Immunologische und epidemiologische Aspekte
antigenspezifischer T- und B-Zell-Antworten gegen

humanpathogene Parvoviren

Dissertation

zur Erlangung des Doktorgrades der Naturwissenschaften (Dr. rer. nat.)
der Naturwissenschaftlichen Fakultat ll|
- Biologie und Vorklinische Medizin -

der Universitat Regensburg
vorgelegt von
Juha Lindner

aus Helsinki, Finnland

Regensburg, August 2008



Das Promotionsgesuch wurde am 30.07.2008 eingereicht.

Die Arbeit wurde von Prof. Dr. Susanne Modrow angeleitet.

Priifungsausschuss:

Vorsitzende: Prof. Dr. Charlotte Forster

1. Gutachterin: Prof. Dr. Susanne Modrow

2. Gutachterin: Prof. Dr. Rosemarie Baumann

3. Priifer: Prof. Dr. Stephan Schneuwly



INHALTSVERZEICHNIS

Inhaltsverzeichnis
PUblikationSUDErSICNT. ..ot 1
Wissenschaftliche Prasentationen ... 3
ADKUFZUNGSVEIZEICANIS ...ttt 4
ZUSAMMENTASSUNG 1.ttt ettt e ettt e e ae e et e e s s b e e be e saa e e beeanbeebeeenaeesraeanee 5
I 1] L1 (1 o o OSSR OSPR 7
1.1. Die Familie der ParvOVIFidae ..........c.cooeiiiiiiiiiiiieeseses e 7
1.2. PArVOVITUS BLO ...t 9
1.2.1. Genomaufbau und Sequenzvariabilitat...........cccccoeeiiriiniininiiniinceeceee, 9
1.2.2. Virusmorphologie und Struktur............ccoeouieriiiiiienieeiierie e 10
1.2.3. Epidemiologie und InfektionSzyKIUs.............cceeviieriieniiisiieniieiieeieeee e 11
1.2.4. VIrale PerSiSteNZ......cc.eiiiiiiiiiiiieiieeeete ettt 12
1.2.5. Klinische ReleVanz...........cocoeiiiiiiiiiiiiieeeeet e 12
1.2.5.1. Erythema infeCtiOSUm ................cc.ccceeeveecieaiieeie e 13
1.2.5.2. Arthritiden und ArthropatRien.................cc..ccvveeeiieeciieeiiieeiieeeie e, 14
1.2.5.3. Aplastische Krisen und Andmie..................cccooecieioiiiiiianiiiiiaiieeieene 14
1.2.5.4. Parvovirus B19-Infektionen in der Schwangerschaft..............c..cc.......... 14
1.2.5.5. Parvovirus B19-assoziierte Herzerkrankungen ................cc.cccccoovvveennennn. 14
1.2.6. Diagnostik und Therapie von B19V-Infektionen..........c.ccccceeveriiniencniencnnens 15
1.3. HUMANES BOCAVITUS .....c.veiiiviieieiisieiees ettt 16
1.3.1. Genomaufbau und Sequenzvariabilitdt............c.ccccvveeriiiiniieiniie e, 16
1.3.2. Virusmorphologie und StruKtur........c..ccceeiiriiiiinieniienieeeieeeee e 17
1.3.3. Epidemiologie und InfektionSzyKIus............ccceviieiiieniiiniieniieiiecieeeeeeeie 17
1.3.4. Virale PerSiSteNZ........cevuiiuiiiiieiieieiieie ettt sttt s 18
1.3.5. Klinische Relevanz des HBOV ..o 18
1.3.6. Diagnostik von HBoV-Infektionen .........c..cccccoceriininiiniininiinicieicnicces 19
1.4. Immunologische Abwehr bei parvoviralen Infekten............cccccooevieieiienieciv e, 19
1.4.1. Allgemeine immunologische Grundlagen............ccceeeveevieeiiienieeiieeniecieeee, 19
1.4.1.1. Die spezifische humorale Immunantwort .................cccoceveeeevceecreneenne. 20

1.4.1.2. Die spezifische zelluldre Immunantwort ...............cccccceeveeeeenceeeinenenne. 21



INHALTSVERZEICHNIS

1.4.2. Immunantworten gegen Parvovirus B19.........cccoooiiiiiiiiiiieece 24
1.4.2.1. Humorale Immunantwort gegen BI9V ..........ccccovvvevviiiiiioiiiieeieeene. 24

1.4.1.2. Zelluldre Immunantworten gegen BI9V .........ccccccovvvvviiiiveiiiieiiieeein, 25

1.4.3. Immunantworten gegen HBOV ........ccooiiiiiiiiiiiie e 26
1.4.3.1. Humorale Immunantwort gegen HBOV ...........cccccoeiviiniiiioiiiiiiieeee 26

1.5. Zielsetzung der ArDEIT..........ooi i 27

A =T o] TSRS 28
2.1. Produktion virusahnlicher Partikel des B19V und HBOV...........ccccooviiiiiininnnn, 28
2.2. Analyse HBoV-spezifischer humoraler Immunantworten ... 29

2.2.1. Entwicklung und Validierung eines quantitativen ELISA zum Nachweis HBoV-

SPEZIfISChEr ANEIKOTPET ...eeviiiiiieiieeiieete et ettt et eabeebeeeese e 29
2.2.2. Charakterisierung der Probanden- und Patientenkollektive fiir die Bestimmung

der Seroprivalenz und Krankheitsassoziation des HBOV ...........cccccoieiiniininiinnnnns 29
2.2.3. Prdvalenz und klinische Assoziation von akuten HBoV-Infektionen............... 30

2.2.4. Seroprivalenz des HBoV in gesunden Blutspendern und Kindern mit

Infektionserkrankun@en ..........ccccocviieiiiiiiiiiece e e 30
2.3. Analyse HBoV-spezifischer CD4" Th-Zell-AntwWorten..........ccccocoeveveceevreeverecnenne. 31
2.3.1. Charakterisierung des Probandenkollektivs zur Messung HBoV-spezifischer T-
Y BN a0 (<) o OSSPSR 31
2.3.2. Analyse virusspezifischer CD4" Th-Zell-ANtWorten ..............cocoeeveeeueeevennnnne. 31

2.4. B19V-spezifische adaptive Immunantworten in Patienten mit akuter Myokarditis
oder dilatativer Kardiomyopathie.............cccooeiieiiiieiie e 32

2.4.1. Charakterisierung der Patienten mit Myokarditis und dilatativer

Kardiomyopathie ..........coooviiiiiiiiiieccie e e 32
2.4.2. Analyse indikativer Parameter fiir B19V-Infektionen in Patienten mit
Herzerkrankun@en ...........ccoeuiiiiieiieciieeee ettt e 33
2.4.3. Analyse von B19V-spezifischen CD4" Th-Zell-Antworten in Patienten mit
HerzerkrankKun@en ...........cc.viiiiiiieiieciie ettt e sae e e aeeeeaeeenseeenes 33
3. DISKUSSION ...ttt ettt bbbt e s e ettt benneas 35
3.1. Produktion virusdhnlicher Partikel als Antigen zum Nachweis Parvovirus-
SpezifisCher IMmMUNANTWOITEN .........ciiiiiee s 36
3.2. Analyse der HBoV-spezifischen humoralen Immunantwort..............cccceeveveennene 37

3.3. CD4" Th-Zell-vermittelte Immunantworten gegen HBOV ..........cccovveevviivceennne, 39



INHALTSVERZEICHNIS

3.4. B19V-spezifische adaptive Immunantworten bei Patienten mit Herzerkrankungen

und nachweisbarer B19V-DNA im HEIrzgewebe ...........coovviriiiieie e 40
4, LItEratUrVErZEICHNIS ....oviiiiiie ettt nne s 44
oI a1 - U o TSRS S TS SSPSN 57

5.1. Publikation I: CD4+ T Helper Cell Responses Against Human Bocavirus VP2

Virus-like Particles in Healthy AdUIS ..........coooiiiiiiie e 57

5.2. Publikation 11: Humoral Immune Response Against Human Bocavirus VP2
VIFUS-TTKE PArTICIES ..o 74
5.3. Publikation I11: Prevalence and Clinical Aspects of Human Bocavirus Infection
T IO a1 (o =] o [ TSRS 89
5.4. Publikation 1V: Adaptive Immune Responses Against Parvovirus B19 in Patients
With Myocardial DISEASE ..........cccveiueieeriiiieie et eee et sae e sreenee e 105
5.5. Publikation VI1: Human Bocavirus — A Novel Parvovirus to Infect Humans... 119
5.6. Publikation VI11: Clinical and Epidemiological Aspects of Human Bocavirus

11 (73 o) o ST 126

Eidesstattliche EFrKIArUNG .......cccooiiiiiiie e 138

D =Yg T Vo U] o OSSR 139



PUBLIKATIONSUBERSICHT

Publikationsubersicht

Im Rahmen der Arbeit gewonnene Ergebnisse wurden in den nachfolgend aufgefiihrten

wissenschaftlichen Publikationen verdffentlicht oder zur Publikation eingereicht. Die

relevanten Originalarbeiten (I-IV) und Ubersichtsartikel (VII, VIII) sind der Arbeit im

Anhang beigelegt und werden im Text an den entsprechenden Stellen zitiert.

Originalarbeiten:

L.

II.

I1I.

IV.

VL

Lindner, J., Zehentmeier, S., Franssila, R., Schroeder, J., Barabas, S., Deml,
L., und Modrow, S.; CD4+ T Helper Cell Responses Against Human Bocavirus
VP2 Virus-like Particles in Healthy Adults. J. Infect. Dis. 2008. Im Druck.

Lindner, J., Karalar, L., Zehentmeier, S., Plentz, A., Struff, W., Kertai, M.,
Segerer, H., und Modrow, S.; Humoral Immune Responses Against Human
Bocavirus VP2 Virus-like Particles. Viral Immunol. 2008. Im Druck.

Karalar, L., Lindner, J., Schimanski, S., Kertai, M., Segerer, H., und Modrow,
S.; Prevalence and Clinical Aspects of Human Bocavirus Infection in Children.
Eingereicht.

Lindner, J., Noutsias, M., Lassner, D., Schultheiss, H-P., Kuehl, U., und
Modrow, S.; Adaptive Immune Reponses against Parvovirus B19 in Patients
with Myocardial Disease. Eingereicht.

Lindner, J., Barabas, S., Saar, K., Altmann, D., Pfister, A., Fleck, M., Deml,
L., und Modrow, S.; CD4+ T Cell-responses Against the VPI-unique Region in
Individuals with Recent and Persistent Parvovirus B19 Infection. J. Vet. Med.
B. Infect. Dis. Vet. Public Health. 2005 Sep;52(7-8):356-61.

Barabas, S., Gary, R., Bauer, T., Lindner, J., Lindner, P., Weinberger, B., Jilg,
W., Wolf, H., und Deml, L.; Urea-mediated Cross-presentation of Soluble
Epstein-Barr Virus BZLF'I Protein. Eingereicht.

Ubersichtsartikel:

VIL

VIIL

Lindner, J., und Modrow, S.; Human Bocavirus — A Novel Parvovirus to Infect
Humans. Intervirology. 2008 Jun 9;51(2):116-122.

Lindner, J., Karlar, L., Schimanski, S., Pfister, H., Struff, W., und Modrow, S.;
Clinical and Epidemiological Aspects of Human Bocavirus Infection.
Eingereicht.



PUBLIKATIONSUBERSICHT

Fiir die aufgefiihrten Publikationen bestand der eigene Arbeitsanteil in:

(1)

(i)

(ii1)

(iv)

v)

(vi)

der Durchfiithrung aller Versuche zur Produktion, Charakterisierung, und
Aufreinigung von virusdhnlichen Partikeln fiir HBoV und B19V (Publikationen
[-IV).

der Zusammensetzung der Studienkollektive (Publikationen I, V) und der

Bearbeitung der Probanden- und Patientenproben (Publikationen I-V).

der Etablierung, Planung und Durchfiihrung aller ELISA und ELISPOT
Versuche zum Nachweis zelluldrer (gegen HBoV und B19V) und humoraler

(gegen HBoV) Immunantworten (Publikationen I-V).

der Datenanalyse und dem Schreiben der Manuskripte (Publikationen I, 11, IV,
V, VII und VII).

der Datenanalyse und dem Schreiben des Manuskripts in Zusammenarbeit mit

Dr. med. cand. Liidya Karalar und Prof. Dr. Susanne Modrow (Publikation III) .

der Durchfilhrung von ELISPOT-Versuchen zum Nachweis virusspezifischer
T-Zell-Antworten und der Beteiligung am Schreiben des Manuskriptes
(Publikation VI).



WISSENSCHAFTLICHE PRASENTATIONEN

Wissenschaftliche Prasentationen

Vortrage auf Kongressen:

Lindner, J., et al.; Human Bocavirus in Children with Infectious Diseases. “XII
International Parvovirus Workshop”, 1.-5.6.2008, Cordoba, Spanien.

Lindner, J., et al.; Human Bocavirus — a new pathogen frequent in children with
respiratory disease. “ESCV 2008 Clinical Virology Annual Meeting”, 12.-
15.3.2008, Saariselkd, Finnland.

Lindner, J., et al.; Analysis of parvovirus B19 specific T-cell immune responses in
healthy adult individuals and dilated cardiomyopathy patients. “International
Parvovirus Meeting 20077, 27.-28.9.2007, Bari, Italien.

Lindner, J., et al.; CD4+ T helper cell responses against human bocavirus VP2
virus-like particles in healthy adults. “International Parvovirus Meeting 2007, 27 .-
28.9.2007, Bari, Italien.

Lindner, J., et al.; Analysis of Parvovirus B19 Specific CD4" T-Cell Responses
Using B-cells Expressing Viral Genes as Antigen-specific Stimulators. 5"
Workshop of the Study group Immunobiology of Viral Infections”, 4.-6.10.2006,
Zeilitzheim.

Lindner, J., et al.; Analysis of Parvovirus B19 Specific CD4" T-Cell Responses
Using B-cells Expressing Viral Genes as Antigen-specific Stimulators. “X7”
Parvovirus Workshop 2006, 27.-31.8.2006, Les Diablerets, Schweiz.

Lindner, J., et al; Detection of CD4" T-cell responses against the VP1-unique
region in individuals with different courses of parvovirus B19 infection using
transiently transfected B-cells for in vitro restimulation of peripheral blood cells.
“Jahrestagung der Gesellschaft fiir Virologie”, 15.-18.3.2006 Miinchen.

Lindner, J., et al; CD4" T cell-responses against the VPIl-unique region in
individuals with persistent or acute Parvovirus Bl9-infection. “International
Parvovirus Meeting 20057, 15.-16.7.2005 Leipzig.

Ausgewahlte Posterprasentationen:

Lindner J., et al.; Analysis of parvovirus B19 specific t-cell responses using b-
cells expressing viral genes as antigen-specific stimulators. “/3” International
Congress of Immunology”, 21.-25.8.2007, Rio de Janeiro, Brasilien.

Lindner, J., et al.; Analysis of Parvovirus B19 specific T-cell responses using B-
Cells expressing viral genes as antigen-specific stimulators. “International
Parvovirus Meeting 20077, 27.-28.9.2007, Bari, Italien.



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Abktrzungsverzeichnis

AAV

b
B19V
BPV
CamVv
CD
CPV
CsClI
DNA
E. coli
ELISA
ELISPOT
EU
FPV
HBoV
HIV
HLA
IFN

nm
nt
PARV4/5
PBMC
PCR
PLA2
RNA
RSV
SDS
SFC
Th-Zelle
TNF
VLP
VP1u

Adeno-assoziiertes Virus
Basen

Parvovirus B19

Bovines Parvovirus
Canine Minute Virus
Cluster of Differentiation
Canines Parvovirus
Casiumchlorid
Desoxyribonukleinsaure

Escherichia coli

Enzyme-linked immunosorbent assay

Enzyme-linked Immuno Spot Technique

Endotoxin units

Felines Parvovirus
Humanes Bocavirus
Humanes Immundefizienz-Virus
Human leucocyte antigen
Interferon

Immunglobulin

Interleukin

Kilodalton
Lipopolysaccharid
Milligramm

Milliliter

Nanometer

Nukleotide

Parvovirus 4 bzw. 5
Peripheral blood mononuclear cells
Polymerase chain reaction
Phospholipase A2
Ribonukleinsaure
Respiratory syncytial virus
Natrium Dodecylsulfat
Spot forming cells
T-Helfer-Zelle
Tumornekrosefaktor
virusahnliche Partikel

VP1 unique region



ZUSAMMENFASSUNG

Zusammenfassung

Die adaptive Immunantwort spielt bei der Kontrolle und Eliminierung von
Infektionserregern eine zentrale Rolle und verleiht dem Organismus einen meist
lebenslangen Schutz gegen Reinfektionen. Der Nachweis von Immunreaktionen gegen
Pathogene ist unverzichtbar fiir die Forschung und klinische Diagnostik, da hierdurch
erregerspezifische Therapien ermoglicht werden. Dies gilt auch fiir Infektionen mit
Parvoviren, welchen zunehmend klinische Relevanz zugesprochen wird. In der Familie der
Parvoviridae findet man zwei humanpathogene Vertreter: Das Parvovirus B19 (B19V) und
das Humane Bocavirus (HBoV). Ersteres wurde vor drei Jahrzehnten als Verursacher der
Ringelrételn in Kindern beschrieben. HBoV hingegen wurde erst kiirzlich entdeckt und
konnte bis heute nicht eindeutig mit Erkrankungen in Verbindung gebracht werden.

In dieser Arbeit sollten durch die Analyse der HBoV- und BI19V-spezifischen
Immunantwort (1) Informationen zur Epidemiologie und Krankheitsassoziation von HBoV-
Infektionen in gesunden Probanden und Patienten mit Infektionserkrankungen gewonnen
werden und (ii) untersucht werden, ob nachweisbare Mengen an B19V-Genomen in
Herzbiopsien von Patienten mit akuter Myokarditis oder dilatativer Kardiomyopathie
kausal mit der Entstehung von Herzerkrankungen in Verbindung gebracht werden kénnen.
Hierfiir wurden zunéchst grundlegend ELISA- und ELISPOT-Methoden zum Nachweis
der B19V- und HBoV-spezifischen humoralen und zelluliren Immunantwort etabliert:
Durch Infektion von High5-Insektenzelllinien mit den rekombinanten Baculoviren
bacVP2/HBoV bzw. bacVP2/B19V wurden fiir HBoV und B19V virusdhnliche Partikel
produziert und gereinigt, welche aus viralen VP2-Kapsidproteinen bestanden. Fiir B19V
wurden mittels des rekombinanten Baculovirus bacVP12/B19V zusitzlich Partikel
hergestellt, die aus einer Mischung der beiden Kapsidproteine VP2 und VPI
zusammengesetzt sind. Alle virusdhnlichen Partikel wiesen eine fiir Parvoviren
charakteristische Morphologie auf und dienten als Antigene fiir die etablierten
Testsysteme.

Studien zur Verbreitung HBoV-spezifischer IgG- und IgM-Antikdrper in gesunden
Probanden und in Kindern mit Infektionserkrankungen zeigten, dass HBoV-Infektionen in
der deutschen Bevolkerung weit verbreitet sind: Kinder sind wéhrend der ersten
Lebensmonate durch miitterliche HBoV-spezifische Immunglobuline geschiitzt, ab einem
Alter von etwa zwei Jahren findet man eine Zunahme der Privalenz virusspezifischer IgG-
Antikorper, die sich in zweijdhrigen Kindern und in Erwachsenen auf Werte von 38%

beziehungsweise 94% belduft. Die hohe Pridvalenz von HBoV-spezifischen

5



ZUSAMMENFASSUNG

Immunantworten in der erwachsenen Bevolkerung wurde zusitzlich zu den serologischen
Untersuchungen durch den héufigen Nachweis von virusspezifischen IFN-y
produzierenden CD4" T-Helfer-Zellen bestitigt. HBoV-spezifische IgM  wurden
ausschlieflich in Kindern gefunden, in deren Blut mittels PCR auch HBoV-Genome als
Anzeichen akuter HBoV-Infekte nachweisbar waren. In virdmischen Kindern konnten am
hiufigsten Symptome der unteren Atemwege (14,6%) oder des Magen-Darm-Traktes
(7,8%) beobachtet werden. Dariiber hinaus wurden akute HBoV-Infektionen auch in 5,0%
der  untersuchten  Kinder nachgewiesen, welche keine  Anzeichen  fiir
Infektionserkrankungen zeigten.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde untersucht, ob man in Patienten mit Myokarditis oder
dilatativer Kardiomyopathie, die sich durch das Vorhandensein von BI9V-DNA im
Herzgewebe auszeichnen, virusspezifische Immunreaktionen findet, welche auf eine
Beteiligung von B19V an der Entstehung der Herzerkrankungen deuten. In insgesamt 20%
der Patienten fanden sich mittels PCR-Analysen Hinweise auf akute, persistierende oder
kiirzliche B19V-Infektionen. Dies war bei 25% der Patienten mit Myokarditis und 14% der
an dilatativer Kardiomyopathie erkrankten Personen der Fall. In den restlichen Patienten
(80%) wurden keine Hinweise auf eine aktive Virusproduktion im Blut beobachtet. In
keinen der Patienten fanden sich im Vergleich zu 30 gesunden, B19V-seropositiven
Kontrollprobanden signifikante Unterschiede in der B19V-spezifischen T-Zell-Antwort. In
zweli virdmischen Patienten (66%) wurden neben dem Nachweis von BI9V-DNA im Blut
zusitzlich serologische Hinweise fiir akute, persistierende oder kiirzliche B19V-
Infektionen gefunden. In Patienten ohne nachweisbare B19V-Virdmie war dies nur in
einem Patienten (8%) der Fall, hier wurden Antikorper gegen lineare Epitope des VP2-
Proteins als Anzeichen einer kiirzlichen B19V-Infektion gefunden. Diese Antikdrper
konnten jedoch auch in 25% der gesunden Kontrollprobanden nachgewiesen werden. Aus
den Ergebnissen ldsst sich folgern, dass in seltenen Fillen eine Beteiligung akuter B19V-
Infektionen an der Entstehung und/oder Aufrechterhaltung von Herzerkrankungen,
insbesondere Myokarditis, in Betracht gezogen werden muss. Jedoch kann der alleinige
Nachweis von B19V-Genomen in Myokardbiopsien ohne weitere Anzeichen fiir akute
B19V-Infektionen nicht als ausreichend fiir die kausale Beziehung des Virus in der

Krankheitspathogenese angesehen werden.



EINLEITUNG

1. Einleitung

1.1. Die Familie der Parvoviridae

Die Familie der Parvoviridae umfasst zwei Unterfamilien, die der Densovirinae und der
Parvovirinae, deren Vertreter zu den kleinsten bekannten viralen Erregern zéhlen (parvus
= klein). Zu den Densovirinae gehdren ausschlieBlich Parvoviren der Insekten, zu den
Parvovirinae hingegen zihlen zahlreiche tier- und humanpathogene Viren, welche sich in
die Genera Dependovirus, Erythrovirus, Parvovirus, Amdovirus und Bocavirus unterteilen
(Tabelle 1).

Wie bereits durch die Namensgebung impliziert, umfasste das Genus Dependovirus
urspriinglich nur Vertreter der apathogenen Adeno-assoziierten Viren, welche sich
ausschlieBlich bei gleichzeitiger Anwesenheit von Helferviren, z.B. Adeno- oder
Herpesviren, replizieren konnen [1, 2]. Heute werden dem Genus aufgrund
phylogenetischer Analysen zusitzliche, sich autonom replizierende Viren, so z.B. das
Parvovirus der Génse, zugerechnet [3, 4].

Zum Genus Erythrovirus gehoren autonome Parvoviren mit einem engen Tropismus fiir
erythroide Vorlauferzellen. Am besten untersucht ist das Parvovirus B19 (B19V), welches
als Verursacher der Ringelrdteln identifiziert wurde [5]. Es galt fiir lange Zeit als das
einzige humanpathogene Parvovirus [6, 7].

Der GrofBteil aller veterindrmedizinisch relevanten Parvoviren wird dem Genus Parvovirus
zugeordnet, so z.B. das porzine Parvovirus, das canine Parvovirus und das feline
Panleukopenievirus. Als einziger Vertreter des Genus Amdovirus ist das Virus der
Aleutenkrankheit der Nerze bekannt. Dem Genus Bocavirus gehoren das canine minute
virus, das Rinderparvovirus (BPV) und das im Jahr 2005 erstmals beschriebene Humane
Bocavirus (HBoV) zu [8].

Neben B19V und HBoV wurden kiirzlich zwei weitere miteinander sequenzverwandte
Parvoviren in menschlichen Plasmaproben entdeckt, welche als PARV4 und PARVS
bezeichnet wurden [9, 10]. Inzwischen gilt PARVS als ein weiterer Genotyp des PARV4.
Eine genauere Verwandtschaftsanalyse und taxonomische Einordnung dieser Viren ist

bisher jedoch noch nicht erfolgt.
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Familie Unterfamilie Genus Vertreter

Hithnerparvovirus

Felines Panleukopenievirus
Canines Parvovirus
Kilham Rat Virus

Lapines Parvovirus

Minute Virus of Mice

Maus-Parvovirus 1

Parvovirus

Porcines Parvovirus

Parvovirus B19
. Parvovirus der Javaneraffen
Erythrovirus
Parvovirus der Rhesusaffen
Parvovirus der Schweinsaffen

Parvoviridae  Parvovirinae
Amdovirus Virus der Aleutenkrankheit der Nerze

Adeno-assoziierte Viren (AAV) 1, 4
AAV 2, 3,5
Bovines AAV
Dependovirus Avines AAV
Canines AAV
Génseparvovirus

Entenparvovirus

Canine minute virus
Bocavirus Bovines Parvovirus
Humanes Bocavirus

Densovirus
Densovirinae Jteravirus

Brevidensovirus

Tabelle 1: Die Virusfamilie der Parvoviridae. Humanpathogene Parvoviren sind in roter Schrift
dargestellt. Die Viren PARV4 und PARVS5 wurden aufgrund ihrer noch fehlenden
phylogenetischen Einordnung nicht beriicksichtigt.
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1.2. Parvovirus B19

Das Parvovirus B19 wurde erstmals im Jahr 1975 bei Untersuchungen von Blutkonserven
auf das Vorhandensein von Hepatitis-B durch die australische Virologin Yvonne Cossart

zufillig entdeckt [6, 7].

1.2.1. Genomaufbau und Sequenzvariabilitat

Das B19V besitzt ein fiir die Parvoviridae charakteristisches einzelstringiges, lineares
DNA-Genom mit einer Grofle von 5594 Nukleotiden [11]. Die interne Kodierungsregion
des Genoms wird sowohl am 3’- als auch am 5’-Ende von 383 Nukleotide umfassenden
palindromischen Sequenzen, den inverted terminal repeats, flankiert. Diese konnen sich
aufgrund ihrer komplementiren Sequenzen haarnadel- oder pfannenstielartig aneinander
lagern und dienen der Initiierung der Synthese des zweiten DNA-Stranges des viralen
Genoms [12]. Weiterhin tragen sie zu einer erhohten Genomstabilitét bei [13].

Das Genom des BI19V enthilt zwei grofe offene Leserahmen, welche fiir das
Nichtstrukturprotein NS1 und die viralen Kapsidproteine VPl und VP2 kodieren
(Abbildung 1) [14]. Insgesamt werden wihrend der Replikation von B19V mindestens
neun iiberlappende, alternativ gespleiite mRNA-Transkripte gebildet, deren Synthese von
dem einzigen viralen p6-Promotor am 3’-Ende des Genoms kontrolliert wird [13, 15, 16].
Zusétzlich zu den NS1-, VP1- und VP2-kodierenden Transkripten werden im Rahmen
einer B19V-Infektion unter anderen zwei RNA-Spezies gebildet, durch die zwei potentielle
Proteine mit der Grofe von 11 kDa und 7,5 kDa produziert werden konnten. Bisher
konnten diese Proteine im Laufe einer B19V-Infektion nicht nachgewiesen werden, jedoch
liefern kiirzlich durchgefiihrte Deletionsstudien erste Hinweise auf einen mdglichen
positiven Einfluss von 11 kDa auf die Infektiositit des B19V [17].

Weltweit wurden drei Genotypen des Virus beschrieben, deren Sequenzen sich in den
offenen Leserahmen um etwa 10% und im Promotorbereich um mehr als 20%
unterscheiden [14, 18-21]. Die Sequenzvariabilitit zwischen verschiedenen Isolaten eines

Genotyps hingegen ist in der Regel mit etwa 1% Unterschied gering [22].
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Genomorganisation des Parvovirus B19. Die
Position und Linge der jeweiligen offenen Leserahmen der viralen Proteine sind als Pfeile

dargestellt. b: Basen; kDa: Kilodalton.

1.2.2. Virusmorphologie und Struktur

Die ikosaedrischen, unbehiillten B19V-Partikel haben einen Durchmesser von etwa 18-25
nm und bestehen ausschlieSlich aus den beiden viralen Strukturproteinen VP1 (83 kDa)
und VP2 (58 kDa). Das aus 60 Kapsomeren bestehende Kapsid wird hierbei zu etwa 95%
von VP2 und zu 5% von VP1 gebildet [16]. Durch Rontgenkristallographie wurde gezeigt,
dass B19V-Partikel im Gegensatz zu anderen Vertretern der Parvoviridae, so z.B. zum
felinen und caninen Parvovirus, keine ,,spike-dhnlichen® Strukturen aufweisen und somit
vor allem den Kapsiden des AAV-2 dhneln [23, 24]. Die fiir die Kapsidbildung von
Parvoviren notwendige Doméne wurde mittels rekombinanter Produktion virusdhnlicher
Partikel in der Sequenz des VP2-Proteins lokalisiert [25, 26].

Die Sequenz des VP2 Strukturproteins ist mit der des VPI identisch. Letzteres besitzt
jedoch an seinem aminoterminalen Ende eine 227 Aminosduren umfassende zusétzliche
Doméne, die als VP1 unique region (VP1u) bezeichnet wird [14]. Diese Doméne weist
eine Phospholipase A2-dhnliche Aktivitdt auf, welche flir den Replikationszyklus und die
Infektiositit des Virus essentiell ist [17, 27, 28].

