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Summary

Effect of beta-2-adrenergic agonist clenbuterol on plasma
lipoprotein fractions, fatty acid content and muscle fiber
types in chickens

Modification of the composition of the carcass, especial-
ly reduction of the fat depot and enlargement of the mu-
sculature mass have been recognized as a main feature of
the action of beta-2-adrenergic agonist clenbuterol. As a
result of a dietery treatment with clenbuterol significant
decreases of chylomicrons, VLDL and LDL in the plasma
of chickens were observed. There was a tendency for a
diminishing of saturated fatty acids (palmitic and stearic
acids). Simultaneously, an increase in the content of un-
saturated fatty acids (linoleic, linolenic and arachidonic
acids) was observed. Compared to control chickens, those
fed 5 mg clenbuterol/kg had decreased total content of
fatty acids in fatty tissue from 686.99 to 563.50 mg/g, re-
spectively. The ratio of insaturated to saturated fatty acids
in plasma and adipocytes increased in the treated groups.
On the basis of histochemical differentiation of fibre types
it was established that type II B fibres were most prono-
unced in clenbuterol treated groups.

Na czynniki anaboliczne jako stymulatory wzrostu i srodki
zwigkszajace efektywnosé wykorzystania paszy zwrécono
uwage juz w latach pigcdziesiatych (2). Obecnie do najbar-
dziej znanych preparatéw stosowanych w badaniach metabo-
licznych u zwierzat nalezg rekombinanty hormonu wzrostu,
hormony sterydowe (testosteron, 17f estradiol, progesteron),
bromokryptyna oraz poznane w ostainiej dekadzie B-adrener-
giczne stymulatory wzrostu (trenbolon, cimaterol, clenbuterol,
salbutamol) (14, 16). W odniesieniu do clenbuterolu i innych
preparatow z tej grupy poznano dotychczas ich specyficzne
dzialanie przesuwajace metabolizm w kierunku zwiekszenia
syntezy bialka 1 zmniejszenia odkladania tluszczu oraz po-
prawy przyrostow masy ciala przy zwigkszonym wykorzysta-
niu paszy (19). Ten typ oddzialywania moze dotyczy¢ takze
widkien migs$niowych, wsréd ktérych wyréznia sie typy ma-
jace tendencje do adaptacyjnych zmian spowodowanych wy-
sitkiem, dietg i neurogennymi czynnikami stymulujgcymi. We
wi6knach tych aktywno$é ATP-azy miozynowej wykazujacej
Jodatnia korelacje z szybkoscia skurczu mozna tatwo wyka-

za¢ metodami histochemicznymi (1, 3). Wczesniejsze badania
(7, 22) wykazaly istnienie kwasno-stabilnej ATP-azy (typ I)
okreslanej jako wolna, za§ widkna zawierajace zasadowo-sta-
bilng ATP-aze (typ II) maja tendencje bycia szybkimi. Subtelne
réznice w czutosci na pH szybkiej ATP-azy daly podstawe
do podzialu na grupg II A odpoma na zmeczenie i grupe II B
wrazliwa na zmeczenie. Aktywnos¢ dehydrogenazy bursztynia-
nowej (SDH) enzymu okreslajacego zdolnosci do metabolizmu
oksydatywnego jest wigksza w jednostkach motorycznych za-
wierajacych wiékna odporne na zmeczenie, a mniejsza we
wldknach podatnych na zmeczenie.

