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SAMMANFATTNING

Antalet lakemedel som lanseras pa marknaden har minskat under mer &n ett decennium, vilket
vécker fragan om huruvida det finns brister i de metoder och resonemang som anvands vid
utvecklingen av ett nytt lakemedel. Syftet i den har litteraturstudien var att utreda delar av
fragan kring eventuella brister med hjalp av foljande fragestallningar:

e Vilka in vitro potenser kan man hitta vid en litteratursokning for nagra pa marknaden
etablerade humana och/eller veterinara lakemedelssubstanser?

e Hur forhaller sig in vitro potensen for dessa substanser till den terapeutiska
plasmakoncentrationen/det terapeutiska intervallet som har faststallts for dem?

e Vad finns det i dagslaget for teorier kring eventuella brister i den radande
lakemedelsutvecklingsprocessen?

In vitro potens-data for nio etablerade lakemedelssubstanser samlades in och jamférdes med
respektive substans terapeutiska plasmakoncentration och en kvot erhélls som sedan
relaterades till det resultat som presenterades i en mastersuppsats i farmaci av Fabian
Goransson dar motsvarande kvot genererades for 150 etablerade lakemedelssubstanser. Det
sammanvagda resultatet, med tyngdpunkt pa Fabians Goranssons resultat, visar att antagandet
att den terapeutiska plasmakoncentrationen ar minst tre ganger hogre &n in vitro potensen kan
leda till framst Overestimering men ocksa underestimering av den terapeutiska
plasmakoncentrationen och att substanser tenderar att vara mer potenta in vivo &n in vitro.
Déarfor behdvs en hogre grad av flexibilitet nar ovan ndmnda antagande praktiseras under
lakemedelsutvecklingsprocessen.

Efter en kortare utblick 6ver nagra teorier kring brister i dagens lakemedelsutvecklingsprocess
verkar det som att lakemedelsindustrin behdver revidera samt ifragasatta Iampligheten hos de
principer som idag praktiseras inom omradet.



SUMMARY

The number of drugs introduced on the market has been decreasing for the past decade. This
raises a question of whether there are flaws amongst the methods applied in today’s drug
discovery process. The objective of the present study was to explore parts of the above
mentioned problem by focusing on the following questions:

e What in vitro potency values can be found for a small number of marketed drugs when
searching in different databases?

e How does the in vitro potency relate to the effective plasma concentration for this set of
drugs?

e What theories are there that describes possible flaws in today’s drug discovery process?

The objective was achieved by collecting in vitro potency data for nine drugs already out on
the market and comparing these data to the effective plasma concentration for each drug.

The results were related to the results presented by Fabian Gdransson in a master’s thesis in
pharmacy that included 150 different drugs that were evaluated in the same manner as in the
present study. The combined results, with emphasis on the results based on 150 drugs,
indicates that the assumption that the effective plasma concentration of a drug is at least three
times higher than the in vitro potency of the same drug, can result in the effective plasma
concentration being overestimated but also at times underestimated. It also indicates that
drugs tend to be more potent in vivo than in vitro. This means that more flexibility is needed
when this assumption is to be applied in the drug discovery process.

Finally, a sample of different theories on existing flaws in today’s drug discovery process
were compiled, and it seems that the drug discovery industry needs to re-evaluate the
principles being practiced and question their suitability in today’s drug discovery process.



INLEDNING

| dagens moderna samhalle finns det mojlighet att bota och behandla en rad sjukdomstillstand
som tidigare varit forodande for saval manniskor som djur. Har spelar lakemedel en viktig
roll. Lakemedel anvands ocksa for att hantera mer vardagliga akommor sa som huvudvark
eller for att sanka febern ndr man under vintern drabbas av influensan. Lakemedel har
forbattrat livskvaliteten for manga som lider av kroniska akommor och de har gett en trygghet
i att manga allvarliga sjukdomstillstand kan behandlas.

Men annu finns ett flertal sjukdomstillstand hos bade manniskor och djur som inte kan
behandlas pa ett bra satt. Darfor kravs det standigt nya lakemedel for att tacka fler
terapiomraden saval som for att forbattra redan befintliga behandlingsmetoder.

Lakemedelsutvecklingsprocessen

| borjan av utvecklingsprocessen av ett nytt lakemedel valideras forst det tankta malet,
exempelvis den receptor lakemedelssubstansen ska verka pa. Det faststalls da att malet har en
relevant roll i det sjukdomstillstdnd som man vill behandla. Darefter soks sa kallade hits,
substanser med en biologisk aktivitet mot det tankta malet. Bland dessa hits valjs sedan
ledande substanser, leads, ut. Deras egenskaper optimeras och bland dem selekteras sedan en
lamplig lakemedelskandidat for vidare utveckling mot ett fardigt lakemedel (Smith, 2003;
Lobmardino & Lowe, 2004; Keserli & Makara, 2009).

En rad krav stélls pa de substanser som till slut ska ge upphov till ett nytt lakemedel. Hit hor
onskvérda farmakokinetiska och farmakodynamiska egenskaper (McGinnity et al., 2007). Ett
viktigt steg tidigt i utvecklingsprocessen &r att studera en substans férmaga att in vitro binda
till det tankta malet, alltsa dess affinitet till exempelvis en receptor (Géransson, 2012).

