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Part I: Targeting the Unstable Atherosclerotic Plaque
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Part I: Targeting the Unstable Atherosclerotic Plaque

MATERIALS AND METHODS 

Phage library 
&����+��40���
��������
(�������������4�
�(�S15�3���<��	��S����
�(�
�����
	��6�
<
�������
����4(�7���
���*��*�
���	��<��*����39��������(����������
�!�����
�������
���6��

Peptide synthesis 
All peptides <���� �(������K��� ��� 
�� 
%���
���� �������� �(������K��� 3J>E>�
���������!���6�%�������
��
������	���������
������������(���������+�%������������
<�����%���������
�����
�
�����+8����"�.+�	��%���3����	�!�7�������!��.6�%�����

�'��+V��9�JM>�3&�*(�!�'
�
�6���%���������������<����%������	�
�
	����K���4(�
.+�������7������������
�(��	
��-���	���	��!�.������9��������(��&����%���(�������
�������!�
��	��	*���4(���.7��&V���
������	�������(�
������"�.+!�<
��
����
���
D>W�� -�����(�
���� ��/� �������� .�.���.�+?�7���X�4������ 3-����/6� <
�� �����
��
��JEW��%����.(������K������������<�����������
���@>Y+�%��������������%�����
%������%�����(������	�4�����(�
��� 4������������<
���(������K��!��%������
���
	�
�
	��������
�����	��4���4(��%K%*�����
�20. 

Selection of SR-AI binding phage
/>Z�8�.� �� ������
������ ��� 	�
����� 4%��� 3E>����8.� �
"+V0!� �"� J�B6� <
��
��	%4
��������������
��CY+����
������4�������JB�<������
���3+���
�!�+������!�9X6�

��/>>Z.8<������%4��5%����(!�<�����<����<
�����<����
��
(�4%���3@>�����8.�
"����!�/E>����8.��
+�!�/����8.�+
+�2!��"�D�C6�
�����	%4
�������/��
��0DY+�<����
4��	*����4%���30W�-������
��
(�4%��6�������<
�����!�<�����<������	%4
����<����
E>Z���8.���4�����(�
����������3@��0DY+6!�<
����!�
����%4��5%����(���	%4
����
���@���
�������������
�%���3�&6�<����������
�����4�
�����
��/>9�	����(��������
%�����3+�96����/>>Z.���4�������4%���3>�/W�-��!�>�EW�&<����@>����
��
(�4%��6��
?�����<����<
�����/>#�<����4�������4%���
���4���������
���<������%����4(�
��	%4
����� ��� E����� 
���&�<����/>>Z.��� ��%�����4%��� 3>�/���8.� ��(	���8"+�!�
�"@�@6�
�����%��
��K���4(�
����������E>Z.�����%��
��K
�����4%���3/���8.�&���8
"+�!��"M�E6����
���<��������
���!�
��������
����%������
�����	��4��21�����������
��
���<
��%���� ��� %������ ����	������ ����7��� ��5%��	������ ����	������
���
�����!���
�����7���<
������
���������������	��������%���������?�K
�����%���[�
���������7����%���	
������(�����3������
!��
�����!�9��6��7�����5%��	����<
��
	���%	����
������7�����5%��	����
	����(�������.������9��������(�����	
��+������
%�����
���
��
����/0���������9�����������<������
���!�����
����������
��������
����%���D�<
��%�������%������	�
�
	����K
������#����������

Cell culture 
�%����� �
	����
��� 	����� 3��?@BC�D6!� ���	
�� ������ ���*�(� *����(� +V��D�

�����%�
������	(��	�&"��/�	�����<�������<�����7%�4�		�\�����������
����\��



53

��/!�
�������������������
����������	
���������	������+�
�����

C
h

a
p

te
r 2

����%�� 37���6� �%����������� <���� />W� 3�8�6� ��
����
	���
���� ��
�� 4������
���%�� 3�-�6!� />>98�.� ����	�����!� 
��� />>��8�.� ��������(	���� -���� �
���<�
���������
	����
����<��������
��������+ED-.8B���	��
���	%��%����
�����	��4���
4����22��+����	%��%����<�����
���
�����
��0DY+�����%��������JEW�
��8EW�+V2. 

