen ARB, 59% einen CCB, 54% ein
Thiaziddiuretikum und 86% einen Betablocker. Somit kann auf eine leitlinienkonforme Therapie
geschlossen werden. Als weitere Kombinationspartner in der Bluthochdrucktherapie nahmen 27% ein
MRA, 30% ein Schleifendiuretikum, 25% einen Alpha2-Agonisten, 5% einen Alphal-Blocker und ein
Patient ein Kalium-sparendes Diuretikum (Triamteren). Die absolute Anzahl an Patienten, die eine
gewisse Substanzgruppe verschrieben bekam, ist in der folgenden Abbildung 6 angegeben. Die

Verordnung einer SPC bestand bei 36% aller Patienten.

Abbildung 6 =zeigt die fir SPC-korrigierte Adhérenzraten der verschiedenen Klassen von
Bluthochdruckmedikamenten. Durchschnittlich betrug die Adhidrenzrate gemittelt {iber alle
aufgefiihrten Substanzklassen 85%. Hervorzuheben ist die besonders hohe Adhérenzrate (100%) fiir
ARB und die Niedrigste fiir Alphal-Blocker (67%). Da lediglich ein Patient ein Kaliumsparendes
Diuretikum erhielt (Triamteren), ist dieses nicht explizit in der Abbildung aufgefiihrt.
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ACE- ARB CCB BB Thiazid-  Schleifen- MRA  o;-Blocker a,-Agonist

Hemmer diuretika diuretika

Anzahl der

Verschreibungen 18 38 33 48 30 17 15 3

Abbildung 6: Adhdrenzraten der verschiedenen Substanzklasse korrigiert fiir SPC; *Die Gesamtzahl der detektierten

Medikamente beinhaltet Triamteren.
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Vergleich der verschiedenen Medien zur Detektion von Bluthochdruckmedikamenten
Abbildung 7 zeigt exemplarisch ein Massenspektrum von einem Patienten. Hier sind die rekonstruierten
LC-HRMS/MS Chromatogramme aus Urin (A), Blutplasma (B) und Speichel (C) wiedergegeben. (BCD
protoniertes Molekiil; AE1E2 deprotoniertes Molekiil; E3 fragmentiertes lon)
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Abbildung 7: Beispiel eines LC-HRMS/MS Chromatogramms

Die Analyse der Medikamentenpléne aller Patienten ergab, dass insgesamt 215
Bluthochdruckmedikamente verordnet wurden. Davon konnten 182 Medikamente oder deren
Metaboliten nachgewiesen werden. Die in dieser Studie durchgefiihrte LC-HRMS/MS konnte die
meisten Antihypertensiva im Urin (n=181) nachweisen, gefolgt von Blutplasma (n= 119) und Speichel
(n=88) mit einer geringeren Anzahl an nachgewiesenen antihypertensiven Medikamenten (p<0,001).
Abbildung 8 zeigt die Detektionsraten von Bluthochdruckmedikamenten in den jeweils untersuchten
Medien Urin, Blutplasma und Speichel. Zum einen wurden die p-Werte fiir den Vergleich der Anzahl
an nachgewiesenen antihypertensiven Medikamenten zwischen allen untersuchten Medien berechnet,
hierfiir wurde der Cochran Q-Test verwendet. Zum anderen wurden die p-Werte fiir den Vergleich
zwischen den Gruppen untereinander, also den Vergleich von Speichel mit Blutplasma oder Urin
berechnet, dafiir kam der McNemar-Test zur Anwendung. Da lediglich ein Patient ein Kalium-sparendes

Diuretikum erhielt, ist dieses nicht explizit in der Abbildung aufgefiihrt.
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p<0,001 p<0,001 P<0,001 p=0,02 p=0,717 p<0,001 p<0,001 <0,001 p=0223 p=0,001
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Insgesamt*  ACE- ARB CCB Betablocker Thiazid- Schleifen- MRA  o,-Blocker a,-Agonist
Hemmer diuretika  diuretika
Nachweis | 192 17 38 26 42 28 16 11 2 11
@ Nachweis im Urin 181 17 36 26 41 21 16 11 1 11
@ Nachweis im Plasma 119 8 19 19 41 14 13 1 2 1
O Nachweis im Speichel 88 0 6 21 40 10 5 1 0 5

Abbildung 8: Vergleich der Detektionsraten der Bluthochdruckmedikamente; "die Anzahl der detektieren Medikamente wurde hier korrigiert fiir SPC. *Die Gesamtzahl der detektierten Medikamente

beinhaltet Triamteren.
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Bei allen Substanzklassen war die Detektionsrate der angewendeten LC-HRMS/MS im Urin am
hochsten, herauszunehmen ist hier nur die Klasse der Alphal-Blocker. Bei Medikamenten mit
enthaltener Sduregruppe war die Detektionsrate im Speichel kleiner. Bei solchen Medikamenten mit

Sauregruppe handelt es sich zum Beispiel um ACE-Hemmer, ARB und Thiaziddiuretika.

Beim Vergleich der LC-HRMS/MS von Speichel mit der von Blutplasma stellte sich heraus, dass
zwischen den Medien kein statistischer Unterschied in der Haufigkeit des Nachweises von CCB
(p=0,727), BB (p=1,000), Thiaziddiuretika (p=0,125) und Alpha2-Agonisten (p=0,125) bestand. Diese
Substanzklassen lieBen sich also sowohl im Speichel als auch im Blutplasma gleich gut nachweisen.
Dariiber hinaus fiel beim Vergleich von Speichel mit Urin auf, dass kein statistisch signifikanter
Unterschied in der Detektionsrate von CCB (p=0,063) und BB (p=1,000) zwischen den beiden Medien

zu finden war.

Die Detektionsrate von Medikamenten im Speichel wurde nicht durch eine Komedikation mit
Auswirkung auf den Speichelfluss beeinflusst. Es bestand kein Unterschied in den Nachweisraten im
Speichel bei Patienten mit oder ohne Begleitmedikation, die moglicherweise einen verringerten
Speichelfluss bewirkt, wie zum Beispiel Domperidon (p=0,651), oder die hiufig eine Xerostomie zur

Folge hat, wie beispielsweise Amiodaron (p=0,702).

Komorbidititen mit bekannter Auswirkung auf den Speichelfluss, wie zum Beispiel Diabetes mellitus
(p=0,626) oder chronische Niereninsuffizienz (p=0,059), hatten keinen Einfluss auf die
Nachweisbarkeit von Medikamenten im Speichel. Es bestand kein Unterschied zwischen den
Medikamenten-Detektionsraten bei Patienten mit diesen Nebendiagnosen im Vergleich zu solchen ohne

diesen Nebendiagnosen.

Die Interrater-Reliabilitit wurde von den Urin-, Blutplasma- und Speichelproben aller 56 Patienten
beurteilt. Beim Medikamentennachweis reichte Cohen’s k von 0,14 bis 1,00 fiir Urin und Blutplasma,
von -0,14 bis 0,87 fiir Urin und Speichel und von 0,31 bis 1,00 fiir Blutplasma und Speichel. Fleiss® «
reicht beim Vergleich aller drei Medien von 0,17 bis 0,91. Tabelle 7 zeigt die Interrater-Reliabilitét des

Medikamentennachweises zwischen Urin-, Blutplasma- und Speichelproben.
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Tabelle 7: Interrater-Reliabilitit des Medikamentennachweises zwischen Urin-, Blutplasma- und Speichelproben
Antihypertensive | Anzahl der Urin und Blutplasma Urin und Speichel Blutplasma und Speichel Fleiss’ «
Medikation Verschrei- | % Uberein- K (95% CI) % Uberein- K (95% CI) % Uberein- ¥ (95% CI)
bungen stimmung stimmung stimmung

ACE-Hemmer 18 84 0,55 (0,31; 0,79) 70 * 86 *10,20 (0,05; 0,35)
ARB 38 73 0,50 (0,19; 0,31) 50| -0,14(0,03;0,26) 77 0,38 (0,15;0,61) | 0,27 (0,12; 0,42)
CCB 33 88 0,74 (0,57; 0,91) 91 0,82 (0,67; 0,97) 86 0,69 (0,49; 0,89) | 0,75 (0,60; 0,90)
Thiazide 30 88 0,71 (0,52; 0,90) 80 0,53 (0,31; 0,75) 93 0,79 (0,59;0,98) | 0,67 (0,52; 0,82)
Schleifendiuretika 17 95 0,86 (0,71; 1,01) 80 0,39 (0,14; 0,65) 86 0,49 (0,21; 0,77) | 0,59 (0,44; 0,75)
Triamteren 1 100 1,00 (1,00; 1,00) 98 * 98 *10,49 (0,34; 0,65)
BB 48 96 0,91 (0,79; 1,03) 95 0,87 (0,72; 1,01) 98 0,96 (0,87;1,04) | 0,91 (0,76; 1,06)
MRA 15 82| 0,14 (-0,11;0,38) 82| 0,14 (-0,11;0,38) 100 1,00 (1,00; 1,00) | 0,17 (0,02; 0,32)
Alphal-Blocker 3 98 0,66 (0,04; 1,28) 98 * 96 *10,32(0,17;0,47)
Alpha2-Agonist 14 82| 0,14(-0,11;0,38) 89 0,57 (0,28; 0,87) 93 0,31 (-0,16; 0,79) | 0,35 (0,19; 0,50)