Utvecklingsprocessen av ett nytt lakemedel kraver mycket resurser och tid, varfor det ar
onskvart att processen blir sa effektiv som mojligt (Lobmardino & Lowe, 2004; Goransson,
2012) och att inte for manga potentiella lakemedelskandidater forloras pa vagen for att de
uppvisat ej dnskvarda eller ej tillrackliga egenskaper (McGinnity et al., 2007).

| dagslaget nar endast ett fatal av de substanser som tas fram som ldkemedelskandidater ut till
konsumenten pa marknaden som ett fardigt lakemedel. Till detta hér ocksa att under det
senaste artiondet eller mer har antalet nya ldkemedel som lanseras pa marknaden minskat
(Lobmardino & Lowe, 2004). Syftet med den hér litteraturstudien var att, med hjélp av
nedanstaende fragestallningar, utreda huruvida det inom lakemedelsindustrin skulle behovas
nya sétt att resonera kring vad det &r som gor en substans till en lamplig lakemedelskandidat.



Fragestallningar

e Vilka in vitro potenser kan man hitta vid en litteratursokning for nagra pa marknaden
etablerade humana och/eller veterinara lakemedelssubstanser?

e Hur forhaller sig in vitro potensen for dessa substanser till den terapeutiska
plasmakoncentrationen/det terapeutiska intervallet som har faststallts for dem?

e Vad finns det i1 dagslidget for teorier kring eventuella brister 1 den rddande
lakemedelsutvecklingsprocessen?

Den har litteraturstudien var &mnad att utgora en del i ett strre projekt dar in vitro potens och
terapeutisk plasmakoncentration jamfors for etablerade ldkemedelssubstanser. Darfor
relaterades resultatet i den hér litteraturstudien till det resultat som presenterades i en
mastersuppsats av Goransson (2012), som éven den utgdr en del i detta storre projekt.

MATERIAL OCH METODER

En lista med 70 mdjliga substanser att inkludera i litteraturstudien erhélls av handledaren.
Malet var att vid sokning i databaser hitta in vitro potens-data for fem till tio substanser fran
den ursprungliga listan. Som utgangspunkt for sokningen anvandes International Union of
Basic and Clinical Pharmacology’s databas (IUPHAR database) dér en sokning pa
substansnamnet gav upphov till in vitro potens-data med tillhérande referens. Denna referens
letades upp vid en sokning i databaserna Web of Knowledge eller PubMed och materialet
bedémdes sedan med avseende pa relevans for andamalet.

Aven sokningar direkt p& substansnamnet i databaser genomfordes. De databaser som
anvandes var: Web of Knowledge (i vilken Web of Science och CAB Abstracts ingar),
Scopus, PubMed, SLU-bibliotekens soktjanst Primo, Google och Google Scholar.

Tva sokaspekter anvandes. Den ena utgjordes av det engelska substansnamnet och i vissa fall
det kemiska namnet pa engelska. Den andra sokaspekten utgjordes av engelska synonymer for
in vitro potens. Dessa var: ”in vitro potency”, ”in vitro affinity”, in vitro receptor binding”,
”in vitro binding”, ”in vitro 1Csy”, ”in vitro K;”” samt in vitro characterization”.

For att hitta information om lakemedelsutvecklingsprocessen ur ett dvergripande perspektiv
anvandes samma databaser och nu med sokorden: “drug discovery process” och drug
development process” i kombination med problem(s)” och ’solution(s)”.

En annan kalla till information i det h&r @mnet var en mastersuppsats med tillhérande
referenslista av Goransson (2012). Goéranssons (2012) satt att jamfora in vitro potens med
terapeutisk plasmakoncentration anvandes ocksa i den har litteraturstudien.

Molekylvikt hamtades fran IUPHAR database (2012a-i). Terapeutisk plasmakoncentration
och fri fraktion hamtades fran Goodman and Gilman’s pharmacological basis of therapeutics



(Hardman et al., 1995). Information om substansernas anvandning i humana och veterinédra
lakemedel hamtades fran FASS.se

Behandling av in vitro potens-data

Under litteratursokningen hittades in vitro potens-data for nio substanser. Dessa jamfordes
med den terapeutiska plasmakoncentrationen (eller mitten av det terapeutiska plasma-
koncentrationsintervallet om det var angivet) enligt Ekvation 1 och en kvot erhélls. Dérefter
sammanstalldes kvoterna tillsammans med 6vriga insamlade data i Tabell 1.
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LITTERATUROVERSIKT
In vitro potens

Potens i den levande organismen (in vivo) &r en substans formaga att astadkomma en onskad
effekt och uttrycks som den koncentration som ger 50% av den maximala lakemedels-
inducerade effekten i en véavnad eller ett organ, det sd kallade ECsp-vardet (effective
concentration 50). En substans med en hdg potens kan astadkomma den énskade effekten vid
en lagre koncentration &n en substans med en lag potens (Neubig et al., 2003). Formagan hos
en substans att astadkomma en effekt beror bland annat av dess formaga att binda till malet i
fraga (Rang et al., 2012a), exempelvis en receptor, alltsa dess affinitet till receptorn. Med in
vitro potens menas den har affiniteten till det tanka malet.

In vitro potens kan uttryckas pa olika satt:

e ICy (inhibitory concentration 50) ar den koncentration av substansen som till 50%
inhiberar bindningen av en radioaktivt mérkt ligand (radioligand) genom att konkurrera
om bindningsstéllet pa receptorn (Neubig et al., 2003).

e K &r den jdmviktsdissociationskonstant som uppkommer mellan associationskonstanten
(k+1) och  dissociationskonstanten  (k;) vid  jdmvikt i en  substans-
receptorbindningsreaktion. Det kan sedan fortydligas fran vilken typ av bindningsstudie K
har genererats (Neubig et al., 2003).

o Ky: | bindningsstudier dar substansen av intressen sjalv &r markt, exempelvis
radioaktivt, kan jamviktsdissociationskonstanten Ky genereras (Neubig et al.,
2003).



e K | kompetitiva radioligandbindningsstudier (displacementstudier) kan en
substans formaga att konkurrera ut bindningen av en radioligand métas och
jamviktsdissociationskonstanten K; genereras (Neubig et al., 2003).

