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Inngangur: Affrumad rod Atlantshafsporsks (Gadus morhua) hefur verid
notad undanfarin ar til medhdéndlunar a pralatum sarum. Tidni sykursyki
hefur aukist mikid i heiminum en ein af afleidingum hennar eru pralat sar.
Markmid rannséknanna var ad kanna vefjasamrymanleika og eiginleika
sem skipta mali fyrir nytingu rodsins til vidgerdar a likamsvef.

Efnividur og adferdir: Bygging affrumads rods var metin med smasjar-
skodun. Mat & vefjasamrymanleika graedlingsins var framkveemd af vott-
adri sérhaefdri rannséknarstofu. Préteinhluti efnisins var kannadur med
proteinrafdraetti. Seyting frumubodanna interleukin-10 (IL-10) og IL-12p40,
IL-6 og TNF-a fra einkjérnungum (monocytes) eda stératfrumum (mac-
rophages) i uppleystum préteinhluta efnisins var meeldur med Elisu-profi.
Ahnrif rodsins 4 nymyndun zeda in vivo var metin med zeda- og pvagbelgs-
himnulikani i heenuféstrum.

Nidurst6dur: Smasjarmyndir syna ad bygging affrumads rods er holott.
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Efnid stédst 6ll vefjasamrymanleikaprof. Vid rafdratt préteinsynis komu i
ljés proétein & steerdarbilinu 115-130 kDa sem er einkennandi fyrir bandvef.
Rodid reyndist ekki hafa marktaek ahrif & seytingu IL-10, IL-12p40, IL-6 eda
TNF-a fra einkjérnungum eda stératfrumum. Graedlingurinn hefur mark-
teek 6rvandi ahrif & edamyndun i e2da- og pvagbelgshimnulikani.
Alyktun: Nidurstédurnar syna ad affrumad rod er skadlaust og veldur
ekki bélgusvari. Graedlingurinn inniheldur medal annars bandvef likt og
mannshud. Affrumad rod hefur marktaek 6rvandi ahrif & sedamyndun og
smasjarmyndir af byggingu rodsins syna ad hun sé vel til pess fallin ad
stydja innvoxt frumna. Samanburdarrannsékn sem hefur verid birt, tvi-
blind og slembir6dud, syndi ad sar medhondlud med affrumudu rodi greru
hradar en sar medhondlud med stodefni Ur svinavef. Liklegt er ad asteeda
pessa baetta saragréanda sé medal annars vegna eiginleika rodsins sem
hér er lyst.
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Inngangur

Arid 2014 gaf Matveela- og lyfjastofnun Bandarikjanna
(Food and Drug Administration, FDA) islenska nyskop-
unarfyrirteekinu Kerecis markadsleyfi til solu a af-
frumudu porskrodi eetludu til medhondlunar & sarum.
Markadsleyfi & Evrépska efnahagssvaedinu fylgdi i
kjolfario, veitt af par til beerri samevrdépskri stofnun.
[ &rsbyrjun 2015 gaf sjukrasamlag bandariska heil-
brigdisraduneytisins ut sérstakan endurgreidslulykil
fyrir voruna sem settur er i gagnagrunn sjuikrasamlaga
par vestra.! Veiting 4durnefndra vidurkenninga er had
strongum kréfum um oryggi og gagnsemi 1 kliniskri
notkun.

Greedlingurinn er markadssettur undir vorumerk-
inu Kerecis Omega3 Wound. Um er ad reeda affrum-
adan fjargreedling en islensku heitin sem hafa verid
notud fyrir mismunandi tegundir greedlinga eru:

i. samgreaedlingur (autograft, vefur fluttur 4 milli
stada & sama einstaklingi),

ii. moétgraedlingur (allograft, vefur fluttur milli ein-

staklinga) og

iii. fjargraedlingur (venograft, vefur fluttur fra dyri).

Forsendur markadsleyfa eftirlitsadila eru ytarlegar
profanir til ad stadfesta virkni og Oryggi vorunnar.
Framleidsla parf jafnframt ad uppfylla stadla um goda
framleidsluheetti. Rannsoknir sem liggja ad baki ofan-
greindum markadsleyfum eru toluverdar og er atlunin
a0 gera grein fyrir nokkrum peirra i pessari grein — og
jafnframt ad sedja frodleiksporsta visindasamfélags-
ins um hvad felst { ofangreindum aféngum. { ljési

umfangsmikillar rannséknaraeetlunar sem stendur yfir
til a0 stadfesta enn frekar virkni teekninnar, er einnig
mikilveegt ad greidur adgangur sé ad peim gognum sem
til eru.

