L a difraccio del
muscul

Aquest capitol revisa, en primer lloc, la
teoria de la dispersio i difraccio de raigs
X, tot fent especial referéncia a les
regions del meridia i I'equador del
diagrama de difracci6. A continuacio,
s’estudia el diagrama de difraccié que
produeixen les estructures helicoidals
presents en el muscul i I'efecte que tenen
sobre el meridia. De manera equivalent
s’estudia I'efecte de I'estructura hexagonal
transversal sobre I'equador. Finalment, es
menciona I'efecte de la superxarxa del
muscul al diagrama de difraccio.
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Capitol 2 La difraccid de les estructures helicoidals

2.1. Ladifraccio de raigs X

2.1.1. Introducci6

radio, definides, entre d’altres parametres, per una direccié de propagacio i

una intensitat. La direccio de propagacid de I'ona és especificada pel vector

d’ona 0 moment k, de modul |k| = k = 2zt/A, on A és la longitud d’ona. Si w és
la frequencia angular de I'ona, I'amplitud del camp electromagnétic A en un punt de
I'espai r i en un temps t ve definit per

I Is raigs X son ones electromagnétiques, com la [lum visible o les ones de

I
A = Aoel(kr+u)t) ,

on A, és el modul del camp electric, el valor quadratic mitja del qual ens dona la
intensitat. A causa de la dualitat quantica ona-corpuscle, a més d’ones
electromagnétiques els raigs X poden ser representats com a fotons, amb els mateixos
parametres caracteristics. Usarem indistintament les dues representacions, segons
convingui per a aclarir la imatge grafica.

La difraccid de raigs X, descoberta fa ja quasi un segle [Friedrich et al., 1912;
Bragg, 1913], és una de les tecniques més usades per I'analisi estructural a nivell
atomic. L'objectiu d’aquesta tecnica és determinar la mitjana temporal de la densitat
electronica, p(r), en cada punt de la mostra mitjancgant la interacci6 dels raigs X amb els
electrons, a partir del coneixement dels raigs X entrants i dels sortints de la mostra. La
difraccid, a diferéncia de la dispersid, és consequiencia de I'ordenacid de les particules
que componen la mostra.

La densitat electronica és caracteristica de I'estructura i, per tant, en principi,
podem congixer a partir d’ella la posici6 i tipus d’atoms que componen la mostra. Els
inevitables problemes experimentals i algunes limitacions teoriques, com el problema
de les fases, fan que la tecnica no sigui d’aplicacié tan directa, tot i que amb I'ajut de
diferents métodes aquestes dificultats poden ser superades.

Una altra caracteristica important de la difraccié de raigs X és la gran diversitat de
meétodes existents (en pols, Laue, etc.) que fan que sigui aplicable a una immensa
quantitat i varietat de mostres. Als darrers anys, I'Us d’aquesta tecnica s’ha generalitzat
a I'estudi de macromolécules biologiques gracies a I'accés a una nova font de raigs X,
la llum de sincrotro (vegeu el capitol 3) i al desenvolupament de nous metodes de
difraccid que aquesta nova font permet. En particular, la técnica de difraccié a angles
baixos és la indicada per a I'estudi de mostres amb una cel-la elemental, o unitat de
repeticio, molt gran, com és el cas del teixit muscular [Vainshtein, 1966].

En aquest capitol introduirem les expressions basiques de la difraccié de raigs X, i
les concretarem en el cas de les dues estructures presents en el muscul: I'estructura
helicordal, en la direccio axial del muscul, i I'estructura hexagonal en la direccio
transversal. L’analisi d’aquestes dues estructures permetra d’interpretar els resultats
experimentals presentats al capitol 4.
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2.1.2. Ladispersio de raigs X

2.1.2.1. Ladispersio d’'una particula

En la descripcié matematica convencional de la dispersio es fa la suposici6 basica de
la dispersio simple dels raigs X, és a dir, un raig X pot ser dispersat per la mostra un
sol cop com a maxim. La dispersié simple implica que I'ona incident indueix I'emissio
d’ones esferiques en cada punt material de la mostra amb una relacio fixa de fases entre
punts. Aquest tractament, també conegut per aproximacié cinematica, correspon a la
primera aproximacié de Born de la teoria de la dispersié en la mecanica quantica, i és
plenament valid per al cas de radiacié de raigs X i per a mostres amb un cert grau de
desordre. La difraccié del muscul entra plenament dins d’aquesta suposicio.

A més, farem una segona suposicio en considerar només el cas de dispersio elastica,
0 de Thompson, en qué la radiacio dispersada no té perdues d’energia i la longitud d’ona
A del raig X es manté constant. Aquesta segona aproximacio és exacta quan la densitat
electronica p(r) és constant en el temps tipic d’interaccid, com és, de fet, el nostre cas.
En cas contrari, la densitat electronica obtinguda mitjancant aquesta aproximacio
hauria de ser considerada com una mitjana temporal de la densitat electronica.

Molt esquematicament, la dispersié elastica consisteix en I'absorcié d’'un foto
incident de moment inicial k, per part d’'una particula o centre de dispersié, basicament
un electro, que queda excitat a un nivell més energétic. Posteriorment, I'electr¢ excitat
retorna a I'estat fonamental original mitjancant I'emissid d’un fotd de raigs X de la
mateixa energia, pero de diferent moment K i, per tant, amb una direccio diferent. El
resultat final del procés de dispersio és el canvi de la fase del foto en p, i del moment
en direccio, pero I’energia i el modul del moment romanen constants [Jackson, 1975].
L’electrd, finalment, resta en el mateix estat on era inicialment.

Figura 2.1. Definicions de les distancies R, r i R’. La font se suposa prou allunyada per a qué a la
mostra les ones esferiques puguin ésser considerades planes (R >> r). La mateixa condicid és assumida
pel punt P de la mostra (R’ >>r).

L’objectiu de la derivaci6 de les expressions de la dispersié elastica és trobar la
forma analitica de I'amplitud del camp en el punt d’observaci6. De forma general,
aquesta dependra de la longitud d’ona de la llum incident, de I'estructura de la mostra,
i de les posicions de la font de llum, la mostra il-luminada i el punt d’observacio. En el
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cas dels experiments de dispersié o difraccié de raigs X, les distancies entre la font, la
mostra i el punt d’observaci6 sén molt més grans que la dimensié de la mostra, de tal
manera que podem considerar paral-lels els raigs que arriben tant a la mostra com al
punt d’observaci6 (figura 2.1). Aixi, si aproximem les ones esfériques, emeses per la
font, per ones planes, I'amplitud del camp que arriba al punt P de la mostra és

AP = Ao eilzo (I5+|[)+iu)t’

on hem suposat que en I'origen (R + r = 0) 'amplitud té una fase coherent, és a dir,
ben definida per tot temps, i que es comporta com e". Cal notar, pero, que aquesta
coheréncia s’aplica unicament a un sol foté emes i, per tant, es perd en fonts de llum,
com les fonts de llum de sincrotrd, que emeten fotons de forma no coherent. Aquesta
no-coheréncia permet negligir, d’ara en endavant, la fase que depén del temps.

L’ona plana que arriba al punt P és reemesa pels centres de dispersio en forma d’ona
esferica en totes direccions, que per efecte de les llargues distancies pot ser interpretada
com una ona plana per a cada direccio k. La diferéncia de fase respecte I'origen de I'ona
plana dispersada per un centre situat a r sera kr — k,r = (k — k) r (figura 2.2). Si
suposem que I'ona incident té amplitud unitaria (A, = 1) i definims=(k-k,) i S =
s/2p, I'ona en la direccid k generada pel centre sera

fei(ll-llo)r' - feiérr - fezmérr
k_
ﬂ .
ke, b P 0 '
. ? -
1? i
k
iy
ky i Er
i

Figura 2.2. Ampliacié de la figura anterior que mostra els parametres de la dispersié en un centre P
situat a la posicio r. La diferéncia de cami optic entre I'origen O i el punt P és (k — k) r.

