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壹、摘要

    近年國內為遵循國際醫藥品稽查協約組織（PIC/S）規範，對疫苗之製程及管制之控管愈來愈趨嚴謹，而英國國際知名專業生技Bioreliance公司為世界級傑出之醫學界專業生技檢驗確效單位，因此希望藉此次能透過國際專業生技Bioreliance公司研習，針對流感疫苗細胞種庫Madin Darby canine kidney (MDCK) cells之品質管制方面進行經驗交流，亦希望能建立起國際合作溝通管道及模式。

    此次研習重點，首先需瞭解細胞種庫MDCK cells之基本特性及其所需符合世界衛生組織之相關確效檢測項目，在此次研習期間Bioreliance公司正進行最終一項MDCK細胞確效測試，即細胞種庫進行oncogenicity assay，即自種庫細胞及動物組織萃取其高分子量之DNA，經由品管嚴謹確認檢品無誤後，在小鼠內進行oncogenicity assay，觀察150天，期間須每天監測實驗動物的健康情形，最後確認細胞種庫MDCK不會引起實驗動物的任何rodules及腫瘤，以確保細胞種庫MDCK的安全性。
行程中參訪Bioreliance公司動物廠房研習實驗動物的控管、學習種庫細胞的品管測試、建立相關標準操作流程之文件、還有其確效之建置及管理。參與此研習除了獲得對細胞種庫之品管觀念，並學習如何建立一個疫苗的細胞種庫所需品管確效、同時能提升疫苗的檢驗能量並建立專業與技術能量以符合國際水準，是此研習最寶貴的收獲。

貳、研修目的

1. 研習流感疫苗種庫細胞(MDCK cell lines)基本特性及相關檢測項目。
2. 參訪Pentlands site動物中心之廠房。

3. 研習疫苗細胞種庫oncogenicity assay。
(研習製備MDCK lysate並萃取其高分子量之DNA，做為oncogenicity的樣品。
(研習自動物組織萃取其高分子量之DNA，做為in vivo oncogenicity的對照組。
(研習MDCK cell lysate及其DNA在新生裸鼠的in vivo oncogenicity 試驗。
參、研習人員

	機  關  名  稱
	職  稱
	姓  名

	行政院衛生署疾病管制局
	薦任技士
	楊素鈴

	行政院衛生署疾病管制局
	薦任技士
	陳蓓諭


肆、行程與工作記要

Saturday 1st Nov ~ Sunday2nd Nov   啟程  台北→香港→英國希斯洛→英國哥洛格

Mon 3rd Nov

Glasgow Site

· Kick off Meeting, Review of Agenda

· Introduction of Quality Systems

· Tour of Glasgow Facility

· Document Review

Tuesday 4th Nov 
Pentlands Site


· Tour of the Pentlands Facility;

· Test article receipt at Pentlands 

· Overview on the Identification of animals

· Daily observation of study animals 

· Review Oncogenicity Study File

Wednesday 5th Nov 
Glasgow Site

· Cell Lysate Preparation 

· Document Review

Review of study files that were not completed on the H5N1 audit.

( 07YE43.003128, 005050, 013013, 032910, 033900, 37038)

(07YE41.005060) (07YE42.003128, 380001)

Thursday 6th Nov
Glasgow Site

· Introduction of high molecular weight ceullular DNA extraction.  

· Document Review

Friday 7th Nov

Glasgow Site

· Close out meeting with audit feedback.
Saturday 8th Nov ~ Sunday 9th Nov  返程    英國哥洛格→英國希斯洛→香港→台北

