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ИЗПОЛЗВАНИ СЪКРАЩЕНИЯ 

 

T. vulgare Вратига 

CQA (1-, 3-, 4- и 5-) монокафеоилхинови киселини  

DCQA; 

diCQA 

(1,3-, 1,4-, 1,5-, 3,4-, 3,5- и 4,5) дикафеоилхинови киселини  

triCQA (1,3,4-, 1,3-, 5-, 1,4,5- и 3,4,5-) трикафеолхинови киселини 

CA Кафеена киселина 

CGA Хлорогенна киселина 

FQA Феруоилхинови киселини 

pCoQA пара-Кумароилхинова киселина 

DPP IV; 

DPP4 

Дипептидилпептидаза ІV (EC 3.4.14.5) 

α FAP; 

FAP-α 

Фибробласт активиращ протеин алфа (EC 3.4.21.B28) 

POP; 

PREP 

Пролилолигопептидаза (EC 3.4.21.26); 

Пролилендопептидаза 

MCF10A Клетъчна линия от нормален имортализиран епител на млечна жлеза 

MCF7 Клетъчна линия от луминален карцином тип А на млечна жлеза 

MDA-MB-

231 

Клетъчна линия от тройно негативен карцином на млечна жлеза 

H1299 Клетъчна линия от недребноклетъчен карцином на бял дроб 

A549 Клетъчна линия от дребноклетъчен карцином на бял дроб 

HeLa Клетъчна линия от карцином на маточна шийка 

PC3 Клетъчна линия от аденокарцином на простата 

HepG2 Клетъчна линия от добре диференциран хепатоцелуларен карцином (рак 

на черния дроб) 

HT29 Клетъчна линия от колоректален аденокарцином (рак на дебелото черво) 

EACE Етилацетатна фракция от суров екстракт на вратига  

DCHAS Фракция от дициклохексиламониеви соли на вратига  

DEHS Твърдо вещество от диетилов етер/хексан на вратига 

EAFT Етилацетатна фракция от цвета на вратига  

IC50 Half Maximal Inhibitory Concentration (инхибиторна концентрация 50%) 

MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide 

FBS Fetal Bovine Serum (фетален телешки серум) 

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium (хранителна среда) 

ММР Матрични металопротеинази 

LC-MS Високоефективна течна хроматография и масспектрометрия 

NMR Спектроскопия с ядрено-магнитен резонанс 

HRMS Масспектрометрия с висока резолюция 

LC-HRMS Течна хроматография/масспектрометрия с висока разделителна 

способност 

UHPLC Ултра-високоефективна течна хроматография 
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1. ВЪВЕДЕНИЕ 

 

В днешно време, особено през последното десетилетие, лечебните растения заемат все 

по-значимо място в лечението и профилактиката на редица заболявания – 

самостоятелно или като допълнителни средства към конвенционалната терапия. 

Благодарение на съдържащите се в тях биологично активни вещества те оказват 

полезно въздействие върху различни патологично променени функции на организма 

при болестни процеси. Съществена причина за рязкото нарастване на интереса към 

лечебните средства от растителен произход е това, че с блестящото развитие на 

съвременната медицина и фармация се създават голям брой силно активни лекарства, 

на които обаче са присъщи и множество твърде опасни, нежелани ефекти. Това обръща 

погледа на човечеството към перспективата растителни лекарства, които благодарение 

на биологичната си природа са по-добре поносими от човешкия организъм, 

съчетавайки широкоспектърно терапевтично действие и относителната безопасност. 

Макар и да са с естествен произход, някои от тези продукти могат да са вредни за 

здравето. Фармацевтичната индустрия проявява нарастващ интерес към разработването 

и производството на фитопродукти като билкови лекарства, етерични масла, тинктури, 

таблетки и капсули. Определянето на автентичността и концентрацията на активните 

вещества в лечебните растителни суровини и фитопрепаратите е сложен аналитичен 

проблем поради многокомпонентния им състав [1]. Разработването на натурални 

продукти се превърна във важен фактор в много производствени области, включително 

за храни, хранителни добавки, козметика, биологично земеделие, санитарни и хигиенни 

стоки. 

Значителното многообразие и ценни биологични свойства на българските лечебни 

растения предоставят големи възможности относно инхибиране растежа на туморните 

клетки, без да вредят на организма. Във връзка с това дисертационният труд има за цел 

да обогати наличните данни относно терапевтичните възможности на растителните 

ресурси чрез проучване на антитуморната активност на Tanacetum vulgare L. (вратига). 
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3.ЦЕЛИ И ЗАДАЧИ 

3.1 Цели 

 

В настоящата научна разработка бяха поставени следните цели: 

 Да се оцени in vitro антитуморният потенциал на екстрактите и фракциите от 

лечебното растение Tanacetum vulgare L. върху туморни човешки клетъчни 

линии и да се сравни с действието им върху контролна нетуморогенна клетъчна 

линия. 

 Определяне на инхибиращия потенциал и селективност на тотални екстракти и 

фракции от вратига върху активността на постпролин-специфични протеази, 

свръхекспресията на които се наблюдава при различни злокачествени 

заболявания. 

 

3.2 Задачи 

 

За постигането на тези цели бе необходимо изпълнението на следните основни задачи: 

 Да се установи химичният състав на използваните екстракти и фракции чрез 

мас-спектрометрия с висока разделителна способност, поради разликата в 

химичния и количествения състав на Tanacetum vulgare L. в зависимост от 

годината на събиране на билката и метода на екстракция.  

 Да се направи in vitro анализ на въздействието на екстракти и фракции от 

изследваното растение върху преживяемостта на туморни и трайни нормални 

човешки клетъчни линии с различен произход след третиране с различни 

концентрации от тези субстанции и определяне на IC50 стойностите. 

 На базата на получените резултати относно цитотоксичните свойства на 

изследваните екстракти и фракции, да се подберат субстанциите, проявяващи 

най-силен in vitro антитуморен ефект и да се определи селективността по 

отношение на нетуморогенните клетки (индекс на селективност). 

 Да се изследва инхибиторният ефект на суровия екстракт от вратига върху 

постпролин-специфичната ензимна активност в хомогенати от три човешки 

клетъчни линии от млечна жлеза (нормална и ракови). 

 Да се изследва инхибиторният ефект на екстрактите и фракциите от вратига 

върху постпролин-специфичната ензимна активност в хомогенат от клетъчната 

линия MDA-MB-231 (високо инвазивен тройно негативен карцином на млечна 

жлеза). Да се определи типа на инхибиране и IC50 на най-активните фракции. 
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4. МАТЕРИАЛИ И МЕТОДИ 

4.1. Материали 

4.1.1. Използвани химикали и реактиви 

Ацетонитрил LC-MS grade Merck (Германия); етилацетат, диетилов етер, 

диизопропилов етер и хексан са от Fisher Chemical (UK); мравчена киселина, 98% е от 

Fluka (Германия). Водата с висока чистота се генерира като се използва Purelab UHQ II 

система от ELGA (Нидерландия). Z-Gly-Pro-AMC e от Bachem, Швейцария. 

Дициклохексиламин, диметилсулфоксид, Na2SО4, НСl, NaCl са от Sigma-Aldrich. EDTA 

е от AppliChem, а фосфатния буфер ( NaH2PO4/ Na2HPO4) е от Merck (Германия)  

Всички реактиви са с най-висока налична чистота. DMEM (Dulbecco Modified Eagle's 

Medium) са от Sigma-Aldrich. 

4.1.2. Използвани растителни материали 

Цветовете и суровия екстракт на Tanacetum vulgare L. бяха любезно предоставени от 

фирма Вемо 99 ООД, София, България, (http://www.vemo-vsv.com/bg/produkti/). По 

данни на производителите, съдържанието на активни вещества на екстракта от от 

вратига включва: флавоноиди, изчислени като апигенин (от 18 до 22%); кумарини, 

изчислени като ескулин (7.5 до 9%); дъбилни вещества, изчислени като танини (от 7.5 

до 9%). 

4.1.3. Използвани клетъчни линии  

В нашите in vitro експерименти използвахме няколко човешки туморни клетъчни линии 

като модели на разпространени онкологични заболявания, а като модел на нормална 

човешка тъкан използвахме нетуморогенна клетъчна линия от епител на млечна жлеза: 

MCF10A (ATCC) – спонтанно имортализирани клетки от епител на млечна жлеза 

 MCF7 (ATCC) – инвазивен луминален аденокарцином на млечна жлеза тип А (ER+, 

PR+, HER2-) 

 MDA-MB-231 (ATCC) – високо инвазивен тройно негативен карцином на млечна 

жлеза (ER-, PR-, HER2-) 

 H1299 (ATCC) – дребноклетъчен карцином на бял дроб 

 A549 (ATCC) – алвеоларен недребноклетъчен карцином на бял дроб 

 HeLa (AТCC) – цервикален карцином 

 HepG2 (ATCС) – хепатоцелуларен карцином 

 HT-29 (ATCC) – карцином на дебело черво 

 PC3 (ATCC) – аденокарцином на простата 
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4.2. Методи 

4.2.1. Подготовка на растителни материали и екстракти 

Процесите на фракциониране на цветовете и суровия екстракт на Tanacetum vulgare L. 

