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Rezistentni arteridIni hypertenze je definovana nemoznosti normalizace krevniho tlaku, kdy i pfes uzivani alespon trojkombinace antihyper-
tenziv (v¢etné diuretik) jsou hodnoty krevniho tlaku 140/90 mm Hg nebo vyssi. U viech pacientl je vhodné vyloucit potencialné reverzibilni
sekundarni formy hypertenze. Vedle fenoménu bilého plasté je Castou, ale obtizné prokazatelnou pfi¢inou pseudorezistence hypertenze
¢astecné nebo Uplné neuzivani doporucené medikace. Stupenr adherence k farmakoterapii je ovlivnén mnoha faktory, zejména jde o chyby
na strané pacienta, vlastni medikace a vzécné predepisujiciho lékare. Metod k ovéreni compliance byla navrzena celd fada, dosud vsak
nebyl definovan zlaty standard. V poslednich letech je k dispozici metoda kvantitativniho stanoveni sérovych koncentraci antihypertenziv
pomoci kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci (LC-MS/MS). Jde o vysoce senzitivni a specifickou analytickou
metodu, ktera v sobé spojuje separacni schopnosti kapalinové chromatografie a vysoce selektivni detekci hmotnostnim spektrometrem
v tandemovém usporadani. V sou¢asné dobé Ize na Toxikologickém oddéleni Ustavu soudniho Iékafstvi a toxikologie 1. LF UK a VFN
kvantitativné stanovit nasledujici antihypertenziva: amlodipin, verapamil, metoprolol, betaxolol, bisoprolol, hydrochlorothiazid, losartan,
telmisartan, doxazosin, rilmenidin, ramiprilat a perindoprilat. Kvalitativné Ize prokazat pfitomnost metabolitu spironolaktonu (kanrenon).
Pro spravnou interpretaci namérenych dat je nutné znat farmakokinetické udaje, na jejichz zakladé je navrzena vhodna doba odbéru krve.
V letech 2009-2010 jsme vysetfili 120 hospitalizovanych pacientd s rezistentni hypertenzi (48 zen) a 73 ambulantnich pacientl odeslanych
ke konzilidrnimu vysetreni s rezistentni hypertenzi (35 zen). Zatimco u hospitalizovanych pacient( byla vsechna antihypertenziva prokazana
v 83 %, u ambulantnich pacientl pouze v 39 %. Non-compliance je tedy velmi ¢astym fenoménem. Vysetieni koncentraci antihypertenziv
v séru je u tézké hypertenze potencidlné uzite¢nou metodou posouzeni non-compliance k antihypertenzni terapii a v indikovanych
pfipadech (zejména rezistentni hypertenze) by mélo najit uplatnéni v nasi klinické praxi i pfes finan¢ni nakladnost.

Klicova slova: Rezistentni hypertenze - Compliance k antihypertenzni lécbé - Kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnostni
detekci

