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Einleitung

1. EINLEITUNG

1.1 Die Westliche Honigbiene

Als Versuchstier steht die Westliche Honigbiene im Fokus dieser Arbeit. Sie zahlt zur
Klasse der Insekten (Insecta), innerhalb derer sie zur Ordnung der Hautflugler (Hymenoptera)
und zur Familie der Echten Bienen (Apidae) gehort. Neben der Westlichen Honigbiene gibt es
je nach taxonomischer Einteilung noch bis zu elf weitere Honigbienenarten (Lo et al. 2010).
Die verbreitetste Auffassung geht weltweit von neun Arten aus, von denen acht in Asien
heimisch sind (Oldroyd und Wongsiri 2006): Apis laboriosa, A. dorsata, A. mellifera, A.
koschevnikovi, A. nigrocincta, A. nuluensis, A. cerana, A. florea und A. andreniformis.
In der vorliegenden Abhandlung wurde ausschlieflich mit der Westlichen Honigbiene (Apis
mellifera) gearbeitet. Das natiirliche Verbreitungsgebiet dieser Art erstreckt sich Uber Europa,
den vorderen Orient und Teilen Afrikas, wobei durch unterschiedliche geographische
Lebensrdaume eine Differenzierung in 26 Unterarten stattfand (Ruttner 2003, Kleinjans et al.
2012). Neben der Herausbildung von Unterarten durch natiirliche Selektion begannen
Bienenhalter ab dem 20. Jahrhundert mit der kunstlichen Kreuzung von Bienenrassen. Die
bekannteste Zuchtkreuzung ist die Buckfast-Biene von Bruder Adam, die 1916 im
gleichnamigen englischen Kloster entstand (Adam und Lengvari 1950). Die in der vorliegenden
Ausarbeitung beschriebenen Versuche beziehen sich auf diese Rasse.
Honigbienen sind eusoziale Insekten. Nach Michener (1969) wird Eusozialitat folgendermalien
definiert: (1) Brutpflege erfolgt gemeinschaftlich durch mehrere Tiere, (2) kooperative
Nahrungsbeschaffung und —verteilung, (3) die Individuen einer Gemeinschaft lassen sich
aufgrund ihrer Morphologie oder Aufgabenverteilung in verschiedene Gruppen (Kasten)
einteilen. Bei Honigbienen unterscheidet man die begattete Konigin, sterile Arbeiterinnen und
die méannlichen Drohnen. Die Arbeiterinnen lassen sich weiterhin anhand ihres Alters
unterteilen (altersbedingter Polyethismus). Erfiillt eine Gruppe von Tieren diese
Voraussetzungen, spricht man von einem Staat oder einer Kolonie. Alle Individuen in einer
solchen Kolonie sind miteinander verwandt.
Wenn nicht anders angegeben, stammen die Erl&uterungen zur Entwicklung der verschiedenen
Kasten von Jay (1963): Die Konigin legt ein Ei in eine Zelle. Ist dieses befruchtet (diploid),
entwickelt sich ein Weibchen, unbefruchtete Eier (haploid) werden zu Méannchen (Drohnen).
Nach drei Tagen schllipft aus dem Ei eine Larve. In den ersten drei Tagen werden die Larven
mit Gelée royale aus den Futtersaftdriisen der Ammenbienen gefittert (Snodgrass 1925).
Erfolgt die Fltterung im Anschluss weiterhin nur mit Gelée royale, entwickelt sich eine

Konigin, Arbeiterinnen-Larven erhalten eine Mischung aus Gelée royale, Pollen und Honig,
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Drohnen-Larven erhalten kein Gelée royale (Winston 1991). Das Larvenstadium dient vor
allem der Nahrungsaufnahme. Die Larve nimmt innerhalb kiirzester Zeit grol3e Mengen Futter
auf, wachst sehr schnell und durchl&uft mehrere Hautungen. Nach der letzten Hautung erfolgt
die Verpuppung. Im Puppenstadium bilden sich die inneren und aufReren Merkmale (Augen,
Segmente, Organe etc.) zu ihrer Adultform aus. Die Entwicklungszeiten vom Ei bis zum Imago
variieren und sind von der Bienenrasse und den Umweltbedingungen abhangig. Bei Apis
mellifera betragen diese fur Koniginnen 16 Tage, Arbeiterinnen 21 Tage und Drohnen 24 Tage.
Die folgenden Angaben zum Lebenszyklus der einzelnen Honigbienen-Kasten stammen von
Seeley (2014): Wenige Tage nach ihrem Schlupf unternimmt die jungfrauliche Konigin bei
guter Witterung ihren Hochzeitsflug. Junge Koéniginnen und Drohnen verschiedener Kolonien
treffen sich auf einem sogenannten Drohnensammelplatz (Kongregation). Die Anzahl an
Drohnen kann bis zu 20 000 betragen. Eine Konigin paart sich in der Luft mit bis zu 20 Drohnen
und speichert die Spermien in ihrer Samenblase (Vesicula seminalis). Die Drohnen sterben nach
der Verpaarung. Eine Konigin vollfuhrt in ihrem Leben nur einen Hochzeitsflug. Sie kehrt im
Anschluss zu ihrer Kolonie zurick und grindet durch Schwarmbildung einen neuen
Bienenstaat oder ersetzt eine verstorbene Konigin. Eine Kénigin kann bis zu 2000 Eier am Tag
legen, was mehr als ihrem eigenen Korpergewicht entspricht. Die Lebensspanne betrégt
mehrere Jahre.

Arbeiterinnen bilden zahlenmaRig die grolRte Gruppe innerhalb eines Staates; im Sommer
ungefahr 50000, im Winter etwa 10000 Tiere. Alle Arbeiten, die in der Kolonie anfallen, fuhrt
diese Kaste aus. Die Aufgabenteilung ist altersabhéngig, allerdings auch plastisch, wenn die
Notwendigkeit besteht (Tabelle 1). Sommerbienen leben mehrere Wochen, Winterbienen
mehrere Monate.

Drohnen dienen einzig der Befruchtung von Jungkdniginnen. Im Frihling und Sommer leben
mehrere hundert Drohnen in der Kolonie und werden von den Arbeiterinnen gepflegt. In der
Mittagszeit fliegen die Drohnen zu den Sammelplétzen aus, um eine Koénigin zu begatten. Bei
erfolgreicher Paarung stirbt der Drohn, ansonsten kehrt er zu seinem Volk zurlick und
wiederholt die Ausfliige. Im Spatsommer beginnt die sogenannte Drohnenschlacht: Alle noch
in der Kolonie befindlichen Drohnen werden entweder von den Arbeiterinnen getotet oder aus
dem Volk vertrieben. Dies dient der Einsparung von Vorraten. Die Lebensspanne der

Mannchen betragt daher maximal eine Saison.
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Tabelle 1: Altersbedingte Aufgabenteilung bei Arbeiterinnen von Apis mellifera

Alter in Tagen Aufgaben
1-2 Hygienearbeiten und Brut wérmen
3-5 Fattern der Altlarven
6-11 Futtern der Junglarven
12-17 Wachserzeugung, Wabenbau
18-21 Wachterbienen am Flugloch
Ab 21 Sammeln (Nektar, Wasser, Harze, Pollen)

1.2 Bedeutung der Honigbiene

Die Honigbiene ist ein bedeutender Okosystem-Dienstleister. Eine besondere Stellung
nimmt hierbei die Westliche Honigbiene Apis mellifera ein, da diese aufgrund ihrer imkerlichen
Eigenschaften weltweit verbreitet ist (Requier et al. 2019). Insgesamt wird der weltweite
wirtschaftliche Wert von bestdubenden Insekten auf 153 Milliarden Euro pro Jahr geschatzt
(Gallai et al. 2009). Der Nutzen liegt dabei vor allem in der Bestauberleistung der 100
wichtigsten landwirtschaftlichen Nahrungspflanzen. Uber 75% der globalen Nutzpflanzen sind
auf die Bestdubung angewiesen, wovon Bienen einen Anteil von etwa 70% durchfuhren
(Machado 2004). Daher gilt die Honigbiene als eines der wichtigsten Nutztiere des Menschen
(Klein et al. 2006, Hanley et al. 2015).

1.3 Bienensterben (Colony Collapse Disorder, CCD)

Mitte bis Ende der 2000er Jahre kam es in den Vereinigten Staaten zu erheblichen
Volkerverlusten (VanEngelsdorp et al. 2007, VanEngelsdorp et al. 2008), die nach Cox-Foster
et al. (2007) mehrere Gemeinsamkeiten aufwiesen: (1) Hoher Verlust an Arbeiterinnen bei
Vorhandensein grof3er Brutareale, (2) das Fehlen toter Bienen im und um den betroffenen
Bienenstock, (3) ein erst nachtraglicher Befall mit Bienenschadlingen wie Wachsmotte oder
Kleiner Beutenk&fer und Ausrdubern durch benachbarte Bienenvolker. Diese Symptomatik
wurde spater unter dem Begriff Colony Collapse Disorder (CCD) zusammengefasst (Ellis et al.
2010). Volkerverluste mit diesen Charakteristika wurden bisher nur aus den Vereinigten
Staaten berichtet (Williams et al. 2010). Mdgliche Ausléser zu benennen erweist sich als
schwierig und sind weiterhin Gegenstand der Forschung. Es ist evident, dass nicht nur eine
Ursache fir dieses Phanomen verantwortlich sein kann. Ellis et al. (2010) nennen mehrere
Faktoren, deren Relevanz wissenschaftlich diskutiert werden: (1) Bienenpathogene (Nosema-

Infektionen, Varroose, Viruserkrankungen), (2) die imkerliche Betriebsweise, (3) verarmte
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genetische Diversitat, (4) Einsatz von Chemikalien im Bienenvolk und (5) in der Umwelt, (6)
eingeschrankte Futterressourcen und (7) synergistische Effekte zwischen zwei oder mehr der
genannten Faktoren.

Insgesamt nahm in den letzten finf Dekaden die Anzahl an Bienenvélkern weltweit um ca. 50%
zu (Aizen und Harder 2009). Allerdings verzerrt diese Darstellung die Entwicklungen in
einzelnen Staaten oder Erdteilen. Europa und die Vereinigten Staaten verzeichnen in diesem
Zeitraum einen Rickgang an Bienenvélkern um 26% bzw. 50%. Die dennoch positive Tendenz
basiert auf den Zuwachsen in Asien (426%) und Afrika (130%). Diese Diskrepanzen lassen
sich nicht nur inter-, sondern auch intrakontinental beobachten (VanEngelsdorp und Meixner
2010). Zudem ist die Menge an Nutzpflanzen, die auf Bestdubung angewiesen sind, im gleichen
Zeitraum um 300% gestiegen. Dies fiihrt zu einer wachsenden Unsicherheit der zukinftigen
Nahrungsmittelproduktion und dramatisiert den Riickgang an Bestaubern zusétzlich (Aizen und
Harder 2009).

1.4 Pflanzenschutzmittel

Die Weltbevolkerung umfasst derzeit knapp acht Milliarden Menschen und soll bis zum
Jahr 2050 auf knapp zehn Milliarden ansteigen (Gerland et al. 2014). Um diese zusétzlichen
Menschen zu erndhren und anzukleiden, muss die Produktion an Nahrung und pflanzlichen
Fasern erh6ht werden; es wird vermutet, dass sich bis zum Jahr 2050 der Nahrungsmittelbedarf
verdoppeln wird (Bodirsky et al. 2015). Aufgrund fehlender Landareale ist die Schaffung
zusétzlicher Agrarflachen in einem Grof3teil der Welt nicht moglich. Es ist daher notwendig,
den Ertrag pro Flache zu steigern (Popp et al. 2013). In Europa ist die agrarwirtschaftliche
Flache bei einer gleichzeitigen Ertragssteigerung seit den 1960er Jahren sogar um 13%
zuriickgegangen (Rounsevell et al. 2003). Shiferaw et al. (2013) benennen zudem zukinftige
Herausforderungen, der sich die Landwirtschaft stellen muss: (1) Haufigere Klimaextreme, (2)
vermehrte Pestizidresistenzen, (3) reduzierter Verbrauch von Wasser und Dunger, (4) erhéhte
Pflanzenintoleranz gegenuber Krankheiten und Pathogenen und (5) Reduzierung der
Treibhausemission. Die Bewaltigung dieser Probleme wird als nachhaltige Intensivierung
bezeichnet (sustainable intensification). Verschiedene Modelle zur Bewadltigung der
Nahrungsmittelknappheit thematisieren die Verringerung von Ertragslicken (Mueller et al.
2012), den bewussteren Umgang mit Nahrungsmitteln (Kummu et al. 2012), verénderte
Erndhrungsweisen (Davis et al. 2014) oder den effizienteren Verbrauch von Dunger (Mueller
etal. 2014).
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Ein weiterer wichtiger Aspekt der Ertragssteigerung ist der Einsatz von Pflanzenschutzmitteln
(Pestizide). Pflanzenschutzmittel dienen dazu, die Vermehrung von Schadlingen zu
kontrollieren, die Pflanzen sch&digen kdnnen. In den U.S.A. sind etwa 1 200 aktive Substanzen
registriert, die in Ober 20000 Produkten Anwendung finden (Simon 2014). Der National
Research Council (2000) berichtet, dass ohne die Anwendung von Pestiziden die Ertragsrate in
den U.S.A. je nach Pflanzenart auf die Halfte sinken wirde. Zudem wirden sich die Exporte
landwirtschaftlicher Ertrage verringern und die Preise flr entsprechende Produkte erhéhen.
Ahnliche Annahmen wurden auch fiir GroRbritannien getroffen (Richard 2010). Nach Whitacre
und Ware (2004) belduft sich der jahrliche weltweite Ertragsverlust durch Schadlinge wéhrend
des Wachstums, der Ernte und der Lagerung auf ein Drittel, in Entwicklungslandern sogar noch
héher. Dies entspricht einem finanziellen Schaden von ungeféhr zwei Billionen Dollar
(Pimentel 2009). Der Einsatz von Pestiziden hat allerdings auch negative Auswirkungen. Zum
einen gibt es sowohl direkte Nachteile fir den Anwender bei (unsachgemafer) Ausbringung
der Chemikalien als auch die Resistenzbildung bei Schédlingen (Pimentel und Greiner 1997,
Wilson und Tisdell 2001). So haben sich die Fralschédden an Kulturpflanzen in den letzten 60
Jahren verdoppelt, obwohl sich die Menge an ausgebrachten Pestiziden mehr als verzehnfacht
hat (Oerke 2006, Pimentel und Burgess 2014). Zum anderen entstehen weitere negative
Aspekte, die vor allem bei falscher Anwendung auftreten. Dies betrifft die Kontamination von
Okosystemen und der Umwelt (Leach und Mumford 2008) sowie die Auswirkungen auf die
menschliche Gesundheit (Tegtmeier und Duffy 2004). Der Einsatz von Pestiziden hat demnach
sowohl Nutzen als auch damit verbundene Kosten fir Mensch, Tier und Umwelt. Um die
Landwirtschaft in Zukunft ertragreicher und effizienter im Angesicht steigender Preise und
Lebensstandards zu gestalten, ist eine Kombination aller zur Verfigung stehenden
Technologien und Methoden notwendig. Eine Erhéhung der Ertrage pro Flache kann dadurch
erreicht werden, dass die bisherigen Techniken zur Reduzierung von biotischem und
abiotischem Stress effizienter genutzt werden. Dieses Ziel zu erreichen und den Druck durch
Schédlinge, Pathogene und Unkrduter zu vermindern, ist eine der zukinftigen
Herausforderungen der Landwirtschaft (Oerke und Dehne 2004). In diesem Zusammenhang

spielen unter den Pestiziden vor allem die Insektizide eine wichtige Rolle.

1.5 Insektizide
Insektizide dienen der Kontrolle von Insekten, die Kulturpflanzen schédigen kénnen.
Bereits die Romer und Griechen haben Arsen, Schwefel oder Pflanzenbestandteile genutzt, um

Schadinsekten zu bekdmpfen (Kirsch-Volders 2012). Insektizide sind neben den Herbiziden die
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am meisten verkauften Pflanzenschutzmittel (Grube et al. 2011). Das erste synthetische
organische Insektizid wurde im Jahr 1892 entwickelt (Dittmeyer et al. 2004). Seit Ende der
1980er Jahre sind die Neonicotinoide auf dem Markt und zéhlen heute zu den meistverkauften
Insektengiften (Goulson 2013).

Insektizide werden in zwei Gruppen eingeteilt: (1) Systemische Gifte, die meist als Beizung fir
das Saatgut verwendet werden. Dadurch verteilt sich die Substanz wahrend des Wachstums in
der gesamten Pflanze. Fral3- oder saugende Insekten nehmen das Gift schlieRlich Gber die
Nahrung auf. (2) Kontaktgifte werden gezielt vom Anwender ausgebracht und von Insekten
uber die Cuticula aufgenommen, um im Organismus zu wirken (Sanchez-Bayo et al. 2013). Die
modernen Insektizide wirken systemisch, da bei Kontaktgiften die Ausbringung exakt
abgestimmt sein muss und der Erfolg stark witterungsabhéngig ist (Hedlin 1966). Weiterhin
existieren verschiedene Wirkmechanismen, durch die das Insekt abgetotet werden soll. Im
Folgenden werden verschiedene Modi vorgestellt, die die Wirkungsweisen der Substanzen in

dieser Arbeit darstellen.

1.5.1 Modulation des cholinergen Nervensystems

Der verbreitetste Wirkmechanismus basiert auf der Interaktion mit der cholinergen
Signaliibertragung (Abbildung 1). Wenn nicht anderweitig kenntlich gemacht, stammen die
folgenden Erlauterungen von Sadava et al. (2019a): Die Reizweiterleitung in Form eines
Aktionspotenzials von einer Nervenzelle (Prasynapse) auf eine andere Zelle (Postsynapse)
erfolgt an den Synapsen. Da die meisten Zellen nicht direkt miteinander verbunden sind, muss
ein synaptischer Spalt Gberwunden werden. Das elektrische Signal der Nervenzelle wird hierftr
in ein chemisches Signal umgewandelt. Die entsprechenden Botenstoffe heilen
Neurotransmitter; einer der wichtigsten ist das Acetylcholin. Acetylcholin ist ein evolutionér
hoch konserviertes Signalmolekdl. Es ist vor allem Bestandteil des Nervensystems bei Tieren,
obgleich dieses nicht obligat ist, da es ebenfalls in Bakterien, Archaeen, Pilzen und Pflanzen
exprimiert wird (Sastry und Sadavongvivad 1978). In der Prasynapse wird das Acetylcholin aus
Acetyl-Coenzym A und Cholin synthetisiert. AnschlieRend findet die Speicherung in Vesikeln
statt (1). Trifft nun ein Aktionspotenzial an der Prasynapse ein, werden membrangebundene
Natriumkanéle gedffnet, wodurch Natriumionen in die Prasynapse einstromen und zur
Depolarisation fiihren. Dadurch werden Calciumkanéle aktiviert und es folgt ein Influx von
Calciumionen. Dies I6st die Fusion der Zellmembran mit den Vesikeln aus (2). Die Vesikel
entlassen das Acetylcholin in den synaptischen Spalt (Exocytose), das an der Postsynapse an

nikotinische Acetylcholinrezeptoren bindet (3). Dies flhrt wiederum zu einem Einstrom von
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Natriumionen durch entsprechende Kanale an der Postsynapse. Uberschreitet die
aufgenommene Ladung einen Schwellenwert, wird ein Signal (bertragen und das
Aktionspotenzial ausgelost. Das Enzym Acetylcholinesterase spaltet und inaktiviert im
synaptischen Spalt das Acetylcholin, wodurch sich die Kationenkanale wieder schlieBen (4).

Das dabei entstandene Acetat wird in den Stoffwechsel integriert, Cholin gelangt zuriick in die

Prasynapse (5).
M)

Q Vesikel

Prasynapse
O Acetylcholin

® \ Acetylcholinesterase

“ Membrangebundene

Postsynapse Kandle

Abbildung 1: Die motorische Endplatte. Die synaptische Ubertragung an der motorischen
Endplatte mittels des Neurotransmitters Acetylcholin. Nummerierte Erléuterungen im Text
(geéndert nach Sadava et al. 2019a).

Da dieser Prozess vor allem bei der Signalweiterleitung auf Muskelzellen relevant ist, kann eine
gezielte Manipulation zur Paralyse oder zum Tod fuihren. So binden unterschiedliche Gifte aus
der Natur an die Acteylcholinrezeptoren, wodurch es zu einer andauernden Erregung der
Muskelzellen kommt (cholinerge Krise). Beispiele hierfir sind Nikotin im Tabak, Epibatidin
in Pfeilgiftfroschen, Curare aus Brechnuss-Arten oder die Conotoxine der Kegelschnecken. Ein
weiterer Mechanismus beruht auf der Hemmung des Enzyms Acetylcholinesterase, was zur
gleichen Symptomatik beitrédgt. In der Natur findet man Gifte mit dieser Wirkung in
Meeresschnecken (Onchidella spp.) oder Schneegldckchen (Galanthus spp.). Die Gifte dienen
dazu, Fressfeinde abzuschrecken (Abramson et al. 1989).

Die Interaktion mit dem cholinergen System umfasst das breiteste Spektrum an
Insektizidklassen, wie zum Beispiel Carbamate, Organophosphate (Dimethoat), Butenolide

(Flupyradifuron) oder Neonicotinoide.
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1.5.2 Juvenilhormon-Analoga

Insektizide, die die Wirkung bestimmter Hormone im Larvalstadium nachahmen, nennt
man Entwicklungs- oder Wachstumshemmer, hierzu gehoren auch Juvenilhormon-Analoga. In
Tannen (Abies spp.) oder Akazien (Acacieae) findet man pflanzliche Abwehrstoffe, die das
Juvenilhormon imitieren (Juvenilhormon-Analoga) und damit die Entstehung der Adultform
verhindern (Bohlmann et al. 1998).
Die Entwicklung bei Insekten wird in ametabol, hemimetabol und holometabol unterschieden.
Die Unterschiede beziehen sich dabei auf die Metamorphose, die Umwandlung der Larvenform
zum Adultstadium (Imago). Heming (2018) nennt folgende Charakteristika: Ametabole
Insekten zeichnen sich durch das Fehlen einer Metamorphose aus. Zudem besitzen sie keine
Fligel. Jungtiere unterscheiden sich nur in der Korpergrofle und Geschlechtsreife von
Adulttieren. Zu dieser Gruppe zahlen Fischchen (Zygentoma) und Felsenspringer
(Archaeognatha). Bei einer hemimetabolen Entwicklung &hneln die Jungtiere ebenfalls den
Imagines, deren Entwicklung Uber mehrere H&utungen ablduft. Im Unterschied zu den
Ametabola bilden sich wéhrend der Entwicklung bereits Fliigelanlagen. Typische Vertreter sind
die Eintagsfliegen (Ephemeroptera), Schaben (Blattodea) und Heuschrecken (Orthoptera). Die
Gruppe der Holometabola zeichnet sich auferdem durch das Vorhandensein eines
Puppenstadiums aus. Die drei Stadien Larve, Puppe und Imago weisen keine Ahnlichkeiten auf
und besitzen hadufig verschiedene Lebensweisen. Wahrend des meist immobilen
Puppenstadiums erfolgt keine Nahrungsaufnahme. Etwa drei Viertel aller bekannten Insekten
zeigen diese vollstdndige Entwicklung, hierzu gehéren unter anderem Hautflugler
(Hymenoptera), Kafer (Coleoptera) oder Schmetterlinge (Lepidoptera).
Die Entwicklung wird dabei Uber verschiedene Hormone kontrolliert (Abbildung 2). Das
Héautungshormon Ecdyson wird in der Prothoraxdrise freigesetzt. Die Ecdyson-Produktion
erfolgt zyklisch in gleichbleibender Konzentration. Wenn eine maximale Konzentration
erreicht ist, setzt die Hautung ein (Ou et al. 2016). Gleichzeitig sezernieren die Corpora allata
Juvenilhormon. Die Menge an Hormon nimmt mit zunehmendem Alter der Larve ab. Sinkt die
Konzentration an Juvenilhormon unter einen bestimmten Schwellenwert, erfolgt die

Verpuppung und letztendlich die Ausbildung zum Imago (Riddiford 1994).
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Abbildung 2: Hormonelle Kontrolle der Metamorphose. Die Entwicklung wird vor allem

durch die Titer an Ecdyson und Juvenilhormon reguliert (gedndert nach Sadava et al. 2019b).

1.5.3 Modulation von Calciumkanélen

Ein weiterer Angriffspunkt fir Insektizide sind spezifische Calcium-Kanéle in der
Muskulatur, die Ryanodin-Rezeptoren. Die Muskelkontraktion wird mit Hilfe der
Querbriuckentheorie beschrieben (Squire 2016): Jeder Muskel besteht aus Muskelfasern, die
wiederum zahlreiche Myofibrillen enthalten. Jede Myofibrille setzt sich aus wiederholenden
kontraktilen Elementen zusammen, den Sarkomeren. In diesen Elementen gleiten Myosin- und
Aktinfilamente mittels eines molekularen Kraftschlages aneinander vorbei, wodurch die
Kontraktion ausgeldst wird. Flr diese Bewegung ist unter anderem Calcium notwendig, das im
sarkoplasmatischen Retikulum der Muskelfasern gespeichert wird. Trifft nun ein
Aktionspotential auf die Muskelzelle, fihrt die ausgel6ste Depolarisation zur Offnung der
Ryanodin-Rezeptoren im sarkoplasmatischen Retikulum, Calciumionen strémen aus und
gelangen zu den Sarkomeren (Abbildung 3). Nach Beendigung des Aktionspotentials schlief3t
sich der Ryanodin-Rezeptor. Gleichzeitig gelangen Calciumionen durch Calciumpumpen aus

dem Cytoplasma zurilick ins sarkoplasmatische Retikulum. Sinkt die Calcium-Konzentration
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unter einen Schwellenwert, gelangt das Sarkomer in seinen Ursprungszustand zurtick und der
Muskel entspannt sich.

Das Alkaloid Ryanodin, das aus der Pflanze Ryania speciosa isoliert wurde, bindet spezifisch
an diese Rezeptoren und fiihrt zu einem andauernden Ausstrom von Calciumionen, anhaltender

Muskelkontraktion, Paralyse und schliellich zum Tod (Zucchi und Ronca-Testoni 1997).

D Sarkoplasmatisches Retikulum

@) Calciumionen

Calciumpumpen

.. Ryanodin-Rezeptor

Abbildung 3: Steuerung des Muskelapparates. Regulierung des Calciumausstroms aus dem sarkoplasmatischen

Retikulum ber den Ryanodin-Rezeptor (gedndert nach Sadava et al. 2019c).

1.6 Physiologische Signalwege

Mehrere in dieser Arbeit vorgestellte Gene sind Bestandteil physiologischer
Signalwege. Im Folgenden werden jene Signalkaskaden vorgestellt, die fir die Analyse der
Daten am wichtigsten sind.

1.6.1 Toll-Signalweg

Die Gene apisimin, defensinl und toll sind Teil des Toll-Signalweges (Abbildung 4),
der als eine der Hauptkomponenten der Immunantwort bei Insekten gilt (De Gregorio et al.
2002). Phagozyten besitzen Toll-ahnliche-Rezeptoren, die die Oberflache verschiedener
Pathogene identifizieren kdnnen. Nach Erkennen der Oberflachenstruktur wird eine
intrazellulare Signalkaskade ausgeldst: Durch die Anlagerung von verschiedenen Liganden
kommt es zu einer Konformationsédnderung des membrangebundenen Toll-Rezeptors, wodurch
dieser aktiviert wird. Dies fuhrt im weiteren Verlauf zur Phosphorylierung des Inhibitors Cactus
und zu dessen Degradation. Dadurch kann der Transkriptionsfaktor Dorsal in den Zellkern
wandern, sich an die DNA anlagern und die Synthese von antimikrobiellen Peptiden, z. B.
Apisimin und Defensinl, initiieren. Diese werden an die Hamolymphe abgegeben und
bekdmpfen Pathogene (Evans et al. 2006a).

10
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Abbildung 4: Darstellung des Toll-Signalweges. Erlduterungen im Text. Abkirzungen: DI = Dorsal, AMPs =
antimikrobielle Peptide, P = Phosphatrest (gedndert nach Evans et al. 2006a ).

1.6.2 Ecdyson-induzierte Kaskade

Die Gene hr38, hr4 und e75 gehdren zu den sogenannten ligandenaktivierten
Transkriptionsfaktoren, die durch die Freisetzung von Ecdyson aktiviert werden (Thummel
2002). Die in der Prothoraxdriise gebildeten Ecdysteroide binden an einen Heterodimer aus
USPundHR38. Dieser Hormon-Rezeptor-Komplex flihrt zur erhohten Produktion weiterer
Faktoren, u.a. E75 und HR4, die essenzielle Funktionen in der Oogenese, Embryogenese oder
Metamorphose einnehmen (King-Jones und Thummel 2005). Es konnte zudem nachgewiesen
werden, dass das Juvenilhormon Uber einen weiteren Komplex die durch Ecdyson induzierte

Expression dieser Faktoren reprimiert (Bonneton und Laudet 2012, Abbildung 5).

AA~AAAN
Juvenilhormon
[— Oogenese
SP I E75 I Embryogenese

U
r— — —p
HR38 I HR4I Héautung
— —I Metamorphose
Ecdysteroide

Abbildung 5: Ecdyson-induzierte Signalkaskade. Erlauterungen im Text (gedndert nach Bonneton und
Laudet 2012).

11
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1.6.3 Autophagie-Signalweg

Die Gene atgé und gabarap sind Bestandteil der Autophagie-vermittelnden
Signaltransduktion in der Zelle. Man unterscheidet drei Typen von Autophagie: Makro-, Mikro
und Chaperon-vermittelte-Autophagie (Klionsky 2005, Cuervo 2008). In diesem Kontext wird
der Signalweg der Makroautophagie beschrieben (Abbildung 6). Unter normalen Bedingungen
phosphoryliert mTOR den ULK-Komplex und inhibiert auf diesem Weg die Aktivierung von
Autophagie. Durch ein Initiator-Signal, wie z.B. Nahrstoffmangel, wird mTOR durch AMPK
inaktiviert, wodurch ULK die Bildung der Autophagosom-Membran einleitet (1). Der PI3K-
Komplex, der u.a. das Protein ATG6 enthalt, kontrolliert diesen Membranbildungs-Prozess und
schafft die Voraussetzungen fiir die Membran-Elongation (2). In einem weiteren Schritt werden
Lipide (L) an Proteine wie GABARAP konjugiert, um die Membran zu erweitern und die
Ausbildung des Autophagosoms abzuschlieBen (3). AbschlieRend fusioniert das
Autophagosom mit einem Lysosom (4) und die Bestandteile im Innern werden unter
Freisetzung der Nahrstoffe hydrolytisch gespalten (Abbildung 6, Kocaturk und Gozuacik
2018).

