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Разработан препарат на основе биологически 
активных соединений из кипрея узколистного 
(Chamaenerion angustifolium (L.)) – иван-чая, обла-
дающего противоопухолевой и иммуномодулиру-
ющей активностью, относящегося к семейству ки-
прейных (Oenotheraceae), заготовленного на тер-
ритории России. Кипрей узколистный широко ис-
пользуется в традиционной медицине, а также как 
пищевое и кормовое растение. Иван-чай является 
богатым источником различных биологически ак-
тивных соединений: полифенолов, терпеноидов, 
витаминов, гликозидов, органических кислот, 
микро- и макроэлементов и других веществ. 
Большой интерес к этому растению отражен в ря-
де обстоятельных российских и зарубежных обзо-
ров [1–5]. 

В лаборатории химического синтеза ФГБУ 
«НМИЦ онкологии им. Н.Н. Блохина» проведены 
обстоятельные химические и аналитические ис-
следования активных фракций из этого растения. 
Растительные образцы для исследований заготов-
лены в ФГБНУ ВИЛАР. На основе гидролизуемых 
галло-эллаго-таннинов кипрея узколистного раз-
работан противоопухолевый препарат «Ханерол», 
подавляющий рост экспериментальных опухолей: 
аденокарциномы толстой кишки АКАТОЛ (81%), 
карциномы молочной железы Са-755 (97%), сар-
комы S-37 (75%), карциномы легких Льюис LLC 
(65%) и др. [6–11]. Имеется предположение, что 
противоопухолевая активность таннинов связана с 
антиметаболическим действием соединений, а 
также с их иммуномодулирующим эффектом [4]. 

В лаборатории биомаркеров и механизмов 
опухолевого ангиогенеза НМИЦ онкологии им. 
Н.Н. Блохина было показано, что димерный макро-
циклический таннин специфически ингибировал ми-
грацию эндотелиальных клеток мыши SVEC 4-10 и 
образование сосудоподобных структур in vitro. Ги-
стоморфологические и иммуногистохимические 
данные Ch. angustifolium (L.) свидетельствуют о том, 
что димерный таннин уменьшает количество CD31-
положительных клеток (p < 0,05) и LEL-
положительных клеток микрососудов (p < 0,05) в 
тканях опухолей и экспрессию VEGF в ткани опу-
холи. Таким образом, димерный макроцикличе-
ский таннин является перспективным антиангио-
генным агентом [12]. 

Выделение биологически активных полифе-
нолов из соцветий иван-чая, заготовленного на 
территории Московской области, проводили в фа-
зу цветения экстракцией гидрофильных субстан-

ций, селективным фракционированием фракций, 
обладающих цитотоксической активностью, с при-
менением хроматографических методов разделе-
ния и очистки на Сефадексе LH-20. В результате 
были выделены димерный, тримерный и тетра-
мерный таннины, названные хаменерины I, II и III, 
среди которых наиболее активна фракция димер-
ных галло-эллаго-таннинов. Разработанный на их 
основе препарат «Ханерол» прошел всесторонние 
биологические исследования в НМИЦ онкологии 
им. Н.Н. Блохина. Идентификация индивидуаль-
ных соединений проводилась с использованием 
физико-химических методов анализа (УФ-, ИК-, 
масс-, 1Н и 13С ЯМР спектры) и сравнением хро-
матографической подвижности с известными об-
разцами гидролизуемых галло-эллаго-таннинов, а 
также применением новых методических приемов 
съемки 1Н ЯМР спектров [13]  

Полученный индивидуальный димерный гал-
ло-эллаго-таннин хаменерин I был изучен в каче-
стве адъюванта при иммунизации белком PRAME. 
Гидролизуемые галло-эллаго-таннины склонны к 
связыванию с белковыми молекулами и образова-
нию супрамолекулярных ассоциатов с другой изо-
электрической точкой, а также растворимостью. 
Данные особенности могут быть полезными при 
иммунизации с целью выработки B-клеточного 
ответа против целевого белка [14] 

