СПРАВКА ЗА НАУЧНИТЕ ПОСТИЖЕНИЯ 
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Приноси от научно-изследователската дейност

Основните научни приноси на Нина Атанасова са в областта на клетъчната биология и функционалната морфология на мъжката полова система при бозайници. Те са резултат от изследвания върху структурната и функционална диференциация на тестиса и мъжкия репродуктивен тракт в онтогенезата чрез прилагане на разнообразни експериментални подходи (витаминен дефицит, хормонални манипулации, въздействия с цитотоксини, стрептозотоцин-индуциран диабет, предизвикване на затлъстяване с богата на мазнини диета) и генетични модели. Научните приноси имат фундаментален и научно-приложен характер. От фундаментално значение е изясняването механизма на действие на ендокринни (андрогени, естрогени, гонадотропини) и паракринни фактори върху мъжкия фертилитет и установяване ролята на техните рецептори в мъжката полова система. Научно-приложно значение имат приносите, свързани с контрола на сперматогенната функция - стимулиращи фактори на сперматогенезата, регулация на броя на Сертолиевите и на Лайдиговите клетки, хормонално-индуцирана апоптоза. Идентифицирането на биомаркери за мъжкия инфертилитет са от практическо значение за опазване на репродуктивното здраве на мъжа и при оценката/управлението на риска от ендокринно-активни препарати (агонисти и антагонисти на стероидните рецептори), приемани от човека и животните от околната среда или като средства за лечение и растежни стимулатори в животновъдството. 
Представените научни приноси са резултат от съвместната работа на проф. Атанасова с колеги от ИЕМПАМ, Медицинските университети в Пловдив и Плевен, както и с изтъкнати международни учени и изследователски групи в областта на репродуктивната биология: чл.-кор. Михаил Давидов от Институт по анатомия - Хамбург, Германия; проф. Ричард Шарп и на проф Лий Смит от Центъра по репродуктивно здраве, Единбург, Великобритания; проф. Константин Свечников от Каролинска Институт в Стокхолм, Швеция, проф. Серж Неф от Университета в Женева и проф. Франц Вебер от Университета в Цюрих, Швейцария, проф. Гуидо Верховен, проф. Франк Клаасенсен и д-р Карел ДеГент от Университета в Льовен, Белгия.
Представените научни приноси с оригинален характер, отразени в публикациите на Нина Атанасова, могат да бъдат систематизирани в пет основни направления:

І. междуклетъчни взаимоотношения в тестиса на бозайници и РОЛЯ НА някои Ключови фактори на сперматогенезата 

І.1. Създаден е набор от моноклонални антитела срещу герминални и Сертолиеви клетки на плъх, като съвременен подход за идентифициране на протеини, участващи в междуклетъчните взаимоотношения в тестиса и в паракринната регулация на сперматогенезата. Въз основа на специфичното им свързване с различните клетъчни типове на тестиса, моноклоналните антитела бяха разпределени в 4 класа: антитела, разпознаващи: полови или Сертолиеви клетки; полови и Сертолиеви клетки; полови, Сертолиеви и Лайдигови клетки. (Научни трудове 4, 8, 9, 63, 64)
а) Моноклоналното антитяло 1F2 разпознава антиген с молекулно тегло 44 kDa, локализиран в ядрата на ранните сперматоцити от прелептотен до среден пахитен и е подходящ маркер за стадиите на мейотична профаза І. Антитялото 3С2 свързва антиген, експресиращ се в късните пахитенни сперматоцити и акрозомата на кръглите сперматиди и е подходящ маркер за акрозомната биогенеза.

б) Моноклоналните антитела 1Н9 и 1В4 реагират с антигени, локализирани в цитоплазмата на Сертолиевите клетки в участъка, където се разполагат плътните контакти (tight junctions). Антителата 3А11, 4А9 и 3D6 разпознават антигени в цитоплазмата на Сертолиевите и първични сперматоцити от стадий лептотен до ранен пахитен.
