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Resiimee

Die Qualitét der Produkte der Honigbienen (Apis mellifera L.) wurde aufgrund von statischen Eigenschaften eingeschétzt, die
ihrerseits durch chemische, physikalische und instrumentelle Analysen bestimmt worden sind. Heutzutage gilt im allgemeinen, dal3 die
Qualitdt der Bienenprodukte aufgrund der dynamischen Funktionen eines jeden Bestandteils bestimmt werden mii3te. Der
Weiselfuttersaft wurde oft als ein gesundheitsférderndes Mittel anerkannt und auch derart verwendet. Immer zahlreicher sind die
wissenschaftlichen Dokumente, die behaupten, dal’3 die anziehendsten bioaktiven Bestandteile der Bienenprodukte die Proteine des
Weiselfuttersaftes sind. Die neueste Entdeckung gemd&l der die Proteine des Weiselfuttersaftes physiologische Funktionen —
Immunmodulatoren und Supressoren von allergischen Reaktionen — innehaben wie auch ihre blutdrucksenkende und
vermehrungsstimulierende Eigenschaften starteten eine neue Epoche fir die Verwendung des Weiselfuttersaftes und des
Bienenhonigs. Unser systematisches molekuldres und biologisches Studium (ber die individuellen Proteine und Peptide des
Weiselfuttersaftes ergab, dall deren multifunktionelle  Eigenschaften als Marker bei der Standardisierung der
Weiselfuttersaftdosierungen dienen kdnnten. Diese Dosierungen gehdren zur téglichen Nahrung und kénnen nach ihrem Verbrauch
bestimmte physiologische Vorgdnge regeln oder beeinflussen. Die medizinischen und pharmakologischen Wirkungen der
Bienenprodukte kénnten aufgrund der individuellen Menge der Weiselfuttersaftproteine genauer bestimmt und quantifiziert werden. Wir
berichten liber die Eigenschaften der individuellen Proteine des Weiselfuttersaftes und (ber ihre physiologischen Funktionen wéhrend
der Entwicklung der Larve und als Bestandteil funktionaler Lebensmittel.
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Einleitung

Das Honigbienenvolk, ein Superorganismus, das von einzelnen Zellen, eigentlich den Honigbienen,
gebildet ist, wiederspiegelt sich im Mechanismus mit dessen Hilfe die Sammelbienen Nektar und Pollen
sammeln, verarbeiten, ablagern und der Brut das Futter sichern. Die von den Honigbienen in den
Hinterkopfdriisen synthetisietrten Proteine und Peptide spielen eine bedeutende Rolle in der Fiitterung und
dem Beschutzen der Brut vor Krankheitserregern.

Der Weiselfuttersaft ist eine Sekretion der Hinterkopfdrisen der Ammenbienen und dient den
Honigbienenlarven als Futter. Aufgrund des Prophylaxeverhaltens wird er zwischen den Individuen des
Bienenvolkes verteilt (CRAILSHEIM, 1992). Der Weiselfuttersaft ist ein System von multiplen Substanzen
und er enthalt Proteine (12 — 15%), Wasser (60 — 70%), Gesamtzucker (10 — 12%), Lipide (3 — 7%),
Mineralstoffe, Aminosauren und Vitamine (TAKENAKA, 1982; SIMUTH, 2001). Der Weiselfuttersaft ist eine
einzigartige wahrend der Entwicklung der Tiere in der Natur hergestelltes Futter.

