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Anp.

° f  me a t ■
aft as i t  i l s  an i mP ° r t a n t  p r o c e s s  f r o m  a c o m m e r c i a l  p o i n t  o f  

c °ok i  m p r 0 u e s  t h e  w a t e r b i n d i n g  p r o p e r t i e s ,  a n d  t e n d e r n e s s  
bU n tUra i  ch9 ’ P o s t . m o r t e m  t e n d e r  i z  a t  i o n  h a s  b e e n  r e l a t e d  t o  

P ro t  f n 9 e s  i n  t h e  m y o f i b r i l s ,  a n d  t o  c h a n g e s  i n  m y o f i -  
eb,e n S i e i n  con) P ° s i t i o n  d u r i n g  a g e i n g .  T h e r e  a r e  a n u m b er  o f  

65 ( 19 7 8 ) 6 r e u i e u s  on t h e  s u b j e c t ,  a s  f o r  e x a m p l e  A s g h a r  &
l|» *h ' 
thg ^
ĥe 9radual  m i c r o s c ° P e  t h e  m o s t  p r o m i n e n t  s t r u c t u r a l  c h a n g e  i s  

»bs ui t r a s  ̂ ^ a p p e a r a n c e  o f  t h e  Z - l i n e s  f r o m  t h e  m y o f i b r i l s .  On 
S h K ^  (j ieU C t u r a i  i e v e l  i t  h a s  a d d i t i o n a l l y  b e e n  p o s s i b l e  t o  

s e t  a p p e a r a n c e  o f  H - z o n e s  a n d  f a d i n g  o f  A - I  j u n c t i o n s  
**»l >al  P r o t e - * 1 9 7 9 * D a u e y  4 G r a a f h u i s ,  1 9 7 6 ;  Hay e t  a l . ,  1 9 7 3 ) .  
h  b ' b‘ar>d j g 11?5 h a v e  b e e n  s h o w n  t o  b e  l o c a l i z e d  i n  m y o f i b r i l s  a t  
V d r 0 1 y 2Pl? 1 O n s - f lmong t he m  d e s m i n  an d Z - d i s k  a c t i n  a r e  r e a d i -  
'972 Naga i  a by C a + + - a c  t i  v a t e d  p r o t e a s e  ( C A F )  ( O ' S h e a  e t  a l . ,  
% d i Sc 0 u e S e t  a i * *  1 9 B 3 ) .  S i n c e  B u s c h  an d h i s  c o - w o r k e r s  i n  
^st s to t h i reCl m u ch  e v i d e n c e  h a s  b e e n  p r e s e n t e d  w h i c h

ITlortem ^  e n z y m e  a s  o n e  o f  t h e  m a j o r  c a u s a t i v e  a g e n t s  i n  t h e  
°esniin c h a n g e s  i n  m u s c l e .

ea rn- C o n s t i t u e n t  o f  t h e  r e s i d u e  a f t e r  e x t r a c t i o n  o f  
N  J  1  Kl  n 0r  s k e l e t a l  m u s c l e  w i t h  h i g h  s a l t  b u f f e r s ,  i n c l u -

RV . P u r i f ie d  - - -  L - ' . . .d e s m i n  h a s  b e e n  s h o w n  t o  a g g r e g a t e  i n  v i t r o
* s h a b l eU<L^U r e s  w h i c h  i n  t h e  e l e c t r o n  m i c r o s c o p e  a r e  i n d i -
* 1()a t i des 1 q ,  ™ i n  v i v o  m u s c l e  i n t e r m e d i a t e  f i l a m e n t s  ( H u b b a r d  

S . * *  f i i » 9 '* I n  t h e  s t r i a t e d  m u s c l e  i n t e r m e d i a t e  f i l a m e n t s
iw e ^ m e n t s  a r e  t h o u g h t  t o  h a v e  a s t r u c t u r a l  r o l e .  A 

4eSm i de .' e t h o d  t o  i s o l a t e  Z - d i s k  s h e e t s  f r o m  c h i c k e n  l e g  
I L̂ a  ° n the  7 p o ? s i b l e  t o  e l u c i d a t e  t h e  l a t e r a l  d i s t r i b u t i o n  o f  
l®H[j.r i d e s  . q b i s k  u s i n g  i m m u n o f l u o r e s c e n c e  t e c h n i q u e  ( G r a n g e r  

o f  \ 9 D e s m i n  w a s  f o u n d  t o  b e  d i s t r i b u t e d  a t  t h e
’’r  d esm? ' d i s k 5 ’  f  °  r m i n  g a n e t w o r k  w i t h i n  t h e  Z - p l a n e .
P5; s! âCoUrai  in t - l n  •WaS b e l i e v e d  t o  b e i n v o l v e d  i n  m a i n t a i n i n g  t h e  