І.2. За изучаване на взаимоотношенията между половите и соматичните Сертолиеви клетки на тестиса през пост-наталното развитие е разработен оригинален модел за предизвикване на Витамин А-Дефицит (ВАД) в полово незрели плъхове. Установена е различна зависимост на отделните клетъчни типове в тестиса от витамин А по време на критичните периоди на пост-наталното развитие на мъжката гонада. В условия на ВАД мейотичните и пост-мейотичните стадии на сперматогенезата (сперматоцити и сперматиди) се засягат по-силно в сравнение с митотично делящите се сперматогонии. Сертолиевите клетки се запазват в структурно и количествено отношение, докато във функционален аспект се потиска продукцията на митогенни пептиди in vitro, което съвпада  с понижената пролиферативна активност на сперматогониите. (Научни трудове 2, 61, 62)
І.3. Взаимоотношенията между половите и соматичните клетки (Сертолиеви и Лайдигови клетки) в полово зрелия тестис  са изследвани с помощта на експериментален модел за селективно отстраняване на тестостерон-продуциращите Лайдигови клетки (ЛКи) с етандиметансулфонат (ЕДС) и последващото им възстановяване. Паралелно с това се изучават и механизмите на диференциация на Лайдиговите клетки. Недостигът от тестостерон индуцира герминално-клетъчна апоптоза, която води до стадийно-специфично изчерпване на семенния епител от полови клетки. Установена е кореларация с промените в експресията на андрогенния рецептор в Сертолиевите клетки.  Промените в половите и Сертолиевите клетки следват структурната и функционална диференциация на новообразуващата се популация Лайдигови клетки. Моделите на локализация на маркерните за ЛКи протени (инсулино-подобен фактор-3 и неговия рецептор LGR8, 11β-хидроксистероид дехидрогеназа) съвпадат с появата на прогениторите, новообразуваните Лайдигови клетки и тяхното развитие до зрял тип, което съответства с експресията на андрогенния рецептор в Сертолиевите клетки и плазмените нива на тестостерона. (Научни трудове 17, 18, 23, 30, 32, 74, 75, 78)
I.5. Изследвана е ролята на тестикуларния ангиотензин-конвертиращия ензим (тАКЕ) в процеса на сперматогенезата. Установена е стадийно-специфична локализация тАКЕ протеина в половите клетки по време на тяхната постмейотичната диференциация в хода на сперматогенния цикъл. АКЕ се експресира в удължаващите се сперматиди при плъх и достига максимална степен в зрелите сперматозоиди. Данните характеризират тАКЕ като маркер за матурацията на мъжките гамети при нормални условия, както и за стадийно-специфични промени в сперматогенезата при експениментални манипулации (спонтанна хипертензия, тестостеронов дефицит, хипергликемия) и инфертилитет. (Научни трудове 33, 60, 88, 89)
I.6. Прецизиран е механизмът на действие на локалния паракринен тестикуларен фактор брадикинин върху инициацията на сперматогенезата и е установена ролята на двата рецептора (В1 и В2) в медииране на митогенния ефект върху половите клетки. Доказано е, че брадикининът стимулира пролиферацията на сперматогониите през В2 рецептора, локализиран в Сертолиевите клетки. Тези резултати имат практическо значение за прилагането на брадикинина като средство за подобряване ефективността на сперматогенезата и увеличаване броя на сперматозоидите. (Научни трудове 3, 20)
I.7. Значението на цитоскелетните протеини на Сертолиевите клетки за нормална сперматогенеза и фертилитет e демонстрирано чрез оригинален модел за индуцирана мутация на ген за нов АТФ-азен протеин - Katаnin p60 subunit A-like 1 (KATNAL 1), създаден в Центъра по репродуктивно здраве, Единбург. Мъжките индивиди са инфертилни поради намален брой постмейотични полови клетки (сперматиди), резултат от тяхното преждевременно отделяне от семенния епител. Тези данни се обясняват с наблюдаваното неестествено разпределение и локализация на цитоскелетни протеини – тубулин и KATNAL 1, което доказва  ролята на KATNAL 1 и микротубулната динамика на Сертолиевите клетки за мъжкия фертилитет. В приложен аспект тези данни могат да са от полза за разработване на генна терапия на мъжкия инфертилитет, както и за разработването на нехормонален подход за мъжка контрацепция. (Научнен труд 46)
ІІ. Роля на ЕНДОКРИННИТЕ фактори и техните рецептори в тестиса и мъжкия репродуктивен тракт. 
