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Резюмета на публикациите на гл.ас. д-р Радослав Александров на 

български и на английски език, с които участва в конкурса за “доцент” 

 

I. Публикации, които са част от хабилитационния труд (Научни публикации в издания, 

които са реферирани и индексирани всветовноизвестни бази данни с научна 

информация (Web of Science и Scopus) – Показател В.4. от Таблица 2)  

 

1) Kanev, P.B., Varhoshkova, S., Georgieva, I., Lukarska, M., Kirova, D., Danovski, G., Stoynov, S. 

and Aleksandrov, R., 2024. A unified mechanism for PARP inhibitor-induced PARP1 chromatin 

retention at DNA damage sites in living cells. Cell Reports, 43(5) 

Poly(ADP-ribose) polymerase (PARP) inhibitors (PARPis) not only suppress PARP1 catalytic 

activity but also prolong its association to damaged chromatin. Here, through live-cell imaging, 

we quantify the alterations in PARP1 dynamics and activity elicited by seven PARPis over a wide 

range of concentrations to deliver a unified mechanism of PARPi-induced PARP1 chromatin 

retention. We find that gross PARP1 retention at DNA damage sites is jointly governed by catalytic 

inhibition and allosteric trapping, albeit in a strictly independent manner—catalytic inhibition 

causes multiple unproductive binding-dissociation cycles of PARP1, while allosteric trapping 

prolongs the lesion-bound state of PARP1 to greatly increase overall retention. Importantly, 

stronger PARP1 retention produces greater temporal shifts in downstream DNA repair events 

and superior cytotoxicity, highlighting PARP1 retention, a complex but precisely quantifiable 

characteristic of PARPis, as a valuable biomarker for PARPi efficacy. Our approach can be 

promptly repurposed for interrogating the properties of DNA-repair-targeting compounds 

beyond PARPis. 

Инхибиторите на поли(AДФ-рибоза) полимеразата (PARP) (PARPis) не само потискат 

каталитичната активност на PARP1, но също така удължават свързването му към увредения 

хроматин. В настоящата статия, чрез микроскопия на живи клетки, ние околичествихме 

промените в динамиката и активността на PARP1, предизвикани от седем PARPis в широк 

диапазон от концентрации, за да разкрием молекулния механизъм на PARPi-индуцираното 

свързване на PARP1 към увредения хроматин. Открихме, че общото време, което PARP1 

прекарва на местата на увреждане на ДНК зависи както от инхибирането на каталитичната 

му активност, така и от алостеричните ефекти, отключени от инхибиторите, макар и по 

строго независим начин - каталитичното инхибиране води до множество непродуктивни 

цикли на свързване-дисоциация на PARP1, докато алостеричните ефекти удължават 

времето, в което PARP1 е свързан към увреждането. Разкрихме, че по-продължителното 

задържане на PARP1 на места на увреждане причинява по-големи времеви промени в 

последващите процеси на поправка на ДНК и съответно води до по-голяма цитотоксичност, 

подчертавайки задържането на PARP1 - комплексна, но точно измерима характеристика на 
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PARP инхибиторите, като ценен биомаркер за ефикасността на PARPi. Нашият подход може 

лесно да бъде приложен за разкриване на механизмите на други лекарствени вещества, 

повлияващи механизмите за поправка на ДНК. 

 

2) Chappidi, N., Quail, T., Doll, S., Vogel, L.T., Aleksandrov, R., Felekyan, S., Kühnemuth, R., 

Stoynov, S., Seidel, C.A., Brugués, J., Jahnel, M., Franzmann, T. and Alberti, S., 2024. PARP1-DNA 

co-condensation drives DNA repair site assembly to prevent disjunction of broken DNA ends. Cell, 

187(4), pp.945-961 

DNA double-strand breaks (DSBs) are repaired at DSB sites. How DSB sites assemble and how 

broken DNA is prevented from separating is not understood. Here we uncover that the synapsis 

of broken DNA is mediated by the DSB sensor protein poly(ADP-ribose) (PAR) polymerase 1 

(PARP1). Using bottom-up biochemistry, we reconstitute functional DSB sites and show that DSB 

sites form through co-condensation of PARP1 multimers with DNA. The co-condensates exert 

mechanical forces to keep DNA ends together and become enzymatically active for PAR 

synthesis. PARylation promotes release of PARP1 from DNA ends and the recruitment of 

effectors, such as Fused in Sarcoma, which stabilizes broken DNA ends against separation, 

revealing a finely orchestrated order of events that primes broken DNA for repair. We provide a 

comprehensive model for the hierarchical assembly of DSB condensates to explain DNA end 

synapsis and the recruitment of effector proteins for DNA damage repair. 

Двойноверижните скъсвания на ДНК (DSB) се поправят в местата на скъсване (DSB sites). Не 

е напълно ясно как тези “места” се формират и как се предотвратява “разбягването” на 

краищата на скъсаната ДНК молекула. В настоящото изследване открихме, че задържането 

на краищата на скъсаната ДНК молекула се осъществява от сензорния белтък поли(АДФ-

рибоза) (PAR) полимераза 1 (PARP1). Използвайки биохимични подходи, реконституирахме 

функционални места на двойноверижни скъсвания и показахме, че тези места се формират 

чрез ко-кондензация на PARP1 мултимери с ДНК. Ко-кондензатите прилагат механични 

сили, които придържат краищата на скъсаната ДНК молекула и стават ензимно активни за 

синтез на PAR. PAR-лирането стимулира освобождаването на PARP1 от краищата на ДНК и 

привличането на ефекторни белтъци като Fused in Sarcoma, които стабилизират скъсаните 

краища на ДНК, разкривайки внимателно организиран механизъм, който подготвя 

скъсаната ДНК за поправка. Представяме подробен модел за йерархичното формиране на 

кондензати около DSB, който обяснява “задържането” на краищата на скъсаните ДНК 

молекули и натрупването на ефекторни белтъци, необходими за поправката на ДНК 

скъсванията. 