Strauch B, Chytil L, Kurcové |, et al. How to assess non-compliance with the pharmacotherapy in severe resistant hypertension?
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Resistant arterial hypertension is defined by impossibility to normalize blood pressure to normal limits (140/90 mmHg) using at least
combination of three antihypertensive drugs including a thiazide diuretic. Exclusion of potentially reversible secondary hypertension is
needed in patients with resistant hypertension. Partial or total non-compliance of patients with regularly intake antihypertensive drugs
is, besides white coat phenomenon, a frequent form of pseudoresistance to the treatment. There are many factors which contribute to
the level of adherence, including the characteristics of the patients, prescribed medication and rarely prescribing physicians. Although
many methods for assessment of compliance have been used in our practice, no golden standard was determined. A rapid and sensitive
method using liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) for determination of antihypertensive drugs in human
serum has been developed recently. Quantitative determination of following antihypertensive drugs is currently available at the Institute
of Forensic Medicine and Toxicology, 1 Faculty of Medicine, Charles University in Prague: amlodipine, verapamil, metoprolol, betaxolol,
bisoprolol, hydrochlorothiazide, losartan, telmisartan, doxazosine, rilmenidine, ramiprilate a perindoprilate. Qualitative determination
of canrenoate is also available. For correct interpretation of measured data, good knowledge of pharmacokinetic characteristics of the
drugs is needed to be able to determine appropriate timing of blood sampling. 120 hospitalized patients (48 females) with resistant
hypertension admitted for exclusion of a secondary cause and 73 out-patients (35 females) with resistant hypertension investigated in
our out-patient department were investigated during 2009-2010. While in hospitalized patients all antihypertensive drugs were positive
in 83%, we observed a surprisingly very low compliance with the antihypertensive treatment among investigated out-patients with
severe hypertension - all drugs were positive only in 39% of them. In conclusion, the evaluation of antihypertensive drugs concentrations
is a useful and very precise method for assessment of a possible non-compliance with the antihypertensive treatment and should be,
despite its expensiveness, more widely used in our practice to reveal non-compliance in patients with resistant hypertension.
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Rezistentni arteridlni hypertenze je relativné ¢astym, mnohdy
vsak opomijenym fenoménem.! Je definovana jako stav, kdy
i pfes uzivani alespon trojkombinace antihypertenziv (véetné
diuretik) jsou hodnoty krevniho tlaku (TK) 140/90 mm Hg
nebo vy$$i. U star$ich hypertoniki s izolovanou systolic-
kou hypertenzi je rezistence na lé¢bu definovana jako
pretrvavani systolického TK 140 mm Hg a vice, navzdory
podavani trojkombinace 1ékt s vyuzitim diuretik. U osob
s diabetes mellitus a rendlni insuficienci je cilovd hodnota
TK jen 130/80 mm Hg.? Pfes existenci osmi tfid rtiznych
antihypertenznich 1é¢iv se v klinické praxi stale setkavame
s nemocnymi, u nichz nejsme schopni snizit krevni tlak
do normalniho rozmezi ani pti pouziti kombinace péti a vice
antihypertenziv (véetné diuretik) ve vysokych davkach.

U vsech pacientti s tézkou rezistentni hypertenzi je vhodné
vyloucit potencidlné reverzibilni sekundarni formy hyper-
tenze - z endokrinnich pric¢in nej¢astéji primarni hyperal-
dosteronismus, ale i feochromocytom a hyperkortisolismus,
dale i renovaskularni hypertenzi. Je-li sekundarni etiologie
vyloucena, je indikovana kombina¢ni antihypertenzni lécba,
¢asto vyzadujici vice nez ¢tytkombinaci antihypertenziv.

Prevalence rezistentni hypertenze v obecné populaci neni
znama, v literatufe se setkdvame v mensich studiich s velmi
rozdilnymi tdaji, které osciluji v rozmezi 3-50 %.>* Je velmi
pravdépodobné, Ze tyto rozdily mohou byt zptisobeny vybé-
rem zkoumané populace. Dle nasi studie provedené v Centru
pro hypertenzi ¢inil vyskyt rezistentni hypertenze 9,8 %.°

Na rozdil od pacienti se sekundarni a tézkou esencialni
hypertenzi se skute¢nou rezistenci k 1é¢bé musime odlisit
tzv. pseudorezistenci, zejména u podskupiny pacientt s fe-
noménem bilého plasté. V tomto pripadé mizeme k odliseni
pouzit bud 24hodinové monitorovani TK, anebo domaci
méfeni TK. Relativné ¢astou, ale obtizné prokazatelnou pri-
¢inou pseudorezistence hypertenze v§ak muze byt ¢astecné
nebo tplné neuzivani doporucené medikace nemocnymi,
non-compliance. Vysledky dostupnych studii konstatuji, ze
az 40 % nové diagnostikovanych hypertonikii ukondi anti-
hypertenzni lé¢bu béhem prvniho roku 1é¢by a pouze 40 %
pokracuje v antihypertenzni 1é¢bé v nasledujici dekadé.**
Analyza 4 783 hypertonikii zatazenych do IV. faze klinickych
studii se sledovanim po dobu 30-330 dni vedla k zavéru, ze
u 50 % pacientii doslo k preruseni antihypertenzni terapie
do jednoho roku.? Navic byla zji§téna inverzni korelace mezi
poctem dennich davek a frekvenci preruseni 1é¢by.

