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В.4.1.Todorova, T. Boyadzhiev, K., Dimitrov, M. Parvanova, P., Bee venom genotoxicity on 

Saccharomyces cerevisiae cells – the role of mitochondria and YAP1 transcription factor, 

Toxicology, Mar:503:153768.  doi: 10.1016/j.tox.2024.153768. Epub 2024 Mar 3 2024 IF=4.8, 

SJR=1.014 (Q1) 

Резюме 

Настоящата работа има за цел да изясни разликите в генотипа на моделен организъм 

Saccharomyces cerevisiae при третиране с пчелна отрова. Проучването цели разглеждане на 

процеси в клетката, включително клетъчно преживяване, индукция на физиологично 

активни супероксидни аниони, генна конверсия и митотичен кросинговър, реверсни 

мутации, двуверижни разкъсвания на ДНК и Ty1 ретротранспозиция. Ролята на интактните 

митохондрии и YAP1 транскрипционния фактор също беше определена. Нашите резултати 

показват специфичен за генотипа отговор. Предоставени са първите експериментални 

доказателства, че пчелната отрова индуцира физиологично активни супероксидни аниони 

и двойни верижни разкъсвания на ДНК в S. cerevisiae. Липсата на окислителното 

фосфорилиране поради нарушена или липсваща митохондриална ДНК намалява, но не 

намалява цитотоксичността на пчелната отрова. Възможните начини на действие могат да 

се считат за директно увреждане на мембраните (цитотоксичен ефект) и непряко увреждане 

на ДНК чрез оксидативен стрес (генотоксичен ефект). Транскрибиращия фактор YAP1 не е 

установено, че участва пряко в клетъчната защита срещу третиране с пчелна отрова. 

 



 
A B S T R A C T 

 The present work aims to clarify the genotype differences of a model organism Saccharomyces 

cerevisiae in response to bee venom. The study evaluated various endpoints including cell survival, 

induction of physiologically active superoxide anions, mitotic gene conversion, mitotic crossing-

over, reverse mutations, DNA double-strand breaks, and Ty1 retrotransposition. The role of the 

intact mitochondria and the YAP1 transcription factor was also evaluated. Our results indicate a 

genotype-specific response. The first experimental evidence has been provided that bee venom 

induces physiologically active superoxide anions and DNA double-strand breaks in S. cerevisiae. 

The lack of oxidative phosphorylation due to disrupted or missing mitochondrial DNA reduces but 

not diminishes the cytotoxicity of bee venom. The possible modes of action could be considered 

direct damage to membranes (cytotoxic effect) and indirect damage to DNA through oxidative 

stress (genotoxic effect). YAP1 transcription factor was not found to be directly involved in cell 

defense against bee venom treatment. 

 

В.4.2.T odorova, T., Pesheva, M., Stamenova, R., Dimitrov, M., Venkov, P, 2012, Mutagenic 

effect of freezing on nuclear DNA of Saccharomyces cerevisiae. Yeast, 29, 191–199. doi: 

10.1002/yea.2901 IF=2.2, SJR=1.205 (Q1) 

Резюме 

Въпреки, че се наблюдава фрагментация на ДНК в клетки, подложени на процедури на 

замразяване не се отчита мутагенен ефект при излагане на минусови температури, което е 

доказано чрез индукция и изолиране на мутанти в ядрена ДНК (яДНК). В тази статия 

предоставяме доказателства за мутагенност на замразяването върху яДНК при 

Saccharomyces cerevisiae. При липса на криопротектори и охлаждане за 2 часа при +4℃ и 

замразяване за 1 h при -10 ℃ и 16 h при -20 ℃, със скорост на охлаждане от 3℃ /min, което 

води до индуциране изместване на рамката на четене и обратни мутации в 

микросателитната  и кодиращи региони на яДНК . Излагането на минусови температури 

също има силно изразен рекомбиногенен ефект, доказан чрез индукция на генна конверсия 

и кросинговър. Замразяването предизвиква мутации и засилва рекомбинацията с честота 

равна или по-висока от това на метилметансулфонат при сравнима преживяемост. 

Отчитането на скъсвания в яДНК, предизвикани от замразяването са открити и 

трансдуцирани от пътя на увреждане на ДНК. Извънклетъчни криопротектори не 

предотвратяват мутагенния ефект на замразяване, докато натрупването на трехалоза вътре 

в клетките намалява криоувреждането на яДНК. Замразяването на клетките е придружено 

от генериране на високи нива на РКВ и оксидативен стрес, повишен по време на 

замръзване/размразяване, което е най-вероятната причина за увреждащия ДНК ефект. 

Експерименти със митохондриални rho– мутанти или редуктори на РКВ показват, че 



мутагенните и рекомбиногенните ефекти на минусовите температури могат да бъдат 

намалени, но не и елиминирани чрез намаляване на нивото на РКВ. Пълната защита срещу 

криоувреждане в яДНК изисква  едновременна употреба на вътреклетъчен криопротектор 

и РКВ редуктор по време на процеса на замразяване/размразяване. 

Abstract 

Although fragmentation of DNA has been observed in cells undergoing freezing procedures, a 

mutagenic effect of sub-zero temperature treatment has not been proved by induction and isolation 

of mutants in nuclear DNA (nDNA). In this communication we supply evidence for mutagenicity 

of freezing on nDNA of Saccharomyces cerevisiae cells. In the absence of cryoprotectors, cooling 

for 2 h at +4℃ and freezing for 1 h at -10℃ and 16 h at -20℃, with a cooling rate of 3℃/min, 

resulted in induction of frame-shift and reverse mutations in microsatellite and coding regions of 

nDNA. The sub-zero temperature exposure also has a strong recombinogenic effect, evidenced by 

induction of gene-conversion and crossing-over events. Freezing induces mutations and enhances 

recombination with a frequency equal to or higher than that of methylmethanesulphonate at 

comparable survival rates. The signals for the appearance of nDNA lesions induced by freezing 

are detected and transduced by the DNA damage pathway. Extracellular cryoprotectors did not 

prevent the mutagenic effect of freezing, while accumulation of trehalose inside cells reduced 

nDNA cryodamage. Freezing of cells is accompanied by generation of high ROS levels, and the 

oxidative stress raised during the freeze–thaw process is the most likely reason for the DNA 

damaging effect. Experiments with mitochondrial rho– mutants or scavengers of ROS indicated 

that mutagenic and recombinogenic effects of sub-zero temperatures can be decreased but not 

eliminated by reduction of ROS level. The complete protection against cryodamage in nDNA 

required simultaneous usage of intracellular cryoprotector and ROS scavenger during the freeze–

thaw process. 

 

 

В.4.3. Dimitrov, M. D., Pesheva, M. G., & Venkov, P. V. (2013). New cell-based assay indicates 

dependence of antioxidant biological activity on the origin of reactive oxygen species. Journal of 

agricultural and food chemistry, 61(18), 4344-4351 dx.doi.org/10.1021/jf401045w IF=5.7, 

SJR=1.430 (Q1) 

Резюме 

Установено е, че мобилността на транспозона Ty1 в Saccharomyces cerevisiae варира 

пропорционално на нивото на РКВ, генерирано в клетките, което осигурява възможността 

да се определи антиоксидантната активност чрез промени в клетъчния процес, вместо да се 

използват химични реакции. Изследването на прополис, пчелно млечице и мед с 

новоразработения Ty1антиРКВ тест разкрива обратна експоненциална зависимост на 

антиоксидантната активност от повишените концентрации. Тази зависимост може да се 



трансформира в пропорционална чрез промяна на източника на РКВ: вместо клетъчно 

генериран към използван директно като водороден пероксид. Различните отговори на теста 

не се дължат на излишък от добавен водороден пероксид, както се вижда от 

експоненциалната зависимост, установена от използването на yap1Δ тестерни клетки, 

натрупващи генерирани от клетки РКВ. Резултатите показват, че активността на 

антиоксидантите спрямо окислителните радикали зависи от произхода на РКВ и тази 

активност е повишена за РКВ, генерирани от клетки, в сравнение с РКВ, добавени като 

реагенти в анализа. 

