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Characterization of the structure of the myosin subfragment 51

Abstract: This work is an attempt to characterize the flexibility of myosin, wich plays a central role
in muscle contraction. We have first studied the structure of the myosin subfragments 51 («myosin
heads»). We have found that an ellipsoidal structure having a hole near one of the ends, explains the
experirental values of a number of properties (sedimentation and diffusion coefficients, intrinsic
viscosity, radius of gyration, X-ray scattering intensities). Furthemore, this structure explains the

shapes observed by electron microscopy as a result of strong dehydration.
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INTRODUCCION

Es bien conocido que ta miosina es el agenie esencial en
un proceso tan importante para la vida como es ]a contrac-
citn muscular, El fundamentio de la actual investigacion
sobre la base molecular de la contraccién muscular es el
modelo del filamento deslizante de Huxley (1).

De los dos filamentos que aparecen en el masculo, el
grueso contiene miosina, v el delgado esta formado por
actina. Mediante estudios de degradacién enzimética se ha
demostrado que la miosina estd compuesta por cuatro
fragmentos. Por microscopia electrénica se observa que la
miosina contiene una porcion fibrosa, denominada vanlla
(«rod»), cxistiendo en un extremo de la misma dos porcio-
nes globulares denominadas «cabezas» o subfragmentos $1.
La varilla es susceptible de atuquc proteolitico, dando lu-
gar 4 los otros dos subfragmentos denominados meromio-
sina ligera, LMM, y subfragmento S2.

La estructura de la miosina se indica esquematicamente
en la figura 1. La base del mecanismo de Huxley consistio
en suponer que las dos Zonas que conectan los cuatro sub-
fragmentos se comportan como articulaciones parcial-

mente flexibles. Asi, ia varilla sc puede dobiar, entrando
en contacto las cabezas de miosina con el filamento del-
gado. Ademds, las dos cabezas pueden moverse una res-
pecto a la otra, y ambas respecto al $2, produciéndose de
esta manera un desplazamiento neto de! filamento delgado
respecto al grueso (figura 1).

Lua flexibilidad de las articulaciones se ha comprebado
por varias técnicas. La comprobacion mas evidente es,
quizds, la realizada mediante microscopia electronica por
Elliot y Offer (2}. Estos autores observaron en las image-
nes del microscopio clectronico que los 81 pueden adoptar
una gran variedad de orientaciones respecto al 82, y lo
mismo ocurre entre ¢l S2 y la LMM. Sin embargo, tal
observacion es meramente cualitativa, no siendo posible
precisar cuantitattvamente el grado de flexibilidad pues,
enire olros motivos, la flexibilidad de las articulaciones
podria haber sido fuertemente alterada durante la prepa-
cion de la muestra,

Se aprecia asi el interés de caracterizar la flexibilidad de
la miosina en disolucion, analizando los multiples datos
disponibles de las propiedades hidrodinimicas mediante la
leoriz que pretendemos desarrollar para macromoléculas
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FlGura 1. Estructura de Iz miosina. con indicacion de los cuatro
subfrugmentos, En la parte inferior se representa esquematica-
mente ¢l mecanismo de contraccion de Huxley.

articuladas. Esto implica un requisito previo: conocer con
precision la estructura (tamafio y forma) de los subiTag-
mentos rigidos. No hay grandes dificultades en los casos
de 82 y LMM, por traturse de estructuras helicoidales con
un aspecto global aproximadamente cilindrico. Sin em-
bargo, el conocimiento actual de las cabezas (S1) es muy
escaso, existiendo de hecho una fuerte coniroversia acerca
de su estructura, como expondremos en ¢l apartudo I1.1.

ESTRUCTURA DEL SUBFRAGMENTO 51 («CABEZA-)
DE MIOSINA

ANTECEDENTES

Son muchas las propiedades fisicas del S1 gque se han
determinade expenmentalmente: peso molecular, M; vo-
lumen especifico parcial, V, viscosidad intrinscca. [n].
coeficiente de sedimentacidn, s, coeficiente de difusion
rotacional, D,, radio de giro, Rg. diagrama de dispersion
de rayos X, etc. Algunos de estos datos se encuentran
reunidos ¢n la tabla I.

