1. [bookmark: _Toc390389858]Напрями експериментальних робіт по штучному створенню наномашин  шляхом маніпуляцій з природніми та неприродними матеріалами.
Наномашини – машини, розміром порядку розміру молекули (10 – 100 нм), що мають функції руху, обробки та передачі інформації, виконання створених програм. 
Напрями експериментальних робіт по створенню наномашин:
· Створення наномашин для медицини (діагностика та лікування раку, хірургія, фармакологія, моніторинг діабету).
· Створення наномашин для військових потреб.
· Створення наномашин для космічних досліджень.
Ще в 1992 році Джером Шентаг з університету штату Буффало винайшов «розумну» таблетку, за переміщенням якої можна слідкувати за допомогою електронного засобу з спеціальними магнітами. В потрібний момент і в потрібному місці потрібно дати команду на вприскування ліків. Також були створенні таблетки з камерами для фотографування внутрішніх органів при проходженні крізь шлунок та кишечник. За допомогою такого пристрою можна буде оперувати пухлини та поліпи, брати біопсію.
Також на даний час ведуться розробки наномашин, які б змогли транспортувати ліки до ракових пухлин. Один з прикладів – наночастинки, створені вченими компанії BIND Bioscience. Ці наночастинки зроблені з полімолочної та кополімолочної/гліколівої кислоти, котрі здатні втримувати ліки в середині молекулярної сітки (ліки є корисним грузом наночастинки). Провідниками для наночастинки слугують пептиди, що покривають їх та цілеспрямовано зчіплюються з цільовими клітинами. Ці наночастинки доказали свою ефективність при лікуванні раку простати та легенів у щурів.  
На даний час створені деякі прототипи молекулярних машин. Наприклад датчик, що має перемикач близько 1,5 нм, здатний вести підрахунок окремих молекул в хімічних зразках. В університеті Райса створили нанопристрої для регулювання хімічних процесів в сучасних автомобілях.
Одним з найскладніших прототипів наноробота є «DNA box», створений в кінці 2008 року міжнародною групою під керівництвом Йоргана Кьемса. Пристрій має рухому частину, що керується за допомогою додавання в середовище специфічних фрагментів ДНК. На думку Кьемса, пристрій може працювати як «ДНК - комп'ютер», так як на його базі можлива реалізація логічних вентилів. Важливою особливістю пристрою є метод його зборки – ДНК – оригамі, завдяки якому пристрій збирається в автоматичному режимі.
В 2010 році були вперше продемонстровані нанороботи на основі ДНК, здатні переміщуватися в просторі.
Серед неприродних матеріалів, що використовується для створення наномашин, є металоензилін. Металоензилін – фермент з йоном металів в активному центрі. Зв'язок між металами забезпечує глутамін та гістодин. 


2. [bookmark: _Toc390389859]Експерименти по спрощенню структури природніх білків на прикладі рибонуклеази, ферменту який розщеплює РНК.
Рибонуклеаза – ферменти – нуклеази, що каналізують деградацію РНК. Рибонуклеази класифікують на ендорибонуклеази та екзорибонуклеази.
Рибонуклези відіграють важливу роль в дозріванні молекул РНК всіх типів, особливо мРНК і некодуючих РНК. Система деградації РНК також є першим етапом захисту проти вірусів, що містять РНК, а також більш тонких клітинних систем імунітету (наприклад, РНК – інтерференції).
Рибонуклеази відіграють ключову роль в багатьох біологічних процесах (наприклад, ангіогенез), а також обумовлюють неможливість самозапилення у деяких квіткових рослин. 
Оскільки більшість амінокислот в білковій послідовності слугує для формування структури та активного центру білка, з нього можна спробувать видалить надлишкові амінокислотні без втрати функції. Таким чином можна спрощувати структуру природніх білків.   

3. Обґрунтувати положення, що білки можуть бути створені з використанням меншої кількості типів амінокислот.
Білки (поліпептиди) – біополімери, що побудовані з залишків альфа – амінокислот, з'єднаних пептидними зв'язками.  
Пептидним називають зв'язок –CO-NH-, утворену при взаємодії альфа-амінокислот за рахунок реакції між аміногрупою NH2 однієї молекули і карбоксильної групи COOH – інший.
Макромолекули природніх поліпептидів (білків) складається з залишків альфа-амінокислот –NH-CH(R)-CO-. В складі радикалу R можуть бути відкриті ланки, карбо- і гетеро цикли, а також різноманітні функціональні групи (-SH, -OH, -COOH, - NH2).
Американський вчений David S. Riddle встановив, що для домену SH3 білка FP2 можна створити набір амінокислот з 5-6 елементів для відтворення базової інфраструктури білка.
Домен SH3 має комплексну структуру, що нагадує бета-бочку (скручений в невелику трубочку або ж «бочку»), де залишки, що розкидані по всій амінокислотній послідовності сходяться разом і формують зв’язуючий сайт для пептида, що багатий на пролін. 
Оскільки глобулярні білки мають як неполярні внутрішні ділянки, так полярні зовнішні, то в скороченій абетці мають бути присутніми неполярна та полярна амінокислоти. Для утворення скрученої структури треба одна неполярна і дві полярних амінокислоти. В скорочену абетку додаємо ще одну полярну амінокислоту. Також неможливо замінить аланін та гліцин. Виходить п’ять амінокислот. 
Решта амінокислот замінялись, наприклад, виходячи з знань про філогенетичні варіації тієї чи іншої амінокислоти. Філогенетичні варіації амінокислоти — різні варіанти її заміни в білку, що не порушують його функції. В природі виникають шляхом мутацій в результаті еволюції. З усіх варіантів вибирались ті, які є в скороченій абетці.
В результаті подальших експериментів було утворено амінокислотну послідовність, де більшість (порядку 70%) амінокислот було замінено на одну зі скороченої абетки. 




