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Wykorzystanie odpadowego wieprzowego rdzenia kregowego

jako cennego Zrddla substancji aktywnych biologicznie

Streszczenie — Rdzen kregowy zwierzat rzeznych jest ucigzliwym odpadem przemystu miesne-
go. Wchodzace w ich sktad biatka strukturalne moga by¢ uzyte jako potencjalne zrédto struktural-
nie zmodyfikowanych biopolimeréw indukujacych neurodegeneracyjne przemiany osrodkowego
uktadu nerwowego ssakdéw, w tym cztowieka. Biatka prionowe stanowia jednak duze zagrozenie.
Zaproponowano zastosowanie procesu enzymatycznego trawienia wieprzowego rdzenia krego-
wego w celu otrzymywania hydrolizatéw zawierajacych niskoczasteczkowe peptydy. Peptydy te
nie tworza trwalych struktur trzeciorzedowych, a ich preparaty moga by¢ skutecznie oczyszczone,
co pozwala na usuniecie niepozadanych substancji biologicznych. Gtéwnym skladnikiem rdzenia
kregowego ssakdw sa biatka mieliny, strukturalne biopolimery izolujace i chroniagce komorki ner-
wowe. Duze podobienistwo sekwencji biatek mielinowych wieprzowych i ludzkich pozwala na
zastosowanie hydrolizatéw wieprzowych rdzeni nerwowych jako preparatéow do indukdji tole-
rancji pokarmowej w stwardnieniu rozsianym. Pilotowe badania na modelach zwierzecych
potwierdzajg potencjalna skutecznos¢ terapeutyczna otrzymanych preparatéw.

Stowa kluczowe: wieprzowy rdzen kregowy, cholesterol, biatka mieliny, hydrolizaty biatkowe,
tolerancja pokarmowa, stwardnienie rozsiane.

USE OF PIG SPINAL CORD WASTE AS A VALUABLE SOURCE OF BIOLOGICALLY ACTIVE
SUBSTANCES

Summary — Animal spinal cords are a big problem in the production of meat on a large scale. The
problem makes the structural proteins that constitute a treat as a potential source of structurally
modified biopolymers that induce neurodegeneration of central nervous system of mammals,
including humans. The use of the process of enzymatic digestion of the pig spinal cord to hydroly-
sates containing low molecular weight peptides were proposed. Peptides included in these hydro-
lysates do not form permanent tertiary structures, and their preparations can be effectively cleaned
from unwanted biological contaminants. The main components of the mammalian spinal cord are
of myelin proteins, biopolymers that insulate and protect nerve cells. Very similar amino acid se-
quences of pig and human myelin proteins helped propose the use of cores pig spinal cord as pre-
parations for food tolerance induction in the treatment of multiple sclerosis. Pilot studies in ani-
mals models confirmed the potential therapeutic efficacy of the preparation obtained.
Keywords: pig spinal cord, cholesterol, myelin proteins, protein hydrolysates, oral tolerance, mul-
tiple sclerosis.

Przemyst spozywczy obok produktow konsumpcyj-
nych wytwarza réwniez odpady naturalnych surowcéow,
ktorych sktadowanie i/lub utylizacja jest kosztowna. Od-
pady te sa konglomeratami zwiazkéw organicznych,
ktorych nawet cze$ciowe przetworzenie moze owocowac
otrzymaniem nowych materiatéw do dalszego wyko-
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rzystania np. jako komponenty zywnosci funkcjonalnej
lub kosmetykow bioaktywnych.

