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A Einleitung

Parvovirus B19 (B19V) wurde 1975 durch Zufall von Yvonne Cossart und ihren
Mitarbeitern bei der damals routinemaBig durchgefiinrten Uberpriifung von
Blutkonserven gesunder Spender auf das Hepatitis-B-Virus entdeckt (Cossart YE, 1975).
Da das bis zu diesem Zeitpunkt unbekannte Virus in der Probe 19 auf der Platte B
gefunden wurde und mit einem Durchmesser von 18-26 nm eines der kleinsten (lat.

parvus = klein) bekannten humanpathogenen Viren ist, wurde es Parvovirus B19 genannt.

Bereits 1981 konnte erstmalig ein Zusammenhang zwischen der Infektion mit B19V und
einem spezifischen Pathophdnomen festgestellt werden: den aplastischen Krisen bei
Patienten mit Sichelzellanamie (Pattison JR, 1981). Doch erst 1983 gelang es der
Arbeitsgruppe von Graham R. Serjeant, das neuentdeckte Virus als Verursacher von
Ringelroteln/Erythema infectiosum zu identifizieren (Anderson MJ, 1983). Die
Ringelroteln werden im Englischen auch als ,,fifth disease” bezeichnet, da sie die flinfte
Kinderkrankheit darstellen, die mit einem charakteristischen Hautauschlag einhergeht.
Infektionen mit B19V treten weltweit auf, sind sehr h&ufig und verlaufen bei
immunkompetenten Personen meist harmlos. Das Virus kann jedoch gerade bei gestorter
Hématopoese und/oder bei vorhandener Beeintrachtigung des Immunsystems, sei es
durch eine Krankheit oder iatrogener Genese, eine Vielzahl von Komplikationen
hervorrufen (Young NS, 2004). Insbesondere der ausgepréagte Tropismus von B19V zur
Infektion von erythroiden Vorlauferzellen kann bei bereits gestorter Hamatopoese zu
schwerwiegenden Symptomen bis hin zu lebensbedrohlichen Zustanden fuhren (Serjeant
BE, 1993; Pattison JR, 1981).

Die Transmissionswege des Virus sind mannigfaltig. Der Grofteil der Infektionen findet
uber den Respirationstrakt via Tropfcheninfektion statt. B19V kann aber auch iatrogen im
Rahmen von Transfusionen oder Organtransplantationen (Koppelmann MH, 2004) oder

wéhrend der Schwangerschaft transplazentar (Modrow S, 2003) tbertragen werden.

Da das Virus auch bei infizierten, aber asymptomatischen Spendern im Blut pravalent ist
und sich zudem als auBerordentlich widerstandsfahig gegenliber &uf3eren Einflissen
sowie verschiedenen chemischen und physikalischen Inaktivierungsmethoden
(Detergenzien, Hitze) erweist, kann es hadufig in Blutkonserven, Gerinnungsfaktoren-
konzentraten und verschiedenen anderen Blutprodukten nachgewiesen werden (Jordan J,
1998; Yunoki M, 2003; Yoto Y, 1995; Modrow S, 2010).



Die Anzucht von B19V in Zellkulturen gestaltet sich bis heute &uf3erst schwierig: B19V
konnte mit Hilfe von im spaten Entwicklungsstadium befindlichen erythroiden
Vorléauferzellen (Mortimer PP, 1983), peripherem Blut, fetaler Leber und in seltenen
erythro-megakaryoblastoiden Zelllinien (Shimomura S, 1992; Miyagawa E, 1999),
angezichtet werden. Keine dieser Methoden erwies sich aber fir die Routinediagnostik
als geeignet (Modrow S, 2000).

A1l Taxonomische Einordnung

Das humane B19V gehort zu der Unterfamilie der Parvovirinae in der Virusfamilie der
Parvoviridae. Die Klassifikation dieser Virusfamilie beruht auf morphologischen und
funktionellen Merkmalen. Unterteilt man sie hinsichtlich ihrer Infektionspopulation,
umfasst sie zwei Unterfamilien: die Parvovirinae und die Densovirinae. Letztere

infizieren ausschliel’lich Insekten (Tabelle 1).

Die Parvovirinae lassen sich entsprechend ihres Replikationsmodus in drei Genera
unterteilen: das sich autonom replizierende Parvovirus (1), das Dependovirus (2), welches
zur Replikation einen Helfervirus (z. B. Adeno-, Vaccinia- oder Herpesvirus) bendétigt,
und das sich bevorzugt in erythroiden Zellen replizierende Erythrovirus (3) (Van
Regenmortel MHV, 2000; Heegaard ED, 2002). Von den genannten Genera sind nur
Dependoviren und Erythroviren humanpathogen.

Das B19V ist das einzige bekannte humanpathogene Virus, das dem Genus Parvovirus
angehort. Auf Grund der Tatsache, dass das B19V einen ausgepragten Tropismus fir die
Infektion von erythrozytaren Vorlduferzellen besitzt, wurde es zur Gattung der
Erythroviren gezahlt, der noch einige Affen-Parvoviren und das ,,manchurian chipmunk

parvovirus® mit ahnlichen funktionellen Eigenschaften zugerechnet werden.



Unterfamilie Gattung Mensch Tier

Minute Virus of Mice,
Chicken Parvovirus, Feline
Panleukopenia Virus, HB
Parvovirus, H-1
Parvovirus, Kilham Rat
Virus, Lapine Parvovirus,
Lulll Virus, Mouse
Parvovirus 1, Porcine
Parvovirus, RT Parvovirus,
Tumor Virus X

Parvovirus

Canine minute Virus

Bocavirus Humanes Bocavirus . .
Bovines Parvovirus

] Aleutian Mink Disease
.. Amdovirus .
Parvovirinae VIrus

Pig-tailed macaque
parvovirus, Rhesus
Parvovirus B19 macaque parvovirus,
Simian Parvovirus, Bovine
Parvovirus Type 3,
Chipmunk Parvovirus

Erythrovirus

AAV 1-5, Avian AAV,
Bovine AAV, Canine
AAV, Duck parvovirus,
Equine AAV, Goose
parvovirus, Ovine AAV,
AAV 7, AAV 8, Bovine
parvovirus 2

Adenoassoziierte

Dependovirus | viren (AAV-2, -3, -5)

Densovirus Culex pipiens Densovirus
Iterovirus Bombyx mori Densovirus
Densovirinae Brevidensovirus AeQes aegypti _D_ensokus
Periplaneta fuliginosa
Pefudensovirus densovirus

Tabelle 1: 8th Reports of the International Committee on Taxonomy of Viruses; C.M. Fauquet, M.A.
Mayo, J. Maniloff, U. Desselberger, and L.A. Ball (eds) Academic Press, 1162 pp.; Elsevier Publication
Date: 27 May 2005

B19V wird in drei Genotypen subklassifiziert: Genotyp 1 fiir die klassischen B19
Stdmme, Genotyp 2 (Prototyp K71- und A6-like Stdamme) sowie Genotyp 3a (Prototyp
V9 Virus) und Genotyp 3b (D91.1 strain) (Parsyan A, 2007; Servant A, 2002). Genotyp 1
galt bisher als pradominant, aber neuere Daten implizieren, dass Genotyp 3 weiter

verbreitet sein konnte als bisher angenommen (Hibschen JM, 2009).




A2 Aufbau
A 2.1 Viruspartikel und Genom

Die hullenlose Viruskapside des B19V bestehen aus 60 Kapsomeren, die in einer
ikosaedrischen Struktur angeordnet sind (Ozawa K, 1987) (Abbildung 1). Die Kapside
besitzen je einen Durchmesser von 22-24 nm und haben ein Molekulargewicht von ca.
4200 kDa bzw. 5500 — 6200 kDa, wenn sie das lineare DNA-Virusgenom enthalten
(Cotmore SF, 1984).

Der DNA-Einzelstrang mit einer GroRe von 5596 Nukleotiden besteht zu gleichen
Anteilen aus 5 x 4 — 5 x 6 kb grof3en positiven und negativen Strangen. Er setzt sich aus
einer inneren, kodierenden Region von 4830 Nukleotiden und zwei jeweils aus 383 Basen
bestehenden palindromischen Sequenzabschnitten an den Genomenden zusammen. Diese
palindromischen Sequenzabschnitte bezeichnet man auch inverted terminal repeats/ITR.
Sie kénnen eine haarnadelartige, doppelstrangige Konfiguration ausbilden, welche fir die
Synthese des Komplementarstranges als Primer dient (Astell CR, 1990). Der funktionelle
Promoter von B19V ist der p6-Promoter am 3’- Ende des kodierenden Stranges. Der
kodierende Anteil des Virus ist auf den Minusstrang beschrankt, der wie die meisten
tierpathogenen Parvoviren, auch bei B19V drei offene Leserahmen besitzt.

B19V kodiert fur drei relativ grol3e Proteine: zwei Strukturproteine VP1 (Nukleotide
2444-4786) und VP2 (Nukleotide 3125-4786) (Abbildung 1) und ein Nichtstrukturprotein
NS1 (Nukleotide 436-2451) (Shade RO, 1986; Ozawa K, 1988).

VP2 (58 kDa) und VP1 (83 kDa) entstehen durch das Spleilen des gleichen RNA-
Transkriptes. Das B19V-Kapsid setzt sich zu 90-96 % aus VP2 und 4-10% VP1

zusammen.

In der 3’-Halfte des Genoms wird das dritte grolRe Polypeptid, das Nichtstrukturprotein
(NS1) codiert. NS1 ist an der Replikation der viralen DNA und der Regulation der
Genexpression beteiligt (Rosenfeld SJ, 1992; Deiss V, 1990; Ozawa K, 1987; Luo W,
1993).

10



Abbildung 1: Aufbau eines B19V VP2-Partikels aus Bérbel Kaufmann et al, Parvovirus B19 does not bind
to membrane-associated globoside in vitro, Virology, Volume 332, Issue 1, 5 February 2005, Pages 189-
198.

Im Bereich des 5’-Endes des Genoms besteht ein kurzer, offener Leserahmen, der fiir das
Nichtstrukturprotein NS2 (11kDa) codiert.

Die Basensequenz der Parvoviren ist im Vergleich zu anderen Viren weitgehend konstant.
Sequenzunterschiede in verschiedenen Parvovirus-B19-Isolaten findet man gehauft in den
Bereichen, die fiir die VP1-unique region und die Ubergangsregion zwischen der VP1-
unique region und VP2 kodieren (Hemauer A, 1996). Eine Assoziation zwischen
spezifischen Krankheitssymptomen und unterschiedlichen B19V-Sequenzen konnte bis
jetzt nicht hergestellt werden (Hemauer A, 1996; Umene K, 1991).

A 2.2 Virusproteine
A 2.2.1 Strukturproteine

In den Kapsiden findet man die zwei Strukturproteine: VP1 und VP2. Sie sind
sequenzidentisch und unterscheiden sich nur durch die 227 zusétzlichen Aminoséuren am
aminoterminalen Ende von VP1, der sogenannten VP1-unique region. Die VP1-unique
region wird durch gehdufte Variationen der Aminosauresequenz im aminoterminalen
Bereich charakterisiert und ist an der Oberflache der Kapside lokalisiert (Abbildung 2).
Die meisten der produzierten neutralisierenden Antikorper richten sich gegen Epitope in
dieser Doméne (Ozawa K, 1987).
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Der carboxyterminale Abschnitt der VP1-unique region besitzt zudem eine
Phospholipase-A2 (PLA;) &hnliche Enzymaktivitét, die fur die virale Infektiositat eine
entscheidende Rolle spielt (Dorsch S, 2002): Sie ist fir die Entlassung der Viren aus den
Endosomen verantwortlich. PLA,-Enzyme spalten Arachidonsaure von Phos-
phatidylcholin und anderen Phospholipiden in der Zellmembran ab. Aus der
Arachidonséure entstehen dann in einem mehrstufigen Prozess Prostaglandine und
Leukotriene (Zadori Z, 2001).

B 3
1000 2000 3000 4000 5000

2444
3125 4787

. 7-5 kDa
. 11 kDa

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Humanen Parvovirus B19 Genoms und dessen
Transskriptionskarte aus Amanda Corcoran and Sean Doyle; Advances in the biology, diagnosis and host—
pathogen interactions of parvovirus B19; Journal of Medical Microbiology 2004, 53: 459-475.

A 2.2.2 Nichtstrukturproteine

Neben den Strukturproteinen VP1 und VP2, werden mehrere Nichtstrukturproteine
gebildet. Von diesen ist das NS1 mit einem Molekulargewicht von etwa 77 kDa am
besten charakterisiert (Shade RO, 1986; Cotmore SF, 1986; Ozawa K, 1987). NS1 hat in
der Regulation des viralen Lebenszyklus mehrere Funktionen inne, unter anderem in der
Transkriptionskontrolle (Raab U, 2002), sowie der Replikation und Verpackung des Virus
(Momoeda M, 1994). Das NS1 Protein weist einige Charakteristika auf, die fur die Virus-
Wirtszellen-Interaktion von Bedeutung sind. Es besitzt eine spezifische DNA-
Bindungsfahigkeit als auch ATPase- und Helikaseaktivitaten, welche seine Zytotoxizitat
unter anderem tber die Induktion von Apoptose erklaren konnten (Mofatt S, 1998; Li X,
1990; Momoeda M, 1994; Chen Z, 2009).
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Der dritte offene Leserahmen von B19V kodiert fiir das 11 kDa groRe NS2-Protein. Das
NS2-Protein spielt eine wichtige Rolle flr die Synthese der Strukturproteine und somit
einer erfolgreichen Produktion infektidser Viren (Zhi N, 2006). Es wird sehr hoch in
erythroiden Vorlduferzellen exprimiert und ist dort fir die Apoptoseinduktion
mitverantwortlich (Chen AY, 2010).

A 3 Krankheitsverlauf und Pathogenese
A 3.1 Epidemiologie und klinisches Bild

B19V-Epidemien finden in einem etwa vierjahrigen Zyklus statt (zwei Jahre einer
Epidemie gefolgt von zwei Jahren einer Endemie). In Epidemiezeiten werden Infektionen
besonders haufig im Zeitraum von Januar bis Juni in Schulen und Kindergarten registriert
(Anderson MJ, 1987).

In der durchschnittlich ein- bis zweiwdchigen Inkubationszeit ist der Infizierte bereits
virdmisch und scheidet infektidses Virus im Speichel und anderen Sekreten aus (Rice PS,
1996; Chorba T, 1986). Das Prodromalstadium ist durch grippedhnliche Symptome wie
leichtem Fieber, Krankheitsgefiihl und Myalgien gekennzeichnet. Eine infektions-
bedingte, alterierte Hadmatopoese ist fir einen Zeitraum von 7-10 Tagen, ein kompletter
Ausfall der Blutbildung flr 3-7 Tage zu beobachten (Wildig J, 2006).

Das phanotypische Korrelat der Infektion erythroider VVorlauferzellen zeigt sich sowohl in
vitro als auch in vivo in Form von Pronormoblasten. Diese Zellen wurden erstmalig 1948
im Knochenmark von Menschen mit aplastischer Krise beschrieben (Owren, PA 1948).
Pronormoblasten finden sich bei jedem B19V-Infizierten, selbst wenn die Infektion

klinisch inapparent verlauft.

Die Virdmie nimmt in der zweiten Woche post infectionem ab und B19V-spezifische
IgM-Antikorper werden im Blut nachweisbar. Eine zweite Phase mit Kklinischen
Symptomen schlief3t sich in der dritten Woche, begleitet von einem Titer-Anstieg B19V-
spezifischer 1gG-Antikdrper, an. Es kdnnen sich Arthralgien und auch das mit einer
B19V-Infektion assoziierte Erkrankungsbild Erythema infectiosum, im englischen
Sprachgebrauch wegen seiner charakteristischen Morphologie auch als ,,slapped cheek
disease* bezeichnet, manifestieren. Dieser makulopapulése Ausschlag tritt meist zunéchst
auf die Wangen beschrénkt auf und breitet sich im weiteren Verlauf an den Innenseiten

der Extremitaten aus, um schlieBlich nach 1-5 Tagen abzuklingen. Der Grofteil der
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Infektionen, insbesondere im Kindesalter verlaufen asymptomatisch (Woolf AD, 1989;
Cartter ML, 1991; Modrow, 2001).

Findet eine B19V-Infektion wahrend der Schwangerschaft statt, so kann das Virus
transplazentar auf den Fetus Ubertragen werden und abhéngig vom Zeitpunkt der
Schwangerschaft Aborte oder Hydrops fetalis (Sarfraz AA, 2009; Beigl RH, 2008;

Tolfvenstam T, 2009) verursachen.