Kerecis Omega3 hefur verid  notkun sidan 2010, fyrst
til rannsékna og sidan til medhondlunar 4 praldtum
sdrum. Tviblind, slembir60ud samanburdarrannsékn
4 162 sdrum syndi ad sdr medhéndlud med affrumudu
fiskirodi gréa fyrr en siar medhondlud med sambeeri-
legum voérum tr svinapérmum.? Meginmunurinn &
vérunum tveimur er fituinnihaldid.’ Talsverd heetta er 4
smiti milli spendyra og eru spendyra-fjargraedlingar pvi
medhondladir med sterkum sdpum til ad fjarlegja sem
mest af efnum sem gaetu borid veirur. Eftir slika vinnslu
stendur pvi eftir bandvefurinn einn.* Par sem ekki er
talin heetta 4 sjakdémasmiti milli fiska og manna er
sdpun miklu minni & porskrodi Kerecis og inniheldur
hid affrumada porskrod pvi ekki einungis bandvef
heldur einnig fitur, par med talid fjslémettadar fitusyrur
en handrit med pessum nidurst6dum er { bigerd. Fitu-
innihaldid er ein af dsteedunum fyrir pvi ad farid var ad
nota rodid sem sdravoru. Omega-3 fitusyrur hafa verid
tengdar vid bélguminnkandi 4hrif° og einnig hamlandi
ahrif 4 beedi bakteriur® og veirur.’

Prélat eru pau sar sem gréa ekki pratt fyrir ad orsok
peirra hafi verid leidrétt. Deemi um slikt er pegar slag-
a@dafleedi er lagad hjad sjuklingi med adasjukdém eda
truflun a bl6dsykri leidrétt hjd sykursykisjuklingi.’ Porf
er 4 nyjum adferdum til medferdar 4 pralatum sarum og
pvi mikill dhugi & ad préa ny medferdardrraedi. Asted-
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Mynd 1 (a-b). Raf-
eindasmdsjdrmyndir af pver-
skurdi affrumads rods. (a) [
rodinu sjdst rasir og got en pad
er péttara d jadrinum. Kvarda-
stika er 100 um. (b) Preedir

i rodinu eru bersynilegir vid
meiri staekkun. Kvardastika er
einn pm. (c) Ljossmdsjarmynd
af pverskurdi affrumads rods
eftir vefjalitun. Rodid er holott
ad innan. Kvardastika er 100
um. (d) Mynd af yfirbordsfleti
rodsins tekin med confocal-
smdsjd. Sjalfvirk fliirliémun
var nyjtt til ad fa mynd af
byggingu rodsins. Kjarnalitun
var neikvaed. Bygging hins
affrumada rods samanstendur
af logum af pradum sem snila
poert hverjir 4 adra. Kvarda-
stika er 50 pm.

an er, auk haekkads ddnaraldurs, ad algengi sykursyki { heiminum
hefur aukist gridarlega og er oft talad um faraldur i pvi sambandi.’
bralét sar eru algengur fylgikvilli sykursyki, fjolmennustu aldurs-
héparnir eru ekki ennpd ordnir gamlir svo buist er vid ad slikum
fylgikvillum fj6lgi. Pannig f4 um 15% allra sykursykisjiklinga ein-
hvern tima fétasdr, en pau eru algengasta orsok aflimunar féta.l’
Eftirspurn eftir medhondlunaradferdum & préldtum sarum hefur
pvi aukist mikid" og stodefni dr rodi er eetlad ad meeta peirri eftir-
spurn. Hingad til hafa 61l stodefni af pessu tagi verid gerd tr spen-
dyravef.”? Pau eru medal annars notud til ad medhondla sér, til vid-
gerda 4 kvidarholsvegg, uppbyggingar 4 brjéstum eftir brjéstndm
og til vidgerda & heilabasti.® Préfanir 4 affrumudu rodi til med-
hondlunar & heilabasti { kindum hafa gefid géda raun.**
Framleidsla affrumada rodsins felst 1 pvi ad fjarleegja varlega
med soltum allar frumur rodsins pannig ad sem minnst sé hreyft
vid nattarulegri byggingu rodsins og efnasamsetningu. Rodid fer i
gegnum stadlad framleidsluferli sem felst { affrumun, frostpurrkun
og daudhreinsun, annadhvort med etylenoxidi eda gammageislun.
Einkum er 16g0 ahersla a ad halda fitusyrum rodsins eftir en talid
er ad virkni peirra skapi sérstodu vorunnar og beettan saragro-
anda. Affrumada rodid er um pad bil einn millimetri ad pykkt og
bygging pess ekki eins og 6lik mannshud og eetla meetti.’® Rodid
samanstendur af premur 16gum eins og htid manna; yst er yfirhag,
par fyrir nedan ledurhtd og sidan hudbedur. Ledur- og htidbeds-
lag rods er bandvefur sem er sterkur og jafnframt teygjanlegur.'®
Meginmunurinn a byggingu rods og mannshudar er ad hornlag
(keratinlag) er varla til stadar 1 yfirhtdarlagi rodsins og i rodinu er
hreistur i stad hara'” sem er fjarleegt vid framleidslu rodsins.
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Edlilegt ferli saragréanda skiptist 1 fjogur stig sem skarast:
storkufasa, bolgufasa, vaxtarfasa med myndun holdfyllingar og
ad lokum umbyggingu og myndun 6rvefs. [ pralatum sarum er
boélgufasinn vidvarandi. Borid saman vid edlileg sar einkennast
pralat sar af eydingu millifrumuefnis, feerri frumuskiptingum,
feerri vaxtarpattum og mikilli préteinasavirkni!® Aukio iskrid
bolgufrumna 1 pralatum sarum leidir til meiri styrks proéteinasa
sem brjota nidur millifrumuefni, vaxtarpeetti, prétein og vid-
taka, og koma par med i veg fyrir edlilegan saragréanda.”” Pegar
stodefnum tr bandvef er komid fyrir i pralatum sarum er almennt
talid ad stodefnin studli ad endurmyndun vefja med pvi ad tempra
proteinasavirkni og stydja vid vefjauppbyggingu.

