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ABSTRAK

Penyakit pernafasan telah menyebabkan impak kesihatan global yang besar. Model
epitelium in vitro saluran udara dengan persamaan mikrofisiologi yang tinggi sangat
diperlukan untuk lebih memahami penyakit dan jangkitan di saluran pernafasan.
Objektif utama kajian ini adalah untuk merekabentuk dan mencirikan hidrogel
karrageenan/ gelatin yang dimuatkan dengan sekretom fibroblas hidung sebagai bahan
kerangka biobahan yang berpotensi dalam pembinaan epitelium saluran pernafasan.
Penyakit pernafasan mempunyai impak kesihatan global yang besar, memerlukan
model epitelium saluran pernafasan in vitro yang lebih baik. Walau bagaimanapun,
cabaran masih wujud dalam mereka bentuk kerangka, peniruan ECM, dan pembezaan
mukosiliar. Permasalahan kajian iniadalah untuk mengenal pasti biobahan yang sesuai,
menilai hidrogel gelatin—karrageenan, dan menentukan sama ada sekretom fibroblas
hidung boleh meningkatkan penghantaran faktor pertumbuhan dan penjanaan tisu.
Kajian ini bertujuan untuk mereka bentuk dan mencirikan hidrogel karrageenan/gelatin
yangdimuatkan dengansekretomfibreblashidunguntuk kejuruteraan epiteliumsaluran
pernafasan. Hidrogel diperbuat daripada kappa karrageenan-(karr) dan gelatin bovina
(gel). Dalam kajian ini;-kepekatan-2%-bagi-kar-dan-5% bagi gel digunakan dan
dicampurkan bersama dengan nisbah karr/gel (v/v) yang berbeza iaitu (6:4) dan (8:2).
Kemudian, hidrogel berasaskan karr/gel telah ditauf-silang dengan genipin dan
dimuatkan dengan sekretom fibroblas hidung., Selepas fabrikasi, sifat fiziko-kimia,
mekanikal dan biologikal seperti bioteru;ai, keporosan, sudut sentuhan air, kadar
penghantaran wap air, (WVTR), ma’mpaﬁan’ dan daya tahan, pembengkakan,
nanostruktur, kekuatan tegangan dan bioserasi dicirikan. Didapati bahawa, kumpulan
C8G2Gnp0.4 menunjukkan eiri-€iri fizikal yang dipertingkatkan dengan ketara; tidak
mengalami penguraian walquﬁun‘selepas 4 minggu dan menunjukkan sifat hidrofilik
yang baik (sudut serituhan air: <90°). Rintangan penguraian dan kekuatan mekanikal
hidrogel telah dipertingkatkan melalui pautan silang genipin. Selain itu, hidrogel
C8G2Gnp0.4/jJuga menyokong penempelan sel fibroblas manusia dan telah dipilih
sebagai. kumpulan yang sesuai untuk dimuatkan dengan sekretom. Hidrogel
€8G2Gnp0.4 mengekalkan pelepasan sekretom secara berkala pada kepekatan
100pg/ml dalam tempoh 24 jam dan jangka hayat C8G2Gnp0.4 telah terbiourai
sepenuhnya di bawah penyimpanan -800C pada hari ke-47. Kesimpulannya, sekretom
yang dimuatkan dengan hidrogel hibrid mempunyai sifat fiziko-kimia dan mekanikal
yang sesuai sebagai perancah biobahan yang berpotensi untuk kegunaan dalam model
in vitro epitelium saluran pernafasan pada masa hadapan. Kajian ini berjaya dalam
membentuk hidrogel yang boleh bertindak sebagai kerangka fungsian kerana
keupayaan mereka untuk mengekalkan struktur 3D dan memberikan sokongan
mekanikal kepada sel-sel.



FABRICATION AND CHARACTERISATION OF GENIPIN-CROSSLINKED
CARRAGEENAN-GELATINE HYDROGEL INCORPORATED WITH NASAL
FIBROBLAST SECRETOME FOR FUTURE USE IN AIRWAY EPITHELIUM IN
VITRO MODEL

ABSTRACT

Respiratory diseases have a major global health impact, requiring improved in vitro
airway epithelial models. However, challenges remain in scaffold design, ECM
replication, and mucociliary differentiation. The research problem is to identify the
suitable biomaterials, evaluating gelatin—carrageenan hydrogels and to determine
whether nasal fibroblast secretome can enhance growth factor delivery and tissue
regeneration. This study aimed to design and characterize a carrageenan/gelatin
hydrogel loaded with nasal fibroblast secretome for airway epitheliumengineering, The
hydrogel was made from kappa-carrageenan (karr) and bovine gelatin (gel)./In this
study, a concentration of 2% for-karrand 5% for gelwas used, and both were mixed at
different karr/gel (v/v) ratios, namely (6:4) and (8:2). The karr/gel-based hydrogel was
then crosslinked with genipin—and loaded with nasal fibroblast-secretome. After
fabrication, physicochemical, mechanical, and biological properties such as
biodegradation, porosity, water contact angle, water vaportransmission rate (WVTR),
compression and resilience, swelling, n/an'cistruéture, tensile strength, and
biocompatibility were characterized. Itwas foundthatthe C8G2Gnp0.4 group exhibited
significantly enhanced physical properties; if did not undergo degradation even after 4
weeks and showed good hydrophilic properties (water contact angle: < 90°). The
degradation resistance and mechanical strength of the hydrogel were improved through
genipin crosslinking. In additien, the C8G2Gnp0.4 hydrogel also supported human
fibroblast cell adhesion and was selected as the appropriate group for secretome
loading. The C8G2Gnp0.4 hydrogel maintained a sustained release of secretome at a
concentration 0f100 pg/ml within 24 hours, and its shelf life showed complete
degradationunder —80 °C storage on day 47. In conclusion, the secretome-loaded
hybrid hydrogel possessed suitable physicochemical and mechanical properties as a
potential biomaterial scaffold for future use in in vitro airway epithelial models. This
study successfully developed a hydrogel that can act as a functional framework due to
its ability to maintain a 3D structure and provide mechanical support to cells.
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BAB |

PENGENALAN

1.1 PENDAHULUAN

Penyakit pernafasan mempunyai impak kesihatan global yang besar. MenurutForum
Persatuan Pernafasan Antarabangsa, penyakit pernafasan-ini adalah antara salah satu
punca utama penyakit serius.dan-kematian.di.dunia. Terdapat kira-kira 65 juta orang di
seluruh dunia mengalami penyakit paru-paruobstruktif kronik (COPD) tahap sederhana
hingga teruk, manakala sekitar 334 juta lagi men{ghidag)asma. Padatahun 2015, terdapat
10.4 juta kestuberkulosis (TB) yangdilaporl(ag?;"elain itu, jangkitan saluran pernafasan
akut merupakan antaratiga punca u;zilrﬁa Kematian dan kecacatan bagi semua peringkat
umur. Kanser paru-paru pu@nérﬁyebabkan kematian Kira-kira 1.6 juta orang setiap
tahun. Justeru, tisu turb]inafhi/aung berkait rapat dengan penyakit-penyakit tersebut
kerana ia membentuk sebahagian daripada sistem "saluran pernafasan bersatu" yang
berterusan dan berkongsi struktur epitelium dan tindak balas keradangan yang serupa
dengan saluran pernafasan bawah. Di samping itu, turbinat membantu menapis dan
menyesuaikan udara yang dihirup, manakala apabila berlakunya sebarang keradangan
atau kerosakan, ia akan membenarkan kemasukan alergen, pencemar, dan karsinogen
yang lebih besar ke dalam paru-paru, menyumbang kepada perkembangan dan
pemburukan asma dan COPD serta meningkatkan risiko kanser. Selain itu, disebabkan
kesamaan selnyadan kemudahan capaian, tisu turbinathidung banyak digunakan dalam
penyelidikan dan kejuruteraan tisu sebagai model untuk mengkaji keradangan saluran
pernafasan, mekanisme penyakit, dan intervensi terapeutik untuk penyakit pernafasan
ini. Menurut kajian Kinga et al., 2018, epitelium saluran udara merupakan salah satu
kawasan utama yang terdedah kepada kesan toksik dalam sistem pernafasan, di mana
ia berperanan sebagai benteng pelindung bagi melindungi saluran pernafasan. Oleh itu,

pembangunan model in vitro yang meniru struktur dan fungsi bahagian paru-paru ini



telah menjadi keutamaan utama dalam penyelidikan. Selain itu, epitelium salur udara
yang kebanyakannya terdiri daripada sel-sel silia dan sel-sel perembes banyak
membantu untuk melindungi dan melembapkan lendir pulmonari (Ghanemetal., 2021).
Di samping itu, dalam kajian epidemiologi dan eksperimen menyatakan bahawa
penyedutan bahan zarah (particulate matter, PM) telah dikaitkan dengan morbiditi dan
kematian gangguan kardiopulmonari seperti penyakit kronik paru-paru obstrukiif
(COPD), asma, kanser paru-paru, radang paru-paru, penyakit jantung iskemia dan strok
(Fiordelisietal., 2017). Ini kerana hidung adalah organ utama hubungan antara mikrob
alam sekitar, bahan pencemar dan alergen. Oleh itu, selepas kecederaan yang dialami,
epitelium salur udara haruslah diperbaiki dan diperbaharui dengan segera untuk

memulihkan integriti dan fungsinya (losifidis etal, 2016).

