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RESUM

L’as de la llum de sincrotré és I'tinic metode que permet I'estudi de I'estructura molecu-
lar i la redistribucié molecular que experimenten teixits musculars sencers, totalment fun-
cionals i no alterats, durant el procés de contraccié muscular. Aixo és aixi perque és I'tinica
técnica que permet enregistrar diagrames de difraccié de raigs X amb una escala de temps
de millesimes de segon o menys, és a dir, commensurable amb les constants de temps de les
diverses formes de contraccié muscular. Es presenta un breu resum d’alguns dels treballs
realitzats durant els darrers vint anys. Els recents resultats han portat a plantejar-se un cert
nombre de qiiestions noves, que cal resoldre, referents als mecanismes moleculars que con-
trolen la contraccié muscular. Es posa emfasi en la importancia de les tecnologies més no-
ves, procedents del desenvolupament de les anomenades fonts de [lum de sincrotro de tercera
generaci6, en relacié a aquestes qiiestions.
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SUMMARY

Synchrotron radiation is the only method that allows the study of the molecular struc-
ture and molecular rearrangements that whole, fully functional and undisturbed muscle
tissues undergo during the process of muscular contraction. This is because it is the only
technique that allows the recording of X-ray diffraction data in a time scale of milliseconds
or less, i.e. conmensurate with the time constants of the various forms of muscular contrac-
tion. A brief summary of some of the work carried out in the last twenty years is presented.
The latest results have led to a number of new questions, that need to be addressed, regard-
ing the molecular mechanisms governing muscular contraction. The importance of the
newer technologies arising from the development of the so-called third generation Synchro-
tron Radiation sources is emphasised in connection with these questions.

INTRODUCCIO A L’ESTRUCTURA
DELS TEIXITS MUSCULARS

La funci6 dels teixits musculars és con-
vertir energia quimica en forca o moviment.
Aixo s’assoleix utilitzant 'energia allibera-
da en el trencament de les molecules d’ATP
i, d’alguna manera, produint la funcié re-
querida. El procés de transduccié de I'ener-
gia és realitzat per un ensamblatge complex
de proteines filamentoses que s’organitzen
amb un elevat grau d’ordenacié. De fet, I’or-
dre és d'unes caracteristiques inusualment
complexes, per a una estructura biologica
en funcionament. En conseqiiéncia, hom
pot obtenir i mesurar patrons de difracci6
de raigs X de teixits musculars no pertor-
bats. Aquests diagrames porten informacié
sobre la disposici6 i estructura de les mole-
cules i atoms constitutius. Tot i aix0, desen-
trellar aquesta informacié i aconseguir
esbossar els processos moleculars que go-
vernen la contraccié muscular és extrema-
dament complicat. Ho és tant, que la major
part de les idees actuals sobre com succeeix
la contraccié s"han de considerar encara mo-
dels de treball, més que hipotesis provades.

Expliquem breument la base d’aquesta
complexitat. L’estructura supramolecular
dels teixits del mtscul estriat és raonable-

ment ben coneguda (figura 1), encara que
no ésigual per a totes les especies. La mostra
que s’'empra més sovint és el muascul sarto-
rius de les granotes, i una altra que també
s’utilitza, encara que menys, és el muscul
semitendinosus de la mateixa especie. En
aquest cas, la major part delamassa (> 75 %)
estaformada pels filaments prims i gruixuts.

