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1. Poryazova R., Cholakova G., Kapogianni A., Tsacheva I. (2025). Selection of high 

affinity single-chain antibodies to human C3 by phage display. Pharmacia, 72: 1–8 DOI 

10.3897/pharmacia.72.e150821, Scopus Q2, IF 1.1 

  

Summary 

C3 is the key protein in the activation of the complement system, and it contributes to an 

effective immune response. However, C3 is also targeted by autoantibodies during the 

development of autoimmune diseases such as systemic lupus erythematosus, and the 

autoantigenicity of C3 is still poorly understood. In order to study the molecular aspects of 

C3 autoantigenicity and the localization of C3 autoepitopes, we selected high-affinity anti-

C3 antibodies from the “Griffin 1” phage display library expressing human scFv antibodies. 

The rounds of phage selection were performed with a gradual decrease in the amount of the 

antigen C3, resulting in the selection of forty clones of recombinant anti-C3 scFv antibodies. 

Quantitative ELISA analysis determined four high-affinity monoclonal scFvs to C3, and 

their expression was optimized with IPTG induction and autoinduction methods. Dot blot 

analysis revealed that the selected high-affinity anti-C3 clones recognized C3 and its smaller 

fragments C3b and C3c, but not C3d. 

Резюме 

С3 е ключовият протеин в активирането на системата на комплемента и допринася за 

ефективния имунен отговор. Едновременно с това С3 е мишена на автоантитела по 

време на развитието на автоимунни заболявания като системен лупус еритематозус, 

а автоантигенността на С3 все още не е добре проучена. За да анализираме 

молекулярните аспекти на автоантигенността на С3 и локализацията на 

автоепитопите му, ние селекционирахме високоафинитетни анти-С3 антитела от 

фаговата библиотека „Griffin 1“, експресираща човешки scFv антитела. Рундовете на 

фаговата селекция бяха извършени с постепенно намаляване на количеството на 

антигена С3, в резултат на което бяха селектирани четиридесет клона на 

рекомбинантни анти-С3 scFv антитела. Количественият ELISA анализ определи 

четири моноклонални scFv с висок афинитет към С3 и тяхната експресия беше 

оптимизирана с IPTG индукция и с автоиндукция. Dot blot анализът показа, че 

избраните високоафинитетни анти-C3 клонове разпознават C3 и неговите по-малки 

фрагменти C3b и C3c, но не и C3d. 

 

 



2. Kapogianni A., Radulova G., Donev V., Videv P., Cholakova G., Iliev S., Ivanova A., 

Bogoeva V., Tsacheva I. (2025). Characterization of the binding of the globular domains 

of the complement component C1q to phosphatidylserine. International Journal of 

Biological Macromolecules, p.139116, PMID: 39722379, Scopus Q1, IF 7.7 

 

Summary 

C1q, the key component of the classical pathway of the Complement system, is known for 

its vast functional activity including clearance of apoptotic cells. The binding of C1q to 

apoptotic blebs occurs via an interaction with the phosphatidylserine externalized on the 

cell surface. In this study, we characterized the interaction between C1q and 

phosphatidylserine, with emphasis on the structure of the phosphatidylserine-binding site 

within the globular domains of C1q and the nature of binding of C1q with 

phosphatidylserine, using both in vitro and in silico methods. We established that all three 

globular fragments, forming one C1q globular domain, bound phosphatidylserine with the 

leading role of the phosphatidylserine-binding site pertaining to the A chain of the globular 

fragment of C1q. We also determined the closest-contact amino acids of C1q participating 

in the interaction with phosphatidylserine. An important role is suggested for the 

glycosylated Asn124 residue in the A chain of the globular fragment. 

 

Резюме 

C1q, ключовият компонент на класическия път на системата на комплемента, е 

известен с широката си функционална активност, включително изчистване на 

апоптотични клетки. Свързването на C1q с апоптотичните клетки става чрез 

взаимодействие с фосфатидилсерин, екстернализиран на клетъчната повърхност. В 

това проучване характеризирахме взаимодействието между C1q и фосфатидилсерин, 

като акцентирахме върху структурата на мястото за свързване на фосфатидилсерин в 

глобуларните домени на C1q и естеството на свързване на C1q с фосфатидилсерин, 

използвайки както in vitro, така и in silico методи. Установихме, че и трите 

глобуларни фрагмента, образуващи един глобуларен домен на C1q, свързват 

фосфатидилсерин, като водеща роля на мястото за свързване на фосфатидилсерин 

има веригата А на глобуларния фрагмент на C1q. Определихме също така най-

близките контактни аминокиселини на C1q, участващи във взаимодействието с 

фосфатидилсерин. Въз основа на резултатите предполагаме, че гликозилираният 

остатък Asn124 в глобуларния фрагмент на веригата А на играе важна роля. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

3. Zhiponova M., Yordanova Z., Ivanov G., Gašić U., Mišić D., Alipieva K., Mantovska D., 

Cholakova G., Kapogianni A., Tsacheva I., Bogoeva V., Rusanova M., Rusanov K., 

Bonchev G., Petrova M., Petrova D., Koleva D., Hristova V., Tsenov B., Tosheva A., 

Mihaylova N., Raycheva A., Danchev D., Rogova M., Anev S., Vassileva V., Hristova P., 