Biobahan memainkan-peranan-penting-dalam-pembangunan niodel in vitro
terutamanya dalam aplikasi kejuruteraan tisu di mana Kerangka bertindak sebagai
templat tiga dimensi untuk menyokong Iekatan sely preliferasi, dan pembezaan (Zhang
et al., 2018). Sifat fisiokimia dan mekamk/a/blcmahan termasuk keporosan, bioterurai,
dan keanjalan adalah penting dalam meniru persekltaran matriks ekstraselular (ECM)
asli dan menggalakkan pemb/ t/ukantnsu yangberfungsi (Nashihahetal.,2023). Antara
kebanyakan biobahan, Polifne/r semula jadi telah mendapat perhatian yang ketara
disebabkan-oleh biokeserasian dan bioaktivitinya. Karrageenan dan gelatin adalah
biobahan semula jadi yang banyak dikaji dalam pembuatan hidrogel. Gabungan
karrageenan dan gelatin telah terbukti menghasilkan rangka kerja komposit dengan sifat
struktur dan biologi yang dipertingkatkan sesuai untuk aplikasi kejuruteraan tisu
(Rabiatul et al., 2024). Untuk meningkatkan lagi kestabilan dan kekuatan mekanikal
hidrogel ini, genipin sebagai agen pengikat silang yang diperoleh secara semula jadi
selalunyadigunakankeranasitoksisitinyayangrendah (Ngetal., 2023). Selain daripada
reka bentuk perancah, penggabungan faktor biologi telah terbukti menjadi salah satu
strategi utama untuk meningkatkan penjanaan tisu. Sekretom yang terdiri daripada
molekul bioaktif seperti faktor pertumbuhan, sitokin, dan vesikel ekstraselular,
memainkan peranan penting dalam komunikasi antara sel dan pembaikan tisu
(D’Arrigo etal., 2019).



Pembangunan dan perkembangan dalam pengkulturan pelbagai jenis sel model
in vitro untuk digunakan dalam sistem epitelium salur udara bawah dan atas merupakan
cabaran utama dalam pendekatan kejuruteraan tisu. Oleh itu, kajian ini akan dilakukan
untuk memperbaiki kajian terdahuludengan mencipta hidrogel yangmampu digunakan
dalam epitelium saluran udara. Keupayaan sel untuk membina tisu dan mengekalkan
fungsi khusus tisu in vitro secara kritikal bergantung kepada pelbagai isyarat topografi
dan biokimia. Corak topografi baru-baru ini mendapat banyak minat sebagai cara untuk
mengawal nasib sel, memahami interaksi sel-mikro, dan menyelesaikan masalah besar
ubat regeneratif, pada masa yang sama ia menyediakan isyarat topografi yang boleh
mempengaruhi cytoskeleton membina semula atau mencetuskan reseptor membran sel
(Ke Zang et al., 2019). Seperti kajian terdahulu, mikrotopologi telah menunjukkan
bahawa ia boleh mengawal pertumbuhanSel-sel saraf dan tisu-tisu serta ia juga boleh

merangsang percambahandan pembezaan sel (Fangetal.,; 2021).
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Oleh itu, jenis topografi sesuai yang gjbuat pada biobahan boleh digunakan
untuk mengawal pengembangan pembezaén-dan proliferasi sel (G. Doron dan J. S.
Temenof, 2021; J. Minguela et [ql/.', 202J1). Selain itu, isyarat biokimia boleh
dikategorikan mengikut ketu/ntir)éﬁ sel sasaran yang akan mengalami pembezaan. la

merangkumi kompenen sama adalarut atau pegun seperti sitokin, faktor morfogenetik,

pelbagai faktor pertumb{Jhan, protein matriks ekstrasel (ECM) serta molekul kecil yang
berupaya meresap ke dalam sel (Barui et al., 2018). Pada masa ini, model in vitro
dengan persamaan mikrofisiologi yang tinggi serta keupayaan mensimulasikan model
penyakit tidak mudah didapati kerana kekurangan pengetahuan mengenai keperluan
topografi dan biokimia untuk pembentukan epitelium saluran udara in vitro dengan
fungsi mukusosiliari. Justeru, kajian ini cenderung untuk mengkaji beberapa

permasalahan seperti berikut :

1) Model epitelium saluran pernafasanyangsedia ada kekurangan kerangkabiomimetik

yang meniru kedua-dua sifat struktur dan biokimia ECM.

2) Karrageenan memberikan kekuatan tetapi kekurangan lekatan sel, manakala gelatin

menyokong lekatan tetapi mempunyai kestabilan yang lemah.



3) Kajian terhad membincangkan pengoptimuman hidrogel karrageenan—gelatin untuk

sifat fisikokimia dan mekanikal yang ideal.

4) Penggunaan sekretom fibroblas hidung sebagai komponen bioaktif masih kurang
diterokai.

5) Terdapat data yang tidak mencukupi mengenai biokeserasian, kadar pelepasan

fibronektin dan jangka hayat hidrogel yang dimuatkan dengan sekretom.

1.2 OBJEKTIF KAJIAN

Kajian ini memfokuskan dalam dalam-pembangunan perancah biobahan yang baharu

bagi kegunaan di dalam model in vitro epitelium saluran pernafasan.

P

-

1.2.1 Objektif Umum ' ¢

=
Untuk fabrikasi dan mencirikan hiergeI(q/ragenan/gelatin yang dimuatkan dengan
sekretom fibroblas hidung sebagai perancah yang berpotensi untuk pembinaan

i
epitelium saluran pernafasgns” %~

I
1.2.2 Objektif Khusus

). Mengfabrikasikan dan mencirikan sifat fiziko-kimia formulasi hidrogel

karagenan/gelatin yang ditaut-silang dengan genipin.

i) Menentukan kekuatan mekanikal dan sifat biologi iaitu bioserasi sekretom fibroblas

hidung yang dimuatkan dalam hidrogel komposit.

iii) Menilai penguraian dan kadar pelepasan ubat (drug) iaitu bronektin daripada

perancah hidrogel.

1.3 PERSOALAN KAJIAN

Bagaimana prestasi hidrogel karrageenan—gelatin ditaut silang dengan genipin yang
disertakan dengan medium berkeadaan fibroblas hidung (NFCM) dari segi pembuatan,



sifat biologi, kestabilan, dan tingkah laku pelepasan terkawal untuk potensi aplikasi

dalam kejuruteraan tisu epitelium saluran pernafasan?

1.4 SKOP KAJIAN

Kajian ini memfokuskan kepada pembuatan, pengoptimuman dan pencirian hidrogel
karragenan—gelatin ditaut silang dengan genipin yang dipadankan dengan medium
berkeadaan fibroblas hidung (NFCM). Skop kajian ini merangkumi penyediaan bahan,

penilaian struktur, dan penilaian biologi sistem hidrogel.

Pencirian fizikokimiatermasuk penilaian bioterurai, keporosan, sedut sentuhan,
nisbah pembengkakakan, mikro-struktur, mampatan, daya tahan, WVTR dan tempoh
gelasi. Penilaian biologi'menumpukan pada penilaian keserasian hidrogel'dengan sel.
Selain itu, kestabilan dan jangka hayat sistem hidrogel dikaji di bawah keadaan
penyimpanan yang terkawal. A

o Y
Kajian initerhad kepada analisis eksper(m:enéecarain vitro dan tidak termasuk ujian
in vivo. Hidrogel dinilai seb/aga!/,f\ahgka kerja berpotensi untuk pembangunan model
epitel saluran pernafasan m\asfa/d‘épan dan bukan untuk penggunaan klinikal secara

langsung. l

1.5 SIGNIFIKAN KAJIAN

Kajian ini penting dalam bidang biobahan dan kejuruteraan tisu saluran pernafasan
kerana ia memperkenalkan sistem hidrogel pelbagai fungsi yang menggabungkan
biobahan struktur dengan medium kondisinya yang aktif secara biologi. Integrasi
karagenan dan gelatin menyediakansistem kerangka yang seimbangdi mana karagenan
menyumbang kepada kestabilan mekanikal dan penghidratan, manakala gelatin
menyediakan komponen yang menyokong penempelan dan proliferasi. Penggunaan
medium yang dikondisikan fibroblas hidung (NFCM) menambah komponen isyarat
yang relevan secarabiologi yang mengandungi faktor pertumbuhan, sitokin dan vesikel
ekstraselular yang meniru persekitaran mikro saluran pernafasan semula jadi.
Gabungan inidijangka meningkatkantindak balas selular danmenggalakkan regenerasi

tisu dengan carayanglebih menyerupai keadaanin vivo. Selain itu, penilaian keserasian



biologi memastikan bahawa sistem hidrogel sesuai untuk aplikasi biologi, manakala
analisis pelepasan terkawal memberikan pandangan tentang penghantaran berterusan
molekul bioaktif. Penilaian jangka hayat dan kestabilan juga pentinguntuk menentukan
kebolehgunaan praktikal dan potensi sistem hidrogel tersebut. Secara keseluruhan,
kajian ini menyumbang kepada pembangunan rangka biomimetik canggih untuk
pemodelan epitel saluran pernafasan yang boleh digunakan dalam penyelidikan

penyakit pernafasan, saringan ubat, dan perubatan regeneratif.

