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1. Podstawa prawna: pismo Pana Prof. dr. hab. Igora Koniecznego, Dziekana Migdzyuczelnianego
Wydziatu Biotechnologii UG i GUM z dnia 27 czerwca 2018 roku dotyczgce przygotowania ponizszej
recenzji.
2. Ogélna ocena

Rozprawe doktorskg Pana mgr. Kamila Demskiego oceniam, jako bardzo dobra.
3. Uzasadnienie oceny

Jasno sprecyzowana tematyka pracy Pana Kamila Demskiego jest bardzo dobrze osadzona
w oczekiwaniach poznawczych wspoélczesnej nauki, zarbwno w as;pekcie badan podstawowych jak
i aplikacyjnych. Dodatkowo potencjal aplikacyjny przedstawionych w pracy analiz dotyczy wielu
patezi przemystu $ciéle zwigzanych z rolnictwem, a przede wszystkim przemysiu spozywczego,
farmaceutycznego i energetycznego. Praca spelnia wszystkie wymogi formalne stawiane rozprawom
doktorskim. Jest napisana zasadniczo jasnym jezykiem, opatrzona rzetelnie przygotowanym wykazem
skrétéw, poprzedzona streszczeniem, kiére dobrze oddaje charakter pracy. Wprowadzenie zawiera
ladnie zebrane informacje, niezbedne do zrozumienia pracy. Cel podkresla istotnos¢ tematu, a warsztat
metodyczny wskazuje na ogromng pracowitos¢ Doktoranta i godne uznania Jego umiejgtnosci.
Metodyka pracy obejmuje bowiem wszystkie gtowne poziomy badan w biologii eksperymentalne;
roélin. Od hodowli trzech gatunkoéw roélin (w tym jeden gatunek w dwoch odmianach), poprzez oceng
stadium rozwojowego nasion tych roélin, izolacje frakcji mikrosomalnych i analizg kwasow
thuszczowych, badania enzymatyczne, a2 po liczne analizy na poziomie genetycznym uwzgledniajgce
tez konieczno$é hodowli mikroorganizméw, w tym drozdzy. Jestem pelen uznania, nie tylko dla
réznorodnosci prowadzonych badan, ale tez ich zasadnosci w tym obszernym projekeie bﬁdawczym,
ktérego podsumowaniem jest przedstawiona mi do recenzji praca. Opis stosowanych w pracy
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materialéw i metod zajmuje blisko 30 stron. Ponad drugie tyle, bo az 68 stron zajmuje prezentacja
licznych, uzyskanych w pracy wynikéw. Wszystko konczy dojrzala dyskusja, zebrane w 10 punktach
whnioski i wykaz literatury liczacy 138 bardzo dobrze dobranych pozycji.

4. Uwagi

Mimo, iz strona edytorska pracy jest bardzo staranna, Doktorant nie ustrzegt sig¢ kliku bledow
stylistycznych 1 dosé licznych literowych. Juz w tytule pracy pojawit sie blad. W peinej polskiej
nazwie enzymu DGAT zamiast acyl-CoA, powinno by¢ acylo-CoA, bo takie jest polskie thumaczenie
angielskiej nazwy tego waznego w biochemii zwigzku chemicznego, o czym jak wida¢ z dalszej
czesci pracy Doktorant wie, bo stosowana byla juz poprawna nazwa. Warto tez rozr6zniad znaczenie
stowa ,liczba” od .,ilo§¢” i pamigtaé, Ze raczej méwimy o liczbie wigzah chemicznych a nie o ich
ilogci jak to napisano na str. 19. Podobnie nalezy pamigta¢, Ze ciala fizyczne, np. nasiona
charakteryzuja sie masg a nie jak napisano na str. 47 waga.

Mimo bardzo pomocnego i dobrze opracowanego zestawu Skrotow, oraz poprawnie stosowanego
systemu ich wyjasnien w tekécie rozprawy, nie znalazlem rozwinigcia skrétu MBOAT, uzytego na str.
31.

