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T h e  a c t i v i t y  of  t h e  v a r i o u s  a m m o n i u m  s u l f a t e  f r a c t i o u s  w a s  s t u d i e d  w i t h  r e g a r d  t o  t h e i r  
r e q t t i r e m e n t  ( in p l a c e  of  t h e  p H  5 e n z y m e s )  for  t h e  i n c o r p o r a t i o n  of  a m i n o  a c i d s  i n t o  p r o t e i n .  
I a b l e  11 s h o w s  t h a t  t h e  4 ° OoU. o f r a c t i o n  as  well  as  o t h e r  f r a c t i o n s ( c o  4 o° :  o f r a c t i o n }  an t i  n u c l e i c  
a c i d s  a r e  r e q u i r e d .  

In a s e a r c h  for  t h e  f u n c t i o n  of  t h i s  v i t a m i n  B ~  e n z y m e  (4 ° 0 o 3 0  f r a c t i o n )  e x p e r i m e n t s  
w e r e  c a r r i e d  <rot on  t h e  i n i t i a l  s t e p  of  t h e  a m i n o  a c i d  a c t i v a t i o n .  I n  t h e s e  e x p e r i m e n t s ,  t h e  4o 6o  o{) 
l r a c t | o n  w a s  i n c u b a t e d  w i t h  A T P .  a m i n o  a c i d  a n d  a ' aP- labe led  p y r o p h o s p h a t e .  A l a r g e  a m o u n t  
~1 r a d i o a c t i v i t y  w a s  f o u n d  t o  b e  i n c o r p o r a t e d  i n t o  A T P  ( t o t a l  c o u n t s  i n c o r p o r a t e d ,  0 S o / r a i n ) .  T h i s  
w a s  n o t  t h e  c a s e  w h e n  o t h e r  a m m o n i u m  s u l f a t e  f r a c t i o n s  of  t h e  p H  5 e n z w n e s  w e r e  u s e d  in  p l a c e  
,,1 t h e  4 o 6 o %  f r a c t i o n .  T h e s e  r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  v i t a m i n  ]-l~z f l m c t i o n s  in  t h e  a c t i v a t i o n  

B~, enzyme \ l) l ) ¢ , ,act i (m,  . \A  ÷ . \ T P \ - -  ~ A A  + . A n  a n t i v i t a m i n  13pz c o m p o u n d ,  t i le  an i l i ( le  o f  
l i l t  m(moca | - l ) ( )xv l ic  a c i d  of  v i t a m i n  B ~  ~, w a s  u s e d  t o  t e s t  f u r t h e r  t h e  s p e c i f i c i t y  o f  v i t a m i n  Bt= 
h~| t h i s  r e a c t i o n .  T h e  i n c l u s i o n  of  t h i s  a n t a g o n i s t  in t i le  i n c u b a t i o n  m i x t u r e ,  in a n  a m o u n t  e q u a l  
t,~ ~ooo t i m e s  t h a t  of  t h e  v i t a m i n ,  g r e a t l y  d e c r e a s e d  ( 5 5 ° b )  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  p y r o p h o s p h a t e  
mr , ,  A T P  { to ta l  c o u n t s  i n c o r p o r a t e d ,  3 ~ o / m i n ) .  T h i s  w a s  p a r t i a l l y  r e v e r s e d  b y  d o u b l i n g  t h e  
v i t a m i n  Bz~ e n z y m e  (4 ° Oo°./, f r a c t i o n ) .  

T h i s  s a m e  a n t a g o n i s t  w a s  t h e n  u s e d  in t h e  u s u a l  m i c r o s o m a l  s y s t e m  fo r  a m i n o  a c i d  i n c o r p o -  
r a t i o n  i n t o  p r o t e i n .  T a b l e  I I  s h o w s  t h a t  a b o u t  44°'.o r e d u c t i o n  in i n c o r p o r a t i o n  w a s  o b t a i n e d ,  
a n d  t h i s  r e d u c t i o n  w a s  r e v e r s e d  b y  t h e  a d d i t i o n  of  a l a r g e  a m o u n t  of  v i t a m i n  B12 e n z y m e .  

