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РЕЦЕНЗИЯ 

от акад. проф. Иван Георгиев Иванов, дбн 

относно конкурса за “Доцент” област на висше образование: 4. „Природни науки, 

математика и информатика“, професионално направление: 4.2. „Химически науки“, научна 

специалност „Биоорганична химия, химия на природните и физиологично активните 

вещества“ обявен за нуждите на ИОХЦФ при БАН 

  

1. Обща част 

Конкурсът за “Доцент” в област на висше образование: 4. „Природни науки, 

математика и информатика“, професионално направление: 4.2. „Химически науки“, 

научна специалност „Биоорганична химия, химия на природните и физиологично 

активните вещества“ е обявен в ДВ, бр. 43/31. 05. 2019 г. за нуждите на ИОХЦФ при 

БАН. Единствен кандидат в конкурса е гл. ас. д-р инж. Александър Константинов 

Долашки, от лаб. ХБПЕ на същия институт. Прегледът на документите показва, че 

процедурата по разкриване и обявяване на конкурса е спазена, а документите са 

изготвени съгласно ЗРАСРБ, Правилника за неговото приложение и вътрешните 

правилници на ИОХЦФ и БАН.  

 

2. Кратки биографични данни 

Гл. ас. д-р инж. Александър К. Долашки е родена на 29.12.1977 г. Той е 

възпитаник на Химико-технологичния и металургичен университет - София, който 

завършва през 2000 г. като мигистър инженер-химик по специалността 

„Химикотехнологични процеси и системи”. След дипломирането си започва 

докторантура в Университета на Тюбинген, Германия, където през 2005 г. придобива 

доктарска степен по „Биохимия“. Оттогава е Главен асистент в ИОХЦФ при БАН. 

По време на кариерното си развитие д-р Долашки е бил на специализация и на 

работа по съвместни проекти в редица университети - Тюбинген, Германия; Майнц 

(Германия), Падова (Италия), Гент (Белгия), Киев (Украйна), Циндао (Китай) и др. 

Той е носител на престижната награда за наука „Питагор“ за 2017 г.  

 

3.Научни трудове 

3.1. Общ преглед на научните трудове 

Според представения списък, д-р Долашки е автор на 50 научни труда, от 

които 45 са публикувани в списания с ИФ (общ ИФ 80.458). Трудовете му са 

цитирани досега 262 пъти. Неговият h-индекс е 10. Той е автор и на 4 заявки за 

национални патенти за изобретения. 

За участие в конкурса за „Доцент“ д-р Долашки е представил 11 научни труда 

публикувани в периода 2008-2019 г. - всичките в списания с ИФ (общ ИФ 19.176). Те 

са разпределени по квадрили както следва: в Q1 - 3, Q2 - 5, Q3 - 2 и Q4 – 1. В 9 от 

статиите той е водещ (първи) автор. Всичките му трудове са в областта на 

биоорганичната химия и са посветени на изучаване структурата и свойствата на мед- 

съдържащи протеини и гликопротеини. В рецензията си ще визирам трудовете с 

оригиналната им номерация съгласно приложения към авторската справка списък. 

Резултатите на Долашки са представени и на 53 национални и международни 

научни форуми. Те ще бъдат взети предвид, но няма да бъдат изрично рецензирани. 

 

3.2. Оценка на научните трудове свързани с конкурса  

Подлежащите на рецензиране трудове на д-р Долашки са посветени на 

изолирането и характеризирането на мед-съдържащите протеини супероксид 
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дисмутази (СОДази), хемоцианини и тирозинази. В съответствие с приетата 

класификация на мед-съдържащите протеини, те могат да се отнесат към четири 

тематични групи: а) Мед-съдържащи протеини тип І (№ 1 и 2); б) Мед-съдържащи 

протеини тип ІІ (№ 3, 4 и 5); в) Мед-съдържащи протеини тип ІІІ (№ 6, 7, 8 и 9); г) 

Други трудове (№ 10 и 11). 

  

а) Мед-съдържащи протеини тип І (трудове № 1 и 2).  