Chaneva G. (2025). Chemotaxonomy and Bioactive Potential of High‐Mountain Plantago 

atrata. Chemistry & Biodiversity, p.e202402433, Scopus Q3, IF 2.3 

 

Summary 

Plantago atrata Hoppe is a high-altitude mountain plant exposed to harsh environmental 

factors. This study aims to elucidate the ecological, phytochemical and pharmacological 

characteristics of this lesser-known plantain. Despite nutrient-poor peat soil, the leaves of 

P. atrata contained increased levels of phosphorus, potassium and calcium, and the anatomy 

revealed an isobilateral mesophyll. Molecular taxonomic identification and phylogenetic 

analyses confirmed the classification of the studied plant as P. atrata and its clustering with 

narrow-leaved plantains growing in extreme conditions. Detailed phytochemical profiles 

revealed primary and secondary metabolites that can be used as taxonomic identifiers and 

for bioactivity studies. The methanol fraction enriched in phenolic compounds appeared 

biologically active - by displaying limited antimicrobial activity, however, it possessed 

significant radical-scavenging and anti-inflammatory capacity. The data demonstrate that 

P. atrata’s leaf parameters and phytochemical arsenal assure plant survival and reveal the 

plantain’s pharmaceutical potential in inhibiting inflammation via the classical pathway of 

Complement activation. 

 

Резюме 

Plantago atrata Hoppe е високопланинско растение, изложено на суровите фактори на 

околната среда. Целта на това проучване е да се изяснят екологичните, 

фитохимичните и фармакологичните характеристики на този по-малко известен 

живовляк. Въпреки бедната на хранителни вещества торфена почва, листата на P. 

atrata съдържат повишени нива на фосфор, калий и калций, а анатомията разкрива 

изолатерален мезофил. Молекулярната таксономична идентификация и 

филогенетичните анализи потвърдиха класифицирането на изследваното растение 

като P. atrata и групирането му с теснолистния живовляк, растящ в екстремни 

условия. Подробните фитохимични профили разкриха първични и вторични 

метаболити, които могат да се използват като таксономични идентификатори и за 

изследвания на биоактивността. Метаноловата фракция, обогатена с фенолни 

съединения, се оказа биологично активна, като показа ограничена антимикробна 

активност, но със значителен радикалоулавящ и противовъзпалителен капацитет. 

Данните показват, че параметрите на листата и фитохимичния арсенал на P. atrata 

осигуряват оцеляването на растението и разкриват фармацевтичния му потенциал за 

потискане на възпалението чрез класическия път на активиране на комплемента. 
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Pharmacia, 71, 1-6, Scopus Q2, IF 1.1 

 

Summary 

Systemic lupus erythematosus (SLE) is an autoimmune disease that affects multiple organs 

or organ systems. SLE and one of its most common complications, lupus nephritis (LN), 

are characterized by chronic inflammation due to the secretion of pro-inflammatory 

molecules and a tissue deposition of immune complexes formed by autoantibodies and their 

target antigens, such as double-stranded DNA, other nuclear antigens, and complement 

proteins. Increased activity of phospholipase A2 enzymes (PLA2) like calcium-independent 

PLA2 (iPLA2), secretory PLA2 (sPLA2), and cellular PLA2 (cPLA2) has a crucial role in 

the maintenance of the inflammatory process during the course of SLE. This study aimed 

to evaluate PLA2 activity and identify the dominant type of PLA2 enzymes in a cohort of 

Bulgarian patients with SLE and LN. Additionally, we investigated whether the increased 

PLA2 activity was correlated with the presence of autoantibodies specific to the 

complement proteins C3 and factor H. 

 

Резюме 

Системният лупус еритематозус (СЛЕ) е автоимунно заболяване, което засяга 

множество органи или системи от органи. SLE и едно от най-често срещаните 

усложнения, лупусният нефрит (ЛН), се характеризират с хронично възпаление, 

дължащо се на секреция на провъзпалителни молекули и тъканно отлагане на имунни 

комплекси, образувани от автоантитела и техните прицелни антигени, като 

двойноверижна ДНК, други ядрени антигени и комплементни протеини. Повишената 

активност на фосфолипазните ензими от групата А2 (PLA2), като 

калциевонезависимата PLA2 (iPLA2), секреторната PLA2 (sPLA2) и клетъчната PLA2 

(cPLA2), има решаваща роля за поддържането на възпалителния процес в хода на 

СЛЕ. Целта на това проучване е да се оцени активността на PLA2 и да се определи 

доминиращият тип PLA2 ензими в кохорта от български пациенти със СЛЕ и ЛН. 

Освен това проучихме дали повишената активност на PLA2 корелира с наличието на 

автоантитела, специфични за белтъците на комплемента С3 и фактор Н. 

 

 

 

 

 

 

 

 



5. Mantovska D., Zhiponova M., Petrova D., Alipieva K., Bonchev G., Boycheva I., 

Evstatieva Y., Nikolova D., Tsacheva I., Simova S. and Yordanova Z. (2024). Exploring 

the Phytochemical Composition and Biological Potential of Balkan Endemic Species 

Stachys scardica Griseb. Plants 2024, 13(1), 30, Scopus Q1, IF 4.0 

Summary 

Stachys scardica Griseb. is a Balkan endemic species listed in The Red Data Book of 

Bulgaria with the conservation status “endangered”. Successful micropropagation was 

achieved on MS medium supplemented with 1.5 mg/L benzyladenine (BA), followed by a 

subsequent ex vitro adaptation in an experimental field resulting in 92% regenerated plants. 

