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Streszczenie: Celem pracy bylo opracowanie prostej, nieinwazyjnej metody monitorowania postgpu procesu decelularyzacji materialow
biologicznych z wykorzystaniem pomiaru zmian transmisji Swiatta widzialnego. Podstawq zaproponowanego rozwigzania jest obserwowany
W praktyce wzrost przepuszczalnosci optycznej tkanek wraz z usuwaniem elementow komorkowych, co odpowiada redukcji efektywnego
wspolczynnika tumienia u. W artykule przedstawiono trzy warianty konstrukcyjne ukiadu pomiarowego — prototyp z pojedynczym
detektorem, wersje laserowqg oraz modut oparty na kamerze CMOS — umozliwiajqce rejestracje zmian wspolczynnika transmisji T w trakcie
trwania procesu. Zaprezentowana metoda, przy zachowaniu stalych warunkow pomiarowych, pozwala na biezgcq oceng stopnia
decelularyzacji bez koniecznosci niszczenia materiatu i moze stanowié¢ uzupelnienie klasycznych technik laboratoryjnych. Przedstawiona
koncepcja stanowi podstawe do dalszej walidacji eksperymentalnej oraz optymalizacji uktadu pomiarowego w kierunku jego wykorzystania

w warunkach laboratoryjnych i produkcyjnych.

Stowa kluczowe: biomaterialy, decelularyzacja, kontrola jakosci, metody optyczne, ECM

CONCEPT OF A NON-INVASIVE, SIMPLE METHOD FOR MONITORING
THE DECELLULARIZATION COEFFICIENT USING VISION-BASED TECHNIQUES

Abstract: The aim of this study was to develop a simple, non-invasive method for monitoring the progress of tissue decellularization using
measurements of changes in visible-light transmission. The proposed approach is based on the empirically observed increase in optical
transparency that accompanies the removal of cellular components, which corresponds to a reduction in the effective attenuation coefficient
4. Three design variants of the measurement system were presented—a single-detector prototype, a laser-based configuration, and a CMOS-
camera module—each enabling detection of changes in the transmission coefficient T during the process. Under stable measurement
conditions, the method allows real-time assessment of the degree of decellularization without damaging the material and can serve as a
supplement to classical laboratory techniques. The presented concept provides a foundation for further experimental validation and
optimization of the measurement system for use in laboratory and production settings.

Stowa kluczowe: biomaterials; decellularization; quality control; optical methods; extracellular matrix (ECM)

1. Wprowadzenie materialow dedykowanych sg biomaterialy, czyli substancje
lub ich kombinacje, inne niz lekarstwa, pochodzenia

Wspolczesna inzynieria tkankowa oraz szerzej, nauki naturalnego lub syntetycznego, przeznaczone do kontaktu

medyczne wykorzystuja bardzo szeroka gameg roznego
rodzaju materiatbw. W zaleznoSci od potrzeb sa to
materialty powszechnie stosowane réwniez w innych
galeziach przemystu, ze szczegbélnym uwzglednieniem
materiatow metalowych (gtownie stali) oraz tworzyw
sztucznych — jak rowniez materiaty dedykowane $cisle do
zastosowan biomedycznych. Jedna z kluczowych grup

z zywymi tkankami w celu ich zastgpienia, regeneracji,
wspomagania lub diagnozy [1, 2]. Wszystkie biomateriaty
powinny cechowa¢ si¢ biokompatybilnos$cia, biozgodnoscia,
biofunkcjonalnoscia oraz stabilnoscia w $rodowisku
biologicznym, tak aby mogly spetnia¢ swoje funkcje bez
wywolywania niepozadanych reakcji ze strony organizmu

3]