Die Jungbienen befassen sich mit der Pflege und der Fiitterung der ausgeschlipften Larven. Durch
die Sekretionen ihrer Hinterkopfdriisen versorgen sie die Larve der kinftigen Bienenkdnigin mit
Weiselfuttersaft, die der kinftigen Arbeiterin mit Arbeiterinnenfuttersaft und die des kiinftigen Drohns mit
Drohnenfuttersaft. Vom Standpunkt der chemischen Zusammensetzung ihrer Hauptbestandteile, wie
Proteine, Kohlenhydrate und Lipide, unterscheiden sich diese Futtersaftarten Uberhaupt nicht. Der
wesentliche Unterschied besteht darin, dall der Weiselfuttersaft im Vergleich zu dem Arbeiterinnenfuttersaft
ein Bestandteil enthalt, der bestimmt, was ein von genetischem Standpunkt gleichwertiges diploides Ei wird:
eine Kodnigin oder, in Abwesenheit dieses Bestandteils, eine Arbeiterin. Leider wurde dieser Bestandteil noch
nicht identifiziert. Der Schlissel dieses Regelungsmechanismus liegt verschlisselt in den speziellen Genen
der Honigbiene. Zu Beginn der Larvenentwicklung der kunftigen Kénigin wird er aktiviert oder, im Falle der
Arbeiterinlarve, unterdriickt. Es handelt sich hier um die sogenannte differenzierte Genenaulerung, die oft
hormonal geregelt wird, und welche auch an der Regelung anderer GenaulRerungen teilnimmt. Es werden
verschiedene phanotypishe Signale befreit, die die Konigin von der Arbeiterin unterscheiden. Dank dieser
Unterscheidung und der Tatsache, daR die Konigin zeit ihres Lebens mit Weiselfuttersaft gefuttert wird, lebt
sie viel langer. Die Koniginnen leben 4 bis 5 Jahre, die Arbeiterinnen hingegen nur 3 bis 4 Wochen. Dieses
liegt der Idee zugrunde, dall der Weiselfuttersaft das Mittel sein konnte, das dem Menschen ein langes
Leben verleiht. Obwohl diese Hypothese wissenschaftlich noch nicht belegt ist, haben neueste
wissenschaftliche Entdeckungen suggeriert, dal® vor allem die Proteine des Weiselfuttersaftes der
Revitalisierungsfaktor in der Erndhrung des Menschen sein kénnten. Die von den Honigbienen in ihre
Produkte eingeschlossenen Sekretionen erflllen verschiedene Funktionen bei der Bildung optimaler
Entwicklungsbedingungen des Bienenvolkes. Die Hypopharynx-, Mandibel- und Speicheldrisen sind die
Quellen der bedeutendsten Proteine der Honigbienen. In diesen Drisen werden Hunderte von
verschiedenen Proteine und Peptide synthetisiert, die eine unersetzbare Rolle in der Fuatterung und
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Differenzierung der Brut, in der Verarbeitung des Blltenpollens in Pollenhdschen und danach in Bienenbrot
und in der einzigartigen Verarbeitung von Nektar in Honig spielen. Diese Proteine, exogene Sekretionen der
Honigbienen, ermoglichen den direkten Kontakt mit der Futterquelle (Kohlenhydrate im Nektar, Proteine im
Pollen) und den notwendigen Schutz (Schutzschranke gegen Krankheitserreger).

Exogene Proteine der Honigbienen

Klassifizierung der von den Honigbienen in den Weiselfuttersaft und seine Nebenprodukte
sekretierten Proteine

Eine bedeutende Menge des Weiselfuttersaftes besteht aus Proteinen, d.h. fast 50% der
Trockensubstanz des Weiselfuttersaftes (SIMUTH, 2001). Die Hauptproteine bilden 90% der
Gesamtproteine mit einer Molekularmasse von 49 — 87 kDa, die einem Protein und einer Genfamilie
angehoren (HANES und SIMUTH, 1992; SCHMITZOVA et al., 1988; MALECOVA et al., 2003). Die weniger
bedeutenden Proteine des Weiselfuttersaftes bestehen aus Proteinen und Peptiden mit verschiedenen
Funktionen, einschlieRlich antimikrobieller und antifungischer Eigenschaften (FUJIWARA et al., 1990;
BILIKOVA et al., 2001; BILIKOVA et al., 2002; BACHANOVA et al., 2002).

Aufgrund ihrer Funktionen kdénnen die exogenen Proteine und Peptide der Honigbienen
folgenderweise klassifiziert werden:

technologische Enzyme - sie nehmen an der Umwandlung von Nektar in Honig teil: a-
Glukosoxidase, Glukosoxidase, Katalase und Amylase;

Nutritionsproteine — werden in das Larvenfutter sekretiert und stellen die bedeutendste Proteinquelle
der Honigbienenlarven dar;

Schutzproteine und —peptide — werden von den Honigbienen in ihre Produkte sekretiert und
beschutzen die sich entwickelnde Brut vor Krankheitserregern;

physiologisch aktive Proteine und Peptide — erflillen verschiedene Funktionen im Rahmen des
Bienenvolkes und beeinflussen Vorgange in Tiergewebekulturen unter in-vitro-Bedingungen.

