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Ocena wyboru tematyki badaweze

Tematyka rozprawy doktorskiej podejmuje istotny 1 aktualny problem naukowy,
jakim sa reakcje hybrydyzacji kwaséw nukleinowych w zmiennych warunkach
srodowiskowych. Szczegdlny nacisk polozono na analiz¢ wplywu takich parametréw jak
sila jonowa, pH, zatloczenie molekularne oraz oddziatywania elektrostatyczne na kinetyke
1 termodynamike tworzenia dupleksow DNA. Zagadnienie to ma charakter wyraznie
interdyscyplinarny, taczac podejcia charakterystyczne dla chemii fizycznej, biofizyki,
biologii molekularnej oraz inzynierii biomedycznej. Jednoczesnie omawiany temat ma
istotny potencjal aplikacyjny, poniewaz wyniki badan znajdujaq bezposrednie zastosowanie
w projektowaniu nowoczesnych narzedzi diagnostycznych i terapeutycznych, takich jak
mikromacierze DNA, biosensory czy terapie genowe.

Pan mgr inz. Adam Kowalski, wybierajac temat rozprawy, wykazal si¢ bardzo dobrg
znajomoscig literatury przedmiotu oraz zdolno$cia do wskazania zagadnien badawczych,
ktére wymagaja dalszej, poglebionej analizy. Trafnie zauwazyl brak spdjnych modeli
teoretycznych opisujacych wplyw zattoczenia molekularnego oraz warunkéw jonowych na
przebieg reakcji hybrydyzacji kwaséw nukleinowych. W odpowiedzi na t¢ luke
zaproponowal innowacyjne podejscie badawcze, obejmujace dwa modele teoretyczne:
plerwszy dotyczacy przyspieszenia asocjacji DNA-DNA w obecnosci przeciwnie
naladowanych czasteczek, drugi - opisujacy zlozone efekty zatloczenia molekularnego

z uwzglednieniem oddzialywan elektrostatycznych oraz sit wyczerpania.

W pelni wuzasadnione bylo zatem zaproponowanie przez Doktoranta
zaawansowanych technik fluorescencyjnych, takich jak transfer energii rezonansu Forstera
(FRET), spektroskopia korelacyjna fluorescencji (FCS) oraz analizy jasno$ci molekularne;
(MBA), ktére umozliwily precyzyjne sledzenie réwnowagi reakeji hybrydyzacji nawet na
poziomie pojedynczych czasteczek. Istotnym uzupelnieniem przyjetej strategii badawczej
byla konstrukcja mikroprzeplywowej platformy analitycznej, pozwalajacej na
automatyzacje procesu przygotowania probek oraz przeprowadzania pomiaréw

w warunkach wysokiej powtarzalnosci 1 efektywnodci.
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Podsumowujac, podjeta przez Pana mgr. inz. Adama Kowalskiego tematyka
badawcza jest nie tylko aktualna i zgodna z kierunkami wspotczesnej nauki, lecz réwniez
istotna z punktu widzenia rozwoju badan podstawowych oraz ich zastosowan

w diagnostyce molekularnej, biologii systemowej i biotechnologii.

Ocena formalna i merytoryezna roxprawy doktorskie

Recenzowana rozprawa doktorska obejmuje 82 strony maszynopisu i zawiera 26
rysunkéw oraz 1 tabele. Elementy graficzne, w tym rysunki, schematy oraz wykresy
przedstawiajace zaleznosci, zostaly przygotowane starannie, przejrzyscie 1 w przewazajace;
wigkszosci obrazuja wyniki badan wlasnych przeprowadzonych przez Doktoranta. Ich
jako$¢ techniczna oraz czytelno§¢ zasluguja na uznanie, stanowiac istotne uzupelnienie
treSci merytorycznej pracy. Bibliografia rozprawy liczy 117 pozycji, co nalezy uznaé za
liczbe adekwatng do zakresu i charakteru opracowania. Obejmuje ona zaréwno aktualne
publikacje naukowe =z ostatnich dwoéch dekad, jak iklasyczne pozycje stanowiace
fundamenty w danej dziedzinie badawczej. Doktorant wykazal si¢ umiejetnoscia
selektywnego 1 krytycznego doboru literatury, odzwierciedlajacego zaréwno szeroka
orientacj¢ w temacie, jak i zdolnos¢ do identyfikowania prac o najwickszym znaczeniu dla

przedmiotu badan.