 

3) Babukov, Y., Aleksandrov, R., Ivanova, A., Atemin, A. and Stoynov, S., 2021. DNArepairK: An 

interactive database for exploring the impact of anticancer drugs onto the dynamics of DNA 

repair proteins. Biomedicines, 9(9), p.1238 
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Cells are constantly exposed to numerous mutagens that produce diverse types of DNA lesions. 

Eukaryotic cells have evolved an impressive array of DNA repair mechanisms that are able to 

detect and repair these lesions, thus preventing genomic instability. The DNA repair process is 

subjected to precise spatiotemporal coordination, and repair proteins are recruited to lesions in 

an orderly fashion, depending on their function. Here, we present DNArepairK, a unique open-

access database that contains the kinetics of recruitment and removal of 70 fluorescently tagged 

DNA repair proteins to complex DNA damage sites in living HeLa Kyoto cells. An interactive 

graphical representation of the data complemented with live cell imaging movies facilitates 

straightforward comparisons between the dynamics of proteins contributing to different DNA 

repair pathways. Notably, most of the proteins included in DNArepairK are represented by their 

kinetics in both nontreated and PARP1/2 inhibitor-treated (talazoparib) cells, thereby providing 

an unprecedented overview of the effects of anticancer drugs on the regular dynamics of the 

DNA damage response. We believe that the exclusive dataset available in DNArepairK will be of 

value to scientists exploring the DNA damage response but, also, to inform and guide the 

development and evaluation of novel DNA repair-targeting anticancer drugs. 

Клетките са постоянно изложени на различни мутагени, които водят до различни видове 

увреждания на ДНК. Еукариотните клетки са развили впечатляваща гама от механизми за 

поправката на ДНК, които могат да откриват и поправят тези увреждания, като по този 

начин предотвратяват геномната нестабилност. Процесът на поправка на ДНК е подложен 

на прецизна пространствено-времева координация, като белтъците, осъществяващи 

поправката на ДНК се натрупват в точно определен ред в зависимост от тяхната функция. В 

това изследване представяме DNArepairK, уникална база данни с отворен достъп, която 

съдържа кинетиката на натрупване и премахване на 70 флуоресцентно-белязани белтъка 

от системите за поправка на ДНК към комплексни ДНК увреждания в живи HeLa Kyoto 

клетки. Интерактивното графично представяне на данните, допълнено с микроскопски 

изображения, улеснява директните сравнения между динамиката на белтъците, които 

участват в различни пътища на поправка на ДНК. Важно е да се отбележи, че повечето от 

белтъците, включени в DNArepairK, са представени с тяхната кинетика както в нетретирани, 

така и в третирани с талазопариб (инхибитор на PARP1/2) клетки, като по този начин 

предоставят безпрецедентен поглед върху на ефектите на противораковите лекарства 

върху динамиката на отговора на клетката към увреждане на ДНК. Считаме, че уникалните 

данни, достъпни чрез DNArepairK, ще бъдат полезни на учените, изследващи клетъчния 

отговор към увреждания в ДНК, както и ще подпомогне разработването и оценката на нови 

противоракови лекарства, таргетиращи механизмите за поправка на ДНК. 

 

4) Danovski, G., Dyankova-Danovska, T., Stamatov, R., Aleksandrov, R., Kanev, P.B. and Stoynov, 

S., 2023. CellTool: An Open-Source Software Combining Bio-Image Analysis and Mathematical 

Modeling for the Study of DNA Repair Dynamics. International Journal of Molecular Sciences, 

24(23), p.16784 
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Elucidating the dynamics of DNA repair proteins is essential to understanding the mechanisms 

that preserve genomic stability and prevent carcinogenesis. However, the measurement and 

modeling of protein dynamics at DNA lesions via currently available image analysis tools is 

cumbersome. Therefore, we developed CellTool—a stand-alone open-source software with a 

graphical user interface for the analysis of time-lapse microscopy images. It combines data 

management, image processing, mathematical modeling, and graphical presentation of data in a 

single package. Multiple image filters, segmentation, and particle tracking algorithms, combined 

with direct visualization of the obtained results, make CellTool an ideal application for the 

comprehensive analysis of DNA repair protein dynamics. This software enables the fitting of 

obtained kinetic data to predefined or custom mathematical models. Importantly, CellTool 

provides a platform for easy implementation of custom image analysis packages written in a 

variety of programing languages. Using CellTool, we demonstrate that the ALKB homolog 2 

(ALKBH2) demethylase is excluded from DNA damage sites despite recruitment of its putative 

interaction partner proliferating cell nuclear antigen (PCNA). Further, CellTool facilitates the 

straightforward fluorescence recovery after photobleaching (FRAP) analysis of BRCA1 associated 

RING domain 1 (BARD1) exchange at complex DNA lesions. In summary, the software presented 

herein enables the time-efficient analysis of a wide range of time-lapse microscopy experiments 

through a user-friendly interface. 