Els filaments prims estan formats per he-
lixs de monomers d’actina G (Kabsch et al.,
1990) que tenen aproximadament 1000 nm
de llargaria. En una primera aproximacio, el
filament d’actina es pot veure com una helix
de DNA levogira amb una separacié d'uns
5,9 nm, i pas de rosca d'uns 2,73 nm, amb 54
subunitats d’actina en 25 voltes helicoidals.
El fet que dos nomomers consecutius d’acti-
na G estiguin rotats aproximadament 167°
(és a dir, 25/54 x 360°) confereix a aquesta
estructura helicoidal una apariencia de do-
ble helix dextogira. Aquesta helix forma un
complex amb les moléecules de tropomiosi-
na que se situen al llarg de la ranura també
helicoidal, perd de pas de rosca molt més
gran, que deixa oberta I'estructura de doble
helix. A més, hi ha un parell de molecules de
troponina per cada 14 molecules d’actina, és
a dir, espaiades uns 38,0 nm al llarg de I'he-
lix d’actina (figura 2a). A la practica, I’helix
d’actina no es exactament helicoidal, i la si-
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Ficura 1. a) Detall d’una fibra muscular. ) Aspecte d’un sarcomer vist amb microscopi electronic (a dalt), i esquema que
representa les diferents parts de qué és compost (a sota). La foscor de cada banda o linia en la microfotografia electronica és
directament proporcional a la seva densitat electronica. ¢) Seccions transversals del sarcomer que corresponen a cada zona.
a. Labanda I conté filaments prims que formen una xarxa aproximadament quadrada. b. A la zona de solapament de la ban-
da A, els filaments prims d’actina se situen en les posicions trigonals de I’estructura haxagonal dels filaments gruixuts de
miosina. ¢. Fora de la zona de solapament, els filaments gruixuts resten amb la mateixa estructura. d. Al disc M, els filaments
gruixuts queden units per petits filaments transversals, compostos per diverses proteines estructurals.
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metria que acabem de descriure s’ha de veu-
re com una aproximacio a I’estructura real.
L’estructura atomica del filament d’actina
s’ha modelitzat de forma refinada (Holmes
et al., 1990) utilitzant l'estructura cristallo-
grafica del’actina G (Kabsch et al., 1990).

Els filaments gruixuts estan formats per
unes 300 unitats de I’anomenada miosina I,
és a dir, la varietat de miosina més abundant
als musculs esqueletics. Les llargues cues
o-helicoidals dels parells de molecules de
miosina (figura 2b) s’acoblen amb altres per
a formar I'«espinada» (esquematitzat pel ci-
lindre central de la figura 2c) del filament
gruixut. En aquest muntatge, els caps glo-
bulars de miosina (sovint designats com a
subfragments 51; encerclats a la figura 2b) so-
bresurten d’aquesta espinada del filament
gruixut seguint una simetria que aproxima-
dament és una triple helix (esquematitzats
pels cilindres petits a la figura 2c). Cadascu-
na d’aquestes tres helixs consisteix en 9 pa-
rells de caps de miosina per una volta d’he-
lix d"'uns 129 nm, amb un espaiat axial d"uns
14,3 nm, és a dir, una helix 9/1 (figura 2c).
Malgrat tot, a causa de la disposicié en triple
helix, el filament gruixut es repeteix cada
tres voltes d’heélix o, com sovint es diu a les
descripcions, cada tres corones (Luther et
al., 1981). Una corona és el nom donat a cada
nivell de 3 parells de caps de miosina repe-
tits al llarg del filament (figura 2c, a sotaia
I'esquerra). Com que cada corona té 3 pa-
rells identics de caps de miosina, és natural
esperar que la seva projeccié axial de mas-
ses siguin dos lobuls, on cadascun corres-
pon a la projeccié d’un dels caps. Com veu-
rem més endavant, ha estat possible
resoldre aquests lobuls mitjangant la difrac-
ci6 de raigs X. A més, al llarg de tota la llar-
garia dels filaments gruixuts (d"una longi-
tud d"uns 800 nm), es troben tota una serie
de proteines accessories, com ara la proteina
C, la proteina X, ila proteina H (Bennet et al.,
1986). Entre elles, la proteina C és la més