Das virale Nichtstrukturprotein NS1 spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation der
Transkription und Replikation von B19V. Es besitzt eine Helikase- und Endonuklease-
Aktivitdit und kann im Zellkern die Funktion des viralen p6-Promotors und zahlreicher
zelluldrer Promotoren, z.B. diejenigen der Interleukin (IL) 6 und Tumornekrosefaktor-
alpha Gene, regulieren [29-32]. Weiterhin ist NS1 eng mit der Induktion von Kaspase-

abhingigen apoptotischen Vorgingen in Wirtszellen verbunden [33].
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1.2.3. Epidemiologie und Infektionszyklus

Die Infektion mit dem weltweit verbreiteten B19V erfolgt in den meisten Fillen im
Kindesalter. Bei Kindern und Jugendlichen liegt die Durchseuchung in der Regel zwischen
20% (4-5 Jahre) und 60% (10-15 Jahre), bei Erwachsenen ab 18 Jahren konnen
virusspezifische Antikorper bei etwa 70% bis zu 80% der untersuchten Individuen
nachgewiesen werden [34-36]. Das B19V wird in der Regel durch Tropfcheninfektion
tibertragen [37]. Da das sich in Erythrozytenvorldufern replizierende Virus eine hohe
Stabilitdt aufweist und nur ungeniigend durch Hitze oder Detergenzien inaktiviert werden
kann, stellen viruskontaminierte Blutprodukte eine weitere Infektionsquelle dar [38-40].
Die Kontagiositit des B19V wird dabei durch die fiir die akute Infektionsphase
charakteristische enorm hohe Viruslast von bis zu 10'* viralen Partikeln per Milliliter Blut
unterstutzt.

B19V kann sich ausschlieflich in erythroiden Vorlduferzellen der Stadien BFU-E
(erythrocyte burst forming unit) bis CFU-E (erythrocyte colony forming unit) [41], in
Erythroblasten im Knochenmark [42] sowie in der fetalen Leber vermehren [43]. Hierbei
dienen dem Virus das Blutgruppenantigen P [44] sowie eine Vielzahl weiterer Kofaktoren,
z.B. das Autoantigen Ku80 [45] und das a5 1-Intergin [46], als Rezeptoren. Diese werden
neben erythroiden Vorlduferzellen zusitzlich auf vielen anderen Zellen, beispielsweise auf
reifen Erythrozyten, Endothelzellen sowie Megakaryozyten, gefunden [47]. Da diese
Zellen von BI19V jedoch nicht produktiv infiziert werden konnen, scheint der
Replikationszyklus des Virus von weiteren, bisher unbekannten Faktoren mitbestimmt zu
werden.

Die Aufnahme des B19V in die Zielzellen erfolgt vermutlich {iber rezeptorvermittelte
Endozytose, wie es fiir CPV gezeigt werden konnte [48]. Das Blutgruppenantigen P, auch
Globosid oder Globotetraosylceramid genannt, dient hierbei hauptsichlich der Bindung des
B19V-Virions an die Zelle, der Zelleintritt wird hingegen durch den Korezeptor a5p31-
Intergin vermittelt [46]. Durch die Phospholipase A2-dhnliche Aktivitdt des VP1-Proteins
werden die Viren anschlieBend vermutlich aus Endosomen bzw. Endolysosomen
freigesetzt und mittels eines Kernlokalisationssignals im VP1-Protein in den Nukleus
transportiert [49]. Dort wird das virale Genom mit der Hilfe zelluldrer Enzyme repliziert
und transkribiert [50]. Anschliefend werden im Laufe des Infektionszyklus die viralen
Proteine NS1, VP1 und VP2 synthetisiert.

Die der Morphogenese und Freisetzung von reifen Viruspartikeln zugrunde liegenden

molekularen Mechanismen sind weitgehend ungeklédrt. Es wird jedoch vermutet, dass
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Viruspartikel durch NS1-induzierte Zellzerstorung aus den Wirtszellen freigesetzt werden

[33].

1.2.4. Virale Persistenz

B19V wird im Zuge von akuten Infektionen in der Regel innerhalb des ersten Monats nach
Erregerkontakt von der einsetzenden Immunantwort im Organismus eliminiert. In seltenen
Féllen kann sich das Virus jedoch iiber mehrere Monate und/oder Jahre vermehren und
eine persistierende Infektion etablieren. Des Weiteren vermehren sich Anzeichen fiir eine
héufige, potentiell lebenslange Persistenz des vollstindigen Virusgenoms in verschiedenen
Geweben nach dem Ablauf einer akuten B19V-Infektion. So wurde B19V-DNA bereits im
Knochenmark [51, 52], im Synovialgewebe [53], in der Leber [54], im Myokard [55-57]
und in der Haut nachgewiesen [58, 59]. Der grundlegende Mechanismus dieser DNA-
Latenz und ihr moglicher Einfluss auf pathophysiologische Prozesse ist bisher unklar. Es
ist weiterhin nicht bekannt, ob das virale Genom spontan reaktiviert werden kann und so

als potentielle endogene Quelle des B19V betrachtet werden muss.

1.2.5. Klinische Relevanz

Infektionen mit B19V verlaufen in bis zu 68% aller Fille asymptomatisch [60]. Klinisch
relevante Infekte sind mit einer Vielzahl unterschiedlich schwerer Erkrankungen in
Verbindung gebracht worden (Tabelle 2). Im Folgenden werden die hiufigsten und fiir die
Arbeit relevanten Symptomatiken aufgefiihrt.

Erkrankungen bei immunkompetenten Personen

Haufig Allgemeines Krankheitsgefiihl

Erythema infectiosum — Ringelroteln — Fifth disease — Slapped cheek
disease

Transiente Andmie

Transiente Mono-, Oligo- und Polyarthritis — Arthropathien

Selten Mono-, Oligo- und Polyarthritis
Thrombo-, Granulo- und Panzytopenie
Akutes Leberversagen — Hepatitis
Vaskulitis — Giant cell arteritis — Polyarteritis nodosa — Myositis
Myokarditis
Glomerulonephritis
Chronic fatigue syndrome — Meningitis — Enzephalitis

Gullian-Barré Syndrom

12
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Patienten mit speziellen Problemen und Grunderkrankungen

Schwangere Spontanabort — Totgeburt
Hydrops fetalis

Intrauteriner Kindstod

Patienten mit gestorter Schwere Anémie
Bildung/Reifung von Aplastische Krise
Erythrozyten

Immundefiziente Patienten Chronische Anédmie
Erythroblastopenie (pure red cell aplasia)
Chronische Thrombo-, Granulo- und Panzytopenie
Chronische Arthritis
Myo- und Perikarditis — akutes Herzversagen
Akutes Leberversagen — Hepatitis

Meningitis — Enzephalitis

Tabelle 2: Ubersicht von mit B19V-Infektionen assoziierten Krankheiten.

1.2.5.1. Erythema infectiosum

Als héaufigste Manifestation einer B19V-Infektion gelten die mild verlaufenden
Ringelrdteln, auch Erythema infectiosum oder ,fifth disease” genannt. Es handelt sich
hierbei um eine Kinderkrankheit, die in der Regel mit einem allgemeinen
Krankheitsgefiihl, grippedhnlichen Symptomen wie Fieber und Kopfschmerzen sowie
einem charakteristischen ringel- und girlandenférmigen makulopapulésem Exanthem
assoziiert ist. Das Exanthem tritt iiblicherweise etwa eine Woche nach Kontakt mit dem
Virus im Gesichtsbereich auf und breitet sich im weiteren Krankheitsverlauf iiber den
Rumpf und die Extremitéiten der Patienten aus. Die Symptome des Erythema infectiosum
klingen in der Regel innerhalb 1-2 Wochen nach Krankheitsausbruch ab.

Durch experimentelle Infektionsstudien an freiwilligen B19V-seronegativen Probanden
konnte das Krankheitsbild des Erythema infectiosum erfolgreich induziert werden [61].
Hierbei wurde gezeigt, dass das Auftreten des Exanthems mit dem Eingreifen der
virusspezifischen humoralen Immunantworten korreliert. Daraus schloss man, dass der
Entstehung des Exanthems die Ablagerung von Virus-Antikorper-Immunkomplexen in

Kapillaren der Haut zugrunde liegt [37, 62].
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1.2.5.2. Arthritiden und Arthropathien

Besonders bei Erwachsenen fiihren Infektionen mit B19V hiufig zu schweren Arthritiden
und Arthropathien der Hand-, Knie- und FuB3gelenke. Etwa 60% aller infizierten Frauen
und 30% der Ménner sind davon betroffen [63, 64]. Bei Kindern ist eine B19V-Infektion in
etwa 10% der Fille mit meist transienten Gelenkentziindungen verbunden [65].
Normalerweise klingt das Erkrankungsbild innerhalb 3 Wochen nach Infektion ab, bei bis
zu 20% der Patienten konnen die Gelenkentziindungen jedoch iiber Jahre hinweg
persistieren und wiederkehrende Beschwerden verursachen [63]. Diese Infektionsverldaufe
dhneln dann hiufig dem Krankheitsbild der rheumatoiden Arthritis [66-70]. Die direkte
Assoziation von B19V mit rheumatoider Arthritis ist jedoch weitgehend unerforscht und
umstritten, da bisher keine eindeutigen Hinweise von viralen Einfliissen in der

Krankheitspathogenese beschrieben worden sind [37, 71].

1.2.5.3. Aplastische Krisen und Andmie

Bei Personen mit gestorter Bildung und Reifung der roten Blutkérperchen, z.B. bei
Patienten mit Sichelzellenandmie, fithren B19V-Infektionen zu sehr schweren und
lebensbedrohlichen aplastischen Krisen [72-74]. Diese konnen in der Regel effizient durch
Bluttransfusionen behandelt werden [72, 73]. Bei immunsupprimierten Personen
verursacht B19V oft eine chronisch persistierende Infektion, welche durch die friihzeitige

Verabreichung virusspezifischer Immunglobuline therapiert werden kann [75-77].

1.2.5.4. Parvovirus B19-Infektionen in der Schwangerschaft

In etwa 50% aller Infektionen im zweiten oder dritten Trimenon einer Schwangerschaft
wird eine transplazentire Ubertragung des B19V auf den Fétus beobachtet [78]. Eine
fotale Infektion kann asymptomatisch ohne Komplikationen verlaufen, kann jedoch auch
bis hin zum Tod des Fotus fithren. Hierbei entwickelt sich in dem Fotus eine schwere
Animie, die gelegentlich mit einer Myokarditis verbunden ist [79, 80]. Aufgrund der
Virusreplikation in den Erythrozytenvorldufern der fotalen Leber kommt es zur Stérung
des fotalen Blutkreislaufes, welche zu Fliissigkeitsansammlungen und zur Ausbildung des

Hydrops fetalis fiihren kann [80-84].

1.2.5.5. Parvovirus B19-assoziierte Herzerkrankungen
In seltenen Fillen sind bei Kindern [85-87] und Erwachsenen [88-90] Myokarditiden als

Folge einer akuten B19V-Infektion beschrieben worden. Deren Pathogenese ist bis heute
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weitgehend ungeklart, da das Virus eine hohe Wirtsspezifitit zu sich rapide teilenden
Erythrozytenvorldufern aufweist und bisher keine virale Replikation in Myozyten
beobachtet worden ist. Es wurde jedoch gezeigt, dass der zelluldre Rezeptor des B19V, das
Blutgruppenantigen P, auch auf Zellen des Myokards zu finden ist [91].

Neben den auf akuten B19V-Infektionen basierenden Myokarditiden wird seit kurzem die
Rolle der im Herzmuskel héufig auffindbaren viralen DNA bei der Entstehung von
Herzerkrankungen untersucht [56, 57]. Diesbeziiglich wird diskutiert, ob das latent im
Herzgewebe vorhandene Virusgenom in Personen mit einer abgelaufenen B19V-Infektion
reaktiviert werden kann und so als eine endogene Quelle von infektiosem B19V in
Betracht gezogen werden muss. Bisher wurde jedoch keine aktive Synthese von B19V
beziehungsweise viralen Proteinen als Anzeichen einer lokalen Reaktivierung in
Herzbiopsien nachgewiesen.

In ersten PCR-Studien wurden im Vergleich zu Kontrollgruppen signifikant erhdhte
Pravalenzen von B19V-Genomen im Herzgewebe von Patienten mit einer dilatativen
Kardiomyopathie gefunden [92, 93]. Hierbei war die Schwere des Krankheitsverlaufes
direkt mit der Abnahme der Viruslast im Gewebe assoziiert [92]. Dieser kausale
Zusammenhang konnte jedoch in einer weiteren Studie nicht bestétigt werden [55]. Da es
im Rahmen einer B19V-Infektion hdufig zur Etablierung einer Latenz der viralen Genome
in zahlreichen Geweben kommt [51-54], ist die Aussagekraft des Nachweises viraler DNA

im Herz bisher fragwiirdig.

1.2.6. Diagnostik und Therapie von B19V-Infektionen

Akute BI19V-Infektionen weist man neben der symptombezogenen Diagnostik
grundsétzlich tiber virusspezifische Antikorper und/oder virale DNA im Blut von Patienten
nach [94]. Der Nachweis von spezifischen IgG- und IgM-Antikdrpern gegen Virusproteine
erfolgt hierbei durch ELISA und/oder durch Western blot-Analysen [95, 96].

Die klinische Behandlung einer akuten Parvovirus B19-Infektion ist nur symptombezogen
bei dem Auftreten schwerwiegender Komplikationen notwendig [37]. So miissen
beispielsweise im Falle von schweren Andmien oder aplastischen Krisen Patienten mit
Bluttransfusionen behandelt werden. Immunsupprimierte Patienten konnen dariiber hinaus
bei Verdacht einer akuten B19V-Infektion mit virusspezifischen Immunglobulinpréparaten
therapiert werden, wodurch schwere und eventuell lebensbedrohliche Krankheitsverldufe
vermieden werden konnen. Falls wahrend einer Schwangerschaft der Verdacht auf einen

akuten B19V-Infekt besteht, miissen Frauen in kurzen Abstdnden mittels Ultraschall auf
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die Ausbildung hydropischer Odeme untersucht werden. Bei Bedarf kénnen beim Fotus
intrauterine Bluttransfusionen durchgefiihrt werden [97, 98]. Eine Impfung gegen B19V
steht bisher nicht zur Verfligung.

1.3. Humanes Bocavirus

Fast drei Jahrzehnte lang reprisentierte das BI19V den einzigen humanpathogenen
Vertreter der Parvoviridae. Im Herbst 2005 beschrieb eine schwedische Arbeitsgruppe ein
neues Virus, welches aus respiratorischen Proben von Kindern mit Lungenerkrankungen
isoliert und aufgrund seiner Genomsequenz der Familie der Parvoviren zugeordnet wurde
[8]. Da das Virus eine nahe Verwandtschaft mit dem bovinen Parvovirus und dem canine

minute virus aufwies, erhielt es die Bezeichnung ,,Humanes Bocavirus®.

1.3.1. Genomaufbau und Sequenzvariabilitat

Das Genom des HBoV hat eine Grofle von 5217 Nukleotiden (Stockholm 1 Isolat) und
umfasst die fir die Parvoviridae charakteristischen offenen Leserahmen fiir die VP1, VP2
und NS1 Proteine (Abbildung 2). Im Unterschied zum B19V besitzt HBoV einen
zusitzlichen offenen Leserahmen, welcher fiir das bei tierpathogenen Parvoviren hiufig

vorkommende Protein NP1 kodiert.

5 3
; : : ; ; = Genom (b)
1] 1000 2000 3000 4000 s000

VP1 unigue region VP2

H s
B NP1

Abbildung 2. Schematische Darstellung der Genomorganisation des Humanen Bocavirus. Die
Position und Linge der jeweiligen offenen Leserahmen der viralen Proteine sind als Pfeile

dargestellt. b: Basen.
Zahlreiche Isolate des HBoV sind nach der Entdeckung des Virus weltweit beschrieben

worden [8, 99, 100]. Diese weisen eine hohe Sequenzhomologie mit bis zu 99% Identitit

auf [101]. Hierbei wurden die Gene fiir NS1 und NP1 im Unterschied zu den variablen
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VP1 bzw. VP2-Regionen als hochkonservierte Doménen des viralen Genoms beschrieben

[100].

1.3.2. Virusmorphologie und Struktur

Die genaue Struktur des HBoV ist bisher wenig erforscht. In einer ersten Studie wurden
virale Partikel in respiratorischen Proben einer akut mit HBoV infizierten Person
elektronenmikroskopisch nachgewiesen [102]. In der vorliegenden Arbeit konnte die
Generierung HBoV-ihnlicher Partikel mittels Uberexprimierung des viralen VP2-Gens in
Insektenzellen gezeigt werden (Publikation I) [103].

Ahnlich wie bei B19V (siehe 1.2.2.), ist das VP1-Protein des HBoV bis auf die VPlu-
Domine sequenzidentisch mit dem VP2-Strukturprotein [8]. Auch bei HBoV wird VPlu,
welche im Vergleich zum B19V mit 14,6 kDa ein geringeres Molekulargewicht aufweist,
eine Ca*"-abhingige Phospholipase A2-dhnliche Aktivitit zugeschrieben [104].

Uber die Funktion der Nichtstrukturproteine des HBoV ist bisher wenig bekannt. Da
jedoch in der Sequenz des NS1-Proteins des HBoV im Vergleich zu B19V zahlreiche
konservierte Doméinen beobachtet werden konnen, ist zu vermuten, dass das Protein
dhnliche transaktivierende und zytotoxische Funktionen im Laufe der Virusreplikation
ausiiben kann (siehe 1.2.2.). Auch das NP1-Protein wird vermutlich der Regulation von
Genaktivititen wihrend des viralen Replikationszyklus dienen, da ihm im verwandten

BPV eine DNA-bindende Eigenschaft zugewiesen wurde [105].

1.3.3. Epidemiologie und Infektionszyklus

HBoV-Infektionen kommen weltweit vor und wurden mittels PCR-Nachweis in bis zu
19% der untersuchten Kinder, die meist aufgrund respiratorischer Infekte hospitalisiert
wurden, gefunden [8, 99, 100, 106-155]. Die Mehrzahl dieser Kinder war zum Zeitpunkt
der Infektion jiinger als 2 Jahre [110, 113, 119, 120, 135, 156]. Bisher sind nur einzelne
Fiélle von HBoV-Infektionen bei meist immunsupprimierten Erwachsenen bekannt [134,
137, 157]. Infektionen mit HBoV wurden hauptsichlich in den Wintermonaten
diagnostiziert [8, 111, 116, 121, 130, 158], wenige Studien beschreiben jedoch auch eine
erhohte Pravalenz des Virus wihrend des Friihlings und/oder des Sommers [114, 122,
131].

Uber den Ubertragungsmechanismus und den Infektionszyklus des HBoV ist bisher wenig
bekannt. Fiir verwandten Parvoviren erhobene Daten und die mit der HBoV-Infektion

assoziierten Symptomatiken lassen jedoch vermuten, dass das Virus iiber
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Tropfcheninfektion und/oder Schmierinfektion iibertragen werden kann (siehe 1.2.3.).
Uber die Zielzellen und den zelluliren Rezeptor des Virus sind bisher keine Informationen

vorhanden.

1.3.4. Virale Persistenz

Im Vergleich zu B19V-Infektionen wurden bei HBoV-Infekten bisher geringere
Viruslasten von <500 bis 10® Genomkopien/ml Probe gefunden [126]. Es wurde postuliert,
dass vor allem Patienten mit geringen Mengen an nachweisbaren HBoV-Genomen an
persistierenden Infektionen leiden konnten [159]. In ersten Studien konnte weiterhin eine
Korrelation zwischen der Schwere der klinischen Symptome und der Hohe der Viruslast
nachgewiesen werden [126]. Da diese jedoch in anderen Studien nicht bestdtigt wurde
[120], ist die Theorie einer moglichen persistierenden HBoV-Infektion umstritten.

Im Unterschied zur B19V-Infektion gibt es bisher keine Anzeichen fiir die Etablierung
einer umfangreichen DNA-Latenz von HBoV (siehe 1.2.4.). So konnte virale DNA bisher
nicht oder nur in einzelnen Féllen in verschiedenen Geweben mittels PCR nachgewiesen

werden [158] (Kuethe F., Lindner J. et al., in Vorbereitung).

1.3.5. Klinische Relevanz des HBoV

Infektionen mit HBoV werden mit Erkrankungen des Respirationstraktes in Verbindung
gebracht. Haufig beobachtete Symptome in HBoV-positiven Patienten sind Pneumonien,
Bronchitiden, grippeéhnliche Syndrome und allgemeine Unwohlheit.

Die Assoziation von HBoV mit Krankheiten ist jedoch bisher nicht eindeutig bewiesen, da
bis zu 69% aller HBoV-infizierten Patienten gleichzeitig mit anderen viralen oder
bakteriellen respiratorischen Pathogenen koinfiziert sind [145]. So wird das Virus gehduft
z.B. mit Adenoviren, dem Metapneumovirus, dem respiratory syncytial virus, aber auch
mit Streptokokken nachgewiesen [160]. Weiterhin handelt es sich bei den meisten
klinischen Befunden ausschlieBlich um retrospektiv gewonnene Daten, wodurch in vielen
Féllen nur mangelhafte Informationen iiber den langfristigen Krankheitsverlauf vorhanden
sind.

Zusitzlich zu Atemwegserkrankungen wird eine Rolle des HBoV bei der Entstehung von
Gastroenteritiden untersucht, da das Virus hédufig in Stuhlproben von an Durchfall
leidenden Kindern nachgewiesen werden kann [116, 118, 161, 162]. Jedoch erschweren
auch hierbei hohe Koinfektionsraten mit klassischen Durchfallerregern, so z.B. mit

Humanen Rotaviren, die eindeutige Krankheitsassoziation.
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1.3.6. Diagnostik von HBoV-Infektionen

Die Diagnose von HBoV-Infektionen beruht bislang hauptsédchlich auf dem Nachweis von
viralen Genomen in verschiedenen klinischen Proben, so z.B. in Serum oder Plasma, in
respiratorischen Aspiraten, und Stuhl- oder Urinproben. Hierzu beschriebene PCR-
Methoden weisen eine hohe Heterogenitit auf und basieren auf einer Vielzahl
unterschiedlicher Oligonukleotide spezifisch fiir die viralen Gene VP1 bzw. VP2 [110,
162], NP1 [8, 133] und NS1 [108, 134].

1.4. Immunologische Abwehr bei parvoviralen Infekten

1.4.1. Allgemeine immunologische Grundlagen
Das zelluldre Immunsystem wird aufgrund der Geschwindigkeit und Spezifitdt der gegen

infektiose Erreger aufgebrachten Schutzreaktion in zwei Gruppen unterteilt (Abbildung 3).

Zellulare Komponenten des Immunsystems
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Abbildung 3. Ubersicht der zellularen Komponenten des Immunsystems. DC: Dendritische
Zellen; NK-Zellen: natiirliche Killerzellen; Th-Zellen: T-Helfer-Zellen; ZTL: zytotoxische T-
Lymphozyten.

Hierbei stellt die angeborene Immunitit mit einer Fiille kurzlebiger, jedoch rasch
abrufbarer Immunantworten die erste Abwehrlinie des Organismus gegen Pathogene dar.
Als zelluldre Komponenten dieses komplexen Systems konnen unter anderen Phagozyten
(z.B. Granulozyten, Makrophagen und Monozyten inklusive deren Vorldufer) und
natiirliche Killerzellen (NK-Zellen) genannt werden. Als nicht-zellulire Faktoren des

angeborenen Immunsystems zdhlen beispielsweise Akutphase-Proteine, das aus
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zahlreichen Bestandteilen bestehende Komplementsystem und eine Vielzahl von
Zytokinen und/oder Chemokinen.

Einen dauerhaften Schutz gegen Pathogene mit der Eigenschaft eines immunologischen
Gedichtnisses sichert die nach Tagen beziehungsweise Wochen nach der Infektion
einsetzende adaptive Immunabwehr, auf dessen einzelne humorale und zelluldre
Bestandteile und deren Funktion bei parvoviralen Infekten im Folgenden nédher

eingegangen werden soll.

1.4.1.1. Die spezifische humorale Immunantwort

Unter dem Begriff der adaptiven humoralen Immunantwort wird die Produktion von
Antikorpern durch B-Lymphozyten zusammengefasst. Diese auch als Immunglobuline (Ig)
bezeichneten Molekiile kommen in unterschiedlichen Klassen vor (IgM, IgD, IgG.4, IgA;.
2, IgE) und dienen dank ihrer hochvariablen Fab-Doménen (fragment antigen binding) der
Erkennung und Opsonisierung von Erregern im Organismus [163]. Hierbei weisen die
Antikorperklassen verschiedene biochemische und funktionelle Charakteristika auf und
dienen der Erkennung von unterschiedlichen Fremdstrukturen. Vermittelt iiber ihre
konservierten Fc-Doménen (fragment constant oder crystalline) konnen freie oder bereits
mit threm Antigen komplexierte Antikérper von einer Vielzahl von Immunzellen mittels
Fc-Rezeptoren erkannt werden.

Im einleitenden Schritt der adaptiven humoralen Immunantwort wird das Zielantigen von
naiven B-Lymphozyten aufgenommen. Hierfiir verfiigen die B-Zellen iiber einen in der
Zytoplasmamembran verankerten B-Zell-Rezeptor, welcher spezifisch die Erkennung und
Internalisierung von Fremdstrukturen vermitteln kann. Nachfolgend reifen B-Zellen,
unterstiitzt von zytokinproduzierenden T-Helfer-Zellen, zu aktivierten Plasmazellen aus,
welche fiir die Sekretion antigenspezifischer Immunglobuline zustindig sind.

Im Zuge eines erstmaligen Erregerkontaktes kommt es zunédchst zur gehduften Produktion
von Antikorpern der Klasse IgM. Diese weisen eine pentamere Struktur aus flinf durch
kurze Joining-Peptide miteinander verbundenen Antikdrpereinheiten auf [163]. IgM-
Antikorper wirken neutralisierend, induzieren die klassische Aktivierung der
Komplementkaskade und kénnen aufgrund ihrer geringen Affinitit mit mehreren, einander
dhnlichen antigenen Strukturen reagieren [164]. Sie reprdsentieren somit eine erste breite
Front der adaptiven humoralen Immunantwort, welche jedoch nach Abklingen der akuten

Infektion zeitnah durch verschiedene hochaffine Antikorper ersetzt wird.
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Antikorper der Klasse 1gG repriasentieren mit etwa 75% der Gesamtimmunglobuline die
groflte Antikorperpopulation im Blut [163]. Sie besitzen eine hohe Affinitdt zu ihren
jeweiligen Antigenen und verleihen dem Organismus bei wiederholtem Kontakt mit den
gleichen Erregern eine schiitzende Immunitit. IgG-Antikdrper werden in vier
unterschiedliche Subklassen unterteilt (IgG.4), die je nach Art und Beschaffenheit der
Zielstruktur und des Erregertyps gebildet werden [165]. Bei den meisten viralen Infekten
werden vor allem IgG der Subklassen 1 und 3 produziert. Der Nachweis von IgGy-
Antikorpern deutet hdufig auf einen wiederholten oder lang andauernden Erregerkontakt,
so z.B. bei chronischen Infektionen, hin [166-168]. Die Bildung von IgG,-Antikdrpern
wird hauptsidchlich durch Kontakt mit bakteriellen Polysacchariden und Carbohydraten

induziert.

1.4.1.2. Die spezifische zelluldire Immunantwort

Die zelluldre Immunantwort umfasst alle direkten und iiber Botenstoffe vermittelten
immunologischen Reaktionen, welche von T-Zellen koordiniert und durchgefiihrt werden.
Ihren Namen verdanken diese immunologisch wichtigen Zellen dem Ort ihrer Reifung,
dem Thymus. Von dort aus gelangen die T-Zellen iiber die Blutbahn in die Peripherie des
Korpers, wo sie solange zwischen Blut und lymphatischen Gewebe zirkulieren, bis sie auf
ihr spezifisches Antigen treffen und zur Proliferation angeregt werden [169]. Zur
spezifischen Erkennung ihrer Antigene besitzen T-Zellen den T-Zell-Rezeptor, ein
heterodimeres Transmembranprotein, das aus zwei Proteinketten besteht [170]. Damit T-
Zellen jedes beliebige korperfremde Antigen erkennen konnen, ist eine gro3e Zahl von T-
Zell-Rezeptoren mit unterschiedlichen Spezifititen notwendig. Diese enorme Variabilitét
wird, dhnlich wie bei der Generierung der Antikorpervielfalt, auf genetischer Ebene durch
somatische Rekombination ermoglicht [171, 172].

Im Unterschied zu B-Zellen sind T-Zellen nicht in der Lage, ihr spezifisches Antigen in
16slicher Form in ihrer Umgebung zu erkennen, sondern bendtigen deren Prisentation im
Komplex mit HLA (human leukocyte antigen) —Molekiilen. Fiir die erfolgreiche Bindung
und Erkennung zwischen dem T-Zell-Rezeptor und den HLA-Molekiilen ist ein weiterer
Korezeptor notwendig, anhand dessen T-Zellen in die zentralen Effektorpopulationen der
CD4- und CDS8-positiven T-Helfer-Zellen (Th) bzw. zytotoxischen T-Lymphozyten
unterteilt werden.

CD8-positive T-Zellen konnen Antigenfragmente auf einer Vielzahl von Zellen im

Komplex mit HLA-I Molekiilen erkennen, welche auf fast allen kernhaltigen Korperzellen
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exprimiert werden. Hierbei dient die Pridsentation intrazelluldr abstammender Peptide auf
HLA-I Proteinen der korperinternen immunologischen Kontrolle von potentiell infizierten
oder entarteten Zellen. Diese werden nach einer erfolgreichen Antigenerkennung durch
CD8-positive T-Zellen durch Ausschiittung von zytotoxischen Stoffen, so z.B. Perforin
und Granulysin, abgetotet [173, 174].

CD4-positive Th-Zellen erkennen im Unterschied zu zytotoxischen T-Lymphozyten
exogen aufgenommene Proteine, deren Peptidabschnitte im Komplex mit HLA-II
Molekiilen auf der Oberfliche von speziellen antigenprisentierenden Zellen, z.B.
Dendritischen Zellen, Monozyten, Makrophagen und B-Zellen, prisentiert werden

(Abbildung 4).

