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Abstract 

The combined unique properties offered by organic and inorganic constituents within a single material 

on a nanoscale level make nanocomposites attractive for the next generation of biocompatible materials. 

The composite materials of the detonation nanodiamond/polymer type possess spatial organization of 

components with new structural features and physical properties, as well as complex functions due to 

the strong synergistic effects between the nanoparticles and the polymer. The plasma polymerization 

(PP) method was chosen to obtain composites of silicon-based polymers, in which detonation generated 

nanodiamond (DND) particles were incorporated. The composite layers are homogeneous, chemically 

resistant, thermally and mechanically stable, thus allowing a large amount of biological components to 

be loaded onto their surface and to be used in tissue engineering, regenerative medicine, implants, stents, 

biosensors and other medical and biological devices. Mesenchymal stem cells (MSCs) are the main 

focus of research in regenerative medicine due to their extraordinary potential to differentiate into 

different kinds of cells including osteoblasts, which are needed for various bone disease treatments. 

However, for optimal usage of MSCs knowledge about the factors that influence their initial distribution 

in the human system, tissue-specific activation and afterwards differentiation into osteoblasts is 

required. In recent studies it was found that one of these factors is the elasticity of the substrates. The 

choice of the proper material which specifically guides the differentiation of stem cells even in the 

absence of growth factors is very important when building modern strategy for bone regeneration. One 

of the reasons for there not being many studies in this area worldwide is the lack of suitable biomaterials 

which support these kinds of experiments. The goal of this study is to create substrates suitable for cell 

culture with a range of mechanical properties (namely elasticity and hardness) using composite layers 

(PPHMDS-DND) of plasma polymerized (PP) hexamethyldisiloxane (HMDS) and detonation generated 

nanodiamond (DND). The samples' elastic modulae and hardness were measured by CSM Ultra 

Nanoindentation Tester. 

Резюме 

Комбинирането на уникалните свойства на органични и неорганични съставки в рамките на един 

материал на наноразмерно ниво, правят нанокомпозитите привлекателни за следващо поколение 

биосъвместими материали. Композитните материали от детонационния нанодиамонд/полимер 

имат пространствена организация на компоненти с нови структурни характеристики и физични 

свойства, както и сложни функции поради силните синергични ефекти между наночастиците и 

полимера. Методът на плазмената полимеризация (PP) е избран за получаване на композити от 

полимери на базата на силиций, в които са включени детонационни нанодиамантени частици 

(DND). Композитните слоеве са хомогенни, химически устойчиви, термично и механично 



стабилни, като по този начин позволяват голямо количество биологични компоненти да се 

зареждат на тяхната повърхност и да се използват в тъканното инженерство, регенеративната 

медицина, имплантите, стентовете, биосензорите и други медицински и биологични устройства. 

Мезенхимните стволови клетки (MSCs) са основният фокус на изследванията в регенеративната 

медицина поради изключителния им потенциал да се диференцират в различни видове клетки, 

включително остеобласти, които са необходими за различни терапии на костните увреждания. 

За оптималното използване на MSC, обаче, е нужно разбиране на факторите, които влияят на 

първоначалното им разпределение в човешкия организъм, тъканино-специфично активиране и 

последваща остеобластна диференциация. В последните проучвания беше установено, че един 

от тези фактори е еластичността на субстратите. Изборът на правилния материал, който насочва 

диференциацията на стволовите клетки дори при липса на растежни фактори, е много важен при 

изграждането на съвременна стратегия за регенерация на костите. Една от причините да няма 

много проучвания в тази област по целия свят е липсата на подходящи биоматериали, които да 

обслужват тези видове експерименти. Целта на това проучване е да се създадат субстрати, 

подходящи за клетъчно култивиране с редица механични свойства (а именно еластичност и 

твърдост), използвайки композитни слоеве (PPHMDS-DND) на плазмения полимеризиран (PP) 

хексаметилдисилоксан (HMDS) и детонационни нанодиамантени (DND). Еластичните модули и 

твърдост на пробите се измерват чрез тестер за наноиндикация на CSM. 

2. Keremidarska M., Radeva E., Eleršič K., Igli A., Pramatarova L., Krasteva N. 2014. Plasma 

deposited composite coatings to control biological response of osteoblast-like MG-63 cells. 

Journal of Physics: Conference Series 2014, SJR=0.264 

Abstract 

The successful osseointegration of a bone implant is greatly dependent on its ability to support cellular 

adhesion and functions. Deposition of thin composite coatings onto the implant surface is a promising 

approach to improve interactions with cells without compromising implant bulk properties. In this 

work, we have developed composite coatings, based on hexamethyldisiloxane (HMDS) and detonation 

nanodiamond (DND) particles and have studied adhesion, growth and function of osteoblast-like MG-

63 cells. PPHMDS/DND composites are of interest for orthopedics because they combine superior 

mechanical properties and good biocompatibility of DND with high adherence of HMDS to different 

substrata including glass, metals and plastics. We have used two approaches of the implementation of 

DND particles into a polymer matrix: pre-mixture of both components followed by plasma 

polymerization and layer-by-layer deposition of HMDS and DND particles and found that the 

deposition approach affects significantly the surface properties of the resulting layers and cell 

behaviour. The composite, prepared by subsequent deposition of monomer and DND particles was 

hydrophilic, with a rougher surface and MG-63 cells demonstrated better spreading, growth and 

function compared to the other composite which was hydrophobic with a smooth surface similarly to 

unmodified polymer. Thus, by varying the deposition approach, different PPHMDS/DND composite 

coatings, enhancing or inhibiting osteoblast adhesion and functions, can be obtained. In addition, the 

effect of fibronectin pre-adsorption was studied and was found to increase greatly MG-63 cell 

spreading. 

Резюме 

Успешната остеоинтеграция на костен имплант зависи до голяма степен от способността му да 

поддържа клетъчната адхезия и функции. Отлагането на тънки композитни покрития върху 

повърхността на импланта е обещаващ подход за подобряване на взаимодействията с клетките, 

без да се компрометират обемните свойства на импланта. В тази работа ние разработихме 

композитни покрития на базата на хексаметилдисилоксан (HMDS) и детонационни 

нанодиамантени (DND) частици и проучихме адхезията, растежа и функцията на подобни на 

остеобласти MG-63 клетки. Композитите PPHMDS/DND представляват интерес за ортопедията, 



защото съчетават превъзходните механични свойства и добрата биосъвместимост на DND с 

висока адхезивност на HMDS към различни субстрати, включително стъкло, метали и 

пластмаси. Използвахме два подхода за внедряване на частици DND в полимерната матрица: 

предварително смесване на двата компонента, последвано от плазмена полимеризация и 

отлагане слой по слой на частици HMDS и DND и установихме, че подходът на отлагане влияе 

значително на повърхностните свойства на получените слоеве и поведението на клетките. 

Композитът, приготвен чрез последващо отлагане на мономер и частици DND, беше 

хидрофилен, с по-грапава повърхност и клетките MG-63 демонстрираха по-добро 

разпространение, растеж и функция в сравнение с другия композит, който беше хидрофобен, с 

гладка повърхност, подобно на немодифицирания полимер. По този начин, чрез промяна на 

подхода на отлагане, могат да се получат различни PPHMDS/DND композитни покрития, 

подобряващи или инхибиращи адхезията и функциите на остеобластите. В допълнение, 

ефектът от предварителната адсорбция на фибронектин е изследван и е установено, че 

увеличава значително разпространението на клетките MG-63. 

3. Keremidarska M., Hikov T., Radeva E., Pramatarova L., Krasteva N. 2014. Effect of 

nanodiamond modification of siloxane surfaces on stem cell behaviour. Journal of Physics: 

Conference Series 2014, SJR=0.264 

Abstract 

Mesenchymal stem cells (MSCs) hold a great promise for use in many cell therapies and tissue 

engineering due to their remarkable potential to replicate indefinitely and differentiate into various cell 

types. Many efforts have been put to study the factors controlling stem cell differentiation. However, 

still little knowledge has been gained to what extent biomaterials properties influence stem cell 

adhesion, growth and differentiation. Research utilizing bone marrow-derived MSCs has concentrated 

on development of specific materials which can enhance specific differentiation of stem cells e.g. 

osteogenic and chondrogenic. 

