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Einleitung 1

1 Einleitung

Im Laufe der Evolution haben Pflanzen verschiedene Mechanismen entwickelt, mit
denen sie in der Lage sind, sich gegen ihre direkten Feinde wie Herbivoren, Viren oder
pathogene Mikroorganismen zu schiitzen. Bedingt durch ihre sessile Lebensweise sind
Pflanzen im Gegensatz zu Tieren nicht in der Lage, drohenden Angreifern oder
Umwelteinfliissen mittels Flucht zu entgehen und mussten andere Strategien zur
Verteidigung entwickeln. Dazu zdhlen auf der einen Seite mechanische ,Waffen“ wie
Dornen und Stacheln und auf der anderen Seite chemische Substanzen, so genannte
pflanzliche Sekundarstoffe. Fiir Wachstum und Entwicklung der Pflanze sind die
Verbindungen des Sekundarstoffwechsels entbehrlich, wodurch sie sich von den
Substanzen des Primarstoffwechsels unterscheiden. Die verschieden entwickelten
Abwehrstrategien besitzen trotzdem grofde Bedeutung fiir die Pflanzen zur Erhaltung
des Fortbestandes ihrer Art in ihrer Umwelt (Hartmann, 1985).

Als Folge des immer fortlaufenden Wechselspiels der gegenseitigen Anpassung ist es
einigen Herbivoren, insbesondere Insekten, im Lauf der Evolution gelungen, die
chemische Barriere der Pflanze zu liberwinden. So kdnnen sie die Pflanzen unbeschadet
als Nahrungsresourcen nutzen, was ihnen entscheidende Vorteile bringen kann. Zum
einen besitzen angepasste Generalisten dadurch ein grofieres Nahrungsangebot und
zum anderen verwenden spezialisierte Insekten die pflanzlichen Sekundarstoffe
beispielsweise als eigene chemische Abwehr gegen Insektivoren.

Eine Substanzklasse innerhalb der pflanzlichen Sekundarstoffe sind die
Pyrrolizidinalkaloide (PAs). Anhand zahlreicher Untersuchungen der letzten Jahre
konnten Erkenntnisse iiber die abschreckenden Eigenschaften der PAs gewonnen
werden. Zugleich wurden auch faszinierende Beispiele der Anpassung von
spezialisierten Insekten und deren Mechanismen zum unbeschadetem Umgang mit
diesen Pflanzentoxinen aufgeklirt (Hartmann und Ober, 2000; Hartmann und Ober,
2008).

Uber den Einfluss der PAs auf die Honigbiene (Apis mellifera) und ihre Nachkommen

gibt es bisher noch keine Untersuchungen. Die Honigbiene gehort ,,notgedrungen” in die



2 Einleitung

Gruppe der Generalisten, was als Folge ihrer Lebensweise angesehen werden kann. In
den Sommermonaten muss sie gentligend Vorréte fiir den Winter sammeln und ist somit
zu der Zeit stark von ihrer Umwelt abhangig.

In der vorliegenden Arbeit wurde nun untersucht, wie es Bienen gelingt mit toxischen
PAs, die sie moglicherweise mit ihrer Nahrung aufnehmen, zurecht zu kommen.
Einleitend werden zunéachst Biologie und Verhalten der staatenbildenden Bienen und

die Biologie, Chemie und Toxikologie der pflanzlichen PA dargestellt.

1.1  Die Honigbiene (4pis mellifera)

Honigbienen sammeln neben Hummeln, Wildbienen und weiteren Insekten in
Pflanzenbliiten Nektar und Pollen fiir ihre eigene Erndahrung. Dabei erfiillen sie nicht nur
ihre eigenen Bediirfnisse sondern sichern durch die Bestdubung der Bliiten auch deren
Befruchtung. Ungefidhr 90 % aller Bliitenpflanzen werden insektenbestdubt und
profitieren durch das Sammelverhalten der Insekten. Nur so kann eine so enorme
Vielfalt an Wildpflanzen, wie wir sie kennen, entstehen und bestehen (Fluri und
Pickhardt, 2003). Ebenso kann die grof3e Anzahl landwirtschaftlicher Nutzpflanzen nur
liber die Bestidubung durch die Insekten dem Menschen vielfiltige Ertrage liefern.
Aufgrund der dadurch gestiegenen Produktvielfalt in der menschlichen Erndhrung, hat
die Honigbiene als drittwichtigstes ,Nutztier nach Rind und Schwein grofse Bedeutung

fiir den Menschen gewonnen (s. Abb. 1).

Abb. 1 Die Honigbiene gilt aufgrund ihrer Bestdubungsleistung menschlicher Nutzpflanzen
als drittwertvollstes Haustier (aus Tautz, 2007).
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So ist die Honigbiene fiir den Menschen nicht nur Lieferant geschitzter Produkte wie
Honig und Bienenwachs sondern vor allem ein unersetzliches Nutztier, das durch seine
Bestdubungstatigkeit die Frucht- und Samenproduktion vieler unserer Nahrungs-

pflanzen sichert (Fluri und Pickhardt, 2003).

1.1.1 Geschichte der Honigbiene und Bienenhaltung in Europa

Uber einen Zeitraum von mehr als 100 Millionen Jahren hat sich in Koevolution mit den
Bliitenpflanzen eine grofie Artenvielfalt der Bienen herausgebildet. Die Bienen gehdren
zur Ordnung der Hautfliigler (Hymenoptera) und bilden gemeinsam mit den auch aus
unseren Breiten bekannten Hummeln die Familie der Bienen (Apidae) (s.Abb. 2)
(Thomas, 2008). Innerhalb der Gattung der Honigbienen (Apis) bildet Apis mellifera

(Bedeutung: ,honigtragende oder honigerzeugende Biene“, Winston, 1991) die fir uns

wichtigste Art.
Reich 'I'l-l
v
Stamm Arthropoden
(Gliederfussler)
]
Klasse Krebse Insekten Spinnentiere Tausendfissler
: i
Ordnun Kafer Schmetterlinge Hautflugler Fliegen
Y (Coleoptera) (Lepidoptera (Hymenoptera) (Diptera)
s ¥
Pflanzenwespen Taillenwespen
Unterordnung (Symphyta) (Apocrita
(ohne Wespentaille) (mit Wespentaille)

v v
Familiengruppe (mit Ei-Legerdhre) (mit Giftstachel)
« Blattwespen Legimmen Stechimmen
= Holzwespen (Terebrantes) (Aculeata)
« Halmwespen
= * Schlupfwespen
= Brackwespen
= Erzwespen
« Gallwespen
+ Zehrwespen
- v
Familie Wegwespen Grabwespen Ameisen Faltenwespen Bienen
(Pompilidae) (Sphecidae) (Formicidae) (Vespidae) (hp"daa)
v
Gattung Stachellose Bienen Solitare Bienen Hummeln ntliche
(Melipona, Trigona) (Bombus) "
S,
\d
g e
- | —
L v v
Rasse A.m. carnica A. m. ligustica A. m. mellifera

(Unterart)

Abb. 2 Zoologische Stellung der Honigbiene (vereinfachtes Schema, aus Thomas, 2008).
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Bei vielen Hautflliglern konnte eine soziale, staatenbildende Lebensweise festgestellt
werden, die so vergleichbar im Tierreich nur noch in der Ordnung der Termiten
angetroffen wird. Fiir diese Lebensform wurde der Begriff ,Superorganismus“ gepragt.
Hierbei wird die gesamte Bienenkolonie mit einem einzigen Tier gleichgesetzt und als
ein unteilbares Ganzes angesehen. Die einzelne Biene an sich wire auch ein
tiberlebensfiahiges Individuum, denn sie besitzt alle notwendigen Kérperorgane, die ein
Insekt zum Uberleben benétigt. Der Imker und Schreinermeister J. Mehring (1815 -
1878) stellte das Bienenvolk sogar einem Wirbeltier gleich (Tautz 2007, S.4): ,Das
Bienenvolk sei ein ,Einwesen®; es entspreche einem Wirbeltier. Die Arbeitsbienen seien
der Gesamtkorper, seine Erhaltungs- und Verdauungsorgane, wahrend die Koénigin den
weiblichen, die Drohnen den mannlichen Geschlechtsorganen entsprachen.”

Im Bienenvolk leben immer mindestens zwei Generationen zusammen und die Arbeit
wird untereinander geteilt. Koniginnen sind fiir die Eiablage zustandig und andere
Mitglieder, die sogenannten Arbeiterinnen, teilen sich die iibrigen Arbeiten wie
Brutpflege, ,Hausputz“ und Nahrungsversorgung. Die Drohnen, die mannlichen Bienen,
entstehen aus unbefruchteten Eiern und sind einzig fiir die Begattung der Konigin
verantwortlich (Thomas, 2008).

Uber die ganze Welt verteilt sind mehr als 25000 verschiedene Bienenarten
beschrieben worden, von denen die meisten jedoch eine solitire Lebensweise aufweisen
und nicht wie die Honigbiene (Apis) eine soziale. Innerhalb der Gattung Apis existieren
mehrere Arten, von denen im gesamten europdischen und afrikanischen Raum nur die
bereits genannte Honigbiene Apis mellifera vorkommt. In Siidostasien dagegen findet
man in grofder Vielfalt acht verschiedene Arten, die teilweise in schwerzuganglichen
Hohlen oder auch freihdangend in Baume ihre Nester bauen (Winston, 1991; Thomas,
2008).

Die Westliche Honigbiene umfasst in etwa 25 verschiedene Rassen, jede an die Klima-
und Trachtverhaltnisse des entsprechenden Lebensraumes angepasst (Ritter, 2003). Fiir
die Bienenzucht sind weltweit nur drei Rassen von Bedeutung: Apis mellifera mellifera,
Apis mellifera carnica und Apis mellifera lingustica (Thomas, 2008). Urspriinglich war die
Verbreitung verschiedener Rassen geographisch durch Meere und/oder Gebirge
begrenzt, doch mit zunehmender Mobilitit des Menschen wurden diese Grenzen
verwischt, infolgedessen die Rassen vermischt und iiber die ganze Welt verbreitet. In
Abb. 3 ist ein Uberblick iiber die Verbreitung der Westlichen Honigbiene durch den
Menschen iiber die Welt ab dem Jahr 1530 dargestellt.
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1 Portugal—Brasilien 1530, iberica 12 Europa—Japan 1877, m.

2 London—New York 1622, m. 13 Siidstaaten—Yucatan 1911, m.

3 Niederlande—Kapstadt 1795, m. 14 New York—Pretoria 1930, #2.

4 London—Australien 1822, . 15 Transvaal-Sao Paulo 1956, scutellata

5 London—Tasmanien 1835, 2. 16 Madagaskar—Réunion 1960, wrnicolor

6 Spanien—Stidamerika 1839, iberica 17 Madagaskar—Mauritius 1960, unicolor

7 London—Neuseeland 1842, 7. 18  Kapstadt—Pretoria 1975, capensis

8 Ostkiiste—Westkiiste 1850, 2. 19 Nordamerika—Europa 1980, 7.

9 Italien—Polen 1835, ligustica 20 Neuseeland—Simbabwe 1990, 2.

10 Ostkiiste—Westkiiste 1857, iberica 21 Australien—Elfenbeinkiiste 1995, .

11 Deutschland—New York 1859, ligustica 22 Neuseeland—Deutschland 1999, #z.
Abb. 3 Verbreitung der Westlichen Honigbiene durch den Menschen (aus Lehnherr und

Duvoisin, 2003).

Der Beginn der Bienenhaltung lasst sich zeitlich nicht genau festlegen. Es wird vermutet,
dass die Bienenhaltung mit Einsetzen der Sesshaftigkeit des Menschen vor gut 12 000
Jahren einsetzte. Felszeichnungen, deren Alter auf 8000 bis 15 000 Jahre geschatzt wird,
zeugen von Honigernte durch den Menschen (Gould und Gould, 1995).

Aus dem alten Agypten belegen Papyrusschriftrollen die Bienenhaltung seit 2 400 v. Chr.
Aus dem antiken Griechenland wird in Schriften Homers und Hesiods von ca. 850 v. Chr.
tiber Bienenhaltung berichtet. Zu dieser Zeit galt das Interesse vor allem den Produkten
Honig und Wachs. In Agypten gehérten diese neben Weihrauch und Ol als Opfergaben zu
den Tempeleinkiinften, da die Bauern einige ihrer abzugebenden Steuern in Form von
Honig bezahlen mussten. In Griechenland fanden die Erzeugnisse der Bienen
beispielsweise Verwendung als Heilmittel, Fackeln und Schreibtafeln. Im Mittelalter
erreichte die Bienenhaltung, durch Gesetze geschiitzt und gefordert, einen hohen
Entwicklungsstand. Bis vor gut 400 Jahren zahlte Honig neben Friichten zu den einzigen
sifden Lebensmitteln der Menschen und wurde daher als kalorienlieferndes

Nahrungsmittel hoch geschatzt (Gould und Gould, 1995). Mitte des 16. bis Ende des 18.
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Jahrhunderts ging dieser aufgrund vieler Faktoren stark zuriick. Diese waren z.B. die
Reformation mit der Auflésung der Kloster, die die Bienenhaltung in grofiem Maf3
gefordert hatten oder auch die neu erschlossenen Handelswege, wodurch Bienenwachs
und Honig durch andere Produkte wie das pflanzliche Carnaubawachs und Rohrzucker
aus Ubersee Konkurrenz bekamen. Dies stellt den Zeitpunkt des Niedergangs der

traditionellen Imkerei dar (Lehnherr und Thomas, 2008).

1.1.2 Organisation des Bienenvolkes

Der Superorganismus Bienenvolk reprasentiert ein hoch spezialisiertes,
durchorganisiertes und leistungsstarkes soziales Gefiige. Das Bienenvolk setzt sich aus
drei ,Familienmitgliedern, sogenannten Kasten zusammen: einer Konigin (Mutter),
etwa 10 000 bis 30 000 Arbeiterinnen (Tochter) und 100 bis 1000 Drohnen (S6hne). Die
Koéniginnen kénnen vier bis flinf Jahre leben, wahrend Arbeiterbienen und Drohnen eine
Lebensdauer von bis zu 50 Tagen besitzen (Duvoisin und Lehnherr, 2003). Die
Entwicklungsdauer der Larven in die erwachsenen Bienen dauert je nach Kaste 16 — 24
Tage (s. Abb. 4).

Im Folgenden wird am Beispiel der Arbeiterinnen auf die Entwicklungsstadien

detaillierter eingegangen.

Alterin  Konigin Hautungen Alterin  Arbeiterin Hautungen Alterin  Drohne Hautungen
Tagen Tagen Tagen
1 Ei 1 Ei 1 Ei
2 2 2
3 F— schlipfen 3 5 schlipfen 3 5 schliipfen
4 3 Rundmade p 4 2 Rundmade p 4 2 TRundmade p
3 2 1. Hautung 3 o 1. H&utung 3 o 1. Hautung
5 i 2. Hautung A £ 2. Hautung 5 £ 2. Hautung
7 % 3. Hautung 7 3. Hautung 7 3. Hautung
) Streckmade 4. Hautung 3 4. Hautung 3 4, Hautung
(verdeckeln) Streckmade  (verdeckeln)
9 9 9 (verdeckeln)
10 ® Vorpuope 10 10 Streckmade
11 g WP 5 Hautung 11 11
12 § Puppe 12 Vorpuppe 12 E—
13 2 (Nymphe) 13 13 Vorpuppe
14 % 14 E 14 5. Hautung
15 K __ 6. Hiutung _15 2 5. Hiutung —= H Puppe
16 Kénigin (schliipfen) 16 3 16 o (Nymphe)
17 g Puppe iy, 2
2
18 (Nymphe) 18 E
19 19 >
;(1) — 6. Hautung ;(1)
Arbeiterin (schliipfen) =
23 6. Hautung
24 Drohne (schltipfen)
Abb. 4 Ubersicht tber die Entwicklung von Larven der verschiedenen Kasten eines

Bienevolkes (nach Duvoisin und Lehnherr, 2003).
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Arbeiterinnenlarve

Drei Tage wachst der Embryo im Ei heran und verbraucht hierbei den ihn umgebenden
Dotter. Am vierten Tag (s. Abb. 4) schliipft die Made, die von den Ammenbienen mit
Honig, Pollen und Futtersaft, den diese in der Futtersaftdriise (Hypopharynxdriise)
(s. Abb. 8) produzieren, versorgt. Am neunten Tag beginnen die Bienen, die Brutzellen
zu verdeckeln und die Larven verpuppen sich in einem Kokon und die Metamorphose

beginnt (Duvoisin und Lehnherr, 2003; Winston, 1991).

Abb. 5 Arbeiterinnenlarve aus eigenen Fiitterungsversuchen (s. Abschnitt 6.10.4; Abb. 50)
an Tag 6.

Puppe

Im Puppenstadium (s. Abb. 6) sind bereits alle Korperteile bis auf die Fliigel wie bei der
erwachsenen Biene ausgebildet. Sie nimmt an Grofle nicht mehr zu. Jetzt finden die
Auspragung der inneren Organe und Muskeln und eine Verdunklung der Oberhaut statt.

Dieser Zustand dauert fiir den Arbeiterinnen-Nachwuchs weitere 8-9 Tage (Winston,

1991).

Abb. 6 Arbeiterinnenpuppe aus eigenen Flitterungsversuchen (s. Abschnitt 6.10.4; Abb. 50)
an Tag 15.

Arbeiterin

Mit Hilfe ihrer Mundwerkzeuge (Mandibeln) nagt sich die Arbeiterin durch den
Wachsdeckel und schliipft nach ca. 21 Tagen. Wahrend ihres Lebens durchlaufen die

meisten Arbeiterinnen verschiedene Berufe (s. Abb. 7).
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Tage nach Tatigkeit Driisenaktivitat
Schliipfen
Stockbiene 1-2 Zellputzerin: sdubert Brutzellen, die vor kurzem frei

geworden sind

3-12 Ammenbiene: futtert die Maden Hypopharynxdriisen produzieren
Futtersaft
12-20 Nektarabnehmerin: Herstellung und Einlagerung Futtersaftdrisen geben Enzyme ab
von Honig zur Herstellung von Honig;

Giftdrusen fullen Giftblase

Baubiene: Wabenbau Wachsdrusen erreichen ihre
maximale GroRRe

Waéchterbiene: bewacht Stockeingang

Flugbiene 20 - Lebensende Sammelbiene: sammelt Nektar, Pollen, Wasser,
Kittharz
Abb. 7 Die verschiedenen Berufe einer Arbeiterin (nach Duvoisin und Lehnherr, 2003).

Sie beginnen im Inneren des Stocks als Zellputzerin und spater als Ammenbiene zur
Madenversorgung. Die Nektarabnehmerin ist fiir die Herstellung und Einlagerung von
Honig und die Baubiene fiir den Wabenbau zustindig. Die Wachterbiene wacht am
Stockeingang und die Bienen mit der letztlich grofdten Erfahrung aufgrund ihres
fortgeschrittenen Alters sind als Sammelbienen zur Beschaffung von Nektar, Pollen,
Wasser und Kittharzen im Freien unterwegs.

Fiir die Ausiibung der verschiedenen Tatigkeiten sind verschiedene Driisen (s. Abb. 8)
und Driisensekrete notig, die die Arbeiterin je nach Aufgabengebiet dafiir ausbildet. Die
Futtersaftdriise ist fiir die Tatigkeit als Ammenbiene zu Beginn am stiarksten entwickelt.
Die Nektarabnehmerin hat im Folgenden die Giftblase zur Verteidigung ausgebildet und

die Wachsdriisen erreichen bei den Baubienen ihre maximale Grofe.

Driisen der Honigbiene Tergittaschendriisen

Konigin)

Rektaldriise

Kopfspeicheldriise
Nassanoffdriise

Futtersaftdriise (Arbeiterin)

Koschevnikow sche
Driise (Konigin und
Arbeiterin)

Wachsdriisen \
(Arbeiterin) Alkalische Driise

Brustspeicheldriise / (Dufour'sche Driise)
Saure Giftdriise (Konigin und Arbeiterin)
(Kéinigin)
Abb. 8 Schematische Darstellung der Driisen einer Arbeiterin (aus Lehnherr und Duvoisin,

2003).
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Die Nahrung wird von der Sammelbiene mit dem Riissel aufgenommen und in der
Honigblase gespeichert (s.Abb. 9). Im Bienenstock geben die Sammelbienen ihre
Nahrung durch Auswiirgen an die Stockbiene weiter, die ihrerseits die Ammenbienen
versorgen. Nur ein kleiner Teil der aufgenommenen Nahrung wird zur Deckung des

Eigenbedarfs der Biene genutzt.

LAVES Insiitut fir Benenknde Celle

S\ LaMlierdam, |
Honigblase b Y

Abb.9 Schematischer Querschnitt durch den Koérper einer Honigbiene (Quelle: LAVES,
Institut fiir Bienenkunde, Celle).

Im Mitteldarm wird die Nahrung durch Enzyme in ihre Bestandteile zerlegt, die iiber die
Darmwand in die Hamolymphe, das ,Blut“ der Biene, gelangen. Diese flief3t frei im
Korperinneren und verteilt die Nahrstoffe an die Organe. Im Fettkorper werden
Reserven wie Zucker, Fette und Proteine fiir Mangelzeiten gespeichert. Die Kotblase
dient zur Speicherung der Exkremente, die, von der Biene gesteuert durch ihr stark
ausgepragtes Hygieneverhalten, nur bei Reinigungsfliigen ausgeschieden werden
(Winston, 1991; Lehnherr und Duvoisin, 2003). Fiir die Versorgung von Larven und
Konigin ist bei der Ammenbiene die Futtersaftdriise (s. Abb. 8) vom sechsten bis zum
zwolften Tag ausgebildet. Hochwertiger Futtersaft aus Vitaminen, Proteinen, Fetten und
Mineralstoffen wird hier gebildet und als Sekret direkt tiber den Mund ausgeschieden.
Nach der Ammenzeit bilden sich die Driisen zuriick, dienen aber der Produktion
verschiedener Enzyme, die fiir die Umwandlung von Nektar in Honig bendtigt werden

(Lehnherr und Duvoisin, 2003).
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1.1.3 Bienenprodukte

Ein Bienenvolk liefert viele Produkte, die heute fiir unterschiedliche Zwecke genutzt
werden. Jedem gelaufig sind Honig und Bienenwachs. Aber auch der gesammelte Pollen
sowie Gelée Royal werden als Lebensmittel angeboten und Propolis sowie das
Bienengift werden als Heilmittel (in der ,Apitherapie“) verwendet. Bei Gelée Royal
handelt es sich um einen Futtersaft mit erhohtem Gehalt an Aminosauren, Nukleotiden
und Vitaminen, der speziell fiir die Aufzucht einer Koénigin von den Ammenbienen
produziert wird. Propolis besteht aus Baumharzen vermengt mit bestimmten Sekreten

der Biene und dient als abdichtendes Kittharz im Wabenbau.

Honig

Aus Nektar und Honigtau (meist ein Ausscheidungsprodukt pflanzensaftsaugender
Insekten, haufig z.B. bei Waldhonig) pflanzlichen Ursprungs erzeugen Honigbienen mit
ihren enzymbhaltigen Sekreten im Korper das als Honig bekannte Produkt zur Deckung
des Kohlenhydrat-/Energie-Bedarfs des Volkes. Zusatzlich wird beim Sammeln des
Nektars der Pollen der ,besuchten” Pflanze mit eingetragen, iiber den die pflanzliche
Herkunft der ,Honigzutaten“ ermittelt werden kann. Honig wird in grofdem Mafie als
Lebensmittel oder als Lebensmittelzutat konsumiert, findet aber auch wegen seiner
antibakteriellen Wirkung durch einige Inhaltsstoffe, wie z.B. Wasserstoffperoxid oder
Flavonoide, Anwendung als Naturheilmittel (Bogdanov und Matzke, 2003; Rieder und
Matzke, 2003).

Der Nektar mancher Pflanzen (z.B. aus der Familie der Ericaceae oder Euphorbiaceae)
kann allerdings auch Stoffe, wie z.B. Diterpene enthalten, die fiir den Menschen giftig
sind. So kam es in verschiedenen Landern bereits zu Honigvergiftungen beim Menschen.
Es konnen neben den unerwiinschten Stoffen aus dem Nektar weitere Verunreinigungen
im Honig enthalten sein, die oft durch den Menschen selbst beispielsweise aus der
Landwirtschaft (z.B. Pestizide, Insektizide), Automobilverkehr oder Industrie (z.B.

Kohlenwasserstoffe, Schwermetalle) eingebracht werden (Bogdanov und Matzke, 2003).

Pollen

Setzt sich eine Pollensammlerin an einer Bliite nieder, um an den Nektar zu gelangen,

bleiben an ihrem Koérper Pflanzenpollen haften, die sie mit dem Nektar als Kleber zu so
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genannten Pollenhdschen zusammenkdmmt. Pollen sind die Hauptproteinquelle der
Biene. Sie werden vor allem fiir die Larvenaufzucht und zum Aufbau des Fettkorpers als
Reserve zur Uberwinterung genutzt. Gehoseltes Pollengranulat hat auch den Weg auf
den menschlichen Speiseplan gefunden. Es wird wegen seines hohen Gehalts an
Mineralstoffen, Vitaminen, Flavonoiden und Phytosterinen in der Nahrungserganzung
eingesetzt. [hm wird eine aufbauende und heilende Wirkung nachgesagt (Bieri und
Bogdanov, 2003; Rieder und Matzke, 2003).

So wie im Honig, kénnen auch im Pollen pflanzeneigene giftige Substanzen und
unerwiinschte Verunreinigungen wie Schwermetalle und Pestizide enthalten sein (Bieri

und Bogdanov, 2003).

1.2 Pyrrolizidinalkaloide

In der Pflanzenwelt existieren viele Strategien und Mechanismen, die von den Pflanzen
zu ihrem eigenen Schutz und damit dem Fortbestand der Arten gegen verschiedene
Feinde entwickelt wurden. Dazu zdhlen in besonderem Mafde pflanzliche
Sekundarstoffe, die Pflanzen in die Lage versetzen, sich mit chemischen Mitteln gegen
Herbivoren, Mikroorganismen und Viren zu verteidigen. Ein typisches Beispiel hierfiir

sind die Pyrrolizidinalkaloide (PAs).

1.2.1 Vorkommen im Pflanzenreich

Mit einer Gesamtheit von bisher tiber 370 identifizierten Strukturen sind PAs in mehr
als 560 verschiedenen Pflanzenarten zu finden und stellen somit eine sehr vielfaltige
Gruppe von pflanzlichen Sekundarstoffen dar.

Bei PAs handelt es sich um Esteralkaloide, die aus zwei Grundbausteinen, der

Necinsdure und der Necinbase, zusammengesetzt sind (s. Abb. 10).

Abb. 10 Grundstruktur der Pyrrolizidinalkaloide (PAs).
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Die Necinbase bildet hierbei den bizyklischen Aminoalkohol, der durch Esterbindungen
mit ein oder zwei Necinsduren an den Positionen C-7 und/oder C-9 verkniipft ist. Die
Necinbase kann gesattigt oder 1,2-ungesattigt vorliegen und besitzt in den meisten
Fillen an C-1 eine Hydroxymethyl-Einheit und zusatzlich an C-7 eine Hydroxy-Gruppe
(Culvenor, 1978; Hartmann und Witte, 1995). Die Necinsduren konnen komplexe
verzweigte aliphatische Mono- oder Dicarbonsauren oder seltener aromatische Sauren
sein. Sie sind oft durch zusitzliche Methoxy-, Hydroxy-, Carboxy-, Epoxy- oder
Acetoxygruppen substituiert.

Die Vielfalt an PA-Strukturen resultiert aus der Kombinationsmoglichkeit der
verschiedenen Necinsdauren mit den unterschiedlichen Necinbasen (s. Abb. 10).
Verschiedene Necinbasen konnen als Baustein in die PA-Strukturen eingehen. Am
meisten verbreitet ist hier die Base des Senecionin-Typs, das Retronecin, mit
R-Konfiguration an C-7 (Nummerierung s. Abb. 10), in den PAs der Gattungen der
Asteraceae, gefolgt von dem S-konfigurierten Diastereomer Heliotridin in PAs der
Boraginaceae, dem 1,2-gesattigtem Platynecin- und dem Otonecin-Typ (s.Abb. 11)
(Hartmann und Ober, 2008).

OH OH OH OH
HO HO i HQ K HO o
N\ TN\ ' A
N N N N

Retronecin Heliotridin Platynecin Otonecin

Abb. 11 Ubersicht iiber die am meisten verbreiteten Necinbasen Retronecin, Heliotridin,
Platynecin und Otonecin.

In makrozyklischen PAs sind als Basen Retronecin, Platynecin und in seltenen Fallen
Otonecin zu finden. Heliotridin kann aufgrund der sterischen Hinderung durch die
Hydroxygruppe an C-7 lediglich in offenkettige Strukturen eingebaut werden.

Schatzungsweise 3 % aller Bliitenpflanzen besitzen PAs (Smith und Culvenor, 1981).
Man findet sie vor allem innerhalb der Angiospermen in den Pflanzenfamilien der
Asteraceae (Tribus Senecioneae und Eupatorieae), Boraginaceae, Apocynaceae,
Fabaceae (Gattung der Crotalaria) und in wenigen Gattungen innerhalb der Orchidaceae.
Die vielfaltigen makrozyklischen Diester, offenkettigenen Diester und Monoester lassen
sich unter Beriicksichtigung chemosystematischer und biogenetischer Aspekte in fiinf

Strukturtypen unterteilen (s. Abb. 12) (Hartmann und Witte, 1995).
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Senecionin-Typ Lycopsamin-Typ Triangularin-Typ Monocrotalin-Typ Phalaenopsin-Typ
(> 100 Strukturen) (> 100 Strukturen) (> 50 Strukturen) (> 30 Strukturen) (> 20 Strukturen)

Abb. 12 Die fiinf unterschiedlichen PA-Strukturtypen.

Die grundlegende Einteilung der PAs in die fiinf Strukturtypen (s. Abb. 12) basiert auf
der Art und der Verkniipfungsform der jeweiligen Necinsauren.

PAs vom Senecionin-Typ kommen als zwolf-gliedrige makrozyklische Ester vor allem im
Tribus Senecioneae innerhalb der Asteraceen vor, aber auch innerhalb der Fabaceae
lassen sich Vertreter finden. Die verzweigten Necinsduren in Form von C10-Kérpern
sind hier biogenetisch aus zwei C5-Korpern abgeleitet, die von den Aminosduren
L-Isoleucin und seltener auch vom L-Leucin abstammen.

Oft in Begleitung von Senecionin-Typ PAs zu finden sind die strukturell leicht
veranderten PAs des Monocrotalin-Typ, die elf-gliedrige makrozyklische Diester-
strukturen und ebenfalls Retronecin als Basenkdrper (s.Abb. 11) besitzen. Sie sind
typisch fiir die Gattung der Crotalaria, konnten aber auch in einigen Spezies der
Boraginaceae gefunden werden.

Ebenfalls mit zwei C5-Koérpern verestert und mit dem Senecionin-Typ verwandt sind die
PAs der Triangularin-Typ Gruppe (s.Abb. 12), die als Mono- oder Diester und den
entsprechenden hydroxylierten Derivaten vorliegen und die offenkettigen Varianten der
makrozyklischen Diester des Senecionin-Typs darstellen. Nachgewiesen wurden sie
innerhalb der Senecioneae, was aufgrund der Verwandtschaft zu den Senecionin-Typ
PAs wenig verwunderlich erscheint.

Neben PAs vom Senecionin-Typ bilden die PAs des Lycopsamin-Typs mit mehr als 100
Strukturen die grofdte Gruppe. Sie zeichnen sich durch eine grofde Diversitit von
verzweigtkettigen Mono- und Diestern aus, die an C-9 mit einer C7 Necinsdure, einer
hydroxylierten 2-Isopropylbuttersaure, verestert vorliegen. Ihr Vorkommen ist auf den
Tribus Eupatorieae innerhalb der Asteraceen, die Boraginaceen und wenige Arten der
Apocynaceen beschrankt und sonst selten in der Natur vorzufinden.

Die mit Abstand kleinste Gruppe stellen die PAs des Phalenopsin-Typs dar, die sich klar

von den anderen Gruppen unterscheiden lasst. Sie werden ausschliefdlich innerhalb der
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Orchidaceae gebildet und sind aufgrund ihrer gesattigten Form als nicht lebertoxisch
(s. Abschnitt 1.2.3) anzusehen (Hartmann und Witte, 1995; Hartmann und Ober, 2008,
Hartmann und Ober, 2000).

Die meisten PA-Vertreter aus den Familien der Asteraceae, der Boraginaceae und der
Fabaceae teilen sich neben der gemeinsamen 1,2-ungesattigten Necinbase eine weitere
gemeinsame Besonderheit. Sie konnen als tertidre und N-oxidierte PAs vorliegen. Nach
heutigem Wissensstand synthetisieren zumindest Arten der Asteraceae PAs
hauptsachlich in der Form ihrer polaren N-Oxide (s. Abb. 13). In der N-oxidierten Form
werden sie auch iiberwiegend innerhalb der Pflanzen zu den Speicherorten
transportiert und dort gespeichert (s. Abschnitt 1.2.2). Eine Ausnahme stellen die PAs
des Otonecin-Typs (s. Abb. 11) dar, die aufgrund der Methylgruppe am Stickstoffatom
nicht N-oxidiert werden konnen (s. Abb. 13) (Hartmann und Ober, 2000; Hartmann und
Ober, 2008).

HO_ HO,

NS0 NS0
20 N-Oxidation =0
o~ 0 H N [OJNe) H
= N~ :
N Reduktion . N
N N

&
Senecionin Senecionin N-Oxid
Abb. 13 Pyrrolizidinalkaloid in tertidrer und N-oxidierter Form am Beispiel von Senecionin.

Das tertidare PA als freie Base und ihr N-Oxid sind durch Reduktion bzw. Oxidation in
einander uberfiihrbar, wobei die Reduktion spontan ablaufen kann und die Oxidation in
biologischen Systemen hingegen enzymatisch katalysiert wird (Hartmann und Toppel,
1987). Die N-Oxide besitzen einen den Aminosduren dhnlichen polaren salzartigen
Charakter im Gegensatz zu den tertidren PAs, die durch ihre lipophile Eigenschaft
gepragt sind.

In den Samen von Crotalaria (Fabaceae) werden die PAs des Monocrotalin-Typs (s. Abb.
12) vor allem in ihrer tertidren Form gespeichert. Innerhalb der Convolvulaceae sind
nur die freien Basen der 1,2-gesattigten PAs anzutreffen. Diese liegen innerhalb der
Orchidaceae als Gemisch aus freier Base und N-Oxid (s. Abb. 13) in den Pflanzen vor

(Hartmann und Witte, 1995; Frolich et al., 2006).
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1.2.2 Lokalisierung und Verteilung innerhalb der Pflanze

Eine wichtige Voraussetzung fiir pflanzliche Abwehrstoffe gegen Herbivoren und
Pathogene ist eine vermehrte Akkumulation in den Pflanzenteilen, die als potentielle
Angriffsstellen dienen bzw. besonderen Schutz bediirfen. Von PAs wird diese generelle
Bedingung oft in vorbildlicher Art und Weise erfiillt. Profil, Ort der Biosynthese und
Verteilung von PAs in PA-Pflanzen stellen sich als sehr unterschiedlich dar (Hartmann,
2009). Der Transport der PAs innerhalb der Pflanze erfolgt in Form der wasserloslichen,
polaren N-Oxide (s. Abb. 13), in der sie auch in allen Teilen der Pflanze in den zellularen
Vakuolen gespeichert werden (Ehmke et al, 1988).