Mimo rzetelnego opisu stosowanych w pracy metod nie zawarto kilku informacji na temat okresu
ciemnosci i $wiatla w 16-godzinnym fotoperiodzie w hodowlach roélin, ani tez w jakiej objetosci
podioza hodowano rogliny. Jest to o tyle ciekawe, ze rosliny hodowano az do czasu pelnego rozwoju
nasion, co z resztg tez zasluguje na uznanie, bo nie zawsze jest to sprawa prosta, tym bardziej, gdy tak
jak w pracy Pana Kamila Demskiego, hodowano kilka gatunki roslin.

Ciekawi mnie tez, czy rzeczywiécie Doktorant uwaza za poprawne sformulowanie, Ze plazmidy
posiadaja ,,odporno$¢” na jaki¢ antybiotyk. Niezbyt precyzyjnie brzmig tez sformutowania na str. 45
takie jak ,izoformy uzyte do klonowania...”, albo ,izoformy enzymu (...) zostaly zsyntetyzowane
komercyjnie” skoro wiadomo, ze powstawaly one na drodze drozdzowej biosyntezy. Takich skrotow
myslowych nalezy sie wystrzega¢, bo czgsto bardzo utrudniajg rozumienie przekazywanych tresci
zawlaszcza niespecjalistom z genetyki molekularnej, czy inzynierii genetycznej.

Proponujg tez zwroci¢ uwage w przysziosci na unikanie pleonazmoéw typu ,,po tym okresie czasu”
i pisa¢ np. ,,po tym czasie”.

Do$é szezegbtowa analiza ilodciowa zawartosci poszczegélnych kwasow tluszczowych, czy to
w roznych stadiach rozwoju nasion, czy tez jako produktéw badanych reakcji enzymatycznych
powinna, moim zdaniem, by¢ poparta analizg statystyczna, szczegolnie w aspekcie istotnosci
statystycznej obserwowanych réznic. Taka analiza bylaby cenna szczegblnie w przypadku tych
kwas6w, ktorych zawartosci wydaja sie by¢ bardzo do siebie zblizone. Przedstawianie wynikow, jako
wartosci érednich wraz z odchyleniem statystycznym wydaje sig¢ by¢ realizacjg pewne]
minimalistycznej opcji przy poréwnawczej analizie zawartosci kwasow thuszczowych w roznych

warunkach. Ponadto, w sytuacji gdy do analizy kwasow tluszczowych, w zaleznosci od wielkoscei
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i masy, pobierano od 1 do 10 nasion, gdzie§ w pracy, np. pod wykresami, powinna by¢ wskazana
liczba pobranych nasion. Nie znalazlem tez informacji ile technicznych powtérzen wykonywano
w celu uzyskania poszczegolnych wynikow prezentowanych w pracy.

Rys. 9 A i B jest niejasny przede wszystkim dlatego, ze kwas 14:0 na panelu A jest w moim odczuciu
oznaczony takim samym kolorem jak kwas 18:1A11 na panelu A i B, a zatem nie wiadomo jaki kwas
sig analizuje patrzac na ten wykres. Ponadto, kolory symbolizujace niektore kwasy tluszczowe sg
wyjadnione zardbwno w panelu A jak i B a inne, jak np. kolor symbolizujgcy kwas linolowy (18:2),
tylko na panelu B, cho¢ stupki o takim samym kolorze sg tez zaprezentowane na panelu A. Jest wige
Rys. 9 nie tyle jasng prezentacjg zawartodci kwasow thuiszczowych w rozwijajacych sig nasionach soi,
co w duzej mierze tajemniczg zagadkg zmuszajacg do niemal artystyczne) interpretacji, co dany kolor
na tym rysunku symbolizuje.

W pracy doktorskiej Pana Kamila Demskiego najwigcej zastrzezefi wzbudzita u mnie kwestia
optymalizacji ukladu do badan aktywnosci i specyficznosdci analizowanych enzyméw. Sprawa
optymalizacji jest o tyle istotna, Ze stanowi ona swego rodzaju punkt wyjscia w calym modelu
badawczym generujagcym kluczowe w pracy wyniki. Ponadto, koncepcja optymalizacji powinna by¢
bardzo rzetelnie przedyskutowana w interpretacji tych wynikéw, a niestety nie jest.