Strukturelle Eigenschaften des Weiselfuttersaftes

Im allgemeinen wird der Weiselfuttersaft als eine Emulsion definiert. Seine Untersuchung mit einem
elektronischen Rastermikroskop (SEM) erméglichte die Visualisierung seiner einzigartigen Strukturmerkmale
(SIMUTH, 2001).

Mit SEM konnten in einigen Zonen der Weiselfuttersaftschicht ziemlich grof3e kugelférmige Partikel
gesichtet werden (Abb.1). Ihre GréRe schwankte zwischen 20 und 80 um. Diese Partikeln waren miteinander
durch ein System von fadenartigen Kanalen verbunden. Ihr Durchmesser betrug ungefahr 2 pm, die Lange
war unterschiedlich. Bei einem weiteren VergroRern wurde sichtbar, dal’ diese Faden von der
muschelahnlichen Oberflache der Kugel ausstrahlten. Es wurde die Hypothese aufgestellt, dall die feine
Struktur des Weiselfuttersaftes von den Hypopharynxdriisen der Honigbienen erzeugt wird.

Abb.1— SEM-Ansicht der typischen kugelférmigen Partikeln des natiirlichen Weiselfuttersaftes.

Eine Kéniginnenzelle mit einer 2 Tage alten Larve (Apis mellifera carnica L.) wurde auf dem Bienenstand des Verfassers aus einer Wabe
herausgeschnitten. Die Larve wurde entfernt und der Weiselfuttersaft aus der Zelle bei —20 °C tiefgefroren, um mit SEM die Strukturmerkmale des
Weiselfuttersaftes zu bestimmen. Damit die Originalstrukturen des Weiselfuttersaftes nicht zerstért werden, wurde auf die Fixierung verzichtet. Die

Weiselfuttersaftproben stammten von den tiefgefrorenen Proben. Sie verblieben 72 Stunden bei Raumtemperatur und konnten auf den Aluminiumscheiben
(1,2 cm Durchmesser) eine feine Schicht bilden. Danach wurden die Proben mit Cu in einem luftieeren Raum bei 10 Pascal negativ gefarbt und mit SEM
untersucht (Jeol, Modell JSM-580, Japan).

Préparierung der Proteine aus dem Weiselfuttersaft in natiirlicher Form

Zur Isolierung der Weiselfuttersaftproteine in einer méglichst natiirlichen Form erarbeiteten wir eine
Fraktionierungsmethode des Weiselfuttersaftes durch Ultraschleuderung (SIMUTH, 2001). Wir erhielten auf
diese Weise drei Schichten, die sich physikalisch klar unterschieden. Die obenaufschwimmende Fraktion
war eine grunlich-gelbe Flussigkeit, Plasma genannt, die 61% (w/v) des natirlichen Weiselfuttersaftes
ausmachte. Die Mittelschicht war eine gelblich-braune zahe Schicht von gelatinartiger Konsistenz, Futtersaft
genannt. Diese Fraktion machte 32% (w/v) des Weiselfuttersaftes aus. Der weil’e Niederschlag [7% (w/V)]
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des Weiselfuttersaftes schien eine fast stabile Substanz zu sein. Bedeutende Mengen von fetten Sauren
waren in Fraktionen mit einem niedrigeren Wassergehalt konzentriert. Bei der Ultraschleuderung erhielten
wir ein halbfestes gelblich-goldenes bernsteinahnliches Gel. Die biochemischen Analysen ergaben, dalk es
sich um ein bedeutendes Protein des Weiselfuttersaftes handelte, friher MRJP1 genannt, eine Albuminart,
weshalb es Apalbumin-a benannt wurde. Deshalb scheint es normal, dall aus der Interaktion von
Apalbumin-a und den Fettsauren eine wasserunldsliche Proteinfraktion des Weiselfuttersaftes entsteht.
Interessant ist, dal} andere Proteine des Weiselfuttersaftes, die vor allem in der obenaufschwimmenden
Fraktion vorkamen, wie Apalbumin-B (friher MRJP2 genannt) und Apalbumin-y (friher MRJP3 genannt),
kein Gel bilden kdnnen, obwohl sie groRe Ahnlichkeiten mit Apalbumin-a aufweisen (SCHMITZOVA et al.,
1998).