Als Hauptspeicherorte sind die Knospen, spater die Bliite und im Fall der Crotalaria
(Fabaceae) die Samen zu nennen (Toppel et al, 1988; Chang und Hartmann, 1998).

Ein Beispiel, an dem die Verteilung intensiv untersucht wurde, ist die Gattung Senecio.
Die Biosynthese von Senecionin-N-0xid, das die Grundstruktur und den Vorlaufer vieler
Derivate reprasentiert, erfolgt in den Wurzeln. Von dort wird es tiber das Phloem in die
weiteren Pflanzenorgane verbreitet. Die vegetativen, jungen peripheren Organe besitzen
generell den hochsten PA-Gehalt, der in den Bliitenstanden maximal ist. Im Stangel sind
die PAs vorwiegend in den aufdenliegenden Zellschichten lokalisiert (Hartmann et al,
1989). Senecionin-N-Oxid wird selektiv durch einen spezifischen Carrier in die Vakuolen
von Zellen aufgenommen und dort akkumuliert (Ehmke et al, 1988).

Innerhalb der Boraginaceae existieren Unterschiede. So sind bei Heliotropium die
Gehalte in den Bliiten und bei Cynoglossum offizinale in den Rosettenbladttern (190-mal
hoher als in adlteren Blattern) am hochsten (Froélich et al, 2007; van Dam et al,, 1995).

Zu Beginn dieser Arbeit gab es keine bzw. wenig Daten liber PA-Gehalte in den fiir eine

Biene relevanten Pflanzenteilen Nektar und Pollen von PA-Pflanzen.

1.2.3 Toxizitit und Metabolismus

Wie viele pflanzliche Sekundarstoffe dienen PAs als effektive chemische Abwehrstoffe
mit fraRhemmender und auch toxischer Wirkung dem Schutz der Pflanze vor
Herbivoren. Die abschreckende Wirkung konnte auch bei Insekten beobachtet werden
(Hartmann, 1999; Hartmann und Witte, 1995; Boppré, 1986).

Bei domestiziertem Weidevieh wurden wiederholt Vergiftungsfille dokumentiert. Sie

scheinen zwar generell PA-Pflanzen zu meiden, jedoch ist dies nur solange der Fall, wie
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den Tieren eine ausreichende Menge alternativer Futterquellen auf der Weideflache zur
Verfiigung steht (Boppré, 1986). Moglicherweise haben sie die Fahigkeit zur
Wahrnehmung der toxischen Substanzen in ihren Futterpflanzen verloren. Denn iiber
PA-Vergiftungen von Wildtieren gibt es keine Informationen in der Literatur, was
vermuten lasst, dass die fralhemmende Wirkung der PAs hier sehr wirksam ist.

Beim Menschen wurden Vergiftungsfille bekannt, die im Wesentlichen auf
Kontamination von Getreide mit PA-haltigen Pflanzen/-teilen zurtickzufiihren sind. Vor
allem aus weniger entwickelten Gegenden, wie beispielsweise Indien, Asien, Afrika,
Jamaika und Afghanistan, sind mehrere solcher Vergiftungsfalle bekannt geworden.
Doch auch die direkte Einnahme von PA-haltigem Pflanzenmaterial bzw. —extrakten in
Form von Arzneimitteln (Phytopharmaka) oder Tees hat in der Vergangenheit zu
Vergiftungen beim Menschen gefiihrt (Huxtable, 1979; Wiedenfeld und Roéder, 1984).
Am haufigsten konnen die PA-Vergiftungen von Menschen auf den Verzehr von
Produkten aus PA-kontaminiertem Weizenmehl zuriickgefithrt werden. Der letzte
bekannt gewordene Fall stammt aus dem Jahr 2008 aus Afghanistan. Insgesamt 38 Falle
von Aszites (Bauchwassersucht) sind hier bekannt geworden. Als PA-Quelle konnte mit
Samen von Heliotropium-Pflanzen kontaminiertes Weizenmehl ermittelt werden, das als

Brot-Zutat von den Menschen verzehrt wurde (Kakar et al, 2010).

Mechanismen der PA-Toxizitat

Die Gruppe der 1,2-ungesattigen PAs weist eine mehr oder weniger stark ausgepragte
toxische Eigenschaft auf, die z.T. auch mit bestimmten strukturellen Voraussetzungen
korreliert werden kann. Generell muss zwischen akuter, chronischer und Genotoxizitat
unterschieden werden (Culvenor et al, 1976; Mattocks, 1986; Fu et al, 2004). Bedingt
durch die Haufigkeit ihres Vorkommens und ihrer Verfiigbarkeit in reiner Form haben
die Retronecin-, Heliotridin- und Otonecin-Typ PAs (s. Abb. 11) im Zusammenhang mit
den toxischen Wirkungen bisher die gréfite Aufmerksamkeit erlangt.

Die PAs werden von Mensch oder Tier in tertidrer und N-oxidierter Form aufgenommen.
Tertidre PAs werden aufgrund ihres lipophilen Charakters unspezifisch resorbiert. Die
hydrophilen N-Oxide bediirfen zur Uberwindung von Zellmembranen spezifischer
Carrier, werden aus diesem Grund nicht unspezifisch resorbiert und kénnten leicht vom
Korper ausgeschieden werden. Jedoch findet im Darm eine Reduktion der N-oxidierten

Formen in die tertidren PAs statt (s. Abb. 14, Weg ii) (Fu et al, 2004). Beide PA-Formen,
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tertidar und N-Oxid, sind an sich ungiftig und werden erst durch Bioaktivierung in die
toxisch aktiven Strukturen umgewandelt (pro-toxisch).

Die PAs in ihrer tertidren Form gelangen nach ihrer Resorption im Darm tiber die
Blutbahn in die Leber. Dort unterliegen sie dem Xenobiotikastoffwechsel. Dieser dient
generell dem Stoffwechsel korperfremder, chemischer Stoffe und wird durch
Cytochrom-P450-Enzyme (vor allem CYP3A und auch CYP2B) katalysiert. Diese Phase I
Enzyme dienen eigentlich der Entgiftung koérperfremder Strukturen, in Form der
Deaktivierung oder chemischen Modifizierung, wodurch sie in einer Phase II Reaktion
mit Glutathion (GSH) oder auch anderen hydrophilen Bestandteilen verkniipft und
damit ausgeschieden werden konnen (Hartmann, 2009).

Diesen Mechanismus kennen wir auch von Arzneimitteln, z.B. der Salicylsdure, dem
historischen Vorldufer der heute verwendeten synthetischen Acetylsalicylsaure (ASS).
Der Wirkstoff wird als glykosyliertes Derivat, als sogenanntes Pro-Drug eingesetzt. Nach
der Abspaltung der Glucose im Darm wird der resultierende Alkohol resorbiert, gelangt
unter anderem zur Leber, wo er durch die Cytochrom-P450-Oxidasen in die eigentliche
wirksame Form der Sdure (Drug) oxidiert wird. In weiteren Schritten wird sie durch
Konjugation mit Glucuronsaure und Glycin inaktiviert und eliminiert (Forth, 1987).
Durch die unspezifische Ausrichtung der Phase I Enzyme kann es in manchen Fillen
dazu kommen, dass der Mechanismus der eigentlichen Entgiftung in der Leber ins
Gegenteil umschlagt, indem aus an sich untoxischen Substanzen, wie im Fall der PAs,

toxische Produkte gebildet werden.
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Abb. 14 Bioaktivierung und Metabolisierung pro-toxischer Pyrrolizidinalkaloide durch
Cytochrom-P450-Oxidation in der Leber in die reaktiven DHP-Ester an den
Beispielen der Senecionin-Typ und Otonecin-Typ PAs (nach Hartmann, 2009).
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Durch die von Cytochrom-P450-Monooxigenasen katalysierte Oxidation findet in der
Leber in zwei Schritten eine Bioaktivierung der PAs in Dehydropyrrolizidinalkaloide
(DHP-Ester), so genannte Pyrrole, statt (s. Abb. 14, Wegiii). Ausgangspunkt fiir die
Bioaktivierung ist das 1,2-ungesattigte tertidre PA (Pro-Toxin). Damit ein PA in die
toxikologisch wirksame Form des Pyrrols iiberfiihrt werden kann, sind zusatzlich zur
Doppelbindung in 1,2-Stellung mindestens eine Esterbindung an C-7 und/oder an C-9
(Nummerierung s. Abb. 10) notwendig (Wiedenfeld und Roder, 1984; Stegelmeier et al,
1999).

Im Fall der am Stickstoff der Necinbase methylierten PAs vom Otonecin-Typ erfolgt eine
Bioaktivierung zum DHP-Ester iiber eine oxidative N-Demethylierung (s. Abb. 14,
Weg iv)(Fu et al, 2004).

Bei den resultierenden Pyrrolen handelt es sich um stark alkylierende Metabolite. Durch
ihre gute Eigenschaft als Abgangsgruppe, bedingt durch die beiden Esterfunktionen an
den Positionen C-7 und C-9, besitzen sie einen elektrophilen Charakter. Die
entstehenden reaktiven Pyrrole binden leicht an nucleophile Zellbestandteile (Nu) wie
DNA und Proteine (s. Abb. 15). Als Folge eines Angriffs von einem aktivierten Diester
kann es zu Quervernetzungen (,cross-linking“) der DNA kommen. Eine Schadigung des
Lebergewebes ist die Folge. Durch den weiteren Transport der PAs in das Gewebe
anderer Organe, wie z.B. der Lunge, konnen auch hier schadliche Wirkungen nicht
ausgeschlossen werden. Einige Pyrrol-Gewebe-Addukte sind iiber lange Zeit hinweg
stabil und es wird vermutet, dass die Pyrrole nach Abbau der DNA regeneriert und
erneut mit anderen Nukleophilen an anderer Stelle neue Addukte bilden kénnen

(Stegelmeier et al, 1999).

Metabolisierung und Entgiftungsmechanismen

Nach vorangegangener Resorption der PAs und ihrer Bioaktivierung zu DHP-Estern sind
jedoch nicht nur Mechanismen zu erwarten, die toxische Wirkungen nach sich ziehen,
sondern es bestehen auch verschiedene natiirliche Wege im Rahmen der zelleigenen
Abwehr, mit deren Hilfe die toxische Wirkung der Pyrrole umgangen oder zumindest in
ihrem Ausmaf reduziert werden kann (s. Abb. 15, Wege i, ii und iv).

Eine haufig angewandte Verteidigungsstrategie von Zellen stellt die Verkniipfung
loslicher nukleophiler Substanzen, wie das GSH mit den elektrophilen DHP-Estern dar

(s. Abb. 15, Weg i). Als Produkte resultieren aus diesen Reaktionen DHP-Ester-GSH-
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Abb. 15 Metabolisierungswege der DHP-Ester; (i) Konjugation mit loslichem GSH, (ii)

Hydrolyse zur freien nicht toxischen Base DHP, (iii) Addition an nukleophile
Zellbestandteile (Nu) und (iv) Polymerisation der DHP-Ester in leicht ausscheidbare
Verbindungen.

Konjugate (7-GSH-DHP und 7,9-diGSH-DHP), die leicht vom Korper ausgeschieden
werden konnen (Fu et al, 2004). Eine andere Moglichkeit zur Entfernung der reaktiven
Pyrrole aus den Zellen ist durch eine Polymerisation der DHP-Ester gegeben (s. Abb. 15,
Weg iv). Sie flihrt zu polymeren Substanzen, die unschadlich sequestriert oder ebenfalls
leicht ausgeschieden werden konnen (Stegelmeier et al, 1999).

Des Weiteren konnen aus den Pyrrolestern durch Hydrolyse der Esterbindungen mittels
Esterasen die entsprechenden Dehydroalkohole gebildet werden (s. Abb. 15, Weg ii).
Diese sind weniger reaktiv und konnen zusatzlich leichter tiber Ausscheidung aus dem
Korper entfernt werden (Fu et al, 2004; Hartmann, 2009).

In Konkurrenz zu dem Mechanismus der Bioaktivierung von aufgenommenen PAs
(s. Abb. 14, Weg iii) existieren auch Wege zur Entgiftung der PAs (s. Abb. 16). Zum einen
besteht die Moglichkeit der Hydrolyse der Esterbindungen an C-7 und C-9, was zu der
entsprechenden Necinsdure und Necinbase fiihrt (Weg i). Zum anderen kann das
tertidre PA durch eine N-Oxidation der Necinbase in das korrespondierenden N-Oxid

umgewandelt werden (Weg ii).
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Abb. 16 Entgiftungswege von PAs am Beispiel der Senecionin-Typ PAs; (i) Hydrolyse des PAs
durch Spaltung der Esterbindungen an C-7 und C-9, (ii) N-Oxidation des PAs.

Fiir PAs vom Otonecin-Typ (s.Abb. 11) kommt hinsichtlich der entgiftenden
Metabolisierung der PAs an sich nur Weg (i) (s. Abb. 16) in Frage. Eine N-Oxidation am
zyklisch gebundenen Stickstoff ist aufgrund der Anwesenheit der Methylgruppe in
diesem Fall nicht méglich. Die Bildung des Dehydropyrrolizidinalkaloids im Rahmen der
Bioaktivierung hingegen geschieht im Fall der Otonecin-Typ PAs liber eine oxidative N-
Demethylierung im ersten und einem Ringschluss im zweiten Schritt (s. Abb. 14).
Folglich ist fiir diese PAs zusatzlich zur Hydrolyse auch die bereits erwahnte entgiftende
Metabolisierung der DHP-Ester nach erfolgter Bioaktivierung der PAs in leicht
ausscheidbare GSH-Konjugate (s. Abb. 15, Weg i oder iv) moglich (Fu et al, 2004).

Alle vorgestellten Metabolisierungs- und Entgiftungswege sind je nach Lebewesen
unterschiedlich stark ausgepragt. So sind Gattungen wie Schafe, Ziegen, Kaninchen und
Meerschweinchen wesentlich toleranter gegeniiber PA-Vorkommen in ihrem Futter als
z.B. Pferde, Rinder und Ratten, die nach einer PA-Aufnahme wesentlich schneller
Vergiftungserscheinungen zeigen. Dies ldsst sich dadurch erklaren, dass jedes
Lebewesen die bioaktivierenden und entgiftenden Enzymsysteme in unterschiedlichen
Kombinationen und Mengen besitzt. Welche Metabolisierungswege beschritten werden
oder dominieren ist somit individuell spezifisch und kann nicht verallgemeinert werden
(Mattocks, 1986).

Fiir ein paar Siugetiere ist die Uberfithrung der pro-toxischen tertiiren PAs in ihre nicht
toxischen N-Oxide als eine Entgiftungsmoglichkeit belegt worden. Bei Meerschweinchen
und Schafen ist dieser Weg durch mikrosomale flavinhaltige Monooxigenasen
beschrieben (Miranda et al, 1991; Huang et al, 1998; Fu et al,, 2004). Die N-Oxidierung
in der Leber der Meerschweinchen dominiert sogar iiber die von Cytochrom-P450-
Enzymen katalysierte Bioaktivierung. Dadurch lasst sich die hohe Toleranz von
Meerschweinchen gegentliber den toxischen Wirkungen von Pyrrolizidinalkaloiden

erklaren (Miranda et al, 1991).
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Akute und chronische Toxizitat

Die akute Wirkung bei Wirbeltieren, die durch PA-Intoxikation auftreten kénnen, ist im
Wesentlichen durch massive Hepatotoxizitit und hamorrhagische Nekrosen
gekennzeichnet (Mattocks, 1986; Fu et al, 2004).

Das Ausmafi der zu erwartenden Toxizitdt hangt grundsatzlich von der Struktur des
entsprechenden PAs ab (Stegelmeier et al, 1999). So wurden Unterschiede in der akuten
Toxizitat, bedingt durch die Veresterungen beider Hydroxygruppen der Necinbase
sowie durch das zusatzliche Vorliegen einer Doppelbindung im Teil der Necinsdure in
ao,B-Stellung zum Ester festgestellt (Wiedenfeld und Roder, 1984).

In grundlegenden Arbeiten von Mattocks et al. sind die Struktur-Wirkungsprinzipien der
Saugetiertoxizitat untersucht worden. Demnach ist die Geschwindigkeit der Bildung der
toxischen Pyrrole in der Leber je nach PA-Struktur unterschiedlich. Die Menge
gebildeter Pyrrole in einer bestimmten Zeit spiegelt die Starke der hepatotoxischen
Wirkung eines PAs wieder (Mattocks, 1986).

Zusammengefasst lasst sich sagen, dass die akute Toxizitat bei makrozyklischen Diester-
PAs am hochsten ist, gefolgt von den offenkettigen Diestern und letztlich bei Monoestern
am geringsten ist. Gemeinsam besitzen die makrozyklischen und die offenen Diester die
Fahigkeit zur Ausbildung zweier elektrophiler Angriffsstellen aufgrund der zwei leicht
zu spaltenden Estergruppen. Die Toxizitat der makrozyklischen Diester wird zusatzlich
noch durch die sterische Hinderung im gesamten Molekiil verstarkt, wodurch Esterasen,
die zur Entgiftung von PAs beitragen, die Necinsduren nur mit verminderter
Geschwindigkeit abspalten konnen (s. Weg ii, Abb. 15) (Culvenor et al, 1976).

Den freien Necinbasen wie Retronecin ist ein deutlich vermindertes toxisches Potential
zuzuordnen, da sie durch die fehlenden Estergruppen eine deutlich schwachere
elektrophile Eigenschaft besitzen als ihre veresterten Derivate (Mattocks, 1986;
Stegelmeier et al,, 1999; Fu et al, 2004).

Chronische Vergiftungen verursachen verschiedene Funktionsstérungen sowie zelluldre
Anomalien und auch Kanzerogenitit ist nicht auszuschliefden (Hartmann, 2009). Die
Langzeitfolgen sind hauptsachlich in Form von Leber-, Lungen- und Blutgefafdschdaden
festzustellen, in selteneren Fallen treten aber auch Schiaden in Niere, Gastrointestinal-
trakt, Pankreas und Knochenmark auf. Es kommt zu Venenverschluss in Leber und

Lunge, Hemmung der Zellteilung (Mitose), Zellvergrofierung (Megalozytose),
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Leberzirrhose, Geschwulsten und sogar zur Bildung von Karzinomen (Wiedenfeld und

Roder, 1984; Mattocks, 1986; Fu et al.,, 2004).

PA-Toxizitat bei Insekten

Bisher ist noch nicht viel iiber die Metabolisierung von PAs in herbivoren Insekten und
dariiber bekannt, welche koérpereigenen Mechanismen hierbei eine Rolle spielen.
Insekten besitzen Mechanismen zur Biotransformation von Xenobiotika mit Cytochrom-
P450-Enzymen, die denen von Sdugetieren recht dhnlich sind. Folglich ist bei nicht
angepassten Insekten eine dhnliche Toxizitat wie bei Sdugetieren zu erwarten (Schuler,
1996). Dies mag der Grund dafiir sein, dass PA-Pflanzen von diesen Insekten nicht
gefressen werden (Boppré, 1986).

Als Folge der Bioaktivierung von PAs in reaktive Pyrrol-Ester kann eine Reihe von
genotoxischen Wirkungen auftreten. Dazu gehéren DNA-Bindung und -Quervernetzung,
DNA-Strangbriiche, Mutagenitat, chromosomale Fehlentwicklung, Schwesterchromati-
denaustausch, Teratogenitat und Karzinogenitat (Fu et al, 2004). Die Bildung von DNA-
Addukten, DNA-Quervernetzung und DNA-Strangbriichen kann zu Gen- und Chromoso-
menmutationen fihren, was die Initiation, Promotion und Formation von Tumoren zur
Folge haben kann (Chen et al, 2010).

Frei et al. konnten auf indirektem Weg das genotoxische Potential von PAs nachweisen.
Insgesamt 16 PAs in der 1,2-ungesattigten Form wurden in in vivo Tests der Fruchtfliege
Drosophila melanogaster zur oralen Aufnahme angeboten. Hierbei stand die
Genotoxizitat von PAs im Fokus, die sich in Form von somatischen Mutationen und
mitotischen Rekombinationen in den sich entwickelten Fliigeln der Insekten dufderte.
Mit Ausnahme eines PAs konnte allen getesteten PAs eine genotoxische Wirkung
nachgewiesen werden, die in ihrem Ausmaf$ abhédngig von der chemischen Struktur des

entsprechenden PAs war (Frei et al, 1992).

1.2.4 Interaktion zwischen Pyrrolizidinalkaloiden und Insekten

Ein gutes Beispiel fiir die Anpassungsfahigkeit von Insekten an ihre Umwelt stellt der
Umgang mit PAs dar. Durch ihr Vorkommen in Pflanzen verschiedenster Gattungen
zeigen PAs eine hohe Prasenz in der Natur, was das Aufeinandertreffen von Insekten mit

diesen Pflanzeninhaltsstoffen als direkte Folge nach sich zieht. Wie bereits in den
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Abschnitten 1.2.2 und 1.2.3 dargelegt, dienen die PAs der chemischen Abwehr einer

Pflanze gegen Herbivoren, vor allem Insekten.

Die Interaktionen zwischen den PAs und den Insekten lassen sich in drei Moglichkeiten
unterteilen. (i) PAs wirken abschreckend. PA-fiihrende Pflanzen werden dadurch von
Herbivoren gemieden (Boppré, 1986). (ii) Angepasste Generalisten unter den Insekten
tolerieren PAs und kénnen deshalb PA-Pflanzen unbeschadet konsumieren. Sie sind in
der Lage die toxische PA-Wirkung zu kontrollieren, z.B. durch eine wirkungsvolle
Exkretion der resorbierten PAs. (iii) Einige spezialisierte Insekten sind sogar dazu in der
Lage, PAs aus der Pflanze aufzunehmen und zu speichern (Sequestrierung der PAs). Sie
nutzen die pflanzlichen PAs zu ihrer eigenen Verteidigung gegen Insektivoren wie Vogel
und Raubinsekten.

Generalisten nutzen ein breites Spektrum an Nahrungspflanzen, in das auch PA-haltige
Pflanzen einbezogen werden. Bei Spezialisten hingegen handelt es sich um herbivore
Insekten, die sich hinsichtlich ihrer Nahrungsbeschaffung auf spezielle Wirtspflanzen
beschranken.

Nicht angepasste Herbivoren, wie z.B. auch herbivore Sdugetiere, besitzen zumeist keine
wirksamen korpereigenen Entgiftungsmechanismen gegeniiber aufgenommenen PAs
und kdnnen Vergiftungen erleiden. Dies gilt auch fiir die vom Menschen domestizierten
Tiere, wie Rinder und Pferde. Im Laufe ihrer Domestizierung haben diese Tiere oft die
Fahigkeit verloren, giftige Pflanzen sensorisch zu erkennen. In der freien Wildbahn
meiden diese Tiere fiir gewohnlich jedoch PA-haltige Pflanzen, wenn geniigend
ungiftiges Futter zur Verfiigung steht (Moglichkeit (i), s.0.) (Boppré, 1986; Hartmann
und Witte, 1995).

Beispiele fiir auf PAs spezialisierte Insekten (Spezialisten) lassen sich bei
Schmetterlingen, Nachtfaltern, Blattkdfern und Heuschrecken finden. Die Strategien mit
denen diese Insekten der toxischen Wirkung von PAs entgehen, sind unterschiedlich
(Boppré, 1986; Hartmann und Witte, 1995; Hartmann, 1999; Hartmann und Ober,
2000). Ein Beispiel fiir die Moglichkeit (ii) stellt die effektive Exkretion aufgenommener
PAs dar, bevor sie in den CYP450-Metabolismus eingehen kénnen. Spodoptera littoralis
(Noctuidae) toleriert aufgenommene PAs aber sequestriert diese nicht. Die PA-N-Oxide
aus der Pflanze werden unter den anaeroben Bedingungen im Darm spontan zur freien
Base reduziert, aufgrund der resultierenden lipophilen Eigenschaft passiv liber die
Zellmembran hindurch in die Himolymphe transportiert und letztlich nach einer Re-

N-Oxidation effektiv ausgeschieden (Lindigkeit et al, 1997; Hartmann und Ober, 2000).
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Die Strategien zur Sequestrierung (Moglichkeit (iii), s.0.) von PAs variieren zwischen
den unterschiedlichen Spezialisten. Im Fall einiger Nachtfalter, wie Tyria jacobaeae und
Creatonotos transiens (Arctiidae), sequestrieren die Raupen aufgenommene PAs ihrer
Wirtspflanzen (Jacobaea vulgaris) nach Reduktion, Resorption und N-Oxidierung. Die
PAs werden als nicht toxisches N-Oxid im weiteren Entwicklungsverlauf erst in die
Puppe, dann in die adulten Insekten und letztlich durch die Paarung in die Eier
transferiert. Bei den spezialisierten Tagfaltern, wie bei den meisten Danaiden und
nahezu allen neotropischen Ithomiinae, nehmen die Insekten die PAs als adulte Falter
auf. Sie werden pharmakophag durch PAs in Pflanzen stimuliert. Durch Einspeicheln
abgestorbener Pflanzenteile extrahieren sie die pflanzlichen PAs, nehmen sie mit dem
Rissel auf und sequestrieren sie. Die taxonomisch nicht mit den Faltern verwandte
polyphage Heuschrecke Zonocerus variegatus (Pyrgomorphidae) nimmt pflanzliche PAs
in allen Entwicklungsstadien zu sich (Hartmann und Ober, 2008).

Die Gemeinsamkeit dieser Spezialisten stellt die einheitliche Strategie der effektiven
Sequestrierung der pflanzlichen PAs in der Form ihrer ungiftigen N-Oxide dar.
Unabhdngig davon, in welcher Form sie die PAs aufnehmen, schiitzen sie sich aufgrund
der Fahigkeit zur Umwandlung der tertidren PAs durch N-Oxidierung mit Hilfe eines
spezifischen Enzyms in die entsprechenden N-Oxide im Korper selbst. Nach Reduktion
der PA-N-Oxide im Darm werden die freien Basen passiv in die Hamolymphe
aufgenommen. Dort wird eine erneute N-Oxidierung durch eine NADPH-abhdngige
Monooxygenase (Senecionin-N-Oxygenase, SNO) katalysiert (Naumann et al, 2002). Als
N-Oxide werden die PAs im Korper gespeichert und dienen den Insekten als eigene
Abwehrstoffe gegen insektivore Feinde (Ehmke et al, 1990; Lindigkeit et al, 1997;
Hartmann und Ober, 2008).

Eine weitere Strategie zum Umgang mit PAs machen sich z.B. die Blattkafer Platyphora
boucardi und Oreina cacaliae (Chrysomelidae) in Form einer Abwehrstrategie zu Eigen.
Die PAs werden von ihnen in exokrinen Driisen angehauft und bei Angriff durch einen
Insektivoren in Sekrettropfchen zur Abwehr prasentiert. O. cacaliae verwendet dabei die
N-Oxide, die im Darm resorbiert, liber kdrpereigene Mechanismen sequestriert und in
den exokrinen Driisen konzentriert werden. Eine Reduktion im Darm wird unterbunden
und eventuell aufgenommene tertiare PAs werden durch O-Glucosidierung effizient
entgiftet. P. boucardi hingegen enthdlt aufgenommene PAs in tertidrer Form nur im

Wehrexkret. Eine eigene Vergiftung durch moéglicherweise aufgenommene tertidren PAs
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wird durch einen schnellen Transport und Speicherung in die exokrinen Driisen

vermieden (Hartmann et al, 1999; Hartmann und Ober, 2000).

PA-haltige Pflanzen wie z.B. Echium vulgare (Gewohnlicher Natternkopf) stellen auch fiir
die Honigbiene eine attraktive Futterquelle dar, was tiber den Nachweis von Echium-
Pollen in Honig belegt ist (Kempf et al, 2008). Somit stellt sich in diesem
Zusammenhang die Frage, ob und wie Honigbienen mit PAs umgehen kénnen. Wahrend
hinsichtlich der Wirkung von Pestiziden auf Honigbienen, auch aufgrund bestehender
gesetzlicher Regelungen in diesem Bereich, einige Studien durchgefiihrt wurden, gibt es
bis dato nahezu keine Informationen dariiber, welchen Einfluss natiirliche

Pflanzentoxine auf Honigbienen haben oder ob sie ihr Verhalten beeinflussen kénnen.
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2 Ausgangslage und Fragestellung

Bereits aus den 70er und den 80er Jahren gibt es Publikationen liber das Vorkommen
von Pyrrolizidinalkaloiden (PAs) aus Senecio jacobaea und Echium plantagineum in
Honig (Deinzer et al, 1977; Culvenor et al, 1981). In einem Ubersichtsartikel haben
Kempf et al bisher veroffentlichte PA-Vorkommen in Honig und Pollen zusammen-
gestellt, die mit verschiedenen analytischen Methoden (LC-MS, GC-MS) ermittelt wurden
(Kempf et al, 2010a). Die PA-Gehalte in den Honigen variieren deutlich. Als Extremwert
ragt in weiteren Veroffentlichungen eine gefundene Menge von 13019 pg/kg Honig als
Retronecin-Aquivalente (RA) heraus. Als PA-Quelle konnte Jacobaea vulgaris (frither
Senecio jacobaea) nachgewiesen werden (Kempf et al, 2010b).

In PA-haltigem Honig sind die Pollen PA-fiihrender Pflanzen in mehr oder weniger
grofdem Ausmaf$ vorhanden. Mit Hilfe mikroskopischer Untersuchungen konnten Kempf
etal. in PA-positiven Honigen native Pollen als eine mégliche Quelle fiir PAs im Honig
nachweisen. Hierbei handelte es sich im Wesentlichen um Echium- und Eupatorium-
Pollen (Kempf et al.,, 2008).

Dies liefert einen deutlichen Hinweis darauf, dass PA-Pflanzen der Honigbiene als
potentielle Bienenweide und Nektarlieferanten dienen. Als haufigste Vertreter miissen
hier die Spezies der Gattung Echium hervorgehoben werden. Aber auch Senecio spp.,
Borago spp. und Eupatorium spp. konnen in diesem Zusammenhang genannt werden
(Edgar et al, 2002).

Neuere Ergebnisse in der Literatur liefern zusatzlich Informationen tiber PA-Gehalte in
nativen Pollen und gehéselten Bienenpollen. In einem Ubersichtsartikel haben Kempf
et al. die Ergebnisse hierzu zusammengestellt (Kempf et al, 2010a). Die Daten wurden
iiber die Anwendung unterschiedlicher analytischer Bestimmungsmethoden gewonnen
und konnen daher nicht direkt sondern nur in ihren Kernaussagen miteinander
verglichen werden. Beispielhaft sind die Ergebnisse der Untersuchungen nativer Pollen

von Kempf et al. in Tabelle 1 in Retronecin-Aquivalenten (RA) angegeben.
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Tabelle 1 PA-Gehalte [mg/g RA] verschiedener nativer Pflanzenpollen (nach Kempf et al,

2010c).
PA-Pflanze PA-Gehalt [mg/g RA]
Senecio vernalis 4,1
Jacobaea vulgaris (frither Senecio jacobaea) 3,3
Eupatorium cannabinum 0,6
Echium vulgare 0,9
Phalaenopsis ,Hybriden“ 0,6

Zusatzlich wurden von Kempf etal verschiedene kommerziell erhdltliche
Pollenprodukte, die nach Reinigung und Trocknung von gehdselten Bienenpollen zur
Nahrungserganzung in Supermarkten, Apotheken und iliber das Internet angeboten
werden, auf PAs untersucht. Uber mikroskopische Untersuchungen wurde
herausgefunden, dass wie bei den PA-haltigen Honigen vorwiegend Pollen von Echium
aber auch Eupatorium die haufigsten Vertreter darstellen (im Schnitt ca. 50 %) (Kempf
etal, 2010c).

Honig stellt nicht nur ein Lebensmittel an sich dar, sondern wird auch als
Lebensmittelzutat in vielfaltiger Weise, z.B. in Babynahrung, Met (Honigwein),
Fruchtsaftgetranken, Miisliprodukten und verschiedenen Siiwaren, verwendet. Neuere
Untersuchungen konnten zeigen, dass eine Downstream-Kontamination von PAs in die
Lebensmittel durch PA-haltigen Honig und Pollen eintreten kann. Das Ausmafd hangt
letztendlich vom Honiganteil im Lebensmittel ab (Kempf et al, 2010d).

Inwieweit die PAs im Honig dem eingetragenen Nektar einer Pflanze entstammen,
wurde bisher nicht untersucht. Es existieren lediglich Vermutungen, die auf dem
positiven PA-Nachweis in den Honigproben basieren (Deinzer et al.,, 1977).

Die Bestimmung von qualitativen und quantitativen PA-Gehalten im Nektar gestaltet
sich in zweierlei Hinsicht als schwierig. Zum einen besteht beim Vordringen zum
Nektarort (Nektarien) in der Bliite die Gefahr, das PA-haltige Gewebe in der Umgebung
zu verletzten, so dass PAs in den Nektar ibergehen. Zum anderen ist eine
,Kontamination“ von Nektar mit dem teilweise sehr stark PA-haltigen Pollen nicht
auszuschliefden.

Als Ubertrager PA-haltiger Pollen bzw. Nektars in den Honig muss der Honigbiene eine

bedeutende Rolle zugeordnet werden.
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Wahrend iiber Vergiftungen von Honigbienen durch in der Landwirtschaft eingesetzte

Pestizide bereits eine Vielzahl an Studien durchgefiihrt wurden (eine beispielhafte
Ubersicht dazu ist im Review von Barnett et al, 2007 gegeben), gibt es bis dato nahezu
keine Informationen dariiber, welchen Einfluss sekundare Pflanzentoxine, wie z.B. PAs
auf Honigbienen haben konnen. Das bereits zu Beginn dieses Abschnitts erwdhnte
haufige Vorkommen von Echium-Pollen in Honig liefert klare Hinweise darauf, dass die

Honigbiene diese PA-haltige Pflanze als Nahrungsquelle nutzt.

Im Rahmen dieser Arbeit wird der Frage nachgegangen, welchen Einfluss toxische,
pflanzliche PAs auf Honigbienen haben konnen. Zusatzlich soll der PA-Gehalt in
verschiedenen Pflanzenorganen von E. vulgare untersucht werden, speziell in Pollen und

Nektar, die bekanntermafden haufig von Bienen genutzt werden.

Auf Grundlage des oben skizzierten Wissens sollten im Rahmen dieser Arbeit die

folgenden Fragen bearbeitet werden:

* Wie sind die PAs in verschiedenen Organen, vor allem Bliiten von E. vulgare

verteilt?
* Sind im Nektar der Futterpflanze von Honigbienen E. vulgare PAs enthalten?

e Welche PA-Gehalte liegen in den von der Biene als Nahrung genutzten Pollen und

im Nektar vor?

e Konnen Bienen den PA-Eintrag ins Bienenvolk durch Erkennen und bewusste

Vermeidung der PA-haltigen Nahrung steuern?
¢ Sind PAs fir adulte Bienen oder Bienenlarven toxisch?

e Stellen PAs in Honig und Honigprodukten eine Gefahr fiir das Bienenvolk dar?
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3 Ergebnisse

3.1 Pyrrolizidinalkaloide in Echium vulgare

Im Rahmen von Honig-Untersuchungen auf eine Belastung mit PAs wurden in einigen
PA-positiven Proben Pollen von E. vulgare gefunden (Kempf et al, 2008; Kempf et al,
2010c). Auch Echium-PAs konnten nachgewiesen werden (Kempf et al, 2010b). Weitere
Untersuchungen haben ergeben, dass Echium-Pollen einen PA-Gehalt von 0,35 mg/g
(angegeben als Lasiocarpin-Aquivalente) besitzt (Boppré et al,, 2008).