A 3.2 Pravalenz und Transmissionswege

Infektionen mit dem B19V treten weltweit auf und finden zu 50 % in der Kindheit statt.
Bei Immunkompetenz besteht nach einer abgelaufenen Infektion mit B19V eine
lebenslange Immunitét. Die Seropravalenz von 1gG-Antikdrpern steigt von 2-15 % in der
Altersgruppe 1-5 Jahre, auf 15-60 % bei 6-19 Jahrigen und schlieBlich 30-60 % bei
Erwachsenen an. Da auch eine Infektion im Erwachsenalter mdglich ist, finden sich bei
der geriatrischen Bevolkerung Durchseuchungsraten von bis zu 85 % (Heegaard ED,
2002; Kelley HA, 2000; Tsujimura M, 1995; Réhrer C, 2008).

Meist gelangt das Virus oral Uber den Respirationstrakt via Tropfcheninfektion in den
Organismus. Das Risiko einer potentiellen, iatrogenen Transmission ist bei Transfusionen
von kontaminierten Blutprodukten und Knochenmark sowie Organtransplantationen
gegeben (Heegaard ED, 2000; Koenigbauer UF, 2000; Parsyam A, 2007; Broliden, 2001).

A 3.2.1 Ubertragung durch Blut und Blutprodukte

B19V-DNA konnte in vielen Blutprodukten nachgewiesen werden: unter anderem in
Erythrozyten- und Thrombozytenkonzentraten (Cohen BJ, 1997), Immunglobulinen
(Erdman DD, 1997), Fibrinpraparaten (Hino M, 2000), plasmatischen Gerinnungs-
faktorpréparaten (Fryer JF, 2007) und Albumin. Das Transmissionsrisiko wurde u.a. in
einer Langzeitstudie bei Patienten mit einem angeborenen Gerinnungsdefekt, welche
vielfach mit plasmatischen Gerinnungsfaktoren behandelt wurde, evaluiert. Die Patienten
zeigten eine deutlich hohere Seropositivitat fir B19V als gleichaltrige Gesunde. (Azzi A,
1999; Peerlinck K, 1995; Eis-Hubinger AM, 1996; Mauser Bunschoten EP, 1998).

Bei hamatologischen und onkologischen Patienten besteht aufgrund des erhohten Bedarfs
an diesen Produkten eine gesteigerte Expositionsgefahr. Zudem ist bei diesen Menschen,

aufgrund der zugrunde liegenden hédmatologischen Erkrankung bzw. der therapeutischen
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Immunsuppression, ein schwererer bis lebensbedrohlicher Verlauf einer B19-Infektion zu
erwarten (Evans JP, 1984).

Eine komplette Virusneutralisierung bei diesen Produkten konnte wegen seiner Resistenz
gegeniiber verschiedensten physikalischen und chemischen Inaktivierungsmethoden
bisher nicht bewerkstelligt werden (Santagostino E, 1994).

Selbst im Plasma gesunder Menschen liegt nach einer B19V-Infektion mit hoher
Wabhrscheinlichkeit, wenn auch auf einem sehr geringen Niveau, eine langanhaltende
Viramie vor. Daher muss die Frage einer Transmissionsgefahr durch Einzelpréparate
gerade bei Patienten mit Immunsuppression neu gestellt werden (Llewellyn C, 2004).
Trotz der heutigen Studienlage ist ein Routinescreening auf B19V-DNA in Blutprodukten
abgesehen von den nachfolgenden zwei Ausnahmen noch nicht gesetzlich
vorgeschrieben. Seit dem 1. Juni 2007 ist fir Anti-D Immunglobuline und gepooltes,
virusinaktiviertes Plasma eine Hochstgrenze von 1 x 10* IU/ml von der europdischen
Arzneimittelkomission (European Medicines Agency, EMEA) festgesetzt worden.

Einige Hersteller von Plasmaderivaten testen jedoch ihre Produkte mittels quantitativer
Polymerase Chain Reaction (PCR) (Aberham C, 2001). Die nordamerikanische FDA
(Food and Drug Administration) schlug vor, dass die nachweisbare B19V-DNA-
Kopienzahl in Herstellerplasmapools, unabhangig von dem verwendeten Testsystem,
einen Richtwert von 1 x 10* geg/ml nicht iiberschreiten sollte (Brown KE, 2001). In den
Niederlanden wurde vorgeschlagen, dass Konzentrate von Spendern mit hohen anti-
B19V-IgG Titern fur Hochrisikopatienten verwendet werden sollten (Groeneveld K,
2003). Die zugrundeliegende Rationale daftr war, dass die spezifischen neutralisierenden
IgG im Produkt eine transfusionsassoziierte Infektion potentiell verhindern kdnnten.

A 3.3 Infektionszyklus (zellulér)
A 3.3.1 Bindung an die Zelle und Zellrezeptoren

Das Virus interagiert tber die Oberflachenstrukturen des Kapsidproteins VP2 mit dem
Blutgruppenantigen P. Dieses wird auch als Globoside 4 (Gb4) bezeichnet und ist ein
Glycosphingolipid, das auf der Zelloberflache exprimiert wird (Brown KE, 1993). Dieser
Rezeptor wird auf erythroiden Zellen aber auch auf vielen anderen Zellen, wie
Synoviozyten, Thrombozyten, Megakaryozyten, Endothelzellen und fetalen Myozyten
gefunden (Cooling LL, 1995; Rouger P, 1987). Diese werden jedoch im Gegensatz zu den

erythroiden Vorldaufern nicht infiziert.
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Personen, die kein Blutgruppenantigen Pq besitzen, resistent gegen B19V (Brown KE,
1994). In Zellkulturen konnte gezeigt werden, dass ein Uberschuss an loslichem
Blutgruppenantigen P oder ein dagegen gerichteter monoklonaler Antikorper erythroide
Vorlauferzellen vor einer Infektion schutzt (Brown KE, 1993). Diese Beobachtungen
lassen darauf schlieBen, dass das Blutgruppenantigen P obligatorisch fiir eine B19V-
Infektion ist. Diese Interaktion allein kann dem Virus jedoch nicht den Eintritt in die
Zelle ermoglichen (Weigel-Kelley KA, 2001). Das B19V benétigt einen weiteren Co-
Rezeptor auf der Zelloberflache fur eine erfolgreiche Infektion (Weigel-Kelley KA,
2003).

Das a5B1 Integrin wurde als ein potentieller Rezeptor identifiziert. Seine Co-Expression
als Voraussetzung fur eine erfolgreiche Infektion konnte eine Erklarung fir die
ausschliellich in erythroiden Vorlauferzellen stattfindende Virusreplikation sein. Im
Gegensatz zu einigen der infektionsresistenten Zellen, die das Blutgruppenantigen P
besitzen, exprimieren die sensiblen, erythroiden Vorlauferzellen auch gleichzeitig hohe

Level von a5B1 Integrin.

Erythroide Vorlauferzellen scheinen einen Pool von vulnerablen Zellen zu bilden, deren
Anfalligkeit fir eine Infektion im Laufe ihrer Differenzierung weiter zunimmt. Eine
B19V-Replikation und auch die Bildung von infektiosen Produkten konnte in
h&matopoetischen Vorlauferzellen von Blutspendern (Schwarz TF, 1992), in primaren
humanen Nabelschnurblutzellen (Srivastava CH, 1992) und in erythroiden Zelllinien der

fetalen Leber (Yaegashi N, 1989) nachgewiesen werden.

Als weiterer Co-Rezeptor, der den Eintritt des Virus in die Zelle ermdglichen soll, wurde
das Ku80 Autoantigen vorgestellt (Munakata Y, 2005).

A 3.3.2Virale Aufnahme in die Zelle

Nach der Bindung an die zellularen Rezeptoren gelangen Parvoviren wahrscheinlich
durch eine rezeptorgesteuerte, Clathrin-abhangige Endozytose in die Zielzellen. Der
Infektionsmechanismus auf zelluldrer Ebene, einschlielich des viralen Eintritts-
mechanismus in die Zelle, das Uncoating, den Transport in den Zellkern und den

Wiederaustritt aus der Zelle ist noch nicht im Detail geklart.

Fur die intrazelluldaren Infektionswege von B19V scheint die virale PLA,-Aktivitét eine
groRe Rolle zu spielen (Suikkanen S, 2003; Dorsch S, 2002).
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A 3.4 Immunantwort
A 3.4.1Immunantwort bei einer akuten Infektion

Die B19V-Viramie kann etwa eine Woche nach Infektion im Blut und in nasotrachealen
Sekreten nachgewiesen werden. Bei einer immunkompetenten Person sind virale

Serumtiter bis zu 10* geg/ml méglich (Prowse C, 1997).

Mit Beginn der humoralen Immunantwort und der klinischen Symptome zeigt sich
charakteristischerweise eine Abnahme der Menge an B19V-DNA (Cassinotti P, 2000).
Niedrige Titer von 10° bis 10° geq/ml bleiben iiber Monate und teilweise sogar Jahre nach
der Infektion nachweisbar (Lindblom A, 2005; Lefrére JJ, 2005; Musiani M, 1995). Ob es
sich dabei um ein Virus mit erhaltener Gesamtlange, intakten Vironen oder Uberhaupt

potentiell erhaltener Virulenz handelt, ist bisher unbekannt.

Die humorale Immunantwort spielt fiir die Pathogenese und die Eliminierung des Virus
eine entscheidende Rolle (McMichael AJ, 1983). Sieben bis zehn Tage nach der
Infektion, zeigt sich mit dem Rickgang der Virdmie in etwa 90 % der Félle eine
IgM-Reaktivitat, die nach ca. 10 - 12 Tagen ihren Hohepunkt erreicht. Sie ist zuerst
sowohl gegen lineare als auch Konformationsepitope von VP2 und im Anschluss auch
von VP1 gerichtet (Schwarz TF, 1988). In Untersuchungen mit Immunoblotting zeigte
sich, dass IgM-Antworten gegen die linearen VP1 relativ haufiger und langwieriger sind
als die gegen VP2 (Palmer P, 1996). Die pradominante IgM-Immunantwort scheint sich

gegen konformationelle VVP-Epitope zu richten (Manaresi E, 2001).

Nach dem Auftreten der ersten Symptome fallt die Produktion der IgM-Antikorper tber
einen Zeitraum von ein bis zwei Monaten wieder ab (Anderson LJ, 1986). Niedrige
IgM-Titer konnen jedoch teilweise bis zu vier Monate nach der Infektion
(Shneerson JM, 1980) und bis zu 20 Wochen nach einer Virdmie mit Hilfe eines ELISA
detektiert werden (Schwarz TF, 1988).

Mit dem Abklingen der IgM-Immunantwort treten IgG-Antikorper gegen VP1 und VP2
in den Vordergrund und koénnen durch IFA, Western-Blot und ELISA nachgewiesen
werden (Pfrepper KI, 2005; Anderson LJ, 1986). Ahnlich wie bei der IgM-Antwort
richten sich die IgG-Antikorper gegen konformationelle und sequentielle VP1- und VP2-
Determinanten. Diese Antikorper besitzen eine hohe Aviditat und sind fiir die lebenslange
Immunitat verantwortlich. Die Titer nehmen nur sehr langsam ab und werden immer

wieder durch den erneuten Kontakt mit B19V verstarkt.
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Die virusspezifischen, schleimhautprotektiven IgA-Antikérper erreichen etwa eine
Woche nach Auftreten der spezifischen Symptome ihren Hohepunkt und besitzen eine
potentielle Bedeutung fur den Respirationstrakt (Erdman DD, 1991). Sie kdnnen unter
Umsténden fir Monate persistieren (Bluth MH, 2005). Die Funktion der langlebigen
spezifischen IgE-Antikdrper ist noch ungeklart (Bluth MH, 2003).

Im Vergleich zur humoralen Reaktion ist ber die T-Zell-vermittelte Immunantwort
gegen B19V weniger bekannt (Tolvenstam T, 2001). Einige Zeit ging man davon aus,
dass bei einer B19V-Infektion keine zelluldre Immunantwort stattfindet. Mittlerweile
wurde gezeigt, dass B19V eine starke, vielseitige und spezifische CD8-T-Zell-Antwort in
der akuten Phase der Infektion auslost, die Uber einen langen Zeitraum aufrechterhalten
wird (Badovinac VP, 2002; Hou S, 1994). Die andauernde Immunantwort erreicht in der
Mehrzahl der beobachteten Falle nach etwa einem Jahr ihren Hochststand, konnte aber
teilweise nach einem Zeitraum von zwei Jahren nachgewiesen werden. Dieses Phdnomen
kénnte unter Umsténden eine Rolle in der dauerhaften Pathogenkontrolle spielen (Isa A,
2005).

Anders als die humorale Antwort gegen B19V, deren neutralisierende Epitope sich vor
allem gegen strukturelle Proteine richten, steht bei der zellularen Antwort das
NS1-Protein bei akut infizierten Personen im Vordergrund (Saikawa T, 1993; Keer S,
1999; Manaresi E, 1999).
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A 3.4.1.1 Phasen der akuten Infektion

Die verschiedenen Phasen der akuten Infektion sind durch spezifische Antikorper-
konstellationen charakterisiert (Abbildung 3). Die Untersuchung der 1gG-Reaktivitat
gegen native und denaturierte (lineare) VP2-Kapsidproteine (Soderlund M, 1995) zeigte,
dass die Reaktivitat gegen lineare VP2-Epitope mit einer aktiven B19V-Infektion
korreliert. Diese nimmt innerhalb von sechs Monaten ab und fehlt ganzlich bei Patienten

mit bestehender Immunitét. Die konformationelle VP2-Antikorper hingegen persistieren.

Bei einer kirzlich stattgefundenen Infektion ist eine gemischte IgG-Zusammensetzung
gegen lineare VP1- und gegen konformationelle VVP2-Epitope charakteristisch. Diese

Antikorper persistieren meist Gber Monate oder sogar Jahre (Manaresi E, 1999).

Exanthem/
Arthritis
] A,Q:g?" Anti-VP1-gG (VP-N, VP-1S) und Antikérper gegen
Konformations-Epitope der VP2-Partikel (VP-2p)
— .. ——
Viruskontakt S, -

- - -
o T, - -
Anti-VP2-1gG = Antikérper gegen
lineare Epitope der VP2-Partikel (VP-2r)

*», Anti-VP2-1gG = Antikérper gegen
~ *._lineare Epitope des C-terminalen
~ '\FP2—TeiIs (VP-C)
~.

relative Konzentration (Virus/Antikérper)
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Abbildung 3: Serologischer Verlauf einer akuten Parvovirus B19 Infektion aus Modrow Susanne:
Parvovirus B19: Ein Infektionserreger mit vielen Erkrankungsbildern Deutsches Arzteblatt 2001; 98(24):
A-1620/B-1390/ C-1293

IgG gegen lineare Antigene von VP2 kdnnen primér wahrend einer aktiven oder gerade
abgelaufenen Infektion bzw. in der Konvaleszenzphase nachgewiesen werden. Der
verlasslichste Indikator flr eine abgelaufene Infektion ist der Nachweis von IgG gegen
konformationelle VVP2-Epitope durch EIA (Jordan JA, 2000; Butchko AR, 2004).
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Nur ein Teil der neu oder ehemals infizierten Personen, bei denen IgG gegen
Strukturproteine nachgewiesen werden konnen, besitzen auch Antikorper gegen
Nicht-Strukturproteine (Searle K, 1998; Ennis O, 2001). Ob diese Konstellation auch bei
einer akuten oder persistierenden Infektion Gultigkeit besitzt, konnte nicht abschlieRend
geklart werden (von Poblotzki A, 1995; Hemauer A, 2000; Jones LP, 1999, Searle K,
1998, Anderson LJ, 1986).

Bei immunsupprimierten Menschen ist auf Grund der fehlenden adéaquaten
Immunantwort, u.a. in Form der Antikdrperproduktion, und der gegebenenfalls
therapeutisch indizierten Applikation von Blutprodukten oder Immunglobulinen eine

serologische Diagnostik erschwert.

A 3.5 Komplikationen bei einer Parvovirus B19 Infektion

In den letzten Jahren zeigte sich zusehends, dass B19V-Infektionen nicht nur mit dem
Auftreten des harmlosen Erythema infectiosum sondern, gerade bei bereits bestehender
Beeintrachtigung des Immunsystems bzw. der Hamatopoese, mit einer Reihe von
schweren bis lebensbedrohlichen Krankheitsbildern assoziiert sein kénnen. Abgesehen
von der hdufig beschriebenen aplastischen Krise, traten auch das gloves-and-socks-
Syndrom, schwere Thrombozyto- und Neutropenien (Hanada T, 1989; Klepfish A, 2006),
Hepatiden (Eid AJ, 2006) und Myokarditiden (Modrow, 2006) auf, selbst Enzephalitiden
(Erol 1, 2006) wurden beobachtet.

