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ДЛЯ ДОСЛІДЖЕНЬ КОНФОРМАЦІЙНИХ ЗМІН БІОПОЛІМЕРІВ»
Актуальність роботи. Просторова організація та конформаційні властивості молекул біополімерів лежать в основі практично всіх біологічних процесів. У зв’язку з цим, вирішення багатьох біологічних задач пов’язано саме з необхідністю вивчення тривимірної структури протеїнів і нуклеїнових кислот, а проблема їх просторової організації – є актуальною для біофізики, молекулярної біології, фармакології та медицини. З появою комп’ютерної техніки встановлено більш ніж сто тисяч трьохвимірних структур протеїнів та їх комплексів, які депоновано у базі даних Protein Data Bank (PDB, http://www.rcsb.org/). Однак координати молекул, отримані методом рентгеноструктурного аналізу, є статичними, а їх конформаційні властивості, за наявності фізіологічних умов розчинника, можуть суттєво відрізнятись. Одним із перспективних методів при експериментальних дослідженнях структури молекули в нативному стані є спектроскопія ЯМР (ядерного магнітного резонансу). У випадках, коли експериментальні дані просторової організації досліджуваного протеїну або його структурного комплексу з субстратами відсутні, ефективною альтернативою є методи комп’ютерної структурної біології. Дані методи ще називають комп’ютерним експериментом або експериментом in silico.
Представником однієї з найбільшої  родини ферментів є аміноацил-тРНК синтетази, що відіграють ключову роль на дорибосомному етапі біосинтезу протеїнів. Окрім основної функції – аміноацилювання тРНК, синтетази можуть бути залучені також до неканонічних процесів, таких як регуляція експресії генів, трансляція, апоптоз, сплайсинг, прояв цитокінових властивостей тощо. Залучення синтетаз до перебігу різноманітних клітинних процесів дозволяє розглядати їх як перспективні мішені для розробки лікарських препаратів. Наявність цитокінових властивостей у фрагментів тирозил-тРНК синтетази викликає велику зацікавленість у їх використанні як перспективних терапевтичних препаратів у медицині. Порушення основних або неканонічних функцій синтетаз можуть призводити до автоімунних захворювань, злоякісних новоутворень та нейропатій. Однією з найпоширеніших хвороб, пов’язаною з мутаціями генів деяких синтетаз, є нейропатія Шарко-Марі-Туcа.
Захворювання Шарко-Марі-Туcа (Charcot-Marie-Tooth, СМТ) – поширений спадковий неврологічний розлад у людини, який зустрічається із частотою 1 на 2500 випадків, і розповсюджений серед усіх рас та етнічних груп. СМТ належить до групи гетерогенних захворювань, які вражають периферичну нервову систему, що призводять до її дегенерації. Молекулярні механізми цього гетерогенного захворювання є досі невідомими. Деякі мутантні форми тирозил-тРНК синтетази (TyrRS) призводять до виникнення проміжного типу захворювання – DI-CMTС, яке характеризується порушеннями мієлінової оболонки за автосомно-домінантним типом успадкування  (Froelich & First, 2011; Jordanova et al., 2006; Jordanova et al., 2003). Для розуміння молекулярних механізмів впливу мутацій на функції TyrRS необхідна вичерпна інформація про просторову структуру ферменту, молекулярну динаміку та конформаційнійні зміни, які індукуються мутаціями.
Тривимірна структура повнорозмірної  тирозил-тРНК синтетази людини досі невідома, є інформація лише про координати атомів окремих N- і C-кінцевих модулів, отриманих методом рентгеноструктурного аналізу. Однак цей метод не дозволяє вивчати конформаційну динаміку ферментів та визначати координати високорухливих ділянок. 
Сучасні методи комп’ютерної структурної біології із використанням високопродуктивних обчислень дозволяють проводити моделювання молекулярної динаміки протеїнів в наносекундних часових інтервалах, що дає важливу інформацію про конформаційні зміни ферментів. 