ІІ.1. Чрез използване на различни експериментални  генетични модели, е създаден оригинален комплексен подход от морфологични, количествени и функционални критерии за характеризиране действието на андрогени и естрогени в мъжката полова система. Разграничен е директният от индиректния механизъм на естрогенното действие и е демонстрирано значението на баланса андрогени-естрогени. Предоставено е съвременно разбиране за взаимовръзката между андрогенната и естрогенната регулация на тестиса и мъжкия репродуктивен тракт, което демонстрира нова роля на естрогените за мъжкия репродуктивен капацитет и репродуктивно здраве. (Научен труд 108)
ІІ.2. Експерименталното прилагане на високи дози естрогени (диетилстилбестрол - ДЕС) след раждането засяга продукцията и действието на андрогените, като дълготрайно пренастройва хипоталамо-хипофизо-гонадалната ос. Това индуцира трайно увреждане в клетъчната композиция на тестиса и репродуктивния тракт, свързано с дефекти в растежа и диференциацията, намален отговор към андрогени и инфертилитет. Индустриалните естрогени не представляват риск за мъжкото репродуктивно здраве, докато фитоестрогените упражняват преходен потискащ ефект. (Научни трудове 5, 6, 7, 10, 16, 25)
ІІ.3. С прилагането на агонисти и антагонисти на стероидните рецептори (самостоятелно или комбинирано) са разграничени общите и специфични механизми на действие на андрогени, естрогени и гонадотропини върху сперматогенния процес след раждането до полова зрялост. (Научни трудове 19, 21, 23, 24, 41, 58, 66, 68, 69, 70, 84)
а) хормонално-индуцираната апоптоза на половите клетки е в право-пропорционална зависимост с редукцията в тестостероновата продукция от Лайдиговите клетки. Хормонално индуцираната апопотоза не винаги показва зависимост от гонадотропните хормони (ФСХ и ЛХ), което определя преимуществото на тестостерона като “survival” фактор за половите клетки, без да се подценява значението на ФСХ;
б) доказана е позитивна регулация между продукцията на ФСХ и сперматогенната ефективност (съотношение полови/Сертолиеви клетки), което предполага терапевтичен ефект на хормона и е важна стъпка към разбиране контролните механизми на сперматогенезата;
в) функционалното съзряване на Сертолиевите клетки е обект на директна естрогенна регулация, медиирана от ЕРβ (естрогенен рецептор β). Експерименталното модулиране на тяхния брой доказва определящото му значение за секрецията на Инхибин-Б от Сертолиевите клетки;
г) По-диференцираните стадии на сперматогенезата се оказват по-чувствителни, докато митотично-делящите се сперматогонии показват възрастови/времеви различия в чувствителността си хормонален дисбаланс. Установена е обратна взаимовръзка между ретиноидната и андрогенната сигнализация в Сертолиевите клетки през пубертета, съпроводена с потискане на мейотичната диференциация на половите клетки. 
ІІ.4. Предоставени са нови данни, че мъжкият репродуктивен тракт (epididymis и ductus deferens) е таргетен за естрогенно действие. Естрогенен рецептор-α (ЕРα) маркира границата между двата участъка на репродуктивния тракт и етапите на неговата постнатална диференциация. ЕРα играе ключова роля в медииране на естроген-индуцираните аномалии. Експериментално-предизвиканият дисбаланс на високи естрогенни и ниски андрогенни нива подтиска структурната и функционална диференциация на мъжкия репродуктивен тракт, което е съпроводено с промени в експресията на стероидните рецептори и намален отговор към андрогени. Отключването на експресия на прогестеронов рецептор (ко-локализиран с ЕРβ) е индикатор за дискретна физиологична феминизация на мъжкия репродуктивен тракт и разкрива способността на естрогените да променят фундаментално структурата, функцията и генната експресия в мъжката полова система. (Научни трудове 13, 14, 15, 16, 66)
ІI.5. Инсулино- подобните растежни фактори (IGFs) в тестиса са основен регулатор за пролиферацията на Сертолиевите клетки във феталния период и спермопродукцията в възраст. За изучаване на тяхните вътреклетъчни сигнални механизми се използвани миши модел за таргетно унищожаване на Pten гена, самостоятелно или заедно с гена за Igf-1 и неговия рецептор (Igf1r) в Сертолиевите клетки, създадени в Катедрата по медицинска генетика и развитие към Университета в Женева. Pten е негативен регулатор на фосфатидилинозитол-3 киназната каскада (PI3K)/AKT), която медиира действието на IGF върху клетъчната пролиферация и тъканния растеж. Изключването на двата гена, за инсулинов рецептор (Insr) и за Igf1r (двоен knockout), води до драстична редукция в броя на Сертолиевите и половите клетки във всички стадии от сперматогенезата (митотично делящите се сперматогонии, мейотични сперматоцити, и постмейотични сперматиди) Независимо, че липсата само на Pten не засяга развитието на Сертолиевите и половите клетки, неговата инактивация в отсъствие на Insr и Igf1r (троен knockout) подобрява количествените характеристики на двете клетъчни популации в сравнение с двойния knockout. Данните предоставят ново виждане, че посредством активацията на IGF/PTEN/PI3K сигналния път, IGFs, секретирани от феталния тестис, стимулират пролиферацията на незрелите Сертолиеви клетки, а от тук и спермопродукцията в зряла възраст. . (Научен труд 54)