El factor f, anomenat poder de dispersio (scattering power), és un factor de
proporcionalitat que indica la capacitat del centre per difondre I'ona incident. El factor
f depén, en general, de la direccid considerada, f = f(S). En general la dispersio sera
maxima quan s = 0, és a dir, en la direccio de la radiacié incident. EI modul del
moment resultant s = k — k, 0, equivalentment, S = (k — k,)/2p sera
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471 sin® 2sin0
§ = —— S = . 2.1
x 0 X (2.1)

2.1.2.2. L’amplitud de dispersio d’'una mostra

Aquestes expressions, obtingudes per a un sol centre de dispersid situat a la posicio
r de I'origen, son generalitzables a una mostra qualsevol en qué hi ha un nombre
extraordinariament gran de centres de dispersio, tipicament de I'ordre del nombre
d’Avogadro. L'ona resultant F(S) en una determinada direccié sera la suma de les n
ones provinents dels n centres situats a les posicions r;

n Ir r
af e = F(S). (2.2)
i

F(S) s'anomena amplitud de dispersio, o scattering amplitude, i de fet és una extensio
del poder de dispersi6 f ja que amplia el concepte de poder de dispersié d’un centre de
dispersio elemental a qualsevol sistema fisic amb molts dispersors (electrd, atom,
molecula, grup de molécules, etc.).

Com a incis, comentem que si es limita el sumatori als n electrons d’'un atom,
I'amplitud de dispersio F(S) que en resulta s'anomena factor de forma (form factor), i
depeén del canvi de moment S o, equivalentment, de la direccid d’observacio. En aquest
cas f representa el poder de dispersio d’un electré de I'atom. Si, en canvi, el sumatori
de I'expressié anterior es realitza sobre una unitat qualsevol, la repetici6 de la qual
genera tota la mostra, I'amplitud de dispersié F(S) s'anomena factor d’estructura
(structure factor), com veurem més endavant. Aixi, els conceptes d’amplitud de
difraccid, factor de forma i factor d’estructura son analegs, donat que vénen descrits per
la mateixa expressio 2.2, i es diferencien solament en la naturalesa dels centres de
dispersié sumats.

Ates que els raigs X son essencialment dispersats pels electrons, podem dir que el
material dispersor és la mitjana temporal de la densitat electronica p(r), que té pics en
les posicions dels atoms i valors propers a zero entre ells. La densitat electronica és
caracteristica de I'estructura de la mostra, i determina la posicié i tipus d’atoms que la
componen, objectiu final dels estudis estructurals.

La densitat electronica és definida en tots els punts del volum de la mostra i, per
tant, I'amplitud de difraccié que genera no pot ser expressada discretament amb un
sumatori, sind amb una integral sobre el volum de la mostra. D’aquesta manera, el
factor de forma f i el sumatori sobre tots els centres de dispersio son substituits per la
densitat electronica i la integral sobre tot el volum de la mostra V, respectivament.
Amb aquesta substitucid, si definim les components del vector S com (X,Y,Z), la
formulacié continua de I'amplitud de dispersid és

FS) = cp)emdl =  gp(F) e™ ™ Ddxdydz. (2.3)

x,y,21V
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Donada la simetria helicoidal dels filaments del sarcomer, és Util expressar
I'amplitud de difraccié en coordenades cilindriques, r, 4, z, i les seves conjugades en
I'espai reciproc, R, W i Z. En aquest cas, la integral de Fourier (expressio 2.3) s’escriu
en la forma [Klug et al., 1958; Vainshtein, 1966]

2n

F(RY.,Z) = C;Q é¥p(r,lp,z)eZ“i(R"OS(“"Y)”Z) rdrchp dz (2.4)

L’amplitud de dispersid pot ser tractada bé fisicament o bé matematicament. D’una
banda, fisicament, la funcié F(S) representa I'amplitud de I'ona dispersada dirigida a la
direccid de I'espai a qué apunta el vector S. La magnitud fisica observable és, pero, el
quadrat de 'amplitud, la intensitat I,

16) = FE)XFE) = [FE). 25)

Quan s’intercepta amb una pantalla un feix de raigs X dispersats, s’observa la
intensitat en una regié limitada per les dimensions de la pantalla. S'obté aixi
I’'anomenat diagrama de difraccio, que dependra de I'orientacid relativa entre el feix
incident, la mostra i la pantalla, aixi com de les caracteristiques d’aquests.

2.1.2.3. L’amplitud de difraccio és la Transformada de Fourier de la
densitat electronica

D’altra banda, la funcié F(S) pot ser considerada matematicament com la
transformada de Fourier (TF) de la densitat electronica p(r) i, per tant, tota la teoria de
la transformacié de Fourier li és aplicable. La TF posa en correspondéncia la funcio6
p(r) definida en I'espai dels vectors de I'espai real r amb la funcié F(S) definida en
I'espai dels vectors S, anomenat espai reciproc, a través de la integral de I'expressio 2.3.
La funcio F(S) és, per tant, la imatge en I'espai reciproc de p(r), i inversament aquesta
és la imatge de F(S) en I'espai real. La correspondencia contraria, I'antitransformada de
Fourier, de F(S) dona la densitat electronica de la mostra

§ .
p(h) =  QF (S) e XY Dyx dy dZ , (2.6)

XY, ziv*

en que V* és el volum de I'espai reciproc on F(S) és no nul-la. La integral 2.6
s'anomena sintesi de Fourier, i la seva resolucid és I'objectiu dels experiments de
difraccio de raigs X pels anomenats métodes directes. De manera més concisa, les
relacions 2.3 1 2.4 es poden expressar simbolicament com

FE) = TF[o()] i o) = TFFE) (2.7)
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respectivament. Aixi doncs, el diagrama de difraccio, que enregistra la funcio I(S), és
el quadrat de la TF de la projeccid de la massa dispersora en la direccio de la llum
incident. Les seves coordenades seran per tant les propies de I'espai reciproc.

Una relacié que compleix la transformacié de Fourier, i que sera utilitzada a
bastament en tot el capitol, és I'anomenat teorema de la convolucié. Segons aquest, la TF
de la convoluci6 de dues funcions (I'operacid, notada amb el simbol A, per la qual una
funcio f,(x) es distribueix segons la llei especificada per una segona funcid f,(x) ) és
igual al producte simple punt a punt de les TF de les dues funcions [Vainshtein,
1966]. Simbolicament, el teorema s’expressa com

TE[EGA £,0 = TR[E ()] TRE, (). (2.8)

Finalment, cal puntualitzar que, amb generalitat, F(S) és un nombre complex
definit per una amplitud i una fase F(S) = A¢*. Tot i aix0, donat que en el diagrama
de difraccié Unicament s’observa el seu quadrat, |F(S)|* = A? tota la informacid
respecte a les fases es perd, fet que impedeix determinar p(r) aplicant directament
I'expressio (2.6). Aquesta perdua d’informacio de les fases s'anomena genericament
problema de les fases.

Un altre problema que es presenta és que, en general, no es coneix la informacid en
tot I'espai reciproc, sin6 solament de la regi6 assolible pel detector. Aixi, la integral
2.6 no pot ser determinada totalment, sind Gnicament fins a una certa resolucio, que
vindra caracteritzada per I'invers del modul de I'extrem de la regio considerada en
I’espai reciproc.

2.1.3. Ladifracci6 de raigs X

La difraccio de raigs X és el fenomen de dispersié espacialment coherent. Quan un
front d’ona de moment k, incideix en una mostra, cada atom (0 més exactament els
electrons de cada atom) es converteix en un centre dispersor, i I'ona es distribueix en
totes les direccions de I'espai. En un material desordenat, I'ona dispersada de cada
centre arriba a un punt del detector amb una fase (k — k) r = 2pSr, sense relacio amb
la fase de I'ona dispersada per altres centres. En aquest cas la intensitat resultant és

simplement la suma de les intensitats de cada centre, és a dir, I(S) = S 1,(S).

La situacié canvia quan la mostra presenta una regularitat tal en la seva estructura
que podem definir una cel-la elemental, la repeticié de la qual, que cobreix tota la
mostra, es pot descriure amb una xarxa de Bravais [Kittel, 1976]. Aquesta cel-la
elemental sera considerada com unitat de difraccid. La diferencia de fases entre ones
que provenen de diferents unitats guardara una relacié, que dependra en general de la
direccié S. La suma de totes les ones no podra ser d’intensitats, com en el cas anterior,
sind d’amplituds. Hi haura unes determinades direccions en que les ones se sumaran
constructivament, mentre que en d’altres direccions I'ona resultant no s’amplificara, i
fins i tot es podra anul-lar. Quan el nimero de centres és molt gran, com és el cas fisic
real, les direccions on la interferencia és constructiva es van delimitant, de tal manera
que es formen pics molt localitzats d’'una gran intensitat, els pics de difraccid. En la resta
de direccions de I'espai, les ones interfereixen destructivament i la intensitat és
negligible.
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La difraccio, a més de la periodicitat de la mostra, també requereix una radiacio
incident adequada, d’una longitud d’ona A similar o inferior a la distancia mitjana
entre centres veins, r. Quan A>>r, la diferéncia de fase entre ones dispersades per
diferents centres és la mateixa per totes les direccions de I’espai i, per tant, la intensitat
és independent de I'angle i els pics no apareixen. En canvi, amb una longitud d’ona
similar a la distancia interatomica, tipicament entre 0.1 i 0.3 nm, apareix el fenomen
d’interferéncia i, per tant, els pics de difraccid. Aquestes longituds d’ona corresponen
al rang dels raigs X, i son aquests els que, en definitiva, s'utilitzen als experiments de
difraccio.

