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ВСТУП
Актуальність теми. Розробка сучасних фізичних і фізико-хімічних методів аналізу біологічної активності речовин є актуальною задачею прикладної фізики, біофізики та біофармації. Механізм біологічної дії пов’язаний зі здатністю фармацевтичних субстанцій зв’язуватися з білковою молекулою. У разі якщо білком є фермент то таке з’єднання може призводити до інактивації фермента і тим самим блокувати той або інший процес в організмі. Білкова молекула має заряд, що обумовлено іонізованими амінокислотними залишками і характеризує електролітичну активність.

Наявність заряду може обумовлювати здатність до донорно-акцепторної взаємодії білкової молекули та молекули біологічно-активної речовини. Це у свою чергу буде впливати на заряд білкової молекули. Наявність заряду білкової молекули обумовлює переміщення білка в електричному полі. Ця здатність покладена в основу електрофорезу білків. При проведенні електрофорезу в поліакриламідному гелі (ПААГ) можна не лише дослідити рухливість чистого білка, але і зв’язаного з потенційною фармацевтичною субстанцією, що імовірно виявляє біологічні властивості. Важливим показником є вольт-амперна характеристика електричного поля в якому відбувається рух білкової молекули з наступною візуалізацією активності на електрофореграмі. Таким чином, дослідження вольт-амперних характеристик електричного поля на рухливість білків, що модифіковані фармацевтичними субстанціями дозволяє одержати візуальне підтвердження взаємодії субстанції з білковою молекулою і може бути покладено в основу методики дослідження біологічної активності синтезованих речовин in vitro.
Мета роботи: дослідити вплив вольт-амперних характеристик електричного поля на рухливість білків, пов’язаних із фармацевтичними субстанціями. 
Завдання дослідження:

· здійснити огляд наукової літератури щодо електроактивності білкових молекул;

· опрацювати метод двовимірного нативного електрофорезу у ПААГ та адаптувати його для візуалізації впливу вольт-амперних характеристик для одержання електрофореграм;

· одержати речовини для модифікації білкової молекули сивороткового альбуміну людини;
· провести нативний електрофорез в поліакриламідному гелі та одержати відповідні електрофореграми;
· проаналізувати одержані електрофореграми щодо впливу вольт-амперних характеристик електричного поля на рухливість білків.

Об’єкт дослідження: сиворотковий альбумін людини, що модифікований фармацевтичними субстанціями.
Предмет дослідження: вплив вольт-амперних характеристик електричного поля на рухливість білків.
Наукова новизна одержаних результатів. Вперше використано метод нативного електрофорезу для оцінки впливу вольт-амперних характеристик на рухливість білків, що модифіковані фармацевтичними субстанціями. Одержані електрофореграми дозволяють візуалізувати вплив напруги і сили струму на швидкість руху і ступінь димеризації білкових молекул. Це може бути покладено в основу методики оцінки взаємодії фармацевтичних субстанцій з білковими молекулами, що є визначальним для доведення біологічної активності.
Практичне значення одержаних результатів. Одержані результати можуть бути покладені в основу фізичного методу оцінки ефективності потенційних біологічно-активних речовин в основі якої лежить білкова взаємодія
Особистий внесок дослідника. Здобувачем проведено огляд наукової літератури, речовини для досліджень особисто одержано на базі відділу медичної хімії ДУ «Інститут фармакології та токсикології НАМН України» та на кафедрі хімії та фармації Ніжинського державного університету імені Миколи Гоголя. Обговорення результатів роботи, формування структури роботи, формулювання висновків проводилось спільно з науковим керівником.
Апробацiя результатів досліджень. Результати досліджень апробовано на V науково-практичній інтернет-конференції з міжнародною участю (17 листопада 2022 р., Харків), VIІ Міжнародна студентська науково-технічна конференція природничі та гуманітарні науки. Актуальні питання (25–26 квітня 2024 р. Тернопіль-2024), IХ Міжнародній заочній науково-практичній конференції молодих учених (23 травня 2023 р., Ніжин) та X Міжнародній конференції «Фундаментальні та прикладні дослідження в сучасній хімії та фармації» (м. Ніжин, 25 травня 2024 року). 
Публікації. За матеріалами магістерського дослiдження опубліковано 4 тез доповідей.
Структура і обсяг роботи. Кваліфікаційна робота складається із вступу, огляду літературних джерел, матеріалів і методів досліджень, експериментальної частини, що включає виклад одержаних результатів та їх обговорення, висновків та переліку використаних джерел, що містить 92 найменування.

Кваліфікаційна робота налічує 42 сторінки друкованого тексту, проілюстрована 2 таблицями та схемами реакцій.
РОЗДІЛ І. ЕЛЕКТРОАКТИВНІСТЬ БІЛКІВ ЯК ПОКАЗНИК ЗДАТНОСТІ ДО МІЖМОЛЕКУЛЯРНИХ ВЗАЄМОДІЙ

