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(57) Sammendrag

Levende virusvaksiner som omfatter svekkede vimser, mens andre vaksiner omfatter avlivede
vimser eller deler derav. Det er nu funnet at immunresponsen som induseres av
oralpoliovirusvaksine (OPV) som er en levende vaksine, er kryssreaktiv med ikke-polio
enteroviruser. OPV er derfor brukbar ved prevensjon av ikke-polio enterovirussykdommer, seerlig
type | diabetes mellitus (IDDM). OPV er ogsa brukbar i kombinasjon med avlivede/subenhet ikke-
polio enterovirusvaksiner, hvorved den forhindrer skadelige bivirkninger av den
avlivede/subenhetvaksine ved & skifte immunresponsen fra en skadelig Th2-type-respons til en
Th1-type-respons.
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ANVENDELSE AV ORAL POLIOVIRUSVAKSINE (OPV) OG IKKE-POLIO EN-
TEROVIRUSVAKSINE MOT IKKE-POLIO VIRUSSYKDOMMER SLIK SOM TYPE
1 DIABETES, OG ET VAKSINEPREPARAT OMFATTENDE NEVNTE VIRUS

Oppfinnelsens omrade

Foreliggende oppfinnelse angar prevensjon av type 1 diabetes
og andre ikke-polio enterovirussykdommer ved et nytt vaksina-
sjonsregime basert pa utstrakt immunisering ved i dag til-
gjengelig oral poliovirus vaksine (OPV) og/eller ved nye

ikke-polio enterovirusvaksiner.

Foreliggende oppfinnelse tilveiebringer prevensjon av type 1
diabetes mellitus (IDDM) og andre ikke-polic enterovirussyk-
dommer ved a eliminere risikocen for enterovirusinfeksjoner.
Dette oppnéds ved et nytt immuniseringsregime som er basert pa
induksjon av systemisk og lokal mukosal Thl-type T-celle im-
munitet ved orale poliovirusvaksineringer og eventuell induk-
sjon av Th2-type humoral immunitet ved en ny enterovirus-
vaksine som induserer neytralisering av antistoffer mot
egnede enterovirusserotyper. Disse to regimer kan benyttes

separat eller i kombinasjon.

Mer spesielt angar oppfinnelsen anvendelsen av oral poliovi-
rusvaksine (OPV) for fremstilling av en vaksine mot ikke-
polio enterovirussykdommer og szrlig mot type 1 diabetes mel-
litus (IDDM). Nar OPV benyttes sammen med en vaksine som

induserer serotypespesifikk immunitet mot ikke-polio entero-
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viruser, kan skadelige bivirkninger ved ikke-polio enterovi-
rusvaksinen unngas. Foreliggende oppfinnelse gir sdledes en

vaksineblanding som omfatter de nevnte to vaksiner.

Oppfinnelsens bakgrunn

Enterovirusinfeksjoner er vanligvis subkliniske, men forarsa-
ker ogsd forskjellige sykdomstyper. Typiske enterovirussyk-
dommer er meningitt, paralyse, myokarditt, generaliserte in-
feksjoner hos nyfedte, hand-, fot- og munnsykdommer (munn- og
klovsyke), herpangina, pleurodynia, hepatitt, utslett, eksan-
tema og respiratoriske sykdommer inkludert pneumonia. I til-
legg er enterovirusinfeksjoner mistenkt for & spille en rolle
i patogenesen av dilatert kardiomyopati, aterosklerose,

postviral fatique syndrom og type 1 diabetes mellitus.

Gruppen av enteroviruser inkluderer til sammen 64 forskjel-
lige serotyper. Polioviruser er de mest kjente enteroviruser
og omfatter 3 forskjellige serotyper (poliovirustypene 1, 2
og 3) som alle kan forarsake meningitt og typisk paralytiske
poliomyelitt (flakidparalyse). Meningitt forarsakes hyppig av
diverse ikke-polio enteroviruser som er den vanligste arsaken
til aseptisk meningitt. Myokarditt forarsakes hovedsakelig av
coxsackie B serotyper, men ogsa andre enterovirus serotyper
kan vere involvert. Hand-, fot- og munnsykdom forarsakes ho-
vedsakelig av visse coxsackie A-serotyper, og alvorlige in-
feksjoner hos barn er relatert til coxsackie B serotyper. Pa-
ralytiske sykdommer kan ogsa forarsakes av noen andre
serotyper enn poliovirusserotyper. Serotypene relatert til
aterosklerose og type 1 diabetes er ikke kjent. I type 1 dia-
betes har den mest mistenkte vart coxsackievirusene B4 og BS5,

men ogsd andre enn coxsackie B serotypene kan vare involvert.

Den eneste enterovirusvaksine som har vart benyttet pa men-

nesker, er poliovirusvaksinen. Denne vaksine inkluderer alle
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tre poliovirus serotyper og gir effektiv prevensjon mot para-
lytisk poliomyelitt. Beskyttelsen er basert pa induksjonen av
neytraliserende antistoffer mot disse serotyper og er seroty-
pe spesifikke. Saledes beskytter ikke neytraliserende anti-
stoffer som induseres av poliovirusvaksiner, mot noen andre
enterovirus serotyper enn de tre poliovirus serotyper. Rollen
til T-cellemediert immunrespons i beskyttelsen mot poliovi-
rusinfeksjoner er ikke kjent. Det generelt aksepterte syn er
at de kun spiller en mindre rolle, mens antistoffer er wvikti-
ge med henblikk pa eliminering av infeksjon og ved beskyttel-

se mot reinfeksjoner.

To forskjellige typer poliovirusvaksiner er utviklet. Den
drepte, inaktiverte poliovirusvaksine (IPV; Salk-vaksinen)
inkluderer formalininaktiverte polioviruser (alle 3 seroty-
per). Denne vaksine gis parenteralt ved bruk av subkutane in-
jeksjoner. Den induserer en Th2-type immunrespons som karak-
teriseres ved sterk antistoffrespons og heye nivaer av
neytraliserende antistoffer mot alle poliovirus-serotyper og
gir effektiv beskyttelse mot paralytisk poliomyelitt. Imid-
lertid induserer den kun svake lokale immunresponser i tar-
men. Da tarmassosiert lymfoidvev er det primzre replikasjons-
sete for polioviruser, kan IPV vaksine ikke beskytte mot
poliovirusinfeksjon, men kun mot infeksjonskomplikasjonene.

IPV kan kun indusere svake cytotoksiske T-celle immunrespon-

Ser.

Den andre poliovirusvaksine er oralpoliovirusvaksine (OPV;
Sabins vaksine) som inkluderer levende svekkede polioviruser
(alle tre serotyper). Denne vaksine gis per os, og virusen
replikerer pa samme midte som villpolioviruser i leggmet. Da
vaksinen gis per os pa samme mite som naturlige enterovirus-
infeksjoner erverves, induserer den sterk lokal immunitet i

innvollene, noe som forhindrer senere poliovirusinfeksjoner.
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Saledes blir OPV-vaksinerte individer vanligvis ikke infisert
med polioviruser pd grunn av at virusen ikke er i stand til
replikering i innvollene. Arten av denne beskyttelse er ikke
fullstendig forstatt, men er sannsynligvis avhengig bade av
noytraliserende antistoffer og T-celle mediert immunitet. OPV
induserer sterkere T-celle-responser enn IPV og innferer ho-
vedsakelig Thl-type T-celle-responser som kgrakteriseres ved
sterke cytotoksiske T-celle-responser. Zimmerman et al.,
1999, spekulerer omkring kombinasjoner av IPV og OPV vaksi-

ner.