1.6 HIPOTESIS

Ciri fisiokimia yang optimum bagi sekretom fibroblas hidung yang dimuatkan dalam
hidrogel kolagen/gelatin adalah penting untuk-pembangunan masa depan.model epitel

saluran pernafasanin vitro.



BAB II

KAJIAN KEPUSTAKAAN

Bab ini membentangkan gambaran keseluruhan yang menyeluruh mengenai‘konsep
asas dan bahan yang berkaitan dengan Kajian ini. la bermula dengan perbincahgan
mengenai kecederaan epitel saluran pernafasan, menekankan punca, mekanisme, dan
implikasinya terhadap kesihatan pernafasan. Bab ini kﬁMUdian memperkenalkan model
in vitro sebagai alat penting untuk mengkaji pem’baikén dan regenerasi epitel saluran
pernafasan di bawah keadaan makmal yaﬁ@te?kawal. Seterusnya, bab ini meneroka
peranan biobahan dalam kejurut/e\réan tisu, termasuk gambaran keseluruhan pelbagai
jenis biobahan dan penggu n;ﬁnyé. Penekanan khusus diberikan kepada bahan tertentu
seperti karagenan; gelatin, dan genipin, diikuti dengan perbincangan terperinci
mengenai-formulasi dan sifat-sifat rangka kerja karagenan—gelatin yang disalurkan
silang dengan genipin. Selain itu, konsep sekretom diperkenalkan, dengan penekanan
pada komponen dan kepentingan biologi sekretom fibroblas hidung dalam
mempromosikan pembaikan dan regenerasi tisu. Akhir sekali, bab ini mengulas kajian-
kajian terdahulu yang berkaitan dengan biobahan dan pembentukan kerangka dalam
model epitelium pernafasan in vitro, menyediakan asas dan konteks untuk penyelidikan

Semasa.

2.1 KECEDERAAN EPITELIUM SALURAN UDARA

Paru-paru sentiasa terdedah kepada jangkitan, toksin, dan bahan pencemar bawaan
udara yang menekankan homeostasis. Akibatnya, gangguan pernafasan menyebabkan
beban penyakit global yang besar dan merupakan antara punca utama kematian di

seluruh dunia. Penyakit pernafasan boleh menjejaskan komponen sistem pernafasan



termasuk saluran udara atas dan bawah, paru-paru dan struktur yang berkaitan. Justeru,
sistem pernafasan adalah rangkaian yang kompleks dan penting dalam tubuh manusia,
khusus untuk pertukaran oksigen dan karbon dioksida dan menjadikan sistem yang
paling penting untuk mengekalkan kehidupan yang sihat. Proses di dalam sistem
pernafasan melibatkan epitelium saluran udara sebagai komponen utama untuk
memastikan pertukaran gas berlaku secara efisien di samping berfungsi sebagai

penghalang terhadap sebarang ancaman (Russell RJ etal., 2024).

Epitelium saluran udara adalah sistem kompleks jenis sel yang berbeza yang
berfungsi bersama-sama dengan sistem imun untuk membentuk penghalang utuh, yang
menghalang zarah asing dan patogen daripada memasuki kompartmen subniukosa
(Raby et al., 2023). Epitelium tersebut-terdapat di-sepanjang saluran pernafasan
merangkumi hidung, trakea;-bronkus;-dan-bronkiol-yang menjadikannya sebagai
penghalang pelindung serta pemisah persekitaran Iu/aran’secara fizikal, yang terdiri
daripada udara dan zarah. Seterusnya, epiteliy,m saluran udara tidak terdiri daripada
hanya satu jenis sel. la terdiri daripada pelbagaijenis sel, termasuk sel terselium, sel
goblet, sel basal dan lain-lain (Ruy’s}séveldt}e/t al., 2021). Setiap jenis sel memainkan
peranan tertentu dalam men@e«k/évli(an fungsi dan integriti epitelium. Tambahan pula,
epitelium tersebutdilenqkapi d;ngan selpenghasil siliadan lendir. Silia yangdihasilkan
membantu dalam pergerakan lendiran, zarah dan mikroorganisma yang terperangkap
untuk keluar dari saluran pernafasan dan dikenali sebagai pelepasan mukosiliari seperti
diRajah 2.1 (Bustamante-Marin & Ostrowski, 2017).

Kebanyakan penyakit pernafasan yang dialami oleh seseorang individu adalah
disebabkan berlakunya kecederaan epitelium saluran udara. Kecederaan tersebut
berpunca daripada lapisan sel yang melapisi saluran pernafasan termasuk hidung,
trakea, bronkus dan bronkiol telah mengalami kerosakan (Raby et al., 2023). Jangkitan
pernafasan yang disebabkan oleh virus atau bakteria boleh mencetuskan keradangan
dan menjejaskan fungsi penghalang perlindungan epitelium saluran udara(Oliva &
Terrier, 2021). Selain itu, pendedahan kepada perengsa alam sekitar seperti bahan
pencemar, asap dan bahan kimia boleh menyumbang kepada kecederaan (Kharrazian,
2021; Nishida & Yatera, 2022). Individu yang mempunyai alahan mungkin mengalami

kerosakan epitelium sebagai tindak balas kepada alergen, yang membawa kepada



keradangan dan peningkatan kerentanan (Goleva et al., 2019; Hellings & Steelant,
2020). Di samping itu juga, kecederaan mekanikal yang timbul daripada prosedur
perubatan atau trauma juga boleh menyebabkan bahayanya kepada epite lium saluran
udara (Prokakis etal., 2014; Struck et al., 2018).

Kesan daripada kecederaan epitelium saluran udara sangatlah penting untuk
dititikberatkan. Fungsi penghalang di dalam epitelium yang telah terjejas akan
meninggalkan kesan kepada sistem pernafasan untuk lebih mudah terdedah kepada
kemasukan patogen dan perengsa seterusnya meningkatkan lagi risiko jangkitan.
Keradangan yang berlaku secara berterusan menjadi titik permulaan kepada tindak
balas terhadap kecederaan dan kemungkinan boleh berkembang menjadi Kronik.
Akibatnya, keadaan tersebut menjadi penyumbang kepada berlakunya penyakitasma
atau bronkitis kronik (Accordini-et-al.;~2015).-Sementara itu, kegagalan fungsi
mukosiliari boleh mengakibatkan kerosakan pada silia/l yang menghalang keberkesanan
pelepasan lendir dan puing dari saluran udara}Gudis etal., 2012; Tilley et al., 2015).
Epitelium saluran udarayang cedera mungk/n menunjukkan sensitiviti yang meningkat
dan membawa kepada tindak balas yang berleblhan terhadap rangsangan alam sekitar.
Walaupun epitelium memuIaKa[] proses pembaikan untuk menjanasemula sel-sel yang
rosak, kecederaan berteﬁusah a/tau berulang boleh menyebabkan pembentukan semula
yang tidak normal dan memberi kesan kepada ketidakstabilan struktur saluran udara.
Oleh-itu, pemahaman terhadap pelbagai punca di sebalik dan akibat kecederaan
epitelium saluran udara adalah penting untuk merumuskan intervensi khusus yang
bertujuan untuk mencegah dan merawat penyakit pernafasan. Rajah 2.1
menggambarkan organisasi struktur dan mekanisma pertahanan epitelium saluran
pernafasan. Permukaan saluran pernafasan dilapisi dengan lapisan mukus yang
berfungsisebagai penghalang fizikal untukmenangkap patogen dan zarahyangdisedut.
Di bawah lapisan ini, lapisan perisiliamemudahkanpergerakan siliayangterkoordinasi,
membolehkan pembersihan mukosilia untuk mengeluarkan mikroorganisma yang
terperangkap. Epitelium pernafasan terdiri daripada pelbagai sel khusus, termasuk sel
bersilia dan sel sekretori, yang menyumbang kepada pemeliharaan homeostasis saluran
pernafasan. Selain itu, sel epitelium mengeluarkan peptida antimikrob dan sitokin pro-
inflamasi yang memainkan peranan penting dalam tindak balas imun bawaan dan

pengawalan keradangan.
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Rajah2.1 Rajah menunjukkan fungsi penghalang; pelepasan mukosiliari, dan

pertahanan perumah dala/rae(iteliu’m saluran pernafasanbiasa
(Love,M.E.etal., 2022) «
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»

Model inj,\’/i/t/ro nlnerujuk kepada kaedah makmal terkawal yang membolehkan
pemqrhaﬁérﬂl‘ ke atas tisu, sel atau proses biologi di luar konteks biologi asal. Antara
) kaeaah yanEg kebiasannyadigunakan adalah di dalam cawan petri, tabung uji atau plat
_teaga (multiwell). Model in vitro digunakan secara meluas dalam penyelidikan untuk

menyiasat fungsi selular, interaksi molekul, tindak balas ubat dan mekanisme penyakit
dalam persekitaran yang dipermudahkan dan terkawal (Lumin Wang et al., 2024) .
Model-model inimenyediakan landasanyangberharga untuk memahami proses biologi
yang kompleks tanpa kebolehubahan dan kebimbangan etika yang berkaitan dengan
kajian in vivo (dalam organisma hidup) (Nikolic M etal., 2018).