Такий підхід обумовлює необхідність в великій кількості ресурсів, що в загальному випадку є географічно розподіленими. Технологія, в рамках якої досліджуються та створюються методи та засоби об’єднання географічно розподілених комп’ютерних систем, дістала назву «грід».
Визначення «грід» по-різному сформульовані в літературі, проте, всі вони висвітлюють множину характеристик, які формують концепцію системи: масштабованість у широких межах, географічний розподіл, гетерогенність, розподіл управління, координування ресурсів, прозорий доступ, залежний від умов доступ, адаптивний доступ.

Серед проектів, що заклали фундамент у грід-технологіях і сформували основоположні методи та методики роботи, слід відзначити такі, як: Worldwide LHC Computing Grid (WLCG), Globus Toolkit, European Data Grid (EDG), Enabling Grids for E-sciencE (EGEE), Nordic DataGrid Facility (NDGF), Open Science Grid (OSG).
Координація роботи грід-інфраструктури в Європі відбувається в межах проекту European Grid Infrastructure (EGI), основним завданням якого є надання доступу до грід-інфраструктури обчислювальних ресурсів та ресурсів зберігання даних європейським науковцям, що працюють в будь-якій галузі науки. Для досягнення такої мети актуальним завданням є розробка методів, які забезпечать ефективну взаємодію дослідників та існуючого грід-середовища.
Зокрема в Україні, спираючись на досвід роботи в грід з задачами європейського центру ядерних досліджень CERN, у 2006 р. створено Український академічний грід, надалі – Українську національну грід- інфраструктуру (УНГ), що на сьогодні, в тому числі завдяки вирішеним у даній роботі науковим задачам, стала частиною EGI.
Одним з ключових понять, закладених в основоположних теоретичних працях з технологій грід, яким оперують методи та реалізації сервісів програмного забезпечення, є «віртуальна організація» (ВО). Вона відображає об’єднання дослідників, що використовують грід-інфраструктуру як фундамент для вирішення ресурсоємних задач, таких як вивчення конформаційних змін тирозил-тРНК синтетази та її мутантних форм, що представлено в даній роботі. Побудова ефективної високопродуктивної інфраструктури в грід апаратно- сервісів є актуальним завданням для побудови ефективних методів розподілу та використання існуючих грід-ресурсів. Це зумовило необхідність розробки методів, що забезпечують інтероперабельність, цілісність та відмовостійкість роботи ВО у грід-інфраструктурах.
Отже, вивчення просторової структури і  динаміки повнорозмірної тирозил-тРНК синтетази людини та її мутантних форм, пов’язаних з нейродегенеративною хворобою, шляхом побудови високопродуктивної інфраструктури в грід є важливим кроком для розуміння молекулярних механізмів функціонування ферменту та впливу мутацій на його функції.
Мета і задачі досліджень. Мета роботи – провести комп’ютерне моделювання структури та молекулярної динаміки тирозил-тРНК синтетази H. sapiens та її мутантних форм, розробити ефективну високопродуктивну інфраструктуру в грід, що дозволить провести таке моделювання, а також дослідити конформаційні зміни структури у фермент-субстратних комплексах.
Відповідно до мети було поставлено наступні завдання:
1. Побудувати повноатомну модель просторової структури димера повно- розмірної тирозил-тРНК синтетази  людини (HsTyrRS) та провести її оптимізацію. 
2. Оптимізувати та адаптувати методики розрахунків молекулярної динаміки HsTyrRS та аналізу отриманих траєкторій з використанням обчислень у грід-середовищі.
3. Розробити методи інтеграції ВО у грід-інфраструктури з забезпеченням інтероперабельності, цілісності та відмовостійкості для організації досліджень з використанням грід-технологій у галузі структурної біології.

4. Розробити метод побудови масштабованої служби засвідчення та керування участю в ВО з забезпеченням високої доступності. Виконати реалізацію програмних засобів, що втілюють розроблені методи.

5. Розробити та дослідити формалізовані методики побудови служби керування завданнями ВО у грід-інфраструктурах. Застосування розроблених методів для інтеграції ВО MolDynGrid в Український національний грід, та Європейську грід-інфраструктуру.

