
1

РЕЦЕНЗИЯ
от доц. д-р Геновева Атанасова Начева

на дисертационния труд на Мария Христова Петрова
на тема „Изучаване на някои механизми, чрез които Fragile X Mental Retardation

Protein 1 контролира невронното развитие при Drosophila melanogaster”,
представен за присъждане на образователната и научна степен „Доктор” по

Професионално направление 4.3. Биологични науки (Генетика)

1. Обща част
Със заповед  на Ректора на СУ „Св. Климент Охридски” № РД38-561/30.10.2014 г.

съм определена за член на научното жури за провеждане на процедура за защита на
дисертационния труд  на Мария Христова Петрова.

Представеният от Мария Петрова комплект материали включва следните
документи:

 Заявление до ръководителя на катедра Генетика за разкриване на процедурата за
защита

 Автобиография
 Копие от диплома за завършено висше образование (ОКС „магистър”)
 Заповед за зачисляване в докторантура
 Удостоверение за положени изпити/кандидатски минимуми по специалността
 Заповед за отчисляване с право на защита
 Дисертационен труд
 Автореферат
 Списък с публикациите и участията в конференции свързани с дисертационния

труд
 Сертификат от редакцията на списание IJ BioAutomation, че публикацията

„Splicing regulatory elements and mRNA-abundance of dlg1 and capt, genetically interacting
with dFMRP in Drosophila brain” с автори M. Petrova, E. Molle, M. Nedelcheva-Veleva and G.
Genova, е приета за печат.

2. Кратки биографични данни за докторанта
Мария Петрова е възпитаник на Биологически Факултет на СУ „Св. Климент

Охридски”. През 2009 год. получава магистърска степен по специалност Генетика, а от
2010 до 2013 е редовен докторант в Катедра Генетика с научен ръководител проф. д-р
Гинка Генова. Отчислена е с право на защита и от тогава е на длъжност биолог в същата
катедра.

3. Актуалност на тематиката
Синдромът на чупливата Х-хромозома e невродегенератимна болест, която

причинява редица проблеми в развитието на индивида,  включително и когнитивни
увреждания. Честотата на поява е 1 на 4 000 мъже и 1 на 8 000 жени. Дължи се на мутации
в гена fmr1, които водят до инактивирането му и до липса на синтеза на неговия продукт -
РНК-свързващия белтък FMRP (Fragile X mental retardation protein). FMRP участва в
сложна каскада от клетъчни събития, свързани с регулацията на продукцията на редица
други белтъци, както и в развитието на синапсите. Независимо от интензивните
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изследвания и все по-богатата научна информация, детайлните биологичните функции на
FMRP, гените, които той регулира на пост-транскрипционно ниво и физиологичните
последствия от неговата липса в организма остават неизяснени.

Дисертационният труд на Мария Петрова е посветен на идентифицирането на нови
гени, които се намират под контрола на dFMRP в процесите на невронното развитие на
Drosophila melanogaster. Експерименталният моделен обект е подходящо избран поради
напълно секвенирания геном, наличието на огромна банка с мутантни линии, близо 80%
хомология с човешките хомолози, свързани с наследствени заболявания, както и
функционираща система за рекомбинантна експресия на човешки гени.

3. Характеристика и оценка на дисертационния труд
Дисертационният труд е написан на 133 страници, илюстриран е с 28 фигури и

12 таблици и включва 418 литературни източника на латиница, повече от 35% от които са
от последните 10 години.

Литературният обзор обхваща 35 страници и включва 3 основни раздела.
Първите два са посветени на неврогенезата и на невронното развитие. Особено внимание е
обърнато на аксонното нарастване и формирането на синапсите при Drosophila
melanogaster, тъй като значителна част от гените, контролиращи аксонното нарастване са
добре изучени и са обект на дисертационен труд. Третият раздел е посветен на
структурата, функцията и клетъчната локализация на FMRP. Боравейки с впечатляващо
голям набор от литературни източници, дисертантката прави аналитичен преглед на
функцията на dFMRP в развитието на мозъчните неврони при Drosophila. Подробно е
разгледана ролята на белтъка в контрола на генната експресия, включително на ниво РНК-
интерференция и алтернативен сплайсинг.