4. [bookmark: _Toc390389860]Чи можливо підібрати скорочений набір амінокислот, п'ять або шість, для створення базової інфраструктури білка. Роботи Девіда Бейкера і його колег з доменом SH3 білка FP2

Так, це можливо, хоча 100% заміни досягти навряд чи можливо. Розглянемо процес спрощення на прикладі спрощення домену SH3 білка FP2. 

Цей домен має комплексну структуру, що нагадує бета-бочку (скручений в невелику трубочку або ж «бочку»), де залишки, що розкидані по всій амінокислотній послідовності сходяться разом і формують зв’язуючий сайт для пептида, що багатий на пролін. 

Оскільки глобулярні білки мають як неполярні внутрішні ділянки, так полярні зовнішні, то в скороченій абетці мають бути присутніми неполярна та полярна амінокислоти. Для утворення скрученої структури треба одна неполярна і дві полярних амінокислоти. В скорочену абетку додаємо ще одну полярну амінокислоту. Також неможливо замінить аланін та гліцин. Виходить п’ять амінокислот. 
	
Решта амінокислот замінялись, наприклад, виходячи з знань про філогенетичні варіації тієї чи іншої амінокислоти. Філогенетичні варіації амінокислоти — різні варіанти її заміни в білку, що не порушують його функції. В природі виникають шляхом мутацій в результаті еволюції. З усіх варіантів вибирались ті, які є в скороченій абетці.

В результаті подальших експериментів було утворено амінокислотну послідовність, де більшість (порядку 70%) амінокислот було замінено на одну зі скороченої абетки. 


5. [bookmark: _Toc390389861]Проблема синтезу білків de novo. Обґрунтувати можливість створення білків de novo, а також їх принципову важливість для розвитку біонанотехнологій.

Синтез білків de novo заключається в розрахунку амінокислотної послідовності, що кодує білок із заданими властивостями і подальшому його синтезі. Існуючі в природі білки — це крихітна частина можливих варіацій наномашин, яка існує в конкретний момент і заточена  сліпою еволюцією під нагальні потреби. Відповідно, не існує нічого, що заважає створювать білки, яких в природі нема. 

Передбачення структури білка — надзвичайно комплексна та ресурсоємна задача, яка ще не вирішена до кінця. Є два основних підходи:
De-novo фолдинг — розрахунок в явному вигляді даних про структуру інших білків. Дозволяє створювать білки, що не має структурних аналогів в природі.
Моделювання на основі гомології — грунтується на існуючій «шаблонній» структурі, що схожа за амінокислотною послідовністю з білком, що модулюється.

З розвитком методів передбачення структури та синтезу білків зростає свобода в плані виборі властивостей протеїнів, які синтезуються. Все прямує до «ідеального випадку», коли інженер може синтезувать протеїни, функції яких обмежені лише фантазією та законами фізики.
6. [bookmark: _Toc390389862]Які білки були вперше синтезовані de novo. Дати характеристику структури і стабільності перших двох штучних білків.

FELIX. Складається з 79 амінокислот. Містить 19 з 20 видів природніх амінокислот. Структура: чотири антипаралельні альфа-спіралі. Не є стабільним для ЯМР. Експресований з синтетичного гену, клонованого в E.coli (кишкова паличка), після чого очищений. Виявилось, що фелікс в розчині є мономерним. Містить заздалегіть спроектований дисульфідний зв’язок, що зв’язує першу та четверту спіралі. Ховає одинарний триптофан в неполярному середовищі, скоріше за все близько до дисульфідного містка. 

Betabellin. Сконструйований по типу «сендвічу» з двох ідентичних антипаралельних бета-листів, кожен з яких містить 32 амінокислотних залишків. Бета-листки пов’язані гідрофобною взаємодією. Після десяти переробок була отримана стабільна версія розчинного білка.


7. [bookmark: _Toc390389863]Роботи Вільяма Ф. Деградо по створенню штучних білків
Вільям Деградо мав великий успіх у розробці штучних білків. Перші білки складались з пучків альфа-спіралей. Він з колегами отримав проект білків, що демонстрували стабільну, згорнуту структуру. Першими прикладами були білки, що складались з 3-ох альфа спіралей. Потім вони розробили білок, заснований на вирівнюванні цих трьох коротких альфа спіралей, додавши до них петлі, щоб з`єднати 3 пептида в один безперервний ланцюг. Ядро цього білка було ретельно переобладнано, щоб включити специфічні  заряд-зарядові пари амінокислотних залишків і отримали належну упаковку амінокислот багатих вуглецем. В результаті був створений білок «α3d», що був складений з 73 амінокислот. Цей білок був досить стабільним. Для отримання його структури застосовували спектроскопію ЯМР.


8. [bookmark: _Toc390389864]Використання комп’ютерних технологій в розробці штучних білків. Білок FSD-1
Бассил Дайат і Стівен Майо автоматизували процес розробки штучних білків, що згортаються в стабільні структури. Вони починали з укладання білка за певним типом укладки, в даному випадку в структуру поєднання деякого бета-листа та альфа-спіралі, яка характерна для цинкових пальців, які звязуються з ДНК. Потім вони використовували алгоритм пошуку, що перевіряв всі можливі варіанти комбінацій амінокислот, порівнюючи кожну комбінацію з функцією, яка оцінювала розміщення амінокислот всередині та на поверхні. Вони перебирали 1.9х10^27 комбінацій. Таким чином був отриманий білок на FSD-1. Після синтезу білок згортався в компактну структуру, що була передбачена обчислювальними алгоритмами.


9. [bookmark: _Toc390389865]Розробка штучних металоензимів. Білки серії DF
Деградо працював над розробкою металоензимів, беручи за основу «α3d» білок(див пит. 7). Цей процес розбивався на два етапи: спочатку конструювалася стабільна структура білка, яка включала сайт звязування металу. Білок DF1 містить специфічні амінокислоти, які можуть координувати звязування двох іонів металу. Але негативним було те, що сайт був захований всередину білка. Щоб включати метал, білок потрібно було денатурувати і потім повторно згорнути в присутності іонів металів. 
На другому етапі відбувалось зменшення деяких амінокислот, так щоб утворювалась кишеня і повний білок «DF2». 


