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The Effect of B-2 Adrenoreceptor Agonist Clenbuterol on the Protease Synthesis in Glandular
Stomach of Chickens

W ostatnim dziesigcioleciu liczne prace zwrécily uwage na wplywy anaboliczne czynnikow
Pobudzajacych receptory B-2 adrenergiczne u réznych gatunkow zwierzat (5, 7, 8, 17, 18, 20).
Czynniki te dzialaja jako stymulatory wzrostu, zmieniajaz metabolizm zwigkszajac syntezg i od-

ladanje biatka, zmniejszaja odkladanie tluszczu oraz zwigkszaja mas¢ ciala przy lepszym
Wykorzystaniu paszy (14). Zwiazki te sa badane jako potencjalne czynniki zwigkszajace produkcje
Zwierzeca. Wirdd wielu preparatow wplywajacych na metabolizm (cimeterol, selbutanol, trenololon
! fenetrol) najwigkszym zainteresowaniem cieszy si¢ clenbuterol. Jest on B-2 agonista receptorow
adrenergicznych o podobnych do adrenaliny wiasno$ciach chemicznych i farmakologicznych (14).

Zwigkszone pod wplywem clenbuterolu wykorzystanie paszy przez zwierzgta moze by¢ migdzy
mnymj zwigzane ze zmianami w syntezie proteinaz zotadkowych. W wigkszosci doswiadczen
Preparat ten podawany byt droga doustna jako dodatek do karmy i mogt rowniez dzialac

Srednio na komorki gruczoléw blony Sluzowej zotadka. Przemawia za tym rowniez zmniej-
S20na. jlo& wrzodow z podobng iloécia nadzerek u odsadzonych cielagt, ktorym podawano
Clenbuterol (6).

Gruczoly zotadka kurczat syntetyzuja wiele form kwasnych proteinaz (12, 13, 21, 24). Wplyw
Teceptorow adrenergicznych na ich syntezg nie zostal jeszcze w peini poznany. Zatem interesujgcym
Problemem bylo zbadanie wplywu clenbuterolu na syntez¢ proetaz zotadkowych. Zotadki kurczat
ouZymalis'my po chronicznym podawaniu clenbuterolu w dwu roznych dawkach. Wielkos¢ syntezy
2;’10&2 byla mierzona ich aktywnoscia proteolityczng w wyciagach sporzadzonych z blony $luzowej

adka.

MATERIAL I METODA

ZO*Qdki gruczolowe kurczat otrzymano z do§wiadczen opisanych wczesniej (4). Kurczgta (45)
p(":ll’i’dzam z reprodukcyjnej wylegarni zywione byly przez pierwszy miesigc mieszankg peino-
.wa‘ftoﬁdowa DK A-starter ad libitum, nastgpnie mieszanka finisher az do uboju. Po 30 dniach
A OSiggnigciu masy 650-800 g kurczgta podzielono na trzy grupy: I —kontrolna, II — kurczeta, ktérym

awano codziennie clenbuterol per os w dawce 2,5 mg/kg m.c. i 11l - w dawce 5 mg/kg m.c. Kazda
% grup liczyta 15 kurczat. Natychmiast po uboju pobierano zoladki gruczolowe i plukano kolejno:
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* * p=<< 0,05 wzgledem GR.II

Ryc. 1. Wpltyw clenbuterolu na aktywnos¢ proteolityczna wyciagéw zotadka gruczotowego kurczatl-
A —calkowita potencjalna aktywno$¢ oznaczona testem $cinania mleka, B — potencjalna aktywnos¢
pepsynogenu PG/1 g blony §luzowej zotadka oznaczana na Hb bydlecej
Effect of clenbuterol on proteolytic activity in chickens gastric mucosa extracts. A — total potential
proteolytic activity determined by milk-clotting test, B — potential proteolytic activity of pepsinogen
PG/1 g of gastric mucosa determined on bovine haemoglobin

w zimnej wodzie, w 2% roztworze NaHCO,, ponownie w zimnej wodzie, a nast¢pnie w buforze
fosforanowym 0,1 M o pH 7,4 zdodatkiem 0,02% azydku sodowego. Po osuszeniu bibutg filtracyjna
blong §luzowg zeskrobywano i homogenizowano w 10 ml zimnego buforu fosforanowego 0,02 M
o pH 7,4 na 1 g tkanki.

