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Sammendrag/anbefalinger:

Det er begrenset kjennskap til hvordan pinnebein er festet til muskelen, hvilke strukturer som inngar og hvilke prosesser
som er involvert i nedbrytningen nar disse Igsner. Malsetningen til dette prosjektet har vaert a fa mer kunnskap om
dette. Pinnebein fra torsk og laks ble dissekert ut fra fileter lagret pa is ved ulike tidspunkter etter slakt, og analysert
med ulike metoder. | torsk fester bindevevet beina til muskelen, men hos laks utgjgr ogsa fettvev en stor del av
festestrukturen. Sammensetningen av bindevevskomponenter og typer enzymer som uttrykkes i dette festet var
forskjellig pa mRNA niva mellom laks og torsk. Vi ser at kollagener, elastin, lektin-bindende proteiner og proteoglykaner
er viktig i dette festet. Det ble pavist flere typer nedbrytningsenzymer, bdde matriks metalloproteinaser, serin proteaser
og elastaser, i bindevevet rundt beina hos begge arter, og disse har forskjellig aktivitetsprofil under lagring post mortem.
Nedbrytningen av festestrukturen skjer i bindevevsdraget innerst mot pinnebeina.

Denne studien viser at festet av pinnebein i torsk og laks er forskjellig, og utvikling av metoder og betingelser for optimal
fierning bgr tilpasses hver enkelt art. Videre ser vi at det er forskjeller i regulering av enzymer som bryter ned bindevev
rundt pinnebein sammenlignet med bindevev i muskel. Denne kunnskapen bgr man prgve 3 utnytte til 3 Igsne beina ved
hjelp av naturlige prosesser, med minimal pavirkning pa muskelmasse i fiskefileten. Kunnskap om prosess og behandling
av fisken som pavirker enzymaktiviteten vil kunne vaere en naturlig innfallsvinkel i det videre arbeidet med a Igsne
pinnebeina.

English summary/recommendation:

An experiment has been conducted to study how pinbones are attached to the muscle, what components are present,
and how these are degraded. The results show that there are major differences between salmon and cod. When
developing methods for automatic removal of bones it is important to take this into consideration. Another major
finding was that the enzyme profiles and connective tissue composition around the pinbones differed from the profile in
the muscle tissue. This allows us to optimise the process of bone loosening with minimal effects on muscle tissue
texture, and thus reduced fillet damage. Fish processing and treatment affects enzyme activity, and knowledge on how
this can be utilized for improved pinbone releasing is an interesting approach that merits further studies.
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1 Innledning

1.1 Bakgrunn

Etterspgrselen etter sjgmat pa verdensmarkedet er gkende, og hgy kvalitet er en viktig parameter
for forbrukerne. Forbrukerne gnsker ferske og beinfrie fiskefileter av hgy kvalitet. Problemet er
imidlertid at pinnebeina sitter sveert godt festet til bade skinnet og muskelen i fisken og kan veaere
vanskelig a fjerne. De ugnskede beina er en stor utfordring for fiskeindustrien. S3 lite som ett bein
kan resultere i en negativ spiseopplevelse og reduksjon i fiskesalget, og det er derfor gnskelig a fjerne
pinnebeina. Dette har imidlertid vist seg a veere omfattende og vanskelig.

Ved maskinell fjerning er det to hovedproblemer - filetkjgttet skades eller beina knekker inne i
fileten. Det er ogsa store forskjeller mellom fiskeslag bade nar det gjelder beinstyrke og hvor mye
trekkraft som er ngdvendig for a fjerne pinnebeina. | dag fjernes beina etter rigor nar de har Igsnet
fra festet, det vil si 3-5 dager etter slakt. Fiskeindustrien har stort fokus pa a utvikle metoder som gjgr
det mulig a fjerne pinnebein umiddelbart etter slakt, og dermed fa et ferskere produkt ut i markedet.
Det er forelgpig liten kunnskap om hvordan beina er festet til muskelen, hvorfor det er forskjeller
mellom laks og hvitfisk og hvor mye kraft som kreves.

Bindevev er med pa & feste beina i muskelen, og bindevevets styrke er bestemt av hvilke biologiske
komponenter bindevevet bestar av og av hvordan disse er organisert. Bindevevet er dynamisk, og
kan forandres over tid i forbindelse med gkt/minket belastning, forandret naeringsinntak, alder osv.
Nedbrytning av bindevev skjer enzymatisk, og enzymer pavirkes av blant annet salter og pH. Noen
komponenter brytes ogsa lettere ned enn andre. Dersom man far identifisert faktorer av sentral
betydning for festet til pinnebeina kan fokuset vaere rettet mot disse i videre arbeid for a Igsne beina.
For a oppna dette trenger vi mer kunnskap om hvordan pinnebeina er festet, hvilke strukturer som
inngar i dette beinfestet og hvilke prosesser som er involvert i nedbrytningen av disse. Slik kunnskap
vil ogsa kunne gi svar pa om det er definerte tidspunkter etter slakt som er bedre egnet for fjerning
av pinnebeina.