A 3.5.1 Patienten mit Immunsuppression

Das klinische Bild einer B19V-Infektion bei immunsupprimierten Patienten unterscheidet
sich signifikant von dem eines immunkompetenten Menschen (Tabelle 2). Durch das
Fehlen einer effizienten humoralen und/oder zelluldren Immunantwort, kann die Infektion
eine persistierende Knochenmarksuppression bedingen, die sich etwa in einer chronischen
Anédmie &uRert, jedoch eher ohne zu den typischen, immunvermittelten Symptomen wie
Exanthem und Arthralgien zu fihren (Koch WC, 1990). Diese Beobachtung wurde im
Zusammenhang mit Immundefizienzen verschiedenster Genesen gemacht. Diese
umfassen kongenitale und hdmato-onkologische Erkrankungen (Leukamien, Lymphome,
MDS, etc.), die iatrogene Immunsuppression wie bei Autoimmunerkrankungen und

Organtransplantationen, Nebenwirkungen einer Chemotherapie oder immunkompro-
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mittierende Infektionen (Broliden, 2001; Egbuna O, 2006; Koch WC, 1990; Heegard ED,
1997; Nour B, 1993; Shen Q, 2010).

Da die Symptome bei diesen Patienten relativ unspezifisch sind, fihrt dies zu
Fehldiagnosen. Diese reichen von vermeintlichen Krankheitsrezidiven, mikrobiellen
Infektionen, Transplantatversagen bis hin zu toxischen Medikamentennebenwirkungen.
Tatsachlich werden etwa 1 -2 % der lebensbedrohlichen Komplikationen bei Patienten
nach einer Organ- oder Stammzelltransplantation durch B19V hervorgerufen (Broliden,
2001). Nicht zuletzt da sich die fur eine addquate Therapie essentielle fruhzeitige
Diagnose oft schwierig gestaltet.

Abgesehen von der B19V-typischen Tropfcheninfektion Uber den Respirationstrakt,
scheint im Rahmen einer iatrogenen Immunsuppression wie zum Beispiel nach
Transplantation auch die Reinfektion bzw. die virale Reaktivierung aus einem
persistierenden Stadium eine wichtige Rolle zu spielen (Broliden, 2001; Heegaard ED,
2002; Gallinella G, 1999). Die Unterscheidung einer viralen Reaktivierung und einer
transfusions- oder transplantationsbezogenen B19V-Infektion ist jedoch schwierig bis

unmaglich.
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Wahrscheinlichkeit Erkrankung

Ringelroteln (Erythema infectiosum), transiente Andmie,
transiente Thrombozytopenie, transiente Granulozytopenie,
Arthralgien/Arthritis

Immunkompetente Personen
— héaufig

Persistierende Thrombozytopenie, persistierende
Granulozytopenie, Purpura Schénlein-Henoch, idiopathische
thrombozytopenische Purpura, Panzytopenie, virusassoziiertes
hdmophagozytéares Syndrom (VAHS), akutes
Leberversagen/Hepatitis, Myokarditis, Glomerulonepbhritis,
Enzephalitis, Myelitis transversa

Immunkompetente Personen
—selten

Patienten mit
hamatologischen Schwere Anamie, aplastische Krise
Grunderkrankungen

Chronische Anémie, chronische Arthritis, chronische
Thrombozytopenie, chronische Granulozytopenie, chronische
Immunsupprimierte Panzytopenie, Erythroblastopenie (pure red cell aplasia),
Patienten Myokarditis/Perikarditis/ akutes Herzversagen, akutes
Leberversagen/ Hepatitis, Meningitis/Enzephalitis

Ungeborene Spontanabort, Hydrops fetalis, intrauteriner Kindstod

Tabelle 2: Erkrankungen, die in Zusammenhang mit Parvovirus B19-Infektionen auftreten aus: Modrow
Susanne: Parvovirus B19: Ein Infektionserreger mit vielen Erkrankungsbildern Dt Arztebl 2001; 98: A
1620-1624 [Heft 24]

A 3.5.2 Patienten mit hamatologischen und onkologischen Erkrankungen

Bei Menschen mit hamatologischen Vorerkrankungen kommt es hdufig zu einem
schwerwiegenderen Verlauf einer B19V-Infektion. Dies ist auch, weil das Risiko eine
aplastische Krise zu entwickeln zusatzlich erhoht ist (Serjeant BE, 2001; Kudoh T, 1994).
Bei einer aplastischen Krise, welche erstmals bei Patienten mit hd&molytischen Anamien
beschrieben wurde, kann es infolge einer Knochenmarkaplasie zu einer Panzytopenie
kommen. In Zusammenhang mit B19V-Infektionen wurde dieses Krankheitsbild bei
vielen Storungen des h&matologischen Systems beobachtet: bei  Andmien
unterschiedlicher Atiologie (Serjeant BE, 1993; Saarinen UM, 1986; Fu Y, 2002; Rao SP,
1996), bei der hereditaren Sphéarozytose (Oh SE, 2005), bei Enzymanomalien wie der
Pyruvatkinasedefizienz (Duncan JR, 1983), als auch bei Patienten mit Evans-Syndrom
(Uike N, 1993). Zu lebensbedrohlichen Zustanden koénnen in diesen Fallen sowohl ein
drastischer Abfall des Hamoglobinwertes infolge der virusbedingten Knochenmark-
suppression, als auch die mit einer aplastischen Krise assoziierte zerebrovaskuldren

Symptomatik, ein Herz- oder akutes Nierenversagen fiihren (Smith-Whitley K, 2004).
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Eine B19V-Infektion kann jedoch nicht nur zur Exazerbation bis hin zur aplastischen
Krise bei einer Vorerkrankung flhren, sondern auch eine autoimmunologische oder
h&matologische Grunderkrankung demaskieren bzw. ausldsen. Sowohl das Auftreten des
Kawasaki-Syndroms als auch das des Evans-Syndroms werden mit einer B19V-Infektion
in Verbindung gebracht (Nigro G, 1994; Toyokawa Y, 2007; Uike N, 1993)

Weiterhin besteht ein Zusammenhang zwischen einer B19V-Infektionen und der erneuten
Aktivierung einer hdmatologischen Grunderkrankung bei bis dahin indolenten Verlaufen.
So wurde das Auftreten einer akuten Thrombozytopenie bei Patienten mit einer
idiopathischen thrombozytopenischen Purpura (ITP) (Aktepe OC, 2004) bzw. das
Wiederauftreten einer Fanconi-Andmie im Zusammenhang mit einer B19V-Infektion
registriert (Tchernia G, 1993).

Auf der anderen Seite kann eine akute B19V-Infektion einer (malignen) Erkrankung
tduschend ahneln. Es wird von pédiatrischen Patienten mit einer diagnostizierten
myelomonozytaren Leukdmie bzw. MDS berichtet, welche sich als akute B19V-
Infektionen entpuppten (Ozdemir N, 2010; Yetgin S, 2000).

An gesunden Testpersonen konnte gezeigt werden, dass das Virus nicht nur die Bildung
der Erythrozyten, sondern auch die der Myelozyten und der Thrombozyten beeintrachtigt
(Anderson MJ, 1985) (Tabelle 2). Diese Beobachtung konnte in der Klinik durch
nachgewiesene B19V-assoziierte Thrombozytopenien, Neutropenien und Panzytopenien
bei Patienten bestatigt werden (Hanada T, 1988; Rao SP, 1996; Saarinen UM, 1986;
Klepfish A, 2006).

A 3.5.3 Persistenz des Virus

Eine persistierende B19V-Infektion ist hdufig mit einem gewissen Grad an
Immundefizienz oder Anomalien in der Immunantwort assoziiert (Moudgil A, 1997,
Fattet S, 2004; Blaeser F, 2005). Diese kénnen sich als quantitative als auch qualitative
Defekte in der humoralen Antwort préasentieren (Kurtzmann GJ, 1989). So kann die
globale Bildung von Antikorpern beeintréchtigt sein bzw. B19V-spezifische Antikdrper

gebildet werden, die das Virus nicht neutralisieren kénnen.

Welch grofRe Rolle die humorale Immunantwort bei viraler Persistenz spielen kdnnte,
wurde im Fall eines an einer akuten lymphatischen Leukdmie (ALL) erkrankten Kindes
gezeigt. Eine erfolgreiche Viruselimination ging mit dem Anstieg der VVP2-spezifischen
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B-Gedachtniszellen (memory cells) und der gleichzeitigen Abnahme der Immunantwort
gegen NS1 einher (Corcoran A, 2006). Die zuvor erfolgte intravendse Therapie mit

Immunglobulinen war frustran verlaufen.

Neuere Studiendaten, die unter Verwendung von hochsensitiven, molekularen
Nachweismethoden erhoben wurden, deuten jedoch daraufhin, dass virale DNA auch in
Immunkompetenten persistieren kann (Cassinotti P, 2000; LaMonte AC, 2004; Lefrere JJ,
2005). Das Virus kann regelmaRig in den unterschiedlichsten Geweben des Korpers wie
Knochenmark, Synovia, Synovialmembranen, Haut, Leber und Herzmuskel nachge-
wiesen werden (Cassinotti P, 1998; Hokynar K, 2002; Zakrzewska K, 2001; Kuethe F,
2009; Corcioli F, 2010).

Abgesehen von der Immunantwort werden weitere entscheidende Mechanismen
diskutiert, wie das Konzept eines sogenannten ,,Bioportfolios®, welches das B19V ein
Leben lang speichert (Norja P, 2006). So scheint das Virus, ohne sich nach der akuten
Infektionsphase zu replizieren, in bestimmten Nischen des Korpers zu verbleiben (Woolf
AD, 1995; Cassinotti P, 2000). In Knochenmark und Synovia wird das B19V-Genom
haufiger als im peripheren Blut nachgewiesen (Heegaard ED, 2002; Cassinotti P, 1998).
Es ist in 2 % der Knochenmarkproben gesunder Spender zu finden (Heegaard ED, 2002).
Man geht davon aus, dass fast alle Menschen, die in Kontakt mit B19V kommen, das
funktionsfahige Virus ein Leben lang auf einem sehr niedrigen Niveau und unter der

Kontrolle des Immunsystems im Kdrper behalten.

So ein stabiles, jedoch sensibles Equilibrium von Virus und Immunkontrolle kann sich
dramatisch verandern, wenn das Immunsystem seine Effektivitét verliert, sei es als Folge
einer onkologischen Erkrankung, einer iatrogen verursachten Immundefizienz durch
Chemotherapie oder im Rahmen einer induzierten Immunsuppression bei Knochenmark-
oder Organtransplantationen. Diese Umsténde scheinen eine Reaktivierung des Virus zu

ermoglichen, welche durch einen Viruslastanstieg gekennzeichnet ist.

A 3.6 Therapie und Pravention

Im Gegensatz zu immunkompetenten Menschen, die meist keinerlei Therapie bedurfen,
ist im Falle einer Viruspersistenz, bei einer schwerwiegenden Andmie oder bei der

Infektion von immunsupprimierten Patienten eine Behandlung indiziert. Da es keine
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spezifische antivirale Therapie gibt, kommen je nach Immunstatus und Vorgeschichte des

Patienten verschiedene Behandlungsmethoden zum Einsatz.

Als einziges Mittel einer spezifischen antiinfektiosen Therapie steht die Gabe von
intravendsen Immunglobulinen (IVIG) zur Verfugung. Der Anteil an Anti-B19-1gG
positiven Spendern ist hoch und somit enthalten gepoolte IVIG ausreichend hohe Titer,
um therapeutisch wirksam zu sein. Selbst durch die Gabe von Anti-B19V-IgG
enthaltenden Vollblutprodukten konnte bei akut infizierten, anamischen Kindern die

wirtsspezifische B19V-Immunantwort herunterreguliert werden (Parsyan A, 2006).

Bei immunsupprimierten Patienten mit einem Mangel an neutralisierenden Antikorpern
hat sich die intraventse Gabe von Immunglobulinen in einer Dosis von 0,4g/kg fur
1-5 Tage bzw. 1g/kg Uber einen Zeitraum von 13 Tagen bewahrt. In vielen Fallen ist die
Gabe der Immunglobuline kurativ und B19V wird vollstandig aus dem Kaorper eliminiert
(Kurtzman G 1989; Frickhofen N, 1994; Koduri PR, 1999).

Manchmal fihrt die Gabe von IVIG trotz eines Abklingens der Symptome nicht zur
Elimination des Virus, so dass dieser im Organismus persistiert (Blaeser F, 2005). Eine
persistierende B19V-Infektion spricht, selbst bei offensichtlich immunkompetenten
Menschen, die neutralisierende Antikorper besitzen, nicht besonders gut auf eine
Therapie mit IVIG an. Sie kann aber unter Umstdnden eine transiente Remission
induzieren (Lundqvist A, 1999). Bei Patienten, die eine Chemotherapie erhalten oder auf
eine andere Weise iatrogen immunsupprimiert sind, verschwindet eine persistierende
B19V-Infektion meist mit dem Therapieende (Carstensen H, 1989; Smith MA, 1988).

Der aus viralen, rekombinanten VP1/2-Kapsiden mit Hilfe eines Baculovirus-Systems
entwickelte aktive Impfstoff induzierte, wie in praklinischen Studien an Versuchstieren
gezeigt wurde, die Produktion neutralisierender Antikorper (Bansal GP, 1993). In den
anschlieBenden randomisierten, klinischen Phase-I-Studien wurden die Sicherheit und
Immunogenitat dieses rekombinanten Impfstoffes getestet (Ballou WR, 2003). Das
Vakzin fihrt zur Produktion neutralisierender Antikorper fur einen nachgewiesenen
Mindestzeitraum von einem Jahr ohne schwerwiegende Nebenwirkungen zu verursachen
(Ballou WR, 2003). Eine Weiterentwicklung des Impfstoffes gegen B19V wird durch das
mangelnde kommerzielle Interesse nicht jedoch durch einen Mangel an Wirksamkeit oder
Sicherheit gebremst (Young NS, 2004).
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A4 Zielsetzung

B19V-Infektionen sind im Kindesalter h&dufig und verlaufen bei gesunden Kindern meist
harmlos. Bei Kindern mit hamatologischen Grunderkrankungen oder Tumoren haben
B19V-Infektionen wesentlich schwerere Verlaufe. Wie haufig diese zu beobachten sind,
ist jedoch unklar. In der vorliegenden Arbeit sollte bei padiatrischen Patienten mit
hamatologischen oder onkologischer Erkrankungen sowohl das Vorkommen einer B19V-
Infektion, das Infektionsstadium und die Aktivitat der Infektion sowie deren etwaige
Auswirkungen auf Verlauf und Therapie Uber einen langeren Zeitraum evaluiert werden.
Die Beobachtungen aus den erhobenen Daten sollen dabei helfen, (A.) Infektionsrisiken
zu minimieren (B.) und Komplikationen moglichst frihzeitig zu erkennen. Eine
verbesserte individuelle Risikoeinschatzung im untersuchten Patientenkollektiv innerhalb
des Konzepts der personalized medicine konnte die préemptive Behandlung oder sogar
Vorbeugung infektionsassoziierter Komplikationen ermdéglichen. Damit ist im Idealfall

eine bessere Lebensqualitat bei gleichzeitiger hoherer Kosteneffizienz zu erreichen.

A5 Vorbereitung und Material
A 5.1 Zusammensetzung der Studie

In diese Studie wurden 110 Kinder und Jugendliche eingeschlossen, die wegen
hamatologischer oder onkologischer Erkrankungen verschiedener Entitdt und Dignitat in
stationdrer Behandlung in der Kinderklinik St. Hedwig waren. Jedes der in die Studie
aufgenommenen Kinder war im Zeitraum von 12.2004 - 07.2007 stationérer Patient der
hédmato-onkologischen Abteilung. Von 25 der Patienten waren Serum- und Knochen-
markproben vorhanden, welche bereits Marz/April 2004 abgenommen worden waren und

somit retrospektiv untersucht wurden.

Im Verlauf der Therapie konnten von 60/110 Patienten (54.5 %) zusétzlich zur initialen
Knochenmark- und Blutuntersuchung zu spateren Zeitpunkten weitere Serum- und
Knochenmarkproben gesammelt werden. Bei dieser Gruppe von Patienten mit Verlaufs-

proben betrug die durchschnittliche Beobachtungszeit 12 (2-44) Monate.

A 5.2 Untersuchungsmaterial

Es wurden jeweils 200 ul Serum- und Knochenmarkproben in EDTA-beschichteten

Roéhrchen abgenommen. Eine unterschriebene Einwilligungserklarung der Erziehungs-
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berechtigten zur Teilnahme an dieser Studie lag konform zur Deklaration von Helsinki

vor jedweder Entnahme vor.