Physikalische und chemische Eigenschaften von Apalbumin-a

Es wurde bewiesen, daR Apalbumin-a eine Untereinheitstruktur bildete (SIMUTH, 2001). Die
grundlegende Untereinheit hat ungefahr 420 kDa und entstand aus einem 55 kDa Monomer. Die
Mikroskopuntersuchungen zeigten, daf® Apalbumin-a in wassrigen Losungen ahnliche Strukturen bildet wie
diejenigen, die im Weiselfuttersaft vorkommen. Abhangig von der Konzentration von Apalbumin-a wurden
verschiedene Strukturen mit einer regelmafigen Wiederholung gebildet (Abb.2). Es handelt sich um eine
selbstbauende Struktur des Proteins, ein Ergebnis der Oligomerisierung seiner Untereinheiten. Interessant
ist, da® andere Proteine des Weiselfuttersaftes diese Eigenschaft der Oligomerisierung nicht besitzen,
obwohl sie einen hohen Ahnlichkeitsgrad mit den Sequenzen von Apalbumin-a aufweisen.

Abb. 2 — Selbstbau der regelméfigen Fadenstruktur von Apalbumin-a
Ansicht mit Lichtmikroskop, 20 Minuten nach dem Auftragen eines Apalbumin-a-Tropfens (3 pl) (80 mg/1 ml Wasser) auf das Deckglas.

Welche ist die Funktion des selbstbauenden Apalbumins-a im Bienenvolk? Zahlreiche Proteine sind
viel stabiler in supramolekularen Strukturen als in Monomerformen. Nimmt man den hohen Proteingehalt des
Weiselfuttersaftes in Betracht, kann theoretisch nicht angenommen werden, dal} alle Nahrproteine des
Weiselfuttersaftes sofort metabolisiert werden. Die hohe Konzentration an Aminosduren wirde einen
unverhaltnismalig hohen Osmosedruck im Verdauungstrakt der Larve verursachen. Wir stellten aulderdem
fest, dald Apalbumin-a auch im Bienenhonig und im Pollen vorkommt. Bei der Verwandlung des Pollenkorns
in Pollenhéschen kann die Honigbiene die Struktureigenschaften von Apalbumin-a verwenden. Es scheint,
dal die Honigbiene den Pollen in Apalbumin wie einen Sandwich einwickelt. Das Apalbumin-a spielt im
Weiselfuttersaft den gewebebildenden Faktor. Diese Rolle spielt es aber auch in den Kosmetikartikeln, die
Weiselfuttersaft enthalten. Es scheint, dal Apalbumin-a auler ihrer erndhrenden Rolle auch andere mehrere
Funktionen in der Entwicklung der Larve erfiillt.

Physiologische Eigenschaften der Proteine des Weiselfuttersaftes

Einige Verallgemeinerungen Uber die physiologischen Eigenschaften der Hauptproteine des
Weiselfuttersaftes kdnnen gemacht werden. Die suggestiven Verhaltungsweisen sagen nicht direkt aus, ob
die Hauptproteine des Weiselfuttersaftes sowohl im zeitigen als auch im spaten Stadium der
Larvenentwicklung die gleichen Funktionen erflllen. Die Untersuchung der Proteinspaltung im Mitteldarm der
Larve (TSAO und SHUEL, 1968) ergab, daR einige Proteine des Weiselfuttersaftes ohne jedwelcher
Veranderung durch das Darmepithelium dringen konnen. Der hohe Gehalt an wesentlichen Aminosauren
bestimmte ihre Nahrrolle im Rahmen des Bienenvolkes.

Die Proteinfraktion des von den Honigbienen sekretierten Weiselfuttersaftes enthalt zahlreiche
wertvolle Bestandteile und biologisch aktive Substanzen. Auler den Hauptproteinen werden im
Weiselfuttersaft auch weniger bedeutende Proteine angetroffen, wie z.B. Peptide (FUJIWARA et al., 1990;
BILIKOVA et al., 2001; BILIKOVA et al., 2002). Von besonderer Bedeutung sind die bioaktiven Proteine und
Peptide, die in der Aminosaure-Sequenz der Proteine aus dem Futter vorkommen. Diese Proteine, die in der
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parentalen Proteinsequenz nicht aktiv sind, kénnen von der enzymatischen Proteolyse befreit werden, z.B.
wahrend der Verdauung im Verdauungstrakt oder bei der Herstellung des Futters. Einmal in den Korper
befreit, kdnnen diese bioaktiven Peptide ahnlich den Hormonen wie regelnde Bestandteile wirken. Die
Strukturen der biologisch aktiven Sequenzen konnten noch nicht erhalten werden und deshalb beschaftigt
sich die Forschung weiterhin mit der enzymatischen Verdauung in vitro und/oder der Verdauung der
betreffenden Proteine in vivo im Verdauungstrakt.