T h e s e  r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  v i t a m i n  B12 is h o u n d  t o  a n  e n z y m e  (or  e n z y m e s )  w h i c h  is i n v o l v e d  
in t h e  a c t i v a t i o n  of  a m i n o  a c i d  fo r  i n c o r p o r a t i o n  i n t o  p r o t e i n .  
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Biosynthesis of ribose and desoxyribose in Escherichia co/i* 

I~:,, ,'l s t u d i e s l . 2 ,  a s u g g e s t  t h a t  r i b o s e  a r i s e s  l a r g e l y  f r o m  g l u c o s e ,  w h i l e  t i le  o r i g i n  of d e s o x v r i b o s e  
~. i~.ss c e r t a i n .  In t h e  p r e s e n t  w o r k  R N A ,  I ) N A  a n d  p o l y g l u c o s a n  ~ w e r e  i s o l a t e d  f r o m  t"2. ~oli R-2 
a d a p t e d  to  g r o w  o n  a c e t a t e  as  sole  c a r b o n  s o u r c e .  R N A  w a s  c o n v e r t e d  t o  m o n o n u c l e o t i d e s  b y  
14()11 d i g e s t i o n ,  I ) N A  w a s  r e c o x e r e d  l) 7 , a c i d  p r e c i p i t a t i o n  a n d  d e g r a d e d  to  m o n o n u c l e o t i d e s  ~. 
N u c h . o t i d c s  w e r e  p u r i f i e d  b y  i o n - e x c h a n g e  c h r o m a t o g r a p h y ~ ,  7. 

h'ibose, P u r i n e  r i b o t i d e s  w e r e  h v d r o l v z e d  w i t h  p h o s p h a t a s e  s a n d  1 N H ~ S O  a. C y t i d y l i c  a c i d  
w a s  d e a m i n a t e d  a n d  a d d e d  t o  t h e  o r i g i n a l  u r i d v l i c  a c i d ,  w h i c h  w a s  t h e n  h y d r o l y z e d  w i t h  p h o s -  
p h a t a s e  a n d  u r i d i n e  n u c l e o s i d a s e .  T h e  r i b o s e  o b t a i n e d  w a s  p u r i f i e d  o n  c e l l u l o s e  c o l u m n s  a n d  t h e n  
d e g r a d e d  u. 

I)esoxyribose. T h e  p u r i n e  n u c l e o t i d e s  w e r e  c o m b i n e d  a n d  h y d r o l v z e d  t o  d e s o x y r i b o s e -  5- 
p h o s l ) h a t e ,  w h i c h  w a s  t h e n  c o n v e r t e d  t o  a c e t a l d e h y d e  a n d  l a c t i c  a c i d  b v - i n c u b a t i o n  w i t h  e x t r a c t s  
,,1 I :  ~,di TM a n d  r a b b i t  m u s c l e .  A c e t a l d e h y d e  w a s  o x i d i z e d  t o  a c e t i c  a c i d  a n d  t h e  a c i d s  w e r e  
deRt-;idt,d '~. 

(;I.~,Jse. T h e  p o l y g l u c o s a n  w a s  i s o l a t e d  f r o m  a p o r t i o n  of  t i le  c u l t u r e  Ely t h e  p r o c e d u r e  u s e d  
f,~r m a n m m l i a n  g l y c o g e n ,  a n d  h v d r o l v z e d  w i t h  1 N H 2 S ( )  a. G l u c o s e  w a s  d e g r a d e d  b y  t h e  m e t h o d  
It[ ]{t';RNN'I'|':IN ('1 ( I t  l l  . 

\]1 >illll[}]('S \\CI'C c o n x t . r t c d  tt~ I Ia ( ' ( )  a lint[ r a d i o a c t i x - i t v  I n e a s t l r e l n e n t s  cal-l-iod o u t  ill a 
~ Jt+(lt,~x h 'ss  <:(ranter,  a n d  c<)r rec ted  t() i n t i n i t e  t h i n n e s s .  T h e  rt+sttlts a r e  shc)xvn in Ta l l l c  I. In e x p e r i -  
m e n t s  ~xith _,2 h c u l t u r e s ,  t h e  i s o t o p e  d i s t r i b u t i o n  in r i b o s e  a n d  d e s o x v r i h o s c  w a s  aln+<+st i d e n t i c a l  
~ i t h  t h a t  s]l()\vn ill t h e  Tabh+,  a n d  t h e  p u r i n e -  a n d  1 w r i m i d i n e - b o t m d "  r i b o s e  h a d  t h e  s a m e  d i s t r i -  
btt t i+m. 

