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Summary

SUMMARY

Over the past few decades, proteins and other biopharmaceutical drugs have
revolutionized the treatment of many diseases. e quality of life of countless patients
su ering from for example diabetes, coagulopathy and autoimmune diseases have been
improved dramatically by the use of biopharmaceuticals. Nowadays, it's impossible to
imagine medicine without this class of drugs.

e delivery of proteins is however not straightforward. Oral administration of proteins
is practically impossible due to very limited absorption and rapid denaturation in
the gastrointestinal tract.  erefore, administration of proteins is usually via frequent
intravenous injections, creating a high burden for patients. Furthermore, the aqueous
injection solutions typically have a limited shelf life. As a result, numerous e orts are
being made to stabilize proteins and to develop alternative formulations. is thesis is
one contribution to these e orts and its main focus is on protein stability and delivery
from polymeric matrices.

A clever type of alternative formulations are sustained release formulations.
Biocompatible and biodegradable polymers are considered as excellent matrices for
prolonged release and various types of dosage forms can be produced using these
polymers, such as rod-shaped implants and micro-and nanoparticles. In Chapter 2,
several methods to produce micro- and nanoparticles are reviewed with particular
emphasis on protein destabilizing conditions in these methods and strategies to
improve these conditions. For particles in the micro range, emulsi cation-solvent
evaporation, spraying methods and layer-by-layer particle formation are most suitable,
whereas for nano-sized particles polymersomes and solvent displacement methods
can be used. Most of these methods involve exposure of the protein to interfaces at
which the protein can denature (for example by unfolding), and interfacial stress is
therefore the main destabilizing factor in polymeric particle production. Avoidance of
interfaces is practically impossible, thus only e orts can be made to minimize contact
of proteins with interfaces by for example using a surfactant to occupy interfaces or
using milder organic solvents. Other strategies to prevent denaturation of proteins
during production include incorporation of proteins in the solid state, the use more
compatible polymers and application of stabilizing excipients. Despite the available
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technology to produce nano- and microparticles with stable proteins and peptides,
there are still many challenges to overcome before such a formulation is ready for
clinical application.

One of the stabilization strategies discussed in Chapter 2 is maintaining proteins
in the solid state and in Chapter 3, the fundamentals of this strategy are explored
further. For the stability of proteins in the solid state, it is essential that the complex
three-dimensional structure of the protein is not compromised.  erefore, the labile
nature of proteins necessitates the use of excipients, especially during the drying
process, to achieve stability in the solid state. Sugars are perfect candidates for solid
state stabilization, as (upon drying) protein structure is stabilized by vitri cation
(immobilization) and hydrogen bonding between protein and sugar (thereby replacing
hydrogen bonds between protein and water).  ese so-called sugar glasses protect the
protein from moisture and heat (conditions detrimental for proteins), although the
extent depends on the properties of the sugar. e most important property is the glass
transition temperature (Tg), the temperature at which the sugar glass will convert into
the non-stabilizing rubbery state, and which is lowered in the presence of moisture.
Small sugars like disaccharides provide excellent packing around proteins due to their
size, maximizing vitri cation and hydrogen bonding, but are less protective against
moisture and heat because of their relatively low T, Polysaccharides have opposing
properties; due to their larger size they are not able to provide a tight packing of the
protein but they have a high T,

In Chapter 3, we are the rst to thoroughly investigate the stabilizing properties of the
polysaccharide pullulan, a popular polysaccharide in the food industry. We found the
T, of pullulan to be exceptionally high at 261 °C. In addition, the T, remained above
room temperature in extreme moisture conditions. However, the size of pullulan also
prevented tight packing around proteins for stabilization and the storage stability
of the protein
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To combine the strengths of both sugar types, trehalose was mixed with pullulan
into binary glasses. Di erent ratios were used to nd the optimum composition for
maximum stabilization. Indeed, in storage stability testing at 56% relative humidity,
pullulan/trehalose combinations performed better than trehalose. e T, of these
blends is increased by the presence of pullulan, while tight packing around the protein
is ensured by trehalose. In conclusion, by outperforming the gold standard trehalose,
the pullulan/trehalose binary glasses show great potential for stabilizing proteins in the
solid state at high relative humidity conditions.