1.2 Prosjektets omfang

Prosjektet hadde oppstart 15. Mars 2013, og ble avsluttet 15. Mars 2014. Budsjettrammen var
3.825.000 kr.

1.3 Prosjektorganisering:

Prosjektet var et samarbeidsprosjekt mellom Nofima og Universitetet i Oslo, hvor Nofima har hatt
prosjektledelsen. Nofima har hatt ansvar for prgveuttak, mRNA analyser, proteinanalyser og
histologi. UiO har veert ansvarlig for enzymaktivitetsanalyser og histologi.

Prosjektets styringsgruppe bestar av:

e Arild Holmeset H.P. Holmeset AS

e Kjell-Olaf Larsen Batsfjordbruket

e Per Gunnar Hansen Aker Seafoods Batsfjord

e Kurt Olav Oppedal Marine Harvest Norway AS
e Atle Vartdal Vartdal Seafood AS



Prosjektet fglges opp av FHF, kontaktperson: Frank Jakobsen

Observatgrer FHF: Frank Jakobsen, Kristian Prytz, Roar Pedersen



2 Problemstilling og mal:

2.1 Prosjektets effektmal:

Kostnadsproblemer knyttet til filetproduksjonen av laks og hvitfisk omfatter blant annet metodene
knyttet til fjerning av pinnebein. Problemene er knyttet til at pinnebeina er for godt festet til
muskulaturen slik at fileten blir gdelagt nar de skal fjernes, eller at de knekker halvveis inn i fileten
slik at bare en del av beina blir fjernet.

Det er ngdvendig med mer kunnskap om de biologiske komponentene som inngar i festet av
pinnebein.

| dette prosjektet ville vi:

1. Fa kunnskap om vevstrukturer og biologiske enkeltkomponenter som har betydning for
hvordan pinnebeina er festet i muskel og/eller i skinnet. Med gkt kunnskap vil det vaere
mulig a utvikle mer kostnadseffektive metoder for fjerning av beina, samtidig som man
produserer fiskefileter av hgy kvalitet.

2. Karakterisere nedbrytningsprosesser ved & male protolytisk aktivitet og identifisere enzymer
som er involvert. Nar man har identifisert de mest aktive enzymene kan man med bruk av
bibliografiske data fa kunnskap om ytre forhold som kan pavirke aktivitet og eventuelt bruke
dette til 3 optimalisere prosessen.

3. Finne ut om det er forskjeller i sammensetning og nedbrytning i beinfestene pa ulike steder i
fisken. Dette kan eventuelt brukes til a8 gi anbefalinger til maskinleverandgrer for videre
optimalisering av trekkraft.

2.2 Prosjektets resultatmal:

Hovedmal:

A karakterisere strukturen der pinnebeinet er festet, og hvilke prosesser som inngar i nedbrytningen
av disse festene ved ulike post mortem tidspunkter etter slakt.

Falgende delmdl er definert:

1. Karakterisere struktur av festene ved a identifisere bindevevskomponenter og festeproteiner
som inngar i denne strukturen.

2. Kvalitativt sammenligne strukturen fgr og etter napping av pinnebein.

3. Kvantitativ bestemmelse av nedbrytningen av bindevevskomponenter og festeproteiner som
inngar i strukturen. Dette gjgres for a se hvilke faktorer og festeproteiner som brytes ned ved
de ulike post mortem tidspunkter.



4. Male proteolytisk aktivitet i festeomradet ved ulike tidspunkter og identifisere hvilke
enzymgrupper som er involvert.



3 Prosjektgjennomfgring:

| dette prosjektet har vi benyttet en rekke ulike molekylzerbiologiske, histologiske og biokjemiske
metoder som til sammen har gitt et godt grunnlag for & kunne oppnda malet i prosjektet - a
karakterisere strukturen der pinnebeinet er festet i muskelen, og hvilke prosesser som inngar i
nedbrytningen av disse festene ved ulike post mortem tidspunkter etter slakt. Metodene som er
benyttet har sikret hgy faglig kvalitet og presisjon. Prosjektet har blitt gjennomfgrt i forhold til
kontraktfestet prosjektplan, og ingen endringer i faglige prioriteringer har vaert ngdvendig underveis.
Prosjektet er gjennomfgrt i henhold til budsjett og kontrakt med FHF, men med noe reduserte
kostnader i forhold til drift fordi enkelte av analysene ble billigere enn fgrst antatt. Dette gjelder
array og proteomikk analysene. Ved optimalisering av metodene ble det klart at man kunne bruke
billigere kjemikalier, og likevel oppna samme resultater. Kostnader til microarray — ca kr 17.000,-, var
iberegnet driftsmidler for 2013. Produksjonen av disse ble utfgrt av en forsker hos oss, og dermed
kom disse kostnadene som timekostnader istedenfor driftskostnader i prosjektregnskapet for 2013.
Dette avviket i forhold til timekostnader for 2013 ble rapportert til FHF (20 januar 2014). Det ble ogsa
spkt om omdisponering av gjenstaende driftsmidler til reise og opphold til presentasjon pa
programkonferansen Havbruk 2014 (31.03-02.04.2014, Tromsg) og en muntlig godkjenning ble gitt.
Gjenstaende driftsmidler fra prosjektperioden utgjgr dermed rundt 160 000 kr.