In the present work we have modified an organosilane, hexamethyldisiloxane (HMDS) with 

detonation nanodiamond (DND) particles aiming to improve adhesion, growth and osteodifferentiation 

of rat mesenchymal stem cells. HMDS/DND films were deposited on cover glass using two 

approaches: premixing of both compounds, followed by plasma polymerization (PP) and PP of HMDS 

followed by plasma deposition of DND particles. We did not observe however an increase in rMSCs 

adhesion and growth on DND-modified PPHMDS surfaces compared to unmodified PPHMDS. When 

we studied alkaline phosphatase (ALP) activity, which is a major sign for early osteodifferentiation, 

we found the highest ALP activity on the PPHMDS/DND material, prepared by consequent deposition 

while on the other composite material ALP activity was the lowest. These results suggested that DND-

modified materials were able to control osteodifferention in MSCs depending on the deposition 

approach. Modification of HMDS with DND particles by consequent plasma deposition seems to be a 

promising approach to produce biomaterials capable to guide stem cell differentiation toward 

osteoblasts and thus to be used in bone tissue engineering. 

Резюме 

Мезенхимните стволови клетки (МСК) са многообещаващи за използване в много клетъчни 

терапии и тъканното инженерство поради забележителния им потенциал да се репликират 

неограничено и да се диференцират в различни клетъчни типове. Много усилия са положени за 

изучаване на факторите, контролиращи диференциацията на стволовите клетки. Въпреки това, 

все още няма достатъчно информация до каква степен свойствата на биоматериалите влияят 

върху адхезията, растежа и диференциацията на стволовите клетки. Изследванията, използващи 

МСК, получени от костен мозък, са се концентрирали върху разработването на специфични 



материали, които могат да подобрят специфичната диференциация на стволови клетки, 

например в остеогенни и хондрогенни тъкани. 

В настоящата работа модифицирахме органосилан, хексаметилдисилоксан (HMDS) с частици 

от детонационни нанодиаманти (DND), с цел подобряване на адхезията, растежа и 

остеодиференциацията на мезенхимните стволови клетки от плъх. HMDS/DND филми бяха 

отложени върху покривно стъкло, използвайки два подхода: предварително смесване на двете 

съединения, последвано от плазмена полимеризация (PP) и PP на HMDS, последвано от 

плазмено отлагане на DND частици. Не наблюдавахме обаче подобряване на адхезията и 

растежа на МСК върху DND-модифицирани PPHMDS повърхности в сравнение с 

немодифицирани PPHMDS. Когато изследвахме активността на алкалната фосфатаза (ALP), 

която е основен признак за ранна остеодиференциация, открихме най-висока ALP активност 

върху PPHMDS/DND материала, приготвен чрез последващо отлагане, докато върху другия 

композитен материал ALP активността беше най-ниска. Тези резултати показват, че DND-

модифицираните материали са способни да контролират остеодиференциацията в МСК в 

зависимост от подхода на отлагане. Модифицирането на HMDS с DND частици чрез 

последващо плазмено отлагане изглежда е обещаващ подход за производство на биоматериали, 

способни да насочват диференциацията на стволовите клетки към остеобласти и по този начин 

да бъдат използвани в костно-тъканното инженерство. 

4. Gugutkov D., Awaja F., Belemezova K., Keremidarska M., Krasteva N., Kyurkchiev S., 

Gallego-Ferrer G., Seker S., Elçin A.E., Elçin Y.M. 2017. Osteogenic differentiation of 

mesenchymal stem cells using hybrid nanofibers with different configurations and 

dimensionality, Journal of Biomedical Materials Research - Part A, 105,7, 2065-2074, Q1, 

SJR 0.933, IF 3.231 

Abstract 

Novel, hybrid fibrinogen/polylactic acid (FBG/PLA) nanofibers with different configuration (random 

vs aligned) and dimensionality (2-D vs 3-D environment) were used to control the overall behavior 

and the osteogenic differentiation of human adipose-derived mesenchymal stem cells (ADMSCs). 

Aligned nanofibers in both the 2-D and 3-D configurations are proved to be favored for 

osteodifferentiation. Morphologically, we found that on randomly configured nanofibers, the cells 

developed a stellate-like morphology with multiple projections; however, time-lapse analysis showed 

significantly diminished cell movements. Conversely, an elongated cell shape with advanced cell 

spreading and extended actin cytoskeleton accompanied with significantly increased cell mobility 

were observed when cells attached on aligned nanofibers. Moreover, a clear tendency for higher 

alkaline phosphatase activity was also found on aligned fibers when ADMSCs were switched to 

osteogenic induction medium. The strongest accumulation of Alizarin red (AR) and von Kossa stain at 

21 days of culture in osteogenic medium were found on 3-D aligned constructs while the rest showed 

lower and rather undistinguishable activity. Quantitative reverse transcription-polymerase chain 

reaction analysis for Osteopontin (OSP) and RUNX 2 generally confirmed this trend showing 

favorable expression of osteogenic genes activity in 3-D environment particularly in aligned 

configuration. 

Резюме 

Нови, хибридни нановлакна от фибриноген/полимлечна киселина (FBG/PLA) с различна 

конфигурация (случайна срещу подредена) и размерност (2D срещу 3D среда) бяха използвани 

за контрол на цялостното поведение и остеогенната диференциация на човешки мезенхимни 

стволови клетки, получени от мастна тъкан (ADMSC). Подредените нановлакна както в 2D, 

така и в 3D конфигурации са доказано предпочитани за остеодиференциация. Морфологично 

установихме, че върху произволно конфигурирани нановлакна клетките развиват звездообразна 



морфология с множество протрузии; въпреки това, time-lapse анализът показа значително 

намалени движения на клетките. Обратно, издължена клетъчна форма с подобрено клетъчно 

разстилане и удължен актинов цитоскелет, придружени от значително повишена клетъчна 

мобилност, се наблюдаваха, в клетките, прикрепени към подредени нановлакна. Освен това, 

ясна тенденция за по-висока активност и на алкалната фосфатаза беше открита върху 

подредени влакна, когато ADMSC бяха култивирани в остеоиндукционна среда. Най-силно 

натрупване на ализарин червено (AR) и оцветяване по фон Коса след 21 дни култивиране в 

остеогенна среда беше открито върху 3-D подредени конструкции, докато останалите показаха 

по-ниска и по-скоро неразличима активност. Количественият анализ с обратна транскрипция-

полимеразна верижна реакция за остеопонтин (OSP) и RUNX 2 като цяло потвърди тази 

тенденция, показвайки благоприятна експресия на активността на остеогенните гени в 3-D 

среда, особено в подредена конфигурация. 

5. Keremidarska-Markova M., Hristova-Panusheva K., Vladkova T., Krasteva N., 2017. 

Adipose-derived mesenchymal stem cell behaviour on PDMS substrates with different 

hardness, Comptes Rendus de L'Academie Bulgare des Sciences,7,5, 663-67, Q2, SJR 0.21, IF 

0.27 

Abstract  

Optimising the properties of materials for tissue engineering applications needs a comprehensive 

understanding of the behaviour and responses of cells cultured on these materials. Recently, substrate 

mechanical properties, in addition to biochemical signals, have been shown to be a sensitive regulator 

of stem cell behaviour. The aim of this work was to investigate the effects of bulk hardness of 

polydimethylsiloxane (PDMS) materials on human adipose-derived mesenchymal stem cells (hAD-

MSCs) behaviour and to find correlation with material surface properties. For this, PDMS substrates 

with different Shore hardness (40, 55 and 70) were prepared and characterized in respect to their 

surface properties and efficiency of fibronectin matrix secretion, cell proliferation and osteogenic 

differentiation. Surface properties of PDMS substrates were found to alter non-linearly with increasing 

the bulk hardness. FN synthesis and osteogenic differentiation were increased on PDMS substrates 

with intermediate bulk hardness (55) while cell proliferation decreased with increasing of PDMS 

hardness. These findings suggest that the effect of substrate hardness on stem cell behaviour is 

complicated and it is tightly connected to the material’s surface properties that also should be taken in 

account into development of biomaterials for bone tissue engineering. 

