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EL Premio Nobel de Medicina y Fisiologia del aio 1959 ha sido
concedido por el Instituto Karolinska, de Suecia, conjuntamente al
Profesor ArRTeivr Kornsere, de Brooklyn, Nueva York (EE. UU.), y al
Profesor SEvero Ochoa, de Luarca (Espaiia), por «...su descubrimiento
del mecanismo de la sintesis bioldgica del dcido desoxirribonucleinicor,

El produclo sintético presenta propiedades fisicas y quimicas analogas
a las del 4cido nucleico preparado a partir del timo de ternera.

La trascendencia del descubrimiento se comprendera en cuanto diga-
mos que el 4cido desoxirribonucleinico es la macromolécula que, exis-
tiendo en los genes de los cromosomas celulares, conliene la clave quimica
de la herencia en la especie humana.

¢QUE ES UN ACIDO NUCLEINICO?

Los nticleos de las células se caracterizan por la presencia de una red
.de una sustancia que se colorea fuertemente con los colorantes bisicos,
designada por esta razon cromatina. La cromatina es el portador de los
genes o factores de la herencia y estd compuesta, en parte por nucleo-
profeinas, que son compuestos de proteinas basicas y deido nucleico. Cada
itcido nucleico se compone de cuatro unidades, llamadas nucledtidos. Cada
nucledtido es el éster fosférico de un nucledsido, y un nucledsido es una
asociacién de una pentosa y una hase nitrogenada, que puede ser una
aminopurina (adenina o guanina) o una aminopiriding (citosina o timina).
Los «ingredientes», pues, de un acido nucleinico son:

Acido fosforico.
Azticar ribosa (pentosa):
| CHO - CHOI — CHOI — CHOH — CH.OH | .

* Conferencia pronunciada a los alumnos del Curso Preuniversitario del Insti-
tuto de Plasencia en 7 noviembre 1959.



Guanina (2-amino-6-oxipurina): Hz N-C C=NH \

Citosina (2-oxi-4-amino pirimidina):

te

Timina (2,4-dioxi-3-metil pirimidina):

" ocC c':o
HC-C NH

P
Adening (G-amino purina): HC C—NH
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La integracion hasta llegar al estadio de acido nucleico, es:

Unidad nucledsido = Pentosa-adcnina 6 ! Pentosa-guanina
1
i - - § o
e e ey - : )
0 Pentosa-timina Y Pentosa-citosina f
- i 1
¢ guanina
- o i - |
Unidad nucledtido = | Acido fosfdrico-pentosa-timina

6 citosina
6 adenina

' Acido fostorico-pentosa-guanina

B © Acido fosforico penlosa-citosina |
Tetranucleétido (cido nucleico): | o :
- Acido fostdrico-pentosa-limina

[ Acido fosférico-pentosa-adenina

Se conocen dos tipos de 4cido nueleico: el dcido nucleico de la leva-
‘dura (el aziicar que entre en su composicion es la D-ribosa (C,H,,0,) y el
ieido timonucleico (el azdcar que entra en su composicion es la D-2-des-
oxirribosa (C.H,,0,).

El dcido nucleico de la levadura se ha encontrado en la levadura.
germen del trigo y otras fuentes de cromatina vegetal, El dcido timo-
‘nucleico se ha encontrado en el timo. bazo. pancreas, higado, rifion, es-
perma de los peces y otras fuentes de cromatina animal. Antiguamente
se crefa que el deido nucleico de la levadura era el dcido nucleico tipico
de los vegetales y que el 4cido timonucleico se encoutraba tnicamente en
los animales; pero esta distincion se ha abandonado a causa del descubri-
miento del acido ribosa-nucleico en muchos tejidos animales,

ENZIMAS Y SINTESIS ENZIMATICA «IN VITRO»

Debemos indicar qué son enzimas para enlender qué es una sintesis
¢nzimatiea. ‘

Los enzimas son: «calalizadores bioldgicos que se pueden obtener en
forma soluble o coloidaly (WiLLiam RoBErt Franron),

Bioldgicos, porque son producidos por los organisinos vivos.
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Solubles, porque se encuentran en las secreciones o pueden extraerse
de los tejidos por medio de disolventes acuosos.

Coloidales, porque las dimensiones moleculares son mayores de una pn
y, por tanto, las particulas no pasan a través de las membranas de colodién
o de pergamino.

