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Inngangur

Árið 2014 gaf Matvæla- og lyfjastofnun Bandaríkjanna 
(Food and Drug Administration, FDA) íslenska nýsköp-
unarfyrirtækinu Kerecis markaðsleyfi til sölu á af-
frumuðu þorskroði ætluðu til meðhöndlunar á sárum. 
Markaðsleyfi á Evrópska efnahagssvæðinu fylgdi í 
kjölfarið, veitt af þar til bærri samevrópskri stofnun. 
Í ársbyrjun 2015 gaf sjúkrasamlag bandaríska heil-
brigðisráðuneytisins út sérstakan endurgreiðslulykil 
fyrir vöruna sem settur er í gagnagrunn sjúkrasamlaga 
þar vestra.1 Veiting áðurnefndra viðurkenninga er háð 
ströngum kröfum um öryggi og gagnsemi í klínískri 
notkun.

Græðlingurinn er markaðssettur undir vörumerk-
inu Kerecis Omega3 Wound. Um er að ræða affrum-
aðan fjargræðling en íslensku heitin sem hafa verið 
notuð fyrir mismunandi tegundir græðlinga eru: 

  i. samgræðlingur (autograft, vefur fluttur á milli 
staða á sama einstaklingi), 

 ii. mótgræðlingur (allograft, vefur fluttur milli ein-
staklinga) og 

iii. fjargræðlingur (xeno graft, vefur fluttur frá dýri).

Forsendur markaðsleyfa eftirlitsaðila eru ýtarlegar 
prófanir til að staðfesta virkni og öryggi vörunnar. 
Framleiðsla þarf jafnframt að uppfylla staðla um góða 
framleiðsluhætti. Rannsóknir sem liggja að baki ofan-
greindum markaðsleyfum eru töluverðar og er ætlunin 
að gera grein fyrir nokkrum þeirra í þessari grein – og 
jafnframt að seðja fróðleiksþorsta vísindasamfélags-
ins um hvað felst í ofangreindum áföngum. Í ljósi 

inngangur: Affrumað roð Atlantshafsþorsks (Gadus morhua) hefur verið 
notað undanfarin ár til meðhöndlunar á þrálátum sárum. Tíðni sykursýki 
hefur aukist mikið í heiminum en ein af afleiðingum hennar eru þrálát sár. 
Markmið rannsóknanna var að kanna vefjasamrýmanleika og eiginleika 
sem skipta máli fyrir nýtingu roðsins til viðgerðar á líkamsvef.  
Efniviður og aðferðir: Bygging affrumaðs roðs var metin með smásjár-
skoðun. Mat á vefjasamrýmanleika græðlingsins var framkvæmd af vott-
aðri sérhæfðri rannsóknarstofu. Próteinhluti efnisins var kannaður með 
próteinrafdrætti. Seyting frumuboðanna interleukin-10 (IL-10) og IL-12p40, 
IL-6 og TNF-α frá einkjörnungum (monocytes) eða stórátfrumum (mac-
rophages) í uppleystum próteinhluta efnisins var mældur með Elísu-prófi. 
Áhrif roðsins á nýmyndun æða in vivo var metin með æða- og þvagbelgs-
himnulíkani í hænufóstrum. 
niðurstöður: Smásjármyndir sýna að bygging affrumaðs roðs er holótt. 

Efnið stóðst öll vefjasamrýmanleikapróf. Við rafdrátt próteinsýnis komu í 
ljós prótein á stærðarbilinu 115-130 kDa sem er einkennandi fyrir bandvef. 
Roðið reyndist ekki hafa marktæk áhrif á seytingu IL-10, IL-12p40, IL-6 eða 
TNF-α frá einkjörnungum eða stórátfrumum. Græðlingurinn hefur mark-
tæk örvandi áhrif á æðamyndun í æða- og þvagbelgshimnulíkani. 
Ályktun: Niðurstöðurnar sýna að affrumað roð er skaðlaust og veldur 
ekki bólgusvari. Græðlingurinn inniheldur meðal annars bandvef líkt og 
mannshúð. Affrumað roð hefur marktæk örvandi áhrif á æðamyndun og 
smásjármyndir af byggingu roðsins sýna að hún sé vel til þess fallin að 
styðja innvöxt frumna. Samanburðarrannsókn sem hefur verið birt, tví-
blind og slembiröðuð, sýndi að sár meðhöndluð með affrumuðu roði greru 
hraðar en sár meðhöndluð með stoðefni úr svínavef. Líklegt er að ástæða 
þessa bætta sáragróanda sé meðal annars vegna eiginleika roðsins sem 
hér er lýst.

 ÁgrIp

umfangsmikillar rannsóknaráætlunar sem stendur yfir 
til að staðfesta enn frekar virkni tækninnar, er einnig 
mikilvægt að greiður aðgangur sé að þeim gögnum sem 
til eru. 

