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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Kamila Demskiego,
pt.: ,Udziat acylotransferaz typu DGAT (acyl-CoA:diacyloglicerol acylotransferaza)
i acylotransferaz typu PDAT (fosfolipid:diacyloglicerol acylotransferaza)

w akumulacji triacylogliceroli w nasionach wybranych roslin oleistych”

Pan mgr Kamil Demski realizowat swojg prace doktorska w ramach projektu PRELUDIUM
7 finansowanego z funduszu Narodowego Centrum Nauki w Pracowni Biochemii Roslin pod
opieka prof. dr hab. Antoniego Banasia, kt6rego zainteresowania badawcze skupione s3 gléwnie
na biochemii i biotechnologii lipidéw roslinnych. Praca doktorska pana mgr Kamila Demskiego
rowniez doskonale wpisuje sie w nurt dotyczacy lipidow roslinnych, bo dotyczy
triacyloglicerolow (TAG, estréw glicerolu i 3 kwasow tluszczowych), ktére stanowig materiat
zapasowy wigkszosci rodlin. Przedmiotem pracy byla analiza aktywnosci enzymoéw typu
acylotransferaza fosfolipid:diacyloglicerol (PDAT) przenoszacy grupe acylowa do pozydji sn-3
diacyloglicerolu (DAG,) z fosfolipidu w ostatnim etapie syntezy TAG w szlaku Kennedy’ego. Do
badan wykorzystano nasiona 3 gatunkéw roslin oleistych: soi warzywnej, racznika zwyczajnego
i dwoch odmian kapusty rzepak (niskoerukowa odmiana MONOLIT i wysokoerukowa odmiana
MAPLUS). W zwigzku z powyzszym, ze w projecie PRELUDIUM 7 zaplanowano jeszcze analize
dwoch innych gatunkéw roslin oleistych: Cuphea viscosissima i Crepis palaestina mam pytanie -
Dlaczego w pracy doktorskiej nie ma wzmianki o tych dwéch gatunkach roslin? Doktorant
przeprowadzit rowniez analize zmian ekspresji czterech izoform DGATI i tylez samo z DGAT?2
w nasionach rzepaku. W ramach pracy doktorskiej pan mgr Kamil Demski sklonowal geny
kodujace wyzej wymienione izoformy DGAT1 i DGAT2 w systemie drozdzowym z
wykorzystaniem Saccharomyces cerevisiae H1246 posiadajacego delecje czterech gléwnych genow



odpowiedzialnych za synteze triacylogliceroli (TAG). Dzigki temu pozwolilo to na okrelenie
specyficznosci substratowej wzgledem acylo-CoA. Biorac pod uwagg fakt, iz enzymy typu DGAT
i PDAT katalizujg ostatni etap syntezy TAG i s3 kluczowymi enzymami biorgcymi udziat w
biosyntezie gtownych tluszczy zapasowych w nasionach roélin, temat podjety przez Doktoranta
wydaje si¢ niezmiernie wazny nie tylko z punktu widzenia poznawczego, a wyniki badan moga
w przyszlosci pozwoli¢ na uzyskanie transgenicznych roslin o zwigkszonej ilosci olejow lub tez
o zmienionym skladzie poszczegdlnych kwasow tluszczowych, co wigze si¢ z duzym
potencjatem aplikacyjnym. Roslinne kwasy tluszczowe maja wielorakie zastosowanie w réznych
gateziach przemystu (np. do produkgji farb, mydet, biopaliw itd.), ale rowniez w przemysle
spozywczym. Przyktadem niech bedzie olej rzepakowy, ktory wplywa bardzo korzystne na diete
czlowieka ze wzgledu na wysoka zawartos¢ kwasu oleinowego oraz niezbednych nienasyconych
kwasow ttuszczowych (NNKT) takich jak kwas linolowy (n-6) i linolenowy (n-3). Kwasy omega-
6 i omega-3 pelnig wazna role w profilaktyce i leczeniu wielu przewleklych chorob: uktadu
krazenia, udaru moézgu, nadci$nienia tetniczego oraz nawet niektorych nowotworéw takich jak
rak jelita grubego, piersi, czy prostaty.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska pana mgr Kamila Demskiego jest
oryginalnym opracowaniem liczacym 162 strony maszynopisu i ma uklad przyjety dla tego typu

opracowarn.

Streszczenie - w jezyku polskim i angielskim zawiera zwigzle podsumowanie pracy.

Wprowadzenie i cel pracy - w tym rozdziale pracy mgr Kamil Demski po krotkim
wprowadzeniu w jasny sposob sformutowat cel ocenianej rozprawy, jakim bylo poszerzenie
dotychczasowe] wiedzy dotyczacej udziatu acylotransferaz DGAT i PDAT uczestniczacych w
biosyntezie triagliceroli w nasionach soi warzywnej, rgcznika zwyczajnego i dwoch odmian
kapusty rzepak.