Another type of protein-stabilizing sugar is the exible oligosaccharide inulin, which
has a relatively high T, due to its size and provides a tight packing around proteins
due to the molecular exibility. In Chapter 4, the stabilizing properties of inulin were
tested during hot melt extrusion (HME) for the production of polymeric formulations
containing proteins. In this HME process, the polymer and protein are heated and
kneaded to mix and subsequently molded into the desired shape, usually a rod, which
can be used as an implant for long term release. HME requires no (organic) solvents
to dissolve the polymer (these could be detrimental to proteins), but heat is necessary
to soften the polymer. First, to mimic heat conditions during HME two thermolabile
model proteins,
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with the dry heat exposure measurements. Most likely the residual moisture present in
the inulin-protein mixtures was not able to evaporate during HME, thereby lowering
the T, and destabilizing the protein. Lastly, polymers with hydrophilic properties were
thought to be bene cial for the stability of proteins, however, our results showed no
advantage of these properties. Taken together, the results of Chapter 4 show great
potential for the use of HME for polymeric formulations containing proteins, albeit
extreme conditions should be avoided.

e results of Chapter 3 and 4 were obtained using model proteins, (non-
therapeutical) proteins that are often used instead of therapeutically active protein of
interest for practical or nancial reasons. In Chapter 2 it was argued that the progress
of proteinaceous drug formulations to the clinic would bene t from using the actual
therapeutically active protein in early stages of development, a strategy which was
applied in Chapter 5 and 6. In these chapters, the development of a polymeric
sustained release formulation of a targeted protein-based construct is described from
pre-formulation studies to the rst pre-clinical studies (i.e. testing in animal models).

Chapter 5 introduces a carrier protein that could be speci cally delivered to diseased
tissue, in this case brotic tissue. Site-speci ¢ delivery of drugs minimizes systemic
side e ects and maximizes the e cacy of the drug. In brotic tissue, the platelet-
derived growth factor b receptor (PDGF
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50:50 blend proved to be the optimal combination of content and size of the PEG
blocks. Next, the formulation was subcutaneously administered to mice su ering
from Kkidney brosis induced by unilateral ureteral obstruction. Seven days after
administration, pPB-HSA was present in blood, indicating that protein was released,
and pPB-HSA was also present in the injected microspheres, indicating that release
was still ongoing. Furthermore, accumulation of protein was enhanced in the target
organ, the brotic kidney. is pilot study con rmed the feasibility of delivery of
targeted proteins from sustained release formulations.

In Chapter 6, the studies described in Chapter 5 were continued by exploring the
pharmacokinetic parameters of pPB-HSA in mice, after intravenous administration in
the CCI, model of acute liver brosis and after release from polymeric microspheres
in a model for chronic liver brosis, the Mdr2 knockout model. e plasma half-life
of pPB-HSA after intravenous administration was estimated at 40 minutes and pPB-
HSA preferentially accumulated in the target organ, i.e. the brotic liver. After release
from microspheres, pPB-HSA maintained a steady state concentration in plasma and
liver tissue from day 1 to 5. With a plasma half-life of the protein of 40 minutes, it
could be concluded that release from the microspheres was continuous. However,
the concentrations of pPB-HSA unexpectedly dropped at day 7 (the last time point),
which was attributed to antibody formation against HSA, thereby impeding tissue
distribution and receptor binding of pPB-HSA. To prevent this unwanted e ect, a
carrier using mouse serum albumin was developed (pPB-MSA), which indeed did
not cause antibody formation. As a last step in the pre-clinical studies, pPB-MSA
was enriched with an anti brotic compound, the rho-kinase inhibitor Y27632, and
administered using microspheres to Mdr2 knockout mice su ering from liver brosis
in a pilot study. On both gene and protein level, pPB-MSA-Y27632 showed decreasing
trends of hepatic brosis markers. In conclusion, Chapters 5 and 6 demonstrate the
potential of sustained release formulations for PDGF
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structure and labile nature of proteins complicates the formulation process to a great
extent and this has markedly delayed commercialization of controlled delivery drug
devices for proteins. To achieve successful clinical application of such formulations,
thorough characterization of the protein of interest is necessary, as well as an
intelligent choice of compatible matrix material and production process. Second,
the use of sugar glass technology to stabilize proteins in polymeric formulations is
explored. s strategy was shown to be advantageous in HME (Chapter 4), and also
in polymeric microspheres, sugar glass stabilization could have a bene cial e ect on
protein stability and the release rate. Lastly, several aspects concerning the delivery of
targeted proteins from controlled release formulations are discussed. Although this
concept was proven to be very promising, the ideal formulation for human use would
require a slower release rate to decrease the administration frequency even further.
By adjusting the composition of the phase-separated multi-block copolymers and
lowering the drug load, the ideal formulation could be engineered.  ough, testing
of such a formulation would be complicated by the poor in vitro-in vivo correlation
typical for subcutaneously administered sustained release formulations. In part, this
poor correlation is due to the complex foreign body reaction that is initiated after
subcutaneous administration of materials such as polymeric microspheres. Although
the foreign body reaction is a common process and only very rarely harmful to
patients, it can de nitely a ect the absorption of proteins into the blood and thereby
the course of the treatment. One approach to minimize the e ect of the foreign body
reaction is to produce microspheres with a monodisperse particle size distribution
(i.e. all particles are approximately the same size) where the particles are between 20
and 80 mm as opposed to the polydisperse particle size distribution (i.e. the particles
di er greatly in size, in this case from 1 to 170 mm) of the microspheres that are used
in Chapters 5 and 6. Finally, the future of PDGF
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SAMENVATTING