Model epitelium saluran pernafasan in vitro ialah sistem berasaskan
makmal yang digunakan untuk mengkaji struktur dan fungsi epitelium pernafasan, tisu
yang melapisi saluran pernafasan dalam paru-paru dan saluran hidung. Model ini
biasanya terdiri daripada sel epitelium yang dikultur pada membran telap,

membolehkan ia menjadi lapisan pseudostratif yang meniru epitelium saluran
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pernafasan semula jadi (M Kerry. et al., 2011; Vrana et al., 2013). Model-model ini
digunakan untuk mengkaji proses selular seperti pembersihan mukosiliari, fungsi
penghalangdan tindak balas kepada patogen, alergen atau bahan pencemar (Hewitt, R.J
et al., 2021). Dengan mereplikasi keadaan saluran pernafasan, termasuk pendedahan
kepada udara pada permukaan apikal dan medium nutrien pada bahagian basolateral
(kultur antara muka udara-cecair), model ini menawarkan landasan yang relevan secara
fisiologi untuk memahami penyakit saluran pernafasan seperti asma, penyakit paru-
paru obstruktif kronik (COPD) dan fibrosis sistik.

Tambahan pula, model-model ini digunakan dalam pembangunan ubat
untuk menilai keberkesanan dan keselamatan rawatan yang disedut serta-untuk
mengkaji mekanisme yangmengakibatkan kerosakan dan pembaikan epitelium. Model
epitelium saluran pernafasan-secara-in-vitro-menawarkan landasan-terkawal dan
konsisten untuk mengkaji bagaimana sel saluran perrjatas’an bertindak balas terhadap
rangsangan yang berbeza, menjadikannya sumber- penting untuk penyelidikan
pernafasan. Memandangkan epltellum sahfanpernafasan bertindak sebagai barisan
pertahanan pertama terhadap patogen dan alergen yang disedut, model in vitro ini
membolehkan para penyelld/im]embuat kajian bagaimanasel epitelium bertindak balas
terhadap rangsangan ke{ada{ng/an, membebaskan sitokin dan berinteraksi dengan sel
imun (Mark-D. Et al., 2014; Sujin et al., 2021; William et al., 2022). Di samping itu
juga,inovast ini melangkaui budaya 2D tradisional dan menawarkan model yang lebih
menyerupai kepada struktur, fungsi dan interaksi selular saluran pernafasan in vivo.
Antara model yang banyak diguna pakai dalam kajian adalah model Saluran Udara 3D,
Air-Liquid Interface (ALI) Cultures (rujuk Rajah 2.2), Organoid Saluran Pernafasan,
Sistem Ko-Kultur, Saluran Udara Mikrofluidik pada Cip, Model Khusus Pesakit dan
Sistem Saringan High-throughput (Can Lietal., 2024; Thimoty etal., 2023; Yin et al.,
2022).

2.3 BIOBAHAN

Dalam gabungan dinamik antara biologi dan sains bahan, biobahan kini muncul sebagai
salah satu teknologi dan inovasi yang baharu. Umumnya, biobahan adalah sesuatu
bahan yangdireka bentukuntuk berinteraksi dengansistem biologi dan berfungsi secara

khusus dalam badan atau digunakan bersama dengan entiti biologi (National Institute



12

of Biomedical Imaging and Bioengineering, 2022). Bahan-bahan yang digunapakai
untuk menghasilkan biobahan ini boleh diperolehi daripada sumber semula jadi atau
disintesis di makmal. Seterusnya, biobahan dicirikan oleh keupayaan tertentu untuk
mempamerkan sifat yang disesuaikan seperti biokeserasian, bioterurai dan kekuatan
mekanikal (Singvi et al., 2019). Kini, pelbagai bidang termasuk perubatan, pergigian
dan juga bioteknologi mengaplikasikan penggunaan biobahan secara meluas. Dalam
bidang perubatan, biobahan adalah penting untuk membangunkan implan perubatan,
prostetik dan sistem penghantaran drug (S. Bhatetal., 2013). Selain itu, dalam bidang
kejuruteraan tisu, biobahan memainkan peranan penting dalam mewujudkan perancah
dan matriks untuk menyokong pertumbuhan sel dan pertumbuhan semula (Aishwara et
al., 2024). Kajian dan penggunaan biobahan telah menyumbang dengan ketara‘kepada
kemajuan dalam penjagaan kesihatan “dan teknologi di samping menawarkan

penyelesaian inovatif untuk meningkatkan dan memulihkan fungsi biologi.
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Biobahan memainkan peranan penting, dalam-kejuruteraan tisu, di mana ia
bertindak sebagai satu alat asas untuk pertimbuhan semula dan pembaikan tisu yang
telah rosak (Esther et al., 2014).\K’ejl/jruter£1n tisu adalah pendekatan interdisipliner
yang menggabungkan prinsiﬁyp/rfﬁsip dari sains bahan, biologi, dan kejuruteraan untuk
membangunkan strategi]unthk/memulihkan, mengekalkan atau meningkatkan fungsi
tisu biologi..Darisudutlain, kepentingan biobahandalam kejuruteraan tisu terletak pada
keupayaannya untuk meniru matriks ekstraselular semulajadi (ECM), rangkaian
kompleks protein dan molekul lain yang memberikan sokongan struktur dan biokimia
kepada sel-sel dalam tisu hidup (Khannaetal., 2021). Biobahan direka untuk meniru
isyarat fizikal dan kimia yang terdapat dalam ECM dan secara tidak langsung
mewujudkan persekitaran mikro yang menggalakkan penempelan, percambahan, dan
pembezaan sel (Nicholas etal., 2020).

Terdapat beberapa parameter penting untuk menghasilkan biobahan yang
terbaik dalam bidang kejuruteraan tisu. Antaranya ialah sifat biokeserasian biobahan
terhadap sel. Biokeserasian merujuk kepada keupayaan sesuatu bahan untuk
berinteraksi dengan tisu hidup atau organisma tanpa mencetuskan reaksi berbahaya
(Huzumet al, 2021). Dalam proses reka bentuk biobahan, pematuhan terhadap aspek
biokeserasian perlu diutamakan sebagai elemen teras bagi memastikan kualiti dan
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keberkesanan biobahan tersebut dalam aplikasi kejuruteraan tisu. Ini kerana sifat
biokeserasian memastikan penerimaan biobahan dalam tubuh badan sekaligus untuk
mengelakkan daripada sebarang reaksi yang buruk (Mariani et al. 2019). Beberapa
faktor menyumbangkepada biokeserasiansesuatu biobahan. Antaranya ialah komposisi
bahan kimia tertentu boleh mencetuskan tindak balas imun atau tindak balas sitotoksik.
Pengubahsuaian permukaan juga mempengaruhi peningkatan seperti penambahan
bahan salutan dengan molekul bioaktif (Hu etal., 2023). Ini bertujuan untuk mencipta
biobahan yang menyatu dengan persekitaran biologi serta menggalakkan interaksi

positif dengan sel dan tisu.

Selain itu, ciri-ciri mekanikal yang disesuaikan membolehkan bichahan
memberikan sokongan /penting terutamanya dalam—tisu load-bearing. Ciri-ciri
mekanikal biomaterial -merujuk-kepada-keupayaan-mereka -untuk menahan dan
menghantar daya mekanikal dan sifat-sifat ini bole/h disesuaikan untuk dimuatkan
dengan keperluan khusus tisu yang berbeza dalam'badan (Ozkhaya et al., 2016).
Biobahan boleh direka dengan ciri- CII’I me)(a,mkal tertentu seperti keanjalan, kekakuan
dan kekuatan untuk dijadikan sebagal alat penggantl atau sokongan kepada tisu asli
(Wang et al., 2020). Penyesualgnblobahan melibatkan pemilihan atau mereka bentuk
komposisi dan struktur l?iobéh;n untuk mencapai ciri-ciri mekanikal yang diperlukan.
Sebagai contoh, untuk tisu load-bearing seperti tulang atau tulang rawan, biobahan
perlu- mempunyai gabungan kekuatan dan fleksibiliti yang boleh menahan daya
mekanikal berulang tanpa menjejaskan integriti strukturnya (Thong & Jia., 2012).
Dalam konteks kejuruteraan tisu, biobahan yang digunakan untuk aplikasi ini mesti
mampu menahan beban di atasnya untuk mengelakkan kegagalan mekanikal atau
kemerosotan fungsinya dari masa ke masa. Ciri-ciri mekanikal biobahan yang
disesuaikan haruslah dipastikan agar dapat memberikan sokongan penting kepada tisu-

tisu ini seterusnya menyumbang kepada fungsi dan kelanjutan umurnya.