Biorac pod uwagg istnienie co najmniej trzech typéw wié-
kien wystepujacych w tkance migsniowej, ktérych wzajemne
proporcje podlegaja modyfikacjom zaleznym od srodowiska,
interesujacym wydawalo si¢ przesledzenie ich wzajemnych
relacji u kurczat poddanych dziataniu clenbuterolu. Ze wzgle-
du na wlasciwos¢ modyfikowania metabolizmu przez clen-
buterol okreslono réwniez sktad frakeji lipoprotein osocza i
zawarto$¢ kwaséw ttuszczowych w tkankach o wysokim me-
tabolizmie lipidowym.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono na 45 kurczetach pochodzacych z
reprodukcyjnej wylegarni, ktére zywiono przez pierwszy mie-
siac ad libitum mieszanka petnoporcjowa DKA starter, a na-
stegpnie do okresu uboju mieszanka finisher, Kurczeta po
osiagnigciu wieku 4 tygodni i masy ciata 650-800 g podzielo-
no na trzy grupy. Grupg I stanowity kurczeta kontrolne, grupe
I kurczeta, ktérym podawano codziennie dawke per os clen-
buterolu 2,5 mg/kg, grupa II otrzymywala clenbuterol w
dawce 5 mg/kg. Po miesi¢cznym okresie do§wiadczalnym po-
bierano krew do oznaczeii kwaséw thuszezowych i rozdziatu
frakcji lipoproteinowych (15). Nastepnie zwierzeta ubijano i
pobierano wycinki tkanki mie$niowej z mm. pectoralis major,
biceps brachii i gluteus anterior. Wycinki pobranych mig$ni
umieszczano w ciektym azocie, a nast¢pnie krajano w kriosta-
cie na 10 p skrawki. W celu réznicowania typéw widkien
mig¢$niowych zastosowano histochemiczna technike Gutha i
wsp. (9) pozwalajaca na réwnoczesne wykazanie w jednym
preparacie wlokien typu I, IIA i IIB. Preinkubacja w pH 9,4
réznicuje widkna na jasne typu I'i ciemne typu II. Preinkuba-
cja w pH 4,5 réznicuje witékna z miofibrylarna ATP-aza typu
ITA jako jasne i wiékna IIB jako ciemne. Barwienie na aktyw-
nos¢ dehydrogenazy bursztynianowej (SDH) przeprowadzono
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z zastosowaniem czteronitroblckitu tetrazolu (7). Wzgledna
czesto§é wystepowania réznych typéw widkién (I, IIA i IIB)
liczono w 1 mm“. W 50 losowo wybranych obszarach serii
preparatow kazdej grupy (liczacej po 15 zwierzat) obliczano
procentowy sklad poszczegdlnych typéw wickien migsnio-
wych. Frakcje lipoprotein w osoczu oznaczano metoda flotacji
w gradiencie KBr (26, 31, 32) z zastosowaniem ultrawirowania
przy uzyciu ultrawiréwki typu UP-65. Osocze wirowano przy
41 000 obrotéw (169 000 g) przez okres 24 h i temperaturze
+15°C. W celu uwidocznienia i densytometrycznego pomiaru
poszczegblnych frakeji wybarwiano je 50 pl alkoholowego
roztworu czerni sudanowej B (4). Kwasy tluszczowe w 0s0-
czu i tkance tluszczowej oznaczano metodg chromatografii
gazowej (GLC) (10) z uzyciem kwasu heptadekanowego jako
wewnetrznego standardu. W celu wykazania istotnosci r6znic
miedzy badanymi grupami zastosowano test istotnosci t-Stu-
denta.