Wstep - przeglad literatury - rozdzial ten stanowi 24-o stronicowe wprowadzenie do
problematyki pracy i sklada sie z trzech podrozdzialéow. W pierwszym z nich Autor przedstawit
charakterystyke 3 gatunkow roslin oleistych badanych w pracy doktorskiej na tle innych roslin
oleistych oraz ich znaczenie w diecie ludzkiej i wykorzystanie w ré6znych galeziach przemystu.
W kolejnym podrozdziale doktorant szczegélowo scharakteryzowal szlaki syntezy
triacylogliceroli oraz kwasow ttuszczowych. W tym podrozdziale Doktorant po raz pierwszy i

ostatni zamiescit wyjasnienia skrotow kwasow tluszczowych (Tabela 2). W tejze tabeli Doktorant
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umiescit w tabeli informacje, ze skrét 18:1 odnosi sie do kwasu oleinowego. Jednakze w wynikach
uzywal oznaczenia 18:1A9 czyli dokladniejszego zapisu, ktory dodatkowo oznacza jeszcze
pozycje wigzania podwojnego. Wprowadza to jednak w blad czytelnika.

Na Rysunku 4 Doktorant przedstawil schemat syntezy kwasow tluszczowych w komoérce
roslinnej, ale nie umiescil wyjasnien uzytych skrétéw, przez co Sledzenie tej syntezy z
manuskryptem jest ucigzliwe, bo wyjasnienia skr6tow sg przedstawione kilka stron wczesniej.
Ta sama uwaga dotyczy Rysunku 5, ktéry ukazuje schemat syntezy triacylogliceroli w retikulum
endoplazmatycznym komoérki roslinnej. Ostatni rozdziat wstepu opisuje enzymy typu DGAT i
PDAT, ktore biorg udzial w ostatnim etapie szlaku syntezy triacylogliceroli. We wstepie znalazlo
si¢ kilka niescistosci dotyczacej cytowania literatury przez Doktoranta np.: cytowana jest
publikagja Erhan i in. 1992, a w spisie literatury jest podany rok 1995; Heldt i Piechulla 2011 ,a w
spisie literatury jest rok 2010; Berg i in. 2012, a w spisie literatury jest rok 2015; Leonard i in. 2003,
a w spisie literatury jest rok 2004; Harwood i in. 2016 , a w spisie literatury jest rok 2013; Banas i
in. 2000, a w spisie literatury jest rok 2013; cytowana jest publikacja Pietruszynski 1949, ale nie
ma jej z kolei w spisie literatury; czy powinno by¢ cytowanie Anoh i Min, 2002 czy Akoh i Min,
2002?

Materialy i Metody. Rozdzialy obejmujg spis aparatury i odczynnikéw chemicznych
wykorzystanych w trakcie realizacji pracy doktorskiej. Brak numeracji dotyczacej
poszczegOlnych odczynnikéw stosowanych w kolejnych krokach powoduje lekki zamet,
poniewaz w metodach nie ma do nich odno$nik6w, co w przyszlosci moze utrudni¢ powtérzenie
eksperymentéw. Skoro Doktorant pisze, ze wykorzystywal wzorce frakgji lipidowych i kwasow
ttuszczowych to powinny sie one pojawi¢ w spisie odczynnik6w. Sekcja opisana jako Odczynniki
stosowane do reakcji in vitro jest bardzo nieinformatywna. Jakie reakcje miat na mysli
Doktorant?

Nie pisze sig, ze ,plazmid posiada odpornos¢ na kanamycyne” (str. 42 i 43), ale plazmid niesie
opornos¢ na antybiotyk, albo ja warunkuje. W opisie warunkéw hodowli roslin brakuje
parametréw o$wietlenia. Z ilu nasion Doktorant prowadzil ekstrakcje lipidéw z nasion, bo
informacja od 1 do 10 budzi watpliwosci (str. 47). Podobnie w przypadku izoladji frakdji
mikrosomalnej z nasion (od 10 do 100 nasion). Mam pytanie do Doktoranta dotyczace metody
izolacji RNA z nasion rzepaku. Czy metoda ta byla wczesniej gdzies opisana? Co wedtug
Doktoranta w metodzie opisanej przez niego jest odpowiednikiem izotiocyjanianu guanidyny

(soli chaotropowej) wykorzystywanego w metodzie z TRIAZOLem?