беше осъществен в лаборатория по „Анализ и синтез на биоактивни вещества“ към 

катедрата по „Медицинска химия и биохимия“ на Медицински университет – София. 

Приготвяне на етилацетатната фракция от суровия екстракт (EACE)  

Към 5 g суров екстракт от вратига се прибавят 20 mL вода при разбъркване. След това 

на капки се прибавя 6N НСl до рН 3.0. Към водната фаза се прибавя 15 mL етилацетат 

при разбъркване. Органичната фаза се отделя и водната фаза се екстрахира с още 10 mL 

етилацетат. Събраните органични фази се филтруват, промиват се с наситен разтвор на 

NaCl и се сушат с Na2SО4. Етилацетатът се отстранява под вакуум и се прибавя малък 

обем диизопропилов етер. Полученото тъмно жълто твърдо вещество се филтрува и се 

суши под вакуум в ексикатор. Получения добив е 260 mg. 

Приготвяне на фракция от дициклохексиламониеви соли (DCHAS) 

Фракцията от дициклохексиламониевите соли се получават от етилацетатния екстракт, 

както следва: Обемът на етилацетатния екстракт се намалява до 1/4 и на капки се 

добавя дициклохексиламин. Получената утайка се филтрува, промива се с 

диизопропилов етер и се суши под вакуум в ексикатор. Получения добив е 125 mg. 

Изолиране на твърдо вещество от диетилов етер/хексан (DEHS) 

Филтратът, получен след отстраняване на дициклохексиламониевите соли, се 

концентрира под вакуум, до получаване на гъст маслен остатък. Към остатъка се 

прибавя диетилов етер, последван от хексан, при което се получава тъмножълта утайка. 

Получения добив е 74 mg. 

Приготвяне на етилацетатен екстракт от цветове на вратига (EAFT) 

Към 4 g цветове от вратига бяха добавени 16 mL вода и 48 mL етилацетат при 

разбъркване. След това 6N НСl се добавя на капки до рН 3.0 на водната фаза и сместа 

се разбърква за още един час. След филтруване органичната фаза, тя се промива с 

наситен разтвор на NaCl и се суши с Na2SО4. Етилацетатът се отстранява под вакуум и 

се прибавя малък обем диизопропилов етер. Получената жълта утайка се филтрува и се 

суши под вакуум в ексикатор. Получения добив е 218 mg. 

Фракциониране на суровия екстракт чрез колонна хроматография 

Суровия екстракт на Т. vulgare предоставен от фирма Вемо 99 ООД (500 mg) се 

разтваря в 10 mL 0.1% буфер на мравчена киселина чрез ултразвукова асистирана 

екстракция в продължение на 20 минути. След това се фракционира посредством 

хроматографска система Grace Davison Purification(USA) Reveleris® Flash System. 

Хроматографското разделяне на пробите се извършва чрез носител на модифициран 

силикагел: колона Claricep C18 (Bonna-Angela), 80 g, с размер на частиците 20-45 μm и 
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размер на порите 100Å, носител на ELSD детектор: изопропанол, облъчване на две UV 

дължини на вълната (UV1: 254 nm и UV2: 325 nm), като се използват следните 

подвижни фази: А: вода и Б: ацетонитрил при скорост на потока от 40 mL/min и 

градиент (62 min): 0% В за 2 min, 23% В за 50 min, 90% В за 3 min, задържаме 90% B за 

4 min и 0% В за 3 min. Обемът на инжектиране на пробата е 10 mL. 

 

4.2.2. Клетъчно култивиране 

Туморните клетки бяха култивирани рутинно като монослоеве в 75 cm
2
 матраци в 

хранителна среда DMEM (Dulbecco Modified Eagle's Medium) с високо съдържание на 

глюкоза (4.5 ‰) с добавка на 10% фетален телешки серум и антибиотици в стандартни 

концентрации (100 U/mL пеницилин, 0.1 mg/mL стрептомицин и 0.25 mg/mL 

амфотерицин B) на 37ºC при 5% CO2 и 95-96 % влажност. Нетуморогенните клетки от 

линията MCF-10A бяха култивирани при същите условия, но в присъствие на фактори, 

стимулиращи клетъчния растеж:  20 mg/L човешки епидермален растежен фактор 

(EGF), 0,5 mg/L хидрокортизон, 0,1 mg/L холерен токсин и 10 mg/L инсулин.  

Клетките бяха посявани при плътност от 1 х 10
3
 в 100 µL в 96-ямкови плоскодънни 

плаки за клетъчно култивиране и оставени да адхезират  за 24 часа. Преди третиране, 

културалната среда се отлива и се прибавя нова, съдържаща  тестовите съединения, 

разтворени в етанол, в такива количества, че да се достигнат желаните изпитвани 

концентрации (концентрационен интервал от 10 до 500 µg/mL). Инкубацията в 

присъствие на тестираните съединения продължава 72 часа. Всички експерименти се 

извършват трикратно. 

Клетките бяха събирани с помощта на гумен скрейпър и хомогенизирани при 

използване на хомогенизатор MSE (England) в 5 mL 0.1 М фосфатен буфер (рН 7.4) с 

0.1 М NaCl и 1 mM EDTA. 

 

4.2.3. In vitro антитуморна активност чрез МТТ-анализ 

Изследването на антитуморната активност беше извършено върху клетъчни култури от 

няколко човешки туморни клетъчни линии с помощта на стандартен МТТ-тест [131]. 

МТТ анализът на клетъчната преживяемост и пролиферация беше проведен в широк 

диапазон от концентрации на изследваните екстракти/фракции. Границите, в които 

варираха приложените концентрации, бяха специфични за различните субстанции и 

бяха подбрани въз основа на предварителни експерименти, включващи по-големи 

концентрационни интервали, с цел точно установяване стойностите на IC50. 

Количеството на отделения формазан беше определяно посредством измерване на 

абсорбцията при 580 nm с помощта на четящо устройство за микроплаки (TECAN, 

Sunrise TM, Groedig / Salzburg, Австрия). Антипролиферативната активност беше 

изразена чрез IC50 - концентрацията, необходима за 50% потискане на клетъчния 

растеж спрямо нетретираната контрола. За изчисляването на IC50 беше прилаган 
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нелинеен регресионен анализ (GraphPad Prizm4 Software). Беше установена добра 

възпроизводимост на резултатите (SD < ± 10%).  Статистически значимите разлики в 

преживяемостта/пролиферацията между нетретираните контроли и третираните с 

различни концентрации проби бяха определяни посредством еднофакторен 

дисперсионен анализ ANOVA, последван от теста на Bonferroni. За статистически 

значими бяха приемани резултатите при стойност на p<0.05. 

 

4.2.4. Измерване на ензимната активност 

Ензимната активност в клетъчни хомогенати в присъствие на екстракти и фракции 

от вратига 

Пост-пролин ензимната активност в клетъчните хомогенати беше измервана в 

присъствието на 0,1 или 0,2 mg/ml екстракти и фракции от вратига в 0.1 М фосфатен 

буфер (рН 7.4), съдържащ 0.1 М NaCl, 1 mM EDTA и 80 μM флуорогенен субстрат Z-

Gly-Pro-AMC при 37 °С. Ензимните реакции бяха проведени в 96-ямкови плаки, в 

мултифункционален спектрофлуориметър Varioscan Fluorescence при 360 nm 

възбуждане и 460 nm емисия и отчитане на всеки 3 минути. Ензимната активност беше 

определена от началните скорости на реакциите. За обработка на данни беше 

използвана софтуерната програма EnzFitter V2.  

Определяне на IC50 

Инхибиращият потенциал на фракцията 34-44 спрямо ензимната активност в хомогенат 

от клетки на MDA-MB-231 беше измерен в 0.1 М фосфатен буфер (рН 7.4), съдържащ 

0.1 М NaCl, 1 mM EDTA и 80 μM флуорогенен субстрат Z-Gly-Pro-AMC при 37 °С в 

присъствие на различни концентрации (5, 10, 15, 20, 25, 37.5 и 50 μg/mL) от фракция 

34-44. Реакциите бяха проведени в 96-ямкови плаки, в мултифункционален 

спектрофлуориметър Varioscan Fluorescence при 360 nm възбуждане и 460 nm емисия и 

отчитане на всеки 3 минути. Ензимната активност беше определена от началните 

скорости на реакциите. За обработка на данни беше използвана софтуерната програма 

EnzFitter V2. 