A pesar de tan abundante informacion acerca de las pro-
piedades, hay actualmente una fuerte controversia sobre la
estructura de S1. Uno de los motivos fundamentales es
que, como después mostraremos, la S1 es una proteina
muy hidratada. Elliot y Offer (2}, observaron la S0 por
microscopia electrénica, encontrando que presentaba un
aspecto similar ai de una pera, ¢on un tamano en la direc-
cion de maxima elongacion de casi 200A. No es probable,
sin embargo, que csa forma se dé en disolucién o en el
musculo, pues durante la preparacion de la muestra para
microscopia electronica, la SI tiene necesariamente que
distorsionarse al sufrir una fuerte deshidratacion.

Yang v Wu (3), analizaron datos hidrodindmicos de 51
en disolucién en términos de estructuras elipsoidales, en-
contrando gue las propiedades hidrodindmicas de S1 po-
dfan corresponder desde un elipsotde alargado de relacion
axial 5, a un achatado con relactén axial de 9. Ademas, su
analisis indicaba que la hidratacion, & {gramos de agua por
gramo de proteina, g/g). pedia alcanzar valores tan altos
comeo 1.5. 51 bien el trabajo de estos autores no es conclu-
vente en fo que se refiere a la estructura, si parece serlo, al
menos, en lo relativo a la elevada hidratacién de la S1.

Mendelson y Kretzschmaur (4) han estudiado dos propic-
dades de equilibrio, el radio de giro y el diagrama de dis-
persion de rayos X, encontrando que ni la forma de pera ni
los eltpsoides dan lugar 2 un buen acuerdo con el diagrama
experimental de dispersion. Hay que notar que estos auto-
res no hicieron uso de las propiedades hidrodindmicas.

Con todo esto, resulta claro que no existia hasta ahora
ningin modelo capaz de justificar satisfactoriamente las
propiedades de equilibrio y transporte de la cabezu de mio-
sind.

MODELO Y METODOS

Los modclos elipsoidales son extraordinariamente datiles
para analizar propiedades hidrodinamicas de proteinas glo-
bulares, pues se dispone para ellos de ecuaciones relativa-
mente sencillas (Yang, (5)). Aunque la estructura terciaria
de cualquier proteina no es cxactamente elipsoidal, la capa
de hidratacion desdibuja en buena medida los entrantes y
salicntes tipicos de la estructura terciaria, Asi, el elipsoide

TasLA 1
Valores experimentales de las propiedades del subfragmento S1

s9.(8) 107%%sec™) [N} (cm¥g) M(dalions)  Rg(A)  V.mL/g
min 3.259 6.00° 5.90° 1070004 3201 0.717°26°C)
media 3.308 6.90° 6.44° [10300 33.0 0.728
max 3.354 8.00" 7.10° 115000 35.0%?) 0.740%?)
otros valores 6.67°(20°C) 6.40" (20°C) 1080004 32.8¢% 0.735%7?)
7.58920°C) HOoo" 324 0.729%7)
10.22%20°C) 109000¢ 327 0.720"
113000¢ 0.730'
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FiGura 2. Modelo propuesto en este trabajo para el subfrap-
mento S1. Las zonas oscuras representan ¢l agua de hidratacion.

es, al menos, un modelo adecuado desde el punto de vista
de las propiedades hidrodinimicas. Teniendo en cuenta
que, por otra parte, el elipscide falla en la prediccion del
diagrama de dispersién, es necesario introducir en él al-
guna peculiaridad. A la vista de la elevada hidratacién, en
este trabajo hemos supuesto gue dentro del elipsoide hay
un hueco lleno de agua. que permanece unida a la proteina,
Parece 10gico gue el hueco se encuentre proximo a uno de
los extremos. comunicandose con el exterior bien directa-
mente {por estar precisamente en el extremo) o bien a
través de pequefios canales que atraviesan una zona hidro-
filica de la proteina.