Using nuclear magnetic resonance (NMR), phenylethanoid glycosides (verbascoside, 

leucosceptoside A), phenolic acids (chlorogenic acid), iridoids (allobetonicoside and 8-

OAc-harpagide), and alkaloids (trigonelline) were identified, characteristic of plants 

belonging to the genus Stachys. High antioxidant and radical scavenging activities were 

observed in both in situ and ex vitro acclimated S. scardica plants, correlating with the 

reported high concentrations of total phenols and flavonoids in these variants. Ex vitro 

adapted plants also exhibited a well-defined anti-inflammatory potential, demonstrating 

high inhibitory activity against the complement system. Employing a disk diffusion method, 

a 100% inhibition effect was achieved compared to positive antibiotic controls against 

Staphylococcus epidermidis and Propionibacterium acnes, with moderate activity against 

Bacillus cereus. The induced in vitro and ex vitro model systems can enable the 

conservation of S. scardica in nature and offer future opportunities for the targeted 

biosynthesis of valuable secondary metabolites, with potential applications in the 

pharmaceutical and cosmetic industries. 

 

Резюме 

Stachys scardica Griseb. е балкански ендемичен вид, включен в Червената книга на 

България с природозащитен статус „застрашен“. Постигнато е успешно 

микроразмножаване върху MS среда, допълнена с 1,5 mg/L бензиладенин (BA), 

последвано от ex vitro адаптация в експериментално поле, в резултат на което са 

регенерирани 92% от растенията. С помощта на ядрено-магнитен резонанс (ЯМР) 

бяха идентифицирани фенилетаноидни гликозиди (вербаскозид, левкосептозид А), 

фенолни киселини (хлорогенна киселина), иридоиди (алобетоникозид и 8-OAc-

харпагид) и алкалоиди (тригонелин), характерни за растенията, принадлежащи към 

род Stachys. Висока антиоксидантна и радикалоулавяща активност е наблюдавана 

както при in situ, така и при ex vitro аклиматизираните растения S. scardica, което 

корелира с отчетените високи концентрации на общи феноли и флавоноиди в тези 

варианти. Адаптираните ex vitro растения показват и добре изразен 

противовъзпалителен потенциал, проявявайки висока инхибираща активност спрямо 

системата на комплемента. При използване на дисков дифузионен метод е постигнат 

100% инхибиращ ефект в сравнение с положителните антибиотични контроли срещу 

Staphylococcus epidermidis и Propionibacterium acnes, с умерена активност срещу 

Bacillus cereus. Индуцираните in vitro и ex vitro моделни системи могат да позволят 

запазването на S. scardica в природата и да предложат бъдещи възможности за 

целенасочен биосинтез на ценни вторични метаболити с потенциално приложение 

във фармацевтичната и козметичната индустрия. 

 



6. Kapogianni A., Bogoeva V., Cholakova G., Tsacheva I. (2024). Conformational 

variations of human C1q in different buffers. Comptes rendus de l’Academie Bulgare des 

Sciences, Tome 77, No 4, p.528-535, Scopus Q3, IF 0.3 

 

 

Summary 

C1q is a primary activator of Complement system and has a physiological role in 

maintaining the homeostasis. C1q is now acknowledged as a protein of complex 

functionality, capable of forming multiple binding sites for ligands of various nature by its 

C-terminal globular domains (gC1q), composed of the globular fragments of the three types 

of chains, ghA, ghB and ghC. The conformation of the globular fragments is critical for the 

formation of different binding sites underlying the functional activity of C1q. We studied 

the conformational flexibility of C1q and its globular fragments ghA, ghB and ghC in 

different routinely used buffers by the highly sensitive fluorescent spectroscopy. We 

compared the conformational state of C1q in PBS, pH 7.2; TBS, pH 7.2; carbonate buffer, 

pH 9.6; NaHCO3, pH 7.2 and HEPES, pH 7.2. HEPES buffer appeared most favourable 

solute in terms of conformational stability of C1q. The ghB of all three globular fragments 

followed most closely the native protein. 

 

Резюме 

C1q е основен активатор на системата на комплемента и има физиологична роля в 

поддържането на хомеостазата. Понастоящем C1q е признат за белтък със сложна 

функционалност, способен да формира множество места за свързване на лиганди от 

различно естество чрез своите С-крайни глобуларни домени (gC1q), съставени от 

глобуларни фрагменти на трите вида вериги - ghA, ghB и ghC. Конформацията на 

глобуларните фрагменти е от решаващо значение за формирането на различни места 

за свързване, които са в основата на функционалната активност на C1q. Ние 

изследвахме конформационната гъвкавост на C1q и неговите глобуларни фрагменти 

ghA, ghB и ghC в различни рутинно използвани буфери чрез високочувствителна 

флуоресцентна спектроскопия. Сравнихме конформационното състояние на C1q в 

PBS, pH 7,2; TBS, pH 7,2; карбонатен буфер, pH 9,6; NaHCO3, pH 7,2 и HEPES, pH 

7,2. HEPES буферът се оказа най-благоприятната среда по отношение на 

конформационната стабилност на C1q. От трите глобуларни фрагмента ghB следва 

най-тясно поведението на нативния протеин. 