 

ABSTRACT 

 The mobility of the Ty1 transposon in Saccharomyces cerevisiae was found to vary proportionally 

with the level of ROS generated in cells, which provides the possibility to determine antioxidant 

activity by changes in a cellular process instead of using chemical reactions. The study of propolis, 

royal jelly, and honey with the newly developed Ty1antiROS test reveals an inverse exponential 

dependence of antioxidant activity on increased concentrations. This dependence can be 

transformed to proportional by changing the source of ROS: instead of cell-produced to applied as 

hydrogen peroxide. The different test responses are not due to excess of added hydrogen peroxide, 

as evidenced by the exponential dependence found by usage of yap1Δ tester cells accumulating 

cell-generated ROS. Results indicate that the activity of antioxidants to oxidative radicals depends 

on the origin of ROS, and this activity is elevated for cell-generated ROS compared to ROS added 

as reagents in the assay. 

 

 

В.4.4.  Dimitrov, M., Iliev, I., Bardarov, K., Georgieva, D., & Todorova, T. (2021). 

Phytochemical characterization and biological activity of apricot kernels’ extract in yeast-cell 

based tests and hepatocellular and colorectal carcinoma cell lines. Journal of 

Ethnopharmacology, 114333  
 https://doi.org/10.1016/j.jep.2021.114333 IF=4,8, SJR=0.801 (Q1) 

Резюм 

Етнофармакологично значение: Екстрактът от горчиви кайсиеви ядки съдържа широк 

спектър от биологично активни вещества като голямо съдържание има амигдалин – 

цианогенен гликозид. Екстрактът се използва във фармацевтичната индустрия от години 

като съставка на различни лекарства с противовъзпалителни, антимикробни или 

регенеративни свойства. В традиционната медицина горчивите кайсиеви ядки са известни 

като лек за респираторни заболявания и кожни заболявания. Кайсиевите ядки и 

амигдалинът често се предписват за профилактика и лечение на различни заболявания, 

включително колоректален рак. Настоящото изследване има за цел: да оцени фитохимичния 



състав и потенциалния антимутагенен, антирекомбиногенен и антитуморен ефект на 

екстракта от кайсиеви ядки при много ниски концентрации в тестове на базата на клетки от 

дрожди и клетъчни линии на хепатоцелулари и карцином на дебелото черво на бозайници. 

Материали и методи: Фитохимичният анализ е извършен чрез LC-MS профилиране. За 

определяне на количеството на амигдалин в екстракта бяха приложени обратнофазова 

HPLC и UV детекция. Биологичната активност е оценена чрез теста за мутагенност на 

Zimmermann и Ty1 ретротранспозиция. Цитотоксичната/антипролиферативната активност 

на екстракта от кайсиеви ядки е извършена върху четири вида клетъчни линии – HepG2, 

HT-29, BALB/3T3, клонинг A31 и BJ, като се използва стандартният анализ за редукция на 

багрилото MTT. Резултати: Данните разкриват наличието на повече от 1000 съединения и 

4 цианогенни гликозида сред тях – Amygdalin, Deidaclin, Linamarin и Prulaurasin. 

Измерената концентрация на амигдалин е 57,8 μg/ml. Всички концентрации на екстракти 

демонстрират силен антигенотоксичен, антирекомбиногенен, антимутагенен и 

антиканцерогенен ефект при тестове, базирани на клетки от дрожди. Установена е висока 

селективност на действието на екстракта сред различни клетъчни линии на бозайници. 

Установено е, че нормалната клетъчна линия BJ е устойчива на действието на екстракта. 

Установено е, че HepG2 е най-чувствителен към действието на кайсиевите ядки. 

Заключение: Настоящото изследване предоставя първия фитохимичен анализ на български 

горчиви кайсиеви ядки. Докладвани са три нови цианогенни гликозида. Получени са 

доказателства, че екстрактът от кайсиеви ядки в ниски концентрации не е в състояние да 

предизвика някои от събитията, свързани с началните етапи на туморогенезата. Освен това 

се установява висока селективност на действието на екстракта сред различните клетъчни 

линии. Установено е, че най-чувствителната клетъчна линия е HepG2. 

 A B S T R A C T  

Ethnopharmacological relevance: Bitter apricot kernels’ extract contains a broad spectrum of 

biologically active substances with a lot of attention to amygdalin – cyanogenic glycoside. The 

extract has been used in the pharmaceutical industry for years as an ingredient of different 

pharmaceuticals with anti-inflammatory, antimicrobial, or regenerative properties. In traditional 

medicine, the bitter apricot kernels are known as a remedy for respiratory disorders and skin 

diseases. The apricot kernels and amygdalin are often prescribed by practitioners for the prevention 

and treatment of various medical conditions, including colorectal cancer. The present study aims: 

to evaluate the phytochemical composition and the potential antimutagenic, antirecombinogenic, 

and antitumor effect of apricot kernels’ extract at very low concentrations in yeast cell-based tests 

and mammalian hepatocellular and colon carcinoma cell lines. Materials and methods: 

Phytochemical analysis was performed by LC-MS profiling. Reverse-phase HPLC and UV 

detection were applied for the determination of amygdalin quantity in the extract. Biological 

activity was evaluated by Zimmermann’s mutagenicity and Ty1 retrotransposition test. 

Cytotoxic/antiproliferative activity of apricot kernels’ extract was performed on four types of cell 

lines – HepG2, HT-29, BALB/3T3, clone A31, and BJ using the standard MTT-dye reduction assay. 



Results: Data revealed the presence of more than 1000 compounds and 4 cyanogenic glycosides 

among them – Amygdalin, Deidaclin, Linamarin and Prulaurasin. The Amygdalin concentration 

was measured to be 57.8 μg/ml. All extract concentrations demonstrated a strong antigenotoxic, 

antirecombinogenic, antimutagenic, and anticarcinogenic effect in the yeast cell-based tests. High 

selectivity of the extract action is established among different mammalian cell lines. Normal cell 

line BJ is found to be resistant to the extract action. HepG2 was found to be the most sensitive to 

apricot kernels’ action. Conclusion: The present study provides the first phytochemical analysis 

of Bulgarian bitter apricot kernels. Three new cyanogenic glycosides were reported. Evidence is 

obtained that the apricot kernels’ extract at low concentrations is not able to induce some of the 

events related to the initial steps of tumorigenesis. Additionally, a high selectivity of the extract 

action is established among different cell lines. The most sensitive cell line was found to be HepG2. 

 

В.4.5Marinovska P, Todorova T, Tomova A, Pisareva E, Boyadzhiev K, Dimitrov M, Parvanova 

P, Dimitrova M, Chankova S, Petrova V (2022) Saccharomyces cerevisiae yeast cells as a test 

system for assessing Zeocin toxicity. In: Chankova S, Peneva V, Metcheva R, Beltcheva M, 

Vassilev K, Radeva G, Danova K (Eds) Current trends of ecology. BioRisk 17: 105-116. 

https://doi.org/10.3897/biorisk.17.77227  SJR=0.297 Q2 

Резюме 

Притежавайки уникален генетичен механизъм и висока степен на сходство с висши 

еукариоти, дрождите Saccharomyces cerevisiae са удобни за подходяща експериментална 

система за изучаване на начините на химическа токсичност. Настоящото проучване цели , 

за да се изяснят промените във вътреклетъчната редокс хомеостаза и ключовата структура 

на макромолекулите след излагане на Zeocin. Клетъчни популации от логаритмични, 

неподвижни (Q) и неподвижни (NQ) клетки на Saccharomyces cerevisiae BY4741 бяха 

използвани като модел за изследване на цитотоксичния ефект на този радиомиметик. 

