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Summary 

Cellular distribution of elongation factors (EFl) from imbibed then redessicated wheat embryos is determined after purification 
and analytical gel electTophoresis of soluble and ribosome-bound factors. 

Two heavy forms (EFlR, mol. wt, 250 000) are found in cytosol while ribosome-bound factors contain a light form (EFlL, 
mol. wt, 45 000) with the greatest activity and a heavy form (mol. wt, 160 000) which might well be an intermediary in the recy- 
cling of ribosomal factor EFIL to soluble factor EF~J.J. 

1. Introduction 

Des etudes recentes sur le facteur d’elongation EFl 
du germe de blC soulignent la multiplicite des formes 
sous lesquelles cette proteine se presente dans la 
fraction cytoplasmique [l-4]. La predominance de 
deux formes de masse molaire distinctes, l’une proche 
de 200 000 (EFl,) l’autre de 50 000 (EFl,) est 
cependant admise. Bien qu’elles catalysent toutes 
deux la formation du complexe Phe-tRNA-ribosome- 
poly U dependante, seule la derniere contribuerait 
a la formation du complexe ternaire Phi-tRNA-EFIL- 
GTP [2]. Les nucleotides guanyliques, et en particulier 
GTP et GDP, en provoquant la conversion de EFl, en 
EFl L [2] ont conduit a postuler, par analogie avec les 
facteurs T,-T, bacteriens, l’existence de transitions 
cycliques entre les deux formes, avec de nombreux 
intermediaires, probablement responsables de 
Iyh6tCrog6n&t6 souvent constatee. 

En examinant la distribution et les proprietes des 
facteurs EFl libres et lies aux ribosomes, nous appor- 
tons dans ce travail la confirmation d’une transition 
ribosome dependante entre EFl, et EFl, pour la 
fixation de l’aminoacyl-tRNA en presence de poly U. 
De plus, il semblerait que le ribosome intervienne 
Bgalement pour recycler EFl L en EFl, . 
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2. Materiel et methodes 

Des germes de blC quiescents, imbibes 6 h, puis 
redesseches sont utilises comme sources de tRNAPhe 
[5] de phenylalanyl-tRNA synthetase, de ribosomes 
et de facteurs EFI. 

[‘4C]PhC-tRNA: il est prepare en presence de 
l’enzyme purifiee, a pH 8.6 pour un rapport Mg2+/ATP 
optimum de 1.5. 

EFl solubles: ils sont obtenus et testes pour la 
formation du complexe [‘4C]PhC-tRNA-ribosome- 
poly U, suivant le procede de Golinska et Legocki [ 11. 
Le milieu utilise pour la formation du complexe 
comprend pour un volume final de 0.2 ml: Tris-HCl 
50 mM, pH 8.05; acetate Mg 5 mM; KC1 70 mM; 
DTT 3 mM; 90 pg de ribosomes; 1 a 7 pg de facteur 
EFl et 16 pmol de [14C]Ph&tRNA. 

Ribosomes: les ribosomes bruts, mis a incuber une 
nuit, a 4”C, dans un tampon Tris-HCl, pH 8.5, acetate 
Mg 5 mM, KC1 1 M, mercaptoethanol2 mM?glycCrol 
20% (v/v) sont ensuite recueillis par centrifugation et . 
conserves B -2O’C a 200 A260/ml dans un tampon 
identique ajuste a 50 mM KCl. 

EFl lies aux ribosomes: les proteines presentes 
dam la solution de lavage des ribosomes sont relarguees 
par le sulfate d’ammonium (65% de la saturation) puis 
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redissoutes dans un tampon Tris-HC120 mM, pH 7.7, 
KC1 10 mM, mercapto&hanol3 mM, glycerol 5%, 

dialysbes et fixges sur une colonne d’hydroxylapatite 

(3 X 3.7 cm). Apr&s le lavage de la colonne par un 

tampon phosphate 10 mM, pH 7.3, mercaptoCthano1 
3 mM, glyc&ol 5%, les facteurs EFl sont CluCs par la 

meme solution ajustee & 250 mM en phosphate de 

potassium et ?I pH 7.9. 
ElectrophorBse sur gel de polyacrylamide: elles sont 

rkaliskes suivant les pro&d& de Jovin et ~011. [6] et 

Weber et Osborn [7]. 

