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Recenzja rozprawy doktorskiej
Pana mgr. inz. Adama Krzysztofa Kowalskiego

pt.: Hybridization Reactions in Aqueous Systems: Towards Automated Measurements

wykonanej pod opiekg prof. dr. hab. Roberta Hotysta
oraz dr. inz. Grzegorza Bubaka
w Instytucie Chemii Fizycznej Polskiej Akademii Nauk w Warszawie

Pan mgr Adam Kowalski ukonczyt studia | i ll-go stopnia na Politechnice Warszawskiej na
kierunku Technologia Chemiczna, specjalnos¢ Nanomateriaty i Nanotechnologie. W lipcu 2021
obronit prace magisterskg wykonang pod opiekg prof. Tomasza Klisia dotyczgcg okresSlenia
wptywu srodkéw powierzchniowo czynnych na kinetyki reakcji biochemicznych. Po obronie pracy
magisterskiej, Pan Adam Kowalski rozpoczat trzeci stopien ksztatcenia w Warszawskiej Szkole
Doktorskiej Nauk Scistych i Biomedycznych, w Instytucie Chemii Fizycznej Polskiej Akademii Nauk
w Warszawie. Korncowym efektem tego etapu ksztatcenia jest przedtozona do recenzji rozprawa
doktorska pt.: ,,Hybridization Reactions in Aqueous Systems: Towards Automated
Measurements”, wykonana pod opiekg prof. dr. hab. Roberta Hotysta oraz dr. inz. Grzegorza
Bubaka. Praca doktorska Pana Kowalskiego napisana jest, w oparciu o dwie opublikowane
w 2022r publikacje naukowe, ktore ukazaty sie w Nature Communications oraz w The Journal of
Phisical Chemistry Letters, a wiec w bardzo prestizowych czasopismach naukowych, oraz dwa
artykuty zgtoszone do czasopism. W pracy z Nature Communications Doktorant jest pierwszym
autorem. Ponadto, w dorobku naukowym p. Kowalskiego znajduje sie jeszcze jeden artykut
rowniez zgtoszony do publikacji w czasopismie z listy filadelfijskiej oraz pie¢ komunikatow na
miedzynarodowych konferencjach.

Recenzowana praca doktorska dotyczy badania kinetyk reakcji hybrydyzacji DNA, wplywu
réznych czynnikéw (pH, sita jonowa, zattoczenie molekularne) na ich stan réwnowagi oraz
zastosowania technik mikroprzeptywowych do istotnego usprawnienia prowadzenia tego

typu pomiaréw.



Rozprawa doktorska Pana Adama Kowalskiego napisana jest w jezyku angielskim, podzielona
jest na cztery gtéwne rozdziaty i obejmuje 82 strony. Przed streszczeniami Autor umiescit spis
publikacji naukowych, ktérych jest wspdtautorem, przy czym, jak wspomniatem wyzej, trzy z nich
nie zostaty jeszcze opublikowane. Na koncu tego spisu Doktorant umiescit zdanie — cytuje:
,Publications 1,2,3 and 4 are part of this dissertation”, co wg mnie sugeruje, ze dysertacja ma
charakter tzw. ,Cyklu artykutéw naukowych” autorstwa doktoranta z odpowiednimi oswiadczeniami
wspotautorow etc. Tak jednak nie jest, poniewaz w rozprawie, ktorg w formie monografii
otrzymatem do recenzji, Doktorant tych prac nie zamiescit. Ponadto, ,publikacje” 3 i 4 ze spisu na
stronie V nie zostaty jeszcze opublikowane wiec trudno je traktowacC jako czes¢ dorobku
Doktoranta, na podstawie ktérego mégtby on przygotowac rozprawe o charakterze cyklu spéjnych
tematycznie publikacji z jego wiodgcym udziatem. W tym miejscu poprositbym Doktoranta
0 wyjasnienie cytowanego zapisu. ....

