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I. ВВЕДЕНИЕ
Малярия, вызываемая паразитом Plasmodium falciparum, является 
одним из самых опасных заболеваний в мире. Ежегодно регистри­
руется около полумиллиарда случаев, а умирает 0,5–1 миллиона 
человек, в основном детей младшего возраста. По данным Всемирной 
организации здравоохранения [1], большинство смертей происходит 
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в результате тяжелых осложнений малярии (SM), основные из 
которых – это церебральная малярия (CM), плацентарная малярия 
(PM), респираторный дистресс и тяжелая анемия. Эффективность 
наиболее широко используемых противомалярийных препаратов в 
настоящее время заметно снижается. Важно отметить, что несмотря 
на быструю гибель паразитов при использовании противомалярий­
ных препаратов, при SМ всё же сохраняется значительная смертность 
(10–15%), особенно в первые 24 часа после поступления в больницу. 
Скорее всего, это происходит из-за продолжающейся еще долгое 
время цитоадгезии инфицированных эритроцитов (IE) уже после 
того, как паразиты (внутри красных кровяных телец) были убиты [2]. 
К сожалению, и с новыми препаратами для уничтожения паразитов 
будет та же проблема, если они не смогут влиять на цитоадгезию IE. 
Иными словами, есть насущная необходимость в дополнительных 
методах лечения, которые бы предотвращали и/или обращали вспять 
патофизиологические последствия цитоадгезии в случаях SМ. Наша 
основная цель – открыть, охарактеризовать и оптимизировать новые 
ингибиторы цитоадгезии эритроцитов, инфицированных паразитом 
P. falciparum, в сосудистой сети для лечения тяжелых форм малярии, 
включая плацентарную и церебральную малярию (Рис.). Ниже мы 
рассмотрим наши работы в этой области.

II. ПРЕИМУЩЕСТВА АНТИАДГЕЗИОННЫХ ПРЕПАРАТОВ 
ПРИ ТЯЖЕЛОЙ ФОРМЕ МАЛЯРИИ

Большинство противомалярийных препаратов нацелены на внутрик­
леточные процессы паразитов, необходимые для выживания и 
размножения. Такие препараты должны проникать внутрь паразита, 
пересекая несколько мембран, включая плазматическую мембрану 
эритроцитов, вакуолярную мембрану паразита и плазматическую 
мембрану паразита. У этих препаратов также есть потенциальные 
побочные эффекты, поскольку они могут аналогичным образом дейст­
вовать на клетки хозяина.
	 Цитоадгезия играет важную роль в жизненном цикле и вирулент­
ности P. falciparum [3] (Рис.), самого смертоносного малярийного 
паразита человека, и является причиной плацентарной малярии 
(PM) [4] и церебральной малярии (CM) [5–7]. Было бы логично 
предположить, что снижение цитоадгезии IE к сосудистой сети 
будет положительно влиять на защитные функции хозяина против 
инфекции. В пользу этой гипотезы говорит то, что у многоплодных 
женщин появляются антиадгезионные антитела, предотвращающие 
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цитоадгезию IE к синцитиотрофобластам плаценты – что, в свою 
очередь, связано с защитой от патологии PM [8, 9] (Рис.). Антиадге­
зионная активность рассматривается как важный фактор для разра­
ботки успешной вакцины против PM [10]. Кроме того, мы обнару­
жили, что более 75% взрослых с иммунитетом имеют высокие уровни 
антител, ингибирующих адгезию к ICAM-1 [11] – рецептору, участ­
вующему в SM и CM (см. ниже). Эта антиадгезионная активность 
может способствовать (наряду со способностью опсонизировать 
IE) быстрому излечению тяжелобольных детей после инъекции 
иммунных взрослых IgG [12]. Время фармакологического действия 
лекарства чрезвычайно важно для выживания при SМ. Агенты, 
которые препятствуют адгезии и которым не нужно проникать в IE, 
вероятно, будут иметь более высокую скорость действия. В этом 
отношении молекулы с ограниченной способностью проникать через 
плазматические мембраны и потому не вмешивающиеся в функции 
клетки могут быть особенно безопасными, несмотря на внутривен­
ное введение, что бывает вполне оправдано в случае опасных для 
жизни эпизодов SМ. Это чрезвычайно важно при лечении маля­
рии во время беременности, когда от лекарств требуется наиболь­
шая безопасность как для матери, так и для плода [13]. Более того, 
поскольку IE связывается с функционально значимыми частями 
рецепторов хозяина и может ингибировать их нормальные физио­
логические функции [14], антиадгезионные препараты будут иметь 
дополнительный положительный эффект. Не только мы, но и другие 
исследователи полагают, что препараты против адгезии могут быть 
очень эффективными и безопасными в противомалярийной терапии 
[15, 16], будучи использованы как дополнение к паразитарным препа­
ратам (Рис.). Если же случайно у антиадгезионного препарата обна­
руживается еще и паразитарное действие [16], это только добавляет 
ему ценности.