Към тип І спадат Cu/Zn-супероксиддисмутазите (Cu/Zn-СОДази) съдържащи 

един меден йон в активния център, които играят ключова роля в неутрализирането 

на супероксидния анионен радикал (•О2-), ограничавайки по този начин 

образуването на H2O2 в клетките. Те имат важно значение за антиоксидантната 

защита на организма. 

Като обект за изследване на Cu/Zn-СОДази Долашки избира филаментозните 

гъби Humicola lutea 103 и Aspergilus niger щам 26. От първата е изолирана СОДаза от 

трите клетъчни фракции – цитозол, митохондриален матрикс и митохондриални 

мембрани. Трите белтъка показват еднаква молекулна маса, N-крайна секвенция и 

еднакви цианидна и H2O2 чувствителности, което е основание кандидатът да 

допусне, че те са идентични. Въз основа на това е лансирана хипотезата, че Cu/Zn-

СОД при H. lutea 103 се намира в матрикса и междумембранния лумен на 

митохондриите (№1). Трябва да отбележа, че това е първият идентифициран 

природно гликозилиран ензим от гъби. От  A. niger 26 пък са изолирани два вида 

СОДази, едната от които е Cu/Zn-съдържаща, а другата - Mn-съдържаща (№ 2). 

Техните молекулни маси, определени чрез MALDI-MS и ESI-MS са съответно 15821 

Da и 15912 Da. Тъй като в първичната структура на Cu/Zn-съдържащия ензим не е 

открит център за гликозилиране, Долашки прави извод, че ензимът не е 

гликопротеин. Сравнявайки първичните структури на Cu/Zn-СОДази от H. lutea 103 

и A. Niger 26, е показано, че двата ензима се състоят от 153 ак остатъка и се 

характеризират с висока хомология както помежду си, така и с други Cu/Zn-СОДази 

от низши гъби. Те имат висока температурна и рН стабилности, което се обяснява 

със стабилизиращия ефект на съдържащия се в тях дисулфидния мост (№ 1 и 2). 

 

б) Мед-съдържащи протеини тип ІІ (трудове № 3, 4 и 5).  

Към този тип гликопротеини спадат хемоцианините на молюски (охлюви) и 

артроподи (членестоноги), които изпълняват функцията на кислородни преносители. 

Въпреки еднаквата им биологична функция, хемоцианините от двата вида организми 

имат различна структура и свойства. 

Д-р Долашки изолира нов хемоцианин от черноморския рак Eriphia verrucosa 

и доказва, че той има хексамерен състав (6х75 kDa). С помощта на йонообменна 

хроматография успява да изолира и охарактеризира четири от неговите субединици 

(EvH1, EvH2, EvH3 и EvH4), както и кодиращата част (сДНК) на гена на субединица 

5. След секвениране установява, че изолираната сДНК кодира протеин съставен от 

435 аминокиселинни остатъци (№3). Прилагайки съвременни физични методи (ESI, 

MALDI и MALS) той характеризира хемоцианини и от други мекотели - Octopus 

vulgaris, Sepia officinalis и Rapana venosa и доказва, че докато хемоцианините от O. 

vulgaris и S. оfficinalis са изградени от един тип субединици (с мол. маси съответно 

359.3 kDa и 443.8 kDa), то хемоцианина на R. venosa е съставен от две субединици с 

Мм 422.8 kDa и 400.0 kDa, агрегиращи в дидекамери. Всяка от двете субединици пък 

е изградена от осем функционални мономери с Мм 50 kDa (№ 4). Реасоциацията на 

хемоцианина от R. venosa, наблюдавана чрез електронна микроскопия, показва, че 
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субединиците агрегират в спирални тубули и мултидекамери с различна дължина. 

Върху агрегацията оказват влияе както рН, така и концентрацията на Са
2+

 и Mg
2+

, но 

влиянието им е различно за различните хемоцианини (№ 5). Конформационната 

стабилност на хемоцианина от R. venosa е изследвана и чрез КД. Установено е, че 

много от неговите вторични структури остават стабилни в широк рН и температурен 

интервал. При неутрално рН те запазват структурата си дори при 80°С - 90°С, което 

се обяснява със стабилизиращото влияние на четвъртичната структура на 

холопротеина върху вторичните структури (№ 5 и 6). Стабилната четвъртична 

структура пък се свързва със стабилизиращото влияние на въглехидратните 

остатъци. В хемоцианина на E. verrucosa Долашки идентифицира три потенциални 

центъра за О-гликозилиране в позиции 444-446, 478-480 и 547-549 (№ 3). 