12
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Abbildung 6: Signalweg der Autophagie. Erlduterungen siehe Text. (1)
Initiator-Signal, (2) Membranbildung, (3) Autophagosom-Reifung, (4)
Autophagosom-Lysosom-Komplex, (5) hydrolytische Spaltung (gedndert
nach Kocaturk und Gozuacik 2018).
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1.7 Problemstellung

Die Verringerung der Anzahl an gehaltenen Bienenvolkern, Honigbienen und
Nutzinsekten in Europa und den Vereinigten Staaten wird seit 2006 vermehrt auf den Einsatz
von Insektiziden zuriickgefiihrt (Johnson et al. 2010, Calatayud-Vernich et al. 2019). Die
bekanntesten Vertreter und groRte wirtschaftliche Bedeutung als Beizmittel haben die
Neonicotinoide (Sur und Stork 2003). Neonicotinoide sind synthetische Derivate des Nikotins,
deren Wirkung auf der Interaktion mit den Acetylcholinrezeptoren beruht (Jeschke und Nauen
2008). Im Jahr 2008 wurde die Ausbringung verschiedener Neonicotinoide in Deutschland
untersagt, nachdem bei einer ungewollten Freisetzung von Clothianidin-Staub im Stiden Baden-
Wirttembergs mehr als 10 000 Kolonien gestorben sind (Pistorius et al. 2008). Im Zuge einer
Evaluation der Européischen Behorde flr Lebensmittelsicherheit (EFSA) kam es zu einem
Verbot von Neonicotinoiden in der EU (EFSA 2013). Diese Entscheidung wurde in
nachfolgenden Beurteilungen bestétigt (EFSA 2018). Aufgrund vermehrter Berichte tber
entstandene Neonicotinoid-Resistenzen (Bass et al. 2015, Huseth et al. 2018) und schadigende
Auswirkungen auf Nichtzielorganismen (Raby et al. 2018, Carnesecchi et al. 2019) wurden
alternative Insektizide gesucht. Eine dieser Alternativen ist Flupyradifuron, das ahnlich wirkt
wie die Neonicotinoide, allerdings als weniger toxisch fir Bienen gilt (Nauen et al. 2015). Eine
weitere neuere Gruppe von Insektiziden bilden die Ryanodine. Chlorantraniliprol gehort in
diese Gruppe. Insektizide dieser Wirkstoffklasse binden an die Ryanodin-Rezeptoren, fuhren
zu einem unkontrollierten Calcium-Ausstrom und beeintrachtigen die Muskelkoordination (Qi
und Casida 2013). Weitere Insektizidklassen bilden die Juvenilhormon-Analoga und
Organophosphate. Fenoxycarb gehort zu den Entwicklungshemmern und stort das endokrine
System der larvalen Entwicklung (Simon 2014). Dimethoat ist ein Vertreter der
Organophosphate und inhibiert die Acetylcholinesterase des Zielorganismus (Larc 1983).
Aufgrund ihrer Schadwirkung auf Insekten ist die Anwendung von Insektiziden ein
zweischneidiges Schwert: Das Priméarziel ist die Kontrolle von Schadlingen, um die
Ackerkulturen zu schiitzen. Allerdings muss auch garantiert werden, dass keine Nutzinsekten
oder Nichtzielorganismen geschadigt werden. Insbesondere die Auswirkungen auf
Honigbienen werden intensiv untersucht, da diese 6konomisch und 6kologisch wichtig sind
(Klein et al. 2006, Ollerton et al. 2011). Der Fokus liegt dabei haufig auf Auswirkungen auf das
optische, olfaktorische oder gustatorische System von Arbeiterinnen. Zudem werden das
Lernverhalten, Erinnerungsvermdgen und die Mortalitat untersucht (Hopwood et al. 2016,
Cloyd 2019). Allerdings hangt die Gesundheit eines Bienenvolkes nicht nur von den

Arbeiterinnen ab, die direkt mit Umweltgiften in Kontakt kommen kdnnen, sondern auch von

14



Einleitung

der Bienenbrut. Wéhrend der Larvalphase haben verschiedene Stockparameter Einfluss auf die
Entwicklung, das Verhalten und Uberleben der schlipfenden Adulttiere (Brodsgaard et al.
2003, Tautz et al. 2003, Medrzycki et al. 2010). Zusétzlich besteht die Nahrung der Larven aus
Pollen und Nektar und exponiert auf diese Weise die Brut mit Fremdstoffen (Haydak 1970,
Huang 2010). Mit Pestiziden kontaminierter Pollen und Nektar kann die Brut und letztlich auch
das gesamte Volk schéadigen (Yang et al. 2012, Wu-Smart und Spivak 2016). In friheren
Studien zum Einfluss von Pestizidkontaminationen auf Larven folge man den Protokollen von
Oomen et al. (1992) und Schur et al. (2003). In beiden Methoden werden die untersuchten
Pestizide bei frei fliegenden Bienenvolkern verwendet. Aufgrund dieser Freiland-Applikation
ist die Reproduzierbarkeit nur bedingt moglich, da &uRere Umwelteinfliisse und die
Bienenvolker an sich keinen Standardbedingungen unterliegen (Aupinel et al. 2005). Wegen
dieser Einschrankungen bedarf es laut den Richtlinien der Européischen Union einer
standardisierten Methode fir die addquate Risikobewertung von Pestiziden (European
Commission 1996).

Aupinel et al. (2005) entwickelten einen in vitro-Futterungstest fur Larven, der von der OECD
seit 2016 fur die Evaluierung von Toxizitats-Untersuchungen vorgeschrieben ist. Dieses
Protokoll untersucht die Mortalitat, Futteraufnahme und phéanotypische Auffalligkeiten
wahrend der Entwicklung. Gleichwohl sind die Auswirkungen von subletalen Konzentrationen
bei reiner Betrachtung der Mortalitdt oder Morphologie nicht offensichtlich. Unter subletal
versteht man indirekte Effekte, die nicht den sofortigen Tod eines Individuums herbeifuihren.
Dennoch sollten diese Auswirkungen nicht vernachléssigt und als weitere Bewertungsebene in
Betracht gezogen werden (Thompson und Maus 2007). Unter natlrlichen Bedingungen sind
Honigbienen sogar eher subletalen Konzentrationen ausgesetzt, da die Wirkstoffe in der Regel
im pflanzlichen Gewebe verdiinnt oder in Bienenprodukten enthalten sind (Rortais et al. 2005,
Krupke et al. 2012). Insbesondere seit dem Auftreten des Colony Collapse Disorder fiihren
Forscher vermehrt Untersuchungen mit Konzentrationen durch, die deutlich unter dem
offiziellen Schadniveau liegen (Doublet et al. 2015, Tosi und Nieh 2019). Da subletale Effekte
in der Regel nicht sichtbar sind, sind zusatzliche mikrobiologische und biochemische Methoden
notwendig, um deren Wirkung aufzuzeigen. In diesem Kontext haben sich sowohl
Untersuchungen der Genexpression und Proteinproduktion als auch von histologischen Proben
etabliert (Trapp et al. 2017, Hesselbach et al. 2019b, Chen et al. 2020, Zaluski et al. 2020).
Durch die Entschlisselung des Genoms von Apis mellifera (Consortium 2006) konnte man
Gemeinsamkeiten und Unterschiede zu bereits sequenzierten Genomen von anderen Insekten

aufzeigen, die auf der Okologie und den sozialen Strukturen der Honigbiene griinden. Das
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genaue Wissen (ber die genetische Grundlage eines Organismus ist essenziell fir das
Verstandnis der Biologie. Allerdings kann dieser Kenntnisstand nicht die gesamte Komplexitat
eines Lebewesens widerspiegeln. Es ist ebenfalls notwendig, die Dynamik in der
Genexpression Uber vergleichende Studien des Transkriptoms, Proteoms und des daraus

resultierenden Verhaltens darzustellen (Zayed und Robinson 2012, Trapp et al. 2017).

1.8 Genexpression und Proteinbiosynthese
1.8.1 Transkriptom

Das gesamte genetische Material eines Organismus befindet sich in der DNA
(Desoxyribonukleinséure). Die Information in der DNA ist in Form von Genen gespeichert. Die
Gesamtheit an Genen bezeichnet man als Genom (Erbgut). Jede Zelle in einem Organismus
exprimiert allerdings nicht alle Gene der DNA, sondern nur jene, die zur Erfallung der
spezifischen Aufgaben notwendig sind. EinflussgréRRen fur die spezifische Expression einzelner
Gene sind zum einen die verschiedenen Gewebearten in einem Lebewesen und zum anderen
interne sowie externe Stressfaktoren, wie z.B. Pathogene oder Chemikalien (Velculescu et al.
1997). Daraus ergibt sich die Folgerung, dass mit Ausnahme der Geschlechtszellen alle
Korperzellen die gleiche DNA beinhalten, die sich allerdings in der Exprimierung der Gene
unterscheiden. Damit ein Gen exprimiert werden kann, wird die Information zunéchst in RNA
(Ribonukleinsdure) umgeschrieben (Transkription), die zur Synthese von Proteinen notwendig
ist (Translation). Die Gesamtheit an RNA wird als Transkriptom bezeichnet. Durch die
Isolierung der RNA aus einer Zelle oder eines Individuums ist es demnach mdglich, einen
Eindruck zu erhalten, welche Gene aktiviert oder deaktiviert sind. Durch den Vergleich mit
anderen Expressionsdaten lassen sich ebenfalls Aussagen liber Expressionsunterschiede treffen
(Gibson und Muse 2002).

1.8.2 RT-qPCR

Es gibt verschiedene Verfahren, um das Transkriptom bzw. die Genexpression zu
untersuchen. Eine Methode stellt die RT-qPCR dar. Diese Methode kombiniert die Reverse-
Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) mit der quantitativen Echtzeit-PCR
(gPCR). In einem ersten Schritt wird RNA aus dem Probenmaterial isoliert, aufgereinigt und
schlie3lich mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase in einen komplementaren DNA-Strang
(cDNA) umgeschrieben (Bustin 2000). In einem weiteren Schritt vervielféaltigt man schlielRlich
die DNA mittels einer PCR und misst die Menge an synthetisierter DNA fluorimetrisch in

Echtzeit (Gibson et al. 1996). Die Starke der Fluoreszenz ist dabei proportional zur Menge an
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DNA. Um Hintergrund-Signale herauszufiltern, wird ein Schwellenwert definiert, ab dem die
Menge an synthetisierter DNA exponentiell steigt (C-Wert = threshold cycle). Je mehr
Ausgangsmaterial in einer Probe vorhanden ist, desto schneller wird dieser Schwellenwert

uberschritten und desto kleiner ist der entsprechende Ci-Wert (Nolan et al. 2006).

1.8.3 Proteom

So wie das Transkriptom die Gesamtheit an RNA darstellt, so spiegelt das Proteom die
Gesamtheit an Proteinen zu einem bestimmten Zeitpunkt wider. Der Terminus Proteom bezog
sich anfanglich nur auf jene Proteine, die im Genom codiert sind (Wilkins et al. 1996). Das
Lehrbuch-Mantra "Ein Gen ein Polypeptid [Protein]™ basiert auf dieser Annahme. Allerdings
codieren viele Gene mehr als ein Protein. Nach der Transkription kann die gebildete RNA
zusétzlich modifiziert werden, um schlie3lich in ein anderes Protein translatiert zu werden.
Zudem werden Proteine nach der Synthese ins Endoplasmatische Retikulum transportiert, wo
sie durch chemische Modifikationen ihre finale Struktur und damit verbundene Funktion
erhalten. Das Proteom ist damit viel komplexer als der proteinogene Teil des Genoms (Sadava
et al. 2019d). In den letzten Jahrzehnten hat die Untersuchung des Proteoms (Proteomik) durch
sensiblere Mess- und Analyseverfahren an Bedeutung gewonnen (Tyers und Mann 2003).
Aufgrund der genannten Modifikationen und Dynamik des Proteoms bis zum funktionsfahigen
Protein, sind Transkriptom und Proteom nicht zwingend koharent. Daher sollten Transkriptom-
und Proteomanalysen als ein Kontinuum aufgefasst werden, um eine maoglichst holistische

Bewertung vorzunehmen (Vogel und Marcotte 2012).

1.8.4 2D-Gelelektrophorese

So wie es bei der Transkriptomanalyse verschiedene Untersuchungsmethoden gibt, so
haben sich auch verschiedene Techniken bei der Analyse der Proteine entwickelt (Dunn 1996,
Patton 2002). Eine Methode stellt dabei die 2D-Gelelektrophorese dar: Nach erfolgter
Proteinisolierung und Aufreinigung werden die Proteine zuné&chst mittels eines Gelstreifens und
einer angelegten Spannung entlang eines pH-Gradienten aufgetrennt (1. Dimension). Die
sauren und basischen Aminosdauren im Protein durchlaufen wahrend dieser Auftrennung
verschiedene Phasen der Protonierung und Deprotonierung. Am sogenannten isoelektrischen
Punkt (pl) heben sich positive und negative Ladungen im Protein auf, die Nettoladung betragt
null. Da das elektrische Feld nun nicht mehr auf das Protein einwirkt, akkumuliert es an dieser
Stelle. Anschlielend werden die Gelstreifen unter anderem mit SDS (Natriumdodecylsulfat)

behandelt. Die SDS-Molekule binden an die Proteine und tberdecken mit ihrer negativen
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Ladung die Eigenladung der Proteine. Im Anschluss werden die Streifen auf die Kante eines
Polyacrylamidgels gelegt. Es erfolgt eine zweite Elektrophorese, bei der nun senkrecht zur
ersten Dimension die Proteine nach ihrer GroRe getrennt werden (2. Dimension). GrolRe
Molekdle erfahren durch das Gel einen grofRen Widerstand, kleine Molekiile kénnen relativ
ungehindert hindurchwandern. Durch einen mitlaufenden Farbstoff kann man ablesen, wie weit
die kleinen Molekdle bereits gewandert sind und stoppt die Elektrophorese beim Erreichen des
unteren Randes (Gorg et al. 2000). Als Ergebnis der elektrophoretischen Auftrennung erhélt
man demnach das Gewicht und den isoelektrischen Punkt der aufgereinigten Proteine. Die

nachfolgende Identifizierung erfolgt Uber Massenspektrometrie.

1.9 Untersuchungen zur vergleichenden Genexpression und Proteinbiosynthese bei
Larven der Honigbiene

Da sich die vorliegende Arbeit mit der Genexpression und Proteinbiosynthese von
Honigbienen-Larven beschiftigt, soll an dieser Stelle ein Uberblick bisheriger Studien zu dieser
Thematik gegeben werden. Der Fokus liegt dabei auf Untersuchungen, die sich mit den
Auswirkungen von Pathogenen oder Pestiziden beschaftigen.
Derecka et al. (2013) konnten nach Exposition mit dem Neonicotinoid Imidacloprid
Anderungen im Lipid- und Kohlenhydratmetabolismus feststellen. Zusétzlich war die
Expression mehrerer Mitglieder der Cytochrom P450-Monooxygenasen hochreguliert.
Ahnliche Beobachtungen konnten Wu et al. (2017) bei Arbeiterinnen machen, die in der
Larvalphase Imidacloprid ausgesetzt waren. Bei diesen zeigte sich zudem eine Reprimierung
von antimikrobiellen Peptiden sowie vielen Vertretern der major royal jelly proteins. Ebenfalls
nach Exposition eines Fungizids in der Larvalphase fanden Wang et al. (2018) bei
Arbeiterinnen differenziell exprimierte Gene, die u.a. in der Detoxifikation, neuronalen
Entwicklung oder dem Fettsauremetabolismus involviert sind. Nach Infektion mit dem
Kalkbruterreger Ascosphaera apis waren Komponenten der zellularen und humoralen
Immunantwort hochreguliert, z.B. Lysosomen oder Toll- und MAPK-Signalweg. Zudem waren
Transkripte im hormonellen Biosyntheseweg induziert (Chen et al. 2017).
In Bezug auf Proteom-Studien haben Esther et al. (2017) gezeigt, dass diétetisches Nikotin zur
Hochregulierung von Proteinen fiihrte, die mit dem Energiemetabolismus oder der
Detoxifikation assoziiert werden. Zudem waren Proteine induziert, die als Anzeiger einer
erhdhten Nahrstoffeinlagerung gelten. Die Autoren vermuteten daher einen positiven Einfluss
auf das Larvenwachstum. Anpassungen an die Infektion mit der Milbe Varroa destructor sehen

Parker et al. (2012) in der Hochregulierung von larvalen Proteinen, die mit der Immunantwort
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und der Chitin-Biosynthese in Verbindung stehen. Die Infektion mit dem Sackbrut-Virus fuhrte
zur Reprimierung von Proteinen, die im Kohlenhydrat- und Energiemetabolismus sowie der
larvalen Entwicklung entscheidend sind. Dadurch konnte es zur Beeintréachtigung der
Organogenese oder Geweberegenerierung kommen (Han et al. 2013). Ebenfalls nach Infektion
mit diesem Virus fanden Zhang et al. (2014) hochregulierte Proteine der Immunantwort, z.B.
dem RNA-Interferenz-Signalweg. Eine Herunterregulierung war in Bezug auf den

Energiehaushalt und die Ontogenese zu beobachten.

1.10 Zielsetzung

In der vorliegenden Dissertation wurden die subletalen Effekte von Dimethoat,
Fenoxycarb, Chlorantraniliprol und Flupyradifuron auf das larvale Transkriptom und die
Proteinbiosynthese der Honigbiene analysiert. Dazu wurden alle Versuche gemaR den
Anweisungen der Richtlinie 239 von der OECD (2016) durchgefiihrt. Dieses Protokoll erfasst
die Larvenmortalitat, Futteraufnahme und phénotypische Auffélligkeiten. Neben diesen
makroskopischen Beobachtungen werden allerdings keine Daten zu molekularen Anderungen
untersucht. Diese sind allerdings aufgrund der Verwendung von subletalen
Insektizidkonzentrationen relevant fir die Risikoabschatzung. Ziel der Arbeit war es daher,
einen spezifischen Gen-Array zur Beurteilung einer Testsubstanz im frihen
Entwicklungsstadium zu etablieren. Ein Fokus liegt dabei auf Genen, die mit spezifischen
Signalwegen der Immunantwort, larvalen Entwicklung und dem zelluldren Metabolismus

assoziiert sind.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Das Versuchstier A. mellifera

Die Experimente der vorliegenden Arbeit wurden mit Larven der Westlichen
Honigbiene Apis mellifera der Rasse buckfast durchgefiihrt. Alle Kolonien wurden auf dem
Gelande des Instituts fur Bienenschutz am Julius Kihn-Institut Braunschweig gehalten. Die
Volker waren ausreichend mit Futter versorgt, zeigten keine Krankheitssymptome oder
erhdhten Parasitenbefall und besallen eine Konigin (weiselrichtig). Die Koniginnen der
verwendeten Voélker waren Geschwister. In den Kolonien wurden keine chemischen Produkte
(Antibiotika, Varroazide, Agrochemikalien etc.) innerhalb der vier Monate vor Beginn der

Experimente eingesetzt.

2.2 Larvaler Futterungsversuch

In den Jahren 2018 und 2019 wurde jeweils ein larvaler Futterungsversuch gemaR der
Richtlinie 239 durchgefiihrt (OECD 2016). Alle Larvenversuche fanden am Julius-Kuhn-
Institut Braunschweig statt und wurden von Herrn Jacob Eckert und Dr. Jens Pistorius betreut.
Es wurde folgendermaRen vorgegangen: Die Konigin eines Volkes wurde fur maximal 30
Stunden auf einer Wabe gekéfigt, um eine mdglichst grofle Anzahl an gleichaltrigen Eiern zu
erhalten. Nach drei Tagen schliipften die jungen Larven (L1). Der Transport der Waben ins
Labor erfolgte mittels eines isolierten Behélters, damit die Temperatur nicht unter 20°C sank.
Die Larven aus drei Volkern wurden zunachst in spezielle Polysteron-Zylinder tberfiihrt, die
auf einer 48-Well-Kulturplatte positioniert wurden. Um eine mdglichst homogene
Altersstruktur zu gewéhrleisten, waren nur Larven in der Experimentauswahl, die noch nicht
"C"-formig ausgerichtet waren und noch keine Futtergabe von den Ammenbienen erhielten.
Das Umlarven erfolgte mit Hilfe eines Umlarvldffels. Die Zylinder hatten einen Durchmesser
von 9 mm und eine Tiefe von 8 mm. Die Sterilisation wurde mit Ethanol (70%) durchgefihrt.
Fur jede Versuchsgruppe wurden 48 Larven von drei verschiedenen Volkern beprobt, was 16
Larven pro Replikat entspricht. Die Kulturplatten befanden sich wahrend des
Versuchszeitraums in einem Exsikkator (SICCO Star-Exsikkator). Um die Luftfeuchtigkeit bei
95% + 5% zu halten, wurde eine Schale mit gesattigter Kaliumsulfat-Losung verwendet. Fur
eine gleichmélige Temperaturverteilung wurde dieser Versuchsaufbau in einem Inkubator
(Memmert BE 600) bei 34-35°C und konstanter Zirkulation aufbewahrt. Die Larven wurden in
Abhéngigkeit von ihrem Alter mit unterschiedlichem Futter versorgt, das die aktiven

Substanzen (a.s.) in subletalen Konzentrationen enthielt.
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Der Futtersaft wurde gemaR den Richtlinien angefertigt (OECD 2016):

A (D1): 50% w/w Gelée royale, 50% w/w einer wéassrigen Losung mit 2% w/w Hefeextrakt,
12% w/w Glucose und 12% w/w Fructose.
B (D3): 50% w/w Gelée royale, 50% wi/w einer wassrigen Lésung mit 3% w/w Hefeextrakt,
15% w/w Glucose und 15% w/w Fructose.
C (D4 bis D6): 50% w/w Gelée royale, 50% w/w einer wassrigen Ldsung mit 4% wi/w

Hefeextrakt, 18% w/w Glucose und 18% w/w Fructose.

Dimethoat (BASF, Reinheit 99,9%) und Fenoxycarb (HPC Standards, Reinheit 98,3%) wurden
2018 als Testsubstanzen verwendet, 2019 wurde das Protokoll um Chlorantraniliprol (HPC
Standards, Reinheit 98,1%) und Flupyradifuron (HPC Standards, Reinheit 99,9%) erweitert.
Das Testen der Wirkstoffe erfolgte einzeln und nicht in Kombination. Verunreinigungen der
Wirkstoffe wurden bei der Berechnung der Testkonzentrationen miteinbezogen. Es wurde
Gelée royale aus biologischer Produktion (Cum Natura) genutzt. Riickstandsanalysen ergaben
keine Verunreinigungen. Die Lagerung erfolgte bei < -10°C. Von Tag 3 (D3) bis Tag 6 (D6)
nach dem Umlarven wurden die Testsubstanzen in gleichbleibender Konzentration an die
Larven verfttert. An Tag 6 (D6) resultierte daraus eine kumulative Dosis an aufgenommenem
Wirkstoff (Tabelle 2).
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Tabelle 2: Auflistung der Behandlungsgruppen und den entsprechenden Wirkstoffen (a.s. = aktive Substanz). Wirkungsweise und Stoffgruppe stammen aus Fishel (2018). Wenn

nicht anders angegeben, beziehen sich die Angaben zur LDs auf Larven

Gruppe Behandlung Konzentration Kumulative Dosis Wirkstoff Wirkungsweise Stoffgruppe LDso (akut orale
(mg a.s./kg Futter) (ug a.s./larva) Dosis in ug)
C Kontrolle - - Wasser -
CS Losungsmittel- - - Wasser + Aceton -
Kontrolle
DM1 Behandlung 1 0,33 0,05 Dimethoat AChE-Hemmer Organophosphat | 1,9 (Aupinel et
al. 2007)
DM2 Behandlung 2 0,65 0,1 Dimethoat s. DM1 s. DM1 s.DM1
DM3 Behandlung 3 1,29 0,2 Dimethoat s. DM1 s. DM1 s. DM1
Cl Behandlung 4 0,72 0,11 Chlorantraniliprol | Ryanodin-Rezeptor- Diamid >104
Modulator (Arbeiterin,
Dinter et al.
2009
F Behandlung 5 10 1,54 Flupyradifuron nAChR-Agonist Butenolid 1,2 (Arbeiterin,
EFSA 2015)
Fe Behandlung 6 0,32 0,05 Fenoxycarb Juvenilhormon- Carbamat Kein Effekt
Analogon (Aupinel et al.
2007)
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Fur die Stammlésung von Dimethoat wurde der Wirkstoff in destilliertem Wasser gelost,
Fenoxycarb, Flupyradifuron und Chlorantraniliprol in Aceton. Daran schloss sich die
Herstellung von Verdlnnungsreihen an, um die Zielverdiinnung zu erreichen. Der Anteil an
verdunnter Stammldsung im Futter betrug bei Dimethoat 10%, bei Fenoxycarb, Flupyradifuron
und Chlorantraniliprol 0,5%. Aufgrund der Aceton-Verdinnung wurde eine zusatzliche
Aceton-Kontrolle in die Versuche integriert, die ebenfalls 0,5% des Losungsmittels enthielt.
Das Vermischen der Wirkstoff-Losung mit dem Futter geschah erst kurz vor der Applikation.
Alle Larven wurden mit Ausnahme von Tag 2 einmal am Tag mit einer Multistepper-Pipette
(Eppendorf Multipipette M4) geflttert. Das Futter wurde vor der Anwendung im Inkubator
erwarmt. Die Larven wurden weder bertihrt noch mit Futtersaft tiberdeckt. Bei Bedarf wurde
das Futter wahrend des Tests bei +1°C - +5°C gelagert. An den Tagen 4 (D4), 6 (D6) und 8
(D8) nach dem Umlarven wurden lebende Larven mit phosphatgepufferter Saline (PBS)
abgespilt und bei -80°C eingelagert (Abbildung 7). Fur die anschlieBende molekulare
Untersuchung erfolgte der Transport von 10 Larven je Behandlungsgruppe und Tag von
Braunschweig nach Berlin in Kryoréhrchen auf Trockeneis.

Futter A B c C c
Futtervolumen/
Larve (ul) 20 20 | 30 | 40 | 50
ot a4 b4 e Transkript- und
a a a a
! I r 1 | | | 1 I Proteinanalyse
D-3 D-2 DI D2 D3 D5 D8

Q sperren @ freilassen Umlarven
von L1

5 [] Probennahme
“ Wirkstoffgabe

Stock Labor |

Abbildung 7: Larvaler Futterungsversuch. Grafische Darstellung des larvalen Fltterungsversuches von

Aupindel et al. (2005, geédndert nach OECD 2016). D représentiert die Tage in Bezug zum Umlarven von L1
und A, B und C stellen die verschiedenen Futtereinheiten dar. An D3 — D6 erfolgte die Wirkstoffgabe. ¢
symbolisiert die Kdnigin. An den Tagen D4, D6 und D8 fand die Probennahme statt.
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2.3 Transkriptomanalyse
2.3.1 RNA-Extraktion

Die RNA-Extraktion wurde gemaR den Vorgaben des Zymo Research Quick RNA™
Microprep Kits (Thermo Scientific, Freiburg) vorgenommen: Zunéchst wurde eine Larve in ein
Homogenisierungs-Réhrchen (MP Biomedicals, Heidelberg) mit 1,4mm Keramik-Kugeln
gegeben und mit 600ul Lyse-Puffer bedeckt. Die Homogenisierung erfolgte in einem
BeadBlaster 24 (Benchmark Scientific, Edison, U.S.A.). Es wurden vier Homogenisierungs-
Zyklen zu je 15s bei einer Geschwindigkeit von 6 m/s durchgefuhrt. Zwischen jedem Zyklus
wurde die Probe fur 1 min auf Eis gestellt, um Schéaden durch auftretende Reibungswérme zu
verhindern. Anschliellend erfolgte eine Inkubation fir 30 min bei Raumtemperatur. Fir die
Analyse wurde die Probe in einer Zentrifuge (Thermo Scientific, Karlsruhe) bei 16 000x g fiir
30s zentrifugiert und vom Uberstand 300l in ein 1,5ml RNase-freies Mikroreaktionsgefal
(Eppendorf, Hamburg) Gberfiihrt. Es wurde darauf geachtet, kein Fett aus der aufliegenden
Lipidschicht aufzunehmen. Im Anschluss wurde das gleiche Volumen an Ethanol (100%, Carl
Roth, Karlsruhe) hinzugeftigt und durch Invertieren gemischt. Die Mischung wurde auf eine
Zymo-Spin™ IC-Saule in einem 2ml Sammelrohrchen gegeben und bei 16000xg 30s
zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und 400 ul Waschpuffer auf die Séule gegeben.
Nach der Zentrifugation wurde abermals der Durchfluss verworfen und die S&ule im Anschluss
fir 15min bei Raumtemperatur mit 40 ul DNase |- Mix (5l DNase | + 35 pl Verdau-Puffer)
inkubiert. Es wurden anschlieBend nacheinander 400 ul Prep-Puffer, 700 ul Wasch-Puffer und
400 ul Wasch-Puffer auf die Saule gegeben. Nach jeder Puffergabe wurde zentrifugiert und der
Durchfluss verworfen. Zum Trocknen der S&ule wurde diese noch einmal fir 2min
zentrifugiert. Fir den Elutions-Schritt wurde die S&ule in ein 1,5 ml RNase-freies
Mikroreaktionsgefal Gberfiihrt und mit 15 pl DNase/RNase-freiem Wasser tiberschichtet. Nach
letztmaliger Zentrifugation erfolgte die Lagerung bei -20°C.

2.3.2 Quantitative und qualitative RNA-Analyse

Die Konzentration und Qualitdt der RNA wurde mit einem Spektrophotometer
(DeNovix, Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf) durch Absorption bei 260 nm
bestimmt. Der Elutions-Puffer diente als Nullwert. Neben der RNA-Konzentration wurde die
Qualitat durch die Messung des Quotienten der Absorption bei 260 nm und 230nm (260/230)
sowie 260nm und 280nm (260/280) ausgedruickt. Reine RNA besitzt eine OD (260/230)
zwischen 2,0 und 2,2 und eine OD (260/280) um 2 (Barbas et al. 2007, Krebs et al. 2009).

24



Material und Methoden

Die RNA-Integritat fand stichprobenartig mit dem Agilent Technologies 2 100 Bioanalyzer und
RNA 6000 Nano Chip Kit (Agilent Technologies, Waldbronn) statt. Der Chip wurde dabei mit
jeweils 1 ul einer RNA-Probe mit einer Konzentration von 600 ng beladen. Die RNA wurde
anschlieBend kapillarelektrophoretisch aufgetrennt und detektiert. Die resultierenden
Elektropherogramme und die angegebene RNA-Integritdts-Nummer (RIN) dienten zur
Beurteilung der RNA-Qualitat. Bei dieser Methode wird die Integritat der ribosomalen RNAs
18S und 28S untersucht. Eine integre Probe ist dabei so definiert, dass man nach der
elektrophoretischen Auftrennung zwei distinkte Banden der beiden beschriebenen rRNAs
erkennt. Diese Aussage beruht auf der Annahme, dass die ribosomale RNA die Integritat aller
isolierten RNAs widerspiegelt (Winnebeck et al. 2010). Die RIN umfasst einen Bereich von 1

bis 10, wobei ein Wert ab 7 als ausreichend angesehen wird (Cui et al. 2011).