A6 Experimentelle Methoden zum Nachweis einer Parvovirus B19
Infektion

Eine B19V-Infektion kann entweder direkt iber den Nachweis der viralen aus dem Blut
oder anderen Gewebeproben diagnostiziert werden bzw. indirekt Gber den Nachweis im
peripheren Blut zirkulierender virusspezifischer 1gG- und IgM-Antikorper. Fur den
Nachweis von Immunglobulinen wurden standardmaRig Western-Blot- oder ELISA-
Verfahren verwendet (Pfrepper KI, 2005; Anderson LJ, 1986; Butchko AR, 2004). Der
direkte Nachweis der DNA mittels PCR ist hoch sensitiv und wird zur Diagnostik akuter
oder persistierender Infektionen eingesetzt (Aberham C, 2001; Koppelmann MH, 2004).

A 6.1. Immunglobulinnachweis

Alle Serumproben wurden mittels RecomWell-ELISA-Test (Mikrogen GmbH, Neuried,
Deutschland) auf das Vorhandensein von IgG- und IgM-Antikérpern gegen VP1 bzw.
VP2 getestet. Serumproben, die positiv fur IgG und/oder IgM waren, wurden mit
WesternLine Assay (Recomline, Mikrogen GmbH, Pfrepper KI, 2005) hinsichtlich 1gG-
bzw. IgM-Antikorper gegen konformationelle und lineare VP2-virus-like, lineare
VP1/VP2- und gegen NS1- Epitope untersucht.

A6.1.1. ELISA

Das Testverfahren ist ein indirekter Sandwich-Test, bei dem die rekombinanten Antigene
an die Festphase gebunden sind. Da B19V nicht in Zellkulturen waéchst, werden
rekombinante B19V-Kapsidproteine als Antigenquelle in serologischen Tests verwendet.
Expressionssysteme sind zum Beispiel der eukaryotische Baculovirus und ein genetisch
verandertes bakterielles System (Kajigaya S, 191; Brown CS, 1990; Morinet F, 1989).

Bei dem Verfahren wurden alle Reagenzien bei Raumtemperaturwarme eingesetzt. Im
ersten Schritt der Inkubation wurden je 100 ul der 1:101 verdinnten Patientenproben, der
analog verdinnten Negativ-, der Positiv- und der Cut-off-Kontrollen in je mindestens eine
Kavitat (die Cutoff Kontrolle wurde immer im Duplikat angelegt) zugegeben, mit
Abdeckfolie abgeklebt und fir eine Stunde bei 37° C inkubiert.
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Nach der vollstandigen Entleerung der Kavitaten wurden die Zellen viermal mit je 300 pl
gebrauchsfertigem Waschpuffer per Kavitit gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt
wurde die Platte auf einem Papiertuch ausgeschlagen um sicherzustellen, dass die letzten
Flussigkeitsreste entfernt wurden.

Daraufhin erfolgte die Zugabe von je 100 ul der verdiinnten Peroxidase-konjugierten anti-
human IgG- bzw. IgM-Antikdrper pro Kavitat. Die Platte wurde mit Abdeckfolie
abgeklebt und fir 30 min bei 37°C erneut inkubiert.

Nach erneutem viermaligen Waschen mit je 300 pul gebrauchsfertigem Waschpuffer per
Kavitdt wurde zum Einleiten der Farbreaktion 100 upl verdiinnte Konjugatldsung
zugegeben und fir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Substratreaktion wurde mit
100 pl H3PO, gestoppt und im Anschluss ihre Extinktion bei 450 nm bei einer

Referenzwellenldange von 650 nm gemessen. Der Nullabgleich erfolgte gegen Luft.

A 6.1.2 Western Blot

Dieser Test wurde bei Raumtemperatur mit Reagenzien, die vorher auf Raumtemperatur
erwarmt wurden, durchgefiihrt. Es wurden immer parallel zwei mit B19V-Antigenen
beladene Teststreifen mit der verdunnten Serumprobe fir eine Stunde in je einer

Inkubationsschale inkubiert.

Dazu wurden flr jeden Testansatz 2 ml des gebrauchsfertigen Waschpuffers A in die
jeweilige Schale pipettiert und der Teststreifen mit der Streifennummerierung nach oben
vorsichtig mit Hilfe einer Pinzette hineingelegt. Es wurde darauf geachtet, dass der
Streifen vollkommen benetzt und von Flissigkeit bedeckt war. In die Inkubationsschalen
wurden je Inkubationsansatz 20 pl einer unverdiinnten Probe (Humanserum) pipettiert
(Verdunnung 1:101), abgedeckt und unter leichtem Schitteln eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Wahrend dieser ersten Inkubation binden die Antikdrper in
der Probe an ihre auf dem Teststreifen gebundenen spezifischen Antigene.

Nach der Inkubation wurde die Reaktionslésung vorsichtig aus den einzelnen
Vertiefungen abgesaugt und 2 ml Waschpuffer A zugegeben und unter leichtem Schitteln
fur funf Minuten auf dem Schittler gewaschen. Nach der Inkubation wurde der

Waschpuffer A abgesaugt. Dieser Waschschritt wurde insgesamt dreimal wiederholt.
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Dem einen Ansatz wurde Wasch- und Verdunnungspuffer und dem zweiten Ansatz
wurden 2 ml der entsprechend vorbereiteten Konjugatlésung zugegeben und fir exakt
drei Minuten inkubiert. Bei diesem Schritt diffundieren die niedrig aviden Antikorper ab,
wahrend hoch avide Antikdrper an ihre spezifischen Antigene gebunden bleiben. Danach
wurde die Losung abgesaugt und die Streifen dreimal hintereinander mit je 2 ml
Waschpuffer und nach einer Inkubation von finf Minuten unter leichtem Schitteln

gewaschen.

Nach dem Waschen der Streifen wurden in jede Inkubationsschale 2 ml der entsprechend
vorbereiteten Konjugatlésungen (Peroxidase konjugierte anti-human Antikérper (1gG-
bzw. IgM- spezifisch) gegeben und 45 Minuten unter leichtem Schutteln bei

Raumtemperatur inkubiert.

Nach Absaugen der Ldsungen wurden die Streifen erneut dreimal mit je 2 ml
Waschpuffer fiir je finf Minuten unter leichtem Schutteln gewaschen. Als néchster
Schritt wurde in jede Vertiefung je 1,5 ml Substratlésung gegeben, welche die Antigen-
Antikorper-Komplexe durch das Auftreten von Banden auf den Teststreifen sichtbar

machte und fur 5-15 Minuten unter leichtem Schitteln bei Raumtemperatur inkubiert.

Nach dem Absaugen des Substrats wurden die Streifen dreimal mit deionisiertem Wasser
abgespllt, anschliefend mit einer Pinzette aus dem Wasserbad enthommen und zum

Trocknen zwei Stunden auf saugfahiges Papier gelegt.

Die relative Position der gefarbten Banden weist auf die Spezifitat der reagierenden
Antikorper hin. Durch den Vergleich der beiden entsprechenden Teststreifen lasst sich
eine Aussage Uber die Aviditat bzw. Spezifitit der Antikdrper machen, die wiederum eine

Zuordnung des Infektionsstadiums ermdglicht.

Verwendete rekombinante Antigene waren VP-2p (Hauptkapsidantigen und
Konformationsepitope), VP-N (N-terminale Halfte der Strukturproteine VP-1 und VP-2),
VP-1S (VP-1 spezifisches Segment, ermoglicht die Unterscheidung zu VP-2), VP-2r
(Hauptkapsidantigen und lineare Epitope), VP-C (C-terminale Halfte der Strukturproteine
VP-1 und VP-2) und NS-1 (Nicht-Strukturprotein NS-1).
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A 6.2 DNA-Nachweis

Die DNA wurden aus je 200 ul EDTA-haltigen Serum- bzw. Knochenmarkproben mit
Hilfe eines Ql1Aamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) isoliert. Jedes
Isolat mit einem Endvolumen von 100 pl wurde entweder sofort prozessiert oder bei -
20°C eingefroren. Die B19V-DNA wurde mit dem real-time PCR-Verfahren
nachgewiesen, das zur die Amplifikation des B19V-Genoms (Genotypen 1-3) gemél der
Literatur (Liefeldt L, 2005) und der Herstelleranweisung, wie in der Folge beschrieben,

verwendet wurde.

Je 200 pl frisch abgenommenes EDTA-haltiges Blut bzw. Knochenmark wurden zunéchst
zur Erythrozytolyse mit dem EL-Puffer 1:5 verdiinnt und fir 10-15 min auf Eis inkubiert.
Wahrend dieser Zeit wurde die Probe zweimal mit Hilfe eines Vortexers homogenisiert.
Es erfolgte anschlieBend eine Zentrifugation fur 10 min bei 400 x g und 4°C. Der
Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und verworfen. Dem Leukozytenpellet wurden
400 pul vom EL-Puffer zugegeben und die Zellen durch Mischen auf dem Vortexer
resuspendiert. AnschlieRend erfolgte erneut eine Zentrifugation fir 10 min bei 400x g und
4°C. Der Uberstand wurde wieder sorgfaltig abgenommen und verworfen. Zur
Freisetzung der Nukleinsduren wurden 350 ul RLT Puffer zu den pelletierten Leukozyten
pipettiert und dieses erneut kréftig resuspendiert. Das Lysat wurde dann direkt auf eine
QIlAshredder Spinséaule tberfiihrt und anschlieBend zur Homogenisation in einer Ultra-
Zentrifuge bei maximaler Umdrehungszahl zentrifugiert. Danach wurde ein Volumen
(350 upl) 70 %-iges Ethanol zum homogenisierten Lysat gegeben und sorgféltig
durchmischt. Die QIAamp Spinsdule wurde dann auf ein neues 2-ml-Tube transferiert
und vorsichtig 700 pl RWA21-Puffer zugefugt. Der Waschschritt erfolgte durch
Zentrifugation flr 15 s bei > 8000 x g (> 10.000 rpm). Danach wurde die QlAamp
Spinséule erneut auf ein neues 2-ml-Collection-Tube Uberfuhrt und vorsichtig 500 ul
RPE-Puffer in die Spinsdule pipettiert und fiur 15 s bei > 8000 x g (> 10.000 rpm)
zentrifugiert. Danach wurde nach vorsichtigem Offnen erneut 500 pl RPE-Puffer in die
QIAamp Spinsdule hineinpipettiert. Es erfolgt eine erneute Zentrifugation fur drei
Minuten bei maximaler Geschwindigkeit (20.000 x g bzw. 14.000 rpm). Die QIAamp
Spinséule wurde dann in ein 1,5-ml-ReaktionsgefaR tberfuhrt und 30-50 ul RNase-freies
Wasser direkt auf die QlAamp Membran in der Spinsdule pipettiert. Die anschlieRende

Zentrifugation zum Eluieren der DNA erfolgte fur eine Minute bei > 8000 x g (> 10.000
rpm).
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Primer PA-1 5’TCC CTG GAA TTA ATG CAG ATG C3¢

Primer PA-2 5’CAC TGC TGC TGA TAC TGG TGT CT3¢
Sonde PA-Sol 5’ACC TCC AAA CCA CCC CAATTG TCA CA3¢
Sonde PA-Sol 5’ACC TCC AAA CCG TCC CCATTG TCG CA3°
Sonde PA-Sol 5’ATC TCC AAA CCA CCC CCA TTG TCC CA3¢

Tabelle 3: Fir Tagman PCR verwendete Primer

AT
ATl
1.

Verwendete Reagenzien und Geréate

Reagenzien

Waschpuffer (Phosphat-Puffer, NaCl, KCI, Detergenz, Konservierungsmittel:
MIT (0,01 %) und Oxypyrion (0,1 %)

Verdunnungspuffer (Protein, Detergenz und blauer Farbstoff,
Konservierungsmittel: MIT (0,01 %) und Oxypyrion (0,1 %)

3. Chromogenes Substrat Tetramethylbenzidin (TMB)

o

© © N o

10.

11.

12.

13.

14.
15.

16.

Stopplosung (24,9 % Phosphorsaure (H3PO4)

96-well Mikrotiterplatte beschichtet mit rekombinanten Parvovirus B19
Antigenen

Positiv Kontrolle (0,1 % MIT und Oxypyrion 0,1 %)

Cutoff Kontrolle (0,1 % MIT und Oxypyrion 0,1 %)

Negative Kontrolle (0,1 % MIT und Oxypyrion 0,1 %)

Anti-human 1gG bzw. IgM Konjugat enthalt NaN3 (<0,1 %), MIT(<0,01 %) und
Chlorazetamid (<0,1 %)

Waschpuffer A (Phosphat-Puffer, NaCl, KCI, Detergenz, Konservierungsmittel:
MIT (0,1 %) und Oxypyrion (0,2 %)

Chromogenes Substrat Tetramethylbenzidin (TMB)

Magermilchpulver

Kaninchen anti-human 1gG Konjugat (100-fach konzentriert), enthdlt NaN3 (<
0,1 %), MIT (<0,1 %) und Chlorazetamid (<0,1 %)

Aviditatsreagenz Art. 11010

Kaninchen Anti-human IgM Konjugat (100-fach konzentriert), enthdlt NaN3 (<
0,1 %)MIT (<0,1%) und Chlorazetamid (<0,1 %)

Deionisiertes Wasser

31



17. Das Qiagen DNA Blood Mini Kit umfasst:

a. QIAamp Spinséulen

b. 2-ml-Collection-Tubes

c. Buffer AL*

d. Buffer AW1* (Konzentrat)
e. Buffer AW2{ (Konzentrat)
f. Buffer AE

g. QIAGEN Protease

h. Protease Solvent
18. Ethanol (96-100 %)
19. 14,5 M B-Mercaptoethanol (B-ME)
20. PBS (Phosphate-buffered saline)

A 7.2 Herstellung der Reagenzien fur ELISA
Waschpuffer: Fir jeweils 8 Kavitaten: Waschpufferkonzentrat wurde 1:11 mit

deionisiertem H,O verdinnt.

Konjugatlosung: Fiir jeweils 8 Kavititen wurden je 10 pl anti-human 1gG bzw. IgM
Peroxidase-Konjugat mit 1 ml Verdiinnungspuffer vermischt.

Herstellung der Proben und Kontrollen: In je 1 ml Verdiinnungspuffer wurden jeweils 10 pl
Probe bzw. Kontrolle pipettiert und gut vermischt. Bei jedem Testansatz wurden eine
Negativ-, eine Cut-off- und eine Positiv-Kontrolle mitgefiihrt, die analog verdinnt

wurden.

A 7.3 Herstellung der Reagenzien flr Westernblot

Waschpuffer A: Pro Teststreifen wurde 0,1g Magermilchpulver in 2 ml Waschpuffer A-
Konzentrat vorgelost und diese Mischung dann mit deionisiertem Wasser auf das

Endvolumen aufgefillt (Verdinnung 1:9).

Konjugatlosungen: Pro Teststreifen wurden je 20 pl des IgG-bzw. IgM-Konjugat-
Konzentrates wird mit 2 ml gebrauchsfertigem Waschpuffer A verdinnt (1:101).
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A 7.4 Herstellung der Reagenzien fur PCR

Gebrauchsfertiger Puffer RPE: Zu dem im Kit gelieferten Buffer RPE-Konzentrat wird
vor dem erstmaligen Gebrauch das 4fache Volumen an Ethanol (96-100 %) hinzu-

gegeben.

Gebrauchsfertiger Puffer RLT: pro ml RLT Puffer wurden 10 ul B-Mercaptoethanol
(B-ME) vor Verwendung addiert.

A 7.5 Verwendete Geréate und Verbrauchsmaterialien

1. 1,5ml Tubes

2. Reaktionsgefale fir die Erythrozytolyse

3. Sterile, RNase-freie Pipettenspitzen

4. Mikrozentrifuge mit Rotor fiir 2-ml-Reaktionsgefale

5. Vortex

6. Wasserbad 56°C

7. Brutschrank Inkubator Heraeus Instruments Hanau Deutschland
8. Photometer SLT Spectra Tecan Crailsheim Deutschland
9. Pipetten Reference Eppendorf Hamburg Deutschland
10. Messzylinder mit Graduierung fir 50 ml, Stoppuhr

11. Mikropipetten

12. Plastikpinzette

13. Laborwaage

14. Inkubationsschalen

15. Testrohrchen

A8  Statistische Analysen

Unterschiede in Mittelwerten und Korrelationsanalysen wurden mit parametrischen (two
tailed student bzw. paired t-test und Pearson’s test) und nicht-parametrischen (Mann-
Whitney U oder Wilcoxon und Spearman’s r test) Tests berechnet. Alle Analysen wurden
bei einem Signifikanzlevel von 5 % (p<0.05, indiziert mit * in Diagrammen) mit Hilfe
von Statistica Version 7.0 (Statsoft Inc., OK, USA) und SPSS Version 16.0 (SPSS Inc.,
IL, USA) durchgefinhrt.
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B Ergebnisse

B 1 Patienten der Studie

Untersucht wurden Serum- und Knochenmarkproben von 110 Patienten im Kindes- und
Jugendalter der Abteilung fur Hamatoonkologie der Kinderklinik St. Hedwig. Das
Durchschnittsalter der Patienten betrug 93.6 (4-235) Monate. 65 Kinder (59 %) waren

méannlichen und 45 Kinder (41 %) weiblichen Geschlechts.

