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Charakterisierung des Wachstums von Muskelfasern und Fettzellen
unter dem Einflufl des Wirkstoffes Zeranol beim Rind

Zeranol gehort zur Gruppe der RAL's (B-resorcyclic acid lactone). Es ist chemisch eng mit
dem Mykotoxin Zearalenon verwandt, aus dem es industriell gewonnen werden kann. Zer-
anol ist somit eine korperfremde Verbindung und wird als sexuathormonwirksames Anabo-
likum beim Rind eingestuft (KARG, 1987). Neben Ostrogenen Effekten entfaltet Zeranol
auch noch auf anderen Wegen Wirkungen, deren Mechanismen noch nicht in allen Einzel-
heiten geklirt sind. So bedingt es in der Hypophyse eine vermehrte Ausschiittung von
Wachstumshormon. Die anabole Wirkung duflert sich in erhGhtem Proteinansatz, geringerer
Fettbildung und schnellerem Wachstum.

Die zahlreichen Ergebnisse in der Literatur, insbesondere zur Anwendung von Zeranol in
der Ochsenmast, dokumentieren 8-30% hohere tigliche Zunahmen bei den behandelten Tie-
ren. Bei Bullen sind die Effekte demgegeniiber sehr widerspriichlich dargestellt (Literatur-
iibersicht bei PAPSTEIN u. a., 1992).

In der Ochsenmast werden durch Zeranol und andere sexualhormonwirksame Anabolika
weltweit jahrlich etwa eine Million Tonnen Fleisch zusitzlich produziert. Das Risiko fiir
den Verbraucher wird hinsichtlich der hormonalen Wirkung als unbedenklich eingestuft.
Nach derzeitigem Stand sind von Zeranol gentoxische und tumorinitilerende Wirkungen
nicht bekannt (KARG, 1989). Der Einsatz von Zeranol ist in den EG-Staaten seit dem 1.
Januar 1988 aus politischen Griinden untersagt. Die hier vorzustellende Untersuchung ist als
Beitrag zur Grundlagenforschung auf dem Gebiet Muskelbiologie und Wachstum zu be-
trachten. Wachstum bedeutet Vermehrung der Zahl der Zellen und ihre VergroBerung, so-
wie den Einbau von Substanzen in die Zellen. '

Durch quantitativ-mikroskopische Untersuchungen an Biopsieproben kann das Wachstum
von Muskelfasern und Fettzellen nachgewiesen werden. Die mit Hilfe der Schufibiopsie
mehrmals wihrend des Wachstums am selben Tier gewonnenen Proben haben eine wesent-
lich hohere Aussagefdhigkeit als Stufenschlachtungen (WEGNER und ENDER, 1990;
REHFELDT und ENDER, 1993).

An den mikrostrukturellen Bausteinen des Fleisches, Muskelfasern und Fettzellen, soll im
folgenden die Wirkung von Zeranol wihrend des Wachstums charakterisiert werden.

Material und Methoden

Im Versuch standen 80 Bullenkilber der Rasse Schwarzbuntes Milchrind (SMR), wovon 20
bis zu einem Gewicht von 500 kg gemistet wurden.

+ verstorben
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Diese 20 Tiere (10 Versuchstiere , 10 Kontrollen) sind Gegenstand der vorliegenden Aus-
wertung. 60 Tiere wurden in Stufen von 180, 300 und 400 kg Lebendgewicht geschlachtet.
Auch diese Tiere wurden mikroskopisch untersucht und zur Bestitigung der Ergebnisse her-
angezogen. Durch die Stufenschlachtungen sind sie jedoch nur bedingt vergleichbar.

Das verwendete Zeranol-Préparat hat die Bezeichnung RALGRO und wurde von der Firma
"International Minerals and Chemical Corporation, Veterinary Products Division, Terre
Haute, USA" zur Verfiigung gestellt.

Die Applikation des Préparates erfolgte durch die subcutane Implantation von 3 Pellets 36
mg Zeranol) {iber eine Implantationspistole in die Nihe der Hinterohrbasis. Die Erstimplan-
tation wurde beim Kalb am 1. Lebenstag durchgefiihrt, weitere Implantationen am 85., 170.
und 255. Lebenstag. Die Wirkdauer wird mit 90-100 Tagen angegeben.