Homogenizacj¢ przeprowadzano dwukrotnie przez 1 min. przy 15000 obr./min. (homogenizator
typ MPW-120 Mechanika Precyzyjna). Homogenat wirowano przez 15 min. przy 5000 g w temp-
4°C, po czym oddzielano supernatant od osadu, ktéry ponownie homogenizowano. Supernatanty
z obydwu homogenizacji kazdego zoladka zlewano razem, po czym natychmiast oznaczan©
aktywnos¢ proteolityczng. Catkowita potencjalng aktywnos$é proteolityczna oznaczano testem
$cinania mleka wediug metody Berridge’a (3), 120 g odtluszczonego mleka w proszku (OSM,
Lubawa) rozpuszczano w 1000 ml wodnego roztworu 0,01 M CaCl,. Do 2ml mleka dodawano 0,2 ml
wyciagu zakwaszonego uprzednio rowng iloscig 0,1 M HCI. Po 30 min. wyciag rozcieficzano woda
destylowana do st¢zenia proteaz, ktorych czas Scinania mleka wynosit od 300 do 360 s. Koncowe pH
mieszaniny mleka i wyciagu wynosito 6,3. Aktywnos$¢ oznaczano w tazni wodnej o temp. 37°C
i wyrazano w jednostkach koagulacyjnych (U.C). Jednostk¢ stanowita ilo§¢ aktywnych proteaZ
w 1 ml wyciagu, ktéra cinata 10 ml odtworzonego mleka w 100 s. Wszystkie oznaczenia wykonan®
w dwu powtorzeniach na mleku sporzadzonym z jednego opakowania.

Potencjalng aktywnosc¢ pepsynogenu oznaczano wedtug metody Ansona i Mirsky’ego 2
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Do 2 ml zakwaszonej hemoglobiny bydlecej (Biomed, Krakow) o stezeniu 20 g/l dodawano 0,2 ml
Wyciagu uprzednio zakwaszonego 0,1 M roztworem HCI do pH 2 i rozcieficzonego woda
destylowang. Po inkubacji przez 10 min. w temp. 37°C reakcje przerywano przez dodanie 4 ml
Wodnego roztworu kwasu tréjchlorooctwego o stezeniu 50 g/l. Gestos¢ optyczna produktow
Proteolizy oznaczano spektrofotometrem (Shimadzu UV-160A) w warstwie 1 cm przy 280 nm.
Oznaczenia wykonano w dwoch powtdrzeniach na hemoglobinie z jednego opakowania. Zakwaszo-
Ny wyciag rozcieficzano tak, ze odczyty ekstynkciji proteolizy wynosity od 0,200 do 0,300. Za
Jednostke aktywnosci przyjeto wzrost ekstynkcji AE = 1,00 w ciagu 10 min. i temp. 37°C. Probe Slepa
Stanowily te same skiadniki dodawane w kolejnosci: 2% roztwor hemoglobiny, kwas trojchlorooc-
lowy oraz zakwaszony wyciag. Wyniki badan w przeliczeniu na 1 g blony sluzowej poddano analizie
f‘alystycznej obliczajac §rednig arytmetyczng, odchylenie standardowe, istotno$¢ roznic miedzy
Srednimi analizowano testem t Studenta.