2.1.3.1. Els factors de I'amplitud de difraccio

La introduccié de la periodicitat de la mostra permet de separar I'amplitud de
difracci6 de la mostra en dos factors, que depenen de I'estructura interna del motiu de
repeticio i de la simetria de la xarxa de Bravais.

D’una banda, pel primer factor construim I'amplitud de difraccié que genera una
cel-la elemental, anomenada factor d’estructura F,(S), a partir de I'expressié 2.2,

r J Iy
FoS) = & e 29)

El sumatori de I'expressid és limitat als n atoms inclosos en una cel-la elemental, i r;
son les posicions dels atoms dins de la cel-la. Amb aquesta definicio, I'amplitud de
difracci6 de tota la mostra sera la suma dels factors d’estructura de totes les N cel-les de
la mostra corregides per la fase relativa entre elles,

r N r Ty
F(S) = aFR(S)e™™, (2.10)

]

on r’; és la distancia de I'origen a la j-esima cel-la elemental, és a dir, la posicio del j-
esim nus de la xarxa de Bravais. Donat que en una xarxa de Bravais totes les cel-les
elementals estan orientades d’igual manera, el factor d’estructura F(S) és constant en
tota la mostra. La posicié de totes les unitats queden definides per una certa funcié de
disposicio (disposition function). L’'amplitud de difraccio d’aquesta funcio és

r N Iy
B(S) = g ™" . (2.11)
i

Quan el nombre N de cel-les elementals és gran, la funci6 de disposicio pren valors
apreciablement no nuls només als punts S que compleixen la condicié

Sf¢ = n | (2.12)
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on n és un nombre enter. Queda clar amb aquesta condicié que, quan el nombre de
repeticions és gran, tota la dispersié queda concentrada als punts que la compleixen.
Aquests punts son els anomenats pics de difraccio, ja introduits anteriorment.

Aixi, amb aquesta darrera definicid, I'amplitud de difraccié de la mostra (relacié
2.10) s’expressa de la forma

F(S) = F,(S) B(S). (2.13)

Aquesta expressio separa clarament I'amplitud de difraccié en dues contribucions.
D’una banda, I'amplitud de difraccié de la funcié de disposicié B(S) depén tan sols de
la periodicitat de la mostra, dona lloc a I'aparicié dels pics de difraccid i determina la
seva posicid. D’altra banda, el factor d’estructura F,(S) només depen de la distribucio
de masses dins la cel-la elemental, és a dir, en el cas que ens ocupara, de la forma i
I'orientaci6 relativa de les proteines, i determina la intensitat relativa dels pics de
difraccio.

Notem, finalment, que en el cas general en que en el sarcomer hi sén presents
diverses estructures, 'amplitud total de difraccio és la suma de totes elles,

F2) = AF @28 @) 214

]

on F,(Z) és la transformada de Fourier de cada motiu de repeticié (una proteina que
presenta periodicitat en el sarcomer) i B;(Z) és la seva funcio de disposicio. En aquest
cas, la intensitat total observada pel detector és el quadrat de I'amplitud total de
difraccid (expressio 2.5).

2.1.3.2. Lasintesi de Fourier de la densitat electronica

La densitat electronica de la cel-la elemental, que és I'objectiu de tot experiment de
difracci6 de raigs X, de forma general s’'obté amb la sintesi de Fourier (expressio 2.6),
que inclou una complexa integral, la integral de Fourier, aplicada sobre el factor
d’estructura F,(S), en lloc de tota I'amplitud de difraccio, és a dir,

p (rr.-) = \\\FO(SI) e—2ni(XX+yY+zZ) dX dY dZ '

XY,z v

on V* és el volum de I'espai reciproc que ocupa la cel-la elemental. Sortosament, pero,
quan I’estructura és periodica, la situacié és molt més senzilla, donat que I'amplitud de
difraccié només és no nul-la als pics de difraccio, que se situen a I’espai reciproc segons
I'expressio 2.12. Per tant, per determinar la densitat electronica r(r), cal trobar el
factor d’estructura F,(S) solament als pics de difraccio i no a tot el diagrama de
difraccio.

En el cas d’'una sola dimensid, que suposarem a partir d’ara que sera la direcci6 de
les fibres musculars z (o direcci6 axial), els pics de difraccio apareixen als punts Z =
I/C, on | és un nombre enter i C és la periodicitat de I’'estructura. En aquests punts, el
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factor d’estructura és un nombre complex, caracteritzat a cada punt per un modul F, = |
F(Z=1/C) |iunafasef,=f(Z=1/C),

F@Z=1/C) = Fe* . (2.15)

Amb aquestes consideracions, la sintesi de Fourier és simplificada en gran mesura,
ja que la integral pot ser substituida per una série. Aixi, la densitat electronica en la
direccio considerada és

I .
2niz— +1i
Mz P

p.(2) = aFe . (2.16)

Aquesta expressio es simplifica per la relacio del modul i la fase de les reflexions
oposades | i —I. Mitjancant I'expressié 2.3 o la 2.13, es pot comprovar que aquestes
reflexions compleixen les condicions

Amb aquestes dues relacions, quan s'inclouen al sumatori les reflexions | i —I, la
sintesi de Fourier de la densitat electronica axial (expressio 2.16) es redueix a

p,@) = 4F cosa%z%w.%. (2.18)
I 2

Aquesta és una expressio fonamental en el nostre estudi, ja que és la que permet, en
principi, calcular la densitat axial dels caps de miosina. A tal fi, els propers capitols
descriuen els experiments i les aproximacions teoriques que permeten resoldre el
sumatori d’aquesta expressio, és a dir, extreure els moduls i les fases del factor
d’estructura. Mitjancant I'analisi de I'estructura, es determinaran les fases (capitols 5 i
6) i els moduls (capitol 7) de les reflexions que produeix la periodicitat dels caps de
miosina.

2.2. El diagrama de difraccio del muascul

2.2.1. El desordre del muscul

Com tot teixit biologic, el teixit muscular presenta una gran varietat de molecules i
macromolecules, essencialment proteines, que conformen una estructura complexa i
generalment desordenada. En aquestes condicions, la densitat electronica r(r), objectiu
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de la difraccié de raigs X, té també una forma molt complexa i, en consequencia,
també la tindra el diagrama de difraccié que en resultara. A la figura 2.3 trobem un
diagrama de difraccid tipic de teixit muscular viu, on s'observa tota aquesta
complexitat. De tota manera, com hem vist, la situacio es simplifica molt quan hi ha
algun tipus de simetria o d’ordre, ja que aquest deixa una empremta caracteristica en
el diagrama de difraccid: els pics de difraccio.

En Pestudi del muscul per difraccio cal, per tant, distingir i identificar les
contribucions ordenades i desordenades. La component desordenada és formada en
gran mesura per aigua intersticial, col-lagen i altres elements que no actuen
directament en la funcié muscular. També hi contribueixen els elements del sarcomer
que, si bé tenen un cert ordre, no en tenen prou com per generar difraccié a la
resolucio necessaria en la zona del diagrama de difraccid considerada. Tots aquests
elements no originen pics de difraccid, siné que donen una intensitat de dispersio
quasi-isotropa amb un maxim en I'origen del diagrama de difraccié (figura 2.3).
Formen d’aquesta manera una dispersié de fons (background) que cal extreure en I'analisi
posterior de les dades. Al capitol 3 exposarem els metodes utilitzats de substraccio
d’aquesta dispersio de fons.

2.2.2. El meridia i I'equador del diagrama de difraccio

Enmig del desordre inherent del muscul, el sarcomer conté unes estructures
ordenades, els filaments prims i els filaments gruixuts, que mostren prou periodicitat
com per originar difraccid. L'ordenaci6 dels filaments es dona en les direccions axial i
transversal al muscul.

