
Cryo-EM of Neuro-ribosomes 

Results/
Результаты:

Introduction/Введение:
Ribosomes are responsible for translation and are critical for neuron functions, including neuron 
growth and memory formation. Our laboratory researched the activity and functional states of 
ribosomes in neuron cells. 

Рибосомы отвечают за трансляцию, которая способствует формированию нейронных 
связей, памяти и обучению. Наша лаборатория решила изучить насколько активна 
трансляция в нейронах.

Materials/Материалы:

Raw image
Необработанное изображение

Data set was collected at UMass 
Medical School on a Titan Krios 
microscope. We processed the data 
using a template matching approach in 
cisTEM. 
Данные были собраны в UMass 
Medical School с помощью 
микроскопа Titan Krios. Мы 
обработали данные с помощью 
template matching в cisTEM.

Images after 60S search
Обработанное изображение

We categorized 29,000 ribosome images into 15 classes (cryo-EM maps) and carefully analyzed them using 
ChymeraX. 
Мы разделили 29,000 изображений рибосом, распределили их на 15 классов(cryo-EM maps) и 
проанализировали активность трансляции:
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Class 10 = 7.81 Å (0.87 %)

Class 1 = 9.78 Å (0.73 %)

Class 14 = 2.99 Å 
(51.33 %)
Elongation factor 1 
shown in red.
eEF1 показан 
красным.

Class 7 = 7.49 Å (1.44 %)

Class 13 = 3.51 
Å (12.77 %)

A/P and P/E 
hybrid-state tRNA/ 
тРНК в A/P и P/E 
гибридном 
состоянии

Class 5 = 8.29 Å (0.88 %)

Class 11 = 9.78 Å (0.68 %) Class 12 = 9.96 Å (3.46 %) Class 15 = 6.83 Å (1.70 %)

An example of a ribosome class in 
cisTEM.
Процесс классификации показан выше.

How cells cope with stress? GCN2 activation mechanism.
Amino acid starvation
аминокислотное голодание

Uncharged tRNA
Неаминоацилированная тРНК

GCN2 joins uncharged tRNA (and/or P-stalk)
GCN2 присоединяется к незаряженной тРНК (и/или P-stalk)

Phosphorylation of elF2a
Фосфорилирование elF2a

Global protein synthesis
Синтез белка

We analyzed whether neurons from the sample were under stress and looked for the GCN2 
protein on the ribosomes. It is part of the integrated stress response and is activated by amino 
acid starvation and phosphorylation of eIF2a stops ribosomes and protein synthesis. The 
mechanism of GCN2 activation is still unknown, so we created a model of its activation.

Мы изучили, были ли нейроны из образца в стрессе, и искали на рибосомах белок 
GCN2. Он является частью интегрированной реакции на стресс и активируется при 
аминокислотном голодании и фосфорилированием eIF2a останавливает рибосомы и 
синтез белка. Механизм активации GCN2 все еще неизвестен, поэтому мы создали 
модель его активации.

Integrated stress response/ интегрированная реакция на стресс

Methods/Методы:
AlphaFold 3, ChimeraX, PyMol

GCN2 is activated by the P-stalk, a penta-peptide 
protein on the ribosome that is essential for 
ribosome translational activity.(1) We modeled the 
interaction of p-stalk with GCN2 in AlphaFold3. 

для активации GCN2 необходим P-stalk - 5 
белков на рибосоме, который необходимы для 
трансляции.(1) Мы смоделировали 
взаимодействие P-stalk с GCN2 в AlphaFold3. 

Without P-stalk/без P-stalk With P-stalk/ без P-stalk

P-stalk

Kinase

Kinase

Class 8 = 3.16 Å (21.52 %)

Inter-domain helical 
bundle

Inter-domain helical 
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P-stalk interacts with GCN2 and changes the conformation of the kinase 
complexes, making them closer and more available for interaction. Alphafold 
failed to predict a fully activated GCN2 dimer. Experiments are needed to 
better understand how P-stalk activates GCN2. 
P-stalk взаимодействует с GCN2 и изменяет конформацию киназных 
комплексов, делая их ближе и более доступными для взаимодействия. 
AlphaFold 3 не смог предсказать модель полностью активированного 
GCN2. Дальнейшие исследования необходимы для лучшего понимания 
механизмов активации GCN2.

References/Литература: 
1. doi.org/10.1073/pnas.1813352116

Average interaction area/Средняя площадь взаимодействия: 8680 Å²

Conclusion/Результаты

60S

40S

Conclusions/ Заключение:
The majority of ribosomes (at least 80%) are actively translating, as they are 
bound with tRNA and/or elongation factors. 
Большинство рибосом (как минимум 80%) – активно транслирующие, 
поскольку они связаны с тРНК и/или элангационными факторами. 

The cross 
section shows 
tRNA within a 
translating 
ribosome.
тРНК внутри 
транслирующей 
рибосомы.

P-stalk strongly binds GCN2 dimer and rearranges α-helices near the kinase 
P-stalk связывает димер GCN2 и изменяет α-спирали около киназ

P-stalk
GCN2
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