Rdzen kregowy zwierzat rzeznych w przemysle
miesnym stanowi kiopotliwy odpad. Od dawna prébo-
wano wykorzystac ten odpad jako zrédto cennych zwigz-
kéw. Gtownym sktadnikiem rdzenia sa tkanki uktadu
nerwowego. Sciany komérek uktadu nerwowego zawie-
raja duzy procent cholesterolu. Przed laty wtasnie z rdze-
nia kregowego zwierzat rzeznych izolowano cholesterol
na potrzeby przemystu farmaceutycznego i kosmetycz-
nego [1], jednak pojawiajace si¢ nowe i tansze metody
jego otrzymywania spowodowaty odejscie od tej techno-
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logii. Rdzen byt réwniez wykorzystywany jako zrédto
biatka do wytwarzania paszy dla zwierzat. Niestety,
prawdopodobnie nieprawidtowa termiczna obrobka
prowadzita do przeksztatcania niektorych biatek (Priony
PrP-C) w strukturalne formy patologiczne (PrP-Sc), in-
dukujace u skarmianych zwierzat agregacje naturalnie
wystepujacych biatek prionowych. Skutkowato to
gwaltowna neurodegeneracjg, okreslana jako choroba
szalonych kréw (u ludzi okreslana jako choroba Creutz-
feldta-Jakoba). Poniewaz metody oczyszczania tak pre-
parowanych biatek nie gwarantujg usunigcia patologicz-
nie przeksztatconych biatek prionowych PrP-Sc, to tkan-
ki uktadu nerwowego w przemysle spozywczym trakto-
wane sg jako odpad, ktory poddaje sie kosztownej utyli-
zadji.

Odpowiedzialne za przekazywanie bodzcow komor-
ki nerwowe rdzenia kregowego chronione sa przez spe-
cyficzne biatka o ogdlnej nazwie mielina. Okazuje sie, ze
szereg chorob autoimmunologicznych uktadu nerwowe-
g0, w tym stwardnienie rozsiane, polega na rozpoznawa-
niu przez uktad odpornosciowy biatek mieliny jako
biatka obce. We wspédtpracy Instytutu Chemii Przemy-
stowej (IChP) z Instytutem Medycyny Doswiadczalnej
i Klinicznej (IMDiK) PAN zaproponowalismy aby prepa-
rat stanowiacy hydrolizat wieprzowego rdzenia krego-
wego zastosowac jako zrédto antygendw mieliny, ktory
podawany doustnie powinien wywolywac tzw. , toleran-
cje pokarmowq”, tzn. specyficzne odczulanie uktadu
odpornosciowego na antygeny podawane doustnie (jako
pokarm) [2]. W IChP opracowano technologie otrzymy-
wania odpowiedniego preparatu.

Komorki nerwowe sa odpowiedzialne miedzy inny-
mi za przekazywanie bodZcéw nerwowych z obwodu do

osrodkowego ukladu nerwowego. Widkna nerwowe sa
zasadniczym elementem tego systemu przekaznikowe-
go. Widkno nerwowe to wypustki komdrki nerwowej,
koniczace si¢ w pewnej odlegtosci od ciata neuronu. Cza-
sami diugos¢ takich wiodkien sigga kilkudziesieciu centy-
metréw. Czes¢ widkien o szczegdlnej roli w funkcjono-
waniu organizmu, posiada ostonke, ktéra utworzona jest
z lipidowo-biatkowej substancji zwanej mieling. Takie
wldékna nazywamy mielinowymi albo rdzennymi. Glow-
nymi skladnikami mieliny sg trzy biatka, zasadowe
biatko mieliny (MBP od ang. myelin basic protein) (sche-
mat A), mielinowe biatko oligodendrocytéw (MOG od
ang. myelin oligodendrocyte glycoprotein) (schemat B), oraz
biatka proteolipidu (PLP od ang. myelin proteolipid pro-
tein) (schemat C). Osrodkowy uktad nerwowy (mozg
i rdzen) sa oddzielone od obwodowego uktadu krwio-
no$nego komoérkami tworzacymi tak zwang bariere
krew-mozg (BBB od ang. blood-brain barrier). Bariera ta
jest odpowiedzialna za selekcjonowanie substancji wni-
kajacych do osrodkowego uktadu nerwowego. Oddziele-
nie o$rodkowego uktadu nerwowego od reszty organiz-
mu powoduje, ze dla uktadu odpornosciowego funkcjo-
nujacego na obwodzie, biatka znajdujace si¢ po drugiej
stronie BBB staja si¢ w czesci obce. Patologiczne roz-
szczelnienie tej bariery powoduje wnikanie przeciwciat
do osrodkowego uktadu nerwowego. Tam nastepuje roz-
poznanie fragmentéw biatek mieliny jako struktur biatek
obcych (antygeny) i rozpoczyna si¢ proces autodestruk-
cyjnego trawienia biatek mielinowych. Uktad odpornos-
ciowy czesto rozpoznaje jako antygen fragment peptydo-
wy jednego z biatek mieliny (najczesciej MBP), ale w mia-
re rozwoju choroby, powstaja przeciwciata do coraz
wiekszej liczby peptydowych sekwencji biatek mieliny.