Cell binding assay 
+V��D� 
��� ��?@BC�D� 	����� <���� ���<�� ��� 
����#��
���(� B>]D>W� 	��O%��	(�
���/@�<�������
���!�<���������
��������&"��/�	�����<�������<�����C /̂>5	����8<�����
+�����<����������	%4
�������7���_>�@W�-��!�@��
��0DY+�����������	��	���
���
3��%��� D6� <
�� 
����� 
�� 
� ������ �� />8 +�9� 
��� ��	%4
���� ��� @�� 
�� CY+�� ����
����	���� ��
��� ��4�
�(� <
�� %���� 
�� 
� ���
����� 	�������� ��?� 
��� +V��D� 	�����
<����<
�����/>#�<����������
���4%������
�����3�-�6�
����(����4%���3E>>Z.�
����������0JD�!�������
!��
�����!�9��6�<
��
������&���&"��/�	�����%���������
<
��<
�����/>#�<�����-�!��%4��5%����(�	�����%�������E�����
��/>!>>>����
���
����	�����������<
�����%������������-������
��(!�	�����<�����(����4(�
������E>>Z.�
�(����4%�������%���
������<�����
*�������������	%4
���������%��������
���(�

����
����������������
���
������%����/`/>>����/#�&����-%������
�����3&-�6����
�
���
�����%�����/�.��V%��%���
������<�����
*�����������	�����(�
���
������%����
/`/>����/`/>>�3���
�����%��`�E>>Z.6��&�����	����(���4�%�����
���<
��	
�	%�
����
���������%��%��������%���
����

Competition experiment of SR-AI selected phage pool
���
�
���(����������
�������	�����	���������!�������
������3/>Z�8�.� ���	�
�����
4%��6�<
����	%4
��������������
��CY+����
������4�������JB�<������
���
��/>>Z.8
<����� ?����� <���� <
����� 0#� <���� 
��
(� 4%��� 
��� ��	%4
���� ��� /�� 
�� 0DY+�
<����4��	*����4%������#�!�<�����<������	%4
�������@���
��0DY+�<����/@E����8.�
4�����(�
����������4���������������3/>>Z.8<���6!�<
�����0#�<����4�������4%��!�

����<��	�����������
��������(������	����������������3%���������������������
��
��%�	
������ �� D!� J!� //!� /0� 
����� 
	���6�<���� 
�����
��� ���� ���%����� 3/>>f.6�
<
�� ���� ��� ��	%4
��� ��� @�� 
�� �&� <���� ���� ����	���� ��
��� ����� 3��%��� D6� 
��
108�	%��?�����<����<
�����/>#�<����4�������4%��!�4���������
���<������%����
4(� ��	%4
����� ��� E���� 
�� �&� <���� />>Z.� ��%����� 4%��!� 
��� ��%��
��K��� <����
50Z.���%��
��K
�����4%���3/���8.�&����"+�!��"M�E6�������%
����
���4�������<
��
	
�	%�
���������������%������%��%���
����

In vivo distribution of SR-AI selective phage pool 
���������	��	���/���
���
���
���������	����	���������
���<�����
����
4�����
��
������%��(����	��4��21 and injected at 109 +�9�3]@>>!>>>�7��6���
������
��������
�����
��������K���+ED-�8B���	��3@>�<��*�������
��k��xB6�������0>����!���	��
<�������%�������@�����<����7����
��/>�.8������
�
�	
��%�
���������������������
������	����V��
���<�����������!�<�������
������
���������
����<�����4�
�����
4(�������������	%4
�����<����E>>Z.�����
4���3�
	*
���4���	���	�!�:��������!�����



54

Part I: Targeting the Unstable Atherosclerotic Plaque

�������
���6�
���
�
�(K������
���	�
����0E���
���
	�����(����
�4��
�	�%�����
����

������C�E�.�"������	���%���3���*��������!�-�����!�9��6�

PP1 docking to streptavidin
&���������������
���		%�
�����������
�
��
4���4������4������������!�������
������
3������
�!�.������+�
����!�9X6�<
����	%4
�������0>�����
�������������
�%���
<����4����/�
�� ���� ����	
�������
�� �
���� ��� ����������	����
���#	����
��%���
�� 0"� �
4����� 4������ 3]@>>!� >>>� 7��k� ������
�6�� &��� ��#�%��� <
�� �����
	����
����
����� ����� 
� ����
��#� :�E>� ����%�� 3������
�6� 	��%��� 3E�.6!�
��%�����<�����-��
���E>>�f.��
	������<����	����	������
������<����
�
�(K������
�
���
	�����(����
�4��
�	�%�����
����
������C�E�.�"������	���%���3���*��������!�
-�����!�9��6.

PP1 peptide binding to macrophage SR-AI
-���� �
���<� �������� �
	����
���� <���� �
�%���� 4(� ��	%4
����� <���� @>� Z�8
�.��#���K���.7.��������������
�J	����������������������	�����<�������
	����4(�

������0�.�C����8.��7&���+�����<����	����	���!�	�����%����
���<
�����<����
�	��	�����-��3Co+6��&������%��������	�����<������	%4
����
��0DoC in the dark in 
	��������7����<����C>����8.���������
���������3�������6!���������4����/����
��������4����/������#���<����/��8�.�%	���
��3����
!�����.�%��!�9��6�������
��	%4
�����<����7����<��*�������%�����3����	%�
�����4��!�9��6����0>�����
���&!�
	�����<����<
�����
���	(��������30>>����!�E���6�<������������!���%��������
����	���������<����O%����	������%����������%��37�XV!�7���
�*6�
���
�
�(K���
%�����O%����	������	���	����

Displacement studies of PP1 binding to RAW 264.7 cells
������(� ����
���� >�0M����8.� 125��������4����/� <
�� ��	%4
���� <���� �%�����
��?@BC�D�	����� 3C>>!>>>6� ���/��
��0DY+� ���
�/@�<������
��� ��� ����������	����
%	���
�� 
�� ���� ����	
���� 	��	����
������� +����� <���� �%4��5%����(� <
����� 0#�
<����/�.��	��	����&-�8>�@W�-���34���������%��
�4%���!��"D�C6!�
���0#�<����/�.�
�	��	����&-��
���������(�������E>>f.�>�/���8.��
V"��&����
���
	�����(�������	����
�(�
���<
����
�%�������
��
��
�	�%������

In vivo organ distribution studies 
+ED-�8B� ��	�� 3�xBk� �
��!� @>� <��*�6� <���� ��F�	���� ����
����%��(� ��
� ���� �
���
�����<����>�0M����8.������(�����
����{125�|�������4���������{125�|�������4����/����
/>>f.���>�JW�����%��	��������������/�!���	��<�����
	���	��!��#�
��%��
�����
V��
��� <���� �������� 
��� <������!� 
��� ���� �
���
	�����(� ����
����� ��� 4�����
samples and organs was counted in a gamma counter.



55

��/!�
�������������������
����������	
���������	������+�
�����

C
h

a
p

te
r 2
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Competition assay of phage binding to SR-AI by synthetic peptides
7�����5%��	��
�
�(��������
��������������	����
�/@�����	������%����5%��	��
<���������������������������������/8��@���
���	�����!��%���������������������
��
�
�����������
�����	����������������4�������%����
�����������4��������&�����������
���������
������������5%��	����5%��������������4�������<���
������������
�
��%�	
�������%�(!� �	%������
���(����������������
������������������%����������
peptide .�.���.�+?�DAPA 3��/6� and truncated peptides .���.�+?�DAPA 
3��/�/06!� ��.�+?�7���� 3��/�//6!� .�+?�7���� 3��/�J6� 
��� +?�7���� 3��/�D6�
<�����(������K���4(����	�	�������(��&���	
�
	��(����������������������������

Figure 2.1� �������	
� �
�� ���������� 	�� ������ ��
��
�� ������ (A) Selection of the 
pComb3 X15 phage displayed peptide library on immobilized synthetic biotinylated SR-AI resulted 
in a sharp enrichment of SR-AI binding phage from the 5th round of selection onwards (up to 918-
��������	
���	
�������������
������
����
���������������������������	�����	�����	�������!��
�	�
���
bars) but not to streptavidin immobilized biotin (black bars) or collagen S (open bars). As a reference, 
������������ �
���� ����� �
�"��� ��		��� �������� 	�� ����!�� #������ ��� �$������� ��� ��	��	%����	� �	���
���� ������	�&���������������	���$���&��	��� �'��*���
����
��������� �
�	�
����������	���	� 	
��
����	��� ������ �+�/�����0���������� 	
�����	������������������
���� ������ ���������������������
avid binding to human THP-1 cells, moderate binding to murine RAW cells and poor binding to COS-7 
�������#����������$������������	��	%����	��	����������&��������	"������������	��$���&��	����2��
Binding of the enriched phage pool to biotinylated SR-AI was determined in the presence of Suc-HSA 
(4���������!��6���!'50�;�����<�����������	�����&�	
����&��	�	������;���"���==>�%&?�����@D�E>�%&?<�
�����	�;�����#����������$���������������	�������	�	����
���������������	
�������������	
����
���	���
����������	�&��������	"������������	��$���&��	��

Phagepool Reference
0

1

2

3

4

5

O
ut

pu
t/I

np
ut

 R
at

io
 (%

)

0 .0 0 .5 1 .0 1 .5 2 .0 2 .50

25

50

75

100

Lo g[Ligand], �g/m L

%
 o

f R
ef

er
en

ce

1 2 3 4 5 6 7
0

5

10

15

20

25

Selection Round

O
ut

pu
t/I

np
ut

 R
at

io
 (%

) A

D

B

C

RAW COS-7 THP-1
0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

6.0
6.5

%
 b

ou
nd

 p
ha

ge



58

Part I: Targeting the Unstable Atherosclerotic Plaque

<������
���4����������������<
������������
�	�����������
��
(!�
��<��	�������%
��
4�����������������	������
������������<
��������������������������	��������
�(������	����������3��%���@�@6����/�	�%������������������(�
����������(�����4���
������ 4������� �� ���� ����	���� ��
��� 
�� 
�� �+50� �
�%�� �� @JZ���8.�� ����<��� 
��%�	
���������/����%��������
���
�%
�� ��������
����(!�
�������//�������������
��/�//�<
������������
�����������
�����������/����4��
4������
����(�4����������

PP1 peptide selectively binds to macrophage in a SR-AI dependent 
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phage binding to SR-AI by synthetic 
PP1 peptide or trunctated analogues. 
Binding of the enriched phage pool to synthetic 
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Figure 2.3 Streptavidin immobilized PP1 is internalized by macrophages in a SR-
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Selective uptake of SR-AI binding phage and phage encoded peptide in 
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Figure 2.4 SR-AI binding phage as well as PP1 peptide home to SR-AI rich tissue 
in vivo. (A) [35�~�����������YDD<DDD�2L�������!����������
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Figure 2.5 Streptavidin-PE docked PP1 colocalizes with liver macrophages in a 
scavenger receptor dependent manner. �	��	�;�����L*��������	���LL@�"�����&����	����
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Figure 2.6 Streptavidin-PE docked PP1 colocalizes with splenic macrophages in a 
scavenger receptor dependent manner. �	��	�;�����L*��������	���LL@�"�����&����	����
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Figure 2.7 PP1 selectively targets atherosclerotic aortic lesions in ApoE-/- mice. 
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Part I: Targeting the Unstable Atherosclerotic Plaque
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