El modelo se encuentra representado esqueméiticamente
en la figura. 2. Suponemos gque se irata de un elipsoide
alargado, con semigjes a* y b*. La envolvente de la capa
de hidratacidn es también elipsoidal, con semiejes a v b. El
hueco, también elipsecidal, tiene unos semiejes @ y B y sus
centro estd situado a una distancia d del centro del elip-
soide mayor. Suponemos que la relacién axial €5 la misma
para los tres casos, esto es,

alb = a*/b* = a/ff = p>1

Para el calculo de propiedades hidrodinamicas, el hueco
interno no interviene, ya que no estd cxpucsto al disol-
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vente exterior, excepto en lo relativo a la cantidad de agua
de hidratacién. Por ello, el andlisis de estas propiedades
puede efectuarse mediante las ecuaciones de Yang que
permiten, a partir de un par de propiedades, y supuesto un
valor para p, calcular a y 6.

Las dimensiones del elipsoide no son mutuamente inde-
pendientes. Asi, a y b por un lado, y a* y b* por otro,
estan relacionadas a través de 1a hidratacién, 8. La (ormula
que hemos obtenido para expresar esta relacion es

b*' = b} ViV + 8Ve)l + B

siendo V,, y V® los volimenes especificos de |a proteina y
del agua libre, respectivamente. V, puede oblenerse fa-
cilmente a partir de los datos experimentales del peso mo-
lecular v volumen.

Existe ademas la evidente restriccion geométrica de que
el hueco debe estar completamente comprendido en el in-
terior de la proteina, esto es,

1

d<a*—

Desde el punto de vista de la dispersion de rayos X
(radio de giro y diagrama de dispersion), el agua de hidra-
1acidn, tanto externa como interna, no cuenta, de manera
que las Gnicas variables a considerar son b*, §, d y p.

 Para el radio de giro de un elipsoide hueco, utilizando el
teorema de Steiner de los momentos de inercia, hemos
obienido ia siguiente expresion:

RE = [(p*+2)/50(0**-p*)(b** BB (b* 20" M(b**-f)’

Para el calculo del diagrama de dispersion de rayvos X,
seguimos - un procedimiento similar al de Mendelson vy
Kretzschmar (4), consisiente en sustituir el modelo conti-
nuo por una version discreta del mismo. Para ello, el elip-
soide se «reliena» mediante simulacion en ordenador de
pequenas esferas empaquetadas al maximo {naturalmente,
el hueco se deja vacio). La intensidad de radiacién X dis-
persada se calcula en términos de la variable hRg, donde

TaBLA 1]
Valores de a deducidos para cada propiedad hidrodinamica

2a(A) 2a(A) A(A) 22" (A)

P [n] 5° e
min media max min media max Min  media max

1.0 % 97 100 93 103 112 10 105 10 102 100- 101 100.5
1.5 1207 125 131 120 133 M5 122 129 135 129 120-131 125.5
2.0 142 146 152 M2 157 170 138 145 152 149 142-152 147.0
2.3 152 156 163 154 167 183 44 152 159 158 154-159 156.5
2.5 15% 163 171 162 174 191 48 156 63 164 162-163 162.5
3.0 172 176 i85 177 191 211 136 164 172 177 — —
3.5 183 187 198 187 207 226 163 171 179 188 — —
4.0 193 197 207 198 219 239 167 175 81 197 — —




34 J. GARCIA DE LA TORRE - P. MELLADO JIMENEZ - M.2 C. LOPEZ MARTINEZ

h = {@n/\)sen (8/2)

siendo A la longitud de onda de la radiacién empleada y 0 ¢l
dngulo de observacion. Para dicho célculo se emplea la
conocida ecuacidn de Debye, en la que ademas de h inter-
vienc dnicamente las distancias entre los pares de esferas.
Ei tamafo de las esferas que hemos utilizado para esta
version discreta dei modelo es de 2,3A, lo cual supone que
el nimero de esferas es proximo a 2.000.