1.1. Особливості будови білків, що обумовлюють електроактивність
Дослідження впливу фізичних чинників, зокрема прикладеного електричного поля до біологічних структур викликає підвищений інтерес широкого кола дослідників [1–7]. Білки, як структури з багаторівневою організацією, легко піддаються конформаційним змінам за наявності електричних та електромагнітних полів. На організменному рівні це проявляється у виникненні багатьох патологічних станів, а саме: хвороба Паркінсона, хвороба Альцгеймера тощо.
Особливості будови білків обумовлюють його електроактивність в електричному полі. Цей біофізичний параметр обумовлений амінокислотним складом білків який здатний формувати заряд білкової молекули. Потрапляючи в електричне  поле молекула білка зазнає дію сил притягання або відштовхування [8].
У роботах [9, 10] наведено результати впливу водневих зв’язків на зміну конформацій білків під впливом електромагнітних полів. Відмічено, що водневі зв’язки відіграють важливу роль у просторовій трансформації білкової молекули, а також здатності до зв’язування з іншими білками.
Вплив електричного поля може обумовлювати зміну просторової конфігурації білкової молекули, що призводить до зміни його нативних властивостей. Особливо це може проявлятися у молекулах ферментних білків, де електричне поле є важливим чинником для реактивності та селективності. Це обумовлено зміною орієнтації молекули, яка призводить до прямих хімічних взаємодій, реакційної здатності та залежить від зміни енергії активації молекули [11–14].
Авторами [15, 16] висловлено припущення щодо впливу електричного поля на утворення хімічних зв’язків, транспорт йонів, конформаційні зміни, аномальна дифузія енергії, а також дипольні взаємодії. 
Модифікація білкової молекули під впливом електричного поля обумовлена складом молекули, першочергово, кількісним та якісним амінокислотним складом. Саме він обумовлює баланс позитивних та негативних зарядів і характеризує електроактивність молекули. Електричне поле здатне впливати на електроактивні амінокислотні залишки, що у свою чергу призводить до переорієнтації функціональних груп у просторі або просторових змін в активних центрах ферментів. Слід відмітити, що дослідження поведінки білкової молекули в електричному полі має певні труднощі у зв’язку з відсутністю стандартизованих методів вимірювання цього явища та складною конфігурацією біомолекул [17, 18].
У роботі [19] розглянуто взаємодію амінокислотної структури Chignolin зі зовнішнім статичним електричним полем, яке стабілізує його орієнтацію та обмежує здатність до просторової трансформації. Збільшення сили  електричного поля сприяє його розгортанню та ініціюється відокремлення його кінцевих залишків.
У разі коли білкова молекула виконує ферментативну функцію каталіз хімічної реакції можна розглядати з точки зору вільної енергії Гіббса (ΔG), яка представляє енергію, доступну для виконання роботи в системі Характерною особливістю є те, що білкова молекула ферменту не змінює ΔG реакції, а зменшує енергію активації, яка являє собою енергетичний бар’єр, який мають подолати субстрати для досягнення перехідного стану та перетворитися на продукти реакції [20–22].
Авторами [23] проаналізовано зв'язок між впливом електричного поля та структурою ферментів. Каталітична здатність ферментів пов’язана з електростатичними взаємодіями. Такий підхід корелює з гіпотезою Полінга, в основі якої лежить зміна конформації молекули під час перебігу реакції. Завдяки високим структурним рівням організації білкової молекули їм притаманна внутрішня енергія, яка здатна взаємодіяти з електричним полем.
У роботі [24] автори розглядають електричне поле як силове поле, що створене електричними зарядами. Поведінка структури в електричному полі змінюється залежно від будови речовини, а саме здатності до поляризації або  придбаних поверхневих зарядів. Авторами [8] його можна уявити як векторне поле у якому діють сили притягання та відштовхування. Дане твердження корелює з відкриттям Бенджаміна Франкліна, який констатував, що однакові заряди відштовхуються, тоді як протилежні заряди притягуються. Вище наведені концептуальні положення також пов’язані із законом Кулона який описує кількісну залежність між двома точковими зарядами та простором, що їх оточує [25] та описує силу, яку вони створюють. Таким чином, EF (електричне поле) базується на фундаментальних принципах електростатики та дозволяє математично описати електричну взаємодію між зарядами.
У роботах [25, 26] авторами обгрунтовано, що сила притягання або відштовхування між молекулами залежить від відстані між зарядженими частинками та обернено пропорційна відстані між ними. Оскільки біологічні системи  є універсальними з точки зору електропровідності (як провідник, так і ізолятор) то вони можуть проявляти обидві властивості, за рахунок наявності заряду ,що обумовлюють здатність до руху. При наявності у системі біологічних йонів (Na + , Ca 2 + , K + і Cl −) буде спостерігатися взаємодія з електричним полем. При значенні pH 7,4 деякі амінокислоти виявляють гідрофобні та неполярні властивості, що обумовлює дипольні характеристики.  Це обумовлює залежність сумарного заряду і полярності білка. 
Характерною особливістю біологічних білкових структур є прагнення до однорідності у розподілі зарядів. Але за певних умов ці заряди здатні концентруватися у певних структурах біомолекули, що може призводити до поляризації структури, а система з рухомими зарядами під дією електричного поля здатна створювати електричний потенціал [18].
На думку авторів [27] поведінка молекули в електричному полі буде обумовлена змінами у розподілі її заряду, що в свою чергу може призводити до розриву або утворення зв’язків, які є визначальними у ферментному каталізі та сприяють утворенню продуктів. Що безпосередньо залежить від електронного стану частинок, що приймають участь у реакції. Природа цього явища полягає у взаємодії між густиною заряду та його розподілом на поверхні біомолекули. Цей розподіл може бути  як постійним так і індукованим та охоплювати постійні або індуковані диполі. Це може призводити до ефектів сольватації, утворення водневих зв’язків або гідрофобних взаємодій. При електростатичному впливі на білкову молекулу, що має існує у зміненому середовищі відбувається відновлення  попередньої електростатичної організації.  У разі ферментного каталізу може відбуватися індукування енергії у субстраті відповідно до орієнтації диполів у бік позитивних зарядів.
У роботі [22] описано кількісне застосування впливу електричного поля. Авторами [28] було встановлено вплив електричного поля на спектроскопію молекул ,які сприяли транспорту електронів, що є основою окисно-відновних реакцій. Також проаналізовано поляризовану спінову провідність та зміни просторової конфігурації, ізомеризації та спін-кросоверних переходів. 
У роботі [29] подано вольт-амперометричне обладнання, яке дозволяла здійснювати вольтамперометрію білкової плівки. Ця розробка дозволила вивчити поведінку складних білків – металопротеїнів. Сутність метода полягала в адсорбції білка на електроді до якого прикладено електричний потенціал. Це обумовлювало потік електронів між електродом та досліджуваним активним центром. Контроль здійснювався за кількісним споживанням електричного струму. Це дозволило одержати термодинамічні характеристики білкових структур (цитохром Р450, каталази, цитохром с нітритредуктазу, гемоглобін тощо).
Авторами [30, 31] розглянуто електрохімічні  методи вивчення білкових молекул, а саме наноударна електрохімія (NIE), яка дозволяє досліджувати механізм перенесення електронів. Екстраполяція даних методів на дослідження електроактивності дозволяє прослідкувати взаємозв’язок між електропровідністю та вторинною структурою білкової молекули [32, 33].
Електричне поле здійснює вплив на білкові структури живих систем забезпечуючи процеси регенерації та самовідтворення. Ефективність цих процесів залежить від сили струму та відстані між електродами [8, 34]. 
1.2. Вплив електрофізичних параметрів на рухливість білкових молекул
Білки, як полімери, виконують велику кількість біологічних функцій. Порушення білкових взаємодій, є причиною виникнення багатьох захворювань [35–37]. 
Взаємодії між білковими молекулами можуть спричиняти утворення димерів, тетрамерів, тощо. У роботі [38] авторами представлено, що білки утворюють молекулярні комплекси, які обумовлюють виконання біологічних функцій. Авторами [39,40] розглянуто вплив ван-дер-ваальсових взаємодій, попередниками яких є гідрофобні залишки амінокислот, які обумовлюють вплив розчинника. 
У роботах [41–44] проведено аналіз ролі електростатичних взаємодій на прикладі водневого, йонного зв’язку та ортогональної мультиполярної взаємодії.
Під час утворення білкових комплексів важливою є електростатична сумісність, яка є визначальною на початку взаємодії та обумовлює розпізнавання структур на досить великій відстані. Також може спостерігатися рух білків подібно до броунівського руху. Цей підхід буде вірним для гетеродимерів, що мають протилежні заряди. У разі гомодимерів сумарний заряд є однаковим, тому результативні взаємодії можуть бути лише між частинами білків [45].
У дослідженнях [45–50] проведена оцінка електростатичного збігу білкових комплексів. Встановлено, що локації зв’язування мають відповідну електростатичну комплементарність та розглянуто залежність від поверхневого електростатичного потенціалу у локаціях зв’язування.
Авторами [51] проведено моделювання впливу зовнішніх електричних полів на молекулу білку, що складається із 37 амінокислотних залишків. Модифікацію білка здійснювали атомами Гідрогену, а залишками Гістогину розглядали, як нейтральний стан. Білок мав виключно позитивний заряд.

Напруженість електричного поля була від −0,7 В/нм до 0,8 В/нм., оцінено середньоквадратичне відхилення (RMSD), яке є важливою характеристикою для оцінки конформаційних змін білків.
Встановлено, що зовнішнє електричне поле може змінювати конформацію білка шляхом зміни дипольного моменту, інтенсивність якого залежить від збільшення електричної напруженості.
1.3. Взаємодія білкових молекул з біологічно-активними речовинами

