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#Равный вклад

В этой работе были подобраны условия для получения образца эукариотического шапе-
ронина TRiC, пригодного для изучения методом криоэлектронной микроскопии. С по-
мощью метода дифференциальной сканирующей (время-разрешенной) флуориметрии 
была охарактеризована температурная стабильность образцов белка при разных концен-
трациях соли и глицерина, а затем выбранные условия использовались для подготовки 
образца для микроскопии. В результате съемки и обработки изображений получена 
структура бычьего TRiC в открытой конформации с разрешением 4,42 Å.
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Введение
Эукариотический шаперонин TRiC (от англ. 

«tailless complex polypeptide 1 ring complex») или 
CCT (от англ. «chaperonin containing tailless 
complex polypeptide 1») необходим для сворачива-
ния до 10% клеточных белков [1, 2]. Он представ-
ляет собой гетероолигомерный бочкообразный 
комплекс размером 14 на 16 нм, состоящий из 
двух уложенных друг на друга октамерных колец. 
В каждом кольце есть центральная полость, где 
происходит АТФ-зависимое сворачивание белка. 
Белковые субъединицы, обозначаемые CCT1–
CCT8, обладают молекулярной массой около 60 
кДа каждая, вместе образуя комплекс ~1 МДа. Все 
субъединицы являются структурными гомолога-
ми, каждая занимает определенное положение в 
кольце и состоит из АТФ-связывающего эквато-

риального, промежуточного и субстрат-связываю-
щего апикального доменов [3–5]. Каждая субъе-
диница содержит апикальный сегмент, который 
образует крышку над полостью. Конформацион-
ный цикл, управляемый АТФ, связывает TRiC-
опосредованное сворачивание с открытием и за-
крытием крышки, инкапсулируя субстрат в поло-
сти [6–10].

Акт распознавания субстрата шаперонином 
TRiC имеет медицинское значение [11], его нару-
шения приводят к различным патологиям, свя-
занным с неправильным сворачиванием бел-
ков [12–16]. Несмотря на структурную гомо- 
логию, субъединицы TRiC имеют различные 
функции [6] и формируют асимметричную трех-
мерную структуру с особым распределением 
электростатических зарядов [17].
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Молекулярные шапероны поддерживают го-
меостаз благодаря их роли не только в сворачива-
нии, но и в деградации белков и предотвращении 
их агрегации [18]. Было показано, что TRiC/CCT 
действует как модулятор амилоидогенеза при не-
которых амилоидопатиях посредством механиз-
мов, специфичных для амилоидных белков. Он 
может подавлять агрегацию и токсичность удли-
ненного полиглутаминового мутанта хантингтина 
при болезни Хантингтона [19–22]. Также CCT мо-
жет ингибировать сборку амилоидных волокон 
α-синуклеина, ответственных за болезнь Паркин-
сона. Способность CCT сворачивать белковые 
субстраты зависит от связывания АТФ и последу-
ющего гидролиза, тогда как в присутствии АДФ 
шаперонин может взаимодействовать с субстрата-
ми, но не сворачивать их [23, 24].

Распознавание субстрата TRiC представляет 
собой сложный поэтапный процесс. Считается, 
что апикальные домены каждой субъединицы 
TRiC распознают разные мотивы в субстратах. 
Диверсификация субъединиц TRiC, таким обра-
зом, обеспечивает модульную структуру специ-
фичности связывания, которая позволяет комби-
наторное распознавание белковых субстратов [10].

К настоящему времени методом криоэлек-
тронной микроскопии (криоЭМ) было получено 
несколько структур эндогенного TRiC из разных 
организмов и на разных стадиях функциональ- 
ного цикла. Наилучшее разрешение удалось полу- 
чить для комплексов в закрытой конформации: 
2,99 Å – для дрожжевого [25], 4 Å – для бычье-
го [26] и 3,1 Å – для TRiC из клеточной линии 
HEK293F [27]. Асимметричность комплекса и его 
конформационная подвижность являются лими-
тирующими факторами для получения структур 
открытой конформации с высоким разрешением. 
Так, разрешение опубликованных структур бы-
чьего TRiC в открытой конформации составило от 
10,5 Å до 13,9 Å [9]. Кроме того, сложность пред-
ставляет подбор условий для получения образца 
TRiC, пригодного для работы методом криоЭМ. 
В первой части данной работы с помощью метода 
дифференциальной сканирующей (время-разре-
шенной) флуориметрии оценивалось влияние 
концентраций глицерина и соли на стабильность 
образца бычьего TRiC. Во второй части работы 
подобранные условия использовались для получе-
ния криоЭМ структуры бычьего TRiC в открытой 
конформации с разрешением 4,42 Å. 