Vaksiner mot ikke-polio-enteroviruser er ikke tilgjengelige
for humananvendelse. Grunnen er at det store antall enterovi-
rus-serotyper gjer det vanskelig & lage en pan-enterovirus-
vaksine, og pa den annen side er serotypene som forarsaker de
fleste alvorlige ikke-polio-enterovirussykdommer, meget vari-
able. Myokarditt og kardiomyopatier har vert assosiert med
coxsackie B-gruppe-viruser, meningitt og neonatal infeksjon
med flere forskjellige serotyper, og praktisk talt intet er
kjent om hvorvidt serotypene muligens er relatert til utvik-
lingen av aterosklerose. I type 1 diabetes er de ansvarlige
serotyper ikke kjent, bortsett fra at polioviruser ikke er
involvert. Det generelle syn er at poliovirusvaksiner ikke
skulle vare effektive ved prevensjon av type 1 diabetes eller
andre ikke-polio enterovirus sykdommer, men at prevensjon av
ikke-polio-enterovirus-sykdommer vil kreve nye vaksiner som
skulle indusere neytraliserende antistoffer mot serotypene
som skal beskyttes. En annen grunn for mangelen pa human
ikke-polio-enterovirus-vaksiner er at sikkerheten hos slike
vaksiner ikke palitelig er bekreftet. Sdledes er det ingen
effektiv vaksine eller noen annen behandling for prevensjon
av ikke-polio-enterovirusg-sykdommer hos mennesker. Det har
vert allmenn og vitenskapelig bekymring for at poliovirusvak-

siner faktisk kunne oke risikoen for diabetes. Hiltunen et



10

15

20

25

30

al., 1999, dreftet disse mistankene, men de fant ikke belegg

for en negative effekt av poliovaksiner pa IDDM.

Inaktiverte og subenhetvaksiner som inkluderer visse coxsack-
ie B-viruser, har vert testet i dyremodeller. De har indusert
gode antistoffnivaer i mus og kaniner og beskyttet effektivt
fra infeksjoner forarsaket av de serotyper som var inkludert
i vaksinen ("Fholman et al.", 1990 og 1993; "See and Tilles",
1994 og 1997). Imidlertid har disse vaksiner ikke vart testet
pa menneskelige vesener. Hovedgrunnen til dette er at dagens
kunnskap til mekanismer ved immunbeskyttelse mot enteroviru-
ser er begrenset, og sikkerheten ved slike vaksiner ikke kan
garanteres. Sikkerhetsaspektet er blitt meget viktig etter
oppdagelsen av de uventede bivirkninger forbundet med bruken
av inaktivert, respiratorisk syncytial-virus (RSV) og
meslingsvaksiner i mennesker ("Fulginiti et al.", 1967, "Har-
ris et al.", 1969; "Kapikian et al.", 1969). Disse vaksiner
eket paradoksal alvoret eller modulerte forlepet av naturlige
infeksjoner. Den mest sannsynlige forklaring pad disse uguns-
tige virkninger er at disse typer av inaktiverte vaksiner ge-
nerelt induserer god antistoffrespons, men meget darlig cyto-
toksisk T-celle-respons. Saledes kan de ha indusert et skift
mot Th2-type antistoff-mediert immunitet som resulterte i
atypiske symptomer. Dette antyder behovet for meget detaljer-
te data nar det gjelder effekten av vaksinen pd forlepet av

naturlige infeksjoner og en omhyggelig evaluering av sikker-

hetsaspektene.

Et annet problem har vart at beskyttelsen som oppnas ved vak-
siner av denne type, avhenger av induksjonen av neytralise-
rende antistoffer, og beskyttelsen er derfor serotype spesi-
fikk. I henhold til dette ber vaksinen inneholde de serotyper
som skal forhindres. Som beskrevet ovenfor, varierer, i ikke-

polio enterovirus sykdommer, spekteret av ansvarlige seroty-
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per ganske mye fra sykdom til sykdom, og selv innen en sykdom
som type 1 diabetes, er de eksakte serotyper av ansvarlige
viruser ennu ikke identifiserte. Sdledes er sammensetningen
for enterovirus-serotypene som skal beskyttes, ikke kjent og

kan variere fra en sykdom til den neste.

Fordelen ved immuniseringsregimet ifelge foreliggende oppfin-
nelse er at det er basert pa den orale poliovirusvaksine
(OPV) som i ekstensiv grad har funnet anvendelse i sa & si
alle verdens land, og som har vist seg & vere meget sikker og
effektiv. Poliovirusvaksinene er i virkeligheten noen av de
mest effektive og sikreste vaksiner som noen gang er utviklet
og har fert til en s& & si fullstendig utryddelse av poliovi-
rusinfeksjoner fra jordens overflate. Den eneste klinisk re-
levante komplikasjon ved OPV er risikoen for vaksineassosiert
paralyse. Imidlertid er denne frekvensen ekstremt lav (cirka

1 per 1-10 millioner vaksiner).

Det generelle syn er at immunitet mot enterovirus-infeksjon
er basert pd narvaret av neytraliserende antistoffer mot vi-
rusen. Disse antistoffer kan effektivt neytralisere virusen
nar den trer inn i legemet. Signifikansen ved neytraliserende
antistoffer reflekteres ved det faktum at pasienter som har
unormalt lave nivaer av antistoffer pd grunn av en immunmang-
el, er szrlig emfintlige overfor enterovirusinfeksjoner.
Neytraliserende antistoffer kan detekteres for forlengede
tidsrom etter infeksjonen. Disse bidrar til utryddelsen av
virusen under primerenteroinfeksjon og beskytter mot reinfek-
sjoner. Imidlertid kan de ikke beskytte mot infeksjonexr som
forarsakes av andre serotyper. Saledes er beskyttelsen ved
hjelp av disse antistoffer, serotypespesifikk. I henhold til
dette antas det generelt at det er vesentlig for effektivite-
ten ved enterovirus-vaksiner at vakeginen er i stand til & in-

dusere hegye nivier av neytraliserende antistoffer mot seroty-
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pene som det skal beskyttes mot. Den eneste i dag i utstrakt
grad benyttede enterovirusvaksine er poliovirusvaksine som

inkluderer alle tre poliovirus-serotyper.

Foreliggende oppfinnelse er basert pa det funn at i motset-
ning til det generelle paradigme kan orale poliovirusvaksiner
ogsa beskytte mot andre enterovirusinfeksjoner enn poliovi-
rusinfeksjoner og kan derfor benyttes for prevensjon av for-
skjellige ikke-polio- enterovirus-sykdommer som har vart be-
skrevet i detalj i avsnittene ovenfor, og sykdommer der
rollen til enterovirusene ikke har vart mistenkt for & inklu-
dere type 1 diabetes mellitus, kronisk fatigue syndrom eller
aterosklerose. Beskyttelsen skulle baseres pad effektiv induk-
sjon av T-celle-responser og lokal mukosal immunitet ved
gjentatte OPV-vaksinasjoner. T-celle immunresponser er kjente
for a kryss-reagere mellom visse enterovirus-serotyper nar de
analyseres in vitro ved T-celle proliferasjonsanalyse ("Beck
and Tracy", 19909; "Graham et al.", 1993). Imidlertid var det
ikke kjent hvorvidt denne kryssreaktivitet hadde noen biolo-
gisk signifikans in vivo. Det var heller ikke kjent i hvilken
grad T-celle-responsene som induseres ved OPV vaksinasjonene,
kan kryssreagere med ikke-polio-enteroviruser, og hvorvidt

dette hadde noen klinisk relevans.

Foreliggende oppfinnere har tidligere evaluert disse spersmil
ved a analysere enterovirus spesifikke T-celle-responser hos
unge barn. Det ble funnet at det hos enkelte barn som aldri
hadde hatt noen coxsackievirus B infeksjon, i henhold til
mangelen pa neytraliserende antistoffer hadde sterk T-celle-
proliferasjonsrespons mot renset coxsackievirus B4 antigenet,
noe som sannsynligvis reflekterer kryssreaktiviteten for T-
celler som til & begynne med har vart indusert av andre ente-
rovirusinfeksjoner ("Juhela et al.", 1998). I tillegg indu-

serte poliovaksinering i en alder av 6 maneder sterkere T-
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celle respons mot renset coxsackievirus B4 og poliovirusanti-
gener hos barn som hadde serologiske tegn pa en tidligere en-
terovirusinfeksjon sammenlignet med barn som ikke hadde noen
tidligere enterovirusinfeksjoner ("Juhela et al.", 1998).
Dette antyder at T-celler kan kryssreagere mellom polioviru-

ser og ikke-polio-enteroviruser.

