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1. Ocena formalna rozprawy

Pod wzglgdem formalnym, rozprawa stanowi opracowanie liczace 96 (82) stron. Napisana jest
w jezyku angielskim i zawiera elementy, ktore powinny znalez¢ si¢ w rozprawie doktorskie;j,
tj. Liste publikacji, Streszczenie w jezyku polskiem oraz abstrakt w jezyku angielskim, Wstep,
Materiaty i Metody, Wyniki i Dyskusje, Podusmowanie oraz Bibliografi¢. W pracy brakuje
wykazu skrotow, tabel i rycin, ale nie wptywa to na odbior i czytelnosc przekazu. Bibliografi¢
stanowi 117 pozycji. Wyniki zostaly zilustrowane za pomoca 38 rycin i 1 tabeli. Praca napisana
oraz zedytowana jest na bardzo wysokim poziomie.

Wyartykulowanie celu pracy z podzialem na cele szczegélowe z pewnoscia zwigkszyloby
przejrzystos¢ pracy.

Na podstawie bazy Google Scholar (odnosik znajduje si¢ w pdfie pracy), pan Adam Kowalski
jest autorem trzech publikacji, jego index Hirscha to 2 a ilo$¢ cytowani to 13.

Cztery prace stanowig cze$¢ przedtozonej dysertacji. Na moment sktadania pracy 2 byly
opublikowane, a 3 zlozone w czasopismach. Do momentu pisania tej recenzji opublikowana
zostala trzecia praca w prestizowym czasopismie Chemical Engineering Journal.
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2. Ocena celu rozprawy i trafnosci tematu

Celem pracy jest zbadanie wptywu warunkéw Srodowiska zewngtrznego (takich jak sita
jonowa, pH 1 zattoczenie molekularne) na przebieg i rOwnowagg reakcji hybrydyzacji kwasow
nukleinowych (DNA-DNA), opracowanie teoretycznych modeli opisujacych te zjawiska, a
takze zaprojektowanie i1 zastosowanie zautomatyzowanej platformy mikroprzeptywowej
usprawniajacej pomiary statej rownowagi hybrydyzacji.

Praca ma dwa gtéwne cele:

Poznawczy — zrozumienie mechanizmow i czynnikéw wptywajacych na hybrydyzacje DNA
w roznych warunkach srodowiskowych, uwzgledniajac efekty elektrostatyczne i1 zatloczenie
molekularne.

Aplikacyjny — opracowanie nowej, zminiaturyzowanej i zautomatyzowanej metody
pomiarowej (platformy mikroprzeptywowej), ktoéra pozwala szybciej, doktadniej i przy
mniejszym zuzyciu reagentow badac reakcje hybrydyzacji.

Czgs$¢ tematu ,,Hybridization Reactions in Aqueous Systems” trafnie odnosi si¢ do gtéwnego
tematu pracy — badania reakcji hybrydyzacji DNA w $rodowisku wodnym, z uwzglednieniem
wptywu takich czynnikéow jak pH, sita jonowa czy zatloczenie molekularne, natomiast
»Towards Automated Measurements” odnosi si¢ bezposrednio do trzeciej czgsci pracy, w
ktérej zaprezentowano platforme¢ mikroprzeplywowa automatyzujaca proces pomiarowy.

Aplikacyjny wymiar pracy (trzecia czg¢$¢), stanowi bardzo interesujacy element dzieta.

