
Fish T ropom yosin  and Fish Nucleotropom yosin
B y  C. HA.MOIK

L in t e r  1  n u t i t  u te ,  L o n d o n ,  a n d  L u b o r n to ir v  d e  H io lo g ic  g é n é r id e ,  I 'n i v e r s i t é  d e  L ie g t

( R e c e iv e d  3  d u í n  1 9 5 0 )

u \ " m h  h a s  b e e n  p r e p a r e d  f r o m  m u s c l e s  o f  
• r a i  a n i m a l s  ( r a b b i t ,  p i n ,  h o r s e  a n d  w h i t i n g )  b y  

d e h y d r a t i n g  t i a '  m i n c e d  m u s c l e  w i t h  o r g a n i c  s o l v e n t s  
a n d  e x t r a c t i n g  w i t h  m -p o t a s s i u m  c h l o r i d e  ( B a i l e y ,  
1 9 4 8 ) .  A  d e t a i l e d  a c c o u n t  o f  i t s  i s o l a t i o n  a n d  p r o ­
p e r t i e s  h a s  a l s o  b e e n  p u b l i s h e d  ( B a i l e y ,  1 9 4 8 ;  
B a i l e y ,  G u t f r e u n d  & O g s t o n ,  1 9 4 8 ;  A s t b u r y ,  K e e d  & 
S p a r k ,  19 4 8 ) .

I n  t h e  c o u r s e  o f  a n  e x t e n s i v e *  u l t r a c e n t r i f u g a l  
s t u d y  o n  f i s h  m y o s i n s ,  i t  h a s  b e e n  f o u n d  t h a t  t w o  
p r o t e i n s  s h o w i n g  t h e  s a m e  s o l u b i l i t y  p r o p e r t i e s  a s  
t r o p o m y o s i n  c a n  b e  i s o l a t e d  f r o m  f i s h  m u s c l e s  w i t h ­
o u t  p r e v i o u s  t r e a t m e n t  w i t h  o r g a n i c  s o l v e n t s .  B o t h  
t r o p o m y o s i n s  h a v e  b e e n  o b t a i n e d  i n  c r y s t a l l i n e  f o r m  
a n d  t h e i r  u l t r a c e n t r i f u g a l  a n d  e l e c t r o p h o r e t i c  b e ­
h a v i o u r s  h a v e  b e e n  i n v e s t i g a t e d .  O n e  o f  t h e s e  p r o ­
t e i n s  i s  p r a c t i c a l l y  i d e n t i c a l  w i t h  B a i l e y ’s  t r o p o ­
m y o s i n .  D r  K .  B a i l e y  k i n d l y  s u g g e s t e d  t h a t  tin* 
o t h e r ,  w h i c h  h a d  t h e  l a r g e r  s e d i m e n t a t i o n  c o n s t a n t ,  
m i g h t  b e  a n  a s s o c i a t i o n  o f  t h e  f i r s t  c o m p o u n d  a n d  
n u c l e i c  a c i d .  T h i s  w a s  c o m p l e t e l y  c o n f i r m e d  b y  
p h o s p h o r u s  a n d  r i b o s « '  d e t e r m i n a t i o n s  a n d  b y  t h e  
u l t r a v i o l e t  a b s o r p t i o n .  T h e  n a m e  ‘ n u c l e o t r o p o ­
m y o s i n ’ is  p r o p o s e d  f o r  t h i s  c o m p o u n d .

K X I T ’. K  I M E N T A L

L s o h d io n

E x t r a c t i o n  o f  f i s h  m u s c l e s  w i t h  s a l t  s o l u t i o n s  
( m i x t u r e s  o f  p h o s p h a t e  a n d  p o t a s s i u m  c h l o r i d e )  o f  
v a r y i n g  p H  b e t w e e n  5  a n d  7 s h o w s  t h a t  t h e  p r o ­

p o r t i o n  o f  t r o p o m y o s i n  i n  t h e  e x t r a c t  i n c r  
t h e  p H  o f  t h e  e x t r a c t i o n  f l u i d  d e c r e a s e s  a n  
t i m e  o f  e x t r a c t i o n  i s  s h o r t .  T h e  t r o p o r r  
s t i l l  v e r y  e x t r a e t u b l e  w h e n  t h e  d u r a t i o n  
t r a c t i o n  is  IO m i n .  a n d  t h e  p H  o f  t h e  e x t r i  
t ia*  a m o u n t  o f  m y  o s i n s  g o i n g  i n t o  s o l u t i o n  
c o n d i t i o n s  b e c o m e s  m u c h  s m a l l e r .  T h e  p r  
t h e  t r o p o m y o s i n s  i n  t h e  e x t r a c t s  c a n  b e  
c r e a s e d  i f  t h e  e x t r a c t i o n  is  c a r r i e d  o u t  w i  
k e p t  f o r  s e v e r a l  m o n t h s  i n  t h e  f r o z e n  s i  
t r e a t m e n t  d e c r e a s e s  t h e  e x t r a c t a b i l i t y  o  
s i n s  ( R e a y  ík  K u c h e l ,  1 9 3 6 )  a n d  d o e s  n o t  > 
b e h a v i o u r  o f  t h e  t r o p o m y o s i n s .  S e p i  
n u c l e o t r o p o m y o s i n  f r o m  t r o p o m y o s i n  
e x t r a c t s  is e a s y .  O n  d i l u t i o n  w i t h  w a t e r  
c o p r e c i p i t a t e s  w i t h  t h e  m y o s i n s  w h i l e  t l u  
m a i n s  i n  s o l u t i o n  a n d  p r e c i p i t a t e s  o n l y  o n  
t h e  s u p e r n a t a n t  t o  p H  4 -6 .  A  f i n a l  p u r i f i e s  
s u b s t a n c e s  is c a r r i e d  o u t  b y  a m m o n i u n  
f r a c t i o n a t i o n .  T h e  d e t a i l s  o f  t h e  m e t h o d  
b e l o w .