Pathogen *

PRR / BZR -
Th1
CDZ8 /
APZ Naive
CDAE0/EE L4 .
=g Thzelle Fabky
HLA-IY  TZR
Peptid \.
* IL-2
Th2

Pathogenautnahme
durch Phagozytose

Abbildung 4. Initiierung CD4" zellularer Immunantworten. Die Abbildung zeigt die von
antigenprisentierenden Zellen abhingige Aktivierung CD4" Th-Zellen. Hierbei zur Geltung
kommende fordernde und hemmende regulatorische Faktoren sind als griine bzw. rote Pfeile
dargestellt. APZ: antigenprisentierende Zelle; BZR: B-Zell-Rezeptor; CD80/86/28: Fiir die
Aktivierung von T-Zellen notwendige kostimulatorische Molekiile; HLA: human leukocyte
antigen; IFN: Interferon; IL: Interleukin; PRR: pathogen recognition receptor; Th(1/2)-Zellen: T-
Helfer-Zellen der Subpopulationen Th1 bzw. Th2; TZR: T-Zell-Rezeptor.

Als Reaktion auf die spezifische Fremderkennung reagieren Th-Zellen mit der Produktion
von charakteristischen Zytokinen, anhand derer sie in zwei groflere Subpopulationen
eingeteilt werden kdnnen (Abbildung 5): Den Th1- und Th2-Zellen.

Die Th1-Zellen sind vor allem durch die Produktion des Zytokins Interferon-gamma (IFN-

y) charakterisiert, welches eine Vielzahl von Immunzellen zur Sekretion des
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Tumornekrosefaktor-alpha und verschiedener Chemokine stimulieren kann [175].
Zusétzlich induziert IFN-y in Immunzellen eine erhohte Expression der HLA-I und —II

Molekiile und fordert somit die weitere Aktivierung von CD4" und CD8" T-Zellen [176].

Requlierung der

7TL ZTL-Antwort
Granzym
Perforin
Th1 Granubysin
| Treg |

Th-Zelle =
Plasma
\ B-Zelle

Th2 == B-Zelle

e
Co40L CDd0

Memory
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Abbildung 5. Regulation adaptiver Immunantworten durch CD4" T-Zellen. Die Abbildung
zeigt die unterschiedlichen Subpopulationen CD4" T-Zellen und deren Funktionen in der
Regulation von adaptiven Immunantworten. Hierbei zur Geltung kommende fordernde und
hemmende regulatorische Faktoren sind als griine bzw. rote Pfeile dargestellt. APZ:
antigenprésentierende Zelle; CD40L/40: Kostimulatorische Molekiile; Th(1/2)-Zelle: T-Helfer-
Zellen der Subpopulationen Thl bzw. Th2; Treg: regulatorische T-Zelle; ZTL: zytotoxische T-
Zelle.

Im Unterschied hierzu férdern Th2-Zellen, die durch die Produktion der Zytokine 1L-4, IL-
5, IL-6, IL-10 und IL-13 charakterisiert sind, die humorale Immunantwort. Sie regulieren
unter anderem den ,,class switch* von z.B. IgM- zu IgG-Antikérpern [177, 178]. Neben
aktivierenden Funktionen sind Th2-Zellen in der Lage, die Funktion und Ausreifung von
Thl-Zellen zu unterdriicken. Hierbei spielen vor allem IL-4 und das vielfdltige
inhibitorische Funktionen vorweisende IL-10 eine zentrale Rolle, da sie unter anderem die

Sekretion der Th1-typischen Zytokine IL-12 und IFN-y verhindern [179, 180].
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1.4.2. Immunantworten gegen Parvovirus B19
1.4.2.1. Humorale Immunantwort gegen BI19V
Die Hauptaufgabe bei der Eliminierung des Parvovirus B19 wihrend einer akuten
Infektion kommt der humoralen Immunabwehr zu. So werden virusspezifische
Immunglobuline zur erfolgreichen Therapie und Minderung der Viruslast wihrend
chronischer B19V-Infekte bei immunsupprimierten Patienten eingesetzt [77, 181].
Etwa eine Woche nach Kontakt mit dem Virus lassen sich IgM-Antikorper gegen die
Strukturproteine VP1 und VP2 des B19V nachweisen (Abbildung 6) [61, 73, 182]. Haufig
konnen in infizierten Personen auch IgM-Antikorper gegen das NS1-Protein beobachtet
werden [183]. Nach ungefdhr zwei Wochen sind anschlieBend im Serum der Patienten
erste IgG-Antikorper gegen VP1 und VP2 nachweisbar. Diese bleiben meist lebenslang
erhalten und bieten einen dauerhaften Schutz gegen Neuinfektionen. Der Hauptteil der
virusspezifischen IgG-Antikérper weist einen Subtyp der Klasse 1 (IgG;) auf [184].
Zusitzlich treten in etwa der Hilfte aller Patienten nach Beginn der klinischen Symptome
B19V-spezifische IgA-Antikorper auf [182], seltener werden auch IgE-Molekiile gegen
das Virus detektiert [185].

—— Miramie

. :inrﬁ_r{}i;;plashrfistierende Infektion)
—— Ant-YP2-gG (konformationelle YP2)

] - == Anti-WP2-1gG (ineare VP2
FJE'PE'-’_, — Anti-NS1-1gG (persistierende Infektion)
" Anarmie
Exanthern,
Infektion Arthrita

!

Konzentration (virus f Antikdrper)
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Abbildung 6. Humorale Immunantworten wahrend akuter und persistierender Infektionen
mit Parvovirus B19. Die Darstellung zeigt die zeitlichen Phasen einer B19V-Infektion, in denen
Virusproteine beziehungsweise virusspezifische Antikoérper im Blut von Patienten nachweisbar
sind. NS1-spezifische Antikorper (Anti-NS1-IgG) treten vor allem im Rahmen persistierender
B19V-Infektionen auf. Ig: Immunglobulin.
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In der frilhen Phase der Infektion richten sich neutralisierende Antikdrper mit geringer
Aviditdt gegen lineare und konformationelle Epitope der viralen Strukturproteine. Im
weiteren Verlauf der Infektion und wihrend der Konvaleszenz findet anschlieBend eine
Aviditétsreifung der IgG-Molekiile statt [186]: Es kommt zu einer starken Abnahme
und/oder zum Verschwinden von IgG-Antikdrpern, welche gegen lineare Epitope des VP2-
Proteins gerichtet sind. Der genaue Mechanismus und Grund dieses als ,.epitope-type
specificity* bekannten Phdnomens ist weitgehend ungeklirt, jedoch konnten #hnliche
Befunde bei Immunantworten gegen nichtverwandte Viren, so z.B. gegen HIV oder das
equine infectious anaemia virus, beobachtet werden [187, 188].

Im Laufe einer B19V-Infektion und vor allem wéhrend der Konvaleszenz kommt es
dariber hinaus hédufig zur Bildung von IgG-Antikdrpern gegen das virale
Nichtstrukturprotein NS1. Diese werden hiufig bei Patienten mit verzogerter
Viruseliminierung aus dem Blut, z.B. bei chronisch persistierenden Infektionen, mit einer
Seroprivalenz von bis zu 80% gefunden [189-191]. Bei gesunden Individuen mit einer
abgelaufenen B19V-Infektion hingegen sind NS1-spezifische IgG-Antikorper in der Regel
nur in etwa 20-35% der Félle nachweisbar [183, 189, 192].

1.4.1.2. Zelluldre Immunantworten gegen B19V

Uber die T-Zell-vermittelte Immunantwort gegen B19V und deren Einfluss auf die
Pathogenese virusassoziierter Erkrankungen ist im Vergleich zur humoralen Immunitét nur
wenig bekannt. Durch Reaktivierungsexperimente von Blutzellen bei Patienten mit
abgelaufener oder akuter B19V-Infektion mit rekombinant produzierten Virusproteinen
konnten in ersten Studien B19V-spezifische CD4" Th-Zellen zur Proliferation [193] und
zur Produktion der Zytokine IFN-y und IL-10 stimuliert werden [194, 195]. Nachfolgend
konnten gegen VPlu gerichtete T-Zellen in Patienten mit akuten oder kiirzlich
zurlickliegenden B19V-Infektionen nachgewiesen werden, jedoch nahm deren Frequenz
im Vergleich zu VP2-spezifischen Th-Zellen nach Abklingen der Infektion rasch ab
(Publikation V) [196]. Der Mechanismus und die Funktion dieser Abnahme ist bisher
unverstanden, da VP1u als immundominantes Ziel der humoralen Immunantwort gilt und
deshalb eine antigenspezifische Th-abhidngige Immunregulation der Antikdrperantwort
notwendig erscheint.

Im Unterschied zu den Kapsidproteinen dient das virale Nichtstrukturprotein NS1 als Ziel

fiir CD8" zytotoxische T-Zellen, welche fiir die Lyse infizierter und virusproduzierender
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Zellen zustindig sind. In mittels Peptidstimulationen durchgefiihrten Studien konnten in
Individuen, welche iiber HLA-B35 Molekiile verfiigen, NS1-spezifische zytotoxische T-
Zellen nachgewiesen werden [197]. In weiteren Studien wurden anschlieBend zahlreiche
weitere, in der Sequenz von NSI1 beinhaltete Epitope mit einer breit gefacherten HLA-

Restriktion beschrieben [198, 199].

1.4.3. Immunantworten gegen HBoV

1.4.3.1. Humorale Immunantwort gegen HBoV

Uber HBoV-spezifische Immunantworten ist bisher nur wenig bekannt. Zeitgleich mit den
Ergebnissen dieser Arbeit konnten in ersten Studien Antikorper gegen die Strukturproteine
VP1 und VP2 mittels Immunfluoreszenz [200], Western blot-Analysen [201] oder ELISA
(Publikation II, IIT) [103] nachgewiesen werden. Hierbei wurden IgG-vermittelte humorale
Immunantworten altersabhiingig mit einer hohen Prévalenz von mehr als >80% bereits bei
kleinen 2 bis 3 Jahre alten Kindern und Erwachsenen beobachtet (Publikationen II, III)
[200]. In weiteren Arbeiten wurde eine HBoV-Seropridvalenz von 35% bis 79% bei
gesunden Probanden und bei Patienten mit Lungenerkrankungen beschrieben [103, 201].
Interessanterweise scheint die VP1 unique region des HBoV im Unterschied zur VP1lu-
Domaéne des B19V in der virusspezifischen humoralen Immunantwort im Vergleich zum
VP2-Protein eine untergeordnete Rolle zu spielen. So wurden VP1lu-gerichtete 1gG- und
IgM-Antikorper bei nur 7% bzw. 2% der untersuchten Kindern mit Infektionen des

Respirationstraktes gefunden [201].
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1.5. Zielsetzung der Arbeit
In der Arbeit sollten grundlegend Testsysteme zur Analyse der B19V- und HBoV-

spezifischen zelluldren (ELISPOT) und humoralen (ELISA) Immunantworten etabliert und

validiert werden. Als Antigene hierfiir sollten fiir HBoV und B19V virusdhnliche Partikel

in Insektenzellen produziert, aufgereinigt und charakterisiert werden.

Unter Verwendung der etablierten Testsysteme war das Ziel der Arbeit:

(i)

(i)

die Haufigkeit und Verbreitung von akuten HBoV-Infektionen und
virusspezifischen humoralen und zelluldren Immunantworten in der deutschen
Bevolkerung zu  bestimmen.  Weiterhin  sollten  Informationen  zur
Krankheitsassoziation des HBoV in Kindern mit akuter Infektion gewonnen
werden.

zu untersuchen, ob man in Patienten mit Myokarditis oder dilatativer
Kardiomyopathie, die sich durch das Vorhandensein von B19V-DNA im
Herzgewebe auszeichnen, virusspezifische adaptive Immunreaktionen findet,
welche auf eine Beteiligung von B19V-Infektionen an der Entstehung der

Herzerkrankungen deuten.
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2. Ergebnisse

Die Ergebnisse werden entsprechend der im Anhang aufgefiihrten wissenschaftlichen

Publikationen I-IV nachstehend in Ubersicht zusammengefasst.

2.1. Produktion virusahnlicher Partikel des B19V und HBoV

Fiir den Nachweis virusspezifischer adaptiver Immunantworten in den entsprechenden
Testsystemen wurden virusdhnliche Partikel (VLP) des B19V und HBoV hergestellt.
Hierzu wurde zunéchst ein rekombinantes Baculovirus (bacVP2/HBoV) zur Expression
des HBoV VP2-Gens in Insektenzellen generiert (Publikation I). Fiir die Herstellung von
B19V-VLP wurden die bereits in der Arbeitsgruppe vorhandenen rekombinanten
Baculoviren bacVP2/B19V  beziehungsweise bacVP12/B19V  verwendet. Diese
ermdglichten die Produktion von VLP, die entweder aus dem VP2-Protein (B19V/VP2)
oder aus einer Mischung der VP1- und VP2-Proteine (B19V/VP12) des B19V bestehen.
Zur Produktion der virusdhnlichen Partikel wurden zunichst High5-Insektenzellen bei
einer multiplicity of infection von 3 mit den Baculovirusstimmen bacVP2/HBoV,
bacVP2/B19V oder bacVP12/B19V infiziert und fiir 72 Stunden kultiviert. Danach wurde
mittels SDS-Gelelektrophorese und Western blot-Analysen die Produktion der jeweiligen
VP2-Proteine nachgewiesen. Die Aufreinigung und Charakterisierung der VLP erfolgte
anschlieBend durch Ultrazentrifugation iiber CsCIl-Gradienten und Elektronenmikroskopie

(Abbildung 7).

200 nm

Abbildung 7. Elektronenmikroskopische Analyse virusahnlicher Partikel des Parvovirus B19.
Abgebildet ist eine reprisentative elektronenmikroskopische ,negative stain“-Aufnahme von

mittels CsCl-Ultrazentrifugation gereinigten B19V/VP2-VLP.
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Hierbei wiesen die HBoV/VP2-VLP eine isopyknische Dichte von 1,33 g/cm3 und einen
fiir Parvoviren charakteristischen Durchmesser von 21-25 nm auf (Publikation I).

Um die produzierten VLP fiir die Analyse virusspezifischer T-Zell-Antworten einzusetzen,
mussten mogliche LPS-Kontaminationen der Antigene ausgeschlossen werden. Ab
Konzentrationen von mehr als 10 EU/mg Protein wiirden diese zu unspezifischen,
positiven Reaktionen in immunologischen Versuchen fithren. Die LPS-Konzentrationen
der Proben lagen jedoch mit 8,2 EU/mg (HBoV/VP2), 4,2 EU/mg (B19V/VP12) und 1,57
EU/mg (B19V/VP2) unter diesem Grenzwert. Sie konnten somit fiir die in der Arbeit

durchgefiihrten Versuche vernachlissigt werden.

2.2. Analyse HBoV-spezifischer humoraler Immunantworten

2.2.1. Entwicklung und Validierung eines quantitativen ELISA zum Nachweis HBoV-
spezifischer Antikorper

Fiir den quantitativen Nachweis HBoV-spezifischer IgG- und IgM-Antikorper wurde ein
auf der Verwendung von HBoV/VP2-VLP basierender ELISA entwickelt (Publikation II).
Der Test wies in Experimenten eine hohe Reproduzierbarkeit und Validitdt mit intra- und
inter assay-Variationen zwischen 0,2% und 10% auf. Weiterhin wurde untersucht, ob die
im Serum vorhandenen HBoV-spezifischen IgG mogliche Kreuzreaktivititen mit dem
nahverwandten B19V aufweisen konnten. Deswegen wurden in vergleichenden Studien die
Seren von 22 B19V-seronegativen und 34 B19V-seropositiven Probanden untersucht.
Hierbei lieBen sich HBoV-spezifische IgG mit medianen Werten von 394 bzw. 478
relativen Einheiten in beiden Probandengruppen nachweisen (p=0,4503). Daraus konnte
gefolgert werden, dass B19V- und HBoV-spezifische Antikorper keine Kreuzreaktivitdten

miteinander aufweisen.

2.2.2. Charakterisierung der Probanden- und Patientenkollektive fur die Bestimmung
der Seropravalenz und Krankheitsassoziation des HBoV

Zur Analyse der HBoV-Seroprivalenz in Erwachsenen wurden in Zusammenarbeit mit Dr.
Wilhelm Struff (DRK Blutspendedienst West, Miinster) Serumproben von 299 gesunden
Blutspendern (195 Ménner, 104 Frauen, Altersspanne: 19-78 Jahre, Durchschnittsalter: 42
Jahre) gesammelt und getestet (Publikation II).

Um zusétzlich die Pravalenz HBoV-spezifischer Antikorper in Kindern zu bestimmen und
weiterhin erste Krankheitsassoziationen fiir HBoV durchfithren zu kénnen, wurden in

Zusammenarbeit mit Herrn Prof. Hugo Segerer (Klinik St. Hedwig, Regensburg)
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insgesamt 297 Kinder (160 Jungen, 137 Maidchen, Altersspanne: 1-190 Monate,
Durchschnittsalter: 57,4 Monate) mit Infektionserkrankungen auf HBoV-spezifische
humorale Immunantworten und auf Anzeichen akuter HBoV-Infekte mittels ELISA und
PCR untersucht (Publikation III). Hierbei wurden 156 bzw. 64 der Kinder mit Infektionen
des Respirations- bzw. Gastrointestinaltraktes am Klinikum St. Hedwig (Regensburg)
aufgenommen und behandelt. Weitere 77 Probanden wiesen ein breites Spektrum
unterschiedlicher Symptome auf. Insgesamt 60 Kinder (38 Jungen, 22 Maidchen,
Altersspanne: 1 — 194 Monate, Durchschnittsalter: 77,9 Monate) ohne Anzeichen von
akuten Infektionen wurden als Kontrolle in die Studie mit aufgenommen (Publikation II,

).

2.2.3. Pravalenz und Kklinische Assoziation von akuten HBoV-Infektionen

Akute HBoV-Infektionen wurden bei 6,7% (20/297) aller Kinder mit und bei 5,0% (3/60)
derjenigen ohne Infektionserkrankungen beobachtet (Publikation III). Virusgenome als
Anzeichen einer akuten HBoV-Infektion wurden in keinen der Seren von erwachsenen
Blutspendern gefunden (Publikation II). Die hochste Pravalenz viraler DNA wurde in
Proben von Patienten gefunden, welche aufgrund von Erkrankungen des
Respirationstraktes hospitalisiert wurden. HBoV-DNA war in 14,6% (24/48) und 10,0%
(5/50) der Proben von Kindern mit Infekten der unteren Atemwege bzw. Pneumonie
nachweisbar. In zwei dieser Kinder konnte eine Koinfektion mit RSV bzw. A-
Streptokokken  diagnostiziert ~werden. Im  Vergleich zu  Kindern  ohne
Infektionserkrankungen (5,0%) wiesen zusédtzlich Seren von Probanden mit Erkrankungen
des Magen-Darm-Traktes eine leicht erhohte Pridvalenz akuter HBoV-Infektionen auf

(7,8%, 5/64). Die Koinfektionsrate mit Rotaviren lag in diesen Kindern bei 60% (3/5).

2.2.4. Seropravalenz des HBoV in gesunden Blutspendern und Kindern mit
Infektionserkrankungen

Die Pravalenz HBoV-spezifischer IgG-Antikrper in untersuchten Kindern mit bzw. ohne
Anzeichen von Infektionserkrankungen betrug 71,4% (255/357). In gesunden Erwachsenen
(Alter: 19-78 Jahre) wurden HBoV VP2-spezifische IgG in 94% (280/299) der
Serumproben gefunden. In allen Probandengruppen lieBen sich die HBoV-spezifischen
Antikorper als Immunglobuline des Subtyps IgG; charakterisieren (Publikation II).

Die IgG-Préivalenz reichte von 23% in Sduglingen mit 7 bis 9 Monaten bis zu mehr als
90% in Kindern ab dem dritten Lebensjahr und Erwachsenen (Publikation II, IIT). Vor

allem in Kindern zwischen 2 und 3 Jahren konnte eine starke Zunahme der Héufigkeit
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virusspezifischer 1gG-Antikérper von 37% auf 94% beobachtet werden, was auf eine
erhohte Anzahl von akuten Infektionen in dieser Altersgruppe hinweist. Dieser Befund
konnte durch einen gehduften Nachweis viraler DNA als Anzeichen akuter HBoV-
Infektionen in den entsprechenden Altersgruppen bestétigt werden (Publikation IIT).

IgM-Antikorper wurden ausschlieBlich in Seren von Kindern gefunden, welche positiv auf
virale DNA getestet wurden. Hierbei wiesen 39% (9/23) und 22% (5/23) der Proben
positive bzw. grenzwertige Reaktivititen im ELISA auf. In Erwachsenen wurden VP2-

spezifische IgM-Antikorper nur vereinzelt gefunden (1%, 2/299).

2.3. Analyse HBoV-spezifischer CD4" Th-Zell-Antworten

Zusiétzlich zu HBoV-spezifischen humoralen Immunantworten sollte in der Arbeit
untersucht werden, ob in seropositiven Probanden neben Antikoérpern auch HBoV-
spezifische T-Zellen als Anzeichen einer abgelaufenen Infektion nachgewiesen werden

konnen (Publikation I).

2.3.1. Charakterisierung des Probandenkollektivs zur Messung HBoV-spezifischer T-
Zell-Antworten

69 gesunde Erwachsene (39 Mainner, 30 Frauen, Altersspanne: 23-73 Jahre,
Durchschnittsalter: 39 Jahre) wurden in die Analyse der HBoV- und B19V-spezifischen
zelluldaren Immunantwort einbezogen (Publikation I). Im Vergleich zu negativen
Referenzseren (medianer OD4so Wert: 0,056) waren bei allen Probanden IgG-Antikorper
gegen das VP2-Protein des HBoV nachweisbar (medianer ODy4so Wert: 0,863). Mittels
diagnostischer ELISA und RecomLine® Tests (Mikrogen GmbH, Neuried) wurden B19V-
spezifische IgG-Antikorper in 68% (47/69) der Probanden gefunden. B19V- bzw. HBoV-
spezifische IgM-Antikérper oder virale DNA wurden in keinen der untersuchten Proben

nachgewiesen.

2.3.2. Analyse virusspezifischer CD4" Th-Zell-Antworten

Zur Analyse virusspezifischer T-Zell-Antworten wurden aus Probandenblut isolierte
PBMC (peripheral blood mononuclear cells) mit B1I9V/VP2-VLP bzw. HBoV/VP2-VLP
stimuliert und anschliefend mittels ELISPOT die Anzahl IFN-y produzierender Zellen
bestimmt (Publikation I). Bei HBoV-seropositiven Probanden wurden nach Stimulation
mit HBoV/VP2-VLP im Vergleich zu durchgefiihrten Kontrollen (3 spot forming cells
(SFC)/2x10° PBMC) signifikant erhdhte mediane Zahlen an IFN-y sezernierenden Zellen
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gezdhlt (20 SFC/2x10° PBMC; p<0,0001). Analog hierzu war in B19V-seropositiven
Individuen (38 SFC/2x10° PBMC; p<0,0001) im Vergleich zu seronegativen
Kontrollprobanden (6 SFC/2x10° PBMC) eine spezifische Aktivierung von IFN-y
produzierenden Zellen nach Stimulation mit BI19V/VP2-VLP nachweisbar. Keine
Korrelation wurde zwischen der Anzahl HBoV-spezfischer T-Zellen und der stirke der
virusspezifischen IgG-Antwort gefunden (p=0,5809). Mittels magnetischer Zellseparation
konnten CD4" Th-Zellen als die gegen HBoV/VP2-VLP reagierende Zellpopulation
identifiziert werden. Bei keinem der durchgefithrten Experimente konnten

Kreuzreaktivitdten zwischen HBoV- und B19V-spezifischen T-Zellen beobachtet werden.

2.4. B19V-spezifische adaptive Immunantworten in Patienten mit akuter

Myokarditis oder dilatativer Kardiomyopathie

Im Unterschied zu HBoV ist die adaptive Immunantwort gegen B19V weitgehend
untersucht. Bisher ist jedoch unklar, ob und welche Rolle individuelle Unterschiede in der
B19V-gerichteten Immunantwort bei der Entstehung von virusassoziierten Erkrankungen
spielen. Des Weiteren ist nicht gekldrt, welche biologischen und immunologischen
Funktionen der fiir BI9V beschriebenen DNA-Latenz im Herzgewebe zugrunde liegen und
ob diese kausal mit der Krankheitspathogenese von Myokarditiden oder dilatativer
Myokarditis in Verbindung gebracht werden kénnen. Deshalb wurden in der Arbeit BI9V-
spezifische adaptive Immunantworten in seropositiven gesunden Erwachsenen und
Patienten mit Herzerkrankungen und nachweisbaren B19V-Genomen im Myokardgewebe
miteinander verglichen (Publikation IV). Hierbei sollte untersucht werden, ob
nachweisbare Mengen an B19V-Genomen in Herzbiopsien von Patienten mit akuter
Myokarditis oder dilatativer Kardiomyopathie kausal mit der Entstehung von

Herzerkrankungen in Verbindung gebracht werden kdnnen.

2.4.1. Charakterisierung der Patienten mit Myokarditis und dilatativer
Kardiomyopathie

8 Patienten mit einer akuten Myokarditis (7 Ménner, 1 Frau, Altersspanne: 24-65 Jahre,
Durchschnittsalter: 50 Jahre) und 7 Méinner mit einer dilatativen Kardiomyopathie
(Altersspanne: 42-69 Jahre, Durchschnittsalter: 57 Jahre) wurden auf Anzeichen von
akuten, persistierenden oder zuriickliegenden BI19V-Infektionen untersucht. In
Kooperation mit Dr. Michel Noutsias (Kardiovaskuldre Medizin, Charité Berlin) wurden in

den Myokardbiopsien aller Patienten B19V-Genome in Mengen von <10® bis 1,2x10°
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Genomkopien/pg isolierter DNA gefunden. Parallel hierzu wurden 51 gesunde Probanden
(27 Ménner, 24 Frauen, Altersspanne: 23-73 Jahre, Durchschnittsalter: 35 Jahre) in die
Studie einbezogen. Im Blut aller Patienten mit Myokarditis oder dilatativer
Kardiomyopathie waren B19V-spezifische IgG-Antikdrper nachweisbar (100%, 15/15),
59% aller Kontrollprobanden waren seropositiv fiir das Virus (30/51). Keine BI9V-DNA

konnte im Blut der gesunden Probanden nachgewiesen werden.

2.4.2. Analyse indikativer Parameter fir B19V-Infektionen in Patienten mit
Herzerkrankungen

Anzeichen fiir akute, persistierende oder kiirzliche B19V-Infektionen wurden in insgesamt
25% (2/8) bzw. 14% (1/7) der untersuchten Patienten mit Myokarditis oder dilatativer
Kardiomyopathie mittels PCR und serologischen Analysen gefunden. In zwei Patienten
mit Myokarditis wurden zu zwei unabhéngigen Krankheitszeitpunkten virale DNA mit
Lasten zwischen 10>-10° und 4,4x10° Genomkopien/ml Serum nachgewiesen. Im Blut
einer dieser Patienten konnten zusétzlich B19V-spezifische IgM-Antikorper detektiert
werden. Ein Proband mit dilatativer Kardiomyopathie wurde zum Zeitpunkt der
Erstprisentation im Krankenhaus positiv auf BI9V-DNA (10°-10° Genomkopien/ml
Serum) und NS1-spezifische IgG im Blut getestet. Im Serum eines weiteren Patienten mit
Myokarditis waren Antikorper gegen lineare Epitope des viralen VP2-Proteins
nachweisbar. Diese wurden jedoch nicht als ausreichender Hinweis fiir den
Zusammenhang einer B19V-Infektion mit der Herzerkrankung bewertet, da Antikorper mit
dhnlicher Spezifitit haufig auch in Kontrollseren gefunden wurden (25%, 7/28).

Trotz eindeutiger Anzeichen einer B19V-Infektion in drei Patienten waren in diesen keine
Unterschiede bei den Herzfunktionsparametern LVEF (linksventrikuldre Ejektionsfraktion;
p=0,2256) und LVEDD (linksventrikuldrer enddiastolischer Durchmesser; p=0,5714) im

Vergleich zu den restlichen Patienten zu beobachten.

2.4.3. Analyse von B19V-spezifischen CD4" Th-Zell-Antworten in Patienten mit
Herzerkrankungen

In seropositiven Kontrollprobanden (32,5 SFC/2x10° PBMC) und Patienten mit
Myokarditis (18 SFC/2x10° PBMC) oder dilatativer Kardiomyopathie (25,5 SFC/2x10’
PBMC) wurde in Stimulationsexperimenten mit B19V/VP2-VLP eine signifikant erhohte
mediane Anzahl IFN-y produzierender Zellen im Vergleich zu seronegativen Individuen

beobachtet (3 SFC/2x10° PBMC). Stimulationen mit B19V/VPI12-VLP ergaben
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vergleichbare Ergebnisse, hier konnte die Anzahl antigenspezifischer Zellen sowohl in
Patienten mit Myokarditis als auch dilatativer Kardiomyopathie auf 18 SFC/2x10° PBMC
bestimmt werden. Mittels magnetischer Zellseparation lieBen sich in Analogie zu HBoV
CD4" Th-Zellen als antigenspezifisch reagierende Zellpopulation identifizieren (Abbildung
8).

Keine signifikanten Unterschiede in der Anzahl antigenspezifischer T-Zellen wurden bei
Patienten mit Myokarditis oder dilatativer Kardiomyopathie mit oder ohne Anzeichen von
akuten bzw. kiirzlichen B19V-Infektionen beobachtet (p=0,3439 fiir B19V/VP2). Des
Weiteren konnte in keinen der Patienten eine Korrelation zwischen der nachweisbaren
Menge an B19V-DNA in Myokardbiopsien und der Anzahl reaktiver T-Zellen gefunden

werden.
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Abbildung 8. Identifikation CD4" Th-Lymphozyten als reaktive Population B19V-
spezifischer zelluldarer Immunitat. Aus Patientenblut isolierte periphere mononukleédre Blutzellen
(PBMC) wurden mit B19V/VP2-VLP oder B19V/VP12-VLP fiir 72 Stunden stimuliert und die
Anzahl IFN-y produzierender Zellen (spot forming cells, SFC) mittels ELISPOT ermittelt. Um die
spezifisch reagierende Zellpopulation zu bestimmen, wurden aus den Zellkulturen vor der
Antigenstimulation jeweils Th- (-CD4+) bzw. zytotoxische T-Lymphozyten (-CD8+) mittels

magnetischer Zellseparation entfernt.
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3. Diskussion

Die adaptive Immunantwort spielt bei der Kontrolle und Eliminierung von
Krankheitserregern eine wichtige Rolle und verleiht dem Organismus nach Infektionen
meist einen lebenslangen Schutz gegen Reinfektionen. Vermittelt werden diese Funktionen
iiber die Zellpopulationen der B- und T-Lymphozyten, welche fiir die Produktion von
spezifischen, den Erreger neutralisierenden Antikorpern und die Zerstérung von infizierten
Zellen zustdandig sind [163]. Die komplexe Aktivitdt dieser Zellen kann sich jedoch unter
Umstdnden auch nachteilig fiir den Organismus auswirken, so beispielsweise im Rahmen
von Autoimmunerkrankungen oder AbstoBungsreaktionen nach Transplantationen. In den
letzten Jahrzehnten sind Methoden zum Nachweis und zur Charakterisierung
unterschiedlicher Lymphozytenpopulationen und deren funktionellen Molekiile zu einer
unverzichtbaren Voraussetzung fiir das Verstdndnis der Wechselwirkungen zwischen
Pathogenen und dem Wirtsorganismus in der Forschung und klinischen Diagnostik
geworden [202]. Diese liefern umfangreiche Informationen iiber den Gesundheitszustand
und den pathogenspezifischen ,,Schutzstatus® von Patienten und erméglichen hierdurch
idealerweise eine individuelle erregerspezifische Therapie von Infektionskrankheiten.
Hierbei gewonnene Erkenntnisse flieBen zusitzlich hiufig in die Entwicklung von neuen
oder verbesserten Impfstoffen mit ein, bei denen als zentrales Ziel die Induktion einer breit
gefacherten und schiitzenden Immunantwort steht. Weiterhin ermdglichen immunologische
Analysen in groBBen Kollektiven die Erhebung epidemiologischer Daten, welche zum
besseren Verstdndnis der Erregerverbreitung und -evolution beitragen und wichtige
Informationen fiir das 6ffentliche Gesundheitssystem liefern.