3. Ocena merytoryczna rozprawy

Wprowadzenie do tematyki

Wstep (30 stron) zostat podzielony jest na 6 rozdziatow oi zawiera 15 czytelnych rycin. Rodziat
stanowi przeglad kluczowych zagadnien stanowigcych podstawe niniejszej pracy. Na poczatku
oméwiono budowe, oddzialywania oraz zastosowania kwasow nukleinowych. Nastepnie
przedstawiono zjawisko zattoczenia molekularnego i jego wpltyw na interakcje biomolekut.
Kolejne czgsci opisujg zasady chemii fizycznej umozliwiajace okreslenie sity oddziatywan
kwasow nukleinowych w stanie réwnowagi oraz ich szybkosci asocjacji. W dalszej czesci
wprowadzone zostato zjawisko fluorescencji jako podstawowe narzedzie analityczne, ze
szczegblnym uwzglednieniem technik fluorescencyjnych wykorzystanych w badaniach
hybrydyzacji DNA-DNA. Na zakonczenie zaprezentowano koncepcj¢ mikroprzeptywow jako
podejscie typu lab-on-a-chip, majace na celu zwigkszenie przepustowosci pomiaréw oraz
ograniczenie zuzycia odczynnikow.
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Materialy i Metodyka badawcza

Opis jest krotki ale zawiera wszystkie niezbedne elementy opisane na 6 stronach oraz 3
rycinach. Opis metod ograniczony zostal w zasadzie tylko do opisu mikroskopii konfokalnej
oraz mikrofluidyki.

Wyniki i ich omdéwienie

Cze$¢ wynikowa podzielona jest na 3 podrozdziaty. Wyniki pracy przedstawiaja kompleksowa,
ilo§ciowa 1 mechanistyczng analiz¢ reakcji hybrydyzacji kwaséw nukleinowych w $rodowisku
wodnym, ukazujac, w jaki sposob sktad chemiczny i warunki fizyczne wplywaja na parametry
termodynamiczne i kinetyczne procesu.

Pierwsza cze$¢ opisuje kinetyke asocjacji oligonukleotydow DNA w $rodowisku wodnym,
jonowym i katalizowanym oraz przedstawia model wyjasniajacy przyspieszenie reakcji migdzy
jednoimiennie naladowanymi niémi DNA w obecno$ci przeciwnie natadowanych czasteczek
W roztworze.

W pierwszej czg$ci wykazano, ze wprowadzenie dodatnio natadowanych katalizatorow
(od prostych monomerdéw po polimery i micele) znaczaco, nawet o kilka rzedow wielkosci,
przyspiesza reakcje hybrydyzacji w poréwnaniu z tradycyjnymi buforami jonowymi. Zjawisko
to wynika z elektrostatycznego przyciagania pomig¢dzy katalizatorem a ujemnie naladowanymi
ni¢mi DNA, ktore zwigksza ich lokalne stezenie 1 utatwia tworzenie dupleksow. Opracowany
w pracy model fizyczny ilo§ciowo opisuje zalezno$¢ pomiedzy tadunkiem i rozmieszczeniem
tadunku katalizatora a obserwowanym przyspieszeniem reakcji, pokazujac, ze szybkos¢
hybrydyzacji mozna regulowaé poprzez odpowiedni dobdr §rodowiska reakcji.

Druga czg$¢ opisuje oddziatywania DNA-DNA w stanie rOwnowagi w obecno$ci kationow
jednowarto$ciowych i czynnikoéw zatlaczajacych oraz analizuje wpltyw interakcji mig¢dzy
jonami a czasteczkami zattaczajacymi na proces hybrydyzacji, przedstawiajac nast¢pnie model
fenomenologiczny opisujacy efekty zattoczenia molekularnego.

W drugiej czgsci wykazano, ze rownowaga reakcji hybrydyzacji DNA w obecnosci czynnikow
zattaczajacych ma charakter nieliniowy. Przy umiarkowanym zatloczeniu sily wyczerpania
sprzyjaja tworzeniu dupleksow, zwiekszajac statg rownowagi reakcji, natomiast przy wyzszych
stezeniach czynnikow zatlaczajacych przewaza efekt destabilizacji struktury DNA, co
prowadzi do spadku powinowactwa wigzania. Opracowany model fenomenologiczny opisuje
te zaleznos$ci 1 pozwala przewidywaé zarowno wzrost, jak 1 spadek warto$ci stalej rownowagi
w zalezno$ci od stopnia zatloczenia.
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Ostatnia cze$¢ (z mojej perspektywy najistotniejsza czg$¢ pracy doktorskiej) przedstawia
opracowanie i1 dzialanie platformy mikroprzeptywowej stuzacej do potautomatycznych
pomiarow interakcji biomolekut na przyktadzie hybrydyzacji DNA-DNA, a takze opisuje
proces jej walidacji oraz poréwnanie przepustowosci z metoda standardowa.