T h e  p re p a ra t io n  h a s  be en  ca r r ied  o u t  th roug  
cold  a n d  all th e  s e p a ra t io n s  h a v e  been  d o n e  b y  cer 
C a r p  muscles  cu t  w ith  a  freez ing  m ic ro to m e  int« 
t h ic k  ( D ub u is so n .  1947) a r e  e x t r a c t e d  fo r  20 min  
o f  a  l \ ( ’1-phosphate  so lu t ion  (O I.Vm-KCI a n d  0- 
b r o u g h t  to  pH  it). T h is  e x t r a c t  is d i lu te d  w i th  3 f  
w a te r :  t h e  p re c ip i t a te  is d isca rd ed  a n d  th e  s u p  
kep t .

T h e  re s idue  from th i s  lirst e x t r a c t io n  is re-e: 
l o  m in .  w i th  3 vol . o f  0 - 5 m -p h o s p h a te  solu tioi 
co n ta in in g  0 - 3 %  s o d iu m  a d en o s in e t r ip h o e j



re s idue  is d i s ca rd e d  a n d  t h e  e x t r a c t  (11) is d i l u t e d  with 7 vol. 
o f  w a te r .  A p re c ip i t a t e  o f  m y os ins  a n d  nu c le o t ro p o m y o s in  
fo rm s  which  is w a s h e d  tw ic e  w ith  w a te r  a n d  red isso lved  in 
0-ÜM-KC1 a t  n e u t r a l  p H .  T h e  s u p e r n a t a n t  ( I I )  a n d  th e  
s u p e r n a t a n t  (I ) a r e  m ix e d  a n d  b ro u g h t  t o  p H  445. T h e  p re ­
c ip i t a te  c o n ta in in g  t ro p o m y o s in  is w a sh e d  tw ic e  w i th  w a te r  
a n d  red isso lved  in <)-5m -K C 1 a t  n e u t r a l  p H .

B o th  s o lu t io n s  a r e  n o w  cen t r i fu g ed  fo r  30  min .  a t  
14,000 rev .  miri, t o  r e m o v e  s o m e  tu r b i d  m a te r ia l  a n d  a re  
pur if ied  by  a  s econd  p re c ip i t a t io n  by  d i lu t io n  w ith  S vol. o f  
w a te r  a t  n e u t r a l  p H  (n u c le o t ro p o m y o s in )  o r  a t  pH  4-0 
( t ro p o m y o s in ) .  B oth  p r e c ip i t a te s  a r e  w ash ed  tw ice  w ith  
w a te r  a n d  rcd isso lved  in O ô m -KCI a t  n e u t ra l  p H .

B o th  t ro p o m y o s in s  a r c  i so la ted  f r o m  th e se  tw o  so lu t ions  by 
( N H 4)2Nt ), f r a c t io n a t io n  a t  n e u t r a l  pH : t h e  m a j o r  p a r t  o f  the  
to t a l  p ro te in  c o n t e n t  o f  t h e  s o lu t io n s  p r e c ip i t a te s  be tw een  
30  a n d  ño  %  s a t u r a t i o n ,  whilst, t h e  t r o p o m y o s in s  p rec ip i ta te  
b e tw e e n  ño  a n d  <i(>% s a tu r a t i o n .  T h e  p r e c ip i t a t e  c an  be r c ­
d is so lved very  q u ic k ly  by  a  s l igh t  d i lu t io n  wit h w a te r ,  g iv ing  
a  w a te r -c le a r  so lu t ion .

A l th o u g h  th e s e  m e t h o d s  o f  p re p a ra t io n  a r e  ve ry  r e p ro ­
duc ib le ,  s o m e  v a r ia t io n s  a r e  observed  in t h e  y ie ld s  o b ta in e d ,  
which a rc  u sua l ly  a b o u t  04)7 %  o f  t h e  wet w e igh t  for nuc leo ­
t ro p o m y o s in  a n d  0 0 3 %  fo r  t r o p o m y o s in .  A b e t t e r  yie ld ,  
a m o u n t i n g  n- "-.V1,, o f  t h e  fresii m usc le  w e igh t ,  h a s  been  
ob ta in ed  a f t e r  o rg a n ic  s o lven t  t r e a t m e n t  (B ai ley ,  11)48). 
T h i s  d is c r ep a n c y  is no t  d u e  t o  loss  d u r in g  th e  iso la t ion .  T h e  
q u a n t i t y  o f  t ro p o m y o s in s  a n d  m y o s in s  e x t r a c t e d  f r o m  fresh 
muscles  u n d e r  th e  e ond i t  mii.- desc r ibed  a m o u n t s  t o  1 %  o f  t h e  
\ \c t  w e igh t  a n d  th e  t r o p o m y o s in  c o n t e n t  o f  t h e  so lu tion  
varies  f rom  1(1 t o  2 0 " o . F r a c t io n a t io n  by  ( N H 4)*X04 is very  
effec t ive :  no  p re c ip i t a t io n  o f  t ro p o m y o s in  o c c u r s  before  
4 n %  s a t u r a t i o n  while  t h e  m a jo r  p a r t  o f  t h e  m y o s in s  has 
a l r e a d y  been  re m o v e d .  T h e  d é n a t u r a t i o n  o f  t h e  m y o s in s  by  
o rgan ic  s o lven t  t r e a t m e n t  p ro b a b ly  inc reases  t h e  d if ferences 
in ex t ra c t  a b i l i ty  o f  t h e  m y o s in s  a n d  t ro p o m y o s in s  and 
allows a  m o r e  c o m p le te  r e m o v a l  o f  th e  t ro p o m y o s in s .