Das Vorkommen von Pollen aus E.vulgare im Bienenprodukt Honig deutet auf die
Attraktivitat dieser Pflanze als Futterquelle fiir Honigbienen hin (Culvenor et al, 1981;
Edgar et al, 2002). Auch eigene Beobachtungen an Echium-Pflanzen in der freien Natur
haben eine haufige Besuchsquote von Bienen an diesen Pflanzen gezeigt, wie dem Foto

in Abb. 17 entnommen werden kann.

Abb. 17 Nektarsaugende Bienen an Bliiten von E. vulgare

Im Fokus standen die Gehalte in von der Biene genutztem Pollen und Nektar. Die PAs in
den Bliiten, Blattern, Stangeln, Wurzeln, Pollen und im Nektar wurden mit Hilfe von LC-
MS-Messungen (s. Abschnitt 6.19) identifiziert und ihre Alkaloid-Profile erstellt. Durch
die Anwendung einer LC-MS-Methode wurde der Vorteil genutzt, durch die hohere
Empfindlichkeit die Einzelstrukturen auch in geringen Mengen qualitativ zu erfassen.
Ebenfalls von Vorteil war die Moglichkeit, die tertidren und N-oxidierten Formen in

einem Schritt nebeneinander identifizieren zu konnen. Zusatzlich zu den Alkaloid-
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Profilen wurden die PA-Gesamtgehalte in RA als Summenparameter fiir die
Pflanzenorgane mittels GC-MS (s. Abschnitt 6.18.1) quantitativ bestimmt. Mit dieser
Methode werden die toxisch relevanten 1,2-ungesattigten PAs als Summe quantifiziert.
Zur Untersuchung von Honig und Pollenprodukten auf PA-Gehalte wurde diese Methode
entwickelt, die in diesem Zusammenhang regelmafdig angewandt wird (Kempf et al,

2008; Kempfetal, 2010c).

3.1.1 Alkaloid-Profile in Echium vulgare

Analysiert wurde in einer Momentaufnahme ein Gemisch aus fiinf voll in Bliite
stehenden E. vulgaris-Pflanzen (s. Abschnitt 6.2.2).
Mit Hilfe fliissigkeitschromatographischer Untersuchungen in Kombination mit
massenspektroskopischen Analysen (LC-MS, ESI-MS) wurde sowohl die Identifizierung
der in den Pflanzenorganen, Pollen und Nektar enthaltenen PAs als auch die Erstellung
eines PA-Profils fiir jedes Pflanzenorgan vorgenommen.
Insgesamt vier Peaks wurden chromatographisch voneinander getrennt. Unter jedem
Peak lagen zwei Substanzen, jeweils die tertidre und die N-oxidierte Form eines PAs.
Diese PA-Paare konnten unter den chromatographischen Bedingungen nicht vollstandig
voneinander getrennt werden. Zur Veranschaulichung ist in Abb. 18 ein LC-MS-
Chromatogramm der Echium-Pollen als Beispiel dargestellt.

2x10°4 1: Echimidin

2: Echimidin-N-Oxid
3: Vulgarin

3+4

[5) 4: Vulgarin-N-Oxid
= 5: Acetylechimidin
— 6: Acetylechimidin-N-Oxid
= 5 :
:®@ 1x10"q 7: Acetylvulgarin
) 8: Actylvulgarin-N-Oxid
c
[}
et
=
2
= 4
4(—6' 5X10 T 142
e 7+8
5?&
0 T T T 1
0 5 10 15 20
Zeit [min]

Abb. 18 LC-MS-Chromatogramm von Pollen aus E. vulgare mit den acht identifizierten PAs.
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Abb. 19 Die spezifischen LC-MS-lonenspuren (gewonnen iiber die Fragmente mit den
intensivsten Masseniibergangen) der co-chromatographierenden PAs Vulgarin
(Q1=398 — Q3=94) (1) und Vulgarin-N-Oxid (Q1=414 — Q3=172) (2).

Uber die zusitzliche massenspektrometrische Messung konnte zwischen den jeweils

zwei co-eluierenden PA-Formen unterschieden werden. Am Beispiel des zweiten Peaks

(s. Abb. 18) mit Vulgarin (3) und Vulgarin-N-Oxid (4) sind in Abb. 19 die beiden LC-MS-
Ionenspuren dargestellt, die liber die unterschiedlichen Fragmente mit den intensivsten

Massentibergiangen beider PA-Strukturen gewonnen wurden.

Aufgrund der Co-Chromatographie konnte zwischen der tertidren und N-oxidierten
Form chromatographisch nicht unterschieden werden. Uber ihre potonierten Molekiil-
ionen [M+H]* (Vulgarin = 398, Vulgarin-N-Oxid = 414) und die daraus resultierenden
spezifischen Fragmentierungsmuster (s. Tabelle 2) kdnnen sie massenspektrometrisch

auseinandergehalten werden.
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Zur  Identifizierung der PAs wurden die chromatographischen und
massenspektrometrischen Ergebnisse zusammen mit den Daten aus der Literatur
(Boppré et al, 2005; Betteridge et al, 2005; Colegate et al, 2005) genutzt. Mit den
beiden Standardsubstanzen Echimidin und Echimidin-N-Oxid wurden LC-ESI-MS-MS-
Messungen durchgefiihrt, die als Vergleich herangezogen wurden. Zum anderen konnte
iber die Bestimmung der protonierten Molekilionen, der spezifischen
Fragmentierungsmuster und den Vergleich mit Daten aus der Literatur auf die weiteren
PAs in E. vulgare-Extrakten geschlossen werden (methodische Details s. Abschnitt 6.4.2).
Insgesamt vier verschiedene PAs, jeweils in tertidrer Form und als N-Oxid, konnten in

den Pflanzenorganen nachgewiesen werden (s. Tabelle 2).

Tabelle 2  PAs in E. vulgare mit ihren protonierten Molekilionen [M+H]* (Q1) und spezifischen
Fragmentierungsmustern (Q3). Identifizierung tber LC-ESI-MS-MS-Messungen (s.

6.4.2).
PA [M+H]+ Fragmente
Echimidin 398 120, 220, 336
Vulgarin 398 94,138, 240
Echimidin-N-Oxid 414 220,254,352
Vulgarin-N-Oxid 414 172,256,314
Acetylechimidin 440 120,138, 220, 322
Acetylvulgarin 440 180, 282
Acetylechimidin-N-Oxid 456 220,254, 338, 396
Acetylvulgarin-N-Oxid 456 298, 356

In Abb. 20 sind die Strukturen der in E. vulgare identifizierten PAs in der tertidren Form
dargestellt. Diese wurden bereits in verschiedenen vorangegangenen Untersuchungen
in Echium-Pflanzen und in Echium-Honig neben weiteren PAs gefunden, wie den Daten
aus der Literatur entnommen werden kann (Boppré et al, 2005; Colegate et al,, 2005;
Betteridge et al, 2005). Die ermittelten PA-Profile variieren abhdngig von der Echium-
Pflanze, und auch durch die regionale Herkunft werden natiirliche Schwankungen in der
genauen PA-Zusammensetzung hervorgerufen. So ergaben diese Untersuchungen von
E. vulgare ebenfalls eine leicht veranderte PA-Zusammensetzung im Vergleich zu den
einzelnen Veroffentlichungen. Die Haupt-PAs (als N-Oxide) Vulgarin, Echimidin,
Acetylvulgarin und Acetylechimidin wurden in den anderen Untersuchungen ebenfalls
gefunden. Der grofdte Unterschied bestand darin, dass Boppré et al. und Betteridge et al.

als dominantesten Vertreter Echivulgarin-N-Oxid identifiziert haben (Boppré et al.,
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Abb. 20 Identifizierte PAs in E. vulgare in der tertidren Form.

2008; Betteridge et al,, 2005). Dieses PAs wurde in den eigenen Untersuchungen nicht
ausgemacht. Ubereinstimmend mit den anderen Ergebnissen lagen die PAs iiberwiegend
in N-oxidierter Form vor.

Eine direkte Quantifizierung der Einzelstrukturen mittels LC-MS stellte sich als nicht
sinnvoll heraus. Die Griinde hierfiir lagen darin, dass viele authentische
Referenzsubstanzen der zu quantifizierenden Echium-PAs nicht verflighar waren.
Lediglich auf Echimidin und Echimidin-N-Oxid konnte zugegriffen werden. Bei einer
Quantifizierung tiber LC-ESI-MS-MS ist zu berticksichtigen, dass die lonenausbeuten
stark strukturabhangig sind, so dass die Signalintensitat nicht direkt der Stoffmenge der
unterschiedlichen PAS proportional ist. Die Referenzsubstanzen miissten bei der
Quantifizierung entweder zur Erstellung von Kalibriergeraden oder als Probenzusatz in
einer Standardadditions-Methode eingesetzt werden.

Stattdessen wurde ein Verteilungsmuster der identifizierten PAs in den einzelnen
Pflanzenorganen liber Zuhilfenahme der Peakfldachen, die iiber die jeweils intensivsten
Masseniibergiange (s. Abschnitt 6.4.2) ermittelt wurden, erstellt (s.Abb. 21). Die
Bestimmungen iiber die spezifischen Peakflichen stellen Ndherungen dar. Bei dem
Gemisch der acht PAs aus E. vulgare handelt sich um Verbindungen, von denen jeweils
immer zwei dieselbe Molekiilmasse (s. Tabelle 2) besitzen. Sie unterscheiden sich jedoch
in ihrem strukturellen Aufbau grundlegend voneinander (s. Abb. 20). Hinzu kommt, dass
unter den verwendeten LC-MS-Bedingungen die PAs teilweise chromatographisch nicht
voneinander getrennt werden konnten und so zumeist zwei Komponenten mehr oder
weniger co-eluierten. Wie zuvor am Beispiel des zweiten Peaks (s. Abb. 18) mit den PAs
Vulgarin und Vulgarin-N-Oxid dargelegt (s. Abb. 19), stellt die Co-Chromatographie

jedoch kein Problem dar. Die PAs konnten mittels MS auseinandergehalten werden. Fiir
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jede einzelne PA-Struktur ist der intensivste Masseniibergang (s. Tabelle 2), bedingt
durch seine individuelle Struktur, in der MRM-Methode (Multiple Reaction Monitoring)
spezifisch (Q1 — Q3, s. Abschnitt 6.4.2; 3. Abschnitt). Die Peakfliche jedes einzelnen
dieser PA-spezifischen Masseniibergange wurde somit als reprasentativ fiir das
entsprechende PA angesehen.

Alle Extrakte wurden mit der identischen LC-ESI-MS-MS-Methode analysiert und
ausgewertet. Aus diesen Daten ldsst sich erkennen, dass die PA-Muster in den sieben

Pflanzenorganen unterschiedlich ausfallen (s. Abb. 21).
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Abb. 21 PA-Muster in E.vulgare. Prozentuale Anteile am jeweiligen PA-Gehalt der acht
identifizierten PAs in sieben Pflanzenorganen. Angabe in Flichen-%. Mit einer
Ausnahme stammen alle Organe aus einer Mischung von fiinf Pflanzen. Der Pollen
wurde von anderen Pflanzen gewonnen (s. Abschnitt 6.2.2). Bestimmung tiber LC-
MS-Messungen (s. Abschnitt 6.19).

Als Gemeinsamkeit aller Pflanzenorgane ldsst sich die hohere Prasenz der PAs in der
N-oxidierten Form (ca. 75 % des PA-Gehalts) im Vergleich zu den entsprechenden
tertidren Basen hervorheben. Auffillig hoch vertreten war in den Pollen und den
Blattern Vulgarin-N-Oxid, im Stdngel Echimidin-N-Oxid und im Nektar tberwog der
Anteil an Acetylechimidin-N-Oxid. Insgesamt den deutlich geringsten Anteil im PA-
Spektrum nahm das Acetylvulgarin ein, welches in der tertidaren Form im Nektar und in
den kleinen Wurzeln nicht eindeutig identifiziert werden konnte. In den {ibrigen
Organen wurde es lediglich in Spuren gefunden.

Aufgrund des Mangels an Referenzsubstanzen wurde iiber LC-ESI-MS-MS keine
Quantifizierung vorgenommen. Dazu wurde eine etablierte GC-MS-Methode eingesetzt,

die im Folgenden beschrieben wird.
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3.1.2 Methode zur Ermittlung der PA-Gehalte in ,Retronecin-

Aquivalenten”

Die quantitative Analyse erfolgte iiber die Bestimmung eines Summenparameters nach
erfolgter Reduktion und Derivatisierung der PAs unter Verwendung von Heliotrin als
internem Standard (IS). Dieses PA eignet sich besonders gut als interner Standard, da es
aus der Derivatisierung als ein Diastereomer des zu bestimmenden Retronecin-Koérpers

hervorgeht (s. Abb. 22).

| |
\ / si” \ / si’
A\ N\
N N
di-TMS-Heliotridin di-TMS-Retronecin

Abb. 22 Die beiden Diastereomere di-TMS-Heliotridin und di-TMS-Retronecin

Fiir den Einsatz von 20 pg Heliotrin pro Pflanzenextrakt wurde in Vorversuchen fiir
jedes Pflanzenorgan die Einwaage dem PA-Gehalt entsprechend angepasst. Durch die
Aufarbeitung der Extrakte (s. Abschnitt 6.4.1) resultierte aus allen Echium-PAs das di-
TMS-Retronecin (Di-trimethylsilyl-retronecin) als Reduktions- und Derivatisierungs-
Produkt. Uber diesen Summenparameter konnten alle toxikologisch relevanten PAs als
Retronecin-Aquivalente (RA) quantifiziert werden. Als ein Kriterium fiir die spitere
Identifizierung diente unter anderem das Verhaltnis der analytischen lonen (m/z =93,
183, 299) zueinander (s. Abb. 23).

Unter Berticksichtigung einer 10 %-igen Toleranz in der Abweichung, wiesen die
relativen Intensitaten der analytischen lonen die Verhaltnisse 183:93: 299 = 1: 0,8: 0,25

zueinander auf. Diese Verhaltnisse wurden bei Identifizierung einbezogen.
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Abb. 23 El-Massenspektrum von di-TMS-Retronecin mit den zur Identifikation
herangezogenen analytischen lonen m/z = 93 (charakteristisches Fragmention), 183
(Basispeak) und 299 (Molekiilpeak).

Heliotrin (IS) geht aus der Reduktion und Derivatisierung als das entsprechende
Diastereomer di-TMS-Heliotridin hervor. Die beiden derivatisierten Diastereomere
(s. Abb. 22) mit den gemeinsamen analytischen Ionen m/z =93, 183, 299 (s. Abb. 23)
sind gaschromatographisch separierbar. So konnte durch den Vergleich der Peakflachen
im SIM-Modus auf den Gehalt an 1,2-ungesittigten Retronecin-Typ-PAs in RA
riickgeschlossen werden.

Die Identifizierung der beiden Diastereomere erfolgte im Vorfeld mit Hilfe der TMS-
Derivate der authentischen Referenzsubstanzen Retronecin und Heliotrin. Anhand von
GC-MS-Messungen im SIM-Modus wurden die Retentionsindices bestimmt (di-TMS-
Retronecin, RI (ZB-5MS) = 1599, di-TMS-Heliotridin, RI (ZB-5MS) = 1633) und die
Verhéltnisse der relativen Haufigkeiten der analytischen Ionen (m/z = 93, 183, 299) der
beiden Diastereomere ermittelt (s. Abb. 24).
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Abb. 24 GC-MS-Chromatogramme (s. Abschnitt 6.18.1) der beiden Diastereomere (1) di-
TMS-Heliotridin (RI (ZB-5MS) = 1633) und (2) di-TMS-Retronecin (RI (ZB-5MS) =
1599) nach der Derivatisierung der Necinbasen Heliotridin und Retronecin mit
MSTFA. SIM-Modus mit m/z = 93, 183, 299.

Da es sich bei dem internen Standard Heliotrin um ein natiirlich vorkommendes PA
handelt, musste im Vorfeld nachgewiesen werden, dass die Extrakte aus E.vulgare
dieses PA nicht besitzen. Dazu wurde ein Extrakt aller Pflanzenorgane ohne und ein
Extrakt mit Heliotrin (IS) erstellt und gaschromatographisch auf die Anwesenheit des di-
TMS-Heliotridin untersucht (s. Abb. 25). In dem Chromatogramm des Extrakts ohne den
internen Standard konnte das aus Heliotrin resultierende Derivat di-TMS-Heliotridin
(Rt = 17,01 min) nicht detektiert werden. Uber das Vorhandensein des Peaks fiir di-
TMS-Retronecin bei einer Retentionszeit von 16,40 min konnte zusdtzlich nachgewiesen

werden, dass in E. vulgare PAs mit dem Necinbasen-Korper Retronecin enthalten sind.
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Abb. 25 Vergleich  zweier = GC-MS-Chromatogramme  (s. Abschnitt 6.18.1)  eines

Gesamtextraktes aus E. vulgare (1) ohne und (2) mit Verwendung des IS Heliotrin;
SIM-Modus m/z =93, 183, 299.

Zur quantitativen Bestimmung (s. 6.4.1) konnte somit Heliotrin als interner Standard fiir

E. vulgare-Pflanzenteile eingesetzt werden.

3.1.3 PA-Gesamtgehalte in Echium-Organen

Uber Heliotrin wurden in den einzelnen Pflanzenorganen von E.vulgare die RA in
Dreifachbestimmungen ermittelt. Das Ergebnis ist in Abb. 26 dargestellt. Die hochsten
PA-Gehalte wurden in den Bliiten mit 4,17 mg/g RA bestimmt, gefolgt von den Wurzeln.
In Stingel und Blattern wurden nur geringe PA-Konzentrationen gefunden. Die als

Bienenfutter in Frage kommenden Pollen enthielten mit 1,47 mg/g RA verhiltnismiRig
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Abb. 26 PA-Gehalte in RA [mg/g] verschiedener Organe sowie Pollen und Nektar von
E. vulgare. Mit einer Ausnahme stammen alle Organe aus einer Mischung von fiinf
Pflanzen. Der Pollen wurde von anderen Pflanzen gewonnen (s. Abschnitt 6.2.2).
Jeweils angegeben sind die Mittelwerte (n = 3) = Standardabweichung. Bestimmung
iiber GC-MS-Messungen (s. 6.18.1).

hohe PA-Konzentrationen, wahrend die PA-Mengen im ebenfalls von Bienen genutzten
Nektar bei 0,02 mg/g RA lagen.

Einen zusatzlichen Speichort von PAs in E. vulgare stellte der unterirdische Bereich mit
den Wurzeln dar.

Die absoluten Gesamt-PA-Gehalte der einzelnen Organe lassen sich mit Hilfe ihrer PA-
Profile (s.Abschnitt3.1.1) und Molekiilmassen naherungsweise berechnen (Details
s. Abschnitt 6.4.1). Eine Ubersicht hierzu liefert Tabelle 3.

Bei der Berechnung dieser Gesamt-PA-Gehalte wurde davon ausgegangen, dass alle PAs
bei der Einzelbestimmung per LC-ESI-MS-MS denselben Responsefaktor besitzen. Aus
Mangel an Referenzsubstanzen konnten diese jedoch nicht bestimmt werden. Es handelt
sich bei den berechneten Werten (s. Abschnitt 6.4.2) folglich um eine Abschatzung, die
fir Vergleiche mit PA-Gehalten aus der Literatur und den Fiitterungsversuchen in der

spateren Diskussion herangezogen werden.
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Tabelle 3 Nadherungsweise berechnete PA-Gesamtgehalte [mg/g] verschiedener Organe sowie
Pollen und Nektar von E. vulgare. Mit einer Ausnahme stammen alle Teile aus einer
Mischung von fiinf Einzelpflanzen. Der Pollen wurde von anderen Pflanzen
gewonnen (s. Abschnitt 6.2.2). Bestimmung {iber LC-ESI-MS-MS-Messungen

(s. Abschnitt 6.4.2). (*dieser Wert ist nur als grober Richtwert zu betrachten, Pflanzenmaterial mit
Erdresten vermischt)

Teil der Pflanze Gesamt-PA-Gehalt [mg/g]
Bliiten 11,45

Blatter 0,19

Stangel 1,46

Wurzeln, grofd 7,12

Wurzeln, klein 0,64

Pollen 3,98

Nektar 0,05

3.2 Einfluss von Pyrrolizidinalkaloiden auf das Volk

der Honigbiene

Die Kenntnis von dem Vorkommen von PAs in Futterpflanzen der Honigbiene
(s. Abschnitt 3.1) zum einen sowie der Nachweis von PAs in Honig lasst den Schluss zu,
dass die Honigbiene mit diesen toxisch wirkenden sekundaren Pflanzeninhaltsstoffen in
Kontakt kommt. Dies wirft die Frage auf, welchen Einfluss PAs auf die Gesundheit der
Mitglieder im Bienenstock und auf das Sammelverhalten der Arbeiterbienen haben
konnen.

Mit der Zeit ist viel Kenntnis dariiber gewonnen worden, wie die Wirkung und
Vertraglichkeit von PAs bei verschiedenen Lebewesen ist. Uber toxische Wirkungen und
daraus resultierende Vergiftungserscheinungen bis hin zum eigenen Profit
(s. Abschnitte 1.2.3 und 1.2.4) ist eine Vielzahl an Moglichkeiten nachgewiesen worden.
Welche Wirkung von PAs auf die Honigbiene zu erwarten sind, ist bisher nicht
umfassend erforscht worden. Es existieren nur wenige Berichte iiber Effekte einzelner

PAs gegeniiber diesen Insekten (Detzel und Wink, 1993).
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3.2.1 Fiitterungsexperimente mit adulten Bienen

In Fiitterungsversuchen sollte den Fragen nach (i) der toxischen Wirkung und (ii) dem
Einfluss der PAs auf das Sammel- und Frafdverhalten von Arbeiterbienen und Larven
nachgegangen werden.

Bei dem Einsatz von Honigbienen und auch ihren Larven als Versuchstiere miissen bei
der Planung wichtige Aspekte berticksichtigt werden, um reprasentative Ergebnisse zu
erhalten.

Die Biene ist ein sozial lebendes Insekt, das im Normalfall in einem Volk mit bis zu
80 000 Individuen lebt. Dieser Superorganismus besitzt klar definierte Strukturen,
verteilte Aufgaben und jede einzelne Biene hat darin ihren bestimmten Platz. Soll mit
diesen Individuen unter Laborbedingungen ein méglichst realitdtsnahes Versuchs-Setup
gestaltet werden, miissen Aspekte wie eine Mindestanzahl an Bienen pro Kifig und die
Nachahmung der klimatischen Verhaltnisse und Lichtbedingungen des Bienenstocks im
Vorfeld bewusst geplant werden.

Eine Reihe von Vorversuchen im Sommer 2007 bot die Moglichkeit, die Versuchsdurch-
fiihrung zu testen und die allgemeine Handhabung und die Strukturierung der Versuchs-
vorbereitung zu optimieren.

Als Grundlage fiir die Versuchsdurchfiihrung dienten die Richtlinien der OECD
(Organisation for Economic Co-Operation and Development, France) zum Testen von
Chemikalien an Honigbienen (OECD/OCDE, 1998). In Abb. 27 ist der Versuchsaufbau
dargestellt.

Angelehnt an diese Vorgaben wurden die geforderten Parameter (z.B.

Brutschrankbedingungen, Anzahl Bienen pro Kafig, Mindestanzahl an Kafigen fiir einen

Abb. 27 Kafig aus einem Fiitterungsversuch mit Arbeiterinnen.
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statistisch sicheren Datensatz) untersucht. Anhand der Ergebnisse der Vorversuche
wurden im nachsten Sommer einzelne Parameter in den Fiitterungsversuchen geandert.
Aspekte wie die notwendigen Hungerzeiten fiir die Versuchsbienen im Vorfeld des
Versuchs und eine fiir statistische Auswertbarkeit ausreichende Kafiganzahl wurden
anhand der Ergebnisse der Vorversuche angepasst. Zusatzlich wurden die Dauer der
Flitterungszeit mit PA-dotierter LOosung und die Arten von versuchsbegleitenden
Kontrollgruppen (neben einer 0 %-PA-Kontrollgruppe eine zusatzliche als
»,Hungerkontrolle“ bezeichnete Gruppe, s. Abschnitt 3.2.2) mit Hilfe der gesammelten

Erfahrungen modifiziert.

3.2.2 Wirkungen von Pyrrolizidinalkaloiden auf Stoffwechsel und

Fitness von Honigbienen

Erste Flitterungsversuche dienten zur Klarung der Frage, ob PAs in der tertidren und in
der N-oxidierten Form unterschiedliche Auswirkungen auf die Honigbiene besitzen. Auf
der Grundlage der bisherigen Kenntnisse tiber die verschiedenen Wirkungen der beiden
PA-Formen, musste auch bei der Honigbiene mit verschiedenen Effekten gerechnet
werden. Fiir die Versuche wurde ein natiirliches PA-Gemisch aus S.vernalis (PA-
Strukturen in der tertidren Form s. Abb. 28) gewahlt. Durch die Wahl eines natiirlichen
Gemischs, in einem Setup in der tertidren Form und in einem weiteren Setup in
N-oxidierter Form, sollte das PA-Angebot moglichst realitatsnah gestaltet werden.

Vervollstandigt wurden die Ergebnisse der ersten Versuche durch Fiitterungsversuche

mit einem Modell-PA. Gewahlt wurde kommerziell verfiigbares Monocrotalin (>99 %),

: W
W &é

H

° 2 Senecionin 3 Seneciphyllin
< _OH
/I\)\’&O
1 Senecivernin & {/\60
4 Integerrimin 5 Retrorsin

Abb. 28 Pyrrolizidinalkaloid-Gemisch in tertidrer Form aus S. vernalis.
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das als 1,2-ungesattigter Vertreter in tertidrer Form zur Verfligung stand. Aus diesem
wurde zusatzlich sein 1,2-gesattigtes Derivat (1,2-Dihydromonocrotalin) synthetisiert.
Letzteres sollte Aufschluss dariiber liefern, ob eine eventuell auftretende Toxizitat in
den ersten Versuchsreihen mit den PA-Gemischen auch bei der Honigbiene durch die
hinreichend beschriebene 1,2-Unsattigung im PA-Ringsystem bedingt ist.

Da es sich beim PA-Gemisch um einen eigens hergestellten Extrakt aus S.vernalis
handelt, kann das Vorhandensein weiterer ebenfalls extrahierter Pflanzenstoffe nicht
eindeutig ausgeschlossen werden. Um die Hypothese auszuschlief3en , dass eventuell in
Erscheinung tretende Effekte bei den Fiitterungsversuchen auch auf diese
,Verunreinigungen“ zuriickzufilhren sein konnten, sollten die Ergebnisse aus den

Versuchen mit dem reinen Monocrotalin eine zusatzliche Bestatigung liefern.

('),

Monocrotalin 1,2-Dihydromonocrotalin Monocrotalin-N-Oxid

Abb. 29 Strukturen von tertidrem Monocrotalin und seiner 1,2-gesittigten Form 1,2-
Dihydromonocrotalin aus den Fiitterungsversuchen zur Untersuchung des
Einflusses der Doppelbindung an der Position 1,2 (verdeutlicht mit gestrichelter
Markierung). Zusatzlich abgebildet ist Monocrotalin-N-Oxid .

Die Konzentrationen fiir die PA-Fitterungslosung wurden mit 0,02, 0,2 und 2 %
gewahlt. Die Konzentration von 0,2 % wurde hierbei als die realitatsnachste angesehen,
mit der die Bienen konfrontiert werden kdnnen. Sie reprasentiert die in Bliitenkdpfen
PA-fithrender Asteraceae-Arten bestimmte Grofdenordnung. Mit einer Konzentration von
2% sollte eine Extrembelastung der Biene mit PAs simuliert werden. Die
Konzentrationen unterhalb 0,2 % sollten bei eventuell auftretenden Wirkungen von PAs
auf die Biene eine Abschatzung ermdglichen, ab welchen Minimalkonzentrationen diese
erwartet werden konnen.

Um eine fiir statistische Auswertungen ausreichende Datenmenge zu erhalten, wurden
fir jeden Fitterungsversuch, abweichend von den als Grundlage fiir die Versuche
dienenden Richtlinien der OECD (OECD/OCDE, 1998), insgesamt drei Wiederholungen
mit jeweils drei Kafigen 4 zehn Bienen durchgefiihrt. Das ergab fiir jede einzelne

Konzentration jeder Substanz eine Gesamtzahl von 90 getesteten Bienen. Zusatzlich zu
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den vorgegebenen 0 %-Kontrollgruppen wurden die Versuche durch die Einfithrung
einer weiteren Kontrollgruppe, der Hungerkontrollgruppe, erganzt. Die Bienen in den
Hungerkontrollgruppen erhielten wahrend der zwei Stunden, in denen die anderen
Gruppen die jeweilige PA-dotierte Zuckerlésung zum Fressen angeboten bekamen, noch
kein Futter. Sie mussten fiir diese 2 h, zusatzlich zu der fiir alle Bienen vorangegangenen
Hungerphase in der Versuchsvorbereitung, hungern. Dies diente bei der Auswertung der
Mortalitaten der Unterscheidung zwischen PA-bedingten Todesféillen und Todesfillen
verursacht durch Verhungern als Folge einer eventuellen Verweigerung der PA-
dotierten Futterlosung. Eine Ablehnung hatte z.B. durch die abschreckende Wirkung der

PA-Futterldsung ausgeldst werden konnen.

Einfluss von Pyrrolizidinalkaloiden aus S. vernalis in tertidrer und N-oxidierter

Form

Die Fiitterungsversuche mit dem tertidren PA-Gemisch und dem PA-N-Oxid-Gemisch
wurden hinsichtlich der Frafimengen und Mortalititen ausgewertet. Es wurde jeweils
der Verlauf iiber die getesteten Konzentrationen mit einem zusatzlichen Fokus auf
signifikante Unterschiede zwischen den verschiedenen PA-Testsubstanzen untersucht.
Im Grofden und Ganzen waren die durchschnittlichen Fraffmengen pro Bienengruppe in
den verschiedenen Konzentrationen der beiden PA-Test-Gemische untereinander
vergleichbar (s. Abb. 30). Lediglich in den Versuchen mit PA-N-Oxid-Lésung konnte eine
signifikante Abnahme der Frafmenge pro zehn Bienen bei der hochsten Konzentration
von 2% festgestellt werden. Dies lasst auf eine abschreckende (fraflhemmende)
Wirkung durch die PA-N-Oxide schlieféen. Im Vergleich hierzu schien sich in den
Versuchen mit tertidrer PA-L6sung zwar auch eine Abnahme der Frafdmenge in der
hochsten Testkonzentration anzudeuten. Diese war jedoch nicht signifikant (s. Abb. 30).
Die Untersuchungen der Todesfille von Bienen, die unter Beriicksichtigung der
Mortalitaten in der 0 %-Kontrollgruppe betrachtet wurden, haben insgesamt wenig
Anzeichen einer moglichen Vergiftung durch die PAs ergeben. Einzig die von der 2 %-
igen tertidren PA-LOsung ausgehende Mortalitiat lieferte Hinweise darauf. Sie war
gegeniiber den Mortalititen in den anderen Konzentrationen im Mittel signifikant um
50 % angestiegen. Vergleichbare Tendenzen waren in der Versuchsreihe mit den
N-Oxiden nicht festzustellen. Hier waren keine signifikant erhohten Mortalitdten zu

messen (s. Abb. 30).
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Abb. 30 Vergleich der Frafdmengen pro zehn Bienen [g] und Mortalititen [%] in den
Flitterungsversuchen mit dem tertidren PA-Gemisch und PA-N-Oxid-Gemisch in den
Konzentrationen von 0, 0,02, 0,2 und 2% in 50 %-iger Zuckerlosung; jeweils
angegeben sind die Mittelwerte (n=9) = Standardabweichung. Signifikante
Unterschiede (**P < 0,001, Berechnung s. Abschnitt 6.16) liegen bei der Frafdmenge
von 2 % PA-N-Oxid-Gemisch (-O0-) gegeniiber den anderen Konzentrationen vor.
Desgleichen unterscheidet sich bei dem 2% PA-Gemisch die Mortalitit (-aA-)
signifikant (**P < 0,001, Berechnung s. Abschnitt 6.16) von den anderen Konzen-
trationen.

Weitere Auffalligkeiten hinsichtlich der FrafRmengen und der Mortalitdten traten sowohl
beim PA-Gemisch als auch beim PA-N-Oxid-Gemisch nicht auf.

Die Vorversuche zeigten, dass zwischen Mortalitdt, bedingt durch direkte PA-Wirkung
und einer Mortalitit bedingt durch Frafdverweigerung des PA-haltigen Futters
(Verhungern), nicht zu unterscheiden ist. Das Problem wurde durch die Einfiihrung der
zusatzlichen Hungerkontrolle geldst. Die Auswertung der Mortalititen im Vergleich zu
denen der 0 %-Kontrollgruppe und der 2 %-PA-Gemisch-Gruppe lieferte klare, sich
deutlich unterscheidende Ergebnisse (s. Abb. 31).
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Abb. 31 Vergleich der Mortalitdten in den Fiitterungsversuchen mit 2 %-igem PA-Gemisch
(angeboten in den ersten 2h) (halb gefiillte Symbole) zum einen mit der
Hungerkontrollgruppe (weitere 2-stiindiger Hungerzeit) (leere Symbole) und zum
anderen mit den Mortalitdten der 0 % PA Kontrolle (gefiillte Symbole). Nach 2 h
fand fiir alle drei Gruppen der Austausch der Testsubstanzen gegen 50 %-ige
Zuckerlésung ad libitum statt.

Im Fall der 0% -Kontrollgruppen (dargestellt mit ausgefiillten Symbolen), die reine
Zuckerlosung anstelle von PA-dotierter Losung in den ersten 2 h angeboten bekamen,
konnte nur eine sehr geringe Mortalitat von unter 5 % ausgemacht werden. Bei den
Hungerkontrollgruppen (dargestellt mit leeren Symbolen) hingegen traten Mortalitdten
von zehn bis fast 50 % auf. Die Mortalitaten stiegen in diesen Fallen bereist innerhalb
der ersten 4 h steil auf die endgiiltigen Werte an. Sie zeigten keine weitere Anderung im
Verlauf der folgenden 44 h. Die Mortalititen bei den 2 %-PA-Gemisch-Gruppen
erreichten ihre Endwerte von 50 — 70 % nach stetigem langsamen Anstieg. Dieser wies
eine deutliche Steigerung nach 24 h bis zum Ende der Versuchszeit (48 h) auf (s. Abb.
31).

Die resultierende Mortalitdat im Test mit dem 2 %-PA-Gemisch unterschied sich damit
grundlegend von den Kontrollen und ist somit eindeutig die Folge der toxischen
Wirkung von tertidren 1,2-ungesattigten PAs. Von dem PA-N-Oxid-Gemisch gingen keine

sichtbaren toxischen Wirkungen aus.
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Ob, wie vermutet, die 1,2-ungesaittigte Form des PA-Ringsystems mit der toxischen
Wirkung auf die Biene in Verbindung gebracht werden kann, sollte iiber die folgenden

Versuche mit Monocrotalin und 1,2-Dihydromonocrotalin bestatigt werden.