Die bioaktiven Bestandteile des Weiselfuttersaftes sind nicht vollstdndig eingeschatzt, aber ein
neueres in-vitro-Studium beweist, dal} einige Hauptproteine des Weiselfuttersaftes auflerst bedeutende
physiologische Prozesse beeinflussen. Die bioaktiven Peptide des Weiselfuttersaftes und seiner
bedeutendsten Proteine missen als potentielle Modulatoren der verschiedenen Regelungsvorgange im
Organismus betrachtet werden. Das Verhaltnis zwischen Aktivitdt und Struktur und dem Mechanismus,
anhand dessen die bedeutenden Proteine des Weiselfuttersaftes ihre immunitatsmodellierenden Wirkungen
ausuben, ist noch nicht bekannt. Die Ergebnisse, die mit 350 kDa und 55 kDa Proteine des
Weiselfuttersaftes erzielt wurden, suggerieren, dall die Hauptproteine die bedeutenden Zellprozesse negativ
beeinflussen konnen. Die 350 kDa Proteine mit einer Aminosaurefrequenz mit N-Terminal, wie z.B.
Apalbumin-a (SCHMITZOVA et al., 1998), stimulieren die Vermehrung der humanen Monozyten (Linie der U
397 Zellen) und der human-humanen Hybridome (Linie der HB4C5 Zellen) (KIMURA et al., 1995). Die
zitierten Verfasser entdeckten, dafd die Strukturen der Zuckerketten mit N-Verbindung des Proteins 350 kDa
eigentlich die typische Struktur der Manose (Man9-GIcNAc2) aufweisen, die gewohnlich in Tieren, Pflanzen
und Insekten vorkommt. Das 55 kDa Protein des Weiselfuttersaftes mit N-Terminal der Aminosaure-
Sequenz, das mit dem zweitbedeutendsten Protein des Weiselfuttersaftes, d.h. Apalbumin-f, identisch ist
(SCHMITZOVA et al., 1998; BILIKOVA et al., 1999), erhalt die hohe Viabilitat der primaren Ratten-
Zellkulturen, fordert aber die Vermehrung der humanen Monozyten nicht (KIMURA et al., 1996). Die
Einschatzung der chemischen Struktur der bioaktiven Hauptproteine des Weiselfuttersaftes ist der erste
Schritt zur Entdeckung des Molekularmechanismus, das ihre physiologische Tatigkeiten in Synergie mit
anderen bioaktiven Bestandteilen des Weiselfuttersaftes koordoniert.

Vom Standpunkt der physiologischen Tatigkeit nehmen die zahlreichen Albunoidproteine des
Weiselfuttersaftes die erste Stelle ein: saures Apalbumin-a (SIMUTH, 2001) und basisches Apalbumin-8
(BILIKOVA et al., 1999), die auch im Gehirn der Honigbiene vorkommen (KIMURA et al., 1995; KUCHARSKI
und MALESZKA, 2002). Diese Entdeckungen wie auch die Ahnlichkeiten des Immunsystems der Insekten
und der Saugetiere (DUSHAY et al., 1966; IMLER und HOFFMANN, 2001; BAUD und KARIN, 2001) sind
ein Hinweis dafir, dal} die Proteine des Weiselfuttersaftes der Faktor sein kdnnten, der an der Regelung von
bedeutenden physiologischen Prozessen teilnimmt. Dieses wurde indirekt auch durch die Entdeckung
bewiesen, daR eine 1%ige L6sung eines echten Honigs das TNFa von 6 nicht primaren Zellen befreit, was
ein kinstlicher Honig nicht macht (TONKS et al., 2001).