Kerecis Omega3 hefur verið í notkun síðan 2010, fyrst 
til rannsókna og síðan til meðhöndlunar á þrálátum 
sárum. Tvíblind, slembiröðuð samanburðarrannsókn 
á 162 sárum sýndi að sár meðhöndluð með affrumuðu 
fiskiroði gróa fyrr en sár meðhöndluð með sambæri-
legum vörum úr svínaþörmum.2 Meginmunurinn á 
vörunum tveimur er fituinnihaldið.3 Talsverð hætta er á 
smiti milli spendýra og eru spendýra-fjargræðlingar því 
meðhöndlaðir með sterkum sápum til að fjarlægja sem 
mest af efnum sem gætu borið veirur. Eftir slíka vinnslu 
stendur því eftir bandvefurinn einn.4 Þar sem ekki er 
talin hætta á sjúkdómasmiti milli fiska og manna er 
sápun miklu minni á þorskroði Kerecis og inniheldur 
hið affrumaða þorskroð því ekki einungis bandvef 
heldur einnig fitur, þar með talið fjölómettaðar fitusýrur 
en handrit með þessum niðurstöðum er í bígerð. Fitu-
innihaldið er ein af ástæðunum fyrir því að farið var að 
nota roðið sem sáravöru. Omega-3 fitusýrur hafa verið 
tengdar við bólguminnkandi áhrif5 og einnig hamlandi 
áhrif á bæði bakteríur6 og veirur.7

Þrálát eru þau sár sem gróa ekki þrátt fyrir að orsök 
þeirra hafi verið leiðrétt. Dæmi um slíkt er þegar slag-
æðaflæði er lagað hjá sjúklingi með æðasjúkdóm eða 
truflun á blóðsykri leiðrétt hjá sykursýkisjúklingi.8 Þörf 
er á nýjum aðferðum til meðferðar á þrálátum sárum og 
því mikill áhugi á að þróa ný meðferðarúrræði. Ástæð-
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an er, auk hækkaðs dánaraldurs, að algengi sykursýki í heiminum 
hefur aukist gríðarlega og er oft talað um faraldur í því sambandi.9 
Þrálát sár eru algengur fylgikvilli sykursýki, fjölmennustu aldurs-
hóparnir eru ekki ennþá orðnir gamlir svo búist er við að slíkum 
fylgikvillum fjölgi. Þannig fá um 15% allra sykursýkisjúklinga ein-
hvern tíma fótasár, en þau eru algengasta orsök aflimunar fóta.10 
Eftirspurn eftir meðhöndlunaraðferðum á þrálátum sárum hefur 
því aukist mikið11 og stoðefni úr roði er ætlað að mæta þeirri eftir-
spurn. Hingað til hafa öll stoðefni af þessu tagi verið gerð úr spen-
dýravef.12 Þau eru meðal annars notuð til að meðhöndla sár, til við-
gerða á kviðarholsvegg, uppbyggingar á brjóstum eftir brjóstnám 
og til viðgerða á heilabasti.13 Prófanir á affrumuðu roði til með-
höndlunar á heilabasti í kindum hafa gefið góða raun.14 

Framleiðsla affrumaða roðsins felst í því að fjarlægja varlega 
með söltum allar frumur roðsins þannig að sem minnst sé hreyft 
við náttúrulegri byggingu roðsins og efnasamsetningu. Roðið fer í 
gegnum staðlað framleiðsluferli sem felst í affrumun, frostþurrkun 
og dauðhreinsun, annaðhvort með etýlenoxíði eða gammageislun. 
Einkum er lögð áhersla á að halda fitusýrum roðsins eftir en talið 
er að virkni þeirra skapi sérstöðu vörunnar og bættan sáragró-
anda. Affrumaða roðið er um það bil einn millimetri að þykkt og 
bygging þess ekki eins og ólík mannshúð og ætla mætti.15 Roðið 
samanstendur af þremur lögum eins og húð manna; yst er yfirhúð, 
þar fyrir neðan leðurhúð og síðan húðbeður. Leður- og húðbeðs-
lag roðs er bandvefur sem er sterkur og jafnframt teygjanlegur.16 
Meginmunurinn á byggingu roðs og mannshúðar er að hornlag 
(keratínlag) er varla til staðar í yfirhúðarlagi roðsins og í roðinu er 
hreistur í stað hára17 sem er fjarlægt við framleiðslu roðsins. 

Eðlilegt ferli sáragróanda skiptist í fjögur stig sem skarast: 
storkufasa, bólgufasa, vaxtarfasa með myndun holdfyllingar og 
að lokum umbyggingu og myndun örvefs. Í þrálátum sárum er 
bólgufasinn viðvarandi. Borið saman við eðlileg sár einkennast 
þrálát sár af eyðingu millifrumuefnis, færri frumuskiptingum, 
færri vaxtarþáttum og mikilli próteinasavirkni.18 Aukið ískrið 
bólgufrumna í þrálátum sárum leiðir til meiri styrks próteinasa 
sem brjóta niður millifrumuefni, vaxtarþætti, prótein og við-
taka, og koma þar með í veg fyrir eðlilegan sáragróanda.19 Þegar 
stoðefnum úr bandvef er komið fyrir í þrálátum sárum er almennt 
talið að stoðefnin stuðli að endurmyndun vefja með því að tempra 
próteinasavirkni og styðja við vefjauppbyggingu.20 

Markmið rannsóknanna var að kanna vefjasamrýmanleika af-
frumaðs þorskroðs og eiginleika sem skipta máli fyrir nýtingu 
þess til viðgerðar á líkamsvef.  

Efniviður og aðferðir

Duftun
Affrumuðu roði (Kerecis™ Omega3 Wound, Kerecis ehf, Ísa-
firði) var dýft í fljótandi köfnunarefni og duftað með Mikro-Dis-
membrator S (Sartorius, Göttingen, Þýskalandi) í Nýsköpunarmið-
stöð Íslands.