Di samping itu juga, bioterurai adalah antara salah satu ciri penting biobahan
yang memainkan peranan penting aplikasi bioperubatan. Konsep ini berpusat pada
keupayaan biobahan untuk mengalami kerosakan atau kemerosotan secara beransur-
ansur dari tempoh tertentu dan juga merupakan satu proses yang diselaraskan dengan
kadar pertumbuhan semula tisu (Reddy et al., 2021). Bioterurai biobahan secara
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beransur-ansur biasanya dibantu oleh proses semula jadi seperti tindak balas enzim,
hidrolisis atau mekanisme biokimia lain (Bher et al., 2022). Apabila biobahan
mengalami proses penguraian, ia mengeluarkan produk sampingan sama ada berlaku
secara semula jadi di dalam badan atau dimetabolisme dengan mudah bagi
meminimumkan risiko tindak balas yang buruk. Kelebihan sifat bioterurai terletak pada
keupayaannya untuk memberikan sokongan sementara atau perancah untuk
pertumbuhan semula tisu secara beransur-ansur. Selain itu, sifat bioterurai sesuatu
biobahan memberikan manfaat kepada seseorang kerana dapat mengelakkan daripada
menjalani prosedur pembedahan kali kedua (Sheikh et al., 2015). Oleh itu,
penggabungan proses penguraian dengan penjanaan semula tisu menjamin bahawa tisu

yang baru dapat dibangunkan secara beransur-ansur serta berfungsi dari masake masa.

Selepas itu, biobahan-boleh-direka-bentuk-dan-diubah suai untuk melepaskan
molekul bioaktif tertentu secara terkawal dan bgransUr-ansur. Kejuruteraan ini
membolehkan peraturan kinetik pelepasan ygng'tepat, mempengaruhi tingkah laku
selular dan memudahkan pertumbuhan semiula tisu. Dengan menggabungkan molekul
bioaktif secara strategik seperti fak‘t’qr/pertu fﬁbuhan, sitokin, atau molekul isyarat lain
ke dalam matriks biobahan, p/a*@fjényelidik dan saintis boleh mewujudkan persekitaran
yang disesuaikan secara aktif /bagi membimbing aktiviti selular di tapak implantasi
(Nikolova etal.; 2019). Pelepasan molekul bioaktif yang terkawal ini penting dalam
menggalakkan tindak balas selular yang diingini seperti proliferasi, pembezaan dan
migrasi sel yang merupakan proses penting bagi mewujudkan pertumbuhan semula tisu
(Kim etal., 2016). Dalam pembangunan biobahan, keupayaan untuk melaraskan kinetik
pelepasan secara terperinci merupakan aspek kritikal yang menentukan keberkesanan
fungsi sesuatu bahan tersebut. Kawalan pada kadar pelepasan membolehkan biobahan
melepaskan isyarat bioaktif secara berterusan dan setempat, meniru mekanisme
penghantaran isyarat biologi semula jadi dalam tubuh (Lu et al., 2024; Garcia-Garcia et
al., 2024). Tambahan pula, pendekatan ini meningkatkan kepada keu payaan biobahan
untuk berinteraksi dengan persekitaran biologi dan memupuk tindak balas tisu yang
lebih baik. la bukan sahaja meningkatkan keberkesanan terapeutik, malahmengekalkan
mikropersekitaran yang sesuai untuk pertumbuhan dan pembezaan sel, menyokong
aplikasi kejuruteraan tisu dan perubatan regeneratif (Zhangetal., 2024; Sen etal.,

2025). Dengan memanfaatkan potensi kejuruteraan biobahan untuk memodulasi
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tingkah laku selular melalui pelepasan terkawal, para penyelidik boleh membangunkan
strategi terapeutik maju untuk kejuruteraan tisu, perubatan regeneratif dan aplikasi

bioperubatan lain.

Dalam applikasi kejuruteraan tisu, pemilihan jenis biobahan yang bersesuaian
merupakan faktor penentukejayaan pembentukan semulaepitelium saluran pernafasan.
Secara umumnya, biobahan boleh dibahagikan kepada biobahan semula jadi, sintetik
dan hibrid. Biobahan semula jadi seperti kolagen, gelatin, asid hialuronik, kitisan dan
matriks ekstraselular dinyahsel (decellularized extracellular matrix, dECM) sering
menjadi pilihan kerana memiliki ciri bioaktif yang menyerupai matriks asal tisu, sekali
gus menyokong lekatan, migrasi dan pembezaan sel epitelium (Garcia-Garcia'et al-,
2024; Lu et al., 2024). Penggunaan matriks dinyahsel juga membolehkan struktur tiga
dimensi semula jadi saluran-pernafasan-dikekalkan;-menjadikannya landasan yang

P

relevan untuk regenerasi tisu (Zhangetal., 2024). <

PR

Selain itu, polimer sintetik sepetti/ﬁgl?(gsid laktik) (PLA), poli(asid glikolik)
(PGA), poli(asid Iaktik-ko-glikol\ik) (/PLGAf polikaprolakton (PCL) dan polietilena
glikol (PEG) digunakan secdra ﬁjfell]as kerana sifat mekanikalnya yang stabil, kadar
penguraian yang boleh ?iubah/s/uai, serta keboleh-prosesan yang baik melalui kaedah
seperti electrospinning atau percetakan 3D (Sen et al., 2025). Walau bagaimanapun,
biobahan sintetik sering digabungkan dengan komponen semula jadi untuk membentuk
perancah hibrid yang menggabungkan kelebihan bioaktiviti tinggi dengan kekuatan
mekanikal yang lebih baik. Sebagai contoh, gabungan kolagen dengan PLGA atau PCL
dapat meningkatkan biofungsi perancah dan pada masa yang sama mengekalkan
kestabilan struktur (Elsayedetal., 2022).

Terkini, pendekatan seperti penggunaan bio-dakwat berasaskan hidrogel untuk
biopercetakan segmen trakea atau saluran udara turut diterokai dan membolehkan
susunan sel epitelium saluran pernafasan dihasilkan secara lebih tepat (Liu etal., 2023).
Olehitu, reka bentuk dan pemilihan biobahan yangtepat, samaada semula jadi, sintetik
atau hibrid, adalah kritikal dalam memastikan persekitaran mikro yang kondusif bagi

pembentukan semula epitelium saluran pernafasan yang berfungsi dengan baik.
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2.4 KARRAGEENAN

Polisakarid ialah kelas karbohidrat kompleks dan merupakan biomolekul penting yang
berperanan sebagaialatproses biologi dan aplikasi perindustrian. Selain itu, polisakarid
terdiri daripada rantaian panjang molekul gula dan makromolekul ini berfungsi sebagai
rizab tenaga kritikal, komponen struktur dalam dinding sel serta menjadi antara salah
satu bahagian penting ECM. Alginat, agar dan agaros adalah salah satu polisakarid yang
berasaskan rumpai laut yang paling banyak dan dikaji dengan baik (Jafari etal., 2022).
Selain daripada itu, karageenan (karr) juga merupakan polisakarid yang diekstrak
daripada rumpai laut. Dalam konteks semasa, karr yang terdapat dalam keluarga alga
merah marin, muncul sebagai takungan polisakarid menarik yang dibezakan -oleh
struktur unik dan ciri-ciri fungsinya(Yegappanetal., 2018). Karr telah lama diterokai
untuk pelbagaiaplikasiterutamanyadalam bidang kejuruteraantisusHal ini kerana, karr
mempunyai beberapa ciri khusus yang menjadikannya amat berpotensi untuk

PR

digunakan dalam aplikasi kejuruteraan tisu.

> &

Karrageenan terdiri daripada uhit disakarida berulang 3-D-galaktosa dan a-D-
galaktosa yang dihubungkan- méldlai ikatan glikosidik berselang-seli B(1—4) dan
a(1—3). Strukturnya dicirikarl/“(fléh kehadiran kumpulan sulfat (-OSOs") pada pelbagai
posisi sepanjang tulang belakang, yang memberikan cas negatif yang kuat, hidrofilik
tinggi, dan aktiviti biologi. Dalam k-karrageenan, salah satu bentuk yang paling banyak
dikaji, residu a-D-galaktosa mengandungi jambatan 3,6-anhidrogalaktosa yang
meningkatkan kekakuan rantai dan menggalakkan pembentukan gel. Perbezaan dalam
darjah dan kedudukan sulfasi menghasilkan jenis karrageenan yang berbeza (x, 1, dan
A), yang berbeza dalam kekuatan gel dan tingkah laku reologi. Secara keseluruhan,
struktur  kimia karrageenan terutamanya corak sulfasi dan kandungan
anhidrogalaktosanya menentukan sifat fizikokimia dan kesesuaian untuk aplikasi
perubatan seperti hidrogel dan kejuruteraan tisu (Necas & Bartosikova, 2013; Liu et al.,
2023).
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Penyejukan Penyejukan
9 KQ’ Caﬂ
Pemanasan Pemanasan
Karrageenan
Reabimtaln Heliks Pengumpulan Heliks-Heliks
Berganda
Rajah2.2 Imej ini menggambarkan mekanisma gelasi karrageenan, di mana

polimer beralih dari struktur gelung rawak pada suhutinggi kepada
pembentukan heliks berganda yang tersusun_semasa-penyejukan.
Penyejukan seterusnya menggalakkan pengumpulan heliks—heliks,
yang membawa kepada pembentukan rangkaian gel tiga dimensi yang
stabil. Proses ini distabilkan oleh-kehadiran kation seperti K* dan
Ca?, yang bertindak sebdgai -jambatan ion antara heliks,
meningkatkan kekuatan dan kestabilan rangkaian. Gelasi ini bokh
diterbalikkan dengan-haba;bermakna ia boleh kembali ke keadaan sol
semasa dipanaskan dan membentuk gel semula semasa disejukkan.
(Sumb(er/,“/E.Mfacheco etal., 2020)