RESULTADOS

Mediante el procedimiento de Yang, hemos calculado
los valores de.2a y 8 para cada una de las propiedades
hidrodindmicas. Los resultados estin presentados en las
tablas 11 y 1II. En ellus se ha repetido el proceso para los
valores experimentales maximo, minimo y medio, dando
lugar u los valores de 2a indicados como «maxs», «mins y
«mean». 2a representa al promedio de los tres valores me-
dios. &, es la interseccidon de los tres rangos de variacion,
v 2a* es el punto medio de la interseccion, representando
el valor mas probable de 2a. Es este el valor que damos
como resultado final del analisis de datos hidrodinamicos.
El mismo procedimiento y la misma notacién se emplean
para & en la tabla 111,

De las tablas I1 y 111 se desprende que p esta compren-
dido entre 1.0 (2a=1004A, §=2.0 g/g} y 2.5 (2a=162,
5=1.24). Ndétese que este procedimiento tiene el inconve-
niente de no dar un valor de p sino un rango de posibles
valores.

Consideremos a continuacion el radio de giro. Rq. Su-
pongamos en primer lugar elipsoides sin hueco. En tal
caso, 14 expresidn de Ry se reduce a

Ry = b* [(p?+2)/5)" 1
donde b* viene dado por

b* = b[V,,/. ¥+ 3V

Tomamos b=a/p, eligiendo para a el a de la tabla 1L, v lo
mismo para 6. De esta manera, al tabular Rg en funcién de
p se aprecia que tan s6lo valores entre 3,0 v 3,5 dan resul-
tados para Rg comprendidos dentro del rango de valores
experimentales (32-35A, segin tabla 1). Este rango de p no
coincide ¢on el que se obtiene de datos hidrodinamicos.

Ademas, hemos calculado las curvas de dispersidn,
l{thRs) para p=3 y 3,5, encontrando que discrepan fuerte-
mente de las curvas experimentales. Por todo ello pode-
mos afirmar que el elipsoide sin hueco no es un modelo
adecuado para el subfragmento S1.

Veamos a continuacidn lo que ocurre para el elipsoide
con hueco. De la ecuacién general de Rg es posible des-
pejar d en funcién de b*, f y p. Para R tomamos el valor
experimental de 33,0A. Resulta que (micamente se obtie-
nen valores de d compatibles con la condicién de que d+«
sed menor gue b* para p menor que 3,2,

Hemos efectuado un buen nimero de calculos de la fun-
cion ((hRs varando la posicion y dimensiones del hueco.
Observamos la inleresante circunstancia de gue para hRg
mcnor que 4, la curva depende fuertemente de p pero varia
muy po¢o con las caracteristicas del hueco. Esto nos per-
mitid gjustar el valor éptimo de p, que se obtuvo igual a
2,3. Fijando este p. variamos a* y la anterior ecuacidn nos
suministro una serie de valores para las magnitudes del
hueco, que estan reunidas en la tabla [V. Para cada uno de
los conjuntos de valores de esta tabla hemos calculado la
funcion de dispersion L(hRg), obteniendo los resultados re-
presentados en la figura 3, en la cual las lineas continuas
corresponden a los valores calculados y Ja discontinua es
la curva experimental. El mejor acuerdo parece corres-
ponder a la curva 4. Concluimos entonces que los mejores
parametros estructurales de S§ segun el modelo del elip-
soide con hueco son los correspondientes 4 esta curva:

b* =1259A
B = 17,0A

a* = 59.5A = 20,5A

a = 39.0A

Conociendo de esta manera el tamaiio del hueco, podemos
deducir que de los 1.4 gfg de hidratacion total, las cantida-

TaBLA 111
Valores de 3 deducidos para cada propiedad hidrodinamica

d(yfe) 8(gle) As(glg) &*(glg)