III. ЦИТОАДГЕЗИЯ ИНФИЦИРОВАННЫХ ЭРИТРОЦИТОВ 
ОПОСРЕДУЕТСЯ СЕМЕЙСТВОМ БЕЛКОВ PfEMP1

P. falciparum – единственный вид малярийного возбудителя, который, 
как было ясно показано, эффективно секвестирует IE в различных 
органах, используя рецепторы на поверхности клетки-хозяина для 
адгезии к эндотелиальным клеткам, неинфицированным эритроци­
там и клеткам иммунной системы [17–21]. Цитоадгезия позволяет 
IE избежать клиренса в селезенке, основного врожденного противо­
малярийного механизма. Однако цитоадгезия также приводит к 
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окклюзии сосудов, что сильно коррелирует с тяжестью заболевания 
[22] и воспалением эндотелиальных клеток, а также различных 
органов [23–28]. Основным паразитическим лигандом для адгезии 
IE является семейство (~ 60 членов) белков PfEMP1 [29–31], которые 
экспрессируются на поверхности IE в специализированных структу­
рах, называемых «выступами» [32]. К настоящему времени не было 
обнаружено никаких корецепторных молекул паразитов, важных для 
адгезии IE. Белки PfEMP1 кодируются генами var. У каждого зрелого 
паразита на поверхности экспрессируется продукт только одного гена 
var [33]. Паразиты могут переключаться на другой вариант, изменяя 
свой антигенный и адгезивный фенотип [34, 30] (Рис.). Каждый белок 
PfEMP1 состоит из одиночных внутриклеточных и трансмембранных 
доменов и нескольких внеклеточных доменов (от 2 до 7 доменов на 
белок, ~ 30–45 кДа на домен), сильно сшитых дисульфидными связями 
[31, 35]. Эти домены были классифицированы (с использованием гре­
ческих букв для классов и чисел для подклассов) на домены сходные 
с доменами Даффи-связывающиx белков (DBL) α, β, γ, δ, ε, ζ, X, и 
домены цистеиновых междоменных областей (CIDR) α, β и γ [31, 
35, 36]. У всех доменов DBL сходный каркас [37–40], а С-концевая 
часть каркаса CIDR подобна С-концевой части домена DBL [41]. 
Эти домены ответственны за адгезию к различным рецепторам 
хозяина ([42]). Каждый домен представляет собой функциональную 
связывающую (с большей или меньшей эффективностью) единицу. 
Специфичность и комбинация этих доменов в экспрессируемом 
PfEMP1 может определять конечную специфичность адгезии IE, силу 
связывания и, возможно, различную патологию [43]. В ходе нашей 
работы мы клонировали и экспрессировали библиотеку конструк­
ций PfEMP1 (n>180), которые содержат все домены (n = 272) или 
тандемы доменов (например, за многими доменами DBL всегда 
следуют домены CIDR) из всех белков PfEMP1 (n = 59) одной линии 
паразитов, NF54, в их функциональной (рецептор-связывающей) 
форме, как было продемонстрировано в ряде наших публикаций [44, 
11, 45–49]. Эта общепротеомная коллекция конструкций PfEMP1 
является важным инструментом для идентификации новых пар 
рецептор-домен, а также для скрининга антиадгезионных соединений 
в отношении различных специфичностей связывания IE. Хотя члены 
семейства PfEMP1 принадлежат к белкам вариабельного класса 
(последовательности варьируются от паразита к паразиту в полевых 
условиях), их изменчивость не представляется непреодолимой проб­
лемой, как будет показано ниже.
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IV. ТЯЖЕЛЫЕ СИНДРОМЫ МАЛЯРИИ И ЦИТОАДГЕЗИЯ
Как мы упоминали выше, цитоадгезия IE выступает причиной или 
предпосылкой SМ, включая церебральную малярию [5–7, 27] и пла­
центарную малярию [4, 50]. Наиболее изученным синдромом является 
плацентарная малярия (PМ). Только один член семейства PfEMP1, 
VAR2CSA, участвует в PM [51–53]. Он имеет характерную после­
довательность из трех доменов класса DBL-X, за которыми следуют 
три домена DBLε. Такая архитектура VAR2CSA консервативна у 
всех изученных штаммов P. falciparum. Антиадгезионные антитела, 
появляющиеся после одной или двух последовательных беремен­
ностей в эндемичных по малярии регионах, уменьшают PM, ингиби­
руя связывание IE с рецептором, хондроитинсульфатом А (CSA) в 
плаценте [54] (Рис.). Обычные лекарства не особенно эффективны 
в профилактике PM и даже могут быть вредными [13]. Поэтому 
лекарство, которое не проникало бы через клеточные мембраны и, 
следовательно, не проникало бы в ткани матери и плода, но при этом 
препятствовало бы адгезии паразитов (ключевое событие при PМ), 
было бы особенно безопасно для беременных.
	К ак показали другие авторы и мы, у женщин, которые приобрели 
устойчивость к малярии во время беременности, появляются анти­
тела к VAR2CSA во время последующих беременностей [50, 44]. 
Идентификация моноклональных антител, которые ингибируют 
связывание нескольких штаммов паразитов PM с лигандом хозяина 
CSA, указывает на то, что консервативных свойств этих вариабельных 
белков достаточно, чтобы обеспечить широкую эффективность 
против разных штаммов [55]. Эти консервативные части доменов 
VAR2CSA могут быть мишенями для антиадгезионных соединений 
благодаря конкурентному или аллостерическому способу действия.
	 Основным кандидатом на роль рецептора адгезии хозяина при 
церебральной малярии (CМ) является молекула ICAM-1 [7, 6, 27, 
56]. Однако недавно было также высказано предположение, что те 
белки PfEMP1, которые содержат тандем доменов, связывающихся 
с рецептором ICAM-1 и рецептором эндотелиального протеина C 
(EPCR), преимущественно участвуют в патогенезе CM [57, 58], потен­
циально связываясь через один или оба рецептора. [59, 60]. Только 
шесть доменов DBLβ из ~60 белков PfEMP1, содержащих более 250 
доменов в штамме P. falciparum IT4, были идентифицированы как 
связывающиеся с ICAM-1 [61], и то же самое было показано только 
для двух доменов DBLβ в штамме 3D7 [11, 62]. Точно так же ограни­
ченный набор доменов в любом отдельно взятом геноме связывается 
с EPCR [63, 64]. Тот факт, что только небольшое количество доменов 