Білкові молекули завдяки різному амінокислотному складу здатні утворювати різну просторову конформацію, яка сприяє взаємодії між амінокислотними залишками та впливати на енергію активації у певних місцях розташування тих або інших функціональних груп. Гідроксильні групи, іонізовані карбоксильні та амінні групи, електрони на атомах Нітногену, є важливими структурними чинниками для утворення зв’язків з іншими реакційно-здатними угрупуваннями органічних сполук. 
У результаті утворення донорно-акцепторних, йонних, гідрофобних, водневих зв’язків утворюються білкові комплекси які характеризуються зміненою конформацією та електроактивністю [52].
На сьогодні одним із сучасних напрямків дослідження взаємодії білків із органічними субстанціями є молекулярний докінг. Цей метод дозволяє моделювати найбільш вигідний енергетичний стан для утворення стійкого білкового комплексу, а також змоделювати взаємне розташування однієї молекулярної структури по відношенню до іншої. 
Основою молекулярного докінгу є тривимірна модель структури білка (рецептора) та ліганду. Докінг дозволяє провести моделювання взаєморозташування біологічно-активної структури (ліганду) по відношенню до конформаційної зміни білкової молекули. Моделювання дозволяє з’ясувати яка конформація ліганду найкращим чином утворить зв’язки з активним центром ферменту. 
В основі моделювання є безперервне обчислення  енергії взаємодії при різних орієнтаціях та конформаціях. Просторове моделювання проводиться доти, поки не буде визначено енергетично-найвигіднішу взаємну орієнтацію. Оптимальна молекулярна орієнтація є важливим параметром для оцінки сили асоціації або спорідненості між молекулами. Для здійснення молекулярного докінгу можна використати різні білкові структури з відповідного банку даних [53].
З метою моделювання з кристалу ферменту попередньо вилучають молекули води та деякі структурні елементи. Структури лігандів готують у тривімірному форматі з використання програми MarvinSketch та оптимізовані у програмі Avogadro у силовому полі MMFF94s [54].
У роботі [55] як білкові тест-структуру використано глутатіон-S-трансферазу, що була взята з Protein Data Bank [54,56]. З метою моделювання структури також можна використати програму Discovery Studio. Використання програми MGLTools дозволяє підготувати параметрові файли, а безпосередньо докінг можна здійснити за допомогою програми AutoDock 4.2 та AutoDock Vino. Використання цих програм дозволяє передбачити ефективність зв’язування досліджуваних структур в якості інгібіторів ферменту, а також дослідити вплив хімічної природи та конформації замісників в молекулі біологічно-активної речовини на здатність зв’язуватись із ферментом [55, 57].
Моделювання енергії зв’язків можна також здійснити за допомогою програми AutoDock 4.2. У роботах [58] за допомогою цієї програми аналізують мінімальну енергію з якою ліганд може зв’язатися з макромолекулою, а також передбачити імовірність розташування ліганду у певному положенні в активному центрі білка. 
Авторами [59] запропоновано використання молекулярної динаміки з метою кількісного вивчення молекулярних систем відносно поверхонь потенційної енергії. Певні динамічні характеристики підкоряються законам руху Ньютона. На відміну від кінематики у даному підході враховується природа діючих сил. Таким чином молекулярна динаміка дозволяє змоделювати рух атомів і молекул у газах, рідинах та твердих тілах. Комп’ютерне моделювання молекулярної динаміки обмежується рівнем обчислювальної техніки. 
У роботі [60] відмічено, що унікальність методів розрахунку молекулярної динаміки полягає у здатності розрізняти та оцінювати особливості структури або поведінки білків. Також це можна реалізувати на частинах білка, що віддалені одна від одної або оцінювати подібні ефекти амінокислотних замін.
Дослідження [61] молекулярного докінгу можна здійснити програмою NAMD 2.10. Аналіз параметрів лігандів здійснено на сервері SwissParam [62], а попередню підготовку файлів для молекулярного докінгу здійснюють плагінами Solvate та Autoionaze програми VND 1.9.2 [63].
У модельних дослідженнях [64] було використано вихідну структуру білка 3CLpro. Його димерну форму було взято з PDB (PDB ID: 6LU7), а моделювання молекулярного докінгу проводили програмою GROMACS (www.gromacs.org) із силовим полем AMBER99.
Центрування модельних структур здійснено з відстанню 1 нм між кожним атомом білка та коробкою для відновлення. Водну модель TIP3P використано з метою сольватації системи. 
Для досліджень димерного 3CLpro було виконано незалежні модельні скринінги структури з різними початковими швидкостями.  Для вибірки зроблено три скринінги. Було проаналізовано відстань між залишками в каталітичній діаді, а також між залишками у просторових петлях в яких безпосередньо відбувається зв’язування. Оцінка мінімальної відстані між обраними залишками обчислено інструментом gmx mindist в GROMACS. Моделі для ідентифікації мають бути електронейтральними. Оцінку, виявлення та розвиток активного об’єму комірцевої структури для моделювання здійснено за допомогою MDpocket [65].
У попередніх дослідженнях [66] наведено результати оцінки противірусної активності похідних 4-аміноантипірину. Мішенями для докінгу нами обрано: репліказний поліпротеїн –– NSP12, який являє собою поліфункціональний білок, що регулює транскрипцію РНК та змінює каталітичну активність протеїнази яка відповідає за розщеплення поліпротеїну. Також обрано фермент  PLpro – папаїноподібну 31 протеазу, що регулює реплікацію вірусу та 3CLpro – 3хімотрипсин-подібну цистеїнову протеазу, яка є відповідальною за реплікацію вірусу та відповідає за його життєвий цикл. Керуючись результатами молекулярного докінгу похідних імідазо[1,2-а]азепінію з фрагментом 4-аміноантипірину, виявлена їх здатність до утворення стійких комплексів  із білком 3CLpro вірусу SARS-CoV-2.
1.4. Заключення. Постановка задачі
Аналіз фармаційних джерел свідчить, що білки є електро-активними сполуками завдяки наявним зарядам у молекулі. Електроактивність обумовлює просторову конфігурацію молекули та реакційну здатність.
Докладання зовнішніх чинників на зміну електроактивності молекули може викликати конформаційну зміну молекули в наслідок чого змінюється йонна сила та здатність до димеризації. Білкові молекул, що з’єднані з лігандами мають інші показники електроактивності, що може бути покладено в основу оцінки їх структури. Встановлено, що особливості будови білкової молекули лежать в основі молекулярного докінгу та молекулярної динаміки.
Параметри фізичних чинників (напруга, сила струму) впливають на електричне поле в якому знаходиться білкова молекула та обумовлюють її здатність до рухливості. Тому дослідження впливу вольт-амперних характеристик електричного поля на рухливість білків, пов’язаних із фармацевтичними субстанціями, є актуальною задачею для оцінки зв’язувальної здатності білків з потенційними біологічно-активними речовинами. Для досягнення мети роботи окреслені наступні задачі дослідження:
· здійснити огляд наукової літератури щодо електроактивності білкових молекул;

· опрацювати метод двовимірного нативного електрофорезу у ПААГ та адаптувати його для візуалізації впливу вольт-амперних характеристик для одержання електрофореграм;

· одержати речовини для модифікації білкової молекули сивороткового альбуміну людини;

· провести нативний електрофорез в поліакриламідному гелі та одержати відповідні електрофореграми;

· проаналізувати одержані електрофореграми щодо впливу вольт-амперних характеристик електричного поля на рухливість білків.

РОЗДІЛ ІІ. Нативний електрофорез білку у ПААГ
2.1. Метод нативного двовимірному електрофорезу білку у ПААГ

В основі електрофоретичного методу дослідження лежить здатність білків до руху в електричному полі. Для оцінки електрофоретичної активності використовується метод нативного електрофорезу. Молекули білка мають певний електричний заряд при знаходженні у буферному розчині і при різних значення рН середовища можуть змінювати його величину. У разі розміщення буферного розчину у каналі діелектрика при пропусканні електричного струму буде встановлюватися певний інгредієнт напруги – електричне поле. В утвореному полі молекули білка відповідно до свого сумарного заряду мігрують до катода або анода. Швидкість міграції обмежується тертям об компоненти системи. На швидкість руху впливає в першу чергу величина заряду і розмір молекул. Під час пропускання електричного струму, суміш молекул розділяються на зони однакових за розміром молекул, які здатні до міграції з однаковою швидкістю [67–69].
Для проведення електрофорезу необхідна електрофоретична камера у якій наявна пластина (вертикальний електрофорез) або прямокутний блок (горизонтальний електрофорез). Резервуар з буферним розчином (при вертикальному електрофорезі), який сполучає електрофоретичний канал з електродами. У раз горизонтального електрофорезу використовується з’єднувальний гніт, що сполучає кінці гелю з буфером.
На сьогодні найбільш оптимальним є електрофоретичний аналіз білків у поліакриламідному гелі. Він містить два мономерні компоненти акриламід СH2=CH−CONH2 та NN'-метиленбісакриламід (СН2=CH−CONH)2−CH2. 
Під дією ініціаторів полімеризації (персульфат натрію) акриламід утворює лінійні полімери, а NN'-метиленбісакриламід виконує роль «зшивача» утворених лінійних полімерів акриламіду. 

Використання поліакриламіду дозволяє отримувати контрольований розмір пор гелю, що утворюється. Важливою складовою електрофорезу є буферні розчини в яких відбувається рух білкових молекул. Слід відмітити, що склад буферів, присутність детергентів, таких як ДСН, Тритон Х-100, сечовини, гуанідинхлориду, формаміду, сахарози або цетавлону не впливають на процес полімеризації поліакриламіду. Проте концентрація, природа та рН буфера є визначальними для проходження електрофорезу.
Сахароза сприяє полімеризації гелю та покращує його механічні властивості.
Зміною концентрації метиленбісакриламіду можна змінювати розміри пор. Зазвичай використовують 6-20% поліакриламідного гелю. 
Для характеристики вказують відсотковий вміст мономерів (Т) і кількість «зшиваючого» агента, у відсотках від загальної кількості мономерів (С): 

Т, % = (акриламід + бісакриламід) х 100% / загальний об’єм, мл;
С, % = (бісакриламід) х 100% / (акриламід + бісакриламід).
Важливим показником є співвідношення між кількістю «зшиваючого» агента та акриламіду. Це чинить суттєвий вплив на механічні та фізичні властивості гелю. Існує експериментально-встановлена залежність між концентрацією акриламіду та концентрацією бісакриламіду. Чим вищо є  концентрація акриламіду, тим нижчою має бути концентрація бісакриламіду, і навпаки.

Одночасне збільшення вмісту обох компонентів у системі призводить до утворення жорстких та крихких гелів, а одночасне зниження сприятиме утворенню м’яких та еластичних гелів.

Під час електрофорезу зони розчиненого білка будуть залишатися непомітними. Для візуалізації процесу до вихідного дослідного препарату додають барвник. Особливістю барвника є наявність заряду молекули того ж знаку, що й молекули білка. Молекула барвника не повинна взаємодіяти з поверхнею білка. За швидкістю міграції барвник має вищі показники ніж швидкість усіх білків. Важливо коли забарвлена зона доходить до кінця гелю, це є підставою для припинення електрофорезу. 