W  trzeciej czeSci zaprezentowano platform¢ mikroprzeptywowa, ktéra umozliwia
poétautomatyczne i znacznie szybsze pomiary rOwnowagi hybrydyzacji kwasow nukleinowych.
System integruje przygotowanie, mieszanie i analiz¢ probek w jednym uktadzie, redukujac czas
pomiaru pojedynczej warto$ci stalej rownowagi o okoto 3 godziny. Dodatkowo platforma
ogranicza zuzycie odczynnikéw okoto 2000-krotnie, eliminuje potrzebg stosowania
jednorazowych ptytek wielodotkowych 1 zwigksza powtarzalno$§¢ pomiaréw poprzez
minimalizacj¢ btedow ludzkich.

Lacznie uzyskane wyniki tworzg spojne i przewidywalne ramy teoretyczne umozliwiajace
kontrolowanie reakcji hybrydyzacji kwasow nukleinowych poprzez odpowiedni dobor
warunkéw $rodowiskowych. Opracowane modele i platforma mikroprzeplywowa stanowia
istotny krok w kierunku automatyzacji i zwigkszenia wydajnosci badan nad interakcjami
biomolekut, z potencjalnym zastosowaniem w diagnostyce, odkrywaniu lekow i biologii
systemow.

Chcialbym uzyska¢ odpowiedzi na parg pytan po lekturze tej ciekawej pracy:

Czy podobne mechanizmy przyspieszenia hybrydyzacji obserwowane dla DNA mozna
zaobserwowa¢ rowniez w przypadku RNA lub hybryd DNA-RNA, i jak roznice
strukturalne mi¢dzy nimi wplywaja na efektywnos¢ katalizy?

W jaki sposob mozna wykorzysta¢ opracowany model fenomenologiczny do
przewidywania zachowania kwasow nukleinowych w srodowisku komorkowym, gdzie
zatloczenie molekularne i warunki jonowe sa znacznie bardziej zlozone?

Czy platforma mikroprzeplywowa moze zosta¢ zaadaptowana do badan innych typow
interakcji biomolekularnych (np. bialko—-DNA, bialko—RNA, ligand-receptor), a jesli tak,
jakie modyfikacje bylyby konieczne?

Jak opracowane modele i rozwiazania technologiczne moga zosta¢ wykorzystane w
praktycznych zastosowaniach, takich jak diagnostyka molekularna, detekcja patogenow
lub screening lekow opartych na oligonukleotydach?
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4. Uwagi koncowe

Rozprawa doktorska Pana mgr Adama Kowalskiego pt.: ,,Hybridization Reactions in Aqueous
Systems: Towards Automated Measurements” wnosi do nauki elementy poznawcze i ma istotne
znaczenie dla praktyki. Doktorant wykazata si¢ duzag inwencja naukowsq i techniczng przy
planowaniu i realizacji prac badawczych, w stopniu zapewniajacym mozliwo$¢ samodzielnego
prowadzenia badan naukowych.

Podsumowujac, stwierdzam, ze praca spelnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim,
w szczego6lnosci odpowiada warunkom okre§lonym w art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniacj i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr
65, poz. 595) i wnosze o dopuszczenie pana Adama Kowalskiego do publicznej obrony.

Biorac pod uwage poziom naukowy oraz wysoki apsekt aplikacyjny wnosz¢ o wyrdznienie
rozprawy doktorskiej pana Adama Kowalskiego.
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