 

 

 

 

 

 



7. Radulova G., Kapogianni A., Cholakova G., Iliev S., Ivanova A., Bogoeva V., Tsacheva 

I. (2024). Galectin-3 – A novel ligand of complement protein C1q. Int.J.BioMac PMID: 

38325676, Scopus Q1, IF 7.7 

 

Summary 

In the present study we report a novel interaction of human C1q, a primary activator of the 

Complement system, with human Galectin-3 (Gal-3). We investigated the potential recognition 

between C1q and Gal-3 on a solid hydrophobic surface by ELISA, by fluorescence 

spectroscopy, molecular docking and molecular dynamics (MD). The data showed that C1q and 

Gal-3 had a pronounced affinity for protein-protein interaction and supramolecular binding, 

locating the binding sites within the globular domains of C1q (gC1q) and on the backside of 

the carbohydrate recognition domain (CRD) of Gal-3. Fluorescence spectroscopy gave 

quantitative assessment of the recognition with KD value of 0.04 μM. MD analysis showed that 

when the active AAs of the two proteins interacted, electrostatic attraction, aided by a large 

number of hydrogen bonds, was dominant for the stabilization of the complex. When the contact 

of C1q and Gal-3 was not limited to active residues, the complex between them was stabilized 

mainly by Van der Waals interactions and smaller in number but stronger hydrogen bonds. This 

is the first report analyzing the interaction of Gal-3 with C1q, which could open the way to new 

applications of this protein-protein complex. 

 

Резюме 

В настоящото проучване докладваме за ново взаимодействие на човешкия C1q, основен 

активатор на системата на комплемента, с човешкия галектин-3 (Gal-3). Изследвахме 

потенциалното разпознаване между C1q и Gal-3 върху твърда хидрофобна повърхност 

чрез ELISA, чрез флуоресцентна спектроскопия, молекулeн докинг и молекулна 

динамика (MD). Данните показаха, че C1q и Gal-3 имат изразен афинитет към протеин-

протеиново взаимодействие и надмолекулно свързване, като местата за свързване се 

намират в глобуларните домени на C1q (gC1q) и на външната страна на въглехидрат-

свързващия домен (CRD) на Gal-3. Флуоресцентната спектроскопия дава количествена 

оценка на разпознаването със стойност на KD от 0,04 μM. MD анализът показа, че при 

взаимодействието на активните аминокиселини на двата белтъка електростатичното 

привличане, подпомогнато от голям брой водородни връзки, е доминиращо за 

стабилизирането на комплекса. Когато контактът на С1q и Gal-3 не е ограничен до 

активните остатъци, комплексът между тях се стабилизира главно чрез Ван дер Ваалсови 

взаимодействия и по-малки по брой, но по-силни водородни връзки. Това е първото 

съобщение за взаимодействието на Gal-3 с C1q, което може да открие пътя към нови 

приложения на този белтък-белтъчен комплекс. 

 

 

 

 



8. Suvandjieva V., Tsacheva I., Santos M., Kararigas G. and Rashkov P. (2024). Modelling 

the Impact of NETosis During the Initial Stage of Systemic Lupus Erythematosus. Bull 

Math Biol 86, 66 (2024), Scopus Q1, IF 2.0 

 

Summary 

The development of autoimmune diseases often takes years before clinical symptoms 

become detectable. We propose a mathematical model for the immune response during 

the initial stage of Systemic Lupus Erythematosus which models the process of aberrant 

apoptosis and activation of macrophages and neutrophils. NETosis is a type of cell death 

characterised by the release of neutrophil extracellular traps, or NETs, containing material 

from the neutrophil’s nucleus, in response to a pathogenic stimulus. This process is 

hypothesised to contribute to the development of autoimmunogenicity in SLE. The aim of 

this work is to study how NETosis contributes to the establishment of persistent autoantigen 

production by analysing the steady states and the asymptotic dynamics of the model by 

numerical experiment. 

 

Резюме 

Развитието на автоимунните заболявания често отнема години, преди да бъдат 

открити клиничните симптоми. Предлагаме математически модел на имунния 

отговор по време на началния етап на системния лупус еритематозус, който моделира 

процеса на аберантна апоптоза и активиране на макрофагите и неутрофилите. 

Нетозата е вид клетъчна смърт, характеризираща се с освобождаване на неутрофилни 

извънклетъчни капани (NET), съдържащи материал от ядрото на неутрофила, в 

отговор на патогенен стимул. Предполага се, че този процес допринася за развитието 

на автоимуногенност при СЛЕ. Целта на тази работа е да се проучи как нетозата 

допринася за установяването на постоянна продукция на автоантигени, като се 

анализират устойчивите състояния и асимптотичната динамика на модела чрез 

числен експеримент. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



9. Zhiponova M., Yordanova Z., Zaharieva A., Ivanova L., Gašić U., Mišić D., Aničić N., 

Skorić M., Petrović L., Rusanov K., Rusanova M., Mantovska D., Tsacheva I., Petrova 

D., Yocheva L., Hinkov A., Mihaylova N., Hristozkova M., Georgieva Z., Karcheva Z., 

Krumov N., Todorov D., Shishkova K., Vassileva V. (2024). Cytokinins enhance the 

metabolic activity of in vitro-grown catmint (Nepeta nuda L.), Plant Physiology et 