In de afgelopen decennia hebben eiwitten en andere biofarmaceutische geneesmiddelen
de behandeling van veel ziekten radicaal veranderd. De levenskwaliteit van talloze
patiénten die lijden aan bijvoorbeeld diabetes, stollingsstoornissen en auto-
immuunziekten is drastisch verbeterd door het gebruik van deze zogenaamde
biofarmaceutica. Deze klasse van geneesmiddelen is tegenwoordig dan ook niet meer
weg te denken uit de geneeskunde.

De toediening van eiwitten is echter niet eenvoudig. Het is praktisch gezien onmogelijk
om eiwitten oraal toe te dienen vanwege de zeer beperkte opname en de snelle
denaturatie in het maagdarmstelsel. De toediening van eiwitten gebeurt daarom veelal
via intraveneuze injecties, die frequent toegediend moeten worden, wat een grote
last voor patiénten oplevert. Bovendien hebben de waterige injectievloeisto en vaak
slechts een beperkte houdbaarheid. Dientengevolge worden er tal van inspanningen
gedaan om eiwitten te stabiliseren en alternatieve formuleringen te ontwikkelen. Dit
proefschrift is een bijdrage aan deze inspanningen en is gefocust op de stabiliteit van
eiwitten en afgifte daarvan uit polymere matrices.

Formuleringen met verlengde afgifte kunnen gezien worden als een ingenieus type
formulering. Voor zulke verlengde afgifte zijn biocompatibele en biodegradeerbare
polymeren excellente matrices. Verschillende soorten toedieningsvormen kunnen
met deze polymeren geproduceerd worden, zoals staafvormige implantaten en micro-
en nanodeeltjes. In Hoofdstuk 2 worden verscheidene methoden om micro- en
nanodeeltjes te produceren besproken met de nadruk op condities in deze methoden
die eiwitten kunnen destabiliseren en strategieén om deze condities te verbeteren.
Voor deeltjes in het microbereik zijn emulsi catie-oplosmiddel verdamping,
vernevelmethoden en laag-voor-laag deeltjesvorming het meest geschikt, terwijl voor
deeltjes in het nanobereik polymersomen en oplosmiddelverdringing het best gebruikt
kunnen worden. Tijdens de meeste van deze methoden wordt het eiwit blootgesteld
aan oppervlaktes of grensvlakken (bijvoorbeeld tussen twee vloeisto agen of de
vloeistof en de vial) waar het eiwit kan denatureren (bijvoorbeeld door ontvouwing).
Stress aan het grensvlak is dan ook de belangrijkste destabiliserende factor tijdens
de formatie van polymere deeltjes. Het vermijden van grensvlakken is praktisch
gezien onmogelijk, dus kunnen er alleen inspanningen worden gedaan om het
contact van eiwitten met grensvlakken te minimaliseren. Dit kan bijvoorbeeld door

189



Chapter 8

het gebruik van oppervlakte-actieve sto en die zich ophopen aan de grensvlakken
of door mildere organische oplosmiddelen te gebruiken. Overige strategieén om
denaturatie van eiwitten te voorkomen tijdens de productie omvatten incorporatie
van eiwitten in de vaste toestand (in plaats van in opgeloste toestand), het gebruik
van meer compatibele polymeren en de aanwending van stabiliserende hulpsto en.
Ondanks dat de technologie om micro- en nanodeeltjes te produceren met stabiele
eiwitten en peptiden beschikbaar is, zijn er nog vele obstakels te overwinnen voordat
een dergelijke formulering klaar is voor gebruik in de klinische setting.