伍、國際專業生技Bioreliance公司簡介：

英國Bioreliance公司為國際級專業生技公司，成立於1947年，是目前全球生物製劑最大的生技服務供應商公司。Bioreliance公司每年約有600個客戶，客戶包含國際知名的大型藥廠及其它生技公司，該公司提供客戶有關生物製劑之製程及相關檢測實驗，從疫苗藥物之開發到早期臨床試驗設計及最終取得藥物製造許可之整個過程程序，皆為符合世界等級品質確效之管控。在GLP (The Good Laboratory Practice )法規方面，早在1991年即被英國官方衛生管理機構視察並鑑定為符合GLP (The Good Laboratory Practice )法規的生技公司，及在2005年亦通過美國FDA視察。在GMP(The Good Manufacture Practice )法規方面，Bioreliance為遵循SI 2005/2789之優良製程基準及符合美國藥典21CFR 210,211的要求並自1994年通過英國官方UK GMP Monitoring Authority (MHRA)視察並鑑定認可。目前該生技公司為遵循最新美國FDA、ICH、CPMP及日本衛生部門建議，已將所有實驗檢測方法通過確效檢測，並已符合GLP、GMP法規之認證。
Bioreliance公司研發範圍從製程、生物安全性測試、實驗分析方法確效、臨床前試驗、病原/TSE清除、毒理試驗以及實驗室動物診斷項目。為一為國際級專業生技公司，遍佈於美國、日本及英國，其中在英國又分為三個地點，分別為：

一、Stirling地區佔地25,000平方英呎，主要業務為實驗分析方法、臨床試驗及生物安全性測試之廠所(facility)。
二、Glasgow地區佔地45,000平方英呎，其中有13,000平方英呎為符合cGMP法規之製造廠所，除此之外還提供電子顯微鏡及特殊儀器設備，來檢測生物製劑之生物安全性實驗、病原/TSE清除、分子生物學、微生物學之廠所。
三、Pentlands地區佔地5,000平方英呎，主要為動物實驗中心，分別為8間動物飼養房、準備室、動物解剖房、雞胚胎蛋實驗套室、清潔室及儲藏室，主要檢測項目為extraneous agent testing、小鼠/大鼠抗體製程及其分析方法、疫苗細胞種庫的tumorigenicity 測試、安全性試驗、效價試驗、病原/TSE清除及biodistribution studies(gene/DNA therapies) 之廠所。
此次研修的地點分別在英國Glasgow地區及Pentlands地區，主要研修項目如下：
一、Glasgow地區： 

1. 學習疫苗細胞種庫MDCK cells之基本特性。

2. 疫苗細胞種庫符合世界衛生組織之法規所需相關確效檢測項目。

3. 研習oncogenicity assay相關文件及標準操作流程。

4. 研習疫苗細胞種庫相關確效文件建置及疫苗種庫檢驗能量。

二、Pentlands地區：
    1. 研習實驗動物中心的廠房規劃及設計。
    2. 研習疫苗細胞種庫的oncogenicity assay 測試。
陸、研修內容重點：

（一）研習流感疫苗種庫細胞(MDCK cell lines)基本特性及相關檢測項目   
為能進一步了解疫苗細胞種庫之檢驗技術其確效建置訓練，需先瞭解細胞種庫Madin Darby canine kidney (MDCK) cells基本特性及其所需的相關檢測項目。MDCK cells最早是源自1958年從adult, female cocker spanie西班牙長耳獵犬的腎細胞繼代培養而來，1964年儲存放置在American Type Culture Collection (ATCC)，1991年製備成ATCC working stocks. 1992年製備作成 Master Cell Bank 及Working Cell Bank.
其基本培養條件如下表所列：
   [image: image1.emf]  
      MDCK cells常被用來做為流感疫苗種庫的細胞，是因它具有下列特性：
      ( 對流感病毒具有高度的感染性(susceptibility)。

      ( 在流感病毒的研發及監控上已有實務經驗的累積。

      ( 對病毒繁殖具有高產率並同時能兼具經濟效益之考量。
      依據美國FDA它在1993年它的issue：針對Biologicals 的Cell Lines QUALITY CONTROL 有明確規範幾個重點：除了鑑定cell line的identity外

第1要證明沒有 Bacteria and Fungi的存在

第2要證明沒有Mycopiasma的存在

第3要證明沒有Viruses的存在

          (其中前面3點是證明cell line的safety安全性)

第4要證明cell line 不會induce Tumor的oncogenicity assay.