Biochemistry, Scopus Q1, IF 6.1 

Summary 

The phytohormones cytokinins are essential mediators of developmental and environmental 

signaling, primarily during cell division and endophytic interactions. Оur study exploreд how 

cytokinins influence the medicinal plant Nepeta nuda (Lamiaceae) metabolic status. Exogenous 

administration of active cytokinin forms on in vitro N. nuda internodes stimulated intensive 

callus formation and de novo shoot regeneration, leading to a marked increase in biomass. This 

process involved an accumulation of oxidants, which were scavenged by peroxidases using 

phenolics as substrates. The callus tissue formed upon the addition of the cytokinin 6-

benzylaminopurine (BAP) acted as a sink for sugars and phenolics during the allocation of 

nutrients between the culture medium and regenerated plants. In accordance, the cytokinin 

significantly enhanced the content of polar metabolites and their respective in vitro biological 

activities compared to untreated in vitro and wild-grown plants. The BAP-mediated 

accumulation of major phenolic metabolites, rosmarinic acid (RA) and caffeic acid (CA), 

corresponded with variations in the expression levels of genes involved in their biosynthesis. 

In contrast, the accumulation of iridoids and the expression of corresponding biosynthetic genes 

were not significantly affected. In conclusion, our study elucidated the mechanism of cytokinin 

action in N. nuda in vitro culture and demonstrated its potential in stimulating the production of 

bioactive compounds. This knowledge could serve as a basis for further investigations of the 

environmental impact on plant productivity. 

Резюме 

Фитохормоните цитокинини са основни медиатори на развитието и околната среда, 

главно по време на клетъчното делене и ендофитните взаимодействия. Нашето 

изследване проучи как цитокинините влияят върху метаболитния статус на лечебното 

растение Nepeta nuda (Lamiaceae). Екзогенното прилагане на активни цитокининови 

форми върху in vitro междувъзлия на N. nuda стимулира интензивно образуване на 

калуси и регенерация на de novo издънки, което доведе до значително увеличаване на 

биомасата. Този процес е свързан с натрупване на оксиданти, които се отстраняват от 

пероксидази, използващи феноли като субстрати. Калусната тъкан, образувана след 

добавянето на цитокинина 6-бензиламинопурин (БАП), действаше като резервоар за 

захари и феноли по време на разпределението на хранителните вещества между 

хранителната среда и регенерираните растения. В съответствие с това цитокининът 

значително повиши съдържанието на полярни метаболити в сравнение с нетретираните 

in vitro и диворастящите растения. Опосредстваното от БАП натрупване на основните 

фенолни метаболити, розмаринова киселина (RA) и кафеена киселина (CA), 

кореспондира с вариации в нивата на експресия на гените, участващи в биосинтеза им. 

За разлика от това, натрупването на иридоиди и експресията на съответните гени не бяха 

значително повлияни. В заключение, нашето проучване изясни механизма на действие 

на цитокинините в културата N. nuda in vitro и демонстрира потенциала им за 

стимулиране на производството на биоактивни съединения. Тези знания могат да 

послужат като основа за по-нататъшни изследвания на въздействието на околната среда 

върху продуктивността на растенията. 



10. Zaharieva A., Rusanov K., Rusanova M., Paunov M., Yordanova Z., Mantovska D., 

Tsacheva I., Petrova D., Mishev K., Dobrev P., Lacek J., Filepová R., Zehirov G., 

Vassileva V., Mišić D., Motyka V., Chaneva G., & Zhiponova M. (2023). Uncovering the 

Interrelation between Metabolite Profiles and Bioactivity of In Vitro-and Wild-Grown 

Catmint (Nepeta nuda L.). Metabolites, 13(10), 1099, Scopus Q2, IF 3.5 

 

Summary 

Nepeta nuda L. is a medicinal plant enriched with secondary metabolites serving to attract 

pollinators and deter herbivores. Phenolics and iridoids of N. nuda have been extensively 

investigated because of their beneficial impacts on human health. This study explored the 

chemical profiles of in vitro shoots and wild-grown N. nuda plants (flowers and leaves) 

through metabolomic analysis utilizing gas chromatography and mass spectrometry (GC–

MS). Initially, we examined the differences in the volatiles’ composition in in vitro-

cultivated shoots comparing them with flowers and leaves from plants growing in natural 

environment. The characteristic iridoid 4a-α,7-β,7a-α-nepetalactone was highly represented 

in shoots of in vitro plants and in flowers of plants from nature populations, whereas most 

of the monoterpenes were abundant in leaves of wild-grown plants. The known in vitro 

biological activities encompassing antioxidant, antiviral, antibacterial potentials alongside 

the newly assessed anti-inflammatory effects exhibited consistent associations with the total 

content of phenolics, reducing sugars, and the identified metabolic profiles in polar (organic 

acids, amino acids, alcohols, sugars, phenolics) and non-polar (fatty acids, alkanes, sterols) 

fractions. Phytohormonal levels were also quantified to infer the regulatory pathways 

governing phytochemical production. The overall dataset highlighted compounds with the 

potential to contribute to N. nuda bioactivity. 

