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Zur Differenzierung 
von Pferdeinfluenzaviren des Subtyps 2 
mit monoklonalen Antikörpern 
W. Eichhorn 
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der Ludwig-Maximilians-Universität München (Vorstand: Prof. Dr. Dr. h. c. mult. A. Mayr) 

Schlüsselwörter 

Pferdeinfluenza - Varianten - monoklonale 
Antikörper 

Zusammenfassung 

Zur Differenzierung von Pferdeinfluenzaviren 
des Subtyps 2 mit monoklonalen Antikörpern 

Infektion und klinische Erkrankungen mit Pferdeinfluenza
viren werden weltweit beobachtet. Das häufige Auftreten 
dieser Infektion wird oft mit Variationen der Oberflächen
proteine von Pferdeinfluenzaviren in Zusammenhang ge
bracht. 
Zur Untersuchung solcher Veränderungen wurden mono
klonale Antikörper hergestellt. Sie sind gegen das Häm-
agglutinin bzw. die Neuraminidase des Referenzstammes 
A/eq/Miami/1/63 (H3N8) gerichtet. 
Bei den hämagglutinationshemmenden monoklonalen 
Antikörpern (MAK) konnten zwei Reaktionsmuster beob
achtet werden: vier der MAK reagierten mit 14 von 17 
untersuchten Stämmen, während ein weiterer MAK nur 
mit 4 Stämmen reagierte. Ein Stamm wurde von keinem 
der MAK gehemmt. Dieses Reaktionsmuster konnte durch 
unterschiedliche Reinigungsverfahren der MAK nicht ver
ändert werden. Auch nach Tween-Äther-Behandlung eini
ger Stämme wurde dieses Verhalten gesehen: Der 
stammspezifisch reagierende MAK zeigte nun gegen die 
vier Stämme wesentlich höhere Titer, während sich bei 
den mehr subtypspezifisch reagierenden MAK keine Aus
wirkungen zeigten. 
Die Untersuchung der Neuraminidase von 17A-equi-2-
Stämmen zeigte eine deutliche Variation bei zwei Stäm
men. Auch hier wurde durch unterschiedliche Reini
gungsverfahren der MAK die Höhe der Titer zwar stark 
beeinflußt, das Muster der Reaktion mit den verwendeten 
Stämmen aber nicht verändert. 
Die mit monoklonalen Antikörpern nachgewiesenen 
Variationen der Oberflächenantigene können bei der Ver
wendung von konventionell hergestellten Antiseren nicht 
deutlich beobachtet werden. Daher ist anzunehmen, daß 
für die beschriebenen Ausbrüche von Pferdeinfluenza-
virusinfektionen auch bei geimpften Tieren diese Variatio
nen nicht als alleinige Ursache verantwortlich gemacht 
werden können. 

Key words 

Equine influenza - Variations - Monoclonal anti
bodies 

Summary 

Diagnosis and differentiation of equine 2 influenza A 
viruses using monoclonal antibodies 

Jnfections and clinical diseases caused by equine 2 
influenza A viruses are observed worldwide. The fre-
quency of these outbreaks Supports the hypothesis that 
antigenic Variation of the surface proteins may play an 
important role. 
For the demonstration of these variations, monoclonal 
antibodies (Mabs) were prepared. They are directed 
against the hemagglutinin or the neuraminidase of the 
prototype strain a/eq/Miami/1/63. In hemagglutination-
inhibition assays with Mabs two reaction patterns were 
observed: four Mabs inhibited 14 out of 17 strains tested. 
Another Mab recognized the hemagglutinin of only 4 
strains. One strain was not inhibited by any of the Mabs. 
This reaction pattern was not changed by purification of 
the Mabs using different techniques. Following tween 80/ 
ether treatment of some strains, the Mab reacting more 
strain-specific had higher titers against the four closely 
related strains. Tween 80/ether treatment did not affect 
the titers of the Mabs reacting more subtype-specific. 
Analysis of the neuraminidase of 17 strains revealed a 
marked Variation in two strains. Different purification 
procedures had some influence on the titers of the Mabs 
but did not alter the pattern of the reaction. 
The antigenic Variation of surface proteins detected by 
Mabs are not seen so clearly when conventional antisera 
are used. 
Therefore, antigenic variations are probably not respon-
sible for outbreaks of equine influenza in vaccinated 
animals. 