Антиадгезивные препараты против малярии 427

PfEMP1 прочно связывается с любым из этих рецепторов, хорошо 
согласуется с эпидемиологией CM, который является редким, но 
чрезвычайно смертельно тяжелым синдромом малярии. Обширные 
эпидемиологические данные [65, 66] подтверждают гипотезу, что 
только ограниченное количество линий паразитов, возможно, экспрес­
сирующих определенные варианты PfEMP1 (содержащие опреде­
ленные домены), могут быть источником тяжелого заболевания, 
подобно тому, как это происходит при PM.

V. ВОСПАЛЕНИЕ СОСУДОВ ЯВЛЯЕТСЯ ЧАСТОЙ 
РЕАКЦИЕЙ НА ЦИТОАДГЕЗИЮ ИНФИЦИРОВАННЫХ 

ЭРИТРОЦИТОВ И КЛЮЧЕВЫМ СОБЫТИЕМ  
ПРИ ТЯЖЕЛОЙ ФОРМЕ МАЛЯРИИ

Несколько исследований ясно продемонстрировали, что цитоадгезия 
IE напрямую влияет на воспаление сосудов и эндотелиальную дис­
функцию [67, 68]. Воспаление сосудов усиливает тяжесть заболевания 
[69], играет ключевую роль в CM и PM и характеризуется индукцией 
молекул адгезии (таких как ICAM-1) и провоспалительных цито­
кинов, а также проницаемостью сосудов, вызванной нарушением 
целостности барьера эндотелиальных клеток [70–72]. Некоторые из 
этих воспалительных процессов инициируются и стимулируются 
прямым взаимодействием между доменами PfEMP1 и рецепторами 
хозяина посредством сложного набора внутриклеточных сигналов [25, 
26]. Следовательно, лекарственные средства против адгезии, которые 
предотвращают или обращают вспять эти взаимодействия, могут 
уменьшить воспаление и, таким образом, способствовать лучшему 
исходу синдромов SМ. Наши недавние неопубликованные результаты 
показывают, что антиадгезионное лечение может уменьшить воспале­
ние сосудистых клеток. Для подтверждения этих данных требуются 
дополнительные исследования.

VI. Изменчивость белков семейства PfEMP1  
в полевых условиях как проблемный фактор

Члены семейства PfEMP1 имеют существенные вариации в своих 
последовательностях в полевых условиях. Тем не менее, вариабель­
ность не препятствует конкретным группам доменов связываться с 
соответствующими консервативными рецепторами, что подтверж­
дается недавним структурным исследованием, которое выявило 
консервативные карманы связывания в вариантных доменах PfEMP1, 
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связывающихся с консервативными рецепторами [14]. В этом 
отношении все домены DBL и CIDR имеют сходный каркас [37–41]. 
Молекулы, которые имитируют связывающие мотивы рецепторов 
хозяина, теоретически могут быть эффективны против нескольких 
вариантов соответствующих белков PfEMP1, как это демонст­
рирует небольшая молекула, которая имитирует петлю ICAM‑1 
и ингибирует связывание двух вариантов паразита с рецептором 
ICAM-1 [73]. Однако при использовании таких молекул антиадгезии 
могут возникнуть проблемы, поскольку они могут конкурировать 
с естественными лигандами этих рецепторов и вызывать вредные 
побочные эффекты. Следовательно, предпочтительны молекулы, 
которые напрямую связываются с вариабельными доменами PfEMP1 
и ингибируют их связывание со своим специфическим рецептором. 
Вышеупомянутое структурное исследование [14] решительно поддер­
живает идею ингибировать взаимодействие вариантных доменов с 
соответствующим рецептором путем связывания одной молекулы с 
их консервативными карманами для связывания рецептора.
	 Важно отметить, что имеющиеся данные говорят в пользу того, 
что разнообразие вариантов, участвующих в случаях SM, также 
значительно ограничено. В эндемичных по малярии районах SM 
составляет <2% от общего числа случаев малярии у детей раннего 
возраста и возникает только один или два раза в жизни [65]. Это 
указывает на то, что широкий иммунитет против SM быстро разви­
вается в раннем детстве [66], несмотря на вариации поверхностных 
белков IE. То, что есть моноклональное антитело, которое ингибирует 
связывание нескольких штаммов паразитов малярии беременных с 
лигандом хондроитинсульфатом А [55] хозяина, дополнительно сви­
детельствует в пользу того, что консервативные свойства вариантов 
белка PfEMP1 могут быть достаточными, чтобы обеспечить пере­
крёстную эффективность молекул антиадгезии против разных штам­
мов. Таким образом, одна молекула, ингибирующая адгезию, может 
работать как перекрёстная защита от разных штаммов / PfEMP1 в 
отношении конкретного рецептора хозяина.