Szczegdlng grupg sposrod nich stanowig biomateriaty
pochodzenia naturalnego, pozyskiwane z powszechnie
wystepujacych  struktur  biologicznych  obejmujacych
organizmy  zwierzece, roslinne,  grzybowe  oraz
mikroorganizmy (Monera i1 Protista). Biomaterialy te sa
szczeg6lnie  szeroko  stosowane ~ w  medycynie
regeneracyjnej,x gdzie pelnig m.in. funkcj¢ rusztowan dla
wzrostu komorkowego w hodowlach tkankowych, a takze
wspierajg procesy gojenia ran i odbudowy ciggtosci tkanek.
Materiaty naturalne sg szczegolnie istotne w rekonstrukcji
tkanek, poniewaz zachowuja wiasciwg dla organizmu
architekture trojwymiarowa, specyficzny sktad
biochemiczny oraz mikrosrodowisko sprzyjajace adhezji,
proliferacji 1 roznicowaniu komorek. Dzigki temu
umozliwiajg bardziej fizjologiczne odtworzenie funkcji
tkankowych niz materialty syntetyczne, ktore czesto
wymagaja dodatkowej modyfikacji, aby uzyska¢ podobne
wlasciwosci. Jednakze w przypadku wytwarzania takich
biomateriatow kluczowy proces, jakim jest decelularyzacja,
polegajacy na usuwaniu elementdow komodrkowych
materiatu Zzrédlowego, pozostaje trudny do pelnej kontroli
i optymalizaciji.

1.1. Decelularyzacja

Proces decelularyzacji polega na usuwaniu elementéw
komérkowych z tkanki przy jednoczesnym zachowaniu
struktury oraz skladu macierzy zewnatrzkomorkowej
(ECM) w postaci niezmienionej lub mozliwie zblizonej do
niezmienionej. Podstawowym celem jest eliminacja
sktadnikow komorkowych, takich jak komorki czy
organella, w celu ograniczenia ryzyka wywotania
odpowiedzi immunologicznej u biorcy oraz stworzenia

przestrzeni umozliwiajacej wzrost nowych tkanek.
Dzialanie to  mozna  poréwna¢ do  procesu
architektonicznego, w ktérym podczas gruntownej

przebudowy usuwa si¢ wszystkie elementy wnetrza,
pozostawiajac  jedynie szkielet konstrukcyjny, aby
przygotowaé przestrzen pod ponowne zagospodarowanie[4—
6].

Techniki decelularyzacji dziela si¢ na dwie podstawowe
grupy, fizyczne i chemiczne. Metody fizyczne obejmuja
mrozenie, rozmrazanie oraz homogenizacj¢; maja charakter
wspomagajacy i zazwyczaj nie sa wystarczajace jako
samodzielny sposob usuniecia komorek. Gtéwng role petnig
metody chemiczne, w tym detergenty anionowe i
niejonowe, metody enzymatyczne oparte na nukleazach i
proteazach oraz podej$cia wykorzystujace rdznice cisnien
osmotycznych [7-9].
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1.2. Obecnie stosowane metody weryfikacji stopnia
decelularyzaciji

Ocena skutecznosci procesu decelularyzacji opiera si¢ na
metodach pozwalajacych okresli¢, czy z materiatu usunigto
elementy komoérkowe 1 material genetyczny, przy
jednoczesnym zachowaniu integralnosci ECM.
W klasycznym  podejsciu  laboratoryjnym  stosuje  si¢
glownie  cztery  techniki:  histologig,  barwienia
fluorescencyjne (np. DAPI), oznaczanie zawartoSci DNA
oraz immunohistochemi¢. Szczegdlny nacisk jest ktadziony
na oznaczenia zawartosci DNA.

e Histologia (HE) — proces barwienia materiatu
hematoksyling i eozyng, pozwalajacy oceni¢ obecnosé¢
jader  komorkowych oraz  strukture macierzy
pozakomorkowej. Prawidlowo zdecelularyzowany
material nie powinien wykazywac¢ obecnosci jader
komorkowych, natomiast struktura ECM powinna
pozosta¢ zachowana. Metoda ta, poza weryfikacjg
skuteczno$ci  decelularyzacji, umozliwia rowniez
oceng integralnos$ci i organizacji ECM[7, 9].