Genom att anvanda Cheng-Prusoffs formel (Ekvation 2) (Cheng & Prusoff, 1973) &r det
mojligt att fran 1Cso-vérden, design- och koncentrationsoberoende, generera Ki-varden.

K, =G @
d

1+

dar S ar koncentrationen av radioliganden och Kq ar radioligandens jamviktsdissociations-
konstant.

Man kan ocksa betrakta ICso som en funktion av substansens sanna Kj-varde och den aktuella
koncentrationen av radioliganden S (Ekvation 3) (Cheng & Prusoff, 1973).

S
ICy, =K, -[1 + K—j ©)

d

In vitro potens studeras under den prekliniska delen av lakemedelsutvecklingsprocessen bade
pa humana targets och motsvarande targets hos forsoksdjur. Den anvands sedan for att dels,
tillsammans med farmakokinetikdata fran in vitro-studier (exempelvis clearance-data fran
hepatocyter (Huang et al., 2007)), forutsédga hur den tankta lakemedelskandidaten kommer att
verka i forsoksdjur in vivo. In vitro potensen anvéands dven for att, tillsammans med bland
annat in vivo potensen hos forsoksdjur, estimera den dos och den plasmakoncentration som
behovs for att ge den onskade effekten i de kliniska studierna (Géransson, 2012) hos den
tankta patientgruppen.

Sammanstalining av in vitro potens-data
Acetylsalicylsyra och Naproxen

Acetylsalicylsyra och naproxen ar hdmmare av cyclooxygenas (COX) —enzymer (Warner et
al., 1999) och anvénds som smartstillande, antiinflammatoriska och febernedsattande medel,
exempelvis vid huvudvérk och smarta i muskler och leder (FASS.se, 2009a; FASS.se, 2010a)
Acetylsalicylsyra anvands &ven som trombocytaggregationshammande medel vid exempelvis
trombosprofylax (FASS.se, 2011).

Warner et al. (1999) presenterade in vitro potens-data for acetylsalicylsyra och naproxen i
forsok dar human whole blood assay (WBA) och William Harveys modifierade assay
(WHMA) anvéndes, vilket innebar att forséken inte &gde rum i en plasmaproteinfri miljo. |
studien uppmattes in vitro potens bade till COX-1 och COX-2. Dock innebar
acetylsalicylsyras instabilitet i helblod att in vitro potens-data till COX-2 endast kunde
genereras vid WHMA-studierna. Som matt pa COX-aktiviteten i WBA mattes halterna av



tromboxan B,. Som matt pa COX-aktiviteten i WHMA miattes halterna av prostaglandin E,.
Det framgick dock inte tydligt vilken/vilka den/de radioaktivt markta substansen/substanserna
var. In vitro potensen presenterades i from av 1Cso-vérden som for COX-1 bestod av poolade
resultat fran WBA och WHMA och for COX-2 presenterades resultat fran WBA och WHMA
separat.

Kvoten mellan den terapeutiska plasmakoncentrationen och in vitro potensen (Tabell 1)
berdknades enligt Ekvation 4 och 5. For acetylsalicylsyra anvandes ett medelvarde av in vitro
potensen till COX-1 och COX-2. Fér naproxen anvéndes ett medelvarde av in vitro potensen
till COX-1 och COX-2 (fran WBA och WHMA).

. 0.51-225.10°%g-L* 1
Ratlc)acetylsalicylicacid = 180.04 4610_6|\/| ~ 140 (4)
-3 -1
Ranbnapm:o.oo3 50-10°g- L' 1 007 ©)
230.09 24.1-10° M

Ketamin

Ketamin verkar genom att blockera den exitatoriska transmittorsubstansen glutamats NMDA-
receptor (Rang et al., 2012b) och anvands som ett snabbverkande allmananestetikum for
induktion och underhall av anestesi (FASS.se, 2012a).

Shiver et al. (1998) studerade en mojlig radioaktivt mérkt substans ((+)-3-E1C]-

(cyano-dizocilpine)) for PET (positron emission tomography)-studier dar NMDA-receptorn
var malet. Shiver et al. (1998) studerade dven den inhiberande effekt som ketamin kunde ha
pa PET-substansens bindning till receptorn. In vitro potens-data genererades fran pelleterade
cerebrala cellmembran fran Sprague-Dawley rattor. Displacementstudierna agde rum i
narvaro av L-glutamat och glycin som mdjliggjorde bindning av de testade substanserna till
NMDA-receptorn. Innan forsoken mattes proteinkoncentrationen i cellmembranpelleten och
det utfordes forsok dar enbart PET-substansens in vitro potens studerades. Vid
displacementstudierna tillsattes ketamin 1 stigande koncentrationer vid 37°C,
gammastralningen fran PET-substansen mattes och ICso-vérdet berdknades. De varden som
presenterades var medelvarden fran tre separata forsok som utfordes i duplikat.

Kvoten mellan den terapeutiska plasmakoncentrationen och in vitro potensen (Tabell 1)
berdknades enligt Ekvation 6.

Ratio _0.88-125-10°g- L' 1 N
ketamine 237.09 3.91-10° M

0.12 (6)

Klonidin

Klonidin &r en «,-receptoragonist (Jasper et al., 1998) och anvdnds som centralt verkande
blodtryckssankande medel vid hypertoni (FASS.se, 2012D).



Jasper et al. (1998) presenterade in vitro potens-data for klonidin fran displacementstudier
utforda vid rumstemperatur med pelleterade cellmembran fran Humana Embryo Kidney celler
(HEK 293-celler) som uttryckte de humana «,,-, a,, -0och a, -adrenerga receptorerna.