VII. Стратегия определения антиадгезионных 
соединений 

Прямой скрининг живых лабораторных или полевых изолятов пара­
зитов на реагенты, которые ингибируют их адгезию к различным 
рецепторам хозяина, был и остаётся чрезвычайно медленным и 
утомительным процессом – повысить пропускную способность (HT) 
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здесь не удаётся из-за технических и биологических ограничений. 
Наш двухэтапный подход к идентификации молекул антиадгезии 
преодолевает эти ограничения [47]. Более того, он специально разра­
ботан для скрининга библиотек смесей и позволяет провести быструю 
деконволюцию до отдельных активных соединений за несколько 
шагов, поскольку первая стадия HT выполняется in vitro. Тестировать 
эти наборы соединений на ингибирование связывания с живыми 
паразитами невозможно из-за их собственных токсических эффектов 
или из-за растворителя ДМСО (долю которого в нашей системе in 
vitro можно поднять до 20%), а также из-за низкой пропускной спо­
собности методов анализа с живыми паразитами.
	 Первоначально, библиотеки смесей малых молекул подвергаются 
скринингу и деконволюционируют в отдельные соединения методом 
HT, тестируя ингибирование взаимодействий между известными 
рецепторами хозяина, которые участвуют в адгезии IE, и различ­
ными доменами PfEMP1, иммобилизованными на шариках BioPlex 
(BioRad). Затем молекулы, идентифицированные на первом этапе, 
проверяются на ингибирование адгезии с использованием живых 
гетерологичных IE. Использование гетерологичных IE, предпочти­
тельно из отдаленных географических регионов, важно для демонст­
рации того, что идентифицированные антиадгезионные препараты 
ингибируют связывание IE с различным генетическим фоном пара­
зитов и не являются специфичными для одной линии. Поскольку 
количество кандидатов для тестирования с IE оказывается невелико, 
двухэтапная процедура обеспечивает HT-идентификацию молекул 
антиадгезии.