En primer lloc, en la direcci6 axial, ambdos filaments presenten la simetria de tipus
helicoidal descrita en el capitol 1. Com veurem seguidament, aquesta simetria fa
aparéixer un seguit de linies de difraccio perpendiculars a la linia anomenada meridia, la
direccid en I'espai reciproc conjugada de la direccié de I'eix del muscul i que compleix
la condicié R = 0 (figura 2.3).
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Figura 2.3. Exemple de diagrama de difraccid de teixit muscular en I'estat de descans, obtingut en la
linia ID2 de I'European Synchrotron Radiation Facility (ESRF). S'observa especialment el fons de dispersio
isotropa que prové de la part desordenada del mascul, els pics en I'equador i les linies de difraccid (layer
lings) en el meridia provinents de la simetria del filament gruixut. Aquests elements estan
esquematitzats en el quadre inferior esquerre. En el meridia apareixen igualment moltes altres reflexions
degudes a la simetria en d'altres proteines (tropomiosina, etc.) o bé per fenomens d’interferencia. La
zona fosca en la part esquerra de I'equador és el suport de la peca de plom que atura el feix de llum de
sincrotrd (beam stop).

Finalment, la disposici6 transversal dels filaments a la banda A del sarcomer tambeé
és regular, i segueix una simetria hexagonal. Comprovarem que aquesta simetria, al
seu torn, origina un conjunt de pics en la anomenada linia de I'equador, perpendicular
al meridia i que satisfa la condicié Z = 0.
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Cal remarcar, per la seva significacio fisica, la informacié que pot ser extreta del
meridia i de I'equador. D’una banda, en el meridia, si partim de I'expressié 2.3,
I'amplitud de difracci6 és

é g
Frer(0.0,2) = Q€ @p(xy.2) dxdy Ge™* dz
av Bylv a , (2.19)
= (‘)pz(z) eZnizZ dz
v

on r, és fisicament la projeccid de masses sobre I'eix z, és a dir, la distribucié de massa
axial del muscul. L’'amplitud de difraccié del meridia correspon, per tant, a la TF de la
projeccié de masses axial. Aixi, en aquesta zona del diagrama de difraccié s’han
d’observar els canvis estructurals rellevants en la funcié muscular, donat que la tensio i
canvi de longitud del muscul es realitza en aquesta direccio.

Per altra banda, en I'equador, I'amplitud de difracci6 és

u
P (X, y,2) dzgez’“ (XY dx dy
v o , (2.20)

bpxy (X, y) e27[i(XX +yY)dX dy

Xyl v

Fe(X.Y,0) = @
X,ylv

@) D> (D~

on r,, és fisicament la projeccio de masses sobre el pla xy, perpendicular a I'eix z. Amb
tot, en estudis de difraccid de teixits musculars, i en general per qualsevol material
compost per fibres helicoidals, aquesta darrera equacio resulta més convenientment
expressada en coordenades cilindriques. Aixo és aixi perqué les miofibril-les presenten
totes les possibles orientacions a causa de la manca d’ordre azimutal i, per tant, la
integracid de tots els filaments és equivalent a la integracié d’una unitat. En aquestes
coordenades, i mitjancant I'expressio 2.4, I'amplitud de difraccié equatorial és

¥ 2n

Fa(R00) = 9 O pg(rap) e e rdrdy , (2.21)

en queé ry €s la densitat electronica del pla basal,

+¥
\

pe(rp) = @, p(ry,2) dz. (2.22)

En els dos sistemes de coordenades, cartesia i cilindric, la massa és integrada en la
direccio axial Z amb el comput de I'amplitud de difraccio F,, i, per tant, 'amplitud de
difraccid correspon a la TF de la projeccio perpendicular als filaments. En
consequiéncia, I'equador és sensible solament a les periodicitats i moviments de massa
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en la direccio radial o azimutal del sarcomer. En especial, sera sensible a moviments
transversals dins la zona amb més massa i ordenaci6 del sarcomer, la banda A.

D’aquesta manera, el meridia i I'equador donen informacio sobre la projeccio axial i
transversal, respectivament. Les informacions en les dues direccions son
complementaries i necessaries per entendre el mecanisme de la contraccié muscular.

La forma final del diagrama de difraccid sera el resultat de la superposicié de les
diferents contribucions, tant ordenades com desordenades. Les properes seccions estan
dedicades a trobar I'amplitud de difraccié que resulta de la simetria helicoidal i de la
simetria hexagonal que tenen els filaments. Hi afegim també I'efecte d’altres
contribucions i desordres, i donem, finalment, I'explicacid de I'aparenca general del
diagrama de difraccio.

2.3. La difraccid en estructures amb simetria
helicoidal

Les expressions anteriors indiquen que els pics de difraccié del diagrama sén
caracteristics de la simetria de la mostra. En el cas del muscul i, més concretament,
dels filaments del sarcomer, els pics de difraccié son producte de la simetria helicoidal
en la direcci6 axial i de la simetria hexagonal en la direcci6 transversal.

En aquesta seccid detallem les expressions que caracteritzen la difraccio de les
estructures amb simetria helicoidal del sarcomer. D’entrada, estudiem la difraccié que
produeix una helix continua ideal, per introduir, després, I'efecte de la discontinuitat
de I'hélix. Finalment, les expressions obtingudes es concreten al cas dels dos tipus de
filament presents en el sarcomer.

2.3.1. L’helix continua

Aproximem I'estructura d’un filament del sarcomer a una helix continua, de radi r
= r, i pas de rosca, o distancia C de repeticio (pitch) (figura 2.4). En una helix, la
coordenada axial z és proporcional a I'azimutal v i, per tant, es compleix la condicio
= 2pz/C. Excepte un factor de proporcionalitat, la densitat electronica és

prv.z) = o(-r)ogh- Zgzg (2.23)

on la funcio &( r - r, ) és la funcié delta de Dirac, que és nul-la excepte quan
I'argument és O, que pren el valor 1. Si s’introdueix aquesta densitat electronica en
I'expressio general de la integral de Fourier en coordenades cilindriques (expressio 2.4),
després d’operar i identificar termes, trobem la forma general de la integral de Fourier
per a estructures helicoidals,
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in{-ﬁ”lg
= 2nr,J, (2nr,R) e ¢ 2?7, (2.24)
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on J.(2pr,R) és la funcié de Bessel d’ordre n, essent n un nombre enter. Aquesta és
I'expressio general de la intensitat i posicio dels pics de difraccio generats per una helix
continua. De I'expressi0 2.24 s'extreuen caracteristiques rellevants comunes als
diagrames de difracci6 d’hélix continues.

L'efecte més destacat de la simetria helicoidal és que la discretitzacié només apareix
en la direcci6 Z. L'amplitud de difraccié6 només és no nul-la als valors Z = n/C, amb n
sencer. Al diagrama, per tant, apareixeran linies de difraccio (layer lines) en la direccio
horitzontal (figura 2.3), en lloc de punts de difraccio, com seria d'esperar si la
discretitzacié ocorregués també radialment.

En segon lloc, ressaltem la dependéncia de I'amplitud de difraccid6 amb I'angle
azimutal v, present unicament en la fase. En el diagrama de difraccid, en que s’observa
solament |F(S)[%, la dependéncia desapareix i, per tant, és invariant sota rotacions en la
direccié 1. Aquest punt és comprensible intuitivament ja que tals rotacions son
equivalents a una translacio axial, que té com a consequiéncia la introduccié d’una fase
en la transformada de Fourier.

X

Figura 2.4. Definicié de les coordenades axial (z), radial (r) i azimutal (y) que defineixen una hélix
continua de radi ry i pas de rosca (pitch) C (expressié 2.23).

Finalment, convé notar que la distribucio radial de cada linia ve definida per una
funcio de Bessel, |F,|> = (27 r,)? |3,(2r,R)|%. Les funcions de Bessel presenten la forma
general d’unes oscil-lacions esmorteides, amb el seu primer pic allunyant-se de I'origen
R = 0 segons I'ordre n (figura 2.5) i el radi r, del centre de masses.
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De les consideracions anteriors es dedueix que el diagrama de difraccié que genera
I'expressio 2.24 té una caracteristica forma d’aspa (figura 2.5), que és propia de totes
les estructures amb simetria helicoidal. L’angle de I'aspa vindra determinat per la
distancia DZ = 1/C entre linies de difracci6 i pel radi r, del centre de masses de I'hélix.

La discretitzaci6 en la direccid Z defineix clarament una orientaci6 del diagrama de
difraccid de les estructures helicoidals. La direccidé perpendicular a les linies de
difraccid s’anomena direccio meridional, mentre que la paral-lela és la direccio
equatorial. EI meridia del diagrama de difraccid és, per tant, la linia en la direccié Z
que passa per l'origen (R = 0), mentre que I'equador és la linia en la direccié R que
passa igualment per I'origen (Z = 0). La localitzaci6 de les linies al meridia del
diagrama revela les periodicitats en la direcci6 axial a I'hélix (en el nostre cas, axial al
muscul).