Markmi® rannséknanna var ad kanna vefjasamrymanleika af-
frumads porskrods og eiginleika sem skipta mdli fyrir nytingu
pess til vidgerdar 4 likamsvef.

Efnividur og adferdir

Duftun

Affrumudu rodi (Kerecis™ Omega3 Wound, Kerecis ehf, fsa-
firdi) var dyft i fljétandi kofnunarefni og duftad med Mikro-Dis-
membrator S (Sartorius, Gottingen, Pyskalandi) i Nyskdpunarmio-
stod Tslands.

Smdsjdrmyndir

Syni af affrumudu rodi voru undirbuin fyrir skodun og mynda-
toku med rafeindasmasja af gerdinni Supra 25 (Leo Electron Mic-
roscopy Ltd, Cambridge) hj4 Nyskopunarmidstod fslands (mynd



Tafla . Yfirlit yfir vefiasamrymanleikaprof & rodinu. Oll préf voru framkvaemd af Toxicon fyrir utan inneitursprofid (endotoxin test) sem var framkvaemt af Isotron Laboratories.

Heiti og stutt lysing préfs

MTT-préf: MTT -(3-(4,5-imetylpiasol-2-yl)-2,5-difenyltetra-
s6lium) asamt affrumudu rodi var leyst i frumueeti (3 cm?/

ml) og latid Ut & frumuraekt i 24 klukkustundir. Lifandi frumur
briéta MTT nidur. Nidurbrotsafurd MTT er meeld med ljosmeeli.

Tilraunalifverur

L929 fibréblastar ur misum
(stofn: C3H)

Nidurstodur

Affrumad rod hafdi ekki neikvaed ahrif a lifun L929
fibréblasta: 79% frumna voru lifandi eftir medferd med rodinu
midad vid frumur sem fengu sdmu medferd an rods. Metid
samkvaemt ISO-reglugerd nimer 10993-5.

MEM-préf: MEM (Minimum Essential Medium) frumuaeti sem
innihélt rod (8 cm?/ml) var 1atid ut & frumraekt sem haféi nad
fullri pekju i 0, 24 eda 48 klukkustundir. Eitrunarahrif voru
metin med pvi ad skoda form og I6gun frumna.

L929 fibroblastar einangradir ur
musum (stofn: C3H)

Affrumad rod haféi ekki sjaanleg ahrif a I6gun L929
fibréblasta. Metid samkvaemt ISO-reglugerd nimer 10993-5.

Vokvi i 229 (systemic toxicity test): Rod (30 cm?) var leyst
upp i vékva og gefid i a8 (2 ml/min, ~<50 ml/kg) musa.
Mysnar voru vigtadar adur en ad peer fengu vokva i aed og
aftur eftir 24, 48 og 72 klukkustundir.

Albinéamys, Sviss

Affrumad rod gefid i @20 musa reyndist ekki eitrad. Allar mys
pyngdust edlilega og engin sjaanleg merki um eitrunarahrif.
Metid samkvaemt ISO-reglugerd nimer 10993-5.

igraedsla i vodva: Reemum (1X10 mm) af rodi var komid
fyrir & védvum (paravertebral) musa. Mysnar voru latnar bera
igreedda rodid i eina viku. Ahrif voru metin med pvi ad skoda
vefjasyni i [jossmasja.

Albindamys, Sviss

Affrumad rod greett i vodva musa olli ekki eitrunarahrifum.
Paéd olli hins vegar vaegu bolgusvari midad vid neikvaett
vidmid. Metid samkvaemt ISO-reglugerd nimer 10993-5.

Sétthitaprof (pyrogenicity test): Rod uppleyst i vokva (3
cm?/ml) var gefid i a8 (~<10 ml/kg) & kaninum. Likamshiti
kaninanna var mzeldur rétt adur en peer voru sprautadar
og sidan med 30 minutna millibili i prjar klukkustundir eftir
sprautun.

Hvitar kaninur, Nyja-Sjaland

Affrumad rod gefid i 29 olli ekki sétthita i kaninum.
Likamshiti haekkadi ekki umfram 0,5°C i neinni kaninu. Metid
samkvaemt ISO-reglugerd nimer 10993-11.

Inneitursprof (endotoxin test): Rod (21 cm?) var sett i 200
ml af vatni i 15 minGtur vid 37°C. Magn inneiturs (EU/ml) var
si®an meelt i flotinu sem rodid var i.

Magn inneiturs i affrumudu rodi mezeldist innan
vidmidunarstadla. Vidmidunarstadlarnir midad vid ad ekki sé
meira af inneitri en 20 EU/profefni.

