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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
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NP31 peptide selectively binds to cells overexpressing CD40
�->����
������
���	���>���
F���
���	
��� 
�	�
��� 
	���
>�	����
�->����
F���

>����>���
 ��
 >�	����������	$
 4{H 5 >����
 F���
 �����	���
 �	
 H  
 y�
 ���������

��������
����	�
>�	���	�	�
H^
	����
����
����
�	�
�	>������
�	
�-�����
OK

F���
�����
���
H�
��
�x�$
��4H-������%
�	�
������%-�����	
>����*
F��
�������

��������
��
�	>�����	�
������%
���
Q�
��
B�
F���
��4H-�����	
��
�����	
��
�
H\�

����
 �����$
;����
Q*
F����	�
F���
H  y�
�.&(
>����
F���
 �	>������
F���
L y�

=QL 	��@�?
 &�����%-�����	
 ��
 ������%-��4H
 ���
 H�
 ��
 �`�$
 �����
 F���
 ���	

F�����
 4*
 ��
 H  y�
 �.&(
 �������	���
 �	
 HL y�
 �.&(
 �	�
 ���	
 ���5�>���
 ��

";�&
�	������$

IL-6 cytokines production in endothelial cells
�����
 >�������
 �	
 Q�
F���
 ������
F���
 �������
F���
 �	�
F������
 ���� �
 =H 	�@
�?
�	
���
�����	>�
��
��4H
�������
��
�	��>����
>�	>�	������	�$
;����
Q��(
��-K

����
���
���	
 ��������
 �	��
 ���
>������
����
F��
�������
��
%��&;
 =.�

.���>��	>��
�����	��	(
C&;?$

VEGF-luciferase reporter assay 
�����
F���
������
��
H{H 5
>����
���
F���
�	
Q�
F���
������
���
Q��$
�6%D"-��>
F��

>����	���>���
F���
�B�-�#6
������	>�
������
=�	>���	�
��	����
��>�������?
���	�

���	���>���	
�����	�
%*D�	
L  
=#.�
"���	���?
��
����������
���>�����QX. Cells 
F���
�	>������
��
4X`�
���
��
�����
Q��
�	�
���	
���������
���
HQ�
��
����� �

�	
���
����	>�
��
�����	>�
��
��	�����>
�������$
����
�������
F���
��������
�	�

������	������
�������
���
J����
�	�
��	����
 ��>�������
�>������
���	�
���
����

��>�������
;����
&����
=������?
�	
�
���	��
���	�����$

35���������	
��	���������	�������	�����	�����������	����	��	�������	
joints in a K/BxN arthritis mouse model 
,@.*�
����
����
=��	���	��
�	
�
�LX.�@K
��>7����	�?
F��
���
��
 �	
 ���

�������	�
��
)��	
�	�
���	�>��
D�	���>�(
 �����	
C	��������
#���>��
��	���(

���
��������	��$
�	
�����(
��������
�	5�>���	
��
Q  _�
����
���
��������>
,@.*�

�>�
 �	��
�������
�LX.�@K
��>����	��
 �	��>��
�>���
 5��	�
�����
�	�
>��������

erosion in the bone within a week28$
���
	����
��
�F����	
��F�
���
����
F��

�>����
=�*��
���������
�>���\
�
���
����?$
#�>�
F���
�
�>���
��
4
��
������

F���
>�	�������
��������>
�	�
����
�	
�������
�*�����	��$
��� 
���>�J>
��	��	�

�����
����
��4H
�	�
	�	-���>�J>
>�	����
�����
������
���
���
��>�	�
���	�

��
����>���	
F���
������������
��
����������
���>�����29 and injected at 109 CFU 
=�Q  (   
��#?
�	
H  y�
����-��������
����	�
via the tail vein into anesthetized 
�LX.�@K
�>�
��
,@.*�
�>�
�������	�
���
5��	��
�	������	
=Q 
F��7�
���[

���[
 	�4?$
 ;����
 Q�(
 �>�
 F���
 ��������	���
 ��������
 ���
 Q�	
 F���
 �#%#

�	�
�.&
��
H �@�	
���
�
>�		���
�	������
�	
���
����
��	���>��$
8���	�
F���

������
�	�
F������$
8���	
�����	����
F���
�����	��
��
����	����
�	>������	

��
� $H�
������
F���
L  _L Solvable at 56x�
=��>7���
����>��	>�(
D��	�	��	(
���

��������	��?
�	�
�	���/��
���
����>�����
4L&
������>������
�	
�
����
>��	���$



75

��4H(
�����
�������
�������
�������
&���>����
���
��� 

C
h

a
p

te
r 3

In vivo organ distribution of CD40 selective peptide ligand
ApoE-@-
=�H
�
K$O
F��7�
���(
>��F
����?
�>�
F���
����	>��
�������>������>
�����	�

F���
���
���
����
���	
�	5�>���
F���
H$X
���
������������
125�-&����-��4H
=	�L?
��

�125��-&����-�����	
=	�L?
�	
H  y�
 $O^
�����
>�������
=����?$
;����
H�
>��>������	(

�>�
 F���
 ��>��J>��
 �	�
 ��������
 F���
 �.&$
 8���	�
 F���
 ������(
 F������

�	�
������>������
F��
�	���/��
���	�
�
3�/���
H�X 
�������>
���
>��	���

=���7�	
%���(
C&;?$
;����
�	�
7��	��
F���
������
�	�
J*��
�	
�^
������	$

;�����
F���
����	��
���
������
���	�
8��
B��
8
=8B8?
���
4 
��>�	��
�	�
������

��/�
F��
>����>����/��
��
�
�����
��
 ��������
8B8
����	��
 �����	
 ��
 �����
�����>

����$
;�����
F���
��������	���
���5�>���
��
�*������
�	
�
��������
�>���	
��

B�
 ���
�	�
F��7$
��� �	��	����
��
 ���
���	��
F��
���	��J��
���	�
 �������	�

����F���
=.��-B��
������������(
)��>����(
�;?( �	�
���
�������
F���
>����>���
���

�	5�>���
����
=>�?
�	�
8B8
��������
����	��
����$
#�>����>���	�
=X
�	�
H y?

��
7��	��
F���
��������
�	�
F���
�	>������
���
H
F��7
F���
�
,���7
.��#�*
#B

J�
=&���(
&�$
�����(
#8?
��
����>�
125I signal.

NP31 uptake and colocalization with CD40 in atherosclerotic lesions
.����	������
��4H
F��
��>7��
�	
�
�%
��������
�����������	
= $� y#(
.�(
C&;?

�	
�
L\H
�����(
�	�
F��
 �	�����	�����
 �	5�>���
 �	
H-����
���
;��%-@-
�>�
=	�Q?$

;����
H�
>��>������	
���
�>�
F���
��������	
J*��
F���
�.&
�	�
���	
�^
������	

�������
���
����
>�����>
��	���>��$
&�����
������>���	�
=X
y(
	��?
��
�����>
�����

����
F���
��������$
��	������>���>��
����	�	�
F��
��������
���	�
�
��� 

������
����>��	��
�	������
=H\H  (
;�>�(
��������(
C,?(
�	
;��*��NN
��������

����
�	��-������
��>�	����
;�
=H\H  (
#���>����
������
�	>$(
%���	�(
8B?
�	�
�

	�>����
�;��
����	�	�
=&����
"��	���>���>�(
)���������(
D���	�?$
&�����
F���

��	���
F���
"������>�	>�
#��	��	�
#����
=�;,8
��������	��
.$6$(
)�������(

.�����?
�	�
�	���/��
���	�
�
.��-B��
B����	>�
QH  
#�
>�	��>��
�����
�>�		�	�

�����
��������
F���
�
��7�	
%>�����
�%Q   -C
�	������
������>�	>�
�>���>���$

Statistical Analysis and animal handling ethics
6�����
���
�*�������
��
��	
�
&$%$#$
;
�F�-������
�	������
&����	�]�
�-����
F��

����
��
>�����
�	��������
������$
;
�����
��
�� $ L
F��
>�	�������
���	�J>�	�$

;	���
�*�����	��
F���
��������
��
���
D�������
������������
��
���
�����	@
;������
 ��	���
 ���
 ����
 B�����>�
 �	
 �>>����	>�
 F���
 ���
 �����	��
 ��F�$

;��
�*�����	���
�����>���
F���
��������
��
 ���
%���>�
�������
 ���
;	���

%*�����	��
��
�����	
C	��������$



76

Part I: Targeting the Unstable Atherosclerotic Plaque

RESULTS

Screening of phage displayed peptide libraries against human CD40
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Table 1 Alignment of CD40 binding peptide sequence selected by phage display
Library Phage clone Name

PIF15       DGNVVTCWACREKRW NP2
pComb8       CMSYEGSWRKWVMWGGC NP31

      CDLFVMAVGTNLDWWGC NP26
      CVERCLASTSSGVKALC NP58

ABC transporter       MSY----RYHWVMWG 

NP31 inhibits CD40L induced VEGF activation and IL-6 production in 
endothelial cells
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Part I: Targeting the Unstable Atherosclerotic Plaque

Pharmacokinetics and tissue distribution of NP31 peptide in vivo
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Part I: Targeting the Unstable Atherosclerotic Plaque

NP31 peptide targets atherosclerotic aortic artery lesions in ApoE-/- mice
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Part I: Targeting the Unstable Atherosclerotic Plaque
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