[3H]MK —912 anvandes som radioligand. Gammastralningen fran radioliganden miattes,

ICso-vérden togs fram och via Cheng-Prusoffs formel (Ekvation 2) (Cheng & Prusoff, 1973)
berdknades K;-varden. De varden som presenterades var medelvarden fran tre till fyra separata
forsok.

Kvoten mellan den terapeutiska plasmakoncentrationen och in vitro potensen (Tabell 1)
beréknades enligt Ekvation 7. For klonidin anvandes ett medelvérde av in vitro potensen till
a,,- a,, - och a, -receptorerna.

0.8-1.1-10°g- L™ 1

Ratio , .. = .
clonidine 229.02 88.6-10° M

~0.043 @)

Klorpromazin

Klorpromazin &r en dopamin D, antagonist (Freedman et al., 1993) och anvénds vid
behandling av olika psykoser som exempelvis schizofreni (U.S. National Library of Medicine
— National Institute of Health — MedLinePlus, 2011). Substansen ingar for narvarande inte i
nagra registrerade lakemedel i Sverige (FASS.se, 2007).

Freedman et al. (1993) presenterade in vitro potens-data for klorpromazin fran
displacementstudier utférda vid 30°C med pelleterade cellmembran fran Chinese Hamster
Ovary celler (CHO-celler) som uttryckte de humana D,- och Ds-receptorerna.

[‘zsl]iodosulpiride anvandes som radioligand. Dopaminreceptorantagonisten haloperidol

anvandes for att bestimma den specifika bindningen och darefter méattes gammastralningen
fran radioliganden. De bindingsresultat som erholls analyserades statistiskt med
regressionsanalys och parade t-test. De Kj-varden som redovisades var medelvarden fran atta
separata forsok.

Kvoten mellan den terapeutiska plasmakoncentrationen och in vitro potensen (Tabell 1)
beréknades enligt Ekvation 8. For klorpromazin anvandes in vitro potensen till D,-receptorn.

~0.035-190-10°g- L™ ' 1

Ratio L= ~ 2.6
chlomromeine 318.1 8.0-10°M

(8)

Midazolam

Midazolam ér ett bensodiazepinderivat som verkar stimulerande pa y-aminobutyric acid’s
(GABA) GABAA-receptorer i CNS (Rang et al., 2012c¢) och anvands som lugnande medel
och sdmnmedel (FASS.se, 2010b).



Arendt et al. (1987) presenterade in vitro potens-data for midazolam fran displacementstudier
utférda vid 0°C med en fast proteinkoncentration av pelleterade cellmembran fran kortikala

regioner i CNS hos Sprague-Dawley rattor. (3H)- flunitrazepam anvandes som radioligand.

Gammastralningen fran radioliganden mattes och via Cheng-Prusoffs formel (Ekvation 2)
(Cheng & Prusoff, 1973) genererades Ki-vérden. De Kj-varden som redovisades var
medelvarden fran tva till tre separata matningar.

Enheten for den in vitro potens som presenterades var inte angiven, varfor enheten nM antogs
i den hér litteraturstudien baserat pa enheten hos de 6vriga data som presenterades i Arendt et
al.’s (1987) berdkningar.

Kvoten mellan den terapeutiska plasmakoncentrationen och in vitro potensen (Tabell 1)
beréknades enligt Ekvation 9.

Ratio _005-50:107g L7 L ~17 )
midazoam 325.08 0.44-10-° M

Pindolol

Pindolol ar en f - och f,-receptorantagonist och anvinds vid behandling av supraventrikulér
takyarytmi, kdrlkramp samt hypertoni (FASS.se, 2010c).

Tejani-Butt och Brunswick (1986) presenterade in vitro potens-data for pindolol fran
displacementstudier utférda vid 37°C med pelleterade cerebellara och kortikala cellmembran

frin CNS hos Sprague-Dawley réttor. (-)- [**/ jodopindolol (IPIN) anvéndes som radio-

ligand. Pindolols férmaga att konkurrera ut IPIN’s bindning till receptorerna mattes i narvaro
av GTP. Detta for att minimera mojligheten till flera affinitetsstadier hos receptorerna.
Gammastralningen fran radioliganden mattes och isoproterenol anvéandes fér att méta den
specifika bindningen. Dérefter berdknades 1Csp-varden och K;-vérden for substanserna och de
varden som redovisades var medelvarden av liknande varden fran minst tva separata forsok.

Kvoten mellan den terapeutiska plasmakoncentrationen och in vitro potensen (Tabell 1)
berdknades enligt Ekvation 10. For pindolol anvandes ett medelvarde av in vitro potensen till
B, - och f,-receptorerna.

0.49-45-10°g-L™* . 1

Ra.tio . = ~ 89
pindolol 248.15 1-10°M

(10)

Skopolamin

Skopolamin ar en antagonist mot acetylcholins muskarinreceptorer och anvands i depaplaster
som profylax mot rorelsesjuka (FASS.se, 2013). Skopolamin forekommer &ven i kombination
med morfin i preparat for postoperativ behandling dar det har en sekretionshdmmande
funktion (FASS.se, 2009b).



Bolden et al. (1991) presenterade in vitro potens-data for skopolamin fran
displacementstudier utférda vid 37°C med pelleterade cellmembran fran Chinese Hamster
Ovary celler (CHO-K1) som uttryckte acetylkolins muskarinreceptorer (M1, M,, M3, samt My

och Ms). [3H]quinuclidinylbenzilateanvéndes som radioligand. Innan forsoken mattes

proteinkoncentrationen i cellmembranpelleten. Den specifika bindningen av radioliganden
erholls fran berékningar av dess totala och ospecifika bindning. Déarefter berdknades Kg-
varden. De Kg-varden som presenterades var medelvarden fran minst tre separata forsok som
utfordes i duplikat.