Bei 60/110 Patienten (54.5 %) konnten zusétzlich zur initialen Abnahme weitere Proben
analysiert werden, die im Rahmen der Behandlung zu diagnostischen Zwecken gewonnen
wurden. Die durchschnittliche Beobachtungszeit bei diesen Kindern betrug 12 (2-44)
Monate. Von 25 Patienten standen Serum- und Knochenmarkproben aus dem Zeitraum
von Méarz bis April 2004 zur Verfugung, welche retrospektiv in die Studie einbezogen

wurden.

Die Grunderkrankungen der Patienten umfassten ein weites Spektrum hamatologischer
und onkologischer Krankheitsbilder (Tabelle 3). Die Kinder wurden entsprechend in drei
Gruppen (A-C) unterteilt (Tabellen 4, 5). Patienten mit Folgeproben wurden mit
arabischen Ziffern (1, 2, 3, etc.) nummeriert und Patienten mit nur einer Probe mit

lateinischen Ziffern (1, 11, etc.).

Die Gruppe A (27/110; 24.5 %) umfasste Kinder, die an autoimmunologischen (14/110;
12.7 %) und nicht-malignen, hdmatologischen Erkrankungen (13/110; 11.8 %) litten. Der
Gruppe B sind die 68 der 110 Patienten (61.8 %) mit malignen Erkrankungen zugeordnet.
Die Gruppe B wurde ferner untergegliedert in Kinder mit Leuk&mien (31/110; 28 %),
Lymphomen (12/110; 11 %) und soliden Tumoren (25/110; 22 %). Patienten, die weder
der Gruppe A noch der Gruppe B zugeordnet werden konnten, sind als Gruppe C (15/110,
14 %) aufgefihrt. Das waren Kinder, die auf Grund anderer Krankheiten oder
unspezifischer Symptomatiken zur Abklarung etwaiger maligner Erkrankungen stationar
aufgenommen wurden (Tabelle 4). Die Geschlechterverteilung war abgesehen von

Gruppe C mit 68 % méannlicher Patienten nahezu ausgeglichen.
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Patients IeG (%) IsM (%) Parvovirus B19 DNA (%)
Total Serum
Patientengruppe/ Alter/Monate Mit VP1/VP2 VP2 Serum und
Diagnose (Durchschnitt) Total Folgeproben part* den* NS1  VP1/VP2 oder KM Serum KM KM
Total 93.6 110 60 43.6 264 155 45 20.0 14.5 155 10.0
Gruppe A (non-maligne
Bifesrhugger) 89 27 8 40.7 333 222 74 29.6 18.5 206 185
Autoimmunerkrankungen 94 14 3 42.9 357 286 7.1 28.6 143 286 143
Evan’s Syndrom 152 2 2 100.0 100.0  100.0 0 50.0 50.0 50.0 50.0
ITP 79 9 0 333 333 222 111 222 11.1 22 111
Andere 131 3 1 333 0 0 0 333 0 333 0
Hématologische Erkrankungen 7 13 o) 385 30.8 154 72 30.8 23.1 308 231
Fanconi Animie 82 2 2 100.0 100.0 100 0 100.0 50.0 100 50.0
Aniimie 63 3 1 333 333 0 83.3 33.3 33.3 333 333
Thrombozytopenie 69 4 0 50.0 250 0 0 25.0 250 250 250
Panzytopenie 104 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Agranulozytose 16 1 | 0 0 0 0 0 0 0 0
Thrombozytose 145 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0
Gruppe B (maligne Erkrankungen) 101 68 50 45.6 26.5 147 44 19.1 14.7 11.8 74
Leulkdmie 92 31 24 41.9 226 97 6.5 16.1 16.1 6.5 65
ALL 93 24 19 41.6 16.7 42 4.2 16.7 16.7 42 42
AML 84 3 3 33:3 66.7 333 333 0 0 0 0
CML 120 2 2 0 0 0 0 0 0 0 0
MDS 63 2 0 100.0 50.0  50.0 O 50.0 50.0 50.0  50.0
Malignes Lymphom 119 12 8 41.7 33.3 167 0 16.7 0 16.7 0
Hodgkin 132 3 3 33.3 66.7 333 0 0 0 0 0
Non-Hodgkin 113 9 5 44.4 222 111 0 2.2 0 222 0
Solide Tumore 103 25 18 52.0 280 200 40 24.0 20.0 16.0 12.0
Neuroblastom 62 6 5 50.0 167 0 0 16.7 0 16.7 0
Nephroblastom 50 2 1 50.0 500 500 O 50.0 500 0 0
Rhabdomyosarkom 131 3 2 100.0 333 333 333 66.7 66.7  66.7 66.7
Gehirntumor 154 7 6 71.4 571 429 0 286 28.6 143 143
Andere Tumoren 91 7 4 14.3 0 0 0 0 0 0 0
Gruppe C (andere Erkrankungen) 70 15 2 40.0 133 6.7 0 6.7 6.7 6.7 6.7

Tabelle 4: Gesamtibersicht der Studienteilnehmer in den Untergruppen A, B, C bei Erstabnahme
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Bei Aufnahme wurden alle Patientensera auf B19V-spezifische 1gG- und IgM-Antikorper
untersucht. Bei 48/110 (43.6 %) der Patienten waren lgG-Antikdrper gegen VP1- und
partikulare VVP2-Proteine (VP1/2part) zu finden, welche auf eine abgelaufene B19-
Infektion hinweisen (Tabelle 4). Diese Seroprévalenz lag in dem gemal der Literatur fir
diesen Altersbereich zu erwartenden Bereich: die Seroprévalenz von IgG-Antikorpern
steigt von 2-15 % in der Altersgruppe 1-5 Jahre, auf 15-60 % bei 6-19 Jéhrigen (Koch
WC, 2000; Cohen BJ, 1988). VP1/2-spezifisches 1gG war in allen Patientengruppen zu
finden (Tabelle 4). Keine der Haupt- oder Untergruppen war mit einer erhohten

Seropravalenz assoziiert (p=0.795) (Tabelle 5).

Bei 22 (20 %) der 110 untersuchten Kinder konnte bei initialer Aufnahme virale DNA in
Serum und/oder Knochenmark nachgewiesen werden. Patienten der Gruppe A zeigten mit
72.7 % das hochste DNA-Vorkommen gefolgt von der Gruppe B mit 41.9 % (Tabelle 5).
In finf dieser Falle war als Hinweis fur eine akute B19V-Infektion spezifisches IgM
nachweisbar. Die verschiedenen Gruppen zeigten einen signifikanten Unterschied in der

Préavalenz von viraler DNA (p=0.011).

IgG, das gegen Epitope von denaturierten VVP2-Proteinen gerichtet ist, kann vor allem in
einem Zeitraum von 6 Monaten nach akuter Infektion nachgewiesen werden (Pfrepper K,
2005, Soderlund M, 1995). Bei 29/110 Kindern (26 %) wurden diese serologischen
Marker einer kirzlich stattgefunden Infektion festgestellt. NS1-spezifisches 1gG war bei
17/110 Kinder (15 %) nachweisbar (Tabelle 4). Diese Antikdrper wurden im Rahmen
einer lang anhaltenden Virdmie nach akuter Infektion oder bei Patienten mit
persistierender B19V-Produktion beschrieben (von Poblotzki A, 1995; Kerr, JR 2000,
Lehmann HW, 2003).
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B19 V Seroprévalenz B19V-DNA Préavalenz
VP1/VP2part*-spezifisches B19V-DNA in lIgG-positiven
19G Patienten

Anzahl % Anzahl %
Total 48/110 43.6 22/48 45.8
Gruppe A 11/27 40.7 8/11 72.7
Autoimmunerkrankungen 6/14 42.9 4/6 66.7
Hamatologische 5/13 38.5 415 80.0
Erkrankungen
Gruppe B 31/68 45.6 13/31 41.9
Leuk&mie 13/31 41.9 5/13 38.5
Lymphoma 5/12 41.7 2/5 40.0
Solide Tumoren 13/25 52.0 6/13 46.2
Gruppe C 6/15 40.0 1/6 16.7

Tabelle 5: Pravalenz von Parvovirus B19-1gG bzw. Parvovirus B19-DNA bei IgG-positiven Patienten

B 1.1 GruppeA

Die Patienten mit nicht-malignen, hdmatologischen Erkrankungen (Gruppe A) zeigten
eine B19V-Seropravalenz von 40.7 % (11/27 Patienten) (Tabelle 4). Bei 9/11
seropositiven Kindern (81.8%) wurde IgG mit Spezifitit gegen Epitope von
denaturiertem, linearem VP2 gefunden. Finf der Patienten litten an autoimmunologischen
und vier an hamatologischen Erkrankungen. NS1-spezifisches IgG war in 6/11 Patienten
(54.4 %) nachweisbar.

Zum Zeitpunkt der stationdaren Aufnahme war bei 8/11 seropositiven Kindern
B19V-DNA in Serum und/oder Knochenmark (72.2 %; Patienten AI-AlIV, Al-A4)
(Tabelle 6, Tabelle7) nachweisbar. Die DNA-Menge betrug zwischen 10%-10° geg/ml bis
hin zu 7.6 x 10° geg/ml in einer Serumprobe des Patienten A4 mit einer aplastischer
Anémie (Tabelle 7).
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19G IgM .
Patient | Erkrankung VPLVP2 | NS1 | VPIVP2 | Serum | KM Parvovirus B19
- Status
part den
Al |ITP e : 10%-10° | Klrzlich
stattgefunden
All | ITP ol e 14x10° | 4.1x 10" | 2kutkurzlich
stattgefunden
Kawasaki- 3 | Kirzlich
Alll Krankheit na. [ na. |na. | na. n.a. 1.6x10 stattgefunden
AV Thrpmbozyto— + |+ | ) 19x10° |3.4x10° akut/kirzlich
penie stattgefunden.
2 103 kirzlich
Bl ALL Tt i 1010 i stattgefunden
BII | MDS e 10410° | 10%10° | Kutkurzlich
stattgefunden.
3 | kurzlich
Bl NHL + + - - - 1.8x10 stattgefunden
2 3 kirzlich
BIV: | NHL Tt i i 1010 stattgefunden
BV Neuroblastom - - |- - n.a. 10*10° | unklar
3 kirzlich
BVI Nephroblastom + + + - 2.1x10 n.a. stattgef./persist.
Rhabdomyo- 2 4 A3 2 3 kirzlich
BVIT 1 sarkom Tt T ) 10°-10 10°-10 stattgef./persist.
. ) i i 2 .3 | Kirzlich
BVIII | Gehirntumor + + 10°-10 stattgefunden
Cl Fieber - - - - 10°-10° | 10°-10° | unklar

Tabelle 6: Serologische und klinische Parameter der B19V-DNA-positiven Patienten ohne Folgeproben

Von acht Patienten konnten im Verlauf weitere Proben gesammelt und getestet werden.

Bei drei der Patienten (A2-A4) wurden Virusgenome nachgewiesen.

Wihrend der Beobachtungsdauer von durchschnittlich 21 Monaten zeigte keines der zu
Beginn Antikdrper- und DNA-negativen Kinder (16/27; 59.3 %) Marker einer akuten

Infektion bzw. eine Serokonversion.

B 1.1.1 Patienten mit Autoimmunerkrankungen

VP1/VVP2-spezifische 1gG wurde bei 42.9 % (6/14 Patienten) festgestellt (Tabelle 5). Bei
Aufnahme zeigten alle seropositiven Patienten zusatzliche Marker fur eine akute und/oder

kirzlich abgelaufene B19V-Infektion: bei dem Patienten A1 mit einem Evans-Syndrom
(Tabelle 7), sowie bei den zwei ITP-Patienten (Patienten Al, All) und Patient AIV

(Thrombozytopenie) lieBen sich sowohl VP2-spezifisches 1gG gegen denaturierte, lineare
Epitope als auch virale DNA detektieren (Tabelle 6). Bei ITP-Patient All konnte
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VP1/VP2-spezifisches IgM und zudem virale DNA in Serum und Knochenmark

nachgewiesen werden (Tabelle 6).

B 1.1.2 Patienten mit nicht-malignen hamatologischen Erkrankungen

Bei 5/13 (38.5 %) Patienten wurde VP1/VP2-spezifisches 1gG nachgewiesen (Tabelle 4).
Vier (80 %) der funf Patienten hatten eine akute Infektion (Tabelle 4).

Der Patient A4 war initial 1gM positiv und wies eine hohe Viruslast in Serum (1.2 x 10°
gea/ml) und Knochenmark (7.6 x 10° geg/ml) auf. In dem Beobachtungszeitraum von
sechs Monaten sank die Viruslast auf 10%-10° geq/ml Blut ab. Ein solcher Abfall deutet
normalerweise auf die einsetzende Kontrolle durch das Immunsystem hin. Ein
anhaltender Nachweis viraler DNA bei einigen Patienten zeigte jedoch, dass dies trotz der
hohen spezifischen Antikdrper-Titer nicht immer gelang. Das ist zum Beispiel bei den
Infektionsverldufen der Patienten A2 und A3 (Fanconi-Andmie) (Tabelle 7) zu
beobachten. Uber einen Zeitraum von elf bis 14 Monaten wurden die Folgeproben
gesammelt. Bei diesen beiden Patienten war auch NS1-spezifisches IgG, als weiterer
Surrogatmarker fir eine verlangsamte Viruselimination und damit persistierenden
B19V-Infektion, nachweisbar. In Serum und Knochenmark des Patienten AIV
(Thrombozytopenie) zeigte sich eine aktive B19V-Infektion. Verlaufsproben waren nicht
vorhanden (Tabelle 6).

Der Nachweis von B19V-DNA (in Serum oder Knochenmark) und B19V-spezifischen
Antikdérpern (VP1, VP2 und IgM) ist nicht signifikant mit einer Untergruppe assoziiert.
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19G NS1 IgM virale DNA . .
Patient | Erkrankung D('?/T/L;r)n VP1/VP2 VP1/ (geg/ml) Infektionsstadium
part den VP2 | Serum KM
A1/l | Evans 04/05 | + | + | + - 110%10° |5.4x10° | akut/kiirzlich
Al/2 Syndrom 02/06 | + - - - - n.a. stattgefunden
A2/ | Eonconi 04/05 | + + + - - 10%-10° kirzlich
- 2 3 2 a3 stattgefunden/
A2/2 | Anémie 03/06 | + | + | + - 110%-10° | 10%10 persistierend
A3/1 - _ 11/04 | + + + - | 10%10° | 2.6x10* AT
anconi - — 7 akut/verzogerte
232 Anamie 82;82 * * 2.3x10 B19V Elimination
+ + - - - -
A4/1 | Aplastische | 08/05 | - + - + | 1.2x10° | 7.6x10° akut/verzogerte
Ad/2 Anémie 09/06 | + + + - 10%-10° | na. B19V Elimination
B1/1 08/06 | + | - - - | 10*%10*® |10%10° o
B1/2 | ALL 09/06 | + | + | - - - 102107 | Kurzlich
stattgefunden
B1/3 06/07 + + - - n.a. n.a.
B2/1 10/05 + - - - - -
B2/2 10/05 | + + + - | 10%10° |15x10°
B2 11/05 | + + + + |10%10° | 10%10° -
Bzﬁ ALL 12/05 " " persistierend
B2/5 01/06 | + + + - - 10%-10°
B2/6 02/06 | + + + - | 10%10° |-
B3/1 ALL 01/05 | + - - - | 10*10° |- abgelaufen/
B3/2 03/06 | + - - - |- - unklar
B4/1 02/05 + - - - - -
B4/2 ALL 07/05 | + - - - - 10°-10° abgelaufen/
B4/3 12/05 + - - - - - unklar
B4/4 01/06 + - - - -
B5/1 04/04 + - - - - -
B5/2 09/05 + - - - - -
B5/3 | ALL 10/05 | + | + + + |10%10° | 10%10° abgelaufen/ unklar
B5/4 12/05 + - - - -
B5/5 03/06 + - - - -
B6/1 12/05 - - - + 6.9n X | n.a. Kt/ sqert
- 53 akut/verzogerte
B6/2 ALL 03/06 + + + | 10°-10 n.a. B19V Elimination
B6/3 06/06 | + | + + - |12 X|na
B7/1 06/06 - + - + |- -
g7z | Mb 07/06 | + | + | - | + |- 10107 | unklar
B8/1 | Gehirn- 05/07 | + | + | + - 110%10° | 10%10° | unklar/kiirzlich
Bg/2 | tumor 06/07 | + + + - | 10*-10® | 10%10° abgelaufen?
B9/L | Rhabdo- 05/05 | + | + | + - | 10%-10° | 10%-10° | akut/verzogerte
B9/2 myosarkom | 03/06 | + + + - 10%-10° | 10%-10° B19V Elimination

Tabelle 7: Serologische Parameter von B19V-DNA-positiven Kindern mit Folgeproben (M/J = Monat/Jahr,
part = partikuldr; den=denaturiert; KM = Knochenmark)
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B 1.2 GruppeB

Bei Patienten mit malignen Erkrankungen verschiedener Entitdten zeigte sich eine
B19V-Gesamtseropravalenz von 45.6 % (31/68 Patienten) (Tabelle 4).