III. КЛЕТЪЧНИ И МОЛЕКУЛярНИ МЕХАНИЗМИ НА АНДРОГЕН-ЕСТРОГЕННАТА РЕГУЛАЦИЯ.
Клетъчните и молекулярни механизми на андрогенното действие са изследвани посредством два експериментални модела: 1) експериментално предзвикан андрогенен дефицит посредство селективно унищожаване на Лайдиговите клетки с ЕДС, при което се елиминира лиганда и 2) таргетно унищожаване на андрогенния рецептор всеобщо (АRKO) или селективно в отделните соматичти клетки на тестиса – в Сертолиеви клетки  (SCARKO), перитубуларни клетки (PTMARKO), Лайдигови клетки (LCARKO) и гладко-мускулни клетки на артериолите (SMARKO). Тези генетични модели са създадени от научни екипи в Единбург и Льовен, с които беше осъществена дългогодишно сътрудничество.
ІІI.1. Установена е нова негативна роля на циклин Д2 в контрола на нормалната стадийно-специфична експресия на андрогенния рецептор в Сертолиевите клетки.  Експериментално индуцираният андрогенен дефицит води до пълна загуба на АР в таргетните клетки на тестиса (Сертолиеви, Лайдигови и перитубуларни клетки). Възстановяването и поддържането на стадийно-специфичния модел на експресия на АР в Сертолиевите клетки след въздействие с ЕДС изисква високи нива тестостерон. Това се постига единствено чрез екзогенното въвеждане на хормона, но не и при постепенното естествено възстановяване на андрогенната биосинтеза в Лайдиговите клетки  в хода на тяхната регенерация след третиране с ЕДС. (Научни трудове 26, 30)
ІІI.2. Knock-out моделите за таргетно унищожаване на АР в отделните типове соматични клетки на тестиса предоставят уникални възможности за идентифициране на непознати досега молекулни механизми/пътища на андрогенното действие във всеки клетъчен тип. Въз основа на това се развиват нови виждания за ролята на  всеки клетъчен тип в андрогенния контрол на сперматогенезата, което открива перспективи за нови стратегии за лечение на мъжкия инфертилитет чрез генна терапия.
III.3. Въз основа на сранителен анализ между SCARKO и ARKO e установено: (Научни трудове 22, 27, 28)
а) Функционирането на андрогенния рецептор в Сертолиевите клетки е абсолютно необходимо за посмейотичната диференциация на половите клетки, както и за експресията на Сертолиево-клетъчните гени FABP (fatty acid binding protein) и PDGF-A (platelet-derived growth factor A). Андрогенният рецептор в СКи няма определящо значение за нормалния им брой, за което е необходима андрогенна сигнализация в Лайдиговите клетки и перитубуларните миофибробласти. За първи път е  установена автономната роля на СКи в класическия (геномен) механизъм на действие на андрогените върху сперматогенезата.
б) Андрогенното действие в Сертолиевите клетки е от съществено значение за количественото развитие на зрялата популация Лайдигови клетки. Съществените различия във функцията на ЛКи (експресия на специфичите гени Insl-3, 17α-хидроксилаза) между ARKO и SCARKO доказват, че андрогенното действие извън семенните каналчета е определящо за нормалната им хормон-синтезираща функция.