Foreliggende formadl er & benytte denne T-celle kryssreaktivi-
tet ved priming av kryssreaktiv T-celle hukommelse ved bruk
av OPV-vaksinasjoner. I sin tur vil dette gjere immunrespon-
sen til andre enteroviruser sterkere og hurtigere
(sekunder-type-responser), og pad denne mate gker utryddelses-
hastighetene for virusen under akutte ikke-polio enteroviru-
sinfeksjoner. OPV kan ikke totalt beskytte mot disse infek-
sjoner da det ikke inkluderer neytraliserende antistoffer mot
de ikke-polio enteroviruser, men kan beskytte mot viremia og
alvorlig sykdom ved potensiering av T-celle-responsene ved
indusering av kryssreaktiv hukommelses T-celler. Denne type
T-celle-hjelp kan potensiere bade produksjonen av neytralise-
rende antistoffer under infeksjonen sa vel som cytotoksiske
T-celle-responser mot ikke-polio enteroviruser. Det kan ogsa
utlese antistoffer mot andre enteroviruser enn den serotype
som forarsaker den akutte infeksjon ved & elicitere anam-
nestiske immunresponser. Induksjon av anamnestiske responser
betyr at OPV stimulerer hukommelses T-celle-klonene som stam-
mer fra tidligere enteroviruseksponeringer og ferer pa denne
mate til deres aktivering og induksjon av antistoffer mot
alle disse serotyper. Denne type anamnestisk respons benyttes
i foreliggende regime for a gke enterovirus antistoffniviene

hos gravide kvinner for derved & gi deres barn beskyttelse.
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Oppsummering av oppfinnelsen

En gjenstand for foreliggende oppfinnelser er & tilveiebringe
midler for prevensjon av ikke-polio-enterovirussykdommer og

serlig type 1 diabetes (IDDM).

En annen gjenstand for oppfinnelsen er & tilveiebringe en
vaksine eller en vaksineblanding som kan benyttes for preven-

gjon av disse sykdommer.

Nok en gjenstand for oppfinnelsen er a unnga skadelige bi-
virkninger av avlivede eller subenhet enterovirus vaksiner

som induserer serotype spesifikk immunitet.

Nok en gjenstand for oppfinnelsen er anvendelsen av en polio-
vaksine og/eller en ikke-polio-enterovirus-vaksine ved frem-
stilling av en vaksine mot enterovirus-sykdommer og szrlig

type 1 diabetes (IDDM).

Det beskrives en fremgangsmate for prevensjon av ikke-polio-
enterovirus-sykdommer eller prevensjon av type 1 diabetes
mellitus (IDDM) omfattende administrering av en effektiv
mengde av en oral poliovirus-vaksine til et menneskelig indi-

vid.

Oppfinnelsen tilveiebringer videre anvendelsen av oral polio-
virus vaksine (OPV) for fremstilling av en vaksine mot ikke-
polio-enterovirus-sykdommer og serlig for fremstilling av en

vaksine mot type 1 diabetes mellitus (IDDM).

Oppfinnelsen er ogsa rettet mot en vaksineblanding omfattende
oral poliovaksine (OPV) og en vaksine som induserer serotype
spesifikk immunitet mot ikke-polio enteroviruser. Fortrinns-
vis omfatter ikke-polio-enterovirus-vaksinen enterovirus-
antigener som representerer diabetogeniske enterovirus-

serotyper eller en cocktail derav.
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Oppfinnelsen angar videre anvendelsen av en vaksine som indu-
gerer serotype spesifikk immunitet mot en eller flere seroty-
per av diabetogenisk ikke-polio enteroviruser valgt fra grup-
pen omfattende coxsackievirus B-serotyper 1, 2, 3, 4, 5 og 6,
echovirus serotyper 3, 4, 6, 9, 11, 22 og 30 og coxsackievi-
rug A-serotyper 9 og 16 for fremstilling av en vaksine mot

type 1 diabetes mellitus (IDDM). Det beskrives videre en me-
tode for prevensjon av ikke-enterovirale sykdommer, serlig

IDDM, omfattende administrering av en effektiv mengde av vak-

sinen til et menneskelig individ.

De nevnte vaksiner kan ogsad anvendes for en fremgangsmate for
prevensjon av ikke-polio-enterovirus-sykdommer, szrlig type 1
diabetes mellitus (IDDM) i avkom omfattende administrering av
en effektiv mengde av en oral poliovirus-vaksine (OPV) til en
gvanger kvinne, eller omfatter administrering av en effektiv
mengde av oral poliovirus-vaksine (OPV) pernatalt til den

svangre kvinne og postnatalt til babyen.

En metode for prevensjon av ikke-polio-enterovirus-sykdommer,
serlig IDDM, er fremskaffet ved administrering av gjentatte

doser av en effektiv mengde av oral poliovirus vaksine (OPV)

til barn.

Vaksinene kan anvendes til en fremgangsmate for & unnga ska-
delige bivirkninger av ikke-polio-enterovirus-vaksiner og som
induserer serotype spesifikk immunitet mot ikke-polio-
enteroviruser, omfattende administrering av en effektiv meng-
de av nevnte ikke-polio-enterovirus-vaksine samtidig, fer
eller etter administrering av en effektiv mengde oral polio-

virus-vaksine (OPV) til et menneskelig individ.
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Kort beskrivelse av figuren

Figur 1 viser den kumulative prevalens av IDDM i kohorter som
aldri har mottatt OPV, eller som har fatt en dose OPV i barn-

dommen eller in utero.
Detaljert beskrivelse av oppfinnelsen

"OPV" er en fortkortelse for oral poliovirus vaksine og betyr
en vaksine som omfatter levende svekkede polioviruser av en,
to eller alle de tre serotyper eller infeksiese cDNA eller
RNA derav. Ved siden av & kunne administreres oralt, kan OPV
ogsa gis ved en hvilken som helst annen mukosal vei som per
rektum eller intranasalt eller kan ogsd gis parenteralt. OPV
omfattende svekkede viruser av alle tre serotyper er kommer-

sielt tilgjengelige og kalles ogsd Sabins vaksine.

"TPV" er en annen kommersielt tilgjengelig poliovaksine som
omfatter avlivede, inaktiverte polioviruser av alle tre sero-

typer. Denne vaksine kalles Salks vaksine.

"IDDM" betyr insulinavhengig diabetes mellitus som er det

samme som type 1 diabetes mellitus eller type 1 diabetes.

"Tkke-polio-enterovirus-sykdommer" betyr en hvilken som helst
sykdom som er forarsaket av ikke-polio enteroviruser som me-

ningitt, paralyse, myokarditt, generaliserte infeksjoner hos

nyfedte, hand-, fot- og munnsykdom, herpangina, pleurodynia,

hepatitt, utslett, exantemas, respiratoriske sykdommer inklu-
dert pneumonia, dilatert kardiomyopati, aterosklerose,

postviral fatigue-syndrom og type 1 diabetes mellitus.

"En effektiv mengde" av en vaksine er en mengde som er i
stand til & elicitere en beskyttende immunrespons hos resi-
pienten, enten ved & elicitere neytraliserende antistoffer

eller en cellemediert regspons, eller begge deler.
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En vaksine som induserer "serotype spesifikk immunitet" er
det samme som en vaksine som induserer neytraliserende anti-
stoffer. Slike vaksiner kan vere avlivede vaksiner, suben-
hetvakginer eller cDNA- eller RNA fragmentvaksiner, der frag-
mentet koder en antigenisk del av en inaktivert form av

virusen.

En "avlivet vaksine" er det samme som en inaktivert vaksine,
det vil si en vaksine omfattende viruser som er behandlet

slik at de har mistet sin infektivitet. En "subenhetvaksine"
omfatter kun en antigenisk del eller deler av virusene, ikke

hele wvirusene.

En "diabetogenisk enterovirus" er en enterovirus som er asso-
siert med induksjonen av diabetes. Disse viruser represente-
res ved gruppen bestdende av coxsackievirus B serotypene 1,
2, 3, 4, 5 og 6, echovirus serotypene 3, 4, 6, 9, 11, 22 og
30, og coxsackievirus A serotypene 9 og 16. Imidlertid kan
ogsa andre serotyper av ikke-polio enteroviruser vare invol-

vert i induksjonen av diabetes.