2.3.3 Primerdesign

Fur die Untersuchung spezifischer Honigbienen-Transkripte wurden Primer fur 102
ausgewdhlte Gene definierter Kategorien mit dem NCBI Primer Design Tool
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) exoniibergreifend und targetspezifisch
entwickelt. Die Auswahl der Primer nahm PD Dr. Soroush Sharbati vor. Die gewahlten

Kriterien befinden sich in Tabelle 3.

Tabelle 3: Gewahlte Einstellungen fiir die Primer-Synthese

Kriterium Einstellung
PCR Product Size Minimum: 90, Maximum: 250
Primer Melting Temperature (°C) Minimum: 58, Optimum: 60, Maximum: 62
Maximum Tm Difference (°C) 2
Exon Junction Span Primer must span an exon-exon junction
Maximum Self complementarity 4
Maximum GC Difference (%) 5

Die Primer-Synthese wurde durch die Firma Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Miinchen) durchgefiihrt und der Transport erfolgte in gefriergetrockneter Form. Jedes Zielgen
setzt sich aus einem Paar, bestehend aus Forward- und Reverse-Primer, zusammen. Die
Rekonstitution erfolgte mit TE-Puffer (1ml 10 mM TRIS, 0,2 ml 1 mM EDTA pH 8, mit VE-
H>0 auf 100 ml aufgefillt), um eine finale Konzentration von 100 uM zu erhalten. Die Primer-
Stammldsungen wurden mit RNase-freiem Wasser auf 10 uM verdiinnt (Arbeitslosung).
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Im Anschluss wurden je 20 ul Forward- und Reverse-Primer mit 10 ul RNase freiem Wasser
gemischt, um eine Endkonzentration von 4 uM je Primer zu erhalten (Tabelle 18, Anhang).
Die Transkriptomdaten aus dem Jahr 2018 wurden mittels einer hierarchischen Clusteranalyse
ausgewertet (Babicki et al. 2016). Dabei wurden folgende Einstellungen gewahlt:

Clustering complete linkage

Distance Pearson

Clustering of rows

Bei dieser Art der Auswertung werden Gruppen (Cluster) dargestellt, in denen dhnliche Gene
(Reihen) so organisiert sind, dass sie dicht beieinander liegen. Anhand der Ergebnisse wurde
schlieBlich eine Auswahl an Genen getroffen, die fir die Transkriptanalyse im Jahr 2019

weiterverwendet wurden.

2.3.3.1 Ermittlung der Primer-Qualitat

Jedes Primer-Paar dient der Vervielfaltigung (Amplifikation) eines bestimmten
Transkripts. Das Produkt einer Vervielfaltigung nennt man Amplicon. Vor der Nutzung der
Primer muss getestet werden, ob die Synthese der Amplicons effizient ablauft. Dazu wurde eine
cDNA-Verdiinnungsreihe lber sechs Zehnerpotenzen erstellt und die entsprechenden Ci-Werte
mittels RT-qPCR ermittelt. Die Messwerte wurden fir die Erstellung einer grafischen
Darstellung als Kurve genutzt. Uber die Geradengleichung konnte die Steigung m ermittelt
werden, die Aufschluss lber die Effizienz gab. Eine Steigung m = 3,32 bedeutet eine Effizienz
von 1 (100%), was eine Verdoppelung des Ausgangsmaterials nach jedem Zyklus bedeutet. Die

Effizienz sollte in einem Bereich zwischen 90 — 110% liegen (Bustin 2004).

2.3.3.2 Ermittlung der Amplicon-Qualitat

Vor der Anwendung in der RT-qgPCR wurde die GroéRe der Amplicons
gelelektrophoretisch ermittelt. Fir die Auswertung wurden Gele mit 1,5% Agarose (LE
Agarose, Biozym, Hessisch Oldendorf) und TAE-Puffer (242g 1 mM Tris in 500 ml VE-H20,
100ml 0,5M NaEDTA pH 8, 57,1 ml Essigsaure, mit VE-H>0 auf 11 aufgefillt) hergestellt
(0,99 Agarose+60ml TAE+3ul Ethidiumbromid). Die Geltaschen wurden mit je 12ul
Reaktionsgemisch (10 pl PCR-Reaktionsprodukt+2 ul Stopp-Puffer) beladen und mit TAE-
Puffer Uberschichtet. Zur Ermittlung der Amplicon-Gréfle wurde ein geeigneter Marker
verwendet (GeneRuler 50bp DNA Ladder, Thermo Scientific). Die Auftrennung des PCR-
Produkts erfolgte in horizontalen Elektrophoresekammern (Carl Roth, Karlsruhe) bei 80V fur
eine Stunde. Zur Visualisierung der DNA wurde ein Transilluminator (TXF-20.MC, Vilber
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Lourmat Deutschland GmbH, Eberhardzell) verwendet. Die entsprechenden Gelbanden wurden
ausgeschnitten und die DNA nach Vorgaben des NucleoSpin Gel & PCR CleanUp Kits
(Macherey-Nagel, Duren) aufgereinigt. Die DNA-Konzentration wurde photometrisch (OD
260) bestimmt.

Die Firma Eurofins GATC (Kdln) fuhrte die Sequenzierung der PCR-Produkte mittels der
Kettenabbruchmethode nach Sanger et al. (1977) durch. Zur Analyse wurden 7,5ul PCR-
Produkt und 2,5ul des Forward-Primers (10uM) eingesendet und mit NCBI Blastn
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/, Altschul et al. 1990) ausgewertet. Eine Auflistung aller
analysierten Gene mit den dazugehoérigen spezifischen Primern befindet sich im Anhang
(Tabelle 18).

2.3.4 cDNA-Synthese und RT-qgPCR
2.3.4.1 DNase-Verdau

Um zu gewidhrleisten, dass in der isolierten RNA keine DNA-Kontaminationen
enthalten sind, wurde ein DNase-Verdau vorgenommen. Hierzu wurde 1 g RNA in einem 96-
Well-Thermocycler (Veriti, Applied Biosystems Deutschland GmbH, Darmstadt) mit einer
DNase | Endonuklease (1U/ul, Thermo Scientific) inkubiert. Die VVorgehensweise ist dem

Protokoll in Tabelle 4 zu entnehmen.

Tabelle 4: Protokoll des DNase-Verdaus. Das Volumen X ist reaktionsspezifisch

Volumen (ul)/Reaktion

RNA (1p0) X
10x Puffer + MgCl» 1
DNase 1
DEPC-H20 X
Gesamt 10

Mischen, zentrifugieren und im Thermocycler inkubieren bei

37°C 30min
Hinzufligen von 1 ul EDTA (50 uM), mischen, zentrifugieren, inkubieren bei
65°C 10min
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2.3.4.2 Reverse Transkription

Die DNase-behandelte RNA wurde mit Hilfe der Reversen Transkriptase (M-MLV-RT,
200U/pul, Thermo Scientific, Karlsruhe) in einem 96-Well-Thermocycler (Veriti, Applied
Biosystems Deutschland GmbH, Darmstadt) in den komplementdren DNA-Strang (CDNA)

umgeschrieben. Die Durchfuhrung geschah nach dem Protokoll in Tabelle 5.

Tabelle 5: Protokoll der reversen Transkription

Volumen (ul)/Reaktion

DNase behandelte RNA 11

Random Primer Mix (60 uM) 1
Mischen, zentrifugieren und im Thermocycler inkubieren bei

70°C 5min

5x RT-Puffer 4

dNTP Mix (10mM) 2

DEPC-H20 1

MMLV-RT 1

Gesamt 20

Mischen, zentrifugieren und im Thermocycler inkubieren bei

25°C 10 min
42°C 60 min
70°C 5min

cDNA im Verhéltnis 1:5 mit RNase-freiem Wasser verdiinnen

2.3.43 RT-gPCR

Zur Quantifizierung der cDNA-Produkte wurde ein 96-Well-Platten PikoReal Real-
Time PCR-System (Thermo Scientific) verwendet. Fur einen Reaktionsansatz (Tabelle 6)
wurde der verdiinnten cDNA ein Blue S Green gPCR Mix (Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf) und das spezifische Primer-Paar aus Forward- und Reverse-Primer hinzugefigt
(Tabelle 18, Anhang). Zur Vorbereitung wurde zunéchst 1 ml Blue S Green gPCR Mix mit 35l
ROX vermischt. Es wurden 9 pl Mix (1 ul cDNA + 5pl Blue S Green gPCR Mix + 3 ul DEPC-
H20) vorgelegt und dann 1 pl spezifisches Primer-Paar hinzugegeben. Die Reaktionen fanden
in 96-Well PCR-Platten (Thermo Scientific) statt, die mit Abdicht-Streifen (Thermo Scientific)

versiegelt wurden.
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Im ersten Amplifikations-Schritt wurde die cDNA bei 95°C denaturiert, um die Ansatzstellen
fur die Primer freizulegen. Dem folgte ein 40-stufiges Zwei-Phasen-Protokoll, in dem die
Primer an die DNA banden, die Amplifikation mittels einer DNA-Polymerase erfolgte und es
zur erneuten Denaturierung der Amplicons kam. Diesem Schritt folgte eine Analyse der

Schmelzkurven bei 60°C, um die Qualitat der RT-qPCR zu Uberprifen.

Tabelle 6: Protokoll fur die RT-gPCR

Volumen (ul)/Reaktion
cDNA (1:5 Verdiinnung) 1

Blue S Green gPCR Mix 5
Primer-Paar 1
DEPC-H20 3

Gesamt 10

Mischen, zentrifugieren und im Thermocycler inkubieren bei

95°C 2min
95°C 5s
40x
60°C 20s
60°C 30s
20°C 10s

2.3.4.4 Auswertung der RT-gPCR

Zur Normalisierung der Expressionsdaten 2018 dienten bei Dimethoat und Fenoxycarb
die Referenzgene enolase, gapdh and rps18, im Jahr 2019 waren dies enolase, gapdh und
rpl13a. Bei den Behandlungen mit Flupyradifuron und Chlorantraniliprol wurden gapdh, cox6c
and ATP synthase beta ausgewahlt. Die Qualitéat der Referenzgene wurde mit geNorm Version
3.5 (Vandesompele et al. 2002) und Normfinder Version 0.953 (Andersen et al. 2004) im
Vorfeld verifiziert und als geeignet befunden.
Die relative Genexpression wurde mittels der AAC-Methode (delta delta threshold cycle,
Formel 1) ermittelt. Hierzu wurde zundchst das geometrische Mittel der Ci-Werte der
Referenzgene gebildet und von den Ci-Werten jedes Zielgens subtrahiert. Dadurch erhielt man
die korrigierten Ci-Werte fiir jedes Gen (ACt zielgen). Im Anschluss wurde fur jedes Gen der
Kontrollgruppe das arithmetische Mittel gebildet und von den individuellen AC-Werten der
Behandlungsgruppe subtrahiert, um den AACi-Wert zu erhalten. Zur besseren Darstellung

wurden diese Werte in sogenannte Fold changes umgerechnet und anschliefend der
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Logarithmus zur Basis zwei gebildet (Bustin 2004). Dadurch ergibt sich bei einer Fold change
von 2, also einer Verdoppelung der Transkripte, ein logz>-Wert von 1, einer Vervierfachung ein
log>-Wert von 2, einer Verachtfachung ein logz-Wert von 3 usw.

CtZielgenP - CtRefP = ACp

CtZielgenK - CtRefK = ACk

ACtP - ACtK = AACt

Fold change = 272
Ct = Threshold cycle
Zielgen = Untersuchtes Gen
Ref = Referenzgen
P = Behandelte Probengruppe
K = Kontrollgruppe

Formel 1: Mathematische Grundlage der AACt-Methode.

Die statistische Auswertung der Daten wurde mit SPSS Version 25 (IBM Corp., Armonk, NY,
Vereinigte Staaten) vorgenommen. Der Test auf Normalverteilung der einzelnen Gene ergab
sowohl parametrische als auch nicht-parametrische Verteilungen (Kolmogorov-Smirnov-Test).
Die Daten wurden daher mittels einer Varianzanalyse (ANOVA) ausgewertet, da diese auch
bei Verletzungen der Normalverteilungs-Annahme sehr robust ist (Schmider et al. 2010, Mena
et al. 2017). Der paarweise Vergleich erfolgte Giber Kontraste. Ein Niveau von p < 0,05 galt als
signifikant. Im Jahr 2018 wurden drei, im Jahr 2019 sechs Replikate ausgewertet. Bei der
Auswertung wurde darauf geachtet, dass jede Behandlungsgruppe nur mit der entsprechenden
Kontrolle verglichen wurde. Die Zuordnung war wie folgt: Kontrolle (C) — 0,05 ug Dimethoat
(DM1)/ 0,1 ug Dimethoat (DM2)/0,2ug Dimethoat (DM3); Losungsmittel-Kontrolle (CS) —
Fenoxycarb (Fe)/ Flupyradifuron (F)/Chlorantraniliprol (Cl).

2.4 Proteinanalyse
2.4.1 Protein-lIsolierung und Aufreinigung

Die Homogenisierung der Larven erfolgte in 300 ul Lysepuffer (9 M Harnstoff [GE
Healthcare Europe GmbH, Freiburg], 2% CHAPS [Carl Roth, Karlsruhe]: 1 ml Puffer wurde
mit 10mg Dithiothreitol [DTT, GE Healthcare Europe GmbH], 1 ul Proteaseinhibitorcocktail
[Merck Biosciences GmbH, Darmstadt], 5 pl Phenylmethylsulfonylfluorid [PMSF; AppliChem
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GmbH, Darmstadt] versetzt). Im Anschluss wurden die Proben fiir eine Stunde auf Eis gestellt
und alle 20min mit einem Vortexer (IKA Labortechnik, Staufen im Breisgau) gemischt.
Nachfolgend wurden die Proben bei 13000 x g bei 4°C fir 10 min zentrifugiert (Biofuge fresco
Heraeus, Thermo Scientific, Osterode). Vom Uberstand wurden 2x100pul in je ein 1,5ml
Mikroreaktionsgefalie tberfuhrt. Dadurch lag jede Probe als Duplikat vor. Die Aufreinigung
der Proben erfolgte gemaR den VVorgaben des 2D Clean-Up Kits (GE Healthcare, Piscataway,
Vereinigte Staaten). Die jeweilige Proteinprobe wurde in einem entsprechenden Volumen
DIGE-Puffer (8 M Harnstoff, 4% CHAPS, 30 mM Tris, pH 8,5) geltst. Nach der Aufreinigung
wurden die Duplikate wieder vereint. Die Proben wurden bis zur Verwendung bei -80°C

gelagert.

2.4.2 Quantifizierung der Proteinproben

Die Quantifizierung erfolgte photometrisch geméal dem Protokoll des Pierce™ 660 nm
Protein Assays (Thermo Scientific, Karlsruhe). Das Prinzip basiert dabei auf der Bildung eines
Farbstoff-Metall-Komplexes mit den Proteinen, wodurch es zu einer Verschiebung des
Absorptionsmaximums kommt, das bei 660nm gemessen wird. Zunéchst wurde mit dem
produkteigenen Bovine Serum Albumin Standard (BSA) eine Standardreihe von 50 pg/ml bis
2mg/ml erstellt. Als Nullwert diente der DIGE-Puffer. Die Proben wurden zuvor mit dem
doppelten Volumen DIGE-Puffer verdinnt, um die maximal messbare Proteinkonzentration
nicht zu tberschreiten. Fir die Messung wurden 5 ul Probe bzw. Standardlésung in einer 96-
Well Mikrotiterplatte (Sarstedt AG & Co., Niimbrecht) vorgelegt und mit 75 ul Protein Assay
Reagenz versetzt. Jede Messung erfolgte doppelt. Flr eine ausreichende Vermischung wurde
die Platte fiir 1 min bei einer mittleren Geschwindigkeit gertttelt (MHL 23, HLC by DITABIS,
Pforzheim) und anschliefRend 5min bei Raumtemperatur inkubiert. Die photometrische
Messung wurde mit dem iMark™ Microplate Absorbance Reader (Bio-Rad Laboratories, Inc.,
Feldkirchen) und der entsprechenden Software (Microplate Manager®, BioRad, Version 6.3)

vorgenommen.

2.4.3 CyDye-Markierug der Proteinoberflache

Die Proteinauswertung erfolgte mit dem DIGE-Verfahren (Dlfference Gel
Electrophoresis). Diese Technik erlaubt es, bis zu drei verschiedene Proteinproben auf einem
2D-Gel zu vergleichen. Zundchst wurde ein interner Standard aus allen zu untersuchenden
Proben erstellt, der insgesamt 50 g Protein enthielt. Von jedem Proben-Lysat wurden ebenfalls

Aliquots mit einem Gesamtproteingehalt von 50 ug erstellt. Die Farbstoff-Markierung der
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Proteine wurde dem Hersteller-Protokoll entsprechend vorgenommen (NH Dye AGNOSTICS
GmbH, Halle). Um den Verlust von Farbstoff und Probenmaterial zu minimieren, wurden stark
hydrophobe MikroreaktionsgefaRe und Pipettenspitzen des Refraction-2D™ Spot Picking Kits
(NH Dye AGNOSTICS GmbH, Halle) verwendet. Jede Proteinprobe wurde entweder mit
400 pmol Cy3 oder Cy5 (CyDyes, GE Healthcare) markiert, der Standard mit Cy2 eingefarbt.
AnschlieBend wurden die drei Proben fur ein Gel (Cy2 + Cy3+ Cy5) vereint und gegebenenfalls
mit DIGE-Puffer auf ein Endvolumen von 10 ul gebracht.

2.4.4 2D-Gelelektrophorese
2.4.4.1 Isoelektrische Fokussierung (IEF, 1. Dimension)

Jede Gelprobe wurde schlieBlich mit DeStreak™ Rehydration Solution (1ml
DeStreak™-Losung+5ul IPG-Puffer [immobilized pH gradient buffer 3—10 NL, GE
Healthcare]) auf 300pul aufgefullt. Bis zu sechs Gelproben wurden in die IEF-Apparatur
(Protean IEF Cell, BioRad) pipettiert. Die Auftrennung erfolgte in einem pH-Bereich von 3—10
mit 17cm langen IPG-Streifen (ReadyStrip, BioRad, U.S.A.), die mit 3ml Mineral6l (USB-
Corporation, Cleveland, Vereinigte Staaten) bedeckt wurden. Die Laufbedingungen waren wie
folgt (20°C):
50V fir 14h, 200V fir 1h, 500V fir 1h, 10000V fir 1h, 10000V fir 6 h.

Nach der IEF wurden die Streifen mit demineralisiertem Wasser abgespult und fur die weitere

Verwendung bei -80°C gelagert.

2.4.4.2 Massespezifische Auftrennung (2. Dimension)
2.4.4.2.1 Gelanfertigung

Fur das Ansetzen von sechs Gelen wurden 180ml 30%ige Acrylamidlésung
(Rotiphorese® Gel 30, Carl Roth, Karlsruhe), 113 ml 1,5M Tris/HCI (181,719 Tris [Carl Roth,
Karlsruhe], 400mg SDS [GE Healthcare], pH 8,8) und 155ml demineralisiertes Wasser in
einem Rundkolben gemischt und mit Hilfe einer Vakuumpumpe (Millipore® Modell
XX5522050) fur 20 min entgast. Danach wurde die Losung fir 10min im Kdhlschrank bei
4°C-10°C gelagert. Zum Anfertigen der Gele stand eine Gel-GielRvorrichtung (Ettan DALTSix
gel caster, Amersham Biosciences) mit Gelplatten bereit. Vor dem Eingiel3en der Gel-L6sung
wurde dieser 225ul Tetramethylethylendiamin (TEMED, GE Healthcare) und 1,8ml 10%
Ammoniumperoxodisulfat (APS, Life Technologies) hinzugefugt. Die Gele wurden mit 0,1%
SDS (Uberschichtet. Die Polymerisierung erfolgte bei 18°C flr ungeféhr fiinf Stunden. Die

polymerisierten Gele wurden aus der Giellvorrichtung entnommen und auf ihre Qualitéat
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Uberprift. Nur einwandfreie, luftblasenfreie und einheitlich polymerisierte Gele wurden
weiterverwendet. VVor der Benutzung wurden die Gele tGber Nacht in Klarsichtfolie und einer

Plastiktute aufbewahrt, um eine vollstandige Polymerisierung zu gewéhrleisten

2.4.4.2.2 Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Fur die Gelelektrophorese wurde ein Liter 10x Elphopuffer angesetzt (10g SDS, 30,39
Tris, 1449 Glycin [Carl Roth, Karlsruhe], pH 8,8). Dieser wurde anschlieBend auf die
notwendigen Konzentrationen verdinnt. Zundchst wurden die IEF-Streifen mit
Equilibrierungspuffer (6 M Harnstoff [Sigma Aldrich, Steinheim], 30% Glycerin [Carl Roth,
Karlsruhe], 2% SDS, 0,05M Tris/HCI, 0,02% Bromphenolblau [Merck Biosciences GmbH],
pH 8,8) behandelt. Zu 10 ml Equilibrierungspuffer wurde 10mg/ml DTT hinzugefiigt und die
Streifen anschlieend 15 min equilibriert. Fir eine weitere Equilibrierung von 15 min wurde im
Equilibrierungspuffer 25mg/ml lodacetamid (AppliChem GmbH, Darmstadt) geldst. Der
Puffer wurde nach jeder Equilibrierung entsorgt. Anschliefend wurden die Streifen mit 1x
Elphopuffer abgespiilt. Die Streifen wurden im Anschluss auf die Geloberflache gelegt und mit
0,5%iger Agarose in 1x Elphopuffer (berschichtet. Die Gelplatten wurden in der
Elektrophorese-Einheit (Ettan DAL Tsix, Amersham Biosciences) platziert. Die untere Kammer
wurde mit 1 x Elphopuffer und die obere Kammer mit 2 x Elphopuffer aufgefullt. Die integrierte
Umwaélzpumpe und eine zusétzliche Kihleinheit (23°C, Pharmacia LKB, MultiTemp II)
wurden eingeschaltet. Uber ein Netzgerat (electrophoresis power supply EPS 3501XL,
Amersham Pharmacia Biotech) wurde bei sechs Gelen eine Leistung von zwei Watt fur eine
Stunde und anschliefend von zwolf Watt angelegt, bis das mitlaufende Bromphenolblau den

unteren Gelrand erreichte.

2.4.4.3 Auswertung der 2D-Gelelektrophorese

Die Visualisierung der Proteine fand mittels des Typhoon 9400 Fluoreszenz-Scanners
(Amersham Biosciences) statt. Die Anregung erfolgte bei den farbstoffspezifischen
Wellenlédngen von 488 nm (blau), 532 nm (griin) und 633 nm (rot). Die Protein-Detektion und
der Abgleich zwischen den Gelen mit anschliel3ender statistischer Auswertung (Student's t-
Test) wurde mithilfe der Software Delta2D (Version 4.5.3, Decodon GmbH, Greifswald)
vorgenommen. Es wurden nur Protein-Spots fir die Analyse berticksichtigt, die eine signifikant
induzierte oder reprimierte Fold change von mindestens 1,5 aufwiesen. In den Jahren 2018 und
2019 wurden jeweils vier Replikate von Dimethoat und Fenoxycarb von D6

gelelektrophoretisch aufgetrennt. Zusatzlich fand 2019 eine gemeinsame Auswertung aller
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Gele statt. AuRerdem wurden 2019 vier Replikate der Flupyradifuron-behandelten Larven von

D8 analysiert.

2.4.5 Protein-Charakterisierung mittels Massenspektrometrie (MS)

Vor der eigentlichen Protein-Charakterisierung mussten die ausgewahlten Proteine aus
dem Gel isoliert werden. Hierzu wurde eine erneute Gelelektrophorese mit zwei Gelen
durchgefuhrt. Um mdoglichst eindeutige Protein-Spots zu erhalten, wurden pro Gel 400 ug
Protein eingesetzt. Fur diese Menge wurden entsprechende VVolumina mehrerer Proteinproben
vereint, die ein Gesamtvolumen von 200 pl nicht Gberschritten. Es wurde mit DeStreak™
Rehydration Solution auf 300pul aufgeflllt. CyDye-Farbstoffe kamen nicht zum Einsatz.
Zusatzlich zu den Proben wurde wahrend der 2. Dimension ein Marker (Spectra™ Multicolor
Protein Ladder, Thermo Scientific) aufgetragen, um das Molekulargewicht der aufgetrennten
Proteine zu bestimmen. Nach der Gelelektrophorese wurde eine Silberfarbung der Gele
vorgenommen. Die im Nachfolgenden genannten Schritte erfolgten pro Gel mit 150 ml der
angesetzten Losung. Die Inkubation erfolgte auf einem Ruttler (GFL 3016, Burgwedel). In
einem ersten Schritt wurden die Proteine fiir 2x 30 min auf dem Gel fixiert (300 ml Ethanol
[Carl Roth, Karlsruhe], 72ml Eisessig [Carl Roth, Karlsruhe], 228 ml demineralisiertes
Wasser). AnschlieRend erfolgten 3x20 min Waschgénge mit Ethanol (450 ml Ethanol, 450 ml
demineralisiertes Wasser). Es folgte die Sensitivierung fir 1 min mit Natriumthiosulfat (300 ml
demineralisiertes Wasser, 150 ul 43% Natriumthiosulfat [Na2S203]). Danach wurden die Gele
fir 3x20sek mit demineralisiertem Wasser gewaschen. Die Silberinkubation erfolgte im
Anschluss fur 20min (300ml demineralisiertes Wasser, 225ul Formaldehyd [Carl Roth,
Karlsruhe], 0,6 g Silbernitrat [AgNO3, Carl Roth, Karlsruhe]). AnschlieRend wurde wieder mit
demineralisiertem Wasser fir 2x 20 sek gewaschen, bevor es zur Entwicklung und
Visualisierung der Protein-Spots fir 3-6min kam (300ml demineralisiertes Wasser, 99
Kaliumcarbonat [K2COs, Carl Roth, Karlsruhe], 3ul Na>S203, 150l Formaldehyd). Die
Entwicklung wurde durch eine Stopp-L6sung (300 ml demineralisiertes Wasser, 3g Glycerin)
angehalten. Die Aufbewahrung der Gele erfolgte in demineralisiertem Wasser. Ausgewéhlte
Proteine wurden unter moglichst sterilen Bedingungen aus dem Gel geschnitten und tber eine
kommerzielle Analytik (LC—MS: Flissigkeitschromatographie mit Massenspektrometrie-
Kopplung, Proteome Factory AG, Berlin) charakterisiert. In den zur Verfugung gestellten
Daten wurden in jedem Spot mehrere Proteine identifiziert. Die Quantitat wurde mittels eines
sogenannten Scores ausgedruckt: Je hoher der entsprechende Score ist, desto haufiger kam ein

bestimmtes Peptid im analysierten Spot vor. Es wurde angenommen, dass ein Spot dem Protein
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mit dem hochsten Score entspricht. Im Jahr 2018 wurden acht Proteine, im Jahr 2019 zwei

Proteine identifiziert.
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3. ERGEBNISSE
2018

3.1 Transkriptomanalyse
3.1.1 Quantitat und Qualitat der RNA

Die Gesamtkonzentration an RNA lag in der Regel deutlich tiber 1 ug/pul, das Verhaltnis
der Absorption bei 260/230 bzw. 260/280 zwischen 1,8 und 2,2. Die RNA-Integritat wurde
zudem stichprobenartig mittels des Agilent Technologies 2100 Bioanalyzers untersucht. Die
Elektropherogramme zeigten ein deutliches 18S-Signal (Abbildung 8A). Die RIN war bei den
meisten Proben entweder unter 7 oder konnte nicht berechnet werden, da bekanntlich die groRRe
28S rRNA bei Insekten wahrend der Analyse zerbricht und somit die Grundlage fir eine RIN-
Berechnung nicht gegeben ist (Abbildung 8B-D). Eine rein optische Beurteilung der
Elektropherogramme zeigte keine Anzeichen von Degradation.
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;; n N in [FUl
- 200
100
0 - (& & &) P e A
T T T T T T T T T T
&5 — 20 25 30 35 40 45 50 55 60 [s]
= 52
C
EL — RIN N/A
FU]
Ch —
45 —
— s s 18S 0l SRR ket
4{) o " T T T [ T T T T T I
 — 20 25 30 35 40 45 50 55 60 [s]
it —
0 — D >
— RIN N/A
&5— [FU]
30 — 200
1(X) —
L 9 10 u 0t L

T T T T T T T 1 T T
20 25 30 35 40 45 50 55 60 [s]

Abbildung 8: Elektrophorese-Daten ausgewahlter Proben aus dem Jahr 2018.
A: Die Spalte L enthélt den RNA-Standard aus dem Kit. Die Spalten 9, 10 und
11 reprasentieren larvale RNA-Proben (600 ng/ul). Die 18S-Bande ist kenntlich
gemacht. B, C und D zeigen die Elektropherogramme der in A dargestellten
Proben. Eine RIN konnte nicht ermittelt werden (N/A). Das starke Signal stellt
die 18S rRNA dar.
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3.1.2 Auswahl der Primer

Insgesamt wurde die Qualitdt von 102 Primer-Paaren analysiert. Die Primer-Paare
waren mit folgenden Stoffwechsel-Kategorien assoziiert: Alterung, Detoxifikation,
Entwicklung, Immunsystem, mitochondrialer Transport, oxidative Phosphorylierung, Enzyme
und Autophagie. In den Bienenlarven konnte die Expression von 79 Transkripten bestatigt
werden, die in die Auswertung aufgenommen wurden. Ausschlusskriterien waren entweder
eine zu geringe Effizienz (<90%) oder fehlende Ci-Werte in der RT-gPCR (Tabelle 18,
Anhang). Die RT-qgPCR-Effizienz der ausgewerteten Transkripte lag zwischen 90% und 110%.

Die spezifischen Primer-Produkte konnten nach erfolgter Sequenzierung bestétigt werden.

3.1.3RT-qPCR
3.1.3.1 Auswahl der Referenzgene

Fur die Analyse der Referenzgene wurde das Programm geNorm verwendet. Dabei
wurde zunéchst aus den gemessenen Ci-Werten der RT-gPCR (n=3) ein Normalisierungsfaktor
bestimmt. Je geringer dieser Wert, desto stabiler ist die Expression eines Gens (Vandesompele
et al. 2002). Fur die Normalisierung der RT-gPCR-Daten wurden bei Dimethoat und
Fenoxycarb die Gene enolase, gapdh und rps18 festgelegt (Tabelle 7).