 

в) Мед-съдържащи протеини тип ІІІ (№ 6, 7, 8 и 9).  

Мед-съдържащи протеини с три медни атоми в активния център са 

тирозиназите и сродните им катехолоксидази. В трудовете на Долашки обект на 

проучване са неизследваните досега са тирозинази от Streptomyces albus и Laceyella 

sacchari. Чрез утаяване на избистрени клетъчни лизати от двата бактериални щама с 

амониев сулфат и ултрафилтрация, са изолирани две тирозинази с молекулни маси 

30096 Da и 30910 Da, които показват хомоложност с други стрептомицетни 

тирозинази (№ 8). За разлика от еукариотните тирозинази, те не са гликозилирани. 

Тирозиназата от S. аlbus е изследвана както за монофенолазна, така и за дифенолазна 

активности спрямо субстрати L-тирозин и L-DOPA/допамин. Нейният рН оптимум е 

определен на рН 6.8 (№ 6 и 8). 

Заслужават внимание изследванията свързани с разкриването на латентна о-

дифенолоксидазна активност във функционалната единица RvH1 от хемоцианин на 

R. venosa, която се проявява след третиране с SDS, трипсин и урея и в присъствие на 

L-Dopa и/или допамин. Тъй като нативната RvH1 няма такава активност, Долашки 

допуска, че химическите реагенти откриват/освобождават активния ензимен център, 

който в нативната функционална единица е екраниран (№ 9). 

 

г) Други трудове (№ 10 и 11). 

Последните две публикации от списъка на трудовете свързани с конкурса са 

посветени на изучаването на биологичните ефекти на хемоцианини от молюски. 

Хемоцианини от Helix lucorum, Rapana venosa и Megatura crenulata и техните 

функционални единици са изследвани за антитуморна активност спрямо човешки 

туморни клетъчни линии от рак на пикочния мехур (CAL-29 и Т24). Установено е, че 

те причиняват както апоптоза, така и некроза, като ефектът им е по-силен от този на 

референтния доксорубицин. Изследваните гликопротеини повлияват генната 

експресия, причинявайки видима промяна в белтъчния профил на туморните клетки. 

Наблюдавано е понижено ниво на експресия на 8 от основните белтъчни фракции и 

повишено ниво на 2 други, което се свързва с индуцираната апоптоза (№ 10). 

Хемоцианини от R. venosa и H. aspersa и техни субединици са изследвани и за 

антибактериална активност спрямо патогенни щамове на Staphylococcus aureus. От 

тях най-силен ефект е наблюдаван при субединица βc-HaH от хемоцианина на H. 

aspersa. Освен срещу S. aureus и S. epidermidis, той проявява антибактериална 

активност и спрямо Escherichia coli (№ 11). 

 

4. Научни проекти 
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Гл. ас. д-р А. Долашки има успешна проектна дейност както на национално, 

така и на международно ниво. Той е участник в разработването на 27 научни проекта 

с национално и чуждестранно финансиране. Бил е ръководител на два проекта 

финансиран от МОН и ръководител на българските колективи в три съвместни 

проекти с Германия, Китай и Белгия. Понастоящем участва в разработването на 

Националната научна програма „БиоАктивМед“, финансирана от МОН. В своята 

изследователска дейност той работи в тясно сътрудничество с изследователи от 

различни български университети и институти, както и с учени от университетите в 

Тюбинген, Германия; Маинц, Германия; Падова, Италия; Гент, Белгия; Киев, 

Украйна и Циндао, Китай. 

 

5. Лични впечатления 

Бил съм рецензент на проекти и статии на А. Долашки и съм впечатлен от 

педантичното им оформление. Впечатлен съм и от неговото умение да търси и 

намира приложение на фундаментални научни резултати в практиката. Той умее да 

работи в колектив, както и да създава и ръководи научни колективи, което е 

предпоставка за бъдещите му успехи.   