Wie bei den meisten viralen Infekten spielt die Analyse virusspezifischer Inmunantworten
auch bei Parvoviren eine duflerst wichtige Rolle. So konnen z.B. nicht diagnostizierte und
unbehandelte akute B19V-Infektionen in Schwangeren zu schwerwiegenden
Komplikationen bis hin zum Tod des Fotus fithren [37]. Der Nachweis akuter Parvovirus
B19-Infektionen beruht neben der symptombezogenen Diagnostik grundsitzlich auf der
Detektion von virusspezifischen Antikdrpern und viraler DNA im Serum oder Plasma von
Patienten [94]. Die serologische Diagnostik von B19V-Infektionen beruht in der Regel auf
ELISA und/oder Western blot-Analysen, welche eine hohe Spezifitidt aufweisen und mit
einem geringen Kostenaufwand und wenig Probenmaterial routineméBig durchgefiihrt
werden konnen [95, 96]. Weiterhin ermdglicht die Analyse der Antikdrperaviditét in
Kombination mit der Bestimmung der erkannten Zielepitope die Eingrenzung des

ungefahren Zeitpunktes akuter B19V-Infektionen [96, 186, 203]. Der Nachweis von
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Virusgenomen in Patienten liefert im Vergleich zur serologischen Analyse eine deutlich
hohere Sensitivitdt und ermoglicht dartiber hinaus die Diagnose von persistierenden B19V-
Infektionen, bei denen die Antikdrpertiter bereits stark abgesunken sein kdnnen.

Uber die T-Zell-vermittelte Immunantwort gegen Parvovirus B19 und deren Einfluss auf
die Pathogenese virusassoziierter Erkrankungen ist im Vergleich zur humoralen Immunitét
wenig bekannt. In eigenen Vorarbeiten wurde zum Nachweis dieser Reaktionen eine
Methode etabliert, welche auf der transienten Expression von viralen Genen in
antigenprasentierenden Zellen basierte (Publikation V). Hierbei konnten zwar
virusspezifische CD4" T-Zellen erfolgreich in Patienten mit kiirzlicher B19V-Infektion
nachgewiesen werden, jedoch wurde die Routineanwendung dieser Methode erschwert, da

fiir die Analyse teuere Reagenzien und grof3e Blutvolumen von Patienten bendtigt wurden.

3.1. Produktion virusdhnlicher Partikel als Antigen zum Nachweis

Parvovirus-spezifischer Immunantworten

Um detaillierte Untersuchungen virusspezifischer adaptiver Immunantworten durchfiihren
zu konnen, wurden in der vorliegenden Arbeit neue Methoden zum Nachweis HBoV- und
B19V-spezifischer T- und B-Zell-Antworten etabliert. Als Methoden der Wahl wurden
hierfiir der ELISA fiir den Nachweis erregerspezifischer Antikoérper und der ELISPOT zur
Analyse virusgerichteter T-Zell-Antworten gewéhlt. Beide finden bereits in der
Routinediagnostik von viralen und bakteriellen Infektionen Anwendung und bieten im
Vergleich zur Durchflusszytometrie und zu Western blot-Untersuchungen eine
hochspezifische und kostengiinstige Alternative zur Analyse zahlreicher Patientenproben
[204, 205].

Als virale Zielantigene fiir die etablierten Testsysteme wurden die VP2-Kapsidproteine des
B19V und HBoV gewihlt. Fiir BI9V war VP2 bereits als immundominantes Ziel der
humoralen und zelluldren Immunantwort bekannt [196, 206]. Weiterhin war fiir mehrere
Parvoviren gezeigt, dass die Expression des VP2-Gens in Insektenzellen aufgrund
spezieller Aggregationsdoménen in den VP2-Proteinen zur Bildung nichtinfektioser
virusdhnlicher Partikel fiihrt [25, 26, 207]. Diese eignen sich besonders zum
diagnostischen Nachweis von virusspezifischen Immunantworten, da durch ihre partikulére
Struktur (i) konformationelle Epitope erhalten bleiben und (ii) sie zur effizienten
Restimulation von T-Lymphozyten verwendet werden konnen [186, 196].

B19V/VP2-, B19V/VP12- und HBoV/VP2-VLP wurden in Insektenzellen durch Infektion

mit rekombinanten Baculoviren erfolgreich produziert und durch zonale
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Ultrazentrifugation gereinigt. HBoV/VP2-VLP, welche in dieser Arbeit erstmals
beschrieben wurden, wiesen hierbei in elektronenmikroskopischen Analysen eine fiir
Parvoviren typische Morphologie und einen charakteristischen Durchmesser von etwa 21-

25 nm auf (Publikation I) [102, 208].

3.2. Analyse der HBoV-spezifischen humoralen Immunantwort

Im Unterschied zu B19V waren zu Beginn der Arbeit keine Informationen iiber die
Pravalenz von akuten HBoV-Infektionen und der virusspezifischen Immunantwort in der
deutschen Bevdlkerung bekannt. Weiterhin waren nur wenige Informationen {iber
mogliche Krankheitsassoziationen des HBoV vorhanden. Deswegen wurden Methoden
entwickelt, mit welchen epidemiologische Daten zur Verbreitung des HBoV in
Deutschland erhoben werden konnten. Hierzu wurde basierend auf rekombinant
produzierten HBoV/VP2-VLP ein ELISA zum quantitativen Nachweis HBoV-spezifischer
Antikorper etabliert. Dieser wies in Experimenten eine hohe Reproduzierbarkeit auf und
erfilllte somit die fiir diagnostische Tests vorgeschriebenen Richtlinien (Publikation II)
[209]. Um die Spezifitit der vom Test gelieferten Ergebnisse sicherzustellen, wurden
mogliche Kreuzreaktivititen zwischen HBoV- und B19V-spezifischen Antikérpern
ausgeschlossen (Publikation II). Weiterhin stellte sich die Frage, ob gegen das
Rinderparvovirus gerichtete Immunglobuline zu falschpositiven Ergebnissen beim
Nachweis von HBoV-spezifischen Antikorpern beitragen konnten. BPV-spezifischen 1gG
wurden bei bis zu 27% der Menschen beschrieben und lassen sich vermutlich auf den
Konsum von viruskontaminierter Milch und Milchprodukte zuriickfiihren [210, 211].
Mogliche Kreuzreaktivititen zwischen BPV- und HBoV-spezifischen Antikérpern wurden
jedoch als unwahrscheinlich angesehen, da der GroBteil der HBoV-seronegativen
Individuen in Altersgruppen (Kinder zwischen 1 und 3 Jahren) mit einem starken Konsum
von Milchprodukten gefunden wurde (Publikation III). Auch kann heute nicht mehr
ausgeschlossen werden, dass es sich bei den wurspriinglich als BPV-spezifisch
beschriebenen Antikorpern in Wirklichkeit um gegen HBoV gerichtete Immunglobuline
handelt, welche jedoch aufgrund dhnlicher Erkennungsstrukturen an BPV-Antigene
binden.

HBoV-spezifische Antikorper wurden mit einer Privalenz von mehr als 90% in gesunden
Erwachsenen gefunden (Publikation II). Es handelte sich dabei ausschlieflich um
Antikorper der IgG;-Subklasse. Diese stellen bei mehreren viralen Infektionen die

prominenteste Antikorpersubklasse dar, so z.B. bei Infekten mit B19V oder HBV [184,
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212, 213]. Bei Sduglingen und kleinen Kindern zwischen 6 Monaten und 3 Jahren betrug
die Seroprivalenz des HBoV 23% bis tiber 90%. Bei bis zu 77% der Kinder unter 6
Monaten wurden gehduft HBoV-spezifische Antikorper nachgewiesen (Publikation III).
Bei diesen handelt es sich vor allem um miitterliche Immunglobuline, die wiahrend der
Schwangerschaft von der Mutter auf den Fotus iibertragen werden (,,Nestschutz) und in
der Regel in den ersten Monaten nach der Geburt im Kind nachweisbar sind [214]. Dieser
hiufige Nachweis maternaler Antikorper in Sduglingen ist als weiterer Hinweis auf die
hohe Seroprédvalenz des HBoV in Erwachsenen zu werten.

Die epidemiologischen Daten wurden zeitgleich durch Studien anderer Arbeitsgruppen
bestdtigt. Sie beschreiben eine Pridvalenz HBoV-spezifischer IgG von bis zu 95% in
Erwachsenen [103, 200, 215]. In finnischen Kindern mit etwa 2 Jahren wurden HBoV-
spezifische Antikdrper in 73% aller Probanden mittels Western blot beobachtet. Dabei
wurde jedoch im Unterschied zu den Ergebnissen dieser Arbeit eine Abnahme der
Pravalenz virusspezifischer IgG mit zunehmendem Probandenalter vermerkt [201]. Dieser
Befund konnte durch eine Verdnderung der Epitopspezifitit HBoV-reaktiver IgG erklart
werden: Fiir das nahverwandte B19V wurde das Phidnomen der ,.epitope type specificity™
beschrieben, bei dem es mit zunehmender Zeit nach einer B19V-Infektion zum
Verschwinden der IgG gegen lineare VP2-Epitope kommt [186]. Parallel hierzu werden in
Probanden durch Spezifititsreifung entstehende IgG nachweisbar, welche ausschlieBlich
konformationelle Epitope des VP2-Proteins erkennen. Ahnliche Prozesse bei der
humoralen Immunantwort gegen HBoV hitten zur Folge, dass mittels denaturierter VP2-
Proteine bei Western blot-Analysen ausschlieBlich kiirzlich abgelaufene HBoV-
Infektionen in meist kleinen Kindern detektiert werden konnten.

Der Grofteil der akuten HBoV-Infektionen wurde in ein bis drei Jahre alten Kindern
mittels eines PCR-Nachweises von viralen Genomen im Serum diagnostiziert. In
zahlreichen Untersuchungen war HBoV bereits weltweit in Kindern dieser Altergruppe
nachgewiesen worden, jedoch beschrinkten sich die meisten Arbeiten hierbei auf den
Nachweis viraler Genome in Proben des Respirationstraktes [8, 99, 100, 106-155]. Bei
virdmischen Probanden wurden IgM-Antikdrper mit einer hohen Prévalenz von bis zu 61%
als Anzeichen von akuten HBoV-Infektionen gefunden. Diese Ergebnisse belegen, dass
HBoV in der Lage ist eine systemische Infektion im Menschen zu verursachen. Im
Unterschied hierzu beschrianken sich andere respiratorische Pathogene, z.B. das respiratory
syncytial virus, auf eine meist lokale Virusverbreitung im Lungenepithel [216]. Deren

Nachweis wird folglich bevorzugt in Lungenaspiraten anstatt von Patientenblut
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durchgefiihrt. Fiir HBoV stellt Serum hingegen ein geeignetes Probenmaterial zum
Infektionsnachweis und fiir weitere epidemiologische Studien dar.

Akute HBoV-Infektionen wurden mit einer dhnlichen Privalenz in Kindern mit oder ohne
Anzeichen von Infektionserkrankungen beobachtet (Publikation III). In Analogie zu B19V
lasst das auf einen hdufigen asymptomatischen Verlauf der Infektion schlieen [60]. Am
hiufigsten wurde eine HBoV-Virdmie bei Probanden mit Erkrankungen der unteren
Atemwege bzw. Pneumonie mit einer Privalenz von bis zu 14,6% nachgewiesen
(Publikation III). Zusammen mit Ergebnissen aus zeitgleich durchgefiihrten prospektiven
Studien anderer Arbeitsgruppen wurde hierdurch eine Assoziation des HBoV mit
Lungenerkrankungen postuliert [8] [126]. Diese wurde durch die Tatsache verstirkt, dass
die in der Arbeit untersuchten Patienten mit akuter HBoV-Infektion im Unterschied zu
Studien anderer Gruppen nur vereinzelt mit zusétzlichen respiratorischen Pathogenen
koinfiziert waren. Der Grund hierfiir mag eine kontrollierte Entnahme von klinischen
Proben zu Beginn des Krankenhausaufenthaltes sein, bevor Kinder mit weiteren Erregern
koinfiziert werden konnen.

Zusétzlich zu Patienten mit Atemwegserkrankungen wurde im Vergleich zur
asymptomatischen Kontrollgruppe eine leicht erhdhte Priavalenz akuter HBoV-Infekte bei
Kindern mit Magen-Darm-Erkrankungen verzeichnet. Auch in anderen kiirzlich
durchgefiihrten Studien konnte HBoV in Stuhlproben von Kindern mit akuter
Gastroenteritis nachgewiesen werden [116, 118, 161, 162]. Ob und in welcher Weise
HBoV-Infektionen an der Pathogenese von Gastroenteritiden beteiligt sind, ist jedoch
weitgehend unbekannt, da eine eindeutige Krankheitsassoziation aufgrund hoher
Koinfektionsraten mit weiteren Durchfallerregern, z.B. dem Humanen Rotavirus,
erschwert wird (Publikation III) [217]. So kann der Nachweis von HBoV-DNA in
Stuhlproben wihrend der akuten Infektionsphase auch als Hinweis fiir einen natiirlichen,
klinisch nicht relevanten Ausscheidungsmechanismus des Virus verstanden werden. Auch
wenn bisher keine eindeutige Evidenz fiir die Assoziation des HBoV mit Gastroenteritis
bekannt ist, sollten bei Verdacht auf HBoV-Infektion auch Stuhlproben auf das
Vorhandensein des Virus untersucht werden, zumal ein Hauptsyndrom der

Bocavirusinfektionen beim Rind durch BPV die Diarrhoe des infizierten Kalbes ist [218].

3.3. CD4" Th-Zell-vermittelte Immunantworten gegen HBoV

Neben Untersuchungen der humoralen Immunantwort wurden die HBoV/VP2-VLP zur

Analyse der HBoV-spezifischen zelluldiren Immunantwort eingesetzt. Hierzu wurde ein
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ELISPOT-Testsystem etabliert, mit dem eine hohe Pridvalenz von HBoV-spezifischen
CD4" T-Zellen in seropositiven gesunden Probanden gezeigt werden konnte (Publikation
I). Mogliche Kreuzreaktivititen zwischen B19V- und HBoV-spezifischen CD4" T-Zellen
wurden ausgeschlossen.

Bei den antigenspezifischen Th-Lymphozyten handelte es sich um Zellen des Subtyps Thl
(siche 1.4.1.2.), welche hédufig im Laufe von viralen Infekten, z.B. mit B19V oder dem
Poliovirus, auftreten [212, 219]. Funktionell kénnen diese unter anderem durch die
Produktion von IFN-y und durch die Stimulation von virusspezifischen B-Zellen zur
Produktion von Antikdrpern des Subtyps IgG; charakterisiert werden [163]. Letzteres galt
auch fir die HBoV-Infektion, hier war die virusspezifische humorale Antwort
ausschlieBlich von IgG,-Antikorpern vermittelt (Publikation ITI).

Analog zur Seroprivalenz deutet auch der hiufige Nachweis HBoV-spezifischer zelluldrer
Immunantworten in gesunden Erwachsenen auf eine hohe Durchseuchung der
Bevolkerung mit HBoV hin. Die protektiven und antiviralen Eigenschaften dieser
Immunantworten sind hingegen noch unklar und miissen in Folgestudien analysiert
werden. Obwohl Thl-Zellen eine zentrale Rolle in der antiviralen Immunabwehr spielen,
werden diese auch hédufig mit der Entstehung humaner Krankheiten, z.B. mit
Autoimmunerkrankungen der Gelenke, assoziiert [220, 221]. Auch wihrend
Schwangerschaften, im Laufe derer es normalerweise zu einer natiirlichen Reduktion der
miitterlichen Immunantwort kommt, konnen starke Thl-vermittelte Immunreaktionen
nachteilige Effekte auf den Schwangerschaftsverlauf haben [222, 223]. So ist es nicht
verwunderlich, dass das zu HBoV nahverwandte B19V, welches mit einer Vielzahl
entzlindlicher Gelenkerkrankungen und Schwangerschaftskomplikationen assoziiert ist, ein
dominantes Ziel der Thl-vermittelten Immunitédt darstellt [37, 63, 184, 196, 212]. Ob
jedoch fiir HBoV é&hnliche von der Immunantwort abhdngige Krankheitsassoziationen

existieren ist bisher nicht bekannt.

3.4. B19V-spezifische adaptive Immunantworten bei Patienten mit

Herzerkrankungen und nachweisbarer B19V-DNA im Herzgewebe

Im Unterschied zu HBoV ist die adaptive, vor allem die humorale Immunantwort gegen
B19V bereits gut untersucht. Jedoch ist bisher weitgehend unklar, welche Rolle
patientenspezifische Unterschiede in der B19V-gerichteten Immunantwort bei der

Entstehung von virusassoziierten Erkrankungen spielen.
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Virale Infektionen des Herzes werden als mogliche Ursache von akuter Myokarditis und
dilatativer Kardiomyopathie diskutiert. Hierbei spielen vor allem Infekte mit kardiotropen
Erregern, z.B. dem Coxsackievirus B, eine zentrale Rolle [224]. In seltenen Féllen
verursachen jedoch auch akute B19V-Infektionen Myokarditiden in Kindern und
Erwachsenen [85-90]. Dariiber hinaus werden haufig B19V-Genome in endomyokardialen
Biopsien von erwachsenen Patienten mit Myokarditis oder dilatativer Kardiomyopathie
ohne Anzeichen von akuten B19V-Infektionen mittels PCR nachgewiesen [56, 57]. Die
klinische Relevanz dieser B19V-Genomlatenz ist bisher unverstanden, da virale DNA auch
in zahlreichen weiteren Geweben in Abwesenheit klinischer Symptome oder aktiver
Virusreplikation mit einer hohen Privalenz gefunden werden kann [54, 58, 59]. So konnte
B19V-DNA bereits im Knochenmark [51, 52], im Synovialgewebe [53], in der Leber [54]
und in der Haut nachgewiesen werden [58, 59]. Der grundlegende Mechanismus der DNA-
Latenz und sein moglicher Einfluss auf pathophysiologische und immunologische Prozesse
ist unklar. Weiterhin ist nicht bekannt, ob das virale Genom spontan reaktiviert werden
kann und so als mogliche endogene Quelle fiir die Produktion des B19V betrachtet werden
muss.

In ersten durchgefiihrten Studien hat man eine Korrelation zwischen der Abnahme der
Viruslast im Myokard und einer Verbesserung der Herzfunktionen beobachtet [92, 225].
Dieser Befund lieB sich jedoch in einer weiteren Studie nicht bestétigen [55]. Bisher wurde
im Myokard von nichtvirdmischen Patienten mit nachweisbarer Latenz von BI9V-DNA im
Herzgewebe keine lokale Virusreplikation oder Proteinexpression als Anzeichen lokaler
Infektionsvorgidnge mittels Immunhistologie gefunden [226]. Aufgrund dieser
widerspriichlichen Ergebnisse sollte im Rahmen dieser Arbeit mit immunologischen
Methoden die klinische und diagnostische Relevanz von nachweisbaren B19V-Genomen
im Herzgewebe von Patienten mit Erkrankungen des Herzens analysiert werden.

Bei 20% aller untersuchten Patienten mit Myokarditis oder dilatativer Kardiomyopathie
und nachweisbaren Mengen von B19V-Genomen im Herzgewebe lieen sich Anzeichen
einer akuten, kiirzlichen oder persistierenden B19V-Infektion nachweisen (Publikation IV).
So wurde bei zwei Patienten mit Myokarditis und einer an dilatativer Kardiomyopathie
erkrankten Person eine aktive Virusreplikation im Blut mittels PCR gezeigt. Zwei dieser
Patienten wiesen klassische serologische Marker einer akuten bzw. persistierenden B19V-
Infektion auf (Antikorper gegen lineare VP2-Epitope bzw. NSI1), bei der dritten Person
dhnelte die virusspezifische Antikorperantwort trotz aktiver Virdmie einer abgelaufenen

B19V-Infektion (Antikérper gegen konformationelle VP2-Epitope). Ob diesem Befund
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eine virale Reinfektion oder eine mogliche Reaktivierung latenter Viren im Gewebe
zugrunde lag konnte nicht detailliert erortert werden. Bei einem weiteren nichtvirdmischen
Patienten mit Myokarditis wurden im Blut Antikorper gegen lineare Epitope des viralen
Kapsidproteins VP2 nachgewiesen. Diese sind hdufig in Personen mit einer kiirzlichen
B19V-Infektion auffindbar [96]. Da diese Antikérper jedoch auch bei 25% der
untersuchten gesunden Kontrollprobanden gefunden wurden, war hier keine eindeutige
Assoziation einer B19V-Infektion mit Myokarditis erkennbar.

Zellulire Immunantworten wurden sowohl in gesunden BI19V-seropositiven
Kontrollprobanden als auch in Personen mit Myokarditis oder dilatativer Kardiomyopathie
mittels ELISPOT detektiert (Publikation IV). Im Unterschied zu seronegativen Probanden
wiesen beide Gruppen signifikant erhohte Anzahlen IFN-y produzierender
antigenspezifischer CD4" Th-Zellen auf. Ahnliche Resultate wurden bereits in ELISA- und
Proliferationsversuchen beschrieben, diese beschrinkten sich aber ausschlieBlich auf
gesunde Blutspender [194-196]. Die Stimulation von Blutzellen mit sowohl B19V/VP2-
und B19V/VPI12-VLP resultierte bei allen Probanden in einer dhnlichen Frequenz von
antigenspezifisch reagierenden T-Zellen, was im Unterschied zur B19V-spezifischen
Antikorperantwort auf eine untergeordnete Rolle der VPlu-Doméne als Zielstruktur der
zelluldren Immunitdt hindeutet. Im Vergleich zu Kontrollprobanden konnte in Patienten
mit Herzerkrankungen eine leicht herabgesetzten Frequenz virusspezifischer T-Zellen
beobachtet werden. Diese kann auf den allgemein schlechten Gesundheitsstatus und/oder
das durchschnittlich hohere Probandenalter zuriickzufiihren sein (Publikation I).
Zusitzliche Untersuchungen ergaben keine Korrelation zwischen der Anzahl
virusspezifischer T-Zellen in Patienten mit Myokarditis oder dilatativer Kardiomyopathie
und der vorliegenden BI9V-DNA Last im Myokard, welche als Anzeichen fiir eine lokale
virale Replikation aufgrund einer endogenen Reaktivierung betrachtet werden konnte.
Wiirden virale Proteine lokal im Gewebe produziert, sollten aufgrund einer
antigenspezifischen Proliferation erhohte Frequenzen virusspezifischer T-Zellen
nachgewiesen werden konnen. Jedoch wurden im Patientenkollektiv keine signifikanten
Unterschiede hinsichtlich der Anzahl B19V-spezifischer T-Lymphozyten in Patienten mit
bzw. ohne einer immunhistologisch bestétigten Kardiomyopathie beobachtet.
Zusammenfassend ldsst sich aus den Ergebnissen folgern, dass in seltenen Fillen eine
Beteiligung akuter B19V-Infektionen an der Entstehung und/oder Aufrechterhaltung von
Herzerkrankungen, insbesondere Myokarditis, in Betracht gezogen werden muss. Jedoch

kann der alleinige Nachweis von B19V-Genomen in Myokardbiopsien ohne weitere
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Anzeichen fiir akute B19V-Infektionen nicht als ausreichend fiir die kausale Beziehung des
Virus in der Krankheitspathogenese angesehen werden. Diese Hypothese wird zusétzlich
durch die Ergebnisse einer bisher unverdffentlichten Studie unterstiitzt, bei der B19V-
Genome mit einer hohen Privalenz von bis zu 98% in Myokardproben von seropositiven
Individuen ohne Myokarditis oder dilatativer Kardiomyopathie zu finden waren (Kuethe

F., Lindner, J., ef al., in Vorbereitung).
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Abstract

Background: Human Bocavirus (HBoV) was recently described as a new member of the
Parvoviridae and is discussed to be associated with respiratory illness in infants. Up to
date, HBoV genomes have been detected in respiratory samples of children with
pulmonary diseases worldwide, while only limited data are available on virus-specific
immunity, mainly due to the lack of recombinant viral antigens.

Methods: HBoV virus-like particles (VLP) were produced in insect cells and characterized
by electron microscopy and CsCl-gradient centrifugation. HBoV VP2-specific antibodies
and CD4" T-helper cell responses were analyzed by ELISA and ELISPOT.

Results: VP2 capsid proteins of HBoV were expressed in insect cells infected with a
recombinant baculovirus and the formation of icosahedral VLP (diameter: 21-25 nm,
sedimentation density: 1.33 g/cm?®) was demonstrated. Significantly increased VP2-specific
interferon-gamma secretion was detected in peripheral blood mononuclear cell cultures of
69 healthy adults found positive for HBoV-specific IgG antibodies as compared to control
stimulations. In parallel, T cell responses against identically expressed parvovirus B19
VP2-VLP were frequently observed in studied individuals without obvious cross-reactions
between HBoV and parvovirus B19.

Conclusions: The data suggest a presence of HBoV-specific immune responses in adults

and strongly support a high prevalence of HBoV among humans.
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Introduction

Human Bocavirus (HBoV), a newly discovered member of the Parvoviridae family, was
recently identified in children and infants with infections of the lower respiratory tract [1].
HBoV represents the second parvovirus currently discussed to cause disease in humans.
Comprehensive phylogenetic analysis of the HBoV genome has revealed a close relation of
HBoV to the canine minute virus and bovine parvovirus, both members of the genus
Bocavirus. Up to date several isolates of HBoV with high sequence homology have been
described [2].

Parvoviruses are small, non-enveloped viruses characterized by linear single-stranded
DNA-genomes between 4 and 6 kilobases. A common feature of parvoviruses is their
exceptional stability and the structural simplicity of the virions [3]. The icosahedral virus
capsids generally consist of two proteins VP1 and VP2, which are sequence identical
except for the amino-terminal domain of VPI1, termed the VP1-unique region, spanning
129 and 227 amino acids in case of HBoV and parvovirus B19 (B19V), respectively [4].
Parvovirus B19 VP2 proteins have been shown to possess all features required for particle
formation. Virus-like particles consisting of VP2 alone or of VP2 and VP1 may be
produced in various eukaryotic expression systems, i.e. recombinant baculovirus or yeast
[5, 6].

HBoV has been a target of epidemiological studies since its initial detection. Up to date,
HBoV was found by PCR-based techniques not only in clinical respiratory samples but
also fecal excretions of young children in Australia, North-America, Asia, Europe, Africa
and the Middle-East, indicating a worldwide distribution of the virus [7-17]. The
prevalence of HBoV-DNA in samples of children and infants with symptoms of respiratory
illness has been found to range between 1.5-18.3% and may vary depending on seasonal
fluctuation and the age of studied patients. Since the majority of epidemiological studies
have been performed retrospectively, HBoV has not been clearly identified as a sole
infectious agent responsible for respiratory diseases. In fact HBoV tends to be linked with
a high rate of co-infections with other respiratory viruses in children, e.g. picornaviruses,
adenoviruses and respiratory syncytial virus. Clinical symptoms associated with HBoV
infections include cough, fever, pneumonia and bronchitis. So far, only single reported
cases of HBoV infections have been observed in mainly immunocompromized adult
individuals [18, 19].

First immunological studies have described the use of recombinant HBoV VP1 protein in

the detection of virus-specific immunoglobulin (Ig) G responses in the Japanese population
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[20]. Thereby, ubiquitous VP1-specific antibody-responses with a seroprevalence of up to
100% were detected in adult individuals and in children (age above 6 years), whereas
seronegative individuals were predominantly found in small children at the age of one
year. No data are currently available on HBoV-specific T cell immunity. Numerous studies
on parvovirus B19 however describe the viral VP proteins as immunodominant targets of
the cellular and humoral immune response [21-24], suggesting a possibly similar role for
the HBoV capsid proteins in virus-specific immunity.

In the present study we describe the recombinant expression and characterization of HBoV
VP2-VLP and their use in the detection of cellular immune responses against HBoV in

healthy adults.

Materials and Methods

Study subjects and serology. A total of 69 healthy caucasians from the South-Eastern part
of Bavaria, Germany (39 male, 30 female, age range: 23-73 years, mean age: 39 years)
were studied for HBoV and B19V-specific T cell responses (Table 1) and for the presence
of virus-specific antibodies by ELISA. For HBoV, 100 ng of HBoV VP2-VLP were coated
on Nunc-Immuno"™ MediSorp™ plates (Nunc GmbH, Wiesbaden, Germany) in phosphate
buffered saline (PBS) overnight at 4°C, washed six times with washing buffer (PBS,
0.05% Tween 20) and blocked with dilution buffer (PBS, 2% Tween 20, 3% FCS) for 1 h
at 37°C. After incubation with serum samples (1:100 in dilution buffer) for 2 h at 37°C, the
plates were washed and an anti-human IgG-specific HRP-coupled secondary antibody
(Dako Deutschland GmbH, Hamburg, Germany) (1:6000 in dilution buffer) was added for
1 h at 37°C. Development was performed using the BD OptEIA™ Substrate (BD
Biosciences, Heidelberg, Germany) according to the manufacturer's instructions.
Parvovirus B19-specific IgG and IgM antibodies were detected in donor sera using a
standardized enzyme-linked immunoassay (ELISA) (Biotrin International, Dublin, Ireland)

and RecomBlot analysis (Mikrogen GmbH, Neuried, Germany).