Faktort, které se podileji na stupni adherence k farmako-
terapii, muze byt cela fada, lze je rozdélit na chyby na strané
pacienta, vlastni medikace a vzdcné i na strané predepisuji-
ovliviiujici compliance patii etnicky ptvod, rodinny stav,
zavislost na lécich ¢i drogach, nizké vzdélani, nepocho-
peni nutnosti 1é¢by, nedostate¢na dtivéra v 1ékare i 1écbu,
psychické problémy, nizkd motivace ke zméné chovani
a nizky socioekonomicky status. Mezi faktory medikace
patfi sloZitost denntho davkovani, pocet tablet za den, ne-
zadouci uc¢inky a cena. Na strané lékate to pak mohou
byt nedostatek empatie a $patna komunikace neumoziu-
jici podporeni pacientovy motivace a spoluodpovédnosti
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za lé¢bu. Bohuzel, v nékterych pripadech muize byt pticinou
neuzivani farmakoterapie ¢isté ticelové jednani — pii trvajici
nekontrolované hypertenzi moznost ziskani nebo udrzeni
invalidniho dtchodu, pripadné dlouhodoba pracovni ne-
schopnost. Prokazat non-compliance pacienta mtize vak
byt relativiné naro¢né. Existuje fada postupti ke zhodnoceni
compliance, ale kazdy z nich ma sva omezeni a v podstaté
neexistuje zlaty standard.'” Pomoci mohou dotaznikové
metody (self-reporting), pocitani tablet, srovnani poctu
predepsanych a vyzvednutych baleni, elektronicka kontrola
uzivani tablet (mikroprocesory v baleni 1éku, detekujici ote-
vieni) — tyto metody v§ak nemohou jednozna¢né prokazat,
zda 1ék byl skute¢né uzit. Mezi klinické ukazatele vhodné
k posouzeni compliance patti 24hodinova monitorace TK
a dale i nékteré klinické znamky — absence bradykardie pii
terapii beta-blokatory, absence otokl p1i terapii vyssi davkou
blokatori kalciového kanalu. Presnéjsi metodou je orientacni
stanoveni pritomnosti antihypertenziv/metabolitd v mo¢i.

V poslednich letech je k dispozici metoda kvantitativni-
ho stanoveni koncentraci antihypertenziv v séru pomoci
kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni de-
tekel (LC-MS/MS)."!* Jde o vysoce senzitivni a specifickou
analytickou metodu, kterd v sobé spojuje separacni schop-
nosti kapalinové chromatografie a vysoce selektivni detekei
hmotnostnim spektrometrem v tandemovém usporadani.
S vyuzitim této metody lze kvantifikovat konkrétni 1é¢iva
v séru, aniz by doglo k interferencim, které mohou byt zptiso-
beny pritomnosti jinych, sou¢asné podavanych medikamentt
a dal$ich endogennich substanci. Zatim vSak byla pouZivana
prevazné ke studiu farmakokinetiky a farmakodynamiky anti-
hypertenziv a o jejim vyuziti pfi monitoraci compliance k 1écbé
hypertenze neni mnoho literdrnich tdaji. Az v posledni dobé
byla publikovana retrospektivni studie,”” kde v souboru 84 am-
bulantnich pacientt s farmakorezistentni hypertenzi 65,5 %
pacientd splnilo kritéria non-compliance, 34,5 % pacienti
meélo negativni vSechna stanovena antihypertenziva.

V soucasné dobé lze na Toxikologickém oddéleni
Ustavu soudniho lékafstvi a toxikologie 1. LF UK a VFN
stanovit koncentrace nésledujicich antihypertenziv: amlo-
dipinu, verapamilu, metoprololu, betaxololu, bisoprololu,
hydrochlorothiazidu, losartanu, telmisartanu, doxazosinu,
rilmenidinu. Vzhledem k rychlé metabolizaci inhibitort
ACE jsou stanovovany jejich metabolity ramiprilat a perin-
doprilat. Dale je k dispozici kvalitativni analyza pfitomnosti
metabolitu spironolaktonu (kanrenon) v séru.

Kvantifika¢ni postupy uzivané pro ovéreni compliance jsou
validovany podle mezinarodné platnych kritérii a ovéfovaly se
u nich v8echny duleZité parametry (matricovy efekt, vytéznost
extrak¢niho postupu, opakovatelnost, spravnost, korela¢ni
koeficient kalibrac¢ni zavislosti, selektivita a senzitivita). Vali-
dace a podrobny popis vyvoje metod pro doxazosin, rilmeni-
din a verapamil byly uvedeny v publikovanych sdélenich.'®"