Ai H'h S a r r 6 9 r ^t y  o f  t h e  m y o f i b e r .  E s p e c i a l l y  t h e  a l i g n m e n t  o f  
o h S° i t d aP P e a ° m e r e S  “ h i c h  g i v e s  t h e  s k e l e t a l  m u s c l e  c e l l  i t s  

fyfrj aCcou n f a ° Ce s e e m s  t o  b e a d e q u a t e l y  e x p l a i n e d  i n  t h i s  w a y .
3 /Qfi b . i z a t i  t S  f o r  t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  w he n s u b j e c t e d  t o  b r i e f  

S Tk th fl0 ’ a g e d  m u s c l e  m u ch  m o r e  e a s i l y  b r e a k s  d o w n  t o

°vnt
u n a g e d  m u s c l e  ( D a v e y  & G i l b e r t ,  1 9 6 9 ) .  

i h t a c t  d e s m i n  i n  t h e  s t r o m a  f r a c t i o n  e s t i m a t e d  by

u s e d .  T h e  c o m p o s i t i o n  o f  b u f f e r s  a n d  o t h e r  r e a g e n t s  c o m  a i m e d  
w i t h  t h e  s y s t e m  d e v e l o p e d  by L a e m m l i  ( 1 9 7 0 ) .  P r o t e i n s  c u t  f r o m  
t h e  p r e p a r a t i v e  g e l s  w e r e  e l e c t r o p h o r e t i c a l l y  e l u t e d  u s i n g  t h e  
m e t h o d  d e s c r i b e d  by L a z a r i d e s  ( 1 9 7 6 ) .

P r e p a r a t i o n  o f  a c t i n  a n d  d e s m i n

D e s m i n  an d a c t i n  was i s o l a t e d  f r o m  s a m p l e s  o f  s t e r n o m a n d i b u l a r i s  
m u s c l e .  The s a m p l e s  ( l O O g )  w e r e  e x t r a c t e d  45 min a f t e r  s l a u g h t e r .  
The m e t h o d o l o g y  w a s  s i m i l a r  t o  t h a t  e m p l o y e d  by L a z a r i d e s  4 Hub­
b a r d  ( 1 9 7 6 )  w ho  h o w e v e r  u s e d  c h i c k e n  g i z z a r d  a s  s t a r t i n g  m a t e ­
r i a l .  The h o m o g e n i z e d  t i s s u e  w as s u c c e s s i v e l y  e x t r a c t e d  w i t h  l o w  
i o n i c  s t r e n g t h  b u f f e r  a n d  K l - b u f f e r  a s  d e s c r i b e d  a b o v e .  T h e  
r e s i d u e  a f t e r  e x t r a c t i o n  w a s s u s p e n d e d  i n  10 0 m l  b u f f e r  w i t h  t h e  
f o l l o w i n g  c o m p o s i t i o n  ( f i n a l  c o n c e n t r a t i o n s ) ;  8M c a r b a m i d e ,  2mM 
d i t h i o t h r e i t o l ,  20m(vl T R I S - H C 1 ,  pH 8 . 7 .  T he m i x t u r e  w a s  a g i t a t e d  
f o r  20 h o u r s  a t  2 5 ° C  a n d  s u b s e q u e n t l y  c e n t r i f u g e d  i n  t w o  s t e p s .  
F i r s t  a t  2 0 ,0 0 0 X g  f o r  30 m in  an d t h e n  t h e  s u p e r n a t a n t  w a s  c l a r i ­
f i e d  a t  7 0 , 0  00 Xg f o r  2 h o u r s .  F r o m  t h i s  e x t r a c t  d e s m i n  ( 5 5 , 0 0 0  
d a l t o n )  an d a c t i n  ( 4 5 , 0 0 0  d a l t o n )  w e r e  i s o l a t e d  u s i n g  p r e p a r a t i v e  
SDS- PAG E. I n  t h e  f o l l o w i n g  t h i s  a c t i n  p r e p a r a t i o n  i s  r e f e r r e d  t o  
a s  " s t r o m a  a c t i n " .  C o n v e n t i o n a l l y  p u r i f i e d  a c t i n  ( c o n v .  a c t i n )  
w a s  p r e p a r e d  a c c o r d i n g  t o  H o m m a e r t s  ( 1 9 5 2 ) .

