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1900-2000

Un siglo de reduccionismo
en la Bioquimica




El método reduccionista

El método reduccionista en la Bioquimica nacio con:

Descubrimiento de la fermentacion libre
de células por Eduard Buchner (1897)

(para transformar azucares en etanol
no se necesitan células)

La mayor parte del conocimiento actual
de Bioquimica y Biologia es el fruto de
un siglo de reduccionismo




Presentacion de E. Buchner

Meétodo Reduccionista: Premio Nobel de Quimica (1907)

“For the chemical investigation of the cell conteifts, it was necessary to reynove

the membrane and the plasma envelope b\ crushing them to pieces]
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Fig. 4. Hydraulic press, supplied by Brinck and Hiibner, machine manufacturers,
Mannheim*.

Fig.2. Device for crushing yeast".



2000

En la cima del reduccionismo
(Proyecto Genoma Humano)




2000

“Con este nuevo conocimiento profundo, la humanidad esta
a punto de conseguir un inmenso nuevo poder para curar.
Revolucionara el diagnostico, la prevencion y el tratamiento
de la mayor parte, si no todas, las enfermedades humanas”

Bill Clinton, Casa Blanca
Celebracion de la culminacion del primer borrador de la secuencia del genoma
humano

ler Congreso Internacional de Biologia de Sistemas
Tokio, Japon
(Chairman: Hiroaki Kitano)




2010
Proyecto Genoma Humano:
evaluacion del impacto




Which areas have benefited significantly from the :

sequencing of human genomes?
Basic biological research
Basic medical research
Clinical medicine

Biotech & pharma

Computational biology

Sequencing technology

| f ! f i i
0 20 40 60 80 100
Percentage of respondents

Se encuestaron unos 1000 cientificos de las Ciencias de la Vida

‘Science after the sequence’ (Nature 465,1000-1001; 2010).




How soon do you expect personalized medicine, based on
" human genetic information, to become commonplace?

It's already here
5-10 years

10-20 years

20-30 years

More than 30 years

Not in my lifetime

0 5 10 TEA S0 I TR - 25k
Percentage of respondents

‘Science after the sequence’ (Nature 465,1000-1001; 2010).




¢ Por que el
Proyecto Genoma Humano
no colmo las expectativas
que habia generado?

Seres vivos, inclusive los mas
simples, son complejos!




Algunos aspectos de la
Complejidad Celular



Complejidad Estructural




Moléculas se transforman mediante reacciones

(fosforilacion de la glucosa)

HC il
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Reacciones forman mmle-.,..mm
cadenas v s

Fructose 1,6-bisphosphate

(via glicolitica) RN

Glyceraldehyde 3-phosphate  +——— Dihydroxy acetone
phosphate
1.2.1.12

1,3-Bisphosphoglycerate

2.7.23

3-Phosphoglycerate
54.21
2-Phosphoglycerate

4211

"

Phosphoenol
pyruvate

2.7.1.40

Pyruvate



Cadenas de reacciones forman redes

(el metabolismo)

e |

A la red, ingresan nutrientes que se emplean para
mantenimiento, crecimiento y adaptacion



Reacciones son catalizadas por enzimas
(proteina: hexoquinasa)
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Proteinas interactuan
redes de interaccidon proteina-proteina

Penicilin Binding Protein 2

Penitilin Binding Prétein,3.
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En la célula existen componentes
de un amplio rango de tamanos

Mass

Length
Biomolecule {long dimension, nm) Daltons Picograms
YWater 0.3 18
Alanine 0.5 Y €
Glucase a7 180
FPhosphalipid 2.5 750
Fibonuclease (a small protein) 4 12 600
Immunoglobulin G {1 gG) 14 150,000
Myosin (a large muscle proteing 160 470,000
Ribosome (bacteria) 18 2 520,000
Bacteriophage X174 (a very small bactenal wirus) 25 4 700 000
Fyruvate dehydrogenase complex (a multienzyme complex)  BO {000 000
Tobacco mogaic virds (3 plant wirus) 400 A0 000 Q00 665 x 10°
Mitochandrian (liver) 1,500 1.5
E=cherichia coli cell 2 0aa ? G
Chloroplast (spinach leaf) 8,000 =
Liver cell 20,000 g,000

Factor entre la masa de una bacteria y la masa de las moléeculas
organicas que la componen es aproximadamente 1079 .