4 Oppnadde resultater og konklusjon:

4.1 Detaljert oversikt over oppnadde resultater.
Resultatene for de ulike delmalene er presentert i de pafglgende kapitlene.

Delmal 1: Karakterisering av struktur i festet av pinnebein i torsk og laks
Hvilke gener uttrykkes i festeomradet for pinnebein?

e mRNA analyser viser at det er forskjell i genuttrykk

O pa pinnebein plassert foran og bak i fisken
0 mellom pinnebeinsomradet og muskelvev
0 av ulike bindevevskomponenter mellom laks og torsk

Genekspresjonsanalyser viser at det er store forskjeller i mRNA uttrykk mellom pinnebeinsomradet
og muskelvev bade hos laks og torsk. | laks var mer enn 193 gener ulikt uttrykt i vevet rundt
pinnebein  sammenlignet med muskelvevy, med blant annet forskjeller i viktige
bindevevskomponenter og nedbrytningsenzymer. For torsk var forskjellene enda st@rre, og mer enn
2000 gener var ulikt uttrykt. Vi fant ogsa at det var hgyere genuttrykk i omradet bak i fileten
sammenlignet med pinnebein festet foran, bade for torsk og laks. Til sist fant vi at det er forskjellige
bindevevskomponenter som finnes hos laks og torsk.

Vare data viser at det er store forskjeller mellom bindevevet i muskel og bindevevet rundt
pinnebeina, og disse forskjellene kan man potensielt utnytte for lettere & Igsne pinnebeina og
samtidig beholde hgy kvalitet pa fiskefileten.

Morfologi i festeomradet av pinnebein:

e Strukturen og type proteiner er forskjellig i laks og torsk

e Pinnebeinilaks er festet til bindevev, fettvev og muskel

e Pinnebein i torsk er festet til bindevev og muskel

e Festet er rikt pa kollagener, elastin, lektin-bindende proteiner og proteoglykaner

Morfologisk ser vi at strukturen i festet varierer for laks og torsk. | laks er beina festet til bindevev,
fettvev og muskel. Resultatene tyder pa at fett utgjgr en stor del av strukturen (Figur 1A). | torsk er
imidlertid pinnebeina festet direkte til muskel via bindevev, og fett er ikke viktig (Figur 1B).



Pinnebein @
Muskelveyv
Bindevev |
Bindevev
Fettvev
Muskeivevf
Figur 1 Toulidinfargede snitt av pinnebein og omkringliggende vev. A) Strukturen rundt pinnebein i laks

bestdr av et bindevevsdrag tett inntil pinnebeinet. Dette er festet til fettvev som igjen er festet til
muskelvev. B) Strukturen rundt pinnebein i torsk bestdr av et bindevevsdrag tett inntil pinnebeinet,
som igjen er festet direkte til muskelvevet.

Bindevevsomradet rundt pinnebeina hos begge artene er rikt pa elastin og proteoglykaner (Figur 2 og
3).

A) B)
Sotlfarge:ﬁimin" 2 o B4 farge: Proteoglykaner
NP : Pinnebein
’ Bindevev |
Fettvev

rry

Figur 2 A) Verhoeff Van Gieson og B) Alcian bld 0.4 M MgCl, farging av pinnebeinsomrddet hos laks viste
at bdde pinnebeinet, bindevevsdraget og bindevevet i fettvevet inneholder elastin (A) og
proteoglykaner med sulfaterte GAG-kjeder (B).



ﬁ%k “\&" a0 TR T *& Sort farge: Elastin

.. - o : - 3 y Bl farge: Proteoglykaner

Muskelvey

Bindevev  Pinnebeln

Figur 3 A) Verhoeff Van Gieson og B) Alcian bl 0.4 M MgCl, farging av pinnebeinsomrddet hos torsk viste
at bade pinnebeinet, bindevevsdraget og bindevevet i muskel inneholder elastin (A) og
proteoglykaner med sulfaterte GAG-kjeder (B).