Определяне на типа на инхибиране 

Ензимната активност в клетъчните хомогенати беше измервана в 0.1 М фосфатен буфер 

(рН 7.4), съдържащ 0.1 М NaCl, 1 mM EDTA и при 37 °С. Бяха използвани различни 

концентрации от флуорогенния субстрат Z-Gly-Pro-AMC (20, 30, 40 и 50 μM) в 

отсъствие и присъствие на различни концентрации (50 и 75 μg/mL) от фракция 34-44. 

Реакциите бяха проведени в 96-ямкови плаки, в мултифункционален 

спектрофлуориметър Varioscan Fluorescence при 360 nm възбуждане и 460 nm емисия и 

отчитане на всеки 3 минути. Ензимната активност беше определена от началните 

скорости на реакциите. За обработка на данни беше използвана софтуерната програма 

EnzFitter V2. 
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4.2.5. Подготовка на проби за LC-HRMS анализи 

Екстрактите от вратига (3 mg) се разтварят в 1 mL 0.1% буфер на мравчена киселина 

чрез ултразвукова асистирана екстракция в продължение на 15 минути и бяха 

подложени на LC-HRMS анализи. 

 

4.2.6. LC-HRMS анализи 

Анализите се извършват с използване на Q Exactive хибриден квадруполен 

масспектрометричен детектор с висока разделителна способност (ThermoScientific Co, 

USA), оборудван с TurboFlow® течна хроматографска система, нагрят електроспрей 

модел HESI II на IonMax® (ThermoScientific Co, USA). 

Хроматографското разделяне на пробите се извършва чрез колона Hypersil Gold (100 

mm×2,1 mm id, 1,9 μm), като се използват следните подвижни фази: А: 0,1% мравчена 

киселина във вода и Б: 0,1% мравчена киселина в ацетонитрил при скорост на потока от 

300 μL/min и градиент: 0% В за 1 min, 30-90% В за 30 min, 90% В за 5 min, 90 - 0% B за 

2 min и 0% В за 2 min. Обемът на инжектиране на пробата е 10,0 μL. 

Бяха получени спектри на пълно сканиране в обхвата 80-1200 m/z (съотношение 

маса/заряд) в режим на отрицателен йон при разделителната способност 70 000. Всички 

параметри на мас-спектрометъра бяха оптимизирани за чувствителност към целевите 

анализи, използвайки софтуерната програма за контрол. Параметрите на 

масспектрометричния детектор са: напрежение на разпръскване 4.0 kV, дебит на газа за 

въртешно разпръскване 32 относителни единици (ОЕ), дебит на допълнителния газ 10 

ОЕ, дебит на резервния газ 3 ОЕ, температура на капиляра 320 °C, температура на 

нагреваемия източник на електроспрея 300 °C и напрежение на S-лещата 50 V. За 

количествено определяне кафеоилхинови киселини беше използван режим на 

фрагментиране на всички йони. Нормализираната колизионна енергия, която е  

прилагана в клетката за разбиване на йоните е 25%. Събирането и обработката на 

данните бяха извършени със софтуерен пакет Xcalibur 2.4® (ThermoScientific Co, USA). 

Изчисленията за теоретични стойности в съотношение маса/заряд са направени от 

софтуерната програма Mass Frontier 5.1 (ThermoScientific Co, USA). 
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5. РЕЗУЛТАТИ И ОБСЪЖДАНЕ 

5.1. Екстракти и фракции от вратига 

Екстракцията е най-важната първа стъпка в анализа на лечебните растения, тъй като е 

необходимо да се извлекат желаните химични компоненти от растителните материали 

за по-нататъшно разделяне и охарактеризиране. Трябва да се предприемат подходящи 

действия, за да се гарантира, че потенциалните активни съставки няма да се загубят  

или унищожават по време на приготвянето на екстракта от растителните проби. Един 

от ключовите фактори е избор на система от разтворители което до голяма степен 

зависи от специфичната природа на биоактивните съединения. За екстракцията на 

полярни и/или хидрофилни съединения се използват полярни разтворители като 

метанол, етанол и техни смеси с вода. Сместа етанол-вода предизвиква подуване на 

растителните частици и увеличава порьозността на клетъчните стени и по този начин 

улеснява дифузията на екстрахираните вещества. За екстракция на повечето липофилни 

съединения се използват хлороформ, дихлорометан или техни смеси с метанол. Една 

ефикасна система за екстрахиране е системата течност – течност (двуфазни системи) с 

използване на органични разтворители и вода. Тези класически системи имат 

специфични характеристики, които ги правят ефективни по отношение на екстракцията 

и фракционирането на биоактивните компоненти, но те не намират достатъчно широка 

употреба. Един от критериите за подбор на разтворител е и коефициента на 

разпределение. За съединения които участват в протолитични реакции, от съществено 

значение за коефициента на разпределение е pH на средата. Този фактор обаче, не 

винаги се отчита. Ефективността на извличане на фенолните съединения зависи от 

полярността на използвания разтворител. Като органични разтворители за извличане на 

тези вещества са тествани гореща вода, метанол, етанол, ацетон, етилацетат, диетилов 

етер, петролев етер и n-хексан [140]. Етилацетаът е бил предложен от като органичен 

разтворител подходящ за извличане на полифеноли. 

Съгласно казаното по-горе, ние предложихме стратегия за получаване на екстракти и 

фракции от Т. Vulgare L.. На фигура 1 сме представили схематично протокола за 

получаване на различните екстракти и фракции от растението, които са използвани за 

анализиране на основните компоненти в тях и са тествани за биологична активност. 

Прахообразният суров екстракт (предоставен от фирма Вемо 99 ООД) от вратига се 

разтваря във вода и рН на водната фаза се довежда до 3, след което се добавя 

етилацетат. При това рН, веществата с киселинен характер преминават в неутрално 

състояние, което води до увеличаване на коефициентите им на разпределение и се 

осъществява по-ефективна екстракция в органичната фаза. Известно е, че в апротни 

разтворители, дициклохексиламина дава малко разтворими и добре кристализиращи 

соли с карбоксилни киселини съдържащи различни функционални групи. Това ни даде 

основание да се опитаме да отделим съединенията с киселинен характер от другите 

вещества, превръщайки ги в дициклохексиламониеви соли. При добавяне на 

дициклохексиламин към органичната фаза се беше наблюдавано отделяне на 

значително количество утайка, която бе анализирана чрез LC-HRMS. От филтрата, след 

концентриране и третиране с диетилов етер и хексан, бе получена твърда субстанция, 

която също бе анализирана чрез LC-HRMS. 
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Традиционно фракционирането на биоактивните компоненти от билки се извършва на 

два етапа. Първо се прави суров екстракт, най-често при използване на водно-

алкохолни смеси и после фракционирането се провежда чрез използване на двуфазна 

система - органичен разтворител и вода. Фракционирането може да се направи и в един 

етап, като екстракцията на билката се извърши в двуфазна система. Ние направихме 

екстракция на цветове от вратига при използване на система етилацетат и вода, като рН 

на водната фаза бе доведено до 3. Водата предизвиква подуване на растителните 

частици и увеличава порьозността на клетъчните стени и по този начин улеснява 

дифузията на екстрахираните вещества в органичния разтворител. Използването на сух 

етилацетат води до значително намаляване на количеството на получения екстракт. 

Съдържанието на органичната фаза бе анализирано чрез LC-HRMS. 

 

 

Фиг. 1 Схема на получаване на екстракти и фракции от Tanacetum vulgare L. 

5.2. Определяне на химичния състав на екстрактите и фракциите от 

вратига 

5.2.1 Характеризиране на съединенията в суровия екстракт 

За определяне на основните нелетливи съединения в екстракта на Т. Vulgare L., 

предоставен от фирма Вемо 99 ООД, използвахме течна хроматография съчетана с мас-

спектрометрия с висока разделителна способност (LC-HRMS), в режим на отрицателна 
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йонизация. Идентифицирането на съединенията е извърщено чрез MS
2
 анализи, които 

са сравнени с литературни данни. Получените от нас резултати са обобщени в таблица 

1. Общата йонна хроматограма (TIC) на суровия екстракт е представена на фигура 2. 

 

Таблица 1. Идентифициране на фитохимичните съединения в суровия екстракт от 

Tanacetum vulgare L.  чрез LC-HRMS в отрицателен режим. 