Bei 18/68 (26.5 %) dieser Patienten war IgG gegen denaturierte, lineare VVP2-Proteine
und bei 10/68 (14.7 %) spezifisches IgG gegen NS1-Proteine nachweisbar.

Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung war bei 13 Kindern virale DNA (13/68; 19.1 %) in
Serum und/oder Knochenmark feststellbar (Tabelle 4). Finf dieser Patienten litten an
einer Leuk&mie (5/31; 16.1 %), zwei an Lymphomen (2/12; 16.6 %) und sechs an soliden
Tumoren (6/25; 24 %). Anti-NS1-1gG wurde bei vier der DNA-positiven-Kinder positiv
(30.7 %) getestet: bei einem Kind mit MDS und drei Kindern mit soliden Tumoren

(Rhabdomyosarkom, Nephroblastom und Gehirntumor).

Bei 50 Patienten (73.5 %) der Gruppe B war es moglich Verlaufsproben zu evaluieren.
Wahrend des durchschnittlichen Beobachtungszeitraums von zehn Monaten wurde bei
vier ausschlieBlich an Leuk&mie erkrankten Patienten (B2, B4, B5, B7) (Tabelle 7), die
initial negativ fur B19V-DNA waren, eine Serokonversion mit Nachweis von viralen

Genomen in Serum und/oder Knochenmark festgestellt.

Der Nachweis von B19V-DNA in Serum und/oder Knochenmark war nicht signifikant
mit einer Subform der malignen Entitaten assoziiert (p=0.262) bzw. (p=0.46). Weiterhin
bestand auch kein signifikanter Unterschied fiir VP1/VVP2-spezifisches IgG und IgM.

B 1.2.1 Patienten mit Leukamie

Zum Zeitpunkt der Aufnahme wiesen 13/31 (41.9 %) der Patienten die fur eine
abgelaufene Infektion typischen VP1/VVP2-spezifischen 1gG auf. In Serumproben von
sieben (22.6 %) der Patienten war 1gG gegen denaturierte, lineare VP2 und bei drei
(9.7 %) Patienten gegen NS1-Proteine zu detektieren (Tabelle 4). Eine Viramie war bei
einem Patienten mit MDS (Patient BII, Tabelle 6), einem pré-leukdmischen
Krankheitsbild, zusammen mit spezifischem 1gG fir lineares VVP2-Protein nachweisbar.
Diese Konstellation weist auf eine kiirzlich abgelaufene Infektion hin. Folgeproben waren
nicht vorhanden. Vier der ALL-Patienten (4/24, 16.6 %; Patient Bl, B1, B3, B6 (Tabelle
6, Tabelle 7) waren virdmisch im Serum. Bei Patient Bl wurde auch die

Knochenmarkprobe positiv fiir virale DNA getestet (Tabelle 7).
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Zusétzlich zur Viramie als Hauptindikator einer aktiven Virusreplikation und damit
Erkrankung wurde bei dem Patienten B6 B19V-spezifisches IgM in Kombination mit
spezifischem 1gG gegen denaturiertes, lineares VP2 nachgewiesen. Insgesamt konnte bei
3/24 Patienten (Bl, B1 und B6; 12.5 %) IgG gegen lineares VP2, das ein Indiz einer
akuten oder kirzlich abgelaufenen Infektion ist, detektiert werden (Tabelle 6, Tabelle 7).
Auch in den Verlaufskontrollen dieser Patienten konnten ber Monate hinweg geringe
Mengen viraler DNA in Serum- und Knochenmarkproben nachgewiesen werden. In
Zusammenschau dieser Befunde kann man davon ausgehen, dass zum Zeitpunkt der
Studienaufnahme zeitgleich mit der Erstdiagnose einer ALL eine kurz zuvor
stattgefundene B19V-Infektion vorgelegen hatte. Die Patienten B1 und B6, fur welche
weitere Verlaufsproben vorlagen, konnten die Infektion in den darauffolgenden Monaten
unter Chemotherapie nicht vollstandig kontrollieren.

Abgesehen von den Patienten Bl, B1, B3 und B6 konnte B19V-DNA auch in den
Verlaufsproben von drei weiteren ALL-Patienten (B2, B4, B5; Tabelle 7) nachgewiesen
werden. Diese drei Patienten wiesen initial eine fir abgelaufene Infektionen typische 1gG-
Konstellation auf. Bei der Diagnosestellung waren sie sowohl im Knochenmark als auch
im Serum negativ fur virale DNA und wurden erst im Verlauf virdmisch. Der Patient B2
zeigte eine langanhaltende, persistierende Infektion (Tabelle 7). Eine &hnliche
Entwicklung wie bei dem ALL-Patienten B2 konnte bei einem der drei AML-Patienten
beobachtet werden. Bei Patient B7 konnte erstmals 32 Tage nach der Erstdiagnose virale
DNA im Knochenmark nachgewiesen werden (Tabelle 7).

Von 22/27 (81.5 %) der eingeschlossenen ALL- und AML-Patienten waren Serum- und
Knochenmarkfolgeproben verfligbar. Bei 7/22 (32 %) Kindern wurde bei Studienauf-
nahme eine persistierende Infektion festgestellt. Weitere 8/22 Patienten (36.4 %) (BI, B1-
B7 (Tabelle 6, Tabelle 7) zeigten die charakteristischen Konstellation einer aktiven
Infektion. Bei vier von diesen Patienten (B2, B4, B5, B7; 4/22, 22.2 %) wurde zum
Zeitpunkt der Aufnahme ausschlieBlich B19V spezifisches IgG festgestellt. Eine Viramie
trat erst in der Beobachtungszeit auf. Bei BI, B1, und B3 korrelierte die Diagnose einer

aktiven B19V-Infektion mit der Erstmanifestation der akuten Leukamie.

B 1.2.2 Patienten mit Lymphomen

Bei Aufnahme lagen bei 5/12 Lymphompatienten (41.6 %) serologische Marker einer

bereits abgelaufenen Infektion vor (Tabelle 4). In Serumproben von vier (80 %) dieser
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Patienten war 1gG gegen denaturiertes VP2 und bei zwei weiteren Patienten (40 %) anti-
NS1-1gG nachzuweisen (Tabelle 4).

Bei den Patienten BIIl und BIV (2/12; 16.6 %), die beide an einem Non-Hodgkin
Lymphom erkrankt waren, fand sich bei Studienaufnahme virale DNA im Knochenmark.
VVon diesen Patienten waren keine weiteren Proben verfiigbar (Tabelle 6).

Wéhrend der klinischen Beobachtungszeit von durchschnittlich acht Monaten wurden von
8/12 (67 %) der Lymphompatienten weitere Serum- und auch Knochenmarkproben

entnommen. Es gab keine Hinweise auf eine aktive Infektion bzw. eine Serokonversion.

B 1.2.3 Patienten mit soliden Tumoren

13/25 (52 %) Patienten zeigten bei Aufnahme serologische Marker einer abgelaufenen
B19V-Infektion. In den Serumproben von sieben (28 %) bzw. finf (20 %) dieser
Patienten waren I1gG gegen denaturierte VP2- bzw. NS1-Proteine (Tabelle 6)
nachzuweisen. Bei 6/25 (24 %) Patienten (BV-BVIII, B8, B9) gelang der positive virale
DNA-Nachweis in Serum- und Knochenmarkproben (Tabelle 6, Tabelle 7).

Von 20/25 Patienten (80 %) waren Folgeproben erhaltlich. Im Verlauf zeigte keiner der
zu Beginn seronegativen Patienten eine Serokonversion oder Zeichen einer aktiven
Virusreplikation. Der  Nachweis viraler DNA  &nderte sich in  einem

Beobachtungszeitraum von bis zu acht Monaten bei keinem der Patienten (Tabelle 7).

B 1.3 GruppeC

Die Patienten der Gruppe C, bei welchen weder eine maligne noch h&matologische
Erkrankung diagnostiziert wurde, zeigten zum Zeitpunkt der Aufnahme eine B19V-
Gesamtseropravalenz von 40.0 % (6/15 Patienten) (Tabelle 4, Tabelle 6). Bei zwel
Patienten waren Antikérper gegen denaturierte VP2-Proteine (2/15; 13.3 %) vorhanden.
Diese beiden Kinder litten an Arthritis bzw. einem h&molytischen urdmischen Syndrom
(HUS). Das Kind mit HUS war zudem positiv fiir Antikdrper gegen NS1-Protein. Virale
DNA als Indiz einer akuten oder kirzlich stattgefundenen Infektion war in Serum und
Knochenmark von Patient Cl (1/15; 6.6 %; Tabelle 6) nachweisbar. Dieser Patient wurde
zur Abklarung von unklarem Fieber aufgenommen. Verlaufskontrollen lagen nicht vor.
Von zwei Patienten der Gruppe C konnten Folgeproben analysiert werden, ohne dass

irgendein Hinweis auf eine akute Infektion oder einer Virdmie vorgelegen hatte.

43



B2 Verlaufskontrollen und Therapie der Grunderkrankung

Die Auswirkungen einer B19V-Infektion auf die Therapien der Patienten mit Leukamien
wurden im Detail untersucht. Diese Gruppe von Patienten wurde auf Grund der héheren

Fallzahl in der Studie ausgewdhit.

Um mdgliche Beeintrachtigungen wahrend der Beobachtungszeit zu beurteilen, wurde der
Bedarf an Antibiotika als Surrogat fiir die Infektanfalligkeit der Patienten, die Art und
Menge der verabreichten Blutprodukte als Hadmatopoeseindikator evaluiert. Der Bedarf an
Antibiotika und Blutprodukten der Gruppe der Patienten mit aktiver Infektion (B1-B9;
7/18; 39 %) wurde mit dem der Patienten ohne Nachweis viraler DNA (b1-b11; 11/18;
61 %) in Serum oder Knochenmark verglichen. Die Patienten, die negativ fur virale DNA
waren, wurden desweiteren ihrem 1gG-Status entsprechend in zwei Untergruppen einge-
teilt: A. Patienten, die negativ fur B19V-spezifisches 1gG (b1, b3, b5, b6; 4/18; 22 %)
waren und B. Patienten, die positiv fir B19V-spezifisches IgG getestet wurden
(b2, b4, b7-b11; 7/18; 39 %).

B 2.1. Parvovirus B19-DNA-positive Patienten mit Leuk&dmie (B1-B7)

Von sieben Kindern mit Leukdmie wurden in einem durchschnittlichen
Beobachtungszeitraum von 14.5 Monaten 46 Serum- und 22 Knochenmarkproben
gesammelt. In 44/46 (95.7 %) der Serumproben waren B19V-spezifisches 1gG und in
8/46 (17.4 %) spezifisches IgM nachzuweisen. Ein positiver DNA-Nachweis gelang in
10/28 (35.7 %) der Serum- und 9/22 (40.9 %) Knochenmarkproben.
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19G NS1 IgM virale DNA . .
Patient | Erkrankung M\]Oar;ﬁt / VPlg/VPZ VgPll (geqg/ml) Infektionsstadium
part*.den* VP2 | Serum KM
B1/1 08/06 + - - - 10%-10° | 10%10° Kiiralich
B1/2 ALL 09/06 + + - - - 10°-10°
B1/3 06/07 + + - - n.a. n.a. stattgefunden
B2/1 10/05 + - - - - -
B2/2 10005 | + | + | + | - |10%10° 1i%3X
B2/3 ALL 11/05 | + + + + | 10%-10° | 10*-10° | persistierend
B2/4 12/05 + - + - - -
B2/5 01/06 + + + - - 10%-10°
B2/6 02/06 + + + - 10%-10° -
B3/1 ALL 01/05 + - - - 10%-10° - abgelaufen /
B3/2 03/06 + - - - - - unklar
B4/1 02/05 + - - - - -
B4/2 ALL 07/05 | + - - - - 10°-10° | abgelaufen /
B4/3 12/05 + - - - - - unklar
B4/4 01/06 + - - - -
B 5/1 04/04 + - - - - -
B 5/2 09/05 + - - - -
B 5/3 ALL 10005 | + | + | =+ 10-10° | 10%-10° 3gﬂf;f”fe” !
B 5/4 12/05 + - - - - -
B 5/5 03/06 + - - - - -
B 6/1 12/05 - - - + 6.9 X n.a.
B 6/2 ALL 03/06 + + - + 10>-10° n.a. akut/persistierend
B 6/3 06/06 + + + - 1.2 X n.a.
B 7/1 06/06 - + - + - -
B 7/2 AML 07/06 | + | + _ T 3 T kel

Tabelle 8: Serologie

und DNA-Nachweis der Leukamiekinder (B1 — B7) (part*=partikuldr, den*=

denaturiert, KM= Knochenmark)
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B 2.2. Parvovirus B19-DNA-negative Patienten mit Leukamie (b1-b11)

Bei elf Kindern konnten in einem durchschnittlichen Beobachtungszeitraum von 15.3
Monaten in 57 Serum- sowie 18 Knochenmarkproben keine viralen Genome und auch
kein B19V-spezifisches IgM nachgewiesen werden. 18/57 (31.6 %) Serumproben waren
positiv fir B19V-spezifisches 1gG. Vier der elf Patienten (b1, b3, b5 und b6) wiesen in
einem Beobachtungszeitraum von durchschnittlich 21 Monaten zu keinem Zeitpunkt
serologische Marker fiir eine akute, abgelaufene oder reaktivierte B19V-Infektion auf.

Patient | Erkrankung | Beobachtungszeitraum | Infektionsstadium
bl ALL 11/04-01/07 negativ
b2 ALL 02/05-12/05 IgG positiv
b3 ALL 04/03-06/05 negativ
b4 ALL 10/05-11/06 1gG positiv
b5 ALL 12/04-09/06 negativ
b6 ALL 10/04-08/05 negativ
b7 ALL 12/05-04/06 1gG positiv
b8 ALL 06/05-05/06 1gG positiv
b9 ALL 12/04-10/06 IgG positiv
b10 ALL 06/06-06/07 IgG positiv
b1l ALL 02/06-09/06 IgG positiv

Tabelle 9: Leuk&dmiekinder mit negativem Parvovirus B19-DNA-Nachweis
B 2.3 Bedarf an Blutprodukten

Wihrend des Beobachtungszeitraumes bendétigten 16 der 18 (88.9 %) Leukamiekinder
mit Folgeproben eines oder mehrere Blutprodukte. Es ist anzumerken, dass padiatrischen
Patienten mit einem Bedarf von 15 ml pro Kilogramm Korpergewicht nur ein Teil des
Gesamterythrozytenkonzentrates gegeben wird. Um die Anzahl der erhaltenen
Blutprodukte in Anbetracht der variierenden Beobachtungsdauer zu standardisieren,

wurde der durchschnittliche Verbrauch fir je 100 Beobachtungstage berechnet.

Sechs von sieben Kindern mit einem positiven B19V-DNA-Nachweis (85.7 %; B1-B5,
B7) erhielten in 100 Beobachtungstagen insgesamt 23.8 Erythrozytenkonzentrate
(durchschnittlich vier Erythrozytenkonzentrate (range 0.46-6.7)). Funf Kinder (71.7 %;
Bl, B2, B4, B5, B7) wurden mit 15.1 Thrombozytenkonzentraten (durchschnittlich 3.1
Thrombozytenkonzentrate (range 1.31-4.48)) in 100 Beobachtungstagen therapiert.
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Im Vergleich dazu benétigten zehn (90.9 %) der elf Patienten ohne Nachweis viraler
DNA (b1-b4; b6-b11) in 100 Tagen 19.34 Erythrozytenkonzentrate (im Durchschnitt 1.9
Erythrozytenkonzentrate (range 0.61-4.83). Bei zehn der elf Kinder war in 100 Tagen die
Gabe von 0.78 Thrombozytenkonzentraten pro Kind (range 0.31-2.14) indiziert.

Von den vier Kindern, die weder 1gG gegen B19V noch virale DNA aufzeigten (b1, b3,
b5, b6) bendtigten drei Kinder (b1, b3, b6) durchschnittlich 0.9 Erythrozytenkonzentrate
(range 0.64-1.15). Bei ihnen war weiterhin die Gabe von 0.44 Thrombozytenkonzentraten
(range 0.31-0.64) indiziert.