Mimo, iz w pracy badano dwa rodzaju enzyméw i w kazdym przypadku podstawe stanowil uktad
oparty na frakcjach mikrosomalnych izolowanych z nasion to uklady optymalizowano tylko
z uwzglednieniem DGAT dostarczajac akceptora i donora kwasow ttuszczowych. Akceptor i donor
kwasow thiszczowych byly tez dostarczane w czasie wladciwych badaf specyficznosei i aktywnosci
DGAT. W przypadku badafi PDAT do uktadu dodawano tylke akceptor kwasow tluszczowych
podczas, gdy donorami byty endogenne fosfolipidy. Czas i temperature do badain PDAT ustalano
zatem w tzw. optymalizacji, ale prowadzonej dla uktadu do badan DGAT, ktéry w moim odczuciu
znacznie gorzej uwzglednial naturge stosowanych frakcji mikrosomalnych, choéby dlatego, ze
dostarczano tam obu substratéw, ktorych obecnod¢ najprawdopodobniej maskowala rzeczywiste
relacje miedzy enzymami a kwasami tluszczowymi w poszczegélnych frakcjach zastosowanych do
tzw. optymalizacji. Jest to wazne, bo jak wykazata charakterystyka nasion, skiad jakoSciowy
i ilosciowy kwasow ttuszezowych w tych nasionach byt bardzo zmienny i zalezny od stadium rozwoju
nasion i gatunku a nawet odmiany rosliny. Moim zdaniem wszystkie uklady optymalizowano, pod
wzgledem konkretnego kwasu thuszczowego i konkretnej, cho¢ nieidentyfikowalnej izoformy enzymu,
wybierajac w ten sposob, nie$wiadomie, do dalszych badan warunki korzystne dla bardzo
konkretnych, choé w pelni nie okre§lonych, interakeji enzymu, a raczej jego izoformy i wlasciwego jej
substratu. W moim odczuciu lepszym uktadem do optymalizacji byiby uklad stosowany do badan
PDAT. Co zdecydowalo o niezastosowaniu tego uktadu do optymalizacji i dlaczego warunki reakcji
takie jak czas i temperatura dla badan PDAT ustalano na podstawie badan dla DGAT? Dodatkowo

nasuwa sie tutaj pytanie dlaczego sktad kwaséw thuszczowych analizowano w nasionach a nie
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wyizolowanych z nich frakcjach mikrosomalnych, skoro pdZniej pracowano tylko na tych frakcjach

i poszukiwano korelacji migdzy zawartoscig kwasow thuszczowych a aktywnodcig i specyficznoscia
poszezegolnych enzymow. Jaka Doktorant mial gwarancje, ze skiad lipidowy frakcji mikrosomlanych
jest taki sam jak nasion? Argument, Ze Doktorant zainteresowany byl poznaniem endogennej
zawartosci kwasow tluszczowych w nasionach, jest tu niewystarczajacy, bo jak sam zaznacza
w dyskusji, obecnos¢ kwasow thuszczowych wplywa na wyniki analiz aktywnosci i specyficznosci
badanych enzymoéw, a enzymy badane byly we frakcjach mikrosomalnych a nie w nasionach. Jezeli
zalozymy, ze skitad lipidowy frakcji mikrosomalnych, np. w wyniku ich izolacji, jest inny niz
w nasionach i Zze poszczegélne kwasy tluszczowe, chocby przez ich ilos¢ wplywajg na dostgpnos¢
wolnych, tj. gotowych do reakcji izoenzymdw, to poprawna interpretacja wynikéw kinetycznych
z uktadu, w ktorym sktad lipidowy jest nieznany jest bardzo trudna o ile w ogdle mozliwa.

Wracajac jeszcze do waznej dla mnie, a niedyskutowanej w pracy, sprawy optymalizacji chciatbym
prosi¢ Doktoranta o odniesienia sie do nastepujgcego problemu, ktéry w niniejszej recenzji traktuje
jako jedng z mozliwych roboczych hipotez odnoszacych sie do opisanych w rozprawie
eksperymentdw.

W przypadku frakcji mikrosomalnych soi uklad optymalizowano z wykorzystaniem 1,2-
dikaproiloglicerolu (1,2-di-6:0-DAG), jako akceptora reszt acylowych i znakowanego C'* oleino-CoA
([Cl4]18:1-C0A), jako dawcy reszty acylowej. Kwas oleinowy wystepowal we frakcjach
mikrosomalnych izolowanych z nasion soi w kazdym ich stadium rozwojowym, ale w zadnym z tych
stadiow nie byl kwasem dominujgcym i w moim odczuciu charakteryzowat sie podobng zawarto$cia,
we wszystkich stadiach rozwojowych nasion. W tym wypadku ukfad optymalizowano wiec,
dostarczajac substratu, ktorego endogenna zawarto$¢ w uktadzie byta stabilna niezaleznie od stadium
TOZWOju nasion — co w moim odczuciu uwazam za poprawne.