OMOWIENIE WYNIKOW

Wplyw clenbuterolu na potencjalng aktywno$é proteolityczna w zoladkach
kul'czqt przedstawiono na ryc. 1. Podawany przez miesigc clenbuterol w dawce
2,5 mg/kg m.c. spowodowal obnizenie calkowitej aktywnosci proteolitycznej
030,6% i aktywnosci pepsynogenéw w oznaczeniach na hemoglobinie bydlecej
034,6% w poréwnaniu z grupa kontrolna. Podawany za$ w dawce S mg/kg m.c.
Wywolywal zwigkszenie catkowitej aktywnosci oznaczonej testem $cinania mleka
0 48% w poréwnaniu z grupa kontrolna i o 113,5% z grupa II. Aktywnos$é
Proteolityczna pepsynogenow zmniejszyla si¢ o 18% w poréwnaniu z aktywnos-
13 grupy I, ale ulegla zwigkszeniu o 20,4% w odniesieniu do aktywnosci grupy

I, ktéra otrzymywala o polowe nizsza dawke clenbuterolu. Stosunek catkowitej
aktywnosci proteolitycznej do aktywnosci pepsynogenéw w grupach I, I i II1
Wynosit odpowiednio 1,84, 1,95 i 3,32.

Zawarto$¢ proenzymoéw w blonie $luzowej zoladka oznaczana roznymi
Metodami czesto byla miara ich syntezy (1, 9). Mozna przyjaé, ze zmiany
aktywnosci proteolitycznej pod wplywem dwu ro6znych dawek clenbuterolu
Odzwierciedlaly wielko$¢ syntezy proteaz zoladkowych.

W Zoladkach ssakow wystepuja cztery grupy proteaz: naleza do nich
Pepsynogen A (PGA), progastryksyna albo pepsynogen C (PGC), prochymozy-
fa (PCh) (9) i proteaza niepepsynogenowa, ktéra jest prawdopodobnie katep-
S¥ng E (15, 29). Wszystkie one wykazuja potencjalna aktywno$é écinania mleka
PO uprzedniej aktywacji w niskim pH. Najwigksza aktywnoscia Scinania mleka
_charakteryzuje si¢ chymozyna (Ch) (9). W rozwoju kurczat od 8 do 18 dni
Inkubacji wystepuje embrionalny typ pepsynogenu (EPG) (22, 24). Przejicie od
EPG 4o dojrzalego typu pepsynogenu (DPG) odbywa si¢ w okresie wykluwania
(22, 24). Pepsynogen typu dojrzalego wykazuje aktywnos$¢ w niskim pH (10, 12,

)ijest immunologicznie podobny do PG ssakow (22) oraz zawiera wiele frakcji
0 réznej migracji elektroforetycznej (21, 24). Embrionalny typ pepsynogenu
Nalezy do grupy chymozyn wystgpujacych u réznych zwierzat, wykazuje

.
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podobne do prochymozyny wlasciwosci immunologiczne (22, 23). Typ ten nie
wystepuje u dojrzatych kur. PGC — z wyjatkiem gryzoni, u ktérych stanowi
glowna proteazg (15, 19) —i katepsyna E wystepuja w matym stezeniu u ssakow,
za§ u kurczat brak dotychczas danych. Duza aktywno$¢ Scinania mleka
wykazuje EPG kurczat i Ch ssakow, znaczna aktywnoscia charakteryzuje si¢
katepsyna E (19). Z danych uzyskanych po duzych dawkach clenbuterolu
wynika, Ze agonista ten zmniejszal syntez¢ pepsynogenow w zoladku i jednoczes-
nie zwigkszal produkcj¢ proteaz o duzej aktywnosci Scinania mleka. Enzymami
tymi mogly by¢ katepsyna E i EPG. Alternatywnym wyjasnieniem mogly by¢
zmiany pod wplywem clenbuterolu w proporcjach poszczegélnych frakcji
proteolitycznych DPG, ktorych wiasciwosci nie sa jeszcze w pelni poznane. .