Нивата на ендогенни РКВ, окислени липиди, карбонилирани протеини и глутатион бяха 

анализирани след третиране със Zeocin (IC50). Увеличаване на производството на РКВ и 

съответно повишен оксидативен стрес се открива и при трите типа клетъчни популации, 

като най-висока степен се наблюдава при пролифериращите клетки на S. cerevisiae BY4741. 

Реакцията на стрес както на пролифериращите, така и на клетките в стационарна фаза (Q и 

NQ) към Zeocin включваше свръхекспресия на глутатион. Клетките в покой също показват 

много ниска чувствителност на ДНК към висока концентрация на зеоцин (100–300 µg/ml), 

представена като липса на индуцирани двуверижни разкъсвания (ДВР) в макромолекулата. 

Въз основа на нашите изследвания може да се заключи, че клетъчното физиологично 

състояние е критичен фактор, определящ устойчивостта на стрес от околната среда, като Q 

клетките са най-устойчиви. 

 

https://doi.org/10.3897/biorisk.17.77227


Abstract  

Having unique genetic machinery and a high degree of conservation with higher eukaryotes, the 

yeast Saccharomyces cerevisiae is recognised as a smart experimental system for studying the 

modes of chemical toxicity. The present study was undertaken to elucidate the changes in the 

intracellular redox homeostasis and key macromolecule structure following exposure to Zeocin. 

Cell populations of logarithmic, quies cent (Q) and non-quiescent (NQ) cells of Saccharomyces 

cerevisiae BY4741 were used as a model to exam ine the cytotoxic effect of this radiomimetic. The 

levels of endogenous ROS, oxidized lipids, carbonylated proteins, and glutathione were analysed 

after treatment with Zeocin (IC50 ). An increase in ROS produc tion and respectively increased 

oxidative stress was detected in all three types of cell populations, with the highest degree being 

observed in proliferating S. cerevisiae BY4741 cells. The stress response of both proliferating and 

stationary phase (Q and NQ) cells to Zeocin included an overexpression of glutathione. The 

quiescent cells also showed very low DNA susceptibility to high Zeocin concentration (100–300 

µg/ ml), presented as no induced double-strand breaks (DSBs) in the macromolecule. Based on 

our research it could be concluded that the cellular physiological state is a critical factor 

determining the resistance to environmental stress with Q cells being the most robust. 

Г.7.1.Dimov, S. G., Zagorchev, L., Iliev, M., Dekova, T., Ilieva, R., Kitanova,.Dimitrov M, ... & 

Peykov, S. (2021). A Snapshot Picture of the Fungal Composition of Bee Bread in Four Locations 

in Bulgaria, Differing in Anthropogenic Influence. Journal of Fungi, 7(10), 845 

https://doi.org/10.3390/jof7100845 IF=4.2, SJR=0.980 (Q1) 

Резюме 

Информацията за гъбичния състав в пчелния хляб (перга) и ферментационните процеси, за 

които гъбите допринасят значително, е доста оскъдна или откъслечна. В това проучване 

направихме базирано на NGS метагеномно изследване на функционалния гъбичен състав 

на пчелния хляб на четири места в България по време на най-активния период на хранене 

на пчелите в края на юни 2020 г. Местата за вземане на проби бяха избрани така, че да се 

различават значително по отношение на климата условия, ландшафт и антропогенен натиск, 

а платформата Illumina 2 250 беше използвана за метагеномика на ампликони и изследване 

на региона ITS2. Установихме, че някои от вече проученитер полезни гъбични видове 

присъстват в изследваните проби. Въпреки това някои гъбични родове като Monilinia, 

Sclerotinia, Golovinomyces, Toxicocladosporium, Pseudopithomyces, Podosphaera и Septoriella 

са описани за първи път сред доминиращите родове при продукт, от медоносна пчела. 

Антропогенният натиск влияе отрицателно върху гъбичния състав на пчелния хляб по два 

различни начина - градският/промишленият натиск влияе върху присъствието на патогенни 

видове, докато селскостопанският натиск се отразява в намаляване на съотношението на 

полезните гъбички 

 



Abstract 

 Information about the fungal composition of bee bread, and the fermentation processes to which 

the fungi contribute significantly, is rather scarce or fragmentary. In this study, we performed an 

NGS-based metagenomics snapshot picture study of the fungal composition of bee bread in four 

locations in Bulgaria during the most active honeybee foraging period at the end of June 2020. The 

sampling locations were chosen to differ significantly in climatic conditions, landscape, and 

anthropogenic pressure, and the Illumina 2 250 paired-end reads platform was used for amplicon 

metagenomics study of the ITS2 region. We found that some of the already reported canonical 

beneficial core fungal species were present within the studied samples. However, some fungal 

genera such as Monilinia, Sclerotinia, Golovinomyces, Toxicocladosporium, Pseudopithomyces, 

Podosphaera and Septoriella were reported for the first time among the dominant genera for a 

honeybee related product. Anthropogenic pressure negatively influences the fungal composition 

of the bee bread in two different ways—urban/industrial pressure affects the presence of 

pathogenic species, while agricultural pressure is reflected in a decrease of the ratio of the 

beneficial fungi. 

 

Г.7.2. Stamenova, R., Dimitrov, M., Stoycheva, T., Pesheva, M., Venkov, P., & Tsvetkov, T. S. 

(2008). Transposition of Saccharomyces cerevisiae Ty1 retrotransposon is activated by improper 

cryopreservation. Cryobiology, 56(3), 241-247 doi:10.1016/j.cryobiol.2008.03.007 IF=2.3, 

SJR=0.657 (Q2) 

Резюме 

Ретротранспозонът Ty1 при дрождите Saccharomyces cerevisiae, чиято транспозиция на нови 

места в генома на гостоприемника се активира от стресови условия, като излагане на UV 

светлина, рентгенови лъчи, азотен глад. В тази статия предоставяме доказателства, че 

охлаждането за 2 часа при +4 ℃, последвано от замразяване за 1 час при -10 ℃ и 16 часа 

при -20 ℃, също повишава транспозицията на Ty1. Подвижността на Ty1 се индуцира чрез 

охлаждане при бавни темпове(3℃ /min) и натрупването на трехалоза вътре в клетките или 

охлаждането при високи темпове (100 ℃/min) инхибира значително индукцията на 

транспозицията. Индуцирамата от замръзване транспзиция на Ty1 не се наблюдава в 

митохондриални мутанти (rho-) и в клетки с нарушен SCO1 ген (Dsco1 клетки), което 

доказва, че транспозицията на Ty1, индуцирано от охлаждане, зависи от митохондриалното 

окислително фосфорилиране. Открихме също, че индуцираната от замръзване 

транспозиция на Ty1 е свързано с повишен синтез и натрупване на супероксидни аниони 

(O2) в клетките. Натрупване на O2 и активиране на Ty1 транспозиция не се наблюдава след 

охлаждане на клетки с компрометирани митохондриални функции (rho, Dsco1) или в 

клетки, предварително третирани с O2. Направено е заключение, че (i) повишените нива на 

реактивни кислородни видове (РКВ) имат ключова роля в активирането и транспозицията 



на Ty1 ретротранспозон в дрождеви клетки, подложени на замразяване и (ii) като се има 

предвид вредното въздействие на повишените нива на РКВ върху клетките, трябва да се 

вземат специални предпазни мерки, за да се избегне производството и натрупването на РКВ 

по време на процедурите за криоконсервация. 