3
>3
»

I

/ Antara cifi khusus yang terdapat pada karr ialah biokeserasian. Umumnya, karr
dianggap mémpunyai sifatbiokeserasiandan diterima dengan baik olehtisu hidup tanpa
menyebabkan reaksi buruk yang ketara. Ini dapat dibuktikan melalui sumber karr
diperolehi, di mana karr wujud secarasemula jadi yang diekstrak daripada rumpai laut
merah dan digunakan dalam diet tradisional selama berabad-abad (Necasetal., 2013).
Ciri ini amat bermanfaat dalam pelbagai sektor seperti industri makanan dan
farmaseutikal kerana karr digunakandi atas sifatserba bolehnya, termasuk sebagai agen
pengegelan, penebalan dan juga penstabilan. Oleh kerana keupayaannya sebagai lengai
kimia, karr tidak mengalami sebarang reaksi yang akan menghasilkan kesan sampingan
yang berbahaya dan menjadi penyumbang kepada profil keselamatan secara
keseluruhannya (Youenesetal.,2018).Karrjuga diiktiraf secaraumum sebagai selamat
(Generally Recognized as Safe - GRAS) oleh pihak berkuasa kawal selia dan dianggap
tidak mungkin menyebabkan kemudaratan di bawah penggunaan biasa dalam produk

makanan (Liao et al., 2021). Potensi alergeniknya yang juga terhad dan jarang
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berlakunya tindak balas buruk membuktikan sifat keserasiannya dengan tubuh manusia
(Mokhtarietal., 2021). Walaupun sesetengah individu mungkin sensitif terhadap karr,
tindak balas alahan jarang berlaku. Kebanyakan tindak balas buruk yang berkaitan
dengan karr adalah bersifat gastrousus dan sering dikaitkan dengan jumlah penggunaan
yang lebih besar (Abud et al., 2024). Walaupun terdapat perbahasan berterusan
mengenai potensi risiko penggunaan karr, bukti saintifik semasa secara konsisten
menunjukkan ia bersifat biokeserasian dan selamat digunakan dalam pelbagai aplikasi
pengguna (Vieiraetal., 2023; Santos et al., 2022).

Seterusnya, karr terkenal dengan keupayaannya untuk membentuk gel atau
dikenali sebagai sifat penggelan. Karr boleh didapati dalam pelbagai jenis dan niasing-
masing mempunyai ciri-ciri-unik yang memberi kesan-kepada kegunaannya. Antara
jenis karr utama yang sering-digunakan-dalam-industry-dan penyelidikan ialah kappa
karrageenan (k-karr) yang mengandungi hanya satu k/umpUIan sulfat, iota karrageenan
(i-karr) yang mengandungi dua kumpulan sulf?t dan lambda karrageenan (y-karr) yang
mengandungi tiga kumpulan sulfat (Rupertetal.;2022; Subramanian & Varade, 2017).
k-karr dibezakan dengan keupayaaqﬁya untJuk mencipta struktur gel yang kuat dan
teguh. karr, terutamanya, 1’<{J<gr't7menjalani proses dua langkah yang melibatkan
peralihan gegelung-Ke qelik a?oabila penyejukan berlaku diikuti oleh pengagregatan
pergantungan kation (cation-dependent) antara helices, di mana kehadiran kation yang
tertentu seperti kalium atau kalsium adalah sangat penting untuk proses penggelan

berlaku secara berterusan (Manriquez-Hernandez, 2016).

2.5 GELATIN

Gelatin ialah satu jenis protein yang diperoleh daripada hidrolisis separa kolagen
semulajadi yang terdapat dalam kolagen haiwan daripada kulit, rawan, tulang, dan
tendon (Radhakrisnan et al., 2016). Gelatin dibentuk oleh ikatan peptida kovalen (-
CONH-) yang menghubungkan asid amino, manakala pelbagai kumpulan fungsi rantai
sisi seperti amino (—NH:), karboksil (—-COOH), dan hidroksil (—OH) tetap terdedah
sepanjang rantai polimer (Song et al., 2024). Kumpulan fungsi ini membolehkan
pembentukan ikatan hidrogen yang meluas, kelekatan air dan interaksi antara molekul,
yang bertanggungjawab terhadap keupayaan gelatin membentuk gel dan sifat
viskoelastiknya (Xuetal., 2025). Pengedaran beratmolekul gelatin berbeza bergantung
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pada sumber dan syarat pengekstrakannya (kolagen yang dirawat dengan asid atau
alkali) akan menyebabkan perbezaanpanjangrantai dan titik isoelektrik. Dalam aplikasi
kejuruteraan tisu, kumpulan fungsi reaktif ini juga menjadikan gelatin sangat sesuai
untuk pengubahsuaian kimia dan penyilangan contohnya dengan genipin untuk

meningkatkan kestabilan mekanikal dan ketahanan penguraiannya (Zhangetal., 2024).

Gelatin sangat hidrofilik dan mempunyai sifat penghalang gas yang baik
(K.Deshmuk et al., 2017). Semasa pautan silang gelatin, genipin digunakan sebagai
reagen penghubung silang kerana kepada keupayaannya untuk meningkatkan sifat
mekanikal dan mempunyai sifat bukan toksik (TH Nguyen et al., 2016). Seperti yang
dilaporkan oleh (Nga T. et al., 2021), hydrogel gelatin yang mengandungi kepekatan
genipin tertinggi mengekatkan daya proliferasi dan—tidak mendorong kepada
peningkatan dalam pengeluaran-lima-sitokin-pro-radangiaitu TNFa, I11:6, IP10, IL1B
dan IFNP.Selain itu, gelatin banyak digunakan sebage‘ii peolimer hidrogel berikutan sifat
penghidratannya seperti pembengkakan dan I;eterlarutan; ciri-ciri proses penggelan
seperti pembentukan gel, teksturisasi, periebalan, dan kapasiti pengikatan air; dan
tingkah laku permukaan seperti pemtge/ntukandemulsi dan buih, penstabilan, lekatan dan
kohesi, fungsi koloid pelindu/ng/, aén kapasiti pembentuk filem (Rashid etal., 2019). la
juga sesuai untuk pelb?gai\apgﬁkasi bioperubatan kerana biokeserasian, ketoksikan
rendah, aktiviti antimikrob, dan keboleh bioterurai. Hidrogel yang berasaskan gelatin
digunakan dalam penghantaran ubat (drug delivery) dan kejuruteraan tisu kerana

kebolehan untuk menyokong lekatan dan proliferasi sel (Panupongetal., 2017).

%P

Rajah 2.3 llustrasi gambar menunjukkan bahawa apabila bahan (polimer)
dipanaskan, rantai molekul menjadi lebih longgar dan tidak teratur.
Apabila disejukkan semula, rantai tersebut akan menyusun dir
dengan lebih teratur dan membentuk struktur yang lebih kuat serta
stabil. (Sumber: Eysturskard Jonhard, 2010).
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2.6 GENIPIN

Genipin ialah agen penghubung silang semula jadi yang diperoleh daripada buah
gardenia (Gardenia jasminoides) dan biasanya digunakan dalam bidang bioperubatan
untuk menghubungkan silang biopolimer seperti kolagen, gelatin dan protein lain.
Secara kimia, ia mempunyai formula molekul Ci1H140s dan berat molekul kira-kira
226.23 g/mol, dan ia tergolong dalam kelas monoterpenoid siklopenta[c]piran (iridoid)
yang dicirikan oleh sistem cincin bisiklik terfusi. Strukturnya mengandungi sistem
cincin dihidropiran yang sangat reaktif dengan pelbagai kumpulan hidroksil (—OH) dan
fungsi ester/lakton, yang menyumbang kepada polariti dan kelarutan airnya. Ciri
penting dalam struktur genipin ialah kehadiran karbon olefin elektronik. pada
kedudukan C3, yang mudah mengatami serangan-nukleofilik oleh kumpulan amina
primer dalam protein seperti gelatin, yang membawa kepada pembentukan silang
kovalen stabil dan rangkaian polimer berpigmen biru yang khas (Wahba, 2024; Xu et
al., 2024; Manickam etal., 2014; Zhang et al., 2024).7
> e &

Genipin telah banyak digunakandisebabkansifat-sifatyangada padanyaseperti
biokeserasian ketoksikan yang rehdah dan keupayaan untuk membentuk pautan silang
yang stabil dan kuat (Kildee;a/ ei al., 2020). la memainkan peranan penting dalam
mencipta hidrogel atau biobahan yang lebih tahan lama dan kukuh dari segi struktur.
Genip yang akan menjadi agen taut silang menonjol sebagai pendekatan terkemuka
untuk fabrikasi biomatriks, direka untuk mengatasi batasan ini dan mengoptimumkan
hasil klinikal masa depan, terutamanya dalam menggalakkan penyembuhan luka (Nike
etal., 2022).