Analyser utférdes av det mMRNA som CHO-K1 cellerna uttryckte dar det sakerstélldes att det
var ratt muskarinreceptor-subtyp som uttrycktes i forsoken.

Kvoten mellan den terapeutiska plasmakoncentrationen och in vitro potensen (Tabell 1)
beraknades enligt Ekvation 11. Da den fria fraktionen fér skopolamin inte fanns definierad i
Hardman et al. (1995) sattes den till 1. FOr skopolamin anvéandes ett medelvérde av in vitro
potensen till M-, M- och Ms-receptorerna.

1-40-10°g- L 1

Ratio scopolamine — ’ -9 ~
303.15 1.18- 10" M

0.11 (11)

Timolol

Timolol ar en - och S,-adrenoreceptorantagonist och anvénds i lakemedel som sénker det
intraokuldra trycket vid glaukom och andra 6gonsjukdomar med ett forhojt intraokul&rt tryck
(FASS.se, 2012c).

Baker (2005) presenterade in vitro potens-data for timolol fran displacementstudier utforda
vid 37°C i serumfri miljé med hela Chinese Hamster Ovary celler (CHO-K1) som uttryckte
de humana f-, 3, - och f, - adrenoreceptorerna. *H - CGP 12177 anvandes som radioligand.
Alla forsok utfordes i triplikat och varje 96-halsplatta innehdll tredubbla uppsattningar for att
inkludera bedémning av total och ospecifik bindning. Fran ICso-varden berdknades Kg-vérden.

Kvoten mellan den terapeutiska plasmakoncentrationen och in vitro potensen (Tabell 1)
berdknades enligt Ekvation 12. For timolol anvandes ett medelvarde av in vitro potensen till
B, - och f,-receptorerna.

04-15-10°g-L" 1

Ratio .., = —-— ~6.8
316.16 2.79-10" M

(12)
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Tabell 1. Molekylvikt, in vitro potens, terapeutisk plasmakoncentration, fri fraktion, kvot mellan
terapeutisk plasmakoncentration och in vitro potens, uttryck for in vitro potens samt
verkningsmekanism for de nio inkluderade substanserna

Substans Molekylvikt Invitro Terapeutisk Fri Kvot: Uttryck  Verknings-
(g-mol™) potens  Plasmakon- fraktion terapeutisk for in mekanism
(M) centration  (f,) plasma- vitro
(ugL™h) koncentration ~ potens
/invitro
potens
Acetylsalicylsyra®  180.04®  4.6.10°  225.10° 0.51 140 ICs, Enzymhammare®
Ketamin?* 237.09"  3.91.10° 125 0.88 0.12 ICso Antagonist’
Klonidin® 229.02"  88.6.10° 1.1 0.8 0.043 Ki Agonist®
Klorpromazin* 318.1"  8.0.10° 190 0.035¢ 2.6 Ki Antagonist*
Midazolam®* 325.08"  0.44.10° 50 0.05 17 Ki Agonist™®
Naproxen® 230.09"  24.1.10°  50.10° 0.003 0.027 ICs, Enzymhammare®
Pindolol®* 248.15%  1.10° 45 0.49 8.9 Ki Antagonist**
Skopolamin’ 303.15"  1.18-107 0.04 N.D. 0.11 Kq Antagonist’
Timolol® 316.16"  2.79.10° 15 0.4 6.8 Kqg Antagonist®

Terapeutisk plasmakoncentration och fri fraktion hamtades fran Hardman et al. (1995), * data fran
ratta, “ IUPHAR database (2012a, b, ¢, d, e, f, g, h, i), ¢ mitten av ett intervall, * Warner et al. (1999),
2 Shiver et al. (1998), ® Jasper et al. (1998), * Freedman et al. (1993), ° Arendt et al. (1987), ® Tejani-
Butt och Brunswick (1986), ' Bolden et al. (1991), ® Baker (2005),° Rang et al.(2012b), *° Rang et al.
(2012c), * FASS.se (2010c), N.D. Not defined.
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De kvoter som erhélls i den hér litteraturstudien relaterades till det resultat Géransson (2012)
presenterade (Figur 1).

35%

30%

25%

20%

15%

10%

- 11 N
0% [rm—

<0.0001 0.0001-0.0010.001-0.01 0.01-01 A- - 10-100 =100

Figur 1. Frekvensdiagram av Goransson (2012). Visar fordelningen av 150 substanser i olika
intervall baserat pa kvoten mellan terapeutisk plasmakoncentration och in vitro potens. Siffran Gver
staplarna indikerar antalet substanser fran den har litteraturstudien som placerar sig i respektive
intervall.

De kvoter som berédknades mellan den terapeutiska plasmakoncentrationen och in vitro
potensen for de nio substanserna ar tankta att illustrera hur terapeutisk plasmakoncentration
och in vitro potens forhaller sig till varandra. Vissa substanser, exempelvis acetylsalicylsyra,
hade en kvot storre an 100 (Tabell 1). Detta i kontrast till exempelvis naproxen och klonidin,
vilka visade en kvot mindre &n 0.1 (Tabell 1).

Substanser med en in vitro potens pa nM-nivd hade Over lag en terapeutisk
plasmakoncentration p& ng- mL"'-niva. P4 samma sétt hade substanser med en in vitro potens
p& uM-nivd over lag en terapeutisk plasmakoncentration pd pug-mL'-nivd. Fyra av
substanserna hade en kvot mindre an 1 och fem av substanserna hade en kvot storre an 1.