Det er ulikt sulfateringsmgnster (type modifikasjon pa sukkerkjeden) i bindevevsdraget i
pinnebeinsfestet sammenlignet med bindevevet i omkringliggende muskel hos laks. Vi ser ogsa at det
er ulikt sulfateringsmgnster i bindevevsdraget mellom torsk og laks. Sulfatering pavirker
ladningstettheten og dermed egenskapene til bindevevet.

Delmal 2: Kvalitativ sammenligning av strukturen fgr og etter napping av pinnebein.
Napping av pinnebein:

e Det er enkelt 3 nappe ut pinnebein fra laks etter 5 dagers lagring pa is. Det sitter lite muskel
igjen pa pinnebeinet, kun noe fett og bindevev

e Det er vanskeligere @ nappe ut pinnebein fra torsk etter 5 dagers lagring pa is. Det sitter
fremdeles igjen muskelrester pa pinnebeinet

e Deter lettere a nappe ut pinnebein bak i fileten sammenlignet med pinnebein foran i filetene
i begge fiskesortene

Det ble trukket ut pinnebein med pinsett foran og bak i fileten, bade hos laks og torsk, ved
slaktetidspunkt og etter 5 dagers lagring pa is. Ved slaktetidspunktet ble det hos laks sittende igjen
litt muskel. Etter lagring i 5 dager var det derimot lett & trekke ut pinnebeina, og det satt igjen lite
rester av vev (Figur 4).

Nar det gjelder torsk var det mye vanskeligere & trekke ut beina sammenlignet med laks. Det satt
mye muskel igjen pa pinnebeinet etter at det var trukket ut, og selv om det ble lettere a trekke ut
etter 5 dagers lagring satt det fremdeles rester av vev igjen pa pinnebeinet (Figur 5). Det var lettere 3
nappe ut beina bak enn foran pa filetene, dette gjaldt begge artene.
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Figur 4 Napping av pinnebein med pinsett foran og bak, ved slaktetidspunkt og 5 dager lagring pad is hos
laks.

Torsk O-tid foran Torsk D-tid bak

orsk 5 dager bak

Figur 5 Napping av pinnebein med pinsett foran og bak, ved slaktetidspunkt og 5 dager lagring pa is hos torsk.

Delmal 3: Lgsning av pinnebein, og nedbrytning av bindevevskomponenter ved lagring pa is.
Hva skjer ved lagring av fiskefileter pa is?

e Pinnebeina begynner 3 lIgsne fra vevet allerede etter 12 timer, men det er store
individforskjeller

o | laks Igsner hele bindevevsdraget fra pinnebeina, via aggregatlignende strukturer

e | torsk revner bindevevsdraget i tradlignende strukturer

e Elastin, proteoglykaner, kollagener og lektin-bindende proteiner er viktige i prosessen

e Kollagen brytes ned ved lagring

e Mange proteinendringer finner sted i begge fiskeslag under lagringsperioden



Pinnebeina begynner a Igsne fra vevet allerede etter 12 timers lagring, bade hos laks og torsk (Figur 6

og7).

Figur 6 Toulidinfargede snitt av Figur 7 Samme farging som figur 6,
pinnebein og omkringliggende men for torsk.
vev i laks ved lagring pé is (0
timer, 6t, 12t, 24t og 3 dg).
Ved Ot og 6t ligger
bindevevsdraget tett inntil
beinet (lukkede piler). Ved
lagring pd is ser vi en Igsning
av bindevevsdraget (dpne
piler).

Det er individforskjeller, og vi observerte begynnende Igsning allerede ved slakt i enkelte av
fiskefiletene. Tilsvarende fant vi at det i andre fileter ikke var tegn til at bena var Igsnet selv etter 5
dager. Bade elastin og proteoglykaner er lokalisert i bindevevsdraget som har lgsnet, bade hos laks
og torsk (Figur 8 og 9). | laks ser vi at hele bindevevsdraget Igsner fra pinnebeinet, samtidig som

10



bindevevet fortsatt er festet til fettet (Figur 8A). Fra bildene ser vi at bindevevet Igsner fra beinet i

aggregatlignende (runde) strukturer (Figur 8B).

Bla farge: Proteoglykaner

Sort farge: Elastin

Verhoeff Van Gieson og Alcian bla 0.4 M MgCI2 farging av pinnebeinsomrddet hos laks. A) Bade
elastin og sulfaterte proteoglykaner finnes i Igsningen Hele bindevevsdraget Igsner fra pinnebeinet,
men det er fremdeles festet til fettvevet. B). Bindevevsdraget Igsner fra pinnebeinet ved store

«aggregatlignende» strukturer, illustrert ved piler.