Hver av alle tre poliovirus serotyper kan forarsake paraly-
tisk sykdom. Oral poliovirus-vaksine som benyttes ifelge opp-
finnelsen, kan inneholde kun en av disse eller deres for-
skjellige kombinasjoner. Fortrinnsvis inneholder den en
cocktail av alle disse tre serxrotyper (serotypene 1-3). Vaksi-
nevirusene av OPV som benyttes, er svekkede polioviruser hvis
virulens er redusert. Dette kan gjennomferes ved forskjellige
metoder inkludert seriepassasije av virusen i cellekulturer,
antigenisk modifikasjon ved kjemiske behandlinger, konstruk-
sjon av rekombinante eller chimerviruser, mutagenisering av
viral genom, delesjon av visse genomrader, seleksjon av tem-
peratursensitive mutanter eller bestrdling. Alternativt kan
vaksinevirusene vere svekkede naturlige polyvirusisolater el-

ler infeksiese polivirus cDNA eller RNA med redusert evne til
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4 forarsake klinisk sykdom. Karakteristisk er det presenterte
immuniseringsregime basert pd bruken av kommersielt tilgjeng-
elige og utstrakt brukte orale Sabin poliovirus vaksine som
inneholder alle tre poliovirus serotyper i hver vaksinedose.
Den administreres oralt og replikeres i innvollene, men for-
arsaker ikke paralytisk polio eller andre kliniske manifesta-

sjoner.

Hver immuniseringsdose av OPV inkluderer infektive viruser
eller infektiv RNA eller cDNA i en mengde som er i stand til
4 gi infeksjoner hos mennesker. Denne dose ville tilsvare det
som benyttes i1 den tradisjonelle Sabin-type levende orale po-
liovirus-vaksine som inkluderer minimum 10%° - 10° TCIDs, for
poliovirus type 1, 10° TCIDs, for poliovirus type 2 og 10°%° -
10°'® TCIDs, for poliovirus type 3, alt levende svekkede Sa-
bin-stammer av polioviruser. Dosene kan ogsa vere andre hvis
de er bekreftet sikre og infeksiese. (TCID = tissue culture

infectious dose; TCIDs; = den dose som infekterer 50 % av

kulturene.)

De nye ikke-polio enterovirus vaksiner i henhold til det her-
verende immuniseringsregime kan inkludere enten hele viruser
hvis infektivitet er inaktivert, eller subenhetvaksiner inne-
holdende visse antigeniske strukturer av virusene eller deres
kombinasjon eller fragmenter av viral RNA eller cDNA som ko-
der for antigeniske strukturer av virusen. Inaktiverte viru-
ser kan fremstilles ved propagering av virusen i cellekultu-
rer og ved rensing fra infekterte celler og kulturmedia ved
heyhastighetssentrifugering i en densitetsgradient dannet av
sukrose eller et annet hoydensitetsmedium. Alternativt kan
virusen renses ved kromatografi. Infektiviteten for de rense-
de viruser @delegges ved inaktivering av virusene ved kjemisgk
behandling (for eksempel formalininaktivering lik den som be-

nyttes for & fremstille IPV), bestridling eller varmebehand-
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ling. Sub-enhet-vaksiner kan bestd av rensede virale protei-
ner eller rekombinante virale proteiner, syntetiske peptider
tilsvarende virale antigeniske epitoper eller tomme virale
kapsider som fremstilles under infeksjon, men som mangler det
virale genom. Disse subenhetvaksiner kan administreres enten
som sadanne eller konjugert til haptener eller bzrere (for

eksempel ISCOM-partikler).

De nye ikke-polio enterovirus-vaksiner kan gis parenteralt
eller mukosalt som per os, per rektum eller intranasalt. Hver
immuniseringsdose inkluderer virale strukturer i en titer som
er i stand til & indusere riktig immunrespons hos mennesker.
Denne dose vil tilsvare det som benyttes i inaktivert Salk-
type poliovirus-vaksine inkludert 1,8 - 2 pg viralt protein
per hver dose og 20 - 40 antigenisk D-enheter av poliovirus-
type 1, 4 - 8 antigeniske D-enheter av poliovirus-type 2 og
16 - 32 antigeniske D-enheter av poliovirus-type 3. Dosen kan
ogsa vare en annen hvis det er bekreftet at den er sikker og

immunogenisk.

I tillegg til de aktive bestanddeler som eliciterer en immun-
respons kan OPV og ikke-polio enterovirus-vaksinene som be-
nyttes ifelge oppfinnelsen, omfatte farmaseytisk akseptable
dreyemidler, barere, haptener og adjuvanter. Eksipienter, ba-
rere, haptener og adjuvanter kan omfatte for eksempel fenok-
syetanol, magnesiumklorid, sukrose, tiomersal, formaldehyd,
fenol, antibiotika (preservativer) eller aluminiumsalter,
ISCOM-partikler, bazrerproteiner (for eksempel koleratoksin),

liposomer eller proteinmiceller (haptener/adjuvanter).

Et nytt immuniseringsregime for prevensjon av sykdommer for-

arsaket av ikke-polio enteroviruser vises i tabell 1.
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Tabell 1. Hovedregime

Aksjon 1. OPV under graviditet
Gis fortrinnsvis i det forste trimester, men kan ogsd gis se-

nere under graviditet. Kan ogsa gis til kvinner som er i fer-

til alder, men ikke gravide.

Aksjon 2. OPV i barndommen

Gis i alderen 0, 6, 10 og 14 uker, boostere ved heyere alder

(for eksempel hvert 5. &r).

Aksjon 3. Avlivede/subenhetvaksiner

Gis i en alder av 3, 6 og 12 maneder, boostere ved heyere al-

der. Kan ogsa gis gravide medre.

Aksjonene 1, 2 og 3 kan benyttes separat eller i forskjellige
kombinasjoner. Timing av barndoms OPV-vaksinasjoner i aksjon
2 kan variere, men de forste ber fortrinnsvis gis i en alder

av 3 maneder.

Avlivede eller subenhetvaksiner inkluderer en eller flere av
de feolgende enterovirus serotyper eller deres antigeniske
strukturer: coxsackievirus B serotypene 1, 2, 3, 4, 5 og 6,
echovirus serotyper 3, 4, 6, 9, 11, 22 og 30, coxsackievirus
A serotypene 9 og 16. Disse kan gis ved graviditet og i vari-
erende aldre i barndommen med boostere senere i livet. Avli-
vede eller subenhet enterovirusvaksine kan gis samtidig, fer

eller etter at OPV er gitt.

Beskyttelse mot ikke-polio-enteroviruser induseres ved utsekt

immunisering ved gjentatte doser av levende, svekkede orale
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poliovirus-vaksiner (OPV). Regimet inkluderer prenatale og
postnatale OPV-vaksinasjoner som kan benyttes i kombinasjon
eller separat. Prenatal vaksinasjon gjennomferes ved a gi OPV
til gravide kvinner for a beskytte barnet in utero og i spe-
barnsalderen (aksjon 1 i tabell 1). Denne beskyttelse er ba-
sert pad anamnestisk immunrespons som induseres av OPV-
vaksinasjon. Anamnestisk respons skyldes aktiveringen av
kryssreaktiv enterovirus spesifikke hukommelses T-celle klo-
ner og ferer til ekninger i antistoffnivdene mot disse ente-
rovirus serotyper hvortil medrene har vaert eksponert fer OPV-
vaksinasjon. Anamnestisk antistoffrespons hos moren beskytter
barnet fordi IgG klassen maternale antistoffer overferes til
fetus via placenta og beskytter saledes barnet inntil en al-
der pa 6-12 maneder nar maternelle antistoffer forsvinner fra

barnets kretslep.

Postnatal vaksinasjon, virkning 2, gjennomfores som OPV vak-
sinasjonsoppsett generelt, men kan vere mer ekstensiv for &
fé4 maksimal stimulering av kryssreaktiv T-celle immunitet
{tabell 1). Den inkluderer gjentatte vaksinasjoner, ferst de
som gis ved fedsel og under de ferste uker av livet fulgt av
booster vaksiner i barndommen med noen ars intervaller (som i
WHO EPI-programmet). OPV-vaksinasjon per os inkluderer ogsa
en sterk lokal immunrespons i mukosale overflater og sarlig i
tarmen. Dette er viktig fordi primer replikasjonssete for en-
teroviruser er tarmassosiert lymfoidvev. Denne lokale immuni-
tet sekes ogsa for ikke-polio enteroviruser pd grunn av den
OPV induserte kryss-reaktive T-celle-respons og induksjonen

av lokalproduksjon av interferoner.