Развитие гуморального ответа играет важную 
роль в защите организма от патогенов и противо-
опухолевом ответе. В настоящее время в лечении 
онкологических заболеваний используют моно-
клональные лекарственные антитела, такие как 
ритуксимаб и трастузумаб. При этом возможности 
по разработке новых терапевтических антител не 
исчерпаны. Перспективной мишенью для таргет-
ной терапии является белок PRAME, экспони-
рованный на поверхность опухолевой клетки, и не 
эспрессирующийся в нормальных клетках [15–16]. 
Согласно результатам двух масштабных исследо-
ваний, даже у PRAME-экспрессирующих больных 
онкогематологическими заболеваниями не разви-
ваются собственные антитела к данному белку 
[17–18]. Учитывая, что белок PRAME активен 
приблизительно у 50% онкологических больных, 
можно предположить, что B-клеточный иммунный 
ответ больного может быть не менее эффектив-
ным, чем применение современных таргетных 
препаратов [19]. Возможно, применение галло-
эллаго-таннинов в качестве компонента вакцинной 
композиции для иммунизации поможет сформиро-
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ваться B-клеточному ответу против белка PRAME. 
В этом случае противоопухолевая терапия будет 
более эффективной. 

Ц е л ь  р а б о т ы  – изучение химического 
состава, противоопухолевой и иммуномодулиру-
ющей активности димерных и тримерных танни-
нов в ряду олигомерных гидролизуемых галло-
эллаго-таннинов, полученных из кипрея узколист-
ного с целью поиска новых отечественных проти-
воонкологических препаратов. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 
Олигомерные гидролизуемые таннины полу-

чали из соцветий и побегов кипрея узколистного, 
заготовленных в Московской области (место пер-
вого сбора – Ботанический сад ФГБНУ ВИЛАР, 
вырубка на регионе Сибирь 5–10 мая 2017 г., вто-
рой сбор проводился в фазе цветения 9–14 июля 
2017 г. в окрестностях д. Митинское Шатурского 
р-на Московской области). Облиственные вер-
хушки побегов (трава) заготавливались в фазу ве-
гетации до цветения (10 июня) в Заокском районе 
Тульской области и в течение 1 ч направлялись на 
сушку с естественной вентиляцией при 20–25 оС.   

Соединения получены с использованием ко-
лоночной хроматографии на сефадексе LH-20 [6–
8]. Удельное вращение измеряли на поляриметре 
«Unipol L» («Schmidt + Haensch», Германия). Чи-
стоту полученных соединений и содержание при-
месей определяли методом ВЭЖХ на хроматогра-
фе Shimadzu (Япония). Колонка Kromasil («Akzo-
Nobel», Швеция) С-18,5 мкм, 250×4 мм при длине 
волны 263 нм в системе ацетонитрил и 0,04% (по 
объему) муравьиная кислота. Элюцию проводили 
в изократическом режиме. Структура хаменерина I 
подтверждена данными продуктов его полного и 
частичного кислотного гидролиза и спектральны-
ми методами [6]. Спектры 1H ЯМР хаменерина I 
были записаны на приборе Avance Bruker DRX-
500 МГц (Германия) с программным обеспечени-
ем.  

Масс-спектры высокого разрешения были по-
лучены на приборе Bruker micrOTOF II (Германия) 
методом электрораспылительной ионизации (ESI). 
Измерения выполнены на положительных (напря-
жение на капилляре – 4500 V) или отрицательных 
(напряжение на капилляре 3200 V) ионах. Диапа-
зон сканирования масс – m/z 50–3000 Да, калиб-
ровка – внешняя или внутренняя (Electrospray Cal-
ibrant Solution, Fluka).  

Биологическое исследование. Для проверки 
возможности применения таннинов в качестве 
адъюванта проведены эксперименты по иммуни-
зации 21 мыши. Для сравнения были составлены 
следующие композиции: а) 25 мкг хаменерин I +  
+ PRAME; б) 25 мкг хаменерин II + PRAME;  
в) 25 мкг хаменерин III + PRAME; г) 25 мкг суммы 
высших олигомерных таннинов кипрея узко-
листного + PRAME; д) Al(OH)3 + PRAME, 
используемая в качестве положительного 
контроля традиционного адъюванта и присутствия 
антигена; е) чистый белок PRAME, используемый 
в качестве положительного контроля присутствия 
антигена; ж) отрицательный контроль без имму-
низации. 