* Berechnung von Cohen’s k nicht mdglich, da das Medikament im Speichel nicht detektiert wurde; 95% CI = 95% Konfidenzintervall.
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5 Diskussion

Die zur direkten Adhirenzmessung verwendete LC-HRMS/MS hatte die hochste Detektionsrate von
Medikamenten/Metaboliten im Urin. Die zweit- bzw. dritthdchste Detektionsrate war im Blutplasma
bzw. Speichel zu finden. Antihypertensiva, die eine Sduregruppe enthalten, waren im Speichel nur
schlecht nachzuweisen, gut wiederrum solche ohne Séuregruppe. Beispiele fiir Substanzklassen mit
Sauregruppe sind ACE-Hemmer und ARB, Wirkstoffklassen ohne Sauregruppe sind CCB und BB. Eine
Begleitmedikation oder eine Komorbiditdt mit einer mdglichen Auswirkung auf den Speichelfluss,
zeigte keinen negativen Effekt auf die Nachweisbarkeit von Medikamenten im Speichel. In dieser Studie
waren 59% (66% nach Korrektur fiir SPC) aller untersuchten Patienten adhérent, sie nahmen alle
Bluthochdruckmedikamente geméf ihres Medikamentenplans ein. Insgesamt 29% (23% nach Korrektur
fiir SPC) waren teilweise adhérent und 13% (11% nach Korrektur fiir SPC) nicht-adhérent, sie nahmen
ein bzw. mindestens zwei ihrer Medikamente nicht. Verglichen mit nicht-adhirenten oder teilweise
adhirenten Patienten, bestand bei adhirenten Patienten zum einen der Medikamentenplan aus weniger
antihypertensiven Medikamenten und zum anderen hatten sie tdglich eine geringere Anzahl an
Einzeldosen einzunehmen. Dariiber hinaus war bei adhdrenten Patienten ein signifikant niedrigerer
systolischer und diastolischer Blutdruck in der 24h-Langzeitblutdruckmessung zu dokumentieren. Es
bestand zwischen den drei Patientengruppen (adhédrent vs. teilweise adhérent vs. nicht-adhérent) kein
relevanter Unterschied hinsichtlich der Therapie mit unterschiedlichen antihypertensiven

Wirkstoffklassen (ausgenommen Alpha2-Agonisten, MRA und Alphal-Blocker).

In der vorliegenden Studie war mangelnde Adhédrenz gegeniiber einer medikamentdsen
antihypertensiven Therapie ein hdufiges Problem. Die Rate an nicht- oder nur teilweise adhirenten
Patienten war hoch (ca. 41%; 34% nach Korrektur fiir SPC). Dieses Ergebnis deckt sich mit anderen
Studien, die eine LC-HRMS/MS des Urins oder des Blutplasmas zur Adhérenzmessung nutzten und
vergleichbare Adhérenzraten berichteten [2,35,73]. Gerade bei chronischen, oft asymptomatischen
Erkrankungen mit der Notwendigkeit einer tiglicher Medikamenteneinnahme, ist Nicht-Adhérenz
gegeniiber dem Therapieregime ein haufiges Problem [17,23]. Nach Erstdiagnose der arteriellen
Hypertonie und Initiierung einer medikamentdsen Therapie startet ungefahr ein Drittel aller Patienten
nie mit der Einnahme der verschriebenen antihypertensiven Medikation [23]. Von den Patienten, die
zwar mit der Einnahme der antihypertensiven Pharmakotherapie beginnen, werden 50% innerhalb eines
Jahres nicht-adhirent [77]. Fiir Nicht-Adhérenz gibt es viele Griinde, wie zum Beispiel eine mangelnde
Aufklédrung des Patienten iliber die Therapie oder die Erkrankung, eine schlechte Arzt-Patienten-
Beziehung bzw. unzureichende Kommunikation zwischen Arzt und Patient, das Auftreten von

Medikamentennebenwirkungen, ein komplexer Medikamentenplan, welcher dem Patienten
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Schwierigkeiten in der Umsetzung bereitet, das Anfallen von Zuzahlungskosten fiir Medikamente,
fehlendes Verstindnis des Patienten fiir die Notwendigkeit einer Therapie, eine hohe Anzahl an taglich
einzunehmenden Tabletten oder eine asymptomatische Erkrankung [22,33,56,74]. Problematisch dabei
ist, dass Nicht-Adhédrenz gegeniiber einer antihypertensiven Therapie das kardiovaskuldre Risiko erhoht
[23,33]. Deshalb sollte diese erkannt werden, um MafBlnahmen zu ergreifen, die die Adhirenz verbessern
konnen [6,14,23,33,56]. Auch die aktuellen Leitlinien zur Behandlung der arteriellen Hypertonie von
der Europédischen Gesellschaft fiir Kardiologie/Européischen Gesellschaft fiir Hypertonie empfehlen
MaBnahmen zur Forderung von adhdrentem Verhalten [82]. Geraten wird hier zu einem einfachen
Therapieschema mit der Verschreibung von SPC, um die Tablettenlast zu reduzieren [82], denn es
konnte gezeigt werden, dass der Gebrauch von SPC mit einer besseren Adhérenz assoziiert ist [28,82].
Des Weiteren wird der Gebrauch von Gerdten, die den Patienten an eine bevorstehende
Medikamenteneinnahme erinnern (z.B. Apps fiir das Smartphone), empfohlen [82]. Eine Schulung des
Patienten, die Tabletteneinnahme mit Dingen des tdglichen Lebens, wie beispielsweise dem
Ziahneputzen, zu verbinden (als Erinnerungshilfe), kann gerade bei dlteren Patienten ohne technische
Ausstattung sinnvoll sein [82]. AuBerdem =zeigte sich, dass die Durchfithrung einer direkte
Adhérenzmessung an sich, eine verbesserte Blutdruckkontrolle zur Folge hatte [8,28,30]. All diese

Punkte untermauern die Wichtigkeit der Adhdrenzmessung bei Patienten mit Hypertonie.

Eine grofle Meta-Analyse zeigte, dass die verordnete antihypertensive Substanzklasse einen Einfluss
auf das jeweilige Adhirenzverhalten haben kann [38]. Das heift, dass Unterschiede in der Adhérenz
gegeniiber den verschiedenen Medikamentenklassen zu finden waren [38]. Dabei waren Diuretika und
BB mit niedrigen Adhérenzraten assoziiert, wohingegen ACE-Hemmer und ARB mit einer héheren
Adhiérenz assoziiert waren [38]. Ein moglicher Grund konnte das unterschiedliche Nebenwirkungsprofil
der einzelnen Substanzklassen sein [38]. Beispielsweise kann die Einnahme von Diuretika mit
Harndrang, erektiler Dysfunktion, Miidigkeit und Muskelkrdampfe einhergehen, wohingegen ARB das
niedrigste Nebenwirkungsprofil zeigen [38,82]. Diese Ergebnisse konnten in der vorliegenden Studie
nicht repliziert werden. Die Adhédrenz war unabhéngig von den verordneten Substanzklassen, welche
zur Behandlung des Bluthochrucks zum FEinsatz kamen. Als moglicher Grund fiir das Fehlen
signifikanter Unterschiede wire die relativ geringere Fallzahl im Vergleich zur grolen Metaanalyse mit
iber 900.000 Patienten denkbar [38]. Denn Untersuchungen mit grofen Patientenpopulationen
erbringen aufgrund der hohe Teststirke bzw. Power eher signifikante Ergebnisse, im Vergleich zu
Studien mit kleineren Fallzahlen. Ferner gilt es zu beachten, dass die untersuchten Patienten in einer
Spezialambulanz fiir Hochdruckerkrankungen vorstellig waren, sodass ein Selektionsbias nicht

auszuschlieflen ist.