Пик 

№ 

[M-H]
-
 m/z 

δ (ppm) 

Молекулна 

формула 

MS
2
 данни  m/z, (R.I., %) Идентифцирано 

вещество
a 

  

Kафеоилхинови киселини 

1 353.0873 

(0.79) 

C16H18O9 191.0548 (73), 179.0336 (18), 

135.0435 (100), 85.0277 (12) 

3-кафеоилхиновa 

киселинa 

[106, 108] 

2 353.0871 

(1.01) 

C16H18O9 191.0548 (100), 173.0441 (8) 5-кафеоилхиновa 

киселинa 

[106, 108] 

3 515.1185 

(0.25) 

C25H24O12 353.0873 (9), 335.0770 (7), 

191.0548 (50), 179.0336 (91), 

173.0442 (100), 161.0229 (27), 

155.0334 (11), 135.0435 (34) 

3,4-дикафеоилхиновa 

киселинa [106, 108] 

4 515.1186 

(0.36) 

C25H24O12 353.0872 (33), 191.0548 (100), 

179.0336 (66), 173.0442 (4), 

161.0229 (5), 135.0435 (23) 

3,5-дикафеоилхиновa 

киселинa [106, 108] 

5 515.1186 

(0.48) 

C25H24O12 191.0548 (100), 179.0336 (12), 

161.0229 (8), 135.0435 (6) 

1,5-дикафеоилхиновa 

киселинa [133, 134] 

6 515.1186 

(0.36) 

C25H24O12 353.0874 (46), 191.0549 (34), 

179.0337 (73), 173.0442 (100), 

161.0230 (5), 135.0436 (22) 
 

4,5-дикафеоилхиновa 

киселинa [106, 108] 

 Флавоноиди 

7 285.0402 

(0.89) 

C15H10O6 151.0021 (10), 133.0279 (100), 

107.0122 (11) 

Лутеолин 

[106,108,113] 

8 345.0613 

(2.27) 

C17H14O8 330.0379 (22), 315.0144 (72), 

287.0194 (100), 149.0229 (50) 

Кверцетагетин 

диметил етер [106, 

108] 

9 329.0663 

(0.76) 

C17H14O7 299.0189 (22), 271.0244 (100), 

243.0289 (7), 227.0340 (6), 

199.0389 (10) 

Еупалитин [108, 113] 

 Флавоноиди О-глюкурониди 

10 463.0877 

(0.60) 

C21H20O12 287.0556 (13), 151.0021 (100),  

135.0435 (40), 113.0228 (9) 

Ериодиктиол-О-

глюкуронид [113] 

11 477.0662 

(0.25) 

C21H18O13 301.0347 (100), 178.9973 (5), 

151.0021 (15) 

Кверцетин-3-О-

глюкуронид [135] 

12 461.0720 

(0.21) 

C21H18O12 285.0399 (100) Лутеолин-7-О-

глюкуронид [106, 

108, 113] 

13 445.0772 

(1.51) 

C21H18O11 269.0452 (100), 113.0227 (12) Апигенин-7-О-

глюкуронид [106,113] 
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14 477.1028 

(0.06) 

C22H22O12 301.0710 (100), 286.0477 (25), 

242.0575 (15), 199.0547 (10), 

151.0020 (22) 

Хомоериодиктиол-

О-глюкуронид [136] 

15 475.0876 

(1.08) 

C22H20O12 300.0588 (12), 299.0556 (68), 

284.0322 (100), 175.0235 (17), 

113.0227 (45) 

Крисоериол-7-О-

глюкуронид [113] 

  

Флавоноиди О-глюкозиди 

16 463.0877 

(1.31) 

C21H20O12 301.0343 (100), 300.0271 (78) Кверцетин-3-О-

глюкозид [108] 

17 447.0928 

(0.43) 

C21H20O11 285.0399 (100), 284.0321(12) Лутеолин-7-О-

глюкозид 

[106,108,113] 

18 609.1247 

(0.87) 

C30H26O14 447.0928 (3), 323.0766 (5), 

286.0432 (16), 285.0401 (100), 

179.0336 (8), 161.0229 (15) 

Кемпферол-О- 

(кафеоил)глюкозид 

[137] 

  

Органични киселини 

19 195.0495 

(-0.11) 

C6H12O7 129.0178 (100) Глюконова 

киселина [138] 

20 191.0549 

(-0.20) 

C7H12O6  Хинова киселина 

[106] 

21 191.0186 

(-0.03) 

C6H8O7 173.0443 (11), 111.0072 (100), 

87.0011 (60)  

Лимонена киселина 

[139] 

  

Неизвестни съединения 

 

22 387.1647 

(-0.22) 

C18H28O9 305.0704 (35), 263.0597 (15)  

23 281.1390 

(0.63) 

C15H22O5   

24 281.1391 

(0.66) 

C15H22O5 185.0959 (100)  

25 419.0975 

(0.62) 

C20H20O10 161.0230 (14), 152.0098 (62), 

109.0278 (21), 108.0199 (100) 

Производно на 

дихидроксибензоена 

киселина 

26 461.2389 

(0.83) 

C22H38O10 301.0347 (18), 287.0555 (12), 

151.0022 (100), 121.0277 (22), 

107.0121 (29) 

 

a 
Съгласно литературни източници за наличието на тези съединения във вратига или въз 

основа на сравнението на m/z стойностите от MS
2
 спектрите с литературните данни. 
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Фиг. 2. Обща йонна хроматограма (TIC) на суров екстракт от Tanacetum vulgare L. в 

режим на отрицателна йонизация. Номерирането на съединенията съответства на 

Таблица 1. 

 

Съединенията 1 и 2 показват [М-Н]
-
 йон с m/z 353.08 в отрицателен режим, който 

съответства на два изомера на кафеоилхиновата киселина (CQA). MS
2
 спектрите на 

тези вещества са представени на фигура 3. 
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Фигура 3. MS
2
 спектрите на съединения 1 и 2. 
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Фигура 4. Пътища на фрагментиране на CQAs и структура на получените йони. 

 

Първичните пътища на разграждане на изомерните CQAs генерират фрагментни йони 

(Фиг. 4), такива като m/z 191, съответстващ на [хинова киселина-Н]
-
, m/z 179, 

съответстващ на [кафеена киселина-Н]
-
, m/z 173, съответстващ на [хинова киселина-H-

H2O]
-
 и m/z 135, съответстващ на [кафеената киселина-CO2]

-
. Структурите на 

фрагментните йони, генерирани от CQAs са данени на фигура 14. Те са диагностични 

йони и разликите в тяхната интензивност могат да се използват за идентифициране на 

точните структури на CQAs [133, 134]. В спектъра на съединение 1 с най-висока 

относителна интензивност е йона с m/z 135, следван от йоните с m/z 191 и m/z 179. От 

своя страна, в спектъра на изомерната CQA (съединение 2) се наблюдава практически 

само един йон с m/z 191. Така, съпоставяйки MS
2 

спектрите получени от нас и тези от 

литературни данни [133, 134], съединенията 1 и 2 могат да бъдат идентифицирани 

съответно като 3-CQA и 5-CQA. Структурата на монокафеоилхиновите киселини са 

представени на фигура 5. 
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Фигура 5. Структура на откритите в суровия екстракт хлорогенни киселини. 

 

Съединенията 3-6 дават [М-Н]
-
 йони с m/z 515.12 което показва, че те са изомери на 

дикафеоилхиновата киселина (DCQA). Техните диагностични йони са същите като на 

CQA, но в техните MS
2
 спектри има и характерен йон с m/z 353.08, съответстващ на 

[CQA-H]
-
. Структурата на дикафеоилхиновите киселини са представени на фигура 5, а 

техните MS
2
 спектри са показани на фигура 6. 

В MS
2
 спектъра на съединение 3 най-интензивния йон е с m/z 173, следван от m/z 179 

(91%) и m/z 191 (50%). В спектъра му има и ниско интензивен йон с m/z 335 (7%), 

който е специфичен и се наблюдава в спектъра само на 3,4-DCQA [132, 133]. В MS
2
 

спектъра на съединение 4 най-интензивния йон е с m/z 191, следван от m/z 179 (66%). 

Това съединение съгласно литературните данни се идентифицира като 3,5-DCQA. При 

съединение 5, най-интензивния йон също е с m/z 191, следван от m/z 179, който е с 

ниска интензивност (12%). Това е характерно за 1,5-DCQA. В MS
2
 спектъра на 

съединение 6 най-интензивния йон е с m/z 173, следван от m/z 179 (73%) и m/z 191 

(34%). Този MS
2
 спектър наподобява спектъра на 3,4-DCQA, но относителната 

интензивност на йоните с m/z 179 и m/z 191 са по-ниски спрямо това в спектъра на 3,4-

DCQA. Освен това липсва йона с m/z 335, което определя това вещество като 4,5-

DCQA. Това съединение е в най-голямо количество в екстракта на билката от 

изомерните дикафеоилхинови киселини. 
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Фигура 6. MS

2
 спектрите на съединенията 3 - 6. 
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Общо дванадесет флавоноида и техните производни бяха открити в суровия екстракт от  

Tanacetum vulgare L.. Идентифицирането на агликоновата част във флавоноид-О-

глюкозидите и на флавоноид-О-глюкуронидите е направено чрез анализи на спектъра 

MS
2
 и сравнение със съответните спектри в литературни източници (Таблица 1). 