Der frithe Zeitpunkt der Implantation ist erforderlich, da infolge der Ostrogenen Wirkung
von Zeranol eine Anwendung nur bei Tieren sinnvoll ist, die entsprechende Hormone nicht
oder noch nicht in ausreichend wirksamen Mengen produzieren.

Die Probengewinnung fiir die mikroskopische Untersuchung der Muskelfasern und Fettzel-
len mit Hilfe der SchuBbiopsietechnik (SCHOBERLEIN, 1976; WEGNER u. a.; 1988) er-
folgte am 140., 180.,240., 300. und 400. Lebenstag aus dem Muskelbauch des M. semi-
tendinosus (Abb. 1).

Abb. 1: SchuBbiopsie beim Rind - Anatomische Lage des M. semitendinosus und Biopsieprobe,1
M.semimembranosus, 2 M. semitendinosus, 3 M. biceps femoris, 4 Biopsiekaniile, 5 Biopsieprobe, 6 Haut, 7
subcutanes Fett, 8 Muskel) (Shot biopsy of cattle-anatomical position of M. semitendinosus and biopsy sample
1 M. semimembranosus, 2 M. semitendinosus, 3 M. biceps femoris, 4 biopsy tubule, 5 biopsy sample, 6 hide,
7 subcutanous fat, 8 muscle)
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Sofort nach der Entnahme der Probe aus der Biopsiekaniile wurden die subcutane Fett-
schicht zusammen mit der Haut und die Muskelprobe auf Korkstiicken geklebt und in fliis-
sigen Stickstoff eingefroren. Von den Proben wurden mit dem Cryostat-Mikrotom (-20°C)
Querschnittspriparate von 10 um Dicke hergestellt und die Muskelschnitte mit der modifi-
zierten Ca*+ abhingigen Myosin-ATPase-Reaktion nach SZENTKUTI und EGGERS
(1985) differenziert. Bei dieser Methode wird eine Trennung zwischen Typ I (langsam
kontrahierende, oxidative, rote) Typ ITA (intermedidre) und Typ IB (schnell kontrahieren-
de, glykolytische, weiBe) Muskelfasern erreicht. Auf Grund der Verwendung des Farbstof-
fes Azur-A und der alkalischen Vorinkubation bei pH 10,4 sind die IIB (weiBen) Muskelfa-
sern dunkelblau und die IIA (intermedifren) hellblau gefarbt. Die Typ I-Fasern (roten) ha-
ben keinen Farbstoff angenommen.

Zur Untersuchung der subcutanen Fettzellen wurden ungeférbte Schnittpriparate ausgewer-
tet. Fiir die quantitativ-mikroskopische Untersuchung der Muskelfasern und Fettzellen
diente ein halbautomatischer, computergeschiitzter Mikroskopbildanalysator "MBA2"
(BEYERSDORFER u. a., 1985). Von jeder Biopsieprobe wurden 500 Muskelfasern und
250 Fettzellen gemessen. Die Zahlung der Zellkerne erfolgte mikroskopisch an Hamalaun-
Eosin(HE)-Priparaten auf der Basis zufallig ausgewihlter Primérbiindel (ca 150 Zellen).
Die Sarkomerenldnge ergibt sich aus der Zahlung der dunklen Querstreifen (Myosinfila-
mente) auf ca 20 um langen Stiicken von 10 Myofibrillen pro Probe bei 1250facher Mikro-
skopvergroferung. Die Myofibrillensuspension in EDTA-Puffer erhilt man durch Zerklei-
nern von Muskelgewebe 30 Sekunden im Ultra-Turax-Mixer.

Zwischen Kontrollgruppe und behandelten Tieren sowie zwischen den Altersstufen wurde
der t-Test zur Ermittlung der Signifikanz der Mittelwertdifferenzen bei p=0,05 Irrtums-
wahrscheinlichkeit durchgefiihrt.