Разкриването на динамиката на белтъците, осъществяващи поправката на ДНК, е от 

съществено значение за разбирането на механизмите, които защитават геномната 

стабилност и предотвратяват канцерогенезата. Въпреки това, измерването и моделирането 

на динамиката на белтъците на места на увредена ДНК чрез наличните в момента 

инструменти за анализ на микроскопски изображения е доста затруднено и неудобно. 

Затова разработихме CellTool — самостоятелен софтуер с отворен код и графичен 

потребителски интерфейс за анализ на микроскопски изображения. Той комбинира 

управление на данни, обработка на изображения, математическо моделиране и графично 

представяне на данните в единен пакет. Множество филтри за изображения, алгоритми за 

сегментация и проследяване на частици, съчетани с директна визуализация на получените 

резултати, правят CellTool идеално приложение за комплексен анализ на динамиката на 

белтъците от механизмите за поправка на ДНК. Този софтуер позволява приспособяване на 

получените кинетични данни към предварително дефинирани или напълно нови 

математически модели. Важно е да се отбележи, че CellTool предоставя платформа за лесна 

имплементация на персонализирани пакети за анализ на изображения, написани на 

различни програмни езици. С помощта на CellTool демонстрираме, че деметилазата ALKB 

homolog 2 (ALKBH2) се премахва от местата на увреждане на ДНК, въпреки натрупването на 

нейния предполагаем партньор за взаимодействие - PCNA. Освен това показваме, че 

CellTool значително улеснява анализа на възстановяването на флуоресценцията след 

фотоизбелване (FRAP) на фокуси на белтъка BARD1 на места на увредена ДНК. В 

обобщение, представеният софтуер позволява времево-ефективен анализ на широк 

спектър от микроскопски експерименти чрез удобен за потребителя интерфейс. 
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II. Научни публикации в издания, които са реферирани и индексирани в 

световноизвестни бази данни с научна информация (Web of Science и Scopus), извън 

хабилитационния труд – Показател Г.7. от Таблица 2) 

 

1) Dyankova-Danovska, T., Uzunova, S., Danovski, G., Stamatov, R., Kanev, P.B., Atemin, A., 

Ivanova, A., Aleksandrov, R. and Stoyno Stoynov, 2025. In and out of Replication Stress: 

PCNA/RPA1-Based Dynamics of Fork Stalling and Restart in the Same Cell. International Journal 

of Molecular Sciences, 26(2), p.667 

Replication forks encounter various impediments, which induce fork stalling and threaten 

genome stability, yet the precise dynamics of fork stalling and restart at the single cell level 

remain elusive. Herein, we devise a live-cell microscopy-based approach to follow hydroxyurea-

induced fork stalling and subsequent restart at 30 s resolution. We measure two distinct 

processes during fork stalling. One is rapid PCNA removal, which reflects the drop in DNA 

synthesis. The other is gradual RPA1 accumulation up to 2400 nt of ssDNA per fork despite an 

active intra-S checkpoint. Restoring the nucleotide pool enables a prompt restart without post-

replicative ssDNA and a smooth cell cycle progression. ATR, but not ATM inhibition, accelerates 

hydroxyurea-induced RPA1 accumulation nine-fold, leading to RPA1 exhaustion within 20 min. 

Fork restart under ATR inhibition led to the persistence of ~600 nt ssDNA per fork after S-phase, 

which reached 2500 nt under ATR/ATM coinhibition, with both scenarios leading to mitotic 

catastrophe. MRE11 inhibition had no effect on PCNA/RPA1 dynamics regardless of ATR activity. 

E3 ligase RAD18 was recruited at stalled replication forks in parallel to PCNA removal. Our results 

shed light on fork dynamics during nucleotide depletion and provide a valuable tool for 

interrogating the effects of replication stress-inducing anti-cancer agents. 

Репликационните вилки срещат различни пречки, които водят до тяхното забавяне и 

застрашават геномната стабилност, но точната динамика на забавянето и рестартирането 

на вилките на ниво единична клетка остава неясна. В това изследване разработихме 

подход, базиран на микроскопия на живи клетки, за наблюдение на забавянето на вилките, 

индуцирано от хидроксиурея, и последващото им рестартиране с резолюция от 30 секунди. 

Измерваме два различни процеса по време на забавянето на вилките. Първият е бързото 

отстраняване на PCNA, което отразява потискането на синтезата на ДНК. Вторият е 

постепенното натрупване на RPA1 върху до 2400 нуклеотида ssDNA на всяка вилка, въпреки 

активния S-фазен контролен пункт. Възстановяването на нуклеотидния пул позволява 

бързо рестартиране без пострепликативна ssDNA и гладко протичане на клетъчния цикъл. 

Инхибирането на ATR, но не и на ATM, ускорява деветократно натрупването на RPA1, 

индуцирано от хидроксиурея, водейки до изчерпването на RPA1 в рамките на 20 минути. 

Рестартирането на вилките при инхибиране на ATR доведе до задържане на около 600 

нуклеотида ssDNA на вилка след S-фазата, което достигна 2500 нуклеотида при 

едновременно инхибиране на ATR/ATM, като и в двата случая се стига до митотична 

катастрофа. Инхибирането на MRE11 не оказва влияние върху динамиката на PCNA/RPA1, 
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независимо от активността на ATR. E3 убиквитин лигазата RAD18 се натрупва върху 

забавените репликационни вилки паралелно с отстраняването на PCNA. Нашите резултати 

разкриват динамиката на вилките при изчерпване на нуклеотидите и предоставят ценен 

инструмент за изследване на ефектите на антиракови агенти, индуциращи репликационен 

стрес. 