 

Заключение: В заключение мога да кажа, че гл. ас. д-р инж. Александър Долашки е 

изграден изследовател в областта на биоорганичната химия и по-конкретно в 

изучаването на мед-съдържащите металопротеини, каквито са супероксид-

дисмутазите, тирозиназите и хемоцианините. В тази област той е публикувал 50 

научни статии във водещи международни списания по биохимия, биоорганична 

химия и молекулярна биология, които са цитирани повече от 500 пъти в световната 

литература. От началото на своята научна дейност досега той демонстрира висока и 

неотслабваща активност, благодарение на която е утвърдил името си на задълбочен 

и уважаван изследовател не само у нас, но и в чужбина. Справката за изпълнение на 

минималните национални изискванията показва, че той има 1840 точки. С това той 

многократно надвишава официалните критерии на НАЦИД, БАН и ИОХЦФ за 

заемане на академична длъжност „доцент“ в област на висше образование: 4. 

„Природни науки, математика и информатика“, професионално направление: 4.2. 

„Химически науки“, научна специалност „Биоорганична химия, химия на 

природните и физиологично активните вещества“. Това ми дава основание убедено 

да препоръчам на уважаемото Научно жури, назначено да проведе настоящия 

конкурс, както и на НС на ИОХЦФ да му я присъдят. 

 

София, 12.09.2019 г.      

Рецензент: 

 

/Акад. Иван Иванов/
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REFEREE REPORT 

By Prof. Ivan Georgiev Ivanov, D.Sc. 

Evaluation of candidates for the position of “Associate Professor” in the field of higher education 4. Natural 

sciences, mathematics and informatics, professional field 4.2. Chemical sciences, scientific 

specialty "Bioorganic Chemistry, Chemistry of Natural and Physiologically Active 

Substances" announced at the Institute of Organic Chemistry with Center for Phytochemistry 

(IOCCP), Bulgarian Academy of Sciences (BAS) 

 

1. General comments 

The “Associate Professor” position in the field of higher education 4. Natural sciences, 

mathematics and informatics, professional field 4.2. Chemical sciences, scientific specialty 

"Bioorganic Chemistry, Chemistry of Natural and Physiologically Active Substances" is 

announced in State Gazette issue. 43/31. 05. 2019. The only candidate is Dipl. Eng. Alexander 

Konstantinov Dolashki, Ph.D. from the same institute. The overview of the presented 

documents shows that the procedure for announcing of the academic position has been 

complied with the requirements of the Law for Development of the Academic Staff of the 

Republic of Bulgaria (LDASRB) and the Rules for its implementation as well as with the 

internal rules and regulations of BAS. 

 

2. Biography  

Alexander K. Dolashki, Ph.D., was born on December 29, 1977. He graduated from 

the University of Chemical Technology and Metallurgy, Sofia in 2000 with a master degree in 

"Chemical Technology Processes and Systems". He continued his education at the University 

of Tubingen, Germany, where in 2005 he obtained a Ph.D. degree in Biochemistry. Since then 

Dr. Dolashki is Assistant Professor at the IOCCF, BAS. After graduation he has visited a 

number of outstanding universities such as the University of Tubingen (Germany), Mainz 

University (Germany), University of Padova (Italy), University of Ghent (Belgium), 

University of Kiev (Ukraine), Qingdao University (China), etc. Dr. Dolashki is the carrier of 

the prestigious Pythagoras Science Award for 2017. 

 

3. Research activity and scientific achievements 

3.1. Overview of the candidate’s scientific publications 

Dr. Dolashki is the author of 50 scientific papers, 45 of which in peer reviewed journals 

with IF (total IF 80.458). The papers have been cited so far 262 times and his h-index is 10. He is 

co-author of 4 applications for national patents. 

Dr. Dolashki has appended to his application for Assoc. Prof. 11 new papers published 

in the period 2008-2019 - all in IF journals (total IF 19.176). They are classified into 

quadrilles as follows: Q1 - 3, Q2 - 5, Q3 - 2 and Q4 - 1. In 9 of them he is first author. All 

papers are in the field of bio-organic chemistry. They are dedicated to studying the structure 

and properties of copper-containing proteins. In my review I will refer to the papers showing 

their numbers as in the original list of publications.  

Dr. Dolashki has reported his results at 53 national and international scientific forums. 