От литературния обзор се вижда, че като РНК-свързващ белтък FMRP участва в
огромен спектър от каскадни събития свързани с генната регулация, което обяснява
комплексната картина от симптоми, свързани със Синдрома на чупливата Х-хромозома.
Направената подробна литературна справка и критичният анализ на цитираната
литература е позволило на докторанта да намери своята изследователска ниша и да
формулира точно и ясно целите и задачите на своята дисертация. Целта на дисертацията
е да се изучи ролята на dFMRP (Drosophila Fragile X Mental Retardation Protein) в
контрола на експресията на гени, участващи в невронното развитие. В светлината на
представените литературни данни, намирам така формулираната цел за целесъобразна.
Адекватни на нея са и поставените 6 задачи, отнасящи се до методичните изследвания
необходими за постигането на целта.

Разделът Материали и методи обхваща 17 страници от дисертацията и включва
пълно описание на използваните материали и методи, което позволява възпроизвеждане
на експериментите без необходимост от допълнителна методична литература. Тук са
описани всички използвани дрозофилни линии и направените кръстоски, генетичните
методи за насочена генна експресия и скрининг за изучаване на генетичните
взаимодействия на dfmr1, имунохистохимия и конфокална микроскопия, молекулярно-
биологични методи като количествен PCR  в реално време и Western blot анализ, както и
биоинформатичните подходи използвани за анализ за наличие на G-квартети и за търсене
на допълнителни регулаторни елементи на сплайсинга. От този раздел се вижда, че
докторантката прилага с лекота широка гама от генетични, биохимични, аналитични,
микроскопски, молекулярно-биологични и биоинформатични методи, както и модерна и
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сложна научна апаратура, което е една от основните цели на докторантурата в
съответното професионално направление.

Резултатите от проведените изследвания и тяхната дискусия са представени в
раздел Резултати и дискусия, който обхваща 49 страници. Те са илюстрирани с 20 фигури
и 8 таблици.

Както вече беше отбелязано, Петрова си поставя за цел да изучи ролята на dFMRP
в контрола на експресията на гени, участващи в невронното развитие. Първата логична
задача е да се намерят гените, които взаимодействат с dfmr1, която тя решава чрез
провеждането на насочен скрининг с 20 подбрани по литературни данни гена,
функциониращи в  аксонното нарастване и формирането на синапсите. В изследванията си
докторанката използва GAL4/UAS-системата за индукция на ектопична експресия или
свръхекспресия на гена dfmr1 в ретината на очи и в криловия имагинален диск на
Drosophila melanogaster. Тъй като експресията на GAL4 зависи от температурата,
експериментално установената различна пенетрантност осигурява на дисертантката
удобна система за скрининг на енхансерен и супресорен крилов и очен фенотип. Така тя
идентифицира 8 от изследваните 20 гена, които модифицират контролния крилов
фенотип, идуциран от ектопичната експресия на dfmr1, и показват енхансерен ефект. Най-
силен енхансерен фенотип се наблюдава при гените Actin-related protein 66B, flightless и
scribbled.

Тъй като 2 от анализираните гени (ciboulot и scribbled) показват едновременно
енхансерен очен и крилов фенотип, Петрова прави логичния извод, че двата типа
скрининг за генетични модификатори са взаимно заменяеми. Това дава възможност на
докторантката по-нататък да избере криловия имагинален диск като орган за насочена
генна експресия, тъй като тя понижава в по-малка степен жизнеспособността и
плодовитостта на мухите, в сравнение с подобна свръхекспресия в ретината на очите.

Останалите 12 гена показват поправяне на ефекта, получен от ектопичната
експресия на dfmr1 в крилата на Drosophila и следователно се явяват негови супресори.

С тези изследвания докторантката идентифицира генетични взаимодействия на
dfmr1 с 20 гена, контролиращи нарастването на аксона и участващи в клетъчната
полярност, клетъчните контакти и формирането на синапсите. Това е несъмнен принос на
дисертацията, тъй като тези гени се съобщават за пръв път в литературата като
потенциални интерактори на dfmr1. Получените резултати дават основание на Петрова да
направи извода, продуктът на гена dfmr1 вероятно има ключова роля в развитието на
централната нервна система на Drosophila.

По-нататък Петрова подбира два от идентифицираните гени с известна роля в
синаптогенезата - discs large 1 (dlg1) и sribbled (scrib), за да изследва взаимодействието им
с dfmr1в процеса на формиране на синапси в мозъчните неврони. С помощта на
свръхекспресия на GFP в pdf-невроните и последваща конфокална микроскопия тя
наблюдава и анализира статистически промените в архитектурата на LNv-невроните и
техните синапси в резултат на липса или повишена експресия на dfmr1. Получените
резултати потвърждават супресорния ефект на dlg1, както в криловите имагинални
дискове, така и в крайните разклонения на sLNv-невроните.