Préfun a ertingu hudar (irritation test): Rodi (6,25 cm?) var
komid fyrir 4 hid i fjérar klukkustundir. Svaedi hudar par sem
rodid var lagt & var skodad 1, 24, 48 og 72 klukkustundum
eftir ad rodid var fiarleegt.

Hvitar kaninur, Nyja-Sjaland

Affrumad rod veldur ekki boélgusvari i hud kanina. Hud
sem bar rod syndi engin merki um roda eda bjug eftir 72
klukkustundir. Metid samkvaemt ISO-reglugerd nimer 10993-10.

Buehler-prof a naemi hadar (Buehler sensitization test):
Rodi (6,25 cm?) var komid fyrir & hud i 6 klukkustundir. Sveedi
hadar sem var i snertingu vid rodid var skodad 24 og 48
klukkustundum eftir ad rodid hafdi verid fiarleegt.

Albindanaggrisir

Affrumad rod olli ekki aukningu i naeemi hudar naggrisa
midad vid vidmidunarstadla. Metid samkvaemt ISO-reglugerd
ndmer 10993-10.

Ames-stokkbreytingarprof: Bakteriustofnarnir sem notadir
voru bua yfir stokkbreytingum sem valda pvi ad peir geta
ekki myndad histidin eda tryptofan. Bakteriustofnunum var
komid fyrir i seti sem er snautt af fyrrnefndum aminésyrum
med eda an rods (3 cm?ml) og sad & skalar. Skalar voru
geymdar vid 37+1°C i um 70 klukkustundir og eftir pad voru
bakteriupyrpingar & skalunum taldar.

Salmonella typhimurium og
Escherichia coli

Affrumad rod leiddi ekki til marktaekrar aukningar a tiéni
stokkbreytinga (p<0,05). Metid samkvaemt ISO-reglugerd
ndmer 10993-3.

Litningafraviksproéf: Rod var leyst i frumuaeti (3 cm?/ml) og
hellt Ut & frumuraekt, eftir prjar klukkustundir var rodid fjarleegt.
Frumum var sidan leyft ad vaxa i nyju frumuzeti an rods i 24
klukkustundir til vidbétar. Ad lokum voru frumur litadar med
Giemsa-lit sem binst litningum.

Frumur Ur eggjastokk hamsturs,
Kina (chinese hamster ovary
cells)

Affrumad rod olli ekki sjaanlegri breytingu a 16gun litninga
midad vid neikvaett vidomid. Metid samkveemt ISO-reglugerd
ndmer 10993-12.

Orkjarnapréf (micronucleus assay). Vokva med rodi (3 cm?/
ml) var sprautad (~<20 ml/kg) i kvidarhol misa. Mdsunum var
férnad eftir 24 klukkustundir og sneidar Ur beinmerg skodadar
i smasja.

Raudkorn ar albinbamusum,
Sviss

Affrumad rod olli ekki marktaekri aukningu & smakjornéttum
raudkornum, (p<0,05). Metid samkvaemt ISO-reglugerd numer
10993-3.

Langtima eitrunarprof (subchronic toxicity test). Rodid
(10 cm?) var graett undir hud a rottum (n=20). Eftir 90 daga
var rottunum sem fengu rod férnad asamt vidmidunarhép
(n=20) sem fékk enga medferd. Eitrunarahrif voru metin med
smasjarskodun, pyngdarmaelingum og blédfreedi.

Albinéarottur

Affrumad rod greett undir hid olli ekki marktaekum
eitrunarahrifum midad vid vidmidunarhép (p<0,05). Metid
samkvaemt ISO reglugerd numer 10993-11.

la-b). Fyrir myndatoku med ljossmasja af gerdinni Leica DMIRB
(Kerfisliffreedisetur, Haskoli slands) voru syni af rodinu fest med
10% formalini og sidan litud med hematoxylini og eosini undir
stooludum adsteedum hja Vefjarannsdknarstofunni i Reykjavik

(mynd 1c).

Fyrir myndatéku med confocal-smasja af gerdinni

Olympus FV1200 (Lifvisindasetri Haskola Islands) voru syni af
rodinu fest 1 10% formalini. Ekki purfti ad lita r00id fyrir skodun
med confocal-smasja par sem rodid gefur fra sér sjalfvirka flur-
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Mynd 2. Préteinrafdrdttur d péliakrylamidgeli. (a) Staerdarviomid. (b) Kollagen I. (c)
Kollagen I1. (d) Rafdrdttarrdf affrumada rodsins einkennist af veiku bandi d bilinu 130-
115 kDa. (b-d) Adalpréteinband rodsins er d steerdarbilinu 130-115 kDa og skarast vid
kollagen I og ad hluta til kollagen IT (n=3).

ljdomun vid vissar bylgjulengdir, i pessu tilviki var rodid 6rvad med
488 nm lj6si (mynd 1d). Kjarnalitun (NucBlue, Life technologies)
var neikveed.

Vefjasamrymanleiki

Ymis prof & lifsamrymanleika rodsins voru framkvaemd af vott-
udum rannsoknarstofum sérheefdum 1 slikum rannséknum (Tox-
ikon, Massachusetts, Bandarikjunum og Isotron Laboratories,
Tullamore, Irlandi). Vefjasamrymanleikaprof eru eitt af fjslmorg-
um skilyrdum eftirlitsstofnana fyrir markadsleyfum. Oll prof &
greedlingnum voru framkveemd samkveemt stoolum Alpjodlegu
stadlasamtakanna (International Organization for Standardiza-
tion, ISO) (tafla I).