P in] s° e
min mdx  min Hdx  min mdx

1.0 1.62 1.85 2.12 1.65 234 370 192 249 310 2.22 1.92-2.12 2.02
1.5 .50 1.72 1.98 1.55 221 3.51 1.92 192 241 1,94 1.55-1.98 1.77
20 £28 149 172 137 196 3.5 103 141 1.8 161 1.37-1.72 1.54
23 115 1,35 136 1.29 1,83 2.92 0481 1.15 [.5] 1.44 1.24-1.51 1.37
2.5 107 (25 146 L6 1.73 2.78 0.66 (.97 1.31 1.31 1.16-1.31 1.24
3.0 0.86 1.04 1.21 100 (.50 2.50 040 0.64 0.9 1.06 - —
3.5 068 08 1.00 0.86 1.31 2.24 (.21 042 042 085 — —
4.0 0.53 0.65 0.81 0.71 1.12 L9 0.05 0.22 041 0.66 —_ —_
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Ficura 3. Curvas de dispersion de rayos X. I(hRg). correspondientes a los cuatro conjuntos de
parametros estructurales contenidos en la Tabla [V.

TABLA IV
Dimensiones del modelo acordes con las propiedades hidrodindmicas y radia
de giro

aA)  brA)  dA) a(A) B(A)
(1 580 252 0 35.0 (5.2
(2) 585 254 113 363 158
(3) $9.0 257 186 377 164

4) 59.5 259 20.5 39.0 17.0

des correspondientes a hidratacion externa e interna son,
respectivamente, 1,2 vy 0,2.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

El grado de hidratacién que hemos encontrado para el
subfragmento S1, 1,dg/g, es apreciablemente mayor que el
de muchas proteinas globulares, que suelen presentar valo-
res de 0,3-0,5. Esta circunstancia, de hecho, ya habia sido
observada por Yang y Wu (3). Cuando el 51 se somete a

las manipulaciones necesarias para preparar la muestra pa-
ra’ microscopia electronica, debe sufrir una deshidrata-
cién practicamente total. Al verse privada del agua de hi-
dratacion que llena el hueco, la macromolécula se compri-
mird apreciablemente en el extremo donde el hueco esta
sitvado. (Notese que los parametros estructurales que he-
mos obtenidos indican que el hueco esta situado practica-
menle sobre uno de los extremos del elipsoide}). De esta
manera, el S| puede aparecer peifectamente con una
forma de pera, como observaron Elliot y Offer (2).
Mendelson y Kretzschmar {4) encontraron que ni los
elipsoides (sin hueco) ni el modelo de pera ajustaban bien
la funcién 1(thRg) experimental. Sin embargo, si obtenian
un buen acuerdo para un modelo basado en una recons-
truccién tridimensional de las imagenes en microscopia
electrénica de paracristales de actina «decorados» con $1.
Nosotros encontramos dos inconvenientes en ese modelo.
En primer lugar, dichos autores no comprobaron si el mo-
delo predice correctamente las tres propiedades hidrodi-
namicas. Creemos que esto es un requisito esencial para
Jjuzgar si un modelo es o no realista para el S1 en disolu-
cion o condiciones fisioldgicas.. En segundo lugar, es muy
preblematico comparar datos experimentales en disolucién
(tanto los hidrodinamicos como los de dispersién de r-X)
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con valores calculados para un modelo basado en micros-
copia electronica, especialmente para proteinas tan hidra-
tadas como el S1.

En resumen, podemos afirmar que el modelo que hemos
propueslo en esle trabajo. ademas de justificar la forma de
pera observada microscapicamente por Elliot y Offer, pre-
dice correctamente tres propiedades hidrodindmicas (coe-
ficiente de sedimentacion, viscosidad intrinseca y coefi-
ciente de difusidn rotacional) y dos propicdades de equili-
brio (radio de giro v diagrama de dispersion de rayos X).
Ninguno de los modelos considerados en trabajos anterio-
res da fugar a un mejor acterdo con los datos experimen-
tales de todas estas propiedades.
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