abundant i regularment ordenada al llarg
del filament gruixut. La proteina C és una
moléecula allargassada d’'uns 35-40 nm de
llargaria i uns 2-3 nm de diametre (Offer,
1972), i forma un complex amb els filaments
gruixuts, de manera que la unitat que es re-
peteix és una serie de 7-11 amb separacions
entre unitats d'uns 44 nm (Offer et al., 1973).
De nou, cal emfasitzar que la simetria dels
filaments gruixuts que acabem d’esbossar
s’ha d’esguardar com una primera aproxi-
macio. A la practica, hi ha desviacions signi-
ficatives d’aquesta simetria ideal, tal com
clarament proven multitud de pics de di-
fraccié que haurien de ser absents del dia-
grama, i que totiaixo apareixen (les anome-
nades reflexions prohibides).

Des d'un punt de vista cristallografic,
I'estructura supramolecular que es repeteix
als teixits musculars és el sarcomer (figura
1b) i, per tant, s’ha de considerar la cella cris-
talografica unitaria. El sarcomer esta delimi-
tat per les anomenades linies Z, que es repe-
teixen més o menys indefinidament al llarg
de I'eix muscular. Els filaments prims ema-
nen de cada cara d’aquestes linies Z amb po-
laritats oposades. Al centre del sarcomer hi
ha un altre pla d’estructures proteiniques,
les anomenades linies M, que el parteixen
per la meitat. Els filaments gruixuts emanen
de cada cara d’aquests plans M, també amb
polaritats oposades. A la regi6 on els fila-
ments prims amb llargaria de 1000 nm s"in-
terpenetren amb els filaments gruixuts de
800 nm de llargaria, els dos conjunts de fila-
ments estan empaquetats formant una xar-
xa haxagonal (figura 1c), en la qual els fila-
ments prims ocupen les posicions trigonals
de la xarxa hexagonal definida pels grui-
xuts. A la practica, com que de cada tres fila-
ments gruixuts un esta rotat 60 graus, és a
dir, conforma la que es designa com a xarxa
no three alike, I'empaquetat hexagonal forma
una superxarxa, més que no pas la petita
xarxa que hom esperaria si cada filament
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gruixut tingués la mateixa orientaci6 en
cada grup de tres.

De la mateixa manera que els filaments
gruixuts surten de la linia M, hi ha una regio
d’uns 150 nm, és a dir, aproximadament la
longitud de la llarga cua o-helicoidal de les
molecules de miosina, on no hi ha caps de
miosina sobresortint de I'«espinada» (regié
central de la figura 1c). Aixo és degut al fet
que, atés que les molecules de miosina s’a-
coblen per a formar els filaments gruixuts,
les seves cues terminals son les que s’engan-
xen a les linies M. Per tant, atesa 1’ existéncia
d’aquesta zona fosca, tenim un cristallit, o

unitat de difraccié, de caps de miosina a
cada costat de la linia M, collocats de forma
que tenen polaritats oposades.

Per a una explicaci6 extensa dels detalls
estructurals dels filaments prim i gruixut, i
sobre l'estructura supramolecular dins del
sarcomer, el lector interessat pot remetre’s a
Squire (1981).

Difracci6 de raigs X amb resolucio
temporal de teixits musculars funcionals.

El diagrama de difraccié del muscul es-
triat és molt ric en detalls. Només pel fet que

FiGura 2.

a) Disposicid de I’actina (A), tropomiosina (TM), i les 3 subunitats de la troponina (Tn-C, Tn-1i Tn-T) en el fila-

ment prim. Dessota, mostrem una visiéo ampliada del punt d’uni6 de les tres proteines. S’observa el punt d’uni6 de les tropo-
miosines al’alcada de la Tn-T. b) Dimer de miosina. Es marquen les cadenes lleugeres RLC 1 ELC, i les longituds de les parts
de la MHC (LMM, S2 i S1, excepte les cadenes lleugeres) que formen cada monomer. L’extrem carboxilic (C, COO") de la
MHC se situa a I’extrem de la LMM, mentre que I’extrem amino (N, NH,") és al subfragment S1. Els subfragments S1 i S2
formen la HMM (heavy meromyosin). c) Esquema de I’arranjament de les corones de caps de miosina en el filament gruixut.
Cada corona t¢é tres parells de caps de miosina (cilindres), i se situa a 14,3 nm i 40° de I’anterior. El filament es repeteix idén-

ticament cada 3 x 14,3 =42,9 nm.