Aksjonene 1 og 2 i dette regimet kan kombineres med nye ikke-
polio enterovirusvaksiner som induserer serotype spesifikk
immunitet for & oppna maksimal protektiv effekt mot ikke-

polio enteroviruser (aksjon tabell 3 i tabell 1). Serotype
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spesifikk immunitet kan induseres av avlivede enterovirus
partikler eller subenhetvaksiner som barer visse enterovirus
strukturer eller peptider. Denne serotype spesifikke vaksine
kan gis gravide medre sd vel som barn som beskrevet i tabell
1. Den serotype spesifikke vaksine inkluderer fortrinnsvis en
av de felgende enterovirus-serotyper (coxsackievirus B sero-
typene 1, 2, 3, 4, 5 og 6, echovirus-serotypene 3, 4, 6, 9,
11, 22 og 30, og coxsackievirus A serotypene 9 og 16). Denne
type avlivede eller subenhetvaksiner induserer effektiv anti-
stoffrespons, men beskyttelsen er spesifikk for de viruser
som er inkludert i vaksinen (beskyttelse ved neytralisering
av antistoffer er serotype spesifikk). I en slik kombinasjon
kan OPV benyttes for & gi ytterligere beskyttelse ved kryss-
reaktiv T-celle respons mot serotypene som ikke er inkludert
i den avlivede/subenhetvaksine. OPV kan ogsd benyttes for a
booste antistoffresponsene som induseres av avlivede/sub-
enhetvaksiner. OPV kan ogsid benyttes for 4 styre immunrespon-
sene som induseres av avlivede/subenhetvaksiner til Thl-type
responser heller enn Th2-type responser. Th2-type responser
induseres karakteristisk av avlivede/subenhetvaksiner og kan
assosieres med alvorlige bivirkninger som fegrer til alvorlige
forlep av naturlige infeksjoner i vaksinerte individer (slik
det ble observert hos individer vaksinert med avlivede RSV
eller meslingvaksiner). OPV inkluderer pa samme mate som and-
re levende vaksiner hovedsakelig Thl-type respons som ferer
til cytotoksisk T-celle responser og sdledes kan motvirke
Th2-type responsene som induseres av avlivede/subenhetvaksi-
ner ved a indusere kryssreaktiv Thl-type T-celler. For & unn-
géd Th2-responsene kan OPV gis enten fer, samtidig med eller

etter at de avlivede/subenhetvaksiner er gitt.

Saledes inkludere det foreliggende regimet OPV-vaksinagjoner
for 4 indusere gystemisk T-celle responser og lokal mukosal

immunitet s& vel som anamnestiske antistoffresponser hos gra-
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vide medre (aksjoner 1 og 2). OPV vaksinasjoner kan kombine-
res med nye inaktiverte eller subenhetenterovirus wvaksiner
(aksjon 3). Denne kombinasjon vil gi maksimal preventiv ef-
fekt (neytralisering av antistoffer indusert av avlivede/sub-
enhetvaksiner er de ferste barrierer mot infeksjoner, og T-
celle immunitet indusert av OPV understetter utryddelse av
infeksjon). OPV kan ogsa benyttes i kombinasjon med inakti-
vert eller subenhert vaksine for & styre eller booste deres
virkning eller & forhindre mulige skadelige bivirkninger for-
arsaket av Th2-type bias i immunresponsene p& enteroviruser
som kan vare forarsaket av inaktiverte eller subenhetvaksi-

ner.

Det er funnet at det foreligger uventede bivirkninger ved IPV
vaksiner som sgker risikoen for komplikasjoner av ikke-polio
enterovirusinfeksjoner som type 1 diabetes ved & rette en im-
munrespons mot ikke-polio enteroviruser i Th2-retning. Imid-
lertid er OPV fordelaktig, fordi den reduserer risikoen for
komplikasjoner ved ikke-polio enterovirusinfeksjoner og vak-
sinasjoner av inaktivert/subenhet ikke-polio enterovirus-
vaksiner (for eksempel mot diabetes) ved & indusere kryssre-
aktive hukommelses-T-celler, ved a styre immunresponsen til
ikke-polio enteroviruser inn i tabell 1lh-retning og ved &

innfere lokal beskyttelse i de mukosale vev.

En fordel ved oppfinnelsen er at den er basert pd en utstrakt
brukt og meget sikker vaksine (OPV), men gir en ny indikasjon
for denne vaksine som til nu ikke har vart foreslatt. De nye
aspekter er ogsd at oppfinnelsen benytter sterke T-celle-
responser som induseres av levende OPV-vakgine, kryssreakti-
viteten for disse responser mellom forskjellige enterovirus
serotyper, induksjon av lokal immunrespons ved OPV i mukosale
overflater i farynx og i tarm, vaksinasjon av bade gravide

kvinner og barn, og eventuell kombinasjon av OPV og nye sero-
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type spesifikke avlivet/subenhet vaksiner for & booste deres
virkning og & unnga bivirkningene som er relatert Th2-basgerte
responser. Et ytterligere nytt aspekt er at den inaktiver-
te/subenhetvaksine inkluderer serotyper som er av den sterste
betydning i patogenese av alvorlige ikke-polio enteroviru-

sykdommer inkludert type 1 diabetes.

Vaksinasjonsregimet kan benyttes i hele befolkningen eller i
spesifikke heyrisikogrupper som barn med genetisk risiko al-
leler for type 1 diabetes, barn med diabetes i ferste grads

slektninger eller barn som er positive for diabetesrelaterte

autoantistoffer.

Vaksinasjonsregimet er det eneste som er mulig og som i dag
er tilgjengelig for prevensjon av ikke-polio enterovirus syk-
dommer hos mennesker. Det kan implementeres til klinisk ar-
beid umiddelbart, da det er basert pa i dag tilgjengelig ut-
strakt viten og en godt tolerert vaksine (OPV). Den kan
kobles med inaktivert eller subenhet enterovirus vaksiner for

4 eke deres preventive effekt og & unnga bivirkningene.

I Finland ble praktisk talt hele befolkningen vaksinert med
en dose OPV i februar - mars 1985 for & utrydde den siste po-
licepidemi ("Hovi et al.", 1986; "Harjulehto-Mervaala et
al.", 1994). Dette gir en utmerket mulighet til & analysere
mulige virkninger av OPV vaksinasjon pa risikoen for type 1
diabetes, fordi IPV har vart benyttet som den eneste poliovi-
rusvaksine i dekader og har ogsd vart brukt etter epidemien.
OPV vaksinasjon ble ogsa gitt gravide kvinner ("Harjulehto-
Mervaala et al.", 1993). Seker har analysert den kumulative
prevalens av type 1 diabetes i fedselskohorter som har fatt
OPV vaksinasjoner i ar 1985 enten i barndommen eller in utero
og sammenlignet dette med den kumulative prevalens i fedsels-
kohorter som aldri fikk OPV (figur 1). Figuren viser at den

kumulative prevalens av type 1 diabetes (IDDM) per 100 000
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barn i en alder av 8 ar i Finland i fedselskohorter som enten
aldri har mottatt oral poliovirus vaksine (OPV) eller har
vert vaksinert med en dose OPV i barndommen eller in utero
under massevaksinasjonsfelttoget i 1985. Den kumulative pre-
valens av type 1 diabetes var signifikant lavere i OPV-
vaksinerte kohorter sammenlignet med ikke-vaksinerte slike.
Den midlere prevalens i OPV vaksinerte kohorter fedt i arene
1980-1985 var 272 sammenlignet med 326 i ikke-vaksinerte ko-
horter fedt i 1986 til 1989 (p<0,01 i student's

t-test). Prevalensen av diabetes var ogsad lav hos barn hvis
mor hadde vert vaksinert under graviditet (261 per 100 000;
figur 1). Disse funn indikerer at bade virkning 1 og virkning
2 i det foreslatte immuniseringsregime (se tabell 1) har en

beskyttende effekt mot type 1 diabetes.