A n t i s e r a  a n d  g e l  p r e c i p i t a t i o n  a n a l y s i s

A n t i s e r a  a g a i n s t  P i - ,  K I -  a n d  G u H C l - f r a c t i o n s  f r o m  f r e s h  m u s c l e  
an d p u r i f i e d  d e s m i n  w e r e  p r o d u c e d  s e p a r a t e l y  i n  r a b b i t s .  G l o b u -  
l i n f r a c t i o n s  w e r e  p r e c i p i t a t e d  w i t h  (NH^^SOz,  a t  3 3 i  s a t u r a t i o n  
an d som e o f  th em  w e r e  p u r i f i e d  on a p r o t e i n  A - S e p h a r o s e  c o l u m n .  
S w i n e  a n t i - r a b b i t  IgG c o n j u g a t e d  r e s p e c t i v e l y  w i t h  f l u o r e s c e i n  
i s o t h i o c y a n a t e  ( F I T C )  a n d  h o r s e  r a d i s h  p e r o x i d a s e  w e r e  p u r c h a s e d  
f r o m  D a k o p a t t s  ( D e n m a r k ) .
T w o  k i n d s  o f  a g a r o s e  g e l  p r e c i p i t a t i o n  t e c h n i q u e s  w e r e  u s e d ,  
n a m e l y  O u c h t e r l o n y  d o u b l e d i f f u s i o n  an d m i c r o i m m u n o e l e c t r o p h o r e s i s  
a c c o r d i n g  t o  A x e l s e n  e t  a l .  ( 1 9 7 3 ) .

I n d i r e c t  e n z y m e  l i n k e d  immu no s o r b e n t  a s s a y

F l a t  b o t t o m e d  m i c r o - E L l S A  p l a t e s  ( D y n a t e c h  8 x 1 2  w i t h  c e r t i ­
f i c a t e )  w e r e  c o a t e d  w i t h  a n t i g e n  i n  c o a t i n g  b u f f e r  (0.05M Na/CO^, 
pH 9 . 6 ) ,  10 0 >j 1 i n  e a c h  w e l l  f o r  3 h o u r s .  T he p l a t e s  w e r e  s u b s e ­
q u e n t l y  w a s h e d  4 t i m e s  w i t h  P 8 ST  ( p h o s p h a t e  b u f f e r e d  s a l i n e ;  
0 .0 1M  N a /  P 0 a , pH 7 . 5 ,  140mM  N a C l ,  0 . 5  o / o o  TWEEN 2 0 )  a n d  i n c u ­
b a t e d  a t  3 7 ^  f o r  2 h o u r s  w i t h  d i l u t i o n s  o f  a n t i s e r a  an d i n h i b i ­
t o r  i n  PB5T ( 10 0 *j 1 p e r  w e l l ) .  A f t e r  a w as h t h e  s e c o n d a r y  im m u n o - 
r e a c t i o n  w i t h  p e r o x i d a s e c o n j u g a t e d  s w i n e  a n t i - r a b b i t  I g G  w a s  
a l l o w e d  t o  p r o c e e d  o v e r n i g h t  a t  2 5 ° C .  A s s u b s t r a t e  o - p h e n y l e n d i a -  
m i n e / h y d r o g e n p e r o x i d e  i n  c i t r a t e - p h o s p h a t e  b u f f e r  (0.151*1 c i t r a t e -  
p h o s p h a t e ,  pH 5 . 0 ,  34mg o - p h e n y  l e n d i a m i n e / 1 0 0 m l ,  33>j 1 H2 0 2 ( 3 0 i
v / v ) / l 0 0 m l )  10 0 ±j1 p e r  w e l l  w as  u s e d .  The  r e a c t i o n  w a s  a l l o w e d  t o  
p r o c e e d  u n t i l  s u i t a b l e  a b s o r b a n c e  w as r e a c h e d  ( 1 5 - I 2 0 m i n ) .  C o n ­
v e r s i o n  o f  s u b s t r a t e  w a s  t e r m i n a t e d  by a d d i n g  t o  e a c h  w e l l  5 0 p l  
o f  1 2 . b% s u l p h u r i c  a c i d .  The a b s o r b a n c e  o f  e a c h  w e l l  w a s  m e a s u r e d

*ito*keSDho rp t .r a c /i n 9 s o f  S o d i u m  D o d e c y l  S u l p h a t e  P o l y a c r y l a m i d e  
Liable ( S D S - P A G E )  g e l s  h a s  b e e n  u s e d  a s  a m e a s u r e  o f

^e t h 0cj rl t e 9 r i t y  ( Y o u n g  e t  a l . ,  1 9 8 0 ) .  I n  t h i s  s t u d y  a m o re  
d e s c r i b e d .  I t  m a k e s  u s e  o f  t h e  w e l l  k no w n E nz ym e 

^  S o r b e n t  A s s a y  ( E L I S A )  t e c h n i q u e ,  a n d  m i g h t  f a c i -
s an i nrid e - s p r e a d  u s e  t h e  e x t e n t  o f  c y t o s k e l e t a l  b r e a k -  

° e x  f o r  m e a t  a g e i n g .