Ergebnisse und Diskussion

Die Ergebnisse zum Einfluf der RALGRO-Implantation auf die Mast- und Schlachtleistung,
Fleischbeschaffenheit und Geschlechtsmerkmale, der hier fiir die mikroskopischen Untersu-
chungen verwendeten Tiere sind bei PAPSTEIN u. a. (1992) zu finden. RALGRO hatte
keinen Einfluf auf die Lebendgewichtsentwicklung. In einigen Ergebnissen der Stufen-
schlachtungen war ein erhdhter tiglicher Ansatz von Fleisch und Fett zu Lasten der
Knochenentwicklung sichtbar. Die Fleischbeschaffenheit war durch RALGRO nicht
beeinfluft. Die dstrogene Wirkkomponente von RALGRO bewirkte eine deutliche
Verzogerung der Ausbildung primérer und sekundirer Geschlechtsmerkmale.

Muskelfaserdurchmesser

Die mit RALGRO implantierten Bullen haben ab dem 180. Lebenstag in der Tendenz gro-
Bere Muskelfasern im M. semitendinosus. Besonders deutlich wird das bei den roten (Typ I)
Muskelfasern. Am 240. Lebenstag ist der Unterschied in der MuskelfasergroBe signifikant.
Diese Vergroflerung der Muskelfasern durch RALGRO wird durch den signifikant erh6hten
taglichen Fleischansatz und den erhohten Anteil Fleisch im Schlachtkérper der behandelten
Tiere bestitigt (PAPSTEIN u. a., 1992). In der Literatur sind die Angaben zur Ver-
dnderung der Muskelfasergrofe durch Zeranol widerspriichlich.
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UHRIN und KICA (1989) beobachteten in drei untersuchten Muskeln von mit RALGRO
behandelten Bullen groBere Muskelfasern auf Grund der, wie sie schluBfolgern, anabolen
Wirkung des Priparates. YOUNG u. a. (1986) berichteten, daff die Muskelfaserflichen
durch die Behandlung bei Bullen nicht vergroBert sind. SEIDEMAN u. a. (1986) fanden bei
einem Vergleich von Bullen, Ochsen und mit RALGRO behandelten Bullen ebenfalls keine
Unterschiede zwischen behandelten und nicht behandelten Bullen. Die Ochsen hatten jedoch
signifikant kleinere Muskelfaserquerschnittsflichen. Die Angaben in der Literatur beruhen
ausschlieBlich auf Muskelproben von Schlachttieren. Die mit Hilfe der SchuBbiopsietechnik
am lebenden Tier ermittelten Werte der vorliegenden Untersuchungen zeigen demgegeniiber
die Dynamik der Zeranolwirkung wahrend des Wachstums. Besonders deutlich zeigt sich
die anabole Wirkung von Zeranol in der erhdhten Wachstumsgeschwindigkeit vom 180. bis
240. Lebenstag bei allen drei Fasertypen ( Die intermedidren Fasern sind in Abbildung 2
aus Griinden der Ubersichtlichkeit nicht dargestellt. Sie verhalten sich wie die roten Mus-
kelfasern).
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Abb. 2: Verinderung der Muskelfaserdurchmesser wihrend des Wachstums unter dem Einfluf von RALGRO
(Changes of the muscle fiber diameters during growth under the influence of RALGRO)

Die Verminderung der Wachstumsgeschwindigkeit vom 240. bis 300. Lebenstag, die auch
bei den weiBen Muskelfasern der Kontrolltiere zu beobachten ist, kann durch den Eintritt
der Tiere in die Geschlechtsreife erklart werden.