Tabelle 7: Referenzgen-Berechnung im Jahr 2018. Es wurden n=3 C-Werte zur Normalisierung verwendet

Behandlung Referenzgen Normalisierungs-Faktor
Dimethoat enolase 0,236
Fenoxycarb gapdh 0,251

rpsls8 0,438

3.1.3.2 Vergleichende Expressionsdaten

Es wurden vergleichende Genexpressionsstudien von drei Replikaten an den Tagen vier
(D4), sechs (D6) und acht (D8) durchgefuhrt (Abbildung 9). An D4 zeigten sich keine
signifikanten Anderungen bei den Behandlungsgruppen. An D6 waren sechs Transkripte
dysreguliert (Tabelle 19, Anhang), an D8 stieg diese Zahl auf 13 (Tabelle 8, Tabelle 20,
Anhang).
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Tabelle 8: Auflistung signifikant regulierter Transkripte im Jahr 2018

Gen Behandlung Tag log> Fold change -logio p-Wert
atg6 Fe 6 -1,64 2,10
tim8 Fe 6 0,82 1,48
gabarap Fe 6 -1,84 3,38
cyp9e2-1 DM2 6 -1,89 2,82
ache2 DM2 6 -1,69 2,35
toll DM2 6 -1,32 1,40
mrpl47 Fe 8 -0,39 1,64
mrps12 Fe 8 -0,34 1,32
cyp9e2-1 DM3 8 -2,10 2,52
toll DM2 8 -1,42 2,54
tim17 Fe 8 -0,51 1,38
tim8 DM1 8 0,77 1,89
tim8 DM3 8 0,66 1,64
cox6c Fe 8 -0,47 1,70
atg6 Fe 8 -0,43 1,30
gabarap Fe 8 -0,94 2,89
ache2 DM2 8 -1,51 2,40
hr4 DM3 8 0,79 1,62
antp DM1 8 0,66 1,47
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3.1.3.3 Clusteranalyse

Es hat sich gezeigt, dass an D8 die meisten signifikant regulierten Transkripte auftraten.
Da dies die Wahrscheinlichkeit erhoht, dass sich die Transkripte entsprechend ihrer
Expressionsprofile in Clustern anordnen, dienten die Daten von diesem Tag als Grundlage der
Auswertung. Die Losungsmittel-Kontrolle ist ebenfalls in der Analyse dargestellt, da das
hinzugefiigte Aceton als eine Art Behandlung betrachtet werden kann. Die statistische
Auswertung zwischen den Kontrollen ergab keine Unterschiede. Es wurde dennoch darauf
geachtet, dass jede Behandlungsgruppe nur mit der dazugehdrigen Kontrolle verglichen wurde.
Das Ziel war es, aus der bestehenden Genliste eine reduzierte Auswahl zu treffen, mit der im
Jahr 2019 die Versuche weitergefihrt wurden.
Das initiale Genarray ist aus sieben physiologischen Kategorien zusammengesetzt. Aus diesem
Grund wurden die Transkripte in der Heatmap ebenfalls in sieben Cluster eingeteilt (Abbildung
10). Dazu wurde das dazugehdrige Dendrogramm an einem bestimmten Punkt "abgestumpft".
Unterhalb dieser Abstumpfung erfolgte dann die Einteilung in Cluster. Jedes Cluster besitzt
zudem einen Mittelpunkt, der zu allen weiteren Punkten im Cluster einen dhnlichen Abstand
besitzt. Da diese Mittelpunkte die Cluster reprasentieren, wurden diese fiir eine weitere
Verwendung ausgewdhlt. Dabei handelt es sich um folgende Transkripte: cox5b (oxidative
Phosphorylierung), achel (Detoxifikation), hex70b (Entwicklung), arpl (Referenzgen), e75
(Entwicklung), apisimin (Immunsystem) und proc enz (Immunsystem). Diese Transkripte
vertreten ebenfalls eine Auswahl der physiologischen Kategorien, was ein Hinweis sein kann,
welche Stoffwechselwege durch die Pestizideinwirkung beteiligt sind. Weiterhin wurden die
signifikant regulierten Transkripte von D8 der Auswahl hinzugefligt. Diese weisen zum
Groliteil zwar keine log. Fold change von £1,5 auf, allerdings verweist die Signifikanz auf eine
maogliche Dysregulierung. Dies betrifft folgende Zielgene: mrpl47 und mrps12 (Alter), cyp9e2-
1 und ache2 (Detoxifikation), toll (Immunsystem), tim17 und tim8 (Mitochondrien-Transport),
cox6¢ (oxidative Phosphorylierung), atgé und gabarap (Autophagie) sowie hr4 und antp
(Entwicklung).
Die bisherige Zusammenstellung der Transkripte legt den Schluss nahe, dass vor allem die
Kategorien Immunsystem, Entwicklung und Detoxifikation betroffen sind. Fir diese wurden
daher weitere Gene ausgewahlt. Die Monooxygenase cyp9e2-2 zeigt laut Heatmap eine
ahnliche Regulierung wie cyp9e2-1, weshalb dieses Transkript hinzugefligt wurde. Die Familie
der Cytochrom P450-Monooxygenasen (CYPs) wird zudem mit der Detoxifikation von
Insektiziden in Verbindung gebracht (Feyereisen 1999). Die Transkripte hr4d und e75 befinden

sich in benachbarten Clustern und sind Teil der Ecdyson-induzierenden Kaskade. Hierzu gehort
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ebenso das von hr4 benachbarte hr39. Eine tibergeordnete Regulierungsfunktion dieser beiden
Transkripte Gbernimmt hr38, das Teil des Ecdyson-Rezeptors ist (Thummel 2002). Diese Gene
wurden ebenfalls ausgewahlt.

In Bezug auf das Immunsystem fallt auf, dass zwei Gene der Toll-Kaskade bereits vertreten
sind (toll, apisimin). Um die Auswirkungen auf diesen Signalweg naher zu untersuchen, wurde
defl hinzugeflgt, das ebenso wie apisimin fur ein antimikrobielles Peptid codiert (De Gregorio
etal. 2002). Als letztes Gen einer stoffwechsel-assoziierten Kategorie wurde tim16 ausgewahlt.
Dieses zeigt eine &hnliche Regulierung wie tim17 und ist essenzieller Bestandteil beim
Proteinimport ins Mitochondrium (Bauer et al. 2000, Mokranjac et al. 2007). Zuletzt wurden
die Transkripte von potenziellen Referenzgenen ausgewahlt, dies umfasst: gapdh, rpl13a, rps18
und enolase. Damit umfasst das reduzierte Genarray 28 Transkripte, die fur eine

Weiterverwendung ausgewahlt wurden (Tabelle 9).

Tabelle 9: Ausgewéhlte Transkripte anhand der Ergebnisse aus 2018

Gen Kategorie
mrpl47 Alter
mrps12 Alter
cyp9e2-1 Detoxifikation
cyp9e2-2 Detoxifikation
achel Detoxifikation
ache2 Detoxifikation
toll Immunsystem
defl Immunsystem
apisimin Immunsystem
proc enz Immunsystem
tim8 Mitochondrien-Transport
tim16 Mitochondrien-Transport
tim17 Mitochondrien-Transport
cox5b Oxid. Phosphorylierung
cox6c Oxid. Phosphorylierung
atg6 Autophagie
gabarap Autophagie
hr4 Entwicklung
hr38 Entwicklung
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hr39 Entwicklung
e75 Entwicklung
antp Entwicklung
hex70b Entwicklung
arpl Referenzgen
enolase Referenzgen
gapdh Referenzgen
rpll3a Referenzgen
rpsl8 Referenzgen
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Abbildung 10: Clusteranalyse der Expressionsdaten von Larven an D8. Anhand der normalisierten Genexpression an D8 wurde eine Clusteranalyse mithilfe einer Heatmap vorgenommen.
Die Transkripte wurden zunéchst in sieben Cluster eingeteilt. Dies erfolgte mittels einer Abstumpfung des Dendrogramms (Cluster farblich markiert). An der rechten Seite sind Bereiche

markiert, in denen vermehrt Transkripte einer Kategorie aufzufinden sind.

43



Ergebnisse

3.2 Proteinanalyse
3.2.1 Quantit&t der isolierten Proteine
Die Protein-Isolierung der Larvenproben von D6 ergab im Jahr 2018 eine mittlere

Ausbeute von 1,53 g/ pl.

3.2.2 2D-Gelelektrophorese

Die Transkriptomanalyse hat gezeigt, dass an Tag 6 (D6) sowohl Fenoxycarb als auch
Dimethoat zu signifikanten Dysregulierungen mit log> Fold changes von mindestens £1,5
fihrten. Daher wurde dieser Tag ausgewdhlt, um diese deutlichen Unterschiede auch im
Proteom mittels 2D-Gelelektrophorese sichtbar zu machen. Dazu wurde jeweils ein Protein-
Pool von jeder Behandlungsgruppe (n=4) in der 2D-PAGE gegen den entsprechenden
Kontroll-Pool (n=4) aufgetrennt und insgesamt 853 Proteinspots von der Software detektiert.
Nach Anwendung der genannten Kriterien (Signifikanz < 0,05; Fold change mindestens + 1,5)
wurden die daraus resultierenden Spots handisch geprift, ob diese eine ausreichend starke
Féarbung aufwiesen und eindeutig von benachbarten Spots unterscheidbar sind (Abbildung 11).
Diese zusatzlichen Parameter erleichterten ein spateres Ausschneiden der Spots fir die
Identifizierung. Daraus ergaben sich insgesamt 72 Spots, die diese Anforderungen erfillten.

Die Anzahl an induzierten und reprimierten Proteinen ist Tabelle 10 zu entnehmen.

Tabelle 10: Anzahl an induzierten und reprimierten Protein-Spots der 2D-Gelelektrophorese im Jahr 2018

DM1 DM2 DM3 Fe

Induziert 5 5 7 2
Reprimiert 13 14 32 32
Insgesamt 18 19 39 34

Im Anschluss wurden acht Spots fiir eine Identifizierung ausgewahlt, die entweder eine starkere
Regulierung und/oder bei mehreren Behandlungsgruppen eine Dysregulation zeigten (Tabelle
11, Tabelle 21, Anhang). Schliel3lich wurden von sieben Proteinen die entsprechenden Primer
nach den oben genannten Kriterien ausgewéhlt und dem bestehenden Array von 28
Transkripten hinzugefiigt, wodurch dieses final 35 Transkripte umfasste. Das major royal jelly
protein wurde dabei nicht berticksichtigt, da dieses nicht von der Larve selbst gebildet, sondern

durch das Gelée royale aufgenommen wird.
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Isoelektrische Fokussierung

SDS-PAGE

Abbildung 11: 2D-Karten der Proteinproben aus 2018. Protein-Karten von Larven an Tag 6 (D6, n = 4): A) Repréasentative Kontrolle, B) DM1, C) DM2, D) DM3 und E) Fe. Die Spots von

differenziell regulierten Proteinen sind eingezeichnet (siehe Tabelle 11). MG = Molekulargewicht in kDa, pl = isoelektrischer Punkt.
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Tabelle 11: Auflistung der identifizierten Proteine im Jahr 2018. Eine detailliertere Auflistung samt Fold changes

und Signifikanzniveaus findet sich in Tabelle 21 (Anhang)

Spotnummer Protein

1 Retinal Dehydrogenase
ATP Synthase beta

Acyl-CoA Dehydrogenase

major royal jelly protein
Protein | (2) 37Cc
14-3-3 protein zeta

3-Ketoacyl-CoA Thiolase

| N| O o &~ WO N

26SProteasom Untereinheit

2019
3.3 Transkriptomanalyse
3.3.1 Quantitat und Qualitat der RNA

In Bezug auf die Quantitat und Qualitdt der isolierten RNA im Jahr 2019 sind die
Ergebnisse mit denen aus dem Jahr zuvor vergleichbar. Es wurde ebenfalls wieder
stichprobenartig die RNA-Integritdt mittels des Agilent Technologies 2100 Bioanalyzers
untersucht. Die Elektropherogramme zeigten ein deutliches 18S-Signal (Abbildung 12A). Eine
rein optische Beurteilung der Elektropherogramme (Abbildung 12B-D) zeigte keine Anzeichen

von Degradation.
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= RIN N/A
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3.3.2RT-gPCR
3.1.2.1 Auswahl der Referenzgene

Die Berechnung erfolgte analog zu 2018. Da Chlorantraniliprol und Flupyradifuron
einen deutlichen Einfluss auf die Genexpression zeigten, wurde die Analyse zusétzlich mit dem
Programm Normfinder validiert.
Fur die Normalisierung der RT-qPCR-Daten wurden bei Dimethoat und Fenoxycarb die Gene
enolase, gapdh und rpl13a festgelegt. Bei der Ermittlung der am stabilsten exprimierten Gene
fiir die Gruppen Flupyradifuron und Chlorantraniliprol wurden die Gene gapdh, cox6c und ATP
synthase beta gewahlt (Tabelle 12).

Tabelle 12: Ergebnisse der Normalisierungs-Berechnung der Referenzgene durch geNorm und Normfinder. Es

wurden n=3 C-Werte zur Berechnung verwendet

Normalisierungs-Faktor
Behandlung Referenzgen i
geNorm Normfinder
_ enolase 0,6 -
Dimethoat
gapdh 0,5 -
Fenoxycarb
rpll3a 1,3 -
N coxéce 0,4 0,2
Chlorantraniliprol
) ATP synthase beta 0,5 0,1
Flupyradifuron
gapdh 0,3 0,1

3.1.2.2 Vergleichende Expressionsdaten

Um den Einfluss der verschiedenen Wirkstoffe auf die Larven zu untersuchen, wurden
vergleichende Genexpressionsversuche zwischen den Tagen 4, 6 und 8 mittels RT-gPCR
durchgefuhrt; pro Tag und Wirkstoff wurden sechs Larven analysiert. Die Auswertung aller
drei Tage ergab insgesamt 95 Transkripte, die sich signifikant von der Kontrolle unterschieden
(Tabelle 22, Anhang).
Fur die weitere Auswertung wurden nur Transkripte betrachtet, die eine log. Fold change von
mindestens 1,5 oder -1,5 zeigten. Es wurden 15 verschiedene Transkripte identifiziert, die sich
zwischen den Behandlungsgruppen (n=6) und den Kontrollen (n=6) unterschieden.
An Tag 4 (D4, Abbildung 13A) zeigte sich eine signifikante Hochregulierung von apisimin in
der Chlorantraniliprol-Gruppe (mittleres log. Verhéltnis zur Kontrolle: 2,38, one-way ANOVA
Fie = 19,91, p = 0,04).
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An Tag 6 (D6, Abbildung 13B) stieg die Anzahl an differenziell exprimierten Genen. Larven,
die mit 0,1 g Dimethoat behandelt wurden, zeigten eine Reprimierung von hr38 (hormone
receptor-like in 38, mittleres log> Verhaltnis zur Kontrolle: 1,6, one-way ANOVA F12) =
0,444, p = 0,008) und eine Induktion von defl (defensinl, mittleres log. Verhéltnis zur
Kontrolle: 2,32, one-way ANOVA F12) = 8,61, p = 0,01). Bei einer Behandlung von 0,2 ug
Dimethoat war toll hochreguliert (mittleres log> Verhaltnis zur Kontrolle: 1,55, one-way
ANOVA Fi12) = 5,95, p = 0,004). Fenoxycarb-Behandlung fihrte zu einer erhohten
Exprimierung von tim8 (translocase of inner membrane 8, mittleres log> Verhaltnis zur
Kontrolle: 1,62, one-way ANOVA Fs12) = 6,43, p = 0,0036). Eine Exposition mit
Chlorantraniliprol (mittleres log. Verhéltnis zur Kontrolle: 3,43, one-way ANOVA F@g) =
27,33, p < 0,001) und Flupyradifuron (mittleres log. Verhéltnis zur Kontrolle: 3,27, one-way
ANOVA Fgeg = 27,33, p 0,001) fuhrte zu einer starkeren Expression von hr4 (hormone
receptor 4).

Die meisten Unterschiede fanden sich nach Tag 8 (D8, Abbildung 13C). Def1 zeigte die hdchste
Reprimierung nach Exposition mit Flupyradifuron (mittleres logz Verhaltnis zur Kontrolle: -
7,97, one-way ANOVA Fgg = 31,96, p = 0,0033) und Chlorantraniliprol (mittleres log
Verhéltnis zur Kontrolle: -4,64, one-way ANOVA Fg) = 31,96, p = 0,034). Weiterhin flihrte
der Futterzusatz von Flupyradifuron (mittleres log> Verhéltnis zur Kontrolle: -3,06, one-way
ANOVA F@gg) = 32,69, p < 0,001) und Chlorantraniliprol (mittleres log. Verhaltnis zur
Kontrolle: -1,74, one-way ANOVA F3g) = 32,69, p < 0,001) zu einer verringerten Expression
von e75 (ecdysone-inducible protein 75). Das Gen proclotting enzyme (proc enz), das mit dem
Immunsystem assoziiert ist, war in den Behandlungs-Gruppen Flupyradifuron (mittleres log:
Verhaltnis zur Kontrolle: -2,18, one-way ANOVA Fgg = 7,83, p = 0,003) und 0,05ug
Dimethoat (mittleres log. Verhaltnis zur Kontrolle: -1,74, one-way ANOVA F,12) = 0,164, p
= 0,0011) reprimiert. Flupyradifuron fiihrte auch zur Herabregulierung der Autophagie-
assoziierten Gene atg6 (autophagy-related gene 6, mittleres log» Verhaltnis zur Kontrolle: -
2,94, one-way ANOVA F@geg = 17,41, p < 0,001) und gabarap (gamma-aminobutyric acid
receptor-associated protein, mittleres log. Verhéltnis zur Kontrolle: -1,89, one-way ANOVA
Fie =18,81, p<0,001). Zusatzlich folgte der Exposition mit Flupyradifuron eine differenzielle
Regulierung von 26S protease regulatory subunit 10B (pro reg, mittleres log. Verhaltnis zur
Kontrolle: -1,64, one-way ANOVA F.8 = 40,38, p <0,001) und 3-ketoacyl-CoA thiolase (CoA
thio, mittleres log. Verhaltnis zur Kontrolle: 3,12, one-way ANOVA F@g) = 21,6, p = 0,021).
Das Zielgen 14-3-3 protein zeta war ebenfalls nach Zugabe von Flupyradifuron (mittleres log:
Verhaltnis zur Kontrolle: -1,89, one-way ANOVA Fg) = 13,12, p = 0,001) herunterreguliert.
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Nach Expositon mit 0,05ug Dimethoat war das Gen antp (antennapedia) hochreguliert
(mittleres log. Verhéltnis zur Kontrolle: 1,64, one-way ANOVA Fs,12) = 3,54, p = 0,007). Nach
Anwendung von 0,1 pg Dimethoat kam es zu einer Induktion von acetylcholinesterase? (ache2,
mittleres log> Verhaltnis zur Kontrolle: 1,58, one-way ANOVA F,12) = 0,829, p = 0,04).

Aus Abbildung 13 ist ersichtlich, dass mit zunehmender Zeit und damit verbunden auch einer
zunehmenden Dosis an aufgenommenem Wirkstoff die Anzahl an differenziell exprimierten
Transkripten zunimmt. Der Einfluss der Insektizid-Wirkstoffe kann ebenfalls bei Betrachtung
einzelner Transkripte im Verlauf der Beobachtungszeit dargestellt werden. In Abbildung 14
sind drei Transkripte aus den bereits angesprochenen Signalwegen dargestellt. Das in Folge des
Toll-Signalweges aktivierte Transkript defl zeigt an D4 noch keinen signifikanten Unterschied,
allerdings ist nach Dimethoatexposition die Tendenz einer erh6hten Expression zu erkennen.
Diese Induktion ist dann an D6 ersichtlich. An D8 ist dieser Expressionsunterschied nicht mehr
vorhanden, allerdings liegen auch an diesem Tag die einzelnen Werte tendenziell Gber der
Kontrollgruppe (Abbildung 14A). In Abbildung 14B ist der zeitliche Verlauf von hr4 aus der
Ecdyson-induzierenden Kaskade dargestellt. Bereits an D4 zeigt sich nach der Flupyradifuron-
Intoxikation eine signifikant erhéhte Expression, die entsprechende log> Fold change liegt
allerdings bei 1,24 und wurde daher nicht in der weiteren Analyse betrachtet. An D6 steigt die
Expression weiter an und sinkt im Anschluss an D8 in etwa auf das Niveau der Losungsmittel-
Kontrolle. Bei genauerer Betrachtung fallt jedoch auf, dass der Unterschied zwischen den
Gruppen bei p=0,07 liegt und damit leicht oberhalb der Signifikanzgrenze. Im weiteren Verlauf
waére daher eine reprimierte Expression maglich.

Aus der Autophagie-Signalkette ist das Transkript gabarap nach Flupyradifuron-Fitterung
abgebildet (Abbildung 14C). An den Tagen D4 und D6 zeigt sich kein signifikanter
Unterschied, wobei man an D6 eine leicht verringerte Transkription vermuten konnte. Diese
reprimierte Expression bestatigt sich an D8. Die Streudiagramme der weiteren Transkripte
finden sich in Abbildung 18 (Anhang).
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Abbildung 14: Streudiagramme der AAC:-Werte ausgewahlter Transkripte

Abhéngigkeit vom Alter. Die verwendeten Symbole beziehen sich auf die entsprechenden
Probengruppen. Bei den Transkripten handelt es sich um jeweils einen Vertreter aus den
drei angesprochenen Signalwegen. Im Detail sind dies defl aus dem Toll-Signalweg (A),
hrd aus der Ecdyson-induzierenden Kaskade (B) und gabarap in der Autophagie-

Signalkette. Tage mit signifikanten Unterschieden zwischen den Gruppen sind markiert.
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3.4 Proteinanalyse
3.4.1 Quantit&t der isolierten Proteine

Im Jahr 2019 wurden bei den Dimethoat/Fenoxycarb-Proben im Mittel 3,27 pg/pl und
bei den Flupyradifuron-Proben 3,15 pg/ul Protein isoliert.

3.4.2 2D-Gelelektrophorese

Es wurden Proteinproben nach Dimethoat- und Fenoxycarb-Exposition nach Tag 6 (D6,
n=4) ausgewertet (Abbildung 15, Tabelle 13). Dazu wurde jeweils ein Protein-Pool aus
behandelten Larven (n=4) gegen einen Kontroll-Pool (n=4) in der 2D-PAGE aufgetrennt und
insgesamt 1031 Proteine von der Software detektiert. Die Auswahl der Spots erfolgte nach den
gleichen Kiriterien wie im Jahr 2018. Nach der h&ndischen Beurteilung verblieben 68
Kandidatenproteine. Die Anzahl an induzierten und reprimierten Proteinen ist Tabelle 13 zu

entnehmen.

Tabelle 13: Anzahl an reprimierten und induzierten Kandidatenproteinen im Jahr 2019

DM1 DM2 DM3 Fe

Induziert 1 15 19 6
Reprimiert 1 21 30 27
Insgesamt 2 36 49 33

Wie im Vorjahr wurden Proteinspots fur eine Identifizierung ausgewéhlt. In diesem Fall wurden
zwei Spots ausgesucht, die in Bezug auf die Dimethoat-Konzentrationen eine zeitabhéngige
Dysregulierung zeigten. Dabei handelte es sich um Enolase und die Glutathion-S-Transferase
(Tabelle 14, Tabelle 23, Anhang).

Es hat sich gezeigt, dass die Gele von Dimethoat und Fenoxycarb aus den Jahren 2018 und
2019 zum Groliteil eine gute Vergleichbarkeit aufwiesen (Abbildung 15). Aus diesem Grund
fand eine zusatzliche Auswertung mit den Daten aus beiden Jahren statt (n=8). Ebenso hat sich
bei der Transkript-Analyse gezeigt, dass Flupyradifuron an D8 zu den meisten Anderungen
fihrte. Daher wurde ein Pool dieser Behandlungsgruppe (n=4) gegen den entsprechenden

Kontroll-Pool (n=4) gelelektrophoretisch aufgetrennt.
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Abbildung 15: Gegeniberstellung der 2D-Gelbilder aus 2018 und 2019. Vergleich der Behandlungsgruppen DM1 (B), DM2 (C), DM3 (D) und Fe (E) aus den Jahren 2018 (oben) und 2019 (unten).

Bei (A) handelt es sich um eine repréasentative Kontrolle. Auf dem letzten Gelbild sind die im entsprechenden Jahr identifizierten Proteine markiert (Tabelle 14).
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Tabelle 14: Auflistung aller identifizierten Proteine in den Jahren 2018 und 2019

Spotnummer Protein

1 Retinal Dehydrogenase
ATP Synthase beta
Acyl-CoA Dehydrogenase

major royal jelly protein
Protein | (2) 37Cc
14-3-3 Protein zeta

3-Ketoacyl-CoA Thiolase

26S Proteasom Untereinheit

©O©| O N O O Bl W N

Enolase

[ERY
o

Glutathion-S-Transferase

Bei der Dimethoat- und Fenoxycarb-Behandlung wurden insgesamt 983 Proteine von der
Software detektiert. Nach Anwendung der bereits erwéhnten Selektionskriterien ergaben sich
94 Kandidatenproteine. An D8 nach Exposition mit Flupyradifuron wurden 951 Proteine von
der Software identifiziert. Es ergaben sich schlielflich 149 Kandidatenproteine. Eine Auflistung

der hoch- und herunterregulierten Proteine findet sich in Tabelle 15.

Tabelle 15: Auflistung der induzierten und reprimierten Proteine aus der gemeinsamen Auswertung der Jahre 2018
und 2019 (n=8). Zusétzlich wurden Larven nach Flupyradifuron-Behandlung analysiert (n=4)

DM1 DM2 DM3 Fe F

Induziert 8 28 45 6 22
Reprimiert 3 7 26 13 107
Insgesamt 11 35 71 19 129

Von den zehn im Vorfeld identifizierten Proteinen konnten signifikante Dysregulierungen von
funf Proteinspots bestétigt werden (Abbildung 16, Tabelle 16). Die Gruppen DM1 und DM2
wiesen keine signifikanten Unterschiede bei den bekannten Proteinen auf (Tabelle 24, Anhang).
Vier der identifizierten Proteine waren in Larven herunterreguliert, die mit 0,2 ug Dimethoat
gefiittert wurden. Drei von diesen Proteinen sind Enzyme: Retinal Dehydrogenase 1 (mittlere
Fold change zur Kontrolle: -1,60, p = 0,02), 3-Ketoacyl CoA Thiolase (mittlere Fold change
zur Kontrolle: -1,68, p = 0,02) und Glutathion-S-Transferase (mittlere Fold change zur

Kontrolle: -1,57, p < 0,001). AulRerdem war das major royal jelly protein 2 reprimiert (mittlere
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Fold change zur Kontrolle: -2,11, p = 0,02). Dieses Protein war in Gruppen nach Fenoxycarb-
Exposition ebenfalls herunterreguliert (mittlere Fold change zur Kontrolle: -4,10, p < 0,001).

An Tag 8 (D8) nach einer Behandlung mit Flypyradifuron war das Enzym Retinal
Dehydrogenase 1 hochreguliert (mittlere Fold change zur Kontrolle: +1,80, p < 0,001) und die
3-Ketoacyl-CoA Thiolase herunterreguliert (mittlere Fold change zur Kontrolle: -16,0, p =
0,009). Des Weiteren waren das major royal jelly protein 2 (mittlere Fold change zur Kontrolle:
-31,0, p < 0,001) und 14-3-3 Protein zeta (mittlere Fold change zur Kontrolle: -1,60, p = 0,01)

reprimiert.
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Isoelektrische Fokussierung
MG P!
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Abbildung 16: 2D-Karten des gemeinsamen Vergleichs im Jahr 2019. Protein-Karten von Larven nach Exposition mit 0,2 ug Dimethoat (B) und Fenoxycarb (C) an Tag 6
(n=8) und mit Flupyradifuron (D) an Tag 8 (n=4). (A) ist eine représentative Kontrolle. Die Spots von differenziell regulierten Proteinen sind eingezeichnet (siehe Tabelle
16). MG = Molekulargewicht in kDa, pl = isoelektrischer Punkt. Inlay: 3D-Profile der 3-Ketoacyl CoA Thiolase in der Lésungsmittel-Kontrolle (1) und nach Exposition mit
Flupyradifuron (11).
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Tabelle 16: Spot-Nummern und assoziierte Proteine der 2D-Gelelektrophorese

Spot-Nummer Protein
1 Retinal Dehydrogenase 1
2 3-Ketoacyl CoA Thiolase
3 major royal jelly protein 2
4 Glutathion-S-Transferase
5 14-3-3 Protein zeta

3.4.3 Hierarchische Clusteranalyse der Proteindaten

Die unterschiedlich starken Einflisse der Insektizid-Wirkstoffe auf die Larven lassen
sich auch anhand einer hierarchischen Clusteranalyse der 2D-Gele veranschaulichen
(Abbildung 17). Bei den Dimethoat-Behandlungen (Abbildung 17A) lassen sich vier Cluster
identifizieren. Die Cluster 1 und 2 bestehen dabei zum Grofteil aus der Kontrolle (C) und der
niedrigsten Dimethoatkonzentration (DM1). Die Cluster 3 und 4 beinhalten alle Gele aus der
Gruppe DM3 und die meisten Gele aus der Gruppe DM2.
Deutlicher wird die Trennung bei Fenoxycarb (Abbildung 17B) und Flupyradifuron (Abbildung
17C). Bei diesen bilden die Losungsmittel-Kontrolle (CS) und die Behandlungsgruppen (Fe, F)
getrennte Cluster. Vor allem bei den Gruppen Fe und F veranschaulicht dies die differenzielle
Proteinbiosynthese zwischen den Gruppen. Bei Dimethoat wird dies insbesondere zwischen der
Kontrolle und der héchsten Konzentration (DM3) deutlich.
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A Normalisierte Fold changes

C Normalisierte Fold changes

_Abblldung 17: Hierarchische Clusteranalyse der Proteindaten.

= 0.1E 1. 7¢ Dargestellt ist eine hierarchische Clusteranalyse des gemeinsamen

5 fn_: 5 § g = @ = Vergleichs der Jahre 2018 und 2019. Es handelt sich um die Gruppen

T DM1-3 (A), Fe (B) und F (C). In (A) sind zusatzlich verschiedene
(e e

ﬁduster (1, 2, 3, 4) eingezeichnet.
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3.5 Etablierung eines Genarrays zur Beurteilung einer Insektizidintoxikation
Durch die vorliegenden Ergebnisse ist es moglich, ein spezifisches Genarray aus den
dysregulierten Transkripten zu erstellen (Tabelle 17). Die durchgefihrten Versuche haben

gezeigt, dass diese 15 Zielgene die starkste Regulation nach Insektizidapplikation zeigten. Zur

Normalisierung der Daten stehen flinf Referenzgene zur Verfugung.

Tabelle 17: Auflistung des etablierten Genarrays nach Insektizidapplikation

Gen Kategorie Dysregulierung Signalweg
atg6 Autophagie F Autophagie
gabarap Autophagie F Autophagie
pro reg Enzym F Ubiquitin-Proteasom-System
Coa thio Enzym F Beta-Oxidation
ache2 Detoxifikation DM2 Cholinerge Signaliibertragung
hr38 Entwicklung DM2 Ecdyson-induzierte Kaskade
hr4 Entwicklung Cl, F Ecdyson-induzierte Kaskade
e75 Entwicklung F, Cl Ecdyson-induzierte Kaskade
antp Entwicklung DM1 Homdobox-Signalwege
p zeta Entwicklung F Ras/Raf-Signalweg
Mitochondrialer Fe
tim8 Membrantransport TIM22-Import-Signalweg
proc enz Immunsystem DM3, F Koagulation
apisimin Immunsystem Cl Toll
toll Immunsystem DM3 Toll
defl Immunsystem DM2, CI, F Toll
enolase Referenzgen
gapdh Referenzgen
rpll3a Referenzgen
ATP synthase
beta Referenzgen
cox6c Referenzgen
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4. DISKUSSION

Da die Daten aus 2018 vor allem als Grundlage der finalen Experimente im Jahr 2019

dienten, werden im Folgenden die Resultate aus der Datenerhebung 2019 besprochen.