e Flueorescencyjne  barwienie DAPI — metoda
wykrywajaca nawet niewielkie pozostatosci jader
komoérkowych poprzez wigzanie barwnika DAPI
z materialem genetycznym. Jest to technika wysoce
czuta 1 ustandaryzowana. W  prawidtowo
zdecelularyzowanym materiale sygnat fluorescencji
powinien by¢ minimalny lub calkowicie brakujacy[7].

e Oznaczanie zawartosSci DNA — metoda polegajaca na
izolacji DNA i pomiarze jego ilosci w przeliczeniu na
mase suchego materiatu. Przyjmuje sig, ze skutecznie
zdecelularyzowany material powinien zawiera¢ mniej
niz 50 ng DNA na mg suchej masy, a dodatkowym
kryterium jakosci jest fragmentacja DNA do dlugosci
ponizej 200 pz. Jest to jedna z najczgsciej stosowanych
metod ilosciowych[7].

e Immunohistochemia (IHC) - metoda wykorzystujaca
przeciwciata  skierowane przeciwko  wybranym
antygenom komorkowym lub skladnikom ECM.
Umozliwia ocen¢ obecno$ci pozostatych elementow
komorkowych, takich jak biatka cytoplazmatyczne lub
blonowe, a takze analiz¢ zachowania wybranych
struktur ECM (np. kolagenu czy lamininy) po procesie
decelularyzacji. W prawidlowo zdecelularyzowanym
materiale sygnal zZwigzany z antygenami
komorkowymi powinien by¢ nieobecny lub minimalny
[8, 10].

Ocena skutecznos$ci procesu decelularyzacji wykonywana
za pomoca opisanych metod jest niezbedna, jednakze



posiada liczne wady, ktore pozwalaja na zastosowanie ich
wylacznie po zakonczeniu procesu, jako metody kontroli
nastepczej. Ich podstawowe wady to[7, 10]:

e konieczno$¢ pobrania fragmentu materiatu i zwigzane
z tym zniszczenie fragmentu probki, co uniemozliwia
oceng stopnia decelularyzacji w tkacie procesu;

e czasochtonno$¢ procedur obejmujgcych
przygotowanie skrawkoéw, barwienia oraz etapy
inkubacji;

o wysoki koszt wynikajacy ze zuzycia specjalistycznych
odczynnikéw, uzycia  odpowiedniej  aparatury
laboratoryjnej oraz duzego naktadu pracy personelu.

2. Proponowana metoda optycznej oceny stopnia
decelularyzacji

2.1 Koncepcja metody

Stosowane obecnie metody oceny skutecznosci procesu
decelularyzacji, opierajace si¢ m.in. na analizie pozostalego
DNA, barwieniach histologicznych oraz technikach
immunohistochemicznych, wymagaja fizycznej ingerencji
W biomateriat 1 jak wskazano wczes$niej uniemozliwiaja
prowadzenie kontroli w trakcie trwania samego procesu.
W praktyce zaobserwowano jednak, ze wraz z postgpem
decelularyzacji zmieniaja si¢ whasciwosci  optyczne
materiatu, staje si¢ on zauwazalnie bardziej przezroczysty.
Wynika to z faktu, ze komorki, ich organelle oraz
cytoplazma stanowig gtowne zrodta rozpraszania i absorpcji
$wiatla w tkankach, a ich usunigcie prowadzi do wyraznego
obnizenia metno$ci optycznej [11, 12].

W wyniku inspekcji przeprowadzonej
z wykorzystaniem wigzki bialego $wiatla widzialnego
przepuszczonej przez probke oraz prostej analizy natgzenia
Swiatla rejestrowanego przez uklad fotoelektryczny
potwierdzono t¢ obserwacje. Material po procesie
decelularyzacji przepuszczal znaczaco wigcej $wiatta niz
material natywny, przy jedynie nieznacznym spadku
grubosci (ok. 10-20%), co nie wskazuje na dominujacy
wplyw czynnika gruboSci na obserwowane zjawisko.
Zaobserwowana rdznica w transmisji wskazuje na zmiang
poziomu przepuszczalnos$ci §wiatta przez osrodek.