Muskelfasertypenverhdltnis

Der Muskelstoffwechsel wird u. a. durch das Vorhandensein von mehr oder weniger Fasern
eines Typs bestimmt. Dabei reprisentieren weife, IIB-Fasern den glykolytischen und rote,
Typ I-Fasern den oxidativen Stoffwechsel.
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Der Einflu8 der Zeranolimplantation auf die Muskelfasertypenverteilung duBert sich dahin-
gehend, daB vom 140. bis 180. Lebenstag ein signifikanter Anstieg des Anteils weiBer und
intermedidrer Muskelfasern und ein starker Abfall des Anteils roter Muskelfasern als Aus-
druck fiir intensives Wachstum im Vergleich zur Kontrolle stattfindet. Im weiteren Verlauf
des Wachstums fallt der in der Tendenz erhéhte Anteil weiBer und roter Muskelfasern und
der verringerte Anteil intermedidirer Fasern auf, der am 240. Tag signifikant ist. Zum
Schlachtzeitpunkt gibt es keine signifikanten Unterschiede in der Muskelfasertypenvertei-
lung. Aus der Abbildung 3 wird auBerdem deutlich, daB sowohl bei behandelten Tieren als
auch bei den Kontrolltieren vom 140. zum 180. Lebenstag eine Verringerung des Anteils
roter Fasern und eine Erhohung des Anteils intermedizirer und weiBer Fasern auftritt.
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Abb. 3: Verdnderung der Muskelfasertypenverteilung (Changes of the composition of the types of the muscle
fibres)

Dies ist eine normale Erscheinung der wachstumsbedingten Faserumwandlung im juvenilen
Bereich. In frilheren Wachstumsuntersuchungen an Hand von Stufenschlachtungen beim
Rind (WEGNER, 1983) konnte gezeigt werden, daB sich der Anteil weifler Muskelfasern
von ca 50% bei der Geburt auf iiber 70% beim Schlachttier erhdht. Die Ergebnisse in der
Literatur sind wegen der unterschiedlichen Methoden der Typendifferenzierung kaum
vergleichbar. YOUNG u. a. (1986) schluBfolgern aus ihren Ergebnissen an Schlachttieren,
daB Zeranol moglicherweise eine geringfiigige Verdnderung des Muskelstoffwechsels
bewirkt. UHRIN und KICA (1989) fanden einen in der Tendenz hoheren Anteil weiBer
Muskelfasern. Eine wesentliche Verinderung der Muskelfasertypenverteilung durch Zeranol
und ihr EinfluB auf die Fleischbeschaffenheit konnte weder in der Literatur noch in den
vorgelegten Ergebnissen festgestellt werden.

Muskelzellkerne

Die Muskelfaser ist ein vielkerniger Zellverband, wobei zwischen den Muskelzellkernen
und den Satellitenzellkernen unterschieden wird.
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Nur letztere zeigen postnatal mitotische Aktivitit und sind als Zellkernspender fiir die
Vermehrung der Zellkerne wihrend des postnatalen Wachstums der Muskelfaser zustindig
(MOSS und LEBLOND, 1971).

Die Zellkernproliferation ist ein wesentlicher Basisproze8 des Wachstums. Die Muskelzell-
kerne konnen lichtmikroskopisch nicht von den Satellitenzellkernen unterschieden werden.
Etwa 4-8% der Kerne sind Satellitenzellkerne (SWATLAND, 1984). In Abbildung 4 sind
die Ergebnisse zu den insgesamt pro Muskelfaser gezihlten Kernen enthalten.
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Abb. 4: Wachstumsbedingte Verinderung der Kemanzahl pro Muskelfaser und Kernanzahl pro
Muskelfaserfliche unter dem Einflu8 von RALGRO (Growth-conditioned changes of the number of nuclei per
muscle fiber and the number of nuclei per muscle fiber surface influenced by RALGRO)

