Priprava scFv, ki bi lahko prehajal BBB
Poskušali bi pripraviti scFvje, ki bi lahko prehajali BBB. Radi bi se izognili genski terapiji. Ena od precej enostavnih možnosti je fuzija molekul s CPPs (cell-penetrating peptides) oz.  PTD (protein transducing domain). 

Huang, 2008:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18000664?ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
Pripravili so haFGF (154 AK), ki lahko prehaja BBB tako, da so naredili fuzijo med haFGF in Tat-PTD na N-koncu, protein so izrazili v E. coli BL21(DE3). 

Načini vnosa v CNS: 
intracerebralno injiciranje - -> lahko poškoduje možgansko tkivo ali povzroči vnetje, 
'odprtje' BBB s pomočjo osmoze --> neselektivno, 
s pomočjo virusnih vektorjev --> genska terapija, navadno prenizko izražanje proteina. 

Novi načini:
fuzija proteina s CPP (cell-penetrating peptide), npr. Tat-PTD, antenapedia protein, herpes simplex virus-1 VP22, signalna sekvenca Kaposi FGF.
Tat-PTD: 9-11 AK, veliko fuzij, ki so lahko prehajale BBB (reference v članku!)
Protein s Tat-PTD je uspešno prehajal BBB. 
Joliot, 2004:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15039791?ordinalpos=2&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
Pregledni članek o PTD.
CPP ali PTD so kratke peptidna zaporedja, ki omogočajo proteinom, ki ta zaporedja vsebujejo, prehod preko celične membrane. Mehanizem prehajanja membrane še ni čisto razložen, predlagani so 3 modeli (2004). Najbolj uporabljena CPP sta Tat in Penetratin. Na delovanje Tat ima molekula, na katero je pripet, manj vpliva, medtem ko je Penetratin bolj občutljiv. Pri Penetrinu naj bi bila konformacija nosilne molekule  bolj pomembna kot sama velikost. Tat in MTS naj ne bi bila omejena z velikostjo nosilne molekule, vendar ni nobenih dokazov za to. S pomočjo TAT naj bi celo cel lambda fag vnesli v celico. CPP predstavljajo alternativo genskemu zdravljenju.
Schwarze, 1999:
'Proteinska terapija' je alternativa genski terapiji, katere problem je neuspešno dolgotrajno izražanje proteina. Pripravili so fuzijo med TAT PDT in b-gal (120 kDa), ki je lahko prehajala v vsa tkiva v podgani po intraperitonealnem injiciranju. Tak način vstopa proteinov v celico naj ne bi vključeval receptorjev ali transporterjev, ampak gre za interakcijo med PDT in komponentami lipidnega dvosloja. Poleg 11 AK TAT PDT so na N-konec dodali še motiv iz 4 AK FITC (G4). Kaj je fora tega FITC, moram še pogruntat! Vključili so ga tudi pri b-gal!! Več naj bi bilo opisano v Nagahara, 1998 (Nature Med). -->Očiščene  rekombinantne proteine so kasneje označili s FITC za analizo s FACS.
Tak konstrukt je uspešno prehajal tudi BBB in po 4 h je bil encim tudi aktiven. TAT so vstavili na N-konec ZA His-Tag!!! 
Uporabili so zaporedje: 
TAT: YGRKKRRQRRR

Nagahara, 1998:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9846587?ordinalpos=3&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
Priprava ekspresijskega vektorja pTAT-HA. The vector pTAT-HA has an N-terminal 6-histidine leader followed by the 11-amino-acid TAT protein (G-YGRKKRRQRRR-G) transduction domain flanked by glycine residues (for free bond rotation of the domain), a hemaglutinin (HA) tag and a polylinker. Pripravili so 40 proteinov, označenih s TAT, ki so lahko prehajali v celice. 
Temsamani, 2004:

Pregledni članek o CPP, predvsem SynB, Penetratin, Tat. Naštetih je nekaj primerov, tudi o načinu prehajanja BBB. Uspeh CPP-metode za klinično uporabo odvisen od učinkovitosti, varnosti, cene...
Tat48-60: GRKKRRQRRRPPQ

Penetratin: RQIKIWFQNRRMKWKK
Cao, 2002:

Priprava PTD-HA-Bcl-xL. Po intraperitonealnem injiciranju je fuzijski protein dosegel možgane v 1-2 h in tudi učinkoval. Uporabili so PTD Tat kot Nagahara, 1998 (YGRKKRRQRRR).Ti so vstavili med HisTag in PTD cepitveno mesto za trombin in HisTag po čiščenju odstranili --> za WB anti-Ha Ab, HAtag je med PTD in proteinom. 
Primer uspešnega vnosa terapevtskega proteina v CNS po konjugaciji s PTD!!!
Rousselle, 2000:
Kovalentna vezava D-penetratina in SynB1 na doksorubicin --> uspešno prehajanje BBB. --> Primer prehajanja BBB s pomočjo CPP! 
SynB1: RGGRLSYSRRRFSTSTGR
D-penetratin: rqikiwfqnrrmkwkk
Dietz, 2006:

Testiranje fuzijskega proteina Tat-GDNF za PD. 
Kilic, 2003:

Priprava fuzijskega proteina Tat-GDNF. Uporabili so vektor pTAT-HA (Nagahara). Uspešno je prehajal BBB. 
Sengoku, 2004:

Priprava fuzijskega proteina Tat-calpastatin. Uporabili so vektor pTAT-HA (Nagahara). Protein je vstopil v nevrone, vendar je bil neaktiven zaradi načina vstopa v celico (enosdomi) ali nekaj podobnega....
Popiel, 2006:

Priprava fuzijskega proteina PTD-QBP1 (11-AK polyQ binding peptide 1) za zdravljenje poliQ- in drugih konformacijskih bolezni. Kot PTD so uporabili TAT in Antp, vsak od njiju naj bi imel drugačen mehanizem vstopa v celico. V tem primeru je bil Antp učinkovitejši. Tat naj bi bil v nekaterih primerih citotoksičen. Posamezne domene so ločili z dvema GG. Oni so sintetizirali cele peptide.
TAT: YGRKKRRQRRR

Antp: RQIKIWFQNRRMKWKK
Deshayes, 2005:

Pregledni članek o CPP, opisani so tudi predlagani mehanizmi prehajanja membrane. CPP so razdeljeni v 3 skupine. Tat in Penetratin spadata  v družino peptidov, pripravljenih iz PTD. 
Penetratin naj ne bi bil dober za prenos večjih proteinov od 100 AK!

Gupta, 2004:
Pregledni o CPP in primeri. 
Begley, 2004:

Pregledni članek o vnosu zdravil v CNS. 
Dietz, 2007:

Poglavje o CPP v nevrobiologiji in način natančen opis priprave fuzijskih proteinov s CPP v bakterijah. 
Priprava scFv, ki prehaja BBB

Testirala bi 2 različna CCP (Tat in Penetratin), ki bi ju vstavila na N-konec (za SS--> NruI), kot linker (EcoRI/XhoI), pri čemer bi na vsak konec dodala ~2 Gly, da se CPP lahko prosto giblje, in na C-konce pred HisTag (HindIII). Ker ne vem, kako bo CPP vplival na strukturo scFvja in na vezavo na P1, bom poskusila vse 3 'položaje'. 
CPP bom dodala humaniziranemu scFv (najbolj mutiranemu, ki se še veže na P1). 

Zaporedje za TAT (47 - 57), 11 AK:
AK:
 Y   G   R   K   K   R   R   Q   R   R   R
nt:
TAT GGC CGC AAA AAG CGT CGC CAG CGC CGT CGC 
Zaporedje za Penetratin, 16 AK:

AK:
 R   Q   I   K   I   W   F   Q   N   R   R   M   K   W   K   K
nt:
CGC CAG ATT AAA ATC TGG TTT CAG AAC CGC CGT ATG AAA TGG AAA AAG
Pri načrtovanju nukleotidnega zaporedja sem upoštevala rabo kodona E. coli K12. (http://openwetware.org/wiki/Escherichia_coli/Codon_usage)
1. Dodajanje CPP na N-konec scFv (ligacija v NruI):
NruI - CPP - NruI
TAT

A TCG'CGA - GC - TATGGCCGCAAAAAGCGTCGCCAGCGCCGTCGC - G - TCG'CGA

  I   A     S     Y  G  R  K  K  R  R  Q  R  R  R        V   A
Oligi:
CGA - GC - TATGGCCGCAAAAAGCGTCGCCAGCGCCGTCGC - G - TCG
GCT - CG - ATACCGGCGTTTTTCGCAGCGGTCGCGGCAGCG - C - AGC
TAT_Nru_a

