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ОТНОСНО ПРОЦЕДУРАТА:

Настоящата процедура по придобиване на ОНС ,,.Щоктор" се провежда на

ОСНоВаНие чл,29 ал. 3 от Правилника за условията и реда за придобиване на науIни

степени и заемане на акадомични длъжности винституг по микробиология БАН, решение

на Науtния съвет на ИМикб-БАН (проmокол No 7 оm 30.07.2024 r.). Съгласно Заповед

Olb I-107l31.07.2024) на.Щиректора на Института съм избрана за член на Hay-rHo жури по

горепосочения конкурс и съм Qпределена за рецензент на първото му заседание. В

каЧестВото ми на реензент, декпарирам, че не съществува конфликт на интереси по

смисъла на ý 1, т, 2а от допълнителните разпоредби на ЗРАСРБ между мен и

кандидата по процедурата за онс ,,,щоктор" и за мон не са налице ограниченията

по чл. 33 от ЗРАСРБ.

.Щоказано е по законоустановония ред отсъствие на плагиатство в на}чните

трудове на каrцидатката.

АКТУАЛНОСТ И ЗНАЧИМОСТ IIА РАЗРАБОТВАНИЯ ПРОБЛЕМ

Представеният ми за рецензия дисертационен труд е посветен на психрофилни

представители на царство rъби, изолирани от спабо про)чени антарктическите

екосистеми. Оригинален е не само обектът на изследване - разнообразни в таксономично

отношение фунги, но и проуIването на механизми на екологичната селекция, както и

еволюционната адаптация, които осиryряват тяхното оцеляване в екстремни условия.
въздействието на ниоките температури и проявите на оксидативен стрес привлича

интереса не само на )лените. ,щисертацията търси данни за кIIетъчния отговор срещу

студовия стрес и за адаптацията на ьбите за оцеляване при такива екстремни



температури. В тази връзка се характеризира способността на непро}чени досега

психрофили да произвеждат температурно чувствителни (cold-active, СА) ензими,

включително и каталазата като първа линия на антиоксидантна защита. Трудът изrlава

СА ензими, които имат важно приложение в хранителната, текстилната и

фармакологичната индустрии, в технологията за биоремедиация, като индикатор за

разграждането на въглеводороди на замърсена със суров нефт почва и др. Много важно

е разбирането на техния потенциал като терапевтични средства при заболявания,

предизвикани от повишеното ниво на свободни радикали (напр, диабет, болест на

Алцхаймер, болест на ГIаркинсон, витилиго и акаталаземия), както и при

криоконсервацията в репродуктивната медицина. Всичко това ми дава основание да

подчертая иновативността и актуалността на разработения дисертационен труд.

ОБЕМ И СТРУКТУРА НА ДИСЕРТАЦИЯТА

,Щисертационнияттруд е конструиран в общоприетата форма, съгласно Правилника

на ИмикБ_БАН за приJIожение на ЗРАСРБ. Написан е на 125 стандартни компютърни

страници (на 1.5 pt), които вкJIючват 90 стр. текст и 27 стр, използвана литература.

Спазени са изискванията за форма, съдържание и съотношение на отделните раздели

кактоследва: Увоd-2стр.,Jlumераmуренобзор -28стр.; l|елuзаDачu- 1стр.; Маmерuалu

uмеmоDu - l1 стр., Резулmаmuuобсънсdане-4Зстр.,Извоdu-2стр.,Прuносu - 1стр.

Използвана лumерапура - 22 стр.; Ilублuкацuu - l сmр. Надлежно са посочени

използваните съкращения. Отлично впечатJIение правят подредбата, логическата

последователност в JIитературния обзор и изложението на получените резултати и

тяхната илюстрация с 30 фигури и |2 таблици. Материалът е 11редставен със стегнат

наr{ен стил. Бих искаJIа ла отбеrlежа целенасочения увод, който в концентриран вид

представя както нерешените проблеми) така и оригиналността на разработката.