Die Anzahl der Kemne pro Muskelfaser erhdht sich wihrend des Wachstums sowohl bei der
Versuchs- als auch bei der Kontrollgruppe etwa auf das 1,7fache. Bei den mit RALGRO
behandelten Tieren ist zundchst vom 140. bis 240. Lebenstag keine Erhéhung festzustellen.
Die Kernanzahl pro Muskelfaserfliche, auch als Kern-Plasma-Verhiltnis verstanden
(REHFELDT und BUNGER, 1990) verringert sich bei Versuchs- und Kontrolltieren vom
140. bis 400. Lebenstag signifikant. Vom 180. bis 240. Lebenstag erfolgt ein besonders
starker Abfall des Kern-Plasma-Verhiltnisses bei den mit RALGRO implantierten Tieren.
Diese Verringerung ist bedingt durch die vom 140. bis 240. Lebenstag gleichbleibende
Anzahl von Kernen pro Muskelfaser einerseits und das starke Wachstum der Muskelfasern
in diesem Zeitabschnitt andererseits (siche Abb. 2). Darauf folgt vom 240. Lebenstag bis
300. Lebenstag bei Versuchs- und Kontrolltieren eine Erhohung der Anzahl Kerne pro
Muskelfaserfldche auf Grund des geringen Wachstums der Muskelfasern (siche Abb. 2).
Die Verringerung des Kern-Plasma-Verhiltnisses wihrend des Wachstums besonders im
Zeitabschnitt vom 180. bis 240. Lebenstag ist ein weiteres Merkmal der Forderung des
Muskelwachstums durch Zeranol im Sinne einer Proteinakkumulation in den Muskelfasern.
Zum gleichen Ergebnis kamen REHFELDT u. a. (1993) bei der Verabreichung von
Clenbuterol an Ratten. Clenbuterol erzeugte eine verstirkte Faserhypertrophie ohne
zusétzliche Kernvermehrung.
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Auch die Selektion von Miusen auf EiweiBansatz brachte in dqr 40. Generation ein
verringertes Kern-Plasma-Verhiltnis im Muskel (REHFELDT und BUNGER, 1990).

Sarkomerenlinge

Die Sarkomerenliinge ist als ein Parameter fir die Zartheit bei Rindfleisch und als Maf fir
den Kontraktionszustand des Muskels nach verschiedener postmortaler Behandlung bekannt
(SMULDERS u. a., 1990). Es gab aber auch Versuche, die Sarkomerenlénge als Parameter
des Lingenwachstums der Muskelfasern zu betrachten (HEGARTY, 1974). Er fand jedoch
bei wachsenden Miusen und Schweinen keine Beeinflussung der Sarkomerenidnge durch
das Alter. Gleiche Ergebnisse erhielten CHEREPANOV und LAGUTINA (1984) bei
Rindern verschiedenen Alters. Beziiglich des Lingenwachstums der Muskelfasern wird
hauptsachlich davon ausgegangen, daf sich Sarkomeren an den Enden der Fasern anlagern.
Den Sarkomeren selbst wird ein geringes Wachstum zugesprochen (YOUNG, 1974).

An einem Teiltiermaterial wurde deshalb neben der Untersuchung des Einflusses von
RALGRO diese Problematik Uberpriift (Abb. 5).
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Abb. 5: Verinderung der Sarkomerenlinge wihrend des Wachstums unter dem EinfluB von RALGRO
(Changes of sarcomere length during growth influenced by RALGRO)

In allen Altersstufen zeigten die Mittelwerte eine hohe Standardabweichung, so daf keine
Unterschiede zwischen behandelten und Kontrolltieren nachgewiesen werden konnten. Im
Gegensatz zu den Ergebnissen der oben zitierten Autoren konnte jedoch eine VergroBerung
der Sarkomeren wihrend des Wachstums beobachtet werden. Der Sarkomerenlinge sollte
deshalb in weiteren Grundlagenuntersuchungen zu Muskelbiologie und Wachstum mehr
Beachtung geschenkt werden.

Fettzelldurchmesser

Wiihrend {iber das postnatale Wachstum der Muskelfasern beziiglich des Verhdtnisses von
Hyperplasie zu Hypertrophie weitgehend Klarheit besteht, ist die zellulire Ebene des
Fettwachstums beim landwirtschaftlichen Nutztier noch zu wenig erforscht.
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Eine Hyperplasie wird auch im postnatalen Bereich angenommen. Die engen Beziehungen,
die zwischen dem Fettzelldurchmesser und der Riickenspeckdicke gefunden wurden, zeigen
jedoch, daB der Fettzelldurchmesser durchaus zur Charakterisierung des Fettwachstums
benutzt werden kann. Die mit RALGRO behandelten Tiere haben in der Tendenz einen
groBeren Fettzelldurchmesser im subcutanen Fett als die Kontrollen (Abb. 6).
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Abb. 6: Veranderung der Fettzelldurchmesser (Changes of fat cell diameters)