CGAGCTATGGCCGCAAAAAGCGTCGCCAGCGCCGTCGCGTCG
L =  42 nt
TAT_Nru_b

CGACGCGACGGCGCTGGCGACGCTTTTTGCGGCCATAGCTCG

L = 42 nt
Penetratin
TCG'CGA - GC - CGCCAGATTAAAATCTGGTTTCAGAACCGCCGTATGAAATGGAAAAAG - G - TCG'CGA

I   A     S     R  Q  I  K  I  W  F  Q  N  R  R  M  K  W  K  K
V   A
Oligi:

CGA - GC - CGCCAGATTAAAATCTGGTTTCAGAACCGCCGTATGAAATGGAAAAAG - G - TCG

GCT - CG - GCGGTCTAATTTTAGACCAAAGTCTTGGCGGCATACTTTACCTTTTTC - C - AGC
PEN_Nru_a

CGAGCCGCCAGATTAAAATCTGGTTTCAGAACCGCCGTATGAAATGGAAAAAGGTCG

L = 57 nt
PEN_Nru_b

CGACCTTTTTCCATTTCATACGGCGGTTCTGAAACCAGATTTTAATCTGGCGGCTCG

L = 57 nt
2. CPP kot linker v scFv (ligacija med EcoRI in XhoI):

EcoRI - GG - CPP - GG - XhoI
TAT
G'AATTC - CGGCGGC - TATGGCCGCAAAAAGCGTCGCCAGCGCCGTCGC - GGCGG - C'TCGAG

   N  S     G  G     Y  G  R  K  K  R  R  Q  R  R  R     G  G      S
Oligi:

  AATTC - CGGCGGC - TATGGCCGCAAAAAGCGTCGCCAGCGCCGTCGC - GGCGG - C

      G - GCCGCCG - ATACCGGCGTTTTTCGCAGCGGTCGCGGCAGCG - CCGCC - GAGCT
TAT_link_a

L = 51 nt
TAT_link_b
TCGAGCCGCCGCGACGGCGCTGGCGACGCTTTTTGCGGCCATAGCCGCCGG
L = 51 nt
Penetratin

G'AATTC - C - CGCCAGATTAAAATCTGGTTTCAGAACCGCCGTATGAAATGGAAAAAG - GG - C'TCGAG

   N  S        R  Q  I  K  I  W  F  Q  N  R  R  M  K  W  K  K     G      S   
Oligi:

AATTC - C - CGCCAGATTAAAATCTGGTTTCAGAACCGCCGTATGAAATGGAAAAAG - GG - C

    G - G - GCGGTCTAATTTTAGACCAAAGTCTTGGCGGCATACTTTACCTTTTTC - CC - GAGCT
PEN_link_a
AATTCCCGCCAGATTAAAATCTGGTTTCAGAACCGCCGTATGAAATGGAAAAAGGGC

L = 57 nt
PEN_link_b
TCGAGCCCTTTTTCCATTTCATACGGCGGTTCTGAAACCAGATTTTAATCTGGCGGG

L = 57 nt
3. Dodajanje CPP na C-konec scFv pred HisTag (ligacija v HindIII):

HindIII - CPP -  HindIII

TAT
A'AGCTT - TATGGCCGCAAAAAGCGTCGCCAGCGCCGTCGC - A'AGCTT

  K  L             Y  G  R  K  K  R  R  Q  R  R  R      K  L 
Oligi: 
AGCTT - TATGGCCGCAAAAAGCGTCGCCAGCGCCGTCGC - A

    A - ATACCGGCGTTTTTCGCAGCGGTCGCGGCAGCG - TTCGA

TAT_Hind_a

AGCTTTATGGCCGCAAAAAGCGTCGCCAGCGCCGTCGCA

L  = 39 nt
TAT_Hind_b

AGCTTGCGACGGCGCTGGCGACGCTTTTTGCGGCCATAA
L =  39 nt
Penetratin

A'AGCTT - CGCCAGATTAAAATCTGGTTTCAGAACCGCCGTATGAAATGGAAAAAG - A'AGCTT

      K  L     R  Q  I  K  I  W  F  Q  N  R  R  M  K  W  K  K      K  L
Oligi:

AGCTT - CGCCAGATTAAAATCTGGTTTCAGAACCGCCGTATGAAATGGAAAAAG - A

    A - GCGGTCTAATTTTAGACCAAAGTCTTGGCGGCATACTTTACCTTTTTC - TTCGA
PEN_Hind_a
AGCTTCGCCAGATTAAAATCTGGTTTCAGAACCGCCGTATGAAATGGAAAAAGA

L = 54 nt
PEN_Hind_b
AGCTTCTTTTTCCATTTCATACGGCGGTTCTGAAACCAGATTTTAATCTGGCGA
L = 54 nt
Zaporedja scFv_BBB

TAT_scFv
ATGCGCAAAACTGCTATCGCTATCGCTGTTGCTCTGGCTGGTTTTGCTACCGTTGCTCAGGCTGCTATCGCGAGCTATGGCCGCAAAAAGCGTCGCCAGCGCCGTCGCGTCGCGAGCGACATCCAGATGACTCAGTCTCCAGCCTCCCTATCTGCATCTGTGGGAGAAACTGTCACCATCACATGTCGAGCAAGTGAGAATGTTGACAGTTATTTAGTATGGTATCAGCAGAAACAGGGAAAATCTCCTCACCTCCTGGTCTATAATGCAAAAACCTTAGCAGAAGGTGTGCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGCACACAGTTTTCTCTGAAGATCAACAGCCTACAACCTGAAGATTTTGGGAATTATTACTGTCAACATCATTATGGTAATCCGACGTTCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAAATCAAACGGGCGAATTCCGGTGGAGGCGGTTCAGGCGGAGGTGGCTCTGGCGGTGGCGGAAGTGGCTCGAGCGAGGTGCAGCTTGCTGAGTCTGGTGGAGGATTGGTGCAGCCTAAAGGGTCATTGAAACTCTCATGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTCAACACCTACGCCATGAACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGAAAGGGTTTGGAATGGGTTGCTCGCATAAGAAGTAAAAGTAATCATTATGCAACATATTATGCCGATTCAGTGAAAGACAGGTTCACCGTCTCCAGAGATGATTCACAAAGCATGCTCTATCTGCAAATGAAGAACTTGAAAACTGAGGACACTGCCATGTATTATTGTGTGAGACAGGGGCCTGATCAGGGGGCTTACTGGGGCCAAGGGACTCTGGTCACTGTCTCTAAGCTTCACCACCACCACCACCACCACCACCACCACTAATGA
MRKTAIAIAVALAGFATVAQAAIASYGRKKRRQRRRVASDIQMTQSPASLSASVGETVTI
TCRASENVDSYLVWYQQKQGKSPHLLVYNAKTLAEGVPSRFSGSGSGTQFSLKINSLQPE
DFGNYYCQHHYGNPTFGGGTKLEIKRANSGGGGSGGGGSGGGGSGSSEVQLAESGGGLVQ
PKGSLKLSCAASGFTFNTYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKSNHYATYYADSVKDRFTVS

RDDSQSMLYLQMKNLKTEDTAMYYCVRQGPDQGAYWGQGTLVTVSKLHHHHHHHHHH**
Mw(ss) = 32083.86
Mw(-ss) = 29772.05

PEN_scFv

ATGCGCAAAACTGCTATCGCTATCGCTGTTGCTCTGGCTGGTTTTGCTACCGTTGCTCAGGCTGCTATCGCGAGCCGCCAGATTAAAATCTGGTTTCAGAACCGCCGTATGAAATGGAAAAAGGTCGCGAGCGACATCCAGATGACTCAGTCTCCAGCCTCCCTATCTGCATCTGTGGGAGAAACTGTCACCATCACATGTCGAGCAAGTGAGAATGTTGACAGTTATTTAGTATGGTATCAGCAGAAACAGGGAAAATCTCCTCACCTCCTGGTCTATAATGCAAAAACCTTAGCAGAAGGTGTGCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGCACACAGTTTTCTCTGAAGATCAACAGCCTACAACCTGAAGATTTTGGGAATTATTACTGTCAACATCATTATGGTAATCCGACGTTCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAAATCAAACGGGCGAATTCCGGTGGAGGCGGTTCAGGCGGAGGTGGCTCTGGCGGTGGCGGAAGTGGCTCGAGCGAGGTGCAGCTTGCTGAGTCTGGTGGAGGATTGGTGCAGCCTAAAGGGTCATTGAAACTCTCATGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTCAACACCTACGCCATGAACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGAAAGGGTTTGGAATGGGTTGCTCGCATAAGAAGTAAAAGTAATCATTATGCAACATATTATGCCGATTCAGTGAAAGACAGGTTCACCGTCTCCAGAGATGATTCACAAAGCATGCTCTATCTGCAAATGAAGAACTTGAAAACTGAGGACACTGCCATGTATTATTGTGTGAGACAGGGGCCTGATCAGGGGGCTTACTGGGGCCAAGGGACTCTGGTCACTGTCTCTAAGCTTCACCACCACCACCACCACCACCACCACCACTAATGA
MRKTAIAIAVALAGFATVAQAAIASRQIKIWFQNRRMKWKKVASDIQMTQSPASLSASVG