Каждую композицию вводили мышам линии 
Black. Общий объём композиции, приготовленной 
для введения, составлял 500 мкл. Введение произ-
водили подкожно 3 раза с интервалом в 2 недели. 
Концентрация белка PRAME в каждом введении 
составляла 50 мкг. После третьего введения ком-
позиции мышам было собрано не менее 500 мкл 
крови.  

Заготовленную кровь использовали для полу-
чения сывороток, содержащих смесь иммуногло-
булинов мышей, которые тестировали на наличие 
антител, связывающихся с белком PRAME. Эф-
фективность развития B-клеточного ответа против 
белка PRAME оценивали на проточном цитометре 
ACEA NovoCyte («ACEA Biosciences», США). В 
качестве мишени для связывания сывороточных 
антител использовали PRAME-экспрессирующую 
линию клеток K562 [16].  

Перед проведением эксперимента клетки 
K562 отмывали от культуральной среды и перме-
абилизовали 96%-ным метанолом при 0 °С, по-
вторно отмывали от метанола в PBS-буфера, после 
чего 2×105 клеток K562 инкубировали в 100 мкл 
мышиной сыворотки. Время инкубирования со-
ставило 30 мин, затем производили отмывку от 
сыворотки при помощи PBS-буфера. Далее к клет-
кам добавляли FITC-меченые антимышиные анти-
тела («Becton Dickinson», США), и инкубировали в 
течение 30 мин в темноте, после чего вторичные 
антитела также отмывали раствором PBS-буфера.  

Яркость свечения окрашенных клеток (B-
клеточный ответ) оценивали на проточном цито-
метре. В качестве негативного контроля использо-
вали уровень сигнала от клеток, окрашенных сы-
вороткой мышей, ничем не иммунизированных. 
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Сравнение групп по величине B-клеточного 
ответа использовали U-критерий Манна–Уитни. 
Различия считались статистически значимыми при 
p < 0,05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ  
Методы получения димерного макроцик-

лического таннина из кипрея узколистного. 
Способ получения активной фракции полифе-
нольных соединений из побегов кипрея узколист-
ного, достигшего 4–50 см роста, включал в себя 
экстракцию растительного сырья 25%-ным вод-
ным раствором диметилформамида, упаривание, 
дробное осаждение полифенольного комплекса 
20%-ным раствором ацетата свинца, промывку 
свинцового комплекса, его дробное разложение и 
обессоливание на колонке с катионитом КУ-2-8-
чС (Н+), упаривание и лиофильную сушку полу-
ченного раствора. Выход полифенольного ком-
плекса составлял 3–5% от веса исходного расти-
тельного сырья. Границы осаждения и разложения 
свинцового комплекса были ранее определены на 
основании данных противоопухолевой активности 
выделяемых веществ и частично их физико-
химических параметров. 

Фракционированием полифенольного комп-
лека на колонке с сефадексом LH-20 выделяли 
фракции целевых димерных и тримерных тан-
нинов под химическим и биологическим конт-
ролем. Элюирование проводили 20%-ным водным 

спиртом и водным ацетоном в возрастающей 
концентрации. Выход целевой субстанции сос-
тавил до 3% от веса исходного растительного 
сырья. Аналогично получали активную фракцию 
полифенолов из соцветий кипрея узколистного. 

При дальнейшем элюировании колонки 40%-
ным водным ацетоном выделены фракции три-
мерных гидролизуемых таннинов, также обладаю-
щие противоопухолевой активностью. 

Структура хаменерина I установлена на осно-
вании УФ-, ИК-спектроскопии и масс-спектро-
метрии. Соединение является гидролизуемым гал-
ло-эллаго-таннином состава C68H48O44, образую-
щим специфичное синее окрашивание с раствором 
хлорного железа. УФ-спектр имеет максимумы 
поглощения при 215 и 263 нм. Его ИК-спектр со-
держит все характеристические частоты, прису-
щие структуре хаменерина I, соответствующие 
гидроксильным группам фенолов, сложноэфир-
ным связям и углеводным фрагментам [20]. 