Einfluss von Monocrotalin und 1,2-Dihydromonocrotalin

Die Fiitterungsversuche mit Monocrotalin und 1,2-Dihydromonocrotalin dienten als
Erweiterung der Ergebnisse aus den Versuchen mit den PA-Gemischen. Im Fall der
Frafmengen sind sowohl beim Monocrotalin als auch beim 1,2-Dihydromonocrotalin

keine signifikanten Unterschiede feststellbar gewesen (s. Abb. 32).
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Abb. 32 Vergleich der Frafimengen pro 10 Bienen [g] und Mortalititen [%] in den
Flitterungsversuchen mit Monocrotalin und 1,2-Dihydromonocrotalin in den
Konzentrationen von 0, 0,02, 0,2 und 2 % in 50 %-iger Zuckerldsung. Jeweils ange-
geben sind die Mittelwerte (n=9) % Standardabweichung. Signifikante Unter-
schiede liegen bei der Mortalitit durch 2 % Monocrotalin (-A-) gegeniliber den
anderen Konzentrationen vor (**P < 0,001, Berechnung s. Abschnitt 6.16).

In einer Konzentration von 2 % bewirkte Monocrotalin eine hohe Mortalitidt von iiber
75 %, die gegeniiber den Mortalitaten in den restlichen Konzentrationen (< 10 %)
signifikant erhoht ist. Bei den niedrigeren Monocrotalin-Konzentrationen und allen
1,2-Dihydromonocrotalin-Konzentrationen blieb die Todesrate gegeniiber der 0 %-

Kontrolle unverandert (s. Abb. 32).
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Die Ergebnisse der beiden Kontrollgruppen entsprachen in diesem Versuchs-Set den
Ergebnissen aus dem vorangegangenen Set und werden in Abb. 31 ebenfalls
widergespiegelt.

Die Kurvenverldufe der Mortalititen bei den Versuchen mit Monocrotalin sind mit
denen der Versuche mit dem tertidren PA-Gemisch (s. Abb. 30) vergleichbar. Dies lasst
den Schluss zu, dass das Vorhandensein der 1,2-Doppelbindung fiir die toxische
Wirkung von PAs auf die Biene ausschlaggebend ist.

Aus den Frafdmengen in den Versuchen mit PAs kann gefolgert werden, dass die Bienen
zumindest unter den gegebenen Laborbedingungen, PAs in natiirlich vorkommenden
Konzentrationen aufnehmen, ohne sichtlich abgeschreckt zu werden.

Ausgehend von den bisherigen Ergebnissen wurde im Weiteren den folgenden Fragen
nachgegangen.

In welchem Umfang nehmen die Bienen PAs auf? Besteht zwischen den PA-
Konzentrationen in Bienen und den beobachteten erhohten Mortalititen ein
Zusammenhang? Werden PAs durch die Bienen metabolisiert, z.B. PA-N-Oxide reduziert

oder tertidre PAs oxidiert?

PA-Gehalte in Arbeiterinnen nach Fiitterung

Die Bienen aus den Fiitterungsversuchen mit dem PA-Gemisch in der Konzentration von
2 % wurden auf ihre PA-Gesamtgehalte hin untersucht. Dazu wurden die Bienen in
verschiedene Gruppen unterteilt (s. Abb. 33). Eine Gruppe (A) bildeten die Bienen, die
wahrend des Versuchs in einem frithen Zeitraum zwischen zwei und 30 Stunden
verstorben waren. Die zweite (B) erfasste die Bienen, die nach 30 Stunden bis zum
Versuchsende verstorben waren. Die Bienen, die den Versuch iiberlebten, bildeten die
dritte Gruppe (C). Einzelne Bienen wurden nach Abschnitt 6.12.2 aufgearbeitet und ihre
PA-Gesamtgehalte mittels GC bestimmt. In den Bienen der Gruppe A konnten im Mittel
175 pg PAs pro einzelne Biene gefunden werden. Bei den Bienen der Gruppe B waren es
250 pg im Mittel und bei den Bienen der Gruppe C lediglich 50 pg pro einzelne Biene. Die
Gehalte in den Bienen schwankten innerhalb der Gruppen jedoch stark. Auffillig ist
hierbei, dass sogar in der Gruppe C (iiberlebende) ein PA-Maximalgehalt fiir eine

Einzelbiene von 200 pg gefunden wurde.
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Abb. 33 PA-Gehalte [pg] einzelner Bienen aus dem Fiitterungsversuch mit 2 %-igem PA-
Gemisch. (A) friith verstorbene Bienen (Zeitraum 2 — 30 h), (B) zum Zeitpunkt des
Versuchsendes verstorbene Bienen (Zeitraum 30 —-48h) und (C) iiberlebende
Bienen am Versuchsende (Zeitpunkt 48 h). Die Mittelwerte (n =12 (A)bzw. 10 (B,C)
* Standardabweichung, angedeutet durch vertikale Fehlerbalken) in jeder Gruppe
sind mit horizontalen Linien dargestellt. Die PA-Gehalte der Bienen in Gruppe C
unterscheiden sich signifikant (*P <0,05, Berechnung s. Abschnitt 6.16) von den PA-
Gehalten der Bienen der Gruppen A und B.

Der Vergleich einer GC-Analyse eines Bienenextrakts mit dem des fiir die Versuche
eingesetzten PA-Gemischs (s. Abb. 34), sollte Auskunft geben, ob sich in den Bienen das
PA-Profil des aufgenommenen PA-Gemischs verdndert hat. Uber den Vergleich der
Retentionszeiten konnten den Peaks im Bienen-Chromatogramm die PAs des PA-
Gemischs zugeordnet werden. Der Vergleich der relativen Peak-Intensitaten zeigte keine
auffilligen Unterschiede zwischen dem PA-Profil der Fiitterungslésung und dem
Bienenextrakt. Bei der PA-Aufnahme und PA-Speicherung in der Biene war daher keine
strukturell bedingte Diskriminierung zu verzeichnen.

Zur quantitativen Uberpriifung der Wiederfindung aufgenommener PAs durch die
Bienen wurden die Bienen eines Kafigs quantitativ auf PA-Gehalte untersucht. Und mit
Hilfe der im Vorfeld bestimmten Frafdmenge dieses Kafigs konnten 61 % der

gefressenen PAs in den Bienenextrakten wiedergefunden werden.



S0 Ergebnisse

tertiares PA-Gemisch

gL P

24 25 26 2t 28 29 30 31 32

Bienen-Extrakt

Retentionszeit [min]

Abb. 34 GC-NPD-Chromatogramme (s. Abschnitt 6.17) des fiir die Fiitterungsversuche
eingesetzten tertidren PA-Gemischs aus S. vernalis (hinten)und eines Extraktes einer
Arbeiter-Biene aus dem Fiitterungsversuch mit dem 2 % tertidaren PA-Gemisch
(vorn). In beiden Chromatogrammen sind die Peaks den PAs aus S.vernalis (1)
Senecivernin, (2) Senecionin, (3) Seneciphyllin, (4) Integerrimin und (5) Retrorsin
zuzuordnen.

Zu Klarung der Frage, ob Bienen tertidre PAs durch N-Oxidierung entgiften kénnen, wie
es fiir verschiedene PA-sequestrierende Insekten beschrieben wurde (Hartmann und
Ober, 2008), wurde folgender Versuch durchgefiihrt. Zehn Bienen, die mit 2 %-igem
tertidren PA-Gemisch gefiittert wurden, wurden nach der in Abschnitt 6.12.3
beschriebenen Methode analysiert und auf die Anwesenheit von PAs in ihrer
N-oxidierten Form hin untersucht. Die Anwesenheit von PA-N-Oxiden in den Extrakten
ware in diesem Fall nur durch koérpereigene Mechanismen der Biene zur N-Oxidierung
tertiarer PAs zu erklaren. Es konnte jedoch in keinem Fall die Bildung von PA-N-Oxiden
nachgewiesen werden. Die Moglichkeit einer PA-Entgiftung bei Bienen durch
N-Oxidierung ist damit ausgeschlossen.

Die umgekehrte Richtung (Reduktion aufgenommener PA-N-Oxide in die pro-toxische
tertidre Form) wie sie beispielsweise im menschlichen Koérper aber auch in nicht PA-
angepassten herbivoren Insekten ablduft, sollte untersucht werden. Hierzu wurden
Einzelbienen, die mit PA-N-Oxid-Gemisch gefiittert wurden, analysiert. Zehn einzelne
Bienen (Nr. 1-10) wurden quantitativ mittels GC (s. Abschnitt 6.12.3) auf ihre PA-
Gehalte, sowohl in der aufgenommenen N-oxidierten Form als auch in der durch

Reduktion entstehenden tertidren Form, analysiert (s. Abb. 35). In nahezu allen
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Abb. 35 Gesamtgehalte [pg] an PA-N-Oxiden () und tertidren PAs (M) in einzelnen
iiberlebenden Bienen aus dem Fiitterungsversuch mit 2% -igem PA-N-Oxid-
Gemisch.

untersuchten Bienen konnten die PAs sowohl als N-Oxide als auch in ihrer tertidren
Form gefunden werden.

Durchschnittlich 70 % der untoxischen N-Oxide wurden in ihre pro-toxischen tertiaren
Formen nach der Aufnahme durch die Biene reduziert. Der Gesamtgehalt an tertidren
PAs pro einzelne Biene lag hier bei max. 50 ug, was eine Erklirung fiir das Uberleben der
untersuchten Bienen der 48-stiindigen Versuchszeit trotz der Reduktion liefert.
Insgesamt erschienen die PA-Gehalte, die im Durchschnitt pro Biene gefunden wurden,
verhaltnismaf3ig niedrig. Hier spiegelte sich letztlich die frafthemmende Wirkung wider,
die sich durch die niedrigeren Frafmengen (s. Abb. 30) andeutete. Zugleich liefert das
Ergebnis einen weiteren Hinweis darauf, dass die toxischen Wirkungen von tertidren
PAs erst ab einem erhohten PA-Gehalt im Bienenkorper zum Tragen kommen.

Es ist bei den Ergebnissen der PA-Gesamtgehalte in den Bienen jedoch zu
beriicksichtigen, dass die Bienen aufgrund ihres angeborenen Hygieneverhaltens nicht
innerhalb des Bienenstocks koten. Dies gilt unter den gewahlten Versuchsbedingungen
auch fiir die Kafigversuche. Am Versuchsende konnten keine Fakalienverunreinigungen
nachgewiesen werden. Daher ist davon auszugehen, dass die Bienen iiber die gesamte
Versuchsdauer der Menge an aufgenommenen PAs ausgesetzt waren. Ob die PAs den
Bienenkorper ohne eine Metabolisierung direkt wieder verlassen wiirden, konnte
anhand dieser Ergebnisse nicht geklart werden. Zur Klarung dieser Frage, wurden die

folgenden Versuche durchgefiihrt.
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Verteilung von Pyrrolizidinalkaloiden im Honigbienenkérper

Die Frage, was nach der Aufnahme von PAs im Bienenkorper geschieht, wurde in
Versuchen mit radioaktiv markierten Substanzen weiter untersucht. Hierzu wurden
Flitterungsversuche mit [14C]Senecionin und [14C]Senecionin-N-Oxid durchgefiihrt (in
Abschnitt 6.10.3 beschrieben). Diese Methode mit radioaktiven Isotopen wurde gewahlt,
da nach der Sektion der Biene der Verbleib der PAs moglichst genau und sensitiv
verfolgt werden sollte. Mit dem Einsatz von 14C-markierten Substanzen kénnen sehr
geringe Mengen bestimmt und quantifiziert werden

Durch die Fiitterung einzelner Bienen iliber eine Mikroliterpipette mit 10 pL PA-Losung
wobei die Biene mit dem Riissel kleine Tropfen der Losung von bzw. aus der Spitze
aufsaugte, ist die aufgenommene Menge an Radioaktivitit pro Biene bekannt. Sie konnte
bei der Berechnung der Wiederfindungen herangezogen werden. Der Vorgang der

Flitterung ist in Abb. 36 gezeigt.

Abb. 36 Flittern einer Biene von Hand aus einer Mikroliterpipette.

Nach drei Zeitabstanden von 3, 24 und 48 h wurde in jeweils drei Bienen die Verteilung
der PAs im Korper untersucht. Abb. 37 zeigt das Ergebnis des Versuchs mit
[14C]Senecionin.

Problematisch war bei diesen Versuchen, dass die Bienen zur Untersuchung einzelner
Gewebeteile mit Diethylether narkotisiert werden mussten, um den Hamolymphe-
Kreislauf nicht zu stoppen. In den anderen Versuchen konnte gasféormiges CO:
verwendet werden, wobei die Bienen jedoch ,erfrieren“ und der gesamte Organismus
sofort zum Stillstand kommt (s. Abschnitt 6.10.1, 6.10.3). Im Zuge der Betaubung kam es

unvermeidbar dazu, dass der Honigmageninhalt von den Bienen erbrochen wurde.
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Abb. 37 Prozentuale Verteilung der gemessenen Radioaktivitat (s. Abschnitt 6.12.4) in den
Organen der Biene ( zu den Zeitpunkten 3, 24 und 48 h nach erfolgter Fiitterung von
14C-markiertem Senecionin). Unter ,Rest” ist die Menge an Radioaktivitit zu
verstehen, die von der gefiitterten Gesamtradioaktivitit nicht im Bienenkdrper
wiedergefunden werden konnte. Jeweils angegeben sind die Mittelwerte (n = 3).

Der Verlust an Radioaktivitat durch das Erbrechen spiegelt sich daher in dem als Rest
bezeichneten Anteil wider. Dieser beinhaltet die Menge an Radioaktivitat, die von der
pro Biene verfiitterten Gesamt-Radioaktivitat in den Korperteilen nicht wiedergefunden
werden konnte. Auch die erhaltenen Werte der Honigblasen kdnnen nur den Teil der
PA-Menge widerspiegeln, der nach der Betdubung und Sektion nicht verloren wurde. In
den allermeisten Fallen waren die Honigblasen anndhernd geleert.

Die ,verlorene“ Radioaktivitdt im Rest nahm zu den spateren Zeitpunkten schrittweise
ab. Dies ist eine Bestitigung dafiir, dass der Verlust in der Wiederfindung auf das
Erbrechen des Honigmageninhalts zuriickzufiihren ist. Je linger die Biene nach der
Flitterung lebte, desto mehr Inhalt hatte sie liber das Ventil in ihr Verdauungssystem
eingespeist. Demnach nahm die Gesamtmenge an radioaktivem Honigmageninhalt mit
zunehmender Zeit ab und es konnte weniger durch Erbrechen im Zuge der Betdubung
verloren gehen.

Aussagekraftig sind die Radioaktivitdtsverteilungen zwischen Hdmolymphe, Darm,
Kotblase und Panzer zu den drei Untersuchungszeitpunkten. Der Panzer beinhaltet zu
einem Grofdteil auch den anhaftenden Fettkorper, der zur Speicherung von Zuckern,
Fetten, Proteinen dient und in dem sich Giftstoffe anreichern kénnen (Yu et al,, 1984).
Ebenso findet hier der Aufbau bieneneigener Stoffe aus den gespeicherten Nahrstoffen
statt.

Die Anteile an Radioaktivitiat in der Himolymphe und im Panzer veranderten sich nicht

und blieben bei niedrigen Werten von max. 1 bzw. 2 -5 % konstant. In Darm und
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Kotblase hingegen konnten Verdanderungen tliber die Zeit festgestellt werden. Nach 3 h
war mit 10 % flinfmal mehr Radioaktivitdat im Darm nachweisbar als in der Kotblase mit
2 %. Bereits nach 24 h war das Verhaltnis zwischen den beiden Organen mit der
deutlichen Zunahme des Anteils in der Kotblase nahezu ausgeglichen. Die Analyse nach
48 h zeigte einen weiteren Anstieg der Radioaktivitdt in der Kotblase auf einen Anteil
von 50 %, der jetzt bezogen auf die Anteile im Darm doppelt so hoch lag.

Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass die PAs im Bienenorganismus so gut wie nicht in
die Hamolymphe resorbiert und nicht im Fettkorper (Panzer) angereichert werden. Der
stetige Transfer vom Darm in die Kotblase ldsst darauf schliefien, dass die PAs
unresorbiert in die Kotblase transportiert werden und (unter natiirlichen Bedingungen)
wahrend des Flugs aufderhalb des Bienenstocks ausgeschieden werden wiirden.

Wenn die PAs nicht von der erwachsenen Biene in die Himolymphe aufgenommen
werden, konnen sie auch nicht in die Hypopharynxdriise und damit in den dort
produzierten Futtersaft fiir die Bienenlarven und die Kénigin gelangen. Eine signifikante
PA-Weitergabe von den Ammenbienen an die Brut kann zumindest auf diesem Weg
ausgeschlossen werden.

Ahnliche Ergebnisse wurden im Versuch mit [14C]Senecionin-N-Oxid erzielt (s. Abb. 38).
Wesentliche Unterschiede lagen in der Menge an Radioaktivitiat im Panzer nach 48 h vor.
Hier wurde eine Aktivitatssteigerung im Vergleich zu den Zeitpunkten zuvor um ca.
20 % festgestellt. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass eine Verschleppung
der Radioaktivitidt, bedingt durch das Erbrechen wahrend der Betaubung durch
Diethylether, und eine Kontaminierung des Bienenkorpers mit dem erbrochenen
Honigblaseninhalt stattgefunden hat. Zusatzlich unterscheiden sich die Ergebnisse der
[14C]Senecionin-N-Oxid-Versuche von denen mit der tertidren PA-Form in dem
Verhaltnis der Radioaktivitdten im Darm und in der Kotblase nach 48 h. Die Aktivitat in
der Kotblase im Versuch mit [14C]Senecionin war nahezu doppelt so hoch wie im Darm.
Das Verhaltnis der Aktivititen in diesen beiden Organen war hingegen im Versuch mit

[14C]Senecionin-N-Oxid wie zum Zeitpunkt zuvor ausgeglichen.
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Abb. 38 Prozentuale Verteilung der gemessenen Radioaktivitit nach erfolgter Fiitterung von
4C-markiertem Senecionin-N-Oxid (s. Abschnitt 6.12.4) in den Organen der Biene
(zu den Zeitpunkten 3, 24 und 48 h). Jeweils angegeben sind die Mittelwerte (n = 3).

Die PAs wurden, unabhdngig davon ob in der tertidren oder N-oxidierten Form, im
Bienenkorper vom Honigmagen iiber den Darm in die Kotblase transferiert. Eine
Ausscheidung der PAs, die die Schranke zwischen Honigmagen und Darm tiberschritten
haben, konnte nicht untersucht werden. Doch durch den nachgewiesenen Transport in
die Kotblase wire dies unter natiirlichen Bedingungen zu erwarten. Anders sieht es bei
den PAs aus, die sich noch im Honigmagen befinden. Die folgenden Versuche sollten
zeigen, ob PAs zusammen mit dem Inhalt des Honigmagens unter erwachsenen Bienen

weitergegeben werden.

Weitergabe der Pyrrolizidinalkaloide von der Sammelbiene bis zur Ammenbiene

Durch die klare Aufgabenverteilung im Superorganismus Bienenvolk kommt es
zwischen den Bienen der unterschiedlichen ,Berufe“ zu einem Austausch des
Honigmageninhalts, der sogenannten Trophallaxis. Dies geschieht zum Beispiel nach
einem Sammelflug einer Sammelbiene am Eingang des Bienenstocks zur Ubergabe des
Nektars an die Stockbienen (Gould und Gould, 1995).

Weitere Fitterungsversuche (s. Abschnitt 6.10.2) sollten kldren, ob und in welchem
Umfang die PAs unter erwachsenen Bienen weitergegeben werden. Hierzu wurde eine
Gruppe farblich markierter Bienen mit 2 % und eine weitere mit 0,2 % tertiaren PA-
Gemischs gefiittert. Nach einer Stunde wurde zu beiden Gruppen jeweils die gleiche
Anzahl an hungrigen Bienen hinzugefligt. Zwischen den PA-Bienen und den
hinzugegebenen Bienen in jedem Kafig war nun fiir die Dauer von einer Stunde ein

Nahrungsaustausch moglich. Einzelne Bienen beider Gruppen (PA-gefiittert und nicht
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Abb. 39 Mittelwerte (n=10) der PA-Mengen pro Biene [pug] der Bienen PA-gefiittert
(ungemustert, griin) und nicht PA-geflittert (gemustert, violett) der
Weitergabeversuche mit 0,2 % und 2 % PA-Futter.

PA-gefiittert) wurden auf die in ihnen enthaltenen PA-Mengen quantitativ untersucht
(s. Abschnitt 6.12.1) (s. Abb. 39). Die Analyse der vier Gruppen (unterscheidbar durch
die farbige Markierung der PA-gefiitterten Bienen) auf ihre PA-Gesamtgehalte ergab,
dass die PAs von den PA-gefiitterten Bienen an die hungrigen Bienen ilibergeben
wurden.

Im Fall des 0,2 %-igen PA-Futters enthielten die Bienen ohne vorhergehenden PA-
Kontakt 15 % der Menge an PAs, die in den mit PAs gefiitterten Bienen gefunden
wurden. Im Fall des 2 %-igen PA-Futters waren es 4 %.

Mit diesem Laborexperiment konnte gezeigt werden, dass die PA-Weitergabe tiber den
Honigmagen zwischen erwachsenen Bienen moglich ist. Den Ergebnissen dieses
Modellversuchs nach kann das Ausmaf3 des PA-Austauschs unter adulten Bienen mit der
vorliegenden PA-Konzentration in Zusammenhang gebracht werden. Es kann daher
vermutet werden, dass mit zunehmender PA-Konzentration im Futter eine verringerte

Austausch-Aktivitat besteht.

Choice-Test unter natiirlichen Gegebenheiten

Die bisherigen Ergebnisse zu den Einfliissen, die von PAs auf die Biene ausgehen
konnen, wurden unter gut kontrollierbaren, standardisierten Laborbedingungen

erhalten. Das Verhalten gegeniiber PA-haltigen Nahrungsquellen sollte in einem Choice-
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Test mit einem Bienenvolk von A. mellifera im naturlichen Umfeld der Bienen (im Garten
des Bieneninstituts in Celle) herausgefunden werden.

Die Ergebnisse aus den Laborversuchen lassen vermuten, dass PAs in hoéheren
Konzentrationen eine frafthemmende Wirkung auf Honigbienen haben (vgl. ,Einfluss
von Pyrrolizidinalkaloiden aus S.vernalis in tertidrer und N-oxidierter Form“ in
Abschnitt 3.2.2). Hierbei ist jedoch zu bedenken, dass in den Versuchs-Setups im Labor
den Bienen lediglich eine Futterquelle, die mit PA-Futter, zur Verfiigung stand und die
Bienen zu Versuchsbeginn hungrig waren. Sie hatten letztendlich nur die Wahl, dieses
Futter zu fressen oder weiter zu hungern.

Das Bienenvolk wurde mit einer 50 %-igen Saccharose-Losung, die auf einer leuchtend
blauen Holzplatte positioniert war, auf eine Futterstelle antrainiert. Die blaue Platte
sollte als zusatzliches optisches Erkennungsmerkmal dienen, das den Bienen bei der
Identifizierung der Futterstelle hilft. Die Bienen, die diese Futterquelle im Verlauf des
Antrainierens angeflogen haben, wurden mit einem Lackstift farbig gelb markiert.
Prinzipiell sollten lediglich die gelb markierten Bienen in die Auswertung einbezogen
werden. Von diesen war bekannt, dass sie auf die bestimmte Futterstelle und das
bestimmte Futter antrainiert wurden. Im Fall dieses Versuchs war es leider nicht
moglich, sich nur auf diese Bienen zu konzentrieren, da im Verlauf der Durchfiihrung die
Anzahl nicht markierter Bienen an den Futterschalen stark zunahm. Die markierten
Bienen waren mit der Zeit durch die immer grofder werdende Anzahl nicht markierter
Bienen an den Futterschalen zahlenmaf3ig stark unterlegen. Sie konnten an den Schalen
mit sehr hohem Bienenaufkommen nicht mehr eindeutig identifiziert und gezahlt
werden.

Die Auswertung wurde wegen dieser Problematik in zwei Schritten vorgenommen.
Soweit es moglich war, wurden zuerst die Versuchsserien nur unter Einbeziehung gelb
markierter Bienen betrachtet. Es konnten die klaren Tendenzen fiir die einzelnen
Versuchsergebnisse gewonnen werden. Im zweiten Schritt wurden die Versuche unter
Einbeziehung aller Bienen (sowohl markiert als auch nicht markiert, Gruppen (iii) bzw.
(iv) s. Abschnitt 6.11) ausgewertet. Die Ergebnisse waren mit den Tendenzen der ersten
Auswertung (nur gelb markierte Bienen) vergleichbar. Somit lieferte die Auswertung
aller Bienen ein reprasentatives Ergebnis fiir die Choice-Tests.

Nach einer 2-stiindigen Antrainierphase begann der eigentliche Versuch. Dieser wurde
mit einer Videokamera fiir die spatere detaillierte Auswertung (s. Abschnitt 6.11)

aufgezeichnet. Die zu testenden PAs wurden in unterschiedlichen Konzentrationen in
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30 %-iger Saccharoseldsung auf einheitlich grauem Untergrund angeboten. Durch den
Wechsel der Zuckerkonzentration von 50 % im Training auf 30 % Saccharose in den
Versuchsdurchgingen wurde zu Versuchsbeginn ein vollstindiger Wechsel der
Parameter, auch in der neu angebotenen PA-freien Kontroll-Losung, vorgenommen. Dies
sollte bei den Bienen fiir Irritation sorgen, indem sie die ihnen schmackhaft gemachte
Trainingslésung nicht mehr auffinden kénnen. So waren die Bienen gezwungen, sich bei
ihrer Futterwahl insgesamt neu zu orientieren und eine neue Entscheidung fiir ein
neues Futter zu treffen. Wie unterschiedlich stark die einzelnen Schalen besucht

wurden, ist in Abb. 40 zu erkennen.

Abb. 40 Versuchsplatz im Choice-Test mit den verschiedenen Glasschalen mit den PA-
Losungen.

Die Auswertungen erfolgten unter zwei verschiedenen Gesichtspunkten. Zum einen war
die Gesamtanzahl der Bienen relevant, die zum Fressen an den jeweils unterschiedlichen
Schalen verweilten. Im Vergleich dazu war fiir jede Konzentration die Anzahl der Bienen
interessant, die nach dem Probieren der Futter-Losung aktiv entschieden, dass ihnen
das Futter nicht schmeckt und wieder abflogen.

Als Test-PAs wurden reines Echimidin und das daraus synthetisierte Echimidin-N-Oxid
verwendet. Aufderdem wurde das tertidre PA-Gemisch aus S. vernalis (s. Abschnitt 6.3.1)
und das Gemisch der entsprechenden N-Oxide (s.Abschnitt 6.5) eingesetzt. Die
ausgewahlten PAs kommen in Pflanzen natiirlich vor, die von Bienen als Futterquelle
genutzt werden. Echimidin und Echimidin-N-Oxid gehéren zu den Haupt-PAs der
nachweislich von Honigbienen genutzten Futterpflanze E.vulgare (s.Abschnitt 3.1)
(Kempf et al, 2010a). Mit den PAs in tertidrer und N-oxidierter Form von S. vernalis
sollten die Reaktionen der Bienen auf ein natiirlich vorkommendes Gemisch getestet
werden. Die Wahl der Konzentrationen von 0,2, 0,02, 0,002 und 0,0002 % war an die
Konzentrationen in den Laborexperimenten (s. Abschnitt 3.2.2) angelehnt. Jedoch wurde

auf die hochste Konzentration der Laborexperimente von 2 % verzichtet. In dem Choice-
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Test sollte das Wahlverhalten der Bienen gegeniiber den in Pflanzen zu erwartenden
natirlichen PA-Konzentrationen getestet werden. Durch die niedrigste Konzentration
von 0,0002 % sollte in den Choice-Tests die Spannweite nach unten erweitert und so ein
moglichst grofdes Spektrum natiirlicher PA-Konzentrationen in Bliiten abgedeckt
werden.

Die Auswertung erfolgte fiir jede Konzentration iiber die prozentuale Berechnung der
Bienen, die die PA-Losung fraflen und der Bienen, auf die von der PA-L6sung nach
Probieren ein frafthemmender Effekt ausging (abfliegen nach kurzem Probieren).

Im Fall des tertidren Echimidins zeichneten sich in den Konzentrationen 0,02 und 0,2 %
deutliche Tendenzen in der Anzahl fressender Bienen ab. Wahrend in den geringen
Konzentrationen 0,0002 und 0,002 % unverandert gegentiiber der Kontrolle 100 % der
Bienen an den Losungen zum Fressen verweilten, sank der Anteil bei 0,02 % Echimidin
im Futter auf 40 % ab. Mit 0,2 % PA im Futter wurde die Futterquelle von den Bienen
nicht mehr akzeptiert und die Bienen verliefen zu 100 % die Echimidin-Lésung nach

dem Kosten wieder (s. Abb. 41 (a)).
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Abb. 41 Choice-Test mit tertidrem Echimidin. (a) Prozentualer Anteil abgeschreckter Bienen
in den verschiedenen Echimidin-Konzentrationen. (b) Gesamtanzahl Bienen, die die
Losungen anflogen (die Werte beinhalten die Summe abgeschreckter und fressender
Bienen). Mit ansteigender Echimidin-Konzentration auf 0,02 % ist eine signifikante
Abnahme des Anteils fressender Bienen und damit einhergehend ein signifikant
steigender Anteil der abgeschreckten Bienen festzu-stellen (*P < 0,05; Berechnung s.
Abschnitt 6.16). Angegeben sind die Mittelwerte (n = 3 + Standardabweichungen).

Mit steigender Konzentration war ab 0,02 % der Anteil abgeschreckter Bienen mit 60 %
und im Fall der hochsten Echimidin-Konzentration mit 100 % signifikant gegentiber den
Konzentrationen 0,002 und 0,0002% sowie der Kontrolle erhoht. Zur
Veranschaulichung sind in Abb. 41 (b) die absoluten Zahlen der Bienen angegeben, die

die verschiedenen Losungen zum Probieren angeflogen haben. Hier war bereits zu
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erkennen, dass bei den hoheren Konzentrationen insgesamt weniger Bienen die Losung
tiberhaupt erst testeten. Es konnte beobachtet werden, dass einzelne Bienen dicht iiber
den Schalen kreisten, jedoch ohne sich niederzusetzen wieder davonflogen.

Zum direkten Vergleich der Ergebnisse des Choice-Tests mit tertidrem Echimidin sind in

Abb. 42 die Ergebnisse aus dem Choice-Test mit dem Echimidin-N-Oxid dargestellt.
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Abb. 42 Choice-Test mit Echimidin-N-Oxid; (a) prozentualer Anteil abgeschreckter Bienen in
den verschiedenen Echimidin-N-Oxid-Konzentrationen (b) Gesamtanzahl Bienen,
die die Losungen anflogen (die Werte beinhalten die Summe abgeschreckter und
fressender Bienen). Eine signifikante fralhemmende Wirkung (*P <0,05;
Berechnung s. Abschnitt6.16) ab der Konzentration von 0,2 % ist erkennbar.
Angegeben sind die Mittelwerte (n = 4 + Standardabweichungen).

Das N-oxidierte PA lasst die gleiche Tendenz erkennen, wie das tertidare Echimidin. In
hohen Konzentrationen (0,2 %) wurde mit ca. 70 % ein grofder Anteil der Bienen nach
dem Kosten der PA-Futterlosung fraRhemmend beeinflusst. Diese Bienen haben das
Futter gleich wieder verlassen. Unterschiede zu dem Test mit dem Echimidin in der
tertidren Form liegen darin, dass sich der vom N-Oxid ausgehende fraRhemmende Effekt
erst in der um den Faktor 10 hoheren Konzentration von 0,2 % abzeichnet. Der
Vergleich der Gesamtzahlen testender Bienen (s. Abb. 42 (b)) deutet, wie auch beim
tertidren Echimidin, auf eine geringere Akzeptanz der Bienen ho6herer PA-
Konzentrationen hin.

Auch fiir die beiden weiteren Test-PA-Gemische, das PA-N-Oxid-Gemisch und das
Gemisch der entsprechenden tertidren PAs aus S. vernalis konnen dhnliche Aussagen
anhand der Versuchsergebnisse getroffen werden. Eine tendenzielle fraRhemmende
Wirkung der Futterlésungen auf die Bienen war ab Konzentrationen zwischen 0,02 und

0,2 % PA zu erkennen (s. Abb. 43).
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Abb. 43 Vergleich der prozentualen Anteile abgeschreckter Bienen (Mittelwerte =+
Standardabweichungen, *P <0,05) aus den Choice-Tests mit PA-N-Oxid-Gemisch (n =
6) aus S.vernalis, tertidrem PA-Gemisch (n = 6) aus S. vernalis, Echimidin-N-Oxid
(n =4) und tertidrem Echimidin (n = 3).

In allen vier Choice-Tests hat sich eine tendenziell fralthemmende Wirkung der PA-
Losungen ab Konzentrationen zwischen 0,02 und 0,2 % PA bemerkbar gemacht. Je nach
Test-PA zeichneten sich die vom PA ausgehenden frafthemmenden Wirkungen durch
PA-Konzentrationen im Futter von 0,02 bzw. 0,2 % in unterschiedlichem Ausmafi ab.
Vom tertidren Echimidin ging die starkste beobachtete Wirkung aus gefolgt vom
Echimidin-N-Oxid. Die beiden PA-Gemische in tertidrer und N-oxidierter Form brachten
die schwachste, jedoch noch erkennbare frafhemmende Wirkung mit sich. Im Fall des

0,2 %-igen PA-N-Oxid-Gemischs trat sie ebenfalls signifikant auf.

3.2.3 Fiitterungsexperimente mit Honigbienenlarven

Die ersten Laborexperimente unter kontrollierten Bedingungen (s. Abschnitt 3.2.2)
zeigten, dass von den PAs der Futterpflanzen nur bedingt eine fraRhemmende Wirkung
auf die Sammelbienen eines Bienenvolkes ausgeht. Diese Effekte zeichneten sich in
hoheren PA-Konzentrationen unter anderem auch durch die Hemmung der PA-
Weitergabe zwischen den Bienen erkennbar ab. Zusatzlich zeigen die Bienen eine hohe
Toleranz gegeniiber aufgenommenen PAs. So konnen die PAs aus dem Nektar/Pollen,
beginnend bei der Nahrungssuche der Sammelbiene, den Weg in das Bienenvolk hinein
iber die Nektarabnehmerin und letztlich tber die Ammenbiene bis zu den sich
entwickelnden Larven gelangen.

Eine PA-Abgabe der Ammenbienen an die Larven iiber den in der Hypopharynxdriise

produzierten Futtersaft ist nicht zu erwarten, da gezeigt werden konnte, dass die PAs
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von den erwachsenen Bienen nicht in die Himolymphe resorbiert werden und somit
nicht in die Hypopharynxdriise gelangen. Zusatzlich werden jedoch der reine Nektar und
Pollen fiir die Aufzucht des Nachwuchses verwendet. Besonders der Pollen enthélt
haufig sehr grofde PA-Mengen, wie im Beispiel von E. vulgare von fast 0,4 % (s. Abschnitt
3.1.3) gezeigt werden konnte.