Influenzavirusinfektionen spielen eine bedeutende Rolle 
bei der Auslösung respiratorischer Infektionskrankheiten 
des Pferdes. Diese Bedeutung besitzen sie zunächst als 
Erreger von monokausalen Infektionen. Außerdem sind 
sie häufig an Mischinfektionen mit anderen Viren betei-
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ligt. Über das klinische Bild, die Prophylaxe und die 
Therapie solcher Erkrankungen, an denen Influenzaviren 
ursächlich beteiligt sein können, wird an anderer Stelle 
dieses Heftes berichtet. Daher folgt hier zunächst eine 
kurze Einführung in den Aufbau von Influenzaviren allge
mein und ihrer wichtigsten Strukturkomponenten im 
besonderen, um ein besseres Verständnis der Vorgänge, 
die zu neuen Varianten von Pferdeinfluenzaviren führen 
können, zu erzielen. Die beim Pferd vorkommenden Influ
enzaviren gehören zum Typ Influenza A des Genus Ortho-
myxoviridae. Im Elektronenmikroskop kann man zwei 
morphologische Erscheinungsformen sehen: fadenför
mige Partikel sowie annähernd sphärische Partikel von ca. 
80-120 nm Durchmesser, die eine Hülle mit Projektionen 
besitzen. Innerhalb der Hülle liegt das Nukleokapsid, das 
aus dem Nukleoprotein und der Nukleinsäure besteht. 
Orthomyxoviren besitzen ein segmentiertes Genom, 
bestehend aus acht Segmenten einsträngiger RNS. Die 
virale RNS ist von negativer Polarität, d.h. sie kann direkt 
transkribiert werden, um dann als mRNA zu fungieren. 
Für diese Transkription ist die virale RNS-Polymerase 
zuständig, die DNS-abhängige RNS-Synthese der Wirts
zellen wird aber auch benötigt. 
Von großer Bedeutung für die Pathogenität-wie auch für 
die Diagnose - ist die Virushülle mit den Proteinen, die 
mit ihr vergesellschaftet sind. An der Innenseite der Hülle 
befindet sich das Matrixprotein (M), das eine wichtige 
Rolle beim Zusammenbau neu gebildeter Virionen hat. 
Außen an der Membran sitzen die Glykoproteine Hämag-
glutinin (H) und Neuraminidase (N). Das Hämagglutinin 
ist gleichmäßig über die Oberfläche des Virions verteilt, 
während die Neuraminidase in diskreten Ansammlungen 
vorkommt (7). 
Die Neuraminidase ist morphologisch ein Knöpfchen, das 
an einem dünnen Stiel befestigt ist. Das Enzym besteht 
aus vier identischen Untereinheiten. Der biochemische 
Aufbau der Neuraminidase ist genau bekannt (11), ihre 
biologische Funktion ist dagegen noch nicht ganz geklärt. 
Vermutlich unterstützt dieses Enzym sowohl den Trans
port von Virus in die Zelle als auch - und dies ist wohl der 
wichtigere Vorgang - die Freisetzung neugebildeter Vir
ionen aus infizierten Zellen. Antikörper, die gegen die 
Neuraminidase gerichtet sind, vermögen die Infektiosität 
des Virions nämlich nicht zu hemmen, setzen jedoch die 
Freisetzung von Nachkommenvirus herab. 
Wesentlich mehr Details sind über das Hämagglutinin der 
Orthomyxoviren bekannt. Das Hämagglutinin wird vom 
RNS-Segment 4 kodiert und zunächst als zusammenhän
gende Polypeptidkette synthetisiert. Dann wird dieses 
Protein in zwei Untereinheiten gespalten: das größere, N-
terminale Teilstück wird als HA1 bezeichnet, das kleinere 
als HA2 (2). Dieser Spaltungsvorgang ist essentiell für die 
Infektiosität und Pathogenität der Virionen. Ein Hämag-
glutininmolekül besitzt drei identische Untereinheiten, die 
jeweils aus HA1 und HA2 bestehen (12). Das Hämaggluti
nin wird durch hydrophobe Abschnitte des HA2 in der 
Hülle verankert, dann folgt ein Stiel, der aus durch 
Disulfidbrücken verbundenen Alpha-Helices besteht. Der 
Stiel wird ebenfalls fast ausschließlich vom HA2 gebildet. 
Peripher findet sich auf dem Stiel ein globuläres Gebilde, 
das nur vom HA1 gebildet wird. Hier liegen die Anti-
genorte, die bisher mit monoklonalen Antikörpern identi
fiziert wurden, sowie die Rezeptoren, die für die Bindung 
an die Wirtszelle verantwortlich sind. 