6. Сформувати методику автоматизованого розміщення даних у грід-інфраструктурах, що забезпечує високу доступність критичних даних віртуальних організацій із динамічним реконфігуруванням політик зберігання.

7. Провести дослідження молекулярної динаміки повнорозмірної HsTyrRS, проаналізувати взаємодію між її N- і C-кінцевими модулями та перевірити гіпотезу екранування цитокінового ELR-мотиву.
8. Побудувати просторові структури мутантних форм HsTyrRS, пов'язаних з нейропатією Шарко-Марі-Туcа (DI-CMTС), та охарактеризувати молекулярну динаміку і конформаційні зміни фермента, пов’язані з мутаціями.
9. Провести комп'ютерне моделювання  комплексів тирозил-тРНК синтетази з субстратами: L-тирозином, АТР, проміжним продуктом тирозил-аденілатом та відповідною тРНКTyr.
10. Вивчити вплив мутацій CMT на взаємодії між HsTyrRS та макромолекулами-партнерами: тРНКTyr та фактором елонгації.
Наукова новизна одержаних результатів. Отримані у циклі робіт дані розширюють існуючі уявлення щодо функціонування тирозил-тРНК синтетази людини у розчині, а саме  міжмодульних взаємодій, динаміки активного центру, механізмів взаємодії з субстратами (в тому числі впізнавання гомологічної тРНКTyr), впливу мутацій при нейродегенеративних захворюваннях на структуру та динаміку фермента. 
Вперше побудовано  повнорозмірну структурну модель HsTyrRS та проведено комп’ютерне моделювання молекулярної динаміки в часовому інтервалі 100 нс. Описано інтерфейси міжмодульних взаємодій та підтверджено гіпотезу екранування цитокінового ELR-мотиву С-кінцевим модулем синтетази. Показано динамічне формування антипаралельних β-стрендів у неструктурованій петлі CP1-вставки для мутантних форм тирозил-тРНК синтетази. Запропоновано модель впливу мутацій CMT на взаємодії між HsTyrRS та її молекулами-партнерами. Створено базу просторових структур TyrRS в комплексах з субстратами, в т.ч. із відповідною тРНКTyr.
Вперше запропоновано та розроблено метод забезпечення виконання політик доступу до черг локальної системи керування завданнями, що шляхом використання методів ідентифікації інфраструктури відкритих ключів дозволяє досягти інтероперабельного виділення ресурсів віртуальним організаціям. Метод дозволяє забезпечити ефективне керування ресурсами та виділити цільові розрахунки ВО як пріоритетні;

Вперше запропоновано метод побудови масштабованої служби засвідчення та керування участю в ВО, що шляхом використання єдиного механізму обробки запитів та методів реплікації даних на рівні застосувань грід, забезпечує масштабованість та високу доступність служби і дозволяє вирішити задачу централізованого обслуговування ВО на національному рівні.

Вперше запропоновано методику автоматизованого розміщення даних у грід-інфраструктурах, яка передбачає керування розміщенням файлів без втручання користувача. Методика забезпечує гнучкість формулювання та динамічну зміну політик зберігання даних, що є необхідним для роботи віртуальних організацій із власними схемами керування даними у грід-інфраструктурах.
Практичне значення одержаних результатів. Отримано нові вагомі результати щодо структури і структурної динаміки тирозил-тРНК-синтетази людини і комплексів, утворених за участі цього ферменту, а також молекулярних механізмів впливу мутацій, асоційованих із захворюванням CMT. Суттєвим результатом роботи є створення авторами віртуальної лабораторії MolDynGrid, що дозволило значно підвищити ефективність обчислень у комп'ютерних дослідженнях біологічних макромолекул та їхніх комплексів. Розроблені методичні підходи знайдуть широке використання у галузі структурної комп'ютерної біології. Представлені у роботі дані поглиблюють існуючі уявлення про молекулярні механізми функціонування аміноацил-тРНК синтетаз та відкривають шлях для подальших експериментальних досліджень. 