Wyniki i oméwienie

Obraz frakcji lipoprotein osocza badanych kurczat kontrol-
nych i poddanych dziataniu clenbuterolu w dawce 2,5 mg/kg
(I) oraz 5,0 mg/kg (II) przedstawiono na ryc. 1, a wyniki
procentowej zawarto$ci podano w tab. 1. Dominujaca frakcja
HDL 69,20+20% ulega istotnemu obniZeniu po stosowanym
clenbuterolu w dawce 5 mg/kg. Stosowany w tej ilosci clen-
buterol powodowat zanik frakcji LDLy i chylomikronéw oraz
zmniejszenie frakcji VLDL. W odwrotnym kierunku poste-
powaly zmiany frakcji LDL1, ktérej zawarto$¢ wzrastata do
38,8044,30% po najwyzszej dawce clenbuterolu. Stosowany
clenbuterol powodowat obnizenie w osoczu krwi zawartosci na-
syconych kwaséw tluszczowych (ryc. 2) z wartosci 28,3317,77
do 23,71%9,77 mg/dl oraz zwigkszenie ilosci kwaséw niena-
syconych z 25,6249,07 do 36,16+8,63 mg/dl po dawce 2,5
mg/kg. W tkance tluszczowej dochodzito do obnizenia cat-
kowitej zawartosci kwaséw ttuszczowych z 753,99 mg/g do
583,24 mg/g, a stosunek kwaséw nienasyconych do nasyco-
nych osiggal warto$é 1,83 po 5 mg/kg clenbuterolu. W osoczu
kurczat kontrolnych w najwigkszej ilosci wystepowal kwas
palmitynowy, ktéry ulegal istotnemu zmniejszeniu po stoso-
wanym P adrenergicznym stymulatorze wzrostu, a zmiany w
sktadzie pozostalych kwaséw tluszczowych przedstawiono w
tab. 2. Najwigkszemu obnizeniu w tkance tluszczowej ulegaf
po dawce 5 mg/kg kwas palmitynowy i oleinowy (tab. 3).
Pozostate kwasy nienasycone (C 18:2, C 18:3 i C 20:4) wy-
stepowaly w statystycznie (p <0,05) istotnie wigkszym ste-
zeniu.

Zmiany w sktadzie lipoprotein i kwaséw thuszczowych wig-
zaly sic réwniez ze zmianami w skladzie widkien migs$nio-
wych. Badania nasze wykazaty, ze populacja widkien W
miesniach szkieletowych kurczat grupy kontrolnej jest zréz-
nicowana. Migsieri piersiowy wigkszy (m. pectoralis major)
i miesien dwugtowy ramienia (m. biceps brachi) s3 migsniami
o zdecydowanej przewadze widkien szybkich typu II A i II
B nad wiéknami wolnymi typu I, natomiast migsien koficzyny
miednicznej (m. gluteus anterior) zawiera wszystkie trzy gru-
py widékien mniej wiecej w réwnych proporcjach (32% I typ,
45% 1 A i 22% 11 B — tab. 4). Clenbuterol podawany kur-
czetom przez 4 tyg. w matej (2,5 mg/kg) dawce nie zmieniat
procentowego sktadu widkien w badanych migsniach. Nato-
miast duze dawki B — adrenergicznego stymulatora wzrostu
clenbuterolu (5 mg/kg) powodowaly znaczny, procentowy
wzrost (p < 0,05) ilosci widkien szybkich typu II B, a zmniej-
szenie ilo§ci wiékien typu IT A i wolnych typu I. Szczeg6lnie
wyraznie zaznaczylo si¢ to w mig$niu dwugtowym ramienia

Chylomike —
YLDLTD

Ryc. 1. Frakcje lipoprotein osocza kurczat, K — grupa kontrolna, I -

clenbuterol 2,5 mg/kg, [I — clenbuterol 5 mg/kg. (1,006 — 1,21 warto-

$ci gradientéw bromku potasu). VLDL - very low density lipoprotein,
LDL - low density lipoprotein, HDL - high density lipoprotein

Tab. 1. Lipoproteiny osocza kurczat kontrolnych (K) i po podaniu per
os clenbuterolu w dawce dziennej 2,5 mg/kg (grupa I) i 5 mg/kg mec.
(grupa II) (n=15; X£s)

Grupa | Chylomikrony | VLDL LDL LDL; | HDL
k 2,50£0,71 7,10+£1,20 | 15,80£3,70 | 5.40£2,30 I69,20i7,10
I 1,40£0,31% | 6.10+£1,20 | 28,00+4,10% | 4,30£2,10 60,2016,40
I 0 5,70+1,18* | 38,80+4,30* I; 0 55,50+5,60%*