 

2) Danovski, G., Panova, G., Keister, B., Georgiev, G., Atemin, A., Uzunova, S., Stamatov, R., Kanev, 

P.B., Aleksandrov, R., Blagoev, K.B. and Stoynov, S.S., 2024. Diffusion of activated ATM explains 

γH2AX and MDC1 spread beyond the DNA damage site. iScience, 27(9) 

During DNA repair, ATM-induced H2AX histone phosphorylation and MDC1 recruitment spread 

megabases beyond the damage site. While loop extrusion has been suggested to drive this 

spread, the underlying mechanism remains unclear. Herein, we provide two lines of evidence 

that loop extrusion is not the only driver of damage-induced gH2AX spread. First, cohesin loader 

NIPBL and cohesin subunit RAD21 accumulate considerably later than the phosphorylation of 

H2AX and MDC1 recruitment at micro-IR induced damage. Second, auxin-induced RAD21 

depletion does not affect gH2AX/MDC1 spread following micro-irradiation or DSB induction by 

zeocin. To determine if diffusion of activated ATM could account for the observed behavior, we 

measured the exchange rate and diffusion constants of ATM and MDC1 within damaged and 

unperturbed chromatin. Using these measurements, we introduced a quantitative model in 

which the freely diffusing activated ATM phosphorylates H2AX. This model faithfully describes 

the dynamics of ATM and subsequent gH2AX/MDC1 spread at complex DNA lesions. 

По време на поправката на ДНК фосфорилирането на хистон H2AX и натрупването на MDC1, 

които се случват по ATM-зависим начин, се разпространяват на мегабази отвъд мястото на 

увреждането. Макар че е предложено, че екструзията на хроматинови примки (loop 

extrusion) води до това разпространение, основният механизъм остава неясен. В 

настоящото проучване предоставяме два аргумента, че екструзията на примки не е 

единственият фактор за разпространението на H2AX. Първо, NIPBL, белтък, натоварващ 

кохезините, и RAD21 кохезиновата субединица се натрупват значително по-късно в 

сравнение с фосфорилирането на H2AX и натрупването на MDC1 на места на ДНК 

увреждания в живи клетки. Второ, разграждането на RAD21, индуцирано с ауксин, не влияе 

на разпространението на H2AX/MDC1 след лазерно микрооблъчване или след 

индуцирането на двойноверижни скъсвания (DSB) чрез третиране със зеоцин. За да 

определим дали дифузията на активирания ATM може да обясни наблюдаваното 

поведение, измерихме скоростта на обмен и дифузионните константи на ATM и MDC1 в 

рамките на увредена и неувредена хроматинова среда. Използвайки тези измервания, 

създадохме количествен модел, в който свободно дифундиращият активиран ATM 

фосфорилира H2AX. Този модел вярно описва динамиката на ATM и последващото 

разпространение на H2AX/MDC1 на места на комплексни ДНК увреждания. 
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3) Kanev, P.B., Atemin, A., Stoynov, S. and Aleksandrov, R., 2024. PARP1 roles in DNA repair and 

DNA replication: The basi (c) s of PARP inhibitor efficacy and resistance. Seminars in Oncology 

51(1-2), pp. 2-18 

Genome integrity is the subject of constant insult from endogenous and exogenous sources. In 

order to cope, eukaryotic cells have evolved an elaborate network of DNA repair factors that 

accommodate diverse lesion types and exhibit considerable functional redundancy. PARP1 is a 

major sensor of DNA breaks with established and putative roles in a number of pathways within 

the DNA repair network, including single- and double-strand break repair as well as DNA 

replication fork protection. Importantly, PARP1 is the major target of small-molecule PARP 

inhibitors (PARPi), which are employed in the treatment of homologous recombination (HR)-

deficient tumors, as the latter are particularly susceptible to the accumulation of DNA damage 

due to an inability to efficiently repair highly toxic double-strand DNA breaks. The clinical success 

of PARPi has fostered extensive research into PARP biology, which has shed light on the 

involvement of PARP1 in various genomic transactions. A major goal within the field has been to 

un- derstand the relationship between catalytic inhibition and PARP1 trapping. The specific 

consequences of inhibition and trapping on genomic stability as a basis for PARPi cytotoxicity 

remain a matter of debate. Finally, PARP inhibition is increasingly recognized for its capacity to 

elicit/modulate antitumor immunity. The clinical potential of PARPi is, however, hindered by the 

development of resistance. Hence, extensive efforts are invested in identifying factors that 

promote resistance or sensitize cells to PARPi. The current review provides a summary of 

advances in our understanding of PARP1 biology, the mechanistic nature and molecular 

consequences of PARP inhibition, as well as the mechanisms that give rise to PARPi resistance. 

Интегритетът на генома е постоянно изложен на увреждания от ендогенни и екзогенни 

източници. За да се справят с тези увреждания, еукариотните клетки са развили сложна 

мрежа от белтъчни фактори за поправка на ДНК, които могат да се справят с различни 

видове увреждания и притежават значително функционално припокриване. PARP1 е 

ключов белтъчен сензор за скъсвания в ДНК с установени и предполагаеми роли в редица 

пътища в системите за поправка на ДНК, включително в поправката на едно- и двуверижни 

скъсвания, както и в защитата на репликационните вилки. Важно е да се отбележи, че PARP1 

е основния таргет на PARP инхибиторите (PARPi), които се използват в лечението на тумори 

с неработеща хомоложна рекомбинация (HR), тъй като тези тумори са особено 

чувствителни към натрупването на увреждания в ДНК поради неспособността да поправят 

ефективно високо токсични двойноверижни скъсвания в ДНК. Клиничният успех на PARPi 

доведе до интензивни изследвания в областта на PARP биологията, които хвърлят светлина 

върху участието на PARP1 в различни геномни процеси. Основната цел е да се разбере 

връзката между инхибирането на каталитичната активност на PARP1 и "задържането" му на 

места на увреждане. Специфичните последици от инхибирането и " задържането" върху 

геномната стабилност като основа за цитотоксичността на PARPi остават тема на дебат. 