* SUl)p()r ted  in p a r t  b y  t h e  / ' . S .  A t o m i c  l g n e r g y  ( ' o t n n l i s s i o n .  C o n t r a c t  +Vl ' - (3o- i ) - i  320. 
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T A B L E  I 

ISOTOPE DISTRIBUTION 1N SUGARS SYNTHESIZED BY E. coli FROM C H a I A C O O H  

T h e  g r o w t h  m e d i u m  c o n t a i n e d  p e r  I : N a i H P O  4, i i .35 g ; K H 2 P O 4 ,  2 .7  g ; (NH4)  zSO4, 2 .o  g ; M g S O  a, 
0.2 g ; CaC1 v 2 m g  ; F e S O  4" 7 H = O ,  i m g  ; s o d i u m  a c e t a t e ,  5 g.  A t o t a l  o f  3 0 0 / * C  t - 1 4 C - s o d i u m  a c e t a t e  
w a s  a l s o  p r e s e n t .  T h e  m e d i u m  w a s  i n o c u l a t e d  w i t h  l O %  of  i t s  v o l u m e  of  a 2 2 - h  c u l t u r e  g r o w n  
a e r o b i c a l l y  in  n o n - i s o t o p i c  a c e t a t e .  A f t e r  8 h a e r o b i c  g r o w t h  a t  37  °, w h e n  t h e  c u l t u r e  h a d  r e a c h e d  

h a l f  t h e  m a x i m u m  g r o w t h  p o s s i b l e  in  t h i s  m e d i u m ,  t h e  ce l l s  w e r e  h a r v e s t e d .  

Glucose Ribose Desoxyribose 

C-atom RSA * G-atom RSA C-atom RSA 

i 1.6 
2 3 . I  1 23. 7 1 21. 9 
3 I o o  2 49  a 47  
4 97-5  3 t o o  3 Ioo  
.5 (0.08) 4 8-7 4 1.07 
6 o 5 3.4 5 3 "  

* R e l a t i v e  spec i f i c  a c t i v i t y .  F o r  e a c h  s u g a r  t h e  c a r t ) o n  a t o m  w i t h  t h e  h i g h e s t  spec i f i c  a c t i v i t y  
is a r b i t r a r i l y  a s s i g n e d  a v a l u e  o f  i o o .  

BERNSTFIN 2 f o u n d  t h a t  E. coli c o n v e r t s  3 ,4-14C2-g l u c o s e  t o  r i b o s e  l a b e l l e d  c h i e f l y  in c a r b o n s  
2 a n d  3 w i t h  r e l a t i v e  spec i f i c  a c t i v i t i e s  o f  85 a n d  i o o  in  t h e s e  p o s i t i o n s .  H e  h a s  a l so  f o u n d  12 t h a t  
1 - 1 4 ( ' - a c e t a t e  a d d e d  t o  ce l l s  g r o w i n g  in g l u c o s e  l a b e l s  p o s i t i o n s  t ,  2 a n d  3 of  t h e  r i b o s e  in a r a t i o  
of  2 2 : 7 5 :  1oo. \ V h e n  g l u c o s e  is t h e  sole  c a r b o n  s o u r c e ,  r i b o s e  s e e m s  t o  be  f o r m e d  b y  t h e  o x i d a t i v e  
d e c a r b o x y l a t i o n  of  h e x o s e  m o n o p h o s p h a t e .  O u r  p r e s e n t  f i n d i n g s  d o  n o t  a p p e a r  t o  be  e x p l a i n e d  
so l e ly  o n  t h i s  b a s i s .  T h e  l a b e l l i n g  o f  r i b o s e  s u g g e s t s  e i t h e r  o x i d a t i o n  of  h e x o s e  m o n o p h o s p h a t e  
c o u p l e d  w i t h  t h e  o p e r a t i o n  of  t r a n s k e t o l a s e  a n d  t r a n s a l d o l a s e  la, o r  c o n d e n s a t i o n  o f  2 - c a r b o n  a n d  
3 - c a r b o n  c o m p o u n d s ,  o r  a c o m b i n a t i o n  o f  t h e s e  t w o  p a t h w a y s .  T h e  d i f f e r e n t  l a b e l l i n g  o f  g l u c o s e  
a n d  r i b o s e  s u g g e s t s  t h a t  t h e  p o l y g l u c o s a n  a n d  p e n t o s e  s y n t h e s i z e d  m a y  r e f l e c t  t h e  l a b e l l i n g  of  
d i f f e r e n t  h e x o s e  p h o s p h a t e  p o o l s  e i t h e r  in  t e r m s  o f  t i m e  o r  i n t r a c e l l u l a r  l o c a t i o n .  T h e  i d e n t i c a l  
l a b e l l i n g  of  r i b o s e  a n d  d e s o x y r i b o s e  s u g g e s t s  t h a t  o n e  m a y  b e  a p r e c u r s o r  of  t h e  o t h e r ,  o r  t h a t  
b o t h  a r e  d e r i v e d  f r o m  i d e n t i c a l l y  l a b e l l e d  p r e c u r s o r s .  S i m i l a r  s t u d i e s  w i t h  o t h e r  l a b e l l e d  s u b s t r a t e s  
w i t h  t h e s e  ce l l s  a n d  w i t h  b a c t e r i o p h a g e - i n f e c t e d  E. coli a r e  n o w  in  p r o g r e s s .  
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