Структурите на флавоноидите и флавоноидните агликони идентифицирани в екстракта 

са представени на фигура 7. 

 

Фигура 7. Химичните структури на флавоноидите и флавоноидните агликони 

идентифицирани в суровия екстракт от Tanacetum vulgare L. А) Флавоноид в свободно 

състояние; Б) Флавоноид диметилетер; В) Флавоноид-О-глюкозид; Г) Флавоноид-О-

глюкуронид. 
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От флавоноидите, които са в свободно състояние в екстракта, бяха регистрирани 

лутеолин, еупалитин и кверцетагетин диметилетер. От тях, лутеолинът е в най-голямо 

количество. Три флавоноид-О-глюкозида (съединения 16-18) са регестрирани в 

екстракта. Това са кверцетин-3-О-глюкозид, лутеолин-7-О-глюкозид (16) и 

каемпферол-О-(кафеоил)глюкозид (18). Типът на монозахаридния остатък може да 

бъде определен от разликата между масата на основните йони и масата на агликоновите 

фрагменти. Загубата на маса от 162 Da съответства на хексозид. Като пример на фигура 

8-А е представен MS
2
 спектъра на кверцетин-3-О-глюкозид (16). Съединението 18 е 

идентифицирано на база сравнение на получения от нас спектър с този представен в 

литературата [137]. 
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Фигура 8. MS

2
 спектрите на А) кверцетин-3-О-глюкозид; Б) кверцетин-3-О-

глюкуронид. 

 

В екстракта идентифицирахме шест флавоноид-О-глюкурониди (съединения 10-15). 

Това са ериодиктиол-О-глюкуронид (10), кверцетин-3-О-глюкуронид (11), лутеолин-7-

О-глюкуронид (12), апигенин-7-О-глюкуронид (13), хомоериодиктиол-О-глюкуронид 

(14) и хрисоериол-7-О-глюкуронид (15). Характерно за глюкуронидите е загубата на 

маса от 176 Da при фрагментирането на молекулния йон. Илюстрация за това е MS
2
 

спектъра на кверцетин-3-О-глюкуронид (11), представен на фигура 8-Б. Като цяло, 

главните флавоноидни агликони във вратигата са лутеолин, кверцетин и апигенин. В 

най-голямо количество от флавоноидите е лутеолина, който присъства както в 

свободно състояние, така и под формата на глюкозид и глюкуронид. 

В суровия екстракт на Tanacetum vulgare L. е установено наличието на три органични 

киселини (глюконова, хининова и лимонена киселини) и пет неизвестни съединения, 

едно от които е производно на дихидроксибензоената киселина (съединение 25). 

 

5.1.2 Характеризиране на съединенията в етилацетатната фракция 

от суровия екстракт (EACE) 

Анализът на етилацетатната фракция чрез LC-HRMS (Фиг. 9) показва, че в органичната 

фаза са екстрахирани относително хидрофобните компоненти. Хидрофилни 
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компоненти като глюконова, хининова и лимонена киселини не са установени в тази 

фракция. В тази фракция хидрофобните компоненти са концентрирани в сравнение със 

суровия екстракт. 
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Фигура 9. Обща йонна хроматограма (TIC) на етилацетатната фракция (EACE) от 

суровия екстракт на Tanacetum vulgare L. в режим на отрицателна йонизация. 

 

5.1.3 Характеризиране на дициклохексиламониеви соли (DCHAS) 
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Фигура 10. Обща йонна хроматограма (TIC) на фракцията от дициклохексиламониеви 

соли (DCHAS) от суровия екстракт на Tanacetum vulgare L. в режим на отрицателна 

йонизация. 

 

След концентриране на етилацетатната фракция от суровия екстракт на вратига се 

добавя дициклохексиламин. В резултат на реакцията се образува жълта утайка. 

Анализът на изсушеното твърдо вещество чрез LC-HRMS (Фиг. 10) показва наличието 

на 3- и 5-CQA, 3,4-, 3,5-, 1,5-, и 4,5-DCQA, флавоноид-О-глюкуронидите (съединения 

10-15) и лутеолин. Не са наблюдавани флавоноид-О-глюкозиди. Това е прост метод за 
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отделяне на кисели вещества от други вещества, в частност изолиране на флавоноид-О-

глюкурониди от сместа с флавоноид-О-хексозиди. 

5.1.4 Характеризиране на твърдото вещество от диетилов 

етер/хексан (DEHS ) 

Полученото тъмножълто твърдо вещество от филтрата след утаяване с диетилов 

етер/хексан показва (Фиг. 11) наличието на кверцетагетин диметилов етер, еупалитин, 

неизвестно съединение с m/z 457.21, остатъчно количество от 5-CQA, лутеолин, 

хомоериодиктиол-О-глюкуронид и други неидентифицирани съединения. 
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Фигура 11. Обща йонна хроматограма (TIC) на твърдото вещество от диетилов етер/ 

хексан (DEHS) от суровия екстракт на Tanacetum vulgare L. в режим на отрицателна 

йонизация. 

 

5.1.5. Характеризиране на съединенията в етилацетатната фракция 

от цвета на вратига (EAFT)  

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Time (min)

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

R
el

at
iv

e 
A

b
u
n

d
an

ce

Фигура 12. Обща йонна хроматограма (TIC) на етилацетатната фракция (EAFT) от 

цвета на Tanacetum vulgare L. в режим на отрицателна йонизация. 
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Чрез LC-HRMS (Фиг. 12) установихме, че в етилацетатния екстракт хидрофобните 

компоненти се екстрахират по-ефективно, отколкото при традиционно използвания 

подход с използване на алкохолно-водна смес. В този екстракт не са открити 

хидрофилни компоненти като глюконова, хинова и лимонена киселини. Горният метод 

на извличане има някои предимства пред традиционно използвания подход при 

използване на алкохолно-водни смеси. Разделянето на хидрофилните и относително 

хидрофобни компоненти протича в един етап, а танините практически не се 

екстрахират в органичната фаза. 

 

5.3 Антитуморна активност 

Екстрактите и фракциите от вратига са тестирани в in vitro условия върху 9 човешки 

клетъчни линии - една нормална и осем туморни. Противотуморната активност се 

проследява след 72 часа инкубация със съответните субстанции при концентрации от 

10 до 5000 μg/mL (два пъти нарастващи разреждания). Наблюдаваното 

антипролиферативно действие е концентрационно зависимо и има сигмоидална крива. 

 

Фигура 13. Зависимост на преживяемостта на клетките от линията MDA-MB-231 от 

логаритъма от концентрацията на фракцията от дициклохексиламониеви соли. 

Използвайки тези криви, бяха изчислени IC50 стойностите и стандартните отклонения 

(SD). Резултатите са представени на фиг. 14. 
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Както се вижда от фигура 14 най-ниска токсичност към нетуморогенната клетъчна 

линия проявява суровият екстракт CETV (IC50 = 875 ± 21.9 μg/mL). Етилацетатният 

екстракт EACE показва умерена токсичност (IC50 = 438 ± 16.8 μg/mL), а екстарктът 

EAFT проявява 2.5 пъти по-висок цитотоксичен ефект (IC50 = 174.1 ± 8.4 μg/mL). 

Фракциите DCHAS и DEHS проявяват значително по-висока токсичност в сравнение с 

останалите субстанции: 53 ± 6,4 и 36 ± 1,9 μg/mL, съответно.  

 

Фигура 14. IC50 стойности, получени чрез МТТ анализ, за екстракти и фракции от 

Tanacetum vulgare L. след 72 часа инкубация на съответните клетъчни линии в 

присъствие на съответните агенти. Данните са представени като средни стойности от 

три независими експеримента ±SD. CETV - суров екстракт от Tanacetum vulgare L.; 

EACE - етилацетатна фракция от суровия екстракт; DCHAS – фракция на 

дициклохексиламониеви соли; DEHS - твърдо вещество получено при използване на 

диетилов етер/хексан; EAFT - етилацетатен екстракт от цветовете на вратига. 