          (因為大多vaccine的cell line多為immortalized的continous cell line，具有形成tumor的possibility。因此需做oncogenicity assay來rule out這個可能性)

      依據世界衛生組織規範用來做為疫苗的種庫細胞，需經嚴格的監控測試，包括下列基本測試：

      一、鑑別試驗 (Identity test)

      二、無菌試驗 (Sterility test)
      三、無病原試驗 (Non-viral agent test)
          ( 黴漿菌 (Mycoplasma)
          ( 細菌和真菌 (Bacteria and Fungi )

          ( 微小菌體 (Mycobacteria)

      四、腫瘤性試驗 ( Tumorigenicity )
      五、一般性外來傳染病毒試驗 (General Adventitious virus testing)
          ( 試管外細胞培養試驗 (In vitro cell culture tests )
          ( 試管內動物試驗 (In vivo assays ) 
i)  成鼠 (adult mice)

             ii ) 乳鼠 (suckling mice)

             iii ) 雞胚胎蛋 (embryonatedhens’eggs)

             iv) 天竺鼠、兔子 (guinea pigs, rabbits)
          ( 穿透式電子顯微鏡試驗 (Transmission electron microscopy)
( 反轉錄病毒酵素試驗 (Reverse transcriptase assay for retroviruses)
六、特異性外來傳染病毒試驗 (Specific Adventitious virus testing)

( 測試是否因原料如trypsin, serum而導致動物病毒殘留 (Tests for animal viruses due to raw materials such as trypsin, serum)

          ( 偵測是否因囓齒動物病毒殘留而有抗體產生 (Antibody production assays for rodent viruses ) 
          ( 偵測特定已知的病毒
          i)  PCR amplification
             ii ) DNA hybridization
    iii) Infectivity
    iv) Antibody detection
     截至目前為止，Bioreliance已完成MDCK cell lines下列確效計畫測試：

     一、Sterility testing by direct inoculation method (21 CFR 610.30,2003).

二、In vivo assay for detection of toxicity using suckling mice.

三、Quantitative transmission electron microscopy of section for the detection of viruses, fungi, yeasts, bacteria and mycoplasmas(200 cell profiles).

四、Fluorescent product enhanced reverse transcriptase (FPERT) assay.

     (目的在偵測是否有RT的殘留)

五、Test for the presence of inapparent viruses using suckling mice, adult mice, guinea pigs and embryonated eggs.

六、In vivo assay for viral contaminants using suckling mice, adult mice,
guinea pigs and embryonated eggs.
七、Detection of bovine viruses according to code of federal regulation 9(9CFR) requirements.

八、In vitro assay for detection of porcine viral contaminants using PPK indicator cells.

九、In vitro assay (4week) for the detection of canine viruses in cell substrates.

十、Real time polymerase chain reaction assay for the detection of Bovine polyomavirus(BPyV), Enterovirus(EV), Coronavirus(Types 229E and OC43), Swine vesicular disease virus(SVDV) and Reovirus in biological samples.

十一、In vitro assay for the detection of mammalian viral contaminants according to European pharmacopoeia(EP) and committee for veterinary medicinal products(CVMP) requirements.

十二、Test for the detection of agar-cultivable and ono-cultivable mycoplasmas in accordance with US FDA points to consider (1993) exceeding 21 CFR 610.30 recommendations using indicator cell, agar and broth cultures.

十三、Test for Mycobacterium species: culture medium method

十四、Quantitative PCR assay for mycoplasmas DNA.

十五、Karyology analysis of cell lines.

      (目的在偵測染色體的typical metaphases的完整性或aberration偏離)

十六、In vivo tumorigenicity (FDA points to consider 1993)
目前只剩下最後一項in vivo oncogenicity assay試驗正在進行，也是此行研習的重點所在，即疫苗種庫細胞取其cell lysate及其DNA接種在新生裸鼠並觀察測試150天，確認它不會引起新生裸鼠腫瘤，才能符合做流感疫苗的種庫細胞資格。
（二）參訪Pentlands site動物中心之廠房：  
Pentlands地區佔地5,000平方英呎，主要為動物實驗中心，分別為8間動物飼養房、準備室、動物解剖房、雞胚胎蛋實驗套室、清潔室及儲藏室，相關平面指示圖詳見下圖。主要檢測項目為extraneous agent testing、小鼠/大鼠抗體製程及其分析方法、疫苗細胞種庫的tumorigenicity 測試、安全性試驗、效價試驗、病原/TSE清除及biodistribution studies(gene/DNA therapies) 之廠所。