frynU ilH zn tion . T h e  u n d i lu t e d  s a l t e d - o u t  p re c ip i t a te s  a re  
used  for c ry s ta l l iza t io n .  T h i s  is car r ied  o u t  u s ing  t h e  c o n d i ­
t io n s  p rev ious ly  d e sc r ib ed  for t ro p o m y o s in  (B a i ley .  1948). 
i.e. bv  d ia ly s in g  a n  a p p r o x .  1 ñ %  s o lu t io n  a ga ins t  a  so lu tion  
c o n ta in in g  lii g. ( N H 4)2S ( )4 I. a n d  (Mil m-a c e t a te  buffer  o f  
pH 5-4. N u c le o t ro p o m y o s in  c rys ta l l izes  in e lo n g a ted  prism s  
(Figs. 1, 2 ) :  t ro p o m y o s in  in t h e  q u a d r a n g u l a r  p la te s  p r e ­
v ious ly  desc r ibed  by  B a i ley  (F ig .  3). F ro m  a  p r iv a t e  c o m ­
m u n ic a t io n  o f  I ) r  Bai ley  it w o u ld  a p p e a r  t h a t  t h e  c ry s ta l  I i in­
fo rm  o f  n u c le o t ro p o m y o s in  is not c h a r a c te r i s t i c  o f  th is  
c o m p o u n d  a lo n e :  s im i l a r  c ry s ta l s  h a v e  a l r e a d y  been  o b ­
ta in e d  b y  h im  f r o m  fish (w h i t ing )  t ro p o m y o s in  so lu t ions  
p re p a re d  in th e  usual  w ay .

I ' I t n i c r r i f r i J 'u t f r i l i t i n

T h e  s o l u t i o n s  w e n -  e x a m i n e d  iii t in -  S  v c d  b e r g  o il -  
t u r b i i u -  u l t  r a c e  lí t r i  l u g e  u s i n g  t in -  I ’h i l p o t  o p t i c a l  
s y s t e m  ( I ’h i l p o t .  19.38) a t  ( id .u n o  r e v .  m i n .  T h e  
t r o p o  m y o s i n s  w o r e  d i s s o l v e d  in  a  p h o s p h a t e  b u f f e r  o f  
i o n i c  s t  r e n g t  h  d - 1 c o n t a i n i n g  d-2.”> M - s o d i u m  c h l o r i d e .  
T h e  p H  o f  t l ie  s o l a t  i o n  w a s  7 -1 .  T h e  c o n c e n t  r a i  i o n s  
o f  t h e  p r o t e i n  w e r e  d e t e r m i n e d  r e f r a e t o m e t r i i - a l l y .  
a s s u m i n g  a  s p e c i f i c  r e f r a c t i v e  i n c r e m e n t  u f d - n o b s o .  
T h e  v a l u e s  o f  t h e  s e d i m e n t  a t  i o n  c o n s t a n t s  h a v e  b e e n  
c o r r e c t e d  t o  2 0  a n d  t o  a  w a t e r  b a s i s ,  u s i n g  t h e

p a r t i a l  s p e c i f i c  v o l u m e  g i v e n  b y  S 
P e d e r s e n  ( 1 9 4 0 ) ,  A p p e n d i x  I I .

T h e  p r e p a r a t i o n  o f  t r o p o m y o s i n  a p p  
g e n e o u s  b y  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n .  It s e t  I i 
s i n g l e  f a i r l y  s y m m e t r i c a l  p e a k  w l i a t e v -  
c e n t r â t  i o n  ( F i g .  4  a ) ,  a n d  t h e  v a l u e s  o f  t h e  
l i m i  c o n s t a n t s  a t  d i f l c r e n t  c o n c e n t r â t iot 
f r o m  d i f f e r e n t  p r e p a r a t i o n s  a r e  in  g o o d  
( F i g .  f> a n d  T a b i c  | i. T h e  s e d i m e n t a t i e  
e x t r a p o l a t e d  t o  / . e ro  c o n c e n t r a t i o n  is 2-8 
v a l u e s  p r e v i o u s l y  o b t a i n e d  f o r  r a b b i t  t r  
( B a i l e y  et u l .  19 4 8 )  h a v e  b e e n  a d d e d  t o  t h 
t h e y  s h o w  e x c e l l e n t  a g r e e m e n t  w i t h  t 
d e t e r m i n a t i o n s .

Fig.  4. S e d im e n ta t io n  d ia g ra m  o f  t r o p o m y o s in  < 
t ro p o m y s in .  M ig ra t ion  to  t h e  r ig h t .  T r o p o n  
0-89 % ,  100 m in .  a f t e r  full  s p ee d .  N u c lea ta  
(/>): 0-I17 % ,  90 m in .  a f t e r  r e ach in g  full speed .