Материалы и методы
Дифференциальная сканирующая (время-разре-

шенная) флуориметрия. В методе дифферен- 
циальной сканирующей флуориметрии (ДСФ) для 
возбуждения флуоресценции был использован 
пикосекундный лазер PLS-500-50 (InTop, Рос-
сия), длина волны возбуждения 500 нм, длитель-
ность импульса 26 пс, частота следования импуль-

сов 25 МГц. Время-разрешенное измерение 
флуоресценции было реализовано на базе систе-
мы время-коррелированного счета единичных фо-
тонов (time-correlated single photon count, TCSPC), 
собранной из следующих компонентов (производ-
ство Becker&Hickl, Германия): гибридный детек-
тор HMP-100-07C в комплексе с платой счета еди-
ничных фотонов SPC-130EM и модулем питания 
DCC-100. Детектирование флуоресценции осу-
ществлялось на длине волны 560 нм с помощью 
монохроматора ML-44 (Solar Laser Systems, Бела-
русь). Дополнительно, сразу после кюветы с об-
разцом и перед монохроматором располагали 
длиннопропускающий оптический фильтр с от-
сечкой на 550 нм (FEL0550, Thorlabs, США) чтобы 
отсечь возбуждающий лазерный свет при детек- 
тировании.

Все флуоресцентные измерения образцов  
белков в объеме 1 мл производились в кварцевых 
кюветах, помещенных в термостатируемый дер- 
жатель Qpod 2e (Quantum Northwest, США), тем-
пература которого контролировалась с помощью 
специализированного программного обеспечения. 
В качестве флуоресцентной метки был использо-
ван гидрофобный краситель Nile Red (Sigma 
Aldrich, США), являющийся чувствительным сен-
сором структурных изменений белкового окруже-
ния и белкового сворачивания в частности [28]. 
Непосредственно перед проведением измерений, 
флуоресцентный краситель Nile Red добавлялся в 
кювету с образцом в соотношении 1 : 1000, так, 
чтобы концентрация красителя в пробе составила 
1 мкМ. Такая концентрация метки, с одной сторо-
ны, обеспечивает достаточный уровень флуорес-
центного сигнала и оптимальную длительность 
экспозиции (60 с), с другой стороны – позволяет 
пренебречь возможным влиянием на белок со сто-
роны DMSO, в котором был растворен Nile Red. 
Мечение белковых структур с помощью Nile Red 
является быстрым процессом [29], поэтому время 
инкубации в эксперименте составило 15 мин при 
комнатной температуре.

Измерение и обработка кинетик затухания 
флуоресценции осуществлялись с помощью про-
граммы SPCImage (Becker&Hickl, Германия). Ки-
нетики были аппроксимированы с помощью би-
экспоненциально затухающей функции:

1 2
1 2( ) ,

t t
TI t A e A e

− −
τ τ= +

где τ1, τ2 – короткая (коротко-живущая) и длинная 
(долго-живущая) временные компоненты затуха-
ния флуоресценции, A1, A2 – амплитуды (вклад) 
короткой и длинной временных компонент, IT(t) – 
интенсивность флуоресценции, измеренная в ходе 
эксперимента при заданной температуре T. Темпе-
ратурные зависимости параметров затухания флуо-
ресценции τ1, τ2, A1, A2 и их произведений (в част-
ности, τ1 × A1 и τ2 × A2) анализировались 
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в программе Origin (Origin Lab, США) для опреде-
ления температуры фазового перехода. Из проана-
лизированных температурных зависимостей пара-
метров флуоресценции наибольшим контрастом 
характеризуется произведение A2 × τ2 – амплитуды 
и среднего времени жизни длительной компоненты 
кинетики затухания флуоресценции.