Een van de stabilisatiestrategieén besproken in Hoofdstuk 2 is het gebruik van
eiwitten in de vaste toestand. In Hoofdstuk 3 worden de beginselen van deze strategie
verder onderzocht. Het is essentieel voor de stabiliteit van eiwitten in de vaste toestand
dat hun complexe driedimensionale structuur niet aangetast wordt. De labiele
aard van eiwitten maakt het gebruik van hulpsto en noodzakelijk om stabiliteit in
de vaste toestand te waarborgen. Ook tijdens het voorafgaande droogproces zijn
eiwitten gevoelig voor denaturatie. Suikers zijn erg geschikt voor stabilisatie in de
vaste toestand, omdat, tijdens het drogen, suikers de eiwitstructuur stabiliseren door
vitri catie (immobilisatie) en vorming van waterstofbruggen tussen het eiwit en de
suikers (waarbij de waterstofbruggen tussen eiwit en water vervangen worden). Deze
zogenaamde suikerglazen beschermen het eiwit tegen vocht en hitte (condities die
schadelijk zijn voor eiwitten), hoewel de mate van bescherming afhankelijk is van welk
suiker er gebruikt wordt. De belangrijkste eigenschap van suikers is in dit verband
de glasovergangstemperatuur (Tg), de temperatuur waarbij het suikerglas overgaat
in de niet-stabiliserend rubbertoestand, welke omlaag gaat in de aanwezigheid van
vocht. Kleine suikers zoals disachariden kunnen een dichte pakking rondom eiwitten
vormen, waarbij de vitri catie en waterstofbruggen gemaximaliseerd zijn, maar deze
suikers kunnen minder goed beschermen tegen vocht en hitte vanwege hun relatief
lage T, Polysachariden hebben tegenovergestelde eigenschappen; vanwege hun
grootte kunnen ze geen dichte pakking rondom het eiwit bewerkstelligen, maar ze
hebben wel een hoge T,

In Hoofdstuk 3 zijn wij de eersten die de stabiliserende eigenschappen van het
polysacharide pullulan, een populair polysacharide in de voedingsmiddelenindustrie,
uitgebreid hebben onderzocht. We hebben een uitzonderlijk hoge T, van 261 °C
gevonden voor pullulan. Daarnaast bleef de T, boven kamertemperatuur in extreem
vochtige omstandigheden. Echter, de grootte van de pullulanmoleculen zorgde voor
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eenine ciénte pakking rondom de eiwitten. De stabiliteit van het eiwit
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(hydro el vs. hydrofoob bij elke temperatuur). Het e ect van deze condities op de
stabiliteit van de geincorporeerde modeleiwitten is vervolgens bepaald. Als hydrofobe
polymeren zijn het veelgebruikte poly(