Schemat A. Poréwnanie aminokwasowych sekwencji biatkowych ludzkiego [3] i wieprzowego [4] zasadowego biatka mieliny
(MBP); w obydwu sekwencjach arginina w pozycji 241 jest zmetylowana
Scheme A. Comparison of the amino acid protein sequences of the human [3] and pig [4] myelin basic proteins (MBP), in both

sequences of arginine residue in position 241 is methylated

10 20 30 40 50 60
Czlowiek MGNHAGKREL NAEKASTNSE TNRGESEKKR NLGELSRTTS EDNEVFGEAD ANQNNGTSSQ
Wieprz  ------—-—--=  -————-——-———=  ——————————  ——————————  —————————— -
70 80 90 100 110 120
DTAVTDSKRT ADPKNAWQDA HPADPGSRPH LIRLESRDAP GREDNTFKDR PSESDELQTI
130 140 150 160 170 180
QEDSAATSES LDVMASQKRP SQRHGSKYLA TASTMDHARH GFLPRHRDTG ILDSIGRFFG
—————————— Ac-ASQKRP SQRHGSKYLA SASTMDHARH GFLPRHRDTG I-DSLGRFFG
190 200 210 220 230 240
GDRGAPKRGS GKDSHHPART AHYGSLPQKS- HGRTQDENPV VHFFKNIVTP RTPPPSQGKG
ADRGAPKRGS GKDGHHAART  THYGSLPQKAQ HGRPQDENPV VHFFKNIVTP RTPPPSQGKG
250 260 270 280 290 300
RGLSLSRFSW GAEGQRPGFG YGGRASDYKS AHKGFKGV-DA QGTLSKIFKL GGRDSRSGSP
RGLSLSRFSW GAEGQRPGFG YGGRAPDYKP AHKGLKGAQDA QGTLSKIFKL GGRDSRSGSP
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Schemat B. Podobienistwo sekwencji glikoproteiny oligodendrocytow mieliny (MOG) ludzkiej [5] z sekwencjq wieprzowq [6];
zbieznos¢ wynosi 96 %
Scheme B. The similarity of myelin oligodendrocyte glycoprotein (MOG) amino acid sequences of the human [5] and pig [6]; over-