T h e  b e h a v i o u r  o f  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  n u e  
m y o s i n  is m o r e  c o m p l i c a t e d  : it. s e d i m e n t s  < 
s h a r p  p e u k  w h i c h  s p r e a d s  m u c h  m o r e  s i o  
t r o p o m y o s i n  a n d  is  a l w a y s  f o l l o w e d  b y  a  si: 
p o n e n t  ( F ig .  4 h ) .  T h e  p r o p o r t  i o n  o f  t h i s  c u  
i n c r e a s e s  a t  l o w  c o n c e n t  r a t  i o n s  : it is n o t  a n  
b u t  a  d i s s o c i a t i o n  p r o d u c t  o f  t h e  m a i n  co i  
t h e  s e d i n t e n t a t i o n  c o n s t a n t - c o n c e n t  r a t  io n  
w h i c h  ( F i g .  ">) c a n n o t ,  t h e r e f o r e  b e e x t r a p o l  

S e v e r a l  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n s  b a v e  b e e n  
c h e e k  t h e  s t a b i l i t y  o f  n u c l e o t r o p o m y o s i n .  
m e n t a t i o n  is u n c h a n g e d  in  t h e  p r e s e n c e  o f  a d  
t r i p h o s p h a t e  ( A T I ’) o r  a f t e r  k e e p i n g  t h e  
t r a t e d  s o l a t  io n  a t  I h e  p H  o f  c r y s t a l l i z a t i o n  (.' 
few  d a y s .  I n  a c e t a t e  b u f f e r  o f  p H  3-f> m i c h  
m y o s i n  is s l o w l y  a n d  i r r e v e r s i b l y  t r a u s l o n i a  
c o l d  a s s h o w n  in  F i g .  ti : a  new  c o m p o n e n t  s e i  lii 
m o r e  s l o w l y  a p p e a r s  a f t e r  2 h r .  ( F i g .  t i a )  
c o m e s  p r o m i n e n t  a f t e r  2 d  h r .  ( F i g .  fib) , 
t r o p o m y o s i n  a s  a n  e n t i t y  d i s a p p e a r s  c o m p i  
t lie  s o l a t  i o n  is k e p i  a  l o n g e r  1 ¡ m e  a t  t h i s  p i  I 
m e n t a t i o n  r u n s  m a d e  w i t h  s o l a t  i o n s  o f  n u d e
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Pro te in  concn.  (g . / i00 ml.)

Fig .  5. V a r ia t io n  o f  <S’2n fo r  t ro p o m y o s in  a n d  nuc leo tropo- 
m vos  in w i th  t lie c o n c e n t r a t io n  o f  t h e  so lu t ion .  Lower 
c u r v e ;  t r o p o m y o s i n ;  u p p e r  c u rv e ,  n u c le o t ro p o m y o s in .  
o, v a lu e s  t a k e n  f r o m  Bailey et id .  ( I0 4 S ) ;  x  , va lue s  o b ­
t a i n e d  b y  t r a n s f o r m a t i o n  o f  n u c le o t ro p o m y o s in  a t  low p H .

t r o p o m y o s i n  a r e  t r a n s f o r m e d  a t  l o w  p H  
p o m y o s i n .

E le c tr o p h o r e s is

T h e  e x p e r i m e n t s  w e r e  p e r f o r m e d  w i t h  t l  
e l e c t r o p h o r e s i s  a p p a r a t u s  s l i g h t l y  m o d i  
b u i s s o n  & J a c o b .  1(J 4 5 ;  D u b u i s s o n ,  D i  
D e b o t ,  15150). T h e y  l a s t e d  a b o u t  2 0  h r .  a 
( 1 -65  V . / c m . )  a n d  7 h r .  a t  ƒ  =  0*15  (3-6. 
g i v i n g  a  m i g r a t i o n  o f  a p p r o x .  6  c m .  i n  b< 
N o  a c c o u n t  w a s  t a k e n ,  in  t h e  c a l c u l a t e  
m o b i l i t i e s ,  o f  t h e  d i f f e r e n c e s  i n  c o n d u c t i v  
d i a l y s i s  f l u i d  a n d  t h e  p r o t e i n  s o l u t i o n ,  t h e  
t h e  d i a l y s i s  ( l u i d  b e i n g  u s e d  f o r  b o t h  l i m b s

B o t h  p r e p a r a t i o n s  w e r e  h o m o g e n e o u s  
p i n  >ret i e a l l y ,  s h o w i n g  a  s i n g i o  c o m p o n e n t  v 
o n l y  a  s l i g h t . a d m i x t u r e  o f  i m p u r i t i e s .  N o  
in  m o b i l i t y  w a s  o b s e r v e d  b e t w e e n  n u i

T a b l e  1. S e d i m e n t a t i o n  d a ta  J a r  tr o j io m i /o s in  a n i l  n n r h o tr o j i o m i /n s in  a t  d i f f e r e n t  c o n e i n tr a t io n s  in

( I  -  0 -3 5 . p H  7 1 . )
T ro p o m y o s in N u c leo t ro p o m y o s in

S a m p le Pro te in  concn. S K  COIT. S a m p le P ro te in  concn . S.,0 con-
no. (g .M00 ml.) X IO13 1)0. (g. 100 ml.) 'v  IO13

1 0-5S 2-57 1 <1X4 3-70
-> 0-34 2-73 -> U-S4 3- (53
3 u-so 2-22 U-G 4-0S

0-44 2-52 0-3 5-1 1
0-22 2-50 3 0-G7 3-05

4* 0-25 2-H2 0-3 5-14
5* u t i l 2-57

* O b ta in e d  by tr a n s fo rm a t io n o f  n u c le o t ro p o m y o s in  a t  pH  3-5.