Falls ein Patient mit einem leitliniengerechten, medikamentosen Therapieplan den Zielblutdruck nicht

erreicht, sollte an Nicht-Adhérenz gedacht werden, da dies ein hdufiger Grund fiir eine unzureichende
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Blutdruckkontrolle ist [33,82]. Deshalb wird in den aktuellen Leitlinien darauf hingewiesen, bei einer
insuffizienten Blutdruckkontrolle Nicht-Adhéirenz als einer der Hauptgriinde in Betracht zu ziehen [82].
Dabei ist die toxikologische Analyse mithilfe der LC-HRMS/MS von Urin und Blutplasma die genauste
Methode zur Beurteilung der Adhérenz [29,33,41,56]. Dieses Verfahren wird deshalb auch empfohlen,
um die Blutdruckkontrollrate zu verbessern [8,28,82]. Dennoch kommt diese Methode, unter anderem
aus Kostengriinden, wegen der Notwendigkeit einer invasiven Probengewinnung und der aufwendigen
Probenaufarbeitung, selten klinisch zur Anwendung [33,56]. Aus diesen Griinden wire die Entwicklung
eines einfacher anwendbaren und validen Medikamentennachweisverfahren notwendig [9,29,82].
Dieses sollte nach Mdglichkeit ohne invasive Probengewinnung durchzufiihren sein und wenig
apparative MaBinahmen zur Aufarbeitung der Proben bendtigen [9,29,82]. Aufgrund dessen wurde in
dieser Studie erstmals die Durchfiihrbarkeit einer Adhédrenzmessung von antihypertensiven
Medikamenten im Speichel untersucht. Das ,,neue Medium Speichel wurde mit den gingigen
Analysesubstanzen Blutplasma und Urin, die normalerweise zur massenspektrometrischen
Aufarbeitung genutzt werden, verglichen. Der Vorteil der Verwendung von Speichel ist vor allem die
Probengewinnung und deren Stabilitdt/Haltbarkeit. Denn zur Entnahme von Blut wird medizinisches
Personal, die entsprechende Ausriistung sowie passende rdumliche Gegebenheiten bendtigt. Hinzu
kommt, dass eine Blutentnahme nicht nur einen invasiven Eingriff darstellt, sondern auch oftmals von
Seiten des Patienten mit einem gewissen Unbehagen einhergeht. Genauso stellt die Uringewinnung
einen Eingriff in die Privatsphéire des Patienten dar. Anders ist die Situation bei der Speichelgewinnung,
diese ist nicht-invasiv, benétigt kein medizinisches Fachpersonal zur Abnahme und die Probenentnahme
bewirkt ein geringeres (bis gar kein) Unbehagen beim Patienten. Denn gerade das Unbehagen bzw. die
Angst vor einem Eingriff, wie zum Beispiel einer Blutentnahme, kdnnte wiederrum einen negativen
Einfluss auf die Adhérenz des Patienten haben [41] und dazu fiihren, dass ein Termin nicht

wahrgenommen wird.

Ein weiterer Vorteil fiir die Verwendung von Speichel als Medium ist, dass dieser im Vergleich zu
Blutplasma oder Urin nicht zwangsléufig in einer Arztpraxis oder Klinik entnommen werden muss. Es
ist denkbar, dass der Patient die Probe zuhause eigenhidndig gewinnt (in einem ,,out of office setting*)
und diese seinem behandelten Arzt zukommen lésst. Ein unmittelbares Einfrieren bzw. Bearbeiten der
Probe (zentrifugieren oder Aufbereitung) ist im Gegensatz zur Verwendung von Urin oder Blutplasma
nicht erforderlich. Das Proberéhrchen mit dem Speichel und der enthaltenen Pufferlosung kann bis zu
zwei Wochen bei Raumtemperatur gelagert werden, wobei die Nachweisbarkeit der Medikamente

erhalten bleibt (Quelle: Herstellerangaben Immunalysis Quantisal).

Die meisten Medikamente diffundieren passiv in den Speichel und werden nicht aktiv sezerniert [41].
Dabei héingt die Speichel/Blutplasma-Ratio der Wirkstoffe unter anderem von dem

Konzentrationsgradienten des freien (ungebundenen) Anteils des Wirkstoffs im Blut, dem pH-Wert von
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sowohl Blut und Speichel, der Proteinbindung sowie der Sdurekonstante (pKs) ab [34,48]. Zu beachten
ist, dass Medikamente mit hoher Proteinbindung und saure Pharmaka eine geringe Konzentration im
Speichel aufweisen [15,18]. Das Gleichgewicht Speichel-Blutplasma liegt also auf Seiten des Blutes
[15,18]. Weitere Einflussfaktoren auf die Speichelkonzentration von Medikamenten sind die
Molekiilgrée und der Grad an Lipophilie/Hydrophilie [15,18]. So haben zum Beispiel Diazepam oder
andere Benzodiazepine eine geringe Konzentrationen im Speichel aufgrund der hohen Proteinbindung
und ihres schwach sauren Charakters [18]. Ahnlich verhilt es sich mit den leicht aziden ACE-Hemmern,
ARB und Thiaziddiurektika, die auch in dieser Studie nur geringe Detektionsraten im Speichel und
Hohe im Blutplasma oder Urin hatten. Dagegen konnten sowohl fiir CCB als auch fiir BB vergleichbare
Detektionsraten im Speichel und Urin (p=0,063 bzw. p=1,000) bzw. im Speichel und Blutplasma
(p=0,727 bzw. p=1,000) gezeigt werden. Die hier verwendete LC-HRMS/MS konnte die meisten
Antihypertensiva im Urin nachweisen. Weniger Wirkstoffe waren in absteigender Reihenfolge im
Blutplasma und im Speichel zu finden. Dies legt nahe, dass der Urin in den meisten Fillen das Medium

der Wahl zur Adhédrenzmessung ist.

Beziiglich der klinischen Anwendung von Adhérenzmessung im Speichel, gilt folgendes zu
beriicksichtigen. Da die empfohlenen Kombinationspréparate (SPC), die bei Therapieeinleitung bei den
meisten Patienten zur Anwendung kommen [82], einen RAS-Inhibitor (ACE-Hemmer oder ARB) in
Verbindung mit einem CCB oder einem Diuretikum enthalten, konnte der Nachweis einer Substanz
ausreichen, um eine vollstindige Adhérenz aller Substanzen der SPC anzunehmen. Géngige
Kombinationspartner mit einem RAS-Inhibitor in Deutschland sind Amlodipin oder Hydrochlorothiazid
(HCT) [65-67,82,83]. Aufgrund des Rote-Hand-Briefs vom Oktober 2018 zu HCT [5], welcher vor
einem vermehrten Auftreten von Basaliomen oder Spinaliomen unter Therapie mit HCT warnt, ist der
Absatz von HCT nachweislich zuriickgegangen [45]. Eine Analyse legt nahe, dass nach der
Veroffentlichung des Rote-Hand-Briefes im Oktober 2018 die Absétze aller Thiazid-Diuretika
(inklusive HCT) kontinuierlich abnahm [45]. Im zweiten Halbjahr 2019 sank der monatliche Absatz der
Thiazid-Diuretika um 347.200 Packungen, wihrend sich der Absatz aller anderen Wirkstoffklassen um
insgesamt 766.200 Packungen erhohte [45]. Der grofite Teil betraf ACE-Hemmer/ARB und CCBJ[45].
Insgesamt wurden somit 418.900 Packungen mehr abgesetzt[45]. Ob aufgrund der verringerten
Verschreibungsrate des Diuretikums eine andere Substanzklasse 6fters verordnet wurde, bleibt letztlich
ungewiss [45], wire aber denkbar. Bei einer Zunahme der Verordnung von CCB als
Kombinationspartner mit guter Detektionsrate im Speichel, wire der Nachweis dieser Leitsubstanz

hilfreich, um die Adhirenz zu bestimmen.

Bei der Interpretation von toxikologischen Befunden zur Adhiarenzmessung gilt es zu beriicksichtigen,
dass eine alleinige Untersuchung des Urins nicht sinnvoll ist, da so eine Uberschiitzung der Adhirenz

durch falsch-positive Ergebnisse denkbar wire. Bis keine Medikamentenriickstdnde im Urin mehr zu
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finden sind, vergehen mindestens vier Halbwertszeiten [29], sodass die Auswaschphasen, bis die
meisten Antihypertensiva im Urin nicht mehr nachzuweisen sind, meist mehr als 24 Stunden dauern
[29]. Das bedeutet, dass der fehlende Nachweis eines Antihypertensivums im Urin eine Nicht-Adhérenz
bestitigt, die mindestens schon eine solche Zeit besteht, die vier Halbwertszeiten des Medikaments
entspricht [29]. Dies soll am Beispiel von Amlodipin verdeutlicht werden: die Halbwertszeit betrigt 35-
70 Stunden, vier Halbwertszeiten ergeben also 140-280 Stunden [29]. Ein fehlender Nachweis von
Amlodipin im Urin legt ein nicht adhirentes Verhalten seit mindestens 5,8 Tagen nahe. Die letzte
Einnahme von Amlodipin liegt also >5,8 Tage vor der Urinprobengewinnung [29]. Umgekehrt heif3t es
aber nicht, dass das Vorhandensein von Amlodipin im Urin eine kiirzlich zuriickliegende
Medikamenteneinnahme bedeuten muss. Die letzte Medikamenteneinnahme konnte beispielsweise 4

Tage zuriick liegen, wobei Amlodipin weiterhin im Urin zu finden wére.