3. RCsultats et discussion 

3.1. Pllri’cation cornparke des formes solubles et des 
formes liies aux ribosomes du facteur EFI 
Les activites des facteurs EFI formatrices du com- 

plexe PhC-tRNA-poly U-ribosome apparaissent, pour 
les germes de blC utilis& (voir MatCriel et mCthodes) 

Gparties de faqon quasi Cgale entre les fractions 
soluble et ribosomique (11080 U contre 13 130 U). Le 
processus de purification utilise pour I’obtention des 
EFl du cytosol en combinant les mCthodologies de 
Colinska et Legocki [l] et de Lanzani et ~011. [3] 

fournit deux types d’activitCs factorielles EFI , l’une 
purifiee 135 fois avec un rendement de 22%, I’autre 

270 fois avec un rendement de 15% (table 1). De ces 
deux activitCs, CluCes de la colonne d’hydroxylapatite 

(Bio Gel HTP) respectivement par le phosphate de 
potassium 150 mM et 200 mM (fig.l), la premiere, 
comme l’ont note Lanzani et ~011. [3] est beaucoup 

plus instable que la seconde qui peut &tre conserGe 
plusieurs semaines 2 -2O’C. 

La sCparation chromatographique de? facteurs lies 

aux ribosomes (fig.2) fournit, comme prtSdemment, 
et bien que I’Clution soit diffkrente (une seule Btape au 
lieu d’un gradient), deux fractions lCg&rement moins 
actives que les facteurs solubles, peut dtre en raison 
de leur t&s grande instabilitk. En effet, l’activitb 
correspondant au pit A peut dtre conserGe environ 
une semaine, tandis que celle correspondant au pit 
B disparait compl&tement apr&s 48 h. Les facteurs 
lit5 sont purifi& environ 5 et 10 fois respectivement 
pour les deux formes et avec des rendements de 14 

et 8%. 

3.2. Distribution cellulaire des facteurs EFI, et 
EFI, 
Quatre activites factorielles EFl catalysant la 

Table 1 
Purification des facteurs EFI du germe de blk imbibk puis redess&h6 

Fractions Protkincs 
totales 

(mg) 

Activite Purification Rendement 
sp&ifique % 
(U/mg proteines) 

EFI Solubles 
1. Surnageant S 105 1385 8 1 100 
2. (NH&SO, 40-65% sat. 615,s 15,l 1,88 83 
3. SBphadex G150 160 50,4 693 72 
4. Hydroxylapatite 19 365 45,6 62 
5. Hydroxylapatite 

pit I 2,25 1081 135 22 
pit II 098 2162 270 15 

EFI Lib 
1. Surnageant du 

lavage des ribosomes 
2. (NH,),SO,, 65% sat. 
3. Hydroxylapatite 

pit A 
pit B 

130 101 1 100 
28 183 198 39 

3,7 488 4,83 14 
1,08 1012 10 8 

Dans l’activitk specifique une unite d’activitk EFl correspond i 1 pmol [‘4C]Ph&tRNA 
like au ribosome B 30°C en 10 min dans les conditions d&rites par Golinska et Legocki [ 11. 
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Fig.1. Chromatographie sur hydroxylapatite du facteur EFl 
soluble. Colonne (1.9 X 6 cm); depot de 20 mg de proteines 
dans un tampon phosphate de K 100 mM, pH 7.3, mercap- 
toethanol 3 mM, glycerol 5% (v/v); lavage par le m&me 
tampon. Elution en gradient liniaire 375 ml de phosphate 
de K de 100 a 300 mM, pH de 7.3 i 8 - Fractions de 2.7 ml. 
Chaque fraction est testee pour son aptitude h former le 
complexe Phe-tRNA-poly U-rib. dans les conditions d&rites 
dans Materiel et methodes. 

formation du complexe Phi-tRNA-poly U-ribosome 
peuvent ainsi dtre isolees des cellules du germe de 
b16 imbibe puis redesseche. Puisque deux d’entre 
elles sont liees aux ribosomes, et les deux autres 
solubles, et sachant que la transition entre les formes 
EFl B et EFl L s’accompht avec la fixation de I’amino- 
acyl-tRNA au ribosome, la distribution des activites 
EFI entre la fraction cytoplasmique soluble et les 
ribosomes doit correspondre a une distribution cellu- 
laire particuliere des formes lourde et leg&e du facteur 
EFI. 

L’analyse Blectrophoretique des proteines facto- 
rielles de la fraction soluble (planche I, A et C) demon- 
tre que c’est bien pour l’essentiel la forme lourde 
(EF 1 B) qui est responsable de l’activite observee 
dans le cytosol. En effet, les proteines correspondant 
aux deux activites isolees (fig.1, pits I et II) produisent 
une seule et mdme bande Clectrophoretique dont la 
masse molaire, estimee par reference a celles de la 
ferritine (540 000), la catalase (240 000) et de l’aldo- 
lase (160 000), est de 250 000. On notera que lorsque 
l’electrophorese est conduite dam des conditions 
dissociantes [7] les deux proteines factorielles se 
dissocient differemment, l’une (celle qui correspond 
au pit I d’activite) fournissant quatre bandes de masses 
Bgales respectivement B 250 000,120 000,90 000 et 
50 000 (Planche I B) et l’autre (celle qui correspond 
au pit d’activite II) quatre bandes de masses Bgales 
a 250 000,180 000,90 000 et 45 000 (Planche I D). 