 

Резюме 

Nepeta nuda L. е лечебно растение, обогатено с вторични метаболити, които 

привличат опрашители и отблъскват тревопасни животни. Фенолите и иридоидите на 

N. nuda са широко изследвани поради благоприятното им въздействие върху 

човешкото здраве. В това проучване изследвахме химичните профили на in vitro 

издънки и диворастящи растения N. nuda (цветове и листа) чрез метаболомен анализ, 

използващ газова хроматография и масспектрометрия (GC-MS). Първоначално 

изследвахме разликите в състава на летливите вещества в in vitro отгледаните 

издънки, сравнявайки ги с цветове и листа от растения, растящи в естествена среда. 

Характерният иридоид 4а-α,7-β,7а-α-непеталактон беше силно представен в 

издънките на in vitro растения и в цветовете на растения от природни популации, 

докато повечето монотерпени бяха в изобилие в листата на растения, отглеждани в 

природата. Известните in vitro биологични активности, включващи антиоксидантен, 

антивирусен и антибактериален потенциал, заедно с новооценените 

противовъзпалителни ефекти, показват корелация с общото съдържание на феноли, 

редуциращи захари и идентифицираните метаболитни профили в полярните 

(органични киселини, аминокиселини, алкохоли, захари, феноли) и неполярните 

(мастни киселини, алкани, стероли) фракции. Фитохормоналните нива също бяха 

определени количествено, за да се направят изводи за регулаторните пътища, 

управляващи производството на фитохимикали. Цялостният набор от данни подчерта 

съединенията с потенциал да допринесат за биоактивността на N. nuda. 



11. Mantovska D., Zhiponova M., Georgiev M., Alipieva K., Tsacheva I., Simova S. and 

Yordanova Z. (2022). Biological Activity and NMR-Fingerprinting of Balkan Endemic 

Species Stachys thracica Davidov. Metabolites, 12, 251, Scopus Q2, IF 3.5 

 

Summary 

Stachys thracica Davidov is a Balkan endemic species distributed in Bulgaria, Greece, and 

Turkey. In Bulgaria, it is classified as “rare” and is under the protection of the Bulgarian 

biodiversity law. The aim of our study was to develop an efficient protocol for ex situ 

conservation of S. thracica and to perform comparative NMR-based metabolite profiling 

and bioactivity assays of extracts from in situ grown, in vitro cultivated, and ex vitro 

acclimated plants. Micropropagation of S. thracica was achieved by in vitro cultivation of 

mono-nodal segments on basal MS medium. Ex Vitro adaptation was accomplished in the 

experimental field with 83% survival while conserved genetic identity between in vitro and 

ex vitro plants as shown by the overall sequence-related amplified polymorphism marker 

patterns was established. Verbascoside, chlorogenic acid, and trigonelline appeared the 

main secondary metabolites in in situ, in vitro cultivated, and ex vitro acclimated S. 

thracica. High total phenolic and flavonoid content as well as antioxidant and radical 

scavenging activity were observed in in situ and ex vitro plants. Further, the anti-

inflammatory activity of S. thracica was tested by hemolytic assay and a high inhibition of 

the complement system was observed. Initiated in vitro and ex vitro cultures offer an 

effective tool for the management and better exploitation of the Stachys secondary 

metabolism and the selection of lines with high content of bioactive molecules and 

nutraceuticals. 

 

Резюме 

Stachys thracica Davidov е балкански ендемичен вид, разпространен в България, 

Гърция и Турция. В България той е класифициран като „рядък“ и е под закрилата на 

българския закон за биологичното разнообразие. Целта на нашето проучване беше да 

разработим ефективен протокол за ex situ опазване на S. thracica и да извършим 

сравнително ЯМР-базирано профилиране на метаболити и анализи на 

биоактивността на екстракти от in situ отглеждани, in vitro култивирани и ex vitro 

аклиматизирани растения. Микроразмножаването на S. thracica е постигнато чрез in 

vitro култивиране на едновъзлови сегменти върху основна MS среда. Ex Vitro 

адаптацията е осъществена в експерименталното поле с 83% оцеляване, като 

същевременно е установена запазена генетична идентичност между in vitro и ex vitro 

растенията, както се вижда от цялостните модели на маркерите за секвенционно 

свързан амплифициран полиморфизъм. Вербаскозид, хлорогенна киселина и 

тригонелин се оказаха основните вторични метаболити в in situ, in vitro 

култивираните и ex vitro аклиматизираните S. thracica. Високо общо фенолно и 

флавоноидно съдържание, както и антиоксидантна и радикалоулавяща активност 

бяха наблюдавани в in situ и ex vitro растения. Освен това противовъзпалителната 

активност на S. thracica е тествана чрез хемолитичен тест и е наблюдавано високо 

инхибиране на системата на комплемента. Инициираните in vitro и ex vitro култури 

предлагат ефективен инструмент за управление и по-добро използване на вторичния 

метаболизъм на Stachys и селекция на линии с високо съдържание на биоактивни 

молекули и нутрацевтични. 