Uklad pracy ma charakter klasyczny z wyraznym podzialem na cz¢§¢ przegladowa
(literaturows) oraz cz¢s$¢ eksperymentalna. Dominujaca objetosciowo czgscia rozprawy jest
przeglad literatury, ktory stanowi okolo 53% catosci opracowania. Rozklad ten wydaje si¢
uzasadniony, biorac pod uwage ztozonos¢ i interdyscyplinarnos$¢ omawianego zagadnienia
oraz konieczno$¢ wprowadzenia czytelnika w kontekst prowadzonych badan. Rozprawa
zostala napisana w jezyku angielskim. Styl wypowiedzi jest spojny, poprawny i dostosowany
do wymogow stawianych rozprawom doktorskim. Calos¢ opracowania sprawia wrazenie
starannie przygotowanej i przemyslanej, zarowno pod wzgledem merytorycznym, jak

1 formalnym.

W rozprawie doktorskiej zabraklo mi precyzyjnego sformutowania celu, ktory jak
mozna wnioskowaé, po zaplanowanych badaniach i uzyskanych w wyniku ich realizacji
wynikow, bylo zbadanie procesu hybrydyzacji kwaséw nukleinowych w §rodowisku
wodnym poprzez analiz¢ wplywu czynnikéw srodowiskowych (obecno$¢ katalizatora, sila
jonowa oraz zatloczenie makroczasteczkowe) na parametry kinetyczne 1 termodynamiczne
reakcji asocjacji DNA. Za dodatkowy cel pracy uwazam opracowanie iwdrozenie
polautomatycznej platformy mikroprzeptywowej, umozliwiajacej precyzyjne iwydajne
pomiary hybrydyzacji, stanowiacej narzedzie do wysokoprzepustowej analizy oddzialywan
biomolekularnych.

Czedc literaturows Doktorant podzielit na szes$¢ rozdzialéw. W pierwszym z nich
(rozdz. 1.1 11.2) przedstawil podstawy dotyczace struktury oraz zastosowan kwasow
nukleinowych, a takze omowil mechanizmy oddzialywan miedzyczasteczkowych, ze
szczegdlnym uwzglednieniem zjawiska zatloczenia molekularnego i jego wplywu na
przebieg tych interakcji. Jest to bardzo istotne zagadnienie, gdyz czasteczki te odgrywaja
kluczows rol¢ w przechowywaniu, przesytaniu i wykorzystaniu informacji genetycznej.
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W dalszej czesci pracy (rozdz. 1.3) przedstawiono podstawy chemii fizycznej,
umozliwiajace okreslenie sily oddziatywan kwaséw nukleinowych w stanie réwnowagi oraz
szybkosci ich asocjacji. Pan mgr inz. Adam Kowalski szczegdélowo omoéwil te zagadnienia,
opierajac si¢ na zasadach termodynamiki, ktore pozwalaja oceni¢ energetyczng korzystnosc

reakcji oraz definiuja warunki réwnowagi chemicznej. W sposéb  wyczerpujacy

zaprezentowal réwniez zagadnienia zwigzane z kinetyka reakcji, podkreslajac, ze kazda
reakcja wymaga indywidualnej charakterystyki, mozliwej do uzyskania przy zastosowaniu
zaawansowanych metod pomiarowych, w szczegélnosci technik fluorescencyjnych,

pozwalajacych na precyzyjna analize oddziatywan molekularnych.

W sposob plynny Doktorant przeszedt do omoéwienia zjawiska fluorescencii (rozdz.
1.4), ktére stanowi podstawowe narzedzie wykorzystywane w monitorowaniu proceséw
hybrydyzacji DNA-DNA. W przystepny, a zarazem wyczerpujacy sposob przedstawil
zagadnienia niezbedne do zrozumienia podstaw spektroskopii fluorescencyjnej oraz
mikroskopii, bedacych nieodzownymi technikami we wspolczesnych badaniach
biomolekularnych. Ich  zastosowanie umozliwia m.in. wizualizacj¢  struktur
wewnatrzkomoérkowych,  analize  oddzialywan — bioczasteczek  oraz  obserwacje

dynamicznych proceséw zachodzacych w czasie rzeczywistym.