10. [bookmark: _Toc390389866]Навіщо створювати білки з неприродних амінокислот? (ХУЙНЯ)
ну типу для стійкості і для синтезу і блохування хвороботворних генів (ВАСЯ)




11. [bookmark: _Toc390389867]Виготовлення білків з неприродних амінокислот. Принципи хімічного синтезу поліпептидів.
Перші способи введення неприродніх амінокислот в певних місцях в білках були розроблені в 1980х роках і були значно розширені з тих пір. Один із таких способів – хімічний синтез. 
Цим методом можна додати будь-яку амінокислоту у будь-яке положення поліпептиду. Розмір поліпептидного ланцюга 40-50 амінокислот.  Тому для більши великих білків , будуються білки із 30-50 амінокислот і зєднуються у кінцевий блок.

Стратегія хімічних методів: 
Послідовне нарощування 
[image: ]
Блочний метод

[image: ]
Таким чином утворюють складні білки. Недоліком хімічного методу є його дороговизна.


12. [bookmark: _Toc390389868]Виготовлення білків з неприродних амінокислот. Обґрунтувати використання комбінації хімічного та біологічного синтезів для побудови штучних та химерних білків.  
Перші способи введення неприродних амінокислот в певних місцях в білках були розроблені в 1980-х і були значно розширені з тих пір. Для цього використовують декілька різних методів:
· Хімічний синтез
· Комбінація хім. і. біол. синтезу 
· Використання цистеїну для модифікації амінокислот
· Використання рибосом, тРНК кодону та стоп-кодону для включення неприр. а.к.
· Створення та використання Трнк

Хімічний синтез: цим методом можна додати будь-яку а.к. в будь-якому положенні поліпептиду, метод обмежений тільки дослідником. Хім синтез досить дорогий та багатостадійний. Біологічний більш простий та швидкий, проте навіть малі зміни умов навколишнього середовища можуть негативно вплинути на результати синтезу і дуже малий вихід. Комбінація хім. та біол. Методів Як альтернатива хім. Синтезу якщо тільки кілька неприр. а.к. необхідно використати, то застосовується комбінація методів хім. та біол. синтезу. Малі пептиди з неприр. а.к. можуть бути синтезовані, а потім приєднані до іншої частини біологічно синтезованого білка.


13. [bookmark: _Toc390389869]Виготовлення білків з неприродних амінокислот. Використання цистеїнів для отримання спеціальних «неприродних» амінокислот.
Біологічний синтез білків набагато дешевше, ніж їх хімічний синтез. Тому були розроблені  методи зміни, модифікації конкретних амінокислот у складі природного біологічного синтезу білків.  
Один із найбільших підходів полягає у приєднанні нових хімічних груп до амінокислоти цистеїну за допомогою дисульфідних звязків. Зі структури природного білка видаляють цистеїн з поверхні,а потім один або два амінокислотних залишка цистеїну розміщують на поверхню у відповідних місцях.  Цистеїн унікальний тим, що легко вступає у реакції завдяки SH-групи. Тобто у потрібне місце білка вставляють цистин, але його прибирають з поверхні, а на його місце ставлять амінокислоту, яка має дуже подібні властивості.



14. [bookmark: _Toc390389870]Виготовлення білків з неприродних амінокислот. Використання рибосом, тРНК та стоп-кодону для включення неприродних амінокислот
Використання стоп-кодонів (їх є 3), який зупиняє синтез в якості інформаційного і стіорення тРНК, який буде впізнавати цей стоп-кодон і активуватиметься амінокислотою. Створення тРНК, яка кодує непрості амінокислоти і використовує стоп-кодон, щоб вказати її  місце розташування у білку. Отримані вектори із стоп-кодонів один з них вибирають так, щоб кодувати нову амінокислоту, а тРНК створюють з потрібним антикодоном на одному кінці і з неприродною амінокислотою хімічно прикріпленю на іншому кінці. Вибраний кодон розміщують в мРНК на кожному місці, де треба додати неприродну амінокислоту. Білки потім синтезуються у безклітинній системі, з додаванням тРНК.
В процесі синтезу рибосоми додають нову амінокислоту,  коли вибраний (перекодований) стоп кодон зустрічається. 



15. [bookmark: _Toc390389871]Виготовлення білків з неприродних амінокислот. Створення та використання тРНК які впізнають кодони, які складаються з більш ніж 3 основ (розширення генетичного коду)
Для проектування тРНК, які читають великі кодони з чотирьох або 5-ти основ . Рибосома буде використовувати ці штучні тРНК, поєднувати їх з відповідними 4 або 5 основами  мРНК. У пошуках розширених генетичних кодів, досліджуються зміни в самій ДНК. Важливим є зміна нормальної основи на неприродні хімічні зє’днання 
Ну, якщо кодувать амінокислоту не трьома нуклеотидами, а чотирма або п’ятьми, то можна збільшить кількість можливих амінокислот. Для цього треба синтезувать відповідне тРНК та змінить форму рибосоми, щоб сприймала 4-5-нуклеотидні послідовності. Оскільки амінокислота - це фосфатний + карбоксильний залишки з байдою між ними, можна змінюючи цю байду утворювать купу різноманітних неприродніх амінокислот. Ці 20 штук ж з’явились фактично рендомно, під впливом сліпої еволюції.