Complejidad Funcional




Funcionamiento celular esta
organizado de forma jerarquica

Feplication o Feplication
Transcription F Translation
DNA = ~  RNA > | Protein
' Reverse o
T Transcription
Genoma Funcion

Las funciones celulares son ejecutadas, principalmente, por las proteinas




HO

. . ZH
propiedades de las enzimas y
las funciones que ejecuta la
red metabodlica es complejal

. . 7 HO 0
iLa relacion entre las H;%DH -

—_—
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=05F0 > Glucoquinasa

+ ADP
HO CH

oH

LYCOLYSIS

Fructose 6-phosphate

2741 \‘ 3131

Fructose 1,6-bisphosphate

&.1_‘:_11/ wz-ﬂ
5344

Glyceraldehyde 3-phosphate .—o Dihydroxy acetone
phosphate

1.21.42

1,3-Bisphosphoglycerate

27.23

3-Phosphoglycerate
Se—o—9 5.4.24

¢ 2-Phosphoglycerate
]

4211

Phosphoenol
pyruvate

27140

J Pyruvate




Ejemplo: respuesta de la
velocidad aislada y del
flujo metabdlico al

cambio en la [enzima]

0.8}

0.6}

0.4}

0.2

0.2 0.4 0.6 0.8




Dos caras de la relacion entre flujoy [enzima]

1} (1) < ° |
>(2)
0.8} ,
0.6}
)
0.4|
# E
I\ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0.2 0.4 0.6 0.8 1
e;j

(1) Medicina: célula con 50% de la [enzima] puede funcionar normalmente

(2) Biotecnologia: aumentar la [enzima], para incrementar la produccion de
una molécula de interés, puede no tener efecto significativo sobre el flujo



Aproximaciones sistémicas

a la complejidad celular




Desafio de la Biologia de Sistemas:

hacer modelos que permitan predecir
cuales seran las respuestas de un organismo

como consecuencia de cambios en su
ambiente o de la manipulacion experimental

(\ﬁ/”m 1 'j S ’DW F}
J / gé ‘ mr
éComo afrontamos %ﬂj@\ Lwﬁié@%,ﬂv é’% wfg
la complejidad . A
. /! —~q—0—¢ - *
al construir los modelos?
= i
P —
s S




Representacion por ecuaciones diferenciales:
Sistema Bi-enzimatico

S B s Y

Sustrato Producto

X b 5 S

Sustrato Producto

velocidad: v, =V, (X,S,E,) velocidad: v, =v, (S,Y,E,)

X B 5§ RN

ds

i :V1(X’S’E1)_V2(S’Y’E2)

d_S=[1 —1] " dd_SzN ;(g’;)
dt Vs i




Representacion por ecuaciones diferenciales:
Sistemas reales

—_

45 _nN3(57)
dt P

Los sistemas reales tienen miles de
metabolitos y reacciones enzimaticas




Tipos de propiedades

dS i P

— v(S, p ) * Propiedades estructurales
ds . (<~

——=N V(S, )2 ) * Propiedades dinamicas

a5 =N ;(g) ® Propiedades de control
dt

iLas funciones v, (S, p) no son conocidas in vivo!




Tipos de estrategias para estudiar las propiedades

1) Estrategias modulares

Empaquetan la complejidad

Resisten la ignorancia

2) Estrategias a escala gendmica

Explicitan la complejidad

Minimizan la ignorancia




2) Estrategias a escala gendmica



Estrategias a escala gendmica

/g Metabolismos reconstruidos
a’; rd | a escala gendmica
8- P ol
T Q42— <
ﬂt_ )
B 21 EE 4
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\ /
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N = [nif ]m><r

m = 1000 & r = 2000

Matriz de Estequiometria . .
m = metabolites r = reactions




Ejemplo: Analisis de Balance de Flujos

¢Si eliminamos un gen de una bacteria seguira siendo viable?