Obzvlaste dalezitymi valida¢nimi parametry jsou
konkrétné v této aplikaci limit detekce (LOD) a dolni limit
kvantifikace (LLOQ). LOD je minimalni hodnota koncentrace
1é¢iva ve vzorku, ktera muize byt jesté detekovatelnd (senziti-
vita metody). LLOQ je nejnizsi hodnota koncentrace analytu
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v analyzovaném vzorku, kterd miZe byt stanovena (vycislena)
s pozadovanou spravnosti. Hodnoty stanovené nad LLOQ jsou
interpretovany ¢iselné, hodnoty nachézejici se pod LLOQ,
avSak nad LOD, jsou interpretovany jako hodnoty pod limitem
kvantifikace a vysledky nedosahujici LOD jsou interpretovany
jako negativni. Ciselny vysledek je pak porovnan s terapeutic-
kymi rozmezimi, ktera jsou dostupna v literature.”® Nasledné
je vysledek interpretovan bud jako hodnota v terapeutickém
rozmezi, nebo jako hodnota pod nebo nad terapeutickym
rozmezim, nebo jako hodnota nedetekovatelnd (nulova).
Podrobnéji shrnuje LOD, LLOQ a terapeuticka rozmezi pro
jednotliva 1é¢iva tabulka 1. Pro nékteré analyty (kanrenon,
telmisartan, perindoprilat, ramiprilat a rilmenidin) nejsou
bohuzel hodnoty terapeutickych rozmezi dosud k dispozici,
bylo tedy nutné vysledek ponechat bez interpretace. S kazdym
vzorkem séra pacienta je zdroven analyzovan vzorek séra bez
pritomnosti 1é¢iva (tzv. blank) pro porovnani s pacientskym
vzorkem, coz je mimo jiné nutné pro spravné posouzeni
pripadné negativity. Chromatogramy pacientti s terapeutic-
kou a nulovou sérovou koncentraci verapamilu, doxazosinu
a rilmenidinu jsou znazornény na obrdzcich 1, 2 a 3.

Pro spravnou interpretaci namétenych dat je nutné znat
farmakokinetické udaje, na jejichz zédkladé je navrzena
vhodna doba odbéru séra. Nezbytnd je znalost biologic-
kého polocasu lé¢iva (t,,), maximalni sérové koncentrace
(Chay) @ Casu do dosazeni C,,, (t,..). Aby mél vysledek
vypovidajici hodnotu ve smyslu prikazu non-compliance,
je nutné odbér uskutecnit mezi o¢ekdvanym t,, a ¢asem,
kdy koncentrace v séru neklesne pod detekovatelnou mez
analytické metody. Na zakladé velmi nizkych hodnot t,,,
pro néktera lé¢iva se misto ptivodnich forem stanovovaly

Tabulka 1 Limity a terapeuticka rozmezi pro stanovovana
léciva (vysvétleni zkratek v textu)

Terapeuticka Lécivo LOD LLOQ Terapeutické
skupina (ng/ml) (ng/ml) rozmezi
(ng/ml)

Blokatory amlodipin 0,5 1 5-15

vépnikovjch | o pamil 05 1 10-400

kanala

Beta-blokatory  betaxolol 0,5 1 5-50
bisoprolol 1 4 10-100
metoprolol 2 10 35-500

Diuretika kanrenon 1 4 -
hydrochlorothiazid 2 4 40-2 000

Blokatory losartan 1 4 <200

recepto'r u AT‘, telmisartan 1 4 -

pro angiotensin Il

Inhibitory ACE  perindoprilat 0,5 1 -
ramiprilat 0,5 1 =

Blokatory doxazosin 0,5 1 10-150

a,-adrenergnich

receptord

Centralné rilmenidin 0,04 0,1 -

pusobici

antihypertenziva
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Obrazek 1 LC-MS/MS SRM chromatogramy ziskané analyzou
séra pacienta obsahujiciho 21,4 ng/ml doxazosinu (DOX)
a 44,8 ng/ml verapamilu (VER)
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Obrazek 2 LC-MS/MS SRM chromatogramy ziskané analyzou
séra pacienta s negativnim nalezem doxazosinu a verapamilu
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Obréazek 3 LC-MS/MS SRM chromatogramy ziskané analyzou
séra pacienta s negativnim néalezem rilmenidinu (nahofe)
a s ndlezem 1,8 ng/ml