Enzimas son: «catalizadores de una naturaleza organica definida, con
una actividad especifica, formados Unicamente por células vivas, pero que
actan independientemente de estas célulasy» (WALDSHMIDT-LEITZ).

Sabiendo ya que los enzimas son catalizadores bioldgicos, digamos
algo que implica la importancia de la catdlisis bioldgica: «La catalisis es
uno de los artificios mas importantes de la Naturaleza, ya que ésta ha
dotado a los sistemas vivientes de su caricter fundamental de transfor-
madores de energia, y que todos los hechos conocidos hacen pensar que
ha tenido una intervencién indispensable en el mundo viviente desde los
primeros estadios de la evoluciéon» (F. G. HoPkis).

Indicado ya que un enzima es un catalizador biolégico, precisemos lo
que es un catalizador:

«Un catalizador es una sustancia que acelera una reaccién, pero que
no puede provocarla» (BODENSTEIN).

«En una reaccién catalizada, la composicion quimica de uno de los
reaccionantes es la misma que la de uno de los productos; esta sustancia
es el catalizador» (FArx y NORTHROP).

«Un catalizador es una sustancia que permite a ciertas moléculas sufrir
cambios quimicos, recibiendo una energia critica que es inferior a la que
necesitarian en ausencia de catalizador» (MoeLwyN HUGHES).

Como los enzimas no son los unicos catalizadores bioldgicos, vamos a
clasificar éstos para encuadrar los enzimas en el conjunto de catalizadores
bioldgicos:

Los catalizadores fabricados y utilizados por los organismos vivientes
se presentan bajo dos formas: a) superficies cataliticas, como las que
existen dentro de las células, y b) solutos cataliticos, como los que se
encuentran en la secrecidn y en los extractos tisulares.

Los solutos cataliticos se pueden dividir en: 1.°, catalizadores no co-
ioidales, y 2.°, catalizadores coloidales.

Los catalizadores no coloidales son solubles, de peso molecular bajo.
tales como: H-iones, OH-iones, Cu-iones, otros electrolitos, el glutation y
el 4cido ascérbico.

Entre los catalizadores coloidales estdn: los soles metalicos y los en-
zimas.

Propiedades de los enzimas.—Ademas de las caracteristicas comunes a
todos los catalizadores, que son: a) persistencia; b) continuidad de efecto,
y ¢) independencia del equilibrio, los enzimas gozan de propiedades es-
peciales que les son propias; a saber: 1. Caracteristicas coloidales. 2.* Sen-

7
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sibilidad a la temperatura. 3.* Gran especificidad. 4.* Sensibilidad a la
concentracién de hidrogeniones. 5. Sensibilidad a los electrolitos, 6.* Sen.
sibilidad a factores especificos, incluyendo los coenzimas, los activadores
y las toxinas.

Breve historia quimica de los enzimas.—Desde que el hombre tuvo la
facultad de la observacidn racional, se dio cuenta de la existencia de cuatro
cambios naturales espontaneos: 1.° La fermentacién alcohdlica de los azi-
cares. 2.° La fermentacién lactica o agriamiento de la leche. 8.° La fer-
mentacién acética del vino; y 4.° La fermentacién amoniacal de la orina.

En 1830, DuBrunrauT vio que el extracto de malta podia transformar
la pasta de almidén en azicar, de un modo parecido a la accién de un
Acido fuerte, como habia sido demostrado anteriormente por KIRCHOFF,
En 1883, Payn y Persoz separaron del extracto de malta el principio amilo-
clastico activo, por adicion de exceso de alcohol. A este precipitado, el
primer enzima verdadero aislado en estado bruto, lo llamaron diastasa,
y lo .compuraron con uno de los «fermentos» naturales desconocidos que
produce el agrietamiento de la leche o del vino.

BerzrLIus introdujo el término catdlisis para describir los cambios que
estos principios provocan.

Entre 1850 y 1870, PasteEuR demostré que las fermentaciones naturales
se debian invariablemente al desarrollo de microorganismos, que él ape-
ilidé «fermentos organizados». Los agentes no vivos los denominé «fer-
mentos solubles 0 no organizados».

Habiéndose presentado confusiones respecto al significado de «fermen-
tos», KUHNE, en 1870, introdujo el nombre de enzimas para describir los
catalizadores biolégicos con independencia de su origen.