16. [bookmark: _Toc390389872]Застосування коротких олігонуклеотидів в наномедицині. Проблема деградації природних олігонуклеотидів в организмі
Олигонуклеотид — короткий фрагмент ДНК чи РНК, що можна отримати шляхом хімічного синтезу або розщепленням більш довгих нуклеотидів. Короткі олігонуклеотиди мають багато цікавих застосувань в наномедицині:
· При додаванні в клітину, короткі фрагменти РНК можуть звязуватися  з природніми РНК, блокувати використання рибосомами і блокувати синтез білків;
· При правильному виборі послідовності РНК, ця коротка РНК може цілеспрямовано відключати хвороботворчі гени блокуючи синтез небажаних білків;
· Невеликі нуклеїнові кислоти можуть бути використані для діагностики хвороб: тобто вони можуть бути використані для ідентифікації генів в живих клітинах, які викликають захворювання.
Але суттєвою є проблема деградації олігопептидів в організмі. Клітини можуть захищати себе шляхом знищення чужерідних нуклеїнових кислот, тому що такі маленікі РНК часто є ознакою патогенної інфекції або пошкодження клітин.


17. [bookmark: _Toc390389873]Дати характеристику різним типам штучних нуклеїнових кислот  (ДИВ. НАСТУПНЕ)
Дивіться наступне питання

18. [bookmark: _Toc390389874]Ефективна альтернатива природнім РНК і ДНК для застосування в біонанотехнології та наномедицині. Характеристика Пептидних Нуклеїнових Кислот, ПНК
Пептидні нуклеїнові кислоти розроблені в 1991р. датською групою дослідників. Вони були запропоновані як ефективна альтернатива природнім ДНК і РНК для застосування в біонанотехнологіях та медицині.
Пептидні нуклеїнові кислоти містять нормальний набір основ ДНК, але використовують пептидний зв'язок(точніше, N-(2-аміноетил)-гліцин повторів, повязаних пептидними звязками) замість цукрово-фосфатного остову, щоб зєднати основи разом. В ДНК заряди мають важливу роль в утворенні дуплексу, тому при певних умовах заряди можуть розштовхуватися і утворювати дві нитки, а так як пептидні нуклеїнові кислоти не мають заряду то вони більш стабільні. ПНК (пептидні нуклеїнові кислоти) більш стабільні за ДНК як у кислотних так і лужних розчинах.
Хоча штучні нуклеїнові кислоти досить не ефективно конкурують за звязування з подвійною спіраллю ДНК в клітині, вони здатні вбудовуватися в процесі розкриття ДНК і експонування основ, що відбувається коли ДНК зчитується у процесі синтезу білка. Таким чином вони можуть бути ефективними інгібіторами транскрипції в клітині, будучи набагато стабільнішими ніж приридні короткі нитки ДНК чи РНК.
Але в тойже час виникають деякі проблеми у використанні ПНК. Ланцюги синтетичних модифікованих ДНК чи РНК, можуть демонструати досить багато різних типів небажаних звязувань:
· Вони можуть звязуватися в паралельній і антипаралельній орієнтації з ДНК;
· Можуть утворювати широкий спектр незвичних подвійних і потрійних спіральних комплексів.


19. [bookmark: _Toc390389875]Застосування біонанотехнологій в наномедицині.
В наномедицині біонанотехногогії можуть знайти широке застосування в самих різноманітних галузях:
· Комп’ютерне моделювання лікарських препаратів проти СНІДу – дозволяє виробляти ефективні засоби боротьби зі СНІДом, ВІЛ, забезпечує знаходження оптимального дизайну препарату, завдяки чому він буде ефективний, і наприклад для ВІЛ – стійкий до мутацій вірусу.
·  Імунотоксини – цільові вбивці клітин. Можна створити наномашини, що будуть шукати потрібні клітини, наприклад ракові, і знищувати їх. Являє собою гибрид антитіла і токсину. Перший забезпечує селективність, другий – вбивство. Разом вони повинні бути не токсичними. Токсин вивільняється тільки у цілі. 
· Штучні ліпосоми. Забезпечення доставки особливо токсичних ліків в ліпосомах. Доставка ліків у макрофаги. Косметичні застосування. 
· Штучна кров. Має ряд переваг перед природною: термін зберігання більший, не має забруднення. Умови зберігання кращі, або взагалі можливий синтез за потреби. 
· Генотерапія.  Заміна хворобливих генів, за для лікування генетичних хвороб. 
· Персоналізована медицина. Забезпечення унікальності підходу з врахуванням особливостей кожної людни.
В усі роки прориви у вивченні якихось галузей науки дозволяли створювати ліки чи методи у медицині, що рятували життя людям. Нанотехнології не виключення – знання структури на нанорівні дозволяє контролювати біологічні процеси на цьому ж рівні і лікування хвороби на найнижчому рівні її зародження.
Наномедицина є природним доповненням до біонанотехнологій. Наприклад, імунна система створює наномашини, що знищують патогенні речовини в організмі. Система згортання крові дає нам інструменти для виправлення серйозних пошкоджень в секунди, загоєння ран і т. д.


20. [bookmark: _Toc390389876] Як комп’ютерне проектування лікарських препаратів допомагає виробляти ефективні препарати проти СНІДу.
ВІЛ – ретровірус, що викликає СНІД, є на сьогодні однією з найбільших проблем людства. Він на сьогодні невиліковний, насамперед, через неспроможність імунної системи боротись з ним і через особливості зараження клітин. Але ВІЛ також є найкраще охарактеризованим вірусом в науці і знаючи ці особливості можна за допомогою комп’ютерного проектування створювати сполуки, що будуть взаємодіяти з важливими для вірусу компонентами нейтралізуючи їх дії. Це робиться за схемою раціонального дизайну, що є одним з основних методів наномедицини:  
· Обирається мішень у патогенному організмі.
· Ціль досліджується і характеризується на атомарному рівні.
· Створюються молекули, що вибірково вражають ціль і блокують патогенну дію. 
Зазвичай останнє виконується комп’ютером. Але проблема ВІЛ це те, що він часто мутує бо використовує зворотну транскриптазу для своєї репродукції, і тут моделювання стає критичним, бо треба знайти таку конфігурацію зв’язків з ліками, щоб мутації майже не впливали на неї. Моделювання виконує комп’ютерний хімік, він розробляє і оптимізує молекулярні ліки, для ефективного зв’язування з мішенню.  
Додатково див. (23-28 питання)