Po streszczeniach w jezyku polskim i angielskim, Autor umiescit czes¢ teoretyczng pracy,
w ktorej cytuje tgcznie 90 pozycji literaturowych. Rozdziat 1 to 30 stronicowe wprowadzenie
w obszar kwasow nukleiniowych - ich budowy, struktury, funkcji, najwazniejszych zastosowan oraz
wzajemnych oddziatywan ze szczegolnym uwzglednieniem wptywu tzw. zattoczenia
molekularnego. Podrozdziat 1.2 Doktorant poswiecit wtasnie przyblizeniu czytelnikowi zagadnien
z obszaru oddziatywan bioczgszteczek w $rodowiskach o ograniczonej objetosci i wysokich
stezeniach indywiduéw chemicznych. Przyktadem takiego srodowiska moze by¢ wnetrze zywe;j
komoérki, w ktérym parametry takie jak lepkosé, zmiany pH, wysokie stezenia, zmiany
wspotczynnikdw dyfuzji mogg istotnie wptywa¢ m.in. na rownowage i wydajnosc¢ reakcji
biochemicznych lub prowadzi¢ np. do agregacji biatek, nieprawidtowego ich fatdowania lub
tworzenia biokomplekséw. Mgr. Kowalski zwrécit réwniez uwage na rdzne stezenia wagowe
czynnikdw powodujgcych efekt zattoczenia molekularnego. Na podstawie cytowanej literatury
wskazat, ze dla stezen ponizej 15% wag. konsekwencje zageszczenia molekularnego sg
regulowane przede wszystkim przez sity wyczerpania, ktére powodujg lokalne zmiany cisnienia
osmotycznego prowadzgce do zblizania sie biomolekut, co moze sprzyja¢ np. ich asocjacji lub
np. stabilizowa¢ zhybrydyzowane nici DNA. W takich warunkach state réwnowagi reakciji
hybrydyzacji moga wzrosngC dziesieciokrotnie, a gdy sttoczenie molekularne jest wieksze
(stezenia powyzej 15% wagowych) ich wartosci potrafig spada¢ nawet o 3 rzedy wielkosci. Tu
Autor wskazuje na istotng role tzw. efektow destabilizujgcych wywotanych zwiekszong lepkoscia,
przeszkodami sterycznymi, zmniejszong dyfuzjg, zwiekszonymi oddziatywaniami o charakterze
hydrofobowym, zmianami konformacyjnymi, bezposrednimi oddziatywaniami reagentow
z czynnikami wywotujgcymi efekt zattoczenia molekularnego, obnizeniem statej dielekrycznej etc.
Kolejnym czynnikiem, na ktéry zwrécit uwage Doktorant to oddziatywania elektrostatyczne,

nabierajgce w zattoczonym molekularnie s$rodowisku kluczowego znaczenia. Mogg one



np. lokalnie zmienia¢ wartosc¢ sity jonowej, intensyfikowac tworzenie sie komplekséw przeciwnie
natadowanych bioczgstek (biatko — DNA), lub hamowa¢ asocjacje czgstek o podobnych tadunkach.
Niektére czynniki odpowiedzialne za efekt sttoczeniowy, poprzez wigzanie np. jonéw sodowych,
mogg takze modulowaC poszczegolne oddziatywania. Na zakonczenie tego podrozdziatu
Doktorant podkreslit duze znaczenie zrozumienia efektu zattoczenia molekularnego w petnym
zakresie stezen, co mogtoby pomac np. (i) w projektowaniu efektywnych metod diagnostycznych
opartych na reakcjach hybrydyzacji; (ii) projektowaniu nowych lekdw; (iii) symulacjach srodowisk
wewngtrzkomorkowych w pracach nad otrzymaniem sztucznych komorek.