Smásjármyndir
Sýni af affrumuðu roði voru undirbúin fyrir skoðun og mynda-
töku með rafeindasmásjá af gerðinni Supra 25 (Leo Electron Mic-
roscopy Ltd, Cambridge) hjá Nýsköpunarmiðstöð Íslands (mynd 

R A N N S Ó K N

Mynd 1 (a-b). Raf­
eindasmásjármyndir af þver­
skurði affrumaðs roðs. (a) Í 
roðinu sjást rásir og göt en það 
er þéttara á jaðrinum. Kvarða­
stika er 100 µm. (b) Þræðir 
í roðinu eru bersýnilegir við 
meiri stækkun. Kvarðastika er 
einn µm. (c) Ljóssmásjármynd 
af þverskurði affrumaðs roðs 
eftir vefjalitun. Roðið er holótt 
að innan. Kvarðastika er 100 
µm. (d) Mynd af yfirborðsfleti 
roðsins tekin með confocal­ 
smásjá. Sjálfvirk flúrljómun 
var nýtt til að fá mynd af 
byggingu roðsins. Kjarnalitun 
var neikvæð. Bygging hins 
affrumaða roðs samanstendur 
af lögum af þráðum sem snúa 
þvert hverjir á aðra. Kvarða­
stika er 50 µm.
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1a-b). Fyrir myndatöku með ljóssmásjá af gerðinni Leica DMIRB 
(Kerfislíffræðisetur, Háskóli Íslands) voru sýni af roðinu fest með 
10% formalíni og síðan lituð með hematoxýlíni og eosíni undir 
stöðluðum aðstæðum hjá Vefjarannsóknarstofunni í Reykjavík 

(mynd 1c). Fyrir myndatöku með confocal-smásjá af gerðinni 
Olympus FV1200 (Lífvísindasetri Háskóla Íslands) voru sýni af 
roðinu fest í 10% formalíni. Ekki þurfti að lita roðið fyrir skoðun 
með confocal-smásjá þar sem roðið gefur frá sér sjálfvirka flúr-

R A N N S Ó K N

Tafla I. Yfirlit yfir vefjasamrýmanleikapróf á roðinu. Öll próf voru framkvæmd af Toxicon fyrir utan inneitursprófið (endotoxin test) sem var framkvæmt af Isotron Laboratories.  

Heiti og stutt lýsing prófs Tilraunalífverur Niðurstöður

MTT-próf: MTT -(3-(4,5-ímetýlþíasól-2-ýl)-2,5-dífenýltetra-  
sólíum) ásamt affrumuðu roði var leyst í frumuæti (3 cm2/
ml) og látið út á frumurækt í 24 klukkustundir. Lifandi frumur 
brjóta MTT niður. Niðurbrotsafurð MTT er mæld með ljósmæli. 

L929 fíbróblastar úr músum 
(stofn: C3H)

affrumað roð hafði ekki neikvæð áhrif á lifun l929 
fíbróblasta: 79% frumna voru lifandi eftir meðferð með roðinu 
miðað við frumur sem fengu sömu meðferð án roðs. Metið 
samkvæmt ISo-reglugerð númer 10993-5.

MEM-próf: MEM (Minimum Essential Medium) frumuæti sem 
innihélt roð (3 cm2/ml) var látið út á frumrækt sem hafði náð 
fullri þekju í 0, 24 eða 48 klukkustundir. Eitrunaráhrif voru 
metin með því að skoða form og lögun frumna. 

L929 fíbróblastar einangraðir úr 
músum (stofn: C3H)

affrumað roð hafði ekki sjáanleg áhrif á lögun l929 
fíbróblasta. Metið samkvæmt ISo-reglugerð númer 10993-5.

Vökvi í æð (systemic toxicity test): Roð (30 cm2) var leyst 
upp í vökva og gefið í æð (2 ml/min, ~≤50 ml/kg) músa. 
Mýsnar voru vigtaðar áður en að þær fengu vökva í æð og 
aftur eftir 24, 48 og 72 klukkustundir.

Albínóamýs, Sviss affrumað roð gefið í æð músa reyndist ekki eitrað. Allar mýs 
þyngdust eðlilega og engin sjáanleg merki um eitrunaráhrif. 
Metið samkvæmt ISo-reglugerð númer 10993-5.

Ígræðsla í vöðva: Ræmum (1X10 mm) af roði var komið 
fyrir á vöðvum (paravertebral) músa. Mýsnar voru látnar bera 
ígrædda roðið í eina viku. Áhrif voru metin með því að skoða 
vefjasýni í ljóssmásjá. 

Albínóamýs, Sviss affrumað roð grætt í vöðva músa olli ekki eitrunaráhrifum. 
Það olli hins vegar vægu bólgusvari miðað við neikvætt 
viðmið. Metið samkvæmt ISo-reglugerð númer 10993-5.

Sótthitapróf (pyrogenicity test): Roð uppleyst í vökva (3 
cm2/ml) var gefið í æð (~≤10 ml/kg) á kanínum. Líkamshiti 
kanínanna var mældur rétt áður en þær voru sprautaðar 
og síðan með 30 mínútna millibili í þrjár klukkustundir eftir 
sprautun. 

Hvítar kanínur, Nýja-Sjáland affrumað roð gefið í æð olli ekki sótthita í kanínum. 
Líkamshiti hækkaði ekki umfram 0,5°C í neinni kanínu. Metið 
samkvæmt ISo-reglugerð númer 10993-11.

inneiturspróf (endotoxin test): Roð (21 cm2) var sett í 200 
ml af vatni í 15 mínútur við 37°C. Magn inneiturs (EU/ml) var 
síðan mælt í flotinu sem roðið var í.