Podstawa proponowanej metody jest réznica we
wiasciwosciach przepuszczalno$ci widzialnego
promieniowania elektromagnetycznego materiatu przed i po
poddaniu go procesowi decelularyzacji. Natywna tkanka
charakteryzuje si¢ duzym rozproszeniem 1 absorpcja
$wiatla, co powoduje jej niskg przenikalno$¢ $wietlna.
Wiynika to, wedle obserwacji i zatozen metody, z obecno$ci
struktur komorkowych. W wyniku prowadzenia procesu

decelularyzacji struktury komorkowe ulegaja degradacji
i ostatecznie s3 usuwane z biomateriatu, pozostawiajgc
rusztowanie kolagenowe 0 znacznie WYZSZej
przepuszczalnosci §wietlnej.
Niniejsze zjawisko jest mozliwe do opisania poprzez
skorzystanie z uproszczonej postaci rownania tlumienia
$wiatta, analogicznego do prawa Beer-Lambert’a[12,
13],w ramach ktorego intensywnos¢ $wiatlta po transmisji
przez osrodek jest opisywana nastepujaca zaleznoscia:

I =I,eH
gdzie:
I, — natgzenie $wiatta padajagcego [W/mm?Zumowne
jednostki aparatury lub inne],
I — natezenie $wiatla po przejsSciu przez osrodek [jednostKi
tozsame z I],
u — efektywny wspoétczynnik tlhumienia, obejmujacy
sumaryczny wptyw absorpcji i rozpraszania [mm],
d — grubo$¢ probki [mm)].

Zgodnie z zalozeniami 1 obserwacjami opisanymi
powyzej, w materiale w trakcie procesu decelularyzacji i po
jego zakonczeniu w wyniku usunigcia elementow
komorkowych warto§¢ wspotczynnika p jest nizsza niz
w materiale natywnym [11, 12, 14, 15]. Dla dwoch stanow
probki mozna zapisaé relacje p, > p,, gdzie 0 oznaczono
material przed procesem decelularyzacji, a 1 materiat
badany w trakcie procesu lub po jego zakonczeniu. Relacja
wspotczynnika thumienia prowadzi wprost do relacjil, > 1.

W praktyce wskaznikiem opisujacym stopief transmisji
jest stosunek:

T=2,

Io

gdzie:
T — wspotczynnik przepuszczalnosei [przyjmujacy wartosci
w zakresie 01, gdzie 0 to brak przepuszczalnosci, a 1 to
przepuszczalnos¢ pehnal,
I, — natezenie $wiatta padajacego na probke,
I; —natgzenie $wiatla po przejsciu przez probke.
Nalezy jednak uwzgledni¢ zalozenie, ze material ma staty
stopien uwodnienia podczas catego badania.

W badanym materiale zaobserwowano nieznaczny
spadek grubosci w trakcie procesu decelularyzacii,
wynoszacy typowo ok. 10-20%. W ujeciu czysto
teoretycznym ma on znaczenie, jednakze ze wzgledu na
wyraznie zwickszong przepuszczalno$¢ $wietlng oraz na
brak praktycznego wptywu tak niewielkiej zmiany grubosci,
wartos$¢ ta jest pomijalna w ramach niniejszego badania.



2.1. Prototypy

Zatozenia fizyczne uktadu pomiarowego opisano wczesniej,
a na rys. 1 przedstawiono schematyczng prezentacje
dziatania trzech wariantow urzadzenia.

-I>
1 2% 3

Rys. 1. Koncepcja pomiaru wspdtczynnika decelularyzacji,
gdzie 1 — emiter promieniowania $wietlnego w wariantach
A i Blub zrédto $wiatta w wariancie C, 2 — ptaszcz kalmara,
3 — detektor natezenia o$wietlenia w wariantach A i B lub
kamera w wariancie C, 4 — urzadzenie przetwarzajace
uzyskane dane.