Инхибирането на PARP1 също така моделира антитуморния имунитет. Клиничният 

потенциал на PARPi обаче е ограничен от развитието на резистентност, поради което се 
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инвестират се значителни усилия за идентифициране на фактори, които са отговорни за 

резистентността или чувствителността на клетките към PARPi. Тази обзорна статия 

предоставя резюме на напредъка в разбирането на биологията на PARP1, механистичната 

природа и молекулярните последици от инхибирането на PARP1, както и механизмите, 

които водят до резистентност към PARPi. 

 

4) Popov, G., Aleksandrov, R., Petkova, V., Kaneva, R., Gergova, R., Kundurzhiev, T. and Popova, 

D., 2023. Analysis of bacterial biofilm formation and MUC5AC and MUC5B expression in chronic 

rhinosinusitis patients. Journal of Clinical Medicine, 12(5), p.1808 

Chronic rhinosinusitis (CRS) is a condition affecting as much as 16% of the adult population in 

developed countries with many factors attributed to its development, including the more 

recently proposed role of bacterial biofilm infections. Plenty of research has been conducted on 

biofilms in CRS and the causes behind the development of such an infection in the nasal cavity 

and sinuses. One such probable cause is the production of mucin glycoproteins by the mucosa of 

the nasal cavity. To investigate the possible link between biofilm formation and mucin expression 

levels and their relationship with CRS etiology, we examined samples from 85 patients by means 

of spinning disk confocal microscopy (SDCM) to establish their biofilm status and quantitative 

reverse transcription polymerase chain reaction (qRT-PCR) to determine MUC5AC and MUC5B 

expression levels. We observed a significantly higher prevalence of bacterial biofilms in the CRS 

patient group compared to the control group. In addition, we detected higher expression levels 

of MUC5B but not MUC5AC in the CRS group, which suggested a possible role for MUC5B in CRS 

development. Finally, we found no direct relationship between biofilm presence and mucin 

expression levels, thereby showing a multifaceted connection between these two major factors 

implicated in CRS etiology. 

Хроничният риносинуит (ХРС) е състояние, което засяга до 16% от възрастното население в 

развитите страни, като на развитието му се приписват множество фактори, включително 

новопредложената роля на бактериалните биофилми. Множество изследвания са 

проведени върху биофилмите при ХРС и причините за развитието на такава инфекция в 

носната кухина и синусите. Една от вероятните причини е производството на муцини от 

мукозата на носната кухина. За да изследваме възможната взаимовръзка между 

образуването на биофилм и нивата на експресия на муцините и тяхната връзка с 

етиологията на ХРС, анализирахме проби от 85 пациенти чрез конфокална микроскопия за 

установяване на състоянието на биофилм и количествена полимеразна верижна реакция 

(qRT-PCR) за определяне на нивата на експресия на MUC5AC и MUC5B. Наблюдавахме 

значително по-висока честота на бактериални биофилми в групата на пациентите с ХРС в 

сравнение с контролната група. Освен това открихме по-високи нива на експресия на 

MUC5B, но не и на MUC5AC в групата с ХРС, което предполага възможната роля на MUC5B 

в развитието на ХРС. Накрая, не установихме пряка връзка между наличието на биофилм и 
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нивата на експресия на муцините, като по този начин показахме многопластова връзка 

между тези два основни фактора, които играят роля в етиологията на ХРС. 

 

5) Ivanova, A., Atemin, A., Uzunova, S., Danovski, G., Aleksandrov, R., Stoynov, S. and 

Nedelcheva-Veleva, M., 2021. The effect of Dia2 protein deficiency on the cell cycle, cell size, and 

recruitment of Ctf4 protein in Saccharomyces cerevisiae. Molecules, 27(1), p.97 

Cells have evolved elaborate mechanisms to regulate DNA replication machinery and cell cycles 

in response to DNA damage and replication stress in order to prevent genomic instability and 

cancer. The E3 ubiquitin ligase SCFDia2 in S. cerevisiae is involved in the DNA replication and DNA 

damage stress response, but its effect on cell growth is still unclear. Here, we demonstrate that 

the absence of Dia2 prolongs the cell cycle by extending both S- and G2/M-phases while, at the 

same time, activating the S-phase checkpoint. In these conditions, Ctf4—an essential DNA 

replication protein and substrate of Dia2—prolongs its binding to the chromatin during the 

extended S- and G2/M-phases. Notably, the prolonged cell cycle when Dia2 is absent is 

accompanied by a marked increase in cell size. We found that while both DNA replication 

inhibition and an absence of Dia2 exerts effects on cell cycle duration and cell size, Dia2 deficiency 

leads to a much more profound increase in cell size and a substantially lesser effect on cell cycle 

duration compared to DNA replication inhibition. Our results suggest that the increased cell size 

in dia2 involves a complex mechanism in which the prolonged cell cycle is one of the driving 

forces. 