ЛИТЕРАТУРНА ОСВЕДОМЕНОСТ И ПОСТАНОВКА НА ЦЕЛТД И ЗАДАЧИТЕ

JIитературният обзор е много добре структуриран и разисква в логическа

обвързаност научната информация, необходима за представяне проведените

изследвания, както следва:

(|) ,lнmаркrпuка - месmообLlmанuе за фllламенmознu zъбu, аdапmuранu къJй

ексmремно сmуОенu ус]lовuя на среdаmа ,; а,н4литично разгледан като слабоРОУЧеН

хабитат, с микрофлора изсле.t{ваI{иrIта на която е свързано с редица научни

предизвикателства и от което са изолирани изследваните фунги. (2) ,,оксudаmuве|t



сmрес, uнdуцuран оm нuскu mемпералпурu u сmраmеluu за аdапrпuране "- авторката

преминава от биотопа към биоценозата и метаболитнитс особености в екстремни

Условия. Обобщена е актуалната информация за измененията на кпимата и оксuёаrпuвен

cmpeci Бuомаркерu на оксudаmuвнuя сmрес, uнdуцuран оm нuскu mемпераmурu u

анmuоксudанmна залцumна сuсmема на кпеmкumе. (З) Потърсена е ,,Връзка меэеdу

спtуdов сrпрес u оксudаrпuвен сrпрес" и (4) Адаптиране на микроорганизмите към

оксидативен стрес, приtIинен от ниски температури на околната среда; (5) Роля на КАТ
в антиоксидантната защита срещу ниско-температурен оксидативен стрес, добавяйки

доказателства за (6) Филаментозните гъби като експеримонтален модел. Представони са

данни от последните 20 г. което ясно показва отлична теоротична осведоменост на

докторантката. Това личи и от структурирането на обзора, целенасочено и конкретно,

като вruIючва всички аспекти на изследването. Ясно се откроява арryментираната и

подкрепена с литературни данни обосновка, относно необходимостта и иновативността

от нау{ната разработка.

Отлично впечатление прави финалното критично обобщение на нерешените

ПРОбЛемИ по темата, което води логически към целта: ,,Ща се uзслеОва учасmuеmо на

аНmuОксudанmнuя ензuм каmалсtза в механu:rмumе на аdапmацuя към

нuскоmемпераmурен слпрес прu фша,tленmознlr zъбu, азолuранu оm ексmремно сmуdенu

ме сmо о бumанuя (Анmаркmuка)" .

За нейното изпълнение са ясно формулирани 7 задачи с 3 под-задачи, което

изисква не само теоретични знания, но и експсриментални умения.

ОЦЕНКА НА ИЗПОЛЗВАНИТЕ МАТЕРИАЛИ И МЕТОДИ

разделът "маtперuмu u меmоdu" демонотрира широк набор от ругинни и

съВреМонЕи молекулярни и анzшитични мотоди, съобразени с конкретните изисквания на

ПОСТаВеНИТе Задачи. Оцонявам високо големия броЙ - бl щама плесенни гъби, изолирани

ОТ ПОЧВеНИ ПРоби от различни региони на Антарктика, като експериментаJIна група, за

решаВане на задачите и за избор на моделни щамове в послодващите етапи. Умело са

подбрани кJIасически микробиологични тестове, за охарактеризирането на растежа и

МОРфологията на фунгалните кпетки и кJIетъчната диференциация в условията на

ТеМПеРаТУРеН СТРес. Те се допълват в логическа последователност с кJIасическите

анаJIитични методи и с молекулярно генетичЕи методи за изолиране и секвениране на

гени и генна експресия на каталазните гени . Стратегията за оценка на антиоксидантни

еНЗИМИ -СОД и КАТ, свързани със студов и оксидативен стрес в нормоокси условия и



при дълготраен и при кратък нискотемпературен стрес, позволява обективна оценка на

търсените механизми на кJIетъчен отговор, при този тип психрофилни микоорганизми.