Резюме 

Оптимизирането на свойствата на материалите за приложения в тъканното инженерство 

изисква цялостно разбиране на поведението и реакциите на клетките, култивирани върху тези 

материали. Наскоро беше доказано, че механичните свойства на субстрата, в допълнение към 

биохимичните сигнали, са чувствителен регулатор на поведението на стволовите клетки. Целта 

на тази работа беше да се изследват ефектите от обемната твърдост на 

полидиметилсилоксановите (PDMS) материали върху поведението на човешките мезенхимни 

стволови клетки, получени от мастна тъкан (hAD-MSCs), и да се намери корелация с 

повърхностните свойства на материала. За тази цел бяха приготвени PDMS субстрати с 

различна твърдост по Шор (40, 55 и 70) и характеризирани по отношение на техните 

повърхностни свойства и ефективност на секрецията на фибронектинова матрица, клетъчната 

пролиферация и остеогенната диференциация. Установено е, че повърхностните свойства на 

PDMS субстратите се променят нелинейно с увеличаване на обемната твърдост. Синтезът на 

FN и остеогенната диференциация се увеличават върху PDMS субстрати със средна обемна 

твърдост (55), докато клетъчната пролиферация намалява с увеличаване на твърдостта на 

PDMS. Тези открития показват, че ефектът от твърдостта на субстрата върху поведението на 

стволовите клетки е сложен и е тясно свързан с повърхностните свойства на материала, които 



също трябва да се вземат предвид при разработването на биоматериали за костно-тъканно 

инженерство. 

6. Keremidarska-Markova M., Radeva, E., Mitev, D., Hristova-Panusheva, K., Paull, B., 

Nesterenko, P., Šepitka, J., Junkar, I., Iglič, A., Krasteva, N. 2018. Increased elastic modulus 

of plasma polymer coatings reinforced with detonation nanodiamond particles improves 

osteogenic differentiation of mesenchymal stem cells, Turkish Journal of Biology, 42, 2, 195-

203, Q3, SJR 0.268 

Abstract 

In the present study we demonstrated that composite PPHMDS/DND coatings with elastic moduli 

close to those of mature bone tissue (0.2-2.8 GPa) stimulated growth and osteogenic differentiation of 

human adipose-derived mesenchymal stem cells (hADMSCs). Composite coatings were prepared by a 

method of plasma polymerization (PP) where detonation nanodiamond (DND) particles in different 

amounts (0.1, 0.5, and 1 mg/mL) were added to hexamethyldisiloxane (HMDS) before plasma 

deposition. This method allows variation only in the reduced elastic modulus (Er´) with increase in the 

particle concentration, while the other surface properties, including surface wettability and 

topography, did not change. The response of hAD-MSCs to the increasing stifness showed an effect 

on adhesion and osteogenic differentiation but not on cell proliferation. Matrix mineralization and cell 

spreading were maximized on PPHMDS/DND coatings with the highest elastic modulus (2.826 GPa), 

while the differences in proliferation rates among the samples were negligible. In general, 

PPHMDS/DND coatings provide better conditions for growth and osteogenic differentiation of hAD-

MSCs in comparison to glass coverslips, confirming their suitability for osteo-integration applications. 

Additionally, our findings support the hypothesis that biomaterials with elasticity similar to that of the 

native tissue can improve the differentiation potential of mesenchymal stem cells. 

Резюме 

В настоящото проучване демонстрирахме, че композитните PPHMDS/DND покрития с модули 

на еластичност, близки до тези на зрялата костна тъкан (0.2-2.8 GPa), стимулират растежа и 

остеогенната диференциация на човешки мезенхимни стволови клетки, получени от мастна 

тъкан (hADMSCs). Композитните покрития бяха приготвени чрез метод на плазмена 

полимеризация (PP), при който частици от детонационни нанодиаманти (DND) в различни 

количества (0.1, 0.5 и 1 mg/mL) бяха добавени към хексаметилдисилоксан (HMDS) преди 

плазменото отлагане. Този метод позволява вариация само в намаления модул на еластичност 

(Er´) с увеличаване на концентрацията на частиците, докато другите повърхностни свойства, 

включително омокряемостта на повърхността и топографията, не се промениха. Реакцията на 

hAD-MSCs на нарастващата твърдост показа ефект в адхезията и остеогенната диференциация, 

но не и в клетъчната пролиферация. Минерализацията на матрикса и разстилането на клетките 

бяха увеличени върху PPHMDS/DND покритията с най-висок модул на еластичност (2.826 

GPa), докато разликите в скоростта на пролиферация между пробите бяха незначителни. Като 

цяло, PPHMDS/DND покритията осигуряват по-добри условия за растеж и остеогенна 

диференциация на hAD-MSCs в сравнение със стъклените покривни стъкла, което потвърждава 

тяхната пригодност за остеоинтеграционни приложения. Освен това, нашите открития 

подкрепят хипотезата, че биоматериалите с еластичност, подобна на тази на естествената тъкан, 

могат да подобрят потенциала за диференциация на мезенхимните стволови клетки. 

7. Keremidarska-Markova M., Hristova-Panusheva K., Andreeva T., Speranza G., Wang D., 

Krasteva N. 2018. Cytotoxicity Evaluation of Ammonia-Modified Graphene Oxide Particles 

in Lung Cancer Cells and Embryonic Stem Cells, Advances in Condensed Matter Physics, 

2018, doi:10.1155/2018/9571828, Q3, SJR 0.289 

Abstract  



Potential toxicity of graphene oxide (GO) is a subject of increasing research interest in the recent 

years. Here, we have evaluated the cytotoxicity of ammonia-modified GO (GO-NH2) and pristine GO 

particles in human lung cancer cells, A549 and embryonic stem cells, Lep3 exposed to different 

particles concentrations (0.1, 1, 10, 20, and 50 μ/ml) for different times (24 and 48h). Compared with 

GO, GO-NH2 particles possessed smaller size, positive surface charge and higher thickness. An 

increased propensity to aggregation in cell cultures was also found for GO-NH2 particles. Cytotoxicity 

evaluation revealed that GO-NH2 particles are more toxic than pristine GO. Applied at concentrations 

of 10, 20 and 50 μ g/ml for 24h they affect significantly cell morphology of viable embryonic stem 

cells whereas human lung cancer A549 cells seem to be relatively more resistant to short-time 

exposure. After 48h exposure however cell proliferation of A549 cells was strongly suppressed in a 

dose-dependent manner while the proliferation ability of embryonic stem cells was not affected. These 

results suggested that both GO particles exert different degree of cytotoxicity which is time, dose and 

cell dependent. In general, ammoniamodified GO particles aremore toxic than the pristine GO which 

should be taken into account for future biomedical applications. 

Резюме 

Потенциалната токсичност на графеновия оксид (GO) е обект на нарастващ изследователски 

интерес през последните години. Тук ние оценихме цитотоксичността на модифицирани с 

амоняк GO (GO-NH2) и чисти GO частици спрямо човешки белодробни ракови клетки A549 и 

ембрионални стволови клетки, Lep3, изложени на различни концентрации на частици (0.1, 1, 

10, 20 и 50 μ/ml) за различно време (24 и 48 часа). В сравнение с GO, GO-NH2 частиците 

притежават по-малък размер, положителен повърхностен заряд и по-голяма плътност. 

Повишена склонност към агрегация в клетъчни култури беше установена и за GO-NH2 

частиците. Оценката на цитотоксичността показа, че GO-NH2 частиците са по-токсични от 

чистия GO. Приложени в концентрации от 10, 20 и 50 μ g/ml за 24 часа, те влияят значително на 

клетъчната морфология на жизнеспособни ембрионални стволови клетки, докато човешките 

ракови клетки на белия дроб A549 изглеждат относително по-устойчиви на краткотрайна 

експозиция. След 48-часово излагане обаче пролиферацията на A549 клетките беше силно 

потисната по дозозависим начин, докато пролиферативната способност на ембрионалните 

стволови клетки не беше засегната. Тези резултати показват, че и двата вида GO частици 

проявяват различна степен на цитотоксичност, която зависи от времето, дозата и клетките. Като 

цяло, модифицираните с амоняк GO частици са по-токсични от чистия GO, което трябва да се 

вземе предвид за бъдещи биомедицински приложения. 