Запропоновано, розроблено та випробувано метод забезпечення виконання політик доступу до черг локальної системи керування завданнями для ефективного виділення обчислювальних ресурсів для ВО MolDynGrid.
Наведені у циклі робіт результати і висновки знайдуть застосування, перш за все, в наукових дослідженнях у галузі молекулярної  та структурної біології, що проводяться в академічних, освітніх та медичних установах, які вивчають механізми трансляції генетичної інформації та молекулярні засади захворювань. 
Обчислювальний кластер ІМБГ та віртуальна лабораторія MolDynGrid стали частиною таких грід-інфраструктур як: Українського національний грід (http://ung.in.ua/) та Європейська грід-інфраструктура  (https://www.egi.eu/). Окрім вирішення задач даного циклу робіт,  грід-сервіси MolDynGrid успішно застосовано в дисертаційних, наукових роботах інших авторських колективів. Прикладом таких робіт є: дисертація к.б.н. Микуляка В.В. “Молекулярна динаміка тирозил-тРНК синтетази еубактерії Mycobacterium tuberculosis та формування метастабільних елементів в активному центрі”; дослідження молекулярних механізмів лейцил- та проліл-тРНК синтетаз тощо. 
ВИСНОВКИ
Конформаційна рухливість тирозил-тРНК синтетази H. sapiens та її комплексів з субстратами вивчена методами комп’ютерного моделювання молекулярної динаміки. Для мутантних форм синтетази, пов’язаних з нейропатією Шарко-Марі-Туса, виявлені конформаційні зміни, які можуть призводити як до змін конформації активного центру, так і до змін специфічних взаємодій з тРНКTyr та фактором елонгації eEF1A2. Методи побудови високопродуктивної інфраструктури в грід є універсальними та можуть бути використані для інших прикладних проектів.
1. Виконано комп’ютерне моделювання просторової структури повнорозмірної тирозил-тРНК синтетази H. sapiens, її комплексів із субстратами і мутантних форм, що асоційовані з нейропатією Шарко-Марі-Туса. 
2. Для підвищення продуктивності розрахунків молекулярної динаміки створено віртуальну лабораторію MolDynGrid, що функціонує в рамках Українського національного гріду та Європейської грід-інфраструктури для вирішення задач в галузях структурної біології і біоінформатики, які потребують значних витрат машинного часу та оперують великими об'ємами інформації.
3. Вперше сформовано та дослiджено метод забезпечення виконання полiтик доступу до черг локальної системи керування завданнями провайдера грiд-ресурсiв, який ґрунтується на методах ідентифікації iнфраструктури вiдкритих ключiв. На вiдмiну вiд інших пiдходiв, запропонований метод дозволяє досягти цiлiсностi та iнтероперабельностi видiлення ресурсiв для ВО на рiзних провайдерах грiд-ресурсiв, врахувати вимоги грiд-завдань та видiлити цільові розрахунки як прiоритетнi.
4. Вперше запропоновано метод побудови масштабованої служби засвiдчення та керування участю в ВО з забезпеченням високої доступностi, що шляхом використання єдиного механізму обробки запитів та методів реплікації даних на рівні застосувань грід дозволяє розв’язати задачу централізованого обслуговування ВО на нацiональному рiвнi та вiдмовостiйкої роботи ВО у грiд-iнфраструктурах. 
5. Вперше сформовано методики автоматизованого розміщення даних у грід-інфраструктурах, які забезпечують доступність даних автономним чином, виключаючи необхідність постійного моніторингу та реагування з боку користувачів і сервісів інфраструктури. На відміну від інших підходів, запропоновані методики дозволяють динамічно керувати політиками розміщення даних і значною мірою підвищують гнучкість організації процесів обігу даних віртуальних організацій у грід-інфраструктурах.