Bardzo szczegbélowe omowienie nowoczesnych technik badawczych zawarte
w rozdziale 1.5, obejmujace miedzy innymi mikroskopi¢ konfokalna i fluorescencyjna,
spektroskopig¢ korelacji fluorescencji (FCS), metode transferu energii rezonansu Forstera
(FRET) oraz analiz¢ jasnos$ci molekularnej (MBA), stanowi istotny fundament teoretyczny
dla dalszej czg¢sci pracy. Pozwala ono nie tylko na interpretacj¢ wynikow, lecz rowniez na
projektowanie do§wiadczent umozliwiajacych §ledzenie ruchu bioczasteczek, analizowanie
oddzialywan molekularnych, badanie szlakéw metabolicznych izmian strukturalnych

w komorkach.

W ostatnim rozdziale czesci literaturowej (rozdz. 1.6) Pan mgr inz. Adam Kowalski
przedstawil koncepcje platformy mikroprzeplywowej jako nowoczesnego podejscia
integrujacego  przygotowanie probki, reakcje¢ oraz detekcj¢ wramach jednego,
zminiaturyzowanego uktadu. Podkreslit unikalne zalety tej technologii, takie jak
zwickszenie wydajnosci pomiaréw, znaczne ograniczenie zuzycia odczynnikéw oraz
mozliwos§¢é automatyzacji procesu badawczego. Réwnoczesnie zwrédcil uwage na istotne
wyzwania zwigzane z miniaturyzacja, w tym trudnosci w zapewnieniu powtarzalnosci oraz
koniecznos¢ integracji komponentéw plynnych, optycznych i elektronicznych w sposob
spojny 1 stabilny.

Czes¢ literaturows rozprawy nalezy uznaé za kompletna, spojna 1 merytorycznie
dobrze zaprojektowana. Stanowi ona nie tylko solidne tlo teoretyczne dla realizacji czesci
eksperymentalnej, lecz takze podstawe dla interpretacji uzyskanych wynikéw oraz dalszego

rozwoju metodologicznego badan.

Przechodzac do oceny czgéci eksperymentalnej rozprawy doktorskiej mozna
zauwazyc, ze Pan mgr inz. Adam Kowalski zaplanowal 1 przepowiedzial badania stosujac
zaawansowane techniki FRET 1 FCS oraz MBA. Dobér tych metod $wiadczy o wysokim
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poziomie kompetencji badawczej oraz umiejetnosci analizy danych o duzej zlozonosci.
Szczegdlnie cenne jest zastosowanie metod umozliwiajacych §ledzenie proceséw
hybrydyzacji w czasie rzeczywistym ina poziomie pojedynczych czasteczek, co stanowi
mocng strong zaproponowanych badan. W rozdziale 3.1 Doktorant podjal si¢ ustalenia

kinetyki asocjacji oligonukleotydow DNA w srodowisku wodnym, jonowym oraz
z udzialem katalizatora. Przedstawiono rowniez model opisujacy przyspieszenie reakcji
pomiedzy podobnie natadowanymi ni¢mi DNA przez przeciwnie naladowane czasteczki
w roztworze. Doktorant wykazuje doskonalg orientacje w aktualnym stanie wiedzy,
poprawnie zidentyfikowal istotne obszary badawcze oraz zaproponowal ich oryginalne
rozwigzania. Kluczowym wkladem naukowym jest opracowanie dwoch modeli

teoretycznych opisujacych mechanizmy reakcji hybrydyzacji DNA w warunkach
oddziatujacych na nie czynnikéw srodowiskowych. Pierwszy model opisuje zjawisko
przyspieszenia asocjacji pomiedzy jednoimiennie naladowanymi czasteczkami DNA
w obecnosci przeciwnie naladowanych czasteczek, dzialajacych jako katalizatory. Drugi
z kolei analizuje wplyw zattoczenia molekularnego na stan rownowagi reakcji hybrydyzacji,
oddziatywan elektrostatycznych oraz efektéw ograniczenia przestrzennego. Modele te nie
tylko wnosza warto$¢ poznawcza, ale moga takze mieé zastosowanie praktyczne przy

projektowaniu systemow detekeji o wysokiej czutosci w warunkach z vivo.