Generation of a recombinant baculovirus for the expression of HBoV VP2 antigens. A
recombinant baculovirus encoding the VP2 gene of HBoV ST2 isolate was generated using
the Bac-to-Bac Baculovirus Expression System (Invitrogen, Karlsruhe, Germany). Briefly,
the VP2 gene was amplified from a pCR®4-TOPO" vector (Invitrogen) including the
genome sequence of HBoV ST2 (Accession number: NC _007455), generously provided to
us by Dr. Tobias Allander (Karolinska Institute, Stockholm, Sweden) using the primers 5°-
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GAGGAGCGGCCGCATGTCTGACACTGACATTC and 3’-
CCGCCCTCGAGTTACAACACTTTATTGATG with the Phusion High-Fidelity DNA
Polymerase (Finnzymes OY, Espoo, Finland). The amplicon was introduced into the
pFastBacl vector (Invitrogen) by Xhol and Notl restriction sites. The generation of a
recombinant HBoV VP2 bacmid pFastBac/VP2bac and its following transfection into Sf9
insect cells was performed according to the manufacturer’s instructions. The resulting virus
bacVP2/HBoV was amplified in three consecutive passages of infection and subsequently
used for protein production. For the expression of parvovirus B19 VP2 virus-like particles,
the previously established and described recombinant baculovirus bacVP2/B19V was used

[25].

Study subjects  Number HIV control *  HBoV VP2 ® B19 VP2 °
B19 seronegative ®  Number B19 seropositive ® Number
total 69 median: 3+4 20+£20 618 22 38 +32 47
range: 0-18 1-70 1-29 1-159
p-value®: <0.0001 <0.0001
gender
male 39 median: 4+4 17 £17 4+9 12 33+25 27
range: 0-1 1-66 1-29 1-124
p-value®: <0.0001 0.0004
female 30 median: 3+4 35+22 12+7 10 51+35 20
range: 0-18 6-70 2-20 15 - 109
p-value®: <0.0001 <0.0001
year of birth
1980 - 1989 19 median: 4+2 35+£19 127 5 38127 14
range: 1-9 8-67 4-21 5-115
p-value®: <0.0001 0.0095
1970-1979 21 median: 3+3 31+£22 615 11 40114 10
range: 1-11 6-70 1-17 20 -62
p-value®: <0.0001 <0.0001
1960 - 1969 9 median: 2+2 10+ 23 311 3 26 £ 39 6
range: 2-8 1-66 2-4 2-106
p-value®: 0.004 0.2619
1950 - 1959 12 median: 5+5 16 £14 16 £1 2 55+ 49 10
range: 1-18 3-51 26-29 16-159
p-value®: 0.0056 0.6061
1940 - 1949 5 median: 85 20£10 n.d. 0 40 £16 5
range: 0-12 8-30 18 - 58
p-value®: <0.0001 n.d.
1930 - 1939 3 median: 612 17 +4 15 1 27 £20 2
range: 6-10 11-19 13- 41
p-value®: <0.0001 n.d.

Table 1. Antigen-specific IFN-y secretion in HBoV seropositive healthy adults. * The data shown
represent median values of spot forming cells (SFC) per 2x10° PBMC = standard deviation.
Parvovirus B19 serology refers to the presence of virus-specific IgG antibodies in donor serum. ©
Statistical analysis of HBoV and B19V-specific T cell responses was performed in relation to the

HIV peptide or B19V VP2-VLP negative controls, respectively. n.d., not done.

Production and purification of recombinant HBoV virus-like particles. Production of both

HBoV and parvovirus B19 VLP was performed in High-5 insect cells. Cells were cultured
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in Insect-Xpress Medium (Cambrex Bio Science Walkersville Inc., Walkersville, USA),
infected with bacVP2/HBoV or bacVP2/B19V at a multiplicity of infection of 3 and
harvested 72 h post infection. Recombinant VLP were purified by CsCl cushion
centrifugation. A total of 6x107 cells were lysed in 5 ml buffer containing 10 mM Tris/HCI
(pH 7.4), 10 mM NaCl, 15 mM MgCl,, 0.5% Triton X-100 with 40 pl/ml Complete
Protease Inhibitor Cocktail (Roche Applied Science, Mannheim, Germany) and subjected
to repeated freeze-thaw cycles. The precleared lysates were loaded on double cushions
consisting of CsCl-solutions with densities of 1.52 g/cm® and 1.22 g/cm’® in TE-buffer (10
mM Tris/HCI pH 8.7, 1 mM EDTA, 0.5% Triton X-100). Ultracentrifugation was
performed at 100.000xg for 4 h at 10°C without brakes. After centrifugation protein
samples were collected in fractions and subjected to SDS-PAGE and Western blot
analysis. Endotoxin contaminations of antigen-containing fractions were excluded using
the QCL-1000 Chromogenic LAL Endpoint Assay (Lonza GmbH, Wuppertal, Germany)
and determined to be 1.57 EU/mg and 8.2 EU/mg for HBoV and B19V VP2-VLP,
respectively. Characterized antigens were dialyzed against PBS and stored in aliquots at -

80°C. Freeze-thaw cycles of the purified proteins were avoided.

Isolation and culture of human PBMC. Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were
isolated from fresh heparinized blood samples by Pancoll centrifugation (PAN Biotech
GmbH, Aidenbach, Germany) (800xg, 30 min) using Leucosep tubes (Greiner Bio-One,
Frickenhausen, Germany). Cells were washed twice in PBS and cultured in RPMI-1640
medium (PAN Biotech GmbH) containing 2 mM L-glutamine, penicillin (100 U/ml),
streptomycin (100 pg/ml) and 10% heat-inactivated human AB serum (PAA Laboratories,
Linz, Austria) in an atmosphere with 5% CO, at 37°C.

ELISPOT assays. 2x10° PBMC were seeded in four replicate wells on Mahan 4550
MultiScreen® ELISPOT-plates (Millipore, Bedford, MA, USA) previously coated with 5
png/ml of anti-human interferon-gamma (IFN-y) monoclonal antibody D1K (Mabtech,
Nacka Strand, Sweden), stimulated with 5 pug/ml VP2-VLP of either HBoV or B19V and
incubated at 37°C for 60 h. As negative and positive controls, cells were stimulated with 5
ug/ml of human immunodeficiency virus (HIV) p24-derived murine el10F-peptide [26] and
5 ng/ml staphylococcus enterotoxin B (Sigma Aldrich, Hannover, Germany), respectively.
For development, the plates were incubated for 2 h with 1 pg/ml of biotinylated anti-IFN-y
7-B6-1-Biotin antibody (Mabtech) and 1 h with streptavidin-alkaline phosphatase (diluted
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1:1000 in PBS). Staining was performed using the NBT/BCIP Stock Solution (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) in buffer containing 0.1 M NaCl, 0.1 M
Tris/HCI pH 9.5, 0.05 M MgCl,. The number of spot-forming cells (SFC) was counted

under magnification using a Bioreader 2000 (BioSys, Karben, Germany).

T cell depletion assays. Depletion of CD4" or CD8" T cells from donor PBMC cultures
was performed using CD4 and CD8 Dynabeads” (Dynal Biotech ASA, Oslo, Norway). For
control, the purity of depleted cell populations was assessed by staining with the CytoStat®
Multicolor Reagent CD45-FITC / CD4-PE / CDS-ECD / CD3-PC5 (Beckman Coulter,
Krefeld, Germany) and an anti-CD14-PE antibody (BD Biosciences, Heidelberg,
Germany) (data not shown). For analysis, a FACS Epics® XL-MCL flow cytometer
(Beckman Coulter) was used. All experiments were conducted according to the

manufacturer’s instructions.

Statistical data analysis. Serological and cellular responses were statistically evaluated

using the Mann-Whitney U-test for independent samples.

Results

Generation of recombinant baculovirus bacVP2/HBoV for the expression of HBoV VP2
proteins in insect cells. The recombinant baculovirus bacVP2/HBoV encoding the VP2
gene of the HBoV Stockholm 2 isolate (nts 3443-5071) was generated and used for
infection of High-5 cells. In parallel, cells were infected with a previously established
recombinant baculovirus bacVP2/B19V encoding the VP2 protein of parvovirus BI19.
SDS-PAGE studies of bacVP2/HBoV and bacVP2/B19V-infected cells lysed 72 hours
after infection revealed a high-yield expression of the VP2 proteins with an apparent
molecular weight of approximately 62 kDa after coomassie staining (Figure 1A and B,
lanes 1). The identity of both HBoV and parvovirus B19 VP2 proteins was demonstrated
by Western blot analysis using sera from HBoV or B19V IgG seropositive individuals
(Figure 1A and B, lanes 2).

Purification and characterization of recombinant HBoV VP2 virus-like particles. To
analyze whether the expressed HBoV VP2 proteins posses the capacity to spontaneously
aggregate to virus-like particles as shown for the VP2 proteins of numerous parvoviruses,

bacVP2/HBoV-infected High-5 cells were submitted to a procedure previously established
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for the purification of VP2-VLP of human parvovirus B19 [25]. Separation of proteins in
precleared lysates of High-5 cells expressing either HBoV or B19V VP2 by CsCl
ultracentrifugation resulted in pure preparations of VP2 proteins, as shown by SDS-PAGE

and subsequent coomassie staining (Figure 1A and B, lanes 3).

| ——
| —

Figure 1. Production of VP2 proteins of HBoV and parvovirus B19 and the purification of virus-
like particles. SDS-PAGE analysis of lysates of High-5 cells infected with bacVP2/HBoV (A) or
bacVP2/B19V (B), stained with coomassie blue (lanes 1) or analyzed by Western blotting with IgG
derived from HBoV or parvovirus B19 seropositive individuals (lanes 2). Coomassie blue stained
SDS-PAGE of HBoV and B19V VP2 proteins after purification via CsCl ultracentrifugation (lanes
3).

BacVP2/HBoV infected High-5 cells and purified preparations of HBoV VP2 proteins
were submitted to electron microscopy. Analysis of cross sections prepared from
bacVP2/HBoV-infected High-5 cells revealed a high number of particulate structures in
the cytoplasm, suggesting spontancous formation of HBoV virus-like particles in VP2-
expressing cells (Figure 2A). This could be confirmed by electron microscopic analysis of
CsCl gradient fractions in which VP2 proteins could be detected by SDS-PAGE and
Western blot. Here distinct icosahedral capsid structures with an approximate diameter of
21-25 nm (Figure 2B) were detectable. The density of HBoV VP2-VLP was assessed by
ultracentrifugation in continuous CsCl gradients (1.29 g/cm’ to 1.4 g/cm’) for 48 h at

150.000xg and revealed a value of approximately 1.33 g/cn’.
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Figure 2. Electron microscopic analysis of HBoV VP2-VLP. (A) High-5 insect cells were infected
with the recombinant baculovirus bacVP2/HBoV and harvested 72 h post-infection. Ultrathin
sections of the infected cells were examined by electron microscopy. Particulate structures,
representatively marked by arrows, were observed in the cytoplasm. (B) HBoV VP2-VLP purified
from lysates of High-5 cells infected with bacVP2/HBoV by CsCl ultracentrifugation. Fractions
containing VP2 proteins were prepared for electron microscopy by negative staining with 2%

phosphotungstic acid (PTA).

Detection of HBoV- and B19V-specific antibodies. In total, 69 adults were included in the
study and determined to exhibit strong [gG-mediated humoral immune responses against
HBoV VP2-VLP by ELISA (ODss range: 0.248—1.124, median: 0.863; Figure 3). Since
HBoV seronegative individuals have been described and were found predominantly in
infants and young children (< 2 years) [20, 27, Lindner ef al., in preparation], sera of 10
healthy infants (mean age: 11.8 months, age range: 6 — 45 months) without detectable
virus-specific antibodies (ODyso range: 0.017-0.104, median: 0.056) were selected and
representatively included in the study to ensure the specificity of performed serological
analysis. With respect to parvovirus B19, 47 out of 69 volunteers displayed IgG-antibodies
against the VP1/VP2 proteins indicating past B19V infection (Table 1). B19V-specific

IgM antibodies were not detectable in any of the sera.
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Figure 3. Detection of HBoV-specific IgG antibodies in healthy adults. Using VP2-VLP, all 69
studied healthy adult individuals were found positive for HBoV-specific IgG-antibodies by ELISA
(Seropositive). Since seronegative individuals have been predominantly described and could only
be found in young children and infants, a total of 10 representative children (mean age: 11.8
months) were included to ensure the specificity of performed serological analysis (Seronegative).
The cutoff for positive results (dashed line) was defined as the 2.5-fold of the median optical

density (drawn horizontal line) of analyzed infants without HBoV-specific IgG-reactions.

IFN-y mediated CD4" T-helper cell responses against HBoV VP2-VLP in healthy adult
individuals. Since sufficient volumes of blood samples could not be obtained from very
young children, only HBoV seropositive adults were analyzed for HBoV- and B19V-
specific cellular immune responses using the ELISPOT assay. Using PBMC stimulated
with 5 pg/ml of either HBoV or parvovirus B19 VP2-VLP, virus-specific ex vivo IFN-y
immune responses with median values of 20 and 38 SFC/2x10° PBMC were detected in
HBoV and B19V seropositive individuals, respectively (Figure 4). The correlation of the
number of HBoV-specific IFN-y secreting cells with anti-HBoV IgG responses did not
reveal any statistical significance (p=0.5809). For this analysis HBoV seropositive
individuals were subdivided in two groups, characterized by ODysy values either below or
above the median ODysg, respectively. Both groups displayed median numbers of 20

SFC/2x10° PBMC.
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Figure 4. IFN-y secretion in PBMC of adult individuals upon stimulation with HBoV and
parvovirus B19 VP2 capsid antigens. PBMC isolated from blood of 69 HBoV seropositive,
parvovirus B19 seropositive (n=47) or seronegative (n=22) donors were subjected to stimulation
with either HBoV or parvovirus B19 VP2-VLP for 60 h. The HIV p24-derived peptide e10F served
as negative control for all studied HBoV seropositive individuals (HIV control). The data show the
median (drawn horizontal line) and the range of IFN-y SFC values per 2x10° PBMC as detected by
the ELISPOT assay.

No significant IFN-y responses (median value: 3 SFC/2x10° PBMC) were measured
against the synthetic HIV peptide e10F, which was used as control for HBoV stimulations.
Control stimulations of parvovirus B19 seronegative individuals using B19V VP2-VLP
resulted in only background levels of IFN-y secretion (median value: 6 SFC/2x10° PBMC).
To exclude the possibility that cross-reactions between VP2 proteins of HBoV and
parvovirus B19 contributed to the positive test values, HBoV-specific immune responses
were analyzed in dependency of BI9V serology. Thereby, no statistically significant
correlation (p=0.4237) was observed as median values of 17 and 26 SFC/2x10° PBMC
were measured upon HBoV VP2-VLP stimulation in B19V seronegative and seropositive
individuals, respectively.

To associate the HBoV VP2-specific cytokine responses to specific cell populations,

stimulations of PBMC cultures depleted from either CD4" or CD8" T cells were performed
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(Figure 5). In PBMC cultures of five tested HBoV seropositive individuals a substantial
reduction of the median number of IFN-y secreting cells from 21 to 2 SFC/2x10° PBMC
(p=0.0079) was observed after depletion of CD4" T helper cells, while HBoV-specific T
cell responses remained detectable (median value: 18 SFC/2x10° PBMC) after depletion of
CDS8" cytotoxic T lymphocytes (p=0.8413). This suggests a pivotal role of the CD4"

lymphocyte subset in the cellular immune response against VP2 proteins of HBoV.
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Figure 5. HBoV VP2-specific IFN-y secretion in HBoV seropositive individuals after T cell subset
depletion. PBMC of HBoV seropositive individuals were depleted from either CD4" or CD8" T
cells and subjected to stimulation with HBoV VP2-VLP. IFN-y secretion was assessed by the
ELISPOT assay. Values shown represent the median (drawn horizontal line) and the range of SFC

values per 2x10° PBMC of independent stimulations performed on five study subjects.

Correlation of the HBoV VP2-specific immune responses with the age of the study
subjects revealed an age-dependent decrease of the median number of IFN-y secreting cells
from 35 SFC/2x10° PBMC in young individuals born between 1980 and 1989 (age 18-27
years) to 17 SFC/2x10° PBMC in elderly adults born between 1930 and 1939 (age 68-77
years) (Figure 6). In general, females displayed elevated or equal CD4" T cell responses
against HBoV VP2-VLP as compared to males in all age groups. This observation was
most prominent in individuals born between 1970 and 1979 (age 37-28 years) as revealed
by median values of 25 SFC/2x10° PBMC for male and 51 SFC/2x10° PBMC for female
individuals (p=0.0667).
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Figure 6. Age dependent decrease of HBoV VP2-specific IFN-y secreting cells in HBoV
seropositive individuals. HBoV VP2-specific IFN-y responses of all studied seropositive adult
study subjects were correlated with the year of birth and gender of the respective individuals. Data
shown represent median IFN-y SFC values per 2x10° PBMC of study subjects grouped according
to their year of birth.

Discussion

HBoV virus-like particles consisting of VP2 proteins can be produced using the
baculovirus expression system. Similar capacities have been described previously for other
parvoviruses such as parvovirus B19, the canine and the porcine parvovirus [5, 28, 29].
Using electron microscopy and CsCl gradient centrifugation, the HBoV VP2-VLP were
demonstrated to possess a comparable diameter to native HBoV virions [30] and similar
sedimentation densities to capsids of the canine parvovirus [31].

Recombinant VLP represent potent reagents for virological and clinical research and have
greatly contributed to the improvement of sensitive diagnostic tests as well as vaccine
development against many viruses, e.g. the human papillomavirus and hepatitis B virus
[32, 33]. Recombinant VP2 particles are known to be crucial in diagnosis of parvovirus
B19 infections as virus-specific antibodies time-dependently lose their affinity against
linear antigenic regions and get replaced by humoral responses against conformational
epitopes [34]. If similar applications can be established for HBoV VP2-VLP needs to be

assessed in further studies.
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Using HBoV VLP we observed frequent VP2-specific humoral immune responses in
healthy adults, while seronegative individuals were detected predominantly amongst small
children (< 2 years of age) [27, Lindner et. al, in preparation]. This finding is furthermore
strongly supported by recent epidemiological data, which describe the seroprevalence of
HBoV-specific IgG-antibodies to reach up to 100% already during early childhood [20].
Due to the very young age of seronegative individuals it was not possible to obtain
sufficient volumes of blood samples for the analysis of HBoV-specific T-cell immunity.

In seropositive adults, frequent cellular immune responses were observed upon HBoV
VP2-VLP stimulation. Thereby, the median number of IFN-y secreting cells against HBoV
was shown to be slightly lower compared to that observed against VP2 particles of
parvovirus B19, which have been previously shown to serve as targets for [FN-y and IL-10
mediated CD4" T helper cell responses [35, 36]. However, this observation was mainly
based on four study subjects exhibiting high cytokine responses against the parvovirus B19
VP2 proteins. These single high responses might be explained by possible recent B19V
infections or viral restimulation, as the seroprevalence of parvovirus B19 in the German
adult population averages at 77% and therefore acute infections may occur in adults [37].
Compared to synthetic peptide controls, slightly elevated IFN-y responses against B19V
VP2-VLP were observed in seronegative individuals. This suggests that minor unspecific
cytokine secretion may be induced in blood cells by residual pyrogens, e.g. endotoxin,
included in recombinant antigen but not in synthetic peptide preparations [38]. Yet, HBoV
VP2-specific T cell responses were not detected in all studied individuals, as for many
donors only low or undetectable IFN-y secretion was observed, suggesting an antigen-
specificity of the detected T cell responses.

In the study group an age-dependent decrease of HBoV-specific T cell responses was
observed. This might be due to an age-related decrease and impairment of the amount and
functions of virus-specific T cell populations, like it has been described for other viral
infections, e.g. for those with adenovirus [39]. It is furthermore known that active T cell
responses against pathogens undergo confinement to specific memory populations with
increasing time after primary infection in the absence of exogenous restimulation events or
endogenous reactivations of latent viral infections. As all data currently published on the
epidemiology of HBoV strongly suggest that primary infection occurs in the very early
years of childhood [9-17, 20], the time-dependent reduction of virus-specific T cell subsets
might be explained by a lack of frequent pathogen contact. This may be considered as

additional proof for the early time-point of HBoV infection during childhood. Independent
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of age, female individuals showed higher numbers of IFN-y secreting cells than male study
subjects especially in younger individuals, possibly indicating a more frequent spontaneous
viral restimulation, e.g. by increased contact to acutely infected children, resulting in an
overall elevated HBoV-specific cellular immune response. This hypothesis is further
supported by the fact that the most prominent difference in gender-specific cellular
responses was observed in individuals born between 1970 and 1979, an age-group in which
women presumably have most frequent contact to small children. Yet, as no information
on the family status of the study subjects is available, these data will have to be confirmed

by additional epidemiological investigations.
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Abstract

Human bocavirus (HBoV) was recently detected in samples of children and infants with
infections of the respiratory tract. Here we analyze the prevalence of IgG- and IgM-
antibodies against HBoV virus-like VP2-particles in healthy adult blood donors and
children using a newly established standardized enzyme-linked immunosorbent assay.
Virus-specific IgG-antibodies were frequently detected in infants with active viremia and
respiratory illness (10/24, 42%) and in young children without detectable HBoV genomes
in blood (27/52, 52%). In sera obtained from healthy adults, ubiquitous VP2-specific
antibodies were found in 280/299 (94%) cases.

HBoV-specific IgM-antibodies were detected in 10/24 (42%) sera obtained from HBoV
DNA positive children, 6/24 sera (25%) displayed equivocal responses. In contrast, VP2-
specific I[gM were not detectable in samples obtained from 52 children without detectable
amounts of HBoV genomes in blood. Only 2/299 sera from healthy adult blood donors
were found to be IgM positive (1%), equivocal IgM-responses were observed in 9/299
(3%) individuals.

In conclusion a high IgG seroprevalence of HBoV in the adult population was observed,
whereas the presence of virus-specific [gM was associated with viremia. These data show
that ELISA test systems for the detection of HBoV-specific antibodies provide a valuable

tool for serological diagnosis of this new emerging pathogen.
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Introduction

Human bocavirus (HBoV) was recently described as a new member of the Parvoviridae
(3) and currently represents the second parvovirus associated with human disease. Since
it’s detection in 2005 in Sweden, HBoV has quickly advanced to claim its position as one
of the most common and widespread pathogens found in small children and infants with
symptoms of the lower respiratory tract (4,24). The symptoms currently associated with
HBoV infection include wheezing, pneumonia and bronchitis (2). The virus has been
additionally found in fecal samples of children suffering from gastric diseases, yet a
significant association of HBoV with gastroenteritis remains to be proven (1,20,21). In
total, HBoV tends to be associated with a high rate of co-infections (13), e.g. with
respiratory syncytial virus, and thus still needs to be clearly identified as sole infectious
agent of human disease.

Up to date, the diagnosis of HBoV widely relies on the detection of viral DNA by PCR-
based techniques. Thereby, HBoV genomes have been detected mainly in respiratory but
also fecal samples of young children and infants worldwide (5,16-18,24,27,28,32,35,37).
The reported prevalence of viral DNA in these studies differs considerably and has been
described to range between 1.5-18.3% in children suffering from respiratory disease.

As recombinant HBoV antigens have been recently become available, the detection of
HBoV-specific humoral and cellular immune responses moves into the close focus of
immunological and viral research. A high prevalence of antibodies directed against HBoV
capsid proteins VP1 and VP2 has been recently detected in up to 94% of adult individuals
and children older than 2 to 3 years, while seronegative individuals were mainly observed
in infants at an age of one year (10,22). Recent data furthermore describe the frequent
detection of both IgG- and IgM-antibodies in 73% and 49% of children with HBoV
viremia by Western blot analysis, respectively (15).

We have recently described the generation of recombinant HBoV virus-like particles
(VLP) consisting of VP2 capsid proteins (25). These could be shown to display similar
diameters as compared to native HBoV and to VLP from related parvoviruses, such as
parvovirus B19, canine and porcine parvovirus (6,7,14,29). Using HBoV-VLP, we
observed the frequent presence of VP2-specific CD4" T helper cell responses in healthy
adults, supporting a high prevalence of HBoV-specific immunity in the adult population.
All current data on HBoV epidemiology indicate that viral infection occurs very early in
life and allow the assumption that this novel virus is broadly distributed in the human

population. Yet, as only limited data is currently available on the prevalence of HBoV-
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specific IgM- and IgG-antibodies, the aim of our study was to establish a standardized
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for the analysis of virus-specific antibodies

in the German population.

Materials and Methods

Study subjects

A total of 76 serum samples obtained from children were included in the study. 52/76
samples had been collected from children (33 male, 19 female, mean age: 38.02 months,
age range: 1 — 123 months) who had presented as inpatients at the Children’s Hospital St.
Hedwig, University of Regensburg, due to non-infectious diseases (i.e. accidents, bone
fractures) not associated with HBoV infection. In these sera, no viral genomes were
detected by PCR. An additional 24 samples were derived from children (12 male, 12
female, mean age: 27.67 months, age range: 4 — 87 months) with mainly respiratory tract
infections who were determined positive for HBoV DNA (viral load range: 1x10°-1.2x10°
geq/ml) (Karalar et al., submitted). Furthermore, 299 serum samples obtained from healthy
adult blood donors in the region of Miinster, Germany (195 male, 104 female, mean age:

42 years, age range: 19-78 years) were included in the study.

Ethics
The study was approved by the ethical committee of the University of Regensburg (nr.

06/85). Written patient consent was obtained prior to sample processing.

Detection of human bocavirus DNA

Viral nucleic acid was isolated from 200 pl serum using the QiaAmp DNA blood mini kit
(Qiagen, Hilden, Germany) according to the manufacturer's instructions. For real time
TagMan PCR, the following primers and probe were used for amplification of HBoV
genome sequences: Forward primer 5°-CCA CCT ATC GTC TTG CAC TGC-3’ (nts
2586-26006), reverse primer 5’-TTT TCC CCG ATG TAC TCT CCC-3’ (nts 2619-2639),
probe FAM-5’-TCG AAG ACC TCA GAC CAA GTG ATG AAG ACG-3’-TAMRA (nts
2608-2637), positions according to Genbank accession number DQ000496.1. Duplicate
PCR reactions were performed using the TagMan Universal PCR Master Mix (Applied
Biosystems, Weiterstadt, Germany) with 300 nM forward primer, 300 nM reverse primer,
150 nM probe and 200 nM dNTP. An initial denaturation phase of 10 min at 95°C was
followed by 45 cycles at 95°C (15 sec) and 60°C (1 min). In each run, tenfold serial
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dilutions of plasmid DNA (HBoV ST2 isolate (3)) and a negative serum were amplified as
controls and quantification standard. For healthy adults, PCR analysis of HBoV DNA was

performed in pools of each 5 serum samples.

Human bocavirus VP2 virus-like particles

HBoV VP2-VLP were produced as previously described (25). Briefly, High-5 insect cells
were infected with recombinant bacVP2/HBoV baculovirus encoding the HBoV VP2 gene
at a multiplicity of infection of 3 and cultured for 72 h in Insect-Xpress Medium (Cambrex
Bio Science Walkersville Inc., Walkersville, USA) at 26°C. Afterwards cells were lysed in
buffer (10 mM Tris/HCI, 10 mM NaCl, 15 mM MgCl,, 0.5% Triton X-100, pH 7.4)
containing 40 pl/ml Complete Protease Inhibitor Coctail (Roche Applied Science,
Mannheim, Germany) and the lysate was subjected to CsCl ultracentrifugation at
100.000xg for 4 h at 10°C without brakes. After centrifugation samples containing VP2-
protein samples were collected in fractions and dialyzed against phosphate-buffered saline

(PBS) prior to storage at -80°C. Freeze-thaw cycles were avoided.

Detection of HBoV- and B19V-specific antibodies by ELISA

For detection of HBoV VP2-specific IgG and IgM, 100 ng of purified HBoV VP2-VLP
were coated onto Nunc-Immuno™ MediSorp™ plates (Nunc GmbH, Wiesbaden,
Germany) in coating buffer (0.2 M Na,COs, 0.2 M NaHCO;, pH 9.5) overnight at 4°C,
washed six times with washing buffer (PBS, 0.05% Tween 20) and blocked with dilution
buffer (PBS, 2% Tween 20, 3% FCS) for 1 h at 37°C. After incubation with respective
serum samples for 2 h at 37°C, the plates were washed and rabbit anti-human IgG- or IgM-
specific HRP-coupled secondary antibodies were added for 1 h at 37°C (1:6000 and 1:1000
in dilution buffer, respectively; both Dako Deutschland GmbH, Hamburg, Germany). For
analysis of HBoV-specific IgG-subclass responses, HRP-coupled secondary antibodies
specific for IgG-subclass 1-4 (Invitrogen, Karlsruhe, Germany; all 1:100 in dilution buffer)
were used. Development was performed using the BD OptEIA™ Substrate (BD
Biosciences, Heidelberg, Germany) according to the manufacturer’s instructions.

As an international IgG standard for HBoV is not yet available, sera of a healthy adult
male (age: 28 years) and of a boy (age: 22 months) both exhibiting strong HBoV-specific
IgG- and IgM-responses, respectively, were introduced for internal reference in all
performed experiments. Serial dilutions of both reference sera were included in duplicates

on each ELISA plate and appointed a relative unit (RU) value ranging from 4000 RU
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(dilution 1:25) to 3.91 RU (dilution 1:125600). Optical densities obtained for each dilution
were plotted against the natural logarithm of RU, whereupon values in the range between
1000-125 RU reproducibly resulted in a linear plot and were used to define the detection
range for each ELISA. Samples diluted 1:100 that resulted in values exceeding the upper
detection limit (1000 RU) were re-diluted (1:200-1:1000) and the resulting RU values were
extrapolated. Sera with background values below the lower cut-off (125 RU) were
considered negative. Additionally, the 2.5-fold of the median RU value (225 RU for both
IgG- and I[gM-ELISA) of all sera considered as negative for HBoV-specific antibodies was
defined as cut-off for equivocal samples.

Parvovirus B19-specific IgG and IgM were detected in representative donor sera by a

standardized enzyme-linked immunoassay (Mikrogen GmbH, Neuried, Germany).