8. Świerczek-Lasek, B., Keremidarska-Markova M., Hristova-Panusheva, K., Vladkova, T., 

Archacka, K., Krasteva, N. 2019. Polydimethylsiloxane materials with supraphysiological 

elasticity enable differentiation of myogenic cells, Journal of Biomedical Materials Research - 

Part A, Q1, SJR 0.862, IF 3.525 

Abstract 

Myogenic differentiation during muscle regeneration is guided by various physical and biochemical 

factors. Recently, substratum elasticity has gained attention as a physical signal that influences both 

cell differentiation and tissue regeneration. In this work, we investigated the influence of substratum 

elasticity on proliferation and differentiation of myogenic cells, mouse myoblasts of the C2C12 cell 

line and mouse primary myoblasts derived from satellite cells-muscle stem cells playing key role in 

muscle regeneration. Materials with different elastic moduli within the MPa scale based on 

polydimethylsiloxane (PDMS) were used as cell substratum and characterized for surface roughness, 

wettability, and micromechanical characteristics. We found that surface properties of PDMS substrates 

are alter nonlinearly with the increase of the material's elastic modulus. Using this system we provide 

an evidence that materials with elastic modulus higher than that of physiological skeletal muscle tissue 

do not perturb myogenic differentiation of both types of myoblasts; thus, can be used as biomaterials 



for muscle tissue engineering. PDMS materials with elasticity within the range of 2.5-4 MPa may 

transiently limit the proliferation of myoblasts, but not the efficiency of their differentiation. Direct 

correlation between substratum elasticity and myogenic differentiation efficiency was not observed but 

the other surface properties of the PDMS materials such as nanoroughness and wettability were also 

diverse. 

Резюме 

Миогенната диференциация по време на регенерацията на мускулите се ръководи от различни 

физически и биохимични фактори. Наскоро еластичността на субстрата привлече внимание 

като физически сигнал, който влияе както на клетъчната диференциация, така и на 

регенерацията на тъканите. В тази работа изследвахме влиянието на еластичността на субстрата 

върху пролиферацията и диференциацията на миогенни клетки: миши миобласти от клетъчната 

линия C2C12 и първични миши миобласти, получени от сателитните клетки – стволови клетки 

с ключова роля в мускулната регенерация. Материали с различни еластични модули в MPа 

скалата на базата на полидиметилсилоксан (PDMS) са използвани като субстрат за клетките и 

са характеризирани по отношение на повърхностна грапавост, омокряемост и микромеханични 

характеристики. Установихме, че повърхностните свойства на PDMS субстратите се променят 

нелинейно с увеличаването на еластичния модул на материала. Използвайки тази система, ние 

предоставяме доказателства, че материалите с еластичен модул, по-висок от този на 

физиологичната скелетно-мускулна тъкан не смущават миогенната диференциация на двата 

вида миобласти; По този начин може да се използват като биоматериали за инженерство на 

мускулната тъкан. PDMS материали с еластичност в рамките на 2,5-4 MPa могат временно да 

ограничат разпространението на миобластите, но не и ефективността на тяхната 

диференциация. Не се наблюдава директна корелация между еластичността на субстрата и 

ефективността на миогенната диференциация, но останалите повърхностни свойства на PDMS 

материали като наногрпавоста и омокряемост също бяха разнообразни. 

9. Hristova-Panusheva, K., Keremidarska-Markova M., Andreeva, T., Speranza, G., Wang, D., 

Georgieva, M., Miloshev, G., Krasteva, N. 2019. Dose-dependent genotoxicity of ammonia-

modified graphene oxide particles in lung cancer cells. Journal of Physics: Conference 

Series,2019. Q4, SJR 0.227 

Abstract 

Graphene oxide (GO), the water soluble form of 2D graphene, has received much attention because of 

its attractive properties for a wide range of applications and products. Surface modification with 

different functional groups can improve GO biocompatibility for further biomedical applications. In 

the present study we have evaluated genotoxicity of pristine and ammonia-modified graphene oxide 

(GO-NH2) nanoparticles (NPs) in a human lung epithelial cell line, A549, exposed for 24 h to 

different concentrations of NPs (0.1, 1, 10, 20 and 50 μg/ml). Quantification of reactive oxygen 

species (ROS) indicated that exposure to higher concentrations of both types of NPs resulted in 

enhanced ROS generation. The observed comet tail migration in the method of Single Cell Gel 

Electrophoresis in the cells treated with 20 and 50 μg/ml GO and GO-NH2 indicated presence of 

damages in DNA. Cell cycle analysis showed that after treatment of A549 cells with increasing 

concentrations of NPs for 24h the percentage of cells in G0/G1 phase of the cell cycle decreased while 

the percentage of cells in G2/M increased. The presented results suggest that ammonia-modified GO 

NPs applied at concentrations higher than 20 μg/ml induced stronger toxicity effect in A549 cells 

compared to pristine GO and that the use of low concentrations of GO and GO-NH2 NPs is important 

to avoide adverse biological effects. 

Резюме 



На графеновия оксид (GO), водоразтворимата форма на 2D графен, се обръща голямо внимание 

поради атрактивните му свойства за широк спектър от приложения и продукти. 

Модификацията на повърхността с различни функционални групи може да подобри 

биосъвместимостта на GO за по-нататъшни биомедицински приложения. В настоящото 

проучване ние оценихме генотоксичността на чисти и модифицирани с амоняк наночастици 

(NP) от графенов оксид (GO-NH2) в човешка белодробна епителна клетъчна линия A549, 

изложена в продължение на 24 часа на различни концентрации на NP (0,1, 1, 10, 20 и 50 μg/ml). 

Количественото определяне на реактивни кислородни видове (ROS) показа, че излагането на 

по-високи концентрации от двата вида NP води до засилено генериране на ROS. 

Наблюдаваната миграция на кометната опашка при метода на гел електрофореза на единични 

клетки в клетките, третирани с 20 и 50 μg/ml GO и GO-NH2, показва наличие на увреждания в 

ДНК. Анализът на клетъчния цикъл показа, че след третиране на клетки A549 с нарастващи 

концентрации на наночастици в продължение на 24 часа, процентът на клетките във фаза 

G0/G1 на клетъчния цикъл намалява, докато процентът на клетките в G2/M се увеличава. 

Представените резултати показват, че модифицирани с амоняк GO наночастици, приложени в 

концентрации по-високи от 20 μg/ml, индуцират по-силен токсичен ефект в A549 клетки в 

сравнение с чистите GO, и че използването на ниски концентрации на GO и GO-NH2 

наночастици е важно за избягване на неблагоприятни биологични ефекти. 

10. Krasteva, N., Keremidarska-Markova M., Hristova-Panusheva, K., Andreeva, T., Speranza, 

G., Wang, D., Draganova-Filipova, M., Miloshev, G., Georgieva, M. 2019. Aminated 

graphene oxide as a potential new therapy for colorectal cancer, Oxidative Medicine and 

Cellular Longevity, Q1, SJR 1.394, IF 5.076 

Abstract 

Nanotechnology-based drug delivery systems for cancer therapy are the topic of interest for many 

researchers and scientists. Graphene oxide (GO) and its derivates are among the most extensively 

studied delivery systems of this type. The increased surface area, elevated loading capacity, and 

aptitude for surface functionalization together with the ability to induce reactive oxygen species make 

GO a promising tool for the development of novel anticancer therapies. Moreover, GO nanoparticles 

not only function as effective drug carriers but also have the potential to exert their own inhibitory 

effects on tumour cells. Recent results show that the functionalization of GO with different functional 

groups, namely, with amine groups, leads to increased reactivity of the nanoparticles. The last steers 

different hypotheses for the mechanisms through which this functionalization of GO could potentially 

lead to improved anticancer capacity. In this research, we have evaluated the potential of amine-

functionalized graphene oxide nanoparticles (GO-NH2) as new molecules for colorectal cancer 

therapy. For the purpose, we have assessed the impact of aminated graphene oxide (GO) sheets on the 

viability of colon cancer cells, their potential to generate ROS, and their potential to influence cellular 

proliferation and survival. In order to elucidate their mechanism of action on the cellular systems, we 

have probed their genotoxic and cytostatic properties and compared them to pristine GO. Our results 

revealed that both GO samples (pristine and aminated) were composed of few-layer sheets with 

different particle sizes, zeta potential, and surface characteristics. Furthermore, we have detected 

increased cyto- and genotoxicity of the aminated GO nanoparticles following 24-hour exposure on 

Colon 26 cells. The last leads us to conclude that exposure of cancer cells to GO, namely, aminated 

GO, can significantly contribute to cancer cell killing by enhancing the cytotoxicity effect exerted 

through the induction of ROS, subsequent DNA damage, and apoptosis. 