W kolejnych podrozdziatach czesci literaturowej (1.3.1 i 1.3.2) Doktorant wyjasnia pojecia statej
rownowagi reakcji chemicznej, kinetyki reakcji chemicznej, uwzgledniajgc odwracalng reakcje
hybrydyzaciji pojedynczych nici DNA jako reakcji typu A+B «—> AB. Przytacza rowniez stosowne
rownania termodynamiczne, ktore po odpowiednich przeksztatceniach pozwalajg w dosc¢ prosty
sposoOb wyznaczy¢ statg rownowagi reakcji hybrydyzacji np. technikami wykorzystujgcymi zjawisko
fluorescenciji, ktére w Podrozdziale 1.4 jest takze opisane na podstawie diagramu Jabtoriskiego
oraz wykresu, obrazujgcego tzw. przesuniecie Stokesa. Dalej krotko omowione sg najwazniejsze
techniki analityczne, ktore Pan Kowalski wykorzystywat w swoich badaniach: mikroskopia
fluorescencyjna i konfokalna oraz techniki bardziej zaawansowane takie jak: analiza jasnosci
molekularnej (MBA), technika transferu energii rezonansu Foérstera (FRET) oraz analiza korelacji
fluorescenciji (FSC). O ile umieszczenie w pracy doktorskiej opisu zaawansowanych technik MBA,
FRET, FSC wydaje sie by¢ konieczne, poniewaz nie we wszystkich laboratoriach sg one dostepne,
o tyle (moim zdaniem) omawianie podstaw samego zjawiska fluorescencji i przedstawianie
diagramu Jabtoniskiego w pracy doktorskiej mogtoby smiato by¢ pominiete, poniewaz te informacje
dostepne sg w dowolnym podreczniku lub skrypcie do chemii analityczne;.

Podrozdziat 1.6 to zwiezty opis mikrofluidyki, w ktérym Doktorant przytacza i wyjasnia
najwazniejsze pojecia zwigzane z technikami mikroprzeptywowymi, wskazuje na kluczowe zalety
mikrosystemow przeptywowych (niskie wartosci liczby Reynoldsa, duzy stosunek powierzchni do
objetosci, mozliwos¢ precyzyjnej kontroli objetosci cieczy poprzez np. budowe systeméw
kroplowych, mozliwos¢ generowania pasywnego przeptywu cieczy bez koniecznosci stosowania
réznego rodzaju pomp oraz np. stosowanie pola elektrycznego do kontroli / wspomagania operaciji
jednostkowych na pojedynczych kroplach i kilka innych). Technologie wytwarzania mikrouktadéw
przeptywowych opisane sg dostownie w trzech zdaniach a ich zastosowania, nie liczgc akapitu
podsumowuijgcego, to kilka zdan z trzema odno$nikami literaturowymi. Znajgc ogrom prac, ktére
zostaly zrealizowane w Instytucie z obszaru mikroprzeptywdw oraz majgc swiadomosc¢ jak wiele
one wniosty w rozwdj np. technik kroplowych nie tylko w Polsce, ale i na Swiecie, tgcznie
z koncowymi etapami prac naukowych, jakimi przeciez sg wdrozenia, musze przyznac, ze tym

fragmentem pracy Pana Kowalskiego jestem troche rozczarowany. Rozumiem, ze techniki



mikroprzeptywowe sg w jego przypadku tylko narzedziem w rozwigzaniu problemu badawczego,
ale piszgc ten fragment nieco szerzej mozna bylo po prostu sie pochwali¢ osiggnieciami
macierzystej Jednostki, tym bardziej ze praktycznie wszystkie elementy wykorzystywanego
w pracy mikrosystemu byty opracowane i zoptymalizowane w grupie prof. Garsteckiego

Dalsza czesc¢ pracy, ku mojemu zaskoczeniu, to Rozdziat 2 zatytutowany ,Materials and
Methods”. Pisze, ze bytem zaskoczony, poniewaz zabrakto mi w czesci teoretycznej pracy Pana
Kowalskiego kilku istotnych elementéw:

1. chocby krotkiej analizy/podrozdziatu typu ,state of art” stanu wiedzy na temat badan kinetyk
reakcji hybrydyzacji w srodowiskach wodnych.... czy tego typu reakcje byly wczesniej
badane?, czy badany byt wptyw zattoczenia molekularnego?, czy do tego typu badan
wykorzystywano juz wczesniej techniki mikroprzeptywowe? Jedli tak, to jakiego typu byty to
mikrosystemy?