Одержану електрофоретичну пластинку з розподіленою на ній білкових молекул з метою запобігання дифузії фіксують у суміші ізопропанол / оцтова кислота / етанол. Після фіксації препарату фарбують білкові смуги, як барвник використовують кумасі синій (G-250). Особливістю даного барвника є простота і зручність у роботі, а також висока чутливість до 100 нг на білкову смугу. Як фарбуючі агенти також можна використовувати флуоресцентні барвники, які мають набагато більшу чутливість у порівнянні з кумасі, але їх використання вимагає високої якості реактивів, а також додаткового обладнання детекції забарвлених зон.

Після фарбування необхідним є відмивання гелю від надлишку барвника. Зазвичай це здійснюють 9% розчином ацетатної кислоти, що нагрітий відповідно до 75–90 °С. Використання інших барвників потребує іншого алгоритму відмивання гелю [67–69].
Ефективним є використання гелів з відсотковим вмістом мономеру 7–10%, проте цей показник концентрації може варіюватися в широкому діапазоні в залежності від того, яка молекулярна маса білків, присутніх у суміші. Важливим показником є здатність білків до проникнення в гель. Білки, що мають молекулярну масу від 500 кД і більше, утруднено проникають у гель. Для таких структур використовують гелі з Т = 3–4 % і С = 0.1 %. Білки, що мають молекулярну масу близько 10 кД, параметри Т = 15 % і С до 1 %, відповідно.

Особливістю методу нативного електрофорезу є можливість розділяти білки, які перебувають у нативній формі. Особливо це важливо для ферментів у яких нативність відображається каталітичною активністю. Серед недоліків можна відмітити низьку ефективність розподільчої здатності, оскільки розділення відбувається відповідно до розміру і заряду. Це призводить до однакової рухливості білків з різними молекулярними масами [67–70].
Модифікацією нативного електрофорезу є ступінчастий (перерваний) електрофорез у поліакриламідному гелі з додецилсульфатом натрію. Використання цього методу дозволяє одержати концентрування білкових молекул, що розділяються в інтервалі дуже вузьких зон. При проведенні електрофорезу важливими є чотири параметри: природу іонів у гелі і в електродному буфері, рН буферу гелю, іонну силу буферу, структуру гелю. Для підтримання цих параметрів важливим є значення рН. При створенні буферного розчину, буферний іон, що міститься в трубчастих електродах має володіти мінімальною електрофоретичною рухливістю. рН розподільчого гелю має бути таким, щоб рухливість буферного іона в ньому була вищою, по відношенню до будь-якого іншого компонента системи. Це обумовить рух буферного іона попереду білків. 
Введення в систему аніонного детергенту додецилсульфату натрію дає змогу фракціонувати білки залежно від молекулярної маси. При проведенні експерименту білка обробляють додецилсульфатом натрію з трикратним надлишком. Гідрофобні взаємодії між детергентом і більшістю білків спостерігаються у співвідношенні 1,4 мг додецилсульфату натрію (ДСН) на 1 мг білка (1 моль ДСН на 2 амінокислотних залишка). Кожна молекула ДСН має негативний заряд, і створений надлишок цього заряду перевищує власний сумарний заряд білка. 

У деяких випадках коли білки містять дисульфідні містки, білкову суміш попередньо обробляють меркаптоетанолом з метою руйнування всіх –S-S-зв’язків. Це дає змогу одержати суміш ланцюгів певних білків та виявити малекулярні маси при електрофоретичному розподілі [67–69].
Таким чином використання методу нативного електрофорезу дозволить проаналізувати рухливість білків під дією електричного струму та дослідити вплив різних чинників.

РОЗДІЛ 3 ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНА ЧАСТИНА
3.1. Матеріали

Сполуки для дослідження – похідні 4-аміноантипірину одержано за методиками. [66] Досліджувані сполуки, які є похідними 4-аміноантипірину, синтезовано у відділі медичної хімії ДУ «Інститут фармакології та токсикології НАМН України» під керівництвом д.фарм.н., професора Демченка А.М., а також на кафедрі хімії та фармації Ніжинського державного університету імені Миколи Гоголя під керівництвом к.х.н., доцента Циганкова С.А. 
Для проведення нативного електрофорезу використано прилад Mini – ProteanI V Electroforetic Cell (Bio – Rad, США).
Спектри 1Н NMR (300 MHz, DМSО-d6) одержано на Varian Gemini. Як стандарт використано тетраметилсилан (TMС). Хімічні зсуви реєстрували в одиницях на мільйон згідно шкали δ. Графічну обробку спектрів проведено у програмі ADVASP analyzer. 
Температури плавлення похідних 4-аміноантипірину встановлено на приладі Electrothermal ІА 9200.
Для одержання речовин та проведення електрофоретичних досліджень використано наступні реактиви:
· Трис «Sigma», США;
· Сорбітол «Sigma», США; 

· ЕДТА «Merck», Німеччина; 

· NаСІ х.ч;
· КСІ х.ч;
· МgСІ2 х.ч; 

· Цистеїн «Sigma», США; 

· САЛ «Fluka», Швейцарія; 

· Аскорбінова кислота х.ч;
· Бікарбонат натрію х.ч;
· Акриламід «Sigma», США; 

· N,N’-метиленбісакриламід «Sigma», США;
· ТЕМЕД «Merck», Німеччина;
· Меркаптоетанол «Merck», Німеччина; 

· Фенілметилсульфонілфторид (ФМСФ) «Sigma», США; 

· Амінокапронова кислота «Sigma», США; 

· Додецилмальтозид «Sigma», США;
· Додецилсульфат натрію «Sigma», США; 

· Кумасі R-250 «Merck», Німеччина; 

· Бромфеноловий синій «Merck», Німеччина; 

· Бромтимоловий синій «Fluka», Швейцарія; 

· Хлоридна кислота х.ч;
· Хлорна кислота х.ч;
· Ацетозоламід «Sigma», США; 

· Етоксизоламід «Sigma», США; 

· Натрієва сіль нафтилацетату «Fluka», Швейцарія; 

· Трис-вероналовий буфер;
· Фосфатний буфер; 

· Міцний синій RR сіль «Merck», Німеччина;
· п-нітрофеніловий естер оцтової кислоти «Merck», Німеччина;
· Толуен;
· Ізопропанол – х.ч;
· Фенацилбромід;
· Етилацетат;
· 4-метоксіфенацилбромід; 

· 4-хлорофенацилбромід;
· 4-бромофенацилбромід;
· 3-нітрофенацилбромід;
· Оцтовий ангідрид.
3.2. Одержання біологічно-активних речовин, як перспективних фармацевтичних субстанцій для модифікації білкових молекул
Перспективними біологічно-активними речовинами, що виявляють фармакологічну активність є похідні 4-аміноантипірину [66]. Як похідні піразолону вони широко відомі своєю протисудомною, нейропротекторною, антиоксидантною, протидіабетичною, протимікробною, протипухлинною, антитромботичною, гепатопротекторною, противірусною та іншою біологічною активністю.
За своєю будовою 4-Аміноантипірин є гетероциклічною сполукою. Структурне ядро 4-аміноантипірину наявне у багатьох лікарських засобах [71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83].
Раніше нами було розроблено методики синтезу нових похідних 4-аміноантипірину [66]. 
Одержання органічних субстанцій здійснено за вказаними нижче методиками.