En 1896, Ostwarnp definié un catalizador como el acelerador de una

reaccién quimica. Ello estimuld la investigacion de la fisicoquimica de los
enzimas.

Desde 1900, el estudio de los enzimas se ha desarrollado tanto que
cada enzima o una sola de sus propiedades de una clase de enzimas ha
bastado para atraer la atencién de un grupo de investigadores. Fechas
importantes son: 1926, cristalizacién .de la urea (Sumner); 1932, descu-
brimiento de los enzimas flavinicos (WarBURG); 1933, aislamiento de los
coenzimas; 1935, aislamiento de los virus proteinas; 1940, sintesis enzi-
madtica del almidén, del glicogeno.

Una sintesis enzimatica «in vitro» (como las de OcHoA y KORNBERG)
consiste en reproducir, gracias al enzima conveniente, fuera de un orga-

nismo vivo, la misma sintesis bioquimica que se produce en el interior de
las células vivas,
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LLAS MAQUINAS TERMICAS VIVIENTES

Toda célula viviente necesita energia no sélo para mantener su vida.
sino también para realizar determinados procesos de trabajo, como movi-
wiento, reabsorcion, secrecién o elaboracién de nueva materia celular. La
energia necesaria se obtiene por la degradacion de los alimentos. Pero
esta degradacién de los alimentos da energia no utilizable (calor); es pre-
ciso una «mnéquina térmica» dentro del organismo vivo que permita la
transformacién de esa energia no utilizable (calor) en energia utilizable
(trabajo mecdnico). Luego las reacciones quimicas liberadoras de energia
en los organismos vivos pueden dividirse en dos grupos: a) reacciones que
producen energia inutilizable; b) reacciones que convierten esa energia
en trabajo mecanico.

El primero comprende las reacciones por las que el material disponi-
ble, el «combustible», se quema incompletamente. La energia liberada
por este proceso casi puede despreciarse, ya que importa solamente un
06 “% de la energia libre total de los hidratos de carbono y de las proteinas
v de un 1% de las grasas. A la digestion sigue la reabsorcion de las pe-
quefias moléculas, su entrada en los tejidos y en la circulacién (al revés),
donde se efectiian las transformaciones energéticas propiamente dichas.
Los productos finales de estas combustiones, ademds de anhidrido carbo-
nico y agua, son uno de los tres compuestos siguientes: 1.°, acido acéti-
co (CH,— COQH); 2.°, acido w«-cetoglutarico (COOH -— CH, — CH, —
--CO—-COOH), y 3.°, dcido oxalacético (COOH—CH,— CO-—-COOH).

Ahora bien, el mecanismo, o sea la «miquina térmica», que efectia la
transformacién en trabajo til de la energia liberada por la degradacion
de los alimentos, funciona de un modo especial, propio de la célula vi-
viente. El modo de actuar del citado transformador de energia se conoce
ya; sin ese conocimiento no se hubiesen podido realizar las sintesis bio-
logicas «in vitro» como las que hoy nos ocupan. Las ideas modernas—se-
guras-—sobre este problema se basaron en el descubrimiento del papel es-
pecial desempeiiado en las transformaciones energéticas bioldgicas por el
grupo pirofosférico del dcido adenosintrifosférico.

Ese acido es un nucleétido de adenina y ribosa trifosférica; su formula:

N=CNH,
| ,

°N§"em£|
| |

(H C-NG CH-C—C—C~CH,-0-0RH,
AL oL

N-C-NZ H H H
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Antes de pasar a cualquier otra forma energética, la energia liberada
en la degradacién de los alimentos se transforma en una especie muy
particular de energia quimica, que, acumulada en las ligazones pirofos-
{éricas del dcido adenosintrifosforico, vuelve a liberarse por la hidrélisis
de esas ligazones. L.os enzimas son los factores que posibilitan esas hidré-
lisis y, por lo tanto, los «operarios» que ponen en funcionamiento esas
«méquinas térmicas» de los organismos vivos,

ANTECEDENTES DEL TRABAJO DE OCHOA Y KORNBERG.
BIOSINTESIS DE MACROMOI.ECULAS

El antecedente inmediato de la sintesis realizada por OcHoa y de la
fa realizada por KORNBERG es la sintesis enzimatica «in vitro» del glicigeno
y de otros carbohidratos altamente polimerizados.