Det er ogsa funnet at insidensen av type 1 diabetes korrele-
rer med typene poliovirus vaksine som benyttes i de forskjel-
lige land. Denne korrelasjon er ikke absolutt, men det er en
generell tendens til & redusere insidensen av type 1 diabetes
i land der OPV er benyttet sammenlignet med land der inakti-
verte (avlivede) poliovirusvaksiner (IPV) er benyttet. I Fin-
land er insidensen av type ldiabetes den heyeste i verden, og
Finland er ogsa et av de meget fa land der IPV har vert be-
nyttet som den eneste poliovirus vaksine i flere dekader

(bortsett fra aret 1985 som nevnt ovenfor).

En mulig rolle for de forskjellige polivaksinasjonsregimer
som en arsak til den internasjonale forskjell i insidensen av
type 1 diabetes stettes ogsd av foreliggende sokeres funn i
forbindelse med barn fra Estland og Finland. I Estland der
ingidensen av type 1 diabetes er en tredjedel av den i nabo-
landet Finland, benyttes OPV som den eneste poliovirus vaksi-
ne i motsetning til Finland der IPV benyttes. Sgker har ana-

lysert T-celle- prolifereringsresponsene pa tetanus toxoid,
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poliovirus type 1, coxsackievirus B4 (CBV4) og adenovirus an-
tigener i 9-maneder-gamle barn i begge land. Responsen pa po-
liovirus og CBV4 var signifikant heyere i Estland enn i Fin-
land (p<0,05), mens responsen pa andre antigener ikke kunne
adskilles mellom gruppene. Neytralisering av antistoffer mot
CBV-gruppe enteroviruser skilte seg ikke mellom gruppene, noe
som antyder at den observerte forskjell i T-celle-responsen
ikke skyldes forskjellige eksponeringer av barn til enterovi-
rus i de to land. I henhold til dette reflekterer den heyere
T-celle respons pa renset CBV4 virus hos estlandske barn mu-
ligens kryssreaktiviteten av T-celler primet ved tidligere
OPV vaksinasjoner. I Finland benyttes det en IPV vaksine som
ikke induserer en sa heoy T-celle-respons som OPV, og som ogsa
gis i heyere alder enn OPV i Estland (estlandske barn mottok
tre doser OPV sammenlignet med en dose IPV til finske barn i
en alder av 9 maneder). Dette antyder at OPV-vaksinasjons
oppsettet i Estland induserer sterkere kryss-reaktiv immun-
respons pa ikke-polio enteroviruser enn IPV vaksinasjonsopp-
settet som benyttes i Finland. Dette antyder at aksjon 2 i
foreliggende sekeres immuniseringsregime (se tabell 1) har

protektiv effekt mot type 1 diabetes.

I den finske "Diabetes Prediction and Prevention study (DIPP)
har seker analysert frekvensen og serotypen av enterovirusin-
feksjoner hos 21 barn som har vert fulgt fra fedselen, og som
var manifestert med klinisk type 1 diabetes eller blitt posi-
tive med henblikk pa diabetes-relaterte autoantistoffer som
en marker for subklinisk beta-celle-gkade. Enterovirusin-
feksjoner var hyppigere hos disse barn enn i 104 kontrollbarn
tilpasset for fedselstidspunkt, kjenn og HLA-risiko alleler
for type 1 diabetes (p<0,03). Denne forskjell var spesielt
klar i infeksjoner som opptradte 0-6 mdneder for autoan-
tistoffene opptradte: 57 % av autoantistoffpositive individer

hadde en enterovirus infeksjon i denne periode sammenlignet



10

15

20

25

30

22

med 31 % av kontrollindividene av samme alder (OR 3,7, 95 %
Ccl 1,2-11,4) (ikke-publisert observasjon). Under dette tids-
rom var 29 % autoantistoffpositive barn positive for entero-
virus RNA i serum sammenlignet med 6 % kontrollindivider (OR
8,4, 95 $ Cl 1,7-40,2). Disse resultater antyder at enterovi-
rusinfeksjoner er viktige risikofaktorer for type 1 diabetes
og i stand til & initiere B-celle skadeprosesser i genetisk
egmfintlige individer. Den midlere alder for disse dyr ved
opptredenen av autoantistoffene var 9 maneder, noe som anty-
der at diabetogeniske enterovirusinfeksjoner kan inntre alle-

rede under de aller feorste leveméneder.

Serotypen av enterovirusinfeksjoner relatert til induksjon av
autoantistoffer eller manifestasjon av klinisk diabetes har
vert analysert i DIPP studien og i den tidlige "Childhood Di-
abetes in Finland" (DiMe) studie. Disse serotyper er inklu-
dert i den avlivede/subenhetvaksine i det foreliggende immu-

niseringsregime (aksjon 3 i tabell 1).

OPV-vaksinasjoner kan kombineres ikke bare med serotype spe-
sifikke vaksiner, men ogsd med passive immuniseringsregimer
mot enteroviruser. Denne type passiv immunisering kan inklu-
dere for eksempel immunoglobuliner som inneholder enterovirus

spesifikke antistoffer, og som gis intravenest eller oralt.

Eksempel 1

Seker har analysert virkningen av OPV-vaksinasjon i lepet av
etterfelgende coxsackievirus B3- (CBV3)-infeksjon i mus. I
disse studier ble det benyttet en transgenisk BALB/c-stamme
som uttrykker human poliovirus-reseptor, og som derfor kan

infekteres med human polioviruser (Horie et al., 1994).

Transgeniske BALB/c-mus ble forst immunisert med levende po-

liovirusvaksine (Sabin-stamme av poliovirus type 1) eller in-
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aktivert poliovirus vaksine IPV, og senere utfordret med en
pankreas-tropisk stamme av coxsackievirus B3 (Nancy stammen).
(IPV var den kommersielt tilgjengelige polivirusvaksine Novum
ervervet fra "National Public Health Institute of Holland").
To doser av levende poliovirus vaksine stamme type 1 (Sabin)
ble gitt intramuskulzrt med to ukers intervaller (10°
TCIDso/mus, forste injeksjon ved 8 ukers alder). To doser av-
livet poliovirus-vaksine ble gitt intramuskulert pad samme
mate (0,1 pug per mus). To uker etter den siste poliovirus-
injeksjon ble musene infektert med coxsackievirus B3. T-
celle-prolifereringsresponsene ble analysert to uker etter
coxsackievirus-B3-utfordringen ved bruk av standard blast-
transformasjonstest og heyrensede viruser som antigener. T-
celle responsene uttrykkes som spesifikke tellinger (gjennom-

snitt cpm), og resultatene er vist i tabell 2.

Tabell 2. Virkning av forutgdende poliovirus immunisering pa
T-celle prolifereringresponser under etterfelgende coxsackie-

virus B3-infeksjon i transgeniske mus som uttrykker humanpo-

liovirusreseptor.

Proliferingsrespons i forskjellige immu-

niseringsgrupper (midlere cpm verdier)
Virus antigen PBS IPV Sabin

(N=5) (N=5) (N=5)
Coxsackievirus B3 1444 3669 6485
Poliovirus type 1 1927 4898 6738

En gradering av coxsackievirus B3-indusert pankreatitt og
myokarditt sd vel som detekteringen av viremia ble gjennom-
fert to uker etter coxsackievirus B3-utfordringen. Naervaret

av viremia ble analysert samtidig ved detektering av viral
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RNA i serum ved bruk av en sensitiv RT-PCR metode. Resultate-

ne er vist i tabell 3.

Tabell 3. Virkning av forutgaende poliovirusimmunisering pa
patogenesen av etterfelgende coxsackievirus B3-infeksjon i

transgenisk mus som uttrykker humanpoliovirusreseptor.