Nv=0 Balance de masa

o; < V; < :Bi reversibilidad/irreversibilidad & flujos maximos de transporte

Optimizacion maximize v growth (Programacion Lineal )

Predicciones de mutantes

86% (68 de 79) de las predicciones in silico son consistentes con
los datos de mutantes

The E. coli MG1655 in silico metabolic genotype: its definition, characteristics and
capabilities (Edwards & Palsson (2000) PNAS)
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DO T 1007 1 08 &7-008-9067-2
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A Strategy to Calculate the Patterns of Nutrient
Consumption by Microorganisms Applving a Two-Level
Optimisation Principle to Reconstructed

Metabolic Networks

Migud Ponce de Leon - Héctor Cancela - Luis Acerenza

Received: 30 Oetoher 2007 / Accepied: 19 March 2NH /
Publshed onlme: 14 May 2008
T Sprmger Science + Buwsmen Madia BV, 2008

Abstract Bactenal responses to emvironmental changes rely on a complex natwork of
biochemical reactions, The propertes of the metabolic network detemmiming these responses
can be divided mto two groups: the stoichiometnic properties, gven by the stoichiometry
matnx, and the knetic/thermodynamic propertics, given by the mic equations of the reaction
steps. The stochiometry matnx represents the maxmal metabobe capabiliies of the onzanism,
and the regulatory mechamsms based on the mte laws could be considered as being responsible
for the admimistration of these capabilitiss, Post-genomic reconstruction of metabolic neteorks
provides us with the stoichiometry matnx of particular strans of microorganems, but the
kmetic aspocts of i vivo mte laws are stll largely unknoamn, Therefore, the vabdity of
predictions of cellular responses requirmg detaled knowledee of the mte equations 15 difficult
to as=ert Inthis paper, we show that by applving optirmisation entena to the core stoichiometnc
nebwork of the matabolism of Escharichia ool and mcluding information about reversibiliy!
ireversibility only of the reacton steps, 1t 15 possible to caloulate bactenal responses to
growth media with different amounts of glocose and galactose, The target was the
mmimisation of the number of active reactions (subject to attaiming a growth rate higher
than a lower limit) and subsequent maximsation of the growth mte (subject to the number of
active reactions bang oqual to the mimmum previowusly calculated). Using this tan-level
target, we weme abk to obtam by calalaton four fundamental bchaviours found
exparmantally; mhibiton of rspiration at high glucose concentrations in acrobic conditions,
turming on of mspimton when glucose decreases, induction of galactose utiisation when the
system & deplated of glucose and simultancous use of ghicose and galactose as carbon
sources when both sugars ar present in low concentrations. Preliminary results of the coarse
pattermn of sugar uthization were also obtmined with a gpenome-scale £ oolf reconstruckd
netwaork, yielding similar qualitatees results,
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Tipo de problema de optimizacion

Programacion Lineal Entera
Mixta Bi-nivel




Definicion del problema de optimizacion

Master optimization problem:

Objective function: Z = Max V o rowth

Subjectto: N-v=o0

yj-vi.Sijyj-v;‘ vV je Jin vi_gngv;f vVjel,,
y,e{ol}] v, eR Yy, =Z
JEJ int

where Z* is given by the lower level optimization problem:

Objective function: Z = Min Zyj

J& Tin

Subjectto: N-v=o0

y;ViSv,Syv Y je visv, <vi o Y jeld,,
y, €{0,1} v,eR Verowth <V growth




San Roman et al. BMC Systems Biology 2014, 8:67

httpyfwww biomedcentral. comy/1752-0509/8/67
g BMC

Systems Biology

RESEARCH ARTICLE Open Access

Source and regulation of flux variability in
Escherichia coli

« 1 ! 2 . 1%
Magdalena San Roman’, Hector Cancela® and Luis Acerenza

Abstract

Background: Metabolic responses are essential for the adaptation of microorganisms to changing environmental
conditions. The repertoire of flux responses that the metabolic network can display in different external conditions
may be quantified applying flux variability analysis to genome-scale metabolic reconstructions,

Results: A procedure is developed to classify and quantify the sources of flux variability. We apply the procedure to
the latest Escherichia coli metabolic reconstruction, in glucose minimal medium, with an additional constraint to
account for the mechanism coordinating carbon and nitrogen utilization mediated by a-ketoglutarate, Flux variability
can be decomposed into three components: internal, extemal and growth variability. Unexpectedly, growth variability
is the only significant component of flux variability in the physiological ranges of glucose, oxygen and ammonia uptake
rates. To obtain substantial increases in metabolic flexibility, E. coll must decrease growth rate to suboptimal values. This
growth-flexibility trade-off gives a straightforward interpretation to recent work showing that most overall cell-to-cell
flux variability in a population of E. coll can be attained sampling a small number of enzymes most likely to constrain
cell growth. Importantly, it provides an explanation for the global recrganization occurring in metabolic networks
during adaptations to environmental challenges. The calculations were repeated with a pathogenic strain and an
old reconstruction of the commensal strain, having less than 509 of the reactions of the latest reconstruction,
obtaining the same general conclusions.