ETVTITCRASENVDSYLVWYQQKQGKSPHLLVYNAKTLAEGVPSRFSGSGSGTQFSLKIN

SLQPEDFGNYYCQHHYGNPTFGGGTKLEIKRANSGGGGSGGGGSGGGGSGSSEVQLAESG

GGLVQPKGSLKLSCAASGFTFNTYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKSNHYATYYADSVKD

RFTVSRDDSQSMLYLQMKNLKTEDTAMYYCVRQGPDQGAYWGQGTLVTVSKLHHHHHHHH

HH**

Mw(ss) = 32770.77

Mw(-ss) = 30371.87
scFv_linkTAT

ATGCGCAAAACTGCTATCGCTATCGCTGTTGCTCTGGCTGGTTTTGCTACCGTTGCTCAGGCTGCTATCGCGAGCGACATCCAGATGACTCAGTCTCCAGCCTCCCTATCTGCATCTGTGGGAGAAACTGTCACCATCACATGTCGAGCAAGTGAGAATGTTGACAGTTATTTAGTATGGTATCAGCAGAAACAGGGAAAATCTCCTCACCTCCTGGTCTATAATGCAAAAACCTTAGCAGAAGGTGTGCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGCACACAGTTTTCTCTGAAGATCAACAGCCTACAACCTGAAGATTTTGGGAATTATTACTGTCAACATCATTATGGTAATCCGACGTTCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAAATCAAACGGGCGAATTCCGGCGGCTATGGCCGCAAAAAGCGTCGCCAGCGCCGTCGCGGCGGCTCGAGCGAGGTGCAGCTTGCTGAGTCTGGTGGAGGATTGGTGCAGCCTAAAGGGTCATTGAAACTCTCATGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTCAACACCTACGCCATGAACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGAAAGGGTTTGGAATGGGTTGCTCGCATAAGAAGTAAAAGTAATCATTATGCAACATATTATGCCGATTCAGTGAAAGACAGGTTCACCGTCTCCAGAGATGATTCACAAAGCATGCTCTATCTGCAAATGAAGAACTTGAAAACTGAGGACACTGCCATGTATTATTGTGTGAGACAGGGGCCTGATCAGGGGGCTTACTGGGGCCAAGGGACTCTGGTCACTGTCTCTAAGCTTCACCACCACCACCACCACCACCACCACCACTAATGA
MRKTAIAIAVALAGFATVAQAAIASDIQMTQSPASLSASVGETVTITCRASENVDSYLVW