Die Larven sind ein besonders gefahrdetes Stadium im Leben der Bienen. Sie befinden
sich in eine Abfolge morphologischer Verdnderungen, wodurch von ihnen eine héhere
Empfindlichkeit gegeniiber toxisch wirkenden Stoffen zu erwarten ist. Eine PA-
Einwirkung stellt zu diesem Punkt des Bienenlebens moglicherweise einen kritischen
Aspekt dar. Die Larven konnen keinerlei Einfluss auf ihre Futterauswahl ausiiben und
sind auf das angewiesen, was die adulten Bienen ihnen in ihre Wabenzelle geben.

Die Tatsache, dass die Larve die Zukunft des Bienenvolkes darstellt, steigert die
Bedeutung der Frage, welche Auswirkungen PAs auf die Entwicklung von Bienenlarven
besitzen.

Um den Einfluss von PAs auf die Biene bzw. das Bienenvolk umfassender bewerten zu
kénnen, wurde die Wirkung von PAs auf Bienenlarven im Labormafstab untersucht. Da
die Entwicklung einer Larve vom Ei (Testbeginn) bis zur vollstandig entwickelten Biene
nach dem Schlupf 21 Tage (Testende) betragt, sind bei der Durchfiihrung der in vitro
Aufzucht von Larven viele Details zu berticksichtigen. Aupinel et al. (Aupinel et al, 2005)
haben eine standardisierte Methode zur kiinstlichen Larvenaufzucht entwickelt und die
wichtigen Parameter dazu definiert. Mit dieser Methode sollten dufdere Einfliisse auf die
Brutentwicklung getestet werden. Hierbei standen Versuche zur Bestimmung der
Toxizitdt einzelner Pflanzenschutzmittel im Vordergrund, woraus in Zukunft eine
gesetzliche Regelung hinsichtlich ihrer Anwendung erméglicht werden sollte.

Die Larven sollen eine Entwicklung zur Biene durchlaufen koénnen, die mit der
natiirlichen in einem Bienenstock identisch ist. Dabei sind Details, wie eine ausreichende
Nahrstoffversorgung (Zusammensetzung und Menge des Futters, Flitterungsdauer und
-abstdnde) entsprechend dem Larvenalter von Tag zu Tag im Vorfeld zu ermitteln und
moglichst realititsnah zu reproduzieren. Zusatzlich miissen die dufderen Bedingungen
wie die Temperatur und die relative Luftfeuchtigkeit des Bienenstocks nachgestellt
werden.

Aufgrund der hohen Empfindlichkeit der sich entwickelnden Organismen musste auf
eine sterile Umgebung der Larven geachtet und das Einschleppen von Viren, Bakterien,

Keimen etc. vermieden werden.
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Unter Berticksichtigung dieser Punkte und Einhaltung des Protokolls zur Durchfithrung
konnten im Sommer 2009 mit den Larven der Sommerbiene drei verschiedene

Versuchsreihen durchgefiihrt werden.

3.2.4 Einfluss von pyrrolizidinalkaloid-haltiger Nahrung auf Larven

Ausgangspunkt fiir die Futterungsversuche war die Frage nach den unterschiedlichen
Wirkungen der drei verschiedenen PA-Formen, als pro-toxisches tertidares PA, PA-
N-Oxid und als untoxisches 1,2-gesattigtes PA, auf die Larven. Als Modellsubstanz wurde
das PA Monocrotalin in tertiarer, N-oxidierter und 1,2-gesattigter Form verwendet
(s. Abb. 29).

Die Erfahrungen aus den Versuchen mit den erwachsenen Bienen zeigten, dass die
Wirkungen dieser drei PA-Formen auf ausgewachsene Bienen unterschiedlich sind.
Aufgrund einer zu erwartenden erhohten Empfindlichkeit der Larven im
Entwicklungsstadium musste damit gerechnet werden, dass die Wirkungen bereits bei
niedrigeren Konzentrationen auftreten konnen. Somit wurde der Konzentrationsbereich
fir die Larvenversuche, im Vergleich zu den Versuchen mit den erwachsenen Bienen,
um die Konzentration von 0,002 % erweitert.

Jeweils zwei Versuchsreihen mit zwei der PAs wurden parallel durchgefiihrt. Der Ablauf
startete mit dem Umsetzten der Larven in die Versuchsplatten und gleichzeitig
einsetzender Fiitterung der ersten Diat. Dem Schema entsprechend (s. Abschnitt 6.10.4,
Abb. 50) wurde an den folgenden Tagen die Fiitterung der entsprechenden Didten
fortgefuhrt, zu jedem Zeitpunkt auf verstorbene Exemplare hin untersucht und diese aus
hygienischen Griinden aus den Platten entfernt. Den Entwicklungsstadien der Larven
und ihren natirlichen Gegebenheiten im Bienenstock angepasst wurden die
Zusammensetzungen der Didaten und die klimatischen Verhaltnisse in den
Brutschranken tiber die Zeit verandert.

Die Versuche wurden in erster Linie hinsichtlich der Mortalitdten in den verschiedenen
Entwicklungsstadien ausgewertet. Nach dem folgenden Zeitplan wurden in den

Versuchsplatten verstorbene Exemplare gezdhlt und den Platten entnommen:
e Tag6+8 unbewegliche Larven, ohne Reaktion auf leichte Beriihrung
e Tagl5 verstorbene Puppen (veranderte Farbe oder fehlentwickelt)

 Tag22 nicht geschliipfte Puppen
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Im Rahmen der Mortalitatspriifungen fand das Umsetzen in die Brutschranke mit den
jeweiligen neuen und dem Protokoll entsprechend angepassten Kklimatischen
Bedingungen statt.

Fiir jede PA-Form wurde in einer Dreifachbestimmung jeweils eine Platte mit 48 Larven
fir jede Konzentration getestet. Das ergab eine Larvenanzahl pro Datenpunkt von
n = 144.

Die Mortalitdat von 40 % in der Kontrolle (Dreifachbestimmungen) ist relativ hoch. Die
Griinde hierfiir liegen in der Komplexitit des Versuchsaufbaus. Fiir die hier
vorgestellten Versuche steht jedoch nicht die Ermittlung eines LDso-Wertes im
Vordergrund sondern die Frage, ob PAs generell einen Einfluss auf die Larven-
entwicklung haben kénnen. Fiir die Bestimmung der Mortalitdten der eigentlichen PA-
Flitterungsversuche wurden diese im Vergleich zu dieser Kontrolle ausgewertet und

signifikante Veranderungen zu dieser betrachtet.

Monocrotalin

Monocrotalin zeigte in seiner tertidren pro-toxischen Form in den unterschiedlichen
Test-Konzentrationen verschiedene Wirkungen (s. Abb. 44). Die Kontrolle zeigt iiber die
Zeit einen gemafligten Anstieg der Mortalitit bis auf 40 %. Die Monocrotalin-
Konzentration von 0,002 % zeigte keinen signifikanten Unterschied zur Kontrolle. Bei
der Konzentration von 0,02 % Monocrotalin machten sich die Wirkungen des PAs am
Tag 15 wihrend der Puppenphase bemerkbar. Ein signifikanter Anstieg in der Mortalitit
auf 100 % bis zum Versuchsende wurde bestimmt. Ein dhnlicher Verlauf liefs sich in der
Konzentration von 0,2 % beobachten. Hier war der Anstieg auf 100 % bereits sieben
Tage frither am Tag 8 erfolgt, also bereits im Larvenstadium, nachdem die Mortalitat an
Tag 6 schon einen Wert von 60 % erreicht hatte. In der Konzentration von 2 % waren
alle Larven bereits an Tag 6, zwei Tage nach der Flitterung der PA-dotierten Losung an

Tag 4, verstorben.
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Abb. 44 Vergleich der Mortalititen [%] in den Larven-Fiitterungsversuchen mit dem
tertidren Monocrotalin in den Konzentrationen 0, 0,002, 0,02, 0,2 und 2% in
entsprechender Diidt. Angegeben sind die Mittelwerte (n= 144 +

Standardabweichung). Signifikante Unterschiede (*P < 0,001 bzw. 0,05, Berechnung
s. Abschnitt 6.16) liegen ab Tag6 bei der Konzentration 2 (=) und 0,2% (A)
gegeniiber allen anderen Konzentrationen vor. Ab Tag 15 ist die Konzentration

0,02 % (# ) ebenfalls signifikant verschieden von den niedrigeren Konzentrationen
(*P < 0,05). PA-Gabe erfolgte an Tag 4.

In seiner tertidaren Form zeigte Monocrotalin bereits im Larvenstadium seine akut
toxische Wirkung. Die Versuche zeigten, dass Bienenlarven gegeniiber der tertidren
Form eine hohe Empfindlichkeit aufweisen.

Ob die in der Natur weiter verbreitete N-oxidierte Form keine oder zumindest eine

verringerte Wirkung auf die Larven besitzt, sollte im Folgenden geklart werden.

Monocrotalin-N-Oxid

Im Fall des Monocrotalin-N-Oxids stellte sich das Gesamtbild der Mortalitaten leicht
verandert dar (s. Abb. 45). Zusatzlich zu den Mortalititen durch 0,002 %, wie beim
tertidren Monocrotalin, sind in diesen Versuchen auch die Mortalitiaten der 0,02 % mit
denen der Kontrolle vergleichbar. Eine Beeintrachtigung der Entwicklung zur
ausgewachsenen Biene konnte hier nicht beobachtet werden. Eine Mortalitdat von 100 %
wurde erst ab einer Konzentration von 0,2 % festgestellt. Doch auch hier waren
Unterschiede im Verlauf zu erkennen. Im Fall des tertidaren Monocrotalins setzte bei der
Konzentration von 0,2 % der Anstieg der Mortalitdt bereits an Tag 6 ein, wohingegen es
bei den Versuchen mit Monocrotalin-N-Oxid in dem Zeitraum nach Tag 8 begann und bei

der Mortalitatskontrolle an Tag 15 festgestellt werden konnte. Bis zum Tag 8 war kein
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Unterschied zur Kontrolle erkennbar. Auf die gleiche Weise lief3en sich zwischen dem
tertidren PA und dem N-Oxid die Mortalitatsverlaufe der 2 %-Testgruppen vergleichen.
Das N-Oxid bewirkte auch in dieser hohen Konzentration erst langere Zeit nach der
Aufnahme eine vollstindige Mortalitit bei den Larven. Begonnen bei 30 % an Tag 6 liber
80 % an Tag 8 erreichte sie an Tag 15 die 100 %.

Im Vergleich zu den Ergebnissen mit dem tertidren PA waren die toxischen Effekte von

Monocrotalin-N-Oxid um die Gréf3enordnung von Faktor 10 geringer.
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Abb. 45 Vergleich der Mortalititen [%] in den Larven-Fiitterungsversuchen mit Mono-
crotalin-N-Oxid in den Konzentrationen 0, 0,002, 0,02, 0,2 und 2% in
entsprechender Diidt. Angegeben sind die Mittelwerte (n= 144 =+

Standardabweichung). Signifikante Unterschiede (*P <0,001, Berechnung
s. Abschnitt 6.16) liegen ab Tag 8 bei der Konzentration 2 % (-) gegeniiber allen
anderen Konzentrationen vor. Ab Tag 15 ist die Konzentration von 0,2 % (A)
ebenfalls signifikant verschieden von den niedrigeren Konzentrationen (*P < 0,001).
PA-Gabe erfolgte an Tag 4.

Da die PA-N-Oxide die Mortalitdt der adulten Bienen in den Laborexperimenten nicht
signifikant erhohten (s. Abschnitt 3.2.2), war die beobachtete hohe Mortalitdt bei den
Larven in den Versuchen mit dem Monocrotalin-N-Oxid tlberraschend. Bei den
erwachsenen Bienen konnte jedoch nachgewiesen werden, dass die N-Oxide im Korper
zu den tertidren PAs reduziert werden. Es sollte herausgefunden werden, ob der
toxische Effekt des N-Oxids auf die Larven auch durch eine Reduktion in tertidres
Monocrotalin zu erkldren ist. Dazu wurden 33 an Tag 8 verstorbene Larven der 2 %-igen
N-Oxid-Fiitterung aus den Zellen entnommen, von der anhaftenden Didt befreit und

qualitativ auf beide PA-Formen untersucht (s. Abschnitt 6.10.4).
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Mithilfe der ESI-MS-Messung konnte in dem Larvenextrakt tertidres Monocrotalin
(m/z=326) neben dem Monocrotalin-N-Oxid nachgewiesen werden (s. Abb. 46). Das

fiihrte zu der Vermutung, dass die Larven bereits an Tag8 einen Teil der
aufgenommenen N-Oxide reduziert haben. Durch die lange Versuchszeit (22 Tage)
konnte die Menge an lber Reduktion entstandenem tertidrem Monocrotalin immer
weiter zunehmen und toxisch wirksame Hohen erreichen. Dies konnte die hohe
Mortalitat in den Versuchen mit den N-Oxiden erklaren.
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Abb. 46 ESI-MS-Spektrum (s. Abschnit 6.20) des Extraktes von an Tag8 verstorbenen
Larven aus dem Fiitterungsversuch mit 2 % Monocrotalin-N-Oxid. Monocrotalin-

N-Oxid (m/z=342) und tertidres Monocrotalin (m/z=326) konnen identifiziert
werden.

Im nachsten Schritt sollte ausgeschlossen werden, dass die N-Oxide nicht schon bereits
in der Futter-Diadt in die tertidre Form umgewandelt wurden. Als Zutat fiir die Didt
wurde unter anderem das natiirliche Bienenprodukt Gelée Royal eingesetzt (s. Abschnitt
6.10.4). Darin enthaltene Substanzen, beispielsweise reduzierend wirkende
Aminosauren wie das Cystein oder Mikroorganismen, konnten diese Umwandlung des
N-Oxids in die tertidre Form bewirkt haben. Ebenfalls kann es im Verlauf des Versuchs
aufderhalb der Larve in der Didt, in die sie eingebettet ist, zu der Reduktion gekommen
sein. Die Larven schwammen, wie auch in der Natur, in ihrem Futter (PA-dotierte Diat).
Die klimatischen Bedingungen in dem Brutschrank boten ideale Verhaltnisse fiir das
Wachstum von Mikroorganismen in der zucker- und hefeextrakthaltigen LOsung, die
sich um die Larve herum befand. Deren Einfluss stellte eine zusatzliche Moglichkeit fiir

eine Reduktion der N-Oxide dar.



68 Ergebnisse

Die restliche PA-Didt aus den Zellen der Versuchsplatten, aus denen die Larven zur

Analyse entnommen wurden, wurde ebenfalls zur qualitativen Bestimmung auf beide
PA-Formen vorbereitet (s. Abschnitt 6.10.4) und mittels ESI-MS (s. Abschnitt 6.20) auf
tertidres Monocrotalin und Monocrotalin-N-Oxid hin analysiert. Auf die gleiche Weise
wurde mit der originalen, nicht verwendeten PA-Didat mit 2 % Monocrotalin-N-Oxid

verfahren. Die Ergebnisse sind in Abb. 47 dargestellt.
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Abb. 47 ESI-MS-Spektren (s. Abschnit 6.20) (1) des Extraktes der in den Zellen verbliebenen
PA-Diat von an Tag8 verstorbenen Larven aus dem Fiitterungsversuch mit 2 %
Monocrotalin-N-Oxid und (2) nicht fiir den Versuch eingesetzte PA-Didt mit 2 %
Monocrotalin-N-Oxid. Beide Extrakte weisen nur Monocrotalin-N-Oxid (m/z = 342)
auf und nicht die tertidre Form.

In beiden Futterlésungen konnte lediglich das urspriinglich zugesetzte Monocrotalin-

N-Oxid (m/z = 342) und kein tertidres Monocrotalin (m/z = 326) nachgewiesen werden.
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Die Reduktion vom N-Oxid zum tertidren PA fand nicht in der Diit, sondern im
Larvenorganismus statt. Die Larve tiberfiihrte damit das nicht toxische PA-N-Oxid in das
pro-toxische 1,2-ungesattigte Monocrotalin und leitete damit eine Intoxikation ab Tag 6
ein.

Die Larve entwickelt erst mit der Zeit ein mit dem der erwachsenen Bienen
vergleichbares, spezialisiertes Verdauungssystem. Es ist davon auszugehen, dass die
Larve im Laufe ihrer Entwicklung andere Aufnahmemechanismen und Resorptionswege
besitzt. Ein leichteres ,Eindringen” tertiarer PAs in die Himolymphe und somit eine
Verteilung iiber alle Gewebe ist die Folge. Wie in diesem Abschnitt gezeigt wurde,
werden die aufgenommenen N-Oxide im Larvenkorper reduziert. Zusammen mit der
langeren ,Einwirkzeit“ (Versuchsdauer 22 Tage) der entstanden tertidren PAs lassen
sich die Unterschiede der Mortalitatserscheinungen der Larven und der adulten Bienen

(Versuchsdauer 48 h) in den Fiitterungsversuchen mit den N-Oxiden erklaren.

Dihydromonocrotalin

Im Fall der Versuche mit dem 1,2-gesattigten PA zeigt die Kontrolle einen nahezu

identischen Verlauf mit dem des Setups zuvor (s. Abb. 48).
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Abb. 48 Vergleich der Mortalitdaten [%] in den Larven-Fiitterungsversuchen mit 1,2-Dihydro-
monocrotalin in den Konzentrationen von 0, 0,002, 0,02, 0,2 und 2% in
entsprechender Diidt. Angegeben sind die Mittelwerte (n= 144 +
Standardabweichung). Signifikante Unterschiede (*P <0,001, Berechnung
s. Abschnitt 6.16) liegen ab Tag 6 bei der Konzentration 2 (=) gegeniiber allen

anderen Konzentrationen vor. PA-Gabe erfolgte an Tag 4.
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Die Verldufe der Konzentrationen von 0,2 bis 0,002 % des 1,2-Dihydromonocrotalins
waren nicht signifikant verschieden von der Kontrolle und somit waren keine toxischen
Wirkungen des PAs zu erkennen. In der Konzentration von 2 % hingegen konnte ein
vom 1,2-gesattigtem PA ausgehender Effekt beobachtet werden. Die Mortalitit war
bereits an Tag 6 bis auf 60 % angestiegen und hat an Tag 15 100 % erreicht (s. Abb. 48).
Eigentlich wurde erwartet, dass das Monocrotalin in der 1,2-gesattigten, als nicht
toxisch angesehene PA-Form, auf die Larven wie auch auf die adulten Bienen
(s. Abschnitt 3.2.2) keine toxischen Effekte ausiibt. Die Mortalitit von 100 % bei den
Larven zeigte, dass diese Chemikalie in hoher Konzentration auch toxisch auf den

Bienennachwuchs einwirkt.

Alle drei PA-Formen des Monocrotalins zeigten mehr oder weniger stark ausgepragte
Einfliisse auf die Entwicklungen der Larven. In den hohen Konzentrationen von 2 %
bewirkten alle drei eine 100 %-ige Mortalitat. Vom 1,2-gesattigten Dihydromonocrotalin
zum Monocrotalin-N-Oxid nahm die Empfindlichkeit der Larven um eine
Groflenordnung zu. Das PA-N-Oxid bewirkte eine 100 % -ige Mortalitit bereits in einer
Konzentration von 0,2 % . Im Fall des tertiaren pro-toxischen PAs kam erneut ein Faktor
10 an Empfindlichkeit der Larven hinzu, der sich in Form der 100 %-igen Mortalitat

durch die PA-Konzentration von 0,02 % in der Larvendiat dufierte.
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4 Diskussion

In den Sommermonaten kann in Garten und an Wildpopulationen von E. vulgare auch in
der Region Braunschweig ein reges Bienentreiben an dieser PA-haltigen Pflanze
beobachtet werden. Die unterschiedlichsten Insektenarten, darunter auch viele Bienen
und Hummeln, fliegen dabei von Bliite zu Bliite einer Pflanze und bedienen sich
ausgiebig.

Zusammen mit den mittlerweile vorliegenden Informationen liber das Vorkommen von
Echium-Pollen in PA-haltigen Honigen des Einzelhandels sind eindeutige Hinweise
darauf gegeben, dass Honigbienen unter natiirlichen Bedingungen den potentiell pro-
toxischen PAs ausgesetzt sind. Dies bringt viele Fragen zu dem Einfluss dieser

Substanzen auf die Honigbienen mit sich.

4.1 Verhalten der Honigbiene gegeniiber

pyrrolizidinalkaloid-haltiger Nahrung

In Laborexperimenten wurde unter ,No-Choice-Bedingungen“ das Frafdverhalten
adulter Bienen gegeniiber unterschiedlichen PAs untersucht und die Toxizitat dieser
Sekundarstoffe fiir die Bienen ermittelt. Vergleicht man das Frafdverhalten der Bienen in
den verschiedenen Konzentrationen des tertidren PA-Gemischs aus S. vernalis mit dem
Verhalten gegeniiber dem Gemisch der entsprechenden N-Oxide, lassen sich deutliche
Unterschiede feststellen. Insbesondere das N-Oxid-Gemisch bewirkte ab hoheren
Konzentrationen (> 0,2 %) eine signifikante Abnahme der konsumierten Futtermenge
einer Bienengruppe. Wie bereits im Vorfeld erwdhnt, liegen die PAs in den meisten
Pflanzenarten in Form ihrer jeweiligen N-Oxide (s. Abb. 13) vor (Hartmann und Witte,
1995; Boppré et al, 2008). Die signifikante Hemmung des Frafdverhaltens (,,antifeedant-
Effekt”) lasst eine Anpassung der Bienen zum Schutz vor gefdhrlichen Pflanzenstoffen

vermuten, z.B. durch die Fahigkeit zur sensorischen Wahrnehmung von PA-N-Oxiden.
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Diese Vermutungen konnten auch mit Hilfe der Choice-Tests mit frei fliegenden Bienen
im natiirlichen Umfeld untermauert werden. Ein grundlegender Unterschied dieser
Versuche zu den Laborexperimenten lag darin, dass den Bienen die Moglichkeit offen
stand, ihr Futter aus einer Anzahl unterschiedlich konzentrierter PA-Futterlésungen
bzw. Kontrollfutter auszuwdhlen. Und sie besafien ebenfalls die Moglichkeit, den
Versuchstisch komplett zu meiden. In den Laborexperimenten besafien die Bienen
lediglich die Wahl zwischen den Mdglichkeiten, von den PA-Losungen zu fressen oder
ganzlich auf Futter zu verzichten.

In den Choice-Tests zeigte sich, dass sowohl von dem PA-Gemisch aus S. vernalis (in
tertidrer und N-oxidierter Form) als auch von einem der Haupt-PAs aus E. vulgare, dem
Echimidin (tertiar und N-Oxid), tendenziell fraffhemmende Wirkungen (ab
Konzentrationen zwischen 0,02 und 0,2 %) ausgehen. Hervorzuheben sind die Effekte,
die mit reinem Echimidin erzielt wurden. Am stdrksten ausgepragt war dort der
s2antifeedant-Effekt” bei der tertidren Form, aber auch beim entsprechenden N-Oxid
konnte eine signifikante Ablehnung beobachtet werden. Tertidres Echimidin besafd
bereits ab einer Konzentration von 0,02 % (entspriche 0,078 mg/g RA) ein signifikantes
fraflhemmendes Potential. Das N-Oxid wirkte ab der um Faktor 10 hoéheren
Konzentration von 0,2 % (entspriche 0,75 mg/g RA) signifikant fraBhemmend.

Ob von den anderen PAs in E. vulgare vergleichbare fraRhemmende Wirkungen
ausgehen, kann mangels Daten nicht gesagt werden. Da im Choice-Test von allen
getesteten PAs ab bestimmten Konzentrationen abschreckende Wirkungen ausgingen,
ist es sehr wahrscheinlich, dass auch die anderen Echium-PAs ahnliche Effekte
bewirken. Die Analyse von Echium-Pollen zeigte einen PA-Gesamtgehalt (RA) von
1,5mg/g RA (ca. 4 mg/g Gesamt-PA-Gehalt) und in Echium-Nektar 0,02 mg/g RA (ca.
0,05 mg/g Gesamt-PA-Gehalt) (s. Abschnitt 3.1.3). Der PA-Gehalt von Echium-Pollen liegt
an der oberen Grenze des Konzentrationsbereichs von 0,02 — 0,2 %, die in den Choice-
Test-Versuchen mit Echimidin (tertidar und N-Oxid) signifikant fraBhemmend gewirkt
haben.

Es ware zu erwarten, dass Honigbienen die Echium-Pflanzen aufgrund des hohen PA-
Gesamtgehaltes in den Pollen meiden. Das bereits erwahnte Vorkommen von Echium-
Pollen in PA-positiven Honigen und Pollenprodukten (Kempf et al, 2010a) und auch die
eigenen Beobachtungen an Echium-Pflanzen geben jedoch eindeutige Hinweise auf das

gegenteilige Verhalten.
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Man kann vermuten, dass es einen Unterschied macht, mit welchen Vorhaben eine Biene

eine Pflanze ansteuert; ob zur Aufnahme von Nektar iiber den Riissel in den
Honigmagen oder zum Sammeln von Pollenhéschen an den Beinen. Dabei muss
bertiicksichtigt werden, dass es sich bei Pollen und Nektar um zwei raumlich
voneinander getrennte verschiedene Zielobjekte der Biene handelt. Jedoch ist von einem
Kontakt der Bienen mit den Pollen auszugehen, wenn sie an den Nektar einer Pflanze
gelangen wollen.

Auch vor diesem Hintergrund scheint es nach wie vor unklar, worauf das haufige
Auftreten von Echium-Pollen in Bienenprodukten zuriickgefiihrt werden kann. Eine
mogliche Erklarung dafiir, dass die PAs im Pollen fiir die Bienen nicht wahrnehmbar
sind, konnte die Lokalisierung der PAs in dem Pollenkorn liefern. Detaillierte
Informationen liegen hierzu nicht vor. Die doppelwandige (Intine und Exine) harte
Pollenwand besitzt eine hohe Bestdndigkeit und Resistenz gegeniiber Erosion und
chemischen Substanzen (Stanley und Liskens, 1985). Bezieht man die Methode zur
Aufarbeitung von Pflanzenpollen fiir die PA-Analyse in die Uberlegungen mit ein, lassen
sich Hinweise auf die PA-Lokalisation finden. Die Pollen werden mit Cyclohexan von der
aufden liegenden Wachsschicht befreit. In der Waschlosung von S.vernalis Pollen
wurden 25 % (liberwiegend tertidre PAs) des Gesamt-PA-Gehalt nachgewiesen (Kempf
et al, 2010c). Fir Pollen von E. vulgare liegen hierzu keine Daten vor, aber von einem
gewissen PA-Gehalt in der Wachsschicht ist auch hier auszugehen. In diesem Fall ware
auch zu erwarten, dass die Bienen die PAs wahrnehmen konnen. Im nachsten Schritt der
Aufarbeitung missen die Pollen unter Zugabe von Seesand und ein wenig
Extraktionslosung im Morser stark zerrieben werden. Lasst man diesen Schritt bei der
Extraktion aus, erhalt man auffallig niedrigere PA-Gehalte. Daraus lasst sich folgern, dass
die Hauptmenge der PAs im Pollen in inneren Schichten lokalisiert ist und so fiir die
Bienen weniger wahrnehmbar ist. Dies kann zur Folge haben, dass die hohen PA-Gehalte
des Echium-Pollens entgegen den Erwartungen das Sammelverhalten der Biene nicht
beeinflussen. Ein Monitoring des Polleneintrages von einem Bienenvolk an
aufeinanderfolgenden Tagen (gleicher Standort und unverdanderte Vegetation) hat
gezeigt, dass an den unterschiedlichen Tagen unterschiedliche Pflanzenpollen in den
Stock eingetragen wurden. Durch die Variation des Pflanzenspektrums bei den
Sammelfligen nimmt die Biene automatisch ein Vermischen der Pollen

unterschiedlicher Herkunft vor (Winston, 1991). Dadurch wird auch PA-haltige Ladung
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durch die Biene ,verdiinnt“. Weitere Details hierzu sollen spater noch ausfiihrlicher

besprochen werden.

Neben beiden Formen des Echimidins als Modell-PA fiir E. vulgare wurden im Choice-
Test als natiirlich vorkommende PA-Gemische die tertidren PAs und die N-Oxide aus
S. vernalis getestet. Die PA-Gehalte in den nativen Pollen (als eins der Zielobjekte der
Biene bei der Nahrungssuche) bei S.vernalis mit ca. 4mg/gRA liegen in einer
vergleichbaren Grofenordnung wie bei E.vulgare mit ca. 1,5 mg/g RA (Kempf et al,
2010a) (s. Abschnitt 3.1.3). Mit den PA-Gemischen aus S. vernalis konnten dhnliche
Beobachtungen gemacht werden.

Alle PAs, die unter Choice-Bedingungen getestet wurden, liefern die gleiche Bestatigung.
Hat die Biene die Wahl, dann bevorzugt sie eindeutig weniger hoch konzentrierte PA-
Futter. Diese Ergebnisse stimmen mit den Versuchen unter No-Choice-Test-
Bedingungen nicht zu 100 % tuberein. Das Frafdverhalten der Bienen von PA-N-Oxiden
aus S. vernalis wurde unter No-Choice-Bedingungen erst ab einer Konzentration > 0,2 %
signifikant beeinflusst. Diese frafthemmende Konzentration ist um Faktor 10 bzw. 100
grofder als die unter Choice-Bedingungen. Eine totale Ablehnung des Futters wiirde fiir
die Biene im No-Choice-Test jedoch weiteres Hungern bedeuten. Dies kann einen
Einfluss auf die grofiere Akzeptanz gegeniiber PA-haltigem Futter ausgetibt haben.
Singaravelan etal analysierten ebenfalls in Choice-Tests mit frei fliegenden
Honigbienen (Apis mellifera) unter natiirlichen Gegebenheiten das Frafdverhalten
gegeniiber Nikotin, Anabasin und Koffein. Es handelt sich hierbei um Alkaloide, die im
Nektar von Nicotaniana spp. bzw. Citrus spp. enthalten sind. Die Bliiten dieser Pflanzen
werden haufig von Honigbienen angeflogen. Dort wurde gezeigt, dass Honigbienen von
den natiirlichen Konzentrationen der Alkaloide im Nektar nicht abschreckend
beeinflusst wurden. Es stellte sich sogar heraus, dass teilweise von den geringer
konzentrierten Testsubstanzen mehr konsumiert wurde als von den Kontrolllésungen.
Diese Sekundarstoffe konnen im Nektar fiir die Bienen auch eine Art Signalstoff fur
bekannte Nahrung darstellen, die durch andere Inhaltsstoffe (wie z.B. Zucker) attraktiv
auf die Bienen wirkten (Singaravelan et al,, 2005). Ein grofses Auswahlkriterium fir eine
Honigbiene stellt der Zuckergehalt des Bliitennektars dar. Je hoher dieser ist, umso
attraktiver ist die Bliite fiir die Biene (Detzel und Wink, 1993; Gegear et al, 2007). Die
Biene besitzt eine stark entwickelte Lernfahigkeit. So kann sie auch schnell lernen,
bestimmte Aspekte wie Farbe, Geruch und Form mit einer attraktiven oder auch nicht
attraktiven Futterquelle zu verbinden und gezielt einige Pflanzen bevorzugen und

andere meiden (Gould und Gould, 1995).
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4.2 Toxizitat von Pyrrolizidinalkaloiden gegeniiber

dem Bienenvolk

Neben dem Einfluss von PAs auf das Frafdverhalten der Honigbiene konnten in den No-
Choice-Laborexperimenten auch Informationen beziiglich der Toxizitat verschiedener
PAs auf die Insekten gewonnen werden. Zu Beginn der Arbeit gab es nahezu keine
Informationen zu moglichen toxischen Wirkungen von PAs auf die Honigbiene. Lediglich
Detzel und Wink testeten den Einfluss von Heliotrin, einem Vertreter der PA-Monoester
des Lycopsamin-Typs, und haben hierfiir in einem anderen Versuchssetup einen LDso-
Wert von 0,1 % bestimmt (Detzel und Wink, 1993).

Sowohl das tertidare PA-Gemisch aus S. vernalis als auch reines Monocrotalin besitzen in
hohen Konzentrationen (2 %) ausgepragte Toxizitdtsprofile. Mehr als die Halfte der
Bienen verstarben jeweils nach einem Zeitraum von > 30 h.

Anhand dieser Ergebnisse ist es nahe liegend, dass der toxischen Wirkung der tertiaren
1,2-ungesattigten PAs ebenfalls eine Bioaktivierung durch Cytochrom-P450-
Monooxigenasen des Xenobiotika-Stoffwechsels zugrunde liegt. Dieser Mechanismus der
Selbstvergiftung sind von den Wirbeltieren bekannt (Hartmann, 2009). Er kann aber
auch bei Insekten erwartet werden, da diese ebenfalls iiber entsprechende Enzyme
verfligen (Schuler, 1996).

Ausgehend von dem Ergebnis von Detzel und Wink waren toxische Effekte bereits ab
einer Konzentration um den Faktor 10 niedriger zu erwarten. Dabei muss jedoch
bedacht werden, dass grundlegende Unterschiede in den Test-Bedingungen bestanden.
Wahrend in den eigenen, an die Guidlines zum Testen von Chemikalien an Honigbienen
von der OECD angelehnten Versuchen die toxischen Wirkungen nach kurzzeitiger PA-
Aufnahme (Pulsfiitterung von 2 h) ermittelt werden sollten, liegt dem Ergebnis von
Detzel und Wink eine kontinuierliche PA-Fiitterung tiber 48 h zugrunde. Dadurch lasst
sich erkldren, dass bei der vergleichbaren Konzentration (0,2 %) tertidrem PA-Gemisch
bzw. Monocrotalin niedrigere Mortalitdatsraten beobachtet wurden. Beide
Versuchsreihen zeigten generell, dass erwachsene Bienen iliberraschend PA-tolerant
sind und die Fahigkeit besitzen, mit verhaltnismafdig hohen PA-Mengen in der Nahrung
umgehen zu konnen.

Die PA-Gehalte, die in einzelnen Bienen des Versuchs mit 2 %-iger Losung des tertidren

PA-Gemischs in den verschiedenen Gruppen (frith verstorben, am Versuchsende
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verstorben und Uberlebende) zu finden waren, schwankten selbst unter den
idealisierten Laborbedingungen innerhalb der eng miteinander verwandten Individuen
stark. Die Gehalte unterschieden sich im deutlichsten Fall um den Faktor 10. Wahrend
der Versuchsdurchfiihrungen haben die Bienen, bedingt durch ihr ausgeprigtes
Hygieneverhalten, die Kotausscheidung im Kaifig, der fiir sie einen simulierten
Bienenstock darstellte, vermieden. Folglich konnte keine Reduzierung der
aufgenommen PA-Menge iiber eine schnelle Exkretion erfolgen. Einige angepasste
Generalisten wie z.B. S. littoralis (Noctuidae) sind in der Lage durch eine wirkungsvolle
Exkretion resorbierter PAs die toxische Wirkung zu kontrollieren (Hartmann und Ober,
2000).