Figura 2.5. Representaci6 esquematica de I'amplitud de difraccio F(S) d’una hélix continua en I'espai
reciproc. En la direccié axial Z hi ha una quantificacié que forma les linies de difraccid (layer lines),
definides per I'expressid 2.24, i amb una separacid entre elles de AZ = 1/C, on C és el pas de rosca, 0
pitch, de I’helix. La linia en la direccié Z que passa per I'origen és anomenada meridia. EI quadrat de cada
funcid dona la intensitat vista en el diagrama de difraccio.
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2.3.2. Deducci0 intuitiva de la difraccio de I’helix continua

Donada la importancia que té per aquest treball el diagrama de difraccié que genera
una helix continua, en donarem a continuacid una deduccid intuitiva. Aquesta
explicacié complementa la demostracié que hem esbossat en els apartats anteriors.

L’explicacio esta esquematitzada en la figura 2.6. Tal i com s’ha dit en I'anterior
apartat, el diagrama de difraccié és la transformada de Fourier (TF) de la projecci6 de
masses en la direccio de la llum incident.

A causa del muntatge experimental, els filaments amb simetria helicoidal son
il-luminats lateralment pels raigs X i, per tant, cal trobar el diagrama de difracci6 que
originen amb aquesta projeccio. El diagrama de difraccié obtingut és la TF de la
projeccid lateral de I'nélix, que té una distribucié de massa semblant a la d’una dent de
serra (j ). Les dents de serra es poden descompondre en dues successions de segments
(k), amb llurs segments equiespaiats i orientats de manera inversa. Al seu torn, cada
una d’aquestes successions es pot interpretar com la convoluci6 entre un segment (I ) i
una successio de punts equiespaiats (n). Recordem que la convoluci6 és la distribucio
d’'una funcié (en aquest cas el segment) seguint una altra “funcié portadora” (la
successio de punts) (vegeu la secci6 2.1.2.3).

Segons el teorema de la convoluci6 (expressié 2.8), la TF d’una successié de
segments sera el producte de la TF d’un sol segment per la TF de la série de punts
equidistants per separat. D’una banda, la TF del conjunt de punts és un conjunt de
plans amb una separaci6 inversa a la del conjunt de punts (n). D’altra banda, la TF
d’un segment amb costats a i b, amb a >> b, és un altre segment (0) de costats 1/a i
1/b, i per tant amb 1/a << 1/b, que apareix rotat 90°. El producte dels dos elements
anteriors dona una série de segments equidistants horitzontals disposats en diagonal
(p), que defineixen les anomenades linies de difraccié (layer lings). Analogament, I'altra
successio de segments dona una figura de difraccié idéntica i orientada especularment
a aquesta, com a consequiencia de I'orientacio especular dels segments difractors.

Finalment, la suma o superposicidé d’ambdues successions genera una caracteristica
creu de difraccio (q), tipica de totes les estructures helicoidals. L'amplitud de difracci6
de la creu esta representada esquematicament en la figura 2.5.

2.3.3. L’helix discontinua

Donem ara un pas més considerant que els filaments, en Iloc de tenir una estructura
continua i idéntica en tots els seus punts, estan composats d’unitats (els monomers de
proteina o fragments de miosina, segons el filament) que es repeteixen tot mantenint
la simetria del filament. La simetria és, en conseqiliéncia, la d’una helix discontinua o
discreta. Suposarem, de moment, que els monomers son puntuals, amb el centre de
masses situat sobre I'hélix. Més endavant corregirem aquesta suposici6 amb
I'introduccid del factor d’estructura corresponent.
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Figura 2.6. Explicacié intuitiva del diagrama de difracci¢ tipic de les estructures helicoidals. El
diagrama de difracci6, que matematicament és la transformada de Fourier de la projeccid de masses, és
exposat graficament en quatre etapes (vegeu el text). Els simbols + i~ representen la suma i el producte
punt a punt en I'espai, A la convolucid entre dues funcions i TF la transformaci6 de Fourier.

La simetria d’'una helix discontinua amb monomers puntuals ve definida per dos
parametres: I'avan¢ axial ¢ (pitch), és a dir, la separacié axial entre monomers
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consecutius, i la simetria, caracteritzada pel nombre de monomers p presents en g
voltes de I'hélix, i definida pel nombre (figura 2.7)

Moo= P (2.28)

Com se segueix de la definicié de M, el pas de rosca C i I'avang axial ¢’ satisfaran la
relacio6 M = C/c’. Per la seva banda, la distancia de repeticié ¢ de I’helix discontinua,
que és la distancia entre dues unitats identiques, sera g vegades C, o equivalentment p
vegades ¢’. En el cas que M sigui enter tenim ¢ = C.

El conjunt de monomers que formen I'helix discontinua poden ser interpretats com
la interseccié (és a dir, el producte) d’una helix continua i un conjunt de plans separats
per una distancia constant ¢’ entre ells (figura 2.7). Els punts d’interseccié representen
els centres de massa del monomer de proteina o fragment de proteina. El resultat del
producte és que cada punt sobre I'helix té, respecte del punt anterior, un desplacament
de ¢’ en la direccid axial i una rotacié azimutal de ¢ = 2p/M.

T

Figura 2.7. Visid lateral d’una hélix discontinua, amb M = 7/2, que conté 7 unitats en 2 voltes. ¢’ és el
desplacament axial (axial rise), C el pas de rosca (pitch) i ¢ la distancia de repeticié de I'helix discontinua
(repeat). Els punts on es localitzen els monomers se situen en la interseccid de I'helix amb la successio de
plans paral-lels. Cal remarcar que una altra nomenclatura estandard del camp nota p, P i C les tres
magnituds mencionades, respectivament [Squire, 1981].

Com s’ha exposat anteriorment, I'amplitud de difraccio és la TF de la distribucio de
massa. En el cas de I'helix discontinua, 'amplitud de difracci6 a qué déna lloc és la TF
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del producte de I’hélix continua amb el conjunt de plans que defineix la posicié dels
monomers. Per teorema de la convolucidé (equacid 2.8), aix0 és equivalent a
convolucionar les TF de cada un dels dos factors per separat (figura 2.8). Per una
banda, la TF de I'hélix continua no és sind I'expressié 2.24, amb la caracteristica forma
d’aspa (figura 2.8a). D’altra banda, la TF d’'un conjunt de plans separats per una
distancia ¢’ és un conjunt de punts alineats segons la normal als plans i situats a

z = — X =0, Y=0. (2.29)

on m és enter (figura 2.8b).

El resultat de la convoluci6 de les dues TF és la repeticié, amb una periodicitat de
1/c’, de I'aspa de I'hélix continua en la direcci6 de I'eix de I'helix (figura 2.8c). Com
s'observa a la figura 2.8 en el cas particular de M = 7/2, a conseqliéncia d’aquesta
convolucid les linies de difraccio permeses per I'estructura estaran situades a

Z Z Z
= — 1
— ] I C
1 m=1 < AN
T n=3 fo I I=7
— 1 — —
N . _ _
R _ -
- —® — - —1=0
— — n=-1 — —
o — N=2 i -
B n=3 - —— =7
m=-1 S <
(@) (b) (c)

Figura 2.8. Formaci6 del diagrama de difraccié d’una helix discontinua amb M = 7/2 a partir de les
transformades de Fourier d’una hélix continua i d’una successié de plans. (a) Diagrama de difraccid
d’una hélix continua amb una distancia de repeticié C. (b) Diagrama de difraccié d’una serie de plans
paral-lels separats una distancia ¢’. (¢) Convolucid dels dos anteriors diagrames de difracci6. La regla de
seleccid per helix discontinues (expressié 2.31) en aquest cas pren la forma | =7m + 2n, amb I, nim
enters.

= —+— = —, (2.30)

71



Capitol 2 La difraccid de les estructures helicoidals

amb m, n i | enters. Aixi doncs, un cop sabem I'avang axial ¢’ d’'una unitat, el pas de
rosca C de I'helix, i la distancia ¢ de repeticio, la simetria queda ben definida i podem
localitzar les linies de difraccid. Si operem sobre aquesta expressio i introduim la
relacio C/c’ = p/q = M, de I'expressié 2.30 s'obté la regla de seleccié que han de
complirl,min

Il = pm+qgn. (2.31)

D’aquesta manera, qualsevol linia de difraccid s'identifica amb un ordre de difraccio
a partir de dos indexs (n, m) que representen, respectivament, I'ordre en la creu
continua (és a dir, I'ordre de la funcio de Bessel) i I'ordre de la discretitzacié en plans
paral-lels. Aquest ordre de difraccio (n, m) se situara en la linia de difraccid | que
compleixi la regla de selecci6 2.31.