2. krétkiego podsumowania analizy literaturowej, z ktérego jasno powinien wynikac cel lub cele
badawcze, ktérych realizacja pozwolitaby zweryfikowaé sformutowane w rozprawie hipotezy
badawcze - tych niestety tez w pracy nie znalaztem.

W zwigzku z powyzszym poprositboym Doktoranta o uzupetnienie tych informacji i przedstawienie
ich w trakcie prezentacji na publicznej obronie pracy doktorskie;.

W Rozdziale 2 mgr Adam Kowalski zawart spis najwazniejszych odczynnikow z podziatem na
oligonukleotydy, katalizatory i odczynniki odpowiedzialne za wywotanie efektu zattoczenia
molekularnego, krotko opisat uktad pomiarowy oraz przedstawit (niestety bez nawet
uproszczonego schematu) sposob wykonania elementéw mikroprzeptywowego systemu
pomiarowego. Schemat taki szczegdlnie przydatny bytby w przypadku procedury wykonania
prostego elementu detekcyjnego (DU) poniewaz nie wiem dlaczego, element z PDMS
z mikrokanatem wykonany byt technikg ,podwdjnego odlewu” (ang. double casting method).
Poprosze rowniez o wyjasnienie, dlaczego forma poliweglanowa wykorzystana do wykonania
elementu P1 okreslona jest przez Doktoranta jako ,maska”?

Rozdziat 3, podzielony na 3 podrozdziaty, Autor poswieca przedstawieniu swoich wynikow
badan oraz ich dyskusji. Pierwsza czes¢ poswiecona jest badaniom kinetyki asocjacji
oligonukleotydéw DNA w roztworach wodnych, roztworach o roznej sile jonowej (rozne stezenia
buforu fosforanowego) oraz katalizatorow (peptydu ztozonego z 9 czgsteczek argininy i jonowych
zwigzkow powierzchniowoczynnych CTAC, CPC, BTC, SDS i Brij L23). O ile zwiekszenie sity
jonowej powodowato niewielki wzrost statej szybkosci asocjacji, to zastosowanie kationowych
zwigzkow powierzchniowo czynnych powodowato wzrost statej szybkosci prawie o 3 rzedy nawet
gdy przekroczone jest CMC. Efekt ten Doktorant przypisat bardzo silnym oddziatywaniom dodatnio
natadowanych fragmentow surfaktantéw z ujemnie natadowanymi resztami fosforanowymi

w niciach DNA. Zwiekszenia statej szybko$ci asocjacji nie zaobserwowano ani w przypadku