VIII. Разработка подхода к скринингу 
и идентификации новых антиадгезионных 

соединений для лечения синдромов SМ, 
вызванных P. falciparum, с использованием 

различных библиотек малых молекул

Библиотека ChemBridge

Разработка и подтверждение принципа нашего подхода HT для 
скрининга молекул против адгезии были выполнены [47] с исполь­
зованием подмножества (n  =  10  000) библиотеки малых молекул 
DIVERSet от ChemBridge Corporation. Эта библиотека была выбрана 
из-за ее коммерческой доступности, значительного размера, позволяю­
щего идентифицировать достаточное количество активных молекул, 
возможности приобретать отдельные подмножества по доступной 
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цене для начальной разработки, а также соответствующих физико-
химических и фармакологических характеристик, отраженных в 
многочисленных публикациях. Эти характеристики включают в 
себя широкое биологически релевантное пространство разнообразия 
фармакофоров. Например, 50 000 небольших молекул, похожих на 
лекарства, из библиотеки DIVERSet покрывают 60% общего трехто­
чечного фармакофорного пространства всей коллекции EXPRESS-
Pick ™ (внутренней), состоящей из 500 000 соединений.
	 Прежде чем работать с библиотекой малых молекул, мы проде­
монстрировали выполнимость нашего двухэтапного подхода с 
использованием антител, которые ингибируют связывание между 
тремя рецепторами (CD36, наиболее распространенный рецептор 
связывания IE; CSA, рецептор, участвующий в PM; ICAM-1, рецеп­
тор, участвующий в CМ) и эритроцитами, инфицированными 
линиями паразитов, связывающихся с этими рецепторами. Когда мы 
использовали домены PfEMP1, связывающиеся с этими рецепторами, 
и соответствующие линии паразитов, мы обнаружили замечательное 
соответствие между молекулярными анализами BioPlex in vitro и 
анализами с живыми IE – что, в свою очередь, убедительно под­
твердило действенность нашего двухэтапного подхода к скринингу 
антиадгезионных молекул. Поскольку физические принципы анализа 
и способы считывания данных одинаковы как для больших (анти­
тела), так и для малых молекул антиадгезии, мы ожидали получить 
аналогичные согласованные результаты, используя тот же двухэтап­
ный подход и библиотеки малых молекул.
	 Работая с этой подбиблиотекой из 10 000 соединений, на первом 
этапе мы подготовили пулы по 80 соединений каждый для перво­
начального скрининга (125 мкМ каждого соединения в ДМСО; 125 
пулов). Таким образом, для первоначального скрининга всех 10000 
соединений потребовалось менее двух 96-луночных планшетов для 
скрининга на ингибирование связывания трех эндотелиальных рецеп­
торов с их соответствующими связывающими доменами PfEMP1.
	 Мы выбрали произвольный порог для нашего анализа in vitro 
на уровне 75% ингибирования связывания. Для скрининга ингиби­
рования связывания CD36 мы выбрали пять различных доменов 
связывания CD36. Интересно, что мы не нашли никаких смесей, 
которые ингибируют связывание CD36 выше выбранного порога, и, 
следовательно, не проводили дальнейшей деконволюции. Вероятно, 
для поиска более эффективных соединений для ингибирования 
связывания CD36 потребуется большая библиотека. С двумя другими 
рецепторами, CSA и ICAM-1, и соответствующими тремя CSA-связы­
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вающими доменами и одним (единственным, идентифицированным 
нами в линии NF54) доменом связывания ICAM-1 мы успешно иден­
тифицировали ингибирующие смеси и деконволюционировали их до 
трех и двух активных индивидуальных соединений соответственно. 
Более того, из трех соединений, которые ингибируют связывание 
CSA-связывающего домена с CSA, два соединения имеют один и 
тот же сульфонилсодержащий первичный каркас, что еще больше 
говорит в пользу нашего подхода.
	И спользуя анализ in vitro, мы продемонстрировали, что значения 
IC50 для обоих рецепторов находятся в низком микромолярном 
диапазоне: 1,73 мкМ для полноразмерного белка VAR2CSA PfEMP1 
с шестью CSA-связывающими доменами [47], и 18 мкМ для ICAM‑1-
связывающего домена PF11_0521 DBL2b3. Этот последний домен 
связывает рецептор ICAM-1 с очень высокой авидностью, около 2 
нМ [46, 59]. Таким образом, идентификация низкомолекулярного 
соединения, которое может конкурировать с взаимодействием домен-
рецептор при низкой микромолярной концентрации, является важным 
шагом на пути к идентификации более мощных соединений.
	 В соответствии с нашим двухэтапным подходом мы продемонст­
рировали, что соединения, идентифицированные на первом этапе 
in  vitro, активны в ингибировании связывания живых IE. Более 
того, в этих экспериментах, которые мы провели при единственной 
концентрации 100 мкМ для доказательства принципиальной эффек­
тивности метода, мы использовали линии паразитов CS2, связываю­
щие CSA, и 3G8, связывающие ICAM-1 [74]. Эти линии были 
совершенно другого генетического и географического происхождения 
(линия IT4 из Юго-Восточной Азии [75]), чем линия NF54 (из Африки 
[76]), которая служила источником наших рекомбинантных рецептор-
связывающих доменов для анализов in vitro. Эксперименты с живыми 
IE четко продемонстрировали, что наши активные соединения 
ингибируют связывание CS2 и 3G8 линий с соответствующими 
рецепторами связывания. Это очень важное открытие, поскольку 
оно указывает на то, что низкомолекулярные ингибиторы позволяют 
решить проблему, связанную с разнообразием доменов, и могут 
ингибировать рецепторное связывание IE с различным генетическим 
происхождением паразитов. Более того, для CSA-связывающих пара­
зитов соединения, которые мы идентифицировали, были способны 
не только блокировать, но также и обращать вспять взаимодействия 
между IE и рецептором CSA. Это также чрезвычайно важная 
особенность, так как обращение вспять установленной секвестрации 
может иметь значительное влияние на патологию SM, удаляя уже 
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секвестрированных паразитов, которые вносят значительный вклад 
в воспаление сосудов.
	 Таким образом, используя подмножество библиотеки DIVERSet 
всего из 10000 соединений, мы не только успешно разработали 
двухэтапный подход, но и идентифицировали три соединения, кото­
рые ингибируют адгезию IE к рецептору CSA, и два соединения, 
которые ингибируют адгезию IE к рецептору ICAM-1 – двум основ­
ным рецепторам, участвующим в секвестрации IE в PM и CM [47]. 
Это значит, что скрининг коммерчески доступной в настоящее время 
полной коллекции низкомолекулярных соединений DIVERSet от 
ChemBridge (n = 150 000) может выявить до 30–50 отдельных актив­
ных соединений (hits), из которых можно выбрать лучшие на основе 
их активности, токсичности для клеток и животных, а также их 
фармакокинетики / фармакодинамики (PK/PD), чтобы в дальнейшем 
превратить их в лекарственные средства против адгезии.