Selain itu, ia menawarkan banyak kelebihan kepada biomatriks yang
difabrikkan, termasuklah kekuatan mekanikal dan kekuatan yang dipertingkatkan,
kestabilan haba yang lebih baik, mengurangkan keterlarutan apabila terdedah kepada
enzim dan persekitaran cecair, dan kapasiti bengkak serta peningkatan keanjalan dan
kelikatan (A.Mior et al., 2019; Busra et al., 2017). Walaupun ia mempunyai banyak
kebaikan, kawalan yang teliti terhadap kepekatan genipin dan faktor persekitaran
diperlukan untuk mengoptimumkan pautan silang tanpa men jejaskan fleksibiliti atau

biokeserasian.
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Rajah2.4 Imej inimenerangkan proses penghasilan dan fungsi genipin sebaggai
agen taut silang Bahan mentah diperoleh daripada tumbuhan
Gardenia jasminoides dan Genipa americana melalui proses
pengekstrakan seperti maceration, purification, dan concentration
untuk mendapatkan sebatian geniposjde/.\Geniposide kemudiannya
ditukarkan kepada genipin melalui tindakan enzim p-glikosidase.
Genipin seterusnya bertindak balas dengan kumpulan amina primer
(-NH:) dalam biopolimé/me,lalui kehadiran oksigen dan masa,
membentuk ikatansilang-(erosslinking). Proses ini menghasikan
struktur polimeryang lebih kuat dan stabil, serta meningkatkan sifat
biokeserasian‘dan memberikan kesan anti-infeksi (Sumber : Neri
Numa et&l,, 2017).
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2.7 KARRAGEENAN-GELATIN BERSAMA GENIPIN

-

Gabungan gelatin dan karrageenan menawarkan kelebihan sinergi dengan
menggabungkan sifat melekat daripada gelatin dengan ciri bioaktif dan hidrofilik
karrageenan. Rangka komposit berasaskan polimer ini menunjukkan tingkah laku
pembengkakan, sifat mekanikal dan fungsi biologi yang lebih baik berbanding sistem
komponen tunggal. Sebagai contoh, rangka hibrid k-karrageenan/gelatin telah
menunjukkan hasil yang positif dalam menyokong proliferasi sel dan pembentukan
matriks ekstraselular serta menunjukkan potensi baik untuk aplikasi tisu regeneratif
(Liu etal., 2023).

Walaupun mempunyaiciri-ciriyangmenjanjikan, beberapa jurang penyelidikan
masih wujud. Terdapat kekurangan protokol pembuatan yang diseragamkan dan kajian

in vivo yang terhad menilai prestasi jangka panjang serta biokeserasian rangka
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karrageenan—gelatin—genipin. Selain itu, pengoptimuman nisbah polimer dan keadaan
penyilang-taut memerlukan kajian lanjut untuk mencapai keseimbangan ideal antara

kekuatan mekanikal dan prestasi biologi.

Secara ringkas, gelatin yang disilang dengan genipin telah disahkan secara
meluas sebagai sistem rangka yang bioserasi dan kukuh dari segi mekanikal, manakala
karrageenan menawarkan bioaktiviti tambahan dan sifat meniru ECM. Integrasi bahan-
bahan ini ke dalam satu rangka komposit tunggal mewakili pendekatan yang
menjanjikan tetapi kurang diterokai dalam kejuruteraan tisu, memerlukan kajian lanjut

untuk merealisasikan sepenuhnya potensinya dalam perubatan regeneratif.

2.8 SEKRETOM

Sekretom didefinisikan sebagai set lengkap molekul bio/aktif yang dilepaskan oleh sel
termasuk sitokin, faktor pertumbuhan, kemokin, fipid, dan vesikel ekstraselular
(EVs)—telah muncul sebagai strategi tanp/aziéljyang menjanjikan dalam kejuruteraan
tisu dan perubatan regeneratif (Kim et@al.,12022). Menurut kajian Da Silva et al., 2025,
dalam beberapa tahun kebelal(an\géﬁ Ini, sekretom yang diperoleh daripada sel stem
mesenkimal (MSC) telah mendapat perhatian yang ketara kerana ia telah menghasilkan

banyak kesan terapeuti]

k sel stem di samping mengelakkan daripada kesan yang
berkaitan dengan pemindahan sel hidup, seperti penolakan imun, tumorigenisiti, dan
sekatan regulatori. Sekretom ini menjalankan kesan regeneratifnyaterutamanya melalui
mekanisme isyarat parakrin, yang mengawal keradangan, menggalakkan angiogenesis,
menghalang apoptosis, dan merangsang proliferasi sel serta pengubahsuaian matriks
ekstraselular (D’Arrigo et al., 2019). Antara komponennya, EV seperti ekzosom
memainkan peranan utama dalam komunikasi antara sel dengan memindahkan protein
dan asid nukleik berfungsi ke sel sasaran, dengan itu memodulasi proses pembaikan
tisu (Zhang et al., 2025). Kajian pra-klinikal telah menunjukkan bahawa terapi
berasaskan sekretom dapat meningkatkan regenerasi pelbagai tisu termasuk rawan,
tulang, kulit, dan otot dengan meningkatkan keadaan mikropersekitaran tempatan dan

mengaktifkan laluan pembaikan endogen.

Sekretom fibroblas hidung ialah koleksi bahan yang dihasilkan dan dikeluarkan

oleh fibroblas hidung, iaitu sel khusus yang terdapat dalam tisu penghubung mukosa
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hidung. Fibroblas ini ialah sel khusus yang terletak di dalam tisu penghubung mukosa
hidung, lapisan hidung yang lembap serta lapisan pelindung (Rohaina et al., 2018).
Sekretom fibroblas terdiri daripada pelbagai protein, faktor pertumbuhan, sitokin dan
molekul lain yang penting untuk mengekalkan struktur dan fungsi tisu hidung (Park et
al., 2018). Dengan pelepasan bahan-bahanini, ia memainkan peranan penting dalam
mengawal pembaikan tisu, memodulasi tindak balas imun, mengawal keradangan serta
pada masa yang sama dapat menjamin kesihatan keseluruhan dan daya tahan saluran
hidung. Aktiviti rembesan ini menjadi sangat penting apabila badan menghadapi
kecederaan atau jangkitan, di manaia mampu bertindak sebagai mekanisme pertahanan

badan dan mengekalkan integriti tisu hidung.

2.8.1 Komponen Sekretom-Fibroblas hidung

ECM ;

-
P

Komponen utama sekretom fibroblas hidung}erdiri daripada pelbagai molekul yang
penting untuk mengekalkan kesihatan/dan&g/fu@gsian tisu hidung. Molekul ini adalah
termasuk protein matriks ekstrasel’Ular (ECM) yang menyediakan sokongan struktur
seperti kollagen, fibronektin%n]ﬁga elastin (Kular etal., 2014). Selain itu, ECM ialah
rangkaian kompleks pro,tein\dan molekul lain yang memberikan sokongan struktur dan
biokimia _kepada sel dalam tisu (Muncie et al., 2018). Fibroblas hidung
bertanggungjawab untuk merembeskan komponen ECM. Protein ECM yang
dirembeskan oleh fibroblas hidung memainkan berperanan dalam mengekalkan
integriti tisu, menyokong fungsi selular dan menyumbang kepada pembaikan dan
penjanaan semula tisu (Kendall et al., 2014). ECM merangkumi kollagen seperti
kollagen jenis I, 111 dan IV (Singh et al., 2023). Jenis kollagen itu sering dirembeskan
oleh fibroblas dan juga merupakan protein struktur utama dalam ECM. Fungsinya
adalah memberikan kekuatan tegangan kepada tisu serta memainkan peranan penting
dalam penyembuhanluka. Seterusnya, kollagen jenis I ialah bentuk yang paling banyak
dan ia akan membentuk menjadi fibril yang telah ditaut silang untuk memberikan
kekuatan (Henriksen and Karsdal, 2016). Manakala kollagen jenis Il sering ditemui
bersama Jenis | dan terlibat dalam mengekalkan keanjalantisu dan kollagen jenis IV
ialah komponen utama membran asas yang menyokong lapisan sel epitelium
(Kuivaniemietal., 2019;Velezetal., 2012) .
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Selain itu, fibronektin juga menjadi salah satu protein di dalam ECM.
Fibronektin ialah glikoprotein yang mempunyai berat molekul tinggi dan mempunyai
fungsi yang penting dalam struktur dan ECM (Alandi et al., 2016). la dirembeskan oleh
pelbagai sel, termasuk fibroblas hidung dan penting untuk proses seperti lekatan sel,
migrasi, pertumbuhan dan pembezaan (Speziale et al., 2019). Tambahan pula,
fibronektin wujud dalam dua bentuk utama seperti fibronektin plasma larut yang
beredar dalam darah dan terlibat dalam penyembuhan luka dan pembekuan manala
bentuk yang kedua ialah fibronektin selular tidak larut, yang membentuk komponen
penting ECM (Febrek et al., 2019). Di ECM, fibronektin bertindak sebagai perancah
pengikat, berinteraksi dengan pelbagai komponen ECM seperti kolagen, fibrin dan
proteoglikan serta integrin pada permukaan sel (Kim etal., 2011). Interaksi inijenting
untuk melabuhkan sel pada ECM, memberikan kestabilanmekanikal, dan membimbing
pergerakan sel semasa proseskritikal seperti pembaikantisu dan perkembanganembrio.
Fibronektin juga penting untuk proses penyembuhan luka kerana ia menggalakkan
migrasi fibroblas ke ruang kecederaan dan m(;mb'antu/membentuk matriks sementara
yang menyokong penjanaan semulati§uf({u§,¢2:014; Liu ZL et al., 2023). Tambahan
pula, fibronektin mengikatpelbagaiffaktor pértumbuhan, mengawal tindak balas selular
kepada isyarat persekitarfjl/nisé!;ali gus mempengaruhi proses penting sepert
angiogenesis (pembentqkan\saluran darah baharu) dan tindak balas imun (Zhou etal.,
2023). Walau bagaimanapun, dalam keadaan patologi seperti fibrosis dan keradangan
kronik, pemendapan fibronektin yang tidak normal boleh menyebabkan pembentukan

semula tisu yang berlebihan seterusnya akan mengakibatkan kekejangan tisu.