Conclusions: In E coli growing on glucose, growth variability is the only significant component of flux varability for
all physiological conditions explored. Increasing flux variability requires reducing growth to suboptimal values. The
growth-flexibility trade-off operates in physiclogical and evolutionary adaptations, and provides an explanation for
the global reorganization occurring during adaptations to environmental challenges. The results obtained do not rely
on the knowledge of kinetic and requlatory details of the system and are highly robust to incomplete or incorrect
knowledge of the reaction network

Keywords: Metabolic network, Flux variability, Metabolic flexibility, Physiological adaptation, Bvolutionary adaptation,
Systerns biclogy
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1) Estrategias modulares



Estrategias modulares Vinéaulo 1 Vinédulo 2

> S >

J

—

Dividen conceptualmente el sistema en mddulos




Problema de interés biotecnologico:
., Qué [enzima] debemos incrementar para aumentar
el flujo del proceso de interés?

Proceso de
interés

1

Es una pregunta dificil de responder porque: 0.5

a) Hay demasiadas enzimas L 0e
b) El aumento de la [enzima] en la mayoria de las 0.4
reacciones no produce ningun efecto en el flujo 0.2

0.2 0.4 0.6




Modularizamos el sistema

Modulo 1

Proceso de interés

Modulo 2

VG Vao

> S >

Cada mddulo es como una super-reaccion




Preqgunta inicial:
¢;,Cudl es la reaccién cuya [enzima] debemos incrementar
para aumentar el flujo del proceso de interés?

Nueva prequnta:
¢, En que modulo esta la reaccion cuya [enzima] debemos
incrementar para aumentar el flujo del proceso de interés?

Estrategia modular permite evitar la busqueda en
grandes regiones de la red metabdlica donde no esta la
reaccion cuya [enzima] debemos incrementar.




Procedimiento:

Multiplicar todas las velocidades del modulo por el mismo factor.

(Si v; « [enzima];: multiplicar todas las [enzima]; del modulo)

En la practica, no es posible multiplicar por el mismo
factor todas las velocidades en un médulo grande!

¢, Existe un procedimiento factible,
equivalente a multiplicar todas las
velocidades del modulo por el mismo factor?




Hipotesis

v v v v, Vs Vs v,
X —L5 S, —2>@—3>53 — S, —>@—>Ss —Y

V345

Vy

"4 vV "4
X —1s s,_>@_>s3_>s4 5 @_6>S6_7>Y

Vaux-S5

74 "4 "4 Vy
X_1>S1_2> _3)83 —)84 @_)S Y



A Modular Modulation Method for Achieving Increases in Metabolite Production

Luis Acerenza
Systems Biology Laboratory, Faculty of Sciences, Universidad de la Republica, Igua 4225, Montevideo 11400 Uruguay

Pablo Monzon
school of Engineenng, Umiversidad de 1la Repabhica, Juho Herrem y Reissig 565, Montevideo 11300 Uruguay

Fernando Ortega
Centre for Apphed Pharmacokmetic Research, Manchester Phamacy School, The Umiversity of Manchester, Manchester M13 9PT UK

DO 10102/ bipr. 2059
Published online March 23, 2015 in Wiley Online Library {wileyonlinelibrary.com)

Increasing the production of overproducing strains represents a great challenge. Here, we
develop a modular modulation method to determine the key steps for genetic manipulation
to increase metabolite production. The method consists of three steps: (i) modularization of
the metabolic network into two modules connected by linking metabolites, (ii) change in the
activity of the modules using awxiliary rates producing or consuming the linking metabolites
in appropriate proportions and (iii) determination of the kev modules and steps to increase
production. The mathematical formulation of the method in matrix form shows rthat it may
he applied to metabolic networks of any structure and size, with reactions showing any kind
af rate laws. The results are valid for any type of conservation relationships in the metabo-
lite concentrations or interactions between modules. The activity of the module may, in prin-
ciple, be changed by any large factor. The method may be applied recursively or combined
with other methods devised to perform fine searches in smaller regions. In practice, it is
implemented by integrating to the producer strain heterologous reactions or synthetic path-
ways producing or consuming the linking metabolites. The new procedure may contribute to
develop metabolic engineering into a more systematic practice. © 2015 American Institute
of Chemical Engineers Biotechnol. Prog., 31:656—667, 2015
Keywaords: metabolic engineering, metabolite production, modularization, synthetic biology,
svstems biology