Библиотека натуральных соединений – конопептиды

Другие библиотеки могут предоставить дополнительную возможность 
для скрининга антиадгезионных молекул. Хорошим источником здесь 
могут быть коллекции различных натуральных соединений – как это 
удалось показать нам с библиотекой конотоксинов / конопептидов [77], 
содержащихся в яде морских моллюсков рода Conus. Их насчитывается 
сотни тысяч, в основном в виде богатых дисульфидными связями и 
хорошо структурированных пептидов, встречающихся более чем у 850 
видов моллюсков-конусов [78–80]. Не все они токсичны или вредны 
для человека, а те, которые токсичны, можно модифицировать так, 
чтобы они утратили токсичность, но сохранили другие биологические 
свойства [81]. Этот класс молекул активно используется для поиска 
новых лекарств для лечения различных заболеваний [82].
	 Высокая специфичность и сродство конотоксинов ко многим 
повсеместно распространенным соматическим рецепторам позволяет 
предположить, что они могут быть мощными соединениями, способ­
ными предотвращать или отменять взаимодействия между доменами 
адгезинов малярии, белками PfEMP1, и рецепторами хозяина, которые 
играют роль в SM. В нашей работе [77] яд был извлечен из 460 
образцов Conus nux и фракционирован с помощью эксклюзионной 
(SE) высокоэффективной жидкостной хроматографии (HPLC) с после­
дующей обращенно-фазовой (RP) HPLC. Множественные фракции 
были протестированы на ингибирование связывания трех сосудистых 
рецепторов, CD36, CSA и ICAM-1, с соответствующими рецептор-
связывающими доменами PfEMP1 с использованием разработанного 
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нами подхода in vitro, описанного выше, с использованием доменов, 
иммобилизованных на шариках BioPlex [47]. Замечательным откры­
тием стало то, что шесть отдельных фракций яда C. nux, которые 
содержат в основном или один пептид, или очень ограниченный набор 
пептидов, влияют на связывание нескольких доменов с различной 
рецепторной специфичностью с соответствующими рецепторами, 
среди которых есть белки (CD36 и ICAM-1) и полисахарид (CSA). 
Полученные результаты позволяют предположить, что либо пеп­
тиды в этих фракциях конотоксина связываются с общими струк­
турными элементами в разных доменах PfEMP1 со сходным общим 
каркасом, как мы обсуждали выше, либо несколько разных пептидов 
во фракции могут взаимодействовать с разными доменами (или рецеп­
торами), блокируя взаимодействия домен-рецептор. Способность 
этих фракций ингибировать связывание адгезинов IE с множест­
венной специфичностью связывания с широким набором рецепторов 
может быть чрезвычайно полезной при разработке эффективных 
и безопасных антиадгезионных препаратов против SM [15, 16], 
поскольку IE от пациентов с SM часто связывают несколько рецеп­
торов [83, 57]. Таким образом, натуральные продукты, такие как 
конопептиды, выступают многообещающим источником соединений 
для разработки противоадгезионных противомалярийных препаратов.