Magn inneiturs í affrumuðu roði mældist innan 
viðmiðunarstaðla. Viðmiðunarstaðlarnir miðað við að ekki sé 
meira af inneitri en 20 EU/prófefni. 

Prófun á ertingu húðar (irritation test): Roði (6,25 cm2) var 
komið fyrir á húð í fjórar klukkustundir. Svæði húðar þar sem 
roðið var lagt á var skoðað 1, 24, 48 og 72 klukkustundum 
eftir að roðið var fjarlægt. 

Hvítar kanínur, Nýja-Sjáland affrumað roð veldur ekki bólgusvari í húð kanína. Húð 
sem bar roð sýndi engin merki um roða eða bjúg eftir 72 
klukkustundir. Metið samkvæmt ISo-reglugerð númer 10993-10.

buehler-próf á næmi húðar (buehler sensitization test): 
Roði (6,25 cm2) var komið fyrir á húð í 6 klukkustundir. Svæði 
húðar sem var í snertingu við roðið var skoðað 24 og 48 
klukkustundum eftir að roðið hafði verið fjarlægt.

Albínóanaggrísir affrumað roð olli ekki aukningu í næmi húðar naggrísa 
miðað við viðmiðunarstaðla. Metið samkvæmt ISo-reglugerð 
númer 10993-10.

ames-stökkbreytingarpróf: Bakteríustofnarnir sem notaðir 
voru búa yfir stökkbreytingum sem valda því að þeir geta 
ekki myndað histidín eða tryptofan. Bakteríustofnunum var 
komið fyrir í æti sem er snautt af fyrrnefndum amínósýrum 
með eða án roðs (3 cm2/ml) og sáð á skálar. Skálar voru 
geymdar við 37±1°C í um 70 klukkustundir og eftir það voru 
bakteríuþyrpingar á skálunum taldar.

Salmonella typhimurium og 
Escherichia coli

affrumað roð leiddi ekki til marktækrar aukningar á tíðni 
stökkbreytinga (p≤0,05). Metið samkvæmt ISo-reglugerð 
númer 10993-3.

litningafrávikspróf: Roð var leyst í frumuæti (3 cm2/ml) og 
hellt út á frumurækt, eftir þrjár klukkustundir var roðið fjarlægt. 
Frumum var síðan leyft að vaxa í nýju frumuæti án roðs í 24 
klukkustundir til viðbótar. Að lokum voru frumur litaðar með 
Giemsa-lit sem binst litningum.

Frumur úr eggjastokk hamsturs, 
Kína (chinese hamster ovary 
cells)

affrumað roð olli ekki sjáanlegri breytingu á lögun litninga 
miðað við neikvætt viðmið. Metið samkvæmt ISo-reglugerð 
númer 10993-12.

Örkjarnapróf (micronucleus assay). Vökva með roði (3 cm2/
ml) var sprautað (~≤20 ml/kg) í kviðarhol músa. Músunum var 
fórnað eftir 24 klukkustundir og sneiðar úr beinmerg skoðaðar 
í smásjá. 

Rauðkorn úr albínóamúsum, 
Sviss

affrumað roð olli ekki marktækri aukningu á smákjörnóttum 
rauðkornum, (p≤0,05). Metið samkvæmt ISo-reglugerð númer 
10993-3.

langtíma eitrunarpróf (subchronic toxicity test). Roðið 
(10  cm2) var grætt undir húð á rottum (n=20). Eftir 90 daga 
var rottunum sem fengu roð fórnað ásamt viðmiðunarhóp 
(n=20) sem fékk enga meðferð. Eitrunaráhrif voru metin með 
smásjárskoðun, þyngdarmælingum og blóðfræði.  

Albínóarottur affrumað roð grætt undir húð olli ekki marktækum 
eitrunaráhrifum miðað við viðmiðunarhóp (p≤0,05). Metið 
samkvæmt ISo reglugerð númer 10993-11.
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ljómun við vissar bylgjulengdir, í þessu tilviki var roðið örvað með 
488 nm ljósi (mynd 1d). Kjarnalitun (NucBlue, Life technologies) 
var neikvæð.

Vefjasamrýmanleiki 
Ýmis próf á lífsamrýmanleika roðsins voru framkvæmd af vott-
uðum rannsóknarstofum sérhæfðum í slíkum rannsóknum (Tox-
ikon, Massachusetts, Bandaríkjunum og Isotron Laboratories, 
Tullamore, Írlandi). Vefjasamrýmanleikapróf eru eitt af fjölmörg-
um skilyrðum eftirlitsstofnana fyrir markaðsleyfum. Öll próf á 
græðlingnum voru framkvæmd samkvæmt stöðlum Alþjóðlegu 
staðlasamtakanna (International Organization for Standardiza-
tion, ISO) (tafla I).

