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GMP-productie van een DNA-vaccin voor klinisch onderzoek
Jos Kosterink

Van een groot aantal aandoeningen verschuift de behandeling 
steeds meer naar de toepassing van kleine peptiden: monoklonale 
antilichamen, vaccins en mondjesmaat ook gentherapeutica. Voor 
een proof of principle zijn in eerste instantie kleine hoeveelheden van 
het geneesmiddel in clinical grade nodig. Er is behoefte aan flexibele 
productie-eenheden die deze producten kunnen maken conform 
good manufacturing practice (GMP) tegen acceptabele kosten. Het 
hier beschreven onderzoek is daar een uitstekend voorbeeld van.
Voor de behandeling van melanoom bieden DNA-vaccins een 
veelbelovende therapeutische benadering. In dit onderzoek is een 
plasmide ontwikkeld dat codeert voor de melanoom-geassocieerde 
epitoop (MART-1) en voor een immunostimulerende sequentie 
(tetanustoxinefragment-c). Dit plasmide, pDERMATT genoemd, zal  
in een fase-I-onderzoek intradermaal toegepast worden om de 
toxiciteit en de inductie van de tumorspecifieke T-cel-immuniteit 
vast te stellen. Hiervoor zijn een GMP-conforme plasmideproductie 
en een geschikte doseervorm ontwikkeld.
Het onderzoek c.q. het ontwikkelingsproces resulteerde in produc­
tiebatches van circa 200 mg plasmide-DNA met een hoge zuiverheid: 
>90% supercoiled DNA, A260:280-ratio 1,80:1,95 en niet-aantoonbare 
of extreem lage residuen van endotoxinen, Escherichia coli-gastheer­
eiwit, RNA en DNA. In het gehele productieproces zijn geen enzymen 
van dierlijke oorsprong gebruikt (zoals RNase) of potentieel schade­
lijke organische oplosmiddelen. Na steriele filtratie was de plasmide­
concentratie circa 1,1 mg/ml.

Voor de daadwerkelijke intradermale toepassing is een concentratie 
noodzakelijk van circa 5 mg/ml. Deze is gerealiseerd door vries­
drogen in een oplossing van 20 mg/ml sacharose. Het lyofilisaat is 
steriel, met >90% supercoiled DNA, A260:280-ratio 1,80:1,95, gehalte 
90-110% van de declaratie en <2% (w/w) residu water. Het plasmide 
voldoet tevens aan het gedefinieerde profiel na restrictie-enzymana­
lyse en is sterk immunogeen, wat bevestigd is in een in-vivo-muis­
model. Tevens is het product stabiel gedurende zes maanden bij 5°C.
Kortom, er is niet alleen een reproduceerbaar proces ontwikkeld voor 
de productie van een aan de farmaceutische eisen voldoend 
plasmide-DNA, maar ook een stabiele doseervorm die toegepast kan 
worden in klinisch geneesmiddelenonderzoek.
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