Спрямо туморните клетки, най-ниско токсичен е суровият екстракт (IC50 от 231.9 до 

943.0 μg/mL), а най-високо токсичен - етилацетатният екстракт от цветове на вратига 

(IC50 от 22.8 до 73.5 μg/mL). Етилацетатната фракция (EACE) е с близка токсичност за 

туморните клетки с изключение на тези от линията MDA-MB-231. Фракцията на 

дициклохексиламониевите соли на хлорогенните киселини и флавоноид-О-

глюкуронидите оказва най-слаб ефект върху клетките от линията HeLa (IC50 473.6 ± 

5.10 μg/mL), а най-висок - върху H1299 (IC5018 ± 3.4 μg/mL). Фракцията DEHS е силно 

токсична за клетките от линията MDA-MB-231 (IC50 29.0 ± 2.1 μg/mL) и по-слабо за 

клетките от линията H1299 (IC50 40.0 ± 5.2 μg/mL). Най-слабо чувствителната клетъчна 
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линия към тази субстанция е HeLa (IC50 203.7 ± 10.4 μg/mL). Етилацетатният екстракт 

(EAFT) проявява изразена цитотоксичност спрямо всички туморни клетъчни линии – 

IC50 от 22.8 ± 1.0 μg/mL за MCF-7 до 73.5 ± 2.4 μg/mL за HepG2. Най-чувствителната 

клетъчна линия спрямо изследваните субстанции е H1299. 

Изследванията на цитотоксичния ефект на тотален водно-етанолов екстракт от 

надземни части на Tanacetum vulgare L. спрямо клетъчна линия MCF-7, са показали 

концентрационна зависимост на цитотоксичното му действие върху преживяемостта на 

туморните клетки, като IC50 е 286.8 μg/ml [128]. Според друго проучване на същата 

група автори [2], висока антитуморна активност спрямо клетъчна линия MCF-7 (IC50 = 

28.0 μg/mL) и HeLa (IC50 = 47.7 μg/mL), проявява хлороформната фракция от цветове на 

Tanacetum vulgare L.. Съгласно нашите резултати IC50 на суровия екстаркт спрямо 

клетъчната линия MCF-7 е 380 ± 13.6 μg/mL, а за етилацетатната фракция от цветове на 

билката IC50 е 93 ± 5.7 μg/mL, а спрямо клетъчната линия HeLa IC50 е 227.1 ± 2.2 μg/mL. 

По високите стойности на IC50 установени при нашите изследвания се дължат от една 

страна на употребата на друг разтворител за екстракция - етилацетат вместо 

хлороформ, при което е извлечен различен набор от активни вещества. От друга страна, 

химическият състав на вратигата варира в зависимост от годината през която е събрана 

билката и мястото, на което вирее.  При нашите експерименти, етилацетаният екстракт 

от цветове на вратига EAFT има по-висок цитотоксичен ефект, IC50 = 22.8 ± 1.0 μg/mL 

спрямо MCF-7 и съответно 57.5 ± 2.0 μg/mL спрямо HeLa. Освен посочените по-горе 

причини за получените разлики, трябва да се отбележи и спецификата на получаване на 

този екстракт. 

За да намери практическо приложение в медицината, едно вещесто (природно или 

синтетично) или билков екстракт, от ключово значение са токсичността и страничните 

ефекти които могат да предизвикат тези субстанции. Ефективното противораково 

лекарство по възможност трябва да убие раковите клетки в пациентите, без съществено 

да засегне техните здрави клетки. Съществува относително надежден скрининг подход, 

който се основава на оценка на противораковата активност на различни съединения in 

vitro. Този подход се базира на селективността, като за количественото определяне на 

този параметър се използва индекса на селективност [142]. Индексът на селективност 

(SI) се изчислява като отношение на IC50 стойността за нормалната клетъчна линия и 

IC50 стойността за раковата клетъчна линия (уравнение 1), всяка получена при 

независим експеримент. 

 

 

При използване на фаркцията DEHS, индексът на селективност е по-малък от единица 

за всички клетъчната линии с изключение на MDA-MB-231 (SI = 1.24), което означава, 

че тя е по-токсична за нормалните, отколкото за туморните клетки и съответно, не е 

подходяща за практическо приложение въпреки високата й цитотоксичност. Подобно 

стоят нещата и с фракцията DCHAS, при която индексът на селективност е по-голям от 

единица само за линиите MDA-MB-231 (1.13) и H1299 (2.94).  Суровият екстракт има 

индекси на селективност над единица (от 1.80 за HeLa до 3.77 за PC3), като само за 
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MDA-MB-231 стойността е по-малка от единица (0.93). Като изключим клетъчните 

линии MDA-MB-231 и PC3, индексът на селективност за останалите варира в малък 

диапазон (1.80 - 2.65). При третиране на раковите клетките с етилацетатната фракция 

(EACE), всички SI > 1 с изключение на MDA-MB-231 (0.99). Стойностите на индекса на 

селективност за останалите клетъчни линии варират от 1.93 за HeLa до високи 

стойности като 4.33 и 4.71 съответно за PC3 и MCF-7. Най-висока селективност като 

цяло спрямо всички туморни клетъчни линии проявява етилацетатния екстракт (EAFT). 

Всички SI > 1, варирайки от 2.37 за HepG2 до много високата селективност спрямо 

MCF-7 за която SI е 7.62. Високи стойности на индекса на селективност са установени 

при клетъчните линии HT29 (4.10), PC3 (4.65) и A549 (4.89). Съгласно резултатите 

получени от Gospodinova  и съавт. [2] селективността на хлороформната фракция от 

вратига спрямо MCF-7 е 6.4 и 3.8 спрямо HeLa. Спрямо последната клетъчна линия SI 

на екстракта EAFT получен от нас е 3.03. 

 

Фигура 15. Индекс на селективност (SI) на туморни клетъчни линии. SI представлява 

отношението между IC50 за нормалната клетъчна линия MCF-10А и IC50 за раковите 

клетъчни линии, след 72-часово третиране. 

На база получните от нас резултати за индексите на селективност можем да обобщим, 

че като цяло най-висока селективност на тестваните субстанции спрямо туморните 

клетъчни линии се наблюдава при MCF-7, а най-ниска при HeLa, MDA-MB-231 и 

HepG2. Анализът на резултатите показва, че най-висок потенциал като антитуморен 

агент има екстракта EAFT. Неговата цитотоксичност като цяло е най-висока, а 
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индексите на селективност са най-високите за всички туморни клетъчни линии, с 

изключение на H1299. Този екстракт би могъл да намери клинично приложение. 

Достатъчно висок потенциал като антитуморен агент има и фракцията EACE въпреки, 

че индексите на селективност са по-ниски от тези на EAFT, с изключение на клетъчната 

линия H1299. Тази фракция проявява по-слаба цитотоксичност в сравнение с 

етилацетатния екстракт EAFT. От тези резултати става ясно, че етилацетатните 

екстракт и фракция съдържат вещества с високоселективна активност към туморни 

клетки, като тези вещества са концентрирани в цвета на вратигата. В суровия екстракт, 

с изключение на някои хидрофилни съединения, главните компоненти са качествено 

същите както в етилацетатната фракция, но са в по-малко количество. От друга страна, 

сравнявайки химичния състав на етилацетатната фракция с този на етилацетатния 

екстракт, се наблюдава разлика в количественото отношение на главните компоненти, 

които са в по-големи количества в EAFT, с изключение на 3,4-DCQA. Има и няколко 

качествени разлики в химичния състав. Базирайки се на резултатите можем да кажем, 

че най-вероятно ефекта на химичните компоненти от екстарактите от Tanacetum vulgare 

L. е синергичен. С увеличаване на количеството на активните компоненти в единица 

маса от твърдите субстанции се увеличава както цитотоксичността, така и индекса на 

селективност спрямо всички туморни клетъчни линии. От друга страна фракцията 

DEHS, получена при фракциониране на EACE, показва силна цитотоксичност (втора, 

след EAFT) и SI < 1 с едно изключение. Другата фракция - DCHAS, както бе споменато 

включва хлорогенните киселини и флавоноид-О-глюкурониди. При използване на тази 

фракция индекса на селективност е по-голям от единица само при две клетъчни линии. 

Този резултат не е изненадващ с оглед на факта, че гликозилирането на флавоноидите 

води до намаляване на антитуморната им активност [143]. 

Биологичната активност in vitro и in vivo зависи не само от концентрацията на 

тестираните съединения, но и от техните метаболити, както и от присъствието на други 

вещества. Така например, екзогенни полифенолни антиоксиданти показват 

противоречиви резултати, като вида, дозировката и матрицата на тези антиоксиданти 

могат да бъдат определящи фактори за повлияване на баланса между полезни и вредни 

ефекти от тези естествени съединения [144]. Някои флавоноиди, като например много 

популярния като антиоксидант флавоноид кверцетин, при по-високи концентрации 

става про-оксидант [145]. Важно е да се проучи антитуморният ефект на отделните 

съединения в екстракта от етилацетат, за да се идентифицират основните активни 

вещества. 