Библиотеки TPIMS

Приведенные выше результаты демонстрируют, что скрининг боль­
ших библиотек может обеспечить достаточное количество соедине­
ний, дающих низкие значения IC50, которые в дальнейшем могут 
стать основой для разработки препаратов против адгезии, и что 
чрезвычайно полезными классами молекул в этом смысле могут быть 
пептиды и пептидомиметики. Такие большие библиотеки на основе 
смесей, идеально подходящие для разработанного нами двухэтапного 
подхода, были разработаны в Институте молекулярных исследований 
Торри Пайнс (TPIMS). Они существуют в очень удобном формате, 
позволяющем анализировать миллионы соединений с использованием 
всего лишь от сотен до нескольких тысяч смесей этих соединений 
[84–86]. Суть здесь заключается в подготовке библиотек позицион­
ного сканирования с использованием подхода «чайный пакетик» [87], 
когда каждая из библиотек содержит разные каркасы с несколькими 
группами замены. Подбиблиотеки каждого каркаса представлены 
одной фиксированной (определенной) замещающей группой и смесью 
других замещающих групп. Количество подбиблиотек равно коли­
честву вариантов для позиций замещающих групп. Анализ активности 
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результатов скрининга позволяет выявить наиболее активные заме­
щающие группы. Затем готовится новая подбиблиотека (или под­
библиотеки), содержащая все комбинации этих наиболее активных 
групп, и новые комбинации опять проверяются на активность. В 
2–3 итерациях (в зависимости от сложности исходной библиотеки) 
подготавливается библиотека индивидуальных соединений на основе 
активности смесей с определенными замещающими группами и 
идентифицируются отдельные наиболее активные соединения. Как 
мы упоминали выше, скрининг библиотек на основе смесей требует 
значительно меньше усилий, времени и ресурсов по сравнению с 
традиционным скринингом HT отдельных соединений.
	 Библиотеки TPIMS лишь частично перекрываются структурным 
пространством одобренных в настоящее время лекарств. Таким 
образом, они добавляют молекулярной сложности библиотекам, 
обычно используемым при высокопроизводительном скрининге 
[88, 89], и расширяют традиционное релевантное пространство 
медицинской химии [89]. Кроме того, большие библиотеки на 
основе смесей, созданные на ограниченном числе молекулярных 
каркасов, дают возможность быстро понять взаимосвязи между 
структурой и активностью (SAR) во время скрининга. Коллекция 
TPIMS характеризуется большей молекулярной сложностью и более 
обширным трехмерным конформационным пространством, чем 
коммерческие коллекции, находящиеся в привычном доступе [88], и 
обладает лекарственными свойствами, аналогичными пространству 
свойств известных лекарств [89]. Успешное использование коллекции 
библиотеки TPIMS в доклинических и клинических исследованиях 
подробно рассмотрено в ряде исследований [85, 90].
	 В нашей работе [91] мы проверили коллекцию библиотек TPIMS, 
состоящую более чем из 30 миллионов соединений, сконструиро­
ванных вокруг 75 молекулярных каркасов, с целью идентификации 
антиадгезионных свойств при связывании рецептора ICAM-1, 
вовлеченного в CM, и соответствующего связывающего домена 
PF11_0521 DBL2β3 из белка PfEMP1 линии 3D7 [11, 46, 47] с IC50 в 
наномолярном диапазоне.
	Н а основании начального скрининга была отобрана синтетичес­
кая комбинаторная библиотека позиционного сканирования дитиа­
зола (соединения TPI-2103, n = 3990) с наивысшим уровнем инги­
бирования и самой низкой сложностью (две замещающие группы, 
R1 и R2) для позиционной сканирующей деконволюции соедине­
ний, ингибирующих связывание. 104 индивидуальных соедине­
ния были получены деконволюцией TPI-2103 и представляли все 
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комбинации выбранных наиболее активных замещающих групп 
R1 и R2. Их тестирование выявило два соединения (2648-40 и 
2648‑33) с ингибированием связывания ICAM-1 более чем на 50% 
при концентрации 1 мкМ. Затем эти два соединения были охарак­
теризованы в диапазоне концентраций как ингибиторы связывания 
ICAM-1 (a) in vitro с использованием домена, связанного с шари­
ками BioPlex, и (b) с живыми эритроцитами, инфицированными 
гетерологичной линией паразита 3G8, связывающейся с ICAM-1; 
также их проверили на цитотоксичность в отношении двух линий 
клеток человека.
	Н аши эксперименты показали, что соединения 2648-40 и 2648-33 
имеют in vitro IC50 362 нМ и 696 нМ соответственно, что примерно 
в 50 и ~25 раз лучше, чем у соединений, идентифицированных в 
нашей предыдущей работе с небольшой подбиблиотекой Chembridge 
[47]. Важно отметить, что эта ингибирующая активность была 
аналогичной при использовании живых IE давая IC50 352 нМ и 669 
нМ для соединений 2648-40 и 2648-33 соответственно. Таким образом, 
лучшее ингибирование связывания ICAM-1 на шариках одним из 
соединений соответствует лучшему ингибированию связывания 
между IE и иммобилизованным на поверхности ICAM-1 тем же 
соединением. Это соответствует нашему предыдущему наблюдению 
[47]. Кроме того, связывающие домены ICAM-1 белка PfEMP1, 
экспрессируемые на поверхности эритроцитов, инфицированных 
линией NF54 (использованной для экспериментов in vitro) и линией 
3G8 (использованной в экспериментах с живыми IE), довольно 
существенно отличаются друг от друга своими аминокислотными 
последовательностями (44% идентичностей, 55% положительных 
результатов и 15% пробелов по данным BLAST). Тем не менее, актив­
ные соединения, идентифицированные с использованием одного 
генетического фона для анализов in vitro, оказались успешными в 
ингибировании связывания живых IE с очень разным генетическим 
фоном, снова подтверждая наши результаты в [47] с использованием 
совершенно разных соединений. Мы полагаем, что наш подход 
универсален для идентификации антиадгезионных соединений 
против различных пар рецептор-домен, несмотря на значительное 
разнообразие доменов / белков PfEMP1.
	И сследования цитотоксичности продемонстрировали индекс 
селективности (SI, отношение 50% цитотоксической концентрации 
(CC50) на линиях клеток человека к концентрации ингибирования 
50% связывания (IC50) между поверхностно-иммобилизованными 
рецепторами и живым IE) ~70 и ~37 для этих двух соединений соот­
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ветственно. Это отличный результат, так как SI>10 считается мини­
мально приемлемым, а более чем 50-кратное значение SI является 
идеальным для целевого профиля соединения кандидата (TCP-1) [48], 
поскольку обычные лекарственные средства, убивающие малярию, в 
крови должны проникать как минимум через 3 мембраны. (красные 
кровяные тельца, паразитофорная вакуоль и плазматическая мембрана 
паразита). В случае введения в кровь антиадгезионных препаратов 
они должны немедленно воздействовать на внешнюю поверхность IE. 
Таким образом, эти два идентифицированных основных соединения 
обеспечивают отличную отправную точку для разработки лекарств 
против адгезии против SM и CM, в которых адгезия IE к рецептору 
ICAM-1 играет чрезвычайно важную патологическую роль.
	К ак мы упоминали выше, связывание с ICAM-1 и EPCR явля­
ется предпосылкой SM и CM. Многие паразиты, которые стали 
причиной SM или CM, продемонстрировали наличие как ICAM-1-
связывающих, так и EPCR-связывающих доменов в тандеме внутри 
экспрессированных молекул PfEMP1 [59, 60, 92–96]. Даже если оба 
домена в тандеме необходимы для развития SM и/или CM, лекарства 
для успешного блокирования секвестрации не обязательно должны 
ингибировать связывание обоих доменов с соответствующими 
рецепторами. В этом случае простое ингибирование связывания с 
ICAM-1 может значительно снизить эффективность секвестрации IE, 
особенно в микрососудах головного мозга, где EPCR экспрессируется 
на низких уровнях, а ICAM-1 экспрессируется на высоких уровнях и 
дополнительно увеличивается во время воспалений головного мозга 
(обзор [97]), включая воспаление при CM, индуцированное TNFα 
(обзор [98]). В этом отношении идентификация других соединений, 
которые будут не только предотвращать, но и обращать вспять 
секвестрацию ICAM-1, может дать значительное преимущество в 
дополняюшем лечении с помощью антиадгезионных препаратов. 
Однако это может оказаться нетривиальной задачей, так как мы 
и другие обнаружили, что ICAM-1 связывается с ICAM-1-связы­
вающими доменами DBL с чрезвычайно высокой авидностью до 
2–4 нМ [46, 59]. Соединения, которые давали бы нужный эффект, 
скорее всего, должны действовать аллостерическим, а не конку­
рентным способом. Идентифицированные нами молекулярные 
структуры, рассмотренные здесь [47, 91], не способны разрушить 
сформированные комплексы между ICAM-1 рецептором и доменом. 
Таким образом, молекулы с этой особенностью еще предстоит 
открыть. Тем не менее, простое блокирование связывания ICAM‑1 
может быть достаточным для уменьшения или предотвращения пато­
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логии продолжающейся секвестрации IE в SM или CM, что следует 
выяснить экспериментально в будущих исследованиях.