Figur 8

| torsk derimot ser vi at bindevevet revner i tradlignende strukturer inn mot pinnebeinet (Figur 9)

11



Figur 9

Figur 10

Verhoeff Van Gieson og Alcian bla 0.4 M MgCi2 farging av pinnebeinsomrddet hos torsk. A) Hele
bindevevsdraget lgsner fra pinnebeinet, men det er fremdeles festet til fettvevet. B) Bade elastin og
sulfaterte proteoglykaner finnes i Igsningen. Bindevevsdraget I@sner fra pinnebeinet tradlignende

strukturer, illustrert med piler.

Laks Torsk
E — Grenn:Kollagen

/ Bindevev

Bindévey

7

Immunofiuoresence farging av kollagen 1 i pinnebeinsomrddet hos torsk og laks. Grgnn farge viser

kollagen lokalisering, indikert med piler.
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Figur 11 Degradering av kollagen i bindevevet rundt pinnebeina hos laks og torsk analysert ved western blot.
Ved kvantisering er mengde degraderingsprodukt detektert normalisert mot Oh pr@gven, og kurvene
viser gkning i degradering ved tid.

Bade hos laks og torsk er det kollagener i bindevevet (Figur 10) som brytes ned ved lagring.

Bindevevet har begynt & brytes ned allerede etter 6 timer, og dette blir tydeligere og mer
omfattende i Ippet av lagringsperioden (Figur 11).

Proteiner i pinnebeinsfestet ble ogsa karakterisert ved hjelp av proteomikk. Vi ekstraherte proteiner
fra pinnebeinsfestet ved slaktetidspunktet og sammenlignet dem med prgver tatt etter 5 dagers
lagring. Prgvene ble analysert med 2-dimensional gelelektroforese, bildeanalyse og statistikk. | hver
analyse sa vi pa endringene i flere hundre proteiner. Hos laks sa vi signifikante endringer i over 60
ulike proteinvarianter under lagringsperioden, hvorav 7 ble plukket ut og deretter identifisert ved
hjelp av massespektrometri. Dette viste seg & veere proteiner som bl.a. er involvert i
energimetabolisme, protein-protein interaksjoner og proteiner som beskytter cellene i forhold til
ulike stressituasjoner. Hos torsk sa vi signifikante endringer i over 150 proteinvarianter under
lagringsperioden, men det var ikke mulig a identifisere disse til tross for gode resultater fra
massespektrometrien. Utfordringen med a fa identifisert proteinene fra torsk skyldes at databasene
med gen- og proteinsekvenser for denne arten ikke er like fullstendige som for laks. Slike databaser
forbedres kontinuerlig, og vi regner med at det vil bli mulig a identifisere disse proteinene om noen
fa ar. Dette var heller ikke mulig for laks for noen fa ar siden.

Delmal 4: Identifisere nedbrytningsenzymer i festeomradet, og maling av proteolytisk aktivitet ved
lagring av fileten pa is.
Hvilke enzymgrupper finnes i pinnebeinsomradet, og forandres enzymaktiviteten under lagring?

e Matriks metalloproteinaser (MMPer) finnes bade hos torsk og laks, men med variasjon
mellom de to artene

e Lokaliseringen av de ulike MMPene i bindevevsdraget varierer. Enkelte typer MMPer er
spesifikt lokalisert inn mot pinnebeinet, samtidig som andre MMPer er jevnere fordelt utover
i hele bindevevsdraget (ogsa ut mot muskel/fettvev)

e Det er tydelig forskjell i enzymaktivitet mellom laks og torsk. MMP aktiviteten gker tidlig post
mortem hos laks fgr den avtar, mens aktiviteten er uforandret gjennom hele
lagringsperioden hos torsk

o Flere enzymgrupper kan veare involvert, og de ulike enzymgruppene regulerer hverandres
aktivitet

e De ulike enzymgruppene er aktive ved ulike tidspunkter i Igpet av post mortem perioden

e Enzymaktiviteten varierer foran og bak i fileten
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MMPer og enzymaktivitet i bindevevsdraget rundt pinnebeinet

| bindevevsdraget og omkringliggende vev finnes det flere store enzymfamilier, inkludert MMPer,
serin-proteaser og elastaser. MMPer er ekstracelluleere enzymer som bryter ned en rekke
bindevevsproteiner som kollagener, proteoglykaner og andre glykoproteiner. Elastaser er enzymer
som bryter ned elastin. Vi har pavist begge disse enzymgruppene i bindevevsdraget som fester
pinnebeina mot muskelen. Ved a bruke immunofluoresense kan vi se pa lokaliseringen av de ulike
MMPene i vevet. Et eksempel pa lokalisering av MMP-9 er vist i figur 12A. Enkelte MMPer ble pavist i
bindevevet i torsk, men ikke i bindevevet i laks. | tillegg ser vi at lokaliseringen er forskjellig i
bindevevsdraget. Noen er lokalisert i bindevevsdraget helt innerst mot pinnebeinet. Det er i dette
omradet at vi ser tydelige tradlike strukturer i torsk ved lagring pa is post mortem, mens andre MMP-
typer har en mer punktvis fordeling og er jevnt fordelt utover hele bindevevsdraget.