Резюме 

Системите за доставяне на лекарства, базирани на нанотехнологии, за терапия на рак са обект 

на интерес за много изследователи и учени. Графеновият оксид (GO) и неговите производни са 

сред най-обстойно изучаваните системи за доставяне от този тип. Увеличената повърхност, 



повишеният капацитет на натоварване и способността за повърхностна функционализация, 

заедно със способността за индуциране на реактивни кислородни видове, правят GO обещаващ 

инструмент за разработването на нови противоракови терапии. Освен това, GO наночастиците 

не само функционират като ефективни лекарствени носители, но и имат потенциала да 

упражняват свои собствени инхибиторни ефекти върху туморните клетки. Последните 

резултати показват, че функционализирането на GO с различни функционални групи, а именно 

с амино групи, води до повишена реактивност на наночастиците. Последното насочва различни 

хипотези за механизмите, чрез които тази функционализация на GO би могла потенциално да 

доведе до подобрен противораков капацитет. В това изследване ние оценихме потенциала на 

амин-функционализираните наночастици от графенов оксид (GO-NH2) като нови молекули за 

терапия на колоректален рак. За целта ние изследвахме въздействието на аминираните листове 

от графенов оксид върху жизнеспособността на раковите клетки от дебелото черво, техния 

потенциал да генерират ROS и потенциала им да повлияят на клетъчната пролиферация и 

оцеляване. За да изясним механизма им на действие върху клетъчните системи, ние 

изследвахме техните генотоксични и цитостатични свойства и ги сравнихме с чист GO. Нашите 

резултати показаха, че и двете проби от GO (чист и аминиран) са съставени от няколко слоя с 

различни размери на частиците, зета потенциал и повърхностни характеристики. Освен това, 

открихме повишена цито- и генотоксичност на аминираните GO наночастици след 24-часово 

излагане върху клетки Colon 26. Последното води до заключението, че излагането на раковите 

клетки на GO, а именно аминиран GO, може значително да допринесе за унищожаването на 

раковите клетки чрез засилване на цитотоксичния ефект, упражняван чрез индуциране на ROS, 

последващо увреждане на ДНК и апоптоза. 

11. Georgieva, M., Gospodinova, Z., Keremidarska-Markova M., Kamenska, T., Gencheva, G., 

Krasteva, N. 2021. PEGylated nanographene oxide in combination with near-infrared laser 

irradiation as a smart nanocarrier in colon cancer targeted therapy, Pharmaceutics, 13, 3, Q1 

SJR = 0.922, IF 6.525 

Abstract 

Anti-cancer therapies that integrate smart nanomaterials are the focus of cancer research in recent 

years. Here, we present our results with PEGylated nanographene oxide particles (nGO-PEG) and 

have studied their combined effect with near-infrared (NIR) irradiation on low and high invasive 

colorectal carcinoma cells. The aim is to develop nGO-PEG as a smart nanocarrier for colon cancer-

targeted therapy. For this purpose, nGO-PEG nanoparticles' size, zeta potential, surface morphology, 

dispersion stability, aggregation, and sterility were determined and compared with pristine nGO 

nanoparticles (NPs). Our results show that PEGylation increased the particle sizes from 256.7 nm 

(pristine nGO) to 324.6 nm (nGO-PEG), the zeta potential from -32.9 to -21.6 mV, and wrinkled the 

surface of the nanosheets. Furthermore, nGO-PEG exhibited higher absorbance in the NIR region, as 

compared to unmodified nGO. PEGylated nGO demonstrated enhanced stability in aqueous solution, 

improved dispensability in the culture medium, containing 10% fetal bovine serum (FBS) and 

amended biocompatibility. A strong synergic effect of nGO-PEG activated with NIR irradiation for 5 

min (1.5 W/cm-2 laser) was observed on cell growth inhibition of low invasive colon cancer cells 

(HT29) and their wound closure ability while the effect of NIR on cellular morphology was relatively 

weak. Our results show that PEGylation of nGO combined with NIR irradiation holds the potential for 

a biocompatible smart nanocarrier in colon cancer cells with enhanced physicochemical properties and 

higher biological compatibility. For that reason, further optimization of the irradiation process and 

detailed screening of nGO-PEG in combination with NIR and chemotherapeutics on the fate of the 

colon cancer cells is a prerequisite for highly efficient combined nanothermal and photothermal 

therapy for colon cancer. 

Резюме 



Противораковите терапии, които интегрират интелигентни наноматериали, са във фокуса на 

изследванията на рака през последните години. Тук представяме нашите резултати с 

наночастици пегилиран графенов оксид (nGO-PEG) и сме изследвали комбинирания им ефект с 

облъчване в близка до инфрачервената (NIR) област върху ниско и високо инвазивни 

колоректални карциномни клетки. Целта е да се разработи nGO-PEG като интелигентен 

наноносител за терапия, насочена към рак на дебелото черво. За тази цел бяха определени 

размерът, зета потенциалът, повърхностната морфология, стабилността на дисперсията, 

агрегацията и стерилността на nGO-PEG частиците и сравнени с чисти nGO наночастици (NPs). 

Нашите резултати показват, че пегилирането увеличава размера на частиците от 256,7 nm (чист 

nGO) до 324,6 nm (nGO-PEG), зета потенциала от -32,9 до -21,6 mV и нагъва повърхността на 

нанолистовете. Освен това, nGO-PEG показват по-висока абсорбция в NIR областта в 

сравнение с немодифицирания nGO. ПЕГилираният nGO демонстрира повишена стабилност 

във воден разтвор, подобрена дозируемост в културална среда, съдържаща 10% фетален 

говежди серум (FBS), и подобрена биосъвместимост. Наблюдаван е силен синергичен ефект на 

nGO-PEG, активиран с NIR облъчване в продължение на 5 минути (1,5 W/cm-2 лазер), върху 

инхибирането на клетъчния растеж на нискоинвазивни ракови клетки на дебелото черво (HT29) 

и способността им за затваряне на рани, докато ефектът на NIR върху клетъчната морфология е 

относително слаб. Нашите резултати показват, че ПЕГилирането на nGO, комбинирано с NIR 

облъчване, има потенциал за биосъвместим интелигентен наноносител в ракови клетки на 

дебелото черво с подобрени физикохимични свойства и по-висока биологична съвместимост. 

Поради тази причина, по-нататъшното оптимизиране на процеса на облъчване и подробният 

скрининг на nGO-PEG в комбинация с NIR и химиотерапевтици върху съдбата на раковите 

клетки на дебелото черво е предпоставка за високоефективна комбинирана нанотермична и 

фототермична терапия за рак на дебелото черво. 

12. Iliyana Sazdova, Keremidarska-Markova M., Mariela Chichova, Blagoy Uzunov, Georgi 

Nikolaev, Mitko Mladenov, Rudolf Schubert, Maya Stoyneva-Gärtner, Hristo S. Gagov. 

2022:5647178. Review of Cyanotoxicity Studies Based on Cell Cultures. Journal of 

Toxicology, 2022. Q2, SJR 0.614, IF 2.9 

Abstract 

Cyanotoxins (CTs) are a large and diverse group of toxins produced by the peculiar photosynthetic 

prokaryotes of the domain Cyanoprokaryota. Toxin-producing aquatic cyanoprokaryotes can develop 

in mass, causing “water blooms” or “cyanoblooms,” which may lead to environmental disaster—water 

poisoning, extinction of aquatic life, and even to human death. CT studies on single cells and cells in 

culture are an important stage of toxicological studies with increasing impact for their further use for 

scientific and clinical purposes, and for policies of environmental protection. The higher cost of 

animal use and continuous resistance to the use of animals for scientific and toxicological studies lead 

to a progressive increase of cell lines use. This review aims to present (1) the important results of the 

effects of CT on human and animal cell lines, (2) the methods and concentrations used to obtain these 

results, (3) the studied cell lines and their tissues of origin, and (4) the intracellular targets of CT. CTs 

reviewed are presented in alphabetical order as follows: aeruginosins, anatoxins, BMAA (β-N-

methylamino-L-alanine), cylindrospermopsins, depsipeptides, lipopolysaccharides, lyngbyatoxins, 

microcystins, nodularins, cyanobacterial retinoids, and saxitoxins. The presence of all these data in a 

review allows in one look to advance the research on CT using cell cultures by facilitating the 

selection of the most appropriate methods, conditions, and cell lines for future toxicological, 

pharmacological, and physiological studies. 