Zestawienie  wariantow  ukladu  pomiarowego
zaprezentowano rowniez narys. 2, gdzie ujeto trzy
opracowane konfiguracje systemu. Wariant A obejmuje
uktad z czujnikiem zmetnienia Gravity, wykorzystywany do
szybkiej 1 wstepnej oceny przepuszczalnosci materiatu.
Wariant B przedstawia system  transmisyjny z
wykorzystaniem lasera jako zrodta $wiatta oraz fotodiody
jako detektora, zapewniajacy najwigksza precyzje i
powtarzalnos¢ pomiaréw. Wariant C prezentuje ukfad
fotometryczny z uzyciem kamerki rejestrujacej obraz
probki, co  umozliwia  przeprowadzenie  analizy
intensywnosci $wiatta w wielu punktach materiatu oraz
oceng jego jednorodnosci.
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Rys. 2. Prezentacja wybranych elementéw wariantéw
prototypu: A — prototyp oparty o system Gravity, B —
system analizy obrazu z wykorzystaniem kamery
z sensorem CMOS. Wariant oparty o diode laserowg
i fotodiode pominigtoze wzgledu na jego prosta
i powszechnie znang konstrukcje.

Prototyp uktadu pomiarowego opracowano w trzech
réznych wariantach: A z wykorzystaniem czujnikow
zmetnieniowych, B wykorzystujacego zrodto $wiatla
w postaci diody laserowej oraz detektor w postaci
fotodiody, oraz C opierajacego si¢ na analizie obrazu z
kamery CMOS. W kazdej konfiguracji czujnik Iub
urzgdzenie rejestrujgce mocowane jest w ten sam Sposob,
zaréwno dla pomiaru prowadzonego w trakcie procedury,
bez jej przerywania, jak i dla pomiaru wykonywanego poza
procedura, przed jej rozpoczeciem i po jej zakonczeniu.
Wariant A wykorzystuje  czujnik  zmetnienia
DFRobotGravity[16], ktory pozwala w prosty i szybki
sposOb oceni¢ roznice migdzy materiatem surowym
a zdecelularyzowanym. Mimo Ze system ten zostat
zaprojektowany do pomiaréw w cieczach, jego adaptacja do
cienkich membran umozliwia wstgpne rozpoznanie zmian
W przepuszczalno§ci §wiatta, przy czym ograniczeniem
pozostaje geometria czujnika nieoptymalnie przystosowana
do materiatow statych. Wariant B stanowi uktad
transmisyjny z wykorzystaniem diody laserowej jako zrodta



$wiatla oraz fotodiody jako detektora; sygnat z fotodiody
rejestrowany jest analogowo, nastgpnie przetwarzany
i zapisywany z uzyciem mikrokontrolera. Wariant B
cechuje si¢ najwyzszg precyzja i powtarzalnoscig pomiarow
oraz mozliwoscig kalibracji na zestawie wzorcowych
etapow procesu decelularyzacji. Wariant C opiera si¢ na
rejestracji obrazu z wykorzystaniem kamerki wyposazonej
w sensor CMOS oraz jednolite podswietlenie. Analiza
obrazu nastgpuje w ramach autorskiego skryptu opartego
0 bibliotek¢ OpenCV (Python) [17], z wykorzystaniem
Raspberry Pi 5 8 GB[18]jako modutu obliczeniowego. Taki
uktad umozliwia tworzenie map transmisji i oceng
jednorodnosci materiatu, co czyni ten wariant szczegdlnie
przydatnym do walidacji wariantu B oraz do analizy
przestrzennych niejednorodnosci biomateriatu.

W ramach opracowanego uktadu wyrdézniono dwa
zasadnicze warianty prowadzenia pomiaru. W wariancie
pierwszym pomiar wykonywany jest w trakcie procesu
decelularyzacji, w warunkach przeptywu
hydrodynamicznego medium decelularyzujacego. To
srodowisko pracy zapewnia zblizone parametry napiecia
materiatu i powierzchni aktywnej, lecz wprowadza réwniez
naturalne  ograniczenia zwigzane z  dynamicznym
charakterem uktadu. W wariancie drugim pomiar
prowadzony jest poza procedura, po umieszczeniu
membrany w uchwycie zapewniajacym ustalone naprezenie,
stalg grubos$¢ oraz stata powierzchni¢ aktywna, co pozwala
na uzyskanie wysoce powtarzalnych  warunkéw
pomiarowych.

Kazdy z wariantdow wymaga odmiennego podej$cia do
analizy danych. W wariancie pierwszym, w przypadku
prototypow B i C, badane sg jednoczesnie dwie warstwy
materiatu znajdujace si¢ w przeplywie cieczy, co moze
powodowac niewielkie fluktuacje sygnatu. W prototypie A,
z uwagi na niewielki rozmiar szczeliny pomiarowej
czujnika zmetnieniowego, konieczne jest dostosowanie
uksztattowania  detektora w  sposdb  nienaruszajacy
przeptywu medium. W wariancie drugim warunki sg
stabilne 1 powtarzalne, co pozwala na jednoznaczna
poréwnywalno$¢ pomiaréw niezaleznie od zastosowanego
prototypu A, B lub C.

W wariancie pierwszym prototypu A oraz w wariancie
drugim we wszystkich prototypach $wiatto pada prostopadle
na membrang, a nast¢pnie jego natezenie po przejsciu przez
probke jest rejestrowane i poréwnywane z sygnatem
odniesienia I,, mierzonym bez obecno$ci materiatu.
Umozliwia to analize transmisji zaréwno dla catych
membran, jak i dla wybranych punktoéw tej samej probki.
W przypadku wariantu pierwszego prototypow B i C jedyna
roznica jest mozliwos¢ niewielkiego odchylenia kierunku
wiazki, wynikajaca z potencjalnego ruchu membrany

W przeptywie; odchylenie to nie wptywa jednak na zdolnosé
odrdéznienia materiatu surowego od zdecelularyzowanego.
Po zarejestrowaniu sygnatowl, i I;. obliczany jest

wspotczynnik transmisjiT = j—l ktory stanowi podstawowy
0

parametr opisujacy zmian¢ wlasciwosSci optycznych
materialtu  w trakcie procesu decelularyzacji. Analiza
prowadzona jest dla co najmniej trzech punktdw
pomiarowych, co umozliwia ocen¢ jednorodnosci probki
oraz identyfikacjc ewentualnych lokalnych roéznic
strukturalnych. Wzrost wartosci Todpowiada wzrostowi
przepuszczalno$ci $wiatta, a tym samym postgpowi
usunigcia elementéw komoérkowych.

3.1. Wspélezynnik decelularyzacji

Wspotczynnik decelularyzacji T ma charakter skalowalny i
zalezny, co oznacza, Ze jego wartosci nie sg interpretowane
w sposob absolutny. Punkt odniesienia T =0 bedzie
ustalany na poczatku pomiaréw dla materiatu przed
procesem decelularyzacji, co pozwala na uwzglednienie
indywidualnych  réznic migdzy probkami oraz ich
natywnych wiasciwosci optycznych. Warto$¢ T = 1 bedzie
odpowiadata poziomowi pelnej decelularyzacji ustalonemu
eksperymentalnie poprzez poréwnanie wynikéw transmisji
$wiatta z wynikami uzyskanymi z innych technik oceny
decelularyzacji, takich jak analiza DNA czy barwienia
histologiczne. W takich warunkach mozliwe sg wartosci T
przekraczajace 1, ktore bedg interpretowane jako nadmierny
poziom decelularyzacji, przekraczajacy punkt optymalny
okreslony w ramach walidacji metody.

Metoda ta, przy =zalozeniu stalego uwodnienia oraz
pomijalnego wpltywu niewielkiej zmiany grubosci
materialu, pozwala na biezacg i niedestrukcyjna kontrolg
procesu decelularyzacji, a takze na koncows ocene jakosci
kazdej wytworzonej membrany[12].

Zastosowanie  opracowanego  ukladu  pomiarowego
obejmuje przede wszystkim kontrolg seryjng membran
ECM uzyskiwanych z ptaszcza kalmara, zarowno w trakcie
procesu, jak i po jego zakonczeniu. Metoda pozwala na
ocen¢ kazdej wytworzonej probki bez koniecznosci jej
niszczenia, dzigki czemu moze zostaé wykorzystana
w produkcji biomaterialéow wymagajacych indywidualnej
kontroli jakosci. Ze wzgledu na modutowa konstrukcje
kazdy z opracowanych wariantéw ukladu moze zostac
W przysztosci zminiaturyzowany lub zautomatyzowany, co
umozliwi jego montaz bezposrednio na linii technologiczne;j
procesu decelularyzacji.

Opracowana metoda posiada réwniez pewne ograniczenia
wynikajace przede wszystkim z wilasciwosci badanego
materiatu. Grubo$¢ i stopien uwodnienia membrany moga



wplywa¢ na poziom transmisji $wiatta, dlatego konieczna
jest standaryzacja uchwytu oraz warunkéw pomiarowych.
Dodatkowo anizotropia strukturalna ECM moze prowadzi¢
do kierunkowych roznic w transmisji, co nalezy uwzglednic¢
przy analizie wynikéw. Metoda nie zastgpuje badan
ultrastrukturalnych, takich jak histologia czy analiza DAPI,
lecz stanowi ich uzupelnienie w zakresie oceny ogdlnego
stopnia oczyszczenia. Niezbedna jest roéwniez kalibracja
wspotczynnika T dla kazdego protokotu decelularyzacji, tak
aby warto$ci odniesienia 0 i 1 odpowiadaty rzeczywistemu
poziomowi  zachowania lub  usunigcia  materiatu
komérkowego [11, 12, 14, 15].

3. Dyskusja

Omawiane wczesniej zaleznosci miedzy struktura materiatu
a wspotczynnikiem thumienia p stanowig podstawe
dziatania proponowanej metody, natomiast w czesci
dyskusyjnej skoncentrowano si¢ na jej praktycznym
wykorzystaniu i poréwnaniu z technikami istniejacymi.
Zaproponowana metoda optycznej oceny postgpu procesu
decelularyzacji wpisuje si¢ w rosngcy trend zastapienia
inwazyjnych technik, metodami nieinwazyjnymi. Kierunek
ten szczegélnie widoczny w naukach zwigzanych
Z inzynieria mechaniczng, wkracza coraz szerzej w kregi
nauk biologicznych. Dzieki zastosowaniu wielu wczesniej
znanych  metod, powszechnie  wykorzystywanych
w informatyce technicznej, mozliwym jest zastosowanie
tychze metod w ramach technik biotechnologii i inzynierii
tkankowej lub szerzej inzynierii biomedycznej w zakresie
badan biomateriatow.

Jak przedstawiono w ramach niniejszej publikacji,
zaproponowana metoda posiada podstawowg zalete
W przeciwienstwie do wspodtcze$nie stosowanych metod,
takich jak: analiza DNA, histologia czy immunohistemia —
nie wymaga pobierania fragmentu probki do badan,
w wyniku czego moze by¢ prowadzona w sposob ciagly,
takze w trakcie trwania procesu. Nalezy zwroci¢ uwage, ze
takie zastosowanie pozwala na wicksza ,.komercjalizacj¢”
procesu decelularyzacji. W warunkach komercyjnej,
seryjnej produkcji, wysoce nieefektywnym bylyby testy
prowadzone post factum, wymagajace poOzniejszego
,»dokonczenia” procesu, poprzez ponowna decelularyzacje.

Zaproponowana koncepcja jest wyraznie prostrza
i wymagaja nizszego nakladu kosztow i mocy
obliczeniowej anizeli przedstawione w literaturze [19-21].
Glowna roéznice opieraja si¢ na wykorzystaniu tanich,
powszechnie dostepnych detektoréw. Przeprowadzone
badania wstepne pozwalaja sugerowaé, ze ich doktadno$é
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jest wystarczajaco dobra do realizowanego badania. Nalezy
w tym miejscu wytlumaczy¢ jako czym jest rozumiana
,wystarczajaco dobra dokladnos¢” — jest to doktadnos¢
decelularyzacji, ktora pozwala na prowadzenie procesu do
momentu usuniecia wystarczajacej ilosci materiatu, aby
mogt by¢ wykorzystany jako macierz komorkowa, ale
jednoczesnie przerwana przed nadmiernym ostabieniem
struktury  rusztowania komdrkowego.Celem nie jest
precyzyjne wychwycenie momentu idealnego usunigcia
komorek z tkanek, a jedynie odnalezienie ,o0kienka
czasowego”, ktore pozwoli osiggna¢ wystarczajace
zblizenie sie do  poziomu  réwnowagi  stopie
decelularyzacji/uszkodzenia rusztowania komadrkowego.
Przedstawione trzy warianty, zostaly zaprezentowane jako
osobne rozwigzania, jednakze nic nie stoi na przeszkodzie,
aby byty stosowane rownolegle w ramach jednego, bardziej
skomplikowanego systemu. Zgodnie z literaturg dotyczaca
optycznych  wiasciwosci  tkanek, obecnos¢ komorek
znaczaco podnosi wspolczynnik rozpraszania i absorpcji,
natomiast oczyszczona ECM charakteryzuje si¢ znacznie
wyzszg przenikalnoscia [11, 14]. Fakt, ze kazdy z
wariantéw — zaréwno laserowy, czujnikowy, jak i oparty na
kamerze CMOS — wykorzystuje te sama zalezno$¢ fizyczna,
zwiegksza uniwersalnosc¢ catej koncepcji 1 daje mozliwosc jej
implementacji w réznych warunkach laboratoryjnych
i technologicznych [22].

Nalezy jednakze wspomnie¢ o ograniczeniach metody.
Proponowana ,,prosta” wersja, wymaga utrzymania statych
warunkow pomiarowych, zwlaszcza w zakresie uwodnienia,
grubosci membrany oraz geometrii o$wietlenia i1 detekcji.
Opisywane parametry wptywaja wprost na wspotczynnik T
i powodujg, ze nie jest on przydatny jako bezwzgledna
metoda oceny stopnia decelularyzacji, pomiedzy réznymi
materiatami, w roznych warunkach procesu. Dostgpna
literatura, takze wspomina o tym problemie, proponujac
rozne metody jego rozwigzania. Jednakze zaproponowane
metody zwickszaja znacznie koszt metody i nie maja
znaczenia w kontekscie wykorzystania opisywanej metody
do monitoringu w trakcie przebiegu samego procesu, co jest
glownym celem niniejszej metody [11, 12, 15].

4. Kluczowe Kierunki rozwoju

Kierunki dalszego rozwoju metody obejmuja zastosowanie
Swiatlta  spolaryzowanego w celu redukcji odbié
powierzchniowych  oraz  wprowadzenie  pomiaréw
wielospektralnych, obejmujacych zakresy VIS, NIR i UV.
Rozszerzeniem technicznym moze by¢ integracja uktadu
zZkamerg  hiperspektralng, co  umozliwi  bardziej



szczegolowa ocen¢ wiasciwosci optycznych membrany.
Istotnym kierunkiem rozwoju jest réwniez modelowanie
transportu $wiatla z wykorzystaniem metod Monte Carlo,
pozwalajace na doktadniejsze odwzorowanie zaleznosci
miedzy struktura ECM a mierzonym wspotczynnikiem T.
Dodatkowo dane pomiarowe moga zosta¢ wykorzystane
w algorytmach uczenia maszynowego, co umozliwi
automatyczng klasyfikacje probek oraz predykcje stopnia
decelularyzacji.

4. WnioskKi

Zaproponowana metoda, pomimo znacznej prostoty posiada
duzy potencjal zastosowania jej zarowno w praktyce
badawczej, jak i komercyjnej. Wymaga dalszego
dopracowania 1 kalibracji wzgledem metod obecnie
stosowanych, co zostanie opisane w ramach rozprawy
doktorskiej, jednakze jest to proces nieskomplikowany
i mozliwy do zrealizowania w krotkiej perspektywie
czasowej. Niniejszy artykul nie wyczerpuje w zadnym
stopniu tematu i stanowi raczej wstep do samych badan.
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