12. Todorova N., Rangelov M,. Bogoeva V., Stoyanova V., Yordanova A., Nikolova G., 

Georgiev H., Dimitrova D., Mohedin S., Stoyanova K., Tsacheva I. (2021). Anti-Idiotype 

scFv Localizes an Autoepitope in the Globular Domain of C1q. Int. J. Mol. Sci., 22, 8288, 

Scopus Q1, IF 4.9 

 

Summary 

We addressed the issue of C1q autoantigenicity by studying the structural features of the  

autoepitopes recognized by the polyclonal anti-C1q antibodies present in Lupus Nephritis 

(LN) sera. We used six fractions of anti-C1q as antigens and selected anti-idiotypic scFv 

antibodies from the phage library “Griffin1”. The monoclonal scFv A1 was the most potent 

inhibitor of the recognition of C1q and its fragments ghA, ghB and ghC, comprising the 

globular domain gC1q, by the lupus autoantibodies. It was sequenced and in silico folded 

by molecular dynamics into a 3D structure. The generated 3D model of A1 elucidated CDR 

similarity to the apical region of gC1q thus mapping indirectly for the first time a globular 

autoepitope of C1q. The VH CDR2 of A1 mimicked the ghA sequence GSEAD suggested 

as a cross-epitope between anti-DNA and anti-C1q antibodies. We therefore hypothesize 

that the cross-reacting anti-dsDNA could be dragging C1q initially into the context of 

autoimmune response by turning it into autoantigen, and as a result anti-gC1q antibodies 

act like a trigger of the clinical outbreak of C1q-associated autoimmunity. Other potential 

inhibitors of the recognition of C1q by the LN autoantibodies among the selected 

recombinant antibodies were the monoclonal scFv F6, F9 and A12. 

 

Резюме 

В това изследване проучихме автоантигенността на C1q, като анализирахме 

структурните характеристики на автоепитопите, разпознавани от поликлоналните 

анти-C1q антитела, присъстващи в серумите на пациенти с лупусен нефрит (ЛН). 

Използвахме шест фракции на анти-C1q като антигени и селекционирахме 

антиидиотипни scFv антитела от фаговата библиотека „Griffin1“. Моноклоналното 

scFv A1 беше най-мощният инхибитор на разпознаването на C1q и неговите 

фрагменти ghA, ghB и ghC, изграждащи глобуларния домен gC1q, от лупусните 

автоантитела. Той е секвениран и in silico нагънат чрез молекулна динамика в 3D 

структура. Генерираният 3D модел на А1 показа сходството на CDR с апикалната 

област на gC1q, като по този начин за първи път косвено локализира глобуларен 

автоепитоп на C1q. VH CDR2 на A1 имитира последователността GSEAD в ghA, която 

е предложена като кръстосан епитоп между анти-ДНК и анти-C1q антитела. Ето защо 

предполагаме, че кръстосано реагиращите анти-ДНК антитела може да увличат C1q 

първоначално в контекста на автоимунния отговор, като го превръщат в автоантиген, 

и в резултат на това анти-gC1q антителата действат като спусък на клиничното 

начало на автоимунитета, свързан с C1q. Други потенциални инхибитори на 

разпознаването на C1q от лупусните автоантитела сред избраните рекомбинантни 

антитела са моноклоналните scFv F6, F9 и A12. 

 

 



13. Nikolova G., Georgieva Y., Atanasova A., Radulova G., Kapogianni A., Tsacheva I. 

(2021). Autoinduction as Means for Optimization of the Heterologous Expression of 

Recombinant Single-Chain Fv (scFv) Antibodies. Molecular Biotechnology, 63(11), 

1049-1056, DOI 10.1007/s12033-021-00363-2, Scopus Q2, IF 2.4 

 

Summary 

The monoclonal antibodies and the recombinant antibody fragments are widely used in the 

biotechnology studies and in medicine as a powerful therapeutic and diagnostic tool. The 

most commonly used recombinant antibody fragments are single-chain fragment variable 

(scFv) because of their small size and minimal immunogenicity while still retaining high 

affinity antigen binding. A wide range of expression systems such as bacterial and 

eukaryotic cell systems enable the sufficient production of scFv antibodies. However, their 

stable expression in soluble form and correct protein folding are often insufficient. In the 

present study, we present the autoinduction as a key element of the optimized scheme for 

heterologous expression of human monoclonal scFv antibodies (clones A1 and A12) in 

Escherichia coli HB2151, which resulted in twofold increase of the total protein yield in 24 

h. 

 

 

Резюме 

Моноклоналните антитела и рекомбинантните фрагменти на антитела се използват 

широко в биотехнологичните изследвания и в медицината като мощно терапевтично 

и диагностично средство. Най-често използваните фрагменти на рекомбинантни 

антитела са едноверижните антитела (scFv) поради малкия им размер и минималната 

им имуногенност, като същевременно запазват висок афинитет на свързване с 

антигена. Широка гама от експресионни системи, като например бактериални и 

еукариотни клетъчни системи, позволяват достатъчно производство на scFv 

антитела. Въпреки това, тяхната стабилна експресия в разтворима форма и 

правилното пространствено нагъване на протеина често са недостатъчни. В 

настоящото изследване представяме автоиндукцията като ключов елемент от 

оптимизирана схема за хетероложна експресия на човешки моноклонални scFv 

антитела (клонове А1 и А12) в Escherichia coli HB2151, което води до двукратно 

увеличение на общия добив на протеини за 24 часа. 

 

 

 

 

 

 



14. Rangelov M., Todorova N., Tsacheva I. (2017). In silico investigation of single-chain 

variable fragment (scFv) antibody, structurally similar to native C1q globular heads. 

BULGARIAN CHEMICAL COMMUNICATIONS, Special Issue E, pp. 50 – 53. Scopus 

Q4, IF 0.238 

Summary 

In this study a homology model of the selected single-chain variable fragment (scFv) 

inhibitory antibody A1 is generated using Generalized Born/Volume Integral (GB/VI) 

methodology and MMFF94 force field. Comparative analysis of scFvA1 homology model 

and gC1q fragments, ghA, ghB and ghC, is further used to find conformational and 

electrostatic similar regions, crucial for the biological binding regions in C1q globular 

heads. 