[image: image2.emf]
Pentlands地區為符合GLP精神及確效的一個實驗動物中心，並經由 UK Government Home Office鑑定合格的廠房，內建了BSL2及BSL3等級的動物實驗室。它的動物實驗室和疾病管制局的動物實驗室一樣，基本上有監控環境的溫度(21℃(2℃)、相對濕度(55％rH(10％)及空氣交換速率(≧15 per hour)，所飼養的動物皆為SPF(Specific Pathogen Free) animals， 和我们不同的是在飼養的籠子(cages)還鋪上一層 0.45 μm的濾膜(filiter)，這是我们值得學習的，加強確保動物们吸入的空氣品質，亦即再一次對動物實驗的空調控管。

在實驗動物管理方面以遵守3R為要，即為減量（reduction）、取代（replacement）、精製（refinement），並且決不輕易犧牲動物為原則。是以受過訓練之職員來操作動物實驗，在他们的動物廠房可以調閱到相關的職員教育訓練証照及使用動物的核准計畫書(但在此次參訪中觀察到他们的操作人員並沒有戴上口罩)，還有內部不定期的稽查，以隨時確認都依照GLP法規執行，這些和我们的動物管理模式是一樣的。

但他们對人員、原物料、儀器設備及實驗動物的進出沒有one-way控管，如圖所示，全為同一進、出入口，這就不符合GMP的法規。依據最新的PICS/GML法規建議，人員和原物料須經由不同進出口，以防止不必要的交叉污染。除此之外，對不同實驗目的之實驗動物並無單獨的飼養環境，把不同的實驗計畫的動物飼養在同一間飼養房，這樣較難避免交叉污染的機會。在我们局內的動物廠房因礙於實際廠地有限，亦無法克服此點。
（三）研習疫苗細胞種庫oncogenicity assay
1、研習製備MDCK cell lysate，萃取其高分子量之DNA
目的：自疫苗種庫細胞製備MDCK cell lysate，並萃取其高分子量之DNA，做為in vivo oncogenicity assay的樣品。
方法：

(1) MDCK cell growth

   在3個不同時間點分別自液態氮取一支MDCK vial。第一次的MDCK總數量6.8 X 104 /vial，Total viable cell no為6.4 X 104 /vial，存活率為94％。第二次另取一支MDCK 總數量1.05 X 105 /vial，Total viable cell no.為1.02 X 105 /vial，存活率為94％。最後再取一支MDCK 總數量9.4X 104 /vial，Total viable cell no.為8.6X 104 /vial，存活率為91％。將這3種MDCK cell 以標準操作程序培養細胞來製備高分子量之DNA。
(2) 自MDCK cell萃取其高分子量之genomic DNA

             ( 以Qiagen Genmic Tips 500/G kit萃取高分子量之genomic DNA。
             ( 將 MDCK cell lysate經由解離cell/nuclei，再經由Anion-Exchange resin ，藉由調控pH值及鹽濃度下，除去RNA、protein及低分子量的不純物後，以高鹽濃度及isopropanol沉澱，萃取出高純度的genomic DNA。
             ( 鑑定genomic DNA的純度

               以spectrometrical分析genomic DNA的純度，其OD260/280 ratio為1.77，測得DNA的濃度為1.41 μg/μl，共製得28.2 mg。
             ( 鑑定genomic DNA為高分子量

取1ug的genomic DNA以限制酵素EcoRI作用37℃一小時後跑電泳，結果如下：                                         

              [image: image3.emf][image: image4.emf]
結果：証明自MDCK cell萃取其之genomic DNA為高分子量。
Lane1及Lane 4為DNA ladder marker. Lane 2為從MDCK萃取出之DNA，DNA沒有degradation並沒有RNA殘留，証明其為高品質、完整性的mammalian genomic DNA. Lane 3以E.CoRI digest出後呈現smear狀，証明其DNA製備為高品質之genome.