Analiticament, en una hélix continua, cada linia de difraccié ve caracteritzada per
una Unica funci6 de Bessel (expressié 2.24). En el cas discontinu, en canvi, cada linia
de difraccio és formada per diferents funcions de Bessel, cadascuna d’un ordre n, que
provenen de creus de difraccio centrades en diferents ordres m. Per exemple, en el cas
M = 7/2 de la figura 2.8, en que la regla de seleccio és | = 7m + 2n, la linia | = 1 té,
entre altres, les contribucions (1,-3) i (-1,4), que son funcions de Bessel d’ordre -3 i 4,
i que provenen de les creus centrades a m = 1 i m = -1, respectivament. Les dues
contribucions compleixen la regla de seleccio 1 = 7.1 + 2:(-3) i 1 = 7:(-1) + 2.4.
Matematicament, aquesta multiplicitat s’expressa en la forma

FY
FET?,Y (': ana.] (2ur,R)e S 7o
ﬂ

(2.32)
Il = pm +gn

El sumatori que es realitza sobre n introdueix, en teoria, infinites contribucions per
a cada linia de difraccid | ates que, un cop fixats p i q per la simetria de I'hélix, hi ha
infinits parells (n,m) que compleixen la regla de seleccid. A la practica, pero, els
desordres i el soroll de fons, entre altres factors, no permeten detectar les contribucions
amb un ordre n de funcio de Bessel alt.

Hi ha casos en que les hélixs discontinues estan formades per diferents cordes, €s a
dir, per més d’un monomer a cada pla. Aquest és, de fet, el cas del filament gruixut,
que presenta N = 3 parells de caps de miosina a cada corona (figura 1.7). La presencia
de N unitats de difraccié en un mateix punt de I'eix z provoca I'aparici6é d’un eix de
simetria d’ordre N, que modifica I'amplitud de difraccié 2.32. Per raons de simetria i
mitjancant relacions entre funcions de Bessel, en el cas d’una helix discontinua de N
cordes, les linies de difraccio tenen una amplitud de difracci6 i una regla de selecci
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Finalment, cal puntualitzar que, mentre que una simetria d’una helix discontinua
origina univocament un diagrama de difraccio, a la inversa no és aixi, i es produeix una
indeterminaci6. Efectivament, en la regla de selecci6 2.31, els parametres fisics d’'una
linia de difracci6 son | (el namero de linia de difraccié) i n (I'ordre de la funci6 de
Bessel). EI parametre restant, m, representa l'ordre de la creu d’on prové aquesta
reflexio, que pot ser establert arbitrariament canviant el parametre M. Aixi, per
exemple, les linies de difraccio de la figura 2.8c, a més de la simetria de M = 7/2
considerada fins ara, poden ser explicades mitjancant una simetriade M =7/50 M =
7/9.

2.3.4. L’amplitud de difraccio d’'una proteina amb simetria
helicoidal

Les expressions 2.32 i 2.33 son les expressions generals de I'amplitud de difracci6
originada per una helix discontinua ideal, sense desordres i amb unitats de repeticio
puntuals. Aquesta, per0, no és la situacié en el mascul, ja que els components fisics
que formen les estructures helicoidals son proteines amb una determinada forma i
disposicio. Aquesta situacio es pot tractar, de manera general, definint un conjunt de
fragments de proteina (que poden ser els propis atoms) que segueixen la simetria
helicoidal amb un radi r;, un desplagament azimutal v; i un desplagament axial z;,

F|§21Y'Lg = anoé F. (R) e
Cy 0
(2.34)
Il = pm+ qgn,

en que s’ha definit

i T O, Jrilz—j
FLR) = &2nr, f, 3,2 R) " 2 e

]

on f; es el factor de forma de I'atom j en cas que el sumatori es realitzi sobre els atoms
de la proteina, o el factor d’estructura del fragment j, en cas que el sumatori sigui
sobre fragments de proteina. A més, en cas d’una simetria helicoidal composta de
diverses cordes, sobre aquesta expressio s’han de fer els canvis equivalents als de
I'expressio 2.33, tant en la formula de la funcié de Bessel com en la regla de seleccio.

D’altra banda, convé destacar que, al meridia (R = 0), la contribucié principal a
I'amplitud de difraccié F, prové de la funcié de Bessel d’ordre 0, que assoleix un
maxim en aquest punt.
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Aquestes expressions permeten calcular el perfil radial de les linies de difraccio, que
sera utilitzat al capitol 7 per trobar les amplituds de difraccié que s’empraran en el
calcul de les projeccions axials de massa. Aixo no obstant, hi ha altres factors, com ara
desordres de diversa naturalesa, que influiran també en el perfil radial i que hauran de
ser igualment tinguts en compte.

2.4. Lasimetria helicoidal del muscul

2.4.1. Lasimetria del filament prim

Si bé en el diagrama de difracci6 hi ha una preséncia certa de linies de difraccié que
provenen de I'estructura helicoidal del filament prim, aquest no té una simetria
definida, donat que la distancia de repeticié no es correspon amb un nombre enter de
monomers d’actina. A més, aquesta simetria canvia segons I'estat del muscul.

De tota manera, una simetria aproximada i utilitzada convencionalment és la d’'una
helix de ma esquerra de nombre M = 13/6, és a dir, que conté 13 monomers en 6
voltes. El pas de rosca C d’aquesta simetria és ca. 5.9 nm i I'avanc axial ¢’ val ca. 2.7
nm, dels quals resulta una distancia de repetici6 ¢ de ca. 36.5 nm (vegeu la secci6
1.2.3). Aixo dona un diagrama de difraccio amb linies de difraccid situades a 1/36.5
nm™ que provenen de creus caracteristiques de la simetria helicoidal centrades a m/2.7
nm™. La linia n-ésima de la m-ésima creu de difraccid, segons I'expressié 2.32 se situara
a

z - M N 1 2.35
-~ 27 "5 [nm], (2.35)

amb un namero de linia de difracci6 definida per la regla de selecci
| = 13m + 6n. (2.36)

Cal tornar a remarcar, per0o, que la simetria considerada és solament una
aproximacid, de manera que I'expressio 2.35 i la regla de seleccié 2.36 no situen
exactament les linies de difraccio de I'actina.
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Figura 2.9. Exemple de diagrama de difracci6 de teixit muscular en I'estat de descans. ES mostren les
creus de difraccid del filament gruixut per m = O (linies continues) i per m = 1 (linies discontinues), les
reflexions més importants de I'equador, (10) i (11) i les reflexions presents en el meridia en qué els caps
de miosina hi poden contribuir. (1M, 2M...). Les reflexions prohibides (no maltiples de 3) no queden
incloses en cap creu de difraccid, fet que indica que la simetria del filament gruixut es trenca
lleugerament. Fora del meridia son especialment intenses les reflexions 1M i 1A, que queden
superposades. La zona fosca en la part esquerra de I'equador és el suport de la peca de plom que atura el
feix de Ilum de sincrotro (beam stop).

La intensitat de cada linia de difraccid depen del factor d’estructura de la unitat de
difraccid (el monomer d’actina), aixi com de I'ordre de les funcions de Bessel de les
diferents contribucions a la linia. Generalment, la intensitat sera major com més massa
difracti de forma coherent en aquella reflexié, i com més petit sigui I'ordre n de la
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funcio de Bessel associada. La linia d’ordre zero que trobem detectable a baixos angles
és1 =13 (m=1,n=0)al'espaiat de 1/2.7 nm™. De primer ordre trobem la | =6 (m =
0,n=1)al'espaiat de 1/5.9 nm*ilal=7 (m =1, n=-1) a I'espaiat de 1/5.1 nm™.
Finalment, també destaquem la linia de segon ordre | =1 (m = 1, n = -2), amb espaiat
1/31.9 nm', que se superposa amb la linia de difraccié 1M (figura 2.9).

Les altres contribucions a les linies de difraccié son débils, o simplement
inexistents, donat I'ordre més alt de la respectiva funcié de Bessel. Aixi, per exemple, a
la linia | = 2, la teoria indica que hi ha una funcid de quart ordre (n=2,n=-4),iala
linia | = 3 una de sise ordre (m = 3, n = -6), si bé experimentalment no sén observades.
Cal remarcar igualment que, malgrat que en general cada linia té diferents
contribucions, les d’ordre superior sén prou debils com per ser ignorades. Aixi, per
exemple, a la linia | = 13 també hi apareix, en principi, la contribuciéo de m = -5, n=
13, pero queda emmascarada per la contribuci6 d’ordre zero.