m y o s i n  a t a 1 t r o p o m y o s i n in  sex  e
m a d e  o n  p u r e  s o l  u t  i o n s  a n d  o n  m i x t  u r e s  o f !  
p o u n d s .  T h e  m o b i l i t i e s  f o u n d  a r e  g i v e n  in

' I ' a b l e  2 . E h  r tr o p la in  t i r  m o b i l i t i e s  o f  tro p , 
a n d  n n r le o t r o p o m i/o s in

Mohilit
(10 5 s q .c m ./

A scend ing
value
-4 - 3 0

Fig .  0. S e d i m e n t a t i o n  d i a g r a m s  o f  n u c le o t ro p o m y o s in  k ep t  
in a c e t a t e  buffer  p H  3-5 fo r  2  hr .  (</. t o t a l  concii . 1-1 " l() a n d  
2D hr .  (b. t o t a l  co n cn .  < >-S7 ; b o th  130 m in .  a f te r
re a ch in g  full s p ee d .  M ig ra t io n  to  t h e  righ t .

m y o s i n  k e p t  2<) h r .  o r  m o r e  in  a c e t a t e  b u f f e r  a t  
p H  3-5  s h o w  t h a t  t l ie  p e a k  c o r r e s p o n d i n g  t o  t h i s  n o w  
c o m p o n e n t  h a s  t i a 1 s a m e  s h a p e  a n d  r a t e  o f  s e d i ­
m e n t a !  i o n  a s  t r o p o m y o s i n  ( F i g .  5  a n d  T a b l e  I ). T h e

.C o n d i t io n s  o f  e lec trophores is

Nn( ‘1-p hosphate  buffer  o f  
/  0-35 a n d  p H  7 1  ( /  0 1  
for p h o s p h a t e  a n d  0-25 for 
N a t  '1)

N a C l-p h o sp h a te  bu f fe r  o f  
/  11-15 a n d  [ill 7-4 ( /  -  0-1 
for p h o s p h a te  a n d  0-05 for 
Na( 'l )

N a t '1 -ace ta te  buffer  o f  /  0-1.5
a n d  pH  3-5 ( /  0-1 fo r  a c e t a t e
a n d  0-05 for Nat '1)

* A p p ro x im a te  v a lu e :  o n e  d e te rm in a t io n  <

T h e  v a l u e s  o b t a i n e d  a t  ƒ =  0 - 3 5  a n d  p H
g r e a t l y  f r o m  t h e  m o b i l i t i e s  o f  r a b b i t  t r o j

GOO

G-15*



Fig. 1. X u«-l*■■ -t 11 >|i.>m vn-¡l|  
( m a g n i t i r a t io n  - ."¡I i.

Fiix. Niiclc‘i>t!-i>|)uinyns¡n 
(m agnif ica t im) • 13-')).

Fifí. .'5. T r o p o m y o s i n  (m ag n if ica t io n  x 135).

G .  H A M O I R — F i s h  t r o p o m y o s i n  a n d  f i s h  n u c l e o t r o p o m y o s i n



u n d e r  t i i c  s a m e  c o n d i t i o n s  ( a s c e n d i n g ,  .">•(>; d e s c e n d ­
i n g ,  4 - 9 :  D u b u i s s o n ,  1 9 5 0 ) .  F u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n s  
w i l l  b e  n e c e s s a r y  t o  d e t e r m i n e  t h e  c a u s e  o f  t h i s  
d i f f e r e n c e .

X K e l t i c  a r i f i  coulent

L i b e r a t i o n  o f  t h e  n u c l e i c  a c i d  w a s  p e r f o r m e d  b y  
h e a t i n g  t h e  p r o t e i n  s o l u t i o n  i n  a  b o i l i n g - w a t e r  b a t h  
i n  5  %  ( w / v )  t r i c h l o r o a c e t i c  a c i d  f o r  4 5  m i n .  T h e  p r o ­
t e i n  w a s  r e m o v e d  b y  f i l t r a t i o n  a n d  t h e  r i b o s e  c o n t e n t  
o f  t h e  f i l t r a t e  w a s  d e t e r m i n e d  a c c o r d i n g  t o  . M e j b a u m  
( 1 9 3 9 ) ,  u s i n g  a  4 5  m i n .  h e a t i n g  t i m e  a s  p r o p o s e d  b y  
A l b a u m  A L ' m b r e i t  ( 1 9 4 7 ) .  M e a s u r e m e n t s  w e r e  
m a d e  w i t h  a  p h o t o e l e c t r i c  a b s o r p t i o m e t e r  u s i n g  t h e  
(>07 I l f o r d  f i l t e r  w i t h  a  m a x i m u m  t r a n s m i s s i o n  a t  
6 0 0  m g .  R e a d i n g s  w e r e  r e f e r r e d  t o  a  c a l i b r a t i o n  
c u r v e  o b i  a i m ' d  b y  m e a s u r i n g  t h e  a b s o r p t i o n  o f  
d i f f e r e n t  a m o u n t s  o f  n - r i b o s e  u n d e r  t h e  s a m e  c o n d i ­
t i o n s .  A s  b o t h  d e o x y r i b o . s e  a n d  r i h o s e  r e a c t  w i t h  t h e  
o r e i n o l  r e a g e n t  o f  M e j b a u m  (193!)) ,  t h e  d i p h e n y l -  
n t n i n e  r e a c t i o n  s p e c i f i c  f o r  d e o x y r i b o s e  w a s  p e r ­
f o r m e d  o n  t h e  t r i c h l o r o a c e t i c  f i l t r a t e  u m  1er t h e  c o n ­
d it ion . - ,  d e s c r i b e d  b y  D i s c h e  ( 1 9 3 0 ) .  T h e  t o t a l  
p h o s p h o r u s  c o n t e n t s  o f  n u c l e o t r o p o m y o s i n  a n d  
t r o p o m y o s i n  w e r e  d e t e r m i n e d  b y  t h e  p e r c h l o r i c  a c i d  
m e t h o d  a s  m o d i f i e d  b y  A l l e n  ( 1 9 4 0 ) .  u s i n g  t h e  s a m e  
p h o t o e l e c t r i c  a b s o r p t i o m e t e r  a s  f o r  r i b o s e  a n d  tia* 
( io s  I I f o r d  f i l t e r .