Правилно подбран и умело приложен е панел от биохимични мотоди, вкJIючващ

промените различни биомаркери, като съdърсlсанuе на оксudаmuвно увреdенu белmъцu;

колuчесmво на рвервнu въzлехudраmuо ЛuпuOна пероксuOацuя, опреdеляне нuвоmо на

zенерuранumе свобоdнu оксu-раOuксtплt за да достигне до избор на моделен щам и до

изолиране, пречистване и характеризиране на КАТ. ,Щокторантката избира високо-

дискриминативни молекулярно_генетични методи за охарактеризиране генетичните

основи на отговора към оксидативен стрес при нискотемп9ратурни условия, при

моделния щам. Освен намиране на каталазни гени е доказана и тяхната генна експресия

при култивиране в нормоокси условия и в условията на нискотемпературен стрес.

ОЦЕНКА НА ПОЛlЦЕНИТЕ РЕЗУЛТАТИ

.Щисертационният труд на Владислава.Щишлийска, е задълбочено и мащабно на}п{но

изследване върху механизмите на адаптациJI, към нискотемпературен стрес при

филаментозни гьби, избирайки обект от едно от най-студените местообитания,

непроуrени до момента - Антарктида. Техният избор, допълва на)п{ните данни за

адаптацията на непроуrени еукариотни микроорганизми, за оцеляване при температури,

близки до отрицателните.,Щокторантката търси връзката между ниско-температурното

въздействие и проявите на оксидативния стрес, а така също и уrастието на

антиоксидантните ензими в пре}rмвяемостта на организмите в подобни екстремни

условия. Основополагаща е групата от б1 щама плесенни, изолирани от антарктически

почвени проби, които са проrIени за растеж и рtr}витие при различни температури и са

класифицирани към съответните термални K,IacoBe По 3 различни темп€раТурни

поквателя и натрупване на биомаса. Заслул<ава вниманио логическата fiоследователност

на разработката. Всеки етап вкпючва убедително доказан материал, който е отправна

точка за следваща насоченост на изследването. Класифицирането, по добре избраните

физиолого_биохимичпи показатели е отправна точка за последващата характеристика на

изолираните ьби по отношение сиЕтезата на вътрекпетъчна и извънкпеТЪчна катМаза.

В. .Щишлийска оценява разпространението на извънкпетьчната КАТ в щамове от

различни таксономични групи, което има вarкно практическо приложение. Изборът на

моделни щамове също е HayIHo обоснован със сравнumелен ансtлlt:, на dаннumе за

сuнmва на КДТ прu разлuчнuпле lцсtмове, Всичко Това ПриДава на дисертацията

характеристика за цялостносt, основапа на Ha1пrнo познание и теоретична подготвеНосt.



Потвърждават го изборът на методичните подходи и вкпючването на модерни

молркулярно -генетични методи, надгрilкдащи утвърдените кпасически такива.

Оригинален под(од прилага докторанткатq оценявайки ролята на каталазите в

кJIетъчниJI отговор на моделните цIамQве към стрес, причинен от ниски температури, в

търсенето на катаJI{вIIи гени и транскрипцционния анаJIиз на тяхната експресия. Умело

е дискутирана ролята на експреоиряния catl ген при ниска температура. Решаването на

задачито като цяло е постигнато чрез сравнителен мултифакторен анализ, основан на

оценка на различни биомаркери на оксидативен отрес. Високо оценявам разнообразието

на използваните методи и тяхното съчставане за решаване на експериментапните задачи.

Безспорно качество на разработения труд е доказването на генетичните основи за

получените емпирични данни по оценка кпючовия ензим каталаза и отговора на

праВилно подбраните моделни Iцамове в нормоокси условия и в условията на

нискотемпературен стрес.