12



Teorier kring brister i dagens lakemedelsutvecklingsprocess

Det finns ett antal olika teorier som beskriver begrénsningarna i dagens
lakemedelsutvecklingsprocess. Nedan foljer en sammanstallning av nagra sadana teorier.

e High-throughput screening (HTS) for selektion av substanser for vidare utveckling
baserat pd hdog in vitro potens ger ogynnsamma farmakokinetiska egenskaper
(Lombardino & Lowe, 2004), da de fysikalkemiska egenskaperna som gynnar in vitro
potens respektive farmakokinetiska egenskaper skiljer sig at (Gleeson et al., 2011).

e Ldg l6slighet hos de substanser som valjs ut under tidig screening skapar svarigheter
senare i utvecklingsprocessen (Keserii & Makara, 2009).

e Fokus pa en lag plasmaproteinbindningsgrad i tron att det ger en hog fri koncentration for
det fardiga lakemedlet kan innebéra att fel substanser selekteras till vidare utveckling
(Smith et al., 2010).

e Selektion av substanser efter fysikalkemiska egenskaper baserat pa en tillampning av The
Rule of Five (Lipinski et al., 2001) (dar substanser beddms med avseende pa molekylvikt,
lipofilicitet samt mojlighet att bilda vatebindningar) med for skarpa granser och utan olika
tyngd lagd till de olika fysikalkemiska egenskaperna ger inte en rattvisande bedémning av
substanser (Petit et al., 2012).

e Kravet att snabbt generera manga leads till vidare utveckling och optimering bidrar till
daliga grundforutsattningar, da exempelvis de metoder som anvénds inte alltid kan
skraddarsys for att passa substanser med fysikalkemiska egenskaper som skiljer sig fran
normen. Detta kan vara en del i orsaken till ej 6nskvérda fysikalkemiska egenskaper hos
leads (Keserl & Makara, 2009).

e Antagandet att den terapeutiska plasmakoncentrationen ar minst tre ganger hogre an in
vitro potensen ar inte optimalt och nér det tillampas bor det ske mer flexibelt (Gdransson,
2012).

DISKUSSION
Att skatta terapeutiska plasmakoncentrationer

Det finns olika satt att resonera ndr man skattar den terapeutiska plasmakoncentrationen in
vivo. Ett allméant vedertaget tillvdgagangssatt ar att utgd fran att den terapeutiska
plasmakoncentrationen kommer att vara minst tre ganger hogre an in vitro potensen for att
darigenom garanterat ge en god effekt (McGinnity et al., 2007; Goéransson, 2012).

Detta ar ett antagande vért att grundligare studera for att optimera lakemedelsutvecklingen
och ett fatal sadana studier har genomforts (McGinnity et al., 2007; Goransson, 2012).
McGinnity et al. (2007) menar att det med tillforlitliga in vitro potens-data gar att skatta den
terapeutiska plasmakoncentrationen och att ndr detta vdgs samman med farmakokinetik-
parametrar, som clearance och halveringstid, mojliggor skattning av den terapeutiska dosen
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med acceptabel noggrannhet. Samtidigt visade samma studie att det for en pa marknaden
etablerad substans, gar att skatta en dos som ar mellan tre och fem ganger hogre an den dos
som idag anses ge upphov till en terapeutisk plasmakoncentration (McGinnity et al., 2007).

Goransson (2012) visade vid studier av in vitro potens och terapeutisk plasmakoncentration
for etablerade substanser att de tenderade att vara mer potenta in vivo an in vitro da kvoten
terapeutisk plasmakoncentration / in vitro potens var mindre &n 1 for en majoritet av
substanserna. Darfér menar han att mer flexibilitet behévs vid tillampning av antagandet att
den terapeutiska plasmakoncentrationen ar minst tre ganger hogre an in vitro potensen, men
att antagandet fortfarande utgor ett bra verktyg vid utvecklingen av en potentiell
lakemedelskandidat.

Det finns ocksa antaganden inom ldkemedelsindustrin att en substans med en hdg in vitro
potens skulle generera ett lakemedel med en lagre terapeutisk dos (Gleeson et al., 2011). Har
bor beaktas att terapeutisk dos inte ar det samma som terapeutisk plasmakoncentration da
farmakokinetikparametrar paverkar hur mycket av dosen som nar det systemiska kretsloppet
och sedan malorganet. Gleeson et al. (2011) kom fram till att det saknas ett starkt samband
mellan in vitro potens och terapeutisk dos men att det férmodligen har sin grund i att
farmakokinetiska egenskaper och in vitro potens gynnas av olika fysikalkemiska egenskaper.
Gleeson et al. (2011) brister i att det inte var den terapeutiska plasmakoncentrationen som
jamfordes med in vitro potensen, utan istéllet den terapeutiska dosen. Gleeson et al. (2011)
menar ocksa att det inte gynnar lakemedelsindustrin att fokusera pa hoga in vitro potenser da
det kan ske pa bekostnad av samre farmakokinetiska egenskaper och darmed inte 6ka andelen
av potentiella lakemedelskandidater som slutligen blir fardiga lakemedel.

Huang et al. (2007) menar att det ar mojligt att fran in vitro potens-data forutsaga vilken dos
som behdvs in vivo for att fa onskad effekt med en bra sékerhet nar man véger in
farmakokinetiska data som visar pa exponeringen i malorganismen. Detta pastaende grundar
sig pa en mindre studie som enbart innefattade 10 substanser och dér den dos som estimerades
under prekliniska studier var 1.2 till 2.3 ganger hogre &n den faktiska dos som observerades
under kliniska studier. Aterigen bor skillnaden mellan terapeutisk dos och terapeutisk
plasmakoncentration beaktas.