\

MATERIALS AND METHODS

a r i s  m u s c l e s  ( n e c k  m u s c l e s )  f r o m  4 - 6  y e a r s  o l d  
i n  a l o c a l  s l a u g h t e r h o u s e  w e r e  e x c i s e d  w i t h i n  15 

m u s c l e s  w e r e  v a c c u m  p a c k e d  and
i r sir» i n  3 l o c a l  s l a u g t  

„at  1 g 0 û9 h t e r . The t r i m m e d
f r o m  e a c h  m u s c l e  3 s a m p l e s  w e r e  t a k e n .  One 45

(
1 s.K1,

e r  an d t w o  a f t e r  3 an d 6 d a y s  r e s p e c t i v e l y .

aaiT> P l e s  ( 2 5 g )  w e r e  t a k e n  f ro m  t h e  c o r e  o f  t h e  m u s c l e .
P r e p a r e d  f r o m  e a c h  s a m p l e  a s  d e s c r i b e d  by  Y ou n g  e t  HI i

' " P i e s w e r e  h o m o g e n i z e d  i n  2 5 0 m l  l o w  i o n i c  s t r e n g t ha & S , KC1- , , j_____________________
n / K/ p 0zi» SrnM EDTA, pH 7 .0) c o n t a i n i n g  e n z y m e

U n it 01 ̂  b e n z o y l  a r g i n i n e  e t h y l  e s t e r ,  6000 K a l l i k r e i n

■ÎSiîîSs,
o f  a p r o t i n i n ,  an d 1 mfl p h e n y l  m e t h y l  s u l p h o n y l

 ̂ t e  w a s f i l t e r e d  t h r o u g h  n y l o n n e t  a n d  t h e  i n s o l u b l e
t i u i SpUn do ,j n  a t  15 0 0 X g  f o r  2 0 m i n .  The p r e c i p i t a t e  w a s  

w i t h  1 5 0 m l  l o w  i o n i c  s t r e n g t h  b u f f e r  c o n t a i n i n g
'«r* , "*5%( , bbe f i r s t  e x t r a c t i o n  t h e  b u f f e r  a d d i t i o n a l l y  c o n -  
ILl* „ ' V  T r i t o n ........................ . • ■~ Cni --------- X - 1 0 0 .  A f t e r  c e n t r i f u g a t i o n  t h e  s u p e r n a -

S f U rf K  e c t e d  a n d  f i n a l l y  p o o l e d .  T he r e s u l t i n g  p r e c i p i -  
’0  Co ÔrriM e r  e x t r a c t e d  t h r e e  t i m e s  w i t h  1 5 0 m l  1 M K I ,  1 mM
i ^a^® 4°7* E a c h  t i m e  t h e  e x t r a c t i o n  l a s t e d  8 h o u r s
\  9 n̂US- y s t i r r i n g .  T h e m i x t u r e  w a s  c e n t r i f u g e d  a t
N  F i n a l l y  t h e  e x t r a c t s  w e r e  c o m b i n e d .

S  dU6 u a s  S u s P e n d e d  i n  c o n c e n t r a t e d  GuHCl s o l u t i o n .
5 m|*| a d J u s t e d  t o  1 2 0 m l  an d t h e  c o m p o s i t i o n  t o  6M GuH Cl,

a t  4n o y , t h f ° t h r e i t o l i 50ml*l T R I S - H C 1 ,  pH 8 .0 .  The m i x t u r e  
p v i i t h  g e n t l e  s t i r r i n g  f o r  4 h o u r s .  T he i n s o l u b l e  

V  ‘ h«..'-*- sn" -  • • -----------
“N

fDun d o w n  a t  1 0 , 0 0 0  Xg f o r  1 h o u r .  A l i q u o t s  o f  t h e  
11 'ua t eT. r ° ,n t h e  t h r e e  k i n d s  o f  e x t r a c t i o n s  w e r e  d i a l y z e dr

( l® n d  f r e e z e  d r i e d .  A d o p t i n g  t h e  t e r m i n o l o g y  f r o m  
®0) t h e  e x t r a c t s  a r e  r e s p e c t i v e l y  r e f e r r e d  t o  a sKI f r a c t i o n  an d G u H C l - f r a c t i o n .

t 0 1 >
a Ct<a n a l y z e  Lhe e x t r a c t s  a n d  p u r i f i e d  p r e p a r a t i o n s  an d 

l r > an d d e s m i n  f r o m  s t r o m a ,  s l a b  g e l  SDS-PAGE w a s

u s i n g  a T i t e r t e k  m u l t i s c a n  MC m i c r o  EL ISA  p l a t e  r e a d e r  an d t h e  
v a l u e s  w e r e  t r a n s f e r r e d  t o  a m i c r o c o m p u t e r  f o r  f u r t h e r  a n a l y s i s .