Резюме 

В това изследване създадохме хомоложен модел на анти-идиотипното scFv антитяло 

A1 чрез методологията Generalized Born/Volume Integral (GB/VI) и силовото поле 

MMFF94. Сравнителният анализ на хомоложния модел на scFvA1 и gC1q 

фрагментите, ghA, ghB и ghC, се използва допълнително за намиране на 

конформационни и електростатични сходни области, които са от решаващо значение 

за биологично активните области на свързване в глобуларните домени на C1q. 

 

 

15. Ivanova I., Tsacheva I. (2015). Microbial Sensors Based on Nanostructures. Recent 

Patents on Nanomedicine, 5(1), 59-65, DOI: 10.2174/18779123050115060512031), 

Scopus Q3, SJR 0.23 

Summary 

In our review we emphasize on microbial sensors for detecting pathogens and on the 

“hardware” – the type of nanostructures used as a pad of bio sensing element. The main 

object is different type of nano-structured material used in the sensing process – non 

functionalized metal nanoparticles and functionalized sensors as antibody-coated and 

aptamer-coated nanostructures and thin films. The latter have shown high selectivity and 

sensitivity and appear to be promising for future applications in medicine and environmental 

testing. Our investigation proved the sensitivity of thin zinc oxide films to bacterial quantity 

of Gracilicutes and Firmicutes bacteria. The observed sensitivity was a single cell in a drop 

of water, but the change of potential to Pseudomonas cells was almost ten times higher than 

to Bacillus.  

 

Резюме 

В този обзор разглеждаме микробните сензори за откриване на патогени и на 

„хардуера“ - вида наноструктури, използвани като подложка на биосензорния 

елемент. Основен обект са различните типове наноструктури - нефункционализирани 

метални наночастици и функционализирани сензори като наноструктури и тънки 

филми, покрити с антитела и апамери. Последните са показали висока селективност 



и чувствителност и изглеждат обещаващи за бъдещи приложения в медицината и 

екологичните тестове. Нашето изследване показа чувствителността на тънките 

филми от цинков оксид към количеството бактерии от Gracilicutes и Firmicutes. 

Наблюдаваната чувствителност е една клетка в капка вода, но промяната на 

потенциала към клетките Pseudomonas е почти десет пъти по-висока, отколкото към 

Bacillus. 

 

16. Rakleova G., Keightly A., Panchev I., Tsacheva I., Tchorbadjieva M. (2010). Cysteine 

proteinases and somatic embryogenesis in suspension cultures of orchardgrass (Dactylis 

glomerata L.). General and Applied Plant Physiology, 36(1-2):100–109  

Summary 

Somatic embryogenesis in cell suspension cultures provides a good model system for 

investigating early plant development. The conditioned medium harbors a complex array of 

molecules, mainly derived from the cell walls, which may exert a promotive or inhibitory 

effect on embryo development. In this study the analysis compared the proteases from the 

medium of embryogenic suspension cultures of Dactylis glomerata L. during early stages 

of somatic embryogenesis and non-embryogenic suspension cultures during unorganized 

cell proliferation. A varying set of acidic protease isoenzymes accompanied the 

development of both lines. Based on the sensitivity to specific protease inhibitors, a 70 kDa 

serine proteinase and several 36 kDa cysteine proteinase isoforms (pI 4-5.5) were identified. 

The 70 kDa serine proteinase was found in the medium and the cell wall of the embryogenic 

and non-embryogenic cell lines during all stages of development. Interestingly, the 36 kDa 

cysteine proteinase isoforms were present in the extracellular proteins from the medium and 

the ionically bound cell wall fraction of the embryogenic cell lines only suggesting that the 

enzyme(s) may play an essential role for early somatic embryo development. 

Резюме 

Соматичнaтa ембриогенезa в клетъчни суспензионни култури представлява добра 

моделна система за изследване на ранното развитие на растенията. В 

кондиционираната среда се съдържа сложен набор от молекули, предимно получени 

от клетъчните стени, които могат да оказват стимулиращ или инхибиращ ефект върху 

развитието на ембриона. В това изследване анализът сравнява протеазите от средата 

на ембриогенни суспензионни култури от Dactylis glomerata L. по време на ранните 

етапи на соматична ембриогенеза и неембриогенни суспензионни култури по време 

на неорганизирано клетъчно размножаване. Различен набор от киселинни протеазни 

изоензими съпътства развитието на двете линии. Въз основа на чувствителността към 

специфични протеазни инхибитори бяха идентифицирани серинова протеаза с 

размер 70 kDa и няколко цистеинови протеазни изоформи с размер 36 kDa (pI 4-5,5). 

Сериновата протеиназа 70 kDa е открита в средата и клетъчната стена на 

ембриогенните и неембриогенните клетъчни линии през всички етапи на развитие. 

Интересното е, че изоформите на 36 kDa цистеинова протеиназа се намират в 

извънклетъчните протеини от средата и йонно свързаната фракция на клетъчната 

стена само на ембриогенните клетъчни линии, което предполага, че ензимът(ите) 

може да играе(т) съществена роля за ранното развитие на соматичния ембрион. 