Att resultatet fran den har litteraturstudien tyder pa att en in vitro potens pa M -niva ger en
terapeutisk plasmakoncentration pad ug- mL'-nivd och en in vitro potens p& nM-niva ger en
terapeutisk plasmakoncentration pad ng-mL'-nivd motsager inte Gleeson et al.’s (2011)
konklusioner angaende avsaknaden av ett starkt samband mellan terapeutisk dos och in vitro
potens, eftersom det i den hér litteraturstudien var terapeutisk plasmakoncentration och inte
terapeutisk dos som jamfordes med in vitro potensen och det kan handa mycket med ett
lakemedel fran det att det ges tills att det nar malorganet.
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Att relatera in vitro potens till terapeutisk plasmakoncentration
Kéllor till osékerhet

Forst och framst bor papekas att de in vitro potens-varden som anges som ett Ky-vérde for
skopolamin och timolol mer framstar som ett K-varde enligt respektive studies
metodbeskrivning. Detta illustrerar en felanvandning av dessa tva begrepp som har kunnat
foljas som en rod trad vid insamlingen av in vitro potens-data under den har litteraturstudien.

Nar en substans in vitro potens anges som ett ICso-vérde har det inte skett nagon korrigering
for den koncentration i vilken den konkurrerande radioaktivt mérkta liganden tillsattes. Detta
korrigeras genom att anvanda Cheng-Prusoffs formel (Ekvation 2) (Cheng & Prusoff, 1973)
for att generera ett K;-varde fran 1Cso-vardet. Ki-vardet ar oberoende av koncentrationen av
den konkurrerande liganden (Gabrielsson, J., SLU, Institutionen for biomedicin och veterinar
folkhélsovetenskap, pers. med., 2013-02-27). Detta géller i den har litteraturstudien for
ketamin, men troligtvis inte for acetylsalicylsyra och naproxen da dessa inte testades i
displacementstudier.

Aven Goransson (2012) anvande sig av 1Csp-védrden vid berdkningarna av de kvoter som
presenterades. Kanske hade valet av ett annat uttryck for in vitro potens varit att féredra.

Vart att notera angaende in vitro potens-studierna

e En del in vitro potens-data kom fran studier som inte var fria fran plasmaproteiner och i
en del studier framgick det inte om det forekom proteinrester fran cellodlingsmediet eller
inte. Trots detta togs den fria fraktionen, f,, med i berakningarna i den hér litteraturstudien
av praktiska skal.

e In vitro potens-data for ketamin, midazolam och pindolol erhélls fran studier pa
receptorer fran ratta och inte humana receptorer.

e Pindolols in vitro potens studerades pa £ - och f3, - receptorer i CNS, trots att pindolol
ar menad att verka utanfor CNS. Dessutom utfordes studierna inte i en miljé med bara
B, - eller B, - receptorer, utan endast med en betydande majoritet av den ena eller den
andra receptortypen.

e Alla studier utfordes heller inte vid kroppstemperatur (ca 37°C), vilket skulle ha varit
battre for att aterspegla forhallandena in vivo.

e NMDA-receptorerna aktiverades innan ketamins in vitro potens studerades, vilket kanske
inte motsvarade den verkliga situationen in vivo.

e Hela celler anvandes nér timolol studerades, vilket Baker (2005) menade gav en mer
rattvisande bild av affiniteten till det stadiet receptorn befinner sig i kroppen dar GTP
finns narvarande. Tejani-Butt och Brunswick, (1986) tillsatte istéllet GTP i forsoket dar
pindolol studerades vilket bor ha gett en liknande paverkan pa resultatet.
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e Det finns ocksa en risk att beskrivningen av studierna har tolkats fel i samband med
litteraturinsamlingen.

For- och nackdelar med tillvagagangssattet

En fordel med tillvagagangssattet i den har litteraturstudien och Goranssons (2012) studie &r
att in vitro potens relaterades till terapeutisk plasmakoncentration och inte till terapeutisk dos.
Darmed tillats inte resultatet paverkas av exempelvis en lag biotillganglighet.

Att hansyn togs till den fria fraktionen foér substanserna innebar att in vitro potens relaterades
till den fria plasmakoncentrationen som driver den farmakologiska effekten (Smith et al.,
2010).

Nackdelar med det har tillvagagangssattet framgar dels i all den osakerhet som uppkom nér
data fran flera olika kéllor anvandes. Att flera olika uttryck for in vitro potens anvéandes var
inte optimalt.

| den har litteraturstudien har substanser med olika targets och olika administeringsvégar
inkluderats. Kanske hade en fokus pa exempelvis en viss administreringsvag, vilket var fallet
i GOranssons (2012) studie, eller ett visst target varit att foredra. Syftet var heller inte att hitta
in vitro potens-data for substanser som motsvarar fordelningen bland marknadsforda
substanser idag nar det galler targets, verkningsmekanismer eller administreringsvagar. Detta
krdver en mer omfattande litteraturstudie.

Né&r in vitro potens-data for en substans fanns presenterat for flera subtyper av ett target
gjordes en forenkling genom att ett medelvdarde av dessa in vitro potenser anvéndes.
Alternativt anvandes data fran det target substansen framst ar menad att verka pa. Detta kan
paverka korrektheten i resultatet.

Enbart in vitro potens-data for modersubstanserna inkluderades, vilket bortser fran eventuella
metaboliter som ocksa har en farmakologisk aktivitet (Goransson, 2012).

Goransson simulerade den terapeutiska plasmakoncentrationen fran tidigare faststélld
dosering och farmakokinetikparametrar, till skillnad fran tillvdgagangssattet i den har
litteraturstudien dar den terapeutiska plasmakoncentrationen hamtades fran Goodman and
Gilman’s pharmacological basis of therapeutics (Hardman et al., 1995). Goransson (2012)
diskuterade den osakerhet som uppkom vid simuleringen nar hansyn endast togs till ett fatal
farmakokinetikparametrar och det gjordes ett antagande att receptorerna ar jamt férdelade i
kroppen. Det ar mojligt att denna osakerhet blev mindre betydande i den hér litteraturstudien,
eftersom den terapeutiska plasmakoncentrationen inte simulerades.