Подготовки образцов для криоЭМ, анализ про-
екций одиночных частиц и построение атомной 
модели. Выделение и очистка TRiC проводились 
по описанной ранее методике [30]. Перед нанесе-
нием образца очищенного белка поддерживаю-
щие сетки для электронной микроскопии с пери-
одическими отверстиями в аморфной пленке 
углерода (Quantifoil R1.2/1.3, Quantifoil, Герма-
ния) были обработаны в тлеющем разряде с по-
мощью установки PELCO easiGlow при стандарт-
ных условиях: время обработки образца – 30 с, 
сила тока – 0,25 мА, остаточное давление в каме-
ре – 0,26 мБар. На следующем этапе с использо-
ванием обработанных сеток производилась ви-
трификация образцов в камере установки 
Vitrobot Mark IV (FEI, США) при следующих па-
раметрах: сила сжатия при промакивании – 0 ед., 
время блоттинга – от 2 до 3 с, температура в ка-
мере – 4,5°C, влажность в камере – 95–100%. 
Подготовленные сетки с аморфным льдом пере-
носились при криогенной температуре в просве-
чивающий криоэлектронный микроскоп Titan 
Krios 60–300 (FEI, США), оборудованный высо-
коэффективным детектором электронов Falcon II. 
Съемка изображений производилась с использо-
ванием программного обеспечения EPU (FEI, 
США) с номинальным увеличением 59000, что 
соответствовало размеру пикселя на уровне об-
разца 1,12 Å. 

Начальные этапы обработки данных произ-
водились с привлечением программного пакета 
Warp (http://www.warpem.com/warp/) [31]. Пред-
варительная реконструкция структуры выполня-
лась с использованием программного пакета 
CryoSPARC (https://cryosparc.com/) [32]. Трех-
мерная реконструкция и классификация произ-
водились в программных пакетах Relion [33] 
и CisTEM [34]. 

Для построения атомной модели в качестве 
исходных данных использовалась ранее опублико-
ванная структура человеческого TRiC [27], по-
строенная с помощью криоЭМ-карты плотности 
с разрешением 3,1 Å (PDB: 7X7Y). Аминокислот-
ная последовательность в этой модели была изме-
нена для соответствия бычьему варианту TRiC. 
Модель была гибко вписана в полученную нами 
карту плотности в ISOLDE [35] с использованием 
ограничений (restraints) по расстояниям и углам, 
заданных относительно исходной модели. Допол-
нительно модель была оптимизирована с помо-
щью PHENIX [36], в нем же произведена валида-
ция полученных результатов. 

Результаты и обсуждение
Влияние состава буфера на температурную 

стабильность белка. В опубликованных работах, 
посвященных исследованиям структуры TRiC ме-
тодом криоЭМ, значительно различаются условия 
получения необходимого образца. В частности, 
концентрации глицерина в образцах варьируются 
от 5 до 20% [27, 37], а концентрации соли – от 
50 до 150 мМ [25, 37]. Для уменьшения эффектов 
денатурации и агрегации TRiC при работе метом 
криоЭМ необходим тщательный подбор состава 
образцов, поэтому на первом этапе работы мы 
сравнили температурную стабильность белка для 
следующих проб:

1) контрольная проба (кп): 0,5 мг/мл TRiC 
в 20 мМ HEPES pH 7,2;

2) кп + 100 мМ KCl;
3) кп + 10% глицерин;
4) кп +100 мМ KCl + 10% глицерин. 
Результаты представлены на рис. 1. Из проа-

нализированных температурных зависимостей 
параметров флуоресценции наибольший кон-
траст имела зависимость параметра A2 × τ2(T ) – 
произведения амплитуды и времени жизни  
длинной компоненты кинетики затухания флуо-
ресценции. График температурной зависимости 
первой производной указанной величины от тем-
пературы (Δ(A2 × τ2)/ΔT ) имеет характерный ко-
локолообразный профиль, положение максиму-
ма которого соответствует температуре фазового 
перехода.

Рис. 1. Графики температурных зависимостей первой произ-
водной кривых плавления A2 × τ2(T ) для проб TRiC различно-
го состава буферного раствора. A2 × τ2 – произведение ампли-
туды A2 и времени жизни длинной компоненты τ2 кинетики 
затухания флуоресценции красителя Nile Red.

http://www.warpem.com/warp/
https://cryosparc.com/
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Проведенный эксперимент показывает раз-
личную температурную стабильность белка в ис-
следованных пробах – положения экстремумов  
( 2 2( ) maxA TT∆ τ ∆ ) на рис. 1 соответствуют точкам пе-
региба на кривых плавления соответствующих 
проб. Полученные данные указывают, что темпе-
ратурная стабильность убывает в ряду проб 3  
( 2 2( ) max = 59,6°СA TT∆ τ ∆

образец 3 ), 1 ( 2 2( ) max = 56,4°СA TT∆ τ ∆
образец 1 ),  

4 ( 2 2( ) max = 56,1°СA TT∆ τ ∆
образец 4 ), 2 ( 2 2( ) max = 52,9°СA TT∆ τ ∆

образец 2 ). 
Таким образом, наибольшую стабильность пока-
зала проба 3 состава 0,5 мг/мл TRiC, 20 мМ 
HEPES pH 7,2, 10% глицерина. 