The abstracts of these presentations will be taken into consideration in my final evaluation but 

will not be explicitly reviewed. 

 

3.2. Evaluation of the candidate’s scientific achievements 

All the eleven papers to be reviewed are dedicated to the isolation and characterization 

of copper-containing proteins, such as superoxide dismutases (SODases), hemocyanins and 

tyrosinases and can be classified into four thematic groups: a) Copper-containing proteins 
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Type I (No 1 and 2); (b) Copper-containing proteins Type II (No 3, 4 and 5); (c) Copper-

containing proteins Type III (No 6, 7, 8 and 9); (d) Other papers (No 10 and 11). 

 

(a) Type I copper-containing proteins (No 1 and 2). 

Type I copper-containing proteins includes Cu / Zn-superoxide dismutases (Cu / Zn-

CODases) bearing one copper ion in their active center. These enzymes play a key role in 

neutralizing the superoxide anion radical (•O
2-

), thus limiting formation of H2O2 in the cell.  

Cu / Zn-CODases are obtained from the filamentous fungus Humicola lutea 103 and 

Aspergilus niger 26. From H. lutea the enzyme is isolated from three cellular fractions - 

cytosol, mitochondrial matrix and mitochondrial membranes. Since the three proteins show 

equal molecular mass, N-terminal sequence and both cyanide and H2O2 sensitivities, the 

author concludes that they are identical and launches the hypothesis that in H. lutea the 

enzyme is located in the mitochondrial matrix and intermembrane lumen (No. 1). It must be 

noted that the H. lutea Cu / Zn-SOD is the first naturally-occurring glycosylated enzyme 

found in fungi.  

Dolashki has isolated two species of SODases from A. niger, one of which is Cu / Zn-

and the other is Mn-containing (No. 2). Their molecular masses determined by MALDI-MS 

and ESI-MS are 15821 Da and 15912 Da, respectively. The two enzymes consist of 153 

amino acid residues and share high homology with other fungal Cu / Zn-SODs. They do not 

carry glycosylation sites and show high temperature and pH stability (No 1 and 2).  

 

(b) Type II copper-containing proteins (No 3, 4 and 5). 

Type II glycoproteins include oxygen carrying hemocyanins from molluscs and 

arthropods containing two copper ions. Despite their identical biological function, the proteins 

of the two kinds of organisms have different structure and properties. 

Dr. Dolashki has isolated a new hemocyanin from the Black Sea crustacean Eriphia 

verrucosa. He proved its hexameric organization (6x75 kDa) and purified four of its subunits 

(EvH1, EvH2, EvH3 and EvH4). He has also obtained a cDNA sequence of the subunit 5 (No. 

3). Using ESI, MALDI and MALS, Dolashki has characterized the hemocyanins from three 

other molluscs such as Octopus vulgaris, Sepia officinalis and Rapana venosa. He proved that 

the hemocyanins of O. vulgaris and S. оfficinalis consist of one type of subunits (359.3 kDa 

and 443.8 kDa, respectively), whereas the R. venosa hemocyanin is composed of two different 

subunits (422.8 kDa and 400.0 kDa) aggregating into didecamers. Each of the two subunits is 

composed of eight functional monomers of 50 kDa each (No 4). The re-association of the R. 

venosa hemocyanin, as observed by electron microscopy, shows that its subunits aggregate 

into helical tubules and multidecamers of different length. The aggregation itself is affected by 

both pH and Ca
2+

 and Mg
2+

 concentrations, but their effect is different for the different 

hemocyanins (No 5). The conformational stability of R. venosa hemocyanin has also been 

investigated by CD. Many of its secondary structures have been found to remain stable over a 

wide pH and temperature range. At neutral pH, their structure was preserved even at 80-90 °C, 

which is explained by the stabilizing effect of the quaternary structure on the corresponding 

secondary structures (Nos. 5 and 6). On the other side, the quaternary structure itself is 

stabilized by the glyosidic residues attached to the hemocyanin molecule. In the E. verrucosa 

hemocyanin Dolashki has identified three potential O-glycosylation sites at positions 444-446, 

478-480 and 547-549 (No. 3). 

 

(c) Type III copper-containing proteins (No 6, 7, 8 and 9). 