YQQKQGKSPHLLVYNAKTLAEGVPSRFSGSGSGTQFSLKINSLQPEDFGNYYCQHHYGNP

TFGGGTKLEIKRANSGGYGRKKRRQRRRGGSSEVQLAESGGGLVQPKGSLKLSCAASGFT

FNTYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKSNHYATYYADSVKDRFTVSRDDSQSMLYLQMKNL

KTEDTAMYYCVRQGPDQGAYWGQGTLVTVSKLHHHHHHHHHH**

Mw(ss) = 31051.87
Mw(-ss) = 28740.05
scFv_linkPEN

ATGCGCAAAACTGCTATCGCTATCGCTGTTGCTCTGGCTGGTTTTGCTACCGTTGCTCAGGCTGCTATCGCGAGCGACATCCAGATGACTCAGTCTCCAGCCTCCCTATCTGCATCTGTGGGAGAAACTGTCACCATCACATGTCGAGCAAGTGAGAATGTTGACAGTTATTTAGTATGGTATCAGCAGAAACAGGGAAAATCTCCTCACCTCCTGGTCTATAATGCAAAAACCTTAGCAGAAGGTGTGCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGCACACAGTTTTCTCTGAAGATCAACAGCCTACAACCTGAAGATTTTGGGAATTATTACTGTCAACATCATTATGGTAATCCGACGTTCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAAATCAAACGGGCGAATTCCCGCCAGATTAAAATCTGGTTTCAGAACCGCCGTATGAAATGGAAAAAGGGCTCGAGCGAGGTGCAGCTTGCTGAGTCTGGTGGAGGATTGGTGCAGCCTAAAGGGTCATTGAAACTCTCATGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTCAACACCTACGCCATGAACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGAAAGGGTTTGGAATGGGTTGCTCGCATAAGAAGTAAAAGTAATCATTATGCAACATATTATGCCGATTCAGTGAAAGACAGGTTCACCGTCTCCAGAGATGATTCACAAAGCATGCTCTATCTGCAAATGAAGAACTTGAAAACTGAGGACACTGCCATGTATTATTGTGTGAGACAGGGGCCTGATCAGGGGGCTTACTGGGGCCAAGGGACTCTGGTCACTGTCTCTAAGCTTCACCACCACCACCACCACCACCACCACCACTAATGA
MRKTAIAIAVALAGFATVAQAAIASDIQMTQSPASLSASVGETVTITCRASENVDSYLVW

YQQKQGKSPHLLVYNAKTLAEGVPSRFSGSGSGTQFSLKINSLQPEDFGNYYCQHHYGNP

TFGGGTKLEIKRANSRQIKIWFQNRRMKWKKGSSEVQLAESGGGLVQPKGSLKLSCAASG

FTFNTYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKSNHYATYYADSVKDRFTVSRDDSQSMLYLQMK

NLKTEDTAMYYCVRQGPDQGAYWGQGTLVTVSKLHHHHHHHHHH**

Mw(ss) =  31567.62
Mw(-ss) = 29255.81
scFV_TATHis

ATGCGCAAAACTGCTATCGCTATCGCTGTTGCTCTGGCTGGTTTTGCTACCGTTGCTCAGGCTGCTATCGCGAGCGACATCCAGATGACTCAGTCTCCAGCCTCCCTATCTGCATCTGTGGGAGAAACTGTCACCATCACATGTCGAGCAAGTGAGAATGTTGACAGTTATTTAGTATGGTATCAGCAGAAACAGGGAAAATCTCCTCACCTCCTGGTCTATAATGCAAAAACCTTAGCAGAAGGTGTGCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGCACACAGTTTTCTCTGAAGATCAACAGCCTACAACCTGAAGATTTTGGGAATTATTACTGTCAACATCATTATGGTAATCCGACGTTCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAAATCAAACGGGCGAATTCCGGTGGAGGCGGTTCAGGCGGAGGTGGCTCTGGCGGTGGCGGAAGTGGCTCGAGCGAGGTGCAGCTTGCTGAGTCTGGTGGAGGATTGGTGCAGCCTAAAGGGTCATTGAAACTCTCATGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTCAACACCTACGCCATGAACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGAAAGGGTTTGGAATGGGTTGCTCGCATAAGAAGTAAAAGTAATCATTATGCAACATATTATGCCGATTCAGTGAAAGACAGGTTCACCGTCTCCAGAGATGATTCACAAAGCATGCTCTATCTGCAAATGAAGAACTTGAAAACTGAGGACACTGCCATGTATTATTGTGTGAGACAGGGGCCTGATCAGGGGGCTTACTGGGGCCAAGGGACTCTGGTCACTGTCTCTAAGCTTTATGGCCGCAAAAAGCGTCGCCAGCGCCGTCGCAAGCTTCACCACCACCACCACCACCACCACCACCACTAATGA
MRKTAIAIAVALAGFATVAQAAIASDIQMTQSPASLSASVGETVTITCRASENVDSYLVW