Auch die Funktion des Hämagglutinins ist wesentlich 
besser bekannt als die der Neuraminidase (6). Primär ist 
das Hämagglutinin verantwortlich für die Bindung der 
Virionen an die Oberfläche von Zellen. Danach kommt es 
zur Viropexis, d.h. intakte Virionen werden durch Endozy-
tose in Zellvesikel aufgenommen. In diesen Vesikeln sinkt 
nun der pH auf Werte unter 6,3. Diese Änderung des pH-
Wertes hat eine Veränderung der Konformation des 
Hämagglutinintrimers zur Folge. Die globulären Regionen 
weichen auseinander und ermöglichen so einen engen 
Kontakt der Membran mit einem Bezirk der HA2-Region, 
der für die Fusion der Virushülle mit der Vesikelmembran 
verantwortlich ist. Nach dieser Verschmelzung gelangt 
das Nukleokapsid in die Zelle und schließlich wird die 
Polymerase aktiv, d.h. die Virusvermehrung beginnt. 
Antikörper gegen das Hämagglutinin können also an drei 
Stellen die Aktivität des Moleküls neutralisieren: a) sie 
können die Bindung des H an die Zelloberfläche verhin
dern (durch Blockade des Rezeptors); b) sie können die 
Fusion der Virushülle mit der Zellmembran verhindern 
(durch Beeinflussung der pH-bedingten Konfigurations
änderung) und c) können sie die Aktivität der Polymerase 
blockieren (13). 
Weder das Hämagglutinin noch die Neuraminidase von 
Influenzaviren des Typs A ist einheitlich. Bis heute sind 
13 Subtypen des Hämagglutinins und 9 Subtypen der 
Neuraminidase bei Tieren und beim Menschen bekannt. 
Daher werden diese Viren, basierend auf der Antigenität 
von Hämagglutinin und Neuraminidase, in Subtypen 
eingeteilt. Kommt es nun zu einer Mischinfektion mit zwei 
unterschiedlichen Subtypen, so kann es, durch das seg
mentierte Genom, zum Auftreten neuer Kombinationen 
von Hämagglutinin und Neuraminidase kommen. Die 
beiden Viren werden in die Zelle aufgenommen und beide 
vermehren sich, ohne sich gegenseitig zu behindern. Bei 
der Bildung von Nachkommenvirus kann es zu Aus
tauschvorgängen von RNS-Segmenten kommen. Da 
jedes Elternvirus 8 RNS-Segmente besitzt, bestehen theo
retisch 256 Variationsmöglichkeiten. Ein solcher Vorgang, 
die Bildung von Rekombinanten, wird als Antigensprung 
(oder antigenic shift) bezeichnet, er führt zum Auftreten 
eines neuen Subtyps und in der Regel zu einer Epidemie 
in der empfänglichen Population. Solche Vorgänge wur
den bei den Influenzaviren des Pferdes bisher aber nicht 
beobachtet. Innerhalb einzelner Subtypen lassen sich z.T. 
ebenfalls Unterschiede feststellen. Diese langsame Ver
änderung von Hämagglutinin bzw. Neuraminidase wird 
als Antigendrift bezeichnet. Sie entsteht durch Punktmu
tationen der viralen RNS, die zu Änderungen der Amino
säuresequenz des Hämagglutinins bzw. der Neuramini
dase führen können. Die neuentstandenen Varianten sind 
noch verwandt, aber serologisch unterscheidbar. 
Bei den beim Pferd vorkommenden Influenzaviren sind 
zwei Subtypen bekannt. Der Subtyp 1 besitzt die Antigen-
konfiguration H7N7 und wird durch den Prototyp Prag/56 
repräsentiert. Dieser Subtyp zeichnet sich durch eine 
bemerkenswerte genetische Stabilität aus. Auch serolo
gisch verhält sich dieser Subtyp sehr einheitlich. Erst 
23 Jahre nach der Isolierung des Stammes Prag im Jahr 
1956 wurde ein Equi-1-Stamm isoliert, der eine geringgra
dige Drift von diesem Prototyp aufweist (10). Der Subtyp 1 
wird selten isoliert. 
Der Subtyp 2 dagegen, der die Antigenkonfiguration 
H3N8 besitzt, wird häufiger isoliert. Bei diesem Subtyp 
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kommt es auch wesentlich häufiger zu genetischen Varia
tionen, die oft auch serologisch nachgewiesen werden 
können (9). Diese Variationsfreudigkeit des Subtyps 2 
wird durch rasche Passagen in empfänglichen Tieren 
gefördert, besonders wenn diese Tiere eine partielle 
Immunität gegen solche Viren besitzen. Dieser Prozeß 
stellt eine ständige Bedrohung der Pferdepopulation dar. 
Es ist daher wichtig, neuauftretende Varianten möglichst 
rasch zu charakterisieren. Diese Charakterisierung soll es 
auch ermöglichen, festzustellen, ob die neuen Isolate 
durch Antikörper gegen bisher aufgetretene Viren neutra
lisiert werden. Zur Lösung solcher Fragestellungen sind 
monoklonale Antikörper sehr gut geeignet. Mit solchen 
Antikörpern lassen sich die Antigenorte, die einer Verän
derung unterliegen, genau identifizieren, besonders wenn 
eine größere Anzahl unterschiedlicher monoklonaler 
Antikörper zur Verfügung steht. Wir haben versucht, ein 
solches »Panel« monoklonaler Antikörper gegen Pferde
influenzaviren des Subtyps 2 herzustellen. Dazu haben 
wir Mäuse mehrmals mit über Sucrose-Gradienten gerei
nigtem Influenzavirus, Stamm Miami, immunisiert. Dann 
wurden die Milzzellen dieser Mäuse gewonnen und mit 
Hilfe der von Köhler und Milstein (4) entwickelten 
Fusionstechnik mit Myelomzellen fusioniert. Diese fusio
nierten Zellen wurden dann auf Mäusemakrophagen aus
gesät, die zur Ernährung dieser Zellen beitragen. Durch 
ein Selektionsmedium werden nichtfusionierte Myelom
zellen am Wachstum gehindert, nichtfusionierte B-Lym-
phozyten sterben in Kultur ebenfalls rasch ab. Dagegen 
zeigen sich ca. 14 Tage später deutliche Kolonien von 
fusionierten Hybridomzellen. Diese Zellkolonien wurden 
nun auf die Produktion von antigenspezifischen Antikör
pern untersucht. Dazu wurden die Hämagglutinations-
hemmung (Hl) und die Neuraminidasehemmung (Nl) 
verwendet. Auf Antikörperbindungstests, wie z.B. ELISA, 
wurde bewußt verzichtet, um eine möglichst hohe Spezi
fität der Antikörper zu erreichen. 
Zellkolonien, die in einem der Tests positiv waren, wur
den vermehrt und dann durch die Endverdünnungstech
nik kloniert. Die Einzelzellen wurden dann wieder ver