Der Grofiteil des Speichels wird von den drei paarigen Hauptspeicheldriisen, Glandula parotis, Glandula
submandibularis und Glandula sublingualis unter FEinfluss des sympathischen und des
parasympathischen Nervensystems sezerniert [1]. Einen geringeren Teil tragen die ca. 450-750 im
Zahnfleisch liegenden, akzessorischen, kleinen Speicheldriisen zur Speichelproduktion bei [1]. Dabei
beinhaltet der Speichel im Mundraum vor allem Wasser, Epithelzellen, Leukozyten, Enzyme und
Elektrolyte [1]. Eine grofere Speichelflussrate bewirkt hohere Bikarbonatkonzentrationen und somit
einen hoheren pH [1,34,54]. Der pH-Wert des Speichels héngt dabei stark von physiologischen
Gegebenheiten ab und schwankt zwischen 6,0-8,0 [1,34,54]. Unter Ruhebedingungen liegt der Speichel-
pH bei ca. 7,0 [1]. Etwa 500-1500 ml (im Vergleich zum Blutplasma) hypotoner Speichel werden téglich
produziert [1]. Sowohl die Menge als auch die Elektrolytkonzentration und die Zusammensetzung sind
nicht konstant, sondern unterliegen zum einen dem autonomen Nervensystem und dem zirkadianen
Rhythmus und zum anderen diversen Einflussfaktoren, die den Speichelfluss fordern/hemmen koénnen
[1]. Fordernde Stimuli sind unter anderem Geschmacks- und Geruchsreize, mechanische Stimulation
iiber Kauen, Schmerzen, Schwangerschaftshormone, aggressive Emotionen sowie sympathomimetische
und parasympathomimetische Medikamente [1]. Hemmende Einfliisse haben dagegen zum Beispiel

Stress, antiadrenerge und anticholinerge Medikamente [1].

Sollen Inhaltsstoffe (auch Medikamente) im Speichel bestimmt werden, muss beachtet werden, dass das
Ergebnis von vielen Faktoren abhidngen kann: der Kooperation des Patienten, der Erndhrung, dem
psychischen Status (Arger, Angst, Hunger), der Einnahme von Medikamenten (Antidepressiva), der Art
der Probengewinnung, ob bei der Probengewinnung eine Speichelflussstimulation verwendet wurde,
der Tageszeit und dem Vorliegen von Komorbidititen (Mukoviszidose, Diabetes mellitus,
Niereninsuffizienz) [1,18,37,51]. Deshalb miissen bei der Abnahme der Speichelprobe alle oben
genannten Faktoren mit Einfluss auf den Speichelfluss beriicksichtigt werden. Am besten sollte die

Speichelprobengewinnung unter standardisierten Bedingungen ablaufen (gleiche Tageszeit, in Ruhe).
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Es sollte gepriift werden, ob Erkrankungen oder Medikamente mit Einfluss auf die Speichelsekretion
auch eine (negative) Auswirkung auf die Nachweisbarkeit von Pharmaka im Speichel haben. In dieser
Studie gab es keine Unterschiede bei dem Nachweis von Medikamenten bei Patienten mit oder ohne
Diabetes mellitus (p=0,626) oder chronischer Niereninsuffizienz (p=0,059). Auch das Vorhandensein
einer Komedikation mit bekanntem Einfluss auf den Speichelfluss wie Domperidon oder Amiodaron

hatte keine negative Auswirkung auf die Nachweisraten der antihypertensiven Medikamente (p>0,651).

Bei der Speichelprobengewinnung kann die Anwendung von Speichelfluss erhohenden Techniken auch
einen Einfluss auf die Konzentration des untersuchten Medikaments haben [18]. Beispielsweise wurde
untersucht, ob die Anwendung einer Speichelfluss fordernden Séuregabe vor der Probenentnahme einen
Einfluss auf die Codeinkonzentration im Speichel hat [15]. Es stellte sich hierbei heraus, dass die
Speichelkonzentration von Codein bei der Patientengruppe ohne eine solche Stimulation 3,6-mal hoher
war, als die der Gruppe mit der Stimulation [15]. Zum Ausschluss solcher Storfaktoren, wurde in dieser

Studie bei der Abnahme der Speichelprobe auf solche Stimuli verzichtet.

Die Datenlage, wie lange Medikamente im Speichel nachzuweisen sind, ist momentan noch limitiert.
Missbrauchlich eingesetzte Drogen sind im Speichel nur deutlich kiirzer nachzuweisen als im Urin [76].
Somit bleibt Urin wahrscheinlich weiterhin Untersuchungsmedium der Wahl zur Durchfiihrung
qualitativer Analysen, wie zum Beispiel dem Screenen nach Nicht-Adhérenz. Um aber die
aktuelle/kiirzlich zuriickliegende Medikamenteneinnahme zu iiberpriifen, sollte zusitzlich eine LC-
HRMS/MS eines weiteren Mediums (Plasma oder Speichel) erfolgen. Obwohl die vorliegende Studie
darauf ausgelegt war, die Durchfiihrbarkeit qualitativer Analysen von antihypertensiven Medikamenten
zu iberpriifen, deuten kiirzlich verdffentlichte Daten darauthin, dass Speichel auch fiir quantitative
Analysen verwendet werden konnte [10,49]. Zum Beispiel nahmen 12 gesunde Probanden eine
einmalige Dosis Tramadol (oral) ein [49]. Uber einen Zeitraum von 48 h wurde ihnen wiederholt
Speichel entnommen [49]. Es zeigte sich, dass nicht nur ein qualitativer Nachweis im Speichel moglich
war, sondern auch eine Konzentrationsbestimmung sowohl des Wirkstoffs Tramadol, als auch des
Metaboliten O-Desmethyltramadol womit die Erstellung von Konzentrations-Zeit-Diagrammen der

Substanz moglich ist [49].

5.1 Limitationen

Priméres Ziel dieser Querschnittstudie war die Beurteilung der Durchfrithbarkeit einer direkten
Adhidrenzmessung von antihypertensiven Medikamenten im Speichel mittels LC-HRMS/MS. Dieses
Medium hat einige Vorteile gegeniiber den gingigen Medien der Massenspektrometrie (Blutplasma,

Urin): nicht invasive Gewinnung von Speichel, Probengewinnung ohne medizinisches Personal, ,,out of
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office” Abnahme der Probe, kein Eingriff in die Privatsphére bzw. kein Unbehagen bei Abnahme der
Probe. Allerdings gibt es auch Nachteile: die Konzentration von Wirkstoffen im Speichel ist abhéngig
von diversen Einflussfaktoren. Die meisten Medikamente diffundieren passiv in den Speichel. Das
Speichel/Blutplasma-Verhéltnis der Wirkstoffe hdngt dabei nicht nur vom Konzentrationsgradienten ab,
sondern auch vom pH des Speichels. Dieser wiederrum kann unter anderem durch eine Komedikation,
Komorbidititen und das autonome Nervensystem beeinflusst werden. Eine ungiinstige Konstellation

dieser Einflussfaktoren konnte den Nachweis der Wirkstoffe beeinflussen.

In dieser Machbarkeitsstudie (Feasibility Studie) war die Fallzahl an untersuchten Patienten relativ
gering und griindete nicht auf einer vorherigen Trennschirfe-Kalkulation. Folglich sollten die
Ergebnisse als hypothesengenerierend angesehen werden. Eine Bestitigung der gewonnenen
Erkenntnisse mithilfe weiterer Studien mit groeren Fallzahlen ist notwendig. Da es sich um die erste
Studie handelt, bei der Antihypertensiva im Speichel bestimmt wurden, stellt diese Untersuchung einen

wichtigen ersten Schritt dar.

Eine Adhédrenzmessung an lediglich einer Visite spiegelt den komplexen und dynamischen Prozess der
medikamentdsen Adhdrenz nur unvollstindig wider. Das Verhalten wie und ob der Patient seine
Medikamente wie verordnet einnimmt, also die Adhirenz bezogen auf die FEinhaltung eines
Medikamentenplans, beinhaltet drei Hauptkomponenten: die Initiierung des neu verschriebenen
Medikaments, die mehr oder weniger konforme Einhaltung des Medikamentenplans und die
Unterbrechung der Einnahme [78]. Mit einer einzigen Messung kann dieser Prozess nicht vollstindig

erfasst werden.

