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Основной ролью фактора инициации трансляции 4E (далее - eIF4E) в клетке является
участие в посттранскрипционной регуляции экспрессии: eIF4E связывает кэп-структуру
мРНК и инициирует трансляцию последней [1]. Паслёновые содержат четыре изоформы
eIF4E (eIF4E1, eIF4E2, eIF(iso)4E и nCBP), экспрессия которых меняется в процессе разви-
тия растения и варьируется в разных его органах [2-4]. Кроме того разные изоформы eIF4E
задействуются растением в ответ на абиотические стрессы и используются большим чис-
лом РНК-вирусов для синтеза собственных белков [3-5]. Количественная детекция eIF4E
на протеомном уровне позволит впервые получить данные о количестве изоформ и во-
влечённости каждой из них в процесс инициации трансляции в нормальных и стрессовых
условиях: в результате теплового шока, вирусной инфекции и др.

Для количественного определения eIF4E мы разработали масс-спектрометрический
протокол детекции изоформ в тканях листа картофеля S. tuberosum методом мониторинга
множественных реакций (MRM). Биоинформатический анализ аминокислотных последо-
вательностей eIF4E картофеля позволил выявить для каждой изоформы по нескольку
уникальных триптических пептидов, которые использовались в качестве стандартов при
количественном анализе. Образцы цитоплазматической и полисомальной фракций были
получены из картофеля S. tuberosum сорта Жуковский ранний с помощью дифференци-
ального центрифугирования. Выделенные белки специфически расщепляли трипсином,
полученные пептиды разделяли методом обратно-фазовой ВЭЖХ (Agilent 1290 Infinity
HPLC), сопряжённой электрораспылением с масс-анализатором (Agilent 6495 Triple Quadrupole).
Данные MRM переходов обрабатывались в программе Skyline (v.22.2.0.351).

С помощью разработанного метода мы количественно определили в цитоплазмати-
ческой фракции все четыре изоформы eIF4E, среди которых преобладала eIF(iso)4E. А
также смогли оценить количество и соотношение изоформ, находящихся в комплексе с
рибосомами.

Исследование поддержано проектом РНФ № 21-76-10050.
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