Rafdrdttur d pélyakrilamidgeli

Til pess a0 greina bandvefsgerd rodsins var duftudu rodi blandad
vid glukdsastudpudalausn (0,2 M Tris, 0,4 M NaCl, 0,4 M CaCl,
og 1 M glukosi). Kollagenlausnir (Sigma-Aldrich, Missouri,
Bandarikjunum) asamt préteinkvarda (protein ladder) (Thermo
Fischer Scientific, Massachusetts, Bandarikjunum) voru notadar
sem steerdarviomiod. Kollagenlausnirnar innihéldu annadhvort
kollagen I, einangrad ur rottuhala, eda kollagen II, einangrad ur
heenubrjéski. Ollum synum var blandad saman vid hledslulausn
(loading buffer) (62,5 mM Tris-HCl, 2% SDS, 10% glyserdl, 5% 2-beta-
merkaftéetandl og 0,01% blatt bromoéfenol) 1 hlutfsllunum 1:1 adur
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Mynd 3. IL-6, IL-10, IL-12 og TNF-a voru meeld i floti einkjérnunga eda stordt-
frumna med Elisuprifi. THP-1 frumur voru ymist émedhondladar (48 kist., neikvaett
vidmid, grdaar sulur), rektadar med affrumudu rodi dn 6rounar (48 kist.), for-6rvadar
med IFNy (3 klst.) og svo 6rvadar med LPS (48 klst., jakvaett vidmid, hvitar siilur) eda
drvadar med IFNy og LPS auk stodefnis. Einnig voru THP-1 frumurnar proskadar yfir
i stordtfrumur med formedhondlun med PMA (48 kist.) auk 6rounar med LPS (48 klst.,
svartar sulur) med og dn rods. Enginn marktaekur munur var d seytingu frumubod-
anna milli medferdarhops og vidmidunarhdps fyrir hverja raekt fyrir sig. Skekkjumdorkin
syna stadalskekkju medaltala 6 tilrauna (n = 6). *(p<0,05)

en peim var hladid a 15% polyakrilamidgel og pau rafdregin. Syni
voru rafdregin vid 4°C og 70 volt i rimar 120 minatur (mynd 2).

Bolguvakapréf

Einkjérnungafrumulina af gerd THP-1 var keypt fra DSMZ,
Leibnitz, Pyskalandi. THP-1 frumurnar voru raektadar i RPMI-
1640 frumueeti dsamt eftirfarandi ibeetiefnum (Thermo Fischer
Scientific): pensillini (100 U/mL) og streptémysini (100 ug/mL) og
hitadvirkjudu kalfasermi (10%). Einkjérnungum var sad med pétt-
leikanum 5x105 frumur/cm?2 i 24-holu bakka og reektadar 1 frumu-
reektarskap vio 90% raka, 5% koltvioxid og 37°C. Frumur fengu
prjar mismunandi medferdir (mynd 3) med eda an rods: enga
orvun, interferén gamma (IFNy) (100 U/mL) og lipépdlysakkarid
(LPS) (0,75 pg/mL) (Sigma-Aldrich), eda forbdl-12-myristat-13-ase-
tat (PMA) (50 ng/mL) (Calbiochem, Darmstadt, Pyskalandi) asamt
LPS (0,75 ug/mL). Einkjornungar sem voru orvadar fengu fyrst
IFNy i prjar klukkustundir og sidan hringskifu (1 cm2) af rodi
asamt LPS 1 48 klukkustundir til vidbétar. Til ad virkja einkjorn-
unga yfir 1 storatfrumur fengu peer fyrst PMA 1 48 klukkustundir.
Stératfrumurnar voru sidan 6rvadar med LPS i 48 klukkustundir,
med eda an hringskifu (1 cm2 = 0,024 g) af rodi.21 AJ lokum var
lifveenleiki frumureekta metinn med XTT (2,3-bis-(2-metoxy-4-
nitro-5-sulfofenyl)-2H-tetrasolium-5-karboxanilid) profi (Biotium,
Kalifornfu, Bandarikjunum). Floti af frumursektum var safnad og
styrkur Interleukin-10 (IL-10), Interleukin-6 (IL-6), Tumor Necrosis
Factor-alfa (TNF«) og Interleukin-12 (IL-12p40) meelt med Elisu-



profi (R&D Systems, Minneapolis, Bandarikjunum). Munur milli
medhdndlunar med rodi og an var metinn med students-T profi og
marktekur munur taknadur med *: p<0,05.