La red

Concentraciones de metabolitos: S[mx1]

Velocidades: v[rx1]

Matriz de estequiometria: Nfmxr]

Las concentraciones de
X e Y son constantes

0
0
0
0
0

0
0
0
0

0
0
0

0 0 0
0 0 0
-1 0 0
I -1 0

0
0
0
0
0




Modularizacion de la red

Dividimos las reacciones en dos subconjuntos, Py R: v = [Vp T’R]T
La particién de las velocidades define tres tipos de metabolitos: S = [Sp S, S R]T
vp|rpX1]  vg|rex1] Sp[mpx1]  Sp[myx1] Sp[mpx1]
X —> 5,22 (5)—=> S, —> 5, ——>(5)) —> S —> ¥
R R P P P R R
vp=[Vz V4 Vs|” vg=[V1 V2 Ve V7]T

Sp = [53 54]T Sp = [51 55] S, = [Sz SS]T



Modularizacion de la matriz de estequiometria

dS
E =N.v (S,p) v = [vp T/"R]T S = [SP

—> N =|Nyp Ng|=|Np Npg

‘Npp  Npg ‘Npp 0 ]

Npp Nggl L O Npp

S, Spl"
Negp =0
Npr =

Vi V2 Vs Va Vs Ve V7
X > S, r@—rsg—rs‘, —r@—r S5¢—>Y
R R P P P R R
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Estado final (I) obtenido multiplicando todas las
velocidades en P porQp

Estado inicial: ]9 = 1, (5, p°)

0 = N.v (5% p°)

]i-jc = UP(SfrPf) = Up U.D(S’f:}‘f’a) = Up vp(Sf)

Estado final (1): 0 = Npp ap vP(Sf)
0 — NLP (Ip UP(Sf) + NLR UR(Sf)

0= NRR UR(Sf)




Estado final (lI) obtenido agregando
velocodades auxiliares a los metabolitos de unidn

Estado final (D: | 0 = N, v, (Sf )
0=N;pvp (S’f) + Nig vR(Sf) T Vaux
0 = Ngg vr(S))

Comparando estados finales () y (Il), vemos que solo
difieren en la segunda ecuacion. Tenemos que hallar Vaux
de forma que la segunda ecuacion sea tambiéen igual en
ambos estados finales.



Conclusioén

Encontramos que si el sistema es modificado con velocidades
auxiliares calculados segun la ecuacion:

Vaux = (@p — 1) Npp -vP(Sf)

todas las concentraciones finales y los flujos en el médulo R
son idénticos a los que hubieran sido obtenidos multiplicando
las velocidades en el modulo P por ap . Los flujos en P,
después de multiplicar todas las velocidades en P por ap, son
determinados multiplicando por ap los valores de los flujos
obtenidos con las velocidades auxiliares.



7 v v v v v v,
e e A it
Vp Vp
vy v, VUs||vy V2 Ve V7
NLP\- 1-1. 0 0 0 0 07[3;
.0 1-1 0 0 0 of/[s,]5r
vo|FT 00010 of[5],
0 0 10 0-1 of/[Ss]"®
000 1-1 0 0[5,
R
L oo o0 o0 0 1-—14[5

Vaux = (@p — 1) Npp 'UP(SI)



Relaciones de conservacion

c’.S = constant c[mx1] € R™
Nop O
0=c".N > 0=1[c; ¢ cgxl|Nep Nir
0 Nip

1) Si los metabolitos de unidon no estan sujetos a relaciones de
conservacion (esto es, ¢; = 0 para todas las relaciones de conservacion),
el sistema modificado con velocidades auxiliares tiene las mismas
relaciones de conservacion que el sistema original.

2) Si ¢, # 0 la introduccién de velocidades auxiliares con valores
arbitrarios no preserva las relaciones de conservacion.