La figura 1.* muestra la
estructura del glicogeno, tal
FIGURA 72 como la propuso por pri-
mera vez K. MEever. El gli-
cogeno, cuyo peso molecu-
lar es de muchos millones,
estd constituido exclusiva-
mente por moléculas de
D-glucosa, unidas entre si
por dos tipos de ligazon.
Los circulos blancos de la
figura representan la liga-
zén glucosa 1-4, y los ne-
gros que aparecen en los
. lugares de ramificacion, la
ESTRUCTURA DEL GLICOGENO ligazén glucosa I-6. El pro-
blema de construir artifi-
cialmente estas moléculas
comprende: a) Aclarar cémo se efectiian estos dos tipos de enlace. b) Q\{é
enzima puede servir de catalizador. ¢) De dénde puede sacarse la energia
necesaria para la reaccién (de dénde la sacan las células vivas para rea-
lizarlo de la misma manera). .

El problema se resolvié cuando se averiguo que: los enlaces son, 0
entre glucosa 1-4 o glucosa I-6; que la fuente de energia para la ecuacion
era la contenida en los enlaces pirofosféricos del 4cido adenin-trifosférico
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que los enzimas provocadores eran: la hexoquinasa, la fosfoglucomutasa
y la fosforitasa.

La figura 2.2 es un es-
quema de la transforma-
cién enzimdtica de la glu-
cosa en glicogeno. En la

Z’_—/'_?w’a 29
TGLUCOSA ¢ ATR
enzimg : WEXOQGUINASA (3)

» s r
primera reacclon, la gh{— ESTER FOSFORICO DE LA GLUCOSA - 6
cosa se fosforila por el tri 5% 1 ]95% enzime: FOSFOGLUCOMUTASA (&)
fosfato de adenosina. Es en ESTER FOSFORICO DELA GLUCOSA -7
esta reaccién donde se uti- 777.1 23% enzima: FOSFORILASA (3)
liza la energia contenida | oLicocEno » POS

en el ATP. Una vez reali-
zado este paso, siguen las
reacciones 2 y 3, facilmen-
te reversibles, que condu-
cen a la sintesis del glicdgeno. Para investigar la reaccion catalizada por
la fosforilasa fue preciso aislarla. Se obtuvo, en estado cristalizado, a partir
del misculo del conejo.
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Se deduce. observando la figura 2.2, que la reaccion de la fosforilasa
puede determinarse cuantitativamente por la cantidad de fosfato inorgg.
nico liberado a partir del éster fosforico de la glucosa-1.

Un estudio de este proceso muestra un hecho de gran importancia
también para la sintesis de otras macromoléculas, a saber: la simple pre:
sencia mutua del enzima y del éster fosférico de la glucosa-1 no produce
pinguna reaccién. En cambio, al agregar a este sistema una pequefia can-
tidad de glicdgeno, 1a sintesis del mismo se realiza en el acto y la velocidad
de la reaccién de sintesis aumenta proporcionalmente a la cantidad de
glicégeno afiadido, hasta llegar a un maximo. El hecho estd reproducidc
en la figura 3. Las abscisas representan minutos. Las ordenadas repre-
sentan tantos por ciento de éster fosforico de glucosa-1 convertidos en el
tiempo que marcan las abscisas. Para cada cantidad de glicogeno afiadido
hay una curva distinta. Las cantidades de glicogeno afiadido estan dadas
en miligramos por ciento de éster fosforico de la glucosa-1. Como se ve
por la curva, cuando no se afiade glicégeno la reaccion apenas se verifica;
para la adicién de glicégeno siempre hay un méximo y la velocidad de
transformacién es proporcional a la cantidad de glicégeno aiiadido.

El hecho de que la reaccion no se produzcea, si no se afade el glicogeno,
significa que el enzima fosforilasa no puede construir por si mismo cadenas
de polisacdridos por la unién de varias moléculas de monosacaridos. Lo
que hace la fosforilasa es alargar las cadenas que ya estin formadas. Su
accidn es una accién de crecimiento. Esle fendmeno, es decir, la necesidad
de afiadir pequefias cantidades de la sustancia a sintetizar, se designa
como efecto «primer» (cebo).