Rafdráttur á pólýakrílamíðgeli 
Til þess að greina bandvefsgerð roðsins var duftuðu roði blandað 
við glúkósastuðpúðalausn (0,2 M Tris, 0,4 M NaCl, 0,4 M CaCl2 
og 1 M glúkósi). Kollagenlausnir (Sigma-Aldrich, Missouri, 
Bandaríkjunum) ásamt próteinkvarða (protein ladder) (Thermo 
Fischer Scientific, Massachusetts, Bandaríkjunum) voru notaðar 
sem stærðarviðmið. Kollagenlausnirnar innihéldu annaðhvort 
kollagen I, einangrað úr rottuhala, eða kollagen II, einangrað úr 
hænubrjóski. Öllum sýnum var blandað saman við hleðslulausn 
(loading buffer) (62,5 mM Tris-HCl, 2% SDS, 10% glýseról, 5% 2-beta-
merkaftóetanól og 0,01% blátt brómófenól) í hlutföllunum 1:1 áður 
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Mynd 2. Próteinrafdráttur á pólíakrýlamíðgeli. (a) Stærðarviðmið. (b) Kollagen I. (c) 
Kollagen II. (d) Rafdráttarróf affrumaða roðsins einkennist af veiku bandi á bilinu 130­
115 kDa. (b-d) Aðalpróteinband roðsins er á stærðarbilinu 130­115 kDa og skarast við 
kollagen I og að hluta til kollagen II (n=3).

Mynd 3. IL-6, IL-10, IL-12 og TNF-α voru mæld í floti einkjörnunga eða stórát­
frumna með Elísuprófi. THP­1 frumur voru ýmist ómeðhöndlaðar (48 klst., neikvætt 
viðmið, gráar súlur), ræktaðar með affrumuðu roði án örvunar (48 klst.), for­örvaðar 
með IFNγ (3 klst.) og svo örvaðar með LPS (48 klst., jákvætt viðmið, hvítar súlur) eða 
örvaðar með IFNγ og LPS auk stoðefnis. Einnig voru THP-1 frumurnar þroskaðar yfir 
í stórátfrumur með formeðhöndlun með PMA (48 klst.) auk örvunar með LPS (48 klst., 
svartar súlur) með og án roðs. Enginn marktækur munur var á seytingu frumuboð­
anna milli meðferðarhóps og viðmiðunarhóps fyrir hverja rækt fyrir sig. Skekkjumörkin 
sýna staðalskekkju meðaltala 6 tilrauna (n = 6). *(p≤0,05)

en þeim var hlaðið á 15% pólýakrílamíðgel og þau rafdregin. Sýni 
voru rafdregin við 4°C og 70 volt í rúmar 120 mínútur (mynd 2).

Bólguvakapróf
Einkjörnungafrumulína af gerð THP-1 var keypt frá DSMZ, 

Leibnitz, Þýskalandi. THP-1 frumurnar voru ræktaðar í RPMI-
1640 frumuæti ásamt eftirfarandi íbætiefnum (Thermo Fischer 
Scientific): pensillíni (100 U/mL) og streptómýsíni (100 μg/mL) og 
hitaóvirkjuðu kálfasermi (10%). Einkjörnungum var sáð með þétt-
leikanum 5x105 frumur/cm2 í 24-holu bakka og ræktaðar í frumu-
ræktarskáp við 90% raka, 5% koltvíoxíð og 37°C. Frumur fengu 
þrjár mismunandi meðferðir (mynd 3) með eða án roðs: enga 
örvun, interferón gamma (IFNγ) (100 U/mL) og lípópólýsakkaríð 
(LPS) (0,75 μg/mL) (Sigma-Aldrich), eða forból-12-mýristat-13-ase-
tat (PMA) (50 ng/mL) (Calbiochem, Darmstadt, Þýskalandi) ásamt 
LPS (0,75 μg/mL). Einkjörnungar sem voru örvaðar fengu fyrst 
IFNγ í þrjár klukkustundir og síðan hringskífu (1 cm2) af roði 
ásamt LPS í 48 klukkustundir til viðbótar. Til að virkja einkjörn-
unga yfir í stórátfrumur fengu þær fyrst PMA í 48 klukkustundir. 
Stórátfrumurnar voru síðan örvaðar með LPS í 48 klukkustundir, 
með eða án hringskífu (1 cm2 = 0,024 g) af roði.21 Að lokum var 
lífvænleiki frumurækta metinn með XTT (2,3-bis-(2-metoxý-4-
nítró-5-súlfófenýl)-2H-tetrasólíum-5-karbóxanilíð) prófi (Biotium, 
Kaliforníu, Bandaríkjunum). Floti af frumuræktum var safnað og 
styrkur Interleukin-10 (IL-10), Interleukin-6 (IL-6), Tumor Necrosis 
Factor-alfa (TNFα) og Interleukin-12 (IL-12p40) mælt með Elísu-
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Mynd 4. Æða- og þvagbelgshimnupróf. Hænufóstur voru meðhöndluð með hýdró-
kortisóni og einu af eftirfarandi prófefnum (hringskífur, 6 mm í þvermál): filterpappír­
skífu vættri í afjónuðu vatni (neikvætt viðmið), filterpappírsskífu vættri með 1 µg/mL 
af VEGF (Jákvætt viðmið), affrumuðu roði vættu í afjónuðu vatni. (a) Í efri röðinni 
sjást myndir af svæðinu á æða­ og þvagbelgshimnunni þar sem sýnin voru lögð á í upp-
hafi. Í neðri röðinni er mynd af sama svæði á æða­ og þvagbelgshimnunni eftir að sýnin 
höfðu verið fjarlægð eftir 48 klukkustundir. (b) Súlurnar sýna hlutfallslega breytingu 
á fjölda æðagreina eftir 48 klukkustundir. Einhliða fervikagreinin gaf til kynna að 
það sé annars vegar marktækur munur á milli roðsins og neikvæða viðmiðsins og hins 
vegar á milli jákvæða viðmiðsins og neikvæða viðmiðsins, einkennt með * (p≤0,05). 
Skekkjumörkin sýna staðalskekkju meðaltala (n=3). (c) Súlurnar sýna hlutfallslega 
breytingu á flatarmáli æða eftir 48 klukkustundir. Skekkjumörkin sýna staðalskekkju 
meðaltala (n=3). Einhliða fervikagreining gaf til kynna að það sé marktækur munur á 
milli neikvæða viðmiðsins og roðsins, einkennt með *(p≤0,05).

prófi (R&D Systems, Minneapolis, Bandaríkjunum). Munur milli 
meðhöndlunar með roði og án var metinn með stúdents-T prófi og 
marktækur munur táknaður með *: p≤0,05. 