Detection of HBoV-specific antibodies by Western blot

For the detection of HBoV VP2-specific IgG and IgM by Western blot, aliquots of
solutions containing recombinant HBoV VP2-protein were separated by 12.5% SDS-
polyacrylamide gel electrophoresis and transferred to nitrocellulose membranes (SERVA
Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Germany). The membranes were blocked overnight at
4°C with incubation buffer (PBS containing 5% dry milk and 0.2% Triton-X 100) and
subsequently incubated for 2 h with serum samples diluted 1:50 in incubation buffer. After
intensive washing with PBS containing 0.05% Tween-20, alkaline phosphatase-coupled
anti-human-IgG or -IgM antibodies were added (both Dako Deutschland GmbH, Hamburg,
Germany; 1:1000 in incubation buffer) for 2 h. Development was performed using the
NBT/BCIP Stock Solution (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) in buffer
containing 0.1 M NaCl, 0.1 M Tris/HCI pH 9.5, 0.05 M MgCl,.

Statistical analysis
Statistical analysis was performed using the Mann-Whitney U-test for independent

samples.

Results

Validation of the HBoV VP2 ELISA

In order to asses the reproducibility of results obtained by the HBoV-specific ELISA,
representative sera were tested in five replicates on the same (intra-assay) or on

independent plates (inter-assay). The results were subsequently analyzed for their
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coefficient of variation (CV) by division of the respective standard deviations (SD) by the
replicate RU responses and subsequently multiplied by 100. With regard to the IgG-
ELISA, the intra- and inter-assay variations were determined to be 9% and 11% for 10
positive (median: 839 RU, range: 237 - 1833 RU) and 1% and 10% for 10 negative
samples (median: 94 RU, range: 53 - 123 RU), respectively. The intra- and inter-assay
variations of samples tested for HBoV VP2-specific IgM averaged at 4% and 3% for 5
positive (median: 863 RU, range: 340 - 6416 RU) and at 0.2% and 4% for 10 negative
samples (median: 91 RU, range: 53 - 113 RU), respectively. No significant correlation was
observed between CV-values and detectable titers of HBoV-specific antibodies. In all
replicate experiments performed, the analyzed serum samples were appointed to the same
HBoV IgM- and IgG-serostatus with CV variations below 20%, demonstrating a high
reproducibility of the established ELISA (33).

To exclude possible cross-reactions of HBoV-specific antibodies, parvovirus B19 VP2-
specific IgG were determined for a representative sub-group of adults (n=56, mean age: 39

years, age range: 19-70) and correlated with HBoV-specific humoral immune responses

(Figure 1).
p = 04503
| —— |
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FIGURE 1. HBoV-specific antibody-responses in dependence of parvovirus B19 serology. In order
to exclude possible cross-reactions between antibodies directed against the VP2 proteins of HBoV
and parvovirus B19 (B19V), HBoV-specific IgG were analyzed in representative 22 B19V
seronegative and 34 seropositive individuals. The data show the median (drawn horizontal line) and

the range of relative units (RU) as determined by ELISA.

Thereby, no significant IgG cross-reactions between HBoV and B19V VP2-proteins were

observed, as B19V-seronegative (n=22) and seropositive (n=34) individuals exhibited
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HBoV-specific IgG-responses to similar degrees with median values of 394 RU and 478
RU, respectively. All children who were included in the study did not display IgM-
antibodies against B19V, irrespective of the presence of HBoV-specific IgM. This
indicates that HBoV-specific IgM-antibodies do not cross-react with the VP2-protein of
parvovirus B19. The validity of the established ELISA was confirmed by Western blot
analysis using representative sera previously determined positive, equivocal or negative for
HBoV VP2-specific antibodies (Figure 2). Thereby, 10 IgG and 5 IgM-positive sera with
low titers close to the respective cut-off values were confirmed to contain HBoV VP2-
specific antibodies, while 10 seronegative sera did not react with the viral antigen in
Western blot analysis. Faint VP2-protein bands and/or background reactivity were

observed in 6 of 10 representatively analyzed equivocal samples.

positive  equivocal  negative

lgG -]

ELISA 308 215 70
lgghd -

ELISA 340 151 119

FIGURE 2. Validation of the established HBoV-ELISA by Western blot. Sera which were
previously determined positive, equivocal or negative for HBoV-specific IgG- and IgM-antibodies
by ELISA were used for the detection of the viral VP2 protein by Western blot. The antibody titers

of the shown representative sera are indicated in relative units (RU).

Seroprevalence of HBoV-specific antibodies in adults and children

HBoV-specific humoral immune responses were analyzed in sera from children, either
with or without detectable amounts of HBoV genomes in blood, and from HBoV DNA
negative healthy adults (Table 1). In the group of control children which were treated due
to symptoms not associated with infectious disease, VP2-specific IgG were detected in
27/52 (52%) sera, 4/52 samples were tested equivocal (8%). A total of 21/52 (40%)
children did not display IgG-reactivities against HBoV. 10/24 (42%) and 2/24 (8%) sera
with detectable amounts of HBoV DNA that were derived from children suffering from
respiratory tract disease exhibited positive and equivocal IgG-responses against HBoV
VP2-VLP, respectively. In 12/24 (50%) serum samples HBoV-specific antibodies could

not be observed.
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Children < 10 years

Adults

HBoV DNA negative ? HBoV DNA positive ® HBoV DNA negative *
Negative Equivocal Positive Negative Equivocal Positive Negative Equivocal Positive
IgG ELISA
N 21/52 4/52 27/52 12/24 2/24 10/24 5/299 14/299 280/299
% 40 8 52 50 8 42 2 4 94
Mean Age b 24 40 48.6 26.3 31.5 28.6 37 45 42
AgeRangeb 1-123 7-90 4-120 4-54 29-34 8 -87 21-63 19-70 19-76
Median RU 88 +17 203 £ 17 541 + 377 72 +23 176 + 24 446 + 186 106 £ 12 174 £ 29 914 + 461
RU range 53-119 189 - 225 232 -1777 47 - 123 152 - 199 234 - 834 88 - 123 129 - 219 237 - 1995
IgM ELISA
N 52/52 0/52 0/52 8/24 6/24 10/24 288/299 9/299 2/299
% 100 0 0 33 25 42 96 3 1
Mean Age b 38 n.d. n.d. 274 19.8 32.6 42 47 67.5
Age Rangeb 1-123 7-45 12-30 13-54 19-76 29 - 69 67 - 68
Median RU 94 +7 n.d. n.d. 102+ 12 151 £ 31 1170 £ 1798 93 +18 160 + 26 1046 + 183
RU range 81-120 89-123 134 - 216 340 - 6416 53-125 128 - 207 863 - 1229

TABLE 1. Seroprevalence of HBoV-specific IgG- and IgM-antibodies. *Serum was tested for the presence of HBoV DNA. "Age-specification in months for

children and years for adults.
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IgG-negative individuals were predominantly detected in children at an age of one to 3
years, 66% of all seronegative individuals were found in this age-group (Figure 3). The
presence of viral genomes was most frequent in children at an age between 2 and 3 years.
In contrast, ubiquitous IgG-responses against HBoV VP2 were detected in 280/299 (94%)
healthy adults. In adults, equivocal and negative results were obtained for only 14/299
(4%) and 5/299 (2%) serum samples, respectively. Significantly elevated titers of HBoV-
specific IgG-antibodies (median: 914 RU, range: 237 — 1995 RU) were observed in healthy
adults as compared to children with (median: 446 RU, range: 234 — 834 RU; p=0.0001) or
without (median: 541 RU, range: 232 — 1777 RU; p=0.0001) HBoV DNA in serum.

28 10 11 7 20 299  Individuals
17.9 60 727 28.6 15 0  DNA positive [%]
100 7 B positive
[ equivocal
[ Inegative
80
60
=
40 4
20
o -
1 2 3 4 5-10 19-76

Age [years]

FIGURE 3. Age-dependent prevalence of HBoV-specific IgG-antibodies. The data show the
relative percentages of individuals with positive, negative and equivocal IgG-antibody responses
against HBoV VP2. The percentage of individuals with detectable HBoV genomes in serum in

each respective age group is displayed.

Studies using sera from each four representative healthy adults (mean age: 33.5 years, age
range: 19 — 65 years) and children (mean age: 47 months, age range: 1-123 months), which
were selected due to their elevated HBoV-specific IgG responses, revealed that the
humoral response to HBoV VP2 is predominantly mediated by IgG-antibodies of subclass
1 (IgG;) (p<0.0001 as compared to respective IgG-subclass responses of seronegative
controls) (Figure 4).

IgM-antibodies were detected predominantly in infants with HBoV viremia. Thereby,
positive and equivocal IgM-responses were observed in 10/24 (42%) and 6/24 (25%)

samples, respectively, whereas no HBoV-specific IgM were observed in control children

&3



ANHANG: PUBLIKATION II

(0/52) (Table 1). With respect to adults, 288/299 (96%) individuals were found to be IgM-
negative, while 2/299 (1%) and 9/299 (3%) serum samples presented positive or equivocal

results, respectively.

- __ [
0.0 T T T T
1 2 3 4

IgG antibody subclass

FIGURE 4. Analysis of the IgG-subclass response against HBoV VP2-VLP. Representative sera of
four adults and four children previously found positive for HBoV-specific IgG-antibodies were
analyzed for IgG-subclass responses. Exclusive IgG;-antibodies against HBoV were detected in all
analyzed individuals (p<0.0001) as compared to analysis performed on seronegative children (data
not shown). No significant responses were observed for IgG-subclasses 2, 3 and 4. The data show
the median (drawn horizontal line) and the range of the optical densities (OD) as detected by
ELISA.

Discussion

The VP2 capsid proteins of parvoviruses have been shown to represent a major target for
the humoral immune response. Furthermore, VP2-VLP of parvovirus B19, a related human
parvovirus, are known to include conformational epitopes that are recognized by B19-
specific antibodies (34). First data describe the detection of HBoV-specific antibodies by
Western blot and immunofluorescence assays (10,15). In the present work we established
an ELISA for the detection of HBoV-specific IgG and IgM in human sera based on the use
of HBoV VP2-VLP as coating antigen. The results demonstrated a high reproducibility and
validity and fulfilled the general standards recommended for the establishment of

serological tests (33).
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HBoV VP2-specific antibodies did not recognize epitopes present in B19V VP2 virus-like
particles, excluding cross-reactions between these two parvoviruses infecting humans.
Potential cross-reactions between HBoV and the closely related bovine parvovirus (BPV)
were not analyzed in the present study. BPV-specific IgG have been previously detected in
adults and are thought to be acquired by ingestion of BPV contaminated milk (30). As
children at an age between one and two years often consume bovine milk products, the
observation that HBoV-seronegative individuals are frequent in this age group argues
against the possibility that BPV-specific IgG may have contributed to the positive values
measured in the ELISA. This assumption is furthermore supported by recent data, which
describe no cross-reactivity between BPV- and HBoV-specific antibodies in ELISA
experiments (22).

In total, IgG-antibodies against HBoV were found in a high percentage (94%) of adult
healthy blood donors, suggesting a ubiquitous prevalence of the virus in the population.
Only a limited number of sera were found positive or equivocal for HBoV-specific IgM in
individuals without detectable numbers of HBoV genomes in the blood. Whether these rare
IgM responses are transiently induced in the course of re-exposures to HBoV, possibly via
the contact to infected children, or represent primary HBoV infections in adulthood
remains to be solved.

Seronegative individuals were detected predominantly in children between 1 and 3 years.
A high seroprevalence of 65% was observed in children between 5 to 10 years of age.
These data strongly support previous findings that HBoV infection takes place during the
early childhood (10). They furthermore resemble findings on other respiratory viruses that
cause disease preferentially in infants, i.e. respiratory syncytial virus and metapneumovirus
(19,26). HBoV genomes were detected predominantly in sera of children aged between 2
and 3 years, frequently in combination with virus-specific IgM, suggesting an association
of HBoV-infection with respiratory disease. This is in accordance to previous data that
report the preferential detection of HBoV DNA in children at an age of 2 years (31,38) and
of HBoV-specific IgM in DNA positive individuals (15).

The virus-specific humoral immune response was shown to be mediated by IgG,-subclass
antibodies in adults and children without detectable amounts of HBoV genomes in serum.
This finding is consistent with data describing VP2-specific IgG;-isotypes as main
mediators of the long-term immune response against parvovirus B19 (12). This finding

furthermore supports our previous data on HBoV VP2 serving as a major target for T
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helper cell responses (25), as high levels of IgG; antibodies against parvovirus B19 capsid
proteins are associated with antigen-specific CD4" T lymphocyte reactions (8,11,23).

When tested by Western blot analysis, recent data describe a decrease in the prevalence of
HBoV-specific IgG from 43% to 29% in children aged between 2 and 5 years (15). The
difference to the data presented here may be explained by the assumption that during the
time period of up to six months following acute infection virus-specific 1gG may
preferentially recognize linear epitopes present in denatured VP2-proteins. Subsequently
these antibodies may be replaced by IgG recognizing conformational epitopes present in
particulate VLP. This phenomenon has been described in detail using VP2-VLP and
denatured VP2 antigens of the related parvovirus B19 for the detection of B19V-specific
IgG (9,36). Similar effects in HBoV humoral immunity might render the use of linear
antigens or Western blot analysis unsuitable for the detection of virus-specific past
immunity and furthermore highlight the importance of recombinant virus-like particles in
HBoV-diagnostics. Yet, whether similar effects can be observed for HBoV needs to be
assessed in further comparative serological studies with denatured and native viral

antigens.
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Abstract
Background: Human Bocavirus (HBoV) was recently described as a new member of the
Parvoviridae and suggested to be associated with respiratory and gastric disease in infants

and young children.

Methods: Sera of 357 paediatric patients hospitalized with infectious and non-infectious
diseases were analyzed for the presence of HBoV-DNA and virus-specific antibodies by

quantitative PCR and ELISA.

Results: HBoV seroprevalence was determined to range between 25% in infants younger
than one year of age and 93% in children older than three years. Viral loads ranging
between 1x10°-1.2x10° geq/ml were observed in 6.7% (20/297) of serum samples obtained
from preferentially young children suffering from infectious diseases. HBoV genomes
were furthermore detected in 5% (3/60) of sera collected from individuals with non-
infectious illnesses.

HBoV-DNA was most frequent in patients with respiratory disease (9.6%). Whereas only
5.2% patients with upper respiratory tract disease were viremic, HBoV-DNA was found in
14.6% and 10.0% of patients with lower respiratory tract illness and pneumonia. Acute
HBoV infections were also observed in 7.5% of patients with gastroenteritis and in one
child with inflammatory bowel disease. None of 77 patients hospitalized for various other
infectious diseases (e.g. rash, urinary tract, meningitis) displayed viremia. In 60.9% and

47.8% of DNA-positive children HBoV-specific IgM and IgG was observed, respectively.
Conclusions: The presented prospective study provides comprehensive data on the clinical

association of acute HBoV-infection with respiratory illness and on the seroprevalence of

virus-specific antibodies in children.
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Introduction

Human Bocavirus (HBoV), a recently discovered member of the Parvoviridae family, was
identified in children with infections of the lower respiratory tract and represents the
second parvovirus that causes disease in humans [1, 2]. Comprehensive phylogenetic
analysis of the viral genome has revealed a close relation of HBoV to the canine minute
virus and bovine parvovirus, both members of the genus Bocavirus. Several isolates of
HBoV with high sequence homology have been described [3]. HBoV was detected by
PCR-based techniques not only in clinical respiratory samples but also fecal excretions of
young children in Australia, North-America, Asia, Europe, Africa and the Middle-East,
indicating a worldwide distribution of the virus [4-19]. The prevalence of HBoV-DNA in
samples of children with symptoms of respiratory illness has been found to range between
1.5-18.3% and may vary depending on seasonal fluctuation and the age of the patients. In
children HBoV tends to be linked with a high rate of co-infections with other respiratory
viruses, e.g. with picornaviruses, adenoviruses, respiratory syncytial virus and human
metapneumovirus [20]. A recent study describes HBoV as the fourth most prevalent single
virus after RSV, rhino- and adenovirus in children hospitalized with respiratory disease
[21]. As most of the studies did not include control samples from children without
symptoms indicating the involvement of infections, HBoV has not been clearly identified
as an infectious agent responsible for respiratory diseases.

First studies on the seroprevalence of HBoV have described the use of recombinant VP1
and VP2 proteins and VP2 virus-like particles (VP2-VLP) in the detection of HBoV-
specific IgG in the Japanese, Chinese, Finnish and German population, respectively [22-
25]. Thereby, ubiquitous antibody-responses with a seroprevalence of up to 94%-100%
were detected in adults and in children aged above 6 years, whereas seronegative
individuals were predominantly found in small children around the age of one to two years.
In the current study we present a comprehensive overview on the frequency and impact of
acute HBoV infection in 297 children and adolescents hospitalized with symptoms
indicating the involvement of infectious diseases. In addition, serum samples derived from
60 children were included that were admitted due to various diseases not associated with

infections (e.g. planned surgery, bone fractures, accidents).
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Materials and Methods

Patients

Serum samples were collected from 297 patients (160 male, 137 female, age range: 1-190
months, mean age: 57.4 months) who were admitted to the Children’s Hospital St. Hedwig,
University of Regensburg, during the time period between December 2006 and May 2007.
Follow-up samples were available from 6 children. All individuals were immunocompetent
caucasians with domicile in the city of Regensburg or the surrounding regions located in

the South-Eastern part of Bavaria, Germany.

Controls

Sera from 60 children (38 male, 22 female, age range: 1-194 months, mean age: 77.9
months) were obtained (December 2006 to May 2007). These individuals were inpatients
of Children’s Hospital St. Hedwig, University of Regensburg, due to non-infectious

conditions, i.e. planned surgery, accidents, fractures, growth retardation.

Ethics
The study was approved by the ethical committee of the University of Regensburg (nr.
06/85). Only blood samples that were drawn for diagnostic and/or clinical reasons were

included in the study. Parental consent was obtained prior to sample processing.

Detection of HBoV genomes

Viral nucleic acid was isolated from 200 pl serum using the QiaAmp DNA blood mini kit
(Qiagen, Hilden, Germany) according to the manufacturer's instructions. For real time
TagMan PCR, the following primers and probe were used for amplification of HBoV
genome sequences: Forward primer 5’-CCA CCT ATC GTC TTG CAC TGC-3’ (nts
2586-2606), reverse primer 5’-TTT TCC CCG ATG TAC TCT CCC-3’ (nts 2619-2639),
probe FAM-5’-TCG AAG ACC TCA GAC CAA GTG ATG AAG ACG-3’-TAMRA (nts
2608-2637), positions according to Genbank number DQO000496.1. Duplicate PCR
reactions were performed using the TagMan Universal PCR Master Mix (Applied
Biosystems, Weiterstadt, Germany) with 300 nM forward primer, 300 nM reverse primer,
150 nM probe and 200 nM dNTP. An initial denaturation phase of 10 min at 95°C was
followed by 45 cycles at 95°C (15 sec) and 60°C (1 min). Tenfold serial dilutions of
plasmid DNA (HBoV ST2 isolate, [1]) and a negative serum were amplified as controls

and quantification standard.

92



ANHANG: PUBLIKATION III

Detection of HBoV-specific IgM and IgG antibodies

HBoV VP2-VLP were produced and purified as described elsewhere [26]. For the
detection of HBoV-specific antibodies a recently established ELISA assay based on the use
of HBoV VP2-VLP was used [22]. Briefly, 100 ng of purified HBoV VP2-VLP were
coated on Nunc-Immuno™ MediSorp™ plates (Nunc GmbH, Wiesbaden, Germany) in
coating buffer (0.2 M Na,COs3, 0.2 M NaHCOs, pH 9.5) overnight at 4°C, washed six times
with washing buffer (PBS, 0.05% Tween 20) and blocked with dilution buffer (PBS, 2%
Tween 20, 3% FCS) for 1 h at 37°C. After incubation with respective serum samples for 2
h at 37°C, the plates were washed and rabbit anti-human IgG- or IgM-specific HRP-
coupled secondary antibodies (1:6000 and 1:1000 in dilution buffer, respectively; both
Dako Deutschland GmbH, Hamburg, Germany) were added for 1 h at 37°C. Development
was performed using the BD OptEIA™ Substrate (BD Biosciences, Heidelberg, Germany)

according to the manufacturer’s instructions.

Laboratory analysis of infectious diseases
All patients were routinely tested for infectious agents causing respiratory tract infection
(diagnostic bacterial culture techniques, PCR and serology for diagnosis of respiratory

syncytial virus, Epstein-Barr virus, influenza virus, adenovirus, rotavirus).

Statistical data analysis
All data were statistically evaluated using the Chi-square and the Mann-Whitney U-test for

independent samples.

Results

Description of patients included in the study

297 children and adolescents admitted to a children’s hospital due to symptoms indicating
acute infectious diseases were included in the study. With respect to their clinical
diagnosis, the children were divided into three groups (Table 1): Group A comprised
156/297 patients (52.5%) with diseases of the respiratory tract which were subdivided into
58 patients with symptoms involving the upper respiratory tract (i.e. rhinitis, otitis media,
tracheitis, tonsillitis, cough), 48 patients with symptoms involving the lower respiratory
tract (i.e. bronchitis, bronchiolitis), and 50 patients with pneumonia. 64/297 patients

(21.5%, group B) presented with gastrointestinal symptoms (i.e. diarrhea, nausea,

93



ANHANG: PUBLIKATION III

vomiting). 11 of these were diagnosed with chronic inflammatory bowel disease. The third
patient group (group C) enclosed 77 patients (77/297, 25.9%) with a rather broad range of
infections involving neither the respiratory nor the gastrointestinal tract, e.g. fever, febrile
convulsion, meningitis, encephalitis, urinary tract infection and rash. As respiratory
aspirates were available only from a small subgroup of patients, analysis was focused on
serum samples that were drawn at the time points the patients were hospitalized and tested
for the presence of HBoV-specific humoral immune reactions and viral DNA.
Furthermore, 60 children that presented with diseases not associated with infections were

included into the study.

Age-related prevalence of HBoV-DNA and of HBoV-specific IgM and IgG

For all tested children a seroprevalence of 71.4% (255/357 patients) was observed ranging
from 23% at an age of 7-9 months to more than 90% in children of 31-36 months and older
(Figure 1A). Significant differences between girls and boys were not evident (not shown).
A reduction of seroprevalence from 78% to 23% was observed in children up to an age of
7-9 months. In parallel, the median IgG titers declined from 741 relative units (RU) to 65
RU (Figure 1B). As in these age-groups acute HBoV infections were only occasionally
observed (Figure 1C), the detected IgG mainly represent maternal antibodies. Starting with
an age of 25 months rising values of both seroprevalence and IgG-titers were observed as a
consequence of the accumulating numbers of acute HBoV infections occurring in children
aged between 13 to 30 months (Figure 1A, C).

HBoV genomes were observed preferentially in sera from patients younger than 30
months. In older patients only sporadic HBoV-infections were observed (Figure 1C).
Whereas the mean age of all patients was 67.7 months, patients with acute HBoV infection

displayed a lower mean age of 24.9 months (Table 2).

Viral genomes and HBoV-specific IgM and IgG antibodies in patients and controls

Viral genomes indicating acute HBoV-infection were detected in 20 of 297 patients (6.7%)
and 3 of 60 controls (5.0%) (Table 1). While these overall percentages were rather similar,
differences became evident after correlating patient groups A, B and C with markers for
acute HBoV infection: In the serum samples derived from 15/156 (9.6%) patients of group
A (patients 1-15) presenting with symptoms of respiratory tract disease, HBoV genomes
were detectable with virus loads varying between 10°-10° geq/ml and 1.2x10° geq/ml
(Tables 1, 3).
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Figure 1: Seroprevalence (A), median HBoV IgG-titers (B) and DNA-prevalence (C) in children
and adolescents. The numbers given above the columns representing the data obtained for various
age-groups in parts A and C indicate the number of individuals with positive results in relation to

that of all individuals tested.

Follow-up samples were available for patient 10, a girl suffering from bronchitis. The
reduction of the virus load from 1.9x10° to 4.6x10° during a time period of three days was
observed in combination with rising amounts of VP2-specific IgM antibodies (Table 3).
The prevalence of HBoV-DNA in serum was highest in children suffering from diseases of
the lower respiratory tract (7/48, 14.6%) and from pneumonia (5/50, 10.0%) as compared
to upper respiratory tract disease (3/58, 5.2%) (Table 1).

95



ANHANG: PUBLIKATION III

Clinical course/ Number Mean age
symptoms of patients  (months)
Infectious diseases 297 57.4
A. Respiratory tract 156 40.5
upper respiratory tract (rhinitis, 58 48.3
otitis media, tracheitis, tonsillitis)
lower respiratory tract (bronchitis, 48 20.1
broncheolitis)
pneumonia 50 51.8
B. Gastrointestinal tract 64 68.5
diarrhea, nausea, vomiting 53 58.4
chronic inflammatory bowel disease 11 117.5
C. Others (fever, febrile convulsion 77 82.7

urinary tract, exanthema,
meningitis, encephalitis)

Non-infectious diseases (bone fracture, 60 77.9
growth retardation, planned surgery)

Total 357 67.7

Age range HBoV VP2- HBoV-DNA
(months) specific 1gG

1-190 209/297 70.3% 20/297 6.7%
1-178 95/156 60.9% 15/156 9.6%
1-178 36/58  62.1% 3/58 5.2%
1-95 24/48  50.0% 7/48 14.6%
5-167 35/50  70.0% 5/50 10.0%
1-173 49/64 76.6% 5/64 7.8%
1-161 38/53  71.7% 4/53  7.5%
41-173 11/11 100.0% /11 9.1%
4-190 65/77 84.4% 0/77 0.0%
1-194 44160 73.3% 3/60 5.0%
1-194 255/357 71.4% 23/357 6.4%

Table 1: HBoV-specific IgG-antibodies and viral DNA present in serum samples of patients and controls. he number of patients in which specific antibodies or

viral DNA could be detected is shown for each subgroup.
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With respect to patients of group C (other infections, 0/77) and those with non-infectious
diseases (3/60, 5.0%) the frequency of acute HBoV infection was significantly elevated in
patients with lower respiratory tract disease and pneumonia (Table 4). Co-infections with
other pathogens were observed in patient 4 (respiratory syncytial virus) and patient 12
(Streptococcus A). Acute HBoV infection with rather low virus loads of 1x10? to 3.3x10°
geq/ml was also observed in 5/64 patients (7.8%) with gastroenteritis, one of these cases
was diagnosed as chronic inflammatory bowel disease. In patients 16-18 with
gastroenteritis, rotavirus infection was diagnosed in addition to HBoV.

With the exception for patients with lower respiratory tract disease, the mean age of the
HBoV-DNA positive patients was lower as compared to that of all patients of the
individual groups (Table 2). This tendency was most evident in children with
gastroenteritis (group B) with a mean age of 58.4 months for all patients and of 15.5
months for HBoV-infected patients. While young children preferentially presented with
gastroenteritis or respiratory tract symptoms, particularly pneumonia was the lead

diagnosis of children infected at an age of 22 months and above.

Patients Mean age of Mean age of
all patients HBoV DNA-positive
(months) patients (months)
Total 67.7 24.9
Infectious diseases 57.4 22.5
A. Respiratory tract 40.5 22.1
Upper respiratory tract  48.3 20.6
Lower respiratory tract  20.1 18.7
Pneumonia 51.8 31.0
B. Gastrointestinal tract 68.5 20.6
Gastroenteritis 58.4 15.5
Non-infectious diseases 77.9 40.3

Table 2: Mean age of the studied patient groups.

In children with non-infectious diseases, HBoV genomes were detectable in three patients:
one newborn boy (patient 21) suffering from hematemesis, one girl (patient 22) presenting
with atonic seizures and a boy with a submandibular gland abscess (patient 23).
Respiratory or gastrointestinal symptoms that possibly took place in the weeks before were

not reported.
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Patient

Group A

O OWoo~NO O b~ wWnN -

[EEN
<

11
12
13
14
15

Group B
16
17
18
19
20

Age (months) Clinical course

/Sex

18/f
22/
22/m

4/m
12/m
12/m
17/m
27/m
29/m
30/f O*
30 +2%
30 +3%*

15/f
18/f
29/f
42/f
S5U/f

8/f
12/m
13/m
29/m
41/m

109G
fever, rhinitis, cough positive
acute tracheitis positive
otitis media positive
acute bronchitis negative
bronchitis, otitis media negative
bronchitis negative
spastic bronchitis negative
bronchitis positive
peribronchitis, otitis media negative
bronchitis negative
bronchitis negative
bronchitis negative
bronchopneumonia negative
pneumonia, respiratory insufficiencynegative
bronchopneumonia weakly pos.
pneumonia negative
atypical pneumonia negative
gastroenteritis positive
gastroenteritis positive
gastroenteritis positive
gastroenteritis, diarrhea positive
inflammatory bowel disease positive

HBoV serology

IgM

weakly pos.
weakly pos.

positive

negative

weakly pos.

negative
positive
positive
negative

weakly pos.

positive
positive

negative

weakly pos.

negative
positive
positive

negative

weakly pos.

positive
positive
positive

HBoV-DNA Co-infection
(geg/ml)

10%-10°
1.8x10°
1.6x10°

1.0x10?
1.9x10°
3.1x10°
1.2x10°
1.8x10°
2.3x10*
1.9x10°
1.1x10°
4.6x10°

5.6x10*
2.2x10°
10%-10°
1.0x10°
1.1x10°

10%-10°
10%-10°
10%-10°
3.3x10°
10%-10°

Strep A

rotavirus
rotavirus
rotavirus

Table 3: Individual data of patients with acute HBoV infection. * Follow-up samples of patient 10 were taken 2 and 3 days after the first sample, respectively.

RSV: respiratory syncytial virus.
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HBoV-specific antibodies

IgG against HBoV VP2-VLP were detected in all patient groups irrespective of the disease
pattern. Overall 255/357 children were IgG positive: 209/297 (70.3%) of patients with
infections and in 44/60 (73.3%) of patients with non-infectious diseases (Table 1). The
seroprevalence ranged from 50% in patients with lower respiratory tract disease to 84.4%
in patient group C.

The majority of HBoV DNA-positive patients (14/23, 60.7%) produced virus-specific IgM
antibodies as an additional marker for acute infection: 9/23 patients (39.1%: nrs. 3, 7, 8§,
10, 14, 15, 18, 19, 20) were tested positive for VP2-specific [gM; furthermore 5/23 patients
(21.7%: nrs. 1, 2, 5, 12, 17) displayed weakly positive values for IgM (Table 3). VP2-
specific IgG was observed in 11/23 patients with acute infection (47.8%, nrs. 1-3, 4, 16-21,
23), borderline results were obtained in 2/23 patients (nrs. 13, 23). In 8/23 patients (34.8%)
IgG was detected in combination with positive or borderline IgM values (nrs. 1, 2, 3, 8, 7-

20).