Към достойнотвата на дисертационния труд се прибавят новопол}щените данни по

оптимизиране условията на култивиране на щам Р. grisеоfulvutп Р29 за повишаване

синтеза на ензима каталаза (КАТ), неговото биохимично пречистване и ензимно

ОХаРаКТеризиране. В тази глава от дисертацията докторантката е разработила

последователно параметрите за култивиране на щама-продуцент и е оптимизирала тези

за полУЧаване на тьрсения ензим. С протокола по ензимната очистка наКАТ о постигната

12 пъти по-Висока активност при това по неусложнена и ефективна процедура. Този

Раздел от работата безспорно има авторски решения и нови подходи, но в дискусиJIта

ТОВа Не е отршено. Бих препоръчаJIа при тази част и в останалите раздели с

експериментални резултати оригиналният принос да намери изява в дискусията на

ПОЛУIеНИте резУлтати. Това е вФкно и поради факта, че информацията за ефективно

производотвО на темпеРатурнО чувствитеЛна КАТ е оокъдна. Сред голям брой

МИКРООРГаНИЗми, способни да произвеждат вътрекIетъчни ензими, вкпючително КДТ,

фИЛаМеНтозните гьби са особено интересни поради лссното им култивиране и

НаТРУПВаНе На биомаса. Тези резултати са добре илюотриран:и с 22 фиryри и 8 таблици.

Наlчните експерименти са правилно поставевни, в повтореност и доказана

статистическа достоверност, което потвърждава отлична подготвеност на докторантката

И СПОСОбност да избира и съчетава методични подходи и да прове}цда оксперименти.

ТОВа Води до успешно решаване на конкретни експериментални задачи, видно от

ПРеДСТаВеНИТе пУбликацции по темата на дисертацията. Представените 2 публикацции



са в авторитетни международни списания и са с общ ИФ-55З2. На една от тях

докторантката е първи автор.

Изводите са логично следствие от експерименталните данни. Те точно представят

изпълнението на поставените задачи. Написани са в стегнат стил и краlък изказ, което

представлява трудност при обобщаване на резултатите от такъв обемен експериментален

труд. Затова техният брой съответсва на броя на формулираните подзадачи. От тях ясно

личи, че целта е постигната.

Формулирани са 4 приноса, които приемам като такива, с оригинален и с

потвърдителен характер. 11рави впечатление и тяхната точна формулировка с ясно

очертан научен и методичен принос в изследванията на малко проучени психрофилни

плесени в условията на нискотемпературни въздействия и оксидативен стрес.

АВТОРЕФЕРАТ, IФИТИЧНИ БВЛЕЖКИ И ВЪI]РОСИ

Авторефератът както и цялостният дисертационен труд са оформени много добре

и нямам критични бележtси. Бих искала да направя една препоръка, натрупаният

предходен опит в изследоватеJtския колектив, по разработваните проблеми да бъде

отразен или в JIитературния обзор или в дискусията при сравнителния анализ на

резултатите, Това още по-ясно Iце очертае личния и наr{ния принос в развитието на тази

актуална тематика:

В тази връзка бих искала да поставя pI един въпрос към докторантката: С оглед

оригиналните резултати за получения и охарактеризиран температурно-чувствителен

ензим, как виждате развитието на разработката и може JIи да очакваме практическо

прилохtение.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В заключение искам да тIодчертая, че материаJIът е дисертабилен, темата е актуална,

докторантката е усвоила широк набор о,г съвременFIрI методи, експериментите са

поставени методично правиJIно, получените резуJIтати са достоверни и са со.ltидна база

за следващи научни и приложни разработки, открояваТ се оригинални наrrни и

приложни приноси.

Въз основа на направения обективен анаJIиз на лисертационния труд и като имам

предвид актуаJIността и нивото на рабоr:ата, убедено предлагам на увalкаемите членове

на Научното жури, да присъдят на докторант на свободна подготовка Владислава

Георгиева .Щиш.rrийска образоватеjil{ата и научна степен ,r,Щоктор" в област I{a висше



образование 4. Прuроdнu наукu, маmемаmuка u uнформаmuка, професuонално

направленuе, 4,3. Бuолоztлчнu наукu, ,Щокmоранmска про2рама: Мuкробuолоеця.

26.09.2024 Рецензент:

(проф,С. !анова, dбн)