A) B)

Immunofluorescence: MMPS lokalisering i laks

In situ zymografi: Laks med DQ-gelatin

Bindevev

Bindevey  Fettvev

Pinnebein
Pinnebein

Figur 12 Enzymaktivitet og lokalisering i pinnebeinsomrddet hos laks. A) Immunofluoresence farging av
MMP3 i bindevevet. Rgde prikker viser lokalisering, mens bld farge viser cellekjerner. Det er ikke
lokalisert MMPS i selve pinnebeinet. B) In situ zymografi med DQ-gelatin som substrat. Grgnn farge

viser enzymaktivitet, mens bl farge viser cellekjerner. Vi ser ingen enzymaktivitet i selve
pinnebeinet.

Ved & bruke forskjellige substrater for MMPer (DQ-kollagen, DQ-gelatin, DQ-kasein) og elastase
(elastin) kan vi helt spesifikt pavise hvor i vevet enzymaktiviteten til ulike typer MMPer eller elastase
er. Tabell 1 gir en kort oppsummering om hvilke typer MMPer (og ev. andre proteaser) som har DQ-
kollagen, DQ-gelatin og DQ-kasein som sine substrat. Figur 12B viser et eksempel hvor DQ-gelatin
(nedbrutt form for kollagen) er brukt som substrat. Aktiviteten til MMPer som bryter ned gelatin

vises som grgnn farge, og i dette eksemplet viser den grgnne fargen aktivitet bade i bindevevet,
fettvevet og muskelvevet.
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Tabell 1 Substratspesifisitet-overlappende mellom ulike proteaser

DQ-gelatin DQ-Kollagen DQ-kasein
MMP-2 MMP-1 MMP-7
MMP-9 MMP-8 MMP-3
MMP-1 MMP-13 MMP-10
MMP-13 MMP-2 MMP-1
Plasmin ++ ++
Trypsin

++

Visuell bedgmming av intensiteten pa enzymaktiviteten i bindevevet viste at de ulike enzymgruppene
hadde ulikt aktivitetsmgnster post mortem (Figur 13-16).

DQ-gelatin

Laks foran Laks bak

sty - - et

Torsk foran Torsk bak

Figur 13 Visuell bedgmming av om enzymaktiviteten med DQ-gelatin som substrat i pinnebeinsomrddet i
laks og torsk, foran og bak. Merk at figuren kun viser en gkning/reduksjon i aktivitet, og ikke
kvantifisering.

DQ-gelatin viste motsatt resultat for enzymaktiviteten foran og bak i fileten. Enzymaktiviteten avtok
ved lagring foran i fileten bade hos laks og torsk, mens den gkte i bakre del hos laks men var
uforandret hos torsk (Figur 13).

DQ-collagen

Laks foran Laks bak

Torsk foran Torsk bak

Figur 14 Visuell bedgmming av om enzymaktiviteten med DQ-collagen som substrat i pinnebeinsomrddet i
laks og torsk, foran og bak. Merk at figuren kun viser en gkning/reduksjon i aktivitet, og ikke
kvantifisering.
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DQ-kollagen (trippel heliks kollagen som substrat) viste at enzymaktiviteten gkte hos laks ved 6 timer
lagring (bade foran og bak i fileten), og aktiviteten avtok litt ved lagring i 5 dager (Figur 14). Hos torsk
derimot var aktiviteten hgy ved tidlige tidspunkter, men avtok ved lagring 5 dager.

DO-casein

Laks foran Laks bak

Torsk foran Torsk bak

Figur 15 Visuell bedgmming av om enzymaktiviteten med DQ-casein som substrat i pinnebeinsomrddet i laks
og torsk, foran og bak. Merk at figuren kun viser en gkning/reduksjon i aktivitet, og ikke
kvantifisering.

DQ-kasein viste at enzymaktiviteten var uforandret hos laks og torsk foran i fileten, mens den gkte
ved 6 timer hos bade laks og torsk bak i fileten (Figur 15).

DQ-elastin
Laks foran Laks bak
— - - iy
Torsk foran Torsk bak

e

Figur 16 Visuell bedgmming av om enzymaktiviteten med DQ-elastin som substrat i pinnebeinsomradet i
laks og torsk, foran og bak. Merk at figuren kun viser en gkning/reduksjon i aktivitet, og ikke
kvantifisering.

DQ-elastin viste at enzymaktiviteten til elastase avtok i laks foran, mens den gkte etter 6 timer for sa
a minke etter 5 dager i laks bak. For torsk var aktiviteten omtrent uforandret i fremre del av fileten i
Igpet av lagringen, mens den gkte ved 6 timer lagring bak i fileten, og aktiviteten holdt seg
uforandret ved lagring i 5 dager (Figur 16).