Резюме 

Цианотоксините (CTs) са голяма и разнообразна група токсини, произвеждани от 

специфичните фотосинтетични прокариоти от домейна Cyanoprokaryota. Водните 



цианопрокариоти, произвеждащи токсини, могат да се развиват масово, причинявайки „водни 

цъфтежи“ или „цианоцъфтеж“, което може да доведе до екологично бедствие – отравяне на 

водата, изчезване на водните организми и дори до човешка смърт. CT изследванията върху 

единични клетки и клетъчни култури са важен етап от токсикологичните изследвания с 

нарастващо въздействие върху по-нататъшното им използване за научни и клинични цели, 

както и за политики за опазване на околната среда. По-високата цена на използването на 

животни и постоянната съпротива срещу използването на животни за научни и токсикологични 

изследвания водят до прогресивно увеличаване на използването на клетъчни линии. Този обзор 

има за цел да представи (1) важните резултати от ефектите на CT върху човешки и животински 

клетъчни линии, (2) методите и концентрациите, използвани за получаване на тези резултати, 

(3) изследваните клетъчни линии и техните тъкани на произход и (4) вътреклетъчните таргети 

на CT. Прегледаните CT са представени по азбучен ред, както следва: аеругинозини, 

анатоксини, BMAA (β-N-метиламино-L-аланин), цилиндроспермопсини, депсипептиди, 

липополизахариди, лингбиатоксини, микроцистини, нодуларини, цианобактериални ретиноиди 

и сакситоксини. Наличието на всички тези данни в един обзор позволява наведнъж да се 

ускорят изследванията на CT с помощта на клетъчни култури, като се улесни избора на най-

подходящите методи, условия и клетъчни линии за бъдещи токсикологични, фармакологични и 

физиологични изследвания. 

13. Shkodrova, M., Mishonova, M., Chichova, M., Sazdova, I., Ilieva, B., Doncheva-Stoimenova, 

D., Raikova, N., Keremidarska-Markova M., Gagov, H. 2023. β-N-Methylamino-L-Alanine 

(BMAA) Modulates the Sympathetic Regulation and Homeostasis of Polyamines. Toxins, 15, 

141. Q1, SJR 0.882, IF 3,9 

Abstract 

The neurotoxin β-N-methylamino-L-alanine (BMAA) is a non-proteinogenic amino acid produced by 

cyanobacteria. Non-neuronal toxicity of BMAA is poorly studied with a reported increase in reactive 

oxygen species and a decrease in the antioxidant capacity of liver, kidney, and colorectal 

adenocarcinoma cells. The aim of this research is to study the toxicity of BMAA (0.1–1 mM) on 

mitochondria and submitochondrial particles with ATPase activity, on the semicarbazide-sensitive 

amino oxidases (SSAOs) activity of rat liver, and on an in vitro model containing functionally active 

excitable tissues—regularly contracting heart muscle preparation with a preserved autonomic 

innervation. For the first time the BMAA-dependent inhibition of SSAO activity, the elimination of 

the positive inotropic effect of adrenergic innervation, and the direct and reversible inhibition of 

adrenaline signaling in ventricular myocytes with 1 mM BMAA were observed. Additionally, it is 

confirmed that 1 mM BMAA can activate mitochondrial ATPase indirectly. It is concluded that a 

higher dose of BMAA may influence multiple physiological and pathological processes as it slows 

down the degradation of biogenic amines, downregulates the sympathetic neuromediation, and 

embarrasses the cell signaling of adrenergic receptors. 

Резюме 

Невротоксинът β-N-метиламино-L-аланин (BMAA) е непротеиногенна аминокиселина, 

произвеждана от цианобактерии. Неневроналната токсичност на BMAA е слабо проучена, като 

е съобщено за увеличение на реактивните кислородни видове и намаляване на антиоксидантния 

капацитет на чернодробните, бъбречните и колоректалните аденокарциномни клетки. Целта на 

това изследване е да се проучи токсичността на BMAA (0,1–1 mM) върху митохондриите и 

субмитохондриалните частици с АТФазна активност, върху активността на семикарбазид-

чувствителните аминооксидази (SSAOs) на черния дроб на плъх и върху in vitro модел, 

съдържащ функционално активни възбудими тъкани – нормално контрахиращ се препарат на 

сърдечен мускул със запазена автономна инервация. За първи път е наблюдавано BMAA-

зависимо инхибиране на SSAO активността, елиминиране на положителния инотропен ефект на 



адренергичната инервация и директно и обратимо инхибиране на адреналиновата сигнализация 

в камерните миоцити с 1 mM BMAA. Освен това е потвърдено, че 1 mM BMAA може да 

активира митохондриалната АТФаза индиректно. Прави се заключението, че по-висока доза 

BMAA може да повлияе на множество физиологични и патологични процеси, тъй като забавя 

разграждането на биогенни амини, понижава симпатиковата невромедиация и възпрепятства 

клетъчната сигнализация на адренергичните рецептори. 

14. Sazdova I., Keremidarska-Markova M., Dimitrova D., Mitrokhin V., Kamkin A., Hadzi-

Petrushev N., Bogdanov J., Schubert R., Gagov H., Avtanski D. 2023. Anticarcinogenic 

Potency of EF24: An Overview of Its Pharmacokinetics, Efficacy, Mechanism of Action, and 

Nanoformulation for Drug Delivery. Cancers, 15, 22. Q1, SJR 1.391, IF 4,5 

Abstract 

EF24, a synthetic monocarbonyl analog of curcumin, shows significant potential as an anticancer 

agent with both chemopreventive and chemotherapeutic properties. It exhibits rapid absorption, 

extensive tissue distribution, and efficient metabolism, ensuring optimal bioavailability and sustained 

exposure of the target tissues. The ability of EF24 to penetrate biological barriers and accumulate at 

tumor sites makes it advantageous for effective cancer treatment. Studies have demonstrated EF24’s 

remarkable efficacy against various cancers, including breast, lung, prostate, colon, and pancreatic 

cancer. The unique mechanism of action of EF24 involves modulation of the nuclear factor-kappa B 

(NF-κB) and nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) signaling pathways, disrupting cancer-

promoting inflammation and oxidative stress. EF24 inhibits tumor growth by inducing cell cycle arrest 

and apoptosis, mainly through inhibiting the NF-κB pathway and by regulating key genes by 

modulating microRNA (miRNA) expression or the proteasomal pathway. In summary, EF24 is a 

promising anticancer compound with a unique mechanism of action that makes it effective against 

various cancers. Its ability to enhance the effects of conventional therapies, coupled with 

improvements in drug delivery systems, could make it a valuable asset in cancer treatment. However, 

addressing its solubility and stability challenges will be crucial for its successful clinical application. 

Резюме 

EF24, синтетичен монокарбонилен аналог на куркумин, показва значителен потенциал като 

противораково средство с химиопрофилактични и химиотерапевтични свойства. Той проявява 

бърза абсорбция, широко разпространение в тъканите и ефективен метаболизъм, осигурявайки 

оптимална бионаличност и продължително излагане на целевите тъкани. Способността на EF24 

да прониква през биологичните бариери и да се натрупва в туморните зони го прави 

предимство за ефективно лечение на рак. Проучванията показват забележителната ефикасност 

на EF24 срещу различни видове рак, включително рак на гърдата, белия дроб, простатата, 

дебелото черво и панкреаса. Уникалният механизъм на действие на EF24 включва модулация 

на сигналните пътища на ядрения фактор-капа B (NF-κB) и свързания с ядрения фактор 

еритроид 2 фактор 2 (Nrf2), нарушавайки възпалението и оксидативния стрес, които 

промотират рака. EF24 инхибира растежа на тумора чрез индуциране на спиране на клетъчния 

цикъл и апоптоза, главно чрез инхибиране на пътя NF-κB и чрез регулиране на ключови гени 

чрез модулиране на експресията на микроРНК (miRNA) или протеазомния път. В обобщение, 

EF24 е обещаващо противораково съединение с уникален механизъм на действие, който го 

прави ефективен срещу различни видове рак. Способността му да усилва ефектите на 

конвенционалните терапии, съчетана с подобрения в системите за доставяне на лекарства, би 

могла да го направи ценен актив при лечението на рак. Справянето с проблемите, свързани с 

разтворимостта и стабилността му, обаче ще бъде от решаващо значение за успешното му 

клинично приложение. 