Auffallig war beim Vergleich der mittleren PA-Gehalte in den einzelnen Gruppen, dass
er bei den iiberlebenden Bienen mit 50 ug/Biene deutlich unter denen der Gruppen der
frith verstorbenen Bienen (mit 175 bzw. 250 pg/Biene) lag. In einzelnen iiberlebenden
Individuen wurden jedoch auch Maximal-Gehalte von 125 bis nahezu 200 pg festgestellt.
Die tatsachlichen PA-Gehalte konnen auch noch hoher gewesen sein, da bei der
Quantifizierung lediglich die léslichen und extrahierbaren PAs erfasst wurden.
Zellgebundene und bereits teilweise oder vollstandig degradierte PAs sind nicht
berticksichtigt.

Bei einem Korpergewicht der Bienen von 80— 150 mg (Winston, 1991) stellt der
Maximalwert von 200 pg PA einen Anteil von bis zu 0,2 % des Kérpergewichtes dar. Dies
impliziert eine hohe Toleranz der adulten Honigbiene gegeniiber den toxischen
Sekundarstoffen.

Die natiirlichen PA-Gehalte in Pflanzen liegen unterhalb der 2 %-Konzentration, fiir die
toxische Wirkungen auf adulte Bienen beobachtet wurden. So erscheint ein negativer
Einfluss der PAs auf adulte Arbeiterinnen unter nattirlichen Umstdnden nicht als
realistisch. Zusatzlich ist die Wahrscheinlichkeit sehr gering, dass Bienen sich tliber
einen langeren Zeitraum ausschlief3lich an hochkonzentrierten PA-haltigen Pflanzen bei
ihrer Nahrungssuche bedienen. Es ist davon auszugehen, dass wahrend eines
Sammelflugs verschiedene Pflanzen aufgesucht werden, wodurch PA-haltige Ladung der
Biene (sowohl die Nektar- als auch die Pollenmenge) in gewisser Weise ,verdiinnt”
werden kann.

Pflanzliche Pollen besitzen einen Proteingehalt von 6 bis 28 %. Sie stellen somit die
exklusive Proteinquelle der Bienen dar. Die erwachsene Biene nimmt den Pollen zu sich

und verdaut diesen im Darm, teilweise unter mechanischer und teilweise unter
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enzymatischer Aufspaltung. Die benotigten Nahrstoffe wie Proteine und Fette, werden
tiber die Darmwandzellen in die Hamolymphe (Blut der Insekten) transportiert und
gelangen unter anderem in die Hypopharynxdriise zur Bildung des Futterexkrets fiir die
Larven- und Koéniginnenaufzucht. Neben diesem Futtersaft stehen auf dem Speiseplan
der Larven geringe Mengen des reinen gehoselten Pollens und Honig. Fiir die Aufzucht
einer Arbeiterinnenlarve werden im Durchschnitt 125 -145mg Pollen mit einer
Gesamtmenge von ungefihr 30 mg Protein bendétigt (Winston, 1991). Somit wird
deutlich, dass die Larven, abhdngig von der pflanzlichen Herkunft des von der
erwachsenen Biene in den Bienenstock eingetragenen Pollens und Nektars, mit ihrer
Nahrung PAs zu sich nehmen kénnen.

Bienenlarven sind sehr empfindliche Individuen, die innerhalb der kurzen Zeit von 21
Tagen eine vollstindige Entwicklung vom Ei zum lebensfahigen Insekt durchmachen
(Winston, 1991). Deshalb ist es auch interessant, inwieweit diese Entwicklung und
damit auch der Fortbestand der Kolonie durch die potentiell toxischen Pflanzen-PAs
gefahrdet sind.

Die Larven der Honigbiene =zeigten sich in Filtterungsversuchen als deutlich
empfindlicher gegeniiber PAs in ihrer Nahrung als die erwachsenen Bienen. Dies zeigte
sich unabhéngig davon, ob es sich um die tertiare, die N-oxidierte, die 1,2-ungesattigte
oder die 1,2-gesattigte Form handelte. Alle getesteten PA-Formen storten in hohen
Konzentrationen die Entwicklung zur ausgewachsenen Biene und es resultierten
Mortalitaten von bis zu 100 %. Auch hier stellt die tertidre Form die deutlich toxischere
(Faktor 10) im Vergleich zum N-Oxid dar.

Die mafigebliche Gefahrdung der Larve ist im Fall einer ungliicklichen Dauerbelastung
mit PA-haltigen Pollen (z.B. Echium-Pollen mit einer abgeschatzten Gesamt-PA-Menge
von 4 mg/g, s. Tabelle 3) und Futtersaftexkret nicht auszuschlief3en. Solange jedoch die
erwachsenen Bienen in einem Zeitraum eine grofde Vielfalt an Pflanzen (PA-haltig und
nicht PA-haltig) als Nektar- und Pollenquelle zur Verfligung haben, ist durch das
Vermischen des Nektars und Pollens von einer PA-Verdiinnung auszugehen. So ist auch
fir die Larven mit einer PA-Dauerbelastung nur unter denkbar unglnstigen
Bedingungen zu rechnen.

Die hohen Mortalititsraten des N-Oxids erscheinen einem auf den ersten Blick ein wenig
uberraschend, unter anderem weil die N-oxidierte Form auf die adulten Bienen keine

erkennbaren toxischen Effekte (wahrend der 48 h Versuchszeit) ausiibte. Dies lasst die
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Vermutung aufkommen, dass in den Larven durch passive Reduktion in die tertidre pro-
toxische Form eine korpereigene Vergiftung von statten geht, wie sie von Vertebraten
bekannt ist (Fu et al, 2004). Die zeitliche Verzoégerung der Mortalitatsentwicklungen des
N-Oxids verglichen mit denen des tertidaren PAs untermauert diese Vermutung. Eine
Bestdtigung brachten die LC-MS-Analysen der mit Monocrotalin-N-Oxid gefiitterten
Bienenlarven (s. Abschnitt 3.2.4). Der qualitative Nachweis von tertidrem Monocrotalin
in den Larvenkdrpern spiegelt einen unspezifischen Reduktionsmechanismus von PA-
N-Oxiden wie auch in den erwachsenen Bienen wider.

Fraglich hingegen erscheint die Mortalitat, die durch das 1,2-gesattigte
Dihydromonocrotalin auf die Larven ausgeiibt wurde. Fiir diese Form der PAs wurde bei
anderen Lebewesen keine toxische Wirksamkeit nachgewiesen (Culvenor et al, 1976;
Mattocks, 1986). Auch die eigenen Versuche mit den adulten Bienen bestitigen, dass
diese Form keine toxische Wirkung auf ausgewachsene Bienen besitzt (s. Abschnitt
3.2.2). Durch das gesattigte Ringsystem ist die Moglichkeit zur Bildung der reaktiven
Pyrrolstrukturen und somit der Bioaktivierung durch P450-Monooxygenasen nicht
gegeben. Es liegen derzeit auch keine weiteren Informationen {iber mogliche
Bioaktivierungswege dieser PA-Strukturen vor. 1,2-gesittigte PAs stellen ebenfalls
Produkte des pflanzlichen Sekundarstoffwechsels dar und sind in gewissem Ausmaf? in
PA-Pflanzen prasent (Hartmann und Witte, 1995). Dadurch ist es durchaus
nachvollziehbar, dass auch sie auf einzelne Individuen toxische Wirkungen ausiiben. Im
Fall der Bienenlarven konnten toxische Wirkungen jedoch nur in sehr hohen
Konzentrationen (2 %) beobachtet werden (s. Abschnitt 3.2.4). Die Frage nach ihrer
okologischen Rolle als Schutz gegen Frafdfeinde durch abschreckende Wirkungen ist
weitestgehend noch ungeklart (Trigo, 2010). Von den polyphagen Arctiiden Estigmene
acrea werden 1,2-gesattigte Pflanzen-PAs in gesattigte Insekten-PAs umgewandelt und
wie die 1,2-ungesattigten PAs in das Pheromon Hydroxydanaidal umgebaut und als
Sexuallockstoff genutzt (Hartmann et al,, 2005).

Ein Vergleich der toxischen Wirkungen von tertidaren, N-oxidierten und 1,2-gesattigten
PA-Formen auf Bienenlarven zeigt jedoch, dass die Erwartungen zumindest in einem
gewissen Ausmafl erfiillt wurden. Die toxische Wirkung wurde ausgehend von dem
tertidren Monocrotalin iber das Monocrotalin-N-Oxid bis zum 1,2-Dihydromonocrotalin
jeweils um den Faktor 10 geringer. Dies zeigt zwar eine Empfindlichkeit der

Bienenlarven gegeniiber dem N-Oxid und der 1,2-gesattigten Form, allerdings erst bei
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verhaltnismaf3ig hohen Konzentrationen von 0,2 bzw. 2 %. Die toxischste Form stellt,

wie erwartet, das tertiare PA bereits in Konzentrationen von 0,02 % dar.

Zwei Aspekte konnen als Schlussfolgerung aus den Untersuchungen zur Toxizitat
gezogen werden. Zum einen stellt das natiirliche PA-Vorkommen fiir die adulte
Honigbiene aufgrund ihrer hohen Toleranz PAs gegeniiber keine Gefahr dar. Im
Gegensatz dazu ist fiir die Larve, im Fall eines hohen PA-Eintrages iiber Pollen in den
Bienenstock, durch ihre deutlich hohere Empfindlichkeit gegeniiber PAs eine

Gefahrdung nicht auszuschlief3en.

4.3 Metabolismus und Entgiftung

Bei der Honigbiene konnten durch chemische Analysen Indizien fiir die bekannten
Bioaktivierungsmechanismen nachgewiesen werden. In den Laborversuchen waren von
den PA-N-Oxiden ausgehend keine toxischen Folgen (innerhalb von 48 h) feststellbar.
Doch die weiteren Untersuchungen haben gezeigt, dass in den erwachsenen Insekten
auch ein Mechanismus zur passiven, unspezifischen Reduktion (bis zu 70 %, s. 3.2.2) der
nicht toxischen N-oxidierten Form in die pro-toxische tertidre Form ablduft. Somit ware
nach einem ldangeren Zeitraum damit zu rechnen, dass dhnliche toxische Wirkungen
durch die entstandenen pro-toxischen Formen auftreten, wie es in den
Fltterungsversuchen mit tertidaren PAs eingetreten ist. Inwieweit diese Vermutung
unter natiirlichen Umstidnden eine Relevanz besitzt, ist jedoch fraglich. Denn es muss
beachtet werden, dass die Bienen sich in den Kifigen nicht durch Exkretion von den
Substanzen befreien konnten. Dadurch konnte es zu einer hoheren Verweildauer der
PAs in der Biene kommen, als es unter natiirlichen Bedingungen zu erwarten ist.
Aufgenommene PAs konnten von der Biene durch Exkretion rasch entfernt werden,
bevor es zur toxischen Wirksamkeit kommt. Zusatzlich stellte sich bei den
Analysenergebnissen der PA-N-Oxid-gefiitterten Bienen als auffillig heraus, dass die
nach Reduktion der N-Oxide resultierenden Mengen an tertidrem PA pro Biene eine
Gesamtmenge von 50 ug nicht tiberschritten haben. Sie lagen damit in dem Bereich der
PA-Gehalte der iiberlebenden Bienen bei den Fiitterungsversuchen mit tertiaren PAs,
die keine sichtbare toxische Wirkung davongetragen hatten. Es stellt sich die Frage, ob
nach einem langeren Zeitraum (> 48 h) der Anteil der aus den N-Oxiden reduzierten PAs

in den Bienen weiter ansteigen wiirde. Der Gesamtgehalt an tertidren PAs kénnte dann



80 Diskussion

die toxisch wirksamen Mengen im Korper erreichen. Eine Verlangerung der
Versuchsdauer ist aufgrund der Natur der Honigbiene nur wenig sinnvoll. Die 48 h
stellten erfahrungsgemafd den Zeitraum dar, in der mit Bienen in 10er-Gruppen
reproduzierbare, aussagekraftige Versuchsergebnisse erzielt werden konnen. Effekte
wie eine ansteigende Mortalitit und Frafdvermeidung konnten bei einer langeren
Versuchsdauer nicht mehr mit Sicherheit auf die PAs zuriickgefiihrt werden. Eine
»Vereinsamung" der sozial lebenden Insekten, die zum Uberleben auf die Gesamtheit des
Volkes angewiesen sind (Tautz, 2007), kann dann als Ursache nicht mehr
ausgeschlossen werden.

Im Folgenden soll die Frage aufgegriffen werden, ob das ausbleibende Koten der Bienen
unter den Haltungsbedingungen im Kafig, wie vermutet, flir das Auftreten der Mortalitat
bei den erwachsenen Bienen mit verantwortlich gemacht werden kann. Anhand der
Untersuchungen mit 14C-markierten PAs wurden Informationen dariiber gewonnen, wie
aufgenommene 1,2-ungesattigte PAs in tertidrer und N-oxidierter Form innerhalb einer
Biene metabolisiert werden (s. Abschnitt 3.2.2). Durch die Bestimmung der
Radioaktivitatsverteilungen in einzelnen Bienenorganen wie Hamolymphe,
Honigmagen, Darm, Kotblase und Panzer (entspricht einem Grofsteil des Fettkorpers)
konnte der Weg der PAs in der Biene liber eine Zeit von 48 h nachvollzogen werden. Die
grundlegenden Erkenntnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen. Sie bieten
Erklarungsansatze fiir die in den Fiitterungsversuchen beobachtete erstaunlich hohe
Toleranz der adulten Bienen gegeniiber PAs aus der Nahrung.

Es findet so gut wie keine Resorption der PAs in die Hamolymphe statt. So kann
ausgeschlossen werden, dass diese in die sich im Kopf befindende Hypopharynxdriise
(Bildung/Ausscheidung des Futterexkretes zur Larven- und Koniginfiitterung) gelangen.
Eine PA-Weitergabe von den Ammenbienen an die Larven/Konigin tiber diesen Weg
kann somit ausgeschlossen werden. Die PAs ,wanderten“ im Laufe der Zeit liber den
Darm bis in die Kotblase, so dass zu erwarten ist, dass die Bienen die PAs bei der
nachsten Gelegenheit aufderhalb des ,Bienenstocks“ (hier der Kafig) exkretieren.
Anhand der geringen Menge an Radioaktivitat, die im Panzer (Fettkérper) nachgewiesen
wurde, lasst sich ableiten, dass sich die toxischen PAs nicht im Fettkérper anreichern
werden, wie es fiir andere Substanzen, beispielsweise Insektizide, nachgewiesen wurde
(Yu et al, 1984). Die Biene toleriert aufgenommene PAs und entledigt sich ihrer durch
eine moglichst schnelle Ausscheidung. Solche Mechanismen zur effektiven Exkretion

und somit Umgehung toxischer Wirkungen sind auch von anderen angepassten
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Generalisten beispielsweise S. littoralis (Noctuidae) bereits bekannt (Hartmann und
Ober, 2000).

Eine Sequestrierung der PAs, wie sie teilweise bei spezialisierten Insekten beobachtet
wird (Hartmann und Ober, 2008), konnte in den Bienen nicht nachgewiesen werden.
Vielmehr wurde durch chemische Analysen einzelner Bienen nach Fiitterung mit dem
tertidren PA-Gemisch festgestellt, dass der geringe Teil der resorbierten PAs das PA-
Muster der gefiitterten Losungen widerspiegelt. Eine Metabolisierung in andere PA-
Strukturen, die z.B. die Ausscheidungsrate verandern konnte, wurde ebenso wenig
beobachtet wie eine PA-strukturabhdngige Diskriminierung bzw. Praferenz bei der
geringen Resorption von PAs (s. Abschnitt 3.2.2, Abb. 34).

Einzig der Mechanismus, iber den aus nicht toxischen N-Oxiden die toxisch wirksamen
tertidren PAs gebildet werden, konnten in adulten Bienen analytisch belegt werden.
Hierbei handelt es sich um einen unspezifischen Reduktionsvorgang, der generell, mit
Ausnahme einiger angepasster Arten (Hartmann und Ober, 2000), in Tieren ablduft (Fu
etal, 2004).

Zusatzlich wurde untersucht, ob auch die Biene in der Lage ist, durch aktive
N-Oxidierung aufgenommene tertidre PA-Strukturen zu entgiften. Verschiedene
Insekten haben im Lauf der Evolution diese Fahigkeit entwickelt. Sie haben sich so an
die Abwehr-Strategien der Pflanzen angepasst und kénnen unbeschadet mit ihnen
umgehen. So re-oxidieren beispielsweise T.jacobaea und C. transiens (Arctiidae)
resorbierte PAs und sequestrieren sie (Hartmann und Ober, 2000, Hartmann und Ober,
2008). Diese Moglichkeit wurde tber die chemische Analyse von adulten Bienen, die
tertidre PAs zu sich genommen hatten, iberpriift. Am Versuchsende war das
aufgenommene Spektrum tertidrer PAs unverdndert in den Bienen enthalten
(s. Abschnitt 3.2.2, Abb. 34) und es konnten keine N-oxidierten PAs nachgewiesen
werden. Zu der Entgiftung tertidrer PAs durch N-Oxidation ist die Honigbiene nicht in
der Lage. Es bleibt ihr nur der Weg der effektiven Exkretion der PAs, nachdem diese das
Verdauungssystem durchlaufen haben.

Solange sich die aufgenommenen PAs jedoch im Honigmagen der Biene befinden,
werden diese im Rahmen der Trophallaxis teilweise an andere adulte Bienen iibergeben.
Dies haben die Untersuchungen zur PA-Weitergabe zwischen erwachsenen Bienen
bestdtigen konnen. Bei hoheren PA-Konzentrationen war dies in geringerem Ausmaf3

festzustellen (4 statt 15 %, S. Abschnitt 3.2.2). So kann erwartet werden, dass eine
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extrem hoch mit PAs kontaminierte Ladung einer Sammelbiene weniger gern von den
Stockbienen in Empfang genommen wird. Durch diesen Effekt wiirden die Bienen zu
einem kleinen Teil dem Eintrag der toxischen PAs in den Bienenstock positiv
entgegenwirken.

Im Bienenstock wird der Honigmageninhalt, den die Stockbiene von der Sammelbiene
iibernommen hat, in die Zellen der Waben als fertiger Honig eingelagert. Dies ist letztlich
auch eine Erklarung fiir das in den verschiedenen Untersuchungen aufgedeckte PA-
Vorkommen im Honig (Kempf et al,, 2010a).

Es ist also davon auszugehen, dass zusatzlich zu direkt eingelagerten Pollenhéschen
weitere PAs, die aus PA-haltiger Nahrung der adulten Biene in den Honigmageninhalt
extrahiert wurden, in den Bienenstock gelangen und so bei den Larven ankommen

konnen.

Die Untersuchungen haben gezeigt, dass die Honigbiene aus unseren Breiten sich im
Laufe der Zeit nicht durch die Entwicklung von speziellen Entgiftungsmechanismen an
die 1,2-ungesattigten PAs in ihren Nahrungspflanzen angepasst hat. Sie erhoht mehr
oder weniger selber, wie alle anderen nicht angepassten Spezies, durch unspezifische
Reduktionsmechanismen nicht toxischer PA-N-Oxide die eigene Vergiftungsgefahr. Die
1,2-ungesattigten PAs, die sich fiir die Biene generell als toxisch erwiesen haben, sind
die PAs mit dem haufigsten natiirlichen Vorkommen (Hartmann und Witte, 1995). Auch
die Tatsache, dass die nektarliefernden Pflanzen die PAs meist in der Form der nicht
toxischen N-Oxide enthalt (Hartmann und Witte, 1995), verringert die potentielle Gefahr
fir die Bienen aufgrund der korpereigenen Reduktion nur wenig. Doch ihre hohe
Toleranz gegeniiber PAs und die unter natiirlichen Lebensbedingungen nicht zu
erwartende Resorption von PAs gestatten der Arbeiterin den nahezu gefahrfreien
Umgang mit PAs im Futter.

Anders kann man die Situation jedoch bei den Larven erwarten. Sie stellten sich, den
Erwartungen entsprechend, deutlich empfindlicher gegeniiber PAs in ihrer Nahrung
heraus. Fir die Aufzucht der Larven werden neben den Futtersaftexkreten der
Hypopharynxdrise auch eingelagerter Honig und Pollen direkt von den Ammenbienen
an den Nachwuchs gefiittert. Der Gesamtbedarf an Honig einer Larve zur vollstandigen
Entwicklung betrigt im Durchschnitt 142 mg (Winston, 1991). Eine Ubersicht iiber die
PA-Gehalte in Honig ist in einem Ubersichtsartikel von Kempf et al. gegeben. Die hochste

PA-Belastung durch Honig, die fiir die Larve entstehen kann, ware durch den Senecio-
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Honig mit einem PA-Gehalt von 13019 pg/kg (RA) gegeben (Kempf et al, 2010b). In
einem ,worst-case Szenario“ entsprachen dann 142 mg Honig einer PA-Menge von
1,85 ug (RA). Die Versuche mit den Larven haben ergeben, dass von 0,02 %
(ca. 13,5 ugRA/142 mg) tertidrem Monocrotalin bzw. 0,2% (ca. 129 uyg RA/mg)
Monocrotalin-N-Oxid toxische Wirkungen ausgehen (s.Abschnitt3.2.4). Bei dem
Verhaltnis tertidren PAs/N-Oxiden von im Durchschnitt 1/1 in den Senecio-Honigen
(Kempf et al, 2010b) geht selbst im schlimmsten Fall durch den Honig allein keine
Gefahr fiir die Larven aus.

Im Fall des Pollens sieht die Situation fiir die Larve deutlich anders aus. Sie deckt
wahrend ihrer Entwicklung ihren gesamten Proteinbedarf tiber 125 — 145 mg Pollen in
ihrer Nahrung (Winston, 1991). Die Gehalte von nativen Pollen und gehdselten Pollen
sind sehr verschieden. Geht man auch hier von dem ungilinstigsten anzunehmenden Fall
aus, ist ein maximal gefundener PA-Gehalt in nativem Pollen von S. vernalis mit 4,1 mg/g
(ca. 1,8 mg/g RA) (Kempf et al, 2010c) heranzuziehen. Bezogen auf den Pollen-Bedarf
der Larve von 145 mg ergibt dies eine Belastung mit 0,26 mg/g RA wihrend ihrer
Entwicklung. Dies entspricht PA-Mengen, die fiir die Larven toxische Folgen haben.
Jedoch wird diese Extremsituation durch den Vergleich der PA-Gehalte der gehoselten
Bienenpollen deutlich entscharft. Die Gehalte, die hierfiir bestimmt wurden, liegen im
Mittel bei 5,17 pg/g RA und im Fall des Héchstwerts bei 16,35 ug/g RA (Boppré et al,
2008). Dies macht in einer Pollen-Menge von 145 mg einen PA-Gehalt von 0,75 bzw.
2,4 ug RA. Die Konzentrationen liegen um den Faktor 1000 unter dem der nativen Pollen
(ng/g statt mg/g). Nach diesen Daten besteht durch die von den Bienen gesammelten
und in den Stock eingetragenen gehdselten Pollen keine Gefahr fiir die Larve. Selbst der
maximale PA-Gehalt von 2,4 ug/145 mg RA liegt unter der PA-Menge von 13,5 ug RA, bei

der in den Laborexperimenten toxische Effekte eingetreten sind.

Bei ihren Sammelfliigen fliegt die Biene immer eine Vielfalt von Pflanzenarten an, die sie
auch von Tag zu Tag auf natiirliche Weise variiert. Dass eine einzige (PA-haltige)
Pflanzenart iiber einen ldngeren Zeitraum der Biene als Quelle dient, ist nicht zu
erwarten (Winston, 1991). Dies zeigt auch der Vergleich der PA-Gehalte der gehdselten
(Faktor 1000 niedriger) mit nativen Pollen. Ein Eintrag sortenreiner Pollenhoschen,
deren PA-Gehalte an die der nativen Pollen (Kempf et al, 2010c) herankommen, ist nur
schwer vorstellbar. Durch das entwickelte Sammelverhalten der Biene bedingt ist von

einer automatischen Verdiinnung PA-haltiger Ladung auszugehen.
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Aufgrund der Notwendigkeit, einen ausreichenden Vorrat fiir das Uberwintern des
Volkes zu sammeln, ist die Honigbiene von einem reichhaltigen Nahrungsangebot tiber
den Zeitraum von Friihjahr bis Herbst abhidngig. Die Biene ist automatisch und
zwangslaufig ein Generalist, da ein ganzes Volk tliber das Jahr und den Winter versorgt
werden muss. Zwar nutzen sie PA-haltige Pflanzen als Nahrungsquelle und besitzen
keine Mechanismen, PAs zu entgiften oder umzuwandeln, doch dafiir hat sie andere
effektive Strategien zum eigenen Schutz entwickelt. Die Honigbiene hat sich an das
Vorkommen PA-haltiger Pflanzen in ihrem Umfeld teilweise angepasst. Sie kommt mit
den natiirlichen PA-Gehalten zurecht. Betrachtet man dies vor dem Hintergrund der
Koevolution, erscheint dies auch keinesfalls verwunderlich. Als Folge des
Aufeinandertreffens von bestidubender Biene mit PA-Pflanze ergeben sich drei
Moglichkeiten. Dies ware einerseits eine toxische Wirkung der PAs auf die Biene,
aufgrund der die Biene allerdings nicht bis heute hitte bestehen konnen. Andererseits
ware es moglich, dass sie gelernt hatte, entsprechende Pflanzen zu meiden. Die dritte
Moglichkeit, die auch im Fall der Honigbiene zutreffend ist, stellt eine Anpassung an die
toxischen Sekundarstoffe dar. Sie spiegelt sich zum einen in der hohen Toleranz der
erwachsenen Biene gegeniiber PA-Gehalten und aber auch allein in dem speziellen

Sammelverhalten der Biene wieder.

4.4 Echium vulgare - Aufeinandertreffen von

Honigbiene und Pyrrolizidinalkaloiden

Wie bereits zuvor beschrieben ist E.vulgare eine attraktive Futterpflanze fiir die
Honigbienen. Dies zeigen beispielsweise die Nachweise von Echium-Pollen und Echium-
PAs in PA-positiven Honigen, die iiber die Biene eintragen worden sein miissen (Kempf
et al, 2008; Kempf et al, 2010b). E.vulgare gehort zu den PA-haltigen Pflanzen
innerhalb der Familie der Boraginaceae und ist weltweit verbreitet (Kempf et al,
2010b).

Einen Grof3teil ihres Nahrungsbedarfs deckt die Honigbiene iiber das Sammeln von
Nektar und Pollen (Winston, 1991). Wahrend der Sammelfliige iibernimmt sie fiir die
Pflanze eine sehr wichtige Rolle: die Bestaubung (Fluri und Pickhardt, 2003).

Die unterschiedlichen Blumen-Merkmale haben sich im Laufe der Evolution durch die



Diskussion 85

Interaktion zwischen Pflanze und Bestauber entwickelt. Einen grofien Einfluss auf die
Pflanzen-Charaktere haben ebenfalls die verschiedenen Herbivoren durch die
Beschadigung der fiir die Reproduktion der Pflanze wichtigen Organe (z.B. Stempel, und
Staubbeutel) ausgeiibt (Gegear et al, 2007). Eine Reaktion der Pflanze auf die
herbivoren Angriffe stellte die Bildung von Sekundarstoffen dar, durch die die Angriffe
der Schadlinge reduziert werden sollen (Hartmann, 1985).

Im Nektar von Pflanzen lassen sich sowohl essentielle Primérstoffe (wie Zucker und
Aminosauren) als auch Stoffe des Sekundarstoffwechsels (z.B. Alkaloide, Phenole, nicht
proteinogene Aminosduren) finden (Baker, 1977; Detzel und Wink, 1993; Liu et al,
2004). Als eine Hauptfunktion des Nektars wird die Vergltung der Bestauber gesehen,
auf die die Pflanzen hinsichtlich ihrer Vermehrung angewiesen sind (Kessler und
Baldwin, 2007). Die Attraktivitit einer Pflanze fiir Bestduber ist sehr stark von der
Menge nutzbringender Substanzen im Nektar, insbesondere dem Zuckergehalt, abhangig
(Detzel und Wink, 1993). Einige bestaubende Insekten lernen ebenfalls weitere Signale
wie die Farbe (Flavonoide, Anthocyane) und den Duft (itherische Ole) mit einer
schmackhaften Futterquelle zu verbinden, wahrend andere Bestiduber den Nektar erst
testen miissen (Gegear et al,, 2007; Kessler und Baldwin, 2007). So kann eine Bliite auch
abschreckende Signale von sich geben, z.B. durch nicht schmackhafte Nektarbestandteile
oder unangenehme fliichtige Substanzen. Uber eine Erhohung des Zuckergehalts im
Nektar konnen mogliche abschreckende Faktoren tiberdeckt werden, wodurch
sekundarstoffhaltigem Nektar eine hohere Zuckerkonzentration nachgesagt wird. Dies
ware vergleichbar mit dem geniefbar machen von Kakao fiir den Menschen durch
Zuckerzusatz in Schokolade (Gegear et al, 2007). Es findet ein Abwagen vom Insekt
zwischen Nutzen (Nahrwert) und Schmackhaftigkeit statt. Uberwiegen die
abschreckenden Wirkungen, wiirde dies nachteilige Folgen fiir die Pflanze haben und
ihre Fortpflanzung ware gefahrdet (Gegear et al, 2007). Durch abschreckende Signale
auf die Allgemeinheit der Insekten ist fiir die Pflanze die Moglichkeit zur selektiven
Anlockung bestimmter Bestauber (Spezialisten) gegeben, auf die die Sekundarstoffe als

positive Signale wirken konnen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde E. vulgare als Model auf PAs (toxische, frafthemmende
Produkte des Sekundarstoffwechsels) untersucht. Die Profile der toxischen PAs sind
innerhalb der unterschiedlichen Pflanzenteile sehr verschieden. Durch den Vergleich

mit Daten aus der Literatur lassen sich regionale Unterschiede feststellen (Boppré et al,
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2008; Betteridge et al, 2005). Als eine GemeinsamkKkeit ldsst sich das dominierende
Auftreten (70-80 %) der N-Oxide (vgl. Abschnitt 3.1.1) hervorheben. Die iiber die
eigenen Ergebnisse als Haupt-PAs identifizierten N-Oxide von Vulgarin, Echimidin,
Acetylvulgarin und Acetylechimidin (s. Abb. 21) stimmen mit denen der Literatur
liberein. Boppré et al. haben in Pollenhdschen von Bienen, die an Pflanzen von E. vulgare
abgefangen wurden, ebenso wie Betteridge et al in Honigen von Evulgare, als
dominantesten Vertreter Echivulgarin-N-Oxid identifiziert (Boppré et al, 2008;
Betteridge et al, 2005). Dieses PA wurde in den eigenen Versuchen nicht nachgewiesen
(s. Abschnitt 3.1.1).

Als PA-Gesamtgehalte in den fiir die Bienen relevanten Pflanzenteilen wurde in den
nativen Pollen ein vergleichsweise hoher Gehalt mit 1,5 mg/g RA (ndherungsweise
4mg/g Gesamtgehalt) bestimmt. Echium-Nektar besitzt mit 15,8 ug/gRA
(ndherungsweise 0,05 mg/g) den im Vergleich zu den restlichen Organen niedrigsten
PA-Gehalt (vgl. Abschnitt 3.1.3, Abb. 26 bzw. Tabelle 3). Der im Pollen ermittelte PA-
Gehalt kann mit den Ergebnissen zu den Pollenhéschen von Boppré et al. verglichen
werden (Boppré et al, 2008). Man kann hier von mehr oder weniger sortenreinen
Echium-Pollenh6schen ausgehen, da sie von Bienen erhalten wurden, die bei ihrem
Besuch an Pflanzen von E.vulgare abgefangen wurden. Mit einer geringfiigigen
Verdiinnung durch als Kleber verwendeten Nektar und Speichel wurde in den
Pollenhéschen ein PA-Gehalt von 0,35 mg/g gefunden, der mit dem eigenen Ergebnis in
einer vergleichbaren Gréfienordnung liegt.

Zusatzlich zu dem Pollen-Ergebnis von Boppré et al. kann mit den Ergebnissen dieser
Arbeit bestatigt werden, dass die im Honig gefundenen PAs zumindest teilweise sowohl
aus dem Pollen als auch aus dem Nektar stammen. Fiir PA-Gehalte in Pflanzennektar
liegen zum jetzigen Zeitpunkt keine weiteren Daten fiir vergleichende Aussagen vor. Als
PA-Quelle wurde er bisher nur vermutet (Reinhard et al.,, 2009).

In Nektar und Pollen von z.B. Tabak, Lupine, Tollkirsche und Engelstrompete konnten
verschiedene Alkaloide nachgewiesen werden. Mit nur einer Ausnahme, der
Engelstrompete, sind die Alkaloid-Gehalte im Pollen meist hoher als im Nektar (Detzel

und Wink, 1993).

Die Frage nach der Wirkung von Sekundirstoffen im Nektar gegeniiber Bestdaubern

wurde bereits in zahlreichen Verdéffentlichungen untersucht und diskutiert.
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Bei den Versuchen von Detzel und Wink standen die Wirkungen von 63 Allochemikalien
(Alkaloide, Terpene, Glykoside, etc.) auf die Attraktivitit und den ,antifeedant-Effekt"
unter Choice-Bedingungen sowie die Bestimmung der Toxizitdt unter No-Choice-
Bedingungen auf Apis mellifera im Vordergrund (Detzel und Wink, 1993). Sie fanden
heraus, dass von den 63 getesteten Sekundarstoffen 39 eine abschreckende Wirkung
ausiiben. Hierbei sind die Alkaloide, Cumarine und Saponine hervorzuheben. Drei
Terpene hatten in ihren natiirlich vorkommenden Konzentrationen eine anziehende
Wirkung auf die Bienen. Der Gruppe der Flavonoide konnte keine Wirkung
nachgewiesen werden. Von 17 der 63 Substanzen (hauptsachlich Alkaloide, Saponine,
Herzglykoside, cyanogene Glykoside) gingen innerhalb von 48h in einem
Konzentrationsbereich von 0,003 - 0,6 % toxische Wirkungen aus. Eine allgemeine
Korrelation zwischen , antifeedant-Effekt“ und Toxizitdt bestand jedoch nicht. Es konnte
bei machen Substanzen festgestellt werden, dass sie erst in Konzentrationen
abschreckende Einflisse ausibten, die bereits fir die Biene toxisch waren. In diesem
Fall ware eine frafthemmende Wirkung nicht mehr effektiv. In der Natur kann eine
Vergiftung der Bienen nur dann erwartet werden, wenn ihr keine alternativen
Futterquellen zur Verfiigung stehen (Detzel und Wink, 1993). In Versuchen von Gegear
et al. haben Hummeln bei ausschliefdlicher Anwesenheit von Pflanzen mit hohen
Alkaloid-Gehalten diese rege besucht. Bei einer Vergrofierung des Pflanzenangebots mit
weniger alkaloidhaltigen Vertretern haben sie schnell eine eindeutige Aversion gegen
Pflanzen mit hohen Alkaloid-Gehalten entwickelt (Gegear et al,, 2007).

Der Sinn des Vorkommens sekundirer Abwehrstoffe in den Bliiten mit Pollen und
Nektar, die der Erh6hung der Attraktivitit und Anlockung tierischer Bestdauber dienen,
wird bereits seit vielen Jahren diskutiert. Eine einheitliche und abschlief3ende Erklarung
dazu konnte jedoch bisher nicht gefunden werden.