The copper-containing proteins with three copper atoms in their active center are 

tyrosinases and catechol oxidases. Dolashki has focused his attention to the tyrosinases from 
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Streptomyces albus and Laceyella sacchari - not studied before. Using ammonium sulfate 

precipitation and ultrafiltration he has isolated from the two bacteria tyrosinases with 

molecular masses of 30096 Da and 30910 Da respectively. They share homology with other 

Streptomyces tyrosinases but unlike the eukaryotic enzymes, they are not glycosylated (No. 8). 

The S. albus tyrosinase has been investigated for both monophenolase and diphenolase 

activities using L-tyrosine and L-DOPA / dopamine as substrates. The pH optimum of this 

enzyme was set to pH 6.8 (No 6 and 8). 

Amongst the original studies of Dr. Dolashki it is worth mentioning the discovery of a 

latent o-diphenoloxidase activity of the RvH1 subunit of R. venosa hemocyanin. This activity 

is manifested after SDS, trypsin and urea treatment, and in the presence of L-dopa and/or 

dopamine. Since the native RvH1 is devoid of such activity, it is assumed that the reagents 

“open” the active center, which is screened in the native protein (No. 9). 

 

(d) Other studies (No 10 and 11). 

The last two publications of Dr. Dolashki are devoted to studying the biological effects 

of molluscan hemocyanins. Hemocyanins of Helix lucorum, Rapana venosa and Megatura 

crenulata as well as their functional units have been tested for antitumor activity against 

human tumor cell lines derived from bladder cancer cells (CAL-29 and T24). It has been 

shown that all tested proteins cause apoptosis and necrosis, with an effect greater than that of 

the reference doxorubicin. The hemocyanins influence also the tumor cells gene expression, 

causing a visible change in their protein pattern. A decreased expression was registered for 

eight major proteins and an increased level for two others (No 10). 

Hemocyanins of R. venosa and H. aspersa and their subunits have also been tested for 

antibacterial activity against Staphylococcus aureus pathogenic strains. The strongest effect is 

observed with the βc-HaH subunit of H. aspersa hemocyanin, which exhibits also 

antibacterial activity against Escherichia coli (No. 11). 

 

4. Research projects 

Dr. A. Dolashki is a participant in 27 research projects with national and foreign 

funding. He is principle investigator of two projects funded by the Ministry of Education and 

Science and leader of the Bulgarian teams in three joint projects with Germany, China and 

Belgium. Currently he is involved in the development of the National Science Program 

“BioActMed”, funded by the Bulgarian Ministry of Education and Science. Dr. Dolashki 

maintains stable partnership with researchers from many national institutes and universities, 

as well as with scientists from the universities of Tübingen, Germany; Mainz, Germany; 

Padova, Italy; Ghent, Belgium; Kiev, Ukraine and Qingdao, China. 

 

5. Personal impressions 

I have reviewed several projects and scientific papers of Dr. A. Dolashki's and I have 

been highly impressed of their quality. I am also impressed of his ability to seek and find 

appropriate implementation and business realization of his fundamental results. He is able to 

work in a team and he is also capable of creating and managing research teams, which is a 

prerequisite for his further progress and success in science. 

 

Conclusion: Dr. Alexander Dolashki is an established scientists in the field of bio-organic 

chemistry, in particular in copper-containing glycoproteins. In this area, he has published 50 

scientific papers in the best international journals of biochemistry, bio-organic chemistry and 

molecular biology. His papers have been cited so far 262 times. He is also a co-author of four 

national patent applications. The name of Dr. Dolashki is well known and respected in 
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Bulgaria and abroad. He satisfies (even exceeds) the formal national minimum criteria, the 

requirements of LDASRB and the internal rules and regulations of IOCCPh for the academic 

position “Associate Professor” in the field of higher education 4. Natural sciences, 

mathematics and informatics, professional field 4.2. Chemical Sciences, scientific specialty 

"Bioorganic chemistry, chemistry of natural and physiologically active substances". Taking 

into consideration all this, I am highly recommending the distinguished Scientific Jury and the 

Scientific Council of IOCCPh to award Dr. Alexander Dolashki the academic position 

Associate Professor. 

 

Sofia 

12.09.2019 

Signature: 

 

/Ivan Ivanov/ 

 

 