14 JOAN BORDAS, JOSEP CAMPMANY, JORDI JUANHUIX I AGNETA SVENSSON

els filaments prim i gruixut tenen simetries
helicoidals molt diferents, és possible a la
practica utilitzar aquests detalls. Aixo és
aixi perque, excepte a la part equatorial del
diagrama, on contribueixen simultania-
ment els dos tipus de filaments, practica-
ment a tota la resta del diagrama els pics de
difraccié esperats a partir de les disposi-
cions respectives dels filaments prim i grui-
xut s"ubiquen en espaiats axials diferents.
Quan un muscul, mantingut en el medi
fisioldgic apropiat, s’activa mitjancant 1'a-
plicacié deI’estimul electric adequat, desen-
volupara una tensié (si el muscul se sosté
isometricament) o s’escurcara (si al mascul
se li deixa canviar la longitud lliurement). El
temps necessari per a fer la transicié entre
l'estat de repos i I'estat de desenvolupar la
maxima tensio, per a un mascul sartorius de
granota, és d"uns 200 ms (aquest temps va-
ria una mica segons les espécies, parametres
estacionals i, en particular, amb la tempera-
tura a la qual es manté la mostra). Durant
aquesta estona, tenen lloc un cert nombre
d’esdeveniments: els filaments prims s’acti-
ven; els caps de miosina interactuen amb
ells i, d’alguna manera, el resultat és la pro-
duccié de tensi6 i/o moviment. Relacionar
de quina manera el reordenament de l’orga-
nitzacié molecular de les proteines del mis-
cul porta a la produccié de forca o tensio és
I’objectiu central dels estudis de difraccié de
raigs X amb resolucié temporal. Aqui, la
llum de sincrotré és essencial, ja que no hi
ha cap altra font de raigs X que pugui donar
simultaniament les caracteristiques geome-
triques que es necessiten per a resoldre les
enormes grandaries de cella unitat dels tei-
xits musculars, d'una banda, i la intensitat
necessaria per a recollir les dades en un
lapse de temps prou curt per a capturar els
canvis estructurals que succeeixen durant
les diverses formes de contraccié muscular.
Amb l'adveniment de la segona genera-
ci6 de fonts de llum de sincrotro, en conjun-

ci6 amb el desenvolupaments de les cam-
bres de raigs X apropiades i els sistemes de
detecci6 associats, va ser possible resoldre
els pics de difraccié i, més encara, fer-ho
amb resolucié temporal durant el cicle de
contraccié. La figura 3 mostra la diferencia
entre dos diagrames de difraccié de raigs X
bidimensionals obtinguts a partir d'un mus-
cul sartorius de granota en reposial repla de
tensié isometrica. Les arees més clares co-
rresponen a les linies de difraccié que han
desaparegut, o que s’han reduit de forma
significativa durant la contracci, mentre
que les arees fosques corresponen a linies
que apareixen o creixen en intensitat durant
la contraccié. Sense baixar als detalls més in-
trincats que requereix qualsevol interpreta-
ci6 quantitativa, és suficient remarcar la
gran quantitat d’arees clares i fosques que
son presents en aquest diagrama diferencial
de difracci6, cosa que clarament indica que
hi ha reordenacions substancials en1'estruc-
tura molecular del muscul durant la con-
tracci6. Les diverses arees incloses en caixes
a la figura 3 mostren les parts del patré de
difraccié que, des del primer estudi de di-
fracci6 deraigs X que va tenir exit (Huxley et
al., 1980), s"han explorat amb una resoluci6
temporal d’aproximadament 1 ms.
Unexemple d’aquest tipus d’experiment
es doéna ala figura 4, on es mostra el canvide
la distancia entre la distribuci6 dels caps de
miosina simetricament disposats a cada
banda de la linia M (longitud d’interferen-
cia), després d'imposar un canvi de longi-
tud a un muscul en el pic de la contracci6
isometrica. Es a dir, durant la transicié de
contracci6 isometrica a isotonica. En aques-
ta maniobra mecanica la tensi6 (linia negra
continua) baixa des d'un maxim a 0, mentre
que el muscul es contrau a maxima veloci-
tat. Les dades estan escalades respecte del
canvi percentual de la distancia mitjana en-
tre les unitats de difracci6é de miosina a cada
banda de la linia M. Hi ha dues mesures in-
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dependents a aquest canvi (quadrats i rom-  nals del diagrama de difraccié mostrat a la
bes), extretes de dues reflexions meridio- figura3.L’escala de temps esta referida a un