Abstract  

Ty1 is a retrotransposon of the yeast Saccharomyces cerevisiae whose transposition at new 

locations in the host genome is activated by stress conditions, such as exposure to UV light, X-

rays, nitrogen starvation. In this communication, we supply evidence that cooling for 2 h at +4 ℃ 

followed by freezing for 1 h at -10℃ and 16h at -20℃ also increased Ty1 transposition. The 

mobility of Ty1 was induced by cooling at slow rates (3℃ /min) and the accumulation of trehalose 

inside cells or the cooling at high rates (100℃ / min) inhibited significantly the induction of the 

transposition. The freeze-induced Ty1 transposition did not occur in mitochondrial mutants (rho-) 

and in cells with disrupted SCO1 gene (Dsco1 cells) evidencing that the Ty1 transposition induced 

by cooling depends on the mitochondrial oxidative phosphorylation. We also found that the freeze 

induced Ty1 transposition is associated with increased synthesis and accumulation of superoxide 

anions (O2) into the cells. Accumulation of O2 and activation of Ty1 transposition were not 

observed after cooling of cells with compromised mitochondrial functions (rho, Dsco1), or in cells 

pretreated with O2 scavengers. It is concluded that (i) elevated levels of reactive oxygen species 

(ROS) have a key role in activation the transposition of Ty1 retrotransposon in yeast cells 

undergoing freezing and (ii) given the deleterious effect of increased ROS levels on cells, special 

precautions should be taken to avoid ROS production and accumulation during cryopreservation 

procedures. 

 

Г.7.3. Gyurova, A., Vladimirova, A., Peykov, S., Dimitrov, M., Strateva, T., & Dimov, S. G. 

(2021). Characterization of Enterococcus durans EDD2, a strain from beehives with inhibitory 

activity against Paenibacillus larvae. Journal of Apicultural Research, 1-14 

https://doi.org/10.1080/00218839.2021.1936915 IF=1.4, SJR=0.499 (Q2) 

Резюме 

Това изследване се изолира Enterococcus durans EDD2, който показва силна инхибиторна 

активност срещу Paenibacillus larvae, причинителят на болестта на американския гнилец 

(AFB). Щамът е открит в прясно събрани поленови гранули от четири пчелни кошера в село 

Душанци (област Пирдоп, България) и е определен чрез серия от подходи, включващи 

молекулярни, биохимични и физиологични тестове. Секвенирането на целия геном от 

платформата Illumina HiSeq NGS с 2 x 150 бази сдвоени крайни четения разкрива наличието 

на два клъстъра, съдържащи генетични детерминанти за Enterocin L50A/L50B и Enterocin 

P-подобни бактериоцини, като първите се извършват от хромозомата, докато вторият 

присъства в предполагаем плазмид. E. durans EDD2 също беше подложен на генетични и 



микробиологични тестове за няколко фактора на патогенност и не беше открит нито един. 

Тези резултати, съчетани с факта, че щамът присъства в четири, но не във всички 15 кошера 

в пчелина, предполагат, че това не е резултат от някакво човешко или животинско фекално 

или друг вид замърсяване в съседните полета, а по-скоро се поддържа в микробиомите на 

пчелите и се пренася в поленовите гранули от слюнката на насекомите. Доказано е, че E. 

durans EDD2 притежава силна пробиотична инхибиторна активност срещу P. larvae поради 

производството на бактериоцини. 

Abstract  

In this research, we report the isolation of Enterococcus durans EDD2, which showed strong 

inhibitory activity against Paenibacillus larvae, the causative agent of the American foulbrood 

disease (AFB). The strain was found in freshly col lected pollen granules from four beehives in 

Dushantzi village (Pirdop region, Bulgaria), and was determined by poly phase approach including 

molecular, biochemical, and physiological tests. Whole-genome sequencing by the Illumina HiSeq 

NGS platform with 2 x 150 bases paired-end reads revealed the presence of two contigs containing 

genetic determinants for Enterocin L50A/L50B and Enterocin P-like bacteriocins, the first ones 

being carried out by the chromosome, while the second one being present on a putative plasmid. 

E. durans EDD2 was also subjected to genetic and microbiological tests for several pathogenicity 

factors, and none was found. These results, combined with the fact that the strain was present in 

four, but not all of the 15 beehives in the apiary, suggest that it is not a result from some human or 

animal fecal or other types of contamination in the adjacent fields, but rather it is maintained within 

the bees microbiomes and was transferred to the pollen granules by the insects' saliva. It was 

proven that E. durans EDD2 pos sesses a strong probiotic inhibitory activity against P. larvae due 

to the production of bacteriocins. 

 

Г.7.4.   Pontieri, P., Del Giudice, F., Dimitrov, M. D., Pesheva, M. G., Venkov, P. V., Di Maro, 

A., ... & Pizzolante, G. (2016). Measurement of biological antioxidant activity of seven food-grade 

sorghum hybrids grown in a Mediterranean environment. Australian Journal of Crop Science, 

10(7), 904 DOI: 10.21475/ajcs.2016.10.07.pne18 SJR=0.410 (Q2) 

Резюме 

Соргото е източник на антиоксидантни съединения, включително фенолни киселини, 

флавоноиди и кондензирани танини. В това проучване ние измерихме антиоксидантния 

капацитет на седем хибрида бяло сорго за храна, отгледани в Южна Италия, използвайки 

клетъчно-базиран тест Ty1антиРКВ и химикала 2,2-дифенил-1-пикрилхидразил (DPPH) и 

2,2'-азинобис -(3-етилбензотиазолин-6-сулфонова киселина) (ABTS) анализи. Пробите 

също бяха анализирани за фенолно съдържание. Тестът Ty1antiROS показа, че всички 

хибриди притежават антиоксидантна активност и са ефективни при обезвреждането на 

активните видове ABTS•+, но проявяват слаб DPPH• антирадикален ефект. Освен това, 



всички проби имат подобни стойности за общо фенолно съдържание. Статистическите 

анализи показват положителна корелация между данните за ABTS и DPPH (R = 0,61) и 

слабо положителна корелация между данните за ABTS и Ty1амтиРКВ (R = 0,38). 

Използването както на биологични, така и на химични тестове за оценка на 

антиоксидантния капацитет ни позволява да изберем сортове сорго с висок антиоксидантен 

потенциал, полезни за човешкото здраве. 

Abstract 

 Sorghum is source of antioxidant compounds including phenolic acids, flavonoids and condensed 

tannins. In this study, we measured the antioxidant capacity of seven white food-grade sorghum 

hybrids grown in Southern Italy using the Ty1antiROS cell-based test and the chemical 2,2-

diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) and 2,2'-azinobis-(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonic acid) 

(ABTS) assays. Samples were also analyzed for phenolic contents. Ty1antiROS test showed that 

all hybrids possessed antioxidant activity and were effective in scavenging the ABTS•+ target 

species but they exerted a weak DPPH• antiradical effect. Furthermore, all samples had similar 

values for total phenolic content. Statistical analyses showed a positive correlation between the 

ABTS and DPPH data (R = 0.61) and a weakly positive correlation between the ABTS and 

Ty1antiROS data (R= 0.38). The utilization of both biological and chemical tests for the 

antioxidant capacity evaluation make us able to select varieties of sorghum with high antioxidant 

potential useful to promote human health. 

 

Г.7.5. Peykov, S., Vladimirova, A., Guyrova, A., Dimitrov, M., Strateva, T., & Dimov, S. G. 

(2020). Draft genome sequences of Enterococcus durans EDD2 strain associated with honeybees. 