192



Samenvatting

bijwerkingen en maximaliseert de werkzaamheid van het geneesmiddel. In brotisch
weefsel wordt in het bijzonder de platelet-derived growth factor b receptor (PDGF
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minuten en accumuleerde het eiwit voornamelijk in het doelwitorgaan, namelijk
de brotische lever. Na afgifte uit microsferen behield pPB-HSA een steady state
concentratie in plasma en leverweefsel van dag 1 tot en met dag 5 na toediening.
Aangezien de plasma halfwaardetijd 40 minuten was, kon er geconcludeerd worden
dat er continue afgifte uit de microsferen was. Op dag 7 (het laatste meetpunt) was er
echter een sterke afname van de pPB-HSA concentratie, wat kon worden toegeschreven
aan antilichaamformatie tegen HSA, waardoor weefseldistributie en receptorbinding
van pPB-HSA werden verhinderd. Om dit ongewenste e ect te voorkomen is er een
geneesmiddeldrager met muizen serumalbumine ontwikkeld (pPB-MSA), welke
inderdaad geen antilichaamformatie veroorzaakte. Als laatste stap in de preklinische
studies werd pPB-MSA gekoppeld aan een anti brotisch geneesmiddel, de rho-
kinaseremmer Y27632. Dit construct is toegediend in een pilotstudie via microsferen
aan Mdr2 knockout muizen met lever brose. Een dalende trend van markers voor
lever brose op gen- en eiwitniveau werd daarbij waargenomen. Samenvattend laten
de Hoofdstuk 5 en 6 het potentieel zien van verlengde afgifte formuleringen voor
de toediening van PDGF
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humane toepassing een langzamere afgifte om de toedieningsfrequentie nog verder
te verlagen. Door de compositie van de fasegescheiden multiblok colpolymeren
en de eiwitbelading te verlagen, zou de ideale formulering samengesteld kunnen
worden. Desondanks zou het testen van zo’n formulering bemoeilijkt worden door
de over het algemeen slechte in vitro-in vivo correlatie voor subcutaan toegediende
verlengde afgifte formuleringen. Deze slechte correlatie is voor een deel te wijten aan
de complexe vreemd lichaamreactie die geinitieerd wordt na subcutane toediening
van materialen zoals polymere microsferen. Hoewel deze vreemd lichaamreactie een
normaal proces is en slechts zeer zelden schadelijk is voor de patiént, beinvioedt
deze reactie de absorptie van eiwitten naar het bloed en daarmee het verloop van de
behandeling. Een alternatieve benadering om het e ect van de vreemd lichaamreactie
te minimaliseren is om microsferen met een monodisperse deeltjesgrootte te maken
(ofwel er is weinig variatie in de deeltjesgrootte), waarbij de deeltjes een grootte
hebben tussen 20 en 80 mm, in tegenstelling tot polydisperse microsferen die gebruikt
zijn in Hoofdstuk 5 en 6 (ofwel de deeltjesgrootte heeft een grote variatie, in dit
geval tussen 1 en 170 mm). Tenslotte wordt de toekomst van PDGF
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een promotieplek was het eigenlijk vrij snel beklonken. Bedankt voor het vertrouwen
dat je in mij stelde. Tijdens mijn promotie was altijd alles mogelijk, nieuwe apparatuur,
dure eiwitten en interessante congressen en cursussen. Deze vrijheid heb ik altijd zeer
gewaardeerd. Erik, jij bent niet alleen hoofd van de afdeling, maar jij bent ook de
grootste sfeermaker. Ik heb altijd genoten van je uiteenlopende verhalen en hier en
daar nog wat geleerd van jouw zakelijke kijk op de wereld.

Dr. Hinrichs, Wouter, het begrip dagelijks begeleider was op jou vrij letterlijk van
toepassing, want ik sprak je vrijwel dagelijks en dat heb ik als zeer waardevol ervaren. Jij
gaf niet alleen richting aan mijn onderzoek (het farmaceutisch technologisch aandeel
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is duidelijk zichtbaar denk ik), maar ik kon met jou ook details van de experimenten
bespreken. Bedankt voor deze open begeleiding en, zeker niet onbelangrijk, alle
gezelligheid om het werk heen; daar ben jij toch wel de motor van.

I would like to thank the reading committe, prof. dr. C. Foged, prof. dr. M.J.T.H.
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warm welcome in Mainz and for taking care of all the practical necessities for us to
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di erent people in the course of my PhD. Luisa, we started in the same project and
started o great with our review paper. You chose to continue your career closer to
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Fransien, mijn partner in crime, toen wij onze samenwerking begonnen had ik niet
gedacht dat dit zou uitgroeien tot ongeveer de helft van ons beider promotieonderzoek.
We bleken elkaar al snel perfect aan te vullen qua expertise, maar ik denk dat ons
echte succes schuilt in onze betrouwbare, soepele en bovenal gezellige samenwerking.
Dat neemt niet weg dat het deel dat jij bijgedragen hebt, ik zelf nooit had kunnen
doen. Jouw positieve en pragmatische instelling hebben mij altijd gemotiveerd in ons
gezamenlijke onderzoek. Natuurlijk heb ik ook mooie herinneringen aan onze twee
weken in Mainz waar we hard gewerkt hebben, maar toch ook hele relaxte dagen
hebben gehad met biertjes in de stad en een verkenning van de wijngaarden. Fransien,
het was een enorm plezier om met je samen te werken, dankjewel.
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alle leermomenten die ik met jullie heb mogen ervaren.

203



Chapter 8
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