2.4.2. Lasimetria del filament gruixut

Les unitats de difraccid en el filament gruixut son els parells de caps de miosina que
sobresurten regularment del cos del filament amb una simetria M = 3/1 i amb un
avang axial ¢’ de ca. 14.3 nm, de manera que resulta una distancia de repeticio ¢ de ca.
43 nm (vegeu la secci6 1.2.2). A cada nivell el filament presenta 3 parells de caps, i
per tant I'hélix té I'aparenca de 3 cordes (N = 3). Com a resultat de tot plegat, la
posicid en el diagrama de difraccio i la regla de seleccio de la I-esima linia de difraccio
seran

m n
= ——t— nm* 2.37
14.3 43 [nm’] (237)

| = 3m+1.
3

A causa de la regla de seleccio, les linies de difraccio generades pel filament gruixut
(que anomenarem d’ara en endavant | M, e.g. 1M, 2M, etc.) només han de tenir
contribucions de funcions de Bessel d’ordre n multiple de 3. La regla de seleccio també
comporta que les linies de difraccié multiples de 3 (3M, 6M, etc.), que apareixen a
intervals de 1/14.3 nm™, tinguin una gran contribuci6 de la funcié de Bessel d’ordre
zero, i tinguin relativament una gran intensitat.

De tota manera, a més d’aquestes, en el diagrama de difraccié en I'estat de descans,
experimentalment s’observa la presencia de reflexions en el meridia, les anomenades
reflexions prohibides, en les linies de difraccié d’ordre | diferent a un multiple de 3 (1M,
2M, 4M, 5M, etc.) (figura 2.9). Ates que les reflexions prohibides no son permeses per la
simetria helicoidal, la simetria del filament gruixut ha de presentar alteracions
respecte de la simetria ideal. Aquestes alteracions, que provoquen que el filament
gruixut tingui una certa simetria cilindrica [Stewart i Kensler, 1986], seran discutides
més endavant.
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2.5. La simetria transversal del muscul

2.5.1. Lasimetria hexagonal

La simetria helicoidal descrita en I'anterior seccid, present en la direccid axial dels
filaments del sarcomer, no és I'nica existent al muscul. També la disposicid lateral
dels filaments, especialment a la banda A (la zona de superposicié d’aquests), és molt
regular, com ho demostra la microscopia electronica i, per tant, susceptible d’originar
difraccid. Aquesta secci0 tracta dels pics de difraccié que genera I'estructura transversal
a la banda A del sarcomer i, en especial, els filaments gruixuts, on sén presents els caps
de miosina.

A la banda A, el sarcomer presenta una seccid transversal molt regular en que els
filaments gruixuts, fixats per proteines estructurals de la linia M, es disposen en els
nodes d’'una xarxa hexagonal bidimensional (figura 2.10). Per la seva banda, els
filaments prims se situen en les posicions trigonals d’aquesta xarxa. La cel-la elemental
és definida pels vectors a i b, els quals formen un angle de 120° i tenen igual modul, a
= h. El valor del modul varia segons el grau d’entrecreuament dels filaments i
I'espécie, si bé tipicament és ca. 41 nm per als masculs utilitzats. La cel-la elemental
compreén un filament gruixut i dos filaments prims [Squire, 1980].
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Figura 2.10. (a) Simetria hexagonal de la banda A. La cel-la fonamental queda definida per les posicions
dels filaments gruixuts (punts vermells). Els filaments prims (actina) se situen en les posicions trigonals.
(b) Modelitzacio de la distribucié de massa en la cel-la fonamental. Les orientacions dels caps de miosina
son solament indicatives. [Hudson et al., 1996].

Sobre aquesta estructura, el feix de raigs X incideix amb una direccid continguda
en el pla de la xarxa, z = 0. Aquesta configuracio provoca I'aparicido de linies de
difraccid perpendiculars al pla. Efectivament, a partir de I'expressio 2.3, trobem que
I'amplitud de difracci6 és
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r
r

Fo(X,Y,2) = oM e*Fdl = o, (xy) e dxdy, (2.38)

on hem definit la projecci6 en la direccié axial de la densitat electronica,
Py(Xy) = Qp(xy2)dz . (2.39)

L'amplitud de difraccié F,(X,Y) no depen de la coordenada Z i, per tant, el seu
valor resta constant en aquesta direcci6 de I'espai reciproc. La integral és nul-la en
quasi tots els punts (X, Y) de I'espai reciproc, excepte en els punts que compleixen les
condicions

X = 2 h i Y = LL (2.40)

J3 a J3 a

en qué h i k sén nombres enters. EI parell d’enters (hk) son els anomenats indexs de
Miller de I'estructura hexagonal, que caracteritzen univocament dels punts en I'espai
reciproc on I'amplitud de difracci6 no és nul-la. Més endavant, en considerar I'efecte
conjunt de les simetries hexagonal i helicoidal, el parell d’indexs anteriors es
completen amb un tercer que caracteritza la discretitzacid de la simetria helicoidal en
la direccio axial.

Cal notar que aquestes condicions imposades per la xarxa hexagonal tenen el mateix
paper que la condicié 2.30, imposada per la simetria helicoidal en la direcci6 axial.
Amb I'Gs de coordenades cilindriques, les dues condicions 2.40 es redueixen a una sola
condici6 que s'aplica a la coordenada radial,

R = i\/% (2 +hk+k2) . (2.41)
a

En el diagrama de difraccié que en resulta (figura 2.11) apareixen una série de
bandes de difraccid paral-leles a I'eix Z i que compleixen la condici6 2.41. Cada banda
de difracci6 és caracteritzada pels indexs de Miller (hk), i correspondra a un espaiat d
de repeticid invers a la coordenada radial R, és a dir,

d = 8 . (2.42)

\/g (7 +hk+k?)
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Figura 2.11. Bandes de difraccié que origina per una estructura hexagonal en fer-hi incidir un feix de
raigs X. Tant el pla xy de I'estructura com el feix s6n perpendiculars a I'eix del mascul. En el muascul,
les bandes només apareixen en les interseccions amb les linies de difracci6 de I'estructura helicoidal.

Finalment, cal puntualitzar que aquestes expressions son valides unicament per a la
banda A del sarcomer, on hi ha preséncia de filaments gruixuts. Fora d’ella, a la banda
I, només hi ha preséncia de filaments prims, que perden la simetria hexagonal
imposada pels filaments gruixuts i gradualment passen a tenir la simetria de la linia Z
[Knappeis i Carlsen, 1962; HE Huxley, 1963; Reedy, 1964]. La simetria d’aquesta
banda és aproximadament quadrada (figura 1.4a), amb un parametre de xarxa d’entre
20 i 25 nm, si bé esta parcialment indeterminada a causa de la incertesa en les
rotacions relatives dels filaments [Pringle, 1968]. De tota manera, atesa la regio de
diagrama d’interés per a I'analisi posterior (el meridia), la menor massa del filament
prim, el major desordre i el gran solapament dels filaments existent en el muntatge
experimental, la xarxa de la banda I i la linia Z té poca rellevancia en els diagrames de
difraccid obtinguts, i pot ser negligida.

2.5.2. El mostratge de les linies de difraccio

Fins ara hem considerat els diagrames de difraccié d’estructures amb simetria
helicoidal i hexagonal separadament. No obstant aixo, el muscul presenta en cada punt
de la xarxa hexagonal un filament amb simetria helicoidal i, per tant, les dues
estructures es troben convolucionades.

L’amplitud de difraccié total que resulta d’aquesta situacid, segons el teorema de la
convolucid (expressié 2.8), és el producte de I'amplitud de difraccié de les dues
estructures. Per tant, la condicié 2.41, que caracteritza la localitzacié de les bandes de
difracci6 de I'estructura hexagonal, i la condici6 2.30, que assenyala la discretitzacio a
causa de la simetria helicoidal, s’han d’acomplir simultaniament.

A conseqiéncia de la simultaneitat de condicions, les linies de difraccio, que eren
continues segons la simetria helicoidal, es veuen ara reduides a pics, de diversa
amplada, en els punts que compleixen la condicié 2.41. Aquest efecte, anomenat
mostratge (sampling), déna peu a I'aparicié de pics de difraccio definits pels indexs de
Miller (hkl), en que els dos primers indexs, (hk), son determinats per la simetria
hexagonal i el darrer, I, per la simetria helicoidal. En definitiva, cada linia de difraccié
té una aparenca com la mostrada en la figura 2.12.
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Figura 2.12. Mostratge ideal d'una linia de difraccio dels caps de miosina per part de la xarxa hexagonal
de la banda A. Els indexs representats son els dos primers indexs de Miller (hk).