Na uwage zastuguje rowniez identyfikacja ograniczenn stosowanych metod
cksperymentalnych  (m.in. czasochlonno$¢, koniecznos¢ stosowania znacznikow
fluorescencyjnych, niska przepustowosc), co §wiadczy o krytycznym podejsciu badawczym
Doktoranta. W odpowiedzi na te ograniczenia Pan mgr inz. Adam Kowalski opracowal
nowoczesna platforme mikroprzeplywows, ktéra znaczaco usprawnia procedure
eksperymentalna. System ten pozwala na automatyzacj¢ przygotowania probek i pomiarow,
co skutkuje skroceniem czasu pomiarow, znacznym obnizeniem zuzycia odczynnikow oraz
poprawg precyzji wynikéw. Zaproponowane rozwigzanie wykorzystuje objetosci rzedu
nanolitra, umozliwiajac wykonanie pomiaréw w czasie rzeczywistym poprzez MBA/FRET
1 FCS. W rezultacie, catkowity czas pracy operatora wymagany dla pojedynczego pomiaru
znaczaco zostal skrécony. Poza wydajnoscia, podejscie to oferuje korzysci ekonomiczne
1 srodowiskowe dzigki zminimalizowaniu zuzycia odczynnikow oraz obnizeniu kosztow
zwigzanych z materialami i odpadami laboratoryjnymi.

W rozprawie doktorskiej przedstawiono szereg istotnych osiagnie¢ naukowych
w zakresie poszerzenia wiedzy dotyczacej mechanizméw  hybrydyzacji  kwaséw
nukleinowych w warunkach zatloczenia molekularnego 1zmiennych parametréw
srodowiskowych. Do najwazniejszych rezultatéw jakie uzyskal Pan mgr inz. Adam

Kowalski nalezy zaliczy¢:

e wykazanie nieliniowego wplywu zatloczenia molekularnego na réwnowage hybrydyzacji
DNA, gdzie Doktorant wykazal, ze wraz ze wzrostem st¢zenia czasteczek zatlaczajacych
dochodzi do poczatkowego zwigkszenia statej rownowagi (K), co jest efektem przewagi sit
sprzyjajacych tworzeniu dupleksow,

e opracowanie dwoch modeli teoretycznych - pierwszy opisujacy przyspieszenie reakcji
pomiedzy jednoimiennie naladowanymi  czasteczkami  w obecnosci  przeciwnie
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naladowanych katalizatoréw w srodowisku wodnym; drugi model - umozliwiajacy analize
wplywu zatloczenia molekularnego na réwnowage hybrydyzacji DNA, uwzgledniajac
wspoldzialanie sit wyczerpania, oddziatywan elektrostatycznych i destabilizacji wynikajacej
z ograniczen przestrzennych (model ten moze stanowi¢ praktyczne narzedzie do
optymalizacji warunkow reakcji 7 vitro),

e zaprojektowanie 1 wdrozenie zintegrowanej platformy mikroprzeplywowej — opracowany
zostal innowacyjny system, ktéry automatyzuje kluczowe etapy pomiaru stalych rownowagi
metodami  MBA/FRET iFCS. Drzicki zastosowaniu nanolittowych — objetosci
1 zintegrowanych moduléw przygotowania probki. Platforma znaczaco skraca czas
cksperymentu, zmniejsza zuzycie odczynnikéw, eliminuje potrzebe stosowania
jednorazowych plytek wielodotkowych oraz poprawia powtarzalno§¢ i wiarygodnosé
pomiarow,

e wskazanie potencjalu aplikacyjnego platformy - zaprezentowane rozwiazanie stanowi
istotny krok w kierunku zautomatyzowanych eksperymentéw badawczych z mechanizmem
sprzezenia zwrotnego, znajdujacych zastosowanie w diagnostyce, biologii systemowej i
odkrywaniu lekéw. Opracowana platforma umozliwia precyzyjne, wysokoprzepustowe
analizy oddzialywan biomolekularnych przy minimalnym zuzyciu zasobdw i1 ograniczonym
nakladzie pracy eksperymentatora.

Podsumowujac, pragne podkresli¢, ze przediozona rozprawa doktorska oparta jest
na konsekwentnie realizowanym podejsciu badawczym, obejmujacym zaréwno czesé
skoncentrowang na projektowaniu poszczegolnych badan oraz cz¢s¢ analityczna, dotyczaca
ich charakterystyki strukturalnej oraz okreslenia wlasciwosci fizykochemicznych. Tak
kompleksowe ujecie problemu nalezy uznaé za szczegdlnie wartosciowe, gdyz Swiadczy
o rozwini¢tym warsztacie naukowym i systematycznym doskonaleniu umiejetnosci
badawczych Doktoranta. W tym kontekscie warto réwniez zaznaczy¢ bardzo szeroki
1 zréznicowany wachlarz technik instrumentalnych zastosowanych przez Doktoranta, ktory

w mojej ocenie budzi duze uznanie.