W przypadku rzepaku uktad optymalizowano tylko z wykorzystaniem frakcji mikrosomalnej odmiany
wysokoerukowej MAPLUS (co uwazam za niewystarczajace) z tym samym co w przypadku soi
akceptorem (1,2-di-6:0-DAG) i donorem reszt acylowych ([C'*]18:1-CoA). Jednak we frakcjach
miksomalnych wyizolowanych z nasion tej odmiany rzepaku i zastosowanych do optymalizacji, kwas
oleinowy (18:1) byt kwasem dominujacym z bardzo wyraZng tendencjg do spadku jego zawartosci
wraz z wiekiem nasion (tego nie obserwowano w przypadku soi). Co ciekawe, z Rys. 24 mozna
wywnioskowad, ze wybrana do optymalizacji frakcja mikrosomalna z drugiego stadium rozwojowego
rzepaku odmiany MAPLUS cechowala si¢ nie tylko spadkiem zawarto$ci kwasu 18:1, ale
najwiekszym przyrostem zawarto$ci kwasu erukowego. A zatem w tym wypadku dobér substratu
w postaci ([C"]18:1-CoA) uwazam za niewlasciwy dla optymalizacji warunkéw pomiaru

specyficznosci i aktywnosci acylotransferaz typu DGAT tej odmiany rzepaku. Nie bardzo rozumiem,

dlaczego, po wnikliwej analizie dynamiki zmian zawartosci kwasdéw thuszczowych w nasionach




18:1, kwas ten zostal wybrany do optymalizacji uktadéw pomiarowych z frakcjami mikrosomalnymi

pochodzacymi z nasion tej rodliny. Mozna by rzec, uktad zoptymalizowano dla najmniej atrakcyjnego
dla DGAT substratu. W moim odczuciu do optymalizacji nalezato wybra¢ acylo-CoA z resztg kwasu,
ktérego endogenny poziom jest stabilny na przestrzeni czasu dojrzewania nasion.

Dodatkowo, tzw. zoptymalizowane warunki uzyskane dla wspomnianego wyzej ukladu zastosowano
do badania aktywnos$ci DGAT w ukladzie kompletnie réznym, pod wzgledem zawartodci kwasow
thuszczowych, opartym na frakcji mikrosomalnej z niskoerukowej odmiany rzepaku (MONOLIT), w
ktorej kwas 18:1 nie tylko byl stabilny, ale bardzo wyraznie dominujacy. Na tym etapie mojego
wywodu mamy wiec trzy uktady bardzo rozne pod wzgledem zawartoscei i dynamiki zmian substratu,
ktory zastosowano w tzw. optymalizacji ukladu reakcyjnego.

Sytuacje komplikuje jeszeze kolejna optymalizacja, tez zwigzana z enzymami DGAT rzepaku, ale tym
razem syntetyzowanymi w drozdzach. W tym wypadku do optymalizacji reakcji dla izoform typu
DGATI we frakcji mikrosomalnej drozdzy zmieniono donor kwaséw thiszezowych z CoA z reszta
kwasu 18:1 na CoA z resztg 16:0, a dla izoform typu DGAT2 na CoA z resztg 18:3. Z czego wynika
taki zestaw substratow w tych uktadach do tzw. optymalizacji? Niestety w pracy nie przedstawiono,
jakie kwasy thuszczowe byly zawarte we frakcji mikrosomalnej drozdzy, a moim zdaniem taka
informacja koniecznie powinna byla sie w pracy znalezé. Mamy wiec kolejne dwa uklady
zastosowane do optymalizacji. W tym przypadku analizowanym czynnikiem byl czas a temperatura
byla stala i wynosita 30°C, ale nie wiem dlaczego, bo w tzw. optymalizacji dla DGAT we frakcjach
mikrosomalnych z odmiany MAPLUS rzepaku ustalono, ze optymalna temperatura dla reakcji
katalizowanej przez DGAT z tej ro§liny to 20°C. ‘