Wyniki. W 67 stronicowym rozdziale , Wyniki” Autor po kolei oméwil wyniki badan dla trzech
gatunkow roslin ktore badat (dodatkowo jeszcze oddzielnie dla rzepaku odmiana MONOLIT i
MAPLUS) i pokazatl: stadia rozwojowe nasion, analize zawartosci acylolipidéw w nasionach,
optymalizacje warunkow reakcji enzymatycznej in vitro dla DGAT oraz aktywnos¢ tego enzymu
na poszczegolnych etapach rozwojowych nasion w stosunku do réznych acylo-CoA, jak rowniez
aktywnos¢ PDAT na roznych etapach rozwojowych nasion. Ta cze$¢ wynikoéw sprawia trudnosc
w ich sledzeniu, poniewaz ma si¢ wrazenie Ze czyta si¢ w zasadzie to samo, tylko zmieniajg si¢
ilosci kwasow, nazwy roélin itp. Na pewno wieksza korzysciag byloby przeanalizowanie
wynikéw poréwnujac miedzy soba poszczegolne gatunki roslin w kolejnych podrozdzialach.
Czytelnik szybciej bylby w stanie wylapac réznice badz podobieristwa. Do tej czesci wynikow
mam pytanie: Dlaczego Doktorant w przypadku nasion soi wyréznil 3 stadia rozwojowe nasion
(bez fazy nasiona dojrzate), a w przypadku pozostatych dwéch gatunkéw roslin wyrézinit 4
stadia? Czy moglo to miec jakies znaczenie do uzyskanych wynikéw (np. dla catkowitej
zawartosci acylolipidéw)? Dlaczego nie okreslono ile dni po zakwitnieciu (DAF) analizowano
nasiona rgcznika?

Na Rysunku 9 przedstawiajacym procentowa zawartos¢ kwasow ttuszczowych w acylolipidach
nasion soi jest chaos wynikajacy z uzycia koloréw, ktére na wydruku cigzko por6wnac (uwaga
dotyczy kwadratow niebieskich odnoszacych si¢ do kwaséw mirystynowego i wakcenowego).
Kwasy powinny by¢ opisane w legendzie tym bardziej, ze opis kwaséw byl w Tabeli 2 na 20
stronie. Te same uwagi odnoszg si¢ do Rysunkow 15, 16, 22, 24 i 39. Wracajac do Rysunku 9 - na
stronie 74 Doktorant pisze, ze kwas linolenowy (18:3) jest dominujgcym kwasem triacylogliceroli
nasion soi, ale z Rysunku 9 wynika, ze dominuje kwas linolowy (18:2). Podobna sytuacja jest w
przypadku racznika (strona 78 i 79). W przypadku opisu optymalizacji warunkéw reakdji
enzymatycznej in vitro dla Bna.DGAT z frakcji mikrosomalnych rzepaku Pan mgr Demski pisze,
ze stezenie frakcji mikrosomalnych, rodzaj buforu inkubacyjnego i objetos¢ mieszaniny
inkubacyjnej zostaly zaadoptowane z badan wczesniejszych, ale nie cytuje skad (publikacja,
badania wlasne wykonane przez pracowniké6w Pracowni Biochemii Roslin?).

W kolejnych etapach badan, Doktorant skupil si¢ na analizie 4 izoform Bna.DGAT1 i 4
izoform Bna.DGAT2, ktore sklonowal do systemu drozdzowego w celu okresSlenia ich
specyficznosci substratowej wzgledem roznych acylo-CoA. Ta czes¢ pracy uwazam za
najciekawsza, bo brak jest danych literaturowych na temat specyficznosci substratowej
Bna.DGAT2. Cenne w tym wypadku bylo zaprezentowanie przez Doktoranta na Rysunku 44
mapy wzglednej ekspresji izoform Bna.DGAT1 i Bna.DGAT2 w poszczegélnych stadiach
rozwojowych nasion rzepaku odmian MONOLIT i MAPLUS. Pozwolilo to na zebranie wielu
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danych uzyskanych przez mgr Kamila Demskiego w jedna calos¢. W zwigzku z powyzszym
mam do Doktoranta pytanie: Jaka moze byé przyczyna, ze nie odnotowano ekspresji izoformy
BnaA.DGAT1.b w przypadku odmiany MONOLIT, a ekspresje tej izoformy odnotowano w
przypadku wysokoerukowej odmiany MONOLIT w trzecim stadium rozwojowym nasion?
Doktorant przedstawit wyniki swojej pracy w postaci 38 rysunkéw (na 44 w calej pracy)
oraz 5 tabel (na 10 w calej pracy). Swiadczy to o duzej pracy wlozonej przez pana mgr Kamila

Demskiego zar6éwno jesli chodzi o prace laboratoryjng jak rowniez edytorska.