21. [bookmark: _Toc390389877] На чому базується цільовий підхід у наномедицині. Наведіть приклади.
Цільовий підхід:
· Вибирається ціль.
· Створюється конкретний пристрій, що знаходить ціль і виправляє функції. 
Тобто цільовий підхід – це підхід створення лікарських препаратів, що діють на певні речовини, які порушують нормальні функції організму чи клітини, і ліки їх виправляють. 
Базується цільовий підхід на знаходженні цієї цілі, що викликає дисфункцію, і створенні сполук-регуляторів, що відновлюють функції. Фармацевтична промисловість працює над виявленням ефективних способів отримання цільових сполук-регуляторів на молекулярному рівні.
На сьогодні цільовий підхід є найефективнішим методом для цілеспрямованого знищення патогенного організму або конкретного типу клітин організму.  
	Яскравим прикладом є аспірин, що з давніх часів використовується, як знеболююче. Він є наномашиною, що шукаю і нейтралізую гіперактивний білок болі. Найбільш поширеними ліками спочатку були рослинні ліки і т. д., що були виявленні шляхом скринінгу. Але молекулярні ліки мають серйозні обмеження часто вони націлені не тільки на бажані цілі а й на інші сполуки. Мала селективність може викликати так звані побічні ефекти. Тому сьогодні працюють над тим, щоб зменшити ці ефекти, в чому дуже сильно може допомогти наномедицина. Надомедицина додає новий рівень контролю у відкритті і оптимізації ліків, можна створювати речовини, які мають високо специфічний таргетинг (цілеспрямованість).
(Дивись 22, 23 питання додатково)







22. [bookmark: _Toc390389878]Молекулярні цільові ліки. Історія розвитку – від природних до синтетичних сполук.
В даний час цільова лікарська терапія є найефективнішим методом для цілеспрямованого знешкодження патогенного організму або конктретного типу клітин або хвороби.
Фарм промисловість працює над виявленням ефективних способів отримання цільових сполук – регуляторів на молекулярному рівні.
Найбільш поширені цільові ліки були спочатку виявлені шляхом скринінгу натуральних продуктів. Як тільки виявляється ефективний природний препарат вивчається механізм його дії і поліпшується лікарська дія.
Нанорозмірний дизайн додає новий рівень контролю у відкритті оптимізації ліків.
Молекулярні ліки мають серйозні обмеження. Будучи малими молекулами, вони, як правило, націлені не тільки на бажані цілі, а також на багато інших молекул в організмі, що призводить до побічних ефектів.
Сьогодні, щоб зменшити побічні ефекти, дослідники працюють над створенням наномашин, які можуть бути значно більш ефективними за рахунок створення в них таких властивостей, як високо специфічний таргетинг.
(Дивись 21, 23 питання додатково)


23. [bookmark: _Toc390389879] Загальна схема раціонального дизайну цільових молекулярних ліків
Схема:
1) Обирається мішень у патогенному організмі.
2) Ціль досліджується і характеризується на атомарному рівні.
3) Використовуючи цю нанорозмірну інформацію синтезуються молекули, які специфічно вражають ціль, блокуючи патогенну дію мішені.
Як це робиться в реальності…
Збирається команда:
· Біологи – характеризація цілей, виконує випробування лікарських методів (фізичне, біофізичне).
· Хімік, який синтезує ліки.
· Комп’ютерний хімік, який розробляє і оптимізує молекулярні ліки для ефективного зв’язування з мішенню.
Цикли проектування та тестування, виявлені молекулярні лікі, вдосконалюються, а потім використовуються в терапії.
Наприклад, ВААРТ (високоактивна антиретровірусна терапія) – приклад раціонального дизайну ліків.
(Дивись 22, 23 питання додатково)


24. [bookmark: _Toc390389880] ВААРТ (високоактивна антиретровірусна терапія) (HAART (highly active antiretroviral therapy)), як успішний приклад раціонального дизайну ліків.  
Це метод лікування ВІЛ-інфекції та СНІДу, що полягає у одночасному застосуванні хворими кількохантиретровірусних препаратів . Це яскравий приклад раціонального дизайну ліків. ВІЛ – один з найкраще охарактеризованих організмів у науці, ці знання було використано для боротьби із СНІДом, завдяки розробці ефективних   нанорозмірних анти-ВІЛ препаратів. 
Вірус імунодефіциту людини має високу мутагенність, що дозволяє йому видозмінювати свою РНК та розвивати стійкість до деяких антиретровірусних препаратів. Тому в основі ВААРТ лежить застосування трьох або чотирьох препаратів для дії на різні стадії розвитку вірусу та запобігання розвитку стійкості. Якщо препарати приймаються нерегулярно або в недостатніх дозах, то вірус може виробляти стійкість до одного або кількох антиретровірусних препаратів, що приводить до погіршення підбору препаратів для подальшого ефективного лікування ВІЛ-інфекції. Терапія трьома і більше препаратів вимагає чіткого прийому ліків, без пропуску прийому та прийому більшої дози препарату у випадку пропуску прийому. Для покращення прихильності хворих до ВААРТ розроблені схеми прийому препаратів один раз на добу. 


25. [bookmark: _Toc390389881] Загальна характеристика етапів робіт та отримання ліків проти СНІДУ.