Одержання броміду 1-(1,5-диметил-3-оксо-2-феніл-2,3-дігідро-1Н-піразол-4-їл)-3-гідроксі-3-феніл-2,5,6,7,8,9-гексагідро-3Н-імідазо[1,2-a]азепінію (сполука 1). Суміш 1.19 г (0.004 моля) 1,5-диметил-2-феніл-4-(4,5,6,7-тетрагідро-3Н-азепін-2-їламіно)-1,2-дігідропіразол-3-ону та 0.80 г (0.004 моля) фенацилброміду в 50 мл етилацетату кип’ятили зі зворотним холодильником протягом 2-х годин. 
Після завершення реакційну суміш охолоджували та розтирали до появи кристалів, потім відфільтровували та промивали етилацетатом. Очищали кристалізацій з пропанолу-2. Вихід складав 1.41 г (71%). Тпл = 186–187 оС. 
Відповідні спектральні характеристики одержаної речовини наведено на рис. 3.1. 
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Рис. 3.1. 1Н NMR Спектр броміду 1-(1,5-диметил-3-оксо-2-феніл-2,3-дігідро-1Н-піразол-4-їл)-3-гідроксі-3-феніл-2,5,6,7,8,9-гексагідро-3Н-імідазо[1,2-a]азепінію (сполука 1)
Розшифровка спектра: 1Н NMR (300 MHz, DМSО-d6) δ: 1.46–1.83 (м, 6H, СН2CH2CH2), 2.44 (с, 3H, С-CH3), 2.89 (м, 2H, CH2), 3.27 (с, 3H, N-CH3), 3.36 (м, 2H, CH2), 4.20 та 4.29 (д-д, 2Н, СН2), 7.37 - 7.60 (м, 10Н, C6H5+C6H5), 8.22 (с, 1Н, ОН). Аналітичний розрахунок C25H29BrN4O2, % Br=16.1, N=11.3. Знайдено, % Br=16.3, N 11.4.
Одержання броміду 1-(1,5-диметил-3-оксо-2-феніл-2,3-дігідро-1Н-піразол-4-їл)-3-гідроксі-3-(4-метоксіфеніл)-2,5,6,7,8,9-гексагідро-3Н-імідазо[1,2-a]азепінію (сполука 2). Суміш 1.19 г (0.004 моля) 1,5-диметил-2-феніл-4-(4,5,6,7-тетрагідро-3Н-азепін-2-їламіно)-1,2-дігідропіразол-3-ону та 0.92 г (0.004 моля) 4-метоксіфенацилброміду в 50 мл етилацетату кип’ятили зі зворотним холодильником протягом 2-х годин. 
По завершенні реакційну суміш охолоджували та розтирали до появи кристалів, відфільтровували та промивали етилацетатом. Очищали кристалізації з пропанолу-2. 
Вихід 1.37 г (65%). Тпл = 162–163 оС. Спектральні характеристики одержаної речовини наведено на рис. 3.2. 
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Рис. 3.2 1Н NMR Спектр броміду 1-(1,5-диметил-3-оксо-2-феніл-2,3-дігідро-1Н-піразол-4-їл)-3-гідроксі-3-(4-метоксіфеніл)-2,5,6,7,8,9-гексагідро-3Н-імідазо[1,2-a]азепінію (сполука 2)
Розшифровка спектра: 1Н NMR (300 MHz, DМSО-d6) δ: 1.52–1.81 (м, 6H, СН2CH2CH2), 2.42 (с, 3H, С-CH3), 2.88 (м, 2H, CH2), 3.26 (с, 3H, N-CH3), 3.31 (м, 2H, CH2), 3.78 (с, 3H, ОCH3), 4.19 та 4.27 (д-д, 2Н, СН2), 7.31–7.60 (м, 9Н, C6H4+C6H5), 8.17 (с, 1Н, ОН). Аналітичний розрахунок C26H31BrN4O3, % Br = 15.1, N = 10.6. Знайдено, % Br = 14.9, N 10.4.

3.3. Хемомеметричні методи аналізу
Використання хемометричних методів дозволяє провести прогнозування практично-корисних властивостей хімічних сполук і матеріалів. Проаналізувати молекулярну подібність та здійснити пошук за молекулярною подібністю. Здійснити віртуальний скринінг та молекулярний дизайн хімічних структур із заздалегідь заданими властивостями. Все це дозволяє створити бази даних для подальшого комп’ютерного моделювання та візуалізації та дослідження хімічного простору [84].
З метою проведення кореляційних зв’язків між комп’ютерним моделюванням і дослідженнями in vitro. Для розрахунків біологічної активності існує широкий спектр прикладних програм, а саме: Avogadro, DRAGON, PASS, HYPERCHEM, ACDLabs, GROMACS тощо. 
Нами проведено моделювання молекулярного докінгу у програмі GROMACS (www.gromacs.org) із силовим полем AMBER99 [85-88]. Структурою для дослідження обрано білок 3CLpro та його димерна форма. Інформацію було взято з PDB (PDB ID: 6LU7). Модельні структури центровані в додекаедровому боксі з відстанню 1 нм між кожним атомом у білку та порожниною для відновлення. Водна модель TIP3P використана для процесу сольватації системи [88]. Іонну силу встановлено, як електро-нейтральну. Для димерної форми білка 3CLpro виконано три незалежних моделювання.
Відстань між двома залишками, у двох петлях та каталітичній діаді було розраховано, як мінімальну відстань за допомогою інструмента gmx mindist в GROMACS.
За допомогою програми MDpocket здійснено моделювання об’єму порожнини для зв’язування [89]. 

Для просторового моделювання нами обрано: 3CLpro–3-хімотрипсин-подібна цистеїнова протеаза. Даний білок відповідає за реплікацію вірусу SARS-CoV і MERS-CoV та впливає на його життєвий цикл (рис. 3.3). 
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Рис 3.3. 3D модель структури 3CLpro
PLpro – папаїноподібна протеаза, що має значення при реплікації вірусу SARS-CoV і MERS-CoV, що призводить позбавлення убіквітину від білків клітини-господаря (рис. 3.4.) 
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Рис 3.4. 3D модель структури PLpro
Результати молекулярного докінгу свідчать, що бромід 1-(1,5-диметил-3-оксо-2-феніл-2,3-дігідро-1Н-піразол-4-їл)-3-гідроксі-3-феніл-2,5,6,7,8,9-гексагідро-3Н-імідазо[1,2-a]азепінію (сполука 1) та 1-(1,5-диметил-3-оксо-2-феніл-2,3-дігідро-1Н-піразол-4-їл)-3-гідроксі-3-(4-метоксіфеніл)-2,5,6,7,8,9-гексагідро-3Н-імідазо[1,2-a]азепіній (сполука 2) в результаті молекулярного докінгу утворюють стійкі комплекси із білком 3CLpro вірусу SARS-CoV-2. 
Результати величин енергії зв’язування субстрат-ліганд відповідно 3CLpro і PLpro наведено в табл. 3.1. 
Таблиця 3.1 
Енергії зв’язування субстрат-ліганд
	Сполуки
	Σ енергія зв’язування
	3CLpro
	PLpro

	Сполука 1
	15,16
	5,36
	4,99

	Сполука 2
	16,52
	5,84
	5,57


Аналіз результатів таблиці свідчить, що сполука 2 має краще зв’язування із білковою молекулою, ніж сполука 1.

3.4. Вплив вольт-амперних характеристик електричного поля на одержання електрофореграм білків, що модифіковані фармацевтичними субстанціями 
Дослідження вольт-амперних характеристик проводили на приладі Mini – Protean IV Electroforetic Cell (Bio – Rad, США) (рис. 3.5).

Поліакриламідний гель розподіляли на пластини розміром 70Х80Х1.5 мм; розділяючий (робочий) гель мав градієнт 4% - 11 % являв собою акриламід у 0.375 М ТрисHCl буфері (pH8.8); формуючий гель готували шляхом розчинення 3.75% акриламіду у 0.0625 М Трис НСІ (рН 6.8) буфері; верхній (катодний) електродний буфер – трис-гліциновий (25мМ Трис НСІ, 192 мМ гліцин), рН 8.3; нижній (анодний) електродний буфер – трис-гліциновий (25мМ Трис НСІ, 192 мМ гліцин), рН 8.3. До катодного електродного буферу додавали додецилсульфат натрію у концентрації 0.005%, з метою зміщення заряду. 
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Рис 3.5. Прилад Mini – Protean IV Electroforetic Cell 
Концентрація сивороткового альбуміну людини становила 40 мкг. Перед нанесенням білкову пробу модифікували шляхом введення Трису рН 8.8 – 0.0625М, меркаптоетанолу – 4.8%,  гліцерину – 10%, бромфенолового синього – 0.0032%. Електрофорез проводили за температури 4 ºС, протягом 60 хв, за напруги у 100 вольт та силі струму в 37 мА у розділяючому гелі. Також проведено електрофорез при інших значеннях напруги та сили струму, а саме сила струму 18 мА та напруга 50 V у концентруючому гелі. 
Візуалізацію білкових зон здійснювали шляхом обробки гелю кумассі G-250 (0.04%) при додаванні 3% хлорної кислоти. Для модифікації білка обрано Bromide 1-(1,5-dimethyl-3-oxo-2-phenyl-2,3-dihydro-1H-pyrazol-4-yl)-3-hydroxy-3-(4-methoxyphenyl)-2,5,6,7,8,9-hexahydro-3H-imidazo[1,2-a]azepin-1-ium (сполука 1). 
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Bromide 1-(1,5-dimethyl-3-oxo-2-phenyl-2,3-dihydro-1H-pyrazol-4-yl)-3-hydroxy-3-phenyl-2,5,6,7,8,9-hexahydro-3H-imidazo[1,2-a]azepin-1-ium (сполука 2). 
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Одержані електрофореграми дозволяють ідентифікувати вплив органічних речовин на процес димеризації білка, а також проаналізувати електрофореграму за допомогою програми ANAІS. З метою оцінки електрофоретичної активності білків використано показник коефіцієнту розподільності Rf у порівнянні з контролем. 
3.5. Аналіз параметрів взаємодії білкових молекул, що модифіковані фармацевтичними субстанціями залежно від вольт-амперних характеристик електричного поля [70, 90, 91, 92] 
Встановлено, що оптимальні умови електрофорезу залежать від вольт-амперних характеристик створюваного електричного поля. Вплив електричного поля на здатність білків до рухливості у гелі у1  є пропорційною їх рухливості відносно чистої рідини у0. Сила тертя молекули білка у структурі гелю залежить від її молекулярної маси та концентрації поліакриламіду який є гелеутворювачем, і являє собою  різницю між у1 та у0. Розрахунок напруги для однорідної ділянки гелю довжиною L буде дорівнювати U = HL, де Н – напруженість електричного поля. Сила струму у гелевій системі буде залежати від сумарного опору ланцюга.
В результаті експерименту нами проаналізовано вплив напруги та сили струму на одержання електрофореграм з максимальною візуалізацією. Встановлено, що оптимальна електрофореграма одержується при напрузі 100 вольт та силі струму 37 mA. Це корелює з кількістю Джоулева тепла, що виділяється у гель за одиницю часу. Розрахунок проводився за формулою: 
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,
де R – опір носія; U – напруга; А – механічний еквівалент тепла, до дорівнює 4, 185Дж. Відповідно при підібраній напрузі у 100 вольт та силі струму в 37 mA значення H буде дорівнювати:
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Одержана електрофореграма наведена нижче (рис. 3.6).
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Рис. 3.6. Електрофореграма нативних білків: 
1 – САЛ (мономер, димер,тример) – контроль 5 мкл; 
2 – САЛ (мономер, димер,тример) + (Сполука 1) 5 мкл; 
3 – САЛ (мономер, димер,тример) + (Сполука 2) 5 мкл 
Електрофореграми отримували скануванням вологих гелевих блоків з наступною комп’ютерною обробкою електрофореграм за допомогою програми ANAІS. 
Для оцінки електрофоретичної активності білків виористовували показник коефіцієнту розподільності Rf.
Таблиця 3.2 
Оцінка електрофоретичної активності білка, Rf
	Речовини
	Rf