zastosowania surfaktantu niejonowego (BrijL23) oraz srodka anionowego — SDS. Ta cze$¢ pracy
uzupetniona jest modelowaniem matematycznym, w ktérym model teoretyczny uwzgledniat rozktad
tadunku w czgsteczkach katalizatorow. Stosujgc opracowany model mozna dos¢ precyzyjnie
regulowaC szybkosc¢ reakcji hybrydyzacji DNA w szerokim zakresie poprzez modyfikacje
wiasciwosci stosowanego katalizatora, co moze mie¢ duze znaczenie we wszystkich obszarach,
gdzie te reakcje sg wykorzystywane. W kolejnym etapie badan Doktorant sprawdzit jaki wptyw na
hybrydyzacie DNA w warunkach réwnowagowych majg zaréwno rozne stezenia kationow
sodowych i potasowych oraz zwigzkow odpowiedzialnych za uzyskanie efektu zattoczenia
molekularnego. W przypadku kationédw sodowych i potasowych efekt ich wptywu na statg
rownowagi byt niemonotoniczny, co takze zaobserwowano dla ,zwigzkéw zattaczajgcych”. Przy
wysokich stezeniach kationdw moze wystgpi¢ nadmierna neutralizacja szkieletu fosforanowego
DNA, co w konsekwencji zaburza rownowage elektrostatyczng wymagang do stabilnego tworzenia
podwadjnej nici. Zwigzki generujgce efekt zattoczenia molekularnego wptywaja na kinetyke tgczenia
nici DNA, spowalniajgc reakcje hybrydyzacji. Doktorant w badaniach wykorzystat niewielki pod
wzgledem masy molowej glikol etylenowy (EG) i glikole polietylenowe o masach od
200 do 35 000 Da wszystkie o stezeniach do 50% wag., przy czym czas potowiczny tworzenia
podwajnej nici DNA wynosit okoto 2 godziny dla EG i 4 godziny dla PEG 35k. Statg rownowagi (K)
i zmiane energii swobodnej Gibbsa (AG) okreslano dla ré6znych stezen glikoli, przy statym stezeniu
DNA i zaobserwowano wyrazne dwa efekty: mate czgsteczki zattaczajgce (EG, PEG 200) obnizaty
K nawet o 3 rzedy wielkosci. a AG wzrosta o +14,9 kJ/mol. Zaobserwowana destabilizacja wynika
z interakcji EG z DNA, ktore zakiocajg solwatacje i tworzenie par zasad. Czgsteczki o duzej masie
molowej powyzej 600 Da generowaty efekt niemonotoniczny - K poczatkowo rosta (maksimum przy
5-20% wag.), a nastepnie jej wartos¢ malata przy wyzszych stezeniach PEG. AG rowniez byta
niemonotoniczna. Poczgtkowa stabilizacja tworzenia podwojnej nici DNA wynika z efektu
wyczerpania (depletion), natomiast przy duzych stezeniach nadmiar czgsteczek zattaczajgcych
destabilizuje podwdjng ni¢ DNA. Tu rowniez Autor zaproponowat stworzenie modelu
matematycznego w ktorym réwnanie kwadratowe odzwierciedla poczgtkowy wzrost K przy niskich
stezeniach czynnika zattaczajgcego (efekt stabilizujgcy) i jej spadek przy wysokich stezeniach
(efekt destabilizujgcy). Wspotczynniki w rownaniu odpowiadajg odpowiednio za stabilizacje
wynikajgcg z sit wyczerpania oraz destabilizacje spowodowang wzrostem lepkosci, ograniczeniem
dyfuzji, zaburzeniami ekranowania elektrostatycznego i zmianami powitoki hydratacyjnej DNA.
Wspotczynniki dopasowania w modelu zalezg od masy czgsteczkowej czynnika.

Ostatnia czes$¢ eksperymentow przedstawionych przez Doktoranta dotyczyta zastosowania
modutowego systemu mikroprzeptywowego opartego o mikrofluidyke kroplowg. System ten sktadat
sie z modutu generujgcego krople DODU i modutu detekcyjnego DU. Takie rozwigzanie pozwala

na odfgczanie modutu detekcyjnego i utrzymywanie kropli (inkubacje) przez okreslony czas.



W module DODU zastosowano bardzo ciekawe rozwigzania konstrukcyjne tzw. putapek
pozwalajgcych uzyska¢ krople o odpowiednich rozmiarach, fgczyé krople ze sobg
wg zaprojektowanych protokotéw i w konsekwencji uzyskiwac kolejne zdefiniowane rozcienczenia
badanej mieszaniny reakcyjnej — moim zdaniem jest to znakomite zobrazowanie zalet platform
mikroprzeplywowych. Zaproponowanie wykorzystania mikrosystemoéw kroplowych do badania
statych rownowag reakcji hybrydyzacji DNA przez mgr. Kowalskiego niesie za sobg szereg
korzysci — ograniczenie czasu analizy, kompatybilnos¢ z technikami analitycznymi MBA/FRET
i FCS, oszczednos¢ materiatow i wykorzystywanych odczynnikéw, automatyzacje etapow
procedury analityczne eliminujgcej udziat badacza w kolejnych etapach procedury
eksperymentalne. Znajgc konstrukcje mikrosystemdw kroplowych opracowywanych w IChF jestem
przekonany o jakosci danych uzyskiwanych przy ich wykorzystaniu.