Æða­ og himnuþvagbelgspróf in vivo
Til að meta áhrif græðlingsins á æðamyndun in vivo var notað 
æða- og þvagbelgshimnupróf í hænufóstri (chick chorioallantoic 
membrane assay, chick CAM).22 Frjó hænuegg voru geymd í 7 daga 
í hitaskáp og prófefnum komið fyrir á mælisvæði sem var skil-
greint með plastskífu fyrir innan gat á skurninni. Öll prófefni sem 
sett voru á æða- og þvagbelgshimnuna voru fyrst sæfð með 96% 
etanóli, sem innihélt einnig hýdrókortisón (2,5 mg/mL) (Sigma-
Aldrich) síðan leyft að þorna. Filterpappírsskífur (Sigma-Aldrich) 
vættar með VEGF (1 μg/mL) (Thermo Fischer Scientific) í afjónuðu 
vatni voru notaðar sem jákvætt viðmið, skífur vættar með afjónuðu 
vatni sem neikvætt. Roðið var einnig vætt í afjónuðu vatni áður 
en það var sett á æða-og þvagbelgshimnuna. Myndir voru teknar 
með með víðsjá (Leica MZ7,5, Mayer Instruments, Houston, Banda-
ríkjunum) fyrir og eftir að prófefni voru sett á mælisvæði æða- og 
þvagbelgshimnunnar. Eftir 48 klukkustundir í hitaskáp voru eggin 
tekin út og prófefnin tekin af æða- og þvagbelgshimnunni. Teknar 
voru myndir af mælisvæðinu sem prófefnin voru í snertingu við 
(mynd 4a). Breyting á æðamyndun fyrir og eftir ísetningu próf-
efna var metin, annars vegar með því að telja æðagreinar innan 
tiltekins stærðarbils (mynd 4b) og hins vegar með því að meta hlut-
fallslega breytingu á flatarmáli æða (mynd 4c). ImageJ var notað til 
skerpa myndirnar til þess að auðvelda greinatalningu á æðum og 
meta hlutfall flatarmáls æða á æða- og þvagbelgshimnunni.

Niðurstöður

Bygging græðlingsins opin og trefjótt
Til að greina byggingu affrumaða roðsins og athuga hvernig hún 
hentar fyrir innvöxt frumna var stuðst við þrjár mismunandi 
myndgreiningaraðferðir: rafeindasmásjá, ljóssmásjá og confocal-
smásjá. Rafeinda- og ljóssmásjármyndir af þverskurði roðsins 
sýna að það er holótt en við jaðarinn er efnið þéttast (mynd 1a-c). 
Engar frumur sjást á myndum teknum með rafeindasmásjá (mynd 
1a-b) og engir kjarnar sjást í ljóssmásjá, sem gefur til kynna að allar 
frumur hafi verið fjarlægðar úr roðinu (mynd 1c). Mynd tekin með 
confocal-smásjá sýnir að roðið virðist vera byggt upp af þráðum 
sem snúa hornrétt hverjir á aðra svipað og í ofnu klæði (mynd 1d). 
Allar aðferðir við myndgreiningu voru framkvæmdar að minnsta 
kosti þrisvar (n=3).

Græðlingurinn er skaðlaus 
Eftirfarandi próf á vefjasamrýmanleika græðlingsins voru fram-
kvæmd af óháðum aðilum undir stöðluðum aðstæðum (tafla I): 
3-(4,5-ímetýlþíasól-2-ýl)-2,5-dífenýltetrasólíum-próf (MTT) gaf til 
kynna að roðið hefði ekki marktæk áhrif á lifun frumna (MTT-próf, 
tafla I). Niðurstöður minimum essential medium-prófs (MEM) gaf 
til kynna að roðið hefði ekki sjáanleg áhrif á lögun frumna (MEM-
próf, tafla I). Þegar roðið var grætt í kanínuvöðva greindust engin 
sjáanleg eitrunaráhrif en merki um vægt bólgusvar greindist í upp-

hafi (ígræðsla í vöðva, tafla I). Roðið hafði ekki áhrif á bólgusvar 
í húð kanína (prófun á ertingu húðar, tafla I) og framkallaði ekki 
ofnæmisviðbrögð í húð naggrísa (Buehler-próf, tafla I). Magn inn-
eiturs (endotoxin) í roðinu var mælt og reyndist vera innan viðmið-
unarmarka (inneiturspróf, tafla I). Uppleyst roð sem gefið var í æð 
á tilraunadýrum reyndist hvorki vera eitrað í músum (vökvi í æð, 
tafla I) né kanínum (sótthitapróf, tafla I). Hvað krabbameinsvald-
andi áhrif varðar hafði roðið ekki marktæk (p≤0,05) áhrif á tíðni 
stökkbreytinga í bakteríum (Ames-próf, tafla I) og ekki sjáanleg 
áhrif á form litninga í frumuræktun (litningafrávikspróf, tafla 
I). Roðið hafði heldur ekki marktæk (p≤0,05) áhrif á aukningu 
örkjarna við mergfrumuskiptingar í músum (örkjarnapróf, tafla 
I). Engin eitrunaráhrif mældust þegar roðið var sett undir húð á 
rottum í 90 daga (subchronic toxicity próf, tafla I). Niðurstöður 
vefjasamrýmanleikaprófanna sýna að græðlingurinn er skaðlaus.