lap in 96 %
10 20 30 40 50 60
Czlowiek MASLSRPSLP SCLCSFLLLL LLQVSSSYAG QFRVIGPRHP IRALVGDEVE LPCRISPGKN
Wieprz MASLLSTSLP SCLPSLLLVL LQLSSSS_AG QFRVIGPGHP IRALVGDEVE LPCRISPGKN
70 80 90 100 110 120
ATGMEVGWYR PPFSRVVHLY RNGKDQDGDQ APEYRGRTEL LKDAIGEGKV TLRIRNVRES
ATGMEVGWYR PPFSRVVHLY RNGKDQDEEQ APEYRGRTEL LKETIGEGKV TLRIRHVRES
130 140 150 160 170 180
DEGGFTCFFR DHSYQEEAAM ELKVEDPFYW VSPGVLVLLA VLPVLLLQIT VGLIFLCLQY
DEGGFTCFFR DHSYGEEAAM ELKVEDPFYW  INPGVLVLIA VLPVLLLQIT VGLVFLCLOR
190 200 210 220 230 240
RLRGKLRAEI ENLHRTFDPH FLRVPCWKIT LFVIVPVLGP LVALIICYNW LHRRLAGQFL
RLRGKLRAEI ENLHRTFDPH FLRVPCWKIT LFVIVPVLGP LVALIICYNW LHRRLAGQFL
247
EELRNPF
EELRGSS
Schemat C. Catkowita zbieznos¢ ludzkich [7] i wieprzowych [8] sekwencji aminokwaséw biatka proteolipidu (PLP)
Scheme C. Complete overlap the human [7] and pig [8] amino acid sequence of proteolipid proteins (PLP)
10 20 30 40 50 60
Czlowiek MGLLECCARC LVGAPFASLV ATGLCFFGVA LFCGCGHEAL TGTEKLIETY FSKNYQDYEY
Wieprz MGLLECCARC LVGAPFASLV ATGLCFFGVA LFCGCGHEAL TGTEKLIETY FSKNYQDYEY
70 80 90 100 110 120
LINVIHAFQY VIYGTASFFF LYGALLLAEG FYTTGAVRQI FGDYKTTICG KGLSATVTGG
LINVIHAFQY VIYGTASFFF LYGALLLAEG FYTTGAVRQI FGDYKTTICG KGLSATVTGG
130 140 150 160 170 180
QKGRGSRGQH QRHSLERVCH CLGKWLGHPD KFVGITYALT VVWLLVFACS AVPVYIYFNT
QKGRGSRGQH QRHSLERVCH CLGKWLGHPD KFVGITYALT VVWLLVFACS AVPVYIYFNT
190 200 210 220 230 240
WTTCQSIAFP SKTSASIGSL CADARMYGVL PWNAFPGKVC GSNLLSICKT AEFQMTFHLF
WTTCQSIAFP SKTSASIGSL CADARMYGVL PWNAFPGKVC GSNLLSICKT AEFQMTFHLF
250 260 270 277
IAAFVGAAAT LVSLLTFMIA ATYNFAVLKL MGRGTKF
IARFVGAAAT LVSLLTFMIA ATYNFAVLKL MGRGTKF

W1dékna nerwowe pozbawione ochrony mielinowej prze-
staja funkcjonowa¢ prawidlowo, nastepuja przerwy w
przewodzeniu sygnatow i/lub deformacja tych sygnatow.
Skutkiem sg objawy choroby stwardnienia rozsianego
(SM od tac. sclerosis multiplex), w tym dystrofie miesnio-
we oraz bdle. Niestety, do chwili obecnej nie opracowano
skutecznej metody leczenia stwardnienia rozsianego.
Wigkszo$¢ stosowanych terapii jedynie zmniejsza obja-
wy i spowalnia postep choroby [9]. Opieraja si¢ one na
modyfikacji odpowiedzi odpornosciowej. Powszechnie
znany jest interferon beta [10], ale jego stosowanie jest
ograniczone i drogie.

Obnizenie ogolnej odpornosci organizmu i zwigzane
z tym niebezpieczenstwa, jakimi s podatno$é na infekcje
i nowotworzenie, stanowig gltéwne zastrzezenia przy
stosowaniu zwigzkow nieselektywnie ingerujacych w

uktad odpornosciowy. Rozwigzaniem moze by¢ zastoso-
wanie metody pozwalajacej na specyficzne obnizenie od-
pornosci na antygeny pochodzace z biatek mieliny, np.
indukgcja tolerancji pokarmowej na fragment biatek mie-
liny.

Tolerancja pokarmowa zostata po raz pierwszy opisa-
na przez Wellsa i Osborna juz w roku 1911 (wg [11]).
Spektakularne efekty tolerancji pokarmowej pokazal w
roku 1946 Chase, ktéry podajac droga pokarmowa swin-
kom morskim 2,4-dinitrochlorobenzen catkowicie zapo-
biegt alergicznym efektom skérnym powodowanym
przez ten silny uczulacz. Wytworzenie specyficznego
systemu tolerancji pokarmowej wynika z koniecznosci
rozpoznawania przez organizm makroczastek pocho-
dzacych z pokarmu od inwazyjnych toksyn bakteryjnych
lub biatek wiruséw. Makroczasteczki z czesciowo stra-
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wionego pokarmu moga przenikac przez btony sluzowe,
dostawac sie do krwi, a wraz z nig do narzadow limfa-
tycznych i tkanek obwodowych. Dlatego tez jednym z
elementow bariery jelito—krew jest system , prezentacji”
substancji pokarmowych i indukowanie sygnatu odczu-
lajacego na antygeny pochodzace z pokarmu [12]. Tole-
rancje pokarmowa moga indukowac¢ wszystkie biatka
iich fragmenty oraz hapteny (matoczasteczkowe zwiazki
organiczne oddziatujace z biatkami). Poniewaz w induk-
qji tolerancji pokarmowej uczestnicza limfocyty T, ktore
rozpoznaja jedynie fragmenty peptydowe, to polisacha-
rydy i lipidy nie wywotuja tego efektu.