mehrt und auf spezifische Antikörperproduktion, wieder 
mit Hl und Nl, untersucht. Positive Klone wurden schließ
lich in der Peritonealhöhle von Mäusen vermehrt. Diese 
Aszitesflüssigkeit wurde dann durch Affinitätschromato
graphie an Protein-A-Sephorose gereinigt. Bei dieser 
Technik werden die Immunglobuline bei alkalischem pH 
am Fc-Teil gebunden und im sauren Milieu eluiert. 
Dadurch lassen sich elektrophoretisch reine IgG-Präpara-
tionen herstellen. Diese gereinigten Immunglobuline 
erwiesen sich als optimal im Hl- und Nl-Test. Interessan
terweise ließen sich mit den gereinigten Präparaten im Hl 
höhere Hemmtiter erzielen, im Nl niedrigere Werte (8). 
11 Hybridomzellinien, die Antikörper gegen die Neurami
nidase des Stammes Miami sezernieren, wurden verwen
det, um die Variation dieses Antigens zu untersuchen. 
Aus den Ergebnissen von serologischen Untersuchungen 
mit polyklonalen Antiseren wurde bisher geschlossen, 
daß diese Neuraminidase relativ einheitlich ist. Klinge
born und Mitarb. (1980) beschreiben eine signifikante 
Drift eines Stammes (A/eq/Solvalla/79) vom Referenz
stamm Miami, die wir mit Antiserum aber nicht feststellen 
konnten. Mit den monoklonalen Antikörpern lassen sich 
die untersuchten Stämme in drei Gruppen einteilen: eine 
Gruppe mit dem Stamm Miami, deren Neuraminidase 
von den MAK sehr gut erkannt wird, eine Gruppe, die 
zwar erkannt wird, aber mit wesentlich niedrigeren Titern 
reagiert, und schließlich Stämme, die nur sehr schwach 
oder gar nicht erkannt werden (Abb. 1). Die biologische 
Bedeutung der Neuraminidase für das Infektionsgesche
hen ist gering, daher ist auch die Bedeutung von Varian
ten klein, ihr Auftreten ist aber dennoch überraschend. 
Gegen das Hämagglutinin wurden bisher fünf MAK-
produzierende Hybridomzellklone hergestellt. Alle MAK-
Antikörper reagieren mit H3, nicht aber mit den übrigen 
Hämagglutininen H1-H11. Bei der weiteren Differenzie
rung lassen sich die MAK in mehr subtypspezifisch 
reagierende und in mehr stammspezifisch reagierende 
MAK einteilen. Die subtypspezifischen MAK reagieren 
nicht nur mit H3-Stämmen, die vom Pferd isoliert worden 
waren, sondern auch mit H3-Stämmen von anderen 