Die Probenentnahme fand zwischen November 2017 und Mérz 2018 statt und somit vor der Publikation
der 2018 Leitlinie zur Behandlung der arteriellen Hypertonie [82]. Daher wurden die Patienten in dem
Zeitraum der Messungen noch geméll den Empfehlungen der Leitlinie aus 2013 behandelt, die keine
SPC als Initialtherapie fiir die meisten Patienten vorsah [47]. Deshalb war die Verschreibungsrate an
SPC relativ gering (36%). Zum jetzigen Zeitpunkt sind sicherlich mehr Patienten auf Zwei- oder
Dreifachkombinationen in Form einer SPC eingestellt. Der hiufig enthaltende CCB konnte als
Leitsubstanz dienen und mittels der LC-HRMS/MS des Speichels nachgewiesen werden und in der
Konsequenz des Nachweises, wire von einer vollstindigen Adhérenz aller Substanzen der SPC

auszugehen.

Das Studienprotokoll sah keine direkte Uberwachung der Medikamenteneinnahme durch eine
unabhéngige Person vor (engl. directly observed drug intake). Es ist daher ungewiss, ob die Patienten
ihre Medikamente am Tag der Messung eingenommen hatten, obwohl sie hierzu im Vorfeld angehalten

wurden. Deshalb wurden Blut und Urin als Referenzsubstanzen zusétzlich untersucht. Doch wie bereits
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erlautert, ist vor allem Urin anfdllig fiir falsch-positive Ergebnisse zur Beurteilung der aktuellen
Medikamenteneinnahme. Eine zweite Messreihe mit Uberwachung der Medikamenteneinnahme und
resultierender 100%-iger Adhérenzrate wére somit zweckméBig, um sich auf die Detektionsraten in den

unterschiedlichen Medien zu konzentrieren.

5.2 Fazit

Abschlieend sollen nochmal die wichtigsten Ergebnisse der Adhérenzmessung zusammengefasst
werden:

e Ungeféhr ein Drittel aller untersuchten Patienten war nicht (ausreichend) adhérent bezogen auf
die Einhaltung eines medikamentdsen Therapieplans, was die Notwendigkeit der
Adhérenzmessung unterstreicht.

e FEine hohere Anzahl an antihypertensiven Medikamenten und eine héhere Anzahl an téglichen
Einzeldosen, also eine hohere ,, Tablettenlast™, war dabei assoziiert mit dem Auftreten von nicht-
adhédrentem Verhalten.

e Nicht-Adhdrenz war wiederrum verbunden mit einem signifikant héheren systolischen und
diastolischen 24h-Langzeitblutdruck. Adhérenz ging mit einer besseren Blutdruckkontrolle
einher.

o Die Adhdrenz war in dieser Studie weitgehend unabhéingig von der verordneten

Medikamentenklasse.
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Gesamte
Patientenpopulation

Adharente Patienten Nicht-Adhéarente Patienten Tellwelse_ Adhérente
66%* 11%* Patienten

— \ J
|

Summe der Patienten mit mangelnder Adharenz

34%*
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* Geringere “Tablettenlast” * Hohere “Tablettenlast”
* Geringerer systolischer und * Hoherer systolischer und
diastolischer Langzeitblutdruck diastolischer Langzeitblutdruck

|

Adharenz dabei unabhangig von den verordneten
Medikamentenhauptklassen, welche zur Behandlung
des Bluthochdrucks zum Einsatz kommen

Abbildung 9: Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse der Adhdrenzmessung; *Adhdrenzraten korrigiert fiir SPC.

Die wichtigsten Ergebnisse der Analysen waren dabei:

44

Dies ist die erste Studie, die untersucht, ob antihypertensive Medikamente im Speichel
nachgewiesen werden konnen. Es konnte gezeigt werden, dass der Nachweis einiger
Bluthochdruckmedikamente oder deren Metaboliten im Speichel moglich ist, obgleich die
meisten Medikamente im Urin detektiert wurden.

Nicht saure Antihypertensiva (zum Beispiel CCB oder BB) waren gut im Speichel zu
detektieren. Die Detektionsraten dieser Medikamente waren in den unterschiedlichen Medien
(Urin, Blut, Speichel) vergleichbar.

Saure antihypertensive Medikamente (zum Beispiel ACE-Hemmer, ARB, Thiaziddiurektika)
lieBen sich schlechter im Speichel nachweisen verglichen mit Urin oder Blut.

Das Vorhandensein einer Komorbiditit oder die Einnahme einer Komedikation mit Einfluss auf
den Speichelfluss wirkten sich nicht nachteilig auf die Nachweisraten der Medikamente im

Speichel aus.



Diskussion

Abbildung 10 (links) stellt in Trapezform die unterschiedliche Haufigkeit an detektierten Medikamenten
in den verschiedenen Medien dar (Zahlen in Klammer = Anzahl der detektierten Substanzen in den
jeweiligen Medien). Die rechte Seite von Abbildung 10 zeigt nochmal knapp die einzelnen Vor- und

Nachteile des Speichels als Untersuchungsmaterial fiir die Massenspektrometrie.

Diabetes und

Sehr guter Niereninsuff.
Nachweis von keinen neg.
CCB und BB Einfluss

Komorbiditaten
mit Auswirkungen
auf den

Urin (181)
Blutserum (119)
Speichel (88)

guter Nachweis
nicht saurer

antihypertensiver Speichelfluss

beeinflussen die
Detektionsrate im
Speichel nicht
negativ

Medikamente im
Speichel

Anzahl detektierter
Wirkstoffe

4

Weniger guter
Nachweis von :t; Hemmer und CCB~>
ACE-Hemmer, Nachweis CCB

ARB, Thiazide

Aber bei SPC mit RAS-

ausreichend um auf
Adhérenz zu schlieRen

Abbildung 10: Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse der Analysen (Zahlen in Klammern= Anzahl der detektierten

Medikamente im jeweiligen Medium)

5.3 Perspektive

Eine Uberpriifung der medikamentdsen Adhirenz bei Bluthochdruckpatienten kann sinnvoll sein, da
eine Verbesserung der Adhdrenz die Verschreibung nicht notwendiger weiterer Medikamente
reduzieren kann [35]. Bei einem insuffizient eingestellten Bluthochdruck sollte gemif den aktuellen
Leitlinien die Therapie intensiviert werden (Umstellung auf anderes Préparat/weiteres Medikament
hinzuzufiigen) [35,82]. Im Falle mangelnder Adhirenz wire dies nicht erfolgversprechend, denn eine
hohere ,, Tablettenlast® ist mit reduzierter Adhérenz assoziiert [33,73]. Zielfithrender wére in diesem Fall
die Anwendung von Adhérenz-verbessernden MaBnahmen [56]. Somit relativieren sich auch die Kosten
fiir eine LC-HRMS/MS, denn diese entsprechen ungeféhr den Kosten von ein oder zwei weiteren

Medikamenten iiber einen Zeitraum von sechs bis zwolf Wochen [35].

Bei nachgewiesener Nicht-Adhérenz sollten Mafinahmen angewendet werden, welche die Adhérenz

verbessern konnen [56]. Eine verbesserte Adhirenz kann zu einer Senkung der kardiovaskuldren
45
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Morbiditdt und Mortalitit beitragen [14,33]. Des Weiteren zeigte sich, dass bei scheinbar
therapieresistenten Bluthochdruckpatienten die Durchfiihrung einer direkte Adhdrenzmessung, eine
verbesserte Blutdruckkontrolle zur Folge hatte [8,28,30]. Dabei wird die LC-HRMS/MS des Urins und
des Blutplasmas als exakteste Methode zur Adhirenzmessung angesehen. Unter anderem aus
Kostengriinden und wegen der aufwendigen Probengewinnung und -verarbeitung hat diese noch nicht
den Einzug in den klinischen Alltag gefunden [29,33,56]. Es besteht daher Bedarf zur Entwicklung einer
einfach anwendbaren, kostenglinstigen und zuverldssigen Moglichkeit der direkten Adhérenzmessung
[4,9]. Eine solche wurde bislang noch nicht etabliert [4,9,56]. Von Vorteil wire, wenn diese Methode
keine invasiv gewonnen Materialen zur Analyse benétigen wiirde. Da diese Studie zeigte, dass durchaus
einige Antihypertensiva zuverldssig mit einer Massenspektrometrie des Speichels nachzuweisen sind,
sollte dieser Ansatz als nicht-invasive Moglichkeit der direkten Adhidrenzmessung, die auch auf3erhalb

von Gesundheitseinrichtungen durchgefiihrt werden kann, in weiteren Studien untersucht werden.
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Adherence to Antinypertensive Drugs
Assessed by Hyphenated High-Resolution
Mass Spectrometry Analysis of Oral Fluids

Lucas Lauder, MD; Sebastian Ewen, MD; Michael Kunz; Lilian H. J. Richter, PhD; Cathy M. Jacobs;
Ingrid Kindermann, MD; Michael B6hm, MD; Markus R. Meyer; Felix Mahfoud, MD

BACKGROUND: It is currently unknown if antinypertensive drugs can be monitored in oral fluid (OF) using liquid chromatography
coupled to high-resolution mass spectrometry.