Клетките са развили сложни механизми за регулиране на репликацията на ДНК и клетъчния 

цикъл в отговор на увреждания в ДНК и репликационен стрес с цел предотвратяване на 

геномната нестабилност и развитието на ракови клетки. Е3 убиквитин лигазата SCFDia2 в S. 

cerevisiae участва в отговора на клетките към репликационен стрес и увреждания в ДНК, но 

ефектът й върху растежа на клетките все още не е ясен. В настоящето изследване 

показваме, че липсата на Dia2 увеличава продължителността на клетъчния цикъл, като 

удължава както S-фазата, така и G2/M-фазата, като същевременно активира S-фазния 

сонтролен пункт. При тези условия Ctf4—ключов белтък, участващ в репликацията на ДНК 

и субстрат на Dia2—удължава асоциацията си с хроматина по време на по-

продължителните S- и G2/M-фази. Забележително е, че удълженият клетъчен цикъл, когато 

Dia2 отсъства, е съпроводен с ясно изразено увеличение на размера на клетките. Открихме, 

че както инхибирането на репликацията на ДНК, така и отсъствието на Dia2 оказват ефект 

върху продължителността на клетъчния цикъл и размера на клетките, като дефицитът на 

Dia2 води до значително по-голямо увеличение в размера на клетките и значително по-

малък ефект върху продължителността на клетъчния цикъл в сравнение с инхибирането на 

репликацията на ДНК. Нашите резултати предполагат, че увеличеният размер на клетките 

при отсъствие на Dia2 е свързан със сложен механизъм, в който удълженият клетъчен цикъл 

е една от основните движещи сили. 
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6) Aleksandrov, R., Hristova, R., Stoynov, S. and Gospodinov, A., 2020. The chromatin response 

to double-strand DNA breaks and their repair. Cells, 9(8), p.1853 

Cellular DNA is constantly being damaged by numerous internal and external mutagenic factors. 

Probably the most severe type of insults DNA could suffer are the double-strand DNA breaks 

(DSBs). They sever both DNA strands and compromise genomic stability, causing deleterious 

chromosomal aberrations that are implicated in numerous maladies, including cancer. Not 

surprisingly, cells have evolved several DSB repair pathways encompassing hundreds of different 

DNA repair proteins to cope with this challenge. In eukaryotic cells, DSB repair is fulfilled in the 

immensely complex environment of the chromatin. The chromatin is not just a passive 

background that accommodates the multitude of DNA repair proteins, but it is a highly dynamic 

and active participant in the repair process. Chromatin alterations, such as changing patterns of 

histone modifications shaped by numerous histone-modifying enzymes and chromatin 

remodeling, are pivotal for proficient DSB repair. Dynamic chromatin changes ensure accessibility 

to the damaged region, recruit DNA repair proteins, and regulate their association and activity, 

contributing to DSB repair pathway choice and coordination. Given the paramount importance 

of DSB repair in tumorigenesis and cancer progression, DSB repair has turned into an attractive 

target for the development of novel anticancer therapies, some of which have already entered 

the clinic. 

Клетъчната ДНК постоянно претърпява увреждания от множество вътрешни и външни 

мутагенни фактори. Вероятно най-сериозният тип увреждания, които ДНК може да 

претърпи, са двуверижните скъсвания на ДНК (DSBs). Те разкъсват и двете ДНК вериги и 

застрашават геномната стабилност, причинявайки вредни хромозомни аберации, които са 

свързани с множество заболявания, включително рак. Не е изненадващо, че клетките са 

развили няколко механизма за поправка на DSB, които обхващат стотици различни 

белтъци. В еукариотните клетки поправката на DSB се извършва в изключително сложната 

среда на хроматина. Хроматинът не е просто пасивна платформа, която “събира” многото 

белтъци за поправката на скъсванията, а е високо динамичен и активен участник в процеса 

на поправка. Промените в хроматина, като изменящите се шаблони на хистонови 

модификации, оформени от множество ензими и ремоделирането на хроматина, са 

решаващи за ефективната поправка на DSB. Динамичните промени в хроматина осигуряват 

достъп до увредената област, привличат белтъците, поправящи ДНК, и регулират тяхната 

асоциация и активност, като допринасят за избора и координацията на пътищата за 

поправка на DSB. Като се има предвид първостепенната важност на поправката на DSB за 

канцерогенезата и прогресията на раковите заболявания, механизмите за поправка на DSB 

са се превърнали в привлекателна цел за разработване на нови антитуморни терапии, 

някои от които вече са навлезли в клиничната практика. 

 

7) Parrilla, J., Gaillard, C., Verbeke, J., Maucourt, M., Aleksandrov, R.A., Thibault, F., Fleurat‐

Lessard, P., Gibon, Y., Rolin, D. and Atanassova, R., 2018. Comparative metabolomics and 
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glycolysis enzyme profiling of embryogenic and nonembryogenic grape cells. FEBS Open Bio, 8(5), 

pp.784-798 

A novel biological model was created for the comparison of grapevine embryogenic cells (EC) and 

non-embryogenic cells (NEC) sharing a common genetic background but distinct phenotypes, 

when cultured on their respective most appropriate media. Cytological characterization, 1H-NMR 

analysis of intracellular metabolites, and glycolytic enzyme activities provided evidence for the 

marked metabolic differences between EC and NEC. The EC were characterized by a moderate 

and organized cell proliferation, coupled with a low flux through glycolysis, high capacity of 

phosphoenolpyruvate carboxylase and glucokinase, and high oxygen consumption. The NEC 

displayed strong anarchic growth, and their high rate of glycolysis due to the low energetic 

efficiency of the fermentative metabolism is confirmed by increased enolase capacity and low 

oxygen consumption. 