Abb. 1 Hemmungstiter von poly-
klonalem Antiserum und MAK mit der 
Neuraminidase verschiedener equiner 
H3N8-Stämme. 

Neuraminidase-Inhibition 
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Abb. 2 Hämagglutinationshemmungs-
Titer von polyklonalem Antiserum und 
monoklonalen Antikörpern mit einigen 
equinen H3N8-Stämmen. 

Tieren und vom Menschen. Der stammspezifische MAK 
verhält sich völlig anders; er erkennt auch unter den vom 
Pferd stammenden Isolaten nur wenige Stämme. Bereits 
innerhalb eines Jahres treten Varianten auf, die vom 
stammspezifischen MAK nicht mehr erkannt werden, z. B. 
der Stamm Uruguay/63 (Abb. 2). Die Abbildung zeigt 
auch, daß es beim Pferd auch Influenzaviren gibt, die sich 
nicht nur von stammspezifischen MAK unterscheiden 
lassen, sondern auch mit dem subtypspezifischen MAK 
deutlich anders reagieren, z.B. das Isolat France/67. Hier
bei handelt es sich aber wohl um kurzzeitige Episoden; 
solche Viren wurden 1967, 1971 und 1972 isoliert, später 
aber nicht mehr. 
Mit dem stammspezifischen MAK reagierten die acht 
untersuchten Pferdeinfluenzaviren, die in den Jahren 
1964-78 isoliert worden waren, nicht. Erst im Jahr 1979 
wurde wieder ein Stamm isoliert, der wie Miami reagierte 