IX. Проблемы тестирования 
противомалярийных антиадгезионных 

препаратов в доклинических исследованиях
Поскольку лекарства против адгезии в целом не убивают паразитов 
малярии (если они убивают, это будет дополнительным важным 
бонусом), нелегко оправдать их испытания на людях, больных 
тяжелыми формами малярии. Один из их эффектов – это уменьшение 
воспаления эндотелиальных клеток (EC) путем предотвращения или 
отмены цитоадгезии IE. Это может быть изучено in vitro путем инку­
бации EC с IE, которые могут прилипать к этим клеткам (например, 
CSA-связывающие IE и клетки BeWo, полученные из трофобласта 
человека, экспрессирующие CSA, или связывающие ICAM-1 IE и 
TNFα-стимулированные эндотелиальные клетки человеческих пупоч­
ных сосудов (HUVEC), экспрессирующие ICAM1) в присутствии и 
в отсутствие антиадгезионных соединений с последующим обна­
ружением воспалительных молекул, секретируемых этими клет­
ками. Однако эти эффекты нелегко продемонстрировать in vivo в 
доклинических исследованиях, поскольку не существует подходя­
щей животной модели для малярии P. falciparum. Белки PfEMP1 
специфичны только для видов P. falciparum, а виды малярии, 
поражающие грызунов, сильно различаются и не имеют белков, 
гомологичных PfEMP1. Даже модель малярии гуманизированных 
мышей [99], где иммунодефицитным лабораторным мышам NOD-
scid гамма (NSG) вводят человеческие эритроциты в течение нес­
кольких дней для замены эритроцитов мыши, а затем заражают 
P.  falciparum для установления инфекции, здесь не подойдёт, пос­
кольку эндотелиальные рецепторы мыши, несмотря на гомологию, 
отличаются от рецепторов человека, взаимодействующих с белками 
PfEMP1, и не обязательно дадут адекватную цитоадгезию IE. Следо­
вательно, помимо проверки цитотоксичности таких соединений на 
клетках, животных и людях, необходимо также разработать модели 
тестирования их антиадгезионных свойств. Некоторые приматы, не 
относящиеся к человекообразным, такие как обезьяны Aotus [100], 
потенциально могут стать подходящими моделями для тестирования 
секвестрации IE и активности антиадгезионных препаратов.
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X. Заключение.  
Применение антиадгезионных препаратов  

для других целей
Двухэтапный подход, разработанный нами для высокопроизводитель­
ной идентификации антиадгезионных соединений, может быть поле­
зен при лечении других заболеваний, где важную роль в патологии 
играют взаимодействия между двумя известными молекулами / моле­
кулярными структурами, например, при инфицировании клеток 
вирусами, паразитами, или бактериальными патогенами через спе­
цифические рецепторы. Идентификация антиадгезионных соеди­
нений из больших библиотек методом HT in vitro с последующим 
тестированием этих активных соединений in vivo или ex vivo может 
значительно ускорить открытие новых терапевтических средств для 
других заболеваний.
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