Vad visar resultatet?

Né&r kvoterna som erholls vid den har litteraturstudien relaterades till det resultat som
Goransson (2012) presenterade (Figur 1) Overensstimde dessa inte helt och hallet med
varandra. | den har litteraturstudien hade fyra av substanserna en kvot mindre &n 1 och fem av
substanserna en kvot storre &n 1. | motsats till Goranssons (2012) konklusion att etablerade
substanser tenderar att vara mer potenta in vivo an in vitro, skulle substansernas fordelning i
den hér litteraturstudien kunna tyda pa det motsatta, det vill sdga en hogre potens in vitro dn
in vivo.
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Dock innebar det faktum att den har litteraturstudien var av sadan ringa omfattning, den lilla
skillnaden i antal substanser med en kvot mindre &n 1 respektive stérre an 1 samt att en
blandning av olika uttryck for in vitro potens anvéndes, att studien bor ses i ett storre
sammanhang hellre &n for sig sjalv. Darfor verkar det rimligare att utfallet stddjer Goranssons
(2012) resultat saval som konklusioner.

Da det fanns bade laga och hoga kvoter bland substanserna i Goranssons (2012) studie (och
aven i den har litteraturstudien), kan det indikera att antagandet att den terapeutiska
plasmakoncentrationen ar minst tre ganger hogre &an in vitro potensen kan ge bade 6ver- och
underestimeringar av den terapeutiska plasmakoncentrationen. Utfallet i Goranssons (2012)
studie tyder pa att dverestimeringar troligtvis ar vanligare &n underestimering.

Om Goranssons (2012) konklusion att substanser & mer potenta in vivo &n in vitro stimmer,
ger estimeringen att den terapeutiska plasmakoncentrationen ar minst tre ganger hogre an in
vitro potensen en 6verestimering av den terapeutiska plasmakoncentrationen. Det skulle ocksa
innebadra att substanser inte behdver uppvisa en véldigt hdg in vitro potens for att fortfarande
ge onskad effekt vid inte allt for hoga plasmakoncentrationer. | enlighet med Gleeson et al.
(2011) skulle en mindre intensiv jakt pa hoga in vitro potenser generera substanser med béttre
farmakokinetiska egenskaper.

Att binda till en receptor &r inte samma sak som att aktivera den (Rang et al., 2012a), vilket ar
viktigt att komma ihag vid estimering av den terapeutiska plasmakoncentrationen.

Konceptet spare receptors innebér att det kan finnas fler receptorer i en vévnad an vad som
behdvs for att ge upphov till vdvnadens maximala svar (Rang et al., 2012a). Det kan darfor
kravas att farre receptorer binder en ligand for att na det 6nskade svaret an vad som estimerats
fran in vitro potens-data. Detta stodjer Goranssons (2012) konklusion att substanser &r mer
potenta in vivo &n in vitro.

Awven nér in vitro potens anvands for att estimera den terapeutiska dosen verkar det ofta ske
Overestimeringar (Huang et al., 2007; McGinnity et al., 2007), &ven nér antagandet att in vitro
potensen ar minst tre ganger hogre an den terapeutiska plasmakoncentrationen inte anvands
(Huang et al., 2007). Att relatera in vitro potens till terapeutisk plasmakoncentration istallet
for terapeutisk dos ar dock att foredra. Detta eftersom den méangd av en substans som nar ut i
blodet paverkas av manga faktorer och det ar den slutgiltiga plasmakoncentrationen som har
betydelse for effekten.

Man skulle kunna ténka sig att fordelningen av substanserna i den hér litteraturstudien (fyra
substanser med en kvot mindre &n 1 och fem substanser med en kvot stérre &n 1) kan ha sin
grund i verkningsmekanismerna for substanserna. Det & mojligt att det exempelvis krévs en
hogre plasmakoncentration in vivo (och alltsda en hogre kvot mellan terapeutisk
plasmakoncentration och in vitro potens) for att na den dnskade effekten om substansen ar en
antagonist eller en enzymhammare. Detta eftersom substansen da ska blockera en fysiologisk
signaleringsvag, till skillnad fran agonister som verkar stimulerande. Dock verkar inget sadant
monster kunna urskiljas i resultatet fran den har litteraturstudien. | Goranssons (2012) studie
ses tendenser till ett sadant monster, om an inte helt 6vertygande.
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Resultatet baserat pa de nio substanserna fran den har litteraturstudien &r tankt att ses om en
del i ett storre projekt, dar etablerade substanser studeras med avseende pa forehallandet
mellan in vitro potens och terapeutisk plasmakoncentration. Resultatet bor darfor végas
samman med Goranssons (2012) resultat, (vilket ocksa ar en del i detta stérre projekt) som ar
baserat pa 150 substanser, for att nagra slutsatser ska kunna dras.

Baserat pa Goranssons (2012) resultat, verkar det som att antagandet att den terapeutiska
plasmakoncentrationen ar minst tre ganger hogre an in vitro potensen kan ge framst
overestimeringar men ocksa underestimeringar av den terapeutiska plasmakoncentrationen.
Det tycks ocksa mojligt att substanser ar mer potenta in vivo an in vitro.

En Kkortare utblick Over olika teorier kring vad som Dbrister i dagens
lakemedelsutvecklingsprocess gav intrycket att det finns ett behov av revidering samt
ifragasattande av lampligheten hos de principer som idag &r praxis inom
lakemedelsutvecklingen.
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