Създаден е нов биологичен модел за сравнение на ембрионални (EC) и неембрионални 

клетки (NEC) от лоза, които споделят общ генетичен произход, но имат различни 

фенотипове, когато се култивират върху съответните им най-подходящи среди. 

Цитологично охарактеризиране, 1H-NMR анализ на вътреклетъчните метаболити и 

активността на гликолитичните ензими предоставиха доказателства за отчетливите 

метаболитни различия между EC и NEC. EC се характеризират с умерена и организирана 

клетъчна пролиферация, съпроводена с нисък поток на метаболити през гликолизата, 

висок капацитет на фосфоенолпируват карбоксилазата и глюкокиназата, както и високо 

потребление на кислород. NEC показват силен некоординиран растеж, а високата 

интензивност на гликолиза, дължаща се на ниската енергийна ефективност на 

ферментационния метаболизъм, бе потвърдена чрез увеличения капацитет на енолазата и 

ниско потребление на кислород. 

 

8) Doumanov, J., Mladenova, K., Aleksandrov, R., Danovski, G. and Petrova, S., 2014. Interactions 

of pharmacologically active snake venom sPLA2 with different cell lines. Biotechnology & 

Biotechnological Equipment, 28(5), pp.918-922 

Secreted Phospholipases A2 (sPLA2s) represent a large family of structurally related enzymes, 

which target different tissues and organs and induce numerous pharmacological effects based 

on their catalytic specificity - hydrolysis of the sn-2 ester bond of glycerophospholipids. The 

neurotoxin vipoxin, isolated from the venom of Vipera ammodytes meriodionalis, is a 

heterodimeric postsynaptic ionic complex composed of two protein subunits - a basic and toxic 

His48 sPLA2 enzyme and an acidic, enzymatically inactive and non-toxic component. In this paper, 

for the first time, we demonstrate that vipoxin sPLA2 enzyme affects cell integrity and viability of 

four cell types and causes different cell responses. The most dramatic local tissue effects were 

observed with RPE-1 (retinal pigment epithelial) cells followed by A549 (adenocarcinomic human 

alveolar epithelial) cells and MDCK (Madin-Darby Canine Kidney epithelial) cells. Products of the 
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enzymatic reaction, lysophospholipids and unsaturated free fatty acids, act as lipid mediators 

that can induce membrane damaging or can stimulate cell proliferation. Our preliminary results 

on the cytotoxic effect of vipoxin sPLA2 on A549 cells are promising in searching of its eventual 

anticancer potential. 

Секреторните фосфолипази A2 (sPLA2) представляват голямо семейство структурно 

свързани ензими, които таргетират различни тъкани и органи и индуцират множество 

фармакологични ефекти, основани на тяхната каталитична специфичност – хидролиза на 

sn-2 естерната връзка на глицерофосфолипидите. Невротоксинът випоксин, изолиран от 

отровата на Vipera ammodytes meridionalis, е хетеродимерен йонен комплекс, състоящ се 

от две белтъчни субединици – основен и токсичен His48 sPLA2 ензим и киселинна, ензимно 

неактивна и нетоксична субединица. В този доклад за първи път показваме, че sPLA2 

ензимът на випоксина влияе на клетъчната цялост и жизнеспособност на четири клетъчни 

линии и предизвиква различни клетъчни отговори. Най-значителни ефекти бяха 

наблюдавани при RPE-1 клетки (ретинални пигментни епителни клетки), последвани от 

A549 (аденокарциномни човешки алвеоларни епителни клетки) и MDCK (Мадин-Дарби 

епителни клетки от бъбрек на куче). Продуктите на ензимната реакция, 

лизофосфолипидите и ненаситените свободни мастни киселини, действат като липидни 

медиатори, които могат да предизвикат увреждане на мембраните или да стимулират 

клетъчната пролиферация. Нашите предварителни резултати относно цитотоксичния ефект 

на sPLA2 от випоксин върху клетките A549 са обещаващи при търсенето на евентуалния му 

антитуморен потенциал. 

 

9) Stoyanova, V., Aleksandrov, R., Lukarska, M., Duhalov, D., Atanasov, V. and Petrova, S., 2012. 

Recognition of Vipera ammodytes meridionalis neurotoxin vipoxin and its components using 

phage-displayed scFv and polyclonal antivenom sera. Toxicon, 60(5), pp.802-809 

Vipoxin is a potent postsynaptic heterodimeric neurotoxin isolated from the venom of the 

Bulgarian snake Vipera ammodytes meridionalis, whose snakebites cause different and strongly 

manifested pathophysiological effects (neurotoxic, hemolytic, anticoagulant, convulsant, 

hypotensive, hyperglycemic etc.). The neutralization of snake toxins calls for extensive research 

through the application of different approaches: antibodies, non-immunologic inhibitors, natural 

products derived from plants and animals, as well as synthetic drugs. In this study, we applied 

naive Tomlinson I + J (Cambridge, UK) libraries to obtain recombinant human scFv antibodies 

against the vipoxin’s two subunits – basic and toxic phospholipase A2 (PLA2) and acidic, non-toxic 

component. We found that 33 of more than hundred tested clones were positive and recognized 

vipoxin and its subunits. Enriched scFv-phage samples (1.2x109 pfu/ml) were analyzed for their 

binding (ELISA) and enzyme-inhibiting abilities. Single chain Fv-phage clones – D12, E3, F6, D10 and 

G5 exhihest binding affinity for the toxic component. Clones A1, D12 and C12 recognized 

preferentially vipoxin’s acidic component. Clones E3, G5 and H4 inhibited the enzymatic activity of 

both vipoxin and its purified and separated toxic subunit to the highest extent. Six of the selected 
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clones (E3, G5, H4, C12, D10 and A11) inhibited direct hemolytic activity of vipoxin and its pure PLA2 

subunit. The obtained specific scFv antibodies will be used for epitope mapping studies required 

to shed light on the role of the phospholipase A2 activity for the vipoxin toxicity and its effective 

neutralization. 