III.4. Посредством модел за селективно елиминиране на андрогениия рецептор в перитубуларните клетки (PTMARKO) са получени нови данни за съществената роля на андрогенната сигнализация в тези клетки за нормална сперматогенеза и фертилитет. Тя се медиира до известна степен чрез промени във функцията на Сертолиевите клетки. PTMARKO моделът предоставя ново доказателство за андрогенната регулация на взаимоотношенията между семенния епител и интерстициума на тестиса и тяхната императивна роля за фертилитета. (Научен труд 36)
III.5. Ролята на Лайдиговите клетки в андрогенната сигнализация бе изследвана с модел на таргетно унищожен андрогенен рецептор селективно в ЛКи (LCARKO) и тестикуларна тъкан от пациенти с пълен  AIS (Androgen Insensitivity Syndrome). Установено е, чe смущенията в андрогенното действие в ЛКи са причина за понижаване на  функционалната им активност при застаряващите мъжки индивиди. Автокринният механизъм на андрогенната сигнализация в ЛКи не е определящ за техния брой (незаменима роля за което имат Сертолиевите клетки), но е абсолютно необходим за функционалното им съзряване и стероидогенния капацитет. Този механизъм играе протективна роля срещу дегенерацията на семенните каналчета и програмираната клетъчна смърт на ЛКи в хода на стареенето. Андрогенното действие в ЛКи осигурява поддържане на сперматогенезата и функцията на ЛКи през целия живот на мъжа. (Научен труд 48)
III.6. Значението на съдовата динамика за фертилитета е изследвано с модела за селективно изключване на АР в гладко-мускулните клетки на артериолите (SMARKO). Установена е компенсаторна недостатъчноост на Лайдиговите клетки (достигане на нормални нива на тестостерона изисква силно завишени стойности на ЛХ). Следователно андрогенното действие в този клетъчен тип е необходимо за андрогенната биосинтеза в Лайдиговите клетки, вазомоториката и динамиката на тестикуларния флуид, но не е от значение за нормалната сперматогенеза и фертилитет. (Научен труд 40)
IV. ОКОЛНА СРЕДА И РЕПРОДУКТИВНО ЗДРАВЕ
IV.1. В рамките на проект, финансиран от 7-ма Рамкова програма на ЕС са проведени комплексни експериментални и клинични/епидемиологични изследвания относно влиянието на ендокринните дизруптори, широко разпространени в околната среда, върху репродуктивното здраве на човека. Доказана е ключова роля и тясна взаимовръзка между предшествениците на соматичните клетъчни популации на феталния тестис (Сертолиеви и Лайдигови клетки) за неговата структурна и функционална диференциация след раждането. Данните разкриват перспективи за идентифициране на ранни биомаркери за тестикуларен дизгенезисен синдром, включващ сериозни репродуктивни аномалии – крипторхизъм, хипоспадиа, тестикуларен карцином и влошена спермопродукция. Практическото приложение е свързано с определяне оценката на риска от приемането на хормонални препарати по време на бременността за репродуктивното здраве на мъжкото поколение.
Приложени са три експериментални подхода за предизвикване на андрогенен дефицит: 1) in utero третиране с dibutyl phthalate; 2) третиране с ЕДС в полова зрялост; 3) таргетно унижожаване на АР в сертолиевите клетки (SCARKO). За първи път е установено, че липсата на андрогенна стимулация във феталния тестис въздейства върху диференциацията на прогениторите на постнаталната популация Лайдиговите клетки. Блокирането на андрогенното действие при SCARKO или in utero предизвиканият тестостеронов дефицит водят до силна редукция в броя на прогениторните Лайдиговите клетки още при раждането и компенсаторна недостатъчност на зрелите ЛКи. Това е съпроводена с потискане експресията на ключови за стероидогенезата фактори - StAR (Steroidogenic Acute Regulatory protein) и 3ß-HSD (3ß-ХСД) в тестиса. Тези събития протичат заедно с увеличена експресия на инхибитора на хистоновото метилиране, H3K27me3 в прогениторните ЛКи, както във феталния, така и във възрастния тестис. Данните са фундаментален принос за разбиране, че тестостероновата продукция на феталния тестис определя размера и функционалния капацитет на популацията от предшествениците на ЛКи, а от тук и функционалната компетентност на тестиса в зряла възраст. (Научни трудове 47, 103)
IV.2. N,N-Диметилацетамид (ДМА) е широко използван във фармацевтичната индустрия разтворител. С разработен експериментален подход за третиране с ДМА при плъх е установено, че прилагането му в продължение на два месеца засяга високо диференцираните полови клетки - сперматидите. Това от своя страна води до намаляване броя и подвижността на зрелите сперматозоиди, увреждайки тяхната структура и по- конкретно организацията на микротубулите и митохондриите. Тези нови данни налагат необходимост от контрол на приложението на ДМА.