4.1 Transkriptomanalyse
4.1.1 Quantitat und Qualitat der RNA

Die Menge an isolierter RNA aus den eingesetzten Honigbienenlarven war fur die
nachfolgenden Analysen ausreichend (> 1 ug). Die optische Dichte bei 260/230 bzw. 260/280
lag zwischen 1,8 und 2,2 und damit im Bereich einer ausreichenden RNA-Qualitat (Barbas et
al. 2007, Krebs et al. 2009). Die ermittelten Werte fur die RIN entsprechen nicht den in der
Literatur angegebenen Kriterien flir Sdugetiere (Cui et al. 2011). Die elektrophoretischen rRNA
Profile von Insekten und S&ugern unterscheiden sich deutlich. So treten bei Sdugern zwei
charakteristische Banden der 18S und 28S rRNA auf. Bei Insekten besteht die 28S rRNA aus
zwei Fragmenten, die durch Wasserstoffbriicken verbunden sind. Durch die bei der
Vorbehandlung auftretende Denaturierung und die Elektrophorese werden diese schwachen
Bindungen geldst und es entstehen zwei Fragmente &hnlicher GroRe. Diese migrieren eng mit
der 18S rRNA und folglich erscheint nur eine Bande im Elektropherogramm (Winnebeck et al.
2010). Da die RIN in diesem Fall nicht aussagekraftig ist, wurde zur Evaluierung der Qualitat

das Elektropherogramm optisch beurteilt.

4.1.2 Vergleichende Expressionsdaten

Die Analyse der RT-qPCR-Daten ergab 15 verschiedene Transkripte, die nach unseren
engen Kriterien an den Tagen D4, D6 und D8 differenziell exprimiert wurden. Vier der
Transkripte, namentlich apisimin, toll, defl und prolotting enzyme sind Teil des Immunsystems.
Die Erstgenannten werden im Kontext des Toll-Signalweges erértert. Das Proclotting Enzym
(Proc. Enz.) ist ein intrazelluléres Protease-Zymogen (Protease-Vorstufe). Die aktive Form, das
Clotting Enzym, ist Teil des Gerinnungs-Systems der Hamolymphe (Nakamura et al. 1985).
Gerinnung (Koagulation) in Insekten dient dazu, eine Blutung aus dem Exoskelett zu stoppen
und offene Wunden zu schlieBen, um den Eintritt von Pathogenen durch das Gewebe zu
verhindern (Theopold et al. 2014). Ein weiterer Bestandteil des Immunsystems ist die
Prophenoloxidase-Kaskade, die letztlich zur Aktivierung von Phenoloxidase flhrt (Séderhall
und Cerenius 1998). Prophenoloxidase katalysiert ebenfalls die Produktion von Melanin
(Lemaitre und Hoffmann 2007). Es konnte zudem gezeigt werden, dass Intermediate des

Melanisierungs-Prozesses Pathogene abtoten (Zhao et al. 2007). AuBerdem konnte

60



Diskussion

nachgewiesen werden, dass die Prophenoloxidase Bestandteil des Gerinnungs-Systems ist
(Karlsson et al. 2004). Daraus lasst sich schlieBen, dass die Koagulations-Kaskade in
Arthropoden und die Prophenoloxidase-Aktivitdt miteinander verbunden sind und einen
gemeinsamen Ursprung haben (Nagai und Kawabata 2000). Die in unseren Versuchen
beobachtete Reprimierung von proclotting enzyme konnte ein weiterer Hinweis fir die
Beeintrachtigungen der Gerinnungs- und Phenoloxidase-Kaskade sein und die Immunantwort
in Honigbienen schwéchen.

Es konnten dartber hinaus differenziell exprimierte Gene identifiziert werden, die mit der
larvalen Entwicklung assoziiert werden (hr38, hr4, e75, antp). In Honigbienen sind hr38, hr4
und e75 Teil des Ecdyson-Signalweges, der durch Foragieren (Sammelflige) und neuronale
Aktivitat reguliert wird (Fujita et al. 2013, Singh et al. 2018). Die Expression findet meist in
den Pilzkorpern statt, paarige anatomische Strukturen im Zentralhirn, die vor allem fur die
Verarbeitung integrativer Leistungen, wie z.B. Lernen und Erinnerung, zustidndig sind
(Yamazaki et al. 2006, Hourcade et al. 2010, Lutz und Robinson 2013). Erlauterungen zu den
beobachteten Dysregulierungen erfolgen weiter unten.

Ein weiteres Transkript, das mit der Morphogenese assoziiert ist, ist das Homdobox-Gen antp.
Bei mehrzelligen Tieren (Metazoa) werden die Korpersegmente wahrend der Entwicklung
durch eine spezielle Klasse an regulatorischen Genen festgelegt, den Homdobox (Hox)-Genen
(McGinnis und Krumlauf 1992). Diese steuern die Anordnung der Segmente durch die
Aktivierung von verschiedenen Genen, die fur die Bildung der Kérperregionen zustandig sind
(Carroll 1995). Intensive Studien in Drosophila haben gezeigt, dass es zwei homdotische
Genkomplexe gibt: Antennapedia und Bithorax (Lewis 1978, Kaufman et al. 1980). Das
Antennapedia-Gen (antp) ist Bestandteil des Antennapedia-Komplexes und ist u.a. fur die
Entwicklung des zweiten Thorax-Segmentes verantwortlich (Struhl 1981, Wakimoto und
Kaufman 1981, Schneuwly und Gehring 1985). Der induzierte Phénotyp weist eine
Transformation der Antennen zu Beinen des zweiten Thorax-Segmentes auf, kann aber auch
Teile des Kopfes in Thorax-Segmente umwandeln (Duncan und Lewis 1982). Weiterhin konnte
gezeigt werden, dass Antp anti-apoptotische Eigenschaften besitzt. Im zentralen Nervensystem
von Drosophila zeigten apoptotische Neuronen eine geringe Antp-Konzentration, im
Gegensatz dazu war die Konzentration bei nicht-apoptotischen Neuronen hoch. Eine
Hochregulierung von antp fiihrte zu einer Inhibierung von Apoptose (Rogulja-Ortmann et al.
2008). Der Wirkmechanismus von Organophosphaten basiert auf der Stérung der
Informationsweiterleitung im Nervensystem. Dabei wurde auch eine erhdhte Apoptoserate im

Gehirn aufgezeigt (Slotkin und Seidler 2012, Arnal et al. 2019). Eine induzierte Expression von
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antp konnte eine Gegenreaktion sein, um starken Schaden am zentralen Nervensystem
entgegenzuwirken.

Nach Exposition von Larven mit Fenoxycarb an Tag 6 (D6) wurde ein Transkript aus der
inneren mitochondrialen Membran induziert (tim8). Tim8 gehdrt zur Gruppe der "small Tim
proteins”, die beim Import von Proteinen in das Mitochondrium beteiligt sind (Dudek et al.
2013). Tim8 bildet dabei mit Tim13 einen hexameren Komplex im Intermembran-Raum und
ist beim Transport von Proteinen zur inneren Membran assoziiert (Curran et al. 2002).
Leuenberger et al. (1999) konnten zeigen, dass Tim8 und Timl3 unter optimalen
Wachstumsbedingungen nicht essenziell fiir Hefen sind. Allerdings ist die Funktion dieses
Komplexes unter sub-optimalen Bedingungen wichtig, wenn das Membranpotenzial verringert
wird (Paschen et al. 2000). In unserer Studie konnte Fenoxycarb zu einem solchen
stressinduzierten sub-optimalen Zustand fiihren, gleichwohl weitere Tim-Proteine in unserer
Untersuchung keine veranderte Syntheserate zeigten. Es ist nicht bekannt, warum Tim8 und
Tim13 nicht lebensnotwendig sind. Bei der Hefe Saccharomyces cerevisiae konnte gezeigt
werden, dass ein weiterer mitochondrialer Komplex (Tim9/Tim10) existiert, der &hnliche
Aufgaben erfiillt und als wichtiger angesehen wird (Leuenberger et al. 1999, Paschen und
Neupert 2001). Das humane homologe Protein von Tim8 ist DDP1. Mutationen von diesem
Protein fuhren unter anderem zum Mohr-Tranebjaerg-Syndrom, einer neurodegenerativen
Erkrankung (Koehler et al. 1999). Die Tatsache, dass mehrere Transportsysteme fur ahnliche
Proteine bestehen, l&sst auf die Bedeutsamkeit der Innermembran-Proteine schlieBen und daher
auf das Vorhandensein redundanter Mechanismen (Leuenberger et al. 1999).

Weitere Ergebnisse der Untersuchung zeigten, dass drei differenziell exprimierte Gene an Tag
8 (D8) nach Applikation von Flupyradifuron fir spezifische Proteine bzw. Enzyme codieren:
14-3-3 Protein zeta, 26S Proteasom-regulatorische Untereinheit 10B und 3-Ketoacyl CoA
Thiolase. Die 14-3-3 Proteinfamilie ist sehr stark konserviert und es finden sich verschiedene
Vertreter in Hefen bis zum Menschen (Moore 1967, van Heusden et al. 1992, van Heusden et
al. 1995). Bei Insekten kennt man zwei Isotypen: epsilon und zeta (Skoulakis und Davis 1998).
In Drosophila fihrt bereits die Null-Mutation eines Isotypen zu einer stark erhdhten Letalitat
im Larvalstadium (Acevedo et al. 2007). Weiterhin sind Proteine dieser Gruppe an Prozessen
der neuronalen Differenzierung (Chang und Rubin 1997, Kockel et al. 1997), Zellteilung und
Zelltod (Dong et al. 2007) und Organentwicklung (Le et al. 2016) beteiligt. Es konnte ebenfalls
eine Beteiligung bei der Phagozytose nachgewiesen werden, ein wichtiger Teil der
Immunantwort in Insekten. Sie sind dabei fir die Aufnahme von Bakterien und die Ausbildung
des Phagosoms zustandig (Ulvilaetal. 2011, Shandala et al. 2011, Trujillo-Ocampo et al. 2017).
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Eine hohe Expression von 14-3-3-Genen zeigt sich sowohl in Sdugern als auch in Invertebraten
wéhrend der Entwicklung des zentralen Nervensystems (McConnell et al. 1995, Kockel et al.
1997). In diesem Zusammenhang konnte eine Beteiligung im Ras/Raf-Signalweg wahrend der
Bildung der Photorezeptoren bei Drosophila nachgewiesen werden. 14-3-3 Protein zeta ist
dabei fir die Aktivierung von Raf notwendig (Kockel et al. 1997). Der Einfluss auf die
Neurophysiologie wird zudem durch eine Beteiligung am olfaktorischen Lernverhalten
untersttzt (Skoulakis und Davis 1996). Diese Beobachtungen spiegeln die Beeintrachtigung
von Flupyradifuron im Nervensystem wider. Die in der vorliegenden Arbeit beobachtete
Reprimierung konnte entsprechend zu einer Stérung der larvalen Entwicklung bzw. des
Immunsystems fiihren. Ein weiteres Transkript war eine Untereinheit des 26S Proteasoms, was
womadglich eine Herabregulierung der Protease an sich andeutet. Das 26S Proteasom ist ein
grolRer enzymatischer Komplex im Zytosol und Nukleus eukaryontischer Zellen, in dem
Proteine in Peptide und Aminosauren abgebaut werden (Voges et al. 1999, Goldberg 2003).
Zusatzlich ist das 26S Proteasom bei weiteren biologischen Prozessen involviert: Regulierung
des Zellzyklus durch den Abbau von Cyclinen und cyclin-abhangigen Kinasen (Kaiser et al.
1999, Koepp et al. 1999), postembryonale Gewebsmodellierungen (Dawson et al. 1995, Léw
et al. 1997) und sowohl bei der Induktion als auch Reprimierung des Zelltodes (Orlowski 1999,
Grimm und Osborne 2000, Steller 2008). Insbesondere in Bezug auf die Metamorphose
wéhrend der Individualentwicklung spielt programmierter Zelltod (Apoptose) eine wichtige
Rolle. In der Motte Manduca sexta konnten Low et al. (2001) zeigen, dass das 26S Proteasom
in die Apoptose ventraler Muskelzellen involviert ist, die nicht langer im Imago benétigt
werden. Die in unseren Experimenten beobachtete Reprimierung kdnnte daher eine verstarkte
Ansammlung von Polypeptiden im Zytosol vorantreiben, was zur Aktivierung von zwei
Prozessen fiihren kann: (1) Wenn es zu einem schnellen Anstieg an Proteinen kommt, wird
Apoptose initiiert, z.B. durch die Aktivierung des pro-apoptotischen Proteins P53; (2) wenn der
Anstieg langsamer voranschreitet, werden sogenannte Hitzeschock-Proteine exprimiert, die
einer unkontrollierten Akkumulierung entgegenwirken (Gabai et al. 1998). In der ebenfalls
durchgefiihrten 2D-Gelelektrophorese konnten tatsachlich Hitzeschock-Proteine nachweisen,
allerdings nur in geringen Quantitaten. Nichtsdestotrotz sind diese Beobachtungen ein Hinweis
auf eine mogliche Schadigung der zellularen Abbauprozesse und einer entsprechenden
Anhdufung von Proteinen im Zellinneren. In anderen Spezies kommt es in Folge von
Proteasom-Dysfunktion und Proteinansammlungen zu neurodegenerativen Erkrankungen oder
Apoptose (Kisselev und Goldberg 2001, Schmidt und Finley 2014).
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Der mdogliche Einfluss von Flupyradifuron auf die Zellphysiologie wird zudem durch die
Herabregulierung von zwei weiteren Transkripten an Tag 8 (D8) unterstutzt, die vor allem mit
der Autophagie in Zusammenhang stehen: atg6 und gabarap. Die Diskussion dieser Daten wird
weiter unten fortgesetzt.

Beim Zielgen 3-ketoacyl CoA thiolase zeigte sich eine Hochregulierung nach Flupyradifuron-
Anwendung. Das assoziierte Enzym Kkatalysiert den letzten Schritt der Beta-Oxidation im
Fettsdure-Stoffwechsel (Uchida et al. 1992). Stowinska et al. (2019) erklarten eine Induktion
dieser Thiolase mit einer erhohten Syntheserate von Hexamerinen, die als Speicherproteine
oder Aminoséurequelle dienen. Diese Annahme trifft in diesem Fall wahrscheinlich nicht zu,
da alle untersuchten Hexamerine in der RT-qPCR keine Regulierung der mRNA aufwiesen.
Der erhohte Abbau von Lipiden konnte einen starkeren Energieumsatz im larvalen
Metabolismus indizieren, zumal Intermediate der Beta-Oxidation ebenfalls als Vorstufen in
anderen Biosynthesewegen genutzt werden, z.B. zur Immunantwort oder Detoxifikation
(Feyereisen 1999, Pearce und Pearce 2013, Akram 2014). Anhand dieser Annahmen kénnte
Flupyradifuron zu einem erhdhten Metabolismus fuhren, da verschiedene Mechanismen des
Immunsystems und der Detoxifikation aktiviert werden (Ganeshan und Chawla 2014).

Das letzte differenziell exprimierte Transkript war acetylcholinesterase2 (ache2) an Tag 8 (D8)
nach Anwendung von 0,1pug Dimethoat. Acetylcholinesterase ist ein Schllsselenzym im
Nervensystem der Vertebraten und Invertebraten. In Vertebraten ist nur ein Locus bekannt; in
den meisten Insekten, die Honigbiene eingeschlossen, wurden zwei Loci identifiziert (achel
codiert fur AChEL, ache2 codiert fir AChE2, Kim et al. 2012, Kim und Lee 2013). Bei
Vorhandensein von zwei Esterasen wird angenommen, dass ein Enzym vor allem die
katalytischen Eigenschaften im zentralen Nervensystem zeigt, wéhrend das andere in weiteren
physiologischen Prozessen exprimiert wird. In Hymenopteren wird ache2 stérker exprimiert
und als katalytische Hauptkomponente betrachtet (Shapira et al. 2001, Kim und Lee 2013).
Aufgrund ihrer essenziellen Funktion in der cholinergen Weiterleitung sind
Acetylcholinesterasen ein hdufiger Angriffspunkt flr Insektizide, z.B. Organophosphate wie
Dimethoat (Casida und Durkin 2013). Sowohl in Vertebraten als auch in Invertebraten fiihren
Vergiftungen durch AChE-Inhibitoren zum Verlust der Muskelkontrolle, Paralyse oder
Schadigung innerer Organe (Miller und Kennedy 1972, Moser 1995, Patil und David 2010,
Bhavan et al. 2011). Die Induktion in der vorliegenden Arbeit konnte ebenfalls von Williamson
et al. (2013a) nach akuter Exposition von Insektiziden gezeigt werden. Es wird angenommen,
dass eine verstarkte Expression eine physiologische Anpassung ist, um die Inhibierung zu

kompensieren (Bass und Field 2011). Eine Hochregulierung nach akuter Exposition kdnnte
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ebenfalls zu einer erhohten cholinergen Ubertragung und zu verbesserten Lern- und
Gedéchtnisleistungen fuhren (Shapira et al. 2001, Guez et al. 2010, Williamson et al. 2013b).
Eine chronische Uberexpression ist ein typischer Mechanismus, den man bei der
Resistenzbildung gegeniiber Organophosphaten beobachtet (Kwon et al. 2010, Shang et al.
2014). Die Induktion in der vorliegenden Auswertung ist vermutlich eine Gegenreaktion zur
Inhibierung. Diese Beobachtung traf allerdings nicht bei Larven zu, die mit 0,2 ug Dimethoat
behandelt wurden. Der Grund hierfur liegt wahrscheinlich darin, dass die Expressionsprofile in
dieser Behandlungsgruppe eine héhere Varianz ohne signifikanten Trend aufwiesen (Daten

nicht gezeigt).

4.1.3 Physiologische Signalwege
4.1.3.1 Toll-Signalweg

Wie bereits angesprochen, nimmt der Toll-Signalweg eine Schlusselrolle bei der
Immunantwort in Insekten ein. Eine weitere wichtige Komponente stellt die Imd-Signalkaskade
dar (Evans et al. 2006a). Beide Signalwege flihren bei Aktivierung zu einer erhdhten Expression
von antimikrobiellen Peptiden (Viljakainen 2015). Ebenfalls haben beide Signalwege
gemeinsam, dass die Pathogenabwehr Uber NF-kB-Transkriptionsfaktoren vermittelt wird; bei
Toll handelt es sich um Dorsal, bei Imd um Relish, die in den Zellkern transloziert werden und
die Genexpression initiieren (Belvin und Anderson 1996, Georgel et al. 2001). Da in der
vorliegenden Arbeit mehrere Faktoren der Toll-Signaltransduktion betroffen waren und
Lourenco et al. (2018) zeigen konnten, dass dorsal die Expression von u.a. defl kontrolliert,
wurde in diesem Fall angenommen, dass dieser Signalweg beeinflusst wird. Weiterhin konnte
gezeigt werden, dass Toll nicht nur an der humoralen, sondern auch an der zelluléren
Immunantwort beteiligt ist. Zettervall et al. (2004) konnten in diesem Zusammenhang zeigen,
dass eine erhohte Expression zu einer verstarkten Bildung von Lamellozyten fiihrte, speziellen
H&mozyten, die Pathogene mittels Verkapselung (encapsulation) bekampfen. Weitere
Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass die Toll-Signalkaskade im Kontext mit anderen
Signalwegen fir die Proliferation und Dichte der H&mozyten eine entscheidende Rolle
einnimmt (Sorrentino et al. 2004, Zettervall et al. 2004). Zudem konnten Bettencourt et al.
(2004) bei Dorsal-Mutanten zeigen, dass die Phenoloxidase-Aktivitat verringert war.
Neben der Beteiligung an der Abwehr von diversen Mikroorganismen (Lemaitre et al. 1997),
ist dieser Signalweg ebenfalls an der Embryogenese beteiligt. Durch einen
Konzentrationsgradienten des Transkriptionsfaktors Dorsal wird die dorso-ventrale Achse des

Embryos definiert (Chasan 1993). Dorsal fuhrt dabei zur erhéhten Expression von ventral-
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spezifischen Genen, wahrend gleichzeitig dorsale Gene reprimiert werden und sich dadurch die
dorso-ventrale Polaritat ausbildet.

In zahlreichen Studien konnte gezeigt werden, dass Insektizide verschiedene Signalwege
beeinflussen, die Anfélligkeit gegeniiber Pathogenen erhéhen oder das Verhalten und die
kognitiven Leistungen beeintrachtigen (Blacquiere et al. 2012, Muller 2018). Insbesondere der
Einfluss auf das Immunsystem ist Gegenstand der Forschung (Desneux et al. 2007, Garrido et
al. 2013). Nach Exposition von Neonicotinoiden konnten Di Prisco et al. (2013) zeigen, dass
bei Arbeiterinnen die Expression eines NF-kB-Inhibitors erhoht war und dadurch die
Immunantwort gegentiber eines Virus verringert wurde. Weiterhin fiihrten subletale
Ruckstande in Pollen und Wachs bei jungen Bienen zu einer erhdhten Immunsuppression
(Pettis et al. 2012). Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass die Expression von AMPs
reprimiert wird (Aufauvre et al. 2014, Shi et al. 2017a, Tarek et al. 2018). Eine mdogliche
Ursache fiir diese Konsequenzen ist die Einflussnahme auf den Toll-Signalweg. Bei mehreren
Insekten, u.a. auch der Honigbiene, konnte nachgewiesen werden, dass toll oder toll-&hnliche
Rezeptoren durch Pestizide reprimiert werden (Fine et al. 2017, Zhang et al. 2017, Zhao et al.
2020).

In der vorliegenden Arbeit konnte nach Wirkstoffgabe des Juvenilhormon-Analogons
Fenoxycarb kein transkriptioneller Einfluss auf diese Signalkaskade nachgewiesen werden. In
Untersuchungen an Drosophila melanogaster konnte gezeigt werden, dass Insektizide dieser
Kategorie zu einer Repression von AMPs fuhrten (Flatt et al. 2008). Bei Bombyx mori hingegen
kam es zu einem Anstieg der AMP-Produktion nach Behandlung mit Juvenilhormon (Tian et
al. 2010). Grinde fir diese gegenséatzlichen Ergebnisse werden im Fazit diskutiert. Dass es in
den durchgefiihrten Experimenten zu keinen Anderungen kam, kann als Ursache haben, dass
Fenoxycarb vor allem in der spateren Entwicklung aktiv wird und bei der eingesetzten Dosis
zu einer hohen Puppenmortalitat fihren wirde (Aupinel et al. 2007).

Bei den zwei hochsten Konzentrationen des Organophosphats Dimethoat konnten induzierte
Anderungen von AMPs an Tag 6 (D6) detektiert werden. Dies widerspricht den Befunden in
anderen Arbeiten (Gregorc et al. 2012, Di Prisco et al. 2013). In weiteren Organismengruppen
konnte Folgendes festgestellt werden: Bei Mausmakrophagen zeigte sich die Beteiligung eines
toll-ahnlichen Rezeptors nach Exposition eines Organophosphats an der Immunantwort (Pestka
und Zhou 2006). Im Fadenwurm Caenorhabditis elegens erhdhte sich die Expression von
AMPs nach Inkubation mit dem Organophosphat Dichlorvos (Lewis et al. 2013). Eine mdgliche
Einwirkung von Organophosphaten auf das Immunsystem von Honigbienen kénnte tiber die

Entstehung von Sauerstoff-Radikalen erklart werden. In anderen Insekten induzierten
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Organophosphate die Expression von verschiedenen Genen, die als Biomarker fiir oxidativen
Stress gelten (Yu et al. 2011, Mandi et al. 2020). In Drosophila und der Miicke Aedes aegypti
konnte der damit verbundene Anstieg an reaktiven Sauerstoffspezies mit der Aktivierung der
Toll-Signalkaskade in Verbindung gebracht werden (Pan et al. 2012, Louradour et al. 2017).
Die Applikation des Diamids Chlorantraniliprol fiihrte an Tag 4 (D4) zu einer Induktion von
apisimin und an Tag 8 (D8) zu einer Reprimierung von defensinl. Ein Vergleich mit
Literaturdaten erweist sich als schwierig, da dieses Insektizid erst seit 2008 auf dem Markt ist
(Jeanguenat 2013) und umfangreiche Transkriptom-Studien bei Honigbienen fehlen. In
bisherigen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass Chlorantraniliprol bei adulten Bienen bis 72
Stunden nach Exposition zu einer erhdhten Freisetzung von AMPs fiihrte (Christen und Fent
2017). Bei der Motte Mythimna separata kam es 24 Stunden nach der Behandlung zu einer
Reprimierung von defensin (Wang et al. 2018). Bei Heuschrecken konnten Jia et al. (2016)
zeigen, dass nach Applikation des Diamids die Phenoloxidase-Aktivitat 24 Stunden spater ein
Maximum erreichte und sich in den folgenden Tagen verringerte. Da die Oxidase-Aktivitat mit
der erh6hten Freisetzung von Sauerstoff-Radikalen assoziiert wird (Nappi et al. 2004), kdnnte
dies auch zur Aktivierung des Toll-Signalweges fuhren (Louradour et al. 2017). Die erhéhte
Produktion von Radikalen wird zudem dadurch unterstiitzt, dass Chlorantraniliprol beim
Asiatischen Reisbohrer Chilo suppressalis fur mindestens 48 Stunden die Aktivitat des
Antioxidants Glutathion-S-Transferase steigerte (Huang et al. 2011, Liu et al. 2016). Die
genannten Arbeiten koénnen teilweise die Beobachtungen in dieser Arbeit widerspiegeln,
allerdings ist die Datenlage in Bezug auf Honigbienen sparlich und bedarf weiteren
Untersuchungen.

Flupyradifuron fuhrte an Tag 8 (D8) zu einer verringerten Expression von defl. Ebenfalls in
Bezug auf dieses Insektizid ist ein umfassender Literaturvergleich schwierig, da es erst seit
wenigen Jahren zugelassen ist (Jeschke et al. 2015). Bisherige Arbeiten umfassen
Untersuchungen bzgl. der Mortalitat, Physiologie, Lernleistung, Motorik oder Flugleistung
(Tanetal. 2017, Tosi und Nieh 2019, Hesselbach und Scheiner 2019a, Hesselbach et al. 2019b).
Unterschiede im Transkriptom zeigten u.a. die Induktion von apisimin und die Zunahme
oxidativen Stresses (Al Naggar und Baer 2019, Chakrabarti et al. 2020). Dies legt eine
Beteiligung der Toll-Kaskade nahe. Al Naggar und Paxton (2020) hingegen konnten nach
Applikation von Flupyradifuron keine Anderung in der Expression eines Toll-Rezeptors
feststellen, was maoglicherweise mit der geringen Dosis in Zusammenhang steht. Weitere

Ursachen fir eine Reprimierung konnten Beeintrachtigungen in den AMP-produzierenden
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Strukturen sein, dem Fettkorper (Bulet et al. 1999), den Hamozyten (Dimarcq et al. 1997) oder
den Malphigischen Geféal3en (Gillespie et al. 1997).

4.1.3.2 Ecdyson-induzierte Kaskade

Essenzielle Taktgeber in der larvalen Entwicklung sind die Titer von Ecdyson und
Juvenilhormon (Nijhout 1998). Ecdysteroide werden dabei in der Prothoraxdrise, das
Juvenilhormon in den paarigen Corpora allata synthetisiert (Riddiford 1994, Ou et al. 2016).
Die in dieser Arbeit dysregulierten Gene hr4, hr38 und e75 codieren fur sogenannte nukleére
Rezeptoren, an die Ecdysteroide binden und die Expression weiterer Gene initiieren (Bonneton
und Laudet 2012). Diese Expressions-Hierarchie wird ber das sogenannte Ashburner-Modell
beschrieben (Ashburner und Richards 1976): Ecdyson, das an die jeweiligen Rezeptoren
gebunden ist, initiiert die Hochregulierung von einigen wenigen Genen (early genes). Die
gebildeten Proteine inhibieren ihre eigene Expression und fiihren gleichzeitig zur Induktion
einer grofleren Gen-Kaskade (late genes). Im Zuge der Ontogenese werden (ber diese
Signalkette Prozesse der Neurogenese, Metamorphose, Segmentierung und Hautung gesteuert
(King-Jones und Thummel 2005).
In Arthropoden konnte gezeigt werden, dass Juvenilhormon-Analoga und Organophosphate die
Titer verschiedener Hormone, u.a. Ecdyson, beeinflussen und dadurch die Physiologie bzw.
larvale Entwicklung storen (Cripe et al. 2003, Kodrik und Socha 2005, Tuberty und McKenney
Jr 2005, Velki et al. 2011). Ahnliche Beobachtungen konnten mit Pyrethroiden und
Organophosphaten bei Saugetieren gemacht werden (Rattner und Michael 1985, Pine et al.
2008, Du et al. 2010).
Im vorliegenden Versuchsdesign fiihrte Fenoxycarb zu keiner differenziellen Regulierung der
Ecdyson-Kaskade. Eine naheliegende Erklarung ist, dass sich die toxischen Eigenschaften erst
mit Beginn der Metamorphose zeigen (Wilson 2004). An Tag 6 (D6) zeigte die hdchste
Dimethoat-Konzentration eine Reprimierung von hr38. Eine mdgliche Erklarung konnte eine
verringerte Produktion von Ecdyson sein. Bei Ratten konnte nachgewiesen werden, dass
verschiedene Organophosphate, darunter auch Dimethoat, die Plasmakonzentration an
Steroiden senken. Grund hierftr waren Gewebeschéden an den Geschlechtsorganen (Afifi et
al. 1991, Abd et al. 1994, Akbel et al. 2018). Bei Bombyx mori wurden nach Exposition mit
dem Organophosphat Phoxim ebenfalls Gewebeschdden an der Seidendriise beobachtet (Li et
al. 2014). Neben einer direkten Schadigung der Produktionsorgane, ist auch ein Einfluss auf
den Syntheseweg von Ecdyson moglich. Walsh et al. (2000) konnten in diesem Zusammenhang

nachweisen, dass Dimethoat die Expression von StAR reprimiert; StAR transferiert Cholesterol

68



Diskussion

zur Steroidgenese in die Mitochondrien. Eine weitere Erklarung liefern die Untersuchungen
von Halme et al. (2010) zur Regulierung des prothorakotropen Hormons (PTTH). Bei
Wildtypen von D. melanogaster kommt es wéhrend der larvalen Entwicklung zur schubweisen
Expression von ptth, wodurch die Prothoraxdriise Ecdyson sezerniert (Warren et al. 2006).
Halme et al. (2010) konnten nun zeigen, dass Gewebeschaden an den Imaginalscheiben die
Expression von ptth inhibieren und damit die Ecdyson-Ausschittung retardiert wird. Dadurch
wird die Larvalphase verlangert, um die Regeneration der histologischen Schédden zu
unterstutzen.