(Abb. 3). Im selben Jahr wurden die Stämme Fontaine-
bleau und Solvalla isoliert, die sich deutlich anders 
verhalten. Durch die Untersuchung mit MAK wird die 
Einbeziehung neuer Stämme in Pferdeinfluenzavirusimpf-
stoffe nachträglich als richtig bestätigt. Wie verhalten sich 
nun Isolate, die in den letzten Jahren isoliert wurden? In 
der Abb. 4 sind die HI-Titer von Isolaten aus den USA und 
Frankreich dargestellt. Man erkennt deutlich, daß sich 
diese Isolate - wie die Mehrzahl aller bisher isolierten 
Stämme - in dem Epitop, das von dem stammspezifi
schen MAK 7/12 erkannt wird, vom Prototyp Miami 
unterscheiden. In ihrem übrigen Reaktionsverhalten sind 
diese jüngsten Pferdeinfluenzavirusisolate sehr einheit
lich und wohl am besten mit den Stämmen Kentucky oder 
Fontainebleau zu vergleichen. Sowohl die subtypspezifi
schen als auch die stammspezifischen MAK können die 
Infektiosität von H3N8-Viren neutralisieren. Diese Fähig-

Mio/63 

11 
Kent./81 Fronce/67 Detroit/63 Soch./71 

K S WA 
7/12 + Tween- 8/4 + Tween-

Äther Äther 

Switz./79 

Abb. 3 Hämagglutinationshemmungs-
Titer von polyklonalem Antiserum und 
monoklonalen Antikörpern mit einigen 
equinen H3N8-Stämmen. 
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keit läuft mit der HI-Aktivität parallel. Beide Epitope 
besitzen also für die Infektiosität des Virus dieselbe 
Bedeutung. 
Influenzavirusdiagnostik wird meist serologisch betrie
ben, da die Isolierung von Virus aus Feldmaterial nur 
relativ selten gelingt. Bei der serologischen Diagnostik 
werden die Antikörpertiter eines Serumpaares verglichen. 
Für solche Tests wird meist die Hl verwendet, und es hat 
sich eingebürgert, die Testviren durch eine Tween-Äther-
Behandlung aufzuspalten, um höhere Hemmungstiter zu 
erhalten. Wir haben nun überprüft, ob auch andere 
Influenzastämme so reagieren und ob sich die beteiligten 
Epitope gleich verhalten. Betrachten wir zunächst die 
Reaktion von polyklonalem Antiserum mit behandelten 
und Tween-Äther-behandelten Stämmen (Abb. 5). Beim 
Stamm Miami hat die Behandlung des Antigens einen 

Anstieg des Hemmtiters um mindestens drei Titerstufen 
zur Folge, bei anderen Stämmen steigt der Titer nicht so 
stark an. Vergleicht man die Reaktionen der mehr subtyp-
spezifisch reagierenden MAK mit nativem und behandel
tem Antigen, so fallen hier die Titersteigungen niedriger 
aus oder fehlen. Dies wird in der nächsten Abbildung 
(Abb. 6) noch deutlicher. Der stammspezifische MAK 7/12 
erkennt Epitope nach der Behandlung wesentlich besser, 
es werden also wesentlich höhere Hemmtiter erzielt. 
Epitope, die nativ nicht erkannt werden, werden auch 
nach Behandlung nicht erkannt. 
Die Epitope vom equinen Influenzavirus reagieren also 
sehr unterschiedlich auf eine Spaltung des Virions, wobei 
die stammspezifischen (für den Stamm Miami) besonders 
stark reagieren. Dieses Epitop fehlt aber bei der Mehrzahl 
der Stämme, daher ist es zumindest fraglich, ob die 

Abb. 5 Auswirkung der Tween-Äther-
Behandlung von einigen equinen H3N8-
Stämmen auf die Hämagglutinations-
hemmungs-Titer von polyklonalem Anti
serum bzw. monoklonalen Antikörpern. 
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Tween-Äther-Spaltung für die Diagnose von Influenza
virusinfektionen angebracht ist. Derzeit sind wir dabei, 
neuere Testverfahren, wie den SRH-Test (single radial 
hemolysis), einzuführen und die Ergebnisse mit Untersu
chungen, die mit etablierten Testverfahren erzielt werden, 
zu vergleichen. In diese Untersuchungen sollen auch 
weitere, möglichst stammspezifische MAK einbezogen 
werden. 
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