От друга страна, експерименталното модулиране на количествата на въвеждане на ДМА позволи да се намери подходяща доза като контрацептивно средство при мъжа. По време на двумесечно приложение на ДМА, експерименталните мъжки животни са инфертилни и нямат потомство при запазена полова активност. Репродуктивният капацитет, хормоналните профили и фертилитетът се възстановяват напълно в рамките на два месеца след спиране третирането с ДМА. Данните откриват перспектива за неговото използване като нехормонален и безопасен за здравето мъжки контрацептив. (Научни трудове 55, 56)
IV.3. Проведени са количествени изследвания на семенния епител (Сертолиеви и полови клетки) от примати (мармозетки, Callithrix jacchus), хранени неонатално със соево мляко, богато на фитоестрогени или със стандартно адаптирано мляко (на базата на краве мляко). Прилагането на фитоестрогените упражнява акселериращ ефект в половата зрялост при примати и плъхове, но този ефект трябва да се интерпретира предпазливо, като се има предвид намесата в хормоналния баланс, който е от първостепенно значение за растежа и развитието на целия организъм. Като се вземе предвид, че периодът на детството е изключително критичен и чувствителен към хормонален дисбаланс, излагането на ендокринни дизруптори, широко разпространени в околната среда, определено крие риск за здравето и репродуктивния потенциал на подрастващите и зрелите индивиди. (Научен труд 83)
IV.4. Влияние на тежките метали върху репродуктивния потенциал: Разработени са оригинални in vivo експериментални модели за субакутно, остро или хронично въздействие със соли на натрий и тежки метали (кобалт, олово и кадмий) върху сперматогенезата и репродуктивния капацитет. Изследвана е ролята на хипоксия- индуциращи йони (кобалт и натрий), на кадмий (ендокринен дизруптор) и олово.
Получените резултати обогатяват оскъдните данни за ефекта на хемичната хипоксия върху сперматогенезата при бозайници и са принос за изясняване влиянието на недостига на кислород върху тестиса и репродуктивния капацитет. Предполага се директен механизъм на действие на кобалта върху репродукцията (различен от хипоксичния му ефект), засягащ клетъчната композиция на тестиса, броя на сперматозоидите

Третиранията с оловен нитрат или кадмиев ацетат увреждат структурата на семенния епител, като засягат диференцираните стадии/късните етапи на сперматогенезата и редуцират броя на сперматозоидите, съпроводено с натрупване на оловни и кадмиеви йони в тестикуларната тъкан. Прилагането на димеркаптосукцинова киселина (DMSA), салиномицин и деферипрон в случаите на третиране с оловен нитрат и на монензин при третиране с кадмиев ацетат оказват възстановителен ефект върху тестиса, съпроводен с намаляване на концентрациите на олово и кадмий. Тези нови данни откриват перспектива за потенциално приложение на монензин, салиномицин и деферипрон, като антидоти при интоксикации с тежки метали. (Научни трудове 39, 42, 43, 92, 105)
V. ДИАБЕТът и затлъстяването - РИСКОВи ФАКТОРи ЗА ИНФЕРТИЛИТЕТ при мъжа

V.1. Хипергликемията в резултат на диабет е рисков фактор за мъжкия фертилитет. В този аспект е разработен и приложен експериментален модел за предизвикване на диабет чрез инжектиране на стрептозотоцин в различни възрасти – непосредствено след раждането (неонатално), препубертално и в полово-зряла възраст. За първи път е установено, че диабетът, предизвикан преди пубертета, уврежда сперматотенезата в най-тежка степен, в сравнение с този, индуциран след раждането или в полова зрялост, независимо че тогава повишението в кръвната захар е най-силно в сравнение с ранния диабет. Прилагането на специфичен маркер за полови клетки тАКЕ (тестикуларен ангиотензин конвертиращ ензим) доказва изоставане в развитието на тестиса и липса на диференцирани постмейотични стадии от сперматогенезата. За първи път тАКЕ е характеризиран като подходящ маркер за оценка степента на задържане на сперматогенезата, респ. развитието/диференциацията на половите клетки в условия на хипергликемия. (Научни трудове 89, 60, 106)
V.2. Предизвикване на затлъстяване с богата на мазнини диета демонстрира риска от инфертилитет, поради потискане експресия на ключови гени на стероидогенезата (StAR и Cyp 11a), намаляване броя на Лайдиговите клетки и понижаване на интратестикуларния тестостерон. Метаболитните смущения се манифестират с повишени серумни нива на естрадиола и лептина. Тези събития са съпроводени с хроничен възпалителен процес в тестиса, доказан с увеличение броя на макрофагите и повишени нива на проинфламаторния фактор TNF-α. (Научен труд 50)