Czes¢ eksperymentalna pracy Pana Kowalskiego zawiera bardzo bogaty materiat
eksperymentalny, ktéry Doktorant w sposéb troche zbyt syntetyczny jednak dobrze opisat
(ok. 30 stron razem ze rysunkami). Elementy graficzne (wykresy, schematy) sg w wiekszosci
czytelne, ale w przypadku niektorych (np. rysunki 3.10 — kolory punktéw, i 3.11 — czcionki i opisy
osi i legendy) emocjonalny zwigzek Autora z zagadnieniami miniaturyzacji wziagt jednak goére —
rozumiem to, poniewaz szanuje tradycje Instytutu i sam pracuje z mikrosystemami, niemniej jednak
staram sie przygotowywac wykresy raczej w skali makro niz mikro. Mam nadzieje, ze na prezentacji
ich czytelno$¢ bedzie lepsza niz w ocenianej rozprawie. Ponadto, dodanie drugiego cztonu
,Discussion” do tytutu tej czesci pracy jest moim zdaniem troche na wyrost, poniewaz dyskusji
uzyskanych wynikow w odniesieniu do badan np. innych zespotow praktycznie w pracy nie ma. Jej
brak znacznie utrudnia recenzentowi ocene na ile wyniki zawarte w Rozdziale 3 charakteryzujg sie
nowoscig naukowa, ktérej uwypuklenie jest konieczne do uzyskania stopnia doktora. Autor
nie poréwnuje ilosciowych danych otrzymanych w trakcie badan parametrow reakcji hybrydyzaciji
wywotanych np. przez czynniki zattaczajgce z wartosciami uzyskanymi przez innych badaczy, nie
znalaztem rowniez informacji czy proby zastosowania mikrosysteméw do badan parametrow
reakcji hybrydyzacji DNA byty podjete w innych osrodkach, a jesli tak to z jakim skutkiem? Jak na
tle tych prac prezentujg sie wyniki uzyskane przez Doktoranta? Czy jaki$ zespo6t badawczy
probowat takze modelowac efekty badane w tej pracy lub podobne? Dobry opis przeprowadzonych
eksperymentéw, ktére wsparte sg elementami modelowania matematycznego, co jest duza zaleta
tej pracy, przypomina raczej raport ze zrealizowanego projektu niz dyskusje uzyskanych wynikow,
ktérej mozna oczekiwac od ,prawie Doktora” na tym etapie rozwoju naukowego. Licze, ze w czasie
publicznej obrony elementy takiej dyskusji pojawig sie w prezentacji Doktoranta, w ktérej podkresli

rowniez aspekty nowosci naukowej swoich badan i po prostu sie nimi pochwali.



Prace konczy 2 stronicowe podsumowanie, w ktorym Pan Kowalski przedstawit najwazniejsze
etapy swojej pracy oraz pokazat mozliwosci wykorzystania udoskonalonych strategii i procedur
opartych o wykorzystanie mikrofluidyki kroplowej - zautomatyzowanej platformy
mikroprzeptywowej do prowadzenia bardziej wiarygodnych badan kinetyk reakcji hybrydyzacji
DNA. Poprzez zastosowanie opracowanych modeli mozliwe bedzie, zdaniem Autora,
przewidywanie zachowania kwaséw nukleinowych w odpowiednich $rodowiskach, co moze
skutkowa¢ np. rozwojem bardziej wydajnych technik diagnostycznych wykorzystujgcych
hybrydyzacje nici DNA.

Cata praca, mimo niewielkiej objetosci, jest dobrze skomponowana jako cato$¢, mimo braku
podsumowania czesci literaturowej oraz sformutowanych hipotez badawczych. Podczas jej lektury
czytelnik jest przekonany, ze opisane w niej badania byty zaplanowane chronologicznie
i w bardzo przemyslany sposéb, co jest bardzo mocna strong recenzowanej pracy doktorskiej.

Podsumowujac stwierdzam, przedfozona do recenzji rozprawa doktorska autorstwa Pana
mgr. inz. Adama Krzysztofa Kowalskiego odpowiada warunkom okreslonym, w art. 187 Ustawy
z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2024 poz. 1571 z pozn.
zm.), i wnosze do Rady Naukowej Instytutu Chemii Fizycznej PAN o dopuszczenie Pana
mgr. Adama Krzysztofa Kowalskiego do dalszych etapow postepowania o nadanie stopnia doktora.

LLM D) ' Podpisane elektronicznie
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