I n d i r e c t  i m m u n o f l u o r e s c e n t  m i c r o s c o p y

S u s p e n s i o n s  o f  m y o f i b r i l s  a n d  f i b e r f r a g m e n t s  w e r e  p r e p a r e d  f r o m  
g l y c e r i n a t e d  m u s c l e  s t r i p s  a n d  m a d e  t o  a d h e r e  t o  c o v e r s l i p s ,  
u s i n g  t h e  m e t h o d s  o f  G r a n g e r  & L a z a r i d e s  ( 1 9 7 8 ) .  T h e  a d h e r e d  
m a t e r i a l  w a s  s u c c e s s i v e l y  t r e a t e d  w i t h  1 )  d i l u t i o n s  o f  a n t i -  
d e s m i n  s e r u m  i n  PBS ( P h o s p h a t e  b u f f e r e d  s a l i n e ) ,  a t  3 7 ° C  f o r  
3 0 m i n ,  2) PBS f o r  1 h o u r ,  3)  F I T C - l a b e l e d  s w i n e  a n t i - r a b b i t  IgG 
d i l u t e d  1 : 1 0  i n  PBS f o r  3 0 m in  a n d  4) PBS f o r  3 h o u r s .  T he c o v e r -  
s l i p s  w e r e  s u b s e q u e n t l y  m o u n t e d  w i t h  5 0 V  g l y c e r o l  i n  PBS a n d  
o b s e r v e d  u n d e r  a Z e i s s  f l u o r e s c e n c e  m i c r o s c o p e .  W i t h  a 1 00X o i l  
i m m e r s i o n  o b j e c t i v e  a K o d a k  T r i - X  f i l m  was e x p o s e d  f o r  1 0 - 1 0 0 s  
a n d  d e v e l o p e d  i n  D i a f i n e  ( e f f e c t i v e  s e n s i t i v i t y  6400 ASA).

RESULTS AND DI SCUSSION

I m m u n o c h e m i c a l  a n a l y s i s

I m m u n o c h e m i c a l  a n a l y s i s  o f  a c t i n -  an d d e s m i n  p r e p a r a t i o n s  w i t h  
a n t i s e r a  a g a i n s t  P i - , K I -  a n d  G u H C l - f r a c t i o n s  a n d  d e s m i n  p r e p a r a ­
t i o n s  w a s  p e r f o r m e d  u s i n g  g e l  p r e c i p i t a t i o n  t e c h n i q u e s .  The f r a c ­
t i o n s  w e r e  p r e p a r e d  f r o m  f r e s h  m ea t  s a m p l e s  ( w i t h i n  45 m i n  f r o m  
s l a u g h t e r ) .  The r e s u l t s  a r e  s u m m a r i z e d  i n  t a b l e  1 .

TABLE 1

Im m u n o c h e m i c a l  a n a l y s i s  o f  p u r i f i e d  p r o t e i n s  w i t h  a n t i s e r a  
a g a i n s t  P i - f r a c t i o n ,  K I - f r a c t i o n ,  G u H C l - f r a c t i o n  an d d e s m i n

A n t i
P i - f r a c t i o n

A n t i
K l - f  r a c t i o n

A n t i  ! A n t i
G u H C l - f r a c t i o n !  D es m in

D es m in ;
;_ » .

h i g h  - ! h i g h  
!

+ ;
1

h i g h  ++ ! h i g h  
! lo w

++
+

C o n v . t h i g h  - ! h i g h _ 1 h i g h  - ! h i g h _
a c t i n ; ! l o w - ! l o w ! l o w -

S t r o m a ; h i g h  - ! h i g h + » h i g h  + ! h i g h +
a c t i n ! low + 1 l o w  + ! lo w +

h i g h  : G e l  p r e c i p i t a t i o n  h i g h  i o n i c  s t r e n g t h  ! no  d e t .  p r e c .
l o w  : -  l o w  I o n i c  s t r e n g t h  ! +:  1 p r e c i p i t a t e

! ++; 2 p r e c i p i t a t e s

The c o n d i t i o n  ' h i g h  i o n i c  s t r e n g t h '  r e f e r  t o  0.SM KC1 i n  t h e  g e l s  
w h i l e  ' l o w  i o n i c  s t r e n g t h '  d e s i g n a t e  s t a n d a r d  c o n d i t i o n s  ( A x e l s e n  
e t  a l . ,  1 9 7 3 ) .  When d e s m i n  w a s  r e a c t e d  w i t h  a n t i  d e s m i n ,  g e l s
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w i t h  h i g h  i o n i c  s t r e n g t h  i n v a r i a b l y  s h o w e d  2 p r e c i p i t a t e s ,  
s l i g h t l y  d i f f e r e n t  i n  e l e c t r o p h o r e t i c  m o b i l i t y ,  w h i l e  l o w  i o n i c  
s t r e n g t h  g e l s  s h o w e d  o n l y  o n e .  O t h e r w i s e  no e f f e c t  o f  d i f f e r e n c e s  
i n  i o n i c  s t r e n g t h  w as d i s c e r n e d .
A l l  s e r a  c o n t a i n e d  p r e c i p i t a t i n g  a n t i b o d i e s  a g a i n s t  d e s m i n  and 
a c t i n  p r e p a r e d  f r o m  s t r o m a ,  w h i l e  n o n e  o f  t h e m  r e a c t e d  w i t h  
c o n v e n t i o n a l l y  p r e p a r e d  a c t i n .  U s i n g  a s i m i l a r  e x t r a c t i o n  p r o c e ­
d u r e  Y o u n g  e t  a l . ( l 9 8 0 )  s h o w e d  t h a t  d e s m i n  w a s  a b s e n t  f r o m  K I -  
e x t r a c t s  o f  b o t h  f r e s h  a n d  a g e d  m u s c l e  w h e n  a n a l y z e d  v i a  S D S -  
PAGE. T he p r e s e n c e  o f  d e s m i n  a n t i g e n  i n  t h e  KI f r a c t i o n  t h e r e f o r e  
s u g g e s t s  t h a t  s o m e  d e s m i n  d e g r a d a t i o n  p r o d u c t s  a r e  s o l u b l e  i n  
s t r o n g  KI i n  c o n t r a s t  t o  t h e  i n t a c t  p r o t e i n .