Immuniseringsgruppe

PBS IPV Sabin

(N=5) {N=5) (N=5)
Pancreatitis +++ 2 0 4
++ 3 2 1
+ 0 1 0
- 0 2 0
Myocarditis +++ 0 0 0
++ 0 0 1
+ 3 2 3
- 2 3 1
Viremia + 2 3 1
- 3 2 4

I forsekene sket levende poliovirusvaksine (Sabin stamme) in
vitro T-celle-proliferering responser under etterfelgende
coxsackievirus B3-infeksjon. Denne egkning ble observert i
prolifereringsresponsene mot bade renset coxsackievirus B3 og
poliovirus type 1 (Tabell 2). Dette antyder at forutgaende
levende poliovirusvaksine kan eke cellularimmunresponser un-
der etterfelgende ikke-polio enterovirus infeksjon. Forutga-
ende IPV-vaksinasjon gket ogsd T-celle responsene under et-
terfelgende coxsackievirus B3-infeksjon, men effekten var

svakere enn den til levende vaksine (Tabell 2).
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Forutgdende immunisering med levende poliovirusvaksine
(poliovirus type 1, Sabin-vaksine-stamme) eket T-celle in-
filtreringen i pankreas under etterfelgende infeksjon med en
pankreas-tropisk stamme av coxsackievirus B3 (Tabell 3). I
motsetning til dette ble forutgdende IPV-vaksinasjon assosi-
ert med svak T-celle-infiltrasjon i pankreas sammenlignet med
det som ble observert etter levende poliovirusvaksine eller
det i kontrollmus. Disse resultater antyder at levende polio-
virusvaksinasjon sker in vivo T-celle- responsené under et-
terfeolgende ikke-polio-enterovirusinfeksjoner mens avlivet

poliovirusvaksine kan ha en motsatt virkning.

Det var ogsa en tendens til en lav frekvens i viremi hos mus
som pa forhand var immunisert med levende poliovirus. Dette
antyder at levende poliovirusvaksinasjon retter eradikasjon

av etterfelgende ikke-polio enterovirusinfeksjoner.

I et annet forsek ble det funnet at totalt 9 (92 %) av de
tolv poliovaksinerte mus hadde T-celle-infiltrasjon i hjertet
sammenlignet med 7 (53 %) av de femten ikke-vaksinerte mus.
Dette antyder at forutgdende utfordring med levende poliovi-

rus exaggerer T-celle respons under CBV3-infeksjon in vivo.

Eksempel 2

Det ble produsert og utprevet formalininaktiverte coxsackie-
virus B vaksiner i mus. Disse vaksiner ble produsert ved in-
aktivering av sukrosgradientrensede viruser ved 14 dagers in-

kubering ved +37 °C i 0,01 % formalin i PBS.

Midlere IgGl antistoffnivaer mot renset coxsackievirus B3 ble
bestemt i Balb/c mus som var immunisert ved 3 gjentatte in-
tramuskulzre injeksjoner med formalin-inaktivert coxsackievi-
rus B3-vaksine eller fosfatbufret saltopplesning (PBS). In-
jeksjoner ble gitt med to ukers intervaller (ferst en i 8

ukers alderen), og antistoffer ble malt 2 uker etter den sis-
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te vaksinasjon. Antistoffnivdene er uttrykt som ODy,-verdier

i EIA (Tabell 4).

Tabell 4. Antistoffnivaer indusert av inaktivert coxsackievi-

rus B3-vaksine i mus

Immuniseringsgruppe
Serum-fortynning PBS Coxsackievirus B3-vaksine
(N=5) (N=5)
1/1600 0,12 0,95
1/6400 0,13 0,47
1/25600 0,14 0,28

Nervaeret av viremi (virus i serum) ble bestemt i BALB/c-mus
som var immunisert med tre gjentatte intramuskulzre injeksjo-
ner med formalininaktivert coxsackievirus B3-vaksine eller
med fosfatbufret saltopplesning (PBS) og deretter infektert
med en pankreas-tropisk stamme av coxsackievirus B3 (Nancy
stammen, 10° TCIDso/mug) . Immuniseringer skjedde med to ukers
intervaller (ferst en ved 8 ukers alderen), og musene ble in-
fektert 2 uker etter den siste injeksjon. Narveret av virus i
serum, viremi, ble analysert tre dager etter infeksjon ved
bruk av sluttpunktfortynningsanalysen pd infektivitet. Slutt-
punktsfortynningen for infektivitet i LLC-cellekulturer er

vist i tabell 5.
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Tabell 5. Beskyttelse mot viremi ved immunisering med en in-

aktivert coxsackievirus B3-vaksine

Immuniseringsgruppe
Mus PBS Coxsackievirus B3 vaksine
1. 1073 ND
2. 1073 ND
3. 107t ND
4. 1074 ND
5. 10t ND

ND: Ikke detekterbar (mengde <107%)

Som vist i tabell 4, induserte immunisering med inaktivert
coxsackievirus B3-vaksine heye nivder av antistoffer mdlt mot
renset coxsackievirus B3 i EIA testen. Man fant ogsa at vak-
sinasjonen fullstendig beskyttet mus mot infeksjon med en
pankreas-tropisk stamme av coxsackievirus B3. Virus kunne
ikke detekteres i serum for noen av de vaksinerte dyr, mens
alle kontrollmusene var positive for virusen (Tabell 5). Den-
ne vaksine beskyttet ogsa musene mot virus-indusert pankrea-
titt: Ingen av de vaksinerte dyr hadde T-celle infiltrasijon i
pankreas, mens alle kontrolldyr hadde meget sterkt inflamma-

torisk respons.

Disse resultater antyder at inaktiverte ikke-polio enterovi-
rus-vaksiner er effektive i beskyttelse mot ikke-polio ente-
rovirusinfeksjoner. Denne beskyttelse medieres sannsynligvis

av neytraliserende antistoffer indusert av vaksinen.
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Eksempel 3

SJL/J mug ble ferst immunisert enten med formalin-inaktivert
poliovirusvaksine (IPV; 01, ng/mus), eller med saltopplesn-
ning (PBS). Etter 14 dager ble musene infektert intramusku-
lert med coxsackievirus B3 (10° TCIDso/mus). Histopatologi av
pankreas ble analysert 14 dager etter infeksjonen. Resultate-

ne er vist i tabell 6.

Tabell 6. Inflammasjonsreaksjon (T-celle infiltrasjon) i
pankreas av SJL/J mus infektert intramuskulazrt med en pankre-

as-tropisk stamme av coxsackievirus B3 (Nancy-stamme).

Vaksine
Pankreatisk inflam- | PBS 1PV
masjon (N=5) (N=5)
Sterk 1 4
Moderat 2 1
Ikke detektert 2 0

Observasjoner antyder at IPV gker alvoret av ikke-polio
enterovirusinfeksjoner. Det er funnet at mus som ferst immu-
niseres ved IPV og deretter infekteres med en ikke-polio-
enterovirus, nemlig en pankreas-tropisk Nancy-stamme av cox-
sackievirus B3, hadde mer alvorlig pankreatit enn mus som pa

forhadnd ikke wvar immunisert med IPV (tabell 6).

Midlere IgGl antistoffnivder mot renset coxsackievirus B3 ble
bestemt i BALB/c mus som var immunisert ved tre intramuskulz-
re injeksjoner med formalin-inaktivert poliovirus-vaksine
(IPV; 0,1 pg per mus) eller med fosfatbufret saltopplesning
(PBS) og deretter infektert med en pankreas-tropisk stamme av

coxsackievirus B3 (Nancy-stamme, 10° TCICso/mus). Immunise-
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ringer skjedde med to ukers intervaller (forst en ved 8 ukers
alder), mus ble infektert 2 uker etter den siste injeksjon og
antistoffer malt 2 uker etter infeksjon. Antistoffnivaene ut-
trykkes som midlere ODso,-verdier i EIA (tabell 7). IPV var
den kommersielt tilgjengelige poliovirusvaksine Novum erver-

vet fra "National Public Health Institute of Holland".

Tabell 7. Effekt av immunisering med inaktivert poliovirus-
vaksgine pa antistoffrespons under etterfelgende coxsackievi-

rus B3-infekajon

Immuniseringsgruppe
Serum-fortynning PBS IPV
(N=5) (N=5)
1/1600 0,50 0,37
1/6400 0,36 0,11
1/25600 0,32 0,08

IPV-vaksinasjon ble assosiert med abnormt lavt antistoff-
respons under etterfelgende coxsackievirus B3-infeksjon i
BALB/c mus (tabell 7). Dette antyder at immuniseringen med
drept poliovirusvaksine kan svekke antistoffresponser under
etterfelgende ikke-polio-enterovirusinfeksjoner in vivo. Det-
te kan i sin tur eke alvoret av ikke-polio-enterovirusinfek-

sjoner.