FiGura 3.  Diagrama diferencial de difraccio entre els estats de contraccié isométrica i de repos d’un muscul. Les arees cla-
res corresponen a pics de difraccié que s’esmorteeixen molt durant la contraccio, i les fosques als que es fan més intensos.
Les caixes marquen les parts del diagrama que s’han mesurat en mode de resoluci6 temporal amb una resolucié de prop d’1
ms. La fletxa indica I’espaiat de la reflexi6é meridional més intensa, que en el muscul en repos és de 14,34 nm. Per raons gra-
fiques, la intensitat del disc central s’ha reduit artificialment.

Les linies de difracci6 clares a la caixa rectangular central son produides per la desaparicio de la primera a la vuitena linies de
difracci6 de la miosina. El parell de linies de difraccié més fosques a les vores de la caixa és produit per la intensificacié de
les linies de difraccid a 5,91 5,1 nm de I’actina. La causa d’aixo ¢és, almenys parcialment, la formaci6 del complex actomiosi-
na. Les linies més difuses de les altres caixes corresponen a la intensificacié de la segona linia de difraccio de I’actina, a cau-
sa del moviment de la tropomiosina que succeeix durant I’activacio.
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zero que coincideix amb el moment d’ini-
ciar el canvi de longitud. En aquest cas, la
resolucié temporal és de 0,5 ms. Sense en-
trar en interpretacions detallades d’aquests
resultats, és clar que la coincidéncia tempo-
ral d’aquests canvis de longitud d’interfe-
réncia amb el canvi de tensi6 indiquen un
comportament elastic dels components es-
tructurals que contribueixen a aquestes re-
flexions.

S’han dut a terme al llarg dels anys molts
experiments d’aquest tipus. Un sumari suc-
cint d’aquest coneixement acumulat és que
durant la contraccié isometrica es poden
distingir i mesurar quatre intervals dife-
rents. L'interval més rapid correspon a lac-
tivaci6 dels filaments prims. Aqui, la tropo-
nina s’aixeca de la posici6 de repos i
produeix unes reflexions més contrastades
—les reflexions provinents de la troponina
al meridia del diagrama creixen en intensi-
tat amb una constant de temps d’uns 16 ms
(Bordas et al., 1991) —, i practicament de for-
ma simultania, les molecules de tropomiosi-
na roden sobre el filament d’actina, presu-
miblement destapant els punts d’enllac
actina-miosina (Kress et al., 1986). Aixo in-
dueix un desordre estructural de tota la
combinacié de proteines, on el desordre
s’esdevé amb una constant de temps d'uns
35 ms. El desordenament succeeix perque,
encara que els caps de miosina son ara capa-
cos d’interactuar amb el filament d’actina,
només ho poden fer abandonant les posi-
cions ordenades que ocupen en repos. En
aquest moment, el mostreig cristallografic
relativament fort que s’observa als musculs
en repos practicament desapareix. Simulta-
niament es produeix I'esdeveniment cinétic
de la formacié d’"un complex d’actomiosina
(AM) (Bordas et al., 1993; Martin-Fernandez
et al., 1994a; Bordas et al., 1999). Finalment,
hi ha un cert nombre d’esdeveniments es-
tructurals associats amb la reorientacio dels
caps de miosina que duren un temps identic