I t  w as n o t  p o s s i b l e  w i t h  t h e  t e c h n i q u e s  u s e d  t o  p r e p a r e  d e s m i n  
w h i c h  d i d  n o t  i n d u c e  a n t i b o d i e s  a g a i n s t  s t r o m a  a c t i n .  The i m m u n i ­
z a t i o n  s c h e m e  w a s r e p e a t e d  w i t h  t h r e e  r a b b i t s  u s i n g  p r o g r e s s i v e l y  
s m a l l e r  a m o u n t s  o f  p r o t e i n  i n  t h e  i m m u n i z i n g  p r e p a r a t i o n ,  and 
e a c h  t i m e  a h i g h  t i t r e  a g a i n s t  s t r o m a  a c t i n  r e s u l t e d .  W h e t h e r  t h e  
t w o  p r o t e i n s  a c t u a l l y  h a v e  a n t i g e n i c  d e t e r m i n a n t s  i n  common o r  
t h e  c r o s s  r e a c t i o n  r e s u l t s  f r o m  i n c o m p l e t e  p u r i f i c a t i o n  o f  t h e  
a n t i g e n  p r e p a r a t i o n s  c a n n o t  b e  s e t t l e d  h e r e .

C o n v e n t i o n a l l y  p u r i f i e d  a c t i n  d i d  n o t  r e a c t  w i t h  a n y  o f  t h e  s e r a .  
T h i s  i s  r e m a r k a b l e ,  an d m i g h t  s u g g e s t  t h a t  s t r o m a  a c t i n  i s  d i f f e ­
r e n t  f r o m  c o n v e n t i o n a l l y  p u r i f i e d  a c t i n .  In  a  r e c e n t  r e p o r t ,  
N a g a i n i s  e t  a l .  ( 1 9 8 3 )  s h o w e d  t h a t  a 4 2 ,0 0 0  D a l t o n  p r o t e i n  f ro m  
c h i c k e n  b r e a s t  m u s c l e  d i f f e r s  f ro m  o r d i n a r y  a c t i n  i n  s o l u b i l i t y  
p r o p e r t i e s  a n d  s u s c e p t i b i l i t y  t o  p r o t e o l y t i c  d e g r a d a t i o n .  T h e 
p r o t e i n  i s  c a l l e d  Z - d i s c  a c t i n  a n d  p r e s u m e a b l y  i t  c o r r e s p o n d s  t o  
t h e  s t r o m a  a c t i n  d e s c r i b e d  h e r e .

I m m u n o f l u o r e s c e n c e  m i c r o s c o p y  
o f  m y o f i b r i l s  w i t h  a n t i s e r u m  
a g a i n s t  d e s m i n

A n t i s e r u m  a g a i n s t  d e s m i n  w a s 
p u r i f i e d  o n  a  p r o t e i n  A s e  - 
p h a r o s e  c o l u m n  a n d  u s e d  a s  
p r i m a r y  s e r u m  i n  f l u o r e s c e n c e  
l a b e l i n g  o f  m y o f i b r i l s ,  u s i n g  
s e c o n d a r y  i m m u n o f l u o r e s c e n c e  
t e c h n i q u e .  The  r e s u l t  i s  s h o w n  
i n  f i g .  1 .