MMP aktiviteten ved lagring av fileter pa is er forskjellig i laks og torsk

Resultatene viser en tydelig forskjell i enzymprofil mellom laks og torsk. MMP aktiviteten gker tidlig
post mortem hos laks, og allerede etter 6 timer lagring har aktiviteten gkt til mer enn det dobbelte
sammenlignet med ved slaktetidspunktet (O tid). Etter 12 timer er aktiviteten i filetene redusert til
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kun 25 % sammenlignet med enzymaktiviteten ved O tid. Aktiviteten er lav i resten av
lagringsperioden. Hos torsk er aktiviteten hgy allerede ved 0 tid, og fortsetter a vaere hgy gjennom
hele lagringsperioden. Vi ser en liten gkning i aktivitet etter 12 timer og 24 timers lagring. Det som er
interessant er at aktiviteten holder seg sa hgy selv etter 5 dagers lagring pa is hos torsk, mens hos
laks er den betydelig redusert.

Hemming av MMP aktivitet viser at flere enzymgrupper er aktive

De ulike enzymgruppene som finnes i bindevevsdraget pavirkes ofte av hverandre, og man kan bruke
hemmere av hver enkelt enzymgruppe som en metode for & undersgke dette. GM6001 og Pefabloc
reduserer aktiviteten av henholdsvis MMP og serin proteaser. Vi ser at MMP aktiviteten i
bindevevsdraget langs pinnebeinet svekkes ved tilsetning av GM6001 (Figur 17). Samtidig er det
verdt 3 merke seg at MMP aktiviteten i muskelvevet gker hos torsk, noe som tyder pa at
enzymaktiviteten reguleres ulikt i bindevevsdraget sammenlignet med muskelvev, og at det er andre
enzymgrupper involvert (Figur 17).

Uten hemming Hemmet MMP aktivitet

Muskel

-
\ Bladevev

Grenn farge: Enzymaktivitet
Substrat: DQ-gelatin

Figur 17  In situ zymografi med DQ-gelatin som substrat for torsk, og hvor GM6001 er tilsatt. Grgnn farge
viser enzymaktivitet, bld farge viser cellekjerner. Det stiplede omrddet viser bindevevsomrddet, og
ved tilsetning av GM6001, vist i hgyre bilde, ser vi at aktiviteten hemmes (mindre grgnnfarge).
Tilsvarende ser vi at nar vi hemmer MMP aktiviteten gker enzymaktiviteten i muskelvevet, indikert
med piler i hgyre bilde (sterkere grgnnfarge).

Vi har ogsa malt generell MMP aktivitet ved 6 timers lagring pa is, hvor vi har tilsatt GM6001 og
pefabloc hver for seg eller sammen. For laks blir den generelle MMP aktiviteten redusert med
omtrent 50 % nar vi tilsetter GM6001. Overraskende er det at nar vi hemmer serin proteaser i vevet
med pefabloc, far vi tilsvarende reduksjon i MMP aktivitet, noe som kan tyde pa at serin proteaser
regulerer MMP aktivitet. Vi far ingen additiv effekt ved a tilsette bade GM6001 og pefabloc samtidig.
| torsk far vi reduksjon i MMP aktivitet nar vi tilsetter GM6001, men ingen effekt nar vi tilsetter
pefabloc. Ved en kombinasjon av disse to far vi imidlertid en forsterket effekt pa MMP aktivitet, som
ogsa her kan tyde pa at disse to enzymgruppene regulerer hverandre.
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4.2 Drgfting av funnenes betydning, muligheter for implementering av resultater
fra prosjektet og nytteverdi for sjpmatnaringen: Konklusjoner og videre
anvendelse/FoU behov.

Bindevevet i pinnebeinfestet (hos bade torsk og laks) bestar av bade sterke strukturelle fiber-
komponenter som kollagen og elastin, men ogsa av andre mindre sterke strukturelle proteiner, som
proteoglykaner og lektin-bindende proteiner. Sukker-protein interaksjoner har vist seg a vaere viktig
for feste av ben til muskel. Proteoglykaner er pavist a veere tett lokalisert rundt pinnebeinet, og disse
binder til ulike proteiner ved hjelp av sine sulfaterte sukkergrupper. Vi ser at festet av pinnebein i
laks og torsk er forskjellig bade med hensyn til struktur, hvilke faktorer som er til stede og hvordan
disse brytes ned under lagring. Det er lettere a trekke ut pinnebein hos laks enn torsk. Hos laks fester
bindevevet og fettvevet beina til muskelen. Dette utgjgr selve festestrukturen. Hos torsk er
pinnebeina imidlertid festet direkte til muskelen via bindevevet. En annen tydelig forskjell mellom
torsk og laks er sulfateringsmgnsteret hos proteoglykaner tett inn mot pinnebeinet. Denne
sulfateringen er tidligere vist & veere viktig for feste og festestyrke til annet vev. Forskjeller i
enkeltkomponenter i bindevevet mellom torsk og laks, i tillegg til at fett inngar i festestrukturen til
laks kan vaere noe av forklaringen pa at det er lettere a trekke ut pinnebein i laks enn torsk.