Haufig wurde gemutmafst, dass das Auftreten der Sekundarstoffe in Pollen und Nektar
eine unvermeidbare Konsequenz ihrer pflanzlichen Bildung zum Schutz der Blatter,
Wurzeln, etc. vor Frafdfeinden darstellt (Adler, 2000; Gegear et al, 2007). Die meisten
sagen diesen Substanzen auch in Pollen und Nektar eine Abwehrfunktion nach.
Weiterfiihrende Vermutungen gehen so weit, dass die Pflanzen sich nur vor nicht

angepassten Nektarrdubern schiitzen wollen ohne einen Einfluss auf die gewiinschten

Bestduber auszuiiben (Unterschied Spezialisten < Generalisten). So ist zum Beispiel

der Nektar vom Trompetenbaum durch seine Iridoide nicht schmackhaft fiir ungebetene

Gaste wie Ameisen aber nicht giftig fiir die Bestauber (Detzel und Wink, 1993). Bienen
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scheinen sich besser an Alkaloide in Pflanzen-Nektar angepasst zu haben als
Schmetterlinge. Vergleichende Untersuchungen konnten zeigen, dass alkaloidhaltige
Pflanzen von Bienen angeflogen wurden, wahrend Schmetterlinge Pflanzen ohne
Alkaloide bevorzugten (Baker und Baker, 1975).

Die Pflanze muss zwischen Kosten und Nutzen durch sowohl anlockende als auch
abschreckende oder sogar toxische Substanzen in ihrem Nektar abwagen. Sie muss sich
selber gegen Schaden durch Frafdfeinde und vor Nektar-Rauber wehren aber gleichzeitig
fiir die wichtigen Bestduber ein gewisses Ausmaf$ an Attraktivitat besitzen. Je attraktiver
jedoch der Nektar fiir die Nektarabnehmer insgesamt ist, desto mehr Nektar wird der
Pflanze entnommen. Dadurch miisste zum einen die Pflanze mehr Nektar bilden, und
zum anderen wiirde die Gesamtanzahl der Pflanzenanfliige der Insekten an den
einzelnen Bliiten geringer ausfallen. Saugt ein Bestduber aus einem bestimmten Grund
nur wenig Nektar auf einmal, ist insgesamt aber angetan von dieser Futterquelle durch
ihren Geschmack, so fliegt er zur Deckung seines Gesamtbedarfs die Bliiten haufiger an.
Die Bestduber, die nicht gelernt haben Bliitenfarbe und - duft mit unattraktivem
Nektargeschmack zu verbinden, besuchen verschiedene Bliiten mit einer héheren
Frequenz. Es resultiert ein Kreislauf aus Anflug, kurzem Probieren, Weiterflug und
erneuter Suche nach einer Bliite (Kessler und Baldwin, 2007). Sekundarstoffe konnen
ebenfalls berauschende Wirkungen auf Insekten besitzen und diese in gewisser Art und
Weise abhdngig machen. Die Pflanze profitiert durch die Erhéhung der ,,Anhanglichkeit”
mit sichergestellter und eventuell sogar erhdhter Fortpflanzung. Auf der anderen Seite
muss sie insgesamt weniger Nektar produzieren (Adler, 2000).

Auch der Konkurrenzkampf zwischen den Pflanzen iibt einen hohen Druck auf das
Einzelexemplar aus. Stehen in dem Umfeld einer Pflanze viele sekundarstofffreie
Pflanzen, kann sie eventuell zeitweise (wdhrend der Bliitezeit) ihren
Sekundarstoffgehalt insgesamt erniedrigen, um sich gegen ihre Konkurrenten
durchzusetzen. Moglicherweise liben auch die Reaktionen der Bestiuber auf die
Nektarqualitat einen wichtigen essentiellen Druck zur Bestimmung der Bliitezeit einer
Pflanze aus.

Allgemein lasst sich sagen, dass bisher keine zufrieden stellende Antwort auf die Frage
nach dem Sinn von Sekundarstoffen in Nektar und Pollen gefunden wurde. Das
allgemeine Verhalten, das Wahrnehmungsempfinden, die Anpassungsfahigkeit und die

Lernfiahigkeit der Vielzahl an Bestdaubern stellen zusammen mit der Abwagung von
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Nutzen und Kosten sicherlich wichtige Faktoren bei der Entwicklung der komplexen

pflanzlichen Strategien dar (Adler und Irwin, 2005; Gegear et al,, 2007).

4.5 Menschliche Faktoren zur Gefahrdung der Biene

Durch die sich jahreszeitlich stindig andernde Vegetation ist als relativ
unwahrscheinlich anzunehmen, dass Bienen bei ihren Sammelfliigen einzig und allein
eine Pflanzenart ansteuern. Pflanzliche Sekundarstoffe, und damit auch die in dieser
Arbeit behandelten PAs, werden so natiirlicherweise verdiinnt. Unter diesen Umstanden
ist die Vergiftungswahrscheinlichkeit durch pflanzliche Sekundarstoffe stark vom
allgemeinen Nahrungsangebot abhingig und eine gesundheitliche Gefahrdung ist im
Grof3en und Ganzen nicht gegeben (Detzel und Wink, 1993).

Leider stellen die pflanzlichen Gifte aber nicht die einzige Gefahr fiir das Bienenvolk dar.
Auch der Mensch tragt seit langer Zeit seinen Teil zur Gefdhrdung der Biene bei.
Zusatzliche Gefahrdungspotentiale sind mit der zunehmenden Zivilisation des Menschen
entstanden. Bedingt durch die Entwicklungen in der Landwirtschaft, zunehmender
Industrialisierung und gestiegenem Automobilverkehr sind die Bienen wahrend ihrer
Nahrungssuche vielen weiteren Gefahrstoffen wie Insektiziden, Pestiziden,
Schwermetallen, Kohlenwasserstoffen etc. ausgesetzt. Diese Stoffe konnen zum einen fiir
das Bienenvolk toxisch relevant sein, zum anderen aber auch fir den Mensch als
Konsumenten von Honig und Pollenprodukten (Bogdanov und Matzke, 2003; Barnett et
al, 2007). Von den Pflanzen gelangen exo- wie endogene bienenrelevante
Kontaminationen entweder mit dem Nektar oder aber dem Pollen in den Bienenstock,
dort in die Waben und mit dem Honig und den gesammelten Pollenhdschen letztlich auf
den Tisch des Menschen.

Der Einsatz von Pestiziden in der Landwirtschaft ist stark kontrolliert und auch gerade
bezliglich ihrer Bienengefdhrlichkeit gesetzlich geregelt. Nur als ,bienenungefahrlich”
eingestufte Praparate diirfen ohne Einschrankungen in blithenden Kulturen eingesetzt
werden (Bienenschutzverordnung). Nichtsdestotrotz birgt deren Verwendung eine
Gefahr fiir die Biene und ein zusatzliches Riickstandrisiko flir Honig und honig- bzw.
pollenhaltige Lebensmittel. Bedauerlicherweise kommt es nach wie vor zu

Vergiftungsvorfillen und Honigverunreinigungen. Haufig sind hierfiir
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Hochstmengeniiberschreitungen oder fehlerhafte Anwendungen die Ursache (Porrini et
al, 2003; Barnett et al,, 2007). So kam es beispielsweise in Baden-Wiirttemberg im Jahr
2008 zu einem grofien Bienensterben, das auf eine unsachgemafie Beizung von
Maissaatgut zuriickgefiihrt werden konnte. Das Mittel ,Poncho Pro“ diente dem Beizen
von Maissattgut und nicht in der Verwendung als Insektizid auf der Pflanze.
Nichtsdestotrotz kam es zu tédlichem Kontakt des Wirkstoffes Clothianidin mit Bienen
(Ministerium fiir Landlichen Raum, 2008, Zugriff am 22.09.2010).

Auf diese menschlich verursachten Faktoren zur Gefdhrdung der Biene und zum
Vorkommen toxischer Stoffe im Honig besitzt der Mensch selbst grofen Einfluss. Was
die toxischen Pflanzeninhaltsstoffe wie die PAs angeht, hat er beziiglich deren
Vorkommen in der Natur wenig Moglichkeit zur Manipulation. Er kann aber darauf
reagieren. Der Kontakt der Honigbiene zu toxisch relevanten Pflanzen kann mit dem
notwendigen Hintergrundwissen durch das Verhalten des Imkers etc. gesteuert werden.
Eine sorgfaltige Auswahl der Aufstellplatze flir Bienenvolker stellt den effektivsten Weg
dar. Flachen mit einem groféen Aufkommen an PA-haltigen Pflanzen kénnen bei der
Platzierung der Bienenstdcke in ,unkritischen“ Gebieten gemieden werden.

Das menschliche Verhalten ist somit der gréfite Einflussfaktor, um den Problemen der

Bienengefidhrdung und der Riickstandsproblematik im Honig zu begegnen.

Zum jetzigen Zeitpunkt liegt auf nationaler, europaischer und internationaler Ebene
keine einheitliche toxikologische und rechtliche Bewertung von PAs in Honig oder
Lebensmitteln allgemein vor. Ansdtze hierfiir sind weltweit jedoch in Form von
Stellungnahmen, Empfehlungen, etc. gegeben. Hochstmengen fiir die Qualitatskontrolle
sind momentan gesetzlich nicht festgelegt (Kempf et al, 2010a). Bei der Etablierung
eines Grenzwerts fiir Honig und Pollenprodukte fiir die rechtliche Uberwachung sollte
berticksichtigt werden, dass eine Verminderung der PA-Gehalte durch das Vermischen
mit nicht oder weniger belasteten Chargen keine Losung darstellt. In Australien und
Neuseeland ist dies allerdings von der FSANZ (Food Standards Australia New Zealand)
flir Echium-Honige ausdriicklich empfohlen worden (FSANZ, 2004, Zugriff am
22.09.2010). Eine PA-Reduktion durch eine konsequente Vernichtung PA-belasteter
Bienenprodukte ware vor dem Hintergrund des vorbeugenden Verbraucherschutzes
wiinschenswert. Eine Vermischung belasteter mit nicht belasteten Chargen stellt keine
Verminderung des Problems sondern vielmehr eine Ausweitung auf weitere

Lebensmittelbereiche dar. Wie die Untersuchungen von Kempf et al. zeigen, kann es zu
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einer Downstream-Belastung in der Nahrungskette durch die Verwendung von Honig als
Lebensmittelzutat kommen (Kempf et al, 2010d). Bei einer Vermischung von PA-
belasteten Produkten mit nicht belasteten muss zusatzlich bedacht werden, dass die
Bienenprodukte nicht die einzige Quelle fiir PAs in Lebensmitteln darstellen. Weitere
tierische (wie Milch, Eier) und pflanzliche (Salat) Produkte kénnen ebenfalls von einer
PA-Kontamination betroffen sein. So kann es letztendlich bei der taglichen
Nahrungsaufnahme zu additiven Effekten kommen.

Auch die Moglichkeit, PA-Pflanzen vorbeugend auszurotten, stellt keineswegs eine
diskutable Losung dar. Sie sind ein lebenswichtiger Teil in der Biodiversitat auf unserer
Erde. In diesem vielfiltigen komplexen System aus Okosystemen und Arten haben sich
im Laufe der Evolution Insekten entwickelt, die von den PA-Pflanzen abhingig sind und

fiir die der Fortbestand ebenfalls liberlebenswichtig ist.
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5 Zusammenfassung

Es wurden Erkenntnisse dariiber gewonnen, welchen Einfluss PAs auf das Verhalten und

die Physiologie der adulten Honigbienen besitzen. Auf die Frage, ob ein Volk der Biene

bei erhohtem Vorkommen PA-haltiger Pflanzen im Umfeld durch die Toxizitat der PAs

gefahrdet sein kann, wurden ebenfalls Antworten gefunden.

1.

In Laborversuchen mit adulten Honigbienen wurde unter kontrollierten No-
Choice-Bedingungen festgestellt, dass von dem natiirlichen N-Oxid-Gemisch aus
S. vernalis ab Konzentrationen von > 0,2 % signifikante, fraShemmende Wirkungen
ausgehen. In den Versuchen mit dem entsprechenden tertidren PA-Gemisch waren
ahnliche Tendenzen einer Abnahme der Frafdmengen zu erkennen, die sich jedoch

als nicht signifikant herausstellten.

Anhand von Fiitterungsversuchen mit einem Bienenvolk im natiirlichen Umfeld
konnte das Verhalten von adulten Bienen gegeniiber PA-haltigen Nahrungsquellen
unter Choice-Bedingungen aufgeklart werden. Sowohl von tertidrem Echimidin
und Echimidin-N-Oxid als auch von den PA-Gemischen (tertiar und N-oxidiert) aus
S.vernalis gingen in Konzentrationen zwischen 0,02 und0,2% tendenziell
antifeedant-Effekte aus. Lediglich im Fall des tertidren PA-Gemischs zeichneten
sich diese nicht als signifikant ab. Im Vergleich zu den Effekten unter No-Choice-
Bedingungen waren die antifeedant Effekte unter natiirlichen Gegebenheiten um

den Faktor 10 hoher.

Hohe Konzentrationen des tertidren PA-Gemischs aus S. vernalis und des reinen
Monocrotalins von 2 % bewirkten bei den erwachsenen Bienen einen Anstieg in
der Mortalitdt von im Mittel auf tiber 50 %. Hierbei kann ausgeschlossen werden,
dass die signifikant aufgetretenen Mortalititen auf Verhungern durch eine

Futterverweigerung unter den No-Choice-Bedingungen zurtickzufiihren sind.

Die toxischen Wirkungen von PAs auf adulte Bienen kénnen mit der
Doppelbindung im PA-Ringsystem in Zusammenhang gebracht werden. In

Flutterungsversuchen zeigte das 1,2-Dihydromonocrotalin als Vertreter der 1,2-
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10.

gesattigten PAs keinerlei toxische Wirkungen, wahrend die 1,2-ungesattigte Form
(Monocrotalin) ebenso wie das tertidre PA-Gemisch (ebenfalls 1,2-ungesattigte PA-
Vertreter; siehe 3.) in hohen Konzentrationen eine signifikante Steigerung der

Mortalitat bewirkte.

Die PA-Gehalte in einzelnen Bienen des Fiitterungsversuchs mit tertidrem PA-
Gemisch zeigte eine breite Streuung. Bereits friith verstorbene Exemplare wiesen
im Mittel um 175 pg PAs im Koérper auf. Gegen Versuchsende verstorbene Bienen
hingegen enthielten im Mittel bis zu 250 pg PAs. Deutlich niedriger waren die
mittleren PA-Gehalte von 50 pg in den iiberlebenden Bienen, bei denen jedoch

auch Maximalwerte um die 200 pg pro Einzelbiene erreicht wurden.

Bei der Aufnahme und Speicherung der verschiedenen tertidren PAs bestand keine
strukturell bedingte Diskriminierung. Das Alkaloid-Profil in den untersuchten
Bienen blieb unverdndert zu dem PA-Profil des eingesetzten Futtergemischs. Die
quantitative Wiederfindung der pro Bienengruppe gefressenen PA-Menge in einem

Kafig lag bei 61 %.

Es wurde herausgefunden, dass Bienen nicht in der Lage sind, tertiare PAs durch
korpereigene N-Oxidation zu entgiften. Die umgekehrte Richtung der Reduktion
von N-Oxiden in die toxischen tertidren Formen wurde in einem Ausmaf3 von 70 %
nachgewiesen. Daraus resultierende Maximalgehalte an tertidren PAs pro

Einzelbiene lagen bei 50 pg.

Einmal aufgenommene PAs werden im Bienenorganismus weder in die
Hamolymphe resorbiert noch im Fettkérper angereichert. Mit Hilfe von
4C-markierten Standardsubstanzen wurde ein stetiger Transfer sowohl der

tertiaren als auch der N-oxidierten PAs vom Darm in die Kotblase nachgewiesen.

Von einer erwachsenen Biene in die Honigblase aufgenommene PAs werden bei
der Futteriibergabe an andere Bienen weitergegeben. Das Ausmaf3 hierbei war in
den Versuchen von der PA-Konzentration im Futter abhdngig und nahm mit

steigendem PA-Gehalt ab.

Die Larven der Honigbiene sind deutlich empfindlicher gegeniiber PAs in ihrer
Nahrung. Tertidre PAs bewirkten bei dem Nachwuchs schon in deutlich geringeren
Konzentrationen (ab 0,02 %) signifikant toxische Effekte. Bei N-oxidierten PAs

traten diese jeweils bei um Faktor 10 hoheren Konzentrationen (0,2 %) auf. Selbst
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die 1,2-gesdttigte Form besafl, in um einen weiteren Faktor 10 erhohten

Konzentrationen (2 %), signifikant toxische Wirkungen auf die Larven.

11. Wie auch im Erwachsenenstadium besitzen die Larven koérpereigene (Vergif-

tungs-) Mechanismen zur Reduktion von N-Oxiden in die tertidren Formen.

12. Es wurden detaillierte Informationen zu den vorliegenden PAs in der von Bienen
genutzten Futterpflanze E.vulgare sowie iiber die Verteilung der einzelnen
Strukturen in verschiedenen Pflanzenorganen gewonnen. Identifiziert wurden die
vier PAs Echimidin, Vulgarin, Acetylechimidin und Acetylvulgarin in jeweils ihren
tertidren und N-oxidierten Formen. Das PA-Muster der Einzelstrukturen in den
unterschiedlichen Organen der Pflanze ist sehr verschieden. Als eine grofe
Gemeinsamkeit kann die hohere Prasenz der N-Oxide mit ca. 75 % hervorgehoben

werden.

13. Auch die quantitativen PA-Gehalte der untersuchten Pflanzenorgane fielen
deutlich unterschiedlich aus. Die bienenrelevanten Teile Pollen und Nektar wiesen

mit 1,5 bzw. 0,02 mg/g RA ebenfalls mehr oder weniger hohe PA-Gehalte auf.

Folgendes Fazit lasst sich aus der vorliegenden Arbeit ziehen.

Das Nebeneinander von PA-Pflanze und Biene ist ein Ergebnis der Natur und stellt kein
Problem fiir einen der Beteiligten dar. Die Honigbiene hat sich im Laufe der Evolution an
die PA-Vorkommen in ihrer Umgebung angepasst. Eine Verkniipfung der Ergebnisse
verdeutlicht, dass es zwangsweise zu einem Vorkommen der toxischen PAs in den vom
Menschen genutzten Produkten Honig und Pollenhéschen kommt. Das Ausmafs, in
wieweit es zu einer Verschleppung und Ausweitung von PAs in der menschlichen
Nahrungskette kommt, kann in letzter Konsequenz nur der Mensch allein beeinflussen.
Die PA-Kontamination von Honig kann durch die Begrenzung des Zugangs der
Honigbienen zu PA-Pflanzen (Standortwahl durch den Imker) verringert werden.
Zusatzlich kann durch das richtige Handeln im Fall von PA-belasteten Chargen die

Ausbreitung in der Nahrungskette gesteuert werden.



Material und Methoden 95

6 Material und Methoden

6.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

6.1.1 Chemikalien

Alle Chemikalien und Losungsmittel wurden, soweit nicht anders angegeben, in der
Reinheit ,pro analysis“ oder nach Destillation verwendet. Bezogen wurden sie von den
Firmen Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Germany), Carl Roth GmbH + Co. KG
(Karlsruhe, Germany), Riedel-de Haén® GmbH (Seelze, Germany), Fluka Chemie AG
(Buchs, Schweiz), Acros Organics (New Jersey, USA), ABCR GmbH & Co. KG (Karlsruhe,
Germany), Merck KGaA (Darmstadt, Germany), Perkin Elmer (Boston, USA), LUMA LSC
B.V. (Groningen, The Netherlands), Fisher Scientific GmbH (Schwerte, Germany),
LATOXAN (Valénce, France) und Planta Analytica LCC (Danbury, USA).

Alle Losungsmittel, die fiir den Einsatz in LC-MS- und ESI-MS-Untersuchungen
eingesetzt wurden, wurden in der entsprechenden Qualitiat ,LC-MS grade“ verwendet.
Reinstwasser wurde Ulber die hauseigene Millipore™-Aufbreitungsanlage (Millipore

Corp., Bedford, USA) gewonnen.

6.1.2 Verbrauchsmaterialien

Alle Verbrauchsmaterialien fiir besondere Anwendungszwecke wurden von den Firmen
Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe, Germany), Eppendorf AG (Hamburg, Germany),
Varian, Inc (Palo Alto, USA), PALL Europe Ltd. (Hampshire, UK), Greiner Bio-One GmbH
(Solingen, Deutschland), Nalgene®Labware, Thermo Fischer Scientific Inc. (Waltham,
USA), Merck KGaA (Darmstadt, Germany), Phenomenex® (Aschaffenburg, Deutschland),
Agilent Technologies (Wilmington, USA) und Supelco (Bellefonte, USA) bezogen.
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6.2 Pflanzenmaterial

6.2.1 Senecio vernalis

Zur Gewinnung eines natiirlichen Gemisches an PAs fiir die Fiitterungsversuche wurden
im Frithjahr 2007 Pflanzen von S. vernalis in der Umgebung von Braunschweig
gesammelt. Die Bliitenstande wurden vereint, lyophilisiert, mit Hilfe einer Schlagmiihle
pulverisiert und dunkel und trocken bei Raumtemperatur bis zum Zeitpunkt der

Extraktion gelagert.

6.2.2 Echium vulgare

Bliitenkopfe, Blitter, Stingel, Wurzeln und Nektar

Pflanzen von E. vulgare wurden im Botanischen Garten Kiel im Frithjahr 2009 gezogen
und im Freigelande gehalten. Drei Tage vor der Ernte wurden die Pflanzen auf einer
Fensterbank im geschlossenen Raum gelagert. Der Nektar wurde mit einer
Mikroliterpipette (2 — 20 pL), ohne Verletzung des umgebenden Pflanzengewebes, aus
der Bliite gewonnen. In Gefafden mit integriertem Micro-Filter (Amicon, Ultrafree-MC,
Millipore, Durapore PVDF 0,45 pm) wurden der Nektar fiir 1 min bei 12 000 U/min
zentrifugiert AnschlieRend wurde die Pflanze in die einzelnen Pflanzenorgane
Bliitenkopfe, Blatter, Stangel, Haupt- und Nebenwurzeln aufgeteilt, getrennt eingefroren
und lyophilisiert.

Bis zur Untersuchung auf die PA-Gehalte wurde der Nektar bei -20 °C gelagert und die
einzelnen Pflanzenorgane nach Lyophilisation und Pulverisierung mit einer

Schlagmiihle dunkel und trocken bei Raumtemperatur aufbewahrt.

Pollen

Abgeschnittene Pflanzen einer wilden Population von E.vulgare aus der Region
Braunschweig wurden im Sommer 2010 zwei Tage vor Wind und Insekten geschiitzt in
Wassergefafien im geschlossenen Raum gelagert. Die Staubblatter der Bliiten wurden
vorsichtig in ein Gefafd mit Cyclohexan eingetaucht und so der Pollen abgespiilt.
Anschliefend wurde der gewonnene Pollen durch Abdampfen des Losungsmittels

getrocknet und bis zur Analyse bei Raumtemperatur aufbewahrt.
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6.3 Extraktion von Pyrrolizidinalkaloiden aus Pflanzen

6.3.1 Pyrrolizidinalkaloid-Extraktion aus Senecio vernalis

Die lyophilisierten Bliitenstinde von S.vernalis wurden, wie in der Literatur von
Hartman und Toppel beschrieben (Hartmann und Toppel, 1987), extrahiert. Fraktionen
von ca. 400 g wurden hierzu in einer Soxhlet-Apparatur im ersten Schritt mit
Petrolether in ca. 20 Zyklen entfettet und die Extraktionshiilse tiber Nacht getrocknet.
Um schliefdlich die tertiaren PAs und ihre N-Oxide zu gewinnen, wurde mit Methanol in
ebenfalls ca. 20 Zyklen extrahiert. Der erhaltene methanolische Rohextrakt wurde am
Rotationsverdampfer bis zur Trockene eingeengt und anschlieféend in 1 N Salzsdure
resuspendiert. Die salzsaure Losung wurde in Aliqouten von ca. 30 mL auf acht
Zentrifugenrohrchen aufgeteilt, zweimal mit 5 mL CHCl versetzt, geschiittelt und 2 min
bei 15 000 U/min zentrifugiert. Die Uberstinde aller Zentrifugenréhren wurden wieder
vereint. Zur Reduktion der N-Oxide in ihre entsprechende tertidre Form wurde
Zinkstaub hinzugefiigt und iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Mit Hilfe von
konzentrierter Ammoniumhydroxid-Losung wurde der pH-Wert auf 12 eingestellt und
die PAs in ihrer tertidren Form aus der Lésung in mehreren Schritten mit jeweils
150 mL Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber
Natriumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer zur Trockene eingeengt. Die
abschlief3ende Umkristallisation in mehreren Schritten mit Aceton bei 4 °C ergab eine
Gesamtmenge an PA-Extrakt von 1,4 g.

Um das PA-Muster in dem aufgereinigten Extrakt sowohl qualitativ als auch quantitativ
zu ermitteln, wurde dieser mittels GC-FID/NPD (s.Abschnitt 6.17) und GC-MS
(s. Abschnitt 6.18) analysiert. Neben den PAs Senecionin (81 %), Seneciphyllin (15 %),
Integerrimin (1,5 %), Retrorsin (0,9 %) und Senecivernin (0,4 %) wurden mit diesen
analytischen Methoden keine weiteren Komponenten in dem Extrakt nachgewiesen.

Das tertidre PA-Gemisch fand bei Flitterungsversuchen mit Arbeiterinnen (s. Abschnitt

6.10.1 und 6.10.2) und zur Synthese der PA-N-Oxide (s. Abschnitt 6.5) Verwendung.
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6.3.2 Pyrrolizidinalkaloid-Extraktion aus Echium vulgare

Blitter, Stingel, Hauptwurzeln und Nebenwurzeln

Abhidngig von ihrem PA-Gehalt wurden unterschiedliche Einwaagen der einzelnen
pulverisierten Pflanzenorgane (s. Abschnitt 6.2.2) von E.vulgare fiir die Extraktion
eingesetzt: Blatter, Stingel, Nebenwurzeln je 100 mg und Hauptwurzeln 50 mg.
Heliotrin wurde als IS in einer absoluten Menge von 40 pg (aus einer 1mg/mL-Lésung in
MeOH) zugegeben. Die Proben wurden zweimal mit je 5mL einer 2 %-igen
Ameisensdure (v/v) flir 20 min unter Riihren extrahiert und anschliefend bei
12 000 U/min fiir 10 min zentrifugiert. Fiir die weitere Aufarbeitung nach Abschnitt

6.4.1 bzw. 6.4.2 wurden die vereinten Uberstinde im Verhiltnis 1:1 aufgeteilt.

Bliitenkopfe

Bedingt durch den hohen PA-Gehalt in den Bliitenkopfen, wurde ein Extrakt aus 30 mg
pulverisierten Bliiten mit 80 ug Heliotrin absolut als IS (aus einer 1 mg/mL-Lésung in
MeOH) nach dem im vorherigen Absatz beschriebenen Extraktionsverfahren herstellt.
Dieser wurde anschliefdend in vier gleiche Teile aufgeteilt, um wieder auf die gleiche
absolute Endmenge von 20 pug Heliotrin pro Teilextrakt fiir die Analysen zu kommen. Die

Teilextrakte wurden gemafs Abschnitt 6.4.1 bzw. 6.4.2 weiter aufgearbeitet.

Pollen

20 mg des Pollens wurden zusammen mit 20 pg Heliotrin (aus einer 1mg/mL-Losung in
MeOH), mit Seesand und einigen Tropfen einer 2 %-igen (v/v) Ameisensdure im Morser
zerrieben und mit 5 mL der 2 %-igen (v/v) Ameisensdure in das Zentrifugengefaf3
tiberfiihrt. Der Extrakt wurde wie bei den Wurzeln und Stingeln beschrieben hergestellt
und am Ende ohne Aufteilung komplett fiir die Aufarbeitung nach Abschnitt 6.4.1 bzw.
6.4.2 eingesetzt.

Nektar

Die PAs aus 100 pL Nektar wurden nach Zugabe von 20 uL der Heliotrin-Losung
(Img/mL) als internem Standard durch Zugabe von 2 mL einer 2 %-igen Ameisensdure

(v/v) extrahiert und die Losung nach Abschnitt 6.4.1 aufgearbeitet.
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6.4 Aufarbeitung der Extrakte aus Echium vulgare

6.4.1 GC-MS-Analyse

Reduktion der N-Oxide in die tertidren Formen

Je einem Teil der nach Abschnitt 6.3.2 hergestellten Echium-Extrakte (in bekanntem
Volumen 2 %-iger Ameisensdaure) wurde 0,1 M Schwefelsdure im Volumen-Verhaltnis
von 1:1 zugefiigt und nach Zugabe von 0,1 g Zinkpulver (Korngrofde < 45 um) fiir 3 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Die Losung wurde mittels Festphasenextraktion (SPE, engl.
solid phase extraction), in diesem Fall mit Konditionierung der SPE-Kartuschen durch ein
Gemisch (1:1) aus 2 % Ameisensdaure und 0,1 M H2SO04, nach Abschnitt 6.15 gereinigt

und aufkonzentriert.

Reduktion der tertiiren PAs in die freien Necin-Basen

Die eingedampften Riickstinde wurden in 50 uL. MeOH gel6ést und nach Zugabe von
300 pL. einer 0,1 M Lésung von LiAlHs in Tetrahydrofuran (THF) und sofortigem
Mischen auf dem Vortex wurde der Ansatz bei 4 °C fiir 3 h zur Reaktion gebracht. Zur
Extraktion der freien Basen wurden 1 mL CH2Cl;, 100 pL einer 10 %-igen (v/v)
Natriumhydroxid-Lésung und eine Spatelspitze Na S04 (wasserfrei) zugegeben. Nach
grindlichem Mischen auf dem Vortex wurde die Losung iiber eine Pasteurpipette mit
Glaswolle filtriert. Nach 3-maligem Nachspiilen des Reaktionsgefifies und der
Pasteurpipette mit jeweils 1 mL CH2Cl; wurden die Eluate unter dem Stickstoffstrom zur

Trockene eingedampft.

Derivatisierung

Zum trockenen Riickstand wurden 50 puL MSTFA (N-Methyl-N-(trimethylsilyl)-
trifluoroacetamide) gegeben, das Gefafd luftdicht verschlossen und die Losung fiir
30 min bei 40 °C derivatisiert. Nach Beendigung der Reaktionszeit wurde die Losung

mittels GC-MS (s. Abschnitt 6.18.1) analysiert.
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Identifizierung und quantitative Auswertung

Das durch die Aufarbeitung aus den 1,2-ungesattigten PAs entstandene Derivat di-TMS-
Retronecin und das Diastereomer di-TMS-Heliotridin (aus dem internen Standard
Heliotrin resultierend) wurden tiber den Vergleich der Retentionszeiten, der
Retentionsindices (RI) (berechnet mit Hilfe einer Mischung aus n-Alkanen (C12-Czg)) und
der Massenspektren mit denen von Referenzsubstanzen identifiziert. Zusatzlich wurden
im SIM-Modus die relativen Intensitaten der analytisch charakteristischen Fragmention-
Ionen m/z = 299 (Molekiilpeak), 183 (Basispeak) und 93 (183:93:299 = 1:0,8: 0,25)
zueinander herangezogen. Hierbei wurde eine Abweichung von <10% bei der
Identifizierung toleriert. Die Quantifizierung der PAs erfolgte durch die Bestimmung der
Gehalte in Retronecin-Aquivalenten (RA) iiber die Peakflichen der SIM-Modus-
Chromatogramme (m/z=93, 183, 299) des di-TMS-Retronecin in Bezug auf die
Peakfliche des internen Standards di-TMS-Heliotridin. Die RA-Gehalte in den einzelnen
Pflanzenorganen wurden iiber die jeweiligen Ausgangsvolumen auf die entsprechenden

Einwaagen bezogen und in pg/g Pflanzenmaterial berechnet.

m (Heliotridin) - Area (di — TMS — Retronecin)
Area (di — TMS — Heliotridin)

m (Retronecin) =

mit
m (Retronecin) Gehalt Retronecindquivalent in pg RA/g
m (Heliotridin) Gehalt Heliotridin in ug RA/g

Area (di-TMSRetronecin) Peakflache von m/z = 183 im SIM-Modus des di-TMS-Retronecin-
dquivalents

Area (di-TMS-Heliotridin) Peakflache von m/z = 183 im SIM-Modus des di-TMS-Heliotridin

Mit Hilfe der in Abschnitt 6.4.2 ermittelten prozentualen Verteilung der einzelnen PAs in
den Pflanzenorganen aus E.vulgare und ihren Molekularmassen konnten die RA auf

absolute PA-Gehalte in mg/g hochgerechnet werden.
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_ % (PA) - m (Retronecin)
Gehalt (PA) = Z < M (Retronecin) M (PA)>

mit

Gehalt (PA) Gesamt-Gehalt der PAs in den Pflanzenorganen in mg/g

% (PA) prozentualer Anteil des einzelnen PAs am PA-Gehalt (s. Abschnitt 3.1.1)
M (Retronecin) Molekulargewicht Retronecin 155 g/mol

M (PA) Molekulargewicht des einzelnen PAs in g/mol (Echimidin M = 397,

Echimidin-N-Oxid M =413, Vulgarin M =397, Vulgarin-N-OxidM = 413,
Acetylechimidin M =439, Actylechimidin-N-Oxid M = 455, Acetylvulgarin
M =439, Acetylvulgarin-N-Oxid M = 455)

6.4.2 LC-MS-Analyse

Bliitenkopfe, Blitter, Stingel, Hauptwurzeln, Nebenwurzeln und Pollen

Uber SPE (s.Abschnitt 6.15) wurde je ein Teil der in Abschnitt 6.3.2 hergestellten
Echium-Extrakte gereinigt und aufkonzentriert.

Die eingedampften Eluate der SPE wurden in 2mL MeOH aufgenommen. Die
methanolischen Loésungen der Bliiten-, Stangel- und Hauptwurzelextrakte wurden 1:2
mit der LC-MS-Fliefdmittel-Mischung (50/50) (s. Abschnitt 6.19) gel6st und zur Messung
eingesetzt. Von den methanolischen Losungen aus den Bliattern und Nebenwurzeln
wurden 400 pL im Luftstrom eingedampft und in 40 puL der LC-MS-Flief3mittel-Mischung
(50/50) aufgenommen und analysiert (s. Abschnitt 6.19).

Nektar

Der Nektar wurde direkt im Verhaltnis 1:1 mit der LC-MS-Flief3mittel-Mischung (50/50)

verdiinnt und zur Messung (s. Abschnitt 6.19) eingesetzt.

Identifizierung und prozentuale PA-Verteilung

Die einzelnen PAs wurden zum einen iiber den Vergleich mit LC-MS- und ESI-MS-
Messungen von Echimidin und Echimidin-N-Oxid im EPI-Modus (Enhanced Product Ion)

(Product of 398 bzw. 414, s. Abschnitt 6.19) identifiziert. Und zum anderen wurden die
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PAs im Echium-Extrakt, von denen keine Standardsubstanzen fiir Vergleichsmessungen
zur Verfligung standen, mittels LC-MS-Messungen im EMS-Modus (Enhanced MS) und
im Vergleich mit den Literaturdaten (Boppré et al, 2005; Betteridge et al, 2005;
Colegate et al,, 2005) tiber ihre protonierten Molekiilgewichte ([M+H]*; Q1) ermittelt.
Mit Hilfe dieser kombinierten Methode wurden folgende PAs identifiziert: Echimidin
([M+H]*=398), Echimidin-N-Oxid ([M+H]*=414), Vulgarin ([M+H]*=398), Vulgarin-
N-Oxid ([M+H]*=414), Acetylechimidin ([M+H]*=440), Actylechimidin-N-Oxid
([M+H]*=456), Acetylvulgarin ([M+H]*= 440) und Acetylvulgarin-N-Oxid
([M+H]*= 456).