I t  i s  e v i d e n t  f ro m  t h e  m i c r o ­
g r a p h s  t h a t  t h e  s e r u m  i s  l a b e ­
l i n g  t h e  Z - l i n e .  A p a r t  f r o m  
d e s m i n  t h e  s e r u m  a l s o  r e a c t s  
w i t h  s t r o m a  a c t i n  i m m u n o c h e m i -  
c a l l y .  I t  c a n  t h u s  b e  c o n ­
c l u d e d  t h a t  t h i s  p r o t e i n  p r o ­
b a b l y  i s  l o c a t e d  n o w h e r e  i n  
t h e  m y o f i b r i l  b u t  i n  t h e  Z -  
l i n e .  T h i s  o b s e r v a t i o n  c o n ­
f i r m s  w h a t  a l r e a d y  i s  k n o w n  
a b o u t  t h e  l o c a l i z a t i o n  o f  d e s -

F i g .  1 .  I n d i r e c t  i m m u n o f l u o r e ­
s c e n c e  s t a i n i n g  o f  f i b e r f r a g -  
m e n t  w i t h  a n t i - d e s m i n .  T h e  
f r a g m e n t  w a s  f i r s t  p h o t o ­
g r a p h e d  u n d e r  p h a s e - c o n t r a s t  
( a )  an d t h e n  f l u o r e s c e n c e  o p ­
t i c s  ( b ) .  B a r  5pm.

I 0 , I 6 d e n o t e  i n h i b i t o r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  ex
ff

f r e s h  m u s c l e  a n d  m u s c l e  a g e d  6 d a y s  r e s p e c t i v e l y .  r .  in 
F R1 =a , FÉjI = a  d e n o t e  d i l u t i o n f a c t o r s  o f  e x t r a c t s ,  r e s u i  i n h i d i tor 
r e l a t i v e  i n h i b i t i o n  o f  m a g n i t u d e  a .  The r a t i o  b e t w e e n  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e  t w o  e x t r a c t s  c a n  now b e  e x p r e s s e  •

i f i  n . 3 /F

= a n t i l o g (  l o g F ^ -  l o g  F RI =a \ 
6 '

U s i n g  v a l u e s  f r o m  f i g .  2 o n e  o b t a i n s

I 6 / I Q = a n t i l o g ( - 0 . 7 5 - ( - 1 . 3 0 ) )  = 3 . 5

V
t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  i  nh i b  i t o r l P  ft*

___ ______ s e d  3 .5  t i m e s  d u r i n g  a g e i n g .  I f  a9e ei
m e n t s  a c t i n g  a s  i n h i b i t o r s  a r e  f u r t h e r  d e g r a d e d  du 
t h e i r  a n t i g e n i c  a c t i v i t y  m i g h t  b e  l o s t .  T h e r e f o r e  . a s 3 
i n c r e a s e  i n  i n h i b i t o r c o n c e n t r a t i o n  c a n  b e  r e g a r °  p#
e s t i m a t e  f o r  t h e  a c t u a l  i n c r e a s e  i n  f r a g m e n t c o n c e n t r  ^

Ki'

A c c o r d i n g  t o  t h i s ,

the Gun‘
I n  o r d e r  t o  f o l l o w  t h e  d e g r a d a t i o n  o f  i n t a c t  3 ^ lJ'ec'
f r a c t i o n s  w e r e  a n a l y z e d  u s i n g  SO S-PAGE. The r e s u l t _  j - u ,  re *hil
o f  3 e x t r a c t s  f r o m  f r e s h  m e a t  a n d  m e a t  a g e d

6 day5see'
p h

t oiSt i v e l y  a r e  s h o w n  i n  f i g .  3.  From t h e  f i g u r e  i t  c a n  b The 
t h e  a m o u n t  o f  d e s m i n  i n  t h e  GuHCl f r a c t i o n  d e c r e a s e s -  flf 3g 
d e c r e a s e  i n  a b s o r b a n c e  o f  t h e  d e s m i n  ba n d  d u r i n g  b o*i

7056. 5pt*C
The a b o v e  r e s u l t s  s h o w s  t h a t  c o n c o m i t a n t  t o  a decrease Lsl i
d e s m i n  t h e  d e g r a d a t i o n  p r o d u c t s  a r e  bu  i .1 d i J^> in^dU c  b III i l l  u i e  u c y i o u o i - j - v . . .  K ---------------- ------------  -  f o r i
m or te m a g e i n g .  As c y t o s k e l e t a l  b r e a k d o w n  i s  r e l a t e o
i n  t e n d e r n e s s ,  t h e  e x t e n t  ui u e s m x u  u e y x o u a  ........- -
an i n d i c a t o r  f o r  m e a t  a g e i n g .  I n  t h e  l a t e r  y e a r s  muc  ,,
an d s e m i a u t o m a t i c  e q u i p m e n t  h a s  b e e n  d e v e l o p e d  f o r  n0i o y
EL I5 A  t e c h n i q u e .  T h u s ,  i n  r o u t i n e  a p p l i c a t i o n s  t h e  i f o r 
m e t h o d  p r e s e n t e d  h e r e  m i g h t  p r o v e  u s e f u l  a s  an i n d  
a g e i n g .

of desmin degradat ion  might aJtoi"3t„f
ü it^
t n.
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m in  a n d  r a i s e s  t h e  i n t e r e s t i n g  
q u e s t i o n  i f  t h e r e  i s  a n y  c o n ­
n e c t i o n  b e t w e e n  d e s m i n  a n d  
s t r o m a  a c t i n  ( Z - d i s c  a c t i n ) .