Главными мишенями лекарственных средств являются ВИЧ-специфическая обратная транскриптаза и протеаза. Важно, что упомянутые ферменты действуют на различных стадиях жизненного цикла вируса. 
Транскриптаза. Молекула ингибитора должна наилучшим образом соответствовать пространственному рельефу и природе химических групп активного центра фермента. Создание ингибиторов ферментов начинается с конструирования молекулярной структуры при помощи специализированных компьютерных программ, физических пространственных моделей и, безусловно, опыта и интуиции ученых. Этот важный творческий процесс называется молекулярным дизайном.
Протеаза. Проектируя молекулярную структуру ингибитора протеазы, исследователи пытаются учесть индивидуальные особенности этого необычного фермента. Дело в том, что протеаза активна только в форме димера, состоящего из двух одинаковых субъединиц этого белка (рис. 4). Задача ингибитора - воспрепятствовать процессу димеризации, связав субъединицы протеазы в неактивные комплексы мономер фермента - ингибитор.
СТРАТЕГИЯ СИНТЕЗА КОМПОНЕНТОВ ЛЕКАРСТВЕННЫХ "КОКТЕЙЛЕЙ". Процедура, известная под названием "ретросинтетический анализ", широко применяется при разработке стратегии синтеза сложных молекул.
Демонтаж молекулы АЗТ можно начать с разрыва одной из двух стратегических связей, обеспечивающих индивидуальность структуры. В первом случае это связь между атомом N1 пиримидинового основания и атомом углеводного цикла. Во втором - связь между атомом и головным атомом азота азидной группы.
[bookmark: _Toc390389882](если мало, можешь посмотреть 26)







26. [bookmark: _Toc390389883] Застосування модифікованих нуклеотидів для боротьби проти СНІДУ. Принцип блокування зворотної транскриптази штучними лікарськими нуклеотидами (AZT (zidovudina) і DDI (didanosine)) у процесах розмноження ВІЛ.

Принцип дії нуклеозидних та нуклеотидних інгібіторів базується на конкурентному прингіченні зворотньої транскриптази, ферменту ВІЛ, що створює ДНК на основі вірусного РНК. Більшість таких препаратів — аналоги нуклеозидів, що відрізняються відсутністю гідроксильної групи в 3’ положенні рибозного кільця. Спочатку нуклеозидні інгібітори фосфорелюються, а потім вставляються в ланцюг ДНК, що синтезується. Це призводить до припинення її синтезу через нездатність утворювать зміненими нуклеотидами фосфодіефірний зв’язок. Такі інгібітори міцніше зв’язуються з  зворотньою транскриптазою, ніж з ДНК-полімеразою, що обумовлює їх вибіркову дію на вірус, а не клітину. Вони перешкоджають зараженню ВІЛ нових клітин, але не впливають на вже інфіковані. 


27. [bookmark: _Toc390389884] Нанорозмірний дізайн ліків проти СПІДу з використанням кристалографічної структури ВІЛ-протеази (HIV-1). Інгібітори протеази
Ингибиторы протеазы (протеиназы) ВИЧ относятся к новому поколению лекарственных препаратов.  Проектируя молекулярную структуру ингибитора протеазы, исследователи пытаются учесть индивидуальные особенности этого необычного фермента. Дело в том, что протеаза активна только в форме димера, состоящего из двух одинаковых субъединиц этого белка (рис. 4). Задача ингибитора - воспрепятствовать процессу димеризации, связав субъединицы протеазы в неактивные комплексы мономер фермента - ингибитор.
Необходимым условием димеризации является переплетение С-концевого звена одного мономера протеазы с и N-концевым звеном другого. Эти звенья, напоминающие щупальца осьминогов, имеют определенный химический состав и пространственную конфигурацию. Молекула потенциального ингибитора должна как можно эффективнее изолировать звенья двух различных мономеров от взаимного контакта. Только в этом случае можно помешать фатальной сборке активного димера протеазы.
Образно говоря, поиск молекулярной структуры ингибитора сродни труду скульптора. Первоначально с помощью объемного моделирования снимают точный слепок с рельефа контактных поверхностей фермента. Получают с точностью до нескольких ангстрем пространственный образ С- и N-терминальных звеньев протеазы. По этому слепку "отливают" молекулярную структуру потенциального ингибитора димеризации. Вынутая из воображаемой формы молекула ингибитора протеазы напоминает драгоценное колье или гирлянду с медальонами.


28. [bookmark: _Toc390389885] Нанорозмірні інгібітори нуклеокапсидного білку ВІЛ (NCp7). Принцип дії цих інгібіторів. (НЕМА)  (ТЫ ВЫИГРАЛ ДЖЕК-ПОТ!!!!)

29. [bookmark: _Toc390389886]Іммунотоксини – наномашини для цільового знищення клітин.Молекулярний принцип побудови імутоксинів.

Іммунотоксини – це цілеспрямовані вбивці клітин. У багатьох методиках лікування є необхідність у цілеспрямованому вбиванні клітин.Наприклад рак, який викликається клітинами, які ростуть без контролю.Тому треба виявити ці клітини і вбити не знищивши здорові. Є природні токсини рослин і бактерій, багато з них складаються з двох компонент: одна звязується з клітиною – мішенню, інша отрута, яка вбиває клітину. Нажаль ці токсини атакують і знищують багато типів клітин в організмі людини.Тому потрібен принцим для побудови ab ovo таких токсинів.
Для побудови використовують підхід, який використовують  природні наномашини, але специфіка звязування досягається антитілами.
Токсини дуже ефективні, однак молекула може вбити всю клітину. Причина їхньої ефективності в тому, що вони є ферментами.
Ідеальний іммунотоксин повинен бути:
· Невеликим, щоб проникнути в ракову клітину
· Стабільним, щоб залишатись функціональним
· Мати низьку імуногенність, щоб цей препара можна було використовувати повторно
· Активним, щоб викликати регресію пухлини


30. [bookmark: _Toc390389887] Наведіть важливі характеристики ідеального імунотоксину. Практична розробка рекомбінантного імунотоксину – приклад.