Els punts a cada linia de difraccio que origina el mostratge de la xarxa hexagonal no
tenen, pero, la mateixa intensitat, a causa del producte de I'amplitud de difraccio de la
xarxa hexagonal amb la de I'estructura helicoidal (figura 2.13). En cada linia de
difraccid, els punts mostrejats tindran una amplitud de difraccid definida per 2.32 i
2.33. El resultat és que, de tots els punts possibles del mostratge, Unicament les
reflexions (10) i (11) sén remarcables al diagrama de difraccio (figura 2.9).

Figura 2.13. Els pics de difraccié d’una linia son modulats per I'amplitud de difraccié d’un filament. El
producte de I'amplitud de difraccio de la linia (a) pels pics que origina la xarxa hexagonal (b) (figura
2.12) porta a la I'afebliment dels pics espaiat més petit (c). Unicament destaquen les reflexions (10) i
(12).

2.5.3. Els pics equatorials

Els pics que presenta I'equador del diagrama de difraccié del mascul son el resultat
del mostratge de la linia de difraccié d’ordre zero (I = 0 ) i, per tant, la seva
localitzaci6 queda també determinada per I'expressio 2.41. De tota manera, a I'equador
no solament hi ha els pics originats per la xarxa hexagonal, sind també hi son presents
traces d’altres estructures, especialment la linia Z i la xarxa quadrada, esmentada
abans, que formen els filaments prims.

Com s’ha dit a la seccid anterior, els pics més intensos sén els de més gran espaiat,
essencialment els pics (10) i (11), ambdos amb una clara significacid fisica. D’una
banda, el pla (10) és un pla de gran densitat on solament hi ha filaments gruixuts o
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filaments prims, excloents entre ells (figura 2.14a), i, per tant, és indicatiu de la
quantitat de massa que no participa en les interaccions entre actina i miosina.

D’altra banda, el pla (11) rau en la linia entre filaments prims i gruixuts, i estima,
per tant, la quantitat de massa que participa en les interaccions. Els canvis en
intensitat d’ambdues reflexions son indicatius del grau de solapament i del moviment
de masses entre aquests dos filaments. Aixi, en I'estat muscular de contracci6
isometrica la reflexio (10) s’afebleix i la (11) es fa més forta respecte a I'estat de descans
[Elliott et al., 1963].

La localitzacio dels filaments prims en les posicions trigonals de la cel-la elemental
fa augmentar sensiblement la densitat en el pla (11) de la xarxa, mentre que el pla (10)
no es veu afectat [Elliott et al., 1963]. La reflexi6 (11) és més intensa com més
solapament es produeix entre filaments, fet que indica que els filaments prims estan
desordenats fora de la zona de solapament amb els filaments gruixuts (banda 1), i que
s6n aquests els darrers responsables del manteniment de la xarxa hexagonal.
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Figura 2.14. Esquema de la secci6 transversal de la banda A del sarcomer, on es dona el solapament dels
filaments gruixuts (miosina) i els prims (actina). La banda presenta una estructura hexagonal, la cel-la
base de la qual es pot definir (a) sense tenir en compte la rotacid relativa entre filaments gruixuts, i (b)
tenint en compte aquesta rotacio. Si es té en compte la rotacio relativa, els filaments gruixuts que abans
eren identics, son ara diferents. Les posicions relatives dels filaments no simétrics no sén constants, sind
que segueixen unes regles basiques que fan que els filaments siguin estadisticament simetrics. La
definicié usada convencionalment és la de la cel-la simple. Es mostren els plans (10) i (11) d’aquesta,
que donen les dues reflexions més intenses en I'equador del diagrama de difraccio.

2.6. La superxarxa del muscul

Com mostra la condici6 2.41, el mostratge que provoca la xarxa hexagonal ideal ha
de ser identic en totes les linies de difraccid (figura 2.11). Caldria esperar, per tant, la
mateixa successio de pics de difraccio en la direccio radial en totes les linies. Amb tot,
els experiments de difraccio amb muscul sartori de granota demostren que els pics en
les linies de difraccid d’ordre multiple de 3 (equador, 3M, 6M, etc.) no segueixen la
mateixa successio que els de les linies d’ordre no multiple de 3 (1M, 2M, 4M, etc.)
[Huxley i Brown, 1967] (figura 2.15).

L’explicacié d’aquest fet és el trencament de la simetria hexagonal simple en favor
d’una cel-la més complexa que inclou les noves pertorbacions (figura 2.14b). La nova
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cel-la, la successié de la qual en el pla forma la superxarxa del sarcomer, és igualment
hexagonal, i amb un parametre de xarxa (B vegades més gran que el parametre de
xarxa anterior.

Amb l'adopcié d’aquesta nova xarxa, els indexs de Miller dels pics apareixen
canviats respecte a la xarxa hexagonal simple (figura 2.15). En la superxarxa, el
mostratge de les linies de difraccid segueix una nova regla de seleccio,

2h+k+1 = 3N, (2.43)

on (hk) son els indexs de Miller de la superxarxa, | I'index de la linia de difraccié
meridional i N qualsevol nombre sencer. Aquesta regla de seleccio reflexa el fet que els
filaments gruixuts tenen un gir azimutal relatiu o, equivalentment, un desplagament
axial relatiu [Elliott i Lowy, 1968; HE Huxley, 1968]. Amb aquest gir o
desplacament, I'esquelet cilindric del filament gruixut roman en la mateixa posicio,
mentre que els caps de miosina presenten una orientacio diferent. Aixi, els filaments
gruixuts deixen de ser tots idéntics i, en consequiencia, tenen posicions diferents en la
nova superxarxa.

Dins d’aquesta nova cel-la, diverses configuracions dels filaments gruixuts
compleixen la regla de selecci6 2.43, fet pel qual I'estructura de la superxarxa ha de ser
determinada amb I'ajut de técniques complementaries a la difracci6 de raigs X [Squire,
1981]. Les més rellevants han estat la microscopia electronica [Trinick, 1973; Davey i
Graafhuis, 1976]; la microscopia d’interferencia [HE Huxley i Hanson, 1957];
I'electroforesi i les técniques bioquimiques [Marston i Tregear, 1972; Tregear i Squire,
1973], que poden determinar el contingut de molécules de miosina en un filament
gruixut, i, finalment, les consideracions de simetria [Squire, 1981]. Aquests elements,
a despit d’'algunes discrepancies, permeten afirmar que hi ha 3 cordes per filament
gruixut, i que els filaments poden estar en 3 posicions, desplacats un mdaltiple de
I'avanc axial de la unitat de repetici6 del filament.

La nova cel-la que surt d’'incloure aquest desplacament relatiu entre filaments
gruixuts és igualment hexagonal, amb un parametre de xarxa C8 vegades més gran que
el parametre de xarxa anterior (figura 2.14b), que s'ajusta al que s'observa
experimentalment.

Els trencaments de la simetria hexagonal simple son, de fet, la regla general dels
musculs fins ara estudiats. El tipus de trencament i I'ordre de la nova xarxa sén molt
depenents de I'espécie i del muascul considerats [Squire, 1981]. En particular, el
muscul sartori de la granota Rana esculenta, I'espécie que s'utilitza en aquest treball
(vegeu el capitol segiient), presenta tres posicions no equivalents dels filaments
gruixuts a la cel-la elemental (figura 2.14b). No obstant aix0, aquestes posicions no
son ocupades pel un filament gruixut amb el mateix desplacament, sind que hi ha un
intercanvi estadistic de posicions, que segueixen unes regles basiques, anomenades no
three alike [Luther i Squire, 1980].
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Figura 2.15. Mostratge de les linies de difraccié 1M-4M, pel mascul sartorius de granota [Squire,
1981]. En la xarxa hexagonal simple (indexs en cursiva), totes les linies tenen el mateix mostratge
(quadrats blancs). No obstant aixo, les reflexions observades (cercles negres) només poden ser explicades
mitjancant una superxarxa (indexs en rodona) que compleixi la regla de selecci6 2.43.

Malgrat tot, la xarxa simple continua essent valida amb tota generalitat en
I’'equador, ja que aquest és resultat de la difraccio de la projeccié de masses en el pla
transversal r,(x, y), insensible, per tant, als desplagaments axials. La xarxa simple
també és valida en el meridia, ja que els desplacaments axials que expliquen la
superxarxa sén multiples del parametre ¢, I'avang axial de la unitat de repeticid del
filament. Per tant, en el treball posterior es considerara la cel-la simple, si bé conve
tenir constancia de la superxarxa subjacent.
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