AIMS Agriculture and Food, 5(2), 288 DOI: 10.3934/agrfood.2020.2.288 IF=1.9, SJR=0.316 (Q2) 

Резюме 

Изследвана е предполагаема геномна последователност с бактериоциден потенциал на щам 

Enterococcus durans EDD2, изолиран от прясно събрани поленови гранули, получени от три 

различни пчелни кошера. Този изолат показва силна инхибиторна активност in vitro срещу 

Paenibacillus larvae ATCC 9545; по този начин последователността на генома, представена 

тук, ще допринесе за по-добро разбиране на неговия защитен потенциал срещу инвазия на 

бактериални патогени, както и за оценката на неговия полезен потенциал за пчелните 

колонии. 

 

 

 



Abstract 

We report the annotated draft genome sequence of Enterococcus durans EDD2 strain isolated from 

freshly collected pollen granules derived from three different beehives. This isolate showed strong 

inhibitory activity in vitro against Paenibacillus larvae ATCC 9545; thus the genome sequence 

presented here will contribute to a better understanding of its protective potential against bacterial 

pathogen invasion, as well as to the assessment of its beneficial potential for the bee colonies. 

 

Г.7.6.  Enchev, P., Zarev, Y., Dakovska, A., Todorova, T., Dimitrov, M., Rivera-Mondragón, A., 

Ionkova, I. Pentacyclic triterpenoids from the leaves of Cecropia longipes. (2024)Pharmacia 71: 

1–8 DOI 10.3897/pharmacia.71.e134276 IF=1.1, SJR=0.244 (Q2) 

Резюме 

Родът Cecropia (Urticaceae) включва 61 дървесни вида, срещащи се предимно в 

тропическите гори от Мексико до Южна Америка, включително Аржентина, Бразилия, 

Парагвай и Панама. Тези видове са недостатъчно проучени, като повечето проучвания се 

фокусират върху фенолни производни на екстракти от листа. Традиционно видовете 

Cecropia се използват за лечение на заболявания като астма, бронхит и диабет. Това 

изследване се фокусира върху недостатъчно проучения вид C. longipes от Панама, с цел да 

анализира тритерпеновите производни в листата му. Чрез серия от хроматографски 

разделяния и пречиствания бяха изолирани три пентациклични тритерпеноиди. С помощта 

на 1D и 2D NMR експерименти и HRESI-MS анализ бяха идентифицирани следните 

съединения: 19α хидроксиазиатична киселина, 1α,3β,23-трихидроксиолеан-12-ен-28-ова 

киселина и розамултинова киселина. Тези съединения са изолирани за първи път от C. 

longipes и род Cecropia. Тестовете за генотоксичност, използващи S. cerevisiae, показват, че 

две съединения показват генотоксична активност при всички концентрации. За 19α 

хидроксиазиатната киселина се наблюдава генотоксичен потенциал при по-високи 

концентрации, несвързани с оксидативния стрес, което предполага други механизми. 

Abstract  

The genus Cecropia (Urticaceae) comprises 61 tree species primarily found in tropical rainforests 

from Mexico to South America, including Argentina, Brazil, Paraguay, and Panama. These species 

are under-researched, with most studies focusing on phenolic derivatives from leaf extracts. 

Traditionally, Cecropia species are used to treat ailments such as asthma, bronchitis, and diabetes. 

This study focuses on the underexplored species C. longipes from Panama, aiming to analyze 

triterpene derivatives in its leaves. Through a series of chromatographic separations and 

purifications, three pentacyclic triterpenoids were isolated. Using 1D and 2D NMR experiments 

and HRESI-MS analysis, the following compounds were identified: 19α hydroxyasiatic acid, 

1α,3β,23-trihydroxyolean-12-en-28-oic acid, and rosamultic acid. These compounds were isolated 



for the first time from C. longipes and the genus Cecropia. Genotoxicity tests using S. cerevisiae 

revealed that two compounds exhibited genotoxic activity at all concentrations. For 19α 

hydroxyasiatic acid, genotoxic potential was observed at higher concentrations, unrelated to 

oxidative stress, suggesting other mechanisms. 

 

Г.7.7. Todorova TI, Parvanova PN, Boyadzhiev KP, Dimitrov MD, Chankova SG (2023) 

Genotype differences towards lead chloride harmful action. In: Chankova S, Danova K, Beltcheva 

M, Radeva G, Petrova V, Vassilev K (Eds) Actual problems of Ecology. BioRisk 20: 37–57. 

https://doi.org/10.3897/biorisk.20.97598 , SJR=0.254 (Q3) 

Резюме 

Целта на изследването беше да хвърли повече светлина върху начина на действие на PbCl2 

(MoA) в зависимост от генотипа чрез използване на три моделни организма с 

микробиологични, биохимични и молекулярни подходи. Използвани са три моделни 

системи – Chlamydomonas reinhardtii щам 137C – див тип (WT), Saccharomyces cerevisiae 

щам D7ts1 и Pisum sativum L. култивар Ran1 и две експериментални схеми – краткосрочно 

и дългосрочно третиране. C. reinhardtii и S. cerevisiae клетъчни суспензии (1 × 106 

клетки/ml) в края на експоненциалната и началото на стационарна фаза на растеж бяха 

третирани с различни концентрации на PbCl2 (0.45–3.6 mM) в продължение на 2 часа. По-

ниски концентрации на PbCl2 (0,03–0,22 mM) също са тествани върху C. reinhardtii 137C. 

Краткосрочно третиране до 2 дни с концентрации на PbCl2 в диапазона от 0,45–3,6 mM и 

дългосрочно третиране до 10 дни с концентрации в диапазона 0,45–2,7 mM беше извършено 

върху P. sativum L. семена и растения, съответно. Дългосрочно третиране с концентрация 

на PbCl2 от 3,6 mM не е тествано поради много силния токсичен ефект (смърт на 

растенията). Използвани са следните крайни концентрации– за C. reinhardtii: клетъчно 

преживяване, „видими“ мутации, двуверижни скъсвания на ДНК (ДВР), МДА, 

вътреклетъчни пероксиди (H2O2) и фотосинтетични пигменти; за S. cerevisiae – клетъчно 

преживяване, генна конверсия, обратна мутация, митотичен кросинговър, DSB, 

супероксидни аниони, МДАи глутатион (GSH); P. sativum L. – покълване и дължина на 

корена (краткотрайно третиране), прооксидативни маркери –МДА, H2O2 и фотосинтетични 

пигменти (продължително третиране). Разликите в генотипа между C. reinhardtii (0,047 mM) 

и S. cerevisiae (1,66 mM) се наблюдават от: концентрации, предизвикващи 50% смъртност 

(LD50) и индукция на ДВР. Обратно, не е открит мутагенен ефект и за двата едноклетъчни 

тестови модела. Лек токсичен капацитет на PbCl2, измерен като инхибиране на 

кълняемостта на семената на Pisum sativum L. и около 20% намаляване на дължината на 

корена, се открива след третиране с концентрации, равни или по-високи от 1,8 mM. 