jejich metabolity s del$im t,,. V literatute se uvadi hodnota
t,,, pro spironolakton v rozmezi 1-2 h, zatimco pro meta-
bolit kanrenon, vznikly odtrzenim thioacetalové skupiny
od matefské latky, se tato hodnota pohybuje v rozmezi
14-20 hodin.” Z tohoto divodu se u pacientl uzivajicich
spironolakton stanovuje pouze kanrenon. Obdobn4 je i si-
tuace u inhibitortt ACE perindoprilu a ramiprilu, jejichz t,,,
se nachazi v rozmezi 0,8-1,5 h pro perindopril a 1-5 h pro
ramipril.'”” Obé 1é¢iva jsou zarazovana mezi tzv. proléciva,
jejichz metabolizaci vznikaji vlastni ac¢inné latky s del$imi
t;,. V téchto konkrétnich pripadech vznikaji hydrolyzou
esterové vazby aktivni substance perindoprilat a ramiprilat,
které se stanovuji misto ptivodnich forem. V pripadé losar-
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tanu se t,, pohybuje v rozmezi 1-4 hodin,” coz vede opét
k jisté opatrnosti pfi posuzovani compliance. Vzhledem
ke komer¢ni nedostupnosti metabolitu losartanu, slou¢eni-
ny EXP3174, se doporucuje odebirat krev pacientiim pouze
v rozmezi 1-6 hodin od uziti posledni davky. U dalsich
1é¢iv neni nutné vzhledem k pfiznivym farmakokinetickych
parametrim konkretizovat ¢as odbéru.

Dalsim problémem mutiZe byt rtiznd rychlost metabolismu
1é¢iv (pomali vs. rychli metabolizatoti). Obvykle se odbéry
provadéji 3—-6 hodin po podani léku. U litek s dlouhym polo-
¢asem je vSak detekce moznd i v del$im ¢asovém intervalu.

Limitem metody je stanoveni koncentrace antihyperten-
ziv pouze v okamziku odbéru, coz mtze vzhledem k moz-
nému zvy$eni compliance v obdobi kontroly u nékterych
pacientl (adherence bilého plasté) vyskyt non-compliance
k dlouhodobé pravidelné 1é¢bé spise podhodnocovat.

Pokud jde o nase aktudlni zku$enosti, za obdobi
2009-2010 jsme vysetfili 120 hospitalizovanych pacient
s rezistentni hypertenzi (48 zen) a 73 ambulantnich pa-
cientli s rezistentni hypertenzi (35 zen). U vSech pacientti
byl po klinickém vysetfeni s jejich souhlasem proveden
neplanovany odbér krve ke stanoveni koncentraci antihy-
pertenziv. Vysledky jsou zndzornény na obrdzku 4 (hos-
pitalizovani pacienti) a obrdzku 5 (ambulantni pacienti).
Je patrné, ze adherence k terapii byla u hospitalizovanych
mnohem vy$§i, coz muze byt dano jejich vyss$i motivaci.
Velkym zklaméanim a prekvapenim v$ak byla nizka troven
compliance u pacientd odeslanych do nasi specializované
ambulance s rezistentni hypertenzi k vylou¢eni sekundarni
etiologie. Nase vysledky jsou plné v souladu s vysledky
recentni studie.”” Pri¢in mtize byt cela fada, jak jiz bylo
uvedeno vyse, mezi nej¢astéjsi patrné patti nizka motivace
k 1é¢bé, neuvédomenti si dlouhodobych nasledkii nelécené
hypertenze, ale u nékterych pacienti mame podezfeni
na ucelové jednani s cilem sekundarnich ziskt (invalidni
dichody, dlouhodobd pracovni neschopnost).

Zavérem lze konstatovat, Ze vzhledem k castému vy-
skytu non-compliance je vysetfeni sérovych koncentraci
antihypertenziv u tézké hypertenze potencialné uzite¢nou
metodou k posouzeni non-compliance k antihypertenzni
terapii, a v indikovanych prfipadech (zejména rezistentni
hypertenze) by mélo najit uplatnéni v nasi klinické praxi
i pres finan¢ni ndkladnost. Mélo by byt zvazeno jesté pred
zahdjenim vysetfovaciho programu sekunddrni hypertenze
k racionalizaci vybéru pacientt vySetfovanych komplexnimi

B pozitivni M Castetné negativni b negativni

Obrézek 4 Vysledky stanoveni koncentrace antihypertenziv
u hospitalizovanych pacientt s rezistentni hypertenzi
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M pozitivni M Cdstecné negativni b negativni

Obréazek 5 Vysledky stanoveni koncentrace antihypertenziv
u ambulantnich pacienti s tézkou rezistentni hypertenzi

metodami, a tim k uspote ndkladil na tato vysetfeni. Metoda
by tedy mohla najit i uplatnéni v oblasti posudkového lékarstvi.
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