Vi. ПРИНОС С УТОЧНЯВАЩ И ОБОБЩАВАЩ  ХАРАКТeР

VI.1. Хидроксистероид дехидрогеназите (ХСД) - 11β-ХСД, 3β-ХСД 17β-ХСД и техните изоформи играят ключова роля в стероидогенезата и регулират растежа и репродукцията при бозайниците. В глава от книга, издадена в чужбина бяха обобщени данните от наши дългогодишни изследвания и литературните данни относно клетъчната локализация, разпределението в тъканите, регулацията на ензимните изоформи и тяхната роля в норма и патология, получени от експериментални модели и клинични проучвания. Установена е тъканна, възрастова и видова специфичност в експресията на ензимите ХСД. Данните са принос за по-доброто разбиране на мултифункционалността на ХСД и тяхното клинично значение като маркери за ендокринни смущения и заболявания. Представените данни разкриват нови перспективи за лечение на хоромонално-обусловените заболявания посредством разработване на специфични инхибитори на ХСД. (Научен труд 59)
VI.2. В глава от книга, издадена в чужбина, e представено съвременно разбиране за ключовата роля на ангиотензин-конвертиращия ензим (АКЕ) за репродукцията и фертилитета на мъжа. Обобщени са данни от наши изследвания и тези от литературата върху експресията и локализацията на тестикуларния АКЕ (тАКЕ) при експериментални модели и клиничен материал от инфертилни мъже. Доказано е, че тАКЕ е подходящ маркер за матурацията на мъжките гамети при нормални условия, както и за промени в сперматогенезата при експериментални манипулации и инфертилитет. Според нас мембранно-свързаната тестикуларната изоформа на АКЕ е по-специфичен и надежден диагностичен маркер за инфертилитет, в сравнение със соматичния АКЕ в семенната плазма. Релокацията на тАКЕ в различите участъци на сперматозоидите (глава, шийка, межденен сегмент на опашката) в процеса на тяхната капацитация в норма и патология предоставят нови данни за ролята на тАКЕ за фертилитета и репродуктивния потенциал при мъжа. (Научен труд 60)
VII. МЕТОДИЧЕН ПРИНОС

С прилагане на оригинална методика за тройна ко-локализация на 3β-ХСД (3β-HSD), α-актин (αSMA) и COUP TF-II (Сhicken Оvalbumin Upstream Promoter Transcription-Factor II), е разграничена визуализацията на прогениторите на постнаталната популация Лайдигови клетки и зрелите ЛКи в тестис на плъх. Двата типа клетки показват противоположни модели, като прогениторните клетки са имунопозитивни за COUP TF-II и негативни за 3β-ХСД, а зрелите ЛКи са положителни за 3β-ХСД и негативни за COUP TF-II. Това позволява коректно определяне броя на прогениторните и зрелите Лайдигови клетки, което от значение за изследванията относно механизмите на определяне размера на зрялата популация ЛКи, особено когато се касае за изясняване значението на събитията в ембрионалния тестис за половото съзряване през пубертета и фертилитета в зряла възраст. (Научен труд 59)
СПРАВКА ЗА ПРЕПОДАВАТЕЛСКА ДЕЙНОСТ

I. Разработен е специализиран докторантски курс от 30 учебни часа по “Теоретични и практически основи на класическите и съвременните хистологични методи“. Целта на курса е да запознае докторантите с теоретичните основи и принципите на класическите и съвременни хистологични техники, които намират широко приложение при изследванията в областта на експерименталната морфология и клетъчната биология – хистохимични, имунохистохимични, електронно микроскопски, авторадиографски, морфометрични и стереологични техники, методи за доказване на апоптоза и др. Посочва се значението на методите за съвременните научни постиженията в областта на клетъчната биология. Обръща се внимание на приложението на отделните методи в клиничната практика. Развиват се практически умения за работа в хистологична лаборатория. Курсът е адресиран към специалностите морфология, анатомия, цитология и хистология.
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1. ОП „Развитие на човешките ресурси  (2012-2015) – „Изграждане и развитие на млади високо-квалифицирани изследователи за ефективно прилагане на биомедицинските изследвания за подобряване качеството на живот“   - обща стойност 700 000 лв.
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