W széstym z kolei uktadzie do optymalizacji, tj. frakcji mikrosomalnej z nasion racznika zaskakujaco
zastosowano i inny donor i inny akceptor reszt acylowych. Oba te zwiazki zawieraly 18-weglowe
reszty acylowe, przy czym w tym wypadku donorem reszt acylowych byt rycynoilo-CoA. Moje
zaskoczenie jest tym wigksze, Zze w zastosowanej do optymalizacji frakcji mikrosomalnej nie wykryto
obecnosci reszty kwasu rycynowego, cho¢ w kolejnych stadiach rozwoju nasion zawartosc tego kwasu
bardzo drastycznie wrastala. Kwas rycynowy jest juz dominujagcym kwasem w trzecim stadium, czyli
kolejnym, tj. 10-dni starszym od tego z ktorego pochodzily frakcje mikrosomalne uzyte do tzw.
optymalizacji.

Na podstawie tej opisanej powyzej bogate] w réznorodno$¢ mieszanki, wybierano tzw. optymalny
czas i temperature do analiz kinetycznych poszczegolnych DGAT i PDAT uzyskujgc wyniki, wsrdd
ktérych Doktorant analizowat istnienie korelacji miedzy aktywno$cig i specyficznoscia DGAT a
endogenng kumulacjg stosowanego w badaniach egzogennego substratu. Takiej korelacji dopatrzyl sig
w przypadku racznika i wysokoerukowej odmiany MAPLUS. Nalezy jednak zwrécié¢ uwage, ze
optymalizacja uktadéw izolowanych z nasion obu gatunkéw tych roélin miata miejsce w stadium

rozwojowym nasion, po ktérym obserwowano gwaltowny wzrost poziomu kwaséw, dla ktdrych




korelacje zaobserwowano. W obu tez omawianych przypadkach zawartosci kwasu, stosowanego jako

substrat w czasie optymalizacji uktadu byly albo wyraznie si¢ obnizajace (odmiana MAPLUS) albo
w ogole poza poziomem wykrywalnosci (w przypadku racznika).

W przypadku innych kwasow tluszczowych w nasionach tych roélin nie zaobserwowano korelacji
pomiedzy badanymi parametrami DGA'T a zawartoscia kwasow ttuszczowych. Takich korelacji nie
zaobserwowano rowniez w ukfadach, w ktdrych endogenny poziom kwasu tluszczowego stosowanego
w czasie optymalizacji byl stabilny i stosunkowo wysoki (soja) lub najwyzszy (odmiana MONOLIT
rzepaku). Te powyZsze spostrzezenia dotyczgce potencjalnego wplywu ustalonych tzw. warunkéw
optymalnych na otrzymane wyniki w ogole nie sa w pracy uwzglednione i wyglada na to, Ze nie
zostaty przez Doktoranta dostrzezone, albo uznane za nieistotne w interpretacji wynikow. Doktorant
analizuje natomiast w miarg proste zaleznosci migdzy specyficznoscig i aktywnosciag DGAT
z zawarto$cig poszczegolnych kwasow thuszczowych w nasionach przedstawiajac w dyskusji wlasng
interpretacje otrzymanych wynikdéw i jednoczeénie dokonuje bogatego przegladu literatury. Nie
podejmuje jednak, moim zdaniem, do$¢ istotnej kwestii zwigzanej wiasnie z przyjetym przez siebie
sposobem optymalizacji, ktérego poprawnos¢ wzbudza moje powazne watpliwosci. Optymalizacja
miata stuzy¢ wybraniu najbardziej odpowiedniego czasu i temperatury reakcji katalizowanej przez
obecne we frakcjach mikrosomalnych DGAT i PDAT. Wyniki uzyskane z procesu optymalizacji
kazdego z ukladéw, nie zostaty jednak przedyskutowane, a szkoda, bo wydaja sie by¢ godnymi uwagi
w interpretacji wynikow z badan nad aktywnoscia i specyficznoscia DGAT i PDAT w poszczeg6lnych
frakejach i to zrdznicowanych zarowno pod wzgledem odmiany roéliny, jak 1 stadium rozwoju nasion,
W ukladach, w ktérych do optymalizacji wykorzystano te same zwiazki tj. oleino-CoA ([C]4]18:1-
CoA), jako dawce reszt acylowych i 1,2-dikaproiloglicerol jako ich akceptor, czyli we frakcjach
mikrosomalnych soi i rzepaku ustalono np. ze temperatura optymalna dla aktywnosci DGAT we
frakcjach mikrosomalnych z nasion soi to 35°C, a z nasion rzepaku to tylko 20°C. Wykresy ukazujace
zalezno$¢ aktywnosci DGAT od temperatury dla soi (Rys. 10B) i rzepaku (Rys.25B) sa wyraznie
rézne. Skoro w obu tych ukladach, przy tych samych substratach zaobserwowano tak duze rdznice
w zaleznosci aktywnosci DGAT od temperatury, to czy nie oznacza to, ze frakcje mikrosomalne soi
i rzepaku albo zawieraja rdzne od siebie izoformy DGAT, albo Ze zréznicowany sklad kwasow
thuszczowych tych frakcji modyfikuje wiasnosci kinetyczne DGAT, a moze wreszcie, Ze temperatura
jako wazny czynnik $rodowiskowy wplywajacy np. na dynamike molekularng blon decyduje
o poziomie ekspresji poszczegdlnych izoform DGAT i Zze odbywa sie to z uwzglednieniem zawartosci
roznych kwasow thuszczowych? Wyniki na Rys.10B i 25B wskazujg wyraznie, ze DGAT specyficzne
wzgledem kwasu 18:1 jest znacznie aktywniejsza we frakcjach mikrosomalnych soi niz rzepaku. Czy
przy zastosowanym w pracy systemie optymalizacji temperatury paradoksalnie nie istnieje ryzyko
pominiecia tego czynnika? W moim odczuciu optymalizujac uklad na jeden typ substratu,