Seterusnya, elastin ialah protein matriks ekstraselular (ECM) kritikal yang
dirembeskan oleh fibroblas, termasuk dalam tisu hidung, dan memainkan peranan
penting dalam memberikan keanjalan dan daya tahan kepada tisu yang mengalami
tekanan mekanikal berulangseperti kulit, paru-paru dansaluran darah. Dalam sekretom
fibroblas hidung, elastin menyumbang kepada fleksibiliti struktur mukosa hidung,
membolehkannya meregang dan berundur selepas proses ubah bentuk berlaku serta
mengekalkan fungsi saluran hidung semasa pernafasan, bersin, dan pergerakan lain
(Trebacz et al., 2023). Elastin terdiri daripada monomer tropoelastin, yang bersilang
untuk membentuk rangkaian elastik yang tahan lama yang membolehkan tisu kembali

kepada bentuk asalnya selepas diregangkan (Ozsvar et al., 2021). Sifat ini amat penting
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dalam tisu seperti mukosa hidung, di mana keanjalan diperlukan untuk menampung
perubahan tekanan dan aliran udara (Edward dan Annamaraju, 2023). Sebagai
tambahan kepada peranan strukturnya, elastin berinteraksi dengan komponen dan sel
ECM lain melalui protein pengikat elastin, yang membantu mengawal tingkah laku
selular seperti percambahan, pembezaan dan migrasi (Bax et al., 2018; Heinz et al.,
2018). Ketidakaturan pengeluaran atau bioterurai elastin seperti yang dilihat dalam
penuaan atau penyakit tertentu seperti rhinosinusitis kronik boleh menyebabkan
kekejangan tisu dan kehilangan keanjalan dan pada masa yang sama menyumbang
kepada fungsi hidung terjejas dan peningkatan kerentanan terhadap kecederaan atau

keradangan (Baumannetal., 2021).

Faktor Pertumbuhan (Growth Factor)

Faktor pertumbuhan (growth factor) ialah molekul isyarat yang dikeluarkan oleh
fibroblas hidung yang penting untuk mengawal aktivi/ti/selular seperti percambahan,
pembezaan, migrasi dan pembaikan tisg./D/aIajn sekretom fibroblas hidung, faktor
pertumbuhan ini adalah kunci untuk mengekalkan keseimbangan fungsi tisu hidung,
membantu dalam penyembuhaf lukd dan mengawal tindak balas keradangan. Faktor
pertumbuhan merangkumi 5 aérﬁen laitu Transforming Growth Factor-f (TGF-p),
Fibroblast Growth Factors (FGFs), Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF),
Platelet-Derived Growth Factor (PDGF) dan Epidermal Growth Factor (EGF) (Saad

dan Chapple, 2022).

TGF-B ialah sitokin serba boleh yang memainkan peranan penting dalam
mengawal pelbagai aktiviti selular seperti pertumbuhan sel, pembezaan dan regulasi
imun (Deng et al., 2024). Dalam fibroblas hidung, TGF- adalah penting untuk
memelihara keseimbangan tisu dan memudahkan penyembuhan luka. la amat penting
untuk merangsang pengeluaran protein matriks ekstraselular (ECM) seperti kolagen dan
fibronektin untuk membaiki dan mengukuhkan tisu yang rosak. Protein TGF-f
dibebaskan daripada sel sebagai kompleks protein besar yang terdiri daripada tiga
komponen: dimer TGF-B matang, dimer propeptida TGF-B (juga dikenali sebagai
protein berkaitan kependaman, atau LAP) dan protein pengikat TGF-f terpendam
(LTBP) (David C, et al., 2004). Pengaktifan TGF-B berlaku apabila LAP berpisah
daripada dimer TGF-3 matang (Morikawa et al., 2016). Seterusnya, FGF merupakan
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keluarga protein isyarat yang bertindak dalam pelbagai proses biologi termasuk
percambahan sel, pembezaan, migrasi dan pembaikan tisu (Teven et al., 2014). FGF
terlibat dalam kedua-dua pembangunan dan penyelenggaraan tisu, mempengaruhi
pembentukan tisu seperti kulit, saluran darah, dan sistem saraf. Dalam fibroblas hidung,
FGF memainkan peranan penting dalam memudahkan pembaikan dan penjanaan
semula tisu. Selain itu, FGF adalah penting dalam menggalakkan angiogenesis, proses
pembentukan saluran darah baharu, yang penting untuk membekalkan nutrien dan
oksigen kepada tisu yang mengalami penjanaan semula (Schuhladen dan
Boccaccini, 2019).

Elemen ketiga di dalam faktor pertumbuhan ialah VEGF. VEGF ialah/sejenis
protein isyarat penting datam-sekretom fibroblas hidungmemainkan peranan penting
dalam angiogenesis atau-perkembangansaluran-darah-baharu seperti FGF (Schuhladen
dan Boccaccini, 2019) . Fungsi utama VEGF yang ‘dikenalpasti adalah untuk
merangsang pertumbuhan saluran darah dan ;neningkfatkan kebolehtelapannya untuk
memastikan tisu terutamanya dalam proseS_pembaikan atau penjanaan semula serta
menerima oksigen dan nutrien yan'g/rﬁencu‘l?upi (Johnson dan Wilgus, 2014). Dalam
tisu hidung, fibroblas membﬁa?/s'kén VEGF sebagai tindak balas kepada paras oksigen

rendah (hipoksia) -atau kecederaan sekaligus menggalakkan pembentukan kapilari

baharu untuk menyokoi]g kawasan yang rosak (Zimna dan Kurpisz, 2015). Sebagai
tampahan kepada peranannya dalam perkembangan vaskular, VEGF menyokong
penyelenggaraan dan penjanaan semula mukosa hidung, yang merupakan lapisan
pelindung di dalam saluran hidung. Dengan meningkatkan bekalan darah ke tisu yang
rosak atau meradang, VEGF mempercepatkan proses penyembuhan dan membantu
memulihkan integrititisu (Belvedere etal., 2022). Walau bagaimanapun, aktiviti VEGF
yang berlebihan boleh menyumbang kepada keadaan patologi, seperti rhinosinusitis
kronik dan polip hidung, di mana pertumbuhan saluran darah yang tidak normal dan
peningkatan kebolehtelapan vaskular boleh memburukkan lagi keradangan dan
pembentukan semulatisu (Delshad etal., 2016). Secara keseluruhan, VEGF merupakan
faktor penting untuk kedua-dua pembaikan tisu normal dan proses patologi dalam

fibroblas hidung.
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PDGF ialah faktor pertumbuhan yang berperanan penting dalam mengawal
percambahan, migrasi dan kewujudan pelbagai jenis sel terutamanya fibroblas, sel otot
dan sel mesenkim yang lain (Morbidelli dan Donnini, 2022; Demoulin dan Essaghir,
2014). PDGF terdiri daripada isoform yang berbeza dan kebiasannyadirujuk sebagai
PDGF-AA, PDGF-BB, PDGF-AB, PDGF-CC, dan PDGF-DD yang membentuk dimer
dan mengikat reseptor PDGF tertentu pada permukaan sel untuk memulakan laluan
isyarat intraselular (Gude et al, 2014). Dalam konteks fibroblas hidung, PDGF adalah
penting untuk penyembuhan luka dan pembaikan tisu (Jianetal., 2022). la merangsang
migrasi fibroblas ke ruang kecederaan dan menggalakkan percambahan sel serta pada
yang sama memastikan sel mencukupi tersedia untuk membina semula tisu yang telah
rosak. Tambahan pula, PDGF merangsang pengeluaran ECM seperti kolagen, yang
membantu mengukuhkan kekuatan dan kestabilan tisu Semasa proses penyembuhan
(Herreraetal., 2018). PDGF juga mencetuskan pembebasan matriks'metalloproteinase
(MMP) dalam pembentukan semula ECM bagi memudaﬁkan penjanaan semula tisu

-

yang betul (Trypuc etal., 2016). -
A a )

Akhir sekali, EGF ialