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Recenzja dysertacji doktorskiej magistra inzyniera Kamila Wierzchowskiego zatytutowanej
" Zastosowanie bioreaktora z mieszaniem typu wave do intensyfikacji hodowli komérek"

na stopien doktora nauk inzynieryjno-technicznych w dyscyplinie inzynieria chemiczna

1. Istotnos¢ tematyki podjetej w doktoracie

Recenzowana praca dotyczy waznego aspektu hodowli komorkowych. Sposréd réznego
typu bioreaktoréw: enzymatyczne, mikrobiologiczne, do hodowli komaérek, te ostatnie 53 naj-
mniej rozpoznane, najmniej powszechne, a problem z ich skalowaniem stanowi najwieksze
wyzwanie. Jest to zwigzane m.in. z tym, ze zapewnienie jednorodnych warunkéw (np. w od-
niesieniu do temperatury, sktadnikéw pozywki, tlenu) jest utrudnione poprzez niemoznoéc za-
stosowania popularnego z reaktorach mieszania mechanicznego.

Naprzeciw rozwigzaniu tego problemu, pojawity sig bioreaktory z mieszaniem typu
wave, ktorych wytwarzaniem zainteresowali sig najbardziej znani w Swiecie bioreaktoréw pro-
ducenci. Mata poczatkowo skala obecnie sigga 500 litréw, a reaktory poszczegdlnych produ-
centow roznig sie przede wszystkim sposobem wymuszania falowania. Ta réznorodnosé po-
woduje, ze dla kazdego takiego bioreaktora wptyw parametrow mechanicznych na uzyskiwana
jednorodnos¢ uktadu musi zosta¢ zbadany indywidualnie. Jednym z kluczowych parametréw
jest natlenienie, z uwagi na fakt ciagtego wykorzystania tlenu oraz na fakt, ze jego stezenie na
danym poziomie jest czynnikiem determinujacym prawidfowy przebieg hodowli komérek.

Przedstawiona do oceny praca dotyczy wyznaczenia zaleznosci pomiedzy parametrami
zewnetrznymi a wspoétczynnikiem wnikania tlenu w fazie ciektej wypetniajacej bioreaktor Re-
adytoProcess WAVE 25 firmy GE Healthcare BioSciences AB. Bioreaktor ten zostat wykorzy-

stany do hodowli linii komérek ludzkich, mysich i bydlecych.



2. Formalna ocena manuskryptu

Rozprawa doktorska zostata oparta przede wszystkim o 5 artykutow z IF opublikowanych
w latach 2018-2021, gdzie w czterech z nich Doktorant jest pierwszym autorem, a liczba auto-
row to w wigkszosci trzy (cztery artykuty). Wspomniane artykuty zostaty opublikowane w cza-
sopismach wysokiej rangi, zwykle o wspotczynniku IF wiekszym od 3 (cztery artykuty) i liczbie
punktow ministerialnych z zakresu 70-140. Dodatkowo w sktad dysertacji wchodzi rozdziat w
ksigzce wydanej w roku 2022 oraz 4 artykuty opublikowane w czasopismach nie posiadajacych

IF z lat 2017-2018.

Do artykutéw zostat dotgczony przewodnik liczacy 77 stron. Bibliografia liczy 153 pozyciji
(publikacji anglojezycznych z ostatniego 20-lecia). Przewodnik zredagowany jest w 6 gtéwnych
czgsciach, w sposob klasyczny dla prac naukowych. Rozdziat 1 to wstep do pracy, z ktérego
wynika cel i zakres pracy i postawione tezy naukowe przedstawione w rozdziale 2. W kolej-
nosci, w rozdziale 3 dokonano przegladu literatury poruszajacej problem bedacy przedmiotem
badan Doktoranta. Czes¢ teoretyczna nie jest zbyt obszerna, zrealizowana na 18 stronach i
zawiera niezbgdne informacje wprowadzajace w sposéb zwiezty czytelnika w tematyke pracy
i zakonczona jest podsumowaniem aktualnego stanu wiedzy. Cze$¢ badawczo-obliczeniowa
zawarta zostata w dwoch rozdziatach, przy czym kazdy z nich zawiera osobno podrozdziat ma-
teriaty i metody oraz wyniki i dyskusja. Cel badawczy Doktorant podzielit na opis wnikania
tlenu w testowanym bioreaktorze oraz na wskazanie zastosowania tego bioreaktora w hodow-
lach komorek ssaczych. Rozdziat 6, zwiezle napisany, zawiera podsumowanie i wnioski kon-
cowe. Pozostate rozdziaty pracy to: streszczenia w jezyku polskim i angielskim, spis symboli i

skrotow, bibliografia oraz spisy rysunkow i tabel.

Catosc przewodnika jest bardzo czytelna, intuicyjna i nie zawiera zbednych tresci.

3. Ocena merytoryczna

Recenzowana praca dotyczy wykorzystania bioreaktora typu wave do hodowli komorek
ssaczych, ze szczegolnym uwzglednieniem i opisem matematycznym parametréw wptywajg-

cych na natlenienie medium hodowlanego.

W pierwszej czesci badan (opisanych w rozdziale 4 przewodnika oraz artykule 1) Dokto-

rant podjat sie wyznaczenia zaleznosci pomiedzy parametrami zewnetrznymi a wartoscia



wspotczynnika wnikania tlenu po stronie cieczy w posiadanym bioreaktorze typu wave firmy
GE Healthcare BioSciences AB. Do wyznaczenie wartosci wspoétczynnika Doktorant, po analizie
literatury, wybrat metode gassing-out. Podczas publicznej obrony prosze Doktoranta o szersze
uzasadnienie wyboru doktadnie tej metody, ktora jest najprostszg metodg pomiarows. Przy
obliczaniu wspotczynnika Doktorant postuzyt sie znanym w inzynierii chemicznej réwnaniem
(rown. (1), str. 49). Prosze o informacje w jaki sposdb pozyskano wartosé stezenia tlenu w fazie
ciektej przy powierzchni miedzyfazowej gaz-ciecz. Czy takie przyjete zatozenia bedg zawsze
poprawne, niezaleznie od rodzaju polimeru i grubosci $cianek polimerowego zbiornika worka
stanowigcego bioreaktor? Wyznaczajac wartosci wspotczynnika wnikania tlenu w funkcji wielu
zmiennych (Rys. 7, str. 53) wskazano brak wptywu objetosci cieczy w naczyniu. Czy jest to po-

prawne, jezeli w pewnym zakresie wartos¢ wspétczynnika wnikania tlenu zwieksza sie 0 50%?

Badania wptywu glicerolu w pozywce wskazaty, ze od jego zawartosci zalezy lepko$¢ roz-
tworu, co jest oczywiste. Niemniej jednak bardziej niz lepkos¢ roztworu, na wartosé¢ wspot-
czynnika wnikania tlenu wptywa rodzaj medium. Jak mozna wyjasni¢, ze np. przy lepkosci 1,8-
2,0 [Pa's] wartos¢ wspotczynnika w wodzie wynosi ponad 0,002 [1/s], za$ w pozywkach war-

tosc ta jest 2-3 razy nizsza?

W drugiej czesci dysertacji (opisane w rozdziale 5 przewodnika) przeprowadzono bada-
nia nad zastosowaniem bioreaktora typu wave firmy GE Healthcare BioSciences AB do hodowli
linii komdrek ssaczych. W celu okreslenia wptywu warunkéw mieszania w bioreaktorze WAVE
25 wykorzystano biomase ciggtej linii ludzkich limfocytow promielocytowatej biataczki (bada-
nia opisane takze w artykule 2 stanowigcym element rozprawy doktorskiej) oraz linie proge-

nitorowych komaorek chrzastki bydta.

Pomimo badania bardzo szerokiego zakresu parametrow (Tabela 9) wptywajgcych m.in.
na wartosc liczby Reynoldsa w medium, zaréwno szybkos¢ wzrostu komorek, jak i wartosci
wspotczynnika wzrostu komorek na jednostke masy zuzytej glukozy nie przyjmuja bardzo zréi-
nicowanych wartosci (mniej niz dwa razy). Czy zatem nie nalezato przetestowaé warunki od-

powiadajgce nizszym wartosciom liczby Reynoldsa?

W kolejnym etapie badarn zbadano aplikacyjnosc bioreaktora WAVE 25 do intensyfikacji
hodowli ciggtej linii mysich fibroblastow, ktore wymagajg adhezji do statej powierzchni jako
czynnika warunkujgcego prawidtowg proliferacje. Wykorzystano trzy rézne mikronosniki w
hodowli prowadzonej w naczyniach hodowlanych umieszczonych na kotysce, jak i dla wybra-
nego mikronosnika w bioreaktorze WAVE 25. Wyniki badan opisano szczegétowo w artykule

5 wskazujac na optymalne warunki panujgce w tymze bioreaktorze.



Badania nad aplikacyjnoscig testowanego bioreaktora oraz wykorzystanie wyznaczo-
nych w pierwszej czesci doktoratu zaleznosci wspotczynnika wnikania tlenu wypadto pozytyw-
nie. Niemniej nalezy sie liczyC z ograniczeniami wyznaczonych zaleznosci. Stad prosze by Dok-
torant podczas publicznej obrony omowit te granice, poza ktéorymi badania przeprowadzone

w doktoracie nie bedg miaty juz bezposredniego przedtozenia.

Analizujgc catosc¢ uzyskanych i opisanych osiggnie¢ Doktoranta, mozna zauwazy¢ lo-
gicznie przeprowadzong sekwencje badan prowadzacych konsekwentnie do otrzymania wy-
czerpujacych odpowiedzi na zatozenia badawcze pracy.

Przeprowadzone badania i analiza otrzymanych wynikoéw pozwolita Doktorantowi na
sformutowanie 6 osiggnie¢ naukowych, ktére korelujg z postawionymi na wstepie pracy ce-
lami badawczymi.

1. Zidentyfikowano wptyw parametrow operacyjnych bioreaktora WAVE 25 na wartosci
wspotczynnika wnikania tlenu.

2. Opracowano bezwymiarowa korelacje oparta na liczbach kryterialnych pozwalajgcg na
przewidywanie wartosci wspofczynnika wnikania tlenu.

3. Okresdlono wptyw lepkosci fazy wodnej na wspotczynnik wnikania tlenu.

4. Okreslono wptyw dodatku ciektego perfluorowanego nosnika tlenu na wartosci wspot-
czynnika wnikania tlenu.

5. Zwalidowano aplikacyjnosc bioreaktora WAVE 25 do intensyfikacji propagacji komorek
ssaczych (nieadherentnych limfocytow HL-60, adherentnych fibroblastow L929, chon-
drocytow CP5).

6. Okreslono wptyw warunkow mieszania w bioreaktorze WAVE 25 na proliferacje i ak-
tywnos¢ metaboliczng komarek ssaczych (limfocytow HL-60, chondrocytow CP5) z wy-

korzystaniem ziaren mikrono$nika Cytodex 3.

Badania zostaty zaprojektowane i przeprowadzone w sposob wtasciwy.

4. Uwagi typu edytorskiego

Doktorant dokonat bardzo starannej korekty jezykowej i edytorskiej przewodnika stano-

wigcego wraz z artykutami podstawe pracy doktorskiej. Przewodnik napisany jest bardzo tad-



nym, naukowym jezykiem. Cato$¢ napisana jest w formie bezosobowej. Wszystkie tabele, ry-
sunki sg czytelne i podpisane w sposob wtasciwy. Wszystkie podawane wartosci zawierajg wia-
$ciwe jednostki. Spis oznaczen i symboli zestawiono na koncu przewodnika, co utatwia czytel-

nikowi sledzenie opisu badan i obliczen.

W pracy wystepujg drobne niescistosci np. rownanie (1) na stronie 49 nazwane zostato

zaleznoscig opisujaca bilans tlenu, zamiast zaleznoscig na szybkos$¢ wnikania tlenu.

Wszystkie artykuty wchodzace w sktad dysertacji przeszty recenzje z wydawnictwa i ko-

rekte przed publikacja, stad tez ich edycja nie budzi zadnych watpliwosci.

5. Ocena koncowa

Przedstawiona do recenzji praca doktorska jest spojnym dzietem ztozonym z przewod-
nika i artykutéw naukowych. Porusza wazne zagadnienie z obszaru inzynierii bioprocesowe;.
Jako recenzent catos¢ osiggniecia naukowego oceniam bardzo wysoko, ponad przecietnie,

stad wnioskuje takze o wyrdznienie niniejszej pracy doktorskie;j.

Na wyrodznienie zastuguje takze catos¢ aktywnosci naukowej Doktoranta. Pan Kamil
Wierzchowski uczestniczyt w realizacji grantow, uzyskat finansowanie na realizacje pracy dok-
torskiej w ramach konkursu Preludium 20, odznacza sie bardzo wysokg aktywnoscig konferen-
cyjna. Jest wspotautorem w wielu publikacjach nie wchodzgcych bezposrednio w prace dok-

torska oraz w patencie i zgtoszeniu patentowym.

Reasumujac stwierdzam, ze Doktorant wykazat sie umiejetnoscia w zaplanowaniu
oraz wnikliwoscig w przeprowadzeniu i poddaniu poprawnej analizie badan z zakresu inzy-
nierii chemicznej.

W mojej ocenie spetnia ustawowe i zwyczajowe wymagania stawiane pracom dok-
torskim okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65, poz. 595 z péin. zm.) w
zwigzku z art. 179 ust. 1 ustawy z dnia 3 lipca 2018r. Przepisy wprowadzajjce ustawe —
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018r. poz. 1669 z péin. zm.)"”

Stawiam zatem wniosek do Rady Naukowej Dyscypliny Inzynieria Chemiczna Poli-
techniki Warszawskiej o dopuszczenie Pana Kamila Wierzchowskiego do publicznej obrony

swojej dysertacji. Dodatkowo stawiam wniosek o wyrdznienie pracy.