Chlorantraniliprol und Flupyradifuron induzierten an Tag 6 (D6) die Expression von hr4 und
fiihrten an Tag 8 (D8) zu einer Repression von e75. Die erhohte Expression kénnte mit einer
verstarkten Ecdyson-Ausschiittung in Verbindung stehen, wie sie auch bei He et al. (2019)
auftrat. Diese stimulierende Wirkung einer schadlichen Substanz wird als Hormesis bezeichnet
(Calabrese und Baldwin 2001). Das Prinzip der Hormesis kann bei allen Organismengruppen
beobachtet werden, insbesondere auch beim Einsatz subletaler Insektizidkonzentrationen
(Calabrese und Baldwin 1997, Ge et al. 2010, Zhang et al. 2017). Die Grunde fir Hormesis sind
noch Gegenstand der Diskussion (Stebbing 1997, Jager et al. 2013). Eine Hypothese geht von
einer Austauschbeziehung (trade-off) aus: Aufgrund der physiologischen Kosten des Stressors
kommt es zu einer Verschiebung der Ressourcennutzung im Organismus (Forbes 2000). So
konnte bei Samenkafern festgestellt werden, dass sich nach Insektizidexposition die Fertilitat
erhdhte, um die verringerte Lebensdauer zu kompensieren (Mallqui et al. 2014). In der
vorliegenden Arbeit kdnnte die subletale Dosis von Chlorantraniliprol bzw. Flupyradifuron zu
physiologischen Beeintrachtigungen fuhren, wodurch es zu einer Stimulierung des Wachstums
kommen kann und damit zu einem erhéhten Ecdysontiter. Eine mdgliche Konsequenz ware
eine verringerte Lebensspanne der Adulttiere, wie sie in anderen Arbeiten nach
Insektizidexposition im Larvenstadium auftrat (Sawby et al. 1992, Vasuki 1992, Tadei et al.
2019).

Die Reprimierung von e75 koénnte auf einen verringerten Ecdysontiter hinweisen (Meng et al.
2020) oder die Folge einer stimulierenden Wirkung der beiden Insektizide sein. So konnten Xu
et al. (2017) bei der Motte Chilo suppressalis feststellen, dass die Synthese von Juvenilhormon
nach Applikation von Chlorantraniliprol anstieg, &hnliche Beobachtungen wurden auch bei
anderen Insektengiften gemacht (Wang et al. 2005, Yu et al. 2007, Yu et al. 2010). Da das
Juvenilhormon inhibierend auf den Ecdyson-Signalweg wirkt, kdnnte dies die Genexpression
verringern. Eine weitere Moglichkeit wére die bereits angesprochene inhibierte Expression von

ptth durch Gewebeschaden (Halme et al. 2010) oder die Schadigung von Ecdyson-
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sezernierenden Organen (Darvas et al. 1992, Yamazaki et al. 2011, Bindu et al. 2015). Es ist
ebenso maglich, dass die Expression von e75 auf Transkriptionsebene gestort wird. Hinweise
darauf liefert die Reprimierung von 14-3-3 protein zeta in den vorliegenden Daten. Kellner et
al. (2012) konnten zeigen, dass 14-3-3 als GerUstproteine (scaffold proteins) fir verschiedene
Transkriptionsfaktoren dienen, die an Promoter- und Enhancer-Regionen binden und damit die
Transkription von Ecdyson-induzierten Genen steuern. Eine reprimierte Expression von 14-3-
3 konnte dazu fuhren, dass die Stabilitat der Transkriptions-Komplexe beeintréchtigt und die
Expression von Zielgenen entsprechend verringert wird. Diese Stoérung des endokrinen Systems
misste zudem die Entwicklungszeit der Larven verlangern, was nach Insektizidgabe beobachtet
werden konnte (Huang et al. 2016, Wang et al. 2017, Muller et al. 2019).

4.1.3.3 Autophagie-Signalweg

Autophagie ist ein Prozess, bei dem zelleigene Bestandteile abgebaut und verwertet
werden. Autophagie wird vor allem in Perioden mit Nahrungsmangel induziert, um essenzielle
Né&hrstoffe zu gewinnen. Der Abbau von verschiedenen Komponenten im Zytoplasma erfolgt
in sogenannten Autophagolysosomen (Mizushima 2007). Die Bildung dieses Zellorganells
wird durch diverse Autophagie-assoziierte Gene (autophagy-related genes, ATGs) kontrolliert
(Suzuki und Ohsumi 2007). Das Autophagosom fusioniert dabei mit einem lysosomalen
Kompartiment zu einem Komplex, in dem die hydrolytische Verdauung unter Freisetzung von
Néhrstoffen stattfindet (Xie und Klionsky 2007). Weiterhin wird Autophagie zur Bekdmpfung
von Bakterien und Viren genutzt und ist damit eine wichtige Komponente des Immunsystems
(Shahnazari und Brumell 2011, Brutscher et al. 2015). Zudem induziert ein Anstieg des
Ecdysontiters Autophagie im Fettkdrper und anderen Geweben, um larvale Strukturen
abzubauen und Ressourcen fur die Bildung des Adulttieres bereitzustellen (Lee und Baehrecke
2001, Rusten et al. 2004).
Im hier untersuchten Versuchsdesign flihrte die Applikation von Fenoxycarb zu keiner
differenziellen Regulierung beteiligter Gene, mogliche Griinde hierfir wurden bereits erldutert.
Teilweise findet sich diese Beobachtung auch in Literaturdaten (Sass und Kovacs 1975).
Ebenfalls fiihrte Dimethoat zu keinen Unterschieden im Vergleich zur Kontrolle. In anderen
Arbeiten finden sich Hinweise auf eine erhohte Autophagie neuronalen Gewebes. Dies spiegelt
auch  den  Wirkmechanismus  wider, da  Organophosphate  die  cholinerge
Informationsweiterleitung stéren (Song und Xie 2012, Singh et al. 2018, Liu et al. 2020). Auch
bei Chlorantraniliprol kam es zu keinen transkriptionellen Anderungen in diesem

Zusammenhang. Arbeiten an S&ugerzellen kamen zu dem Schluss, dass intrazellulares Calcium
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eine wichtige Funktion bei der Informationsweiterleitung und Regulierung der Autophagie
einnimmt (Decuypere et al. 2013, Bootman et al. 2018). Da der Wirkmechanismus von
Chlorantraniliprol auf einem erhohten Efflux von Calcium aus dem sarkoplasmatischen
Retikulum basiert, ist eine Modulation des Autophagie-Signalweges nicht auszuschliel3en.
Einzig Flupyradifuron fuhrte zu einer Herabregulierung von atg6 und gabarap. ATG6 ist dabei
im initialen Schritt der Autophagosom-Bildung beteiligt, wahrend GABARAP fur die Reifung
des Autophagosom-Lysosom-Komplexes notwendig ist (Pattingre et al. 2008, Nguyen et al.
2016). Eine Ursache fir die Reprimierung der Autophagie-Aktivitat konnte die verhinderte
Degradierung des cytosolischen Proteins p53 sein. Tasdemir et al. (2008) konnten zeigen, dass
durch die Inhibierung des Proteasoms der Abbau von p53 verhindert wurde und die
Autophagie-Initiierung nicht erfolgte. Dieser Effekt ist auf molekularer Ebene mit der
Aktivierung der AMPK-abhéngigen Inhibierung des mTOR-Signalweges verknipft (Feng et
al. 2005). Die reduzierte Expression einer Proteasom-Untereinheit konnte in dieser Arbeit
ebenfalls nachgewiesen werden. Diese Schlussfolgerung legt die Vermutung nahe, dass das
Ubiquitin-Proteasom-System auch durch Flupyradifuron beeinflusst wird. In beiden Prozessen
dient die Ubiquitinierung von zelluldren Strukturen als Degradations-Signal (Ciechanover
2015). Eine weitere Verknlpfung besteht durch das Ubiquitin-dhnliche Protein ATGS8
(Homolog zu GABARAP in niederen Eukaryonten). ATG8 ist zum einen bei der Regulierung
der Proteasom-Aktivitdt, zum anderen bei der Bildung der Autophagosom-Membran beteiligt
(Marshall et al. 2015, Zhao und Zhang 2019).

Ein anderer Grund fiir die Reprimierung von Autophagie ist die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-kB, der ebenfalls den Autophagie-Inhibitor mTOR hochreguliert
(Djavaheri-Mergny et al. 2006). Weiterhin ist eine Stérung der Interaktion zwischen dem
Transkriptionsfaktor STAT3 und der Protein-Kinase R mdglich, z.B. durch eine
Uberexpression von STAT3. Solange STAT3 an die Kinase gebunden ist, kann diese keine
weiteren Faktoren phosphorylieren, die die Autophagie-Kaskade initiieren (Shen et al. 2012).
STATS ist Bestandteil des JAK/STAT-Signalweges, der auch an der Immunantwort beteiligt
ist (Bang 2019). Eine weitere Zielstruktur von STAT3 ist Beclinl (Sdugetierhomolog von
ATG6). STATS3 bindet dabei an die Promoterregion von beclinl, wodurch die Expression und
Autophagie-Kaskade inhibiert werden (Miao et al. 2014). Eine Regulierung von Autophagie
kann nicht nur pré-transkriptional erfolgen, sondern auch post-translational. Studien zeigen,
dass Neonicotinoide, die einen ahnlichen Wirkmechanismus wie Flupyradifuron haben, die
Caspase-Aktivitat erhéhen (Ozdemir et al. 2018, Annabi et al. 2019). Verschiedene Caspasen

sind in der Lage, Beclinl zu spalten und damit Autophagie zu verhindern (Wirawan et al. 2010).
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Ein weiterer Abbaumechanismus ist die bereits erwéhnte Apoptose, der programmierte Tod
einer einzelnen Zelle. Apoptose kann sowohl uber extrazellulére als auch intrazellulére Signale
ausgelost werden (Saelens et al. 2004). In den vergangenen Jahrzehnten konnten diverse
Mechanismus identifiziert werden, die in beiden Prozessen involviert sind. Hierzu gehdren (1)
verschiedene Signalwege, die regulierend wirken (Arico et al. 2001, Crighton et al. 2006), (2)
Molekiile, die in beiden VVorgéangen beteiligt sind (Erlich et al. 2007, Funderburk et al. 2010)
oder &hnliche aktivierenden Stimuli (Xie et al. 2016). Ebenso ist Apoptose mit einer verstarkten
Aktivierung von Caspasen assoziiert (Li und Yuan 2008). Die von Wirawan et al. (2010)
gezeigte Spaltung von Beclinl durch Caspasen fihrte nicht nur zur Inhibierung von
Autophagie, sondern auch zu einer Migration eines der entstandenen Produkte zu den
Mitochondrien. Dies induzierte die Freisetzung von mitochondrialen pro-apoptotischen
Faktoren. Dies lasst vermuten, dass die aufgezeigten Dysregulierungen nicht nur auf den

Autophagie-Signalweg einwirken, sondern auch auf die Mechanismen der Apoptose.

4.2 Proteinanalyse

Nach Wirkstoff-Exposition mit Dimethoat und Fenoxycarb (D6) bzw. Flupyradifuron
(D8) wurden Larven mittels 2D-PAGE auf ihre Proteinproduktion hin untersucht. Durch
Peptid-Fingerprint wurden 10 Proteine identifiziert, von denen funf in einer Gesamtauswertung
bestatigt werden konnten. Eines davon war die Retinal Dehydrogenase I, die u.a. die Synthese
von Retinoiden aus sekundaren Pflanzenstoffen katalysiert. In anderen Arbeiten konnte gezeigt
werden, dass Insektizide in vielen Organismen zu oxidativem Stress und den damit
verbundenen Zell- und Gewebeschédigungen fuhren (Lukaszewicz-Hussain 2010). Sekundére
Pflanzenstoffe, wie z.B. Tocopherole und Carotinoide im Pollen, dienen als Schutz gegen freie
Radikale und werden uber die Ernahrung der Bienen aufgenommen (Margaoan et al. 2014).
Weiterhin fungieren Carotinoide als Vorstufen von Retinoiden. Die Umwandlung von
Retinaldehyd zu Retinsdure findet Gber die Katalyse des Enzyms Retinal Dehydrogenase | statt
(Helmer et al. 2015). In Vertebraten wurde Retinsdure intensiv untersucht, da sie wichtige
Funktionen bei der Bildung der Extremitaten, des Sehapparates und der Neurogenese
tbernimmt (Williams und Bohnsack 2019). In Insekten besitzen Retinoide ebenfalls vielféltige
Aufgaben; vom visuellen System bis zur Morphogenese (Carlson et al. 1967, Némec et al.
1993). Der Einsatz von Agrochemikalien kann den Metabolismus der Retinoide beeintréchtigen
(Boily et al. 2004). Aufgrund der gemeinsamen Terpenoid-Struktur mit dem Juvenilhormon
weisen Retinoide auBerdem hormonelle Eigenschaften auf (Nakamura et al. 2007). Halme et

al. (2010) konnten in diesem Zusammenhang herausfinden, dass es in Drosophila einen
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Retinoid-abhéngigen Signalweg gibt, der die Verpuppung durch Inhibierung der Ecdyson-
Expression verzogert: In Wildtyp-Fliegen wird das Gen ptth nach dem letzten Larvenstadium
hochreguliert, um die Verpuppung zu initiieren. Bei Gewebeschéden bewirkten Retinséure oder
andere Metabolite eine Inhibierung der ptth-Expression. Dies fuhrte zu einer verldngerten
Larvalphase und kénnte die Regeneration von Gewebe unterstiitzen. Analoge Beobachtungen
konnten bei Vertebraten gemacht werden (Maden und Hind 2003). Die Reprimierung eines
essenziellen Enzyms in diesem Signalweg nach Exposition von 0,2 ug Dimethoat konnte die
Interaktion von Retinoiden und ptth-Neuronen stdren. Folglich wirde es trotz auftretender
Gewebeschaden zur Verpuppung kommen und die Regeneration unvollstdndig sein. Eine
gegensétzliche Beobachtung l&sst sich nach der Fitterung mit Flupyradifuron machen: Hier
fihrte die Exposition zu einer Induktion dieses Enzyms. Das unterstlitzt die anfangliche
Hypothese (ber die verlangerte Entwicklung zur Regeneration.

Ein weiteres identifiziertes Protein war die 3-Ketoacyl CoA Thiolase. Dieses Enzym Kkatalysiert
den letzten Schritt der mitochondrialen Beta-Oxidation und wurde bereits in 4.1.2 besprochen.
Im Gegensatz zur Transkriptomanalyse zeigt das Protein eine verringerte Syntheserate.
Scharlaken et al. (2007) machten nach Pathogen-Einfluss ebenfalls diese Beobachtung und
folgerten daraus einen verringerten Fettsaure-Metabolismus. Eine Reprimierung der Thiolase
nach Dimethoat- bzw. Flupyradifuron-Applikation kénnte demnach die Bereitstellung von ATP
und Intermediaten fur andere biologischen Prozesse negativ beeinflussen. Aufgrund der
vorliegenden Transkriptom-Daten ist eine Schadigung der Mitochondrien bzw. des
mitochondrialen Transports anzunehmen. Dennoch scheinen die Ergebnisse widersprichlich.
Gegenléaufige Entwicklungen von Genexpression und Proteinbildung sind nicht untiblich und
wurden bereits mehrfach in der Literatur beschrieben (Vogel und Marcotte 2012).

Ebenfalls reprimiert war das major royal jelly protein 2 nach einer Behandlung mit 0,2 ug
Dimethoat, Fenoxycarb und Flupyradifuron. Gelée royale wird von jungen Arbeiterinnen
sekretiert (Ammenbienen), um die Larven wéhrend den ersten drei Tagen mit Nahrung zu
versorgen (Snodgrass 1925). Koniginnenlarven erhalten anschlieBend ausschlielich Gelée
royale, wahrend Arbeiterinnenlarven mit einer Mischung aus Gelée royale, Pollen und Honig
gefiittert werden, Drohnen erhalten kein Gelée royale (Winston 1991). Aufgrund dieser
Beobachtung wird Gelée royale auch als Koniginnen-Futtersaft bezeichnet. Gelée royale
besteht vor allem aus Wasser, Proteinen, Fettsauren und Zuckern. Uber 50% des
Trockengewichts bilden Proteine, von denen die zehn bekannten major royal jelly-Proteine bis
zu 90% ausmachen (Helbing et al. 2017, Xue et al. 2017). Diese Proteine dienen in erster Linie

als Nahrstoffe fur die Bienenbrut, da sie in Ammenbienen exprimiert werden und nicht mehr in

73



Diskussion

alteren Arbeiterinnen (Kubo et al. 1996, Ohashi et al. 1997). Nichtsdestotrotz zeigen genauere
Untersuchungen ein breiteres Verwendungsspektrum dieser Proteine im Bienenvolk: Durch die
Bindung an ein major royal jelly protein erfolgt der Austausch von RNA zwischen
Arbeiterinnen und Larven als wichtiger Faktor der sozialen Immunitat (Maori et al. 2019),
Mitwirkung an der phéanotypischen Plastizitit und dem altersabhéngigen Polyethismus
(Dobritzsch et al. 2019) oder antimikrobielle und antioxidative Eigenschaften (Park et al.
2019a, Park et al. 2019b). Weiterhin konnten Chen et al. (2017) zeigen, dass major royal jelly-
Proteine die Gedachtnisleistungen und kognitiven Féhigkeiten bei Nagetieren verbesserten. In
Drosophila zeigte eine entsprechende Protein-Supplementation eine Erhohung der
Lebenserwartung und Fertilitat (Xin et al. 2016). Nach Injektion von E. coli zeigten Larven eine
Herabregulierung dieser Speicherproteine in der Hamolymphe (Randolt et al. 2008). Die
gleiche Beobachtung konnte nach Infektion mit dem Pathogen Paenibacillus larvae gemacht
werden (Chan et al. 2009). Die inverse Korrelation zwischen Energiehaushalt und
wirtsspezifischer Antwort konnte auch in Hummeln und Schmetterlingen gezeigt werden
(Moret und Schmid-Hempel 2000, Asgari und Schmidt 2004). Die bisherigen Daten
verdeutlichen, dass Insektizid-Wirkstoffe Auswirkungen auf den larvalen Metabolismus haben.
Allerdings sind die damit verbundenen Konsequenzen nicht offensichtlich. Die Aktivierung
verschiedener Signalwege, die die Detoxifikation, Immunantwort oder Regeneration initiieren,
kénnten den Metabolismus erhdhen und damit auch den Bedarf an Nahrstoffen, die durch die
major royal jelly-Proteine bereitgestellt werden (Rand et al. 2015). Eine weitere Erklarung
konnte sein, dass die Futter-Aufnahme reduziert wurde. Dies konnte am Wirkstoff liegen oder
indirekt durch eine Verringerung des larvalen Wachstums verursacht sein (Davis et al. 1988,
Baron et al. 2017, Sgolastra et al. 2018).

Es hat sich gezeigt, dass bei den Dimethoatgruppen nur in DM3 die Dysregulation von
identifizierten Proteinen bestétigt werden konnte. Im Vergleich zu DM1 und DM2 zeigte diese
Gruppe auch die meisten Unterschiede im Proteinmuster. Dies lasst sich auch anhand der
hierarchischen Clusteranalyse feststellen. Bei dieser werden zwei der identifizierten Cluster fast
ausschlieBlich von der Kontrollgruppe und DM1 gebildet, was auf eine vergleichsweise geringe
Anderung in der Proteinproduktion hinweist. Die verbliebenen Cluster werden zum Grofteil
von den Gruppen DM2 und DM3 gebildet. Insbesondere die Gele der Gruppe DM3 sind
ausschlieBlich in diesen zu finden. Dadurch wird ersichtlich, dass diese beiden Konzentrationen
bereits einen starkeren Einfluss auf die Proteinbiosynthese ausuben. Eine deutlichere

Auftrennung erfolgte bei den Behandlungen mit Fenoxycarb und Flupyradifuron.
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Nach der Anwendung von Flupyradifuron zeigte das Protein 14-3-3 zeta eine verringerte
Syntheserate. Dieses Protein wurde bereits in der Transkriptomanalyse identifiziert. In diesem
Fall korrelieren Transkriptexpression und Proteinbildung. Die vielféaltigen Aufgaben dieser
Proteinfamilie im Zusammenhang mit der Larvalentwicklung und Immunantwort wurden
bereits in der Transkriptomanalyse erlautert (Chang und Rubin 1997, Le et al. 2016, Trujillo-
Ocampo et al. 2017). Die Korrelation von Genexpression und Proteinsynthese ist ein starkes
Indiz fir eine Beeintrachtigung der beteiligten biochemischen Reaktionswege.

Ein weiteres reguliertes Protein war die Glutathion-S-Transferase. Honigbienen, wie auch alle
anderen Organismen, sind permanent einer groRen Bandbreite an biotischen und abiotischen
Stressoren ausgesetzt, hierzu gehdren u.a. Pestizide, Schwermetalle oder freie Radikale (Allen
und Sohal 1986, Lukaszewicz-Hussain 2010, Nikoli¢ et al. 2019). Daher haben sowohl Tiere
als auch Pflanzen verschiedene Strategien entwickelt, um u.a. oxidativen Stress zu verringern;
hierzu zahlt die Familie der Glutathion-S-Transferasen (Board und Menon 2013). lhre
Hauptfunktion liegt darin, Glutathion an korperfremde Stoffe zu addieren, um deren Reaktivitét
zu verringern und die Wasserloslichkeit zu erhéhen (Hayes et al. 2005). Aufgrund ihrer
essenziellen Rolle in der Detoxifikation konnte eine Induktion in Zusammenhang mit der
wirtseigenen Antwort auf exogene Stressoren beobachtet werden (Loucif-Ayad et al. 2008, Yan
etal. 2013, Liuetal. 2016, Lietal. 2017, Tavares et al. 2017). Es konnte allerdings auch gezeigt
werden, dass die Produktion der Transferase nach Anwendung von Fremdstoffen nicht immer
konsistent ist, was eine differenziertere Regulierung vermuten lasst (Zhu et al. 2017, Hayat et
al. 2018, Nikoli¢ et al. 2019, Mitton et al. 2020). Zudem konnen Enzymaktivitdt und
Genexpression gegensatzlich korrelieren (Nikoli¢ et al. 2019). Ein Grund fiir unterschiedliche
Expressionsprofile konnten die verschiedenen Klassen der Glutathion-S-Transferasen sein, die
an diversen physiologischen Prozessen beteiligt sind und unabhéngig voneinander reguliert
werden (Hayes et al. 2005, Zimniak und Singh 2006). Eine weitere Ursache sind die
unterschiedlichen Reaktionen, die als Antwort auf Xenobiotika aktiviert werden, zum Beispiel
die Induktion des Keapl-Nrf2-Signalweges. Die Aktivierung dieses Signalweges ist die
primare Reaktion auf oxidativen Stress. Wenn keine freien Radikale anwesend sind,
ubiquitiniert Keapl den Transkriptionsfaktor Nrf2, wodurch dieser im Proteasom degradiert
wird. Freie Radikale fiihren hingegen dazu, dass Keapl deaktiviert wird und Nrf2 in den
Zellkern wandern kann, um die Expression von antioxidativen Genen zu induzieren (Baird und
Yamamoto 2020). Daher kann die vorliegende Repression dieses Enzyms auf einen moglichen

Einfluss auf diesen Signalweg hindeuten und damit die larvale Immunantwort schwachen.
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4.3 Etablierung eines Genarrays zur Beurteilung einer Insektizidintoxikation

Die aufgezeigten Ergebnisse konnten genutzt werden, um ein Genarray aus den Daten
der Transkript- und Proteinanalyse zu erstellen. Dieses umfasst alle signifikant dysregulierten
Gene mit einer logz Fold change von mindestens + 1,5. Zusétzlich wurden funf Referenzgene
hinzugefiigt. Da die Wahl der Normalisierungsgene von den Testsubstanzen und dem
Versuchsorganismus abhéngig ist, kann die Stabilitat dieser Transkripte zundchst Gberprift und
anschlie3end angepasst werden. Haufig werden drei Gene zur Normalisierung verwendet (Ling
und Salvaterra 2011). Durch die Gene des Immunsystems kann u.a ein Einfluss auf den Toll-
Signalweg und die Aktivierung von AMPs nachgewiesen werden. Die Beeintrachtigung von
zellulé&ren Strukturen oder Abbaumechanismen wird durch die Autophagie- oder Proteasom-
Kaskade deutlich. Das Zielgen ache2 kann vor allem Aufschluss darlber geben, ob die
neuronale Signallbertragung eingeschrankt wird. Insbesondere in Bezug auf die
Larvalentwicklung und in diesem Kontext der Einfluss auf das endokrine System wird durch
die ausgewahlten Transkripte abgebildet. Weiterhin sind auch Aussagen zum Energiehaushalt
(beta-Oxidation) und mitochondrialen Membrantransport moglich. Es ist auffallig, dass keine
Gene aus der Familie der Cytochrom P450-Familie durch die Insektizidanwendung eine
starkere Regulierung zeigten. Die Mitglieder dieser Proteinfamilie sind malgeblich an der
metabolischen Detoxifikation von Xenobiotika und der Resistenzbildung gegeniiber Pestiziden
beteiligt (Johnson 2015, Manjon et al. 2018). Es konnte gezeigt werden, dass eine Inhibierung
mit einer erhohten Mortalitat nach Insektizidintoxikation korrelierte (Iwasa et al. 2004, Johnson
2015). Die Beobachtung in dieser Arbeit findet sich auch teilweise in anderen Studien (Christen
et al. 2019). Eine mdgliche Erklarung ist, dass andere Detoxifikationsmechanismen wie
Glutathion-S-Transferasen oder Carboxylesterasen aktiv werden (Li et al. 2007), die im
getesteten Array nicht vertreten sind. Zudem ist ein Grund die festgelegte Grenze einer log:
Fold change von mindestens + 1,5. Unter den signifikant regulierten Transkripten finden sich
auch Vertreter der P450-Familie, allerdings erfiillen diese nicht das Kriterium einer
ausreichenden Dysregulierung (Tabelle 22, Anhang).
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4.4 Fazit

In der vorliegenden Arbeit wurde der chronische Einfluss von subletalen Dosen
verschiedener Insektizid-Wirkstoffe auf die larvale mRNA-Expression und Proteinbiosynthese
untersucht. Die Wirkstoffe wurden dabei Uber das Futter appliziert. Die fur diese Arbeit
angewandte Kombination aus dem Fitterungsprotokoll der OECD und der anschlieRenden
biochemischen Analyse fand bisher in der Forschung keinerlei Betrachtung. Die Ergebnisse
zeigen, dass auch subletale Wirkstoffgaben zu Unterschieden im Transkriptom oder
Proteinmuster fihren kénnen, ohne dass ein phénotypischer/toxischer Einfluss auf die larvale
Entwicklung beobachtet werden konnte. Die Resultate kénnen als Teil einer umfassenden
Risikobewertung von Pestiziden betrachtet werden, die mit anschlie}enden Freilandversuchen
und feld-realistischen Dosen verifiziert werden mussen. Allerdings hat sich auch gezeigt, dass
die erhobenen Daten nicht immer mit Untersuchungen aus der Literatur konsistent sind. Dies
kann mehrere Ursachen haben: (1) Die Wirkung von Insektiziden unterscheidet sich zwischen
Organismen, sowohl inter-, bzw. intraspezifisch als auch zwischen den Geschlechtern
(Siegfried 1993, Villanueva et al. 2013, Li et al. 2017), (2) die Auswirkungen hangen mit den
eingesetzten Dosen zusammen, wie es auch in dieser Arbeit bei Dimethoat deutlich wird, (3)
die Einwirkdauer spielt eine entscheidende Rolle; bei einer langeren Exposition sind starkere
Auswirkungen zu erwarten (Leong et al. 2020) und (4) der Zeitpunkt kann die Genexpression
beeinflussen, z.B. beim Vergleich unterschiedlicher Entwicklungsstadien oder Untersuchungen
nach definierten Zeitintervallen (Contreras-Gardufio et al. 2012, Garzén et al. 2015).
Weiterhin liefert die vorliegende Arbeit Hinweise auf die mogliche Interaktion von Insektiziden
und dem endokrinen System von Insekten. Vor allem Transkripte in den vorgestellten
Signalwegen legen den Schluss nahe, dass Insektizide den Hormonhaushalt im Organismus
storen. Die grundlegenden Mechanismen sind bisher noch nicht eindeutig geklart, da die
Beobachtungen nicht einheitlich sind. Zum einen zeigen aktuelle Studien, dass
Chlorantraniliprol und Clothianidin die Konzentration an H&utungshormonen bzw. dem
Speicherprotein Vitellogenin in der Himolymphe senken (Ullah et al. 2019, Meng et al. 2020).
Zum anderen weisen Versuche darauf hin, dass Chlorantraniliprol und Imidacloprid die
Produktion von Juvenilhormon induzieren (Yu et al. 2007, Xu et al. 2017). Die vorliegenden
Resultate deuten eine Beeintrachtigung auf das endokrine System bei Insekten und eine
Veranderung des hormonellen Gleichgewichts durch subletale Dosen von Insektiziden an.
Zusétzlich sind diese Ergebnisse ein Hinweis auf eine mdgliche Kopplung zwischen der
Insektizid-assoziierten physiologischen Reaktion und der hormonellen Regulation bei Insekten.

Es ist bekannt, dass der Nrf2-Keapl-Signalweg bei S&ugetieren und Insekten durch
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Xenobiotika-Exposition aktiviert wird (Sykiotis und Bohmann 2008, Misra et al. 2011). Bei
Drosophila konnten Deng und Kerppola (2013) aullerdem nachweisen, dass dieser Signalweg
bei der Kontrolle der Metamorphose durch Regulierung der Ecdyson-Produktion beteiligt ist.
Insbesondere im Larvalstadium sind die Hormone Ecdyson und Juvenilhormon die Taktgeber
der Morphogenese. Eine detailliertere Betrachtung der Synthesewege des Juvenilhormons
konnten hierbei weitere Veradnderungen verdeutlichen. So konnten Xu et al. (2017) zeigen, dass
beim Asiatischen Reisbohrer (Chilo suppressalis) die Exposition mit Chlorantraniliprol zu
einer erhohten Expression des Enzyms Farnesyl-Diphosphat-Synthase flhrte, die den letzten
Schritt der Juvenilhormon-Synthese katalysiert. Eine Hochregulierung wurde folglich die
Larvalentwicklung verlangern. Diese verlangerte Entwicklungsphase konnte sowohl nach
Chlorantraniliprol- als auch nach Flupyradifuron-Exposition beobachtet werden (Lai und Su
2011, Liang et al. 2019).