/Eda- og himnupvagbelgsprdf in vivo

Til ad meta ahrif graedlingsins & eedamyndun in vivo var notad
®0a- og pvagbelgshimnupréf i haenuféstri (chick chorioallantoic
membrane assay, chick CAM).? Frjé heenuegg voru geymd 1 7 daga
1 hitaskdp og préfefnum komid fyrir & meaelisveedi sem var skil-
greint med plastskifu fyrir innan gat & skurninni. Oll préfefni sem
sett voru a ada- og pvagbelgshimnuna voru fyrst saefd med 96%
etanoli, sem innihélt einnig hydrokortisén (2,5 mg/mL) (Sigma-
Aldrich) sidan leyft ad porna. Filterpappirsskifur (Sigma-Aldrich)
veettar med VEGF (1 pug/mL) (Thermo Fischer Scientific) 1 afjonudu
vatni voru notadar sem jakvaett viomid, skifur veettar med afjonudu
vatni sem neikveett. Rodid var einnig veett 1 afjonudu vatni adur
en pad var sett 4 ada-og pvagbelgshimnuna. Myndir voru teknar
med med vidsja (Leica MZ7,5, Mayer Instruments, Houston, Banda-
rikjunum) fyrir og eftir ad profefni voru sett a meelisveedi eeda- og
pvagbelgshimnunnar. Eftir 48 klukkustundir i hitaskap voru eggin
tekin ut og profefnin tekin af eeda- og pvagbelgshimnunni. Teknar
voru myndir af meelisveedinu sem profefnin voru i snertingu vid
(mynd 4a). Breyting 4 eedamyndun fyrir og eftir isetningu préf-
efna var metin, annars vegar med pvi ad telja eedagreinar innan
tiltekins steerdarbils (mynd 4b) og hins vegar med pvi ad meta hlut-
fallslega breytingu a flatarmali eeda (mynd 4c). Image]J var notad til
skerpa myndirnar til pess ad audvelda greinatalningu a &@dum og
meta hlutfall flatarmals eda & ada- og pvagbelgshimnunni.

Nidurstodur

Bygging greedlingsins opin og trefjott

Til ad greina byggingu affrumada rodsins og athuga hvernig han
hentar fyrir innvoxt frumna var studst vid prjar mismunandi
myndgreiningaradferdir: rafeindasmasja, ljdssmasja og confocal-
smasja. Rafeinda- og ljéssmasjarmyndir af pverskurdi rodsins
syna a0 pad er holétt en vid jadarinn er efnid péttast (mynd la-c).
Engar frumur sjast 4 myndum teknum med rafeindasmasja (mynd
1a-b) og engir kjarnar sjast i ljdssmasja, sem gefur til kynna a0 allar
frumur hafi verid fjarleegdar tr rodinu (mynd 1c). Mynd tekin med
confocal-smasja synir ad rodid virdist vera byggt upp af pradum
sem snua hornrétt hverjir 4 adra svipad og 1 ofnu kleedi (mynd 1d).
Allar adferdir vid myndgreiningu voru framkvemdar ad minnsta
kosti prisvar (n=3).

Graedlingurinn er skadlaus

Eftirfarandi prof 4 vefjasamrymanleika graedlingsins voru fram-
kveemd af 6hadum adilum undir st6dludum adsteedum (tafla I):
3-(4,5-imetylpiasol-2-yl)-2,5-difenyltetrasolium-prof (MTT) gaf til
kynna ad rodid hefdi ekki markteek dhrif 4 lifun frumna (MTT-prof,
tafla I). Nidurstodur minimum essential medium-proéfs (MEM) gaf
til kynna ad rodid hefdi ekki sjaanleg ahrif 4 16gun frumna (MEM-
prof, tafla I). Pegar rodid var greett i kaninuvddva greindust engin
sjaanleg eitrunarahrif en merki um veegt bélgusvar greindist i upp-
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o
(o]
2
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Mynd 4. £da- og pvagbelgshimnuprif. Heenufdstur voru medhondlud med hyjdro-
kortiséni og einu af eftirfarandi préfefnum (hringskifur, 6 mm i pvermdl): filterpappir-
skifu veettri i afjonudu vatni (neikveett viomid), filterpappirsskifu vaettri med 1 ug/mL
af VEGF (Jdkveett vidmid), affrumudu rodi veettu { afjénudu vatni. (@) [ efri rédinni
sjdst myndir af svaedinu d ada- 0g pvagbelgshimnunni par sem synin voru 16g0 d { upp-
hafi. [ nedri rodinni er mynd af sama svaedi d 2da- og pvagbelgshimnunni eftir ad synin
hofdu verid fjarlagd eftir 48 klukkustundir. (b) Siilurnar syna hlutfallslega breytingu
d fjolda eedagreina eftir 48 klukkustundir. Einhlida fervikagreinin gaf til kynna ad

pad sé annars vegar marktaekur munur d milli rodsins og neikvaeda vidmidsins og hins
vegar d milli jikveeda vidmidsins og neikveeda vidmidsins, einkennt med * (p<0,05).
Skekkjumorkin syna stadalskekkju medaltala (n=3). (c) Stilurnar syna hlutfallslega
breytingu d flatarmdli aeda eftir 48 klukkustundir. Skekkjumorkin syna stadalskekkju
medaltala (n=3). Einhlida fervikagreining gaf til kynna ad pad sé marktakur munur d
milli neikveeda vidmidsins og rodsins, einkennt med *(p<0,05).