Die Daten Uber die physiologischen Eigenschaften des Weiselfuttersaftes, wie Stimulierung der
Vermehrung humaner Monozyten (KIMURA et al., 1995), Immunitdtsmodulierung (SVER et al., 1996),
Unterdriickung der allergischen Reaktionen auf Weiselfuttersaft (OKA et al., 2001), blutdrucksenkende
Tatigkeit der bioaktiven Peptide des Weiselfuttersaftes (MATSUI et al.,, 2002), erweitern seinen
Anwendungsbereich in der Pharmazie und sind Beweise seiner naturlichen Funktion in der Evolution der
Honigbiene. In der Honigbiene sind sie die Ausldser des Abwehrmechanismus wahrend der
Larvenentwicklung. Ist diese Vermutung korrekt, dann kdnnten die Proteine des Weiselfuttersaftes die
Herstellung von Bioreglern der Zytokinart verursachen. Diese Regler nehmen eine bedeutende Funktion im
Rahmen des Immunitatssystems und der Entziindungsprozesse ein und kénnten auch an der Kontrollle von
Vermehrung, Differenzierung und Apoptosis der Zellen beteiligt sein. Diese Vermutung wurde von unseren
vorlaufenden Versuchen bestatigt, bei welchen wir die Induktion von Zytokinen in den Murinmakrophagen
durch die Proteine des Weiselfuttersaftes festgestellt hatten. Unsere Beobachtungen ergaben, dal} die
Weiselfuttersaftproteine firr die in-vitro-Stimulierung der Produktion von TNF-a in den humanen Monozyten
durch eine 1%-ige wassrige Honigldsung verantwortlich sind (TONKS et al., 2001), und daf® die Aktion der
Honigbienenproteine ein spezifisches System (Zytokinnetz) stimulieren kann, das seinerseits die Genen
aktiviert, die fir die Herstellung von Abwehrsubstanzen noch vor der baktetriellen Infektion verantwortlich
sind.

Genau wie andere Insekten reagiert die Honigbiene auf bakterielle Infektionen durch eine
gesteigerte Produktion von verschlisselten Genen der antimikrobiellen Peptide, die dann in die Hdmolymphe
sekretiert werden. Eine solche ,Immunantwort® erfolgt sehr rasch (in einigen Stunden), ist aber oft nicht
spezifisch (CASTEELS, 1997; ZASLOFF, 2002). Bestimmte antimikrobielle Peptide der Honigbienen
(Apidaecin, Abaecin und Hymenoptaecin) werden spezifischerweise hergestellt und in die Hdmolymphe erst
nach der bakteriellen Infektion sekretiert, wahrend Defensin-Royaliyina (FUJIWARA et al., 1990) und
Apisimina (BILIKOVA et al., 2002), die ebenfalls im Weiselfuttersaft entdeckt worden sind, wahrend der
Lebensdauer der Honigbienen synthetisiert werden. Die Proteine und Peptide des Weiselfuttersaftes konnen
am Abwehrmechanismus der Honigbienen gegen Krankheitserreger beteiligt sein, u. zwar durch eine direkte
Inaktivierung der Mikroorganismen, die in den Honigbienenprodukten erscheinen, und durch die Bildung von
Zytokinen, die an der Regelung der Transkription von Abwehrproteinen und —peptiden teilnehmen.
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Die anhand der biochemischen und biologischen Eigenschaften des Weiselfuttersaftes erhaltenen
Daten dienen als Grundlage fir die funktionalen Genome des Abwehrmechanismus der Honigbiene gegen
Krankheiten wie auch fiir eine bessere Verstandnis der physiologischen Eigenschaften der Bienenprodukte,
Bestandteile einer funktionalen Nahrung. Die Wirksamkeit der klinischen Wirkung des Weiselfuttersaftes
kann momentan schwer eingeschatzt werden, doch besteht die Hoffnung, dall die Forschungen die
Bedingungen flr die Aktivitat des Weiselfuttersaftes, seiner Wirkungsmechanismen oder geeigneten Dosen
und ihre Anwendungsperiode entdecken werden. Die Darstellung unseres auf Molekularniveau
unternommenen experimentellen Studiums Uber die von den Honigbienen in ihre Produkte sekretierten
Proteine ist ein Versuch zur Definierung der Bioaktivitat der Proteine und Peptide des Weiselfuttersaftes als
ein bedeutendes Nahrmittel.
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