3) Pero, las relaciones de conservacion son preservadas si el sistema es
modificado con velocidades auxiliares que satisfacen:vgu, = (ap — 1) Nyp . vp(S7)



La demostracion muestra que los
resultados obtenidos permanecen
validos si las leyes de velocidad de
un modulo dependen de las
concentraciones internas al otro
modulo y si las concentraciones de
metabolitos estan sujetas a
relaciones de conservacion.



Simplificacion adicional de: vaux = (@p — 1) Nip .vp(S7)

. Up;  producen o consumen S,
vp = [Vpi Vpi]
Vpi internasa P

NLP — [NLPi NLPI] — [0 NLPI]

Vaux = (@p — 1) NLP!-VPI(Sf)




Vp Vg
vy v, Vs||Vy V2 Ve VU7
1-1 0 0 0 0 07[3Ss
L0 1-1.0 0 0 0f|S°P
—100100 5] .
ol 0l1/]0 0-1 of[Ss|™
00 0 1-1 0 0[S,
R
.00 00 0 1-1d[S

Vaux = (@ — 1) Nppp.vpy (ST)



Vaux-s, - Vaux 55 C
Y
v v v Vg4 v v Vs
X —> 5, —>(5,)—>S;—> 5§, —>(5,)—> S, —> Y
R R P P 2 R R

Vaux = (‘IP _ 1) NLPl-vPI(Sf)

—1 O

vpp = [V3 Vs]" Npp = [ 0 1]
. Vaux, s, . — V3 (Sf)
Vaux = [vaux, SJ — ((IP _ 1) [ 1?5(Sf)

Vaux = (‘IP - 1) ].P(Sf) [_i]




Factores por los cuales los componentesde S, Vp y vVp
cambian cuando las velocidades de P son multiplicadas por ap .

f
S ,
Ll

o = 2eve(ST) k=1,..,1p)
JPk ka(So)

a] — vRu(Sf) (u — 1, ...,T'R)
Ru vRu(SO)



v V2 V3 Va Vs
R R P P P
1.20
as; 2.0
»®°Q o 0O ag, '
o CI o (""S,‘
1.15 zo.ooo' ®°
1.3
1.10
as; as;
1.05
1.0
TBOe (0808 @ ¢ @ o e » ;
1.00 1.9 e o Jo B BN NC BN BN N as
)
as,
0.5
0 5 10 15 0 5 10 15
ap ap
Parameter set | ( Vs, =1/10 ) Parameter set Il (v, =10)

puntos: obtenidos multiplicando las velocidades del médulo Po Rpor &'p 0 Ok
circulos: obtenidos usando velocidades auxiliares



(g tiene mayor efecto en el flujo que ap
— las reacciones estan en el moédulo R.

R R
[ ]
" @
e,
e
Ne)
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Q
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.
(@]
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o]
-
(@]
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O
@]
-
O
@]
@
O @
o P
GEEIEITE 806 (300 Ce @ o @ o o (»
0 5 10 15

ay

Parameter set | ( Vs,=1/10)

Cl +C) +C) +C) ~ 0.94

3.5 < *

@R

10 15

g

Parameter set Il (v, =10)

G +C) +Cl~ 0.81

Cp tiene mayor efecto en el flujo que g
—> las reacciones estan en el moédulo P,

puntos: obtenidos multiplicando las velocidades del médulo Po Rpor &'p 0 Ok
circulos: obtenidos usando velocidades auxiliares



. Qué tan general es el MMM?

Método de Modulacion Multiple puede ser aplicado:

a redes metabdlicas de cualquier estructura y tamano

con reacciones que presentan cualquier tipo de ley de velocidad

cuando existe cualquier tipo de relaciones de conservacion en los metabolitos y
cuando hay cualquier tipo de interaccidon entre modulos.

2=

En principio, la actividad del modulo puede ser cambiada por cualquier factor.

El método puede ser aplicado de forma recursiva o combinado con otros métodos
disenados para realizar busquedas finas en regiones mas pequenas.



Ventaja adicional

El MMM puede ser aplicado incluso si se conoce solamente una
pequena porcidon de la estructura del sistema metabdlico.

uaux-S,g

v

Va
XJ _P R‘ Ug HT UJ,:]
U'F i-I"'a- V- U3 U} UJ
SE_F'S]"_}@ _"52_’ SI a— Y
R R R P P p
Vs
X, —~(5)
p A

Vaux-s 3

-—-u}

oux-5g

En este ejemplo, v4 y 717 pueden representar modulos de
estructura desconocida!



iMuchas gracias!