Uber LC-MS-Messungen der beiden Standards Echimidin und Echimidin-N-Oxid
(Synthese aus Echimidin nach Abschnitt 6.5) und fiir die restlichen PAs wiederum iiber
den Vergleich mit den Literaturdaten, konnte fiir jedes einzelne PA das spezifische
Fragmentierungsmuster (im EPI-Modus) und jeweils das Fragment mit dem
intensivsten Masseniibergang von Q1 ([M+H]*) auf Q3 (Fragment) im MRM-Modus
(Multiple Reaction Monitoring)ermittelt werden.

Die prozentualen Anteile eines jeden PAs am Gesamt-PA-Gehalt wurde iiber die
Peakflachen des fiir jedes PA spezifischen intensivsten Masseniibergangs aus den LC-

ESI-MS-MS-Messungen im MRM-Mode (s. Abschnitt 6.19) ndherungsweise abgeschatzt.

Area (PA)

Y.(Area (PA)) +100

PA (%) =
mit

Area (PA) Peakfliche des spezifischen intensivsten Masseniibergangs U

PA U
Echimidin 398 —» 120
Echimidin-N-Oxid 414 — 254
Vulgarin 398 — 94
Vulgarin-N-Oxid 414 — 172
Acetylechimidin 440 — 120
Actylechimidin-N-Oxid 456 — 254
Acetylvulgarin 440 — 180

Acetylvulgarin-N-Oxid 456 — 298




Material und Methoden 103

6.5 Synthese von Pyrrolizidinalkaloid-N-Oxiden

Angelehnt an die von Cymerman Craig und Purushothaman publizierte Methode zur
N-Oxidierung tertidrer Amine wurden die N-Oxidierungen der PAs durchgefiihrt
(Cymerman Craig und Purushothaman, 1970).

Von dem tertidren PA-Gemisch aus S.vernalis (s. Abschnitt 6.3.1), Echimidin bzw.
Monocrotalin wurden 0,1 g in 10 mL CH2Cl; gelost und im Eisbad bei 0 —5 °C gerthrt.
Tropfenweise wurden in 2 -3 mL CH2Cl; geloste 0,1278 g m-Chlorperbenzoesédure
zugegeben und die Mischung fiir 1 h geriihrt. Weitere 15 min wurde die Reaktionslésung
unter Riihren bis auf Raumtemperatur erwarmt.

Das Reaktionsgemisch wurde sdaulenchromatographisch mit 5g basischem
Aluminiumoxid (100 — 200 mesh) aufgereinigt. Die Saule wurde mit 10 mL CH2Cl; zur
Entfernung nicht abreagierter Edukte gespiilt, und die N-Oxide wurden mit einer
Mischung aus MeOH/ CH:Cl> (1/3; v/v) eluiert. Die abschliefdende Aufreinigung fand
durch Umkristallisation aus Aceton bei 4 °C statt. Die Ausbeute an N-Oxiden lag im

Bereich von 83 bis 89 %.

6.6 Synthese von 1,2-Dihydromonocrotalin

Die Hydrierung von Monocrotalin zu 1,2-Dihydromonocrotalin (s. Abb. 49) basiert auf

der Vorlage von Marin-Loazia et al. (Marin Loaiza et al, 2008).

/ Z OH:,OH Z OHZ.OH
O (0}
o“ o H Rh/C, H, o |
: RT z
A\
N N
Monocrotalin 1,2-Dihydromonocrotalin

Abb. 49 Dihydrierungs-Reaktion von Monocrotalin in seine 1,2-gesattigte Form 1,2-
Dihydromonocrotalin.

Die Reaktion wurde wiederholt mit 0,03 — 0,05 g Monocrotalin gelést in 2 mL THF
durchgefithrt. Zu der Losung wird eine Spatelspitze Rhodium/Kohle (Rh/C) als



104 Material und Methoden

Katalysator gegeben, das Reaktionsgefdfd evakuiert und anschlieffend mit Wasserstoff
beliiftet. Unter Wasserstoffatmosphdre wird iiber Nacht bei Raumtemperatur unter
Lichtausschluss geriihrt. Nach Beendigung der Reaktion wird in einer schnellen Abfolge
das Reaktionsgemisch auf 2 mL Eppendorf Gefaf3en verteilt, 30 s zur Entfernung der
Hauptmenge an Katalysator zentrifugiert, die Uberstinde abdekantiert und das
Losungsmittel im Stickstoffstrom verdampft. Der Riickstand wird in 1 mL MeOH gelost
und durch einen 0,2 pm Membranfilter (PALL Europe Ltd., Hampshire, UK) von
unldslichen Resten befreit. Die Aufreinigung der Reaktionsprodukte erfolgte mittels
Saulenchromatographie mit 4-5¢g Kieselgel 60 (230 — 400 mesh) und
CH2Clz/MeOH/NH4OHconec (83/15/2; v/v/v) als Fliefimittel. Die einzelnen Fraktionen
wurden mittels GC-FID-NPD (s. Abschnitt 6.17) und GC-MS (s. Abschnitt 6.18) auf die
Reinheit von 1,2-Dihydromonocrotalin tiberpriift und die reinen Fraktionen vereint. Die

durchschnittliche Ausbeute lag bei 40 %.

6.7 14C-markierte Pyrrolizidinalkaloide

Die 14C-markierten PAs wurden von Frau Theuring, Mitarbeiterin des Instituts fiir
Pharmazeutische Biologie der TU Braunschweig, synthetisiert und fiir die
Flitterungsversuche zur Verfiigung gestellt. Die Synthese erfolgte wie bei Hartmann
1994 beschrieben (Hartmann, 1994). Die spezifische Radioaktivitit wurde fiir

[14C]Senecionin und [1*C]Senecionin-N-Oxid mit 29,2 mCi/mmol berechnet.
6.8 Bienen
Sommerbienen (Apis mellifera L.) fiir die Fiitterungsversuche mit Arbeiterinnen

(s. Abschnitt 6.10.1 und 6.10.2) wurden von einer Wabe aus dem Randbereich eines

Bienenstocks gesammelt.
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6.9 Larven

Fiir die Larvenversuche (s.Abschnitt 6.10.4) dienten frisch geschliipfte Larven der
Honigbiene (Apis mellifera L.). Waben mit frisch gelegten Eiern wurden aus dem
Bienenstock entnommen und fiir den Schlupf ins Labor in einen Brutschrank bei 25 °C

transferiert.

6.10 Fiitterungsversuche

6.10.1 Fiitterung von Arbeiterinnen — , antifeedant-Effekt” und
Toxizitat

Als Grundlage fiir die Fiitterungsversuche dienten die Richtlinien der OECD
(Organisation for Economic Co-operation and Development) (1998). Durchgefiihrt
wurden die Versuche im Sommer 2007 und 2008 im Bieneninstitut des LAVES
(Niedersachsisches Landesamt fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit) in
Celle.

Die Bienen (s. Abschnitt 6.8) wurden frith morgens dem Volk entnommen und an einem
dunklen Ort fir 2-3 h zum Hungern deponiert. Nach Erreichen des Hungerzustandes
(Kontrolle durch Narkotisierung von zehn Bienen mit gasférmigem Kohlenstoffdioxid
und Uberpriifung auf geleerte Honigmégen) wurden die Bienen in Zehnergruppen in die
Testkafige umgesetzt und mit den Testlosungen und Wasser versorgt. Sie wurden fiir die
Zeit von insgesamt 48 h bei einer Temperatur von 25 * 2°C und einer relativen
Luftfeuchtigkeit von 50 — 70 % gehalten. Nach 2 h wurden die Testlésungen entnommen
und fiir die restlichen 46 h durch eine undotierte 50 %ige (w/w) Saccharose-Losung
ersetzt.

Die entsprechenden Testkomponenten (PA-Gemisch, PA-N-Oxid-Gemisch, Monocrotalin
und 1,2-Dihydromonocrotalin) wurden in den Konzentrationen 0,02, 0,2 und 2 % (im
Sommer 2007 zuséatzlich 0,002 %) in 50 %-iger (w/w) Saccharose-Losung gelost. Pro
Durchgang wurden von jeder Konzentration drei Kafige a zehn Bienen getestet. Fiir jede
Testkomponente wurden drei unabhangige Durchgange durchgefiihrt. Das entspricht 90

einzelnen Bienen pro Datenpunkt. Bei jedem Durchgang wurden drei Kifige a zehn
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Bienen als Kontrolle mitgefiihrt, die liber die gesamte Zeit undotierte Saccharose-Losung
bekommen haben. Als eine andere Kontrolle wurden ebenfalls pro Durchgang drei
Kifige 4 zehn Bienen mitgefiihrt, denen wahrend der ersten zwei Stunden des Versuchs
noch keine Futterlosung zur Verfligung stand.

Jeder Kéfig wurde nach 2, 4, 6, 24, 30 und 48 h auf tote Bienen untersucht. Diese wurden
aussortiert und fiir die spatere Analyse getrennt nach den Zeitpunkten eingefroren und
lyophilisiert aufbewahrt.

Direkt nach Ablauf des Versuchs wurden die Bienen mit gasférmigem Kohlenstoffdioxid
narkotisiert, bei -18 °C gelagert und vor der Analyse lyophilisiert. Die Bienen, die mit
Monocrotalin und 1,2-Dihydromonocrotalin gefiittert wurden, wurden nach der
Methode in Abschnitt 6.12.1 analysiert, die Bienen aus den Fiitterungsversuchen mit
dem PA-Gemisch nach Abschnitt 6.12.2 und die mit den PA-N-Oxiden gefiitterten Bienen
gemaf$ Abschnitt 6.12.3.

6.10.2 Fiitterung von Arbeiterinnen — Weitergabe von

Pyrrolizidinalkaloiden

Die Versuche fanden im Sommer 2007 im Bieneninstitut des LAVES in Celle statt.
Prinzipieller Aufbau, Bienenvorbereitung, Bedingungen im Brutschrank, Saccharose-
Losung und Narkotisierung entsprachen den Angaben in Abschnitt 6.10.1. In zwei
Kifigen wurden jeweils Gruppen von zehn farbig markierten hungrigen Bienen gesetzt,
wovon die Bienen eines Kifigs eine Futterlosung mit 2 % und die Bienen des anderen
Kafigs eine Futterlosung mit 0,2 % tertidrem PA-Gemisch fiir 1 h angeboten bekam. Die
Futterlésungen wurden entfernt und in jeden Kéfig wurden zehn unmarkierte hungrige
Bienen hinzugegeben. Nach einer weiteren Stunde wurde der Versuch beendet und die
Bienen wie unter 6.10.1 beschrieben bis zur Analyse nach 6.12.1 aufbewahrt. Es wurden

drei Wiederholungen durchgefiihrt.

6.10.3 Fitterung von Arbeiterinnen — Verteilung im Bienenkorper

Frisch geschliipfte Bienen wurden in einem mit Gaze bedecktem Gefaf3 fiir 2 h zum
Erreichen des Hungerzustandes an einem dunklen Ort aufbewahrt. Als Futterlésung
diente eine 50 %-ige Saccharose-Losung mit [1#C]Senecionin (85172 cpm/10 pL) und
eine Saccharose-Losung mit [14C]Senenionin-N-Oxid (119230 cpm/10 pL). Einzelne
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hungrige Bienen wurden an den Fligeln aus dem Gefafd entnommen. So fixiert und auf
dem Riicken liegend wurde den Bienen 10 pL Futterlosung tropfenweise aus einer
Mikroliterpipette (2-10 mL) angeboten, die die Bienen mit ihrem Riissel direkt von der
Spitze absaugten (s. Abb. 36).

Jede gefiitterte Biene wurde einzeln in runden Plastikboxen, die mit einem Eppendorf
Gefafd (2 mL) mit ,normaler” 50 % -iger Saccharose-Losung ausgestattet waren, in einen
Brutschrank mit den in Abschnitt 6.10.1 genannten Bedingungen gestellt. Nach 3, 24 und
48 h wurden jeweils fiinf Bienen mit Diethylether betdubt und unverziiglich nach
Abschnitt 6.12.4 entsprechend analysiert. Die Betdubung mit Diethylether war
notwendig, da fiir die Abnahme der Hamolymphe die Korperfliissigkeit in der Biene

durch den Herzschlauch weiter gepumpt werden musste.

6.10.4 Larven

Die Fiitterungsversuche fanden im Sommer 2009 im Bieneninstitut des LAVES in Celle

basierend auf der von Aupinel et al. entwickelten Methode (Aupinel et al, 2005) statt.

Dit A ; B C c c Ambrosia-
Zuckerlasung
| Didt pro Larve 30
[ P 20 20 mit PAs 40 a0
I I I 1 I I I I I I —// 4
Tag-3 Tag2 Tag! TagD Tag! T2ag2  Tagd Taga Tagf Tagh  Tag? Tag 15 Tag 22
iEiabIagei Inkubation i Larvenphase i Yerpuppung i Schlupf
' ' : 34°C, 95% rel Feuchte T " L
Umlalirven i 80% rel.Feuchte iBD%reI.Feuchtei
inwiva inwvitra Yersuchsende
im Bienenstock im Lahor

Abb. 50 Zeitablauf der Larven-Fiitterungsversuche

Die Fiitterung der Larven wurde in durch Autoklavieren sterilisierten Weiselzellen aus
Polystyrol in 48 Well Plates (Greiner Bio-One GmbH, Solingen, Deutschland)
durchgefiihrt. In den Lochern der Platten befanden sich zur Erhéhung Stiicke von
Dentalwatterollen, die mit 200 pL einer Losung aus 15,5 % (w/w) Glycerol in 0,4 %
(w/w) Methylbenzethoniumchlorid getrankt waren. Die Didten A, B und C, die den
Larven an Tag 1 (20 pL Diat A pro Larve), Tag 3 (20 pL Diat B pro Larve) und den Tagen
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4, 5 und 6 (30, 40, 50 pL Diat C pro Larve) angeboten wurden, setzten sich aus Gelée
Royal, Hefeextrakt, Fruktose und Glukose in unterschiedlichen Verhéaltnissen

zusammen:

Diat A:
50 % Gelée Royal + 50 % einer wassrigen Losung aus 2 % Hefeextrakt, 12 % Fruktose

und 12 % Glukose

Diat B:
50 % Gelée Royal + 50 % einer wassrigen Losung aus 3 % Hefeextrakt, 15 % Fruktose

und 15 % Glukose

Diat C:
50 % Gelée Royal + 50 % einer wassrigen Losung aus 4 % Hefeextrakt, 18 % Fruktose

und 18 % Glukose

Die wassrige Losung jeder Diat wird vor dem Vermischen mit dem Gelée Royal durch
einen Membranfilter von Schwebstoffen befreit.

An Tag 1 wurden die geschliipften Larven in die mit 20 pL Diat A versehenen
Weiselzellen umgelarvt und die mit Larven versehenen Kulturplatten in hermetisch
abgeschlossene Exsikkatoren (30,5 x 30,5 x 30,5 cm, Nalgene®Labware, Thermo Fischer
Scientific Inc., Waltham, USA) in den auf 34 °C temperierten Brutschrank gestellt.

Die relative Luftfeuchtigkeit in den Exsikkatoren wurde an die natiirlichen Bedingungen

im Bienenstock wahrend der entsprechenden Entwicklungsstadien der Larve angepasst:

Tag 1 —7: 95 % relative Luftfeuchtigkeit; Zugabe von K2S04-Losung gesattigt (150 g/L)
auf dem Exsikkatorboden
Tag 8 — 22: 80 % relative Luftfeuchtigkeit; Zugabe von NaCl-Losung gesattigt (410 g/L)

auf dem Exsikkatorboden

Der zeitliche Ablauf des Versuchs ist Abb. 50 zu entnehmen.

An Tag15 wurden die Platten mit den Larven in Plastikboxen (11x15x12cm),
ausgestattet mit Ambrosia-Zuckersirup, transferiert.

Im Test auf akute Toxizitit wurde an Tag 4 die Diat C mit jeweils der entsprechenden
Testsubstanz (Monocrotalin, Monocrotalin-N-Oxid bzw. 1,2-Dihydromonocrotalin) in
den verschiedenen Konzentrationen 0,002, 0,02, 0,2 und 2 % (w/w) versehen. Mit jeder

Testsubstanz wurden drei unabhdngige Wiederholungen mit jeweils einer Platte



Material und Methoden 109

(entspricht 48 Larven) pro Konzentration zuziiglich einer 0 %-Kontroll-Platte

durchgefiihrt.

An den Tagen 6, 8, 15 und 22 wurden die verstorbenen Larven gezahlt und von der
Platte entnommen.

In der ersten Versuchswiederholung mit Monocrotalin-N-Oxid wurden an Tag 8 die 33
Verstorbenen von insgesamt 48 Larven der 2 %-Platte vorsichtig den Zellen
entnommen, mit Wasser abgespiilt und, ebenso wie die restliche Didt aus den
entsprechenden 33 Zellen und die von der Fiitterung verbliebene 2 %-ige Monocrotalin-
N-Oxid-Diat, bis zur qualitativen Analyse auf Monocrotalin sowohl in N-oxidierter als

auch in tertidarer Form (s. Abschnitt 6.13) tiefgefroren aufbewahrt.

6.11 Choice-Test-Versuch mit adulten Bienen

Ein Volk Sommerbienen (Apis mellifera L.) des Bieneninstituts Celle (LAVES) wurde im
Mai 2010 im Institutsgarten auf einen Futterplatz antrainiert. Dazu wurde ein mit
50 %-iger Saccharose-Losung gefiilltes, auf einer blauen Holzplatte (ca. 10 x 10 cm)
stehendes, durchsichtiges Plexiglasgefafs zu Beginn direkt vor den Eingang des
Bienenstocks gestellt. Sobald diese Futterquelle von den Bienen akzeptiert wurde und
sie regelmaflig zum Fressen kamen, wurde das Gefaf? in kleinen Schritten (ca. 0,5 m), die
mit zunehmender Entfernung vergrofdert wurden, weiter entfernt und anschlieféend in
einer Entfernung von ungefihr 10 m platziert werden. Die Bienen, die an dem
Futterplatz anzutreffen waren, wurden mit einem Lackstift gelb markiert. Bei einer
Gesamtzahl von ca. 60 markierten Bienen wurden die blaue Holzplatte entfernt und die
Versuche nach einer ca. 2-stiindigen Antrainierphase gestartet.

Als PA-Testsubstanzen wurden das Gemisch aus tertidren PAs aus S. vernalis
(s. Abschnitt 6.3.1) das Gemisch der entsprechenden N-Oxide (s. Abschnitt 6.5), reines
(kduflich erworbenes) Echimidin und das daraus synthetisierte Echimidin-N-Oxid
(s. Abschnitt 6.5) eingesetzt. Die Konzentrationen von 0,2, 0,02, 0,002 und 0,0002 % in
30 %-iger Saccharose-Losung wurden zusammen mit 30 %-iger Saccharose-Losung als
Kontrolle getestet.

Der folgende Ablauf wurde mit einer handelsiiblichen digitalen Videokamera fiir die

spatere Versuchsauswertung aufgezeichnet.
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Pro Durchgang wurden alle Konzentrationen einer Testsubstanz zusammen mit einer

Kontrolle in ca. 2 cm hohen durchsichtigen Glasschalen (5 x5 cm) auf einem grauen
Tablett (30 x 60 cm) auf den Futterplatz platziert. Die Bienen wurden fiir einige Zeit zum
Fressen an die Schalen gelassen. Nach ca. 30 s wurden alle Bienen mit den Handen
verscheucht, die Platze der Schalen willkiirlich vertauscht und mit dem erneuten Anflug
der Bienen der niachste Durchgang gestartet. Das Verscheuchen, Vertauschen der
Schalen und Anfliegen lassen der Bienen wurde solange wiederholt, bis das Futter der
ersten Schale leer war. Dann wurde das Tablett mit den Glasschalen gegen das nachste
Tablett mit einem neuen Set an Schalen mit der nachsten zu testenden PA-Substanz
getauscht.

Zur Auswertung des Versuchs wurde das Video herangezogen. Jede einzelne
Futterlosung in den Schalen wurde hinsichtlich ihrer Attraktivitat fiir die Bienen
betrachtet. Die Bienen wurden dazu in vier verschiedene Gruppen unterteilt: (i) alle gelb
markierten Bienen, die eine Schale anflogen, (ii) alle gelb markierten Bienen, die nach
kurzem Testen des Futter wieder von der Schale abflogen, (iii) alle Bienen, markiert und
nicht markiert, die eine Schale anflogen und (iv) alle Bienen (wie bei iii), die von der
Schale nach dem Probieren des Futter wieder abflogen.

Die Ergebnisse des Choice-Tests wurden aus allen Bienen erstellt, die in das
Testgeschehen involviert waren. Die Anzahl ,fressender Bienen“ beinhaltet alle Bienen,
die wahrend eines Durchgangs von der Futterlésung gefressen haben. Sie berechnet sich

aus Gruppe (iii) abztiglich der Gruppe (iv).
Anzahl fressende Bienen = Anzahl Gruppe (iii) — Anzahl Gruppe (iv)

Die Anzahl ,abgeschreckte Bienen“ ergibt sich aus den Bienen der Gruppe (iv). Die

Bienen der Gruppe (iii) ergeben die Anzahl ,angeflogene Bienen".

6.12 Analyse von Arbeiterinnen auf

Pyrrolizidinalkaloide

Die lyophilisierten Bienen in Eppendorf Gefafden (2 mL) wurden mit Edelstahlkugeln
(d =1-4 mm) im Paintshaker (Merris Minimax MK4, Glattbrugg, Switzerland) zweimal
fiir 90 s pulverisiert. Im Fall der Proben, die nach den Methoden in Abschnitt 6.12.2 bzw.
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6.12.3 aufgearbeitet wurden (Fitterungen mit PA-Gemisch und mit PA-N-Oxiden)
erfolgte hier die Zugabe des internen Standards fiir die Quantifizierung in Form von
50 pL einer Monocrotalin-Standard-Losung (1 mg/mL in MeOH). Zur Extraktion der PAs
wurde in zwei Schritten mit 500 uL. 1 M HCl nach zweimal 90 s intensiven Mischens im
Paintshaker fiir 10 min die Losung inkubiert und anschliefSend fiir 10 min bei
12 000 U/min zentrifugiert. Die vereinten Extraktiiberstinde wurden den Hinweisen
zur weiteren Analyse in Abschnitt 6.10.1 und 6.10.2 entsprechend nach den drei

folgenden Methoden in Abschnitt 6.12.1 bis 6.12.3 aufgearbeitet.

6.12.1 Methode A

Diese Methode fand bei den Bienen der Fiitterungsversuche mit Monocrotalin, 1,2-
Dihydromonocrotalin (s. Abschnitt 6.10.1) und der Versuche zum PA-Transfer
(s. Abschnitt 6.10.2) Anwendung. Der erhaltene Extrakt wurde mit NH4OHconc alkalisiert,
tiber eine Extrelut®-Siaule nach Abschnitt 6.14 von unerwiinschten Begleitstoffen
gereinigt und fiir die Messung vorbereitet. Die Identifizierung der jeweiligen PA-
Strukturen erfolgte liber GC-MS-Messung (s. Abschnitt 6.18.2) durch den Vergleich der
Spektren und der Retentionsindizes (RI) mit denen von Referenzsubstanzen (Witte et
al, 1992). Der PA-Gehalt wurde iiber den externen Standard Heliotrin (1 mg/mL in
MeOH) mittels GC-FID/NPD-Messung (s. Abschnitt 6.17) quantifiziert.

6.12.2 Methode B

Angewandt bei den Bienen aus den Fiitterungsversuchen mit dem PA-Gemisch
(s. Abschnitt 4.10.1). Der Extrakt wurde gemafd Abschnitt 6.12.1 aufgearbeitet. Die

Quantifizierung erfolgte hierbei iiber den internen Standard Monocrotalin.

6.12.3 Methode C

Angewandt bei den Bienen aus den Fitterungsversuchen mit PA-N-Oxiden (s. Abschnitt
4.10.1), zur Bestimmung von tertiaren PAs und PA-N-Oxiden gleichzeitig. Der nach 6.11
erhaltene Extrakt wurde nach der Zentrifugation in zwei gleiche Teile getrennt. Ein Teil
wurde gemafd 6.12.2 zur Bestimmung des tertidren PA-Gehalts aufgearbeitet. Der andere
Teil wurde im Vorfeld durch Zugabe von Zinkpulver (< 45 pm) bei Raumtemperatur zur

Reduktion der PA-N-Oxide geriihrt und anschliefend gemaf3 der Methode in 6.12.2 fir
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die Messungen vorbereitet. Aus ihm geht der Anteil der tertidren PAs und der PA-
N-Oxide (Gesamt-PA-Gehalt in den Proben) hervor. Der Gehalt an PA-N-Oxiden ergibt

sich durch Subtraktion des Gehaltes an tertidren PAs vom Gesamt-PA-Gehalt.

6.12.4 Analyse von Arbeiterinnen auf Radioaktivitatsverteilung

Den betdubten Bienen wurde zwischen der zweiten und dritten Tergite
(Riickenschuppe) durch leichtes Eindriicken mit einer Mikropipette (5 pL) aus Glas die
Hamolymphe entnommen und anschliefiend der Koérper in die Organe Honigblase,
Mitteldarm, Kotblase und verbleibender Korper (entspricht zum Grofdteil Fettkorper)
fiir die getrennte Szintillations-Messung auf Radioaktivitdt separiert. Die Mikropipette
wurde mit leichtem Luftdruck entleert und die Hamolymphe mit 500 uL. Wasser
verdiinnt. Aus allen Korperorganen wurde auf die gleiche Weise ein Extrakt fiir die
Messung gewonnen. Hierzu wurde zu den Kérperorganen in 2 mL Eppendorf Gefafsen
500 pL der organischen Aufschlusslosung ,solvable™ solution“ (Perkin Elmer Boston,
USA) gegeben, das Gefafi griindlich auf dem Vortex gemischt und die Losung iiber Nacht
bei Raumtemperatur stehen gelassen.

Von allen Extrakten und der Hamolymphlésung wurden zwei Aliquote von je 200 pL
entnommen, mit 5 mL ,Lumasafe™ plus“ Cocktail (LUMA LSC B.V. Groningen, The
Netherlands) vermengt und die Losungen mittels Szintillationsmessung (LS 6500 Multi-
Purpose Scintillation Counter, Beckmann Coulter, Inc., Brea, USA) gemessen. Die

Aktivitat wurde auf die Ausgangsmengen hochgerechnet.

6.13 Analyse von Larven auf Pyrrolizidinalkaloide

Aus den 33 verstorbenen Larven wurde ein Gesamtextrakt mit zweimal 500 uL H2SO04
(0,05M) gemacht und dieser mittels Festphasenextraktion (s.Abschnitt 6.15,
Konditionierung mit 0,05M H2S04) gereinigt und aufkonzentriert. Die unter
Stickstoffstrom eingedampften Riickstinde wurden in 200 uL der LC-MS-Flief3mittel-
Mischung (50/50) aufgenommen und Verdiinnungen dieser Lésungen von 1:1000
mittels ESI-MS (s. Abschnitt 6.20) hinsichtlich des qualitativen Gehalts an Monocrotalin-

N-Oxid sowie tertiarem Monocrotalin gemessen.
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6.14 Probenaufreinigung mittels Extrelut®

Die basischen Extrakte wurden zur Aufreinigung auf eine Sdule Extrelut® NT20 (Merck,
Darmstadt, Germany) (1,4 mL Extrakt/g Extrelut®) gegeben, und nach einer
Inkubationszeit von 10 min wurden die PAs zweimal mit je 6 mL CH:Cl; eluiert. Das
Eluat wurde am Rotationsverdampfer eingedampft, der Riickstand in 50 pL. MeOH

aufgenommen und fiir die Messungen (Abschnitt 6.17) eingesetzt.

6.15 Festphasenextraktion SPE an PCX

Die SPE an einer Vakkum-Vorrichtung diente der Reinigung und der Aufkonzentrierung
der sauren Extrakte aus den Abschnitten 6.4.1, 6.4.2 und 6.13. Die SPE Kartuschen
(Bond Elut Plexa PCX 200 mg, 6 mL, Varian, Inc, Palo Alto, USA) wurden im ersten Schritt
mit 6 mL MeOH und im zweiten Schritt mit der Saure bzw. dem Saure-Gemisch, in der
bzw. dem der zu reinigende Extrakt vorliegt, konditioniert. Der Extrakt wurde
aufgegeben und mit einem Fluss von 0,5 — 1ml/min appliziert. Nach dem Waschen mit
10 mL Wasser und 4 x 3 mL MeOH wurde mit 4 mL ammoniakalischem MeOH (30 mL
NH4O0Hconc/500 mL MeOH) eluiert und die Eluate im Stickstoffstrom zur Trockene

eingedampft.

6.16 Statistische Auswertung

Die Signifikanz der Mittelwerte von Frafmengen und Mortalititen in den
Fltterungsversuchen wurden durch eine One-way-ANOVA gefolgt von einem Student-
Newman-Keuls-Test auf Signifikanz getestet. Die Tests wurden unter Verwendung von

Sigma Stat ©3.10 (Systat Software GmbH, Erkrath, Germany) durchgefiihrt.
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6.17 Gaschromatographie

GC-System Agilent Technologies 6890 N
Technologies, Wilmington, USA)

Autosampler Agilent Technologies 7683 B Series Injector, (Agilent
Technologies, Wilmington, USA)

Trennsaule Phenomenex ZB-1 (30 m x 0,25 mm, Filmdicke 0,25 um)
(Phenomenex®, Aschaffenburg, Deutschland)

Injektor Split/Splitless Injector, Split 1:10, 250 °C

Tragergas Helium 1,2 mL/min, constant flow

Temperaturprogramm 100 °C (3 min) - 6 °C/min - 310 °C (3 min)

Detektor 1 Flammenionisationsdetektor (FID), 300 °C , Makeup-Gas N>

(25 mL/min), Brenngase synthetische Luft (300 mL/min),

Wasserstoff (35 mL/min)

Detektor 2 Stickstoff-Phosphor-Detektor (NPD), 320 °C, Makeup-Gas N>
(15 mL/min), synthetische Luft (100 mL/min), Wasserstoff

(2 mL/min)

Network GC (Agilent

6.18 Gaschromatographie-Massenspektrometrie

6.18.1 Methode A

GC-System Agilent Technologies 6890 N
Technologies, Wilmington, USA)

Network GC (Agilent

Autosampler Agilent Technologies 7683 B Series Injector, (Agilent
Technologies, Wilmington, USA)
Trennsaule Phenomenex ZB-5MS (30 m x 0,25 mm, Filmdicke 0,25 um)

(Phenomenex®, Aschaffenburg, Deutschland)

Injektor Split/Splitless Injector, Splitless, 250 °C
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Tragergas Helium, 1,0 mL/min, constant flow
Temperaturprogramm 100 °C (3 min) - 6 °C/min - 310 °C (3 min)

Transferline 290 °C

MS-System Agilent Technologies 5975 B inert XL EI/CI MSD (Agilent
Technologies, Wilmington, USA)

Ionisation Elektronenstofdionisation (EI), 70 eV
Ionenquelle 230°C

Multiplier 1700-2100V

Massenbereich SIM-Modus: m/z =93, 183, 299

Die Identifizierung der jeweiligen PA-Strukturen erfolgte durch den Vergleich der
Spektren und der Retentionsindizes (RI) mit denen von Referenz-Spektren der Instituts-

Datenbank (Witte et al., 1992).

6.18.2 Methode B

GC-System Agilent Technologies 6890 N Network GC (Agilent
Technologies, Wilmington, USA)

Autosampler Agilent Technologies 7683 B Series Injector, (Agilent
Technologies, Wilmington, USA)

Trennsaule J&W DB-1 (30mx 0,32 mm, Filmdicke 0,25 pm) (Agilent
Technologies, Wilmington, USA)

Injektor Split/Splitless Injector, Split 1:10, 250 °C
Tragergas Helium, 1,2 mL/min, constant flow
Temperaturprogramm 100 °C (3 min) - 6 °C/min - 310 °C (3 min)

Transferline 310 °C
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MS-System

[onisation
Ionenquelle
Multiplier

Massenbereich

Agilent Technologies 5975 B inert XL EI/CI MSD (Agilent
Technologies, Wilmington, USA)

Elektronenstofdionisation (EI), 70 eV

230°C
1700-2100V
m/z =40 - 550

Die Identifizierung der jeweiligen PA-Strukturen erfolgte durch den Vergleich der

Spektren und der Retentionsindizes (RI) mit denen von Referenzmassenspektren der

institutseigenen PA-GC-MS-Datenbank (Witte et al,, 1992).

6.19 Hochleistungsfliissigkeitschromatographie-

Massenspektrometrie

LC-System

Trennsaule

Mobile Phase

Flussrate
Injektionsvolumen

Gradient

ESI-MS-System

Agilent Technologies 1200 Series (Agilent Technologies,
Wilmington, USA)

Discovery® HSF5 (15cmx2,1mm, 3um) (Supelco,
Bellefonte, USA)

A: 1% Ameisensdure in Wasser, B: 1 % Ameisensiure in

Acetonitril
0,3 mL/min
5 uL

0-3min: 90 % A, 3 -24min 90 -0% A, 24 - 27 min 0 % A,
27-28min0-90% A, 28 -38 min 90 % A

Applied Biosystems 3200 Q Trap LC/MS/MS System
(Applera, Darmstadt, Deutschland)
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Scan-Methoden EMS (Enhanced MS), EPI (Enhanced Product Ion) bzw. MRM
(Multiple Reaction Monitoring)

Ionisation positiv
[onenquelle 350°C
Massenbereich bei EMS: 50-650
bei EPI: Products of 398, 414, 440, 456
50-500
bei MRM:
Echimidin Q1:398; Q3:120, 220, 336
lonisationsenergie 29 eV
Vulgarin Q1:398; Q3:94, 138, 240
Ionisationsenergie 48 eV
Echimidin-N-Oxid Q1:414; Q3: 220, 254, 352
Ionisationsenergie 29 eV
Vulgarin-N-Oxid Q1:414; Q3:172, 256,314
Ionisationsenergie 48 eV
Acetylechimidin Q1:440; Q3:120, 138, 220, 322
lonisationsenergie 48 eV
Acetylvulgarin Q1:440; Q3:180, 282

lonisationsenergie 48 eV
Acetylechimidin-N-Oxid ~ Q1: 456; Q3: 220, 254, 338, 396

lonisationsenergie 48 eV
Acetylvulgarin-N-Oxid Q1:456; Q3: 298, 356

Ionisationsenergie 48 eV

6.20 Elektrosprayionisation-Massenspektrometrie

ESI-MS-System Applied Biosystems 3200 Q Trap LC/MS/MS System
(Applera, Darmstadt, Deutschland)

Ionisation positiv

Ionenquelle 350°C
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Methode A Scan-Methode: EMS (Enhanced MS)
Massenbereich 50 — 450

Methode B Scan-Methode: EPI (Enhanced Product Ion), Massen 326,
342
Massenbereich 50 — 450

[onisationsenergie 50 eV
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