Der Einfluss auf den Toll-Signalweg legt nahe, dass die eingesetzten Insektizide die
Immunantwort bei Larven beeinflussen. Dies ist konsistent mit Beobachtungen in der Literatur
(James und Xu 2012). Die Toll-Kaskade ist allerdings nicht die einzige Barriere fiir Pathogene.
Ebenfalls wichtige Funktionen Gbernehmen der Imd- und der JAK/STAT-Signalweg, deren
Aktivierung tber die NF-xB-Transkriptionsfaktoren Relish und Domeless gesteuert wird (De
Gregorio et al. 2002, Myllymaki und Radmet 2014). Eine Untersuchung weiterer Transkripte in
diesen Signalketten kann den Einfluss von Insektiziden weiter verdeutlichen.

Die Beeintrachtigung auf den Autophagie-Weg lasst vermuten, dass die Mechanismen zum
Abbau von zelluldaren Bestandteilen oder Organellen beeintrachtigt werden. Eine weitere
Betrachtung von Autophagie-Markern wére in diesem Kontext sinnvoll, um das AusmaR
genauer festzulegen. Hierzu wirden sich vor allem die Expressionsprofile der verschiedenen
TOR-Komplexe oder MAP-Kinasen eignen, da diese den Aktivierungsprozess der Autophagie
steuern (Loewith et al. 2002, Zhou et al. 2015). Insbesondere die Betrachtung des Gens atg6 ist
interessant, da es sowohl bei der Autophagie beteiligt ist als auch Apoptose initiieren kann
(Wirawan et al. 2010). Durch die Untersuchung weiterer zellularer Apoptose-Marker wére es
maoglich, diesen Einfluss weiter zu eruieren.

Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen weiterhin den Schluss zu, dass die Insektizide verschiedene
Gewebe wie den Fettkorper oder die Neuroanatomie schadigen. Zudem gibt es Hinweise auf
eine Beeintrachtigung der Mitochondrien oder der Hamozyten. In diesem Kontext kdnnen
histologische Untersuchungen zur Beurteilung der Gewebeintegritat (Aljedani 2018),
immunzytochemische Untersuchungen von Synapsen (Groh et al. 2004) oder Enzymaktivitats-

Assays aus Mitochondrienhomogenat (Jackman und Willis 1996) vorgenommen werden.
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Weiterfuhrende Experimente koénnten zudem untersuchen, ob der Entwicklungshemmer
Fenoxycarb im Vergleich zu den Ubrigen Wirkstoffen ein anderes Expressionsmuster zeigt,
wenn man die Analysen in einem spateren Entwicklungsstadium durchfuhrt. Fenoxycarb fihrte
bei Larven phénotypisch zwar zu keinen Beeintrachtigungen, allerdings erhohte es die
Mortalitat der Puppen (Aupinel et al. 2007). Diese Beobachtung wird dahingehend von den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit unterstiitzt, dass sich nach Fenoxycarb-Exposition die
wenigsten Unterschiede zeigten. Wenn es in diesem Kontext mdglich waére, distinkte
Abweichungen zwischen den verschiedenen Mechanismen der Wirkstoffe festzustellen,
konnten anhand dieser Daten spezifische Analysemethoden entwickelt werden.

Weiterhin legen die Ergebnisse dar, dass Flupyradifuron sowohl bei der Transkript- als auch
bei der Proteinanalyse die meisten Unterschiede verursachte. Eine Ursache hierflr kdnnte sein,
dass die verwendete kumulative Dosis von 1,54 ug/Larve zu hoch war. In VVorversuchen zeigte
diese Dosis zwar keine Erhéhung der Mortalitat und wurde entsprechend als subletal definiert,
jedoch muss dies nicht zwangslaufig bedeuten, dass es zu keinen physiologischen Anderungen
kommen kann. Der Ubergang von subletal zu letal ist bei Flupyradifuron noch nicht klar
definiert, da der Einfluss auf Honigbienen erst seit wenigen Jahren untersucht wird (Carleton
2014, Nauen et al. 2015). Hinzu kommt die Tatsache, dass verschiedene Genotypen, Herkiinfte
und Altersstadien unterschiedlich stark auf Xenobiotika reagieren (Nauen et al. 2001,
Rinkevich et al. 2015). Dies spiegelt sich auch in den bisherigen Arbeiten zum Einfluss von
Flupyradifuron auf Honigbienen wider. Die letale Dosis, bei der 50% der getesteten Individuen
sterben, wird bei adulten Bienen mit 1,2ug/Biene angegeben (EFSA 2015). Es hat sich
allerdings gezeigt, dass dieser Wert auch bis zu 3ug/Biene betragen kann (Tosi und Nieh
2019). Anders verhdlt es sich bei den Wirkstoffen Fenoxycarb und Dimethoat. Diese finden
bereits seit Jahrzehnten ihren Einsatz und sind daher gut auf ihre Eigenschaften hin untersucht.
Deshalb dienen diese Substanzen unter anderem auch als Referenzchemikalien im von Aupinel
et al. (2007) entwickelten Protokoll zur Larvenfitterung.

Ein weiterer Aspekt fir zukiinftige Arbeiten ist die Untersuchung in Zellkulturen. Dadurch ist
es moglich, Einflusse auf zelluldrer Ebene unter definierten Bedingungen festzustellen.
Aufgrund ihrer genetischen Uniformitat sind die generierten Ergebnisse zudem koharenter.
Etwa 1000 Insekten-Zelllinien wurden bisher beschrieben, wovon tber 80% von Dipteren oder
Lepidopteren stammen (Hink und Butz 1985). Bergem et al. (2006) untersuchten Zellen aus
verschiedenen Geweben der Honigbiene und kamen zu dem Schluss, dass embryonale Zellen
adaquate Voraussetzungen besitzen. Seitdem wurden zwei permanente Zelllinien bei der

Honigbiene beschrieben: Kitagishi et al. (2011) immortalisierten embryonale Zellen durch den
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Transfer eines humanen Proto-Onkogens. Allerdings wurde in der Zelllinie auch der
Fligeldeformations-Virus nachgewiesen. Inwieweit der Gentransfer die endogene
Genexpression beeinflusst, ist ebenfalls nicht bekannt. Eine weitere Zelllinie aus Embryonen
wurde durch Goblirsch et al. (2013) etabliert. Nichtsdestotrotz erwies sich eine dauerhafte
Kultivierung als schwierig. Eine Reproduktion der genannten Zelllinien in anderen
Arbeitsgruppen wurde bisher nicht beschrieben. Die Etablierung einer stabilen Zelllinie kénnte

zudem auch in das Zulassungsverfahren und die Priifung von Pestiziden integriert werden.

Durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zur molekularen Wirkung von Insektizid-
Wirkstoffen ergeben sich weitere Ansétze, um die Auswirkungen von Xenobiotika spezifischer
zu analysieren und damit auch mdgliche Beeintrachtigungen am Bienenvolk friiher zu

diagnostizieren.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Effekt verschiedener Insektizid-Wirkstoffe auf das larvale mRNA-Transkriptom und auf
die Proteinbiosynthese von Apis mellifera (LINNAEUS, 1758)

Die vorliegende Arbeit untersuchte den Einfluss verschiedener Insektizid-Wirkstoffe
auf das larvale Transkriptom und die Proteinbildung der Honigbiene Apis mellifera. Die
Westliche Honigbiene gilt aufgrund ihrer Okosystemdienstleistungen als eines der wichtigsten
Nutztiere des Menschen. Durch die Bestaubung landwirtschaftlicher Nutzpflanzen und Bliiten
weltweit nimmt sie 6konomisch und okologisch eine Schliisselposition ein. Im Laufe der
2000er beobachtete man global einen starken Rickgang an Honigbienen, der zundchst nicht
erklart werden konnte. Mdgliche Ursachen waren der Befall durch Pathogene oder verschiedene
Virus-Erkrankungen der Bienen. Andere Erklarungen sahen den Hauptgrund in der
landwirtschaftlichen Verwendung von Pestiziden oder dem Verlust an Lebensraum.
Insbesondere der Einsatz von Insektiziden wurde aufgrund ihrer Wirkung auf Nicht-
Zielorganismen kritisiert. Hierbei gerieten die Auswirkungen von subletalen Pestizid-
Konzentrationen auf die Physiologie der Honigbiene in den Fokus. In Studien konnte gezeigt
werden, dass geringe Konzentrationen eines Insektizids nicht zum Tod flhren, allerdings
negative Effekte auf das motorische Verhalten, die Flugfahigkeiten oder die Lern- und
Gedachtnisleistungen zeigen.

Im Rahmen der durchgeftihrten Versuche wurde der Einfluss subletaler Konzentrationen der
neuen Wirkstoffe Flupyradifuron und Chlorantraniliprol untersucht. Im Vergleich kamen die
etablierten Wirkstoffe Dimethoat und Fenoxycarb zum Einsatz. GemaR den Vorgaben der
OECD Richtlinie 239 erfolgte die Fitterung von Bienenlarven tiber acht Tage. Die Applikation
der Wirkstoffe fand an vier aufeinanderfolgenden Tagen statt und an den Tagen vier, sechs und
acht wurden Individuen fur eine spétere Analyse eingefroren. Die Dosis an aufgenommenem
Wirkstoff erhdhte sich bis zu einem maximalen Wert nach Tag 6. Die Analyse ausgewahlter
Transkripte erfolgte mittels eines RT-qPCR-Arrays (79 Kandidatengene). Die anschlieende
Proteinanalyse erfolgte durch eine 2D-Gelelektrophorese, um die Verénderungen im
Transkriptom auch im Proteinmuster nachzuweisen.

Die Ergebnisse der Transkriptomanalyse zeigten, dass vor allem Gene betroffen waren, die mit
der Larvalentwicklung, Physiologie oder Immunantwort assoziiert waren. Dies betraf vor allem
den Toll-Signalweg, die Ecdyson-induzierte Kaskade und die Autophagie-Signaltransduktion.
In der Proteinanalyse waren Anderungen in Bezug auf das Immunsystem, den Metabolismus
und die Entwicklung festzustellen (>900 Proteinspots). Die beiden geringsten Dosen von

Dimethoat (0,05 pg und 0,1 pg) wiesen keine signifikanten Unterschiede bei den identifizierten
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Proteinen auf. Es lieR sich feststellen, dass mit zunehmender Dosis an Wirkstoff auch die
Anzahl an differenziell exprimierten Transkripten zunahm. Zudem zeigte Flupyradifuron in der
Transkript- und Proteinanalyse die meisten Anderungen im Vergleich zur Kontrolle auf. Eine
maogliche Erklarung hierfur ist, dass die applizierte Dosis an Flupyradifuron trotz subletaler
Konzentration bei den durchgefuhrten Versuchen noch zu hoch angesetzt war. Nichtsdestotrotz
wurden endogene Effekte nach Behandlung mit verschiedenen Wirkstoffen in subletalen
Konzentrationen nachgewiesen. Weiterhin deutet sich an, dass der Fettkorper, die
Mitochondrien oder auch die Hamozyten geschéadigt werden.

Zum einen flhren die vorliegenden Ergebnisse zu der Folgerung, dass die Analyse der
Genexpression und Proteinbiosynthese ein weiteres nitzliches Werkzeug im Zuge einer
holistischen Risikoabsch&tzung der Wirkung von Agrochemikalien auf Honigbienen darstellt.
Zum anderen ist es wichtig, neben der Betrachtung der Transkripte ebenfalls die korrelierenden
Proteine in die Auswertung mit einzubeziehen, um ein komplexeres Bild des zelluléren

Zustandes zu erhalten.

82



Summary

6. SUMMARY

Influence of different insecticidal substances on larval mMRNA transcriptome and protein
biosynthesis of Apis mellifera (LINNAEUS, 1758)

In the present work the influence of four different insecticidal substances on larval
MRNA transcriptome and protein production of the western honeybee was investigated. The
honeybee Apis mellifera is considered as one of the most important farm animals worldwide
because of her ecosystem services. The main benefit of the western honeybee is not the
production of honey or wax but the pollination of most of today’s crops and flowers. During
the 2000s a decrease in honeybee colonies especially in the US could be observed. Possible
drivers like the infestation with different pathogens or viruses were considered. Other reasons
might be the loss of habitats or the use of pesticides in agriculture. In particular, the use of
insecticides was criticized because of their impact on non-target organisms. Especially the
impact of sublethal concentrations on honeybees’ physiology were discussed. In other studies,
it could be shown that small amounts of insecticides did not lead to death but impaired the
honeybees’ motor system, the flight ability and the memory and learning capability.

In this work the influence of sublethal concentrations of the new substances flupyradifurone
and chlorantraniliprole were tested. Additionally, the established substances dimethoate and
fenoxycarb were tested to compare the results. The instructions of the OECD guideline 239 for
chronical feeding of honeybee larvae were the basis for this study. The substances were applied
on four days in a row and on three days larvae were sampled for later analysis. The dose of
ingested substance increased until a maximum was reached after six days. The expression of
defined transcripts was analyzed via a RT-qPCR array (79 targets). The protein analysis was
conducted using a 2D gel electrophoresis to correlate changes of transcript and changes in
protein abundances.

The results of the RT-gPCR showed differences in transcripts of the immune system,
physiology, and larval development. In detail, the Toll signaling pathway, the ecdysone-
mediated cascade and the autophagy signal transduction were mainly affected. The protein
analysis showed differences in the expression profiles of targets associated with the immune
system, metabolism and development (>900 protein spots). Concerning the identified proteins,
the least doses of dimethoate (0.05pg and 0.1ug) showed no significant differences.
Nevertheless, we could show that with increased doses the number of differential expressed
targets increased in transcriptome and protein analysis. Additionally, flupyradifurone showed
the most changes in both RT-qPCR and 2D gel electrophoresis compared to the control. One

possible reason might be that the applied dose was too high even though we used sublethal
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concentrations. Nonetheless, significant effects of the applied substances at sublethal
concentrations were detected. Furthermore, the results indicate impairments of the fat body, the
mitochondria or the hemocytes, respectively.

In summary, the results show that on one hand the analysis of expression profiles is an
additional useful tool in regard of a holistic risk assessment of xenobiotics. On the other hand,
MRNA expression and protein biosynthesis should be considered both in analysis to receive a
more precise insight into the cellular physiology.
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Anhang

ANHANG

Tabelle 18: Auflistung der 102 verwendeten Primer fiir die RT-qPCR

Zielgen Primer Sequenz fw & rev (5°-37) Kommentar Kategorie Accession Number Referenz
mitochondrial ribosomal | ame mRpL1 Mozhui et al.
protein largel fw TGCAATGTTGACAGGTTGGT Alter XM_001120018.2 2017

ame mRpL1

rev CTCTTGTCCCTTTTCTAGCTGC Alter
mitochondrial ribosomal | ame mRpL18 Mozhui et al.
protein large18 fw ACTGCATTTTGGCATAAACTTGA Alter XM_625002.5 2017

ame mRpL18

rev TGCAAGCACACGTCCTACAA Alter
mitochondrial ribosomal | ame mRpL46 Mozhui et al.
protein large 46 fw ACATCAAGTGGTTCGCCCTT Fehlender Ct-Wert Alter XM_397424.6 2017

ame mRpL46

rev TGACGTTCCAAACAAACAGCA Alter
mitochondrial ribosomal | ame mRpL47 Mozhui et al.
protein large 47 fw TTCCAAGGATGCCTACTTTTCAA Alter XM_397213.5 2017

ame mRpL47

rev TCGCCATGAACGTCCTACAC Alter
mitochondrial ribosomal | ame mRpL48 Mozhui et al.
protein large 48 fw ATGACAGTTTTGCCTTTCCTCA Fehlender Ct-Wert Alter XM_006559602.2 2017

ame mRpL48

rev ACACCTTCAGGTAATGTTGCT Alter
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mitochondrial ribosomal | ame mRpS12

protein small12 fw GCAAAAGGCGTGGTGATGAA Alter XM_006560434.2
ame mRpS12
rev GACCTTCCCCTGGGACAAAA Alter

mitochondrial ribosomal | ame mRpS30

protein small30 fw ACAGGCTTGTTATCAAGGTTTTTCA | Fehlender Ct-Wert Alter XM_396435.6
ame mRpS30
rev TGACCAGTATTGGCCATTTGTT Alter

mitochondrial ribosomal | ame mRpL49

protein large 49 fw CGATCTGGCACGAGAACGA Alter XM_001121911.4
ame mRpL49
rev TTTCCCCATCTTTTCTGCGTAA Alter

mitochondrial ribosomal | ame mRpS15

protein small15 fw TACCGAGGAATGGCAACTGT Alter XM_016913468.1
ame mRpS15
rev ATCACCACTTTTCCGAGGATCT Alter
ame AChE-1 De Smet et

acetylcholinesterase 1 fw AGTTGGGCGAGATATGGTTG Detoxifikation XM_393751.6 al. 2017
ame AChE-1
rev GGAAAAATAGAGCGCGTGAG Detoxifikation
ame AChE-2

acetylcholinesterase 2 fw AACCGGCTTAAGGATTCGAT Detoxifikation NM_001040230.1
ame AChE-2
rev CCCTCTCCCCTTCAATCTTC Detoxifikation
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cytochrome P450 | ame

314A1 CYP314al fw | TCACGAAGCTAGCGCACC Detoxifikation XM_006570167.2
ame
CYP314al
rev TGTAAGCGTCGTGAATCTTGT Detoxifikation
ame

cytochrome P450 4911 | CYP4gll fw | GGCCGGTCAAAATGGTGTTC Fehlender Ct-Wert Detoxifikation NM_001040233.1
ame
CYP4gllrev | AGGATGGCAACCCATCACTG Detoxifikation
ame

cytochrome P450 6a13 | CYP6al3fw | TCGAAAGGGACGAGGATATG Fehlender Ct-Wert Detoxifikation XM_001123306.4
ame
CYP6al3rev | AGTCATGGGATGCCTACTGG Detoxifikation
ame

cytochrome P450 6a14 | CYP6ald fw | GCGACCAATGCGAATGAAAC Detoxifikation XM_016915705.1
ame
CYP6ald rev | TCACGGCATTCCACCATTTC Detoxifikation
ame

cytochrome P450 6al7 | CYP6al7 fw | GGCTGGATTTGAAACGTCAT Fehlender Ct-Wert Detoxifikation XM_395671.5
ame
CYP6al7 rev | CGCGTGGAATTCTTTCATTT Detoxifikation

cytochrome P450 6AQ1

ame
CYP6AQL fw

TTGTGGGTGAAAATATCCGTTCAA

Fehlender Ct-Wert

Detoxifikation

NM_001205062.1

XXXIX




Anhang

ame
CYP6AQ1
rev AGGGCGAAGGAGTAATCTGC Detoxifikation
ame

cytochrome P450 6AS5 | CYP6ASS fw | CGTTCGCGATACACCGAGAT Fehlender Ct-Wert Detoxifikation NM_001040234.1
ame
CYP6ASS
rev AACGCGCACCAATGCAATTT Detoxifikation
ame CYP9e2

cytochrome P450 9e2 fw GTTCACGTCGAGCAAGATCA Detoxifikation XM_006562301.2
ame CYP9e2
rev TCGTCAACACGCTCTTCAAC Detoxifikation
ame CYP9e2-

cytochrome P450 9e2 1fw CCTGATCAAGAGCATCACGA Fehlender Ct-Wert Detoxifikation XM_392000.6
ame CYP9e2-
1rev GATCTTGCTCGAGGTGAAGG Detoxifikation
ame CYP9e2-

cytochrome P450 9e2 2 fw GTAGCCATTCACGCGTTCAC Detoxifikation XM_006562300.2
ame CYP9e2-
2 rev GTCTCGTCGATCTCCTGCTG Detoxifikation
ame CYP6AL

cytochrome P450 6A1 fw CGAGAATTTCACCGAAGACGC Detoxifikation XM_397347.5
ame CYP6AL

rev

TTAGCGAAGCGTGCACCAAT

Detoxifikation

XL




Anhang

ame

cytochrome P450 6AS3 | CYP6AS3 fw | ACAATACCAAAGGGCACAAAGG Detoxifikation XM_016915703.1
ame
CYP6AS3
rev AAAACGAGCACCGATGCAA Detoxifikation
ame CYP9S1

cytochrome P450 9s1 fw GGACATTCACAGCACTCCGA Detoxifikation XM_016915998.1
ame CYP9S1
rev GCTTCCTTGCTCACCAGACT Detoxifikation

antennapedia ame antp fw | GGAGAACAAGTCGAAGGGCA Entwicklung NM_001011571.1
ame antprev | CACTCCTCGGGGATCTCTCA Entwicklung

dorsal ame DI fw CTGAGAAGCATGCTGCAATGT Entwicklung NM_001011577.1
ame DI rev CTTGTGGCCTCAACGTTTGT Entwicklung
ame Hex110

hexamerin 110 fw CTGCAAGGAGTGCAACAAGTATT Entwicklung EU105212.1
ame Hex110
rev CGTTTGACCACCACTCTGCC Entwicklung
ame Hex70a

hexamerin 70a fw TACGACACGAAAACAGCGGA Entwicklung NM_001110764.1
ame Hex70a
rev TGCCGCATTGGTGTAGGAAT Entwicklung
ame Hex70b

hexamerin 70 b fw GGGTGACACAGCTGACATGA Entwicklung NM_001011600.1
ame Hex70b
rev GAGGCCAACATCTTCGGTGA Entwicklung

XLI




Anhang

ame Hex70c

hexamerin 70 ¢ fw TTGGATGTCCAGCAGCCAAT Entwicklung NM_001098717
ame Hex70c
rev GTTCCAATCGAATTCCGCCG Entwicklung

juvenile hormone

methyltransferase ame Jhamt fw | CGGGGAATTCGCAGAAGAGA Entwicklung NM_001327967.1
ame  Jhamt
rev CGATAAGCGTTCCTCGTCGT Entwicklung

juvenile hormone

esterase ame Jhe fw CCGGTCTTTTCCAAGGTGGT Entwicklung NM_001011563.1
ame Jhe rev TCGAGCTGGACGATACCTGA Entwicklung

sex comb reduced ame scr fw CGGGGAACCACCTCTTTCTC Geringe Effizienz Entwicklung XM_623900.4
ame scr rev ACGGAATACGCGAAACCAGA Entwicklung

ultrabithorax ame ubx fw GGATGGCTATAGCAGGAGCG Entwicklung NM_001168700.1
ame ubxrev | CTTCATCCGCCGATTCTGGA Entwicklung

vitellogenin ame Vg fw ACGTAATAAATGCCGCCAAG Fehlender Ct-Wert Entwicklung NM_001011578.1
ame Vg rev TGCATGTTGCTCTCCAACTC Entwicklung

homeotic protein

deformed ame dfd fw2 | GAGAATTGTTGTTGGTGTCGGG Geringe Effizienz Entwicklung XM_016917153.1
ame dfd rev2 | AAGCGGTAACGGAACACACG Entwicklung

ecdysone-induced

protein 75 ame E75 fw CAATCGGCCCAGGTCTGTTA Entwicklung NM_001080110.1
ame E75rev | AGAATCCCTTGCATCCCTCG Entwicklung

ecdysone-induced

protein 78C ame E78c fw | CCGATGATAATACCGGCGAGT Entwicklung XM_396527.6

XLII




Anhang

ame E78crev | TGGCAAATTCCACCACCCTT Entwicklung

ecdysone receptor ame Ecr fw AAGGCGCAAAAGGAGAAGGA Fehlender Ct-Wert Entwicklung NM_001098215.2
ame Ecr rev GGGCTGATCGGTTTCACGTA Entwicklung

nuclear hormone

receptor HR3 ame HR3 fw | GCGAAAGAGATCGTGAAACGG Fehlender Ct-Wert Entwicklung XM_016913161
ame HR3rev | TTTCGAGTCTTGTCCCGAGG Entwicklung

hormone receptor-like in

38 ame HR38 fw | GTACCACCCGGTCACCATTG Entwicklung XM_006560394
ame HR38
rev AGTTGCCACTTGTTCCAGTGAT Entwicklung

nuclear hormone

receptor FTZ-F1 beta ame HR39 fw | CTGTCCTCATGTGCTAGCCG Entwicklung XM_396918.6
ame  HR39
rev GATTGTGCCTTATGTTTCGTGC Entwicklung

hormone receptor 4 ame HR4 fw | ACACGGTAAGCAGTTCGAGG Entwicklung XM_016911120.1
ame HR4 rev | CAGCTCGTCCAAGTTCCTCA Entwicklung

ultraspiracle ame Usp fw CGGCACGAGGTAAAAGTGAC Geringe Effizienz Entwicklung NM_001011634
ame Usprev | AGACTTAGCCAAGTGTTGCCA Entwicklung

vitellogenin receptor ame VgR fw2 | GTAGCACGACCATTCCAGGT Fehlender Ct-Wert Entwicklung XM_016912481.1
ame VgR
rev2 GTCCACATTTTCAGGCGTTT Entwicklung

14-3-3 protein zeta p zeta fw CTGTCGTCTACCACGGCATT Entwicklung XM_006566097.3 2D-Analyse
p zeta rev TTACCTCCGAAAAGCTAAGTGG

protein 1(2)37Cc p 1(37) fw CTCGTATTGCGTATGGGTGTC Entwicklung XM_006559327.3 2D-Analyse
p 1(37) rev

XL




Anhang

alpha-2-macroglobulin- | ame A2ML1
like protein 1 fw TCGTTGTAAATCAGCAATTGGTCC Immunsystem XM_006565440.2
ame A2ML1
rev GGCATGGTCGTGTTTCCAAC Immunsystem
ame abaecin Evans 2006b
abaecin fw CAGCATTCGCGTATGTACCA Fehlender Ct-Wert Immunsystem NM_001011617.1
ame abaecin
rev GACCAGGAAACGTTGGAAAC Immunsystem
ame apisimin
apisimin fw TGAGCAAAATCGTTGCTGTC Immunsystem NM_001011582.1
ame apisimin
rev AACGACATCCACGTTCGATT Immunsystem
ame CD109
CD109 antigen fw GCAACGGTTGGCGAAAGATT Fehlender Ct-Wert Immunsystem M_006571765.2
ame CD109
rev AAACTTGTGGCGATCCACCT Immunsystem
defensin 1 ame Defl fw | TGCGCTGCTAACTGTCTCAG Immunsystem NM_001011616.2 Evans 2006b
ame Defl rev | AATGGCACTTAACCGAAACG Immunsystem
defensin 2 ame Def2 fw | GCTGCTACCACTACGACATC Fehlender Ct-Wert Immunsystem NM_001011638.1 Evans 2006b
ame Def2 rev | CAACTACCGCCTTTACGTCG Immunsystem
ame MyD88
MyD88-A fw AGCTTTTTGTAAGAGATGGTGAAA Immunsystem XM_006560439.2
ame MyD88
rev TGTTCTGATAGTCCTTGTTCTTTCC Immunsystem

XLIV




Anhang

ame Proc.

proclotting enzyme Enz. fw ACGCAAAGTTTCGTCCAACG Immunsystem XM_001121888.4
ame Proc.
Enz. rev ATTTCCACACCCGATTCCCC Immunsystem
ame TOLL

TOLL fw TCCTATTGAATCTGCGTACGTT Immunsystem XM_016911910.1
ame TOLL
rev TGGACATCGAATTTCCGCGT Immunsystem

Imd ame Imd fw AAACCTGATCCACCGCGAAT Immunsystem NM_001163717.1
ame Imdrev | AATTAACGCCCGTGACAGGT Immunsystem
ame PGRP-

PGRP-LC LC fw GTGTGAGTGCGTTGGTATGG Fehlender Ct-Wert Immunsystem XM_392452.6
ame PGRP-
LC rev ATGCTGACCGCGCTATCTTT Immunsystem

Pirk (Poor Imd

Response upon knock

in) ame Pirk fw CTCGTCGAATCGCAGGATCA Fehlender Ct-Wert Immunsystem XM_003251064.3
ame Pirkrev | GTTAATCGCGGAGCGGTTTC Immunsystem

phenoloxidase subunit | ame PPOa3

A3 fw2 CAGTACCACCGCTTACCGAA Immunsystem NM_001011627.1
ame PPOa3
rev2 TTGGAACTCTAGCACCCTCTG Immunsystem
ame ATGI10

ATG10 fw CGTCCAATGCTTTGCCAGAC Autophagie XM_006566571.2

XLV




Anhang

ame ATG10
rev TCCTCCCATGTGATCGTACCT Autophagie
ame ATG13
ATG13 fw CGTCGAAATGCAACTCGCAA Autophagie XM_623779.4
ame ATG13
rev ACGGCGAAAGGAGTTTTCAAAT Autophagie
ame ATG16
ATG16 fw CAATGCTGGAGTGATGTGCG Autophagie XM_016914014.1
ame ATG16
rev TTGGGACCGTTGCAGCTTTA Autophagie
ame ATG3
ATG3 fw CTCGCAGATGCAAACAGATTGA Fehlender Ct-Wert Autophagie XM_624690.5
ame ATG3
rev GATGTGTGTCAACCCAACCAC Autophagie
ame ATG4B
ATG4B fw GCCATAAGAGAACTCGACGC Autophagie XM_624574.5
ame ATG4B
rev ACAACCCCAACCTTTATCGGA Autophagie
ame ATG5
ATG5 fw TGCGAGTTGTCAAAGAGCCA Autophagie XM_623453.4
ame ATG5
rev TTGGAACGAGTCGCAGAACG Autophagie
ame ATG6
ATG6/Beclin-1 fw AGCTGAACTTTCACTTCCCATC Autophagie XM_392365.4

XLVI




Anhang

ame ATG6
rev CTGTTTCCCCAGAGTCACCA Autophagie
ame ATGY

ATG7 fw GCAACGACGTAACACAACCG Autophagie XM_001122360.4
ame ATGY
rev CCTCAACACCTTCGGGATGT Autophagie
ame ATGYA

ATGO9A fw AGGCGCCTCTGTCTTTGTAT Autophagie XM_016913672.1
ame ATGYA
rev CCCCTTCTCCGAACTTGTCT Autophagie
ame
GABARAP

ATG8A/GABARAP fw TCCCGAAAGGGTTCCTGTAA Autophagie XM_001120069.4
ame
GABARAP
rev CATCTTCTGGGCGAAGGTGA Autophagie

LC3 ame LC3fw | TCATTTGCACAAAGGGTTGCAG Autophagie XM_006565925.2
ame LC3rev | GCCTGTGTTGGATGTAGCTG Autophagie

RagA ame RagA fw | TGGCAGCACAGTTTCAGAGT Autophagie XM_001119898.4
ame  RagA
rev GCTGCTGATGGAATAGCAGGA Autophagie

RagD ame RagD fw | TGCCCCATTTGATGGAGAAAC Autophagie XM_006562357.2
ame  RagD
rev TTTCCACTCCTTCGAAGACCC Autophagie