Patients (group C) Patients with
Other infectious disease ~ non-infectious

diseases

Patients (group A)

Respiratory tract disease p=0.00491 p=0.27165
Upper respiratory tract  p=0.04357 p=0.96600
Lower respiratory tract  p=0.00056 p=0.08776
Pneumonia p=0.00699 p=0.38904

Patients (group B)

Gastrointestinal tract disease p=0.01251 p=0.52407
Diarrhea/nausea p=0.01434 p=0.57511

Table 4: p-values describing the significancies of acute HBoV infection in patients (group A and B)

as compared to patients of group C and patients with non-infectious conditions.

Discussion

HBoV genomes have been detected in respiratory tract samples of children worldwide
mainly in retrospective analyses [7, 9, 13, 15, 27]. Until recently the serodiagnosis of
HBoV infection was not possible due to the lack of suitable antigen preparations. Based on

recombinant HBoV VP2-like particles HBoV-specific T-helper cell reactions have been
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detected in adults [26]. Furthermore, an ELISA was established based on HBoV VP2-VLP
that resulted in the detection of HBoV-specific IgG and IgM in 94% and 1% of adult
healthy blood donors in Germany, respectively [22]. These data point to the ubiquitous
prevalence of HBoV infection in the population and to a seroconversion in childhood.

In contrast to others we did not use respiratory aspirates for analyzing the association of
acute HBoV-infection with disease. This decision was based on two major reasons: (I)
HBoV is closely related to bovine parvovirus (BPV) and canine minute virus (CaMV). In
general, acute BPV and CaMV infections are known to be associated with viremia; the
respective viruses have been shown to be present in blood and in various organs and
tissues in infected calves and dogs [28-30]. (II) Respiratory aspirates were not routinely
obtained from all patients with respiratory disease; they were not available at all from
children suffering from non-respiratory disease. Therefore we preferred the analysis of
serum samples derived from 357 children and adolescents which presented with symptoms
of various infectious and non-infectious diseases for HBoV-specific IgG and IgM
indicative for acute and past HBoV-infection in combination with a PCR assay for the
quantification of HBoV genomes. In this cohort 88% of children aged between 30 and 194
months displayed HBoV VP2-specific 1gG as a serological marker for previous HBoV
infection. This value is consistent with data observed by others in German and Japanese
adults [22, 25] and indicates that the incidence of HBoV infection is highest among young
children. This assumption was confirmed when analyzing serum samples from children
aged between 10 and 30 months by PCR: 16 out of a total of 23 DNA positive patients
(69.6%) belonged to this age group. As HBoV-specific IgM could be detected in almost
70% of the DNA-positive patients, these individuals display the characteristic markers for
acute viral infections. In newborns and young children up to an age of 9 months HBoV-
DNA was detectable only in three patients. This low incidence is probably due to the high
prevalence of maternal IgG protective against acute HBoV infection. Together with
declining concentrations of maternal IgG a rising incidence of HBoV infection was
observed. Children at an age between 31 and 36 months displayed high titers of HBoV-
specific IgG (Figure 1B). This is consistent with data from the related parvovirus B19,
where antiviral IgG reaches highest values in the weeks and months directly following the
acute infection and declines afterwards [31, 32]. Also for HBoV declining titers were
found in the age-groups between 30 and 194 months. As a consequence of the increasing

values of IgG titers and seroprevalence acute HBoV infections were rare in children older
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than 30 months: Only 4 of 217 (1.8%) individuals showed markers of acute HBoV
infection.

With respect to distinct patient groups we observed the highest rate of acute HBoV
infections in children presenting with symptoms of lower respiratory tract infection and
pneumonia. The samples were collected at the time point of the children’s admission to the
hospital irrespective of the different stages of acute HBoV-infection. This procedure may
explain that HBoV-specific IgM and/or IgG were not detectable in all samples from DNA-
positive children likewise. As compared to patients with other infectious diseases (group
C) this enhanced rate of acute HBoV infection was highly significant. In contrast to other
reports co-infectious agents were only observed in two HBoV DNA-positive patients: RSV
infection was diagnosed in a 4 month old boy with acute bronchitis and streptococci A
infection in a girl suffering from pneumonia (Table 3). This is particularly surprising as
RSV-infections were the main cause for bronchitis and pneumonia in patients belonging to
group A (data not shown). The low rate of observed co-infections may be due to the focus
of our study on the exclusive analysis of serum samples that were drawn at the time point
of the patients’ admission to the clinic. In the case of pathogens causing systemic
infections associated with respiratory tract disease testing of sera for the presence of virus
and of antiviral immune reactions represents a more reliable diagnostic marker as
compared to the analysis of respiratory aspirates. The use of highly sensitive PCR methods
for the detection of viral and/or bacterial nucleic acids in respiratory samples from
hospitalized children may render positive results due to aerogenic contaminations or
nosocomially transmitted co-infections. These are frequent in paediatric wards, particularly
during epidemic phases of respiratory infections in winter and early spring time. Belonging
to the Parvoviridae, HBoV has to be assumed as an extremely stable and resistant
pathogen against disinfectants and heat treatment [33-35]. This property may facilitate
nosocomial transmissions between children.

In addition to patients suffering from respiratory tract illness, acute HBoV infection was
observed young children presenting with gastroenteritis (mean age 15.5 months). In 3 out
of four children, rotavirus co-infection was observed together with HBoV. A recent
publication describes the occurrence of HBoV in stool samples of children with acute
gastroenteritis [36]. Similarly to our results a high rate of co-infections with rotavirus was
reported. Therefore causative role of HBoV with acute gastroenteritis remains unclear.
Acute HBoV infection (IgM/IgG positive, DNA positive) was also observed in a boy

presenting with an acute episode of an underlying chronic inflammatory bowel disease.
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Markers for acute HBoV infection were not observed in any of the children presenting with
symptoms for other infectious diseases (group C). When analyzing children with non-
infectious diseases low amounts of HBoV genomes were detectable in 3 patients.
Symptoms neither for respiratory nor for gastrointestinal tract diseases were recallable in
any of these cases. Together with the high HBoV seroprevalence in older children and
adults this observation indicates that HBoV infections may be frequently associated
without illness or with mild symptoms not requiring hospitalization.

In conclusion our data show that acute HBoV infection is most frequent in young children
at an age between 10 and 30 months. The acute infection may be associated with lower
respiratory tract disease but also with diarrhea and gastroenteritis. Together with reports
from other groups our data indicate HBoV as new infectious agent in the growing groups
of viruses and bacteria causing respiratory and gastrointestinal tract disease in young

children.
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Abstract

Background: Parvovirus B19 (B19V) genomes are frequently detected in endomyocardial
biopsies (EMBs) from patients with acute myocarditis (AMC) and dilated cardiomyopathy
(DCM), but also in various healthy tissues. The clinical relevance of these genomes is

unclear.

Objectives: To investigate potential pathogenic influences of BI9V-DNA in EMBs, we
comparatively analyzed B19V-specific adaptive immune responses in AMC/DCM patients
and healthy controls.

Study design: 15 AMC/DCM patients and 51 controls were analyzed by ELISA, Western
blot, gPCR and ELISpot-assays.

Results: B19V-DNA in EMBs ranged between <100 and 1.2x10° geq/pug genomic DNA.
Acute B19V-infection was determined in 3 patients. In patients, slightly lower levels of
B19V-specific T-cells were observed as compared to the controls, no differences were
observed in virus-specific serology. Viral DNA-load in EMBs could not be correlated to
the number of B19V-specific T-cells. No differences in T-cell response, viremia and/or
serological markers indicative for viral pathogenesis were observed in patients with

inflammatory cardiomyopathy.

Conclusions: Discrepancies in B19V-specific adaptive immunity were not observed in
AMC/DCM patients as compared to healthy controls. The data indicate that the exclusive
detection of BI9V-DNA in EMBs is not sufficient to associate B19V with AMC/DCM but
should be complemented with additional virological and immunological parameters in

further studies.
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Introduction

Viral infections of the heart are considered as likely causes of acute myocarditis (AMC)
and dilated cardiomyopathy (DCM), since viral genomes can frequently be detected in
endomyocardial biopsies (EMBs) '”. Parvovirus B19 (B19V) genomes are frequently
detected in various tissues and organs of healthy and diseased individuals, e.g. in the bone

8-11

marrow, synovium, liver, and skin " ". In myocardial tissues, BI9V-DNA loads ranging

between 10 and 10° genome equivalents (geq) per microgram genomic DNA have been

12,13

reported in patients with heart disease , often in combination with genomes of further

. . . 413,14
cardiotropic pathogens, e.g. enteroviruses ™'

. The biological and clinical relevance of
the presence of BI9V-DNA in EMBs remains incompletely understood. It has been linked
to diastolic and endothelial dysfunction in heart failure patients and to progressive cardiac
dysfunction in chronic DCM patients *'*''°, however, its prognostic value is controversially
discussed '°.

B19V-infections are common with a seroprevalence of up to 80% in the elderly .
Associated symptoms include the childhood disease erythema infectiosum and a broad
range of illnesses in adults, including transient arthritis, hepatitis, encephalitis '*"°.
B19V-specific adaptive immune reactions have been characterized in patients with various
diseases, but not AMC or DCM. In acutely infected individuals, IgM and IgG against the
structural proteins VP1 and VP2 are frequently observed, with IgG preferentially
recognizing linear epitopes as present in denatured VP2-proteins *°. With increasing time
following acute infection, these antibodies are replaced by IgG directed against
conformational epitopes present in VP2 virus-like particles (VLP). Antibodies against the
NS1-protein have been frequently detected in individuals with persistent B19V-infections
2122 Current knowledge on T-cell mediated immune responses against B19V is limited. In
individuals with past B19V-infections CD4" and CD8" T-cell responses against the viral
structural and non-structural proteins have been described 2. Yet, only limited data are
available on the impact of these responses on viral persistence and the pathogenesis of
B19V-induced diseases.

The aims of this study were to investigate whether adaptive immune responses in
AMC/DCM patients with detectable B19V-genomes in EMBs are different from those

observed in healthy individuals, and whether the strength and type of the reaction correlate

with B19V viral loads in EMBs.
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Materials and Methods

Study subjects and clinical diagnosis.

15 patients (1 female, 14 males, age range: 25-70 years, mean age: 53.2+12.1 years)
presenting with AMC or DCM and detectable amounts of BI9V-DNA in EMBs were
investigated (Table 1). Patients with further detectable viral genomes in EMBs, i.e.
enterovirus, human herpes virus type 6, adenovirus, Epstein-Barr virus, were excluded
from this study. None of the patients were under immunomodulatory treatment.

AMC was clinically suspected in 8 individuals (1 female, 7 males; age range: 24-65 years;
mean age: 49.6+12.8 years), while DCM was clinically suspected in 7 patients (all males;
age range: 42-69 years; mean age: 57.4+10.6 years) [4, 5, 27-30]. AMC patients had a
significantly shorter clinical history duration (1.44+2.1 months before EMBs obtainment) as
compared to DCM patients (14.2+11.9 months; p=0.01).

The clinically suspected diagnosis of DCM was based on significantly impaired LVEF
(LVEF<45%) and/or dilated LV in association with heart failure symptoms. LVEF was
significantly more depressed in DCM (36.1+8.4%) as compared to AMC (48.6+10.7%)
patients assessed by LV angiography (p<0.05) and by echocardiography using the
modified Simpson’s approach (DCM: 36.7+8.8%; AMC: 49.5£12.1%; p<0.05).
Furthermore, DCM patients had significantly more pronounced echocardiographic LV
dilatation parameters (LV end-diastolic diameter: DCM: 64.6+8.5; AMC: 54.4+6.0 mm;
LV end-systolic diameter: DCM: 47.9+£9.7; AMC: 36.3+4.9 mm; p<0.05).

Controls
Serum and blood samples from 51 healthy Caucasian adults (27 females, 24 males, age
range: 23-73 years, mean age: 35+10.2 years) served as controls. No EMBs were available

from control individuals due to obvious ethical restrictions.

EMBs obtainment and evaluation

EMBs obtainment and detection of B19V-genomes in sera and EMBs were performed as
described previously ****'*_ The histological evaluation of EMBs did not confirm active
or borderline myocarditis according to the Dallas criteria **. The immunohistological

detection of intramyocardial inflammation (DCMi) was conducted as described elsewhere
28,35
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Time between Increased

Patient  Sex (Aegfs) CSD DiEMn%Zis co%hlleafint deco(r:narglnascation Air;]tfee(ﬁidoennt disease and Troponin ECG alterations L(\é/E)F L(\r/nEn?)D
y 9 P P EMB (months) T °
. SR, STElev |,
PI  male 44  AMC-ACS DCMi(+) AP No no 0.03 Yes VL V25 37 47
SR, STElev |,
P2 male 24  AMC-ACS DCM(-) AP No RTI 0.03 Yes VL, VAV 59 53
P3 male 42 DCM DCMi (+) D No no 26.7 No SR, normal 37 60
P4  male 55 DCM DCMi(+) D,P Yes no 13.7 No Afib 26 79
P5 male 69 DCM DCMi (+) D No no 27.3 No  Afib. ”igvTFW AL 43 56
P6 female 49  AMC-ACS DCMi(+) AP No RTI 0.03 ves ~ SRSTEeVLIL 5 5
P7 male 55 DCM DCMi (+) D No no 24.2 No SR, negTW I Il 35 62
P8 male 59 AMC-DLVF DCMi(+) D,P Yes no 2.17 No Afib 35 54
P9 male 69 DCM DCM (-) D,P Yes no 2.0 No Afib, LBBB 24 73
P10  male 64 DCM DCMi (+) D No no 0.6 No SR, LBBB 43 57
P11 male 47 DCM DCM (-) D Yes no 4.9 No SR, normal 45 65
P12 male 65 AMC-ACS DCM (-) AP No GITI 6.1 Yes SR STaE\’/?:p AL e 47
P13 male 53 AMC-ACS DCM() AP,D No no 2.0 Yes SR, LBBB 47 680
P14 male 58 AMC-DLVF DCMi(+) D,P No GITI 0.5 No SR, VTach 43 58
P15 male 44  AMC-DLVF DCMi(+) D No RTI 0.23 No SR sg?/er WAL 45 64

Table 1. Clinical characterization of patients presenting with AMC and DCM. CSD: clinically suspected diagnosis (AMC: acute myocarditis; DCM: dilated
cardiomyopathy). ACS: acute coronary syndrome. DLVF: depressed left ventricular function. AP: angina pectoris. D: dyspnea. P: palpitations. DCM (+/-):
immunohistologically detected inflammatory DCM. RTI: respiratory tract infection. GITI: gastrointestinal tract infection. ECG: electrocardiography. SR: sinus
rhythm, STElev: ST-segment elevation. STDep: ST-segment depression. negTW: negative T-waves. LBBB: left bundle branch block. Afib: atrial fibrillation.
VTach: ventricular tachycardia. LVEF: left ventricular ejection fraction, determined by LV angiography. LVEDD: left ventricular enddiastolic diameter,

determined by echocardiography.
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Serological analyses
Sera were analyzed for B19V-specific antibodies by ELISA (Biotrin International, Dublin,
Ireland) and recomLine® (Mikrogen GmbH, Neuried, Germany) .

Detection of B19V-specific CD4" T helper cell responses

B19V-like particles consisting of VP2 proteins (VP2-VLP) or both VP1 and VP2 proteins
(VP1/2-VLP) were produced and purified as described previously -, The detection of
B19V-specific IFN-y mediated T-helper cell responses was performed by ELISpot 2.
Briefly, 2x10° peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were seeded on ELISPOT-
plates (Millipore, Bedford, MA, USA) previously coated with 5 pug/ml of anti-human-IFN-
vy monoclonal antibody DIK (Mabtech, Nacka Strand, Sweden) and stimulated with 5
ug/ml of VP2-VLP and VP1/2-VLP. As controls, cells were stimulated with 5 pg/ml of an
irrelevant human immunodeficiency virus peptide and 5 ng/ml staphylococcus enterotoxin
B (Sigma Aldrich, Hannover, Germany) **. For development, the plates were incubated
with 1 pg/ml of biotinylated anti-IFN-y 7-B6-1 antibody (Mabtech) and with streptavidin-
alkaline phosphatase. Staining was performed using the NBT/BCIP Stock Solution (Roche

Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany).

Ethical consent
These investigations were approved by the ethics committees of the Charité
(Universitdtsmedizin Berlin, Sonderforschungsbereich TR19) and the University of

Regensburg, Germany (Nr. 05/152). Informed consent was obtained from all patients.

Statistical analysis
Statistical analysis was performed using the Students-t test, the Mann-Whitney U-test for
independent samples and the Pearson’s r-test. A probability value of p<0.05 was

considered statistically significant.

Results

Detection and quantification of B19V-DNA

B19V viral loads ranging from below 100 to 1.2x10° geq/ug genomic DNA (median: 622
geq) were observed in the patients EMBs. In sera obtained from two AMC patients (P14,
P15) and one DCM patient (P11) viral DNA loads ranging between 10°-10° geq/ml were
detected at initial clinical presentation (Table 2). In follow-up samples, BI9V-DNA was
detected in sera of P14 (6.3x10% geq/ml) and P15 (4.4x10° geq/ml). BI9V-DNA was not

detectable in sera obtained from healthy seropositive adults.
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Patients B19V-DNA B19V-specific serology IFN-y secretion®
N Diagnosis EMBs! Serum lgG ELISA [IU] lgG-specificity IgM-ELISA VP2 VP12
Initial  Follow-up Initial Follow-up Initial Follow-up Initial  Follow-up
P1 AMC 1,578  negative negative 223 165 VP2p VP2p negative negative 2 10
P2 AMC 193  negative negative 202 156 VP2p, VP2l VP2p, VP2I negative negative 5 9
P3 DCM 206  negative negative 164 93 VP2p n.p. negative negative 2 2
P4 DCM 622  negative negative 67 31 VP2p VP2p negative negative 16 18
P5 DCM 773 n.p. negative n.p. 48 n.p. VP2p n.p. negative 41 36
P6 AMC 561 negative negative 192 170 VP2p VP2p negative negative 63 51
P7 DCM 4,044  negative negative 211 198 VP2p VP2p negative negative 25 30
P8 AMC 255  negative negative 219 134 VP2p VP2p negative negative 25 15
P9 DCM 127  negative negative 196 215 VP2p VP2p negative negative 13 15
P10 DCM 126  negative negative 176 201 VP2p VP2p negative negative 18 9
P11 DCM 59 10%-10° negative 220 206 VP2p, NS1 VP2p, NS1 negative negative 44 49
P12 AMC 447 n.p. negative n.p. 154 n.p. VP2p n.p. negative 26 18
P13 AMC 2,048 negative negative 79 34 VP2p n.p. negative negative 21 18
P14 AMC 2,096 10%-10° 4,4x10° 218 179 VP2p VP2p negative negative 33 33
P15  AMC 115,091 10%-10° 10-10° 146 274 VP2p, VP2l VP2p, VP2l  positive negative 27 30

Table 2. Results of EMBs diagnostics and of B19V-specific adaptive immune responses. Quantification of B19V genomes in EMBs and serum, and B19V specific
humoral and T-cell mediated response. 'BI9V-DNA in EMBs and in serum as indicated in geq/ug genomic DNA and geq/ml, respectively. B19V IgG titers are
presented in international units (IU). B19V antigen-specific IFN-y secretion indicated in spot-forming cells/2x10° PBMC. n.p.: not performed. IFN-y: interferon-

gamma. VP2p/l: IgG-specificity to conformational (VP2p) and linear (VP21) epitopes of the B19V capsid proteins.
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B19V serology

59% (30/51) of healthy individuals were tested positive for B19V-specific IgG by ELISA,
all were IgM negative. IgG directed against conformational epitopes present in VP2
particles (VP2p) were detectable in all seropositive individuals, whereas antibodies
recognizing linear VP2 epitopes (VP2l) and the NS1-protein were observed in 25% (7/28)
and 11% (3/28) of samples, respectively. The median IgG titer was 224 IU (range: 65-286
1U).

Both the initial and the follow-up serum samples obtained from all AMC/DCM patients
were positive for anti-B19V IgG with median titers of 196 IU (range: 67-223 IU) and 165
IU (range: 31-274 IU), respectively. Statistically significant differences between the
patients and healthy controls were not evident. Furthermore, differences of median anti-
B19V IgG-titers in AMC (initial sera: 202 IU; follow-up sera: 161 IU) and DCM patients
(initial sera: 186 IU, follow-up sera: 198 IU) were not observed. IgG against VP2p were
detected in all initial (13/13) and follow-up (13/13) samples. From two patients (P3, P13),
follow-up serum volumes were not sufficient for recomLine” analysis. VP2l-specific IgG
were observed in both initial and follow-up samples of AMC patients P2 and P15 (15%,
2/13). NS1-specific IgG were present in sera obtained from patient P11 (DCM; 7.7%,
1/13). All AMC/DCM patients except of P15 at initial presentation were anti-B19V-IgM
negative (Table 2). No statistical significance was observed for LVEF (p=0.2256) and
LVEDD (p=0.5714) when comparing AMC/DCM patients with or without indications for

acute or persistent B19V-infection.

Analysis of B19V-specific T-cell mediated immune responses

IFN-y immune responses with median values of 3 and 4 spot-forming cells (SFC)/2x10
PBMC were detected in seronegative healthy adults upon VP2-VLP and VP1/2-VLP
stimulation, respectively (Figure 1). In seropositive controls, significantly increased
respective median values of 32.5 (VP2-VLP) and 40 SFC/2x10° PBMC (VP1/2-VLP) were
observed (both p<0.0001). At the time point of follow-up, increased antigen-specific [IFN-y
secretion as compared to seronegative healthy controls was detectable in AMC patients
with median values of 18 SFC/2x10° PBMC for both VP2-VLP and VP1/2-VLP (both
p<0.05). In individuals suffering from DCM, median values of 25.5 (VP2-VLP, p<0.05)
and 18 (VP1/2-VLP, p=0.0001) SFC/2x10° PBMC were obtained.

No correlation was observed between the BI9V-DNA load determined in EMBs and the
number of antigen-specific IFN-y secreting cells after VP2-VLP (1=0.0479, p=0.8655) and
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VP1/2-VLP (r=0.1387, p=0.6219) stimulation. In B19V-viremic patients, significantly
increased values of IFN-y secreting cells upon VP1/2 (p=0.4417) or VP2 (p=0.3429)

stimulation were not evident as compared to non-viremic individuals.
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120+
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90
80+

70+

60+

i = T [

304

SFC/2x10° PBMC

204

’Z'ééllil*

T | 1 1 I I 1
VP2 VP1/2 VP2 VP1/2 VP2 VP1/2 VP2 VP1/2  Antigen
= = + + + + + + B19V IgG
healthy controls AMC DCM

Figure 1. T-cell responses against B19V capsid proteins VP2 and VP1. PBMC isolated from blood
from 21 and 30 B19V seronegative and -positive healthy individuals and of 15 AMC/DCM patients
were subjected to stimulation with either VP2 or VP1/2 B19V-like particles for 60 h. The data
show the median (drawn horizontal line) and the range of net IFN-y spot-forming cell (SFC) values
per 2x10° PBMC as detected by the ELISPOT assay. B19V IgG: Anti-B19V IgG as detected by
ELISA.

B19V-specific immune responses in immunohistologically confirmed DCMi patients with
B19V genomes in EMBs

Immunohistological evaluation of EMBs confirmed DCMi in 10/15 (67%) of the
investigated patients. The frequency of DCMi markers was statistically not different in
AMC (63%) and DCM patients (71%). Virtually all investigated infiltrate phenotypes and
CAMs showed significantly higher density and expression in EMBs with

immunohistologically confirmed DCMi versus the remaining patients (Table 3).
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Significant differences in T-cell responses upon stimulation with VP2-VLP and VP1/2-
VLP, respectively, were not observed between patients with (25 vs. 21 SFC/2x10° PBMC;
p=0.7233) or without DCMi (24 vs. 18 SFC/2x10° PBMC; p=0.7679).

DCMi (-) DCMi (+)
Phenotype / CAMs p-value
(n=5/33%) (n=10/67%)

CD3/mm? 3.3+2.5 11.5+4.8 0.0035
CD11a/LFA-1/mm® 4.2+2.8 31.4+10.9 <0.0001
CD45R0/mm? 5.3+4.1 21.6+8.0 0.001

CD11b/Mac-1/mm? 20.2+14.8 42.8+14.9 0.0156
HLA class | AF 3.6+2.2 7.8+1.2 0.0003
CD54/ICAM-1 AF 0.7+0.4 2.6+0.9 0.0008
CD106/VCAM-1 AF 0.02+0.01 0.07+0.04 0.0185

Table 3. Immunohistological detection of DCMi in EMBs. Mean cell numbers/mm? in EMBs tissue
and CAMs expression evaluation (unit: area fraction/AF) by digital image analysis in EMBs with
immunohistological proof of DCMi (DCMi (+)) versus DCMi-negative (DCMi (-)) EMBs. The

values are given as means+SD.

Discussion

B19V-genomes have been shown to persist in various human tissues over long periods of
time in the absence of clinical symptoms and productive viral replication *”''*°. The
biological and clinical relevance of B19V-DNA latency in myocardial tissue remains
incompletely understood. Controversial results exist on the prognostic relevance of
detectable amounts of B19V-genomes in EMBs of AMC/DCM *'>!®, Despite these data,
the presence of BI9V-DNA in myocardial tissue is frequently used as diagnostic parameter
for the diagnosis of virus-associated heart disease. In order to investigate the role of B19V
in AMC/DCM in more detail, we analyzed B19V-specific adaptive immune responses in
healthy individuals and patients with detectable B19V-genomes in EMBs **~°.

In 12 of 15 AMC/DCM patients (80%), no indications for acute B19V-infection were
observed. In two AMC patients (P14, P15) and one DCM patient (P11) viremia was
evident in initial and/or follow-up sera, pointing to a potential involvement of the virus in
heart disease in these cases ***. In patient P15, acute B19V-infection was confirmed by

the additional presence of virus-specific IgM and IgG directed against linear VP2-epitopes
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in sera. In patient P11, NS1-specific IgG suggesting prolonged or persistent B19V-
infection, whereas only IgG directed against conformational VP2 epitopes indicating past
immunity were present in P14. Together with the finding that viral DNA loads in EMBs of
these patients were significantly lower as compared to P15, persistent rather than acute
infections was considered *'*.

The analysis of cellular immune responses against viral VP2- and VP1/2-VLP
demonstrated the presence of antigen-specific T-cells in both seropositive controls and
AMC/DCM patients. Despite detectable amounts of BI9V-DNA in EMBs, the number of
IFN-y secreting PBMC was slightly lower in patients as compared to healthy adults. This
may indicate a possible impairment of B19V-specific cellular immunity in AMC/DCM
patients possibly contributing to an increased B19V susceptibility or favor B19V
reactivations and/or re-infections in the myocardium (Figure 1, Table 2). Yet, AMC/DCM
patients might also exhibit decreased cellular immune reactions against pathogens due to
their generally impaired health status or due to their relatively high age. Similar features
have been previously described for CD4" T-cell responses against the closely related
human bocavirus >.

In case detectable amounts of viral genomes in EMBs might reflect local virus replication
and protein synthesis, a boost of antiviral adaptive immune reactions should be expected.
However, a correlation between the B19V-DNA loads in EMBs and increased humoral or
T-cell mediated immune responses was not observed. Signs for inflammatory reactions
(DCMi) were observed in patients P14 and P15 by the immunohistological detection of
CD3" cells infiltrating in cardiac tissue, yet, increased frequencies of B19V-specific T-cells
were not observed.

In summary, we were not able to observe distinct differences in B19V-specific adaptive
immune responses in patients with AMC/DCM as compared to healthy controls. Whereas
viral genomes in EMBs that are combined with productive B19V-infections and viremia
may rarely be associated with acute myocarditis, the data imply that the sole presence of
latent BI9V-DNA in myocardial tissues may be clinically irrelevant and therefore may

possess insufficient diagnostic relevance for the association of B19V with AMC/DCM.
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Abstract
For almost three decades parvovirus B19 has been described
as the only member of the Parvoviridae to infect and cause
ilinessin humans. Thisstatement was correct until 2005 when
a group of Swedish scientists identified a previously unchar-
acterized virus in pools of human nasopharyngeal aspirates
obtained from individuals suffering from diseases of the re-
spiratory tract. Comprehensive sequence and phylogenetic
analysis allowed the identification of the new virusasa mem-
ber of the Parvoviridae. Based on its close relation to the min-
ute virus of canines and the bovine parvovirus, it was named
human bocavirus (HBoV). Since the identification of HBoV, vi-
ral genomes have been frequently detected worldwide in na-
sopharyngeal swabs, serum and fecal samples almost exclu-
sively derived from young children with various symptoms of
the respiratory or the gastrointestinal tract. The detection of
HBoV genomes tends to be associated with elevated rates of
coinfections with further respiratory viruses, e.g. respiratory
syncytial virus or metapneumovirus. First studies on virus-
specific immune responses have described the presence of
ubiquitous humoral and cellular immune reactions against
HBoV in adults and adolescents, indicating a high seropreva-
lence of this new virus in humans.
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Human Bocavirus and the Parvoviridae

The Parvoviridae represent a large family of viruses
thatis divided into two subtamilies, the Parvovirinae and
the Densovirinae. Whereas members of the Densoviri-
nae infect exclusively arthropod and insect hosts, parvo-
viruses known to cause infection in vertebrates are
merged in the Parvovirinae and are further subdivided
into four genera: Parvovirus, Erythrovirus, Amdovirus
and Bocavirus (table 1). Besides HBoV, two additional
parvoviruses, termed parvovirus B19 (B19V) and human
parvovirus (PARV) 4, are currently known to infect hu-
mans. An additional genotype of PARV4, termed PARV5,
has been recently identified [1, 2]. B19V infections fre-
quently result in the childhood rash disease of erythema
infectiosum, transient arthritis and anemia due to the
narrow tropism of BI19V for erythrocyte progenitors of
specific differentiation state. In addition, a broad range
of additional illnesses have been associated with BI9V
infection [3, 4]. In contrast, no distinct clinical symptoms
have been confirmed for infections of PARV4 and
PARVS.