Разнообразието от реакции на стрес между двата тестови модела на растения беше 

демонстрирано чрез сравняване на МДАи H2O2. Зависимо от дозата увеличение на нивата 

на H2O2 и незначително увеличение на нивата на МДА (около 9–15%) са измерени, когато 

https://doi.org/10.3897/biorisk.20.97598


клетките на C. reinhardtii са третирани с концентрации в диапазона от LD20 LD80 (0,03–0,11 

mM). Анализирайки кинетиката на MDA и H2O2 в грахови листа, най-изразен ефект на 

концентрация е показан за 2,7 mM. Намаляване на фотосинтезиращите пигменти беше 

установено в двата експериментални плана – краткосрочно при C. reinhardtii и дългосрочно 

при третиране с P. sativum. Прооксидативният потенциал също е доказан в S. cerevisiae въз 

основа на повишени нива на МДА и супероксидни аниони и намален GSH. Получава се 

нова информация, че PbCl2 може да повлияе на ДНК молекулата и фотосинтетичните 

пигменти чрез индукция на оксидативен стрес. Нашето проучване разкри, че степента на 

реакция на стрес към PbCl2 е специфична за генотипа. Нашето откритие, че Chlamydomonas 

reinhardtii е чувствителна тестова система към PbCl2, допринася за добри стратегии за 

разкриване на много ниски нива на присъстващи замърсители. Това е първият доклад, 

доколкото знаем, потвърждаващ, че PbCl2 може да индуцира ДВР в Chlamydomonas 

reinhardtii и Saccharomyces cerevisiae. 

Abstract  

The aim of the study was to throw more light on the PbCl2 mode of action (MoA) depending on 

the genotype by the application of three model organisms and microbiological, biochemical, and 

molecular approaches. Three model systems – Chlamydomonas reinhardtii strain 137C – wild type 

(WT), Saccharomyces cerevisiae strain D7ts1, and Pisum sativum L. cultivar Ran1 and two 

experimental schemes – short- and long-term treatments were used. C. reinhardtii and S. cerevisiae 

cell suspensions (1×106 cells/ml) at the end of the exponential and the beginning of a stationary 

phase of growth were treated with various PbCl2 concentrations (0.45–3.6 mM) for 2 hours. Lower 

PbCl2 concentrations (0.03–0.22 mM) were also tested on C. reinhardtii 137C. Short-term 

treatment for up to 2 days with PbCl2 concentrations in the range of 0.45–3.6 mM and long-term 

treatment for up to 10 days with concentrations in the range of 0.45–2.7 mM was performed on P. 

sativum L. seeds and plants, respectively. Long-term treatment with a PbCl2 concentration of 3.6 

mM was not tested because of the very strong toxic effect (plant death). The following endpoints 

were used – for C. reinhardtii: cell survival, “visible” mutations, DNA double-strand breaks 

(DSBs), malondialdehyde (MDA), intracellular peroxides (H2O2 ), and photosynthetic pigments; 

for S. cerevisiae – cell survival, gene conversion, reverse mutation, mitotic crossing-over, DSBs, 

superoxide anions, MDA and glutathione (GSH); P. sativum L. – germination and root length 

(short-term treat ment), pro-oxidative markers – MDA, H2O2 and photosynthetic pigments (long-

term treatment). Genotype differences between C. reinhardtii (0.047 mM) and S. cerevisiae (1.66 

mM) were observed by two endpoints: concentrations inducing 50% lethality (LD50) and DSB 

induction. By contrast, no mutagenic effect was found for both unicellular test models. A slight 

toxic capacity of PbCl2, measured as inhibition of Pisum sativum L. seed germination and around 

20% root length reduction was revealed after the treatment with concentrations equal to or higher 

than 1.8 mM. The variety of stress responses between the two plant test models was demonstrated 

by comparing MDA and H2O2. A dose-dependent increase in H2 O2 levels and a minor increase 

of MDA levels (around 9–15%) were measured when C. reinhardtii cells were treated with 



concentrations in the range of LD20 LD80 (0.03–0.11 mM). Analyzing the kinetics of MDA and 

H2O2 in pea leaves, the most pronounced effect of concentration was shown for 2.7 mM. A 

decrease in the photosynthetic pigments was detected in the two experimental designs – short-term 

on C. reinhardtii and long-term on P. sativum treatments. The pro-oxidative potential was also 

proven in S. cerevisiae based on increased levels of MDA and superoxide anions and decreased 

GSH. New information is gained that PbCl2 can affect the DNA molecule and photosynthetic 

pigments via induction of oxidative stress. Our study revealed that the magnitude of stress response 

towards PbCl2 is genotype-specific. Our finding that Chlamydomonas reinhardtii is a sensitive test 

system towards PbCl2 contributes to good strategies for revealing very low levels of contaminants 

present chronically in main environmental matrices. This is the first report, as far as we know, 

affirming that PbCl2 can induce DSBs in Chlamydomonas reinhardtii and Saccharomyces 

cerevisiae. 

 

Г.7.8.  Dimov, S. G., Guyrova, A., Vladimirova, A., Dimitrov, M., Peykov, S., & Strateva, T. 

(2020). WGS-based characterization of the potentially beneficial Enterococcus faecium EFD from 

a beehive. Molecular Biology Reports, 47(8), 6445-6449 DOI: 10.1007/s11033-020-05663-5 

IF=2,6, SJR=0.532 (Q3) 

Резюме 

В наши дни, поради потенциалното им приложение като пробиотици за хора или животни, 

много полезни млечнокисели бактерии са изолирани от различни природни среди. Те 

включват представителите на рода Enterococcus - доста специфични поради двусмисления 

си характер, вариращи от патогени до пробиотични щамове. В нашата работа ние 

представяме базиран на секвениране на целия геном (WGS) подход за оценка на потенциала 

на произвеждащите бактериоцин Enterococcus изолати от пчелни кошери да служат като 

естествени бариери срещу бактериални инфекции, при медоносните пчели. Потенциални 

Enterococcus spp. изолати от поленови гранули бяха тествани с тест за дифузия в ямки за 

активност на бактериоцин срещу Paenibacillus larvae, причинителя на болестта на 

американския гнилец (АГ). Два от тях дадоха положителни резултати и бяха определени на 

видово ниво чрез секвениране на 16S rRNA гени. След това те бяха подложени на WGS с 

помощта на платформата Illumina HiSeq. Получените необработени четения на данни бяха 

обработени и допълнително анализирани чрез използване само на свободно достъпни уеб 

базирани база данни (тръбопроводът Shovill, QUAST, BAGEL4, ResFinder, VirulenceFinder 

и PlasmidFinder). Анализът показа, че и двата представляват клонално идентични изолати 

от един и същ щам. Този специфичен щам е наречен Enterococcus faecium EFD и е 

генотипизиран от сървъра MLST-2.0. Пет гена на бактериоцин бяха открити в сглобения 

геном, предоставяйки възможно обяснение за антимикробните свойства на изолата. 

Протеиновата природа на инхибиторния/ите агент/и беше потвърдена чрез третиране с 

протеиназа К. Не бяха открити детерминанти на резистентност за клинично важни 



антибиотици и функционални гени на вирулентен фактор. Биоинформационните анализи 

на ДНК последователност предполагат, че E. faecium EFD не е патогенен. Наблюдението, 

че E. faecium EFD присъства в повече от един от кошерите в пчелина, предполага, че E. 

faecium EFD е там като част от нормалната микробиота на кошера. Това откритие, в 

комбинация с неговата антибактериална активност срещу P. larvae, подчертава този нов 

изолат като потенциален естествен агент срещу AFB. Освен това подходът, базиран на 

WGS, докладван тук, се оказа много ефективен от гледна точка на разходите и времето за 

скрининг на приложимостта на нови про- и пребиотични щамове Enterococcus като средства 

за защита на пчелните колонии. 

Abstract  

 Nowadays, due to their potential application as probiotics for humans or animals, many beneficial 

lactic acid bacteria have been isolated from different natural environments. These include members 

of the genus Enterococcus - quite specific due to their ambiguous nature, varying from pathogens 

to probiotics. In our work we present a whole-genome sequencing (WGS) based approach for 

assessing the potential of bacteriocin-producing Enterococcus isolates from beehives to serve as 

natural preserving agents against bacterial infections associated with honeybees. Potential 

Enterococcus spp. isolates from pollen granules were tested with the well diffusion assay for 

bacteriocin activity against Paenibacillus larvae, the causative agent of the American foulbrood 

disease (AFB). Two of them gave positive results and were determined at species level by 16S 

rRNA genes sequencing. They were then subjected to WGS using the Illumina HiSeq platform. 