（三）研習疫苗細胞種庫oncogenicity assay
2、研習自動物組織萃取其高分子量之DNA。
目的：自動物組織萃取其高分子量之DNA，做為in vivo oncogenicity assay的對照組。
         方法：

          (1) 飼養健康的CD1 mice品系

             在Pentlands地區的實驗動物中心飼養20隻健康的female SPF CD1 mice品系，aged為5~6週，分為2組，每組10隻。取其Liver及kidney器官後並秤重(結果如下)，分裝並運送至Glasgow地區。
                [image: image5.emf] 

          (2) 自CD1 mice組織萃取其高分子量之DNA

             ( 運送至Glasgow地區的器官，經組織均化(homogenized)萃取組織液。
                取100mg CD1 mice器官放入約2 mL振盪管內，加入 lysis Buffer G2、RNAse及一顆不繡鋼小珠，以homogenizer Retsch Vibration Mill Type MM300 用30 Hertz，2 min均勻振盪共20分鐘。共製備3管可得300 mg組織萃取液。
( 將300mg組織萃取液以commericial QIAGEN Genomis Tip 500/G kit萃取其DNA。經由解離cell/nuclei，再經由Anion-Exchange resin ，藉由調控pH值及鹽濃度下，除去RNA、protein及低分子量的不純物後，以高鹽濃度及isopropanol沉澱，萃取出高純度的genomic DNA。

             ( 鑑定genomic DNA的純度

               以specttrometrical分析genomic DNA的純度，其OD260/280 ratio為1.75，測得DNA的濃度為1.48 μg/μl，共製得26.64 mg。

             ( 鑑定genomic DNA為高分子量

                取1ug的genomic DNA以限制酵素EcoRI作用37℃一小時後跑電泳，結果如下：
                     [image: image6.emf]
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           結果：Lane1及Lane 4為DNA ladder marker. Lane 2為從CD1 mice萃取出之DNA，DNA沒有degradation並沒有RNA殘留，証明其為高品質、完整性的mammalian genomic DNA. Lane 3以E.CoRI digest出後呈現smear狀，証明其DNA製備為高品質之genome.
（三）研習疫苗細胞種庫oncogenicity assay
3、研習MDCK cell lysate及其DNA在新生裸鼠的in vivo oncogenicity 試驗。

目的： MDCK cell lysate及其DNA接種在新生裸鼠並觀察測試150天，確認它不會引起新生裸鼠腫瘤，才能符合做流感疫苗的種庫細胞。
         方法：

          (1) 備製試液：

備製MDCK cell lysate 濃度為1 X 108 viable cells/mL、MDCK DNA濃度為1000 ug/ mL、對照組murineｄDNA濃度為1000 ug/ mL ，如下表所示：
　　　　[image: image9.emf]
　　　　　(2) 將上述試液接種於新生裸鼠做為in vivo的oncogenicity 試驗
             ( 不超過出生４天的新生裸鼠做為in vivo animal model，將上述試液各0.1 mL分別以皮下接種於20~30隻新生裸鼠，連續監控150天，觀察在注射部位是否有臨床副作用nodual 形成。
(　需每天監控在注射部位是否有nodual 形成，若有則需測量並紀錄結果，觀察是否會成為progressive漸進式生長，動物若剛開始有nodual形成，但會隨著觀察日期消退(regress)，毋需在實驗結束前犧牲，仍需繼續觀察至150天，以確認是否真為nodual 的progressive漸進式生長。實驗動物在觀察期間若呈現快速生長或有較大的腫瘤(tumour)超過20 mm時，即需予以犧牲，進行仵作處理(post moderm examination)，取其器官如lymph nodes、lungs、brains、slpeens、 kidneys及livers並作成組織切片以鏡顯檢測觀察。
　　　　　　　　　
　　　　　　(　進行組織切片以鏡顯檢測鑑定任何nodule或tumours是源自MDCK本身的canine亦或源自murine本身？
　　　　　　　　　　　　
      結果：因此次研習in vivo oncogenicity 試驗正進行當中，已觀察之前注射過的動物，目前尚未有任何異常或nodule形成，因此，在此次心得報告無法得知最終結果。
柒、心得與建議