Græðlingurinn inniheldur kollagen I
Kollagen II er samsett úr þremur α1 (130 kDa) peptíðkeðjum, 
kollagen I er samsett úr tveimur α1 peptíðkeðjum og einni α2 (115 
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kDa) peptíðkeðju23 og eru rafdráttarróf kollagens I og kollagens II 
í samræmi við það. Rafdráttur á roði sýnir dauft band í kringum 
stærðarbilið 115-130 kDa sem talið er að svari til α1 og α2 undir-
eininga kollagens I (n=3) (mynd 2). 

Græðlingurinn hafði ekki marktæk áhrif á seytingu bólguvaka
Engin marktæk breyting varð á seytingu IL-10, IL-12p40, IL-6 eða 
TNF-α milli eftirtalinna para af hópum: einkjörnunga sem fengu 
roð eða enga meðferð (mynd 3a), einkjörnunga sem fengu roð 
ásamt örvun með LPS eða enga meðferð (mynd 3b), stórátfrumna 
sem fengu roð ásamt örvun með LPS eða enga meðferð (mynd 
3c). Affrumað roð hafði auk þess engin marktæk áhrif á lífvæn-
leika stórátfrumna miðað við niðurstöður XTT-prófs (sjá viðauka 
á heimasíðu blaðsins). 

Græðlingurinn hafði marktæk áhrif á æðamyndun
Marktæk aukning var á fjölda æðagreina á æða-og þvagbelgs-
himnum kjúklingafóstra sem fengu roð (p≤0,01) (mynd 4a-b) og 
einnig á flatarmáli æða á æða- og þvagbelgshimnunni sem var í 
snertingu við roð (p≤0,01) (mynd 4a og 5c).

Umræða

Markmið verkefnisins var að athuga hvort affrumað roð er öruggt 
fyrir klíníska notkun og athuga nánar eðliseiginleika roðsins sem 
eru taldir skipta máli fyrir vefjaviðgerðir. Bygging og próteinsam-
setning roðsins var metin með smásjárskoðunum og próteinraf-
drætti. Áhrif roðsins á bólgusvar frumna var athuguð með in vitro 
tilraunum og áhrif á æðamyndun með in vivo líkani.

Smásjárskoðun. Græðlingurinn var skoðaður með þremur 
mismunandi myndgreiningaraðferðum (myndir 1a-d) og gefa þær 
allar til kynna að engar frumur sé að finna í roðinu. Þessar myndir 
staðfesta að affrumunarfasi framleiðslunnar á roðinu hefur tilætl-
aða verkan. Í vefjalitun binst eosín próteinunum ósértækt (mynd 
1c). Á myndum af roðinu með confocal-smásjá sjást bandvefs-
þræðir sem raðast hornrétt hverjir á aðra. Roðsýnið var örvað 
með 488 nm ljósi í confocal-smásjánni og gaf við það frá sér ljós 
á bilinu 505-525 nm (mynd 1d). Millifrumuefni gefur frá sér sjálf-
virka flúrljómun sem kemur aðallega frá elastíni og kollageni.24 Á 
rafeindasmásjármyndunum má sjá hólfaskiptinguna í efninu og 
smásæja byggingu þess (mynd 1a-b). Þræðirnir í roðinu minna á 
byggingu kollagenþráða (mynd 1b og 1d). Hólfaskiptingin vakti 
vonir um að roðið gæti myndað hagstæðan grundvöll fyrir inn-
vöxt og bólfestu fyrir frumur líkamans (mynd 1a-c).

Próteinrafdráttur. Rafdráttarrófi roðsins svipar til rafdráttar-
rófs kollagens I sem er algengasta gerð kollagens í húð manna.25 Ef 
roðið innihéldi aðallega kollagen II væri þess að vænta að sjá band 
við stærðarbilið 130 kDa þar sem kollagen II er samsett úr þremur 
α1 peptíðkeðjum.26 Önnur ástæða þess að kollagen II er ekki talið 
vera til staðar í roðinu er að anti-kollagen II mótefni mælast ekki í 
sermi músa sem voru bólusettar með uppleystu roði.27 

Vefjasamræmanleiki. Niðurstöður prófana á eitrunaráhrifum 
roðsins sem framkvæmdar voru af vottuðum og þar til bærum 

rannsóknarstofum sýna að roðið er skaðlaust (tafla I). Kerfi þeirra 
stofnanna sem veita markaðsleyfi fyrir lækningavörur byggja á 
sérstökum ISO-stöðlum um vefjasamræmanleika og skilgreina 
þeir aðferðir sem sýna með óyggjandi hætti fram á skaðleysi. Í 
töflu I eru ýmsum vefjasamrýmanleikaprófum lýst, allt frá ein-
földum prófunum þar sem efnið er leyst upp og penslað á húð 
dýra, í rannsóknir á litningum og músamerg. Niðurstaðan er sú 
að affrumað roð er skaðlaust. Þessi grein fjallar um notkun roðsins 
á rofna húð en til þess að uppfylla reglugerðarákvæði um notkun 
í ígræðslur þarf að framkvæma fleiri vefjasamrýmanleikapróf. 
Meðal annars svokallað subchronic toxicity test próf sem sýndi ekki 
fram á eitrunaráhrif (tafla I). 