Am 140. und 180. Lebenstag sowie zum Schlachtzeitpunkt gibt es keinen Unterschied.
Demgegeniiber sind die intramuskuléren Fettzellen der Versuchstiere zum Schlachtzeitpunkt
signifikant kleiner. Wihrend beim Muskelfaserdurchmesser (Abb. 2) vom 240. bis 300.
Lebenstag ein verringertes Wachstum bei den mit RALGRO implantierten Tieren zu
verzeichnen ist, haben die Fettzelldurchmesser besonders intramuskuldr in diesem Zeitraum
ein signifikantes Wachstum. Die Stufenschlachtungen bei 300 kg Lebendgewicht (etwa 280.
Lebenstag) ergaben bei den Versuchstieren ebenfalls einen signifikant hoheren tiglichen
Fettansatz und einen hoheren Anteil Fett im Schlachtkdrper (PAPSTEIN u. a., 1992).

Die auch von anderen Autoren nach RALGRO-Implantation beobachteten dickeren
subcutanen Fettschichten konnen mit den hier vorgelegten Fettzelluntersuchungen bestitigt
werden.

Bei der Betrachtung aller Einzelergebnisse erbrachte der Einsatz von Zeranol (RALGRO)
bei Bullen bei einer Schlachtung mit 500 kg keine spektakuliren Ergebnisse in der Mast-
und Schlachtleistung, wie sie fiir die Ochsenmast oder fiir den Einsatz von pST bei
Schweinen in der Literatur berichtet werden. Auch die bei den Bullen erwartete Ostrogene
Wirkung im Hinblick auf die Verbesserung der Marmorierung des Fleisches wurde nicht
erreicht. Der intramuskulire Fettgehalt und der Durchmesser der intramuskuliren Fettzellen
wurde duch die Behandlung nicht erhdht.

Wahrend des Wachstums, besonders vom 180. bis 300. Lebenstag, gibt es bei den behan-
delten Bullen jedoch zelluldre Verinderungen, sichtbar am Durchmesser der Muskelfasern
und subcutanen Fettzellen, in Richtung eines erhéhten Protein- und Fettansatzes, die mit der
SchuBbiopsiemethodik sehr gut beobachtet werden konnten.



47
Arch. Tierz. 36 (1993) 1

Bis zum Schlachtzeitpunkt bei 500 kg haben sich die Unterschiede in den mikrostrukturellen
Merkmalen zwischen behandelten und Kontrolltieren weitestgehend ausgeglichen. Dies
wurde auch bei den primédren und sekundiren Geschlechtsmerkmalen beobachtet.

Zusammenfassung

20 Bullen der Rasse SMR wurden bis zu einem Gewicht von 500 kg gemistet. 10 Tiere
davon wurden am 1., 85., 180. und 250 Lebenstag mit dem Zeranolpriparat RALGRO
implantiert. Mit Hilfe der SchuBbiopsie erfolgte eine Probenentnahme aus dem M.
semitendinosus am 140., 180.,240., 300. und 400. Lebenstag. Folgende Muskel- und
Fettzellparameter wurden mit quantitativ-mikroskopischen Methoden untersucht:
Faserdurchmesser,  Fasertypenverteilung,  Zellkernanzahl,  Sarkomerenlinge und
Fettzelldurchmesser.

Im Ergebnis dieser Untersuchungen konnte auf zelluldrer Ebene eine Wirkung von Zeranol
nachgewiesen werden.

Schliisselworte: Rind, Wachstum, Zeranol, Muskelfaser, Zellkern, Sarkomerenlange, Fettzelle

Summary

Title of the paper: Growth characterization of bull muscle fibers and fat cells on the effect
of zeranol

Twenty SMR-bulls were fed up to 500 kg life weight. Ten of them were implanted with
zeranol (trade name RALGRO) at the age of 1, 85, 180 and 250 days. Samples were taken
from the m. semitendinosus of the age of 140, 180, 240, 300 and 400 days with a shot
biopsy instrument. The following muscle fibre and fat cell parameters were studied with
microscopical methods: fiber diameter, fiber type relation, cell nucleus number, sarcomere
length and fat cell diameter. As a result of these experiments, the influence of zeranol on
the changes of the cellular structure properties during growth could be detected.

Key words: Cattle, growth, zeranol, muscle fiber, cell nucleus, sarcomere length, fat cell
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