al del desenvolupament de la tensio, és a
dir, una constant de temps d'uns 65 ms
(Martin-Fernandez et al., 1994b).

A més, és possible de seguir els esdeveni-
ments relatius a determinades parts del dia-
grama de difraccié, notablement les refle-
xions meridionals més fortes de la miosina,
que porten informacié sobre I'orientacio re-
lativa dels caps de miosina durant els estats
transitoris que resulten d’aplicar contrac-
cionsiestiraments rapids (al voltant d’1 ms).
La hipotesi que hi havia al darrere d’aquests
experiments és que si les diferents disposi-
cions axials dels caps de miosina que inter-
actuen amb I'actina estiguessin sincronitza-
des amb els canvis mecanics, resultaria que
la major part de la poblacié de caps estarian
en un estat estructural ben definit (Huxley et
al., 1981). Una de les conclusions inqtiestio-
nables que es va extreure d’aquest tipus
d’experiments és que els caps de miosina
passen per un canvi d’orientacié significatiu
durant els canvis de longitud associats a les
contraccions, és a dir, durant els estiraments
oarronsamentsrapids, es torcen, de mitjana,
cap a una posicié menys perpendicular res-
pectel’eix del filament prim. Malgrat tot, en-
cara hi ha un conjunt d’observacions que cal
explicar. La hipotesi de treball sobre la con-
traccié muscular que té més resso és que l'e-
nergia mecanica necessaria per a sostenir la
tensi6 prové dels caps de miosina (Huxley i
Simmons, 1971) i, en conseqiiéncia, després
d’una contraccié rapida, quan la tensi6 bai-
xa fins a valors negligibles, s’espera que les
intensitats de les reflexions sensibles a
aquesta disposicié dels caps de miosina se-
gueixin una evolucié temporal identica a la
transicié de canvi de longitud o de tensi6 (és
a dir, s’espera un comportament similar de
les intensitats al que s’ha trobat per a la lon-
gitud d’interferéncia; veg. la figura 4). A la
practica, aixo no passa, i els canvis en la in-
tensitat de les reflexions rellevants estan re-
tardades prop d'1 ms.
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Més encara: una altra suposicié central
és que els tinics elements elastics de l’estruc-
tura sén als caps de miosina, i llavors 1'«es-
pinada» del filament gruixut ha de ser inex-
tensible. Tot i aix0, gracies a 1’alta brillancia
de les fonts de llum de sincrotrd, es pot me-
surar |'extensibilitat dels filaments fins a un
nivell de precisi6 mai assolit fins ara.
Aquest tipus de mesures ha demostrat que
els filaments prims poden experimentar
una extensi6é d'un 0,3 % delalongitud en re-
pos durant la transicié de I'estat de repos al
repla de contracci6 isometrica (Huxley et al.,

1994; Wakabayashi et al. 1994; Bordas et al.,
1999). A més, s’ha pogut mostrar que al llarg
d’una maniobra d’arronsament des del re-
pla de contracci¢ isometrica dissenyada de
manera que la tensié desenvolupada caigui
fins a zero, el filament prim redueix la longi-
tud prop d'un 0,4 %, cosa que produeix un
canvi molt subtil de la simetria helicoidal
(Bordas et al., 1999). La manera en que
aquestes observacions es poden incorporar
als models classics de contraccié és actual-
ment objecte de controversia.