Clenbuterol wedtug danych z pismiennictwa wykazuje duze powinowactwo
do B-2 i stabe do B-1 receptorow adrenergicznych (14). W zoladkach zwierzat
wystepuja obydwa rodzaje receptorow, ktorych proporcje ilosciowe nie zostaly
jeszcze okreslone (16). Pod wplywem podawania kurczgtom clenbuterolu
w dawce 2,5 mg/kg m.c. prawdopodobnie zostaja pobudzone B-2 receptory,
ktore hamuja syntezg pepsynogenu i w mniejszym stopniu inne proteazy o duzej
aktywnosci Scinania mleka. Podawany w dawce 5 mg/kg m.c. wpltywal w wigk-
szym stopniu na B-1 receptory, ktore w mniejszym stopniu hamowaly syntez¢
pepsynogendw, zas znacznie stymulowaly syntez¢ proteaz chrakteryzujacych si¢
duza aktywnoscia Scinania mleka, mimo Ze nie stanowi ono naturalnego
pokarmu dla kurczat.

Uklad sympatyczny wykazuje rowniez dzialanie inhibicyjne na wydzielanie
zoladkowe (11, 16). Pobudzenie B-2 receptorow zwazane jest ze zwigkszeniem
katabolizmu (14). Wyrazem tego prawdopodobnie bylo zmniejszenie masy ciala
kurczat otrzymujacych clenbuterol w dawce 2,5 mg/kg m.c., gdy podawany
wdawce 5 mg/kg m.c. zwigkszyl masg ciata okoto 10% w poréwnaniu z kontrola
(R. Bobowiec, dane nie opublikowane). Dalsze badania na innych gatunkach
zwierzat sa niezbedne w celu potwierdzenia uzyskanych wynikow.

WNIOSKI

1. Clenbuterol podawany w dawce 2,5 mg/kg m.c. hamowal syntez¢ proteaz
zoladkowych u kurczat, podczas gdy w dawce 5 mg/kg m.c. zmniejszal
w znacznym stopniu syntez¢ pepsynogenu (o aktywnosci proteolitycznej w nis-
kim pH), ale znacznie zwigkszyl syntez¢ innych proteaz o duzej aktywnosci
$cinania mleka.

2. Clenbuterol w mniejszej dawce pobudzal receptory B-2 adrenergiczne
hamujac syntez¢ proteaz, natomiast w dawce S mg/kg m.c. prawdopodobnie
dzialal na receptory B-1 adrenergiczne, w wyniku czego zmalala synteza
pepsynogenu, ale jednocze$nie znacznie stymulowana byla synteza innych
proteaz o duzej aktywnosci $cinania mleka.
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SUMMARY

Effect of chronic treatment by clenbuterol on protease synthesis in proventriculus of chickens
was studied. Measure of pepsinogen synthesis was proteolytic activity determined by using bovine
haemoblobin at pH 2. Total proteolytic activity was measured by milk-clotting test. Clenbuterol
taken in 2.5 mg/kg of body weight diminished potential proteolytic activity of pepsinogen by 34.6%
and total proteolytic activity by 30.6%. Clenbuterol administered in a dose of 5 mg/kg during one
month increased by 48% of total proteolytic activity in comparison with control but 113.5% of total
proteolytic activity in comparison with control but 113.5% with that of taking 2.5 mg/kg group.
Proteolytic activity of pepsinogen decreased by 18% in regard to control but increased by 20.4% in
comparison with that which obtained 2.5 mg/kg of clenbuterol. Total potential proteolytic activity
and potential pepsinogen activity ratios in control group, taking of clenbuterol in a dose of 2.5 mg/kg
and that of 5 mg/kg were 1.84, 1.95 and 3.32 respectively. The obtained results show that clenbuterol
administered in a dose of 2.5 mg/kg depressed total proteolytic activity and that of pepsinogen: but in
a dose of 5 mg/kg depressed in smaller degree the synthesis of pepsinogen and increased highly the
synthesis of proteinases responsible for high milk-clotting activity. It is concluded that clenbuterol
administered in 2.5 mg/kg stimulated -2 adrenoreceptors which inhibited pepsinogen and other
protease synthesis but in a dose of 5 mg/kg inhibited in a smaller degree the synthesis of pepsinogen
and increased in a higher degree that of proteases showing high milk-clotting activity by probably
stimulating of B-2 adrenoreceptors. Further studies are needed with the use of other animal species to
confirm these results.