Получение структуры TRiC по данным криоЭМ. 
Для этого этапа работы был выбран образец следу-
ющего состава: 1,3 мг/мл TRiC в 20 мМ HEPES, 
pH 7,2, 10% глицерина, 1 мМ АТФ-гамма-S. Для 
борьбы с приоритетными ориентациями частиц 
после обработки сеток в тлеющем разряде на них 
добавлялся 0,1%-ный раствор полилизина. Авто-
матизированный набор экспериментальных дан-
ных позволил получить 2512 стеков изображений. 
При помощи программного пакета Warp была 
произведена коррекция дрейфа, оценка параме-
тров функции передачи контраста, а также выбор 
на изображениях одиночных проекций объекта 
исследования. После пре-процессинга выбранные 
проекции частиц экспортировались в программ-

ный пакет CryoSPARC. На следующем этапе была 
проведена двухмерная классификация проекций, 
после которой 74000 частиц были выбраны для 
дальнейшего анализа. Также для борьбы с прио-
ритетными ориентациями частиц производилась 
съемка сеток с наклоном 15° и 45°, что позволило 
получить 28000 проекций, не представленных ра-
нее при получении данных без наклона образца. 
На последнем этапе частицы, полученные без  
наклона, а также с наклоном 15° и 45°, были 
сгруппированы и использовались для трехмерной 
классификации и реконструкции в cryoSPARC. 
В результате была получена карта плотности TRiC 
с разрешением 4,42 Å (рис. 2).

Полученная структура представляет собой от-
крытую конформацию TRiC. Локальное разреше-
ние падает от экваториальных к более подвижным 
апикальным доменам, что характерно для шапе-
ронинов (рис. 2А, Б). Кроме вариаций локального 
разрешения между доменами у полученной струк-
туры также наблюдается различие между кольца-
ми: при высоких пороговых значениях в одном из 
колец видима только его экваториальная часть 
(рис. 2В, Г), а второе кольцо проявляется при по-
нижении порога (рис. 2Д, Е). Подобный резуль-
тат был ранее получен для кристаллографической 
структуры TRiC в открытой конформации,  

Рис. 2. Открытая конформация бычьего шаперонина TRiC, полученная по данным криоэлектронной микроскопии с разре-
шением 4,42 Å. А – Вариации локального разрешения реконструкции. Б – срез через экваториальные домены. В, Г – вид со 
стороны апикальных доменов (В) и с боковой стороны (Г) на карту плотности со вписанной в нее атомной моделью при по-
роговом значении 1,5 σ. Д, Е – вид со стороны апикальных доменов (Д) и с боковой стороны (Е) на карту плотности при по-
роговом значении 0,6 σ.
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что, как предполагалось, могло быть следствием 
кристаллографических контактов с соседними 
комплексами в элементарной ячейке [38]. По-
скольку аналогичная картина наблюдается 
и в криоЭМ-структуре, причиной могут быть не 
артефакты кристаллизации, а наличие нескольких 
конформаций и/или высокая подвижность субъе-
диниц второго кольца. Сравнение того кольца, где 
видны все субъединицы, с ранее опубликованны-
ми структурами указывает на сходство получен-
ной нами структуры с комплексами TRiC с АТФ 
или его негидролизуемыми аналогами.

Заключение
В работе были оптимизированы протоколы для 

подготовки образца бычьего шаперонина TRiC, 
получения его изображений методом криоЭМ 

и построения трехмерной реконструкции. Резуль-
татом стала структура TRiC в открытой конфор-
мации с разрешением 4,42 Å. Вариации локаль- 
ного разрешения структуры указывают на значи-
тельное различие конформаций между двумя 
кольцами TRiC. 

Работа выполнена при финансовой под-
держке Российского научного фонда (проект 
№ 19-74-20055). Исследования с помощью  
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сурсного центра Зондовой и электронной ми-
кроскопии НИЦ «Курчатовский институт».  
Работа проведена без использования животных 
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In this work, conditions were selected for obtaining a sample of eukaryotic chaperonin TRiC 
suitable for studying by cryo-electron microscopy. Using the method of differential scanning 
(time-resolved) fluorimetry, the temperature stability of protein samples at different concentrations 
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of salt and glycerol was compared, and then the selected conditions were used to prepare the 
sample for microscopy. As a result, the structure of bovine TRiC in an open conformation was 
obtained at 4.42 Å resolution.

Keywords: chaperonin, TRiC, CCT, cryo-electron microscopy, quaternary protein structure, 
differential scanning (time-resolved) fluorimetry
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