Finalment, la importancia de la tercera
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Ficura 4. Exemple d’informacio cinética obtinguda de I’analisi dels diagrames de difraccio. Es representa el percentatge
de la variacio de la distancia mitjana, o longitud d’interferéncia, entre les unitats de difraccio de miosina a cada costat de la
linia M (figura l¢), quan un muscul en contraccid isométrica s’allibera de sobte i es deixa que s’escurci lliurement. En aques-
ta situacio, la tensié desenvolupada pel muscul (linia negra continua) decau «instantaniament» des del maxim de contraccio
isométrica a zero. Les dades marcades amb quadrats i rombes mostren el canvi de la longitud d’interferéncia a partir de dos
pics de difraccio diferents. A 1’eix horitzontal, representem el temps passat des del moment en qué el muscul es deixa escur-
car lliurement. La resolucid temporal en aquest cas ¢és de 0,5 ms. Tenint en compte que es necessiten de 1’ordre de 24 hores
per a aconseguir un diagrama de difraccié d’un teixit muscular amb una font de raig X convencional, aquest tipus d’experi-
ments son impracticables excepte si es fa servir llum de sincrotro.
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generaci6 de font de llum de sincrotro per a
la recerca muscular és immensa. El desen-
volupament més important aqui ha estat la
possibilitat de produir raigs X amb ondula-
dors amb una brillancia sense precedents.
L’European Sinchrotron Radiation Facility
és el principal exemple, tot i que no I'tnic,
d’una font de tercera generacié d’aquest ti-
pus. La conseqiiéncia practica d’aquesta bri-
llancia és que ara és possible de resoldre els
diagrames de difraccio de raigs X de teixits
musculars durant la contraccié amb resolu-
cions angulars sense precedent.

Es sabut des de fa temps que els matei-
xos tipus de fenomens d’interferencia pre-
sents als pics de difraccié meridionals dels
musculs en repos so6n presents també a I'es-
tat de contraccié (Bordas et al., 1995). Tot i
aix0, ésnomés des de l'entrada en funciona-
ment de les fonts de raigs X de tercera gene-
raci6é que aquests fenomens d’interferencia
s’han pogut mesurar bé. Aquests efectes
sorgeixen del fet que les dues unitats de di-
fraccié de la miosina situades a cada cara de
lalinia M estan separades per una zona neu-
tra, de tal forma que succeeix un fenomen
comparable a I'efecte classic de difraccio de
dues escletxes. Tot i aix0, aqui les projec-
cions axials de dues unitats de difracci6 sén
mirall una del'altra, a causa de la disposici6
polar dels filaments gruixuts. En aquesta si-
tuacio, les intensitats difractades porten la
informaci6 de fase necessaria per a recons-
truir la projecci6 de masses dels caps de
miosina al llarg de I'eix del muscul. Aquest
fenomen ja s’ha explotat per a determinar la
disposici6 estructural del parell de caps de
miosina a la corona al repla de contraccié
isometrica (Juanhuix et al., 2001).

Els resultats sén clarament indicatius del
fet que cada cap dels parells que formen les
corones té disposicions estructurals distin-
tes, i que només un dels caps del parell
interactua estereoespecificament amb el fi-
lament prim cada vegada. Per tant, és bas-

tant probable que el 50 % dels caps que es-
tan enllacats estereoespecificament a I'acti-
na sigui el responsable del’aparicio de les li-
nies de difracci6 de l'actina durant la
contraccié isometrica, mentre que els caps
no enllacats siguin els responsables de les li-
nies de difracci6 remanents de I'estat de re-
pos (Bordas et al., 1993; Martin-Fernandez et
al., 1994a; Bordas et al., 1999). Aix0 porta
d’alguna manera a explicar les diferencies
entre els diagrames de difraccié6 mesurats
durant la contraccié isomeétrica i els obtin-
guts de musculs en rigor.