V a r i a t i o n  i n  t h e  c o m p o s i t i o n  
o f  t h e  m e a t  e x t r a c t s  d u r i n g  
a g e i n g ,  m e a s u r e d  v i a  EL ISA  an d 
SDS-PAGE

K I - e x t r a c t s  o f  m u s c l e  4 5  m i n  
a f t e r  s l a u g h t e r  c o n t a i n e d  d e s ­
m i n  a n t i g e n  w h i l e  n o  i n t a c t  
d e s m i n  i s  d i s c e r n i b l e  i n  s i m i ­
l a r  e x t r a c t s  u s i n g  SDS-PAGE a s  
a n a l y t i c a l  m e t h o d  ( Y o u n g  e t  
a l . ,  1 9 8 0 ) .  B e c a u s e  e n z y m e  
i n h i b i t o r s  w e r e  i n c l u d e d  d u ­
r i n g  t h e  f i r s t  e x t r a c t i o n s ,  
p o s t  m o r t e m  p r o c e s s e s  h a v e  
b e e n  l i m i t e d  t o  l e s s  t h a n  o ne  
h o u r .  I t  c a n  t h u s  b e s p e c u ­
l a t e d ,  t h a t  t h e  K l - s o l u b l e  
d e s m i n  a n t i g e n  s t e m s  f r o m  d e ­
g r a d a t i o n  p r o d u c t s  i n  t h e  i n  
v i v o  d e s m i n  t u r n o v e r .

I n  o r d e r  t o  e s t i m a t e  t h e  
a m o u n t  o f  l i b e r a t e d  d e s m i n  
a n t i g e n  K l - e x t r a c t s  w e r e  i n v e ­
s t i g a t e d  f o r  t h e i r  a b i l i t y  t o  
i n h i b i t  t h e  d e s m i n  a n t i - d e s m i n  
i m m u n o c h e m i c a l  r e a c t i o n .  K I -  
e x t r a c t s  o f  d i f f e r e n t  c o n c e n ­
t r a t i o n s  w e r e  i n c u b a t e d  w i t h  
p r i m a r y  a n t i s e r u m  i n  t h e  s e ­
c o n d a r y  E L I S A .  T h e  r e l a t i v e  
i n h i b i t i o n  w a s  c a l c u l a t e d  f o r  
e a c h  d i l u t i o n  a n d  p l o t t e d  
a g a i n s t  l o g  d i l u t i o n f a c t o r . 
T h i s  w a s  d o n e  f o r  e x t r a c t s  
f ro m  f r e s h  m u s c l e  an d m u s c l e  
a g e d  6 d a y s ,  t h e  r e s u l t  i s  
s h o w n  i n  f i g .  2 .  A s  e x p e c t e d ,  
t h e  i n h i b i t i o n  i s  d e c r e a s i n g  
w i t h  i n c r e a s i n g  d i l u t i o n  ( d e ­
c r e a s i n g  d i l u t i o n f a c t o r  ). A l l  
t h e  i n h i b i t i o n  v a l u e s  f r o m  t h e  
e x t r a c t  o f  a g e d  m u s c l e  a r e  
s h i f t e d  t o w a r d s  h i g h e r  d i ­
l u t i o n .  F r o m  t h i s  f o l l o w s ,  
t h a t  m o re  a n t i g e n  i s  e x t r a c t e d  
f r o m  a g e d  t h a n  f r o m  u n a g e d  
m u s c l e .

Log dilutionfactor

F i g .  2 .  I n h i b i t i o n  o f  t h e  
d e s m i n  a n t i - d e s m i n  i m m u n o c h e ­
m i c a l  r e a c t i o n  by d i l u t i o n s  o f  
K l - e x t r a c t s  o f  f r e s h  m e a t  and 
m e a t  a g e d  6 d a y s .
R e l a t i v e  i n h i b i t i o n  = 1 - ( a n -  
t i b o d y  b i n d i n g  i n  t h e  p r e s e n c e  
o f  i n  h i b i t o r  ) / ( a n t i b o d y  b i n ­
d i n g  i n  t h e  a b s e n c e  o f  i n h i b i ­
t o r ) .

*Actin
Dtsmin

F i g .  3.  D e n s i t o m e t e r  t r a c i n g s  
o f  3 l a n e s  f r o m  a 1 556 505-PA GE 
s l a b  g e l .  T h e  l a n e s  w e r e  
l o a d e d  w i t h  7 5 p g  p r o t e i n  f ro m  
G u H C l - f r a c t i o n s  o f  f r e s h  m e a t  
a n d  m e a t  a g e d  3 a n d  6 d a y s  
r e s p e c t i  v e l y .
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