	1                   контроль
	0.73

	2                   Сполука 1
	0,76

	3                   Сполука 2
	0.76


Аналіз значень Rf після проведення електрофорезу за умов додавання у білковий розчин досліджуваних речовин свідчить, що сполуки 1 та 2 збільшують негативний поверхневий заряд сивороткового альбуміну людини у 4,5 рази, Rf 1 – 0.73; 2 – 0.76; 3 – 0.76. Це є ознакою взаємодії білкової молекули з речовиною, що виявляє фармакологічну активність за результатами докінгу.
Висновки

1. Аналіз інформаційних джерел свідчить, що білки виявляють електроактивність завдяки наявності заряду у молекулі. Це обумовлює просторову конфігурацію молекули та її реакційну здатність. Зовнішні чинники впливають на електроактивність молекули внаслідок чого змінюється йонна сила та здатність до димеризації. 
2. Опрацьовано метод модифікованого нативного електрофорезу у поліакриламідному гелі з додецилсульфатом натрію. Використання цього методу дозволяє одержати концентрування білкових молекул, що розділяються в інтервалі дуже вузьких зон, та здійснити візуалізацію впливу субстанцій, що здатні з’єднуватись з білковою молекулою. 
3. Одержано речовини для модифікації білкової молекули сивороткового альбуміну людини за власними розробленими методиками. Будову сполук підтверджено елементним аналізом і спектрально.

4. Проведено нативний електрофорез у поліакриламідному гелі. Одержані електрофореграми свідчать про влив одержаних органічних сполук на процес димеризації білкових молекул та зміну коефіцієнту розподільності Rf.
5. Одержані електрофореграми свідчать щодо впливу вольт-амперних характеристик електричного поля на рухливість білків. Встановлено , що оптимальна електрофореграма одержується при напрузі 100 вольт та силі струму 37 mA. Аналіз значень Rf після модифікації білка досліджуваними речовинами свідчать, що сполуки 1 та 2 збільшують негативний поверхневий заряд сивороткового альбуміну людини у 4,5 рази, Rf 1 –0.73; 2 – 0.76; 3 – 0.76 це є ознакою взаємодії білкової молекули з речовиною, що виявляє фармакологічну активність за результатами докінгу.
6. Експериментально підтверджено, що вольт-амперні характеристики електричного поля впливають на рухливість модифікованих білків, з наступною  візуалізацією електрофореграмами. Виявлені закономірності можуть бути покладені в основу методу оцінки біологічної активності сполук in vitro. 
ПЕРЕЛІК ІНФОРМАЦІЙНИХ ДЖЕРЕЛ
1. Ghaani M.R.; Нью-Джерсі Non-equilibrium molecular-dynamics study of electromagnetic-field-induced propane-hydrate dissociation. J Chem Phys. 2018;149, 124702J. DOI: 10.1063/1.5029457

2. Lee, J.; Shin, S. Understanding β-Hairpin Formation by Molecular Dynamics Simulations of Unfolding. Biophys. J. 2001, 81, 2507–2516, doi:10.1016/S0006-3495(01)75896-1.

3. Zhang, H. ; Zhang, N. ; Fang, F. Fabrication of high-performance nickel/graphene oxide composite coatings by ultrasound-assisted electrodeposition . ultrasound. Sonochem. 2020 , 62 , 104858 DOI: 10.1016/j.ultsonch.2019.104858

4. De Pomerai, D.I.; Smith, B.; Dow, A.; North, K.; Smith, T.; Archer, D.B.; Duce, I.R.; Jones, D.; Candido, EPM Microwave radiation can change protein conformation without bulk heating. FEBS Lett. 2003, 543, 93–97, DOI: 10.1016/S0014-5793(03)00413-7

5. Niall J English; Mooney, D A, Denaturation of hen egg white lysozyme in electromagnetic fields: a molecular dynamics study . J. Chem. Phys. 2007 , 126 , 091105 DOI: 10.1063/1.2515315

6. Bernardi, M.; Gahani, M.R.; English, NJ. Ionic conductance along transmembrane electropores in human aquaporin 4: calcium influence via nonequilibrium molecular dynamics. Mol. Phys. 2019, 117, 3783–3790, DOI: 10.1080/00268976.2019.1665725

7. Bernardi, M. ; Marracchino, P. ; Gahani, M.R. ; Liberty, M. ; Del Signore, F. ; Burnham, C.J. ; Garate, J.-A. ; Apollonio, F. ; English, NJ. Gating dynamics of human aquaporin 4 under the influence of axially oriented electric field pulses: a non-equilibrium molecular dynamics study . J. Chem. Phys. 2018 , 149 , 245102 DOI: 10.1063/1.5044665

8. Pataro G, Ferrari G, Donsì F. Mass transfer enhancement by electroporation. In: Markoš J, editor. Mass transfer in chemical engineering processes. vol. 8. London: IntechOpen; 2011. pp. 151-176. DOI: 10.5772/22386

9. Astrakas, L.; Gousias, C.; Tsaflidou, M. The effect of electric field on the conformation of chinolin. J. Appl. Phys. 2011, 109, 094702 DOI: 10.1063/1.3585867

10. Bohr, H.; Bohr, J. Microwave-enhanced folding and denaturation of globular proteins. Phys. Rev. E 2000, 61, 4310–4314, DOI: 10.1103/PhysRevE.61.4310

11. Fried S.D., Boxer S.G. Electric fields and enzyme catalysis. Annual Review of Biochemistry. 2017;86:387-415. DOI: 10.1146/annurev-biochem-061516-044432

12. Hanoian P, Liu CT, Hammes-Schiffer S, Benkovic S. Perspectives on electrostatics and conformational motions in enzyme catalysis. Chemical Research Accounts. 2015;48(2):482-489. DOI: 10.1021/ar500390e

13. Liu CT, Layfield JP, Stewart RJ, French JB, Hanoian P, Asbury JB, et al. Electrostatic studies of the active site microenvironment along the catalytic cycle of Escherichia coli dihydrofolate reductase. Journal of the American Chemical Society. 2014;136(29):10349-10360. DOI: 10.1021/ja5038947
14. Wu Y, Fried SD, Boxer SG. Pre-organized electric field leads to minimal geometric reorientation in the catalytic reaction of ketosteroid isomerase. Journal of the American Chemical Society. 2020;142(22):9993-9998. DOI: 10.1021/jacs.0c00383
15. Hardell, L.; Carlberg, M.; Cederqvist, F.; Hansson Mild, K. Meta-analysis of long-term mobile phone use and association with brain tumors. Int. J. Oncol. 2008, 32, 1097–1103, DOI: 10.3892/ijo.32.5.1097