Вибір токсинів дуже важливий. Ці токсини дуже ефективні: одна молекула може вбити всю клітину. Причому їх ефективність в тому, що вони є ферментами.
Ідеальний імунотоксин повинен бути:
· Активним, щоб викликати регресію пухлини.
· Невеликим за розміром, щоб проникнути в ракову клітину.
· Стабільним, щоб залишатися функціональним 5-10 годин, необхідних для фізичного досягнення клітини.
· Мати низьку імуногенність, щоб цей препарат можна було використовувати повторно. До недавнього часу це було важко досягти через властиву імуногенність імунотоксинів при введені людині.
Імунотоксини – химерні білки, які містять направляючий домен і домен токсину, який здатен викликати загибель клітини.
РЕ (імунотоксин на основі екзотоксину А та pseudomonas) вперше політичний шляхом скорочення розміру. Ця модифікація зменшує розмір молекули водночас видаляла небажані сайти з функцією проеази.
РЕ було поліпшено за рахунок зниження його імуногенності шляхом виявлення та усунення епітонів В- і Т-клітин, шляхом делеції та точкових мутацій ключових амінокислот. Модифікація РЕ може бути поворотно виедена і зберігає свою функцію знищення клітини (РЕ інгібує фактор елонгації ЕF-2 за рахунок АФФ-рибозолювання) змінює структруру білка, що заважає виконуватись транскрипції.


31. [bookmark: _Toc390389888]Використання наномашин для доставки ліків. Ліпосоми. Типи ліпосом, які використовуються у наномедицині
Вирізняють п’ять основних напрямів застосування нанотехнологій в медицині.
1. Доставляння лікарських речовин. Вирізняють два напрями адресної доставки ліків: пасивний направлений транспорт (полегшене подолання природних бар’єрів) та специфічна доставка (впізнавання патологічної тканини) 
2. Нові методи і засоби лікування на манометровому рівні. Наприклад, прицільна протипухлинна терапія для щоденного клінічного використання має включати такі елементи: – можливість молекулярного відображення найменших проявів наночастинок на клітинному рівні; – ефективний механізм молекулярного прицілювання після ідентифікації певних клітинних маркерів; – технологію знищення клітин, ідентифікованих як злоякісні; – технологію моніторингу одержаного ефекту. 
3. Діагностика in vivo. Впровадження нанотехнологічних підходів у практику медичної діагностики дозволяє здійснювати раню діагностику захворювань, виявляти онкологічні, ендокринні, серцево-судинні захворювання, вірусні та бактеріальні інфекції та покращити продуктивність діагностикі, основаної на передачі візуальної інформації про молекулярні структури – молекулярної фізіографії 
4. Діагностика in vitro розвивається в двох напрямках: – використання наночасток як маркерів біологічних молекул; – застосування іноваційних нанотехнологічних способів вимірювання
5. Медична імплантація отримала в останне десятиліття імпульс для розвитку в зв’язку з необхідністю в способах і засобах відновлення чи заміщення органів та тканин.
Ліпіди за необхідних умов утворюють невеликі замкнуті бульбашки – ліпосоми, що складаються з ліпідного бішару, що покриває каплю води. Можна створити штучні ліпосоми (20нм-10мкм).
Взаємодія ліпосом з клітиною:
· Зіткнення та повільна (пасивна) дифузія
· Обєднання (ліпосома взаємодіє з мембраною) і вони обєднуються
Корисні застосування ліпосом
· Ліпосоми особливо корисні для доставки токсичних речовин
· Ліпосоми можуть збільшити термін служби лікарських препаратів, які швидко розходяться по крові
· Ефективні для доставки ліків у макрофаги крові
· Зменшують нейротоксичність препаратів

Покривають ліпосоми нейтральними полімерами, вони утворюють барєр, яий слабко взаємодіє із природниими молекулами в крові, таких як антитіла і  білки згортання крові, які зазвичай міцно і швидко взаємодіють із інородніми тілами. 
32. [bookmark: _Toc390389889]
  Що таке стелс-ліпосоми. Переваги використання стелс-ліпосом в наномедицині.
Ліпосоми – замкнуті бульбашки з ліпідного бішару. Можна створити штучні розміром від 20нм до 10мкм. Оскільки всередині вони мають воду, то можуть переносити в собі водорозчинні білки і водонерозчинні сполуки вбудовані в мембрану.
Ліпосоми є привабливим механізмом доставки ліків і мають ряд корисних застосувань:
· Корисні для доставки токсичних ліків;
· Збільшують термін служби лікарських припаратів;
· Особливо ефективні для доставки ліків у макрофагах крові;
· Зменшують нейротоксичність препаратів;
· Ефективно проникають у шкіру забеспечуючи доставку молекул до клітин у нижніх шарах.
Але «голі» ліпідні везикули швидко виводяться з крові. Щоб збільшити час їх життя було розроблено стелс-ліпосоми.
Один з підходів – це покриття ліпосом нейтральним полісахаридом (полі-етил гліколь). Він утворює бар’єр,  який слабо взаємодіє з природними молекулами в крові. Стелс ліпосоми можуть циркулювати протягом декількох днів в кровотоці діючи як резервуар ліків, які повільно вивільнюються.


33. [bookmark: _Toc390389890]Біонанотехнологічна розробка штучної крові. Перспективи і проблеми.

Очищений гемоглобін має багато переваг у якості заміни крові. Він може бути використаний для будь-якого пацієнта не вимагаючи підбирати тип крові, так як цукрові залишки, які детермінують тип крові, знаходяться на поверхніі червоних кровяних клітин, а не на поверхні молекули гемоглобіну.  Однак гемоглобін є тетрамером але розпадається до димера і являється токсичним для нирок. 

     Вирішення цієї проблеми:
1. Створити гемоглобіновий комплекс, якиє є стабільний у крові. Треба зшити гемоглобін у тетрамер або полігемоглобін.
2. Змінений гемоглобін містить 2 субодиниці гемоглобіну, зшиті в один ланцюг. В усіх цих випадках отриманий білок був досить великий, щоб не фільтруватись нирками.
3. Енкапсуляція гемоглобіну в ліпосоми(такі контейнери для дотавки кисню), але вони швидко видаляються з крові. Тривалість життя була покращена модифікацією поверхні ліпосомівполімерними цукрами, схожими на цукрову поверхню природних клітин крові, і створили ліпосоми, які менші за розміром ніж нормальні клітини.
4. Томас Чанг розробив полімерні капсули, які включають необхідні для детоксикації ферменти разом з гемоглобіном, створюючи безпеку й ефективну заміну крові. 