Zastosowanie tolerancji pokarmowej w leczeniu
stwardnienia rozsianego zaproponowat Al-Sabbagh i
wspotpr. [13]. Podawanie wyizolowanego, calego woto-
wego MBP w modelu zwierzecym stwardnienia rozsia-
nego skutecznie obnizato objawy choroby. Chociaz pilo-
towe badania kliniczne potwierdzity zatozenia badaw-
cze [14], zarzucono badania aplikacyjne. Prawdopodob-
nie jednym z powoddéw zakoniczenia badan byta mniej-
sza, w poréwnaniu z aplikacjq u zwierzat, skutecznosc¢
terapii. Zasadniczym powodem byt jednak wybuch
,choroby wsciektych kréw” i odejscie od stosowania
biatkowych preparatéow zwierzecych, szczegélnie pocho-
dzenia wotowego, jako potencjalnego zrédta biatek prio-
nowych. Wierzac w skuteczno$¢ stosowania tolerancji
pokarmowej w selektywnym obnizeniu odpowiedzi im-
munologicznej na antygeny mieliny, zaproponowalismy
diametralnie inne rozwiazanie. Jako zrodlo antygendw
biatek mielinowych zaproponowalismy niskoczastecz-
kowe, peptydowe hydrolizaty wieprzowego rdzenia kre-
gowego [2]. Wybdr rdzenia wieprzowego podyktowany
byt faktem, ze nie zidentyfikowano u $wini biatek prio-
nowych o toksycznej strukturze PrP-Sc. Ponadto analiza
sekwencyjna biatek mieliny wskazuje na duza zbiezno$¢
sekwencyjna odpowiednich biatek MBP, MOG i PLP.
Wieprzowe biatko MBP jest krotsze o 134-aminokwaso-
wy fragment N-koncowy od ludzkiego MBP, jednakze
wspdlna czes¢ C-koncowa, z ktdrej pochodzi wiekszosé
antygendéw identyfikowanych w stwardnieniu rozsia-
nym, rézni sie¢ zaledwie kilkoma resztami aminokwasow.
Biatko PLP, ktére rowniez jest czestym zrédlem antyge-
now w stwardnieniu rozsianym jest calkowicie identycz-
ne u swiniiu cztowieka. Zbieznos¢ sekwencji ludzkiego i
wieprzowego biatka MOG wynosi az 96 %. Istnieje wiec
duze prawdopodobienstwo zbieznosci sekwencyjnej
mozliwych antygendow generowanych z rdzenia wie-
przowego z antygenami mieliny cztowieka. Druga za-
sadnicza zmiana byto odejscie od stosowania ,,czystych”
preparatow biatkowych na rzecz hydrolizatow rdzenia,
tkanki osrodkowego uktadu nerwowego zawierajacego
wszystkie biatka potencjalnie rozpoznawane przez ko-
morki uktadu odpornosciowego. Stwardnienie rozsiane
jest choroba autoimmunologiczna o bardzo niejednorod-
nym wachlarzu rozpoznawanych antygenow. Dodatko-
wo, czesto w miare rozwoju choroby zakres antygenow
sie rozszerza. Dlatego tez stosowanie w miare szerokiej