16. Sheppard, AR; Swicord, ML; Balzano, K. Quantitative evaluations of mechanisms of radiofrequency interaction with biological molecules and processes. Health Phys. 2008, 95, 365–396, DOI: 10.1097/01.HP.0000319903.20660.37

17. Colello RJ, Alexander JK. Electric fields: their nature and effects on biological systems. In: Morkoç H, editor. Advanced Semiconductor and Organic Nanotechnologies. Virginia: Elsevier; 2003. 319-346. DOI: 10.1016/B978-012507060
18. Lewczuk B, Redlarski G, Zak A, Ziółkowska N, Przybylska-Gornowicz B, Krawczuk M. The influence of electric, magnetic and electromagnetic fields on the circadian system: Current state of knowledge. BioMed Research International. 2014;2014:1-13. DOI: 10.1155/2014/169459

19. Astrakas, L. G.; Gousias, C.; Tsaflidou, M. Structural destabilization of chinolin under the influence of oscillating electric fields. J. Appl. Phys. 2012, 111, 074702 DOI: 10.1063/1.3699389

20. Aledo JC, Medina MÁ. Thermodynamics of enzyme-catalyzed reactions. In: Singh RS, Singhania RS, Larroche C, editors. Biomass, biofuels, biochemicals: advances in enzyme catalysis and technologies. Amsterdam: Elsevier; 2019. pp. 105–135. DOI: 10.1016/b978-0-444-64114-4.00004-2

21. Liu S. Chapter 7-Enzymes. In: Liu S, editor. Bioprocess Engineering. 2nd ed. New York: Elsevier; 2017. pp. 297-373. DOI: 10.1016/B978-0-444-63783-3.00007-1
22. Warshel A, Sharma PK, Kato M, Xiang Y, Liu H, Olsson MHM. The electrostatic basis of enzyme catalysis. Chemical Reviews. 2006;106(8):3210-3235. DOI: 10.1021/cr0503106

23. Fried S.D., Bagchi S., Boxer S.G. Extreme electric fields fuel catalysis in the active site of ketosteroid isomerase. Science. 2014;346(6216):1510-1514. DOI: 10.1126/science.1259802

24. Candelusi M.S. The Electric Field. 1st ed. London, UK, London, UK: InTech; 2018. 322 p. DOI: 10.5772/intechopen.69824

25. Ida N. Coulomb's Law and the Electric Field. In: Ida N, editor. Engineering Electromagnetics. Akron: Springer; 2000. pp. 95-137. DOI: 10.1007/978-3-319-07806-9_3

26. Zhou HX, Pang X. Electrostatic interactions in protein structure, folding, binding and condensation. Chemical Reviews. 2018;118:1691-1741. DOI: 10.1021/acs.chemrev.7b00305

27. Vaissier-Welborn V. Electric fields in enzymatic catalysis. In: Yáñez M, Boyd RJ, editors. Comprehensive Computational Chemistry. Canada: Elsevier; 2024. pp. 755-766. DOI: 10.1016/b978-0-12-821978-2.00018-0

28. Leonard NG, Dowie R, Chantarodjsiri T, Yang JY. Electric fields in catalysis: from enzymes to molecular catalysts. ACS Catalysis. 2021;11(17):10923-10932. DOI: 10.1021/acscatal.1c02084

29. Gulaboski R, Mirceski V, Bogeski I, Hoth M. Protein film voltammetry: electrochemical enzymatic spectroscopy. A review of recent progress. Journal of Solid State Electrochemistry. 2012;16:2315-2318. DOI: 10.1007/s10008-011-1397-5

30. Davis C, Wang SX, Sepunaru L. What can electrochemistry tell us about individual enzymes? Current Thought in Electrochemistry. 2021;25:100643. DOI: 10.1016/j.coelec.2020.100643

31. Han L, Wang W, Nsabimana J, Yan J, Ren B, Zhan D. Single-molecule catalysis of a redox enzyme on nanoelectrodes. Faraday Discussions. 2016;193:133-139. DOI: 10.1039/C6FD00061D

32. Zhang XY, Shao J, Jiang SX, Wang B, Zheng Y. Structure-dependent electrical conductivity of protein: its differences between alpha-domain and beta-domain structures. Journal of Nanotechnology. 2015;26(12):125702. DOI: 10.1088/0957-4484/26/12/125702

33. Yu J, Chen Y, Xiong L, Zhang X, Zheng Y. Conductance changes in bovine serum albumin caused by structural transitions induced by drug binding. Materials. 2019;12(7):1022. DOI: 10.3390/ma12071022

34. Beach F. British Electricity International. Electrical System Analysis. In: Litter DJ, ed. Electrical Systems and Equipment: Incorporating Modern Power Systems Practice. 3rd ed. United Kingdom: Pergamon Press; 2014. pp. 84-192. ISBN: 978-0080405148
35. Ryan, DP & Matthews, JM Protein-protein interactions in human disease. Curr. Opin. Struct. Biol. 15 (4), 441–446 (2005).

36. Rabbani, G., Baig, MH, Ahmad, K. & Choi, I. Protein-protein interactions and their role in various diseases and methods for their prediction. Curr. Protein Pept. Sci. 19 (10), 948–957 (2018).

37. Gracia, P., Polanco, D., Tarancón-Díez, J., Serra, I., Bracci, M., Oroz, J., Laurents, D.V., García, I., & Cremades, N. Molecular mechanism for synchronized electrostatic coacervation and coaggregation of alpha-synuclein and tau. Nat. Commun. , 13 (1), (2022).

38. Berggard, T., Linse, S. & James, P. Methods for the detection and analysis of protein-protein interactions. Proteomics 7 (16), 2833–2842 (2007).

39. Desantis, F., Miotto, M., Di Rienzo, L., Milanetti, E., & Ruocco, G. Spatial organization of hydrophobic and charged residues influences protein thermal stability and binding affinity. Sci. Rep. , 12 (1), (2022).

40. Erijman, A., Rosenthal, E. & Shifman, J.M. How structure determines affinity in protein-protein interactions. PLoS ONE 9 (10), e110085 (2014).

41. Sheinerman, FB & Honig, B. On the role of electrostatic interactions in the design of protein-protein interfaces. J. Mol. Biol. 318 (1), 161–177 (2002).

42. Bauer, MR & Mackey, MD. Electrostatic complementarity as a rapid and efficient tool for optimizing binding and selectivity of protein-ligand complexes. J. Med. Chem. 62 (6), 3036–3050 (2019).

43. Di Rienzo, L., Miotto, M., Bò, L., Ruocco, G., Raimondo, D., & Milanetti, E. Characterization of amino acid side chain hydropathy in protein environments by studying structural changes of network water molecules. Front. mol. Biosci., 8, (2021).

44. Milanetti E. et al. Correlation analysis based on hydropathy properties of nonsteroidal anti-inflammatory drugs in solid-phase extraction (SPE) and reversed-phase high-performance liquid chromatography (HPLC) with photodiode array detection and their application to biological samples. J. Chromatogr. A 1605 , 360351 (2019).

45. Zhang, Z., Witham, S. & Alexov, E. On the role of electrostatics in protein-protein interactions. Phys. Biol. 8 (3), 035001 (2011).

46. Vascon, F. et al. Protein electrostatics: from computational and structural analysis to the discovery of functional fingerprints and biotechnological design. Comput. Struct. Biotechnol. J. 18 , 1774–1789 (2020).

47. Kundrotas, P. J. & Alexov, E. Electrostatic properties of protein-protein complexes. Biophys. J. 91 (5), 1724–1736 (2006).

48. Tsuchiya, Y. Analysis of homo-oligomeric protein interfaces based on molecular surface complementarity, electrostatic potential and hydrophobicity. Protein Eng. Des. Sel. 19 (9), 421–429 (2006).

49. Zhou, X.-X. & Pang, X. Electrostatic interactions in protein structure, folding, binding and condensation. Chem. 118 (4), 1691–1741 ( 2018).

50. Yoshida, K., Kuroda, D., Kiyoshi, M., Nakakido, M., Nagatoishi, S., Soga, S., Shirai, H., & Tsumoto, K. Investigation of the feasibility of designing electrostatic complementarity at the antigen-antibody interface guided by mutagenesis, biophysical analysis and molecular dynamics simulation. Sci. Res. , 9 (1), (2019).