METHODS AND RESULTS: We assessed adherence using liquid chromatography coupled to high-resolution mass spectrom-
etry in OF, plasma, and urine of 56 consecutive patients with hypertension referred to a tertiary hypertension unit. Of these
patients, 59% were completely adherent (all drugs detectable in urine), whereas 29% and 13% were partially adherent (1
drug not detectable in urine) or nonadherent (>1 drug not detectable in urine), respectively. Adherent patients were on fewer
antihypertensive drugs (P=0.001), had fewer daily drug doses (P=0.012), and had lower 24-hour ambulatory systolic (P=0.012)
and diastolic (P=0.009) blood pressures than nonadherent or partially adherent patients. Most drugs were detected in urine
compared with plasma and OF (181 versus 119 versus 88; P=0.001). Compared with urine and plasma, detection rates of
angiotensin-converting enzyme inhibitors, angiotensin Il receptor blockers, and diuretics were lower in OF. There was no dif-
ference in the frequency of detecting 3 blockers (P=1.0) and calcium channel blockers (P=0.063) when comparing OF with
urine. There was no difference in the number of calcium channel blockers (P=0.727), 3 blockers (P=1.000), thiazide diuretics
(P=0.125), and a-2 agonists (P=0.125) identified between OF and plasma.

CONCLUSIONS: This study shows the feasibility of drug adherence testing for several antihypertensive drugs, especially those
without acidic components, in OF, with a similar recovery compared with plasma. Therefore, drug adherence testing in OF
should be further explored as a noninvasive approach, which can easily be performed in an “out-of-office” setting.

Key Words: adherence m arterial hypertension m compliance m liquid chromatography coupled to high-resolution mass
spectrometry m toxicological analyses

quently occurs in hypertension and is associ-

ated with increased morbidity and mortality."®
Assessing drug adherence in hypertensive patients
can guide specific patient-centered interventions to
improve adherence and might reduce the number of
unnecessarily prescribed drugs.f® Several indirect
(pill count, patient diaries, adherence questionnaires,
and prescription record reviews) and direct (drug
monitoring in blood and urine and directly observed

Nonadherence to prescribed drug treatment fre-

therapy) methods to evaluate adherence have been in-
troduced.® Toxicological analyses of urine and plasma
are the most commonly used matrices for assess-
ing drug adherence. However, the collection of both
matrices bears potential disadvantages: collecting
urine cannot be observed without infringing the pa-
tient’s privacy, whereas obtaining a blood sample is
invasive and requires medical personnel. Furthermore,
drug adherence monitoring in urine may cause false-
positive results because the washout period for several
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CLINICAL PERSPECTIVE

What Is New?

e This is the first study that showed the feasibil-
ity of detecting several antihypertensive drugs,
especially those without acidic components, in
oral fluid (OF).

e Using liquid chromatography coupled to high-res-
olution mass spectrometry analysis, most antihy-
pertensive medications were identified in urine,
followed by plasma and OF.

e Antihypertensive drugs without acidic compo-
nents had similar detection rates in plasma and
OF, whereas antihypertensive drugs with acidic
functions were poorly detected in OF.

What Are the Clinical Implications?

e Although most antihypertensive drugs were de-
tected in urine, drug adherence testing in OF,
especially of substances without acidic compo-
nents, is feasible and should be further explored
as a noninvasive approach, which can easily be
performed in an “out-of-office” setting.

Nonstandard Abbreviations and Acronyms

LC-HRMS/MS liquid chromatography coupled to
high-resolution mass spectrometry

OF oral fluid

antihypertensive drugs in urine lasts longer than multi-
ple half-lives, usually exceeding 24 hours.'® Therefore,
there is an unmet need for an easily applicable and reli-
able method to evaluate drug adherence.”®'"" As drugs
are in principle distributed to all body compartments,
including oral fluids (OFs), the detection of drugs in OF
may represent a novel approach in drug adherence
testing. This study aimed at investigating liquid chro-
matography coupled to high-resolution mass spectrometry
(LC-HRMS/MS) of urine, plasma, and OF to assess
drug adherence in patients referred to an outpatient
hypertension unit.

METHODS

The data of this investigator-initiated study are available
from the corresponding author on reasonable request.
Between November 2017 and March 2018, 56 con-
secutive patients with hypertension who were referred
to the outpatient hypertension unit at the Saarland
University Medical Center (Homburg/Saar, Germany)
were included in this study. All participating patients
provided written informed consent, and local ethics

J Am Heart Assoc. 2020;9:e014180. DOI: 10.1161/JAHA.119.014180
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committees approved the study. Eligible patients were
>18 years old, had hypertension, as defined by current
guidelines,'? and were prescribed to stable antihyper-
tensive therapy for at least 2 weeks.

Clinical Assessment

All patients were instructed to take their medication
in the morning as prescribed. Medical history, physi-
cal examination, routine blood chemistry, and at-
tended office blood pressures were documented for
all patients. After 5 minutes of rest in a comfortable,
seated position, 3 consecutive blood pressure meas-
urements, 1 minute apart, were taken with a validated
automated blood pressure monitor (Omron Health
Care, Inc, Lake Forest, IL). If the first 2 readings var-
ied by >10 mm Hg, an additional measurement was
performed. The last 2 blood pressure readings were
averaged and recorded as the office blood pressure.
Also, 24-hour ambulatory blood pressure monitoring
(Mobil-O-Graph; I.LE.M GmbH, Stolberg, Germany)
was done where clinically indicated. Chronic kidney
disease was defined as an estimated glomerular fil-
tration rate <60 mL/min per 1.73 m?. Chronic heart
failure comprised patients with a history of chronic
heart failure with and without reduced left ventricular
ejection fraction.

Sampling of OF, Plasma, and Urine

OF was sampled in the morning using the Quantisal OF
collection device (Immunalysis Corporation, Pomona,
CA). The collection device consists of a collection pad
that collects 1 mL (x10%) of OF and a transport tube
containing liquid buffer. The device pad was placed
under the patient’s tongue until the volume adequacy
indicator turned blue. Of note, no chemical stimuli, such
as acidic stimulation (citric acid), were used to increase
salivation, as this might influence drug concentra-
tions.' After sampling, the collection pad was inserted
in the transport tube and was shaken for 2 hours at
room temperature to allow the extraction of the OF
from the collection pad. Afterward, the collection pad
was removed. Venous EDTA blood and spot urinary
samples were drawn, blood was centrifuged, and the
supernatant was separated. Then, OF, plasma, and
urine samples were stored at —20°C until the analysis
was performed at the Department of Experimental and
Clinical Toxicology at Saarland University (Homburg/
Saar, Germany).

Drug Adherence Analysis by LC-HRMS/
MS

The detailed biocanalytical method of the targeted
adherence monitoring method has been described
previously.” In brief, samples were separated on
a ThermoFisher Accucore PhyenylHexyl column
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(ThermoFisher, Dreieich, Germany) with mobile
phase A consisting of 2 mmol/L agueous ammonium
formate containing 0.1% formic acid (v/v, pH 3) and
mobile phase B consisting of 2 mmol/L aqueous am-
monium formate with acetonitrile:methanol (50:50,
v/v, 1% water) containing 0.1% formic acid. Drugs
and metabolites were analyzed by a ThermoFisher
Scientific Dionex UltiMate 3000 (ThermoFisher) inter-
faced to an HTC PAL autosampler (CTC Analytics,
Zwingen, Switzerland) and a TF Q-Exactive system
with a heated electrospray ionization-Il source set to
positive/negative switching. Mass spectrometry was
performed using full-scan data and a subsequent
data-dependent acquisition mode with an inclusion
list containing masses of interest. TraceFinder 4.1
software (ThermoFisher) was used for data process-
ing. People assessing drug adherence were blinded
to patients’ characteristics.

