关于生产r-DNA源性蛋白产品用细胞表达结构分析的指南

                        草案

                          （FDA，1995年8月）
    Ⅰ、前言

本文叙述的是用真核细胞和原核细胞生产r-DNA蛋白产品的表达结构鉴定指南，本文阐述评估生产重组r-DNA源性蛋白所用表达结构的各种有价值资料，但并不涵盖r-DNA源性医疗制品的所有质量问题。
表达结构的定义为：重组蛋白序列的表达载体，应用核酸技术与纯化重组蛋白试验相结合分析表达结构的各部分，以保证产品的质量和连续稳定性。考虑到这种试验仅仅是对编码重组基因的序列而不是转录的真实性或者重组蛋白其他特性的评价，如二、三级蛋白结构和转录后修饰，所以从核酸水平上分析表达结构只能作为全面质量评价的一部分。
    Ⅱ：表达结构的常现分析的理论说明

表达结构分析的目的是为了证明正确的产品编码序列已掺入宿主细胞，在培养过程中保持至生产结束，用活细胞生产的重组蛋白基因序列可能发生突变，此突变可能会改变蛋白质的特性对患者有不良的影响，没有能检测出蛋白所有可能修饰的单一的实验方法，可用蛋白质分析技术确定蛋白质的序列或者经过对蛋白水解加工、糖化、酸化、乙酰化等过程的分析和转录后修饰的表达蛋白的结构特点进行评价。核酸分析资料可能更有用，因为蛋白质分析方法不可能检测出由于重组蛋白质编码序列突变引起蛋白质结构的所有改变。核酸分析和蛋白质分析的相对重要性因产品不同而异。
核酸分析可用于确认表达结构的编码序列和物理位点，进行核酸分析是为了保证表达的蛋白有一个正确的序列，而不是检测低水平的变异序列。在生产细胞内有多个表达结构的整合拷贝，当然不是所有的表达结构都有复制活性，用mRNA或者cDNA分析来鉴定复制产品本身可能比分析引基因组DNA更为合适。如同检测混合克隆或者PCR扩增的材料一样，认为检测大量核酸所用的分析方法是进行单个DNA克隆时应采用的方法，其他能快速而灵敏的确定表达结构中编码重组蛋白序列技术也可考虑。
下列章节叙述了在开发和验证生产系统过程中应提供表达结构鉴定资料，证实序列所用的分析方法学应经过验证，验证文件至少应包括检测变异序列限度的估计，无论是对核酸还是对蛋白测序方法都应这样作。本文所述分析方法的原理和建议应利用高新技术和科学信息定期加以修定。
    Ⅲ：表达系统的鉴定

    A．建立主细胞库所用的表达结构和细胞克隆

生产者应说明编码蛋白的核苷酸序列来源，这包括原初供给核苷酸序列细胞的确认和来源。应说明制备编码蛋白的DNA所用的方法。
应详细叙述装配表达结构的步骤，应包括表达结构各组成成分的来源和功能，例如，复制起点、抗生素抗性基因，启动子，增强子和所合成的蛋白是否为融合蛋白等。应提交一个详尽的组份图和质粒完整的可阅读序列，其中包括在构建过程中已测序的区域和来自基因文库的区域，应对由质粒表达的其他蛋白加以说明，有意义基因编码区的核苷酸序列和插入到载体上的相关非结构区，还有插入的连接物都应通过DNA序列分析加之鉴定。
应说明表达结构转化宿主细胞的方法，另外、应详尽阐述表达结构扩增的方法和用于生产细胞克隆的选择标准。
    B：细胞库系统

重组蛋白的生产应以定义明确的主细胞库和生产用细胞库为基础。一个细胞库是一个在同一界定条件下存贮的由组成均一的一批细胞，每一安瓶装有等量单一的混合细胞。主细胞库（MCB）一般来源于含有表达结构的被选细胞克隆，生产用细胞库（WCB）是通过扩增来源于一个或者多个MCB安瓶。应详述细胞系的历史和细胞库的制备，包括细胞培养所用方法和试剂、体外培养龄、储存条件等都要详细说明。所有细胞库都应进行表型和基因型标记鉴定，包括重组蛋白的表达或者表达结构的复制。
MCB中的表达结构应按如下方法进行分析，如果不能用MCB试验，则用每一个WCB进行试验。
应用限制性内切酶图谱和其他适宜技术分析表达结构的拷贝数，插入和缺失位点以及整合位点的数目，对于染色体外表达系统，应对含有表达结构的宿主细胞的百分比进行检测。
要验证表达重组蛋白产品表达结构的蛋白编码序列，对于染色体外表达系统，要分离其表达结构并验证编码产品的核酸序列，不要进一步克隆对有表达结构的染色体拷贝的细胞，要通过再克隆和染色体拷贝序列分析来鉴定编码产品的核酸序列，当然，也可通过混合cDNA克隆或者PCR扩增物的序列分析技术来测定编码产品的核酸序列。在方法学的检测限度内，核酸序列应与本文Ⅲ．A所述的为表达结构所能确认的序列一致，也应与预期的蛋白序列相符。
    c：生产用细胞的体外培养龄范围

生产用细胞体外培养龄范围应以在中试或全规模生产条件下扩增的生产细胞和推荐的细胞体外培养龄或超过此龄的资料为依据，一般而言，生产细胞是由WCB扩增而来，有正当理由时可用WCB制备生产细胞。
除非生产细胞中表达结构的蛋白质编码序列经过核酸试验或者终产品分析验证，否则应象Ⅲ．B．所述那样再次对MCB生产细胞的表达结构进行分析。为了生产而扩大规定的细胞体外培养龄范围，应以已扩增至等于或大于新的细胞体外培养龄限度的某一细胞资料为依据。
    Ⅳ：结论

    鉴定表达结构和最终纯化产品对于保证重组DNA产品的连续生产稳定性都很重要。如上所述，核酸分析和最终纯化产品评价的分析资料对于保证重组蛋白产品的质量是必不可少的。