Det at bindevevet omslutter hele pinnebeinet hos bade laks og torsk vanskeligjgr en tidlig uttrekking.
For a kunne trekke ut beina ma festepunkter mot beinet eller bindevevsnettverket vaere svekket.
Sterke fiberstrukturer som kollagen og elastin er tett lokalisert mot pinnebeinet. Elastin er noe av det
sterkeste strukturelle komponenten som inngar i bindevevet. Relativt svake, men mange lektin-
bindene proteiner bidrar ogsa til at festet mellom bindevev og pinnebein forsterkes. Bade hos laks og
torsk ser vi at bindevevet starter a brytes ned 12 timer etter slakt og at bindevevet fgrst brytes ned
innerst mot (eller naeermest) pinnebeina. Nedbrytningsmegnsteret er forskjellig mellom de to artene.
Hos torsk ser vi at det fortsatt er tradlike/fiberlignende strukturer i festesonen mellom pinnebein og
bindevev 5 dager post mortem, mens hos laks er bindingene fullstendig opplgst. Det at strukturen er
svekket allerede etter 12 timer kan bety at det er mulig a trekke ut pinnebeina tidligere enn det som
gjdres (3-5 dager post mortem). Dette ikke minst hvis man kan finne frem til behandling av fisken
som akselererer nedbrytningen av bindevevet.

Pinnebeinfestet og nedbrytningsprosess/lgsning av pinnebeina er forskjellig i torsk og laks. Dette er
viktig informasjon for industrien. Utvikling og optimalisering av metoder for fjerning av pinnebein bgr
derfor tilpasses de ulike artene. Enzymer som MMPer, serin proteases og elastase bidrar til 3 Igsne
pinnebeina. Vi har identifisert nedbrytningsenzymer som er aktive tidlig i nedbrytningsprosessen i
pinnebeinfestet. Enzymaktiviteter er regulert av ulike faktorer som blant annet pH, temperatur og
ionestyrke. Prosesser som pavirker disse faktorene vil kunne ha betydning for hvor fort pinnebeina
Igsner ved at enzymaktiviteten gker og dermed fremskynder nedbrytningsprosessen. Analysene viser
0gsa at det er store forskjeller i sammensetningen av proteiner og regulering av enzymer som inngar
i bindevevet rundt pinnebeina, sammenlignet med bindevevet i muskel. Dette gir et potensiale som
man kan utnytte nar man gnsker a Igsne pinnebeina og samtidig beholde en filet med hgy kvalitet.
Nedbrytningen skjer innerst mot pinnebeinet, og det kan tenkes at man kan optimalisere prosessen
bade for slakt og pa prosesslinja med hensyn til 3 kontrollere/fremskynde naturlig nedbrytning rundt
pinnebeina, og pa den maten gjgre det mulig 3 trekke ut pinnebeina bade kortere tid etter slakt og
med mindre riveskader pa muskel. Potensialet er betydelig, og i eventuelt videre arbeid vil det veere
viktig @ underspke hvordan ulike betingelser, bade i forbehandling og pa prosesslinja pavirker
pinnebeinsfestet, og dermed Igsning av pinnebeina.
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5 Leveranser
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(2013) 38, 16-17.
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@stbye, Kristin Hollung, Eva Veiseth-Kent, Thomas Larsson, Svein. O. Kolset & Mona E. Pedersen.
Feste av pinnebein i torsk og laks-bindevevets rolle og prosesser involvert i nedbrytningen av dette.
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Det er planlagt to vitenskapelige publikasjoner i internasjonalt anerkjente tidsskrifter i 2014/2015,
samt en poster pa Gordon Conference on Proteoglycans, New Hampshire, USA, dersom dette blir
akseptert.
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6 Kvalitetssikring av prosjektgjennomfgring og resultater

Det vitenskapelige arbeidet er giennomfgrt i henhold til vanlige vitenskapelige standarder som gjgr
det mulig for publisering av resultat i internasjonalt anerkjente tidsskrifter. Resultater underveis i
prosjektet har ogsa blitt presentert pa internasjonal konferanse (WEFTA), og diskutert i mgter i regi
av FHF. Bade Nofima og Universitetet i Oslo (UiO) har brukt biokjemiske og molekylzerbiologiske
metoder som sikrer hgy faglig kvalitet i prosjektet. Gjennomgaelse og diskusjon av resultater i
prosjektet underveis og i avdelingsmgter med andre forskere pa Nofima har ogsa bidratt i faglig
hgyde.
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