w rzeczywisto$ci optymalizujemy go dla bardzo konkretnych warunkéw, moze tylko dla jednej
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z obecnych w ukladzie izoform DGAT i nie mozemy wykluczy¢, ze dla innych izoform DGAT
warunki te sa niekorzystne, a to bardzo istotnie wptynie na ustalenie np. specyficznosci substratowe;j.
Nie mozna przeciez wykluczy¢, ze optimum temperaturowe, dla wszystkich izoform jest takie samo,
co wiecej nalezaloby sie spodziewaé, ze bedzie znaczaco rézne i nie byloby dla mnie dziwne, gdyby
byto dodatkowo zalezne od dlugosci i stopnia nienasycenia reszty acylowej, co do ktérej dana
izoforma cechuje si¢ najwyzszym powinowactwem. Bardzo dziwi mnie brak krytycznej analizy
i studium opracowania modelu uktadu do optymalizacji, bo jak pokazuje dyskusja Doktorant ma
znakomita wiedze 1 sporo miejsca po$wieca w dyskusji zagadnieniu obecnodci izoform DGAT,
ekspresji ich gendw, ich specyficznosci i aktywnosci a nawet roli zastosowanego akceptora reszt
acylowych. Ta dojrzala dyskusja bardzo mocno wskazuje na koniecznos¢ powaznej weryfikacji
zastosowanej w pracy metody doboru tzw. warunkéw optymalnych, a tymczasem nie ma na ten temat
ani jednego zdania. Prosze, zatem Doktoranta o przygotowanie zestawienia, na jednym slajdzie, Rys.
10B, 17B i 25B i ustosunkowanie si¢ do poruszonych przeze mnie kwestii w ramach dyskusji w czasie
publicznej obrony. Nie widze tez uzasadnienia, aby do analizy aktywno$ci DGAT w niskoerukowe;j
odmianie MONOLIT stosowa¢ warunki, uznane za optymalne dla odmiany wysokoerukowej
MAPLUS. Co wiecej biorgec pod uwage powyzej przedstawione hipotezy i fakt bardzo wyraZnych
rézmic w skiadzie kwasow tluszczowych obu tych odmian, zastosowanie jednakowych warunkow
reakcji, okreslanych w pracy, jako optymalne, uwazam za niosace niebezpieczefistwo blednej
interpretacji rzeczywistej roli DGAT a tym samym i PDAT w kumulacji triacylogliceroli we frakcjach
mikrosomalnych tych odmian. Z reszta uwaga ta dotyczy wszystkich uzyskanych w pracy wynikéw
zwigzanych ze specyficznoscia i aktywnoscig DGAT a posérednio tez PDAT, wiasnie ze wzgledu na
tzw. warunki optymalne, ktére w moim odczuciu sg preferencyjnymi dla jednych i wrgcz hamujgcymi
dla innych form wszystkich badanych w pracy enzyméw. Mimo, mojej wysokiej oceny pracy, usilnie
zachecam Doktoranta do podjecia proby weryfikacji Jego spojrzenia na podstawy zalozen
metodycznych analiz reakcji enzymatycznych i rozwazenie istotnej roli czynnika srodowiskowego,
jakim jest temperatura na aktywnosc i specyficznosé badanych enzymoéw. Proponuje réwniez, w tym
duchu, przemyé$le¢ watek ,tworzenia roslin oleistych produkujacych zwigkszong ilos¢ olejow lub
olejow o zmiennym skladzie kwasdéw ttuszczowych”, ktdéry Pan Kamil Demski wyrazit jako pkt. 10
w rozdziale wnioski i ktérym argumentowat istotnos¢ swoich badan m. in. w dyskusji. Moim zdaniem,
nim rozpoczniemy manipulacje genetyczne w celu poprawy wydajnosgci upraw powinni§my dokladnie
przebada¢ potencjat rosliny, a szczegdlnie potencjat i mechanizm jej zdolnosci aklimatyzacyjnych, bo
nie jest wykluczone, a nawet jest to pewne, Ze juz istniejgce rodliny produkujg kwasy tluszczowe
ilo§ciowo 1 jakosciowo réznie zaleinie od temperatury. W pracy zabraklo mi wlasnie wnikliwej
analizy wplywu temperatury na badane przez Pana Kamila Demskiego aspekty.