La situaci6 al repla de contracci6é isome-
trica es presenta a la figura 6, mentre que la
figura 5 illustra una part del diagrama de
difracci6 meridional i mostra els efectes
d’interferencia pronunciats que afecten els
pics de difracci6, i que es poden utilitzar per
a extreure la informacié de fase rellevant
(Juanhuix et al., 2001). Ates el comporta-
ment de les intensitats de difraccié durant
un arronsament i, també, els calculs d’ener-
gia que demostren que quan hi ha plena
interaccié entre miosina i actina amb la for-
maci6é del complex AM estereoespecific, el
cap de miosina és gairebé perpendicular a
I'eix del muscul (Diaz Bafios ef al., 1996), és
molt probable que sigui el cap més perpen-
dicular dels dos mostrats a la figura 4 el que
formi el complex AM estereoespecific res-
ponsable d’estirar el filament prim, de for-
ma que incrementi la longitud en un 0,4 % i
s’obtingui la simetria helicoidal propia del
filament prim activat (Bordas et al., 1999).
Queda per demostrar si aquesta distorsi6
del filament prim és capa¢ d’emmagatze-
mar, almenys parcialment, la tensié mecani-
ca que el teixit desenvolupa en el repla de
contracci6 isométrica. Es també atractiu es-
pecular que el cap inclinat i no enllagat esta
disponible per a reemplacar el que forma el
complex AM quan el muscul se sotmet de
sobte a un arronsament de llargaria apro-
piada, de forma que la tensi6 es pugui resta-
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Ficura 5. Esquerra: Porcio del diagrama de difraccié meridional produit per un muscul al repla de contraccié isométrica.
Mostra els ordres meridionals tercer (3M) i sise¢ (6M), que son sensibles a la disposicio axial dels caps de miosina que sobre-
surten de I’«espinaday del filament gruixut. Les altres etiquetes apunten a les reflexions produides per la proteina C (C), tro-
ponina (T) i collagen (col). El collagen no té una tinica orientacio en els teixits musculars, i per aquest motiu la seva contri-
bucio apareix en forma d’anells de difraccio.

Dreta: Empremtes molt expandides de la distribucio axial d’intensitat, que mostra la divisié dels pics induida per efectes
d’interferéncia, als ordres meridionals 3M (a sota) i 6M (a dalt) de la miosina. La linia vermella és I’ajustament a les dades
experimentals a partir del qual s’ha trobat la fase.
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FiGura 6. Distribuci6 de la densitat electronica derivada experimentalment que correspon a la projecci6 axial de masses
del parell de caps de miosina en una corona (cercles). La linia és la distribuci6 de densitat electronica derivada a partir de dos
caps de miosina disposats tal com es mostra al panell de I’esquerra. Noteu que al teixit muscular, I’ «espinada» del filament de
miosina esta situat al costat dret i en direcci6 vertical en aquesta representacio; la doble helix formada pel filament d’actina

hauria de collocar-se verticalment al costat esquerre.

blir rapidament. Aquesta possibilitat s"ha
proposat (Huxley i Tideswell, 1996) com
una manera de reconciliar 1'existencia de
I'elasticitat del filament prim (Huxley et al.,
1994; Wakabayashi et al., 1999; Bordas et al.,
1999) amb el comportament de les fibres
musculars subjectes a arronsaments sobtats.
A més, una situacié estructural com la mos-
trada a la figura 4 implica que la probable
rad per la qual els dos caps no poden tenir
posicions identiques respecte al filament
prim és que el cap que forma el complex AM
obstruiria el possible enlla¢ de I'altre cap, si
tinguessin la mateixa configuracio.

Cal una gran quantitat de nous experi-
ments per a establir si les idees fins aqui es-
bossades s’apliquen o no a la practica. L’ac-
cés a fons de llum de sincrotr6 de tercera
generaci6 continuara essent el requeriment
central per a aquest tipus de recerca.
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