LOS TRABAJOS DE OCHOA Y DE KORNBERG

Ademds de las incdgnitas que entrafiaba el problema de la sintesis
que acabamos de citar, la de los 4cidos ribonuclefnico y la del 4cido des-
oxirribonuclefnico entrafia una mas, a saber: la macromolécula de glicé-
geno contiene una sola molécula fundamental (la de glucosa), pero las
macromoléculas de los 4cidos sintetizados por Ocrioa y KORNBERG con-
tienen cuatro moléculas fundamentales, las de los cuatro nucledtidos que
se van a unir en la sintesis (fosfdrico-ribosa-adenina; fosfdrico-ribosa-
guanina; fosférico-ribosa-timina; fosforico-ribosa-citosina). Hay aqui otra
cuestién a dilucidar: {En qué orden se agrupan estas cuatro moléculas?

Seguiremos en la explicacion las descripciones originales de los autores
Ocrioa y KORNBERG. .

Empezaremos por la reaccion de OcHoa,

La figura 4.2 muestra la reaccion tal como la describe OcHoa, quien
utilizé un enzima de nitrobacter ampliamente purificado.
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Los simbolos significan: N = bases nitrogenadas derivadas de la pu-
rina o de la pirimidina; R — ribosa; P — fosfato. Luego R — N serd un
nucledsido y N— R — P — P serd un nucledtido,

FIGURA 44

p p---- |RNA
/ | RNA o/|
|

l
0
L |
o el
|
0w N-
H=C;<’_;/\T 0H OH
~ OH OH

REACCION DE OCHOA.

La reaccion es: n(N—R—PP) (N—R—P),+ n.P, que quiere
expresar n nucledtidos de difosfato de ribosa y adenina (o guanina, o
citosina, o timina) = n polinucledtidos + n moléeulas de fosférico.

Si las bases nitrogenadas que se utilizan son todas iguales. resultan
dcidos poliadenilicos, ete. Si no son las cuatro iguales, resullan 4cidos poli-
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nucledtidos mixtos; si son las cuatro distintas, resultan 4cidos nucleiticos,

La reaccion se produce tinicamente con iones magnesio y es reversible
como indican las flechas. Luego en la reacciéon de OcHoa intervienen:
sintetizantes (los nucledtidos de fosfdrico-ribosa bases nitrogenadas), cata-
lizador biolégico (el enzima extraido de nitrobacter), catalizador metalico
(los iones magnesio) y fuentes de energia (las estructuras de acido piro-
fosférico). Si nos fijamos en la reaccién, observaremos que el enzima de
nitrobacter hace en ella el mismo oficio que el enzima fosforilasa en la
sintesis enzimdtica del glicégeno, por lo que Ocroa designa al enzima
de nitrobacter como fosforilasa de los polinucledtidos. El simil es completo,
ya que, como se ve en la figura, se produce una escision entre el fdsforo
y el oxigeno, realizdndose una transfosforilacién, lo mismo que en el caso
del glicogeno hay una escision entre el carbono y el oxigeno, dando lugar
a una transglucosilacion.

Partiendo de mezclas equimoleculares de los ésteres difosfdricos de los
cuatro nucledsidos, OcHoA obtuvo un polinucledtido mixto que contiene
las cuatro moléculas fundamentales en la misma ligazén y proporeién que

‘ . 3 7 . Fas
e! 4cido nucleico natural. Ademds, el producto sintético ofrece grandes
semejanzas con el 4cido natural, respecto a su peso molecular, estructura
mostrada por Jos rayos X y su comportamiento en presencia de varios
enzimas de degradacién, También, como en el caso del glicégeno, se ha
comprobado la necesidad de un «primer» (cebo); es decir, hay que aiiadir,
para que la reaccién se produzca, algo del dcido natural.

El problema del enlace de las bases nitrogenadas se resolvié previa-
mente, y se ha comprobado que en el producto sintético (calco del natural)
los enlaces ribosa-base y base-base son los que se muestran en la figura 5.
Como se indica en la figu-

ra 52 los enlaces base-

ENLACES BASE - BASE

M TIMINA azicar son enlaces C-O, y
(niNA Hy IRREL N M H | los enlaces base-base son