Objasnienia; VLDL — very low density lipoprotein (lipoproteiny najniz-
szej gestosci), LDL — low density lipoprotein (lipoproteiny matej gestosci),
HDL - high density lipoprotein (lipoproteiny wysokiej gestoéci, * — réznica
istotna (p < 0,05) w stosunku do wartosci kontrolnej.
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Tab. 2. Wplyw doustnie podawanego clenbuterolu na zawarto$¢ kwa-
sow tluszczowych w osoczu krwi kurczat (n=15; X *s)

Kwas tluszczowy Kontrola Clenbuterol Clenbuterol

mg/dl 2,5 mg/kg 5,0 mg/kg

C 16:0 18,86+4,64° 11,8043 48" 15,86+5,11*

C 16:1 n-7 1,83+0,83" 2,53+0,83" 1,4040,54

C 18:0 9,4743,13" 6,87+1,72" 7.85+4,60"

C 18:1 n-9 16,47£5,97% 25,2044 85" 13,2846,39"

C 182 n6 3,66%1.67" 3,7341,38° 7,14+3,88°

C 18-3 n-3 1,66£0,77° 2,40+0,82° 3,8441,57°

C 20:4 n-6 2,00£0,85% 2,30+0,75 4,5342,29"
Nienasyc./nasycone 091 1,94 1,27

Objasnienia: a, b, ¢ — Srednie oznaczone réznymi literami réznig sie
istotnie przy p < 0,05; w tabeli nie uwzgledniono kwaséw tluszczowych,

ktérych ilosé byta mniejsza niz 0,1% catosci kwaséw.

Tab. 3. Wptyw podawanego clenbuterolu na zawarto§¢ kwaséw ttuszczo-

wych w tkance ttuszczowej kurczat (n=15; X £5s)

Kwas tluszczowy Kontrola Clenbuterol Clenbuterol
mg/g thktt. 2,5 mg/kg 5,0 mg/kg
C 16:0 250,53+61,91% | 265,55431,88" | 169,12+18,38"
C 16:1 6,61£1,05° 4,17+2,18" 3814124
C 18:0 57,03%10,04" 28,8948,51° 29,92+7,08"
C 18:1 336,12+64,66° | 390,01+20,01° | 299,10+28,75"
C 182 38,06+10,56° 43,98+5,10% 58.82412,62°
C 18:3 0.66+0.31" 1.06+0.21° 1,59+0,34°
C 20:4 0,4140,13" 0,77+0,21" 1,1440,22°
Nienasyc./nasycone 1,24 1.49 1,83

Objasnienia: jak w tab. 2

Tab. 4. Procentowy udziat widkien mit;s’niowych/mm2 w mieg$niach
szkieletowych po podaniu clenbuterolu (X s)

' < B Kontrola Clenbuterol | Clenbuterol

Typ wildkien mi¢sniowych 1=50 2,5 mg/kg 5,0 mg/kg
n=50 n=50

I 6.88+1.84" | 7.30£2,14° | 590£1,.87

M. pectoralis major 1 o | 38 48+4.90* | 36,1624,30° | 31.98+4.97°

I B | 54,40+1,98% | 55,8841,63° | 61,72+3.97°

I 94442 47" | 9,78£238" | 5,5442,01°

M. biceps brachi 1 A | 44684349" | 43.1623.60° | 35.20+1,70°

B | 4624+2,17% | 47,3842,18% | 58,68%3,12"

I 32,0342,09° | 32,8443,02° | 30,60+4,12°

M. gluteus anterior 1 5 | 452211.02* | 42,9041,00° ' 28,5416,14°

II B | 22.2243,05° | 28,54%8,14" | 40,6649,55°

Objasnienia: jak w tab. 2

i w mig$niu piersiowym. Procent wiékien wolnych typu I w
migsniu konczyny miednicznej nie zmieniat si¢ w sposéb sta-
tystycznie istotny (p < 0,05). Natomiast znacznie zwigkszal
sie procent widkien szybkich II B w poréwnaniu do grupy

kontrolnej (tab. 4).