Die sieben Kinder, die 1gG positiv aber frei von B19V-DNA waren (b2, b4, b7-b11),
bendtigten im Durchschnitt 2.4 Erythrozytenkonzentrate (range 0.47-4.83). Sie erhielten
zudem in 100 Beobachtungstagen durchschnittlich 0.9 Thrombozytenkonzentrate (range

0.31-2.14). Es lag kein signifikanter Unterschied zwischen diesen Untergruppen vor.

Der Unterschied bei dem Erythrozytenbedarf war nicht signifikant, zeigte jedoch eine
starke Tendenz (p=0.13). Hingegen war der Bedarf an Thrombozytenkonzentraten bei

Kindern mit einem positiven DNA-Nachweis signifikant erhéht (p=0.026). (Abbildung 4)
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Abbildung 4: Unterschiede beim Erythrozyten- bzw. Thrombozytenbedarf sowie den verabreichten
Antibiotikatherapien bei Patienten mit positivem bzw. negativem Nachweis flr Parvovirus B19-DNA (EKs
= Erythrozytenkonzentrate, TKs = Thrombozytenkonzentrate)
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B 2.4 Antibiotikatherapie

Art und Dosierung der Medikamentengabe ergaben sich aus den Leitlinien und
Empfehlungen des Herstellers. Sie waren abhangig von der jeweiligen Indikation und der
subjektiven klinischen Beurteilung und unterlagen einer sehr starken Varianz. Daher
wurden diese beiden Parameter nicht berticksichtigt. Von den sieben Kindern mit
Leukdamie, bei welchen im Beobachtungszeitraum virale DNA nachgewiesen wurde,
erhielten sechs (85.7 %) wahrend des Beobachtungszeitraumes Antibiotika. Auf einen
Zeitraum von 100 Beobachtungstagen berechnet waren dies insgesamt 25.4 Antibiotika
(im Durchschnitt 9.1 Antibiotika (range 0.14-20.5).

Zehn (90.9 %) der elf Leuk&miepatienten, die in der Beobachtungszeit frei von virale
DNA waren, wurden in einem Zeitraum von 100 Beobachtungstagen mit 30.5 Antibiotika
(Durchschnitt 3.05 (range 0.32-6.43)) therapiert.

Bei der Gruppe der B19V-DNA-positiven Kinder zeigte sich ein signifikant héherer
Bedarf an Antibiotikatherapien (p=0.043)(Abbildung 4).
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B 2.5 Krankheitsverlauf bei Patienten B2 und B5

B 2.5.1 Patient B2

Der vier Jahre alte Junge (Patient B2) wurde mit seit einer Woche bestehendem Fieber
und zunehmender Schlappheit bei hdmorrhagischem Verlauf einer Varizellenerkrankung
vom Hausarzt zur weiteren Abklarung an die Kinderonkologie der Kinderklinik St.
Hedwig in Regensburg Uberwiesen. Bei der Aufnahme zeigten sich in den
Laboruntersuchungen aufféallige Werte fir Hdmoglobin (5.9 g/dl), Lactatdehydrogenase
(500U/1), sowie eine Thrombozytopenie (50.000/ul) und Leukozytose (44.000/ul). Bei
der korperlichen Untersuchung wurden eine zervikale und supraklavikulare
Lymphadenopathie, sowie eine Hepatosplenomegalie festgestellt. In der mikroskopischen
Blutbilddifferenzierung wurden atypische Blasten, vereinbar mit einer akuten
lymphatischen Leukdmie (ALL), nachgewiesen. Diese Diagnose konnte durch die
durchflusszytometrische Untersuchung des peripheren Bluts untermauert und in
Zusammenschau mit den Befunden aus der Knochenmarkuntersuchung als ALL der T-
Zellreihe gestellt werden. Aufgrund des mit diesem ALL-Subtyp verbundenen erhthten
Rezidivrisikos wurde der Patient B2 dem Hochrisikoarm der COALL-Studie (HR
Standard) zugeteilt und die Chemotherapie eingeleitet. Dem Patienten wurden wegen der
bestehenden Andmie und Thrombozytopenie initial insgesamt zwei Thrombozyten- und
ein Erythrozytenkonzentrat gegeben. Zu diesem Zeitpunkt war B19V-DNA weder in
Serum noch Knochenmark nachzuweisen. Es konnten partikulare B19V-spezifisches IgG

Proteine bestimmt werden.

Der Patient B2 wurde hinsichtlich seiner Varizellenerkrankung virostatisch mit Aciclovir
und bei vorbestehendem Fieber und pathologischem CRP-Wert zusatzlich antibiotisch
mit Ceftazidim behandelt. Gemé&l3 den Protokollrichtlinien der COALL-Studie wurde das
Kind regelmaRig bestrahlt und erhielt wdchentlich Daunorubicin und Vincristin
intravends. Eine initial hohe Leukozytenzahl und die Befunde der Lumbalpunktion (2
Zellen/ul) bedeuteten ein relativ hohes Risiko flir ein ZNS-Rezidiv. Nach
Randomisierung mit 40 mg Daunorubicin pro gm Korperoberflache wurde dement-
sprechend eine zusatzliche intrathekale Therapie mit Methotrexat 12 mg eingeleitet.

Am Tag 1 der Therapie zeigten sich 55% pathologische Blasten in der Peripherie.
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Am Tag 5 kam es zu einer febrilen Episode mit méRig erhéhten CRP-Werten und eine
antibiotische Therapie mit Ceftazidim und Tobramycin wurde eingeleitet. Die an diesem
Tag abgenommenen Serum und Knochenmarkproben waren erstmals positiv fur B19V-
DNA. Im Serum wurde eine Kopienzahl von 10°-10%® geg/ml nachgewiesen und im
Knochenmark 1.5 x 10° geg/ml. Im Serum fand sich zudem spezifisches 19G gegen
partikulare und denaturierte VP2- sowie gegen NS1-Proteine. B19V-spezifische IgM
waren nicht nachweisbar. Eine Andmie wurde festgestellt (6.9 g/dl). Der Patient erhielt
am Tag 8 ein Erythrozytenkonzentrat.

In der Knochenmarkpunktion am Tag 15 waren mehr als 25% Blasten. Im Blut zeigten
sich erniedrigte Werte fur Hamoglobin (7.1 g/dl), sowie eine Thrombozytose 418.000/pl.

Am Tag 29 wurden bei unzureichendem Therapieansprechen in der Knochenmark-
punktion erneut mehr als 25% Blasten (M3-Mark) festgestellt. Die Serum und Knochen-
markproben waren weiterhin positiv fir B19V-Genome (10%-10° geg/ml). Es konnten 19G
gegen partikuldre und denaturierte B19V-Proteine sowie gegen NS1-Proteine nach-
gewiesen werden. Bei der Blutabnahme wurden folgende Werte gemessen:
Erythrozytenzahl 3.10 x 10%/pl, Hdmoglobin 9.0 g/dl, Thrombozytenzahl 484.000/pl.

Am Tag 31 erfolgte die stationdre Wiederaufnahme bei Fieber in der Leukopenie, und
eine antibiotische Behandlung mit Ceftazidim und Gernebcin wurde eingeleitet. Der

Patient erhielt ein Erythrozytenpraparat.

Dem Patient wurde am Tag 41 bei erneuter Andmie (Hamoglobinwert 7.5 g/dl) ein
Erythrozytenkonzentrat transfundiert. In der Knochenmarkpunktion am Tag 43 zeigte
sich ein M2 Mark (weniger als 25% Blasten) und somit ein erneut unzureichendes
Ansprechen auf die Chemotherapie. Die an diesem Tag entnommenen Proben wiesen bei
einem sonst zu Tag 29 identischen Befund auch einmalig B19V-spezifisches IgM auf.
Der Hamoglobinwert lag bei 11.7 g/dl, Thrombozytenzahl war im Normbereich und die
Erythrozytenzahl unauffallig.
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Abbildung 5: Verlauf der B19V-Infektion bei Patient B2. Oberer Teil: B19V-spezifische DNA in Serum
und Knochenmark (Symbol e fiir Genome copies/ ml Serum und Symbol o Genome copies/ ml
Knochenmark). Positiver Nachweis von B19V-spezifischen Antikérper (IgM (Symbol m), 1gG (Symbol V)
und NS1 (Symbol A). Unterer Teil: Hamoglobinwerte (g/dl) (Symbol ) und Thrombozytenwerte (10%/ul)
(Symbol o). Transfusionen von Erythrozytenkonzentrate (Symbol o) und Thrombozytenkonzentrate
(Symbol A)
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Es konnte im Verlauf keine Remission der ALL erreicht werden. Erstmalig am Tag 57
wurde ein Blastenanteil von unter 5% im Knochenmark erreicht (M1 Mark). Hieraus
(Untersuchungsergebnisse von Tag 29 und Tag 43) wurde die Indikation zur
Knochenmarktransplantation gestellt, die nach stabiler Remission vorgesehen wurde.

Die B19V-Diagnostik von den am Tag 57 abgenommenen Knochenmark- und
Serumproben wies virale Genome im Knochenmark nach. Es wurden VP1/VP2- und
NS1-spezifische IgG festgestellt. Im peripheren Blut wurden folgende Werte gemessen:
H&moglobin (8.7 g/dl), Thrombozytenwerte und LDH normal. Die fiir den Therapietag 85
geplante Behandlung mit hochdosiertem Cytosinarabinosid wurde auf den Tag 57
vorgezogen Der letzte Chemotherapieblock wurde am Tag 58 gestartet. Hier wurde auf
Grund des mangelnden Therapieansprechens eine modifizierte Chemotherapie mit 2
Amsacrine/VP-16 Blocken und einem modifizierten HR1-Block mit PEG-Asparaginase
verabreicht. Der Patient erhielt am Tag 59 ein Erythrozytenkonzentrat bei einem
Hémoglobinwert von 6.3 g/dl sowie am Tag 64 ein Thrombozytenkonzentrat
(Thrombozytenzahl 8.000/ul).

Der erste Block Amsacrine/VVP-16 erfolgte am Tag 72. An diesem Tag wurden VP1/VP2
und NS1-spezifische 1gG im Serum nachgewiesen, sowie eine geringe Menge viraler
DNA im Knochenmark. Am Tag 77 wurde dem Patient ein Erythrozytenkonzentrat
gegeben. Am Tag 86 erfolgte der 2. Block mit Amsacrine/VP16. Zu diesem Zeitpunkt
zeigten sich erneut spezifische 1gG gegen partikuldre und denaturierte VP1/VP2- sowie
gegen NS1-Proteine. Im Knochenmark konnte B19V-DNA nachgewiesen werden.
(H&moglobin 10.5 g/dl, Erythrozyten 3.84 Mill/ul, Thrombozytose 563.000/ul). Am
Tag 95 erhielt der Patient ein Erythrozytenkonzentrat (Hdmoglobinwert 6.9 g/dl) und am
Tag 97 ein Thrombozytenkonzentrat (Thrombozyten 18.000/pl).

Am Tag 127 konnte erneut spezifische 1gG gegen partikuldre als auch denaturierte
VP1/VP2 sowie gegen NS1-Proteine detektiert werden. Im Serum war zudem
B19V-DNA vorhanden. Zu diesem Zeitpunkt wurden folgende Werte gemessen:
H&moglobin 10.1 g/dl, Erythrozyten 3.73 Mill/ul, Thrombozyten 762.000/pl.

Das Kind wurde an den Tagen 147 und 149 ganzkorperbestrahlt. Anschliel3end erfolgte

die fremd-allogene Knochenmarktransplantation.
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B 2.5.2 Patientin B5

Die siebenjahrige Patientin B5 wurde aufgrund auffalliger Blutbefunde an die
Kinderonkologie der Kinderklinik St. Hedwig mit dem Verdacht auf eine hdmatologische
Systemerkrankung Uberwiesen. In der daraufhin eingeleiteten Diagnostik wurde eine
akute lymphoblastische Leukamie der B-Zell-Reihe (common-ALL) diagnostiziert. Zu
diesem Zeitpunkt fand sich im Serum B19V-spezifisches IgG gegen partikulére Proteine.
In Knochenmark und Serum waren keine B19V-Genome nachweisbar. Am Tag -6 der

Therapie wurde der Patientin ein Erythrozytenkonzentrat verabreicht.

Es wurde eine Chemotherapie nach dem Therapieprotokoll COALL-07-03 eingeleitet.
Hierbei wurde die Patientin nach Protokoll fur den Therapiearm Adriamycin 30 mg/gm
Korperoberflache randomisiert und aufgrund der vorliegenden Befunde in die low-risk-
Therapiegruppe eingeordnet. In der Lumbalpunktion zeigte sich kein Hinweis auf eine
ZNS-Beteiligung. Es wurde am Tag 1 eine Chemotherapie mit Vincristin Bolus und
Daunorubicin durchgefiihrt. Die Blutausstriche am Tag 15 zeigten nur noch 1 % Blasten
im peripheren Blut. Im Zeitraum von Therapiebeginn bis Ende der Re-Induktionstherapie

erhielt die Patientin insgesamt sieben Erythrozyten- und drei Thrombozytenkonzentrate.

Ab dem Tag 182 der Therapie wurde die Erhaltungstherapie mit Methotrexat und
Purinethol durchgefuhrt. Fir diesen Zeitraum standen keine weiteren Serum- oder
Knochenmarkproben zur Verfiigung. In der Nachkontrolle waren stetig abfallende
Thrombozytenzahlen zu beobachten.

Siebzehn Monate nach Erstdiagnose (Tag 515) wurde die Patientin mit multiplen, seit
einigen Tagen progredienten Hamatomen mit Verdacht auf ein Rezidiv stationér
aufgenommen. Im peripheren Blutausstrich fanden sich bis zu 30 % Blasten. Eine
ZNS-Beteiligung konnte ausgeschlossen werden. Durchflusszytometrisch ergab sich die
gleiche Morphologie wie bei der Erstdiagnose. Die abgenommenen Serum- und
Knochenmarkproben waren B19V-DNA negativ. Im Serum lieBen sich spezifische 1gG

gegen partikulare VP1/VVP2 Proteine nachweisen.

Die Rezidivdiagnose wurde am Tag 516 durch eine Knochenmarkpunktion bestétigt.
Daraufhin wurde die Vorlaufphase nach Protokoll ALL-Rezidiv BFM 2002 und eine
intrathekale Dreifach-Therapie (Methotrexat, Cytarabin und Prednison) durchgefiihrt.

Wiederholt wurden in den Tagen der Vorlaufphase Thrombozytenkonzentrate bei neu
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aufgetretenen Hamatomen und rezidivierenden Thrombozytopenien von bis zu 9000/ul

verabreicht. Insgesamt wurden fiinfmal Thrombozyten substituiert.

Am Tag 520 wurde mit dem ALL-Rezidiv BFM 2002-Protokoll mit dem Block F1
begonnen. In den folgenden Wochen litt die Patientin wiederholt an der Reaktivierung
von Herpes simplex Viren sowie Mukositiden (Grad I11-1V). Hinzu kam eine Sepsis bei
Neutropenie mit einem DIC-Syndrom (Dissoziierte intravasale Koagulation). Die
Patientin  bendtigte im  Verlauf finf weitere Thrombozyten- sowie vier

Erythrozytenkonzentrate.

Am Tag 538 wurde ein Fieber unklarer Ursache diagnostiziert, welches am ehesten
medikamentos induziert war. Am Tag 542 wurde mit dem Beginn von Block F2 der
Chemotherapie begonnen. Sowohl in den Serum- als auch Knochenmarkproben waren zu
diesem Zeitpunkt virale Genome (10%-10° geq/ul) nachzuweisen. Im Serum lieRen sich
B19V-spezifisches und spezifisches 1gG gegen partikulare und denaturierte

B19V-Proteine nachweisen. Auch das NS1-Protein war vorhanden.

In den folgenden zehn Tagen entwickelte die Patienten erneut Fieber in der Neutropenie,
was im Verlauf auf eine Pneumokokken-Bakteriamie zurlickgefiihrt werden konnte.
Am Tag 520 sowie am Tag 525 wurde die Patientin erneut mit je einem Thrombo-

zytenkonzentrat behandelt.

Am Tag 528 wurde mit dem Block-R2 begonnen. In den darauffolgenden Tagen
entwickelte die Patientin erneut Fieber in der Neutropenie sowie eine Mukositis Grad Il1.
Die Patientin bendtigte am Tag 568 zwei Erythrozyten- und ein Thrombozytenkonzentrat.

Am Tag 578 wurde die Therapie mit dem Block-R1 fortgesetzt. Die zu diesem Zeitpunkt
abgenommenen Serum- und Knochenmarkproben waren B19V-DNA-negativ. Im Serum
lieBen sich spezifische 1gG gegen partikulare B19V-Proteine nachweisen. In den
darauffolgenden Wochen entwickelte der Patient B5 erneut Fieber in der Neutropenie,
eine Mukositis Grad Il und Herpes labialis (Tag 591). Einen Tag spater wurde die
Patientin mit einem Erythrozytenpraparat therapiert.