The resulting raw data reads were processed and further analyzed by using only freely available 

web-based tools (the Shovill pipeline, QUAST, BAGEL4, ResFinder, VirulenceFinder and 

PlasmidFinder). The analysis revealed that both of them represent clonally identical isolates of the 

same strain. This specific strain was named Enterococcus faecium EFD, and was genotyped by 

the MLST-2.0 Server. Five bacteriocin genes were found in the assembled genome, providing a 

possible explanation for the antimicrobial proper ties of the isolate. The protein nature of the 

inhibitory agent/s was confirmed by treatment with proteinase K. No resistance determinants for 

clinically important antibiotics and functional virulence factor genes were detected. The 

bioinformatic analyses of the draft genome sequence suggest that E. faecium EFD is not 

pathogenic.The observation that E. faecium EFD was present within more than one of the beehives 

in the apiary proposes the idea that E. faecium EFD is there as a part of the normal beehive 

microbiota. This finding, in combination with its antibacterial activity against P. larvae, highlights 

this novel isolate as a potential natural preserving agent against AFB. Furthermore, the WGS-

based approach reported here proved to be very cost- and time- efficient, for screening the 

applicability of new pro- and prebiotic Enterococcus strains as beehive protection agents. 

 



Г.7.9.   Aleksandrova, V., Chikov, G., Velikova, G., Dimitrov, M., & Dimov, S. G. (2013). In 

vivo antioxidant activity evaluation of peptides produced during the fermentation of yoghourt-like 

dairy products. Bulg J Agri Sci, 19, 97-100 SJR=0.162 (Q3) 

Резюме 

Колекция от няколко десетки щама Lactobacillus, принадлежащи към различни видове, е 

скранирана за протеолитична активност чрез електрофореза с полиакриламиден гел по 

време на култивиране в обезмаслено мляко (данните не са показани). Четири Lb. delbrueckii 

щамове са избрани въз основа на тяхната добра протеолитична активност. Всички те 

принадлежат към подвидовете bulgaricus и lactis и бяха използвани в комбинация с 

търговската закваска за кисело мляко LBB BY D4 („Ел Би Булгарикум” АД, София, 

България) за производството на подобни на кисело мляко млечни продукти, които бяха 

допълнително анализирани за in vivo антиоксидантна активност, причинена от пептидите, 

получени по време на ферментацията на млечните протеини. Беше установено, че 

концентрацията на реактивни кислородни видове (РКВ) в живите клетки на дрождите 

(използвани като индикатор за теста) е по-ниска, когато се третират с проби, получени от 

комбинирани закваски, в сравнение само с търговската закваска. Наблюдавани са също 

разлики между щамовете, което предполага, че различните щамове притежават различни 

нива на пробиотични антиоксидантни свойства in vivo. Доколкото е известно на авторите, 

това е първото изследване на антиоксидантната активност на протеина на ферментиралото 

мляко, използвайки in vivo система за тестване. 

Abstract 

A collection of few dozens Lactobacillus strains belonging to different species was previously 

screened for proteolytic activity by polyacrylamide gel electrophoresis during cultivation in skim 

milk (data not shown). Four Lb. delbrueckii strains were selected based on their good proteolytic 

activity. They all belonged to the subspecies bulgaricus and lactis, and were used in combination 

with the commercial yoghourt starter LBB BY D4 (“LB Bulgaricum” PLC, Sofi a, Bulgaria) for 

the production of yoghourt-like dairy products, which were further analyzed for in vivo antioxidant 

activity caused by the peptides obtained during the fermentation of the milk proteins. It was found 

that the concentration of the reactive oxygen species (ROS) within living yeast cells (used as 

indicator for the test) was lower when treated with samples obtained by the combined starters in 

comparison with the commercial starter only. Differences between the strains were also observed, 

thus suggesting that different strains possess different levels of probiotic antioxidant properties in 

vivo. To the authors knowledge this is the first study of the antioxidant activity of the fermented 

milk protein using an in vivo testing system. 

 

 



Г.7.10.Tsvetelina Velikova,Issa El Kaouri,Konstantina Bakopoulou,Milena Gulinac,Kremena 

Naydenova, Martin Dimitrov, Milena Peruhova,  Snezhina Lazova. Mucosal Immunity and 

Trained Innate Immunity of the Gut.Gastroenterol.Insights 2024, 15(3),661-

675; https://doi.org/10.3390/gastroent15030048 - 2 Aug 2024 IF=1.5, SJR=0.425 (Q3) 

Резюме 

Мукозният имунитет и вродения имунитет на червата играят основна роля в поддържането 

на чревната хомеостаза и защитата срещу микробни патогени. Тозова проучване предоставя 

преглед на механизмите, лежащи в основата на мукозния имунитет и концепцията за вроден 

имунитет в червата. Анализирайки, взаимодействието между чревната микробиота и 

имунната система на гостоприемника, подчертавайки ролята на епителните клетки, 

дендритните клетки и лимфоидни клетки, както и концепцията за вроден имунитет и 

неговата роля за поддържане или смекчаване на възпалението на червата. Ние също така 

анализираме настоящите модели за изследване на мукозния имунитет, техните ограничения 

и как могат да бъдат преодолени. Освен това, ние изследваме потенциалните терапевтични 

последици от модулирането на мукозния имунитет и вродения имунитет при стомашно-

чревни заболявания. Само чрез изясняване на механизмите, лежащи в основата на мукозния 

имунитет и концепцията за вродения имунитет, могат да бъдат приложени иновативни 

подходи за модулиране на имунните отговори и възстановяване на чревната хомеостаза в 

контекста на стомашно-чревните разстройства. 

Abstract 

Mucosal immunity and trained innateimmunity of the gut play a pivotal role in maintaining 

intestinal homeostasis and defending against microbial pathogens. This review provides an 

overview of the mechanisms underlying mucosal immunity and the concept of trained innate 

immunity in the gut. We discuss the interaction between gut microbiota and the host immune 

system, highlighting the role of epithelial cells, dendritic cells, and innate lymphoid cells, as well 

as the novel concept of trained innate immunity and its role in perpetuating or attenuating gut 

inflammation. We also comment on the current models for investigating mucosal immunity, their 

limitations, and how they can be overcome. Additionally, we explore the potential therapeutic 

implications of modulating mucosal immunity and trained innate immunity in gastrointestinal 

diseases. Only by elucidating the mechanisms underlying mucosal immunity and the concept of 

trained innate immunity, innovative approaches to modulate immune responses and restore 

intestinal homeostasis in the context of gastrointestinal disorders could be implemented. 
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Г.7.11.Dimitrova, M, Miteva, D, Todorova, T, Parvanova, P, Yovkova, M, Dimitrov, M., 

Chankova, S. DNA-repair deficient strains Chlamydomonas reinhardtii as good tools for 

environmental toxicology. Comptes rendus de l’Académie bulgare des Sciences, 2022, 75, 2, 223-

229 DOI: 10.7546/CRABS.2022.02.07 IF=0,3, SJR=0.182 (Q3) 

Резюме 

Целта на настоящото изследване беше да се сравни реакцията на стрес на щамове 

Chlamydomonas reinhardtii с различна способност на ДНК-репарация, третирани със зеоцин 

за да се разработи набор от методи за определяне на ниски нива на ксенобиотици. Четири 

генотипа C. reinhardtii – 137C (див тип); CW15 (без клетъчна стена); UVS-10 (дефицит на 