T h e  u l t r a v i o l e t  s p c c t  r u m  o f  b o t h  ] m i t  e  i n s  d i s s o l v e d  
in  t h e  p h o s p h a t e - s o d i u m  c h l o r i d e  b u f f e r  o f  p H  7-1 
a n d  /  =  0 - 3 5  w a s  m e a s u r e d  a g a i n s t  t h e  s o l v e n t  w i t h  
t h e  B e c k m a n  u n i v e r s a l  s p e c t r o p h o t o m e t e r  ( m o d e l  
l ) . l \ ) .  ( T h e s e  s o l u t i o n s  h a d  a l r e a d y  b e e n  u s e d  i n  t h e  
u l t r a c e n t r i f u g a l  e x p e r i m e n t s . )  R e a d i n g s  w e r e  t a k e n  
a t  3  m g .  i n t e r v a l s  b e t w e e n  2 2 0  a n d  3 5 0  m g .  T h e  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e  s o l u t i o n s ,  e x p r e s s e d  in  
g . ' 1 0 0  m l . ,  w e r e  d e t e r m i n e d  b y  m i c r o - K j e l d a h l  
a s s u m i n g  a  n i t r o g e n  c o n t e n t  o f  1 6 - 6 %  ( B a i l e y ,  1 9 4 3 )  
a n d  w e r e  u s e d  f o r  t h e  c a l c u l a t i o n  o f  t h e  e x t i n c t i o n  
c o e f f i c i e n t  ..

B o t h  p r e p a r a t i o n s  w e r e  p r e c i p i t a t e d  b y  a n  e q u a l  
v o l u m e  o f  1 0 %  ( w / v )  t r i c h l o r o a c e t i c  a c i d  a n d  k e p t  in  
a  b o i l i n g - w a t e r  b a t h  f o r  d i f f e r e n t  i n t e r v a l s  t o  d e t e r ­
m i n e  t h e  t i m e  r e q u i r e d  f o r  c o m p l e t e  e x t r a c t i o n  
( ' f a b l e  3 ) .  (A  s l i g h t  l i b e r a t i o n  o f  n u c l e i c  a c i d  o c c u r s  
e v e n  a f t e r  p r e c i p i t a t i o n  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e . )  
A p p r o x i m a t e l y  c o n s t a n t  v a l u e s  w e r e  o b t a i n e d  a f t e r  
a b o u t  2 0  m i n .  f o r  t r o p o m y o s i n  a n d  3 0  n  i n .  f o r

n u c l e o t r o p o m y o s i n .  u t - a n n g ,  . . .  .........
t h e r e f o r e  c h o s e n  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n s .

T a b l e  3 .  R a te  o f  n u c le ic  a c id  l ib e r a t io n  a t  10 
in  f> %  ( lí '!v ) tr ic h lo r o a c e tic  a c id

l t ibose  l i b e ra te d  (m g. /g .  prote:D u ra t io n  o f  
h e a t in g  
(miii.)

0
10
13
21
30
45
(>0

T ro p o m y o s in

4-4
10-2
10-4

12-7 
110 
10-0

N u c leo t ro p o r

.■>•35
32-1

34-1»
44-0
4 4 0

T h e  r i b o s e  a n d  p h o s p h o r u s  c o n t e n t s  f o u n  
g i v e n  i n  T a b l e  4 .  I n  v i e w  o f  t h e  v e r y  d i f i e r e n  
b r a t i o n  c u r v e s  g i v e n  b y  r i b o s e  a n d  d e o x y r i b o s -  
t h e  o r e i n o l  r e a g e n t  ( S c h n e i d e r ,  1 9 4 5 )  a n d  t h e  
a g r e e m e n t  o b s e r v e d  b e t w e e n  t h e  r i b o s e  a n d  
p h o r u s  d e t e r m i n a t i o n s ,  t h e  p r e s e n c e  o f  d e o x y  
is v e r y  u n l i k e l y .  T e s t s  f o r  d e o x y r i b o s e  c a r r i e d  
b o t h  p r e p a r a t i o n s  o f  n u c l e o t r o p o m y o s i n  fa i  
g i v e  a n y  e v i d e n c e  o f  t h e  p r e s e n c e  o f  t h i s  s u g a  

S a m p l e s  o f  t h e  f i r s t  p r e p a r a t i o n  w e r e  us. 
m e a s u r e m e n t s  o f  t h e  u l t r a v i o l e t  a b s o r p t i o n  ( f

220 250 300 350
W a v e le n g th  (m p .)