15. Keremidarska-Markova M., Sazdova I., Mladenov M., Pilicheva B., Zagorchev P., Gagov 

H. 2024. Sirtuin 1 and Hormonal Regulations in Aging. Applied Sciences, 14. Q2, SJR 0.508, 

IF 2.5 

Abstract 

Aging affects the structure and functions of all organs and systems in the organism. In the elderly, 

significant changes in hormonal levels are observed. These translate to a predisposition for chronic 

diseases, including cardiovascular, neurodegenerative, and metabolic disorders. Therefore, 

tremendous scientific effort is focused on investigating molecular mechanisms and drugs with the 

potential to reduce hormonal changes in old age and their impact. Sirtuin 1 (SIRT1), a member of 

the sirtuin family of deacetylases, has been extensively studied as a regulator of multiple pathways 

related to antioxidant properties, optimal immune response, and metabolism. SIRT1 plays a key 

role in regulating various hormonal pathways and maintaining homeostasis. In the present study, 

we review the interplay between SIRT1 and hormonal regulations, including the endocrine role of 

the hypothalamic–pituitary–thyroid, –adrenal, –gonadal, and –liver axes, of other endocrine 

glands, and of non-endocrine tissues in the aging organism. The application of natural SIRT1 

activators, such as resveratrol, curcumin, paeonol, and Buyang Huanwu Decoction, for the 

treatment of aging and senescence is discussed. SIRT1 activators improve mitochondrial function, 

reduce oxidative stress, and promote longevity, but their clinical application is limited by low 

bioavailability and poor permeability across biological barriers. For this reason, advanced delivery 

strategies are being considered, including nose-to-brain drug delivery and nanotechnology-based 

formulations. 

Резюме 

Стареенето засяга структурата и функциите на всички органи и системи в организма. При 

възрастните хора се наблюдават значителни промени в хормоналните нива. Това води до 

предразположеност към хронични заболявания, включително сърдечно-съдови, 

невродегенеративни и метаболитни нарушения. Поради това огромни научни усилия са 

насочени към изследване на молекулярни механизми и лекарства с потенциал за 

намаляване на хормоналните промени в напреднала възраст и тяхното въздействие. 

Сиртуин 1 (SIRT1), член на семейството сиртуинови деацетилази, е обстойно изследван 

като регулатор на множество пътища, свързани с антиоксидантните свойства, оптималния 

имунен отговор и метаболизма. SIRT1 играе ключова роля в регулирането на различни 

хормонални пътища и поддържането на хомеостазата. В настоящото изследване 

разглеждаме взаимодействието между SIRT1 и хормоналните регулации, включително 

ендокринната роля на осите хипоталамус-хипофиза-щитовидна жлеза, надбъбречна жлеза, 

гонади и черен дроб, на други ендокринни жлези и на неендокринни тъкани в стареещия 

организъм. Обсъжда се приложението на естествени SIRT1 активатори, като ресвератрол, 

куркумин, паеонол и отвара от Буян Хуанву, за лечение на стареене. SIRT1 активаторите 

подобряват митохондриалната функция, намаляват оксидативния стрес и насърчават 

дълголетието, но клиничното им приложение е ограничено от ниската бионаличност и 

лошата пропускливост през биологичните бариери. Поради тази причина се обмислят 

усъвършенствани стратегии за доставяне, включително доставяне на лекарства от носа до 

мозъка и формулировки, базирани на нанотехнологии. 

16. Krasteva, Natalia, Shkodrova, Milena, Keremidarska-Markova M., Doncheva-Stoimenova, 

Dilyana, Hristova-Panusheva, Kamelia, Mishonova, Milena, Chichova, Mariela. 2024. Effect 

of Graphene Oxide and Ammonia-modified Graphene Oxide Particles on ATPase Activity of 

Rat Liver Mitochondria. International Journal Bioautomation, 28, 1, 45-58. Q4, SJR 0.139 

Abstract  



Graphene and its derivatives have become promising materials for biomedical applications in the 

last decade. Before their widespread application, however, evaluating their toxicity and 

mechanisms underlying interactions with cellular components is imperative. Aims: Assessment of 

the effect of two graphene derivatives, pristine graphene oxide (GO) and ammonia-modified GO 

(GO-NH2) particles, on the ATPase activity of rat liver mitochondria and ROS production. 

Methods: Liver mitochondria were isolated from male albino rats and treated with different 

concentrations of GO and GO-NH2 particles(4, 10, 25, and 50 μg/ml). ATPase activity of both, 

intact and uncoupled by freezing/thawing mitochondria was determined by the measurement of 

inorganic phosphate (Pi) released from ATP. The generation of hydrogen peroxide (H2O2) after 

exposure of mitochondria to GO and GO-NH2 particles was determined by a DCFH-D assay. 

Results: GO and GO-NH2 particlesapplied at concentrations of 4 and 50 μg/ml did not affect the 

ATPase activity of intact mitochondria. In contrast, in uncoupled mitochondria, they demonstrated 

a stimulating effect on ATPase activity. The impact of GO-NH2 was more substantial and 

concentrationdependent. ROS production was also higher in GO-NH2-treated mitochondria. 

Conclusion: The present study demonstrated that GO and GO-NH2 particles can exert a cytotoxic 

effect on mitochondria even after a short-time of exposure to both types of particles. 

Резюме 

Графенът и неговите производни се превърнаха в обещаващи материали за биомедицински 

приложения през последното десетилетие. Преди широкото им приложение обаче е 

наложително да се оцени тяхната токсичност и механизмите, лежащи в основата на 

взаимодействията им с клетъчните компоненти. Цели: Оценка на ефекта на две графенови 

производни, чист графенов оксид (GO) и амонячно-модифицирани GO (GO-NH2) частици, 

върху АТФазната активност на митохондриите в черен дроб на плъхове и производството 

на ROS. Методи: Чернодробните митохондрии бяха изолирани от мъжки плъхове албиноси 

и третирани с различни концентрации на GO и GO-NH2 частици (4, 10, 25 и 50 μg/ml). 

АТФазната активност както на интактни, така и на декуплирани чрез 

замразяване/размразяване митохондрии беше определена чрез измерване на неорганичен 

фосфат (Pi), освободен от АТФ. Генерирането на водороден пероксид (H2O2) след излагане 

на митохондриите на GO и GO-NH2 частици беше определено чрез DCFH-D анализ. 

Резултати: GO и GO-NH2 частици, приложени в концентрации от 4 и 50 μg/ml, не повлияха 

на АТФазната активност на интактните митохондрии. За разлика от това, в декуплираните 

митохондрии, те демонстрираха стимулиращ ефект върху АТФазната активност. 

Въздействието на GO-NH2 беше по-значително и зависимо от концентрацията. 

Производството на ROS също беше по-високо в митохондриите, третирани с GO-NH2. 

Заключение: Настоящото проучване показа, че GO и GO-NH2 частиците могат да 

упражняват цитотоксичен ефект върху митохондриите дори след кратко време на излагане 

на двата вида частици. 

17. Hristova-Panusheva, Kamelia, Keremidarska-Markova M., Krasteva, Natalia. 2024 

Differential Effect of Novel Plant Cystatins on the Adhesive Behaviour of Normal and Cancer 

Breast Cells.International Journal Bioautomation, 28, 1, 59-67. Q4, SJR 0.139 

Abstract 

 In the present work, we have investigated a novel recombinant cystatin dgECP1 and its mutant 

form, dgECP1m1, focused on their impact on the adhesive behaviour of two breast cell lines: the 

cancerous, MDA-MB-231, and the normal, MCF-10A. DgECP1 cystatin is intriguing with its 

RGD motif, responsible for cell adhesion and typical for mammalian extracellular matrix proteins 

but uncommon for plant cystatins. The presence of the RGD sequence suggests the potential of the 

dgECP1 to influence the adhesion of cancer cells and, respectively, cancer metastasis. A mutant 

form of the dgECP1 cystatin, dgECP1m1, where RGD is replaced with HGD tripeptide, was also 



investigated. We found that both phytocystatins exerted differential effects on the adhesion 

behaviour of normal and cancer cells. In the case of dgECP1 cystatins, the effect on cancer cell 

adhesion also depends on the mode of administration of the cystatin to cells. When dgECP1 is pre-

adsorbed on a substrate,it improves the attachment of breast cancer cells and induces cell 

aggregation, which is more typical for normal breast cells, and oppositely suppressed adhesion of 

cancer cells when added to the medium. The mutant form, dgECP1m1, inhibited cancer cell 

adhesion independently on the way of administration. On the other hand, both plant cystatins only 

slightly reduced the adhesion of normal mammary cells pointing to the higher sensitivity of cancer 

cells to bothcystatins. These preliminary results open the possibility of considering the plant 

cystatin dgECP1 for anti-cancer strategies. 