В масс-спектре хаменерина I присутствуют 
ионы (m/z) 1567 [M-H]-; 1591 [M+Na]+. Получен-
ные результаты подтверждают идентификацию 
образца димерного макроциклического гидроли-
зуемого таннина с энотеином В. 

Результаты биологического исследования. 
Согласно результатам проведения проточной ци-
тометрии, антитела, содержащиеся в сыворотках 
мышей, окрашивали клетки K562 с разной ин-
тенсивностью. Интенсивность окрашивания кле-

ток линии K562 была наибольшей при 
использовании сывороток, полученных 
от мышей, иммунизированных димер-
ным и тримерным галло-эллаго-тан-
нинами (хаменерином I и хаменерином 
II). Сыворотка, полученная от мышей, 
иммунизированных с хаменерином I, 
окрасила клетки более интенсивно, чем 
сыворотка контрольных мышей (p =  
= 0,0282). Сыворотка, полученная от 
мышей, иммунизированных хаменери-
ном II, окрасила клетки интенсивнее, 
чем в контроле, но различия имели 
тенденцию к достоверности (p =  
= 0,0933). Остальные данные значимо 
не повлияли (p > 0,1) на результаты 
эксперимента (рисунок). 

Таким образом, изучен химиче-
ский состав активной фракции галло-
эллаго-таннинов, выделенных из со-
цветий и побегов кипрея узколистного. 

 
Интенсивность B-клеточного ответа против белка PRAME у мышей, получивших 
таннины I – III и сумму высших таннинов в качестве адъюванта (в формуле на 
рис нижний индекс Al(OH)3, можно также х102 по ординате) 

 



Фармацевтическая химия 

ВОПРОСЫ БИОЛОГИЧЕСКОЙ, МЕДИЦИНСКОЙ И ФАРМАЦЕВТИЧЕСКОЙ ХИМИИ, №1, т.22, 2019 32 

Разработана технология выделения димерного 
галло-эллаго-таннина хаменерина I из соцветий и 
побегов кипрея узколистного. Идентификацию 
димерного макроциклического таннина с приме-
нением новых методических приемов съемки 1Н 
ЯМР спектров при низких температурах и исполь-
зованием специфических растворителей позволи-
ли получать четкие спектры высокого разрешения 
сигналов в области 8–12 м.д. Показана перспек-
тивность использования димерных таннинов в ка-
честве адьювантов для стимулирования В-клеточ-
ного ответа при иммунизации белками.  

ВЫВОДЫ 
1. Разработана технология получения очищенного 

димерного таннина хаменерина I из соцветий и 
побегов кипрея узколистного. Препарат хане-
рол на основе димерного таннина содержит 
примеси тримерных и высших олигомерных 
таннинов. В процессе изучения биологической 
активности показано, что наиболее выражен-
ный В-клеточный ответ у мышей против белка 
PRAME был достигнут при применении ди-
мерного и тримерного галло-эллаготаннинов в 
качестве адъюванта для иммунизации. 

2. Метод выделения олигомерных гидролизуе-
мых макроциклических таннинов позволяет 
получать очищенные соединения для прове-
дения доклинических исследований в необ-
ходимых количествах.  
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There was studied new domestic phytodrug from Chamaenerion angustifolium (L.) as the source for prophylaxis and treatment 
of oncological diseases containing oligomeric hydrolyzing hallo-ellagi-tannins.  Isolation and the chemical composition study of anti-
tumor and immune-modulatory activity of dimeric and trimeric tannins from Chamaenerion angustifolium (L.) were carried out  using  
selective extraction and chromatographic separation methods of polyphenols. Flow cytometry was used for evaluation of B cell re-
sponse after mice immunization. PRAME-expressed cell line K562 was used as substrate. Chemical composition of gallo-ellagi-tannins 
from flowers and shoots were studied. Technologic method of dimeruc gallo-ellagi-tannins chamenerin I production plants was worked 
out. Possibility of dimeric tannins use to stimulate B cell response was proposed. 

Key words: Chamaenerion angustifolium (L.), oligomeric gallo-ellogi-tannins, hamenerin I, immunization with PRAME protein. 
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