Fig .  7. U l t r a v io le t  a b s o r p t io n  s p e c t r a  o f  t ro p t  
(c u rve  a) a n d  n u c le o t ro p o m y o s in  (curve  b) i n  a  ph i  
N aC l  buffer  o f  p H  7-1 a n d  ƒ - 0 - 3 5 .  O r d i n a t e :  E  
t r o p o m y o s in  a n d  0 - 2 5 #  j^ n .  fo r  n u c ie o t ro p o m y o

N u c l e o t r o p o m y o s i n  s h o w s  t h e  w e l l  k n o w n  
a c i d  m a x i m u m  a t  a b o u t  2 6 0  m g . ,  a n d  t r o p o i  
a  m a x i m u m  a t  2 7 4  m g .  d u e  t o  i t s  c o n t e n t

T a b l e  4 .  R ib o s e  a n d  j /h o s / ih o r u .s- c o n te n ts  o f  t r o j io m y o s in  a n d  n u c le o tr o p o m y o s in

P e n to s
R ib o se  P  R ib o s e /P  a c id  cc

( % )  (% )  (m o l . /a to m )  (c

P r e p a r a t io n  1 T ro p o m y o s in  1-05 —  —  2-
N u c leo t ro p o m y o s in  4-38 —  —  9-

P r e p a r a t io n  I I  T ro p o m y o s in  1-22 0-20 1-25 2-
N u c leo t ro p o m y o s in  6-75 1-47 0-99 15-

C a lcu la te d  f rom  th e  r ibose  co n te n t .



m a t i e  a m i n o - a c i d s .  T h e  t w o  s p e c t r a  a r e  v e r y  s i m i l a r  
t o  t h o s e  o b t a i n e d  b y  M a r k h a m ,  M a t t h e w s  &  S m i t i i  
( 1 9 4 8 )  o n  a  p l a n t  v i r u s  a n d  i t s  s p e c i f i c  p r o t e i n .

I n  c o n c l u s i o n ,  t r o p o m y o s i n  p r e p a r e d  b y  t h e  
p r e s e n t  m e t h o d  is  l e s s  p u r e  t h a n  H a i l e y ' s  t r o p o ­
m y o s i n .  I t  c o n t a i n s  a  f e w  p e r  c e n t  o f  p c n t o s e n u c l e i c  
a c i d  w h i c h  c o u l d  p r o b a b l y  b e  v e r y  e a s i l y  r e m o v e d  b y  
k e e p i n g  i t  f o r  a  c e r t a i n  t i m e  a t  l o w  p H .  N u c l e o -  
t r o p n m y o s i n  h a s  a  m u c h  h i g h e r  c o n t e n t  o f  p e n t o s e -  
n u c l e i c  a c i d ,  w h i c h  s h o w s  s o m e  v a r i a t i o n  f r o m  o n e  
p r e p a r a t i o n  t o  t h e  o t h e r .  T h e  p r e s e n c e  o f  p e n t o s e -  
n u c l e i c  a c i d  in  m u s c l e  i s  w e l l  k n o w n  f r o m  t h e  w o r k  o f  
D a v i d s o n  de W a y m o u t h  ( 1 9 4 4 )  o n  s h e e p  a n d  f o w l  
m u s c l e s  a n d  o f  S c h n e i d e r  &  K l u g  ( 1 9 4 6 )  o n  r a t  
m u s c l e s ,  b u t  n o  a n a l y t i c a l  d a t a  s e e m  t o  b e  a v a i l a b l e  
o n  f i s h .  I t  c a n  b e  a s s u m e d  f r o m  t h e  y i e l d  o f  0 - 0 5 -  
<>• 1 %  o f  t h e  f r e s h  w e i g h t  f o u n d  b y  t h e  p r e v i o u s  
a u t h o r s  f o r  p c n t o s e n u c l e i c  a c i d  t h a t  t h e  a m o u n t  i n  
f i s h  m u s c l e  is h i g h  e n o u g h  t o  e x p l a i n  t h e  p r e s e n t  
a n a l y t i c a l  r e s u l t s .

D I S C U S S I O N

C o m p a r i s o n  o f  t h e  d a t a  o b t a i n e d  a l l o w s  s o m e  c o n ­
c l u s i o n s  t o  b e  d r a w n  o n  t h e  i n f l u e n c e  o f  t h e  n u c l e i c  
a c i d  c o n t e n t  o n  t h e  m a c r o m o l e c u l a r  b e h a v i o u r  o f
i m  i     T h e  p r e s e n c e  o f  n u c l e i c  a c i d  d o e s  n o t