hafi (igreedsla 1 vodva, tafla I). Rodid hafdi ekki ahrif 4 bélgusvar
i h10 kanina (préfun & ertingu huidar, tafla I) og framkalladi ekki
ofnaemisviobrogo 1 hid naggrisa (Buehler-prof, tafla I). Magn inn-
eiturs (endotfoxin) 1 rodinu var meelt og reyndist vera innan viomio-
unarmarka (inneitursprof, tafla I). Uppleyst rod sem gefid var i a0
a tilraunadyrum reyndist hvorki vera eitrad { miisum (vokvi i a0,
tafla I) né kaninum (so6tthitaprof, tafla I). Hvad krabbameinsvald-
andi ahrif vardar hafdi rodid ekki markteaek (p<0,05) ahrif a tioni
stokkbreytinga i bakterium (Ames-prof, tafla I) og ekki sjaanleg
ahrif & form litninga i frumuresektun (litningafraviksprof, tafla
I). Rodid hafdi heldur ekki marktek (p<0,05) ahrif & aukningu
Orkjarna vid mergfrumuskiptingar { miasum (6rkjarnaprof, tafla
I). Engin eitrunarahrif meeldust pegar rodid var sett undir hud a
rottum 1 90 daga (subchronic toxicity prof, tafla I). Nidurstodur
vefjasamrymanleikaprofanna syna ad greedlingurinn er skadlaus.

Graedlingurinn inniheldur kollagen 1
Kollagen II er samsett tir premur al (130 kDa) peptidkedjum,
kollagen I er samsett tr tveimur al peptidkedjum og einni a2 (115

LAKNAbIasio 2015/101 571



kDa) peptidkedju® og eru rafdrattarrof kollagens I og kollagens 11
i samreemi vid pad. Rafdrattur 4 rodi synir dauft band i kringum
steerdarbilid 115-130 kDa sem talid er ad svari til al og a2 undir-
eininga kollagens I (n=3) (mynd 2).

Greedlingurinn hafoi ekki marktaek dhrif d seytingu bolguvaka

Engin marktaek breyting vard & seytingu IL-10, IL-12p40, IL-6 eda
TNF-a milli eftirtalinna para af hépum: einkjérnunga sem fengu
rod eda enga medferd (mynd 3a), einkjornunga sem fengu rod
asamt 6rvun med LPS eda enga medferd (mynd 3b), storatfrumna
sem fengu rod dsamt drvun med LPS eda enga medferd (mynd
3c). Affrumad rod hafdi auk pess engin marktek ahrif 4 lifveen-
leika stératfrumna midad vid nidurstodur XTT-profs (sja vidauka
a heimasidu bladsins).

Graedlingurinn hafdi markteek dhrif 4 edamyndun

Marktek aukning var & fjolda edagreina 4 ada-og pvagbelgs-
himnum kjuaklingafdstra sem fengu rod (p<0,01) (mynd 4a-b) og
einnig 4 flatarmali eeda a @da- og pvagbelgshimnunni sem var i
snertingu viod rod (p<0,01) (mynd 4a og 5c).

Umraeda

Markmid verkefnisins var ad athuga hvort affrumad rod er 6ruggt
fyrir kliniska notkun og athuga nénar edliseiginleika rodsins sem
eru taldir skipta mali fyrir vefjavidgerdir. Bygging og proteinsam-
setning rodsins var metin med smasjarskodunum og proteinraf-
dreetti. Ahrif rodsins & bélgusvar frumna var athugud med in vitro
tilraunum og ahrif 4 @8amyndun med in vivo likani.
Smasjarskodun. Graedlingurinn var skodadur med premur
mismunandi myndgreiningaradferdum (myndir la-d) og gefa peer
allar til kynna ad engar frumur sé ad finna i rodinu. Pessar myndir
stadfesta ad affrumunarfasi framleidslunnar a rodinu hefur tileetl-
ada verkan. I vefjalitun binst eosin préteinunum ésértaekt (mynd
1. A myndum af rodinu med confocal-smasjé sjast bandvefs-
preedir sem radast hornrétt hverjir a adra. Rodsynid var 6rvad
med 488 nm ljosi i confocal-smasjanni og gaf vid pad fra sér ljos
a bilinu 505-525 nm (mynd 1d). Millifrumuefni gefur fra sér sjalf-
virka flarljomun sem kemur adallega fré elastini og kollageni.®* A
rafeindasmdsjarmyndunum ma sja hoélfaskiptinguna i efninu og
smaseeja byggingu pess (mynd 1la-b). Preedirnir i rodinu minna a
byggingu kollagenprada (mynd 1b og 1d). Hélfaskiptingin vakti
vonir um ad rodid geeti myndad hagsteedan grundvall fyrir inn-
voxt og bolfestu fyrir frumur likamans (mynd 1a-c).
Proteinrafdrattur. Rafdrattarréfi rodsins svipar til rafdrattar-
rofs kollagens I sem er algengasta gerd kollagens { hid manna.” Ef
rodid innihéldi adallega kollagen II veeri pess ad veenta ad sja band
vid steerdarbilid 130 kDa par sem kollagen II er samsett tir premur
al peptidkedjum.® Onnur asteda pess ad kollagen II er ekki talid
vera til stadar i rodinu er ad anti-kollagen II mdtefni meelast ekki i
sermi musa sem voru bolusettar med uppleystu rodi.?”
Vefjasamramanleiki. Nidurstodur profana 4 eitrunarahrifum
rodsins sem framkvaemdar voru af vottudum og par til beerum
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rannséknarstofum syna ad rodid er skadlaust (tafla I). Kerfi peirra
stofnanna sem veita markadsleyfi fyrir lekningavorur byggja 4
sérstokum ISO-st60lum um vefjasamreemanleika og skilgreina
peir adferdir sem syna med Syggjandi heetti fram a skadleysi. |
toflu I eru ymsum vefjasamrymanleikapréfum lyst, allt fra ein-
foldum profunum par sem efnid er leyst upp og penslad a hud
dyra, 1 rannséknir & litningum og musamerg. Nidurstadan er su
ad affrumad rod er skadlaust. Pessi grein fjallar um notkun rodsins
a rofna hud en til pess ad uppfylla reglugerdarakveaedi um notkun
1 igreedslur parf ad framkveema fleiri vefjasamrymanleikaprof.
Medal annars svokallad subchronic toxicity test prof sem syndi ekki
fram & eitrunarahrif (tafla I).