gamy antygendw w tolerancji pokarmowej daje wigksze
prawdopodobienistwo petnego odczulenia. Jedna z klu-
czowych modyfikacji bylo zastapienie catych, jednorod-
nych bialek, mieszaning hydrolizatow. Naturalne biatka
stanowia duze przestrzenne makroczasteczki, ktére
wyjatkowo trudno jest oczysci¢ z tworzacych z nimi
kompleksy innych biatek. Te wspotwystepujace drobne
zanieczyszczenia niezidentyfikowanych bialek moga
stanowi¢ potencjalne zagrozenie, dlatego tez odchodzi
si¢ od preparatéw biatkowych pochodzenia zwierzece-
go. Hydrolizaty biatek sg natomiast mieszaning krotkich
peptydow, ktore sa pozbawione trwatej struktury i dlate-
go tatwo jest je rozdzieli¢ i oczysci¢ usuwajac niezhydro-
lizowane biatka. Stosowanie hydrolizatow ma jeszcze
dodatkowq zalete. Czasteczkami odpowiedzialnymi za
indukgje przekraczania bariery jelitowej i indukujacymi
tolerancje pokarmowa sg niskoczasteczkowe fragmenty
biatkowe. Zaburzenie prawidlowego trawienia jest jed-
nym z czegstych objawdw stwardnienia rozsianego, skut-
kiem czego hydroliza podawanego biatka moze by¢ w

b)

Rys. 1. Obrazy z transmisyjnego mikroskopu elektronowego
(TEM) mieliny szczurzego nerwu wzrokowego: a) zwierze
zdrowe, b) zwierze z wywotanym EAE, c) zwierze z wywota-
nym EAE, po 120-dniowym podawaniu doustnym hydrolizatu
wieprzowego rdzenia kregowego

Fig. 1. The transmission electron microscope (TEM) images of
rat oftalmic nerve myelin: a) the healthy animal, b) the animal
with induced EAE, c) the animal with induced EAE after 120
days of oral treatment with pig spinal cord hydrolyzate
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Rys. 2. Wplyw skarmiania szczurdw hydrolizatem wieprzowe-
go rdzenia kregowego na stan kliniczny szczuréw z wywola-
nym EAE [18]
Fig. 2. Effect of feeding with pig spinal cord hydrolysates on the
clinical condition of rats with induced EAE [18]

réznym stopniu skuteczna u poszczegolnych pacjentow.
Odpowiednie trawienie biatek rdzenia daje pewnos¢, ze
dojelita dotrg odpowiednie fragmenty peptydowe nieza-
leznie od stanu pacjenta. Aby zastapi¢ naturalne trawie-
nie, zastosowano trawienie pepsyna. Odpowiednio do-
brane warunki pozwolily na optymalizacje¢ hydrolizy, w
wyniku ktdrej otrzymuje si¢ mieszaning zawierajaca
glownie peptydy o masie czasteczkowej do 10 000 [15].

Otrzymane preparaty hydrolizatéw przebadano na
skutecznosé¢ zapobiegania i/lub odwracania objawdw
alergicznego zapalenia osrodkowego uktadu nerwowe-
go (EAE od ang. experimental allergic encephalopathy) w
modelu zwierzecym (szczury Lewis). Fizjologicznymi
objawami EAE jest utrata masy ciata oraz zaburzenia ru-
chowe zwierzecia. Glownym objawem mikroskopowym
EAE sa zaburzenia w strukturze mielinowej ostony ner-
wow (por. rys. 1la i 1b). Okazato sig, ze w wyniku diugo-
trwatego podawania hydrolizatu wieprzowego rdzenia
kregowego zwierzetom z EAE uzyskano ogdlng popra-
we stanu klinicznego tych zwierzat (rys. 2) [16, 17]. Mi-
kroskopowa analiza wykazata nie tylko zahamowanie
destrukcji mieliny [16, 17], ale réwniez jej regeneracje
(rys. 1c) [19, 20]. Dzieje sie tak prawdopodobnie na sku-
tek aktywnego obnizenia proliferacji splenocytéw oraz
poziomu interferonu y zaréwno we krwi obwodowej, jak
i w osrodkowym uktadzie nerwowym [16].

Obecnie prowadzone sg prace nad opracowaniem od-
powiedniej dawki i formy do przeprowadzenia odpo-
wiednich badan przedklinicznych, a nastepnie zastoso-
wania u ludzi. Ostatecznym celem i nadzieja prowadzo-
nych prac jest otrzymanie preparatu do stosowania jako
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