рекомбинация-възстановяване); Бяха приложени UVS-14 (дефицит на поправка на 

несъответствие) и различни крайни точки – тест за преживяемост на микроколонии, 

количества малондиалдехид (МДА) и вътреклетъчен H2O2, съдържание на каротеноиди, 

индукция на двойноверижни разкъсвания на ДНК (ДВРи). Въз основа на клетъчното 

преживяване щамовете могат да бъдат подредени, както следва: WT > CW > UVS10 ~ 

UVS14. Най-силният оксидативен стрес, измерен като най-високото съдържание на MDA и 

H2O2, беше определен за UVS-14 генотип. Най-голямото количество индуцирани DSBs 

беше определено след третиране със зеоцин с ниски дози (2–10 µg/ml) за UVS-10 генотип 

(P <0,01). Въз основа на докладваните данни се предлага краткотраен биоанализ, базиран 

на C. reinhardtii с генотипове с неспособност на възстановяване на ДНК, за успешно 

използване при скрининг за генотоксичност на ниски дози ксенобиотици – анализ на 

микроколонии и на двата щама (UVS-10 и UVS -14); измерване на кинетиката на 

съдържанието на МДА и H2O2 на щам UVS-14 и първично индуцирани нива на ДВРи на 

щам UVS-10. 

Abstract  

The aim of the present study was to compare stress response of Chlamydomonas reinhardtii strains 

with different DNA repair capability to zeocin in order to develop a set of endpoints for the 

revealing of very low levels of xenobiotics. Four C. reinhardtii genotypes– 137C (wild type); 

CW15 (cell-wall less); UVS-10 (recombination-repair deficient); UVS-14 (mismatch-repair 

deficient) and different endpoints were applied– micro-colonies survival assay, malondialdehyde 

(MDA) and intracellular H2O2 quantities, carotenoids con tent, double-strand DNA breaks (DSBs) 

induction. Based on the cell survival, strains could be arranged as follows: WT > CW > UVS10 ∼ 

UVS14. The strongest oxidative stress, measured as the highest MDA and H2O2 contents, was 

evaluated for UVS-14 genotype. The highest quantity of DSBs induced was measured after zeocin 

treatment with low doses (2–10 µg/ml) for UVS-10 genotype (P < 0.01). Based on the data 

reported, a short-term bioassay based on C. reinhardtii with DNA repair-deficient genotypes is 

proposed to be successfully used in genotoxicity screening of low doses xenobiotics– micro-

colonies assay on both strains (UVS-10 and UVS-14); measurement of the kinetics of MDA and 

H2O2 content on strain UVS-14, and primary induced DSBs levels on strain UVS-10. 



Г.7.12.  Todorova, T, Parvanova, P, Çavuş, H, Yovkova, M, Dimitrova, M, Mohafrash, S, Mossa, 

AT, Boyadzhiev, K, Dimitrov, M., Chankova, S. Set of tests for chlorpyrifos toxicity screening. 

Ecologia Balkanica, 2020, 227-238 http://eb.bio.uni-plovdiv.bg Union of Scientists in Bulgaria – 

Plovdiv University of Plovdiv Publishing House SJR=0.144 (Q4) 

Резюме 

В настоящото изследване е предложен набор от тестови системи за скрининг на 

хлорпирифос. Това включва Myzus persicae, плъхове, Chlamydomonas reinhardtii и 

Saccharomyces cerevisiae, като се отчита: смъртност на листни въшки; митотичен индекс; 

хромозомни аберации и микроядра при плъхове; спот тест, клонален анализ, индукция на 

супероксидни аниони, тест на Цимерман, тест на „видими” мутантни колонии, CFGE върху 

микроводорасли и дрожди. Целта на настоящото изследване беше да се оцени надеждността 

на предложения от нас набор от тестови системи за скрининг на токсичност на 

хлорпирифос. Третирането с хлорпирифос (CPF) беше за 5 секунди с концентрации в 

диапазона: 5 10000ppm върху листни въшки; 25.6ppm върху плъхове; за 30 минути с 6,5 до 

100 ppm върху Chlamydomonas reinhardtii и 100 – 10 000 ppm върху Saccharomyces 

cerevisiae. Установена е дозозависима смъртност на листните въшки. Освен това при 

плъхове са измерени 2-кратно намаление на митотичния индекс, около 7-кратно увеличение 

на хромозомните аберации и около 4-кратно увеличение на общия брой микроядрени 

полихроматични еритроцити. Изчислени са стойностите на LD50 за листни въшки, 

Chlamydomonas reinhardtii и Saccharomyces cerevisiae - съответно 31.5, 36.56 и 66.05 ppm. 

Мутагенният потенциал се изразява главно в ниски размери и пигментни мутации в 

Chlamydomonas reinhardtii и обратни точкови мутации в Saccharomyces cerevisiae. Намерена 

е корелация между рекомбиногенната и прооксидантната активност на CPF в дрождите. 

Цитотоксичната, увреждащата ДНК и мутагенната активност не следват модела доза-

отговор при дрожди. Въз основа на нашите данни, CPF притежава кластогенен ефект върху 

плъхове и прооксидативен, цитотоксичен и рекомбиногенен ефект върху Saccharomyces 

cerevisiae. Установено е, че листните въшки и Chlamydomonas reinhardtii са най-податливи 

на CPF. Експериментални доказателства в подкрепа на предположението, че CPF уврежда 

фотосинтетичните пигменти и ДНК на хлоропластите във водораслите. Може да се 

заключи, че прилагането на предложения набор от тестови системи може да предостави 

кратка информация относно генотоксичността на хлорпирифос. 

Abstract 

 A set of test systems/endpoints for chlorpyrifos screening has been proposed in the present 

research. The set includes Myzus persicae, rats, Chlamydomonas reinhardtii and Saccharomyces 

cerevisiae, and several endpoints: aphids’ mortality; mitotic index; chromosomal aberrations and 

micronuclei on rats; spot-test, clonal assay, induction of superoxide anions, Zimmermannʹs test, 

test of “visible” mutant colonies, CFGE on microalgae and yeast. The aim of the present study was 

to evaluate the reliability of the proposed by us set of test systems/endpoints for chlorpyrifos 

http://eb.bio.uni-plovdiv.bg/


toxicity screening. Chlorpyrifos (CPF) treatment was for 5 sec with concentrations in the range: 5 

10000ppm on aphids; 25.6ppm on rats; for 30 min with 6.5 to 100ppm on Chlamydomonas 

reinhardtii and 100 – 10000ppm on Saccharomyces cerevisiae. Dose-dependent mortality of 

aphids was found. Further, a 2-fold reduction in the mitotic index, about 7-fold increase in 

chromosomal aberrations, and about 4-fold increase in the total number of micronucleated 

polychromatic erythrocytes were measured in rats. The LD50 values for aphids, Chlamydomonas 

reinhardtii and Saccharomyces cerevisiae were calculated - 31.5, 36.56 and 66.05 ppm, 

respectively. The mutagenic potential was expressed mainly of low size and pigment mutations in 

Chlamydomonas reinhardtii, and reverse point mutations in Saccharomyces cerevisiae. A 

correlation between the recombinogenic and pro-oxidant activity of CPF in yeast was found. The 

cytotoxic, DNA damaging and mutagenic activity did not follow the dose response model in yeast. 

Based on our data, CPF possesses clastogenic effect on rats, and pro-oxidative, cytotoxic and 

recombinogenic effect on Saccharomyces cerevisiae. Aphids and Chlamydomonas reinhardtii are 

found to be the most susceptible to CPF. Experimental evidence supporting the suggestion that 

CPF damages photosynthetic pigments and chloroplasts DNA in algae. It could be concluded that 

the application of the proposed set of test systems/endpoints could provide concise information 

concerning the genotoxicity of chlorpyrifos. 
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