Proszg o opini¢ Doktoranta, czy nie bardziej wiarygodne informacje o udziale DGAT w kumulacji

triacylogiceroli (co jest istotng czescig tematu pracy doktorskiej) uzyskano by, gdyby do badanych




frakecji mikrosomalnych z roznych nasion dodawaé mieszanine wszystkich wykorzystywanych

w pracy dawcow reszt acylowych, prowadzié reakcje w kilku wybranych temperaturach i analizowac
ilosciowo 1 jakosciowo powstajgce produkty. W moim odezuciu taki eksperyment pozwolitby na
znacznie bardziej szczegdtowa charakterystyke udzialu badanych enzyméw w  kumulacji
triacylogiceroli, bardziej wnikliwie uwzgledniatby specyficznodé substratowg DGAT i byé moze
wyrazniej podkreslatby role réznych izoform badanych enzymoéw. Przy okazji warto zapytaé dlaczego
w przypadku soi i rgcznika testowano 9 roznych donoréw kwasdéw thuszczowych a w przypadku obu

odmian rzepaku 77

5. Wniosek koncowy

Rozprawa Pana mgr. Kamila Demskiego zatytulowana: ,,Udzial acylotransferaz typu DGAT
(acyl-CoA:diacyloglicerol acylotranferaza) i acylotransferaz typu PDAT (fosfolipid:diacyloglicerol
acylotrnsferaza) w akumulacji triacylogliceroli w nasionach wybranych roslin oleistych”,
przygotowana pod opiekg Pana Promotora Prof. dr hab. Antoniego Banasia, spetlnia wymogi stawiane
rozprawom doktorskim okreslone ustawg z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r. Nr 65, poz. 595 z p6in.
zm.) i wnosi istotny wktad do wspdtczesnej biochemii triacylogliceroli roslinnych wskazujac kierunki
badan mechanizmow ich biosyntezy z uwzglednieniem ztozonosci i roznorodnosei ,,schematow™ tej
biosyntezy. Na tej podstawie wnioskuje do Wrysokiej Rady Miedzyuczelnianego Wydziatu
Biotechnologii UG i GUM o przyjecie rozprawy Pana mgr Kamila Demskiego i dopuszczenia
Doktoranta do dalszych procedur zwigzanych z nadaniem stopnia doktora nauk biologicznych

w dyscyplinie biochemia.
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