34. [bookmark: _Toc390389891]Біонанотехнологічні підходи контролювання та блокування шкідливих молекул (РНК, Білки) в клітині.
Можна додавати короткі фрагменти РНК для блокування синтезу білків. При додаванні в клітину короткі фрагменти РНК можуть зв’язуватись з РНК і блокувати синтез білка рибосомами. При правильному виборі РНК можна блокувати конкретні гени. Також невеликі нуклеїнові кислоти можуть слугувати маркерами хвороб і можуть ідентифікувати гени які викликають хворобу. Для цього можуть бути використані штучні пептидні нуклеїнові кислоти, оскільки природна РНК не стабільна в організмі. ПНК є більш стабільними оскільки не мають заряду і зв’язуються пептидними зв’язками. Проблемою є те. Що вони можуть утворювати подвійні й потрійні спіралі та утворюють як паралельній так і антипаралельний зв’язок з ДНК.

35. [bookmark: _Toc390389892]Практичні методи введення лікарської ДНК в клітину. Перспективи генної терапії. (НЕМА)

36. [bookmark: _Toc390389893]Фізико-хімічні властивості металевих наночасток. (НЕМА) 

37. [bookmark: _Toc390389894]Методи синтезу нанокластерів кон’югованих в білковий матрикс. (НЕМА)

 (ДЖЕК-ПОТ, вы выиграли -10 балов)


38. [bookmark: _Toc390389895]Флуоресцентні характеристики нанокластерів золота зв’язаних з білковим матриксом.
Наночастинки набувають флуоресцентних властивостей коли їх розмір стає настільки маленьким, що енергетичні рівні квантуються. Зазвичай це відбувається при розмірі 5-2 нм. Варіюванням розміру можна змінювати частоти емісії. Малі частинки – більше уширення рівнів – більша частота. Великі – менше і менша частота. Але просто частинки мають поганий квантовий вихід. Це можна виправити, якщо зв’язати їх з деяким білковим матриксом, що буде стабілізувати їх. У вільному стані золото, яке знаходиться у триплетному стані є хімічно активним і реагує з вільними радикалами у розчині, матрикс перешкоджає цьому, квантовий вихід також збільшується. 
Виявилось що зв’язані частинки утворюють 2 види кластерів з 8 та 25 атомів, кожен має свої флуоресцентні властивості. Також емісія сильно залежить від pH розчину, 8 атомна частинка майже не залежить, а от 25 атомний кластер зі збільшенням pH(лужність) збільшує емісію. Також нанокластери залежать від хімічного оточення, що впливає на довгоживучу компоненту емісії. Це змінює час емісії.   


39. [bookmark: _Toc390389896]Фосфоресценція нанокластерів та можливі шляхи її використання у біонанотехнологіях. (НЕМА)

40. [bookmark: _Toc390389897]Поверхневий плазмонний резонанс наноструктур і його використання у біології та медицині. (НЕМА)

41. [bookmark: _Toc390389898]Ефекти посилення флуоресценції металевими наночастками, ПФМ ефект (Metal Enhanced Fluorescence (MEF)).

Типові експеременти з флуорофорами – це дослідження їх спектральних властивостей в умовах вільного простору. Наявність поблизу металевих поверхонь або частинок може змінювати ці умови і призвести до змін у отриманих спектрах.  Це відбувається через взаємодю збуджених флуороворів з вільними електронами в металі. 
Qм= ( Г + Гм)/( Г + Гм + knr),     t = 1 / (Г + Гм + knr),
Гм - швидкість випрмінювання, knr-швидкість безвипромінювального переходу, Qм-квантовий вихід, tм-час життя.  
В той час як значення Гм збільшується, квантовий вихід зменшується і час житя зменшується. Це протилежно до більшості досліджень, де час життя флуоресценцій та квантовий вихід змініються в унісон.
Можливість зміни швидкості випромінювання була продемонстрована за рахунок вимірювання часу розпаду ( часу життя) комплексу Евпропію, що розташовувався на різних відстанях від плоскої металевої поверхні. Час життя комплексу зберігався експоненціальним  однак коливався з відстанню від металевої поверхні. Цей ефект пояснюється різницею фаз відбитоо поля і фазою осциляції флуорофору. Зменшення часу життя відбувається тоді, коли відбите поле синфазне з осцилюючим диполем  флуорофору, і збільшення – коли вони не у фазі. 	


42. Приклади використання ефекту посилення флуоресценції металевими наночастками (ПФМ ефекту) в розробці аналітичних біомедицинських платформ.
Мічення протеїнів методом МЕФ: зразок який містить зв’язану із сріблом ДНК поміщають у флуорометр, а  потім додають флуорисцин помічену ДНК. ). Інтенсивність флуоресценції зростає одразу після додавання і повертається на звичайний рівень через 20 хв. Це збільшує інтенсивність із–за того, що поруч знаходяться і срібні частинки  і помічені ДНК
МЕФ для аналізу розчинів: Розглянемо два підходи . В першому підході СіліційО2,  занурений у срібний колоїд,що предусмотренній для заснованої на розчинах флуоресцентно-підсиленної чутливої платформи,  забезпечує підсилення флуоресценції в 3 або5 разів. У другому підході використовуються олігонуклеотиди із срібними частинками і флуорофор позначені комплементарні олігонуклеотиди. Спостерігалось збільшення емісії від флуорофор-позначених комплементарних олігонуклеотидів після гібридизації у присутності срібних частинок. Цей результат вказує на можливість підходу до ДНК аналізу на основі агрегації металевих наночастинок зв’язаних з флуорофор поміченими олігонуклеотидами.  
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