Det antas at den skadelige effekt av IPV skyldes dens evne

til & indusere Th2-type immunresponser. Det er vist tidligere
at inaktiverte vaksiner induserer hovedsakelig Th2- type res-
ponser, og at denne type Th2-bias kan oke alvoret av naturli-
ge infeksjoner (som i tilfellet inaktivert respiratorisk syn-

cytialvirus og meslingvaksine). Denne skadelige virkning
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manifesteres sarlig ved infeksjoner forarsaket av andre sero-
typer enn det som benyttes i vaksinen, mens infeksjoner med
samme serotype som benyttes i vaksinen, totalt er beskyttet
av vaksinen (som vist i museforsekene beskrevet i tabell 5).
Denne serotype spesifikke beskyttelse er basert pad vaksinein-
dusert neytraliserende antistoffer. Sadledes primer IPV-
vaksinasjon i barndommen poliovirus spesifikke immunresponser
i retning Th2, noe som trykker T-celle hukommelse i senere
enterovirusinfeksjoner. Pa grunn av kryssreaktive T-celler
vil denne Th2-bias spre seg til immunnresponser mot ikke-
polio-enteroviruser og derved gke alvoret av ikke-polio-
enterovirusinfeksjoner og risikoen for deres komplikasjoner

lik type 1 diabetes.

I motsetning til den skadelige virkning av IPV pa immunbe-
skyttelsen mot ikke-polio-enterovirusinfeksjoner, har OPV en
fordelaktig virkning. Som en levende vaksine induserer OPV
sterkere T-celle responser enn IPV. I tillegg er denne immun-
respons mer balansert og minner om det som cobserveres i na-
turlige enterovirusinfeksjoner inkludert bade Thl- og Th2-
type immunresponser. Denne respons er tilsiktet i bade struk-
turelle og ikke-strukturelle virusproteiner, mens IPV kun
induserer respons pa strukturelle virusproteiner. Ved & indu-
sere sterke T-celle-responser aktiverer OPV ogsd hukommelses
T-celler som kan kryssreagere mellom polio- og ikke-polioc en-
teroviruser og initiere bade T-celle- og antistoffresponser
mot ikke-polio enteroviruser. Ved denne mekanisme letter OPV
klaringen av ikke-polioc enterovirusinfeksjoner og forhindrer
derved deres komplikasjoner. Sdledes kan risikoen for kompli-
kasjoner av ikke-polio enterovirusinfeksjoner (som type 1 di-

abetes) forhindres wved OPV.

I tillegg til de naturlige ikke-polio enterovirusinfeksjoner

kan OPV ogsa benyttes for & konvertere immunresponser som er
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indusert av inaktiverte eller subenhetenterovirusvaksiner,
fra Th2-type responser i Thl-retning. Pa denne mate kan OPV
benyttes for a beskytte mot Th2-avhengige bivirkninger av
inaktiverte eller subenhet ikke-polioc enterovirusvaksiner.
Denne type bivirkninger er beskrevet i konteksten ved anven-
delsen av inaktiverte respiratorisk synsytialvirgs og
meslingvirusvaksiner, og de inkluderer abnormalt forlep av
infeksjoner, eket alvor ved infeksjonen, eket risiko for
komplikasjoner ved infeksjonen og mulig utvikling av allergi-

er og astma.

I henhold til dette kan OPV benyttes for a diktere immun-
regponsen som induseres av inaktiverte eller subenhet entero-
virusvaksiner pd Thl-type responser og derved beskytte mot
bivirkningene ved slike vaksiner. I motsetning kan IPV ha en
motsatt virkning ved & eke risikoen for komplikasjoner av
ikke-polio enterovirusinfeksjoner ved & diktere immunrespon-

sen i Th2-retning.

En ytterligere fordel ved OPV i forhold til IPV er at som en
levende virus induserer den produksjon av interferon-o. Det-
te induseres kun under virusinfeksjoner og er det mest poten-
te antivirale cytokin (del av den medfsdte immunitet). Den
beskytter spesifikt mot virusinfeksjoner og gir beskyttelse
for antigen-spesifikke immunresponser induseresg. Som en le-
vende virus, induserer OPV interferon-0, og denne induksjon
skjer bade i mukosale overflater og systemisk. Vaksineviruser
replikerer i tarmen i flere uker, noe som betyr at lokalpro-
duksjon av interferon-o forblir i lengre tidsrom hos barn
som gjentatte ganger er vaksinert med OPV. Dette vil oke den

beskyttende virkning av OPV mot ikke-polio enterovirusin-

feksjoner.
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Patentkravwv

Anvendelse av oralpoliovirusvaksine (OPV) for frem-
stilling av en vaksine mot ikke-polio enterovirussyk-

dommer.

Anvendelse i henhold til krav 1 for fremstilling av en

vaksine mot type 1 diabetes mellitus (IDDM).

Anvendelse ifelge krav 1 eller 2 for fremstilling awv
en vaksine for administrering i gjentatte doser til

barn.

Anvendelse ifglge krav 3 for fremstilling av en vaksi-

ne for administrering ved 3 maneders alderen.

Anvendelse ifglge krav 4 for fremstilling av en vaksi-
ne for administrering i alderen rundt 0, 6, 10 og 14

uker og som initiatorer ved heyere alder.

Anvendelse ifelge krav 1 eller 2 for fremstilling av
en vaksine for administrering til svangre kvinner for

4 beskytte deres avkom mot de nevnte sykdommer.

Anvendelse ifglge krav 6 for fremstilling av en vaksi-
ne for administrering prenatalt til gravide kvinner og

postnatalt til barnet.

Anvendelse ifelge et hvilket som helst av kravene 1
til 7 for fremstilling av en vaksine for administre-
ring i kombinasjon med en vaksine som induserer sero-

type spesifikk immunitet mot ikke-polioc enteroviruser.

Anvendelse ifelge krav 8 der den serotype spesifikke
immunitetsinduserende vaksine er en avlivet entero-

virusvaksine eller en subenhetvaksine.
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Anvendelse ifelge krav 8 der nevnte serotype spesifik-
ke immunitetsinduserende vaksine omfatter enterovirus-
antigener som representerer diabetogeniske enterovirus

serotyper eller en cocktail derav.

Anvendelse ifelge krav 8 der nevnte serotype spesifik-
ke immunitetsinduserende vaksine er en vaksine mot en

eller flere serotyper valgt blant gruppen bestdende av
coxsackievirus B serotyper 1, 2, 3, 4, 5 og 6, echovi-
rus serotyper 3, 4, 6, 9, 11, 22 og 30 og coxsackievi-

rus A serotyper 9 og 16.

Vaksinepreparat, k a r a k t e r i s e r t
v e d at det omfatter oralpoliovirusvaksine (OPV) og
en ikke-polio enterovirusvaksine som induserer sero-

typespesifikk immunitet mot ikke-polio enteroviruser.

Vaksinepreparat ifelge krav 12, k a r a k -
terisert v e d at den serotypespesifikke
immunitetsinduserende vaksine er en avlivet ikke-polio

enterovirusvaksine eller en subenhetvaksine.

Vaksinepreparat ifelge krav 12, k a r a k -
teriserxt v e d at nevnte serotype spesi-
fikke immunitetsinduserende vaksine omfatter entero-
virusantigener som representerer diabetogeniske

enterovirus serotyper eller en cocktail derav.

Vaksinepreparat ifelge krav 14, k a r a k -
terisert v e d at den serotype spesifikke
immunitetsinduserende vaksine er en vaksine mot en el-
ler flere serotyper valgt blant gruppen bestédende av
coxsackievirus B serotyper 1, 2, 3, 4, 5 og 6, echovi-

rus serotyper 3, 4, 6, 9, 11, 22 og 30 og coxsackievi-

rus A serotyper 9 og 16.
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Anvendelse av en vaksine som induserer serotypespesi-
fikk immunitet mot en eller flere serotyper av diabe-
togenisk ikke-polio enteroviruser valgt fra gruppen
bestaende av coxsackievirus B serotyper 1, 2, 3, 4, 5
og 6, echovirus serotyper 3, 4, 6, 9, 11, 22 og 30 og
coxsackievirus A sexrotyper 9 og 16 for fremstilling av

en vaksine mot type 1 diabetes mellitus (IDDM).

Anvendelse ifelge krav 16 for fremstilling av en vak-

gine for administrering til gravide kvinner eller

barn.

Anvendelse ifelge krav 16 for fremstilling av en vak-
gine for administrering prenatalt til gravide kvinner

og postnatalt til barnet.
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