На базата на наблюдаваните генетични взаимодействия  на dfmr1 с голям брой
гени, Петрова прави логичното предположение, че като РНК-свързващ белтък dFMRP
регулира експресията на тези гени на транскрипционно или посттранскрипционно ниво.
За да изследва тази хипотеза докторантката провежда биоинформатичен анализ на
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транскриптите на тези гени за наличие на мотиви, които са потенциални места за
свързване с dFMRP и намира такива в екзоните на четири от изследваните гени: flightless,
capulet, stardust, и discs large 1. Не е намерена G-квартетна последователност в интроните
на нито един от тези гени, което е доказателство за адекватността както на изказаната от
Петрова хипотеза, така и на използваната софтуерна програма.

След като вече има биоинформатични данни за възможното взаимодействие на
dFMRP с транскриптите на анализираните гени, с помощта на количествен PCR в реално
време Петрова изследва нивата на мРНК, кодирани от гените интерактори на dfmr1. За
своите изследвания тя подбира гени от различни функционални групи: гени участващи в
нарастването на растежния конус (enabled, capulet, ciboulot, capping protein alpha,
flightless, zipper и spaghetti squash) и гени участващи във формирането на синапсите
(stardust, bazooka и discs large 1). Освен че имат различно функционално значение в
неврогенезата, групата е подбрана така, че да съдържа гени  с наличие и отсъствие на G-
квартетна последователност. Анализирани са мутанти с нулева и свръхекспресия на dfmr1
в различни стадии на индивидуалното развитие. Обобщавайки много голям брой
експериментални данни, Петрова прави извода, че продуктът на гена dfmr1 е необходим за
транскрипцията на почти всички анализирани гени участващи в нарастването на
растежния конус на стадии ларва. Единствено при гена zipper тя наблюдава негативен
контрол от страна на dFMRP. На стадий какавида не се наблюдават разлики в нивата на
транскриптите на изследваните гени нито при нулева, нито при свърекспресия на dfmr1.
Получените резултати дават основание на докторанката да заключи, че количеството на
dFMRP е критично за експресията на гените участващи в аксоногенезата по време на
втората фаза на неврогенеза, която се осъществява през ларвния стадий на развитие. Така
Петрова за пръв път показва, че цяла група невронни гени се контролират от dFMRP чрез
техните транскрипти, което е несъмнен принос на дисертацията.

Анализът на ролята на G-квартетните последователности, за който Петрова удачно
избира изоформите на мРНК на гена dlg1, показва, че те не са необходими за контрола на
транскрипцията на гена. По-нататък, с помощта на алтернативен метод, а именно Western
blot, докторантката доказва своята хипотеза, че dFMRP регулира позитивно експресията
на гена dlg1 на траскрипционно, а не на транслационно ниво.

Тъй като не са ясни молекулните механизми, чрез които dFMRP осъществява
позитивен контрол върху експресията на голям брой гени интерактори на dfmr1, Петрова
предполага участие на белтъка в епигенетични механизми за контрол на структурата на
хроматина. Проведените изследвания показват генетични взаимодействия между dfmr1 и
гените за хистоновите деацетилази HDAC4 и HDAC6. На базата на този резултат
докторантката предполага, че dFMRP участва съвместно с хистоновите деацетилази в
общи белтъчни комплекси, които регулират формирането на хетерохроматина, като по
този начин участват в регулацията на генната експресия.

Друг логичен механизъм за генетичен контрол е участието на dFMRP в
алтернативния сплайсинг на мРНК на неговите гени-интерактори. За да изследва тази
хипотеза, Петрова анализира относителното количество на изоформи, получени в резултат
на алтернативен сплайсинг, на различни стадии от развитието на Drosophila при два гена –
capulet и discs large 1, в които е установено наличие на G-квартетна последователност. В
допълнение, чрез биоинформатичен анализ докторантката търси в близост до намерената
G-квартетна последователност наличие на ESE (Exonic Splicing Enhancer) секвенции и
намира в екзон 12 на dlg1 (с G-квартетна последователност) известна от литературата
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ESE-секвенция разположена в близост до 3’ края на този екзон. В екзон 3 на capt (с G-
квартетна последователност) са намерени 2 такива последователности, разположени в
средата на екзона. Въз основа на получените резултати докторантката прави извода, че
dFMRP влияе върху количеството на транскриптите на една от изоформите на capulet
(capt 8-4) в мозъка на какавиди. Свидетелство за това е намаленото количество на
незрялата мРНК и на зрялата capt 8-4 в мозъка на какавиди при нулева експресия на
dFMRP и значителното увеличение на незрялата мРНК и capt 8-4 изоформата при неговата
свърхекспресия. Въз основа на тези резултати Петрова допуска, че в мозъка на какавиди
dFMRP регулира не само транскрипцията на гена, но вероятно и стабилността на
останалите изоформи на мРНК на този ген. За разлика от capulet, при discs large 1 тя
наблюдава намаление в относителното количество на незрелите изоформи на dlg1 в
ларвни мозъци от нулеви мутанти по dFMRP и увеличение само в една от зрелите
изоформи на dlg1, dlg 10-13, в която освен G-квартетната последователност се съдържа и
ESE-секвенция в близост до 3’ края на екзона. Въз основа на получените резултати
Петрова прави извода, че нивото на някои от изоформите на невронни гени, кодирани от
генетични интерактори на dfmr1, се променя в зависимост от различната експресия на
dFMRP. Това се отнася за райони, в които се осъществява алтернативен сплайсинг,
локализиран в близост до екзонен G-квартет и ESE-секвенции. Данните за ролята на
dFMRP в алтернативния сплайсинг на мРНК на гените-интерактори на dfmr1 са нови, имат
приносен характер и представляват основа за бъдещи целенасочени изследвания в това
направление.