Definition of Adherence

Despite recent efforts to establish a standardized
classification of medication adherence,’® the defini-
tions used in the literature remain inconsistent.'® We
applied 2 commonly used classifications: In the first
set of analyses, nonadherence was defined accord-
ing to the absolute number of nondetectable drugs.
If all prescribed drugs were detectable in urine, a pa-
tient was classified as “adherent.” If 1 or at least 2 of
the prescribed drugs were not detectable, the patient
was considered to be “partially adherent” and “non-
adherent,” respectively. In the second set of analyses,
provided in Tables S1 and S2, adherence was defined
dichotomously on the basis of a threshold of 80%. If
>80% of the prescribed drugs were detectable in urine,
the patient was classified as “adherent.” Otherwise,
the patient was considered to be “nonadherent.” For
analyses of clinical characteristics, adherence to all
substances of a single-pill combination was assumed,
if at least one component of a single-pill combination
was detectable (referred to as “adherence corrected
for single-pill combinations”).

Statistical Analysis

Data are presented as mean+SD and numbers (per-
centages). Because of the relatively low sample size,
we used the Wilcoxon matched-pairs signed-rank
test and the Mann-Whitney test to compare continu-
ous variables between 2 paired and unpaired groups,
respectively. The Kruskal-Wallis test was used for
comparisons of continuous data between adherent,
partially adherent, and nonadherent patients. If the
Kruskal-Wallis test was significant, we used the Dunn-
Bonferroni post hoc method for pairwise comparisons.
For categorical variables, comparisons between inde-
pendent groups were performed using Pearson’s x2 or
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Fisher’'s exact test, whereas McNemar’s or Cochran’s
Q test was used for paired groups. For nominal vari-
ables, we used Fleiss’ K to assess reliability. Interrater
reliability was interpreted as initially suggested, with a
K <0 tentatively considered to be poor; 0 to 0.2, slight;
0.21 to 0.40, fair; 0.41 to 0.60, moderate; 0.61 to 0.80,
substantial; and 0.81 to 1.00, almost perfect.”” A 2-
sided P<0.05 was considered to be statistically signifi-
cant. All statistical analyses were performed with IBM
SPSS Statistics, version 23.0 (IBM Corp, Armonk, NY),
and graphs were created with GraphPad Prism, ver-
sion 8.4.2 (GraphPad Software, La Jolla, CA).

RESULTS

Patients’ Characteristics

The patients’ characteristics are summarized in Table 1.
The patients’ mean age was 60.0+13.1 years, 54%
were women, with a body mass index of 29.2+6.8 kg/
m?. Mean 24-hour ambulatory blood pressures were
133.8/81.4+16.1/10.4 mm Hg, despite the prescrip-
tion of 3.841.4 antihypertensive drugs. In total, 59% of
the patients were completely (all drugs detectable in
urine, 66% after correcting for single-pill combinations)
and 29% partially adherent (1 drug not detectable
urine, 23% after correcting for single-pill combina-
tions) to their prescribed antihypertensive medication.
Adherence rates were highest when using urine as the
matrix for LC-HRMS/MS (Figure 1). Adherent patients
were prescribed to fewer antihypertensive drugs and
daily doses (Figure 2) and had lower 24-hour ambu-
latory systolic and diastolic blood pressures com-
pared with nonadherent or partially adherent patients
(Table 1). Except for mineralocorticoid receptor an-
tagonists (P=0.042), a-1 blockers (P=0.008), and a-2
agonists (P=0.008), there was no difference in pre-
scribed drug classes between completely adherent,
partially adherent, and nonadherent patients (Table
S3). Figure 3 depicts the adherence rates for each an-
tihypertensive drug class.

Comparison of Detection Methods

Figure 4 shows an example of an LC-MS spectrum
for the same sample in urine, plasma, and OF. In total,
215 antihypertensive drugs were prescribed, of which
182 drugs (parent and/or their metabolites) were de-
tected. Using LC-HRMS/MS analysis, most antihyper-
tensive medications were identified in urine, followed
by plasma and OF (181 versus 119 versus 88; P<0.001;
Figure 5). For all substance classes but alpha-1 block-
ers, detection rates of LC-HRMS/MS were highest
in the urine. The overall detection rates of drugs with
acidic functions, such as angiotensin-converting en-
zyme inhibitors, angiotensin Il receptor blockers, and
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Table 1. Patients’ Characteristics

Age, y 64.0£8.7 6 56.2+13.4 13 59.1+13.7 37 0.400
Women, n (%) 5(83) 6 8 (62) 13 17 (46) 37 0.249
Body mass index, kg/m? 26.1£8.2 4 30.0£6.5 " 29.3+6.9 36 0.695
Current smoker, n (%) 2 (33) 6 4(31) 13 9 (24) 37 0.726
Type 2 diabetes mellitus, 1(17) 6 3(23) 13 10 (27) 37 0.908
n (%)

Coronary artery disease, n (%) 3 (50) 6 2 (15) 13 8 (22) 37 0.242
Chronic heart failure, n (%) 3 (50) 6 3(23) 13 14 (38) 37 0.434
eGFR <60 mL/min per 0(0) 6 2(17) 12 8 (23) 35 0.575
1.73 m?, n (%)

Office systolic BP, mm Hg 1565.56+37.3 6 143.9+24.7 12 142.3£24.7 36 0.666
Office diastolic BP, mm Hg 90.2+£22.5 6 90.5+19.1 12 83.1+12.3 36 0.507
24-h Systolic BP, mm Hg 147.0£17.1 5 141.7614.1 10 128.4+14.4 27 0.012
24-h Diastolic BP, mm Hg 81.6+9.3 5 90.0+9.3 10 77.7+9.2 27 0.009
Heart rate, bpm 80.5+15.6 6 79.6+18.3 12 78.0+11.8 35 0.950

Values are mean+SD or number (percentage). P values are given for between-group comparisons. BP indicates blood pressure; bpm, beats per minute; and
eGFR, estimated glomerular filtration rate.
*Fisher’s exact test. Adherence rates were corrected for single-pill combinations.

thiazides, were low in OF. However, there was no sta-
tistical difference in the frequency of detecting calcium
channel blockers (P=0.727), B blockers (P=1.000),
thiazides (P=0.125), and a-2 agonists (P=0.125) be-
tween LC-HRMS/MS analyses of OF and plasma sam-

difference in the detection of calcium channel blocker
(P=0.063) and 3 blockers (P=1.000) in OF. Of note, de-
tection rates of drugs in OF were not different in pa-
tients with or without concomitant medication, known
to possibly (eg, domperidone; P=0.651) or commonly

ples. Compared with urine, there was no significant  (eg, amiodarone; P=0.702) cause hyposalivation.

A B
100- 100+ @ Urine
B Plasma
O Oral fluid
80- 80-
£ 60 £ 60
5 5
8 g
S S
X 404 X 401
204 204
5 5
95 23 71
[ 0- L
Adherent Non-adherent Adherent Partially adherent Non-adherent

Figure 1. Assessment of adherence rates using liquid chromatography coupled to high-resolution mass spectrometry (LC-
HRMS/MS) in urine, plasma, and oral fluid.

A, Patients were considered “adherent” if 280% of the prescribed drugs were detectable in the matrices. B, Patients were classified
as “adherent” if all prescribed drugs were detected. If 1 or at least 2 of the prescribed drugs were not detectable, the patient was
considered to be “partially adherent” and “nonadherent,” respectively.
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Figure 2. Impact of dosing regimen on adherence.

The impact of the total number of antihypertensive drugs (A) and dosing frequency (B) on adherence to antihypertensive drugs.
Adherence rates were corrected for single-pill combinations. P values are given for between-group comparisons.

Furthermore, there were no differences in detection
rates in patients with conditions known to impact sali-
vation, such as diabetes mellitus (P=0.626) or chronic
kidney disease (estimated glomerular filtration rate
<60 mL/min per 1.73 m?; P=0.059). Interrater agree-
ment was assessed for urine, plasma, and OF samples
of 56 patients. For drug detection, Cohen’s k ranged
from 0.14 to 1.00 for urine and plasma samples, from
—0.14 to 0.87 for urine and OF samples, and from 0.31
to 1.00 for plasma and OF samples (Table 2).

DISCUSSION

Detection rates by LC-HRMS/MS for all substance
classes but a-1 blockers were highest in the urine.
Antihypertensive drugs without acidic components
had similar detection rates in plasma and OF, whereas
antihypertensive drugs with acidic functions were
poorly detected in OF.

In this study, 59% of the patients were completely
(66% after correcting for single-pill combinations)

100+

80

60+

401

Adherence rate (%)

20+

0 Overal"  ACEi ARB

Number prescribed 215 18 38 33

BB Thiazide Loop MRA  a,-blocker a,-agonist
48 30 17 15 3 14

Figure 3. Adherence rates for different substance classes.