YQQKQGKSPHLLVYNAKTLAEGVPSRFSGSGSGTQFSLKINSLQPEDFGNYYCQHHYGNP

TFGGGTKLEIKRANSGGGGSGGGGSGGGGSGSSEVQLAESGGGLVQPKGSLKLSCAASGF

TFNTYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKSNHYATYYADSVKDRFTVSRDDSQSMLYLQMKN

LKTEDTAMYYCVRQGPDQGAYWGQGTLVTVSKLYGRKKRRQRRRKLHHHHHHHHHH**

Mw(ss) =  32067.90
Mw(-ss) = 29756.09
scFv_PENHis
ATGCGCAAAACTGCTATCGCTATCGCTGTTGCTCTGGCTGGTTTTGCTACCGTTGCTCAGGCTGCTATCGCGAGCGACATCCAGATGACTCAGTCTCCAGCCTCCCTATCTGCATCTGTGGGAGAAACTGTCACCATCACATGTCGAGCAAGTGAGAATGTTGACAGTTATTTAGTATGGTATCAGCAGAAACAGGGAAAATCTCCTCACCTCCTGGTCTATAATGCAAAAACCTTAGCAGAAGGTGTGCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGCACACAGTTTTCTCTGAAGATCAACAGCCTACAACCTGAAGATTTTGGGAATTATTACTGTCAACATCATTATGGTAATCCGACGTTCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAAATCAAACGGGCGAATTCCGGTGGAGGCGGTTCAGGCGGAGGTGGCTCTGGCGGTGGCGGAAGTGGCTCGAGCGAGGTGCAGCTTGCTGAGTCTGGTGGAGGATTGGTGCAGCCTAAAGGGTCATTGAAACTCTCATGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTCAACACCTACGCCATGAACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGAAAGGGTTTGGAATGGGTTGCTCGCATAAGAAGTAAAAGTAATCATTATGCAACATATTATGCCGATTCAGTGAAAGACAGGTTCACCGTCTCCAGAGATGATTCACAAAGCATGCTCTATCTGCAAATGAAGAACTTGAAAACTGAGGACACTGCCATGTATTATTGTGTGAGACAGGGGCCTGATCAGGGGGCTTACTGGGGCCAAGGGACTCTGGTCACTGTCTCTAAGCTTCGCCAGATTAAAATCTGGTTTCAGAACCGCCGTATGAAATGGAAAAAGAAGCTTCACCACCACCACCACCACCACCACCACCACTAATGA
MRKTAIAIAVALAGFATVAQAAIASDIQMTQSPASLSASVGETVTITCRASENVDSYLVW
YQQKQGKSPHLLVYNAKTLAEGVPSRFSGSGSGTQFSLKINSLQPEDFGNYYCQHHYGNP

TFGGGTKLEIKRANSGGGGSGGGGSGGGGSGSSEVQLAESGGGLVQPKGSLKLSCAASGF

TFNTYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKSNHYATYYADSVKDRFTVSRDDSQSMLYLQMKN

LKTEDTAMYYCVRQGPDQGAYWGQGTLVTVSKLRQIKIWFQNRRMKWKKKLHHHHHHHHH

H**
Mw(ss) =  32754.81
Mw(-ss) = 30443.00
8.3.2010

Pripravila sem različne scFv-CPP in izražata in delata samo obliki, ko je CPP kot linker. 

Potek dela:

1. Priprava scFv v E. coli.

2. Injiiciranje v  lateralno repno veno miši; 
doza: 5 mg/kg,
proteini v fiziološki raztopini

konc: ( 1,5 mg/ml --> v 200 ul bo 30 - 300 ug proteina
Article
Delivery of therapeutic proteins into tissues and across the blood-brain barrier is limited by the size and biochemical properties of the proteins. Efficient delivery can be achieved only when molecules are small, usually less than 600 Da. Delivery across BBB is generally restricted to small, highly lipophilic peptides of 6 amino acid or less. Gene therapy is one of the promising methods for circumventing this problem, but....
One of the alternative approaches could be ‘protein transduction’ or protein therapy, when full-length fusion proteins are generated that contain N-terminal CPP or PTD... (Schwarze, 1999)
In the last decade, several peptides that can translocate cell membranes have been identified. Some of those peptides, which can be divided into different families, have short amino acid sequences of 10 - 27 amino acid residues in length and enter the cell by a receptor-independent mechanism. Furthermore, these peptides are capable of internalizing hydrophilic cargoes.  (Temsamani, 2004)
PTD delivery, described here, may have several advantages. First, PTD consists of only 11- amino acid, which does not increase molecular mass of fusion protein. Second, the transduction of PTD-protein does not require a helper protein. PTD mediates protein transduction by targeting the lipid bilayer component of the cell membrane, thus can be transduced into all mammalian cell types (Cao, 2002, Schwarze, 1999). 

Nekaj o BBB in vnosu proteinov v CNS...

Nekaj o Tat, nekaj o Penetartinu... Primeri iz literature....