Получените резултати насочват Петрова към търсене на известни от литературата
допълнителни елементи, които контролират алтернативния сплайсинг на гените capulet и
discs large 1. Чрез биоинформатични методи тя проверява за наличие на 37 такива
елемента и открива 12 от тях в анализираните райони на двата гена, а именно 7 ESE
секвенции, 3 ESS секвенции и 2 ISE секвенции. Някои от тях се оказват ген-специфични и
характерни само за районите с алтернативен сплайсинг. Нататък докторантката разширява
изследването си като провежда компютърен анализ за наличие на хексануклеотидни
последователности, чиято честота на срещане е статистически достоверно по-висока в
границите между екзоните и интроните на двата изследвани гена. В резултат тя
идентифицира 30 корови консенсусни хексануклеотиди, локализирани в екзон/интронните
краища на двата гена, които са нови за литературата.

Изводите следват логично резултатите от проведените изследвания, те са
формулирани стегнато и ясно, като несъмнено най-съществения принос на докторантката
са данните за това, че позитивния контрол от dFMRP върху експресията на гените-
интерактори на dfmr1 се осъществява чрез регулация на нивата на техните транскрипти.

Приятно впечатление прави фактът, че дисертационният труд е написан с вещина
на точен и ясен научен език, като в него се срещат минимално количество печатни
грешки.

4. Публикации по дисертационния труд
Във връзка с дисертацията са представени 3 публикации и 1 доклад в пълен

текст. От статиите 1 се намира под печат (за което е представен документ) в
международно списание с импакт-фактор и 2 са публикувани в реферирани международни
списания без импакт-фактор. В две от публикациите Петрова е първи автор, което е
атестат за водещата ѝ роля при осъществяване на свързаните с дисертацията изследвания.
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Резултатите от дисертацията са докладвани с постери на 13 научни форума у нас и в
чужбина. С тази продукция Петрова напълно удовлетворява изискванията на Закона за
развитие на академичния състав в РБ и вътрешния правилник на СУ „Св. Климент
Охридски” за ОНС „Доктор”.

5. Автореферат
Запозната съм с автореферата и намирам, че той отразява адекватно съдържанието

и постиженията на дисертацията.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В дисертационният си труд Мария Петрова си поставя амбициозни задачи, които

по обем са от ранга на цяла високо специализирана лаборатория. При нейната реализация,
обаче, тя е вложила упоритост, знания и значителни методични умения от различни сфери
на биологията – генетика, биохимия, молекулярна биология и биоинформатика, и е
получила резултати, които отварят врати за нови направления на изследванията.
Експериментите са проведени със съвременна методология и модерна експериментална
техника и са довели до резултати публикувани в 3 статии. Чрез своите научни постижения
Петрова се представя като зрял изследовател и преподавател, който умее да поставя
научни задачи, успешно да ги реализира и правилно да интерпретира получените
резултати. Дисертацията напълно удовлетворява изискванията на Закона за развитие на
академичния състав в Република България, Правилника за неговото прилагане и
Правилника на СУ „Св. Климент Охридски” за придобиване на образователната и научна
степен „Доктор”. Въз основа на всичко това, убедено препоръчвам на уважаемото Научно
жури да присъди на Мария Петрова образователната и научна степен „Доктор” в
професионално направление 4.3. Биологични науки (Генетика).

05.12.2014 г. Рецензент:

/доц. д-р Геновева Начева/