 

5.4 Инхибиране на постпролин-специфична ензимна активност 

Изследванията за идентифициране на протеолитични ензими, маркери за патологични 

процеси, могат да доведат до разработването на нови средства за терапия с висока 

ефективност и добра биологична поносимост. Протеазите сa считани за привлекателни 

терапевтични мишени. Пролиновият остатък в структурата на пептиди и белтъци 

налага конформационни ограничения на аминокиселинната верига. Хидролизата на 

пептиди и белтъци при пролинов остатък се осъществява от малко на брой пролин-
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специфични протеази. От известните човешки протеази ние се насочихме към 

дипептидилпептидаза ІV (DPP-IV), фибробласт активиращ протеин α (FAP) и  

пролилолигопептидаза (POP). Те са постпролин-специфични серинови протеази и 

проявяват сходства в своето каталитично поведение. Повишените нива на активност на 

тези ензими се наблюдават при различни патологични състояния, включително 

злокачествени заболявания. Предполага се, че постпролин-специфичните протеази 

участват в патологичните процеси чрез разграждане на пролин-съдържащи пептиди. 

Въпреки, че са направени редица фундаментални изследвания, в много случаи тяхната 

точната роля за възникването и прогресията на различни заболявания, включително и 

рак, остава неизяснена. Това прави техните селективни инхибитори интересни с оглед 

на фундаментални изследвания и като потенциални терапевтични средства. Основен 

проблем за намиране на селективни инхибитори за тези ензими е, че те имат близки по 

структура активни центрове и каталитичните им центрове са с много близка 

пространствена организация. 

Един важен подход към решаване на редица медицински проблеми е намирането на 

ефективни лекарства на основата на природни вещества. В частност това се отнася за 

намирането на селективни инхибитори за DPP-IV, FAP и POP. Установено е например, 

че някои флавоноиди и кафеоилхинови киселини (хидроксицинамоилхинови 

киселини), както и техни производни са инхибитори на PОP и са с добра селективност 

спрямо DPP-IV [91, 146]. Съгласно литературни данни такъв тип съединения са 

установени в екстракти от Tanacetum vulgare L., които са потенциални инхибитори на 

постпролин-специфичните пептидази. 

Изследвахме ефекта на суровият екстракт от Tanacetum vulgare L., осигурен от фирма 

Вемо 99 ООД върху постпролин-специфичната ензимна активност в три човешки 

клетъчни линии (MCF-10A, MCF-7 и MDA-MB-231) при използване на неспецифичен 

флуорогенен субстрат Z-Gly-Pro-AMC. Тестваните екстракти са с концентрации 0.1 

mg/mL и 0.2 mg/mL. Във всичките три клетъчни линии се наблюдава 

концентрациионно зависимо инхибиране (Фиг. 26), като степента на инхибиране в 

MDA-MB-231 е най-висока: 0.40 при концентрация 0.1 mg/mL и 0.61 при 0.2 mg/mL. 

Най-ниската степен на инхибиране е наблюдавана в MCF-7: 0.30 при концентрация 0.1 

mg/mL и 0.48 при 0.2 mg/mL съответно. От гледна точка на получените резултати може 

да се заключи, че суровият екстракт от Tanacetum vulgare L. има изразен дозозависим 

инхибиторен ефект върху ензимната активност на хомогенати от клетки на рак на 

гърдата. По-подробни изследвания са необходими за скрининг на активните 

съединения. 

Клетъчната линия MDA-MB-231 (троен негативен човешки карцином на млечната 

жлеза) обикновено се използва като отрицателна контрола за FAP, тъй като е известно, 

че липсва такава ензимна активност [147, 141]. Проучихме ефекта на суровият екстракт 

от билката върху ензимната активност спрямо рекомбинантна DPP-IV, с използване на 

селективния флуорогенен субстрат Gly-Pro-AMC. От получените данни може да се 

заключи, че този екстакт практически не инхибира DPP-IV. Това означава, че 

компонентите в екстаркта на вратига са високо селективни инхибитори. От друга 

страна, поради липсата на FAP-активност в клетките MDA-MB-231 показва, че в 

нашето изследване се наблюдава инхибиране само на активността на РОР. За нас 
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представляваше интерес да разберем кои типове съединения са отговорни за 

инхибирането. Ние фракционирахме суровия екстракт чрез използване на двуфазна 

система вода и етилацетат (вж. 5.1.). Изследван бе ефектът на водната и органичната 

фракции върху постпролин-специфичната ензимна активност в хомогенат на 

клетъчната линия MDA-MB-231. 

Етилацетатната фракция показва по-висока активност (0.68 степен на инхибиране при 

концентрация 0.1 mg/mL и 0.83 при 0.2 mg/mL съответно) (Фиг. 17) в сравнение със 

тази на суровия екстракт (Фиг. 16). От друга страна, водната фракция показва много 

ниска активност. Изследванията с LC-HRMS показваха, че етилацетатната фракция 

съдържа по-висока концентрация на главните нелетливи съединения в сравнение с 

тяхната концентрация в суровия екстракт (вж. 5.2.). 

 

 

 
 

Фигура 16. Степен на инхибиране на постпролин-специфичната ензимна активност от 

суровия екстракт от Tanacetum vulgare L. в хомогенати от три човешки клетъчни линии. 
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Фигура 17. Инхибиращ ефект на отделните фракции върху постпролин-специфичната 

ензимна активност в хомогената от MDA-MB-231 клетъчната линия. EACE - 

етилацетатна фракция от суровия екстракт от вратига; DCHAS - фракция от 

дициклохексиламониеви соли; DEHS – утайка получена в смес от диетилов етер и 

хексан; EAFT - етилацетатен екстракт от цветове на вратига. 

От тези данни можем да заключим, че някои от тези съединения са ефективни 

инхибитори на постпролин ендопептидазната активност, съответно за POP. Следващата 

стъпка бе изследване на инхибиращия потенциал на фракциите получени при разделяне 

на веществата от етилацетаната фракция (вж. 5.1.). Това са фракцията от 

дициклохексиламониеви соли (DCHAS) и утайката получена при третиране на 

филтрата със смес от диетилов етер и хексан (DEHS). Инхибиращата активност на 

DCHAS се оказва практически същата като активността на етилацетатната фракция 

(Фиг. 17). От своя страна, фракцията DEHS показа слаб инхибиращ ефект. Така при 

концентация на субстанциите 0.1 mg/mL, степента на инхибиране е два пъти по-ниска в 

сравнение с етилацетатната фракцията EACE (Фиг. 17). Тези резултати потвърждават 

нашата хипотеза, че някои от основните компоненти в екстракта са потенциални 

селективни инхибитори на POP. Етилацетатният екстракт (EAFT) получен при 

обработка на цвета на растението с двуфазна система вода/етилацетат, показа най-

висок ефект по отношение на степента на инхибиране на активността на постпролин 

ендопептидазата (Фиг. 27). При този екстаркт степента на инхибиране при 

концентрация 0.1 mg/mL е 0.85, а при концентрация 0.2 mg/mL, съответно 0.97. В този 
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екстаркт количеството на основните компоненти на единица маса е най-висок и това 

обяснява наблюдаваните количествени резултати. 

Екстрактът беше разделен на отделни фракции чрез обърнатофазова флаш-

хроматография и тяхната инхибираща активност беше изследвана върху хомогената от 

линията MDA-MB-231. Получените резултатите са представени на фигура 18. 

 
 

Фигура 18. Степен на инхибиране на пролин-специфичната ензимна активност от 

фракции от екстракта от вратига в хомогенат от MDA-MB-231. Концентрацията на 

фракциите в инкубационната среда е 100 μg/mL. 

 

Фракциите от 14-та до 60-та показват много висока степен на инхибиране - между 0.7 и 

0.95. Фракциите 34 - 44 имат най-голям ефект, при които наблюдаваната степен на 

инхибиране е 0.95. Получените фракции съдържат главните компоненти на вратигата – 

хлорогенни киселини и О-гликозилирани флавоноиди. 
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Фигура 19. Относителна скорост на хидролиза на Z-Gly-Pro-AMC от хомогенат от 

клетки на MDA-MB-231 в присъствие на различни концентрации от фракции 34 – 44. 

Беше изследвана зависимостта на постпролин-специфичната ензимна активност на 

хомогената от клетъчната линия MDA-MB-231 от концентрацията на фракциите 34 – 

44. 

 

 

Фигура 20. Графика на Dixon за определяне на типа на инхибиране на постпролин-

специфичната ензимна активност в хомогенат от MDA-MB-231. 
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Получената зависимост на относителната начална скорост на реакцията от логаритъма 

от концентрацията на фракциите е представена на фигура 29. От получената типична 

сигмоидна зависимост е изчислена концентрацията на полуинхибиране IC50, която е 10 

µg/mL. 