XLVII




Anhang

ame Tim10 Mitochondrialer
Tim10 fw TCGCATAATAGCGTGGTCACA Membrantransport XM_006571277.2
ame Timl10 Mitochondrialer
rev ACCATCCAATCGCTATCTTCGT Membrantransport
ame Timl6 Mitochondrialer
Tim16 fw TAGAGCATTCGCACGAGCAT Membrantransport XM_006563532.2
ame Timl6 Mitochondrialer
rev ATGTTGAGCACCTCGTGTCC Membrantransport
ame Timl7 Mitochondrialer
Timl7 fw TCGTGCTCGAGGCATTTTCT Membrantransport XM_003249450.3
ame Timl7 Mitochondrialer
rev AATACTGCTCCCCCAATGGC Membrantransport
Mitochondrialer
Tim8 ame Tim8 fw | ATTAAACCACGTGTGTGCCG Membrantransport XM_001122230
Mitochondrialer
ame Tim8rev | TGTTTCTGTTCGGCTGTCCA Membrantransport
Mitochondrialer
Tim9 ame Tim9 fw | TGTTCGAGATTTCGTGGCATC Membrantransport XM_006562881.2
Mitochondrialer
ame Tim9rev | TTGCTTTGACATCTCGTGTAGT Membrantransport
cytochrome c¢ oxidase | ame COX1 Oxidative
subunit 1 fw ACCTGATATAGCATTCCCCCG Phosphorylierung P00395

ame COX1

rev

TCATCCAGTTCCTGGTCTTGG

Oxidative

Phosphorylierung

XLVIII




Anhang

cytochrome oxidase | ame COX11 Oxidative
subunit 11 fw GGCATTGTTCGAGCAAAAGTTA Phosphorylierung XM_006567340.2
ame COX11 Oxidative
rev CCGCTCCAATATAAACGCGA Phosphorylierung
cytochrome oxidase | ame COX15 Oxidative
subunit 15 fw TGGGGACGTTTGATAGGTGC Phosphorylierung XM_394095.6
ame COX15 Oxidative
rev CTGAGGGTTCCACGAAACGA Phosphorylierung
cytochrome oxidase | ame COX17 Oxidative Mao et al.
subunit 17 fw TAGAGGCGCTGAAACTGGTG Phosphorylierung XM_001122739.4 2017
ame COX17 Oxidative
rev TCAGGACAAGCACAACAAGGT Phosphorylierung
cytochrome oxidase | ame COX2 Oxidative
subunit 2 fw TGATGCAGTTCCAGGACGAA Phosphorylierung AY587542.1
ame COX2 Oxidative
rev ACCACAAATTTCTGAACATTGACC Phosphorylierung
cytochrome oxidase | ame COX3 Oxidative
subunit 3 fw AGTTACAAATAGACCTTGACCAAT Phosphorylierung P00414
ame COX3 Oxidative
rev GTATACCTTGAAATGTTCTTTCTCG Phosphorylierung
cytochrome oxidase | ame COX4 Oxidative
subunit 4 fw GCTCCAACAGGAGAATGGAGA Phosphorylierung XM_006572254.2
ame COX4 Oxidative

rev

ACGTTCCAGTTGTGCAAGTC

Phosphorylierung

XLIX




Anhang

cytochrome oxidase | ame COXb5a Oxidative

subunit 5a fw TCGCATGATGGACCACAAGA Phosphorylierung XM_392368.6
ame COX5a Oxidative
rev AGGTACAAGATCCATAGCCGC Phosphorylierung

cytochrome oxidase | ame COX5b Oxidative

subunit 5b fw TGTCGACGAACATTCTCTTGC Fehlender Ct-Wert Phosphorylierung XM_624984.4
ame COX5b Oxidative
rev CGTTTTTCCAATCCCGTAGCA Phosphorylierung

cytochrome oxidase | ame COX6a Oxidative

subunit 6A1 fw TGGACTTGCAATGGCTAATTGT Phosphorylierung XM_001121817.4
ame COX6a Oxidative
rev TCTCCCCATGGAAAAGGCTTA Phosphorylierung

cytochrome oxidase | ame COX6b Oxidative

subunit 6B1 fw GCACGGCTGACTAAGCATCA Phosphorylierung NM_001172403.1
ame COX6b Oxidative
rev TGGTGCTGTGTTTGGTTTCAA Phosphorylierung

cytochrome oxidase | ame COX6¢ Oxidative

subunit 6¢ fw TACCAAAGCCTCAGCTTCGT Phosphorylierung NM_001172405.1
ame COX6c¢ Oxidative
rev AAATCTTCCAACTCATGCCAGT Phosphorylierung

cytochrome oxidase | ame COX7a Oxidative

subunit 7A fw GCCGTTTAAAACAATCCACCCA Phosphorylierung XM_625251.5
ame COX7a Oxidative

rev

AATCAGCCTGCCATTCTTGTTG

Phosphorylierung




Anhang

cytochrome c oxidase | ame COX7c Oxidative
subunit 7C fw AAGCAGACGATTCTTCGCCA Phosphorylierung XM_001120568.4
ame COX7c Oxidative

rev

TGGAAGATTAGCACCAGGGTA

Phosphorylierung

probable medium-chain

specific acyl-CoA

dehydrogenase Acyl CoA fw | ATGATCGGAAGCCCAAGCTG Enzym XM_392111.7 2D-Analyse
Acyl CoArev | ACCGTGGATTCGGTTAGGGA Enzym

26S protease regulatory

subunit 10B Pro reg fw ACGTGGACCATTTGTTGCTTTT Enzym XM_006571330.3 2D-Analyse
Pro reg rev TGGAAAGCTGCTAATGATGCTG Enzym

3-ketoacyl-CoA

thiolase CoAthiofw | TTTGAGGCCGTGGATGTTCA Enzym XM_391843.6 2D-Analyse
CoAthiorev | AGGCTGGAAGCGTTTGGATA Enzym

retinal dehydrogenase 1 | ret de fw CACCGAGTTCACGGCCTATT Enzym XM_392104.6 2D-Analyse
ret de rev TATCCTGCTGTCGATCCCCT Enzym

ATP synthase subunit | ATP syn beta

beta fw CCTCAGCAACCTGGAATGGT Enzym XM_006564829.3 2D-Analyse
ATP syn beta
rev ACCTGATCCCCAAGGCTAGT Enzym

Cunha et al.

actin related protein 1 ame Arpl fw | GCCAACACTGTCCTTTCTG Referenz NM_001185146.1 2005
ame Arplrev | AGAATTGACCCACCAATCCA Referenz
ame Enolase Scharlaken

enolase fw GGTGATGAAGGTGGTTTTGC Referenz XM_016915936.1 et al. 2008

LI




Anhang

ame Enolase
rev GATGCAGCAACATCCATACC Referenz
ame GAPDH Scharlaken
GAPDH fw GATGCACCCATGTTTGTTTG Referenz P04406 et al. 2008
ame GAPDH
rev TTGCAGAAGGTGCATCAAC Referenz
60S ribosomal protein | ame RPL13a Scharlaken
L13a fw TGGCCATTTACTTGGTCGTT Referenz XM_623810.5 et al. 2008
ame RPL13a
rev GAGCACGGAAATGAAATGGT Referenz
40S ribosomal protein | ame RPS18 Scharlaken
S1 fw GATTCCCGATTGGTTTTTG Referenz XM_625101.5 et al. 2008
ame RPS18
rev CCCAATAATGACGCAAACCT Referenz

LIl




Anhang

Tabelle 19: Auflistung der Behandlungsgruppen und den dazugehoérigen log, Fold changes des eingesetzten

Genarrays von D6 im Jahr 2018. Signifikante Unterschiede sind fett hervorgehoben

Gen Fe DM1 DM2 DM3
a2mll -1,10 0,11 -0,39 0,13
achel -0,65 0,38 -0,81 0,24
ache2 -1,38 0,22 -1,69 -0,19
antp -0,20 1,15 -1,05 -0,07
apisimin -1,04 -0,20 1,15 0,76
arpl 0,32 -0,31 -0,96 0,50
atg10 -0,45 0,01 -0,55 -0,13
atg13 -0,19 -0,70 -0,82 -0,08
atg4b -0,47 -0,16 -0,85 0,05
atgs -1,41 -0,60 -1,25 0,46
atg6 -1,64 -0,01 -1,17 0,01
atg7 -0,40 0,14 -0,63 0,33
atg9a -1,26 -0,05 -0,04 0,73
coxl -0,55 -0,42 -0,84 -0,32
cox10 -0,09 -0,21 -0,22 -0,02
cox11 -0,11 -0,40 0,40 -0,17
cox15 -0,61 -0,35 -0,99 0,13
cox17 0,38 -0,38 -0,78 -0,21
cox2 -0,29 -0,18 -1,18 -0,01
cox3 -1,01 -0,79 -0,35 -0,53
cox4 -0,17 -0,34 -0,43 -0,10
cox5a -0,19 -0,36 -0,69 -0,06
cox5b 0,61 -0,34 -0,91 0,03
cox6a -0,21 -0,35 -0,92 -0,04
cox6b 0,70 -0,57 -1,17 -0,19
cox6e 0,17 -0,54 -0,45 -0,12
cox7a -0,21 -0,14 -0,63 0,08
cox7c -0,32 -0,22 0,34 -0,13
cyp3l4al -1,16 0,84 -0,69 1,19
cyp6al -0,62 -0,20 -0,56 1,13
cyp6ald -0,34 -0,17 -0,97 0,00
cyp6as3 -0,53 -0,38 -0,48 0,01
cyp9e2 -0,81 0,17 -0,89 0,26
cyp9e2l -0,96 0,03 0,24 -1,89
cyp9e22 0,57 0,23 -0,35 1,17
cyp9sl -0,82 0,23 -1,11 0,33

LI



Anhang

defl -1,35 -1,39 -1,38 -0,29
di -1,15 0,28 -0,35 -0,22
e75 -1,15 1,28 -1,01 -0,67
e78c 0,17 0,50 -1,14 0,57
enolase 0,49 0,07 -0,34 0,14
gabarap -1,84 -0,94 -0,14 0,05
gapdh 0,22 0,34 0,26 0,16
hex110 -1,31 -0,47 -0,42 0,27
hex70a -0,87 0,17 -0,65 0,40
hex70b 0,49 0,14 -0,87 0,12
hex70c 0,52 0,07 -0,71 0,76
hr38 -0,12 0,52 -1,61 0,08
hr39 0,03 0,34 -0,47 0,23
hr4 -0,07 0,00 -1,23 0,47
imd -0,59 -0,52 -0,66 0,18
jhamt 0,41 -0,25 -0,30 0,93
jhe -1,36 0,16 -0,42 0,86
mrpll -0,03 -0,64 -0,44 -0,08
mrpl18 0,86 -0,34 -0,60 0,19
mrpl47 -0,33 -0,42 -0,77 -0,19
mrpl49 -0,26 -0,23 1,22 0,12
mrps12 0,27 -0,10 -0,36 0,33
mrps15 -0,41 -0,74 -1,02 -0,29
myd88 -0,72 -0,57 -1,06 0,16
ppoa32 -1,15 -0,46 -0,56 0,14
proc.enz -0,11 -0,15 -1,56 -0,15
raga -0,62 -0,27 -0,72 0,24
ragd -0,08 -0,45 -0,90 0,09
rpll3a -0,67 -0,42 -0,19 0,04
rps18 -0,28 0,32 -0,73 0,30
tim10 -0,07 -0,47 -0,11 -0,42
tim16 0,01 -0,33 -0,24 -0,07
tim17 0,49 -0,30 0,42 -0,09
tim8 0,82 -0,22 -0,33 -0,43
tim9 1,25 -0,45 -0,86 0,25
toll -1,35 -0,49 -1,32 0,40
ubx -0,96 0,96 -1,66 -0,03

LIV




Anhang

Tabelle 20: Auflistung der Behandlungsgruppen und den dazugehoérigen log, Fold changes des eingesetzten
Genarrays von D8 im Jahr 2018. Die Lésungsmittelkontrolle (CS) ist ebenfalls dargestellt. Die Daten dienten als

Grundlage der Clusteranalyse. Signifikante Unterschiede sind fett hervorgehoben

Gen CS Fe DM1 DM2 DM3
mrpll 0,40 -0,30 0,06 -0,16 0,15
mrpl18 0,54 -0,23 -0,07 0,28 0,07
mrpl47 0,43 -0,39 0,04 -0,20 0,28
mrpl49 0,16 -0,36 -0,07 -0,22 -0,03
mrps12 0,49 -0,34 0,22 0,30 0,16
mrps15 0,43 -0,22 0,27 -0,11 0,32
achel -0,08 | 0,24 0,55 0,43 0,36
ache2 -0,03 | 0,21 -0,25 -1,51 -0,86
cyp3l4al -0,06 | 0,14 -0,09 -0,22 -0,15
cyp6ald -0,15 | 0,30 -0,89 -0,21 -0,27
cyp9e2 0,51 0,03 0,29 -0,29 -0,14
cyp9e2l -0,17 | 0,29 -0,29 -0,81 -2,10
cyp9e22 -0,29 | 0,90 0,01 0,74 -0,43
cyp6al 0,32 -0,62 0,11 -0,76 -0,22
cyp6as3 0,04 0,86 -0,40 -0,19 -0,26
cyp9sl -0,27 | 0,80 0,92 -0,76 -0,07
antp -0,14 | 0,26 0,66 0,36 0,37
di -0,34 | 041 0,01 -0,45 -0,17
hex110 -0,30 | 0,87 -0,20 -0,40 0,80
hex70a -0,24 | 0,88 -0,29 -0,08 -0,34
hex70b -0,30 | 0,82 -0,25 0,16 -0,06
hex70c -0,24 | 0,95 -0,22 0,82 -0,29
jhamt 0,12 0,90 0,70 0,81 0,43
jhe -0,18 | 0,70 -0,34 -0,29 -0,25
ubx -0,23 | -0,04 0,84 0,72 0,88
e75 -0,43 | 0,70 0,86 0,81 0,97
e78c -0,49 | -0,07 0,65 0,67 0,81
hr38 -0,25 | -0,07 -0,04 0,32 0,40
hr39 -0,01 | -0,48 0,51 0,30 0,39
hr4 -0,23 | -0,42 0,70 0,55 0,79
a2mil -0,25 | -0,40 0,66 0,33 0,89
apisimin -0,40 | -0,07 -0,64 0,43 -0,84
defl 0,33 -0,06 0,16 -0,25 0,77
myd88 0,33 -0,84 -0,47 -0,79 -0,40
proc.enz -0,14 | -0,22 0,07 -0,34 0,06

LV



Anhang

toll 0,08 0,41 -0,09 -1,42 -0,89
imd -0,10 | -0,20 0,11 -0,44 0,07
ppoa32 0,03 -0,14 0,33 -0,40 -0,04
tim10 0,40 -0,51 -0,12 -0,04 0,16
tim16 0,48 -0,31 0,29 0,01 0,17
tim17 0,42 -0,51 0,16 -0,29 -0,12
tim8 0,43 -0,06 0,77 0,15 0,66
tim9 0,29 -0,89 0,08 -0,09 -0,14
coxl 0,05 -0,54 -0,60 -0,76 -0,07
cox10 0,46 -0,18 0,25 0,21 0,45
cox11 -0,18 | 0,14 0,08 0,04 0,10
cox15 0,08 -0,47 -0,35 -0,35 -0,15
cox17 0,51 -0,30 0,04 0,34 0,14
CoX2 0,25 -0,92 -0,17 -0,28 -0,24
cox3 0,41 -0,81 -0,22 -0,25 -0,03
cox4 0,31 -0,25 0,01 0,05 -0,08
cox5a 0,33 -0,35 -0,30 -0,19 -0,20
cox5b 0,40 -0,25 0,33 0,20 0,12
cox6a 0,37 -0,47 -0,07 0,12 0,14
coxéb 0,01 -0,32 -0,20 -0,42 -0,38
cox6ce 0,42 -0,47 -0,09 0,11 -0,03
cox7a 0,25 -0,03 0,35 -0,01 0,16
cox7c 0,32 -0,40 -0,14 -0,14 -0,21
atg10 -0,26 | -0,01 0,23 -0,38 -0,10
atgl3 0,00 -0,07 0,06 -0,26 0,12
atg4b 0,46 -0,44 0,09 -0,10 0,22
atg5 0,71 -0,38 -0,11 -0,11 -0,05
atg6 -0,22 | -0,43 -0,10 -0,34 -0,04
atg7 0,13 -0,16 -0,02 -0,18 0,01
atg9a -0,42 | 0,40 0,07 -0,15 0,19
gabarap 0,33 -0,94 -0,06 -0,41 -0,15
raga 0,74 -0,94 -0,22 -0,64 -0,25
ragd 0,49 -0,66 -0,16 -0,37 -0,01
arpl 0,08 -0,07 0,97 0,44 0,61
enolase 0,05 -0,09 -0,16 -0,12 -0,21
gapdh -0,07 | 0,28 0,13 0,10 0,14
rpl13a 0,08 -0,12 0,05 0,08 0,11
rpsl8 -0,37 | 0,03 -0,48 -0,42 -0,34
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Tabelle 21: Detaillierte Auflistung der identifizierten Proteine im Jahr 2018. Es sind die Fold changes samt Signifikanz angegeben. Zudem ist das theoretische Molekulargewicht

(MW) und der theoretische isoelektrische Punkt (pl) den Ergebnissen auf dem Gel gegeniibergestellt. Die Berechnung erfolgte nach Kozlowski (2016)

pl pl MW(theo)/ Funktion
Spot Protein (theo) | (Gel) kDa MW(Gel)/kDa | DM1 p DM2 p DM3 p Fe p

Umwandlung von Retinaldehyd

zu Retinsdure (Helmer et al.

Retinal
1 Dehydrogenase 1 55 48 53 45-50 1,6 0,0006 1,2 0,51 -1,7 0,007 -1 0,95 2015)
ATP Synthase Synthese von ATP (Boyer
2 Untereinheit 5,13 55 55 45-50 1,6 0,003 1,2 0,66 -2,1 0,01 -1,3 0,43 1997)
3-ketoacyl-CoA Abbau von Fettsauren
3 Thiolase 7,97 4 42 30-40 -1,08 0,64 -1,32 0,14 -1,68 0,02 -1,42 0,05 (Uchida et al. 1992)
Acyl-CoA Abbau von Fettsauren
4 Dehydrogenase | 7,55 | 8,2 46 30-40 16 | 002 | 1,7 | 004 | -1 | o8 | 100 | o095 | (GhislaundThorpe2004)
Degradation von
26S-Proteasom- Zellbestandteilen (Voges et
5 Untereinheit 6,27 8,3 44 30-40 -1,3 0,44 -1,34 0,25 -1,9 0,001 1,15 0,34 al. 1999)

Ubergang Larve zur Puppe
(Eveleth Jr und Marsh
6 Protein 1(2) 37Cc 6,37 8 29 25-30 -1,2 0,63 -3 0,04 -4,2 0,03 -5,4 0,004 1986)

Signalwege wéhrend der
Entwicklung (Kockel et al.

7 14-3-3 protein zeta 4,7 3 28 20-25 1,2 0,63 -3 0,04 -4,2 0,03 1,4 0,33 1997, Le et al. 2016)
major royal jelly Nahrungsprotein im Gelée
8 protein 2 6,47 7 51 25-30 -2,5 0,009 -35 0,01 -4,1 0,01 -10,4 0,0008 | royale (Helbing et al. 2017)
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Tabelle 22: Differenziell exprimierte Transkripte der RT-qPCR im Jahr 2019

Tag Zielgen Behandlung logz Fold change - By AR Kategorie
4 cox5b 0,05pg Dimethoat 0,33 131 Oxidative Phosphorylierung
4 proc enz 0,05ug Dimethoat 0,37 1,47 Immunsystem
4 cyp9e2-2 0,05ug Dimethoat 0,68 1,60 Detoxifikation
4 cyp9e2-1 0,05ug Dimethoat 1,07 1,43 Detoxifikation
4 hex70b 0,1pg Dimethoat 0,30 2,70 Entwicklung
4 acyl CoA 0,1pg Dimethoat 0,37 1,85 Enzym
4 hr4 0,1pg Dimethoat 0,48 1,49 Entwicklung
4 gapdh 0,2pg Dimethoat 0,16 1,33 Enzym
4 e75 0,2ug Dimethoat 0,38 2,22 Entwicklung
4 hr4 0,2ug Dimethoat 0,52 1,74 Entwicklung
4 cyp9e2-2 0,2pg Dimethoat 0,69 1,64 Detoxifikation
4 enolase Chlorantranilipol -0,22 1,39 Enzym
4 atg6 Chlorantranilipol 0,49 1,72 Autophagie
4 hex70b Chlorantranilipol 1,28 2,10 Entwicklung
4 apisimin Chlorantranilipol 2,38 1,40 Immunsystem
4 antp Fenoxycarb -0,89 1,39 Entwicklung
4 mrps12 Fenoxycarb -0,60 1,80 Alter
4 cox6c Fenoxycarb -0,60 1,42 Oxidative Phosphorylierung
4 pro reg Fenoxycarb -0,27 1,82 Enzym
4 defl Fenoxycarb 1,00 2,00 Immunsystem
4 tim8 Flupyradifuron 0,69 1,34 Mitochondrialer Membrantransport
4 e75 Flupyradifuron 1,00 1,43 Entwicklung
4 hr4 Flupyradifuron 1,24 3,00 Entwicklung
6 hr4 0,05ug Dimethoat -0,74 1,36 Entwicklung

LVIII




Anhang

6 atg6 0,05pg Dimethoat -0,69 1,70 Autophagie

6 mrpl47 0,05ug Dimethoat -0,36 1,96 Alter

6 gapdh 0,05ug Dimethoat 0,40 1,34 Enzym

6 hr38 0,1pg Dimethoat -1,60 3,00 Entwicklung

6 cyp9e2-1 0,1pg Dimethoat -1,18 1,59 Detoxifikation

6 toll 0,1pg Dimethoat -1,06 1,57 Immunsystem

6 cox6ce 0,1pg Dimethoat -1,00 2,05 Oxidative Phosphorylierung
6 hex70b 0,1pg Dimethoat -0,86 1,85 Entwicklung

6 atg6 0,1pg Dimethoat -0,81 2,00 Autophagie

6 coxbb 0,1pg Dimethoat -0,79 1,34 Oxidative Phosphorylierung
6 achel 0,1pg Dimethoat -0,69 1,96 Oxidative Phosphorylierung
6 pro reg 0,1pg Dimethoat -0,30 1,32 Enzym

6 gabarap 0,1pg Dimethoat 0,49 1,64 Autophagie

6 defl 0,1pg Dimethoat 2,32 1,92 Immunsystem

6 enolase 0,2pg Dimethoat -0,14 1,30 Enzym

6 cyp9e2-1 0,2ug Dimethoat 0,73 2,52 Detoxifikation

6 gabarap 0,2ug Dimethoat 0,77 3,00 Autophagie

6 pl(2) 0,2pg Dimethoat 0,83 3,00 Entwicklung

6 toll 0,2ug Dimethoat 1,55 2,40 Immunsystem

6 ATP syn beta | Chlorantranilipol 0,34 1,92 Enzym

6 tim16 Chlorantranilipol 0,41 1,38 Mitochondrialer Membrantransport
6 tim17 Chlorantranilipol 0,45 1,74 Mitochondrialer Membrantransport
6 mrpl47 Chlorantranilipol 0,68 1,49 Alter

6 mrpsl12 Chlorantranilipol 0,83 2,52 Alter

6 proc enz Chlorantranilipol 1,06 2,15 Immunsystem

6 hr4 Chlorantranilipol 3,43 4,00 Entwicklung

6 e75 Fenoxycarb -1,18 2,10 Entwicklung
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6 acyl CoA Fenoxycarb -0,71 2,52 Enzym

6 COX6¢ Fenoxycarb -0,60 1,43 Oxidative Phosphorylierung

6 gabarap Fenoxycarb -0,58 1,38 Autophagie

6 mrps12 Fenoxycarb -0,40 1,48 Alter

6 tim8 Fenoxycarb 1,62 1,44 Mitochondrialer Membrantransport
6 ATP syn beta | Flupyradifuron 0,39 2,22 Enzym

6 tim17 Flupyradifuron 0,77 4,00 Mitochondrialer Membrantransport
6 pro reg Flupyradifuron 1,29 1,66 Enzym

6 hr4 Flupyradifuron 3,27 4,00 Entwicklung

8 proc enz 0,05ug Dimethoat -1,74 1,96 Immunsystem

8 ATP syn beta | 0,05ug Dimethoat -0,84 1,62 Enzym

8 antp 0,05ug Dimethoat 1,64 2,15 Entwicklung

8 ache2 0,1 Dimethoat 1,58 1,40 Detoxifikation

8 ATP syn beta | 0,1ug Dimethoat -0,94 1,92 Enzym

8 tim8 0,2 Dimethoat -0,60 1,64 Mitochondrialer Membrantransport
8 enolase 0,2ug Dimethoat -0,69 2,15 Enzym

8 defl Chlorantranilipol -4,59 1,47 Immunsystem

8 e75 Chlorantranilipol -1,74 4,00 Entwicklung

8 atg6 Chlorantranilipol -1,32 2,40 Autophagie

8 gabarap Chlorantranilipol -1,00 2,52 Enzym

8 pro reg Chlorantranilipol -1,00 4,00 Enzym

8 p zeta Chlorantranilipol -0,67 1,57 Entwicklung

8 tim16 Chlorantranilipol -0,40 1,72 Mitochondrialer Membrantransport
8 atgé Fenoxycarb 0,86 1,30 Autophagie

8 mrpl47 Fenoxycarb 0,88 1,64 Alter

8 arpl Fenoxycarb 1,03 1,89 Autophagie

8 COX6C Fenoxycarb 1,06 1,70 Oxidative Phosphorylierung

LX




Anhang

8 defl Flupyradifuron -7,97 1,48 Immunsystem

8 e75 Flupyradifuron -3,06 4,00 Entwicklung

8 atg6 Flupyradifuron -2,94 4,00 Autophagie

8 proc enz Flupyradifuron -2,18 2,52 Immunsystem

8 gabarap Flupyradifuron -1,89 4,00 Entwicklung

8 p zeta Flupyradifuron -1,89 3,00 Enzym

8 pro reg Flupyradifuron -1,64 4,00 Enzym

8 cox6¢ Flupyradifuron -1,36 2,70 Detoxifikation

8 coxbb Flupyradifuron -1,36 2,00 Detoxifikation

8 mrps12 Flupyradifuron -1,29 1,55 Alter

8 mrpl47 Flupyradifuron -1,25 2,40 Alter

8 tim17 Flupyradifuron -1,25 2,22 Mitochondrialer Membrantransport
8 rpll3a Flupyradifuron -1,15 2,30 Alter

8 tim8 Flupyradifuron -1,03 4,00 Mitochondrialer Membrantransport
8 tim16 Flupyradifuron -0,89 4,00 Mitochondrialer Membrantransport
8 acyl coa Flupyradifuron 1,08 1,54 Enzym

8 coa thio Flupyradifuron 3,12 1,68 Enzym
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Abbildung 18: Streudiagramme der Transkriptanalyse 2019. Dargestellt sind die AAC-Werte in Abhédngigkeit vom Probentag der signifikant regulierten Transkripte mit einer

logz Fold change von mindestens £1,5. Das entsprechende Gen findet sich oberhalb der Diagramme. Die dargestellten Probengruppen sind der Legende zu entnehmen. Tage mit

signifikanten Unterschieden sind markiert.
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Tabelle 23: Auflistung der identifizierten Proteine im Jahr 2019. Die Berechnung des Molekulargewichts und des pl erfolgte analog zu 2018

Spot Protein pl (theo) pl (Gel) MW(theo)/kDa MW(Gel)/kDa DM1 p DM2 p DM3 p Fe p Funktion
Retinal
1 s. 2018 s. 2018 s. 2018 s. 2018 1,01 0,97 -1,65 0,24 -2,05 0,13 1,06 0,66 s. 2018
Dehydrogenase 1
ATP Synthase
2 s. 2018 s. 2018 s. 2018 s. 2018 1,05 0,86 -1,17 0,58 -1,39 0,26 143 0,001 s. 2018
Untereinheit
3-Ketoacyl-CoA
3 s. 2018 s. 2018 s. 2018 s. 2018 -1 0,94 1,1 0,87 -2,53 0,04 -1,39 0,12 s. 2018
Thiolase
Acyl-CoA
4 s. 2018 s. 2018 s. 2018 s. 2018 11 0,55 -1,19 0,22 -1,27 0,03 -1,16 0,34 s. 2018
Dehydrogenase
26S Proteasome
5 L s. 2018 s. 2018 s. 2018 s. 2018 -1,09 0,6 -1,32 0,23 -1,04 0,8 1,08 0,71 s. 2018
Untereinheit
6 Protein (2) 37Cc s. 2018 s. 2018 s. 2018 s. 2018 1,17 0,25 -1,19 0,13 -1,41 0,0005 -2,03 0,002 s. 2018
7 14-3-3 protein zeta s. 2018 s. 2018 s. 2018 s. 2018 1,16 0,33 -1,14 0,38 -1,17 0,35 -1,21 0,44 s. 2018
major royal jelly
8 ; s. 2018 s. 2018 s. 2018 s. 2018 1,43 0,49 15 0,32 -1,04 0,91 -2,7 0,019 s. 2018
protein 2
Glykolyse-Enzym
9 Enolase 6,14 75 47 45-50 -1,24 0,12 1,27 0,0025 1,8 0,0005 1,22 0,49
(Kang et al. 2008)
_ Detoxifikations-
Glutathion-S- .
10 7,53 438 50 15-20 -1,1 0,29 -1,85 0,0009 -2,04 0,0006 -1,17 0,55 Enzym (Fukami
Transferase 1980)
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Tabelle 24: Auflistung aller identifizierten Proteine samt Fold changes und Signifikanzniveaus der Behandlungsgruppen aus dem gemeinsamen Vergleich
von 2018 und 2019. Die Daten von Flupyradifuron sind ebenfalls dargestellt

Fold changes und Signifikanzniveaus im Vergleich zur Kontrolle
Protein DM1 p DM2 p DM3 p Fe p F p
Retinal 1,17 0,31 1,09 0,61 -16 0,02 1,16 0,43 1,78 0,0002
Dehydrogenase 1
3-Ketoacyl-CoA -1,08 0,64 -1,32 0,14 -1,68 0,02 -1,42 0,2 -15,96 0,009
Thiolase
Acyl-CoA -1,09 0,38 -1,17 0,22 -1,01 0,87 1,05 0,74 -1,3 0,3
Dehydrogenase
26S Proteasom -1,14 0,31 -1,11 0,29 -1,01 0,83 1,28 0,15 1,09 0,19
Untereinheit 10B
Protein I(2) 37Cc 1,05 0,77 -1,39 0,18 2,1 0,12 -1,34 0,1 -1,77 0,07
14-3-3 Protein zeta 1,16 0,33 -1,14 0,38 -1,17 0,35 -1,21 0,44 -1,6 0,01
Enolase -1,09 0,61 1,26 0,27 1,47 0,15 1,23 0,34 -1,47 0,08
major royal jelly 1,02 0,93 -1,6 0,1 2,11 0,02 -4,1 0,0002 -30,99 0,0007
protein 2
Glutathion-S- -1,13 0,12 -1,22 0,26 -1,57 0,0005 -1,02 0,86 1,17 0,37
Transferase
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