Molecular Characteristics of HBoV

Parvoviruses are characterized by small-sized, icosa-
hedral non-enveloped particles (diameter 20-26 nm), a
linear single-stranded DNA genome, and by their depen-
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Table 1. Taxonomy of the Parvoviridae

Subfamily Genus Human species Veterinary species
Parvovirinae Parvovirus Feline parvovirus
Minute virus of canines
Porcine parvovirus
Minute virus of mice
Bocavirus Human bocavirus Canine minute virus
Bovine parvovirus
Amdovirus Aleutian mink disease virus
Erythrovirus Parvovirus B19 (3 genotypes) Parvovirus of cynomolgus monkeys
PARV4/5 Rhesus parvovirus
Pig-tailed macaque parvovirus
Dependovirus Adeno-associated virus 2/3/5 Adeno-associated virus 1/4
Bovine adeno-associated virus
Densovirinae Densovirus Culex pipiens densovirus
Iteravirus Bombyx mori densovirus
Brevidensovirus Aedes aegyptii densovirus

The taxonomic classification of PARV4 and -5 remains to be confirmed. BPV = Bovine parvovirus.

dence to replicate exclusively in dividing cells. The viral
genome of HBoV encompasses 5,217 nucleotides (Stock-
holm 1 isolate, DQ0O00495) and shows an organization
similar to that of other members of the Parvoviridae with
information for nonstructural and structural proteins in
the 5" and 3" half of the genome, respectively (fig. 1). Sev-
eral isolates of HBoV with high sequence homology have
been described [5]. Herein, the nonstructural genes were
shown to represent conserved regions of the viral ge-
nome, while variations were preferentially observed in
the genes encoding the capsid proteins.

Parvoviruses encode two structural proteins VP1 and
VP2, which are identical in sequence and only differ in
the amino-terminal extension of VP1, termed VPI1-
unique region (VP1u). The size of this domain varies and
encompasses 129 and 227 amino acids in HBoV and
B19V, respectively. In FIBoV and many other parvovirus-
es, e.g. BI9V [6] and the minute virus of canines (MVC)
[7], the VP1u possesses a phospholipase A,-like activity
(PLA3) [8]. This viral PLA; has been shown to be of cru-
cial importance for parvoviral infectivity as it is thought
to mediate the transfer of the viral genome from endo-
cytic compartments to the nucleus of host cells [7]. Dur-
ing productive B19V infection, the enzymeactivity s fur-
thermore associated with the production of anti-phos-
pholipid antibodies [9-11].

Inaddition to the structural components, parvovirus-
es encode a limited number of regulatory nonstructural

Human Bocavirus - A Novel Parvovirus

to Infect Humans
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Fig. 1. Genome organization of HBoV ST1 isolate.

proteins. HBoV and animal bocaviruses generally pos-
sess the genetic information for two nonstructural pro-
teins, NSI and NP1 [12, 13], whereas B19V encodes one
single major nonstructural protein NS1 [14]. Until today,
detailed data on the functional activities associated with
the NS1 and NP1 proteins of HBoV are not available.
However, the NSI protein of human B19V hasbeen shown
to posses numerous regulatory functions such as trans-
activation of viral and cellular promoters and induction
of apoptosis [15-19]. The NS1 protein of HBoV might ex-
hibit similar functions, as multiple conserved domains
can be observed in its amino acid sequence when com-
pared to the NS1 protein of BI9V.

A further common feature of parvoviruses is the ex-
ceptional stability and the structural simplicity of the
small-sized virions (Lat. parvus = small) [20, 21]. Recent-

Intervirology 2008:51:116-122 117
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Table 2. Prevalence of HBoV infection and associated clinical symptoms in young children

Study HBoV Sample Clinical symptoms/diagnosis
subjects DNA,% type
962 0.8 stool acule gastroenteritis
1,435 2.1 stool acute gastroenteritis
257 2.7 RS RTI, fever, cough
540 3.1 RS wheezing, bronchitis/asthma, chronic lung disease
512 39 RS pneumonia
112 45 RS acute RTI
315 4.8 RS acute R'T1
1,265 5.1 RS cough, fever, rhinitis, bronchiolitis, pneumonia
425 5.2 RS RTI, fever, cough, rhinorrhea, diarrhea
733 5.5 RS, stool fever, cough, rhinorrhea, dyspnea, diarrhea
1,474 5.6 RS cough, thinorrhea, fever, diarrhea
318 5.7 RS bronchitis, bronchiolitis, pneumonia, asthma
1,200 6.9 RS upper or lower RT1
252 7 s RS RTI
520 7.7 RS RTI
261 8 RS fever, wheezing, otitis media, cough, sore throat
574 8.2 RS RTI
527 9.1 stool gastroenteritis
835 10.3 RS acute upper and lower RT1
341 11 RS RTI
515 11.3 RS fever, wheezing, bronchiolitis, pneumonia, asthma
231 11.3 RS upper RTI
94 12.8 RS lower RTI
917 134 RS, stoolfurine lower RTI
231 13.8 RS acute wheezing
50 14 RS asthma
312 18.3 RS acute RT1
259 19 RS, serum acute wheezing

Country
of study

Korea [33]
Hong Kong [32]
China [24]
Sweden [12]
Thailand [43]
Switzerland [56]
Australia [66]
Canada [31]
USA [36]
France [26]
USA [39]

Japan [69]
Hong Kong [32]
Thailand [5]
Spain [34]

Iran [28]

UK [44]

Spain [34]
Germany [38]
South Africa [30]
Korea [41]
Israel [48]
Germany [27]
Spain [35]
Korea [40]
France [67]
Jordan [68]
Sweden [25]

RS = Respiratory samples; RTI = respiratory tract infection.

ly, HBoV particles were detected by electron microscopy
in nasopharyngeal aspirates of viremic individuals [22].
Herein and by the recombinant generation of virus-like
particles consisting of VP2 capsid proteins [23] HBoV
was shown to share typical structural characteristics with
other parvoviruses with an approximate capsid diameter
of 21-25 nim.

HBoV Epidemiology

Since its discovery, HBoV has been frequently detect-
ed worldwide in nasopharyngeal, serum, fecal and urine
samples obtained mainly from young children (table 2).
In infants with respiratory tract disease, the prevalence
of HBoV infection has been described to vary consider-

118 Intervirology 2008;51:116-122

ably between 2.7-19% [24, 25], with most virus-positive
individuals being younger than 2 years of age [25-31].
These variations in HBoV prevalence may possibly be
caused by seasonal fluctuations of the infection or by dif-
ferences in populations that were included into the re-
spective studies. In addition, viral DN A has been detect-
ed in 0.8-9.1% of fecal specimens obtained from individ-
uals with acute gastroenteritis [32-34] and in urine
samples [35].

HBoV infections have been predominantly detected
during the winter season [12, 32, 35-38], yet single studies
report increased numbers of HBoV infections in spring
or summer [39-41]. HBoV DNA loads have been de-
scribed to range between <500 to 5.6 X 10'°and <10° to
5.9 x 10° copies/ml in nasopharyngeal aspirates and se-
rum samples, respectively [24, 25, 27]. The fact that HBoV

Lindner/Modrow
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may be routinely detected in sera of infected individuals
indicates the establishment of a systemic infection, like it
is known for most veterinary parvoviruses and BI9V [5,
42).

To date, the majority of performed analyses have fo-
cused on the detection of HBoV DNA in symptomatic
individuals. Therefore, only limited data are available on
the prevalence of HBoV in asymptomatic healthy chil-
dren and adults. Some studies included asymptomatic
age-matched children and HBoV genomes were detected
in 3/280 (1%) and 4/62 (6.5%) of them [Karalar et al., in
preparation; 43]. No viral DNA was observed in 96 healthy
control individuals studied by Kesebir et al. [36].

Clinical Manifestations of HBoV Infection

HBoV infections have been frequently detected in
young children around the age of 2 years with acute dis-
eases of the upper and lower respiratory tract, e.g. pneu-
monia, bronchiolitis and wheezing (table 2). Lung infil-
trates and abnormal radiologic findings indicating lower
respiratory tract infection have been described [36, 39].
Further symptoms including cough, fever, rhinitis and,
more rarely, conjunctivitis or rashes were observed in
HBoV-infected individuals [39]. In adults, acute HBoV
infections seem to be rare and have been currently de-
tected only in single immunocompromised and immu-
nocompetent individuals [44, 45]. As with children, the
majority of adults with HBoV infection presented with
acute respiratory symptoms.

Using sensitive PCR methods, HBoV genomes have
been detected in respiratory aspirates and in the periph-
eral blood of infected patients. Recently, the presence of
elevated viral loads in nasopharyngeal aspirates (>10" ge-
nome copies/milliliter) has been suggested to correlate
with symptomatic HBoV infection, whereas low viral
loads (<10* genome copies/milliliter) may represent viral
persistence [25]. These data are in contrast to those pub-
lished by Kleines et al. [27], who could not find a relation
between the viral load and the severity of HBoV-associ-
ated illness, indicating that further work is necessary to
study the influence of the viral load on disease manifesta-
tion. In addition to respiratory symptoms, HBoV is cur-
rently discussed to be associated with gastroenteritic dis-
ease [32-34). Similar features are known from veterinary
infections with the closely related bovine parvoviruses
(BPV) and MVC, which are known to induce gastric ill-
ness in their respective hosts [46, 47].

Human Bocavirus - A Novel Parvovirus
to Infect Humans

Table 3. Viral and bacterial coinfections in HBoV-positive indi-

viduals
Pathogen Rate of References
coinfection, %
HRV 9.8-46.7 [25, 32, 35, 40, 43, 56, 66]
HAdV 5.9-69.2 [12, 25, 28, 30, 31, 35,41, 44,
48, 56, 66, 68]
RSV 1.3-41.7 [12,25,27, 28, 30, 35, 38, 40,
41,44, 43, 48, 56, 66-68]

HPEV 13.30 [66)
HHV 6 6.70 [66]
HEV 2.5-14.3 [25, 32, 66]
IEVA/B 1.8-10.4 [28, 31, 38, 44, 68]
HPIV 1.9-10 [30, 41, 43, 44, 48]
HCoV-NL63  2.6-20 (30, 31, 56]
HMPV 1.8-14.3 [32, 41, 67, 68]
HRoV 2.5-104 [32,33]
ERBV 2.50 [32]
HSV 2.50 [32]
Bacterial

coinfections  2.5-13.2 [30, 32, 39, 68]

HRV = Human rhinovirus; HAdV = human adenovirus:
RSV = respiratory syncytial virus; HPEV = human parechovirus;
HHV-6 = human herpesvirus 6 HEV = human enterovirus;
IFVA/B = influenza viruses A/B; HPIV = human parainfluenza
virus; HCoV = human coronavirus; HMPV = human metapneu
movirus; HRoV = human rotavirus; EBV = Epstein-Barr virus;
HSV = herpes simplex virus.

HBoV infections tend to be linked with high rates of
coinfections with other viral and bacterial respiratory
pathogens, e.g. human rhinovirus, adenovirus, respira-
tory syncytial virus, and Strepfococcus spp. (table 3).
Thereby, coinfecting pathogens have been found in up to
69.2% of HBoV DNA-positive individuals [48]. A pro-
spective study recently performed by our group observed
coinfections in 21% of children with HBoV viremia. To-
gether with the fact that the majority of epidemiological
studies have been performed retrospectively and long-
term follow-up studies with detailed clinical character-
ization of symptomatic individuals are rare, it is difficult
to clearly determine HBoV as the sole infectious agent of
human respiratory illnesses,

Infections caused by animal bocaviruses, e.g. MVC
and BPV, have been described to cause fetal infections
leading to reproductive failure and hydrops fetalis [49-
53]. Similar problems are well known to be associated
with B19V infections in pregnant women [4]. This raises
the question whether also HBoV has the capacity to be

Intervirology 2008;51:116-122 119
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vertically transmitted to the fetus. However, analysis of
more than 100 amniotic fluid samples from pregnant
women with hydrops fetalis caused by unknown reasons
did not reveal detectable amounts of HBoV genomes. Yet,
as primary HBoV infections predominantly occur in
young children and are rare in adults due to the presence
of an ubiquitous virus-specific immunity [23, 54], a po-
tential effect of acute HBoV infections on pregnancy can-
not be entirely excluded.

Diagnosis of HBoV Infection

To date, diagnosis of HBoV infection is based on the
PCR amplification of viral genome fragments present in
human respiratory, serum, stool and urine samples. A
great number of different PCR techniques employing
varying sets of primers specific for the viral genes NP1
[12, 55], NS1 [44, 56], and VP1/2 [31, 33] have been de-
scribed. In addition to the detection of viral genomes by
PCR, recent reports describe the detection of HBoV-spe-
cificantibodies in serum samples using Western blot [57]
or immunofluorescence assays [54]. Furthermore, a stan-
dardized ELISA for the quantitative determination of
HBoV-specific antibodies has been established by our
group. No cell culture systems for the in vitro replication
of HBoV have been described to date.

In total, the methodological heterogeneity used for di-
agnosis of I1BoV infection raises questions about the
specificity and comparability of the described results,
highlighting the urgent need for internationally stan-
dardized diagnostic guidelines and reference samples for
the detection of HBoV genomes and virus-specific im-
mune TC.‘RP(]HSCS in human S'dITIplL’S.

Immune Responses against HBoV

Using an immunofluorescence assay, ubiquitous anti-
body responses against the viral capsid protein VP1 have
been detected in up to 94.7% of adult individuals and
children older than 2 years of age, while seronegative in-
dividuals were mainly detected among infants around
1 year of age [54]. An ELISA assay based on the use of re-
combinant HBoV VP2 virus-like particles (VLP) as anti-
gen for the detection of HBoV-specific antibodies in hu-
man serum samples was established [Lindner et al., in
preparation]. Thereby, 1gG; subclass antibodies against
HBoV VP2-VLP were observed to be ubiquitously detect-
able in up to 98.3% of samples obtained from healthy

120 Intervirology 2008;51:116-122

adult blood donors. Virus-specific IgG were also detected
in infants with active viremia and respiratory illness
(41.7%) and in young children without detectable HBoV
genomes in blood (51.9%). IgM antibodies were present
in 41.7% of sera from HBoV DNA-positive children,
whereas HBoV-specific IgM were not observed in sam-
ples obtained from children without detectable amounts
of HBoV genomes in blood.

Kantola et al. [57] describe the detection of both TgG-
and IgM-antibodies against HBoV VP2 by Western blot
analysis in 73% and 49% of samples, respectively, ob-
tained from HBoV-infected children suffering from re-
spiratory diseases. Antibodies against the VP1u region of
HBoV were detected rarely: only 7% (1gG) and 2% (IgM)
of the patients showed positive results. In contrast to data
provided by Endo and colleagues [54] and by our group,
the prevalence of HBoV-specific 1gG was shown to de-
cline with increasing age. This finding may be based on
the maturation of IgG specificity during the time period
of up to 6 months following acute infection. This process
has been well described for B19V infections, where anti-
bodies against linear epitopes are replaced by those pref-
erentially recognizing conformational structures [58
61]. Tt may be assumed that similar changes take place
during HBoV infections.

In addition to humoral reactions, the presence of
HBoV cellular immune responses in healthy individuals
supports a high prevalence of HBoV-specific immunity
inadults. Thereby, frequentinterferon-v-mediated CD44
T helper cell reactions were observed against HBoV VLP
consisting of VP2 proteins [23]. Similar data have been
previously found for B19V-specific cellular immune re-

sponses [62-65].

Conclusion

Despile the fact that IIBoV was detected only 3 years
ago, data on the epidemiology and clinics are accumulat-
ing. Based on current data, it seems most likely that HBoV
represents the second member of the Parvoviridae patho-
genic for humans and may be associated with respiratory
and potential gastrointestinal symptoms in mainly chil-
drenaround 2 years of age. The seroprevalence is high in
older children and reaches values of more than 95% in
adults. Acute HBoV infections are often observed to be
accompanied by other infectious agents of both the respi-
ratoryand gastrointestinal tract, Therefore, as onlyalim-
ited number of prospective studies have been published,
afinal statement on HBoV as the causative agent of infec-

Lindner/Modrow
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tious disease in children cannot yet be given. However,
first data obtained from healthy individuals and children
with symptoms of noninfectious disease indicate dis-
tinctly lower rates of HBoV viremia as compared to those

found in patients with respiratory tract disease. As sero-
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Abstract

Human Bocavirus was recently described as a novel member of the Parvoviridae to infect
humans. Based on accumulating clinical and epidemiological data the virus is currently
being associated with respiratory infections in young children and infants and is

furthermore discussed as causative agent of gastrointestinal illness.

Introduction

Acute respiratory tract infections (ARTIs) caused by viruses represent a major cause of
hospitalization and morbidity in young children and infants worldwide. Pathogens
associated with this clinical condition include the respiratory syncytial virus (RSV), human
adenovirus, and the recently described human metapneumovirus and coronaviruses NL63
and HKU1 '. Although a constantly growing number of pathogens is being associated with
ARTIs, a high percentage of infections still remain uncharacterized and their causative
agents unknown.

In 2005 Allander et. al described a previously uncharacterized virus in pools of human
nasopharyngeal aspirates obtained from children suffering from diseases of the respiratory
tract 2. Comprehensive sequence and phylogenetic analyses revealed a close relation of the
new virus with the bovine parvovirus (BPV) and the canine minute virus (CnMV), both
members of the Bocavirus genus of the Parvoviridae family. It was therefore provisionally
named human bocavirus (HBoV).

Parvoviruses represent a large family of small, non-enveloped viruses characterized by
linear single-stranded DNA-genomes and an exceptional structural simplicity. Besides
HBoV two additional parvoviruses, parvovirus B19 (B19V) and PARV4 including its
second genotype termed PARVS, are currently known or discussed to infect humans *7.
For almost three decades B19V has represented the only member of the virus family to
cause illness in humans, e.g. the self-limiting childhood disease Erythema infectiosum °.
Additionally, B19V-infections during pregnancy are known to frequently result in
intrauterine infections of the fetus, occasionally leading to miscarriage or Hydrops fetalis .
While the clinical relevance of PARV4 remains unclear up to date, evidence for an
influence of HBoV-infections in the manifestation of respiratory and gastric symptoms is

accumulating.
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Material and Methods

Detection of HBoV-specific antibodies by ELISA

For detection of HBoV VP2-specific IgG and IgM, 100 ng of purified HBoV VP2 virus-
like particles (VP2-VLP) were generated as previously described ®and coated onto Nunc-
Immuno™ MediSorp™ plates (Nunc GmbH, Wiesbaden, Germany) in coating buffer (0.2
M Na,COs, 0.2 M NaHCOs, pH 9.5) overnight at 4°C. The plates were subsequently
washed six times with washing buffer (PBS, 0.05% Tween 20) and blocked with dilution
buffer (PBS, 2% Tween 20, 3% FCS) for 1 h at 37°C. After incubation with respective
serum samples for 2 h at 37°C, the plates were washed and rabbit anti-human IgG- or IgM-
specific HRP-coupled secondary antibodies were added for 1 h at 37°C (1:6000 and 1:1000
in dilution buffer, respectively; both Dako Deutschland GmbH, Hamburg, Germany).
Development was performed using the BD OptEIA™ Substrate (BD Biosciences,
Heidelberg, Germany) according to the manufacturer’s instructions.

As an international IgG standard for HBoV is not yet available, serially diluted sera of a
healthy adult male (age: 28 years) and of a boy (age: 22 months) both exhibiting strong
HBoV-specific IgG- and IgM-responses, respectively, were introduced for internal
reference and used for the calculation of HBoV-specific antibody-titers in all performed
experiments. Sera with background optical densities were considered negative and used for
the determination of respective IgG/IgM cut-off values, which were additionally confirmed

by Western blot analysis.

Reviewed Literature
All reports listed in the PubMed-database of the National Library of Medicine (Rockville
Pike, MD, USA) until May 2008 have been considered and evaluated in this review.

Diagnosis of HBoV infections

Up to date, no cell culture systems for the in vitro replication of HBoV have been
described. Therefore, diagnosis of HBoV infection has so far mainly been based on the
detection of viral genomes present in human respiratory, serum, stool, and urine samples
using different PCR techniques employing numerous sets of primers specific for the viral
genes NP1 »°'2 NS1 '*and vp1/2 1121618,

Recent reports describe the detection of HBoV-specific antibodies directed against the
viral capsid proteins VP1 or/and VP2 in serum samples using ELISA '**°, Western blot *',

and immunofluorescence assays >2. Up to date, no cross-reactions of HBoV- and B19V-
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specific humoral and/or cellular immune responses have been described. Using HBoV
VP2-VLP we established an ELISA for the detection of HBoV-specific IgM- and IgG-
antibodies. This test system was used for analyzing the seroprevalenc of HBoV as

described below.

HBoV Epidemiology
Prevalence of HBoV-DNA

HBoV-DNA has been frequently detected worldwide in respiratory > °'% 1316 18, 2366

3048 fecal 1730 3335386768 “and urine samples ** obtained from infants mainly

serum
around 2 years of age. The prevalence of HBoV-DNA has been described to vary
considerably between 2.7%-19% in children suffering from ARTIs and 0.8%-9.1% in

17.25.35. 8 "However, since the majority of currently published

patients with gastroenteritis
studies have been performed retrospectively, these variations in viral prevalence may be
explained by differences in the study populations and patient characteristics. In infected
infants, viral loads have been described to range between <500 to 10'® and <10° to 5.9x10°

e . . 25,37, 43, 52
genome copies in nasopharyngeal aspirates and fecal samples, respectively > °" 2 |

n
serum, viral loads of up to 1.2x10° have been reported (Karalar ef al., submitted).

Only limited data is available on the prevalence of HBoV viremia in asymptomatic
individuals, since most of the studies have focused on children with distinct clinical
symptoms of infectious diseases. In a first study a total of 96 healthy controls were
included for diagnostic analysis of HBoV, yet no viral DNA was observed in respiratory
samples from these individuals '°. Furthermore, we were unable to detect HBoV-DNA in
sera collected from 298 healthy adult blood donors. However, a recent publication
describes the detection of viral genomes in 5% of respiratory samples obtained from
asymptomatic children **,

2,28, 33, 38, 46, 69

While most studies have detected the virus during the winter season , single

. . . . . . . 9. 31. 40
reports describe increased numbers of viral infections in spring or summer >~ . N

0
information is currently available on the routes of viral transmission. However, since
HBoV can be frequently detected in respiratory and fecal samples, a transmission of the
virus via aerosols or direct contact has to be presumed. Thereby, the contagiousness of
virus-containing body secretions might be potentiated by the exceptional stability of

parvoviral virions and might facilitate increased frequencies of nosocomial infections.

Prevalence of HBoV-specific antibodies and cellular immune reactions
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Up to date, only a limited number of studies have been focused on the analysis of HBoV-
specific adaptive immune responses in healthy individuals and infants suffering from
ARTIs, mainly due to the initial lack of recombinant viral antigens and standardized
diagnostic methodologies.

In the first report published on HBoV seroprevalence Endo and co-workers describe
ubiquitous IgG-responses against the viral capsid protein VP1 in up to 83.3% of children
aged > 2 years with respiratory infections *2. The overall seroprevalence of HBoV-specific
IgG in the Japanese population aged between 0 months to 41 years was 71.1%, while
seronegative patients were observed most frequently in infants with 6 — 12 months of age.
In a subsequent study the prevalence of HBoV-specific antibodies in Finnish infants
suffering from ARTIs was assessed using Western blot *'. In children determined positive
for HBoV DNA, IgG- and IgM-antibodies against the viral VP2 protein were observed in
73% and 49% of analyzed samples, respectively. The mean age of these children was 2.1
years. The overall prevalence of HBoV-specific IgG and IgM in children without
detectable viral genomes in nasopharyngeal samples was 35% and 13%, respectively.
Antibodies against the aminoterminal domain of the viral VP1 protein, termed VP1-unique
region, were detected rarely: only 7% (IgG) and 2% (IgM) of the patients showed positive
results. In contrast to the data provided by Endo and colleagues and by our group (see
below), the prevalence of HBoV-specific IgG was shown to decline from 52% in 1-2 year
old infants to 29% in children aged over 5 years in the Finnish study *'. Furthermore,
maternal VP2-specific IgG were not observed in children <6 months of age despite a
seemingly high seroprevalence of HBoV in adults. This finding may be due to the
maturation of IgG-specificity in the time period of up to six months following an acute
infection, during which antibodies against linear epitopes get replaced by those
preferentially recognizing conformational antigen structures. This process has been well

documented for B19V-specific humoral immune responses '

, and therefore it may be
assumed that similar changes in IgG affinity take place during HBoV infections.

More recently, we and others have established ELISA assays based on the use of
recombinant HBoV VP2-VLP for the detection of HBoV-specific antibodies in human
serum samples ' ?°. Herein, our group observed the prevalence of IgG, subclass antibodies
against HBoV VP2-VLP to rise from 24% in children with 7 to 9 months of age to up to
98.3% adult blood donors (mean age: 42 years).

In addition to humoral immune reactions the presence of HBoV-specific T-cells in healthy

adults supports a high prevalence of HBoV-specific immunity in adults. Thereby, frequent
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interferon-gamma (IFN-y) mediated CD4" T helper cell reactions were observed against
HBoV capsid proteins °. Similar data have been previously described for B19V-specific

cellular immune responses ",

Clinical associations

HBoV infections are frequently linked to high rates of co-infections with viral and
bacterial pathogens of the respiratory and/or gastrointestinal system. Together with the fact
that most of the studies have been performed retrospectively and long-term follow-up
studies with detailed clinical characterization of symptomatic individuals are rare, it is

currently difficult to clearly determine HBoV as sole infectious agent of human illnesses.

HBoV and respiratory disease

Up to date, HBoV infections have been detected in young children around the age of 2
years with acute diseases of the upper and lower respiratory tract ! 13- 14. 16,18, 2529, 31-60.
6266 " frequently in combination with interstitial lung infiltrates and abnormal radiologic

. 2,28,37, 45,55
findings = > 7> ™

. In HBoV-positive individuals, we detected both virus-specific 1gG
and IgM in 42% of studied sera, whereas no IgM were observed in samples obtained from
children without detectable amounts of HBoV genomes in blood.

Symptoms and disease manifestations observed in HBoV infected children include
pneumonia, bronchiolitis, wheezing, respiratory distress, hypoxia, fever, rhinitis, laryngeal

croup and, more rarely, conjunctivitis or rashes. In adults, acute HBoV infections leading

to ARTIs seem to be rare and have been currently detected mainly in immunocompromised

13,49, 51,75 13,16

and only in single immunocompetent individuals
Recently, the presence of elevated viral loads in nasopharyngeal aspirates (>10* genome
copies/ml) has been suggested to correlate with the severity of respiratory symptoms
during HBoV infection, whereas low viral loads (<10* genome copies/ml) may represent
viral persistence *. These data are in contrast to those published by Kleines and
colleagues, who could not find a relation between the viral load and the severity of HBoV
associated illness *’, indicating that further work is necessary to study the influence of the
viral load on respiratory disease manifestation. However, infections with the related
parvovirus B19 often result in a prolonged replication of the virus in infected individuals °
and therefore mechanisms of persistence may also apply for HBoV.

Individuals found positive for HBoV-DNA in nasopharyngeal aspirates are frequently

found to be co-infected with a multitude of additional viral and/or bacterial respiratory
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pathogens. Thereby, high rates of co-infections reaching up to 91% have been observed *°.
Commonly detected additional pathogens include the respiratory syncytial virus (RSV),
human adenovirus, rhinovirus, and Streptococcus sp.. Despite these high rates of co-
infection, HBoV viremia has been frequently described to be significantly more prevalent

in infants suffering from ARTIs than in age-matched asymptomatic control groups ** 2%

#3-31 "and therefore a role of HBoV in the development of human respiratory diseases is to
be presumed. This finding is supported by our data, which show a significantly higher
prevalence of HBoV-infections in young children with lower respiratory tract infections
(14.6%, 7/48) as compared to a control group of age-matched individuals hospitalized due

to non-infectious conditions such as bone fractures or planned surgeries (5.0%, 3/60).

HBoV and gastrointestinal disease
In addition to respiratory symptoms, HBoV is currently discussed to be associated with
gastroenteritic symptoms. Similar features are known from veterinary infections with the
closely related BPV and CnMV, which are known to induce gastric illness in their
respective hosts """,

First reports have described the prevalence of HBoV genomes to range between 0.8%-
9.1% in fecal samples obtained from children suffering from acute gastroenteritis, often in
combination with ARTIs '+ 28 31- 33, 35.53.63.67

HBoV-DNA in 7.8% (5/64) fecal samples obtained from young children exhibiting

. In a recent prospective study we detected

gastrointestinal symptoms, e.g. diarrhea, nausea and vomiting. An additional child tested
positive for HBoV was diagnosed with inflammatory bowel disease.

As co-infections with additional intestinal pathogens, e.g. human rota- and noroviruses,
enteropathogenic strains of Escherichia coli or Salmonella sp., have been frequently
observed in up to 77.6% of HBoV positive individuals, an association of HBoV with
gastroenteritis remains unclear ®. Since in many cases HBoV-DNA has been detected
concurrently in both stool samples and nasopharyngeal aspirates obtained from young
children with ARTIs ', the presence of HBoV in fecal samples might represent natural
viral shedding during an acute HBoV infection and not play an active role in the

pathogenesis of gastric disease.

Conclusions
Although HBoV was detected only three years ago, both epidemiological and clinical data

establishing the virus as the second member of the Parvoviridae pathogenic to humans are
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accumulating. Based on current reports it seems most likely that HBoV may be associated
with respiratory infections in young children and infants, while a further connection
between HBoV and gastrointestinal symptoms has been suggested. However, as acute
HBoV-infections are often accompanied by infections with additional pathogens of both
the respiratory and gastrointestinal tract, a final establishment of HBoV as the causative
agent of infectious disease in humans needs to be confirmed by additional prospective
studies. The methodological heterogeneity used for the diagnosis of HBoV infection raises
questions about the specificity and comparability of many published studies, highlighting
the urgent need of internationally standardized diagnostic guidelines and reference samples
for the detection of HBoV genomes and virus-specific immune responses in human
samples. As serological diagnostics of HBoV infection will become more important in the
future, standardized viral DNA and antibody specimen should be provided as a basis to
establish comparable test systems.

Nevertheless, first data obtained from healthy control individuals and children with
symptoms of non-infectious disease indicate distinctly lower rates of HBoV infections in
comparison to patients suffering from ARTIs. Whether HBoV might require the presence
of helper-viruses to establish human illness or may even act as the provider of such co-

factors for other respiratory viruses, remains to be assessed in further studies.
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