Bélguvakaprof. Oedlilega hér styrkur bélgubodefna er medal
bess sem einkennir pralatt saraastand.”® Pad er pvi mikilvaegt ad
leekningavorur eetladar til medhdndlunar & pralatum sarum orvi
ekki bélgusvar. Engin marktaek ahrif a bolgusvar greindust pegar
rodid var sett i teeri vid kaninuhud (tafla I) og nidurstodur Elisu-
profs & seytingu frumuboda bendir til pess ad rodid hafi ekki telj-
andi ahrif 4 bélgusvar 1 einkjornungum né stératfrumum (mynd
3a-c). Veegt bdlgusvar sem sast pegar rodid var greett vid voova
kanina (tafla I) & fyrstu vikum igreedslu er edlilegt pegar um fram-
andi hlut er ad reeda og i samraemi vid pad sem adur hefur verid
lyst vi igreedslu hlidsteedra stodefna i vodva.”

Zdamyndun. Nymyndun ada er naudsynleg til ad byggja upp
nyjan vef 1 sarum® og pvi er aeskilegt ad greedlingur studli ad eda
hindri ekki nymyndun aeda. Rodid hafdi markteek drvandi dhrif 4
@damyndun i henuféstri (mynd 4a-c). Oljést er hvort pessi eigin-
leiki rodsins til ad 6rva eedamyndun sé tilkominn vegna aedavaxt-
arpatta eda folginn i byggingu rodsins. Mogulegt er ad pessi virkni
sé asteeda pess ad sar medhondlud med affrumudu porskrodi
lokast fyrr en sar medhondlud med affrumudum svinapérmum
eins og adur var nefnt.

Lokaord

Affrumada porskrodid geeti buid yfir fleiri dkénnudum eigin-
leikum sem studla ad saragroanda og pa sérstaklega eiginleikum
sem tengjast fituinnihaldi efnisins. Vegna sjikdémasmitheettu®
parf ad nota harkalegri adferdir til ad affruma samkeppnisvorur
ar spendyravef, sem veldur pvi ad fiturnar eru fjarleegdar tr vefn-
um.* bekkt er ad purrvigt rods ur Atlantshafsporskinum saman-
stendur adallega af proteinum og fitu.® Fituinnihald hins affrum-
ada rods hefur verid stadfest og er unnid ad birtingu peirra gagna.
Omega-3 fitusyrur eru taldar geta temprad dedlilegt bolgudstand
i pralatum sarum® og geetu pvi verid mikilveegar fyrir eiginleika
rodsins til ad 6rva saragréanda.

A heildina litid syna nidurstddurnar sem hér hafa verid til um-
fjollunar ad affrumad rod er skadlaust, vel vefjasamrymanlegt og
byr yfir eiginleikum sem stydja vefjavidgerd. Framtidarrannséknir
4 rodinu felast medal annars 1 pvi ad efnagreina hid affrumada
rod, og pa adallega fituinnihald. Einnig standa yfir samanburdar-
rannsoknir vid samkeppnisvorur a markadi sem allar eru unnar
tr spendyrum. Ymis rannsdknarverkefni 4 affrumudu rodi eru nt
1 bigerd, baedi grunn- og kliniskar rannsdknir. Pessar rannsoknir
munu varpa betra ljosi 4 eiginleika rodsins fyrir enduruppbygg-
ingu likamsvefja.
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ENGLISH SUMMARY

Decellularized fish skin: characteristics that support tissue repair

Skuli Magnusson', Baldur Tumi Baldursson'2, Hilmar Kjartansson'2, Gudny Ella Thorlacius?, Ivar Axelsson', Ottar Rolfsson*, Petur Henry Petersen?,

Gudmundur Fertram Sigurjonsson!

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-a secretion from monocytes or

macrophages. Acellular fish skin has significant effect on angiogenesis

in the chick CAM assay.

less severe processing.

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
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