Випоксинът е мощен постсинаптичен хетеродимерен невротоксин, изолиран от отровата 

на българската змия Vipera ammodytes meridionalis, чиито ухапвания причиняват различни 

и силно изразени патофизиологични ефекти (невротоксични, хемолитични, 

антикоагулантни, конвулсивни, хипотензивни, хипергликемични и др.). Неутрализирането 

на змийските токсини изисква обширни изследвания чрез прилагане на различни подходи: 

антитела, неимуниологични инхибитори, естествени продукти от растения и животни, както 

и синтетични лекарства. В това изследване приложихме наивни библиотеки Tomlinson I + J 

(Кеймбридж, Великобритания), за да получим рекомбинантни човешки scFv антитела 

срещу двете субединици на випоксина – основния и токсичен фосфолипаза A2 (PLA2) 

компонент и киселинния, нетоксичен компонент. Открихме, че 33 от повече от сто 

изследвани клона бяха положителни и разпознаха випоксин и неговите субединици. 

Обогатените scFv-фагови проби (1.2x109 pfu/ml) бяха анализирани за тяхната способност да 

се свързват (ELISA) и да инхибират ензимната активност. scFv клонове – D12, E3, F6, D10 и G5 

показаха най-висок афинитет към токсичния компонент. Клонове A1, D12 и C12 

преимуществено разпознават киселинния компонент на випоксина. Клонове E3, G5 и H4 

инхибираха в най-голяма степен ензимната активност както на випоксина, така и на 

неговата пречистена токсична субединица. Шест от избраните клонове (E3, G5, H4, C12, D10 и 

A11) инхибираха директната хемолитична активност на випоксина и неговата пречистена 

PLA2 субединица. Получените специфични scFv антитела ще бъдат използвани за 

изследване на епитопи, които ще помогнат за разкриване на ролята на активността на 

фосфолипаза A2 за токсичността на випоксина и неговото ефективно неутрализиране. 

 

10) Дановски, Г, Александров, Р, Пенчева, М, Петрова, С. ХИМИЧНИ МОДИФИКАЦИИ НА 

ФОСФОЛИПАЗА А2 ОТ VIPERA AMMODYTES: ЕФЕКТ ВЪРХУ КАТАЛИТИЧНИТЕ СВОЙСТВА. 

Science & Technologies, 3, 2013, 72-75 

Snake venoms include a number of different biologically active molecules which possess diverse 

pharmacological effects, such as neurotoxicity, myotoxicity, cardiotoxicity, thrombocyte 

aggregation, haemolysis, anti-coagulation etc. The main and most toxic component, extracted 

from the venom of the Bulgarian subspecies Vipera ammodytes meridionalis, is the neurotoxin 

Vipoxin, a heterodimeric protein complex. It consists of two subunits – the highly toxic His48 

sPLA2, which is a secretory phosphatidate-sn-2 acylhydrolase, Phospholipase A2, EC 3.1.1.4, and 

an enzymatically inactive subunit, which is non-toxic. The PLA2 mediates the Ca2+-dependent 

hydrolysis of the sn-2 ester bond in the phosphoglyceride molecule, which results in the forming 

of free fatty acids and lysophospholipids. In order to determine the connection between the 

enzyme’s structure and its catalytic activity, several amino-acids were modified (His, Lys, Trp) 
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which are considered essential to its catalytic mechanism. The influence of these modifications 

was evaluated through a comparative measurement of the activity of an unmodified enzyme and 

the modified forms. 

Змийските отрови включват редица различни биологично активни молекули, които 

притежават разнообразни фармакологични ефекти, като невротоксичност, миотоксичност, 

кардиотоксичност, агрегация на тромбоцити, хемолиза, антикоагулация и др. Основният и 

най-токсичен компонент, изолиран от отровата на българския подвид Vipera ammodytes 

meridionalis, е невротоксинът випоксин – хетеродимерен белтъчен комплекс. Той се състои 

от две субединици – силно токсичният His48 sPLA2, който представлява секреторна 

фосфатидат-sn-2 ацилхидролаза, фосфолипаза A2, EC 3.1.1.4, и ензимно неактивна 

субединица, която е нетоксична. PLA2 осъществява Ca2+-зависимата хидролиза на sn-2 

естерната връзка в молекулата на глицерофосхолипидите, което води до образуването на 

свободни мастни киселини и лизофосфолипиди. За да се определи връзката между 

структурата на ензима и неговата каталитична активност, няколко аминокиселини (His, Lys, 

Trp) бяха модифицирани, като се счита, че те са съществени за неговия каталитичен 

механизъм. Въздействието на тези модификации беше оценено чрез сравнително 

измерване на активността на немодифициран ензим и модифицираните му форми. 