In der am Tag 603 entnommenen Knochenmarkprobe zeigte sich ein hypoplastisches
Knochenmark mit 4 % pathologischen Blasten. B19V-DNA konnte weder in der Serum-
noch in der Knochenmarkprobe nachgewiesen werden. Im Serum fanden sich spezifische
IgG gegen partikulare VP1/VP2.
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Aufgrund der wiederholten Herpes-Reaktivierung wurde eine Aciclovir-Dauertherapie

zur Prophylaxe in der Neutropenie eingeleitet.

Eine geplante Knochenmarkpunktion konnte bei Krankheitsprogression mit hypo-

plastischem Knochenmark und 15 % Blasten (M2 Mark) nicht durchgeftihrt werden.

Nach Ricksprache mit der Studienleitung fir COALL 07/03 wurde eine individuelle
Chemotherapie mit dem Protokoll AMSA/VP 16 begonnen. Im Verlauf entwickelte die
Patientin erneut Fieber in der Neutropenie mit Temperaturen bis 39.6°C und Mukositis
Grad Ill. Die prophylaktische antivirale Therapie wurde hinsichtlich der Gefahr einer
Herpesreaktivierung auf Aciclovir intravends umgestellt. Im Verlauf bendtigte die
Patientin sechs Erythro- und acht Thrombozytenkonzentrate.

Die letzten Serum- und Knochenmarkproben von dieser Patientin standen am Tag 710 zur
Verfugung. Zu diesem Zeitpunkt war sie frei von B19V-DNA. Im Serum lieRen sich

spezifische 1gG gegen partikuldre B19V-Proteine nachweisen.
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C Diskussion

Fur diese Studie wurden 291 Serum- und 112 Knochenmarkproben von 110 padiatrischen
Patienten auf das Vorhandensein von B19V-spezifischen Antikorpern und viraler DNA
untersucht. Diese Kinder befanden sich in einem Beobachtungszeitraum von bis zu 44
Monaten wegen hédmatologischer und/oder onkologischer Erkrankungen bzw. zu deren

Ausschluss in stationdrer Behandlung.

Zum Zeitpunkt ihrer Aufnahme waren 43.6 % der Patienten seropositiv. Die niedrigste
Seropravalenz mit 38.5% wurde bei Kindern mit nicht-malignen h&matologischen
Erkrankungen und einem Durchschnittsalter von 76.8 Monaten beobachtet. Die hdchste
Seropositivitdt mit 52% wurde bei Patienten mit malignen Lymphomen
(Durchschnittsalter 119 Monate) festgestellt. Beide Werte entsprechen denjenigen
gesunder Kinder gleichen Alters. So findet sich im Alter von drei bis sechs Jahren in
Deutschland, wie auch in anderen europdischen L&ndern, eine Seropravalenz von 35.0 %.
Diese steigt mit zunehmendem Lebensalter an und betrdgt bei Kindern im Alter von sechs
bis zehn Jahren bis 50 % und bis zu 60% bei den 15 - 18 Jahrigen (Roéhrer C, 2008; Koch
WC, 2000).

Auch die Préavalenz viraler DNA in der Gruppe C, welche Patienten umfasst, die weder an
h&matologischen noch onkologischen Erkrankungen litten, stimmt mit den in friheren
Studien erhobenen Werten uberein. Bei 2.7 % Prozent von gesunden Kinder und 7.0 %
von padiatrischen Patienten mit nicht-infektiésen Erkrankungen (Lehmann HW, 2003;
Lehmann HW, 2008) wurde B19V-DNA nachgewiesen. Bei einem einzigen Kind der
Gruppe C war diese geringfligig in Serum und Knochenmark detektierbar (6.6 %). Dies
spiegelt die Inzidenz von akuten B19V-Infektionen bei Kindern wider. Vergleicht man
jedoch diese Ergebnisse mit der DNA-Pravalenz bei hdmatologischen (Gruppe A (8/11,
72.2 %) und onkologischen Patienten (Gruppe B (17/31; 54.8 %) dieser Studie, weisen
beide Gruppen signifikant hoéhere Werte fur das Vorkommen von DNA auf
(p<0.001)(Tabelle 5). Am haufigsten wurde B19V-DNA bei Kindern nachgewiesen, die

an nicht-malignen hamatologischen Erkrankungen litten.

Personen mit einer hamatologischen Grunderkrankung sind durch B19V-Infektionen
h&ufig besonders schwer betroffen. Bei diesen Patienten liegt oft eine verkirzte

erythrozytire Lebensdauer vor; da es wéhrend einer produktiven B19V-Infektion zur
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Zerstorung erythroider Vorlauferzellen kommt, kann dies zur Exazerbation der
Grunderkrankung fliihren. Es besteht ein hohes Risiko, schwere Anédmien,
Retikulozytopenien und transiente, aplastische Krisen zu entwickeln. Die viral bedingte
gestorte Hamatopoese kann aber auch zur Erstmanifestation, zu einem erneuten Schub
bzw. dem Wiederauftreten einer hdmatologischen Erkrankung fiihren. Dies war bei den
Patienten A2, A3 und A4 zu beobachten. Bei den Patienten A2 und A3 wurde eine
Fanconi-Andmie im Rahmen der akuten B19V-Infektion offensichtlich. Der Patient A4
entwickelte in Folge einer B19V-Infektion eine klinisch manifeste aplastische Anémie,
ohne dass eine weitere zu Grunde liegende Erkrankung bekannt gewesen wére bzw.

diagnostiziert wurde.

In mehreren Studien wurde bei Kindern ein kausaler Zusammenhang zwischen B19V-
Infektionen und dem Auftreten von Thrombozytopenien und Autoimmunerkrankungen
gezeigt (Lehmann HW, 2003; Oguz F; Heegaard ED, 1999; Hida M, 2000; Lehmann
HW, 2008; Gonzalez B, 2007; Aktepe OC, 2004). In der vorliegenden Studie wurde bei
funf Patienten, die serologische Marker flr eine akute oder kirzlich abgelaufene
B19V-Infektion zeigten, die Manifestation einer Autoimmunerkrankung registriert: Bei
den Patienten Al und All wurde eine idiopathische thrombozytopenische Purpura (ITP)
beobachtet, bei Patient Alll wurde das Kawasaki-Syndrom diagnostiziert, der Patient AIV
entwickelte eine Thrombozytopenie und Patient Al ein Evans-Syndrom. Auch das
Kawasaki-Syndrom und das Evans-Syndrom wurden bereits mit einer B19V-Infektion in
Verbindung gebracht. Diese Beobachtungen zeigen, welche Rolle, die B19V als
potentieller Ausloser einer Autoimmunerkrankung spielt (Toyokawa Y, 2007
Uike N, 1993).

Abgesehen von den benignen hdmatologischen und autoimmunologischen Erkrankungen
wurde B19V-DNA bei 19.1 % der Patienten mit malignen Erkrankungen (Gruppe B)
gefunden. Bei Kind B5, das zunachst erfolgreich therapiert worden war, trat eine akute
B19V-Infektion zum Zeitpunkt des ALL-Rezidiv auf. Da es bekannt ist, dass es nach
B19V-Infektionen zu ALL-Manifestation kommen kann, konnte man die Infektion als
potentiellen Ausléser eines ALL-Rezidivs in Betracht ziehen. Bei der Replikation des
B19V in erythroiden Vorlduferzellen wird eine massive Proliferation von Knochen-
markzellen induziert, die sich auf das Teilungsverhalten etwaiger residualer Tumorzellen

auswirken koénnte.
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Bei den ALL-Patienten B1, B3 und Bl wurde eine niedrige Virdmie in Kombination mit
serologischen Markern einer abgelaufenen B19V-Infektion festgestellt. Die Patienten B1
und B3 hatten einen Tag bzw. drei Monate vor der ALL-Erstdiagnose / der
Serumprobenabnahme fir die Studie Erythrozytenkonzentrate erhalten. Da Proben von
Zeitpunkten vor den Transfusionen nicht erhéltlich waren, ist unklar, ob die Infektion
iatrogen mittels Erythrozytenkonzentrate oder iiber den ,gewoOhnlichen® Weg, Uber
Aerosole, erfolgt ist. Auch eine kirzlich stattgefundene oder reaktivierte B19V-Infektion

ist als Mdglichkeit in Betracht zu ziehen.

Bei den Patienten B4, B5 (ALL) und B7 (AML) wurde B19V-DNA ausschliellich nach
der Induktionschemotherapie nachgewiesen. Diese Patienten wurden mit Erythrozyten-
und / oder Thrombozytenkonzentraten, aber auch mit anderen Blutprodukten wie
Albumin und Immunglobulinen behandelt. Da bekannt ist, dass B19V hdaufig in Blut und
Blutprodukten nachgewiesen wird, besteht der Verdacht, dass das Virus iatrogen

Ubertragen wurde.

B19V-DNA konnte abgesehen von den oben genannten Leukamiepatienten bei Patienten
mit soliden Tumoren nachgewiesen werden. Serologische Marker bei diesen Patienten
weisen auf eine akute oder kirzlich stattgefundene Infektion zum Zeitpunkt der
Tumordiagnose hin. Eine potentielle transiente Immunsuppression im Rahmen einer
akuten B19V-Infektion und einer somit reduzierten Immunkontrolle kénnte das Auftreten

einer malignen Erkrankung begunstigen.

Bei den Leukdmiepatienten mit einem positiven B19V-DNA Nachweis waren mehr
Rezidive und ein schwerer Krankheitsverlauf zu beobachten als in der Gruppe ohne
B19V-DNA (unter dem Vorbehalt der geringen Fallzahlen). So war die Zahl der im
Rahmen der Supportivtherapie bendtigten Erythrozyten- und Thrombozytentransfusionen
bei den B19V-DNA positiv getesteten Kindern im Vergleich zu den B19V-DNA-
negativen Kindern erhoht, im Falle der Thrombozytenkonzentrate sogar signifikant. Diese
Beobachtung stimmt mit den Daten von Zaki und Mitarbeitern Uberein, die Neutropenien
und Lymphozytosen in Zusammenhang mit reduzierten H&moglobin- und
Erythrozytenwerten bei B19V-positiven padiatrischen Leuk&miepatienten feststellten
(Zaki Mel S, 2006). Neuere Studien zeigen, dass B19V-DNA-positive ALL-Patienten
mehr Bluttransfusionen als B19V-DNA-negative ALL-Patienten bendtigen (Lindblom A,
2008; Soliman Qel-S, 2009).
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Dies konnte auf eine persistierende Produktion von B19V bei den h&ufig immun-
supprimierten Tumorpatienten zurtickzufiihren sein. Sie ist mit einer vermehrten
Zerstorung von erythroiden Vorldufer- und Knochenmarkzellen assoziiert und kann

sowohl Andmien als auch Zytopenien verursachen.

Die in dieser Studie erhobenen Daten indizieren, dass B19V ein wichtiger Verursacher
fir Andmien und Zytopenien bei Kindern mit hamatologischen und onkologischen
Erkrankungen ist. Bei Kindern, die an Leukdmie und an soliden Tumoren erkrankt waren,
war eine B19V-Infektion vermehrt mit Komplikationen assoziiert, was sich in einem

deutlich erhthten Bedarf an Blutprodukten und Antibiotika widerspiegelt.

Hinsichtlich dieser offensichtlich assoziierten Komplikationen muss versucht werden,
einerseits sowohl die iatrogene als auch die nosokomiale Transmission des Virus zu
limitieren, vor allem aber auch die Infektion friihzeitig zu diagnostizieren. Bei Patienten
mit einer ungeklarten Zytopenie sollte immer an eine B19V-Infektion gedacht werden
und diese sollte durch serologische Untersuchungen und PCR ausgeschlossen bzw.

diagnostiziert werden.
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D Zusammenfassung

Parvovirus B19 (B19V)-Infektionen verlaufen bei Personen mit hdmatologischen oder
onkologischen Grunderkrankungen wesentlich schwerer als bei gesunden. Um die
Haufigkeit und die Auswirkungen einer B19V-Infektion bei pédiatrischen Patienten auf
den Verlauf und die Therapie von hé&matologischen und / oder onkologischen
Erkrankungen zu bestimmen, wurden von 110 Kindern jeweils Serum und
Knochenmarkproben auf Marker einer akuten, abgelaufenen oder persistierenden B19V-
Infektion mittels gPCR, ELISA und WesternLine untersucht. 27/110 (24.5%) der Kinder
litten an nicht malignen Erkrankungen (Anamie, Panzytopenie, Autoimmun-
erkrankungen). 68/110 (61.8%) Patienten waren an Leukdmien, Lymphomen oder
soliden, malignen Tumoren erkrankt. 15/110 Patienten (13.6%) wurden zundchst mit
Verdacht auf eine maligne oder hdmatologische Erkrankung aufgenommen, die jedoch im

Verlauf ausgeschlossen wurde.

Zum Zeitpunkt der Aufnahme wurden B19V-spezifisches IgM und IgG als Indikatoren
einer akuten oder stattgefundenen B19V-Infektion bei funf (4.5%) bzw. 48 Patienten
(43.6%) festgestellt. B19V-DNA (10°-10° geg/ml) wurde im Serum und / oder
Knochenmark von 22 Patienten (20.0%) nachgewiesen. Davon litten fiinf Kinder an
Leukamien, zwei an einem Non-Hodgkin Lymphom, sechs Kinder an soliden Tumoren,
vier an Autoimmunerkrankungen und vier an hamatologischen Erkrankungen und ein
Kind an Fieber unklarer Genese. Wahrend der klinischen Beobachtung entwickelten vier
weitere Leukdmiepatienten eine Virdmie. Eine persistierende B19V-Infektion wurde bei
13/22 DNA-positiven Patienten beobachtet. Die Therapie von B19V-DNA positiven
Krebspatienten war mit einer erhdhten Supportivtherapie (Erythrozyten-, Thrombo-
zytenkonzentraten und/oder Antibiotikatherapie) assoziiert. Eine akute B19V-Infektion
wurde h&ufig bei Patienten mit hamatologischen und/oder onkologischen Erkrankungen
beobachtet. Bei Patienten mit nicht malignen Erkrankungen wurden Andmien oder
Autoimmunerkrankungen in Zusammenhang mit einer B19V-Infektion diagnostiziert.
Weiterhin zeigte eine signifikante Anzahl von Krebspatienten Marker fiir eine akute,
abgelaufene oder persistierende B19V-Infektion. Dies konnte durch die hdaufigen
Therapien mit Blutprodukten in der Kombination mit einer therapeutischen
Immunsuppression beglnstigt werden. Bei B19V infizierten Krebspatienten war eine

komplexere Supportivtherapie erforderlich.
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E Anhang

Abkirzungsverzeichnis

Parvus = klein
°C

pl
ALL
AML
ATP
Bzw.
CD
CML
CRP
DI
DNA
Elisa
FDA
G

Geq
H3PO,
HR
IFA
IgM, 1gG, IgE
ITP

ITR
IVIG
Kb
KCI
KDa
Kg
MDS

Grad Celsius

Mikroliter

Akute lymphatische Leukamie
Akute myeloische Leukédmie
Adenosintriphosphat
beziehungsweise

cluster of differentiation
Chronische myeloische Leukémie
C-reaktives Protein

Deziliter

Desoxyribonukleinsdure
enzyme-linked immuno sorbent assay
Food and Drug Administration
Gramm

Genome equivalents
Phosphorsaure

High risk

immunofluorescent assay
Immunglobulin M, G, E
Idiopathische thrombozytopenische
Purpura

Inverted terminal repeats
Intravendse Immunglobuline
Kilo Byte

Kaliumchlorid

Kilo Dalton

Kilogramm

Myelodysplastisches Syndrom
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Min
Ml
NaCl
n.a.
NaN3
NAT
NHL
Nm
NS1, 2
PBS
PCR
PEG
Persist.
PLA;
PRCA
RNA
Rpm

S
Stattgef.
TMB
u.a.
VP1, 2
VP16
z. B.
B-ME
ZNS

Minute

Milliliter

Natriumchlorid

nicht abgenommen
Natriumazid

Nucleic acid Amplification
Non-Hodgkin-Lymphom
Nanometer
Non-structural Protein
Phosphate buffered saline
Polymerase chain reaction
polyethylenglykolisiert
Persistierend
Phospholipase A2

Pure red cell aplasia
Ribonukleinséure
revolutions per minute
Sekunde

stattgefunden
Tetramethylbenzidin
unter anderem

Virus like particle 1, 2
Etoposid

zum Beispiel
-Mercaptoethanol

Zentrales Nervensystem
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