Bólguvakapróf. Óeðlilega hár styrkur bólguboðefna er meðal 
þess sem einkennir þrálátt sáraástand.28 Það er því mikilvægt að 
lækningavörur ætlaðar til meðhöndlunar á þrálátum sárum örvi 
ekki bólgusvar. Engin marktæk áhrif á bólgusvar greindust þegar 
roðið var sett í tæri við kanínuhúð (tafla I) og niðurstöður Elísu-
prófs á seytingu frumuboða bendir til þess að roðið hafi ekki telj-
andi áhrif á bólgusvar í einkjörnungum né stórátfrumum (mynd 
3a-c). Vægt bólgusvar sem sást þegar roðið var grætt við vöðva 
kanína (tafla I) á fyrstu vikum ígræðslu er eðlilegt þegar um fram-
andi hlut er að ræða og í samræmi við það sem áður hefur verið 
lýst við ígræðslu hliðstæðra stoðefna í vöðva.29 

Æðamyndun. Nýmyndun æða er nauðsynleg til að byggja upp 
nýjan vef í sárum30 og því er æskilegt að græðlingur stuðli að eða 
hindri ekki nýmyndun æða. Roðið hafði marktæk örvandi áhrif á 
æðamyndun í hænufóstri (mynd 4a-c). Óljóst er hvort þessi eigin-
leiki roðsins til að örva æðamyndun sé tilkominn vegna æðavaxt-
arþátta eða fólginn í byggingu roðsins. Mögulegt er að þessi virkni 
sé ástæða þess að sár meðhöndluð með affrumuðu þorskroði 
lokast fyrr en sár meðhöndluð með affrumuðum svínaþörmum 
eins og áður var nefnt.

Lokaorð

Affrumaða þorskroðið gæti búið yfir fleiri ókönnuðum eigin-
leikum sem stuðla að sáragróanda og þá sérstaklega eiginleikum 
sem tengjast fituinnihaldi efnisins. Vegna sjúkdómasmithættu31 
þarf að nota harkalegri aðferðir til að affruma samkeppnisvörur 
úr spendýravef, sem veldur því að fiturnar eru fjarlægðar úr vefn-
um.32 Þekkt er að þurrvigt roðs úr Atlantshafsþorskinum saman-
stendur aðallega af próteinum og fitu.33 Fituinnihald hins affrum-
aða roðs hefur verið staðfest og er unnið að birtingu þeirra gagna. 
Omega-3 fitusýrur eru taldar geta temprað óeðlilegt bólguástand 
í þrálátum sárum34 og gætu því verið mikilvægar fyrir eiginleika 
roðsins til að örva sáragróanda. 

Á heildina litið sýna niðurstöðurnar sem hér hafa verið til um-
fjöllunar að affrumað roð er skaðlaust, vel vefjasamrýmanlegt og 
býr yfir eiginleikum sem styðja vefjaviðgerð. Framtíðarrannsóknir 
á roðinu felast meðal annars í því að efnagreina hið affrumaða 
roð, og þá aðallega fituinnihald. Einnig standa yfir samanburðar-
rannsóknir við samkeppnisvörur á markaði sem allar eru unnar 
úr spendýrum. Ýmis rannsóknarverkefni á affrumuðu roði eru nú 
í bígerð, bæði grunn- og klínískar rannsóknir. Þessar rannsóknir 
munu varpa betra ljósi á eiginleika roðsins fyrir enduruppbygg-
ingu líkamsvefja. 
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 ENgLISH SUMMArY 

introduction: Acellular fish skin of the Atlantic cod (Gadus morhua) is 
being used to treat chronic wounds. The prevalence of diabetes and 
the comorbidity of chronic wounds is increasing globally. The aim of the 
study was to assess the biocompatibility and biological characteristics 
of acellular fish skin, important for tissue repair. 
Materials and methods: The structure of the acellular fish skin was 
examined with microscopy. Biocompatibility of the graft was conducted 
by a specialized certified laboratory. Protein extracts from the material 
were analyzed using gel electrophoresis. Cytokine levels were measured 
with an enzyme linked immunosorbent assay (ELISA). Angiogenic 
properties were assessed with a chick chorioallantoic membrane (chick 
CAM) assay.

Results: The structure of acellular fish skin is porous and the material is 
biocompatible. Electrophoresis revealed proteins around the size 115-
130 kDa, indicative of collagens. The material did not have significant 
effect on IL-10, IL-12p40, IL-6 or TNF-α secretion from monocytes or 
macrophages. Acellular fish skin has significant effect on angiogenesis 
in the chick CAM assay.
Conclusion: The acellular fish skin is not toxic and is not likely to pro-
mote inflammatory responses. The graft contains collagen I, promotes 
angiogenesis and supports cellular ingrowth. Compared to similar 
products made from mammalian sources, acellular fish skin does not 
confer a disease risk and contains more bioactive compounds, due to 
less severe processing.
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