0 n—H - e~c-C¢\, | enlaces H-O y H-N.
H\ //N\c’f-‘l H - N La reaccién de Korn-
N oy N\ \c\ SN berg.—KornBERG utilizé un
N=C\ b J \ enzima extrajdo del coliba-

cilo, purificado unas dos
mil veces. También trabajé
con enzimas menos purifi
cados, obtenidos de glin-
dulas linfaticas, leucocitos
leucémicos y cultives tisu-

lares. (Se ha dicho—algo alegremente—que las reacciones de Ocrioa y
KornBerG abrian perspectivas esperanzadoras con vistas a lograr la cu-
racién del cdncer. Ha dado pibulo a estas opiniones el que KORNBERG
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demostrara que la sintesis del acido desoxirribonucleico se facilitaba con
enzimas extraidos de leucocitos leucémicos. Lo cierto es que las neopls-
sias implican un previo desarrollo exagerado de ese 4cido en la célule,
Si esa produccion desaforada se evita, hay posibilidad de evitar el céncer.)

La figura 6.* reproduce esqueméticamente la reaccién observada por
KORNEERG.

La sintesis del dcido desoxirribonucleinico se produce por el alarga-
miento de la cadena del «primer» {cebo), al reaccionar enzimdticamente
con el nucledsido trifosférico. También son necesarios iones magnesio.

Asi, pues. la sintesis del 4cido ribonuclefnico (Ocrioa) v la del 4cido
desoxirribonucleinico (KoRNBERG) transcurren siguiendo un mecanismo
analogo. si bien existen diferencias importantes entre ambos reacciones
Primera: la sintesis del acido ribonucleinico parte de ésteres difosfaricos
de los nucledsidos, en tanto que la de! 4cido desoxirribonuclefnico parte
de ésteres trifosforicos de los mismos. Segunda: en la primera reaccién se
escinde fosfato inorganico y en la segunda se libera pirofosfato, Otra
diferencia muy importante consiste en el hecho de que el enzima de
OcHoa puede construir macromoléculas a partir de un solo componente,
por ejemplo, el 4cido poliadenilico a partir del éster difosférico de la
adenina. En cambio, el enzima de KorNBERG muestra solamente una reac-
¢ién muy débil a partir de un nucleétido tnico. Sin embargo, la reaccion
se produce con rapidez si este enzima se adiciona a los cuatro nucleétidos
componentes del dcido desoxirribonucleinico.

El producto sintético—de KornBERG—presenta propiedades fisicas y
quimicas andlogas a las del 4cido nucleinico preparado a partir del timo
de ternera.

Como «primer» (cebo) sirvieron los 4cidos desoxirribonucleinicos de
diversas bacterias, levaduras, timo y bacteriéfagos. En estos diversos pre
parados de 4cido desoxirribonucleiico 1a proporcién de las diferentes
bases varia notablemente. Asi, por ejemplo, la proporcién adenina - timi-
na -+ guanina -+ citosina es de 099 para el acido del colibacilo, de 125
para el extraido del timo de ternera y de 191 para el obtenido de los
bacteriofagos. Y es interesante que utilizando un determinado «primen
el producto sintético obtenido tiene una proporcion de bases idéntica a la
queexiste en el «cebo». También es interesante que las bases presentes
puden ser sustituidas por bases andlogas sin que haya variacion de la
specificidad. Por ejemplo: la tinina puede ser sustituida por el uracil o el
bromo-uracil; la citosina, por la metilcitosina, y la guanina, por la hipo-
xantina.

& o o

Si se nos pregunta: dQué trascendencia puede derivar de estos tra-
bajos?, podemos contestar, y ya quedan valorizados: «Ellos pueden con-
v} . . . . 7
tribuir mucho a conocer €l mecanismo de la «autoduplicacion» del 4cido
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desoxirribonucleinico, macromolécula que contiene la complicada clave
quimica de la herencia y, por lo tanto, de la diferencia funcional esencial
entre organismo vivo y ser no vivo.»
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RECTIFICACION DE FORMULAS

Entre las férmulas del articulo publicado por Andrés Le6n Ma-
roto sobre las conferencias dadas en la reunién organizada por
el 0. E. C. E. en Irlanda, en el mes de marzo ultimo, hay algunas
erratas, que rectificamos en las férmulas siguientes:

Incorrecto Correcto
Na— NaT -+ C Na —Nat + C
Cl+C-CI Cl4+C—ClI™
o X' ..X . - e P - -
:‘C_l:+:l'3.r:~>:C_|:+: Br: :Cli 4+ :Br:—:Cl : +:Br:
H:Cl4+H:0 > H:0:H4ClI™ H:Cl4 H:0:—H:0:HT 4Ci ™
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