Dyskusja. Ostatni rozdzial pracy ,Dyskusja” sklada sie z 15 stron i zawiera omoéwienie
uzyskanych wynikéw w odniesieniu do dostepnych danych literaturowych, ktérych Doktorant
zacytowal w tym rozdziale 22 pozycje na 138 wszystkich cytowanych w rozprawie doktorskiej.
Stosunkowo niewielka liczba cytowanych publikacji moze sie wigzac ze stosunkowo ograniczong
wiedza na temat zagadniern poruszanych w ramach pracy doktorskiej. Zagadnienie
specyficznosci substratowej DGAT w stosunku do réznych acylo-CoA jest wielce zlozone i jak
wykazuja nieliczne badania (w tym réwniez badania prowadzone przez mgr Kamila
Demskiego), nie zawsze sg skorelowane z akumulowanymi w triacyloglicerolach kwasami
tluszczowymi. Ponad to duze znaczenie ma réwniez stadium rozwojowe nasion i badany
gatunek rosliny. W zwigzku z powyzszym mam pytanie do Doktoranta - Czy na podstawie
swoich badasi i danych literaturowych mozna pokusi¢ sie o jakies zaleznosci pomiedzy
produkowanymi przez rosliny kwasami tluszczowymi (w znacznych ilosciach), a
specyficznoscig substratowq DGAT w stosunku do réznych acylo Co-A? W pracy doktorskiej
mgr Kamil Demski badat izoformy Bna.DGAT w zwigzku z powyzszym mam pytanie do
Doktoranta - Czy planowane byly badz sq planowane badania dotyczgce okreslenia zmian
ekspresji izoform Bna.DGAT w odpowiedzi na stres Srodowiskowy (np. po zaaplikowaniu
dorminy)? Jakie warunki stresowe bylyby wedlug Doktoranta najodpowiedniejsze do tego typu
badan? Kolejne pytanie do mgr Kamila Demskiego zwigzane jest z drugim badanym przez niego
enzymem katalizujagcym ostatni etap biosyntezy TAG - enzymu PDAT. Co Doktorant mial na
mysli piszqc w pracy, Ze RePDAT wzrasta na jeszcze pézniejszym niebadanym w pracy etapie
rozwoju nasion rgcznika, skoro Doktorant badal 4 stadia rozwojowe nasion (lgcznie z
dojrzatymi nasionami)? W swojej pracy doktorskiej mgr Kamil Demski badat trzy gatunki roslin
oleistych i we wnioskach napisal, ze badania zaprezentowane w pracy moga w przyszlosci by¢
wykorzystane do tworzenia roslin GMO o zmienionym skladzie badz ilosci kwaséw
tluszczowych w zwigzku z powyzszym mam pytanie do Doktoranta - Co by zmienil

(iloSciowo/jakosciowo) w badanych przez siebie trzech gatunkach roslin oleistych?



Prezentowana do recenzji praca doktorska napisana jest poprawnym jezykiem. W pracy
znalazly sie drobne bledy interpunkcyjne. W rozdziale literatura w pozycji 22 i 29 brak jest tytulu
pracy. Nie znalaztam w tekscie ujetych w rozdziale pisSmiennictwo pozydji literaturowych nr 9,
34, 38, 44, 63, 73 i 134. Z kolei Doktorant zacytowal w pracy autoréw: Banas i in. 2000, Chu i
Shanklin 2016, Misra i in. 2013, Pietruszynski 1949, Stahl i in. 2004, a nie umiescit ich w rozdziale
pi$miennictwo. Jednak powyzsze niedociagniecia redakcyjne nie umniejszajg oceny rozprawy

doktorskiej.

Podsumowujac, przedstawione wyniki badann prowadzonych przez Pana mgr Kamila
Demskiego stanowia wazny wklad w poszerzenie wiedzy dotyczacej koricowego etapu
biosyntezy glownych ttuszczy zapasowych ze szczegblnym uwzglednieniem dwoéch odmian
rzepaku niskoerukowej (MONOLIT) i wysokoerukowej (MAPLUS). Pan mgr Kamil Demski
wykazal si¢ umiejetnym planowaniem eksperymentéw i zdolnoscia wykorzystania technik
biochemicznych i biologii molekularnej.

Recenzowana rozprawa doktorska spelnia wszystkie wymogi stawiane rozprawom
doktorskim (okreslone w Art. 13 punkt 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 o stopniach naukowych
i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2003 Nr 65 poz. 595 i test
jednolity Dz. U. 2016, pozycja 882, 1311), stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
badawczego i wykazuje ogolna wiedze teoretyczna Doktoranta w dyscyplinie naukowej, w
zwiazku z powyzszym, zwracam si¢ do Rady Miedzyuczelnianego Wydzialu Biotechnologii
Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie Pana

magistra Kamila Demskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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