t :ii.- e l e c t r o p h o r e t i c  m o b i l i t y ,  a s  h a s  a l r e a d y
  n o b s e r v e d  f o r  m i x t u r e s  o f  p r o t e i n s  a n d  n u c l e i c
a c u i  ( C r e e n s t e i n ,  1 9 4 4 )  a n d  f o r  n u c l e o p r o t e i n s  
( M a r k h a m  e t a l .  1 9 4 8 ) .  A  c o n t e n t  o f  n u c l e i c  a c i d  o f  
l e s s  t h a n  3 %  d o e s  n o t  i n f l u e n c e  t h e  u l t r a c e n t r i f u g a l  
b e h a v i o u r  o f  t r o p o m y o s i n .  A  h i g h e r  c o n t e n t  ( a b o u t  
1 9 % )  g r e a t l y  c h a n g e s  t h e  s h a p e  a n d  d i m e n s i o n s  o f  
t h e  m o l e c u l e :  a  n e w  c o m p o n e n t ,  n a m e d  n u c l e o ­
t r o p o m y o s i n ,  a p p e a r s  w i t h  a  d i f f e r e n t  r a t e  o f  s e d i ­
m e n t a t i o n  w h i c h  s e e m s  a l s o  u n i n f l u e n c e d  b y  a  
v a r i a t  io n  o f  a  f e w  p e r  c e n t  i n  t h e  n u c l e i c  a c i d  c o n t e n t .  
S o l u t i o n s  s h o w i n g  a n  i n t e r m e d i a t e  b e h a v i o u r  
b e t w e e n  t r o p o m y o s i n  a n d  n u c l e o t r o p o m y o s i n  i n  t h e  
u l t r a c e n t r i f u g e  w e r e  o n l y  v e r y  r a r e l y  o b s e r v e d .

O w i n g  t o  t h e  p r e s e n c e  o f  A T P  d u r i n g  e x t r a c t i o n ,  
t h e  q u e s t i o n  a r i s e s  w h e t h e r  n u c l e o t r o p o m y o s i n  is  n o t  
f o r m e d  b y  s o m e  r e a c t i o n  w i t h  A T P .  A s  i t  c o u l d  b e  
i s o l a t e d  f r o m  e x t r a c t s  m a d e  w i t h o u t  a d d i t i o n  o f  A T P  
t o  t h e  e x t r a c t a n t ,  a n d  a s  p r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s  
h a v e  s h o w n  t h a t  t h e  c o n t e n t  o f  A T P  o f  f i s h  m u s c l e s

k e p t  in  a  f r o z e n  s t a t e  is  e x t r e m e l y  
t h e  f r e s h  w e i g h t ) ,  t h i s  h y p o t h e s i s  s  

N u c l e o t r o p o m y o s i n  a p p e a r s  a s  i 
t u e n t  o f  m u s c l e  e x t r a c t s  m a d e  a t  
i o n i c  s t r e n g t h  t o  b r i n g  t h e  m y o s i n s  
d i l u t i o n  o f  t h e  e x t r a c t  w i t h  w a t e r  i 
w i t h  t h e  g l o b u l i n s .  T h e  p h o s p h o r u s  
m y o s i n s  a n d  a e t o m y o s i n s  p r e v i o u s !  
h o t  o r g a n i c  s o l v e n t s  ( D u b u i s s o n ,  19'. 
is  p r o b a b l y  d u e  t o  t h e  p r e s e n c e  o f  
a l r e a d y  s u g g e s t e d  b y  H a i l e y  ( 1 9 4 (  
D e u t s c h ,  K n a p p e i s  & M u n c h - P e t e r s  

T h e  p r e s e n t  r e s u l t s  c o n f i r m  t h e  \  
m y o s i n  i s  a  n a t u r a l  c o m p o n e n t  o f  t h e  
w o r k  w i l l  b e  n e c e s s a r y  t o  k n o w  
m y o s i n  a r i s e s  f r o m  t h e  a s s o c i a t i o n  
w i t h  p e n t o s e n u c l e i e  a c i d  d u r i n g  e x  
e x i s t s  i n  f i s h  m u s c l e .  A s  t r o p o m y o s i  
a b l y  l o c a t e d  i n  t h e  f i b r i l  ( H a i l e y ,  194 
n u c l e i c  a c i d  is  a  c o m p o n e n t  o f  t h e  i 
n o t  u n r e a s o n a b l e  t o  t h i n k  t h a t  be 
c o u l d  b e  a s s o c i a t e d  in  s i t u .

S U M M A R Y

1. T w o  p r o t e i n s  s h o w i n g  t h e  solufc  
o f  t r o p o m y o s i n  h a v e  b e e n  i s o l a t e d  fr 
b y  s a l t  e x t r a c t i o n .

2 .  A l t h o u g h  t h e  t w o  c o m p o u n d s  a r  
a b l e  b y  e l e c t r o p h o r e s i s ,  t h e y  c r y s t a l !  
f o r m s  a n d  b e h a v e  v e r y  d i f f e r e n t l y  i n  1 
f u g e .  T h e s e  d i f f e r e n c e s  h a v e  b e e n  r< 
d i f f e r e n t  n u c l e i c  a c i d  c o n t e n t s .

3 .  I t  is  c o n c l u d e d  t h a t  o n e  c o m p o u r  
i d e n t i c a l  w i t h  H a i l e y ’s  t r o p o m y o s i n  
o n e  is  a  c o m b i n a t i o n  o f  t h e  s a m e  c< 
p c n t o s e n u c l e i c  a c i d .

4 .  A n  e s p e c i a l l y  m i l d  m e t h o d  o f  
n u c l e o p r o t e i n  is  d e s c r i b e d  a n d  t h e  
b o t h  c o m p o u n d s  in  m u s c l e  d i s c u s s e d .

I t  is a  p le a su re  t o  t h a n k  D r  R .  A 
h is  k in d  h o s p i ta l i ty  a n d  his  a d v ic e ,  S i r  Alai 
D i re c to r  o f  t h e  L i s t e r  I n s t i t u t e ,  fo r  t h e  
a v a i lab le  b y  hi ra ,  a n d  D r  K .  B a i ley  fo r  a  
t io n .  T h e  w ork  w a s  m a d e  possib le  b y  a  
Belgian  G o v e rn m e n t .
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