Uwagi szezegdlowe i podsumowanie

Mimo ze rozprawa wyrdznia si¢ wysokim poziomem merytorycznym 1 zostala
przygotowana z duza starannos$cia, w toku lektury pojawily si¢ zagadnienia, ktére moga
stanowi¢ wartosciowy punkt wyjsScia do dalszej refleksji i dyskusji naukowej. Ponizsze
pytania maja charakter konstruktywnych sugestii i potencjalnych kierunkéw rozwinigcia -
nie podwazaja one wartosci naukowej pracy, lecz wskazuja obszary, ktére mozna by
doprecyzowad, poglebic interpretacyjnie lub rozwina¢ w przysztych badaniach:

¢ Jak mozna wyjasni¢ redukcje frakcji zwiazanego DNA przy wysokim stezeniu jonéw? Czy
efekt ten ma znaczenie biologiczne?

e (Czy obserwowany efekt kompleksowania jonow przez czasteczki zatlaczajace (crowders)
moze by¢ zalezny od ich konkretnej budowy chemicznej? W jaki sposob zweryfikowano ten
aspekt eksperymentalnie?

e W jaki sposob zatloczenie molekularne wplywa na entropie i entalpie reakcji hybrydyzacji?
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e Jak w przypadku zastosowania techniki transferu energii rezonansu Forstera (FRET)
optymalizowano stosunek sygnalu do szumu, majacy kluczowe znaczenie dla doktadnosci
uzyskiwanych pomiaréw?

e W jaki sposéb zmiennos$¢ skladu biologicznych matryc, takich jak osocze czy lizaty
komoérkowe, wplywa na wiarygodno$¢ reakcji hybrydyzacji oraz dzialanie opracowanej

platformy mikroprzeplywowej w kontekscie potencjalnych zastosowan biomedycznych?

Zgloszone pytania i sugestie nie maja wplywu na ogélna, jednoznacznie pozytywna
oceng rozprawy doktorskiej. Praca prezentuje wysoki poziom naukowy, §wiadczacy o duzej
samodzielnosci badawczej Doktoranta oraz wnosi istotny wklad w rozwoj wiedzy z zakresu
biofizyki i chemii fizycznej kwasow nukleinowych.

Reasumujac, rozprawa doktorska prezentuje bardzo wysoki poziom naukowy,
czego potwierdzeniem sa dwie publikacje w renomowanych czasopismach: Nature
Communications (2022; Kowalski, A.K.; 1in., Effective screening of Conlomb repulsions in water
accelerates reactions of like-charged compounds by orders of magnitude) oraz Journal of Physical Chemistry
Letters (2022; Bielec, K.; Kowalski, A.K.; Bubak, G.; Witkowska Nery E.; Holyst R., loz
complexation explains orders of magnitude changes in the equilibrinm constant of biochemical reactions in
buffers crowded by nonionic compounds. Prace te stanowia efekt realizacji projektu Preludium Bis
nr 2020/39/0/ST4/00877 finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki iwnosza
istotny wklad w rozwoéj wiedzy na temat hybrydyzacji kwasow nukleinowych w zmiennych
warunkach §rodowiskowych. Doktorat zadeklarowal, ze powstaja kolejne artykuly, co moze
by¢ wynikiem realizacji kierowanego przez niego projektu Preludium finansowanego przez
Narodowe Centrum Nauki rozpoczete w 2023 roku nt. Reakgje biochemicine w zattoczonym
Srodowisku: rozdzielenie wplywn oddzialywan wyczerpania i kompleksowania jonow na prgykladzie
hybrydyzagi DNA.

Wniosek koricowy

W mojej ocenie rozprawa spelnia wszystkie wymagania stawiane pracom
doktorskim, a jej Autor w pelni zastuguje na nadanie stopnia doktora nauk Scistych
1 przyrodniczych w dyscyplinie chemia. Wyrazam wigc przekonanie, ze recenzowana
rozprawa doktorska Pana mgr. inz. Adama Kowalskiego pt.: Hybridization reactions in aqueons
systems: Towards antomated measurements spelnia wymogi stawiane pracom doktorskim
w oparciu o art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 t. Prawo o sgkolnictwie wysszym
¢ nance (Dz. U. z 2024 1. poz. 1571, z pdzn. zm.) 1 wnosz¢ o przyjecie rozprawy doktorskiej
oraz dopuszczenie Doktoranta do dalszych etapéw przewodu doktorskiego, w tym do

publicznej obrony przedtozonej dysertacij.
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