La dissociation de EFlH du cytosol fournit done 
un facteur EFl L ainsi que diverses formes intermediai- 
res, qui peuvent, comme le suggerent Golinska et 
Legocki, representer des dim&es et trim&es de EFl,. 
Les differences observees dans la dissociation des 
proteines des pits I et II, pourraient resulter de diffe- 
rences dans la structure des facteurs solubles, liees a 

Fig.2. Chromatographie sur hydroxylapatite du facteur EFl 
lie aux ribosomes. Colonne (3 X 3.7 cm); depot de 27 mg de 
protkines dans un tampon Tris-HCl20 mM pH 7.7, KC1 
10 mM, mercaptoithanol3 mM, glycerol 5%; Le lavage de la 
colonne qui s’effectue par un tampon phosphate de K 10 mM 
pH 7.3, mercaptoethanol3 mM, glycerol 5% klimine plus de 
20 mg de proteines non factorielles. L’elution s’effectue par 
un tampon identique h 250 mM en phosphate de K, pH 7.9 - 
Fractions de 2 ml. Chaque fraction est test&e pour son 
aptitude h fournir le complexe Ph&tRNA-poly U-rib. dans 
les conditions d&rites dans Materiel et methodes. 
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Planche I. Migration Blectrophoretique sur gel polyacrylamide 
des facteurs EFl solubles. A et C: Migration electrophoretique 
selon la technique de Jovin et toll. [6]. Gel de polyacrylamide 
h 8.6%, pH 8.6, depBt de 30 ng de protiines, 4 mA par gel, 
migration I h 30. (A) Proteines correspondant au pit I d’acti- 
vite (fig.1). (C) Proteines correspondant au pit II d’activitk 
(fig.1). B et D: Migration electrophorktique des mdmes 
pro&nines (B: pit I) (D: pit II) selon la m&ode de Weber et 
Osborn [7] en presence de SDS l%, gel de polyacrylamide ?r 
5.2% pH 7.4, dip& de 20 ng de proteines, migration 1 h, 
4 mA par gel. EFlH: 250 000 (b); EFlL: 45 000 @). 

l’&ape prkise du cycle fonctionnel, et en particulier 
de leur association Cventuelle avec des aminoacyl-tBNA. 

L’analyse Blectrophoretique des proteines facto- 
rielles likes aux ribosomes montre que pour l’essentiel, 
c’est bien la forme leg&e (EFl L) qui est responsable 
de l’activite EFl ribosomique (Blanche II B). La 
proteine correspondant au pit d’activite B (le plus 
important) produisant une bande Clectrophoretique 
dont la masse s’btablit, par reference aux masses du 
cytochrome (12 000), de la chymotrypsine (25 000) 

Planche II: Migration dlectrophoretique sur gel de polyacryl- 
amide des facteurs EFl lies aux ribosomes. Gel de polyacryl- 
amide h lo%, pH 8.6, depBt de 10 ng de protknes, migration 
1 h 40,4 mA par gel. Conditions non dissociantes (Jovin et 
toll. [6]). (A) Proteines correspondant au pit d’activite A 
(fig.2). (B) Proteines correspondant au pit d’activite B (fig.2). 
EFIL: 45 000 (4). 

et de la BSA (67 000) a 45 000. Puisqu’en presence 
de SDS, la migration de cette protiine n’est pas 
affectee, le facteur EFl L ribosomique pourrait btre 
constitue par un seul polypeptide de masse 6gale 
a 45 000 (resultat non publie). 

Cependant, la proteine correspondant au pit 
d’activite A, produit une bande Blectrophoretique 
dont la masse s’etablit a 160 000. Il apparait done 
qu’une forme lourde du facteur EFl peut Ctre like 
au ribosome. Bien que la presence d’une telle forme 
ait encore une signification obscure, on peut se deman- 
der si cette forme constitue un intermediaire dans la 
transition demontree par Tarrago et ~011. [2] de EFlH 
vers EFI L ou bien s’il s’agit d’un intermediaire dans le 
recyclage de EFl L ribosomique en EFl, ribosomique 
puis soluble. Dans cette derniere hypothese,_le recyclage 
de EFl L en EFlH resultemit d’intCractions n&e&ant 

la participation des ribosomes. 
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