Adherence rates were corrected for single-pill combinations. *The overall number of drugs detected
includes triamterene. As only one patient was prescribed to triamterene, potassium-sparing diuretics
are not explicitly depicted in the figure. ACEi indicates angiotensin-converting enzyme inhibitor; ARB,
angiotensin Il receptor blocker; BB, 3 blocker; CCB, calcium channel blocker; and MRA, mineralocorticoid

receptor antagonist.
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Figure 4. Example of liquid chromatography coupled to high-resolution mass spectrometry (LC-
HRMS/MS) chromatograms.

The figure shows reconstructed LC-HRMS/MS chromatograms (BCD protonated molecule; AE1E2
deprotonated molecule; E3 fragment ion) of analytes in one patient’s urine (A), plasma (B), and oral fluid (C).

adherent to their prescribed antihypertensive medica- after correcting for single-pill combinations) were non-
tion, whereas 29% (23% after correcting for single-pill adherent. The relatively high rate of poor adherence
combinations) were partially adherent and 13% (11% to antihypertensive medication in this study is in line

J Am Heart Assoc. 2020;9:e014180. DOI: 10.1161/JAHA.119.014180 6



020 ‘8 A[nf uo £q 810 spewmoleye//:dyy woiy papeoumoq

Lauder et al

Antihypertensive Drug Detection in Oral Fluid

100

p<0.001 p<0.001 p<0.001 p=0.02 p=0.717 p<0.001 p<0.001 p<0.001 p=0.223 p=0.001
p=1.000
p=0.063 p=1.000

Detection rate (%)

Overall*  ACEi ARB CcCB

Detected 192 17 38 26
= Detected in urine 181 17 36 26
@ Detected in plasma 119 8 19 19
O Detected in oral fluid 88 0 6 21

BB Thiazide  Loop MRA  a,-blocker a,-agonist

42 28 16 1 2 1
41 21 16 1 1 1
41 14 13 1 2

40 10 5 1 0 5

Figure 5. Comparison of detection rates between matrices.

The figure depicts the detection rates of antihypertensive drugs in urine, plasma, and oral fluids. TThe number of drugs detected
was corrected for single-pill combinations. *The overall number of drugs detected includes triamterene. As only one patient was
prescribed to triamterene, potassium-sparing diuretics are not explicitly depicted in the figure. P values were calculated for the
comparison between all matrices (Cochran’s Q test) and between-group comparisons of oral fluid with plasma or urine (McNemar’s
test). ACEi indicates angiotensin-converting enzyme inhibitor; ARB, angiotensin Il receptor blocker; BB, [3 blocker; CCB, calcium

channel blocker; and MRA, mineralocorticoid receptor antagonist.

with previous studies using LC-HRMS/MS urine anal-
ysis.'’®20 In hypertension, evidence suggests that non-
adherence represents an important problem in routine
care. Approximately one third of the hypertensive pa-
tients do not initiate a new prescription of antinyperten-
sive drugs,? and almost half of the patients who were
prescribed an antihypertensive medication become
nonadherent within 1 year.'® Nonadherence to the an-
tihypertensive medication has also been shown to be
associated with increased cardiovascular risk.'#

The 2018 European Society of Cardiology/European
Society of Hypertension guidelines for the management
of arterial hypertension'® have put a strong emphasis
on evaluating potential nonadherence as a major cause
of insufficient blood pressure control and recommend
drug monitoring to improve blood pressure control.221:22
Although toxicological analyses using LC-HRMS/MS of
urine and plasma are regarded as the most accurate
method for the assessment of adherence, their use in
clinical practice is often limited. There is an unmet need to
develop an easily applicable, reliable method of drug de-
tection, which can be implemented in the management
of patients with hypertension without requiring invasive
sampling and sophisticated instrumentation on site.'°-1?
In this context, we evaluated the feasibility of adherence

J Am Heart Assoc. 2020;9:e014180. DOI: 10.1161/JAHA.119.014180

monitoring of antihypertensive drugs in OF when com-
pared with urine and plasma. In contrast to venous
plasma, sampling of OF is performed noninvasively and,
therefore, neither requires medical personnel nor causes
discomfort, which may negatively impact patient compli-
ance, especially in the setting of clinical studies. Unlike
plasma sampling, OF collection can also easily be done in
an “out-of-office” setting as the shipping and processing
of OF samples does not require special capabilities.
Using LC-HRMS/MS analysis, most antihyperten-
sive drugs were detected in urine, followed by plasma
and OF. Most drugs appear to enter the saliva by
passive diffusion. The saliva/plasma ratio of drugs
depends, among others, on the concentration gra-
dient of the free (unbound) fraction of the drug in the
blood, the pH of OF and blood, the protein binding
of the drug, and its acid dissociation constant.?324
For acidic and highly protein-binding drugs, the equi-
librium generally favors blood.?®?6 Consequently,
detection rates for angiotensin-converting enzyme
inhibitors, angiotensin Il receptor blockers, and thia-
zides were low in OF and high in plasma and urine. For
calcium channel blockers, however, detection rates in
OF were comparable to urine (P=0.063) and plasma
(P=0.727). As single-pill combinations comprising
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a renin-angiotensin system inhibitor in conjunction
with a calcium channel blocker or diuretic are recom-
mended as initial therapy in most patients, the de-
tection of one of these substances may be sufficient
enough to screen for adherence. Drug adherence
monitoring in urine alone may cause false-positive
results because the washout period for several an-
tihypertensive drugs in urine lasts longer than multi-
ple half-lives, usually >24 hours.”® Less is known on
the detection time of drugs in OF. However, for drugs
of abuse, detection times are far shorter in OF than
in urine.?” Urine may still be the matrix of choice for
qualitative analyses, such as adherence screening in
general, but an additional LC-HRMS/MS analysis of
plasma or OF should be considered to assess recent
drug intake. Although the present study analyzed the
feasibility of qualitative analyses of antihypertensive
drugs, recent data indicate that OF can be used for
quantitative analyses similarly.?829

The OF is secreted by 3 pairs of salivary glands
(parotid, submandibular, and sublingual glands),
the gingival cervicular sulci, and hundreds of minor
accessory salivary glands.®® The sympathetic and
parasympathetic nervous system regulates salivation
and follows a circadian pattern.3® A higher saliva-
tory flow rate is associated with higher bicarbonate
concentrations and pH.?43%3" The pH of OF highly
depends on physiological conditions and can range
from 6.0 to 8.0.243%3! Under resting conditions, the
pH of OFs is stabilized at ~7.0.%° When collecting OF,
several factors have to be considered, which may in-
fluence salivation. These include the patient’s diet,
emotional states (eg, hunger and anxiety), medica-
tions (antidepressants), and medical conditions (cys-
tic fibrosis, diabetes mellitus, and end-stage renal
disease).?®30:82.33 Therefore, sampling of OF should
be performed under standardized conditions (at the
same daytime and during rest). However, herein,
there was no difference in detection rates for patients
with or without diabetes mellitus (P=0.626), chronic
kidney disease (P=0.059), or drugs known to influ-
ence salivation (P>0.651).

LIMITATIONS

This study was primarily designed to assess the fea-
sibility of adherence monitoring of antihypertensive
drugs in OF as a noninvasively accessible matrix. In
this feasibility study, the sample size was relatively
low and was not based on a priori power calcula-
tion. The results should be regarded as hypothesis
generating and need validation in larger cohorts. As
with all cross-sectional studies, measuring drug ad-
herence at one occasion only incompletely reflects
the dynamic process of a patient’s drug-taking be-
havior, which encompasses the initiation of a newly
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prescribed drug, the implementation of the dosing
regimen, and its discontinuation.®* The study pro-
tocol did not require directly observed drug intake.
As most drugs enter saliva by passive diffusion, the
saliva/plasma ratio does not only depend on the con-
centration gradient but also the pH of OF, which can
be influenced by drugs, medical conditions, and the
autonomic nervous system.

CONCLUSIONS

Although more drugs were detectable in urine, this
study showed the feasibility of detecting several antihy-
pertensive drugs or their compounds in OF. Therefore,
drug adherence testing in OF should further be inves-
tigated as a noninvasive approach, not requiring medi-
cal personnel, and can be directly observed without
interfering with the patient’s privacy.

PERSPECTIVES

Assessing drug adherence in hypertensive patients
might reduce the number of unnecessarily prescribed
drugs. In patients with apparently treatment-resistant
hypertension, therapeutic drug monitoring was shown
to improve blood pressure control. LC-HRMS/MS of
urine and plasma is regarded as the most accurate
method for the assessment of adherence. However,
there is an unmet need for an easily applicable, cost-
effective, and reliable method to evaluate drug adher-
ence, with no need for invasive sampling at best. Drug
adherence testing in OF is feasible for several antihy-
pertensive drugs and should further be investigated
as a noninvasive approach, which can also easily be
done in an “out-of-office” setting.
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