W dotychczasowych badaniach nad B adrenergicznymi sty-
mulatorami wzrostu stosowanymi poczatkowo w formie pod-

Ryc. 3. Przekr6j poprzeczny m. gluteus anterior kurczecia.
Mikrofot. pow. 600 x
Objasnienia: wiokna typu 1 — wolne oksydatywne odporne na zmeczenie,
Il A — szybkie, oksydatywno-glikolityczne odpome na zmeczenie, I1 B —
szybkie, glikolityczne wrazliwe na zmeczenie. ’
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skérnych implantacji (2), a ostatnio jako dodatki paszowe wy-
kazano szereg korzystnych efektéw produkcyjnych na wielu
gatunkach zwierzat (19). Zwigkszona synteza bialka przy
réwnoczesnej supresji lipogenezy 1 odktadania ttuszczu nale-
za do wptywéw najbardziej korzystnych i udokumentowa-
nych. W przeprowadzonych badaniach okreslono nie znane
dotychczas dzialanie odnosnie zmian w sktadzie lipoprotein
osocza, przesuni¢é w proporcjach transportowanych kwaséw
tluszczowych w osoczu i odktadanych w tkance tluszczowe;j.
Stwierdzono zmniejszenie frakcji HDL, zanik frakcji LDL2 i
chylomikronéw. Mozna wige sadzié, ze na zmiany w skladzie
lipoprotein wptywa nie tylko dieta (21, 28), ale réwniez adre-
nergiczne pobudzenie P2 receptoré6w. Okazuje sig, ze u kur-
czat, podobnie jak u szczuréw i pséw (20), dominujaca
frakcja lipoprotein jest fizjologicznie korzystna frakcja HDL.
Efekty dzialania clenbuterolu w przemianach lipidowych po-
legaja z jednej strony na zmniejszeniu zawartosci kwasow
ttuszczowych w osoczu i tkance ttuszczowej, z drugiej zas
powoduja korzystne zwigkszenie nienasyconych kwaséw ttu-
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szczowych. Konsekwencja takiego dziatania jest podawany
przez wielu autoréw (5, 6, 8, 11, 12, 13, 18, 23, 24, 25, 29,
30) supresyjny wplyw nienasyconych kwaséw ttuszczowych
na frakcje LDL lipoprotein, ktérej nie stwierdzaliSmy w na-
szych badaniach po najwyzszych dawkach clenbuterolu. Wy-
daje sig, ze hamujace dziatanie clenbuterolu na ilos¢ tkanki
tluszczowej i zawarto$é kwaséw tluszczowych wynika ze
zmniejszenia czulosci tkanki tluszezowej na insuling. Nie wy-
jaéniony jednak pozostaje mechanizm selektywnego zwig-
kszania zawarto$ci nienasyconych kwaséw tuszczowych i
wymaga on dalszych badarn.

W ostatnich latach wykazano istnienie polineuronalnego
unerwienia wiékien mieéniowych w okresie neonatalnym.
Stwierdzono réwniez mozliwosé interkonwersji migdzy roz-
nymi typami widkien migsniowych oraz kompetytywnej mo-
dulacji ich zakoriczefi presynaptycznych (17). Wykazano
ponadto mozliwos¢ nabywania cech whékien wolnych (typ 1)
przez widkna szybkie (typ II) w warunkach dlugo trwajacych
pobudzeri o matej czestotliwosei (7). Zaobserwowany przez
nas wzrost iloci wlékien szybkich typu II B nasuwa przy-
puszczenie, ze clenbuterol, by¢ moze, powodowal zmiany w
metabolicznym zréznicowaniu wickien migsniowych poprzez
indukcje zwigkszone] czgstotliwosei wytadowari. Biorac pod
uwage pobudzajacy wplyw rezerpiny (preparatu o odwrotnym
dziataniu do clenbuterolu) na ilos¢ wiékien wolnych (typ I)
nalezy réwniez uwzglednic mozliwo$¢ istnienia w migéniach
zakonczen adrenergicznych, ktérych aktywnos¢ ma znaczenie
przy zréznicowaniu metabolicznym widkien mig$niowych.