Проведохме експерименти за определяне на типа на инхибиране от тези фракции, както 

и за определяне на привидната инхибиторна константа. И в този случай използвахме 

неспецифичния флуорогенен субстрат Z-Gly-Pro-AMC. Получените данни са 

представени в координати на Dixon (Фиг. 20). Съгласно вида на графиката типът на 

инхибиране е безконкурентен. Стойността на привидната Ki е 3.2 µg/mL. 

Схемата на осъществяване на безконкурентно инхибиране е представена на фигура 21. 

Безконкурентните инхибитори взаимодействат само с ензим-субстратния комплекс 

(ES). Инхибиторът се свързва в алостеричен център на ензима в структурата на ES-

комплекс. Това предизвиква променя на конформацията на ензима. Свързването на 

инхибитора стабилизира ES-комплекса, което прави по-трудна дисоцияцията на 

субстрата и/или затруднява преобразуването му в продукт, както и отделянето на 

формирания продукт от активния център на ензима.  

 

 

 

Фигура 21. Принцип на безконкурентното инхибиране. 

 

Този начин на инхибиране е привлекателен за дизайна на лекарствени субстанции, тъй 

като инхибиторите се свързват с ензимната мишена само когато ензимът е активен и 

присъства субстрат. Много близката структурна организация на изследваните от нас 

ензими, значително затруднява намирането на селективни конкурентни инхибитори. В 

този контекст, безконкурентните инхибитори които се съдържат във вратигата, са 

перспективни и с потенциал за практическо приложение. 
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6. ИЗВОДИ 

 

Анализът на суровия екстракт на Tanacetum vulgare L. е извършен чрез течна 

хроматография, съчетана с мас-спектрометрия с висока разделителна способност (LC-

HRMS) в режим на отрицателна йонизация. Установено е наличието на 26 основни 

нелетливи съединения в екстракта: от тях шест хлорогенни киселини и дванадесет 

флавоноида и техни гликозилирани производни. Потенциалните биоактивни 

компоненти на билката са концентрирани чрез екстрахиране с етилацетат.  

Екстрактите и фракциите от вратига са изследвани в in vitro условия върху 9 човешки 

клетъчни линии, осем от които са туморни. Най-ниска цитотоксичност към 

нетуморогенната клетъчна линия проявява суровият екстракт, а  най-висока - 

субстанцията, получена при утаяване в смес от диетилов етер/хексан. Спрямо 

туморните клетки най-ниско цитотоксичен е суровият екстракт, а най-високо 

цитотоксичен - етилацетатният екстракт от цветове на вратига. 

С най-висок индекс на селективност е етилацетатният екстракт от цветове на вратига, 

следван от етилацетатната фракция. Суровият екстракт има индекси на селективност 

над единица, но те са по-ниски от тези на етилацетатните извлеци, които концентрират 

веществата със селективна антитуморна активност. 

С увеличаване на количеството на активните компоненти в етилацетатните извлеци 

спрямо суровия екстракт, се увеличават цитотоксичността и селективността спрямо 

всички туморни клетъчни линии. От друга страна, фракциите от 

дициклохексиламониевите соли и утайката от диетилов етер/хексан показват силна 

цитотоксичност и индекс на селективност по-малък от единица. Най-вероятно ефектът 

на химическите компоненти от екстарактите от Tanacetum vulgare L. е синергичен. 

Изследван е ефектът на инхибиране на суровия екстракт от Tanacetum vulgare L. върху 

постпролин-специфичната ензимна активност в хомогенати от три човешки клетъчни 

линии (MCF-10A, MCF-7 and MDA-MB-231). Най-висока степен на инхибиране се 

наблюдава при MDA-MB-231, а най-ниска - при MCF-7.  

Степента на инхибиране на постпролин-специфичната ензимна активност в хомогенат 

на клетъчната линия MDA-MB-231 намалява в реда: етилацетатен екстракт >  

етилацетатна фракция > дициклохексиламониевите соли, като типът на инхибиране е 

безконкурентен. Компонентите в етилацетатните извлеци от Tanacetum vulgare L. са 

високо селективни инхибитори за пролилолигопептидазата и имат потенциал да бъдат 

използвани като терапевтични средства при карцином на млечната жлеза. 
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7. ПРИНОСИ 

 

Предложихме ефективен метод за извличане на биологично активните съединения от Т 

Tanacetum vulgare L., чрез екстракция в система етилацетат/вода с рН 3. Предимствата 

на този метод са: разделяне на хидрофобни от хидрофилни вещества в един етап; 

хидрофобните компоненти се екстрахират по-ефективно, отколкото при традиционно 

използвания подход (алкохолно-водна смес); в органичната фаза практически не се 

екстрахират танини. 

Предложихме ефективен метод за отделяне на съединенията с киселинен характер от 

останалите съединения, базиран на образуването на малко разтворими дициклохексил-

амониеви соли.  

Нашите изследвания показаха много висока селективност по отношение на 

инхибирането на пролилолигопептидазата спрямо дипептидилпептидаза IV. 

Безконкурентните инхибитори, каквито са компонентите в екстрактите от Tanacetum 

vulgare L., са привлекателни за дизайна на лекарствени субстанции, тъй като те се 

свързват с ензима-мишена само, когато ензимът е активен и присъства субстрат и са с 

потенциал за практическо приложение. 
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8. СПИСЪК НА ПУБЛИКАЦИИ И УЧАСТИЯ, СВЪРЗАНИ С 

ДИСЕРТАЦИОННИЯ ТРУД 

 

8.1 Научни публикации по темата на дисертацията: 

• Vasileva A, Ivanov I, Mitev V. Healing properties and application of Tanacetum vulgare in 

medicine. (Systems, Criteria and Standards for Measuring and Assessing the Quality of 

Health ServiceS). MILITARY MEDICINE. 2018, 70(4): 3-8  

• Vasileva A, Ivanov I, Dimitrova M, Lozanov V, Mitev V. Inhibitory Effects of Tansy on 

Postproline Cleaving Enzyme Activity in Breast Cancer Cells. Proceedings of the thirteenth 

workshop biological activity of metals, synthetic compounds and natural products 19-21 

november, 2018. (приета за печат) 

• Vasileva A, Iliev I, Lozanov V, Dimitrova M, Mitev V, Ivanov I. In vitro study on the 

antitumor activity of Tanacetum vulgare L. extracts. Bulg. Chem. Commun. 2019, 50(2). 

(приета за печат) 

 

8.2 Участия в научни форуми във връзка с темата на дисертацията: 

• Lozanova V, Vasileva A, Sugareva P, Hristov Y, Ivanov I, Mitev V. Assessment of the 

chlorogenic acid profile of Tanacetum vulgare L. (Tansy). XVI International Congress of 

Medical Sciences (ICMS 2017) , Sofia, Bulgaria, 11-14 May 2017 

• Velinov L, Ivanov I, Vasileva A, Aleksandrova D, Ruseva S. Natural inhibitors of 

Fibroblast Activation Protein α. XVI International Congress of Medical Sciences (ICMS 

2017) , Sofia, Bulgaria, 11-14 May 2017 

• Василева А, Димитрова М, Лозанов В, Митев В, Иванов И. Химичен състав и 

инхибиращи ефекти на Tanacetum vulgare L. върху пролин-специфичната ензимна 

активност в клетъчни линии от рак на гърдата. Дванадесета работна среща с 

международно електронно участие “Биологична активност на метали, синтетични 

съединения и природни продукти”, Българска Академия на Науките, Институт по 

експериментална морфология, патология и антропология с музей (ИЕМПАМ), 27-29 

ноември 2017 

• Василева А, Димитрова М, Лозанов В, Митев В, Иванов И. Инхибиторен ефект на 

вратига върху постпролин-специфичната ензимна активност в клетки от рак на гърдата. 

Тринадесета работна среща с международно електронно участие “Биологична 

активност на метали, синтетични съединения и природни продукти”, Българска 

Академия на Науките, Институт по експериментална морфология, патология и 

антропология с музей (ИЕМПАМ), 19-21 ноември 2018  
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8.3 Участия в проекти във връзка с дисертационния труд: 

 

• „Дизайн, синтез и приложение в медицината и биологията на нов флуорогенен 

субстрат и на специфични инхибитори за аминопептидаза А“, СМН, член на колектива

 12/2015г. 

• „Молекулен дизайн на специфични субстрати и инхибитори на фибробласт 

активиращ протеин α – маркерен ензим за малигнени заболявания“, Фонд "Научни 

изследвания" на Министерството на образованието и науката на Република България, 

член на колектива , ДФНИ-Т02-25/2015г. 

 

• Грант № Д-129/2018 от конкурса „Млад изследовател“ към Съвета по медицински 

науки на тема „ Идентифициране и биохимично охарактеризиране на 

хидроксицинамоилхинови киселини и флавоноиди от Tanacetum vulgare L. като 

потенциални терапевтични средства“; изпълнител-докторант на проекта. 
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