6. Виконано комп’ютерне моделювання  молекулярної динаміки повнорозмірної HsTyrRS в діапазоні 100 нс із застосуванням грід-технологій.  Дослідження молекулярної динаміки міжмодульного  лінкера HsTyrRS показало формування динамічних елементів вторинної структури. Показано формування асиметричної компактної структури HsTyrRS, в якій цитокіновий ELR-мотив є екранованим у результаті взаємодії з С-модулем, що підтверджує гіпотезу  Шиммеля про відсутність  цитокінової активності за рахунок екранування цитокіного мотиву в повнорозмірній структурі синтетази. 
7. Моделювання молекулярної динаміки мутантних форм тирозил-тРНК синтетази, пов’язаних з нейропатією Шарко-Марі-Туса, показало наявність локальних конформаційних змін в неструктурованій петлі CP1-вставки згортки Росcмана, які супроводжуються формуванням метастабільних β-структурних елементів (K147 – E157).  
8. Аналіз траєкторії молекулярної динаміки структурного комплексу HsTyrRS*тРНКTyr показав наявність водневих зв’язків, які підтверджують участь амінокислотних залишків петлі СР1 вставки у взаємодії з відповідною тРНКTyr. Формування метастабільних β-структурних елементів у цій ділянці може призводити до порушень у розпізнаванні акцепторним стеблом відповідної тРНК.  В процесі динаміки спостерігається вихід L-тирозину з активного центру мутантної форми G41R HsTyrRS, що може призводити до порушення реакції аміноацилювання.
9. Побудовано комп’ютерну модель потрійного комплексу HsTyrRS з тРНКTyr та фактором елонгації eEF1A2. На основі цієї  моделі запропоновано механізм впливу мутацій Шарко-Марі-Туса на взаємодію з її макромолекулами-партнерами. Висловлено припущення, що виявлені конформаційні ефекти можуть призводити як до зміни конформації активного центру, так  і до зміни специфічних взаємодій мутантних форм HsTyrRS з фактором елонгації eEF1A та/або тРНКTyr.
Основні наукові результати було представлено на: IEEE International Conferences IDAACS  (Italy, Czech Republic, Germany, Poland, Romania, 2009-2017); FEBS Combined Practical and Lecture Course “Physical Chemistry of Biointerfaces (San Sebastian, Spain, 2010); FEBS Workshop “Cell Biology and Pharmacology of Mendelian Disorders” (Vico Equense, Naples, Italy, 2011); “NorduGrid” Conferences (Sweden, Switzerland, Slovakia, Norway, 2012-2017); eSSENCE International Workshop on “Macromolecular Structure and Dynamics” (Uppsala, Sweden, 2013);  6th Theoretical Biophysics Symposium (Gothenburg, Sweden, 2013); 9th European Biophysics Congress (Lisbon, Portugal, 2013); Joint FEBS/EMBO Lecture Course and IUBMB Advanced School “Protein interactions, assemblies and human disease“ (Spetses island, Greece, 2013); FEBS Young Scientists' Forum 2014 and FEBS EMBO 2014 Conference (Paris, France, 2014); “EGI Community Forum 2015” (Bari, Italy, 2015), International Workshop on “High Performance Molecular Dynamics@CINECA” (Bologna, Italy, 2015); FEBS/IUBMB Advanced Lecture Course "Molecular basis of human diseases: 50 years anniversary of Spetses summer schools" (Spetses island, Greece, 2016); iNEXT “Bridging Solution Methods: From NMR to Xray Scattering And Biophysics” (Patras, Greece, 2017) тощо. 
До циклу наукових праць входить 60 публікацій, з них 29 статей (11 індексовано в SCOPUS, в т.ч. – 9 у зарубіжних журналах) і тези 31 доповіді, що вийшли друком із 2009 по 2017 роки. Загальна кількість посилань на публікації  складає 129 (згідно з базою даних Google Scholar), h-індекс – 4,5 та 65 (згідно з базою даних SCOPUS), h-індекс – 5,9. Два авторських свідоцтва про реєстрацію авторського права на комп’ютерну програму. За результатами даного циклу робіт захищено 4 кандидатські дисертації.
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