Wnioski

1. Dziatanie hipolipidemiczne clenbuterolu u kur wyraza
sie zmniejszeniem frakcji najbardzie] aktywnych metabo-
licznie lipoprotein (chylomikronéw, VLDL i LDL2) oraz ob-
nizeniem zawartosci nasyconych kwasow tuszezowych.

2. Ekspozycja kurczat na dzialanie clenbuterolu powoduje
korzystny efekt pobudzenia wchtaniania 1 odktadania niena-
syconych kwaséw thuszczowych.

3. Clenbuterol powoduje modyfikacj¢ populacji widkien
mieéni szkicletowych wyrazajaca sie u kurczat wzmozong
ekspresja widkien szybkich typu I B.
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DONE S. H.,, SHARP M. W.,, LUPSON G. R.: Izolacja
Mortierella wolfii z ptuc bydla. (Isolation of Mortierella
wolfii from bovine lung). Vet. Rec. 124, 194, 1994 (8)

Mortierella wolfii rzadko powoduje choroby bydta w Wielkiej Brytanii,
podczas gdy w Nowej Zelandii wywoluje ona u bydia ronienia, kiérym
towarzyszy zapalenie pluc. U krowy rasy fryzviskie] w wicku 6 lat po
wycieleniu wystapito zatrzymanie lozyska. Po 5 dniach pojawila si¢ gora-
czka i duszno$¢. Pomimo parenteralnego stosowania oksytetracykliny krowa
padta. Na czolo zmian sekeyinych wysuwala sig konsolidacja tkanki plucne)
i zatory w naczyniach plucnych. Ze smienionych odcinkéw ptuc wyosob-
niono w czystej hodowli na agarze 2 krwig, na podiozu Mc Conkeya oraz
na podlozu Sabourauda z dodatkiem glukozy, M. wolfii. W preparatach
histologicznych sporzadzonych z patologicznie zmienionych adcinkéw pluc
wystgpowata konsolidacja thanki oraz surowiczo—wloknikowy wysigk, na-
cieki neutrofilowe w pecherzykach pluenych i martwica $cian pecherzykaw
plucnych. Ponadto rozwijalo sie ropne zapalenie pecherzykdw plucnych i
zapalenie oskrzelikdw.

FIRTH E. C.. WHITTEM T., NOUWS J. F. M.: Stezenie
kanamycyny w plynie stawowym po iniekeji domigéniowej
u koni. (Kanamycin concentrations in synovial fluid after
intramuscular administration in the horse). Aust. vet. J.
70, 324-325, 1993 (9)

Szefein kucykom w wieku 2-5 lat podano w iniekcjl domigsniowej
siarczan kanamycyny woilogel 10 mg/kg masy ciala. Antybiotyk rozpusz-
czony w 100 ml rozpuszezalnika podano w 10 dawkach, kazda o objgtoscl
10 ml. Poziom antybiotyku w plazmie krwi i w mazi SlAWOWE] DZNaczono
po 2 i 5 godzinach po iniekeji. Zardéwno po 2, juk i 5 godzinach poziom
kanamycyny w mazi stawowej nie rGamit sie istotnie. Natomiast stgzenie
antybiotyku w plazmie po 2 godz. wynosito érednio 17.4%1.48 pg/ml, a
po 5 godzinach 3.0£1.1 pg/ml Po 2 godzinach po iniekeji kanamycyny
najwyzsze jej slezenie notowano w stawie skokowo-palcowym. Odpowiadalo
ono 22.6% stezenia kanamycyny w plazmie krwi. Po 5 godzinach najwyzsza
konceniracja antybiotvku wystgpowala w stawie migdzyskokowym 1 W
stawic promieniowo-fokciowym.
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