51. Zhouting Jiang, Le You, Wenhui Dou, Tingting Sun, Peng Xu. Effects of an Electric Field on the Conformational Transition of the Protein: A Molecular Dynamics Simulation Study https://doi.org/10.3390/polym11020282 Published: February 7, 2019

52. Kucukguzel S. G, Senkardes S. Recent advances in bioactive pyrazoles. Eur J Med Chem. 2015. 5;97:786-815. doi: 10.1016/j.ejmech.2014.11.059
53. Demchenko S.A., Fedchenkova Yu. A., Bobkova L. S., Artemchuk L. P., Demchenko A. M. The synthesis and the study of the antitumor activity of 1,4di-aryl-5,6,7,8-tetrahydro-2,2a,8atriazacyclopenta[cd]azulene derivatives. Journal of organic and pharmaceutical chemistry. 2019. Vol. 17. issue 1(65). with. 3–12

54. A.J. Oakley, M. Lo Bello, M. Nuccetelli, A.P. Mazzetti, M.W. Parker The ligandin (non-substrate) binding site of human Pi class glutathione transferase is located in the electrophile binding site (H-site). J. Mol. Biol. 1999. Vol. 291. P. 913-926.

55. Кисорець К. С. Синтез та дослідження in silico 3-арил-2-(6,7,8,9-тетрагідро-5н-[1,2,4]триазоло[4,3-а]азепін-3-їл)-акрилонітрилів.– кваліфікаційна робота на здобуття освітнього ступеня магістр. Ніжин НДУ ім. Миколи Гоголя. – 2020., 53 с.
56. RCSB. Protein Data Bank. : website. URL: http://www.rcsb.org

57. H. Alonso, A. A. Bliznyuk, J. E. Gready. Combining docking and molecular dynamic simulations in drug design. Med. Res. Rev. 2006. Vol. 26. Is. 5. P. 531568.

58. R.D. Whelan, C.J. Waring, C.R. Wolf [et al.]. Over‐expression of P‐glycoprotein and glutathione S‐transferase PI in MCF‐7 cells selected for vincristine resistance in vitro. Int. J. Cancer Res. 1992. Vol. 52. P. 241-246.

59. O. Yu. Nyporko Molecular dynamics of proteins: classical force fields and reliability of trajectories. Ukrain. Bioorg. Acta. 2013. P. 53-67.

60. G. M. Morris, D. S. Goodsell, M. E. Pique, [at el.] Automated docking of flexible ligands to flexible receptors. J Mol. Recognit. 2011. Vol. 9. Is. 1. P. 15.

61. Sh. M. Tusa, O. V. Savitsky, O. I. Kornelyuk. Computer modeling of molecular dynamics of the mutant form of tyrosyl-tRNA synthetase G41R associated with neuropathy. The Ukrain. Biochem. J. 2015. Vol. 87. Is. 8. P. 142-153.

62. J.C. Phillips, R. Braun, W. Wang, [et al.]. Scalable molecular dynamics with NAMD. J. of Comput. Chem. 2005. Vol. 26. P. 1781-1802.

63. V. Zoete, M. A. Cuendet, A. Grosdidier [et al.] Swissparam, a fast force field generation tool for small organic molecules. J. of Comput. Chem. 2011. Vol. 32. Is. 11. P. 2359-2368.

64. Hornak, V., Abel, R., Okur, A., et al. Comparison of multiple Amber force fields and development of improved protein backbone parameters. Proteins: Structure, Function, and Bioinformatics. 2006. Vol. 65, No. 3. P. 712–725

65. Schmidtke, P., Bidon-Chanal, A., Luque, F. J., et al. MDpocket: open-source cavity detection and characterization on molecular dynamics trajectories. Bioinformatics. 2011. Vol. 27, No. 23. P. 3276–3285
66. Ніколаєнко В. О. Синтез та властивості похідних 4-аміноантипірину. – кваліфікаційна робота на здобуття освітнього ступеня магістр. Ніжин НДУ ім. Миколи Гоголя. – 2023., 48 с.
67. Семеніхін А.В. Метод двовимірного електрофорезу у дослідженні поліферментних властивостей АТФ-синтази хлоропластів шпинату / А.В.Семеніхін, С.В.Репанка, В.В.Суховєєв, М.Ф. Гурбуз : Збірник статей «Фундаментальні та прикладні дослідження в сучасній хімії» за матеріалами V Міжнародної заочної науково-практичної конференції молодих учених (Ніжин, 12 квітня 2018 р.) / Заг. ред. В.В.Суховєєва. – Ніжин: НДУ ім. Миколи Гоголя,  2018.  С. 119–123.
68. Методичні вказівки до спецпрактикуму “Електрофорез” : веб-сайт, https://biology.univ.kiev.ua/images/stories/Kafedry/Biochimiya/Biblioteka/5_Metodychni_vkazivky_Electrophorez.pdf 
69. Електрофоретичні методи аналізу. Типи і різновиди електрофорезу : веб-сайт, URL : https://natcollege.lnu.edu.ua/wp-content/uploads/2020/05/ 
70. Демченко А. M., Ніколаєнко В.О., Москаленко О. В., Ясна Н.С. Синтез та електрофоретична активність похідних імідазо[1,2-a]азепінію з фрагментом 4-аміноантипірину / Зб. статей «Фундаментальні та прикладні дослідження в сучасній хімії та фармації» за матеріалами ІХ Міжнародної заочної наук.-практ. конф. молодих учених (Ніжин, 23 травня 2023 р.) / Заг. ред. В.В. Суховєєва. – Ніжин: НДУ ім. Миколи Гоголя, 2023. – С. 67–68.

71. Sulfamazone: веб-сайт https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/187764
72. Propyphenazone: веб-сайт https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/3778 

73. Nifenazone: веб-сайт. https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/4487 

74. Rimonabant: веб-сайт. https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/104850 

75. Teneligliptin: веб-сайт. https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/11949652 

76. Telotristatethyl: веб-сайт.  https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/25181577
77. Baricitinib: веб-сайт. https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/44205240
78. Axitinib: веб-сайт. https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/6450551 

79. Ruxolitinib: веб-сайт. https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/25126798 

80. Crizotinib: веб-сайт. https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/11626560
81. Niraparib: веб-сайт. https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/24958200
82. Sedaxane: веб-сайт. https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/11688533
83. Fluxapyroxad: веб-сайт. https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/16095400
84. Filimonov D. A., Poroikov V. V., in Chemoinformatics Approaches to Virtual Screening / A. Varnek, A. Tropsha (Eds.). RSC Publishing. Cambridge. 2008. p. 182.
85. Hornak, V., Abel, R., Okur, A., et al. Comparison of multiple Amber force fields and development of improved protein backbone parameters. Proteins: Structure, Function, and Bioinformatics. 2006. Vol. 65, № 3. P. 712–725

86. Ponder, J.W., Case, D.A. Force fields for protein simulations. In Advances in Protein Chemistry. 2003. Vol. 66, p. 27–85.

87. Wang, J., Cieplak, P., Kollman, P. A. How well does a restrained electrostatic potential (RESP) model perform in calculating conformational energies of organic and biological molecules? Journal of Computational Chemistry. 2000. Vol. 21, № 12. P. 1049–1074

88. Mark, P., Nilsson, L. Structure and Dynamics of the TIP3P, SPC, and SPC/E Water Models at 298 K. The Journal of Physical Chemistry A. 2001. Vol. 105, № 43. P. 9954–9960

89. Schmidtke, P., Bidon-Chanal, A., Luque, F. J., et al. MDpocket: open-source cavity detection and characterization on molecular dynamics trajectories. Bioinformatics. 2011. Vol. 27, № 23. P. 3276–3285

90. Демченко С. А., Ніколаєнко В. О., Вовк І. О., Москаленко О. В. Синтез та молекулярний докінг похідних імідазо[1,2-а]азепінію з фрагментом 4-аміноантипірину як перспективного блокатора 3CLpro мішені вірусу SARS-CoV-2 / Механізми розвитку патологічних процесів і хвороб та їх фармакологічна корекція : тези доповідей V науково-практичної інтернет-конференції з міжнародною участю (17 листопада 2022 р.). – Х. : Вид-во НФаУ, 2022. – C. 125–126 с.

91. Ніколаєнко В. О. синтез та властивості похідних 4-аміноантипірину. – Кваліфікаційна робота на здобуття освітнього ступеня магістр. – Ніжин НДУ ім. Миколи Гоголя. – 2023., 48 с.

92. А. В. Семеніхін, В. В. Суховєєв, М. В. Патика, В. С. Лукач. Вплив екзогенних чинників на поліферментну активність РуБісКО та АТФ-синтази хлоропластів з листя гороху // Журнал органічної та фармацевтичної хімії. – 2021. – Т. 19, вип. 3 (75). – С. 21-27.
_1795354311.cdx

_1795354312.cdx