經由此行至英國Bioreliance生技公司，深覺生技領域浩瀚，專業技能愈分愈細，每一項產品的實驗測試皆有合格的專業固定職員操作，對其操作人員亦有完整教育訓練紀錄或受訓證照，以茲証明這些檢測確能符合該有的標準操作流程。參訪Bioreliance最大的收穫是能見識到國際型專業的標準操作流程、詳細記載的確效文件、高科技的儀器設備及其實驗動物確實植入晶片以供辨認追蹤等等事項。
在Plenlands地區見習到實驗動物中心的飼養及管控，可供我们疫苗中心學習有下列二項：
一、在飼養的籠子(cages)鋪上一層0.45 μm的濾膜(filiter)，加強確保動物们吸入的空氣品質，這是對動物實驗的空調上的安全控管。
二、在實驗動物管理方面以遵守3R為要，即為減量（reduction）、取代（replacement）、精製（refinement），並且決不輕易犧牲動物為原則。
但應建議對人員、原物料、儀器設備及實驗動物的進出有one-way控管，在Plenlands地區實驗動物中心，全為同一進、出入口，這就不符合GMP的法規。依據最新的PICS法規建議，人員和原物料須經由不同進出口，以防止不必要的交叉污染。除此之外，建議對不同實驗目的之實驗動物分開飼養，把不同的實驗計畫的動物飼養在同一間飼養房，這樣較難避免交叉污染的機會

MDCK cell lines用來做為疫苗的種庫細胞，最重要的測試在鑑定試驗、安全性試驗及安定性試驗。此次研習主要是學習疫苗種庫細胞MDCK cell lines的oncogenicity試驗，同時亦稽核審閱相關種庫細胞MDCK的測試報告，目前除了oncogenicity試驗之外，其它確效測試皆已完成。因MDCK cell lines本身俱有形成tumorigenic的可能性，為建立流感疫苗種庫細胞的製備，還需考量它是否會引發(development)腫瘤形成，因此必需在實驗動物上進行測試oncogenicity試驗，以確認種庫細胞的安全性，依據現今美國FDA法規建議可從新生動物，例如以無胸腺的新生裸鼠去測試具有tumorigenic potential 的cell line進行oncogenicity試驗，以評估發生oncogenicity的可能性。藉由稽核研習有關種庫細胞MDCK的測試文件及報告，學習到有關種庫細胞的相關檢驗技術及其文件管理的建立，在這方面Bioreliance非常專業而值得學習。
在文件管理的研習方面，從文件之建立、審核、修訂、取代、收回及廢除等均有完整一套標標準作業流程。這和本中心目前的制度一致，另從文件之紀錄觀之，小自原始數據之工作紀錄，大至最終報告之放行，所有相關紀錄均能可追踨性（Traceability）。這些文管我们也都依照該有程序進行。希望此次赴英取經之經驗，可用來提昇本局疫苗中心之相關文件管制系統，才不枉此行之目的。
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此次能到英國Glasgow研習首先要感謝局內血清疫苗中心劉定萍主任、江正榮科長、李政道科長給予機會及同仁協助支援及事先協調溝通，並感謝GE Healthcare徐瑤蓉專員的安排、Bioreliance 計畫經理 Cheryl Benzie的熱情接待及安排下，讓我們每天的行程都很緊湊且充實，並感謝國家衛生研究所內同仁顧倩君及莊博為的陪伴幫忙，讓我們從參訪中獲益良多，順利完成本次研習。
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         合影(一)，從左至右排序：國衛院顧倩君、GE Healthcare徐瑤蓉專員、

Bioreliance Cheryl Benzie、楊素鈴、陳蓓諭及國衛院莊博為。 
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合影(二)，從左至右排序：Bioreliancer Rob Swain、楊素鈴、GE Healthcare徐瑤蓉專員、Bioreliance Sharon Wolfe、國衛院顧倩君、陳蓓諭

附上已完成MDCK cell line測試項目及其結果[image: image12.emf]
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