Резюме 

В настоящата работа ние изследвахме нов рекомбинантен цистатин dgECP1 и неговата 

мутантна форма, dgECP1m1, фокусирани върху тяхното въздействие върху адхезивното 

поведение на две клетъчни линии от млечна жлеза: раковата MDA-MB-231 и нормалната, 

MCF-10A. DgECP1 цистатинът е интригуващ със своя RGD мотив, отговорен за клетъчната 

адхезия и типичен за протеините на извънклетъчния матрикс на бозайници, но рядко за 

растителни цистатини. Наличието на RGD последователност подсказва потенциала на 

DGECP1 да повлияе на адхезията на раковите клетки и, съответно, ракови метастази. 

Изследвана е и мутантна форма на dgECP1 цистатина, dgECP1m1, където RGD се заменя с 

HGD трипептид. Установихме, че и фитоцистатините упражняват различни ефекти върху 

адхезивното поведение на нормалните и раковите клетки. В случая с цистатините dgECP1, 

ефектът върху адхезията на раковите клетки също зависи от начина на приложение на 

цистатин към клетките. Когато dgECP1 е предварително адсорбиран върху субстрат, той 

подобрява прикрепването на раковите клетки на гърдата и индуцира клетъчна агрегация, 

което е по-типично за нормалните клетки на гърдата и обратно, потиска адхезията на 

раковите клетки, когато се добавя към средата. Мутантната форма, dgECP1m1 инхибира 

адхезията на раковите клетки независимо от начина на приложение. От друга страна, и 

двата растителни цистатина само леко намаляват адхезията на нормалните клетки, 

посочвайки по-високата чувствителност на раковите клетки и към двата цистатина. Тези 

предварителни резултати отварят възможността за обмислянето на растителния цистатин 

dgECP1 за антиракови стратегии. 

18. Keremidarska-Markova M., Sazdova I., Ilieva B., Mishonova M., Shkodrova M., Hristova-

Panusheva K., Krasteva N., Chichova M. 2024. Comprehensive Assessment of Graphene 

Oxide Nanoparticles: Effects on Liver Enzymes and Cardiovascular System in Animal Models 

and Skeletal Muscle Cells. Nanomaterials, 14, 2, 188-207. Q1, SJR 0798, IF 4.4 

Abstract 

The growing interest in graphene oxide (GO) for different biomedical applications requires 

thoroughly examining its safety. Therefore, there is an urgent need for reliable data on how GO 

nanoparticles affect healthy cells and organs. In the current work, we adopted a comprehensive 

approach to assess the influence of GO and its polyethylene glycol-modified form (GO-PEG) 

under near-infrared (NIR) exposure on several biological aspects. We evaluated the contractility of 

isolated frog hearts, the activity of two rat liver enzymes–mitochondrial ATPase and diamine 

oxidase (DAO), and the production of reactive oxygen species (ROS) in C2C12 skeletal muscle 

cells following direct exposure to GO nanoparticles. The aim was to study the influence of GO 

nanoparticles at multiple levels—organ; cellular; and subcellular—to provide a broader 

understanding of their effects. Our data demonstrated that GO and GO-PEG negatively affect heart 

contractility in frogs, inducing stronger arrhythmic contractions. They increased ROS production 

in C2C12 myoblasts, whose effects diminished after NIR irradiation. Both nanoparticles in the rat 



liver significantly stimulated DAO activity, with amplification of this effect after NIR irradiation. 

GO did not uncouple intact rat liver mitochondria but caused a concentration-dependent decline in 

ATPase activity in freeze/thaw mitochondria. This multifaceted investigation provides crucial 

insights into GOs potential for diverse implications in biological systems. 

Резюме 

Нарастващият интерес към графеновия оксид (GO) за различни биомедицински 

приложения изисква задълбочено проучване на неговата безопасност. Следователно, има 

спешна нужда от надеждни данни за това как GO наночастиците влияят на здравите клетки 

и органи. В настоящата работа ние възприехме цялостен подход за оценка на влиянието на 

GO и неговата модифицирана с полиетилен гликол форма (GO-PEG) при облъчване със 

светлина в близка до инфрачервената (NIR) област върху няколко биологични аспекта. 

Оценихме контрактилитета на изолирани жабешки сърца, активността на два чернодробни 

ензима на плъхове – митохондриална АТФаза и диамин оксидаза (DAO), и производството 

на реактивни кислородни видове (ROS) в скелетно-мускулни клетки C2C12 след директно 

излагане на GO наночастици. Целта беше да се изследва влиянието на GO наночастиците на 

множество нива – органно, клетъчно и субклетъчно – за да се осигури по-широко разбиране 

на техните ефекти. Нашите данни показват, че GO и GO-PEG влияят негативно върху 

контрактилитета на сърцето при жабите, предизвиквайки по-силни аритмични контракции. 

Те увеличават производството на ROS в C2C12 миобластите, чиито ефекти намаляват след 

облъчване с NIR. И двата вида наночастици в черния дроб на плъх значително стимулираха 

DAO активността, като този ефект се усили след NIR облъчване. GO не декулпира 

интактните митохондрии на черния дроб от плъх, но предизвика концентрационно-зависим 

спад на АТФазната активност в замразени/размразени митохондрии. Това многостранно 

изследване предоставя ключова информация за потенциала на GO за разнообразни 

приложения в биологичните системи. 
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The identification of biomaterials that support appropriate cellular attachment, proliferation, and 

functions is critical for tissue engineering and cell therapy. There is a growing interest in 

functional organic/inorganic composites where a small amount of nanometer-sized material yields 

better physicochemical properties for cells to attach, grow, and differentiate. In this work, we 

prepared polymer/nanodiamond composite layers based on hexamethyldisiloxane and detonation-

generated nanodiamond (DND) particles, in which the particles were either embedded into a 

polymer matrix or deposited on the preliminary formed plasma-polymerized (PP) layer. The 

surface properties of composites, such as roughness and wettability, as well as adhesion, growth, 

and functions of osteosarcoma MG-63 cells and primary rat mesenchymal stem cells were studied. 

We aimed to investigate the influence of the incorporation methods of DND into the polymer on 

the material surface properties and the cell response in order to control them by manipulating 

diamond-containing composite surfaces. We found differences between both composites in respect 

to their physicochemical properties and to the cell behavior suggesting that the method of particle 

incorporation into polymers should be taken in account during the development of new 

biomaterials for a specific application. 

Идентифицирането на биоматериали, които осигуряват подходящо клетъчно прикрепване, 

пролиферация и функции, е от решаващо значение за тъканното инженерство и клетъчната 



терапия. Нараства интересът към функционалните органични/неорганични композити, 

където малко количество наноматериал дава по-добри физикохимични свойства, 

необходими за прикрепване, растеж и диференциация на клетките. В тази работа ние 

подготвихме полимерни/нанодиамантени композитни слоеве на базата на 

хексаметилдисилоксан и генерирани чрез детонация нанодиамантени (DND) частици, като 

частиците бяха или вградени в полимерна матрица, или отложени върху предварително 

образувания плазмено-полимеризиран (PP) слой. Изследвани бяха повърхностните свойства 

на композитите, като грапавост и омокряемост, както и адхезия, растеж и функции на 

остеосаркомни MG-63 клетки и първични мезенхимни стволови клетки от плъх. Целта ни 

беше да изследваме влиянието на методите за включване на DND в полимера върху 

повърхностните свойства на материала и клетъчния отговор, за да ги контролираме чрез 

манипулиране на композитни повърхности, съдържащи диаманти. Открихме разлики 

между двата композита по отношение на техните физикохимични свойства и поведението 

на клетките, което предполага, че методът на включване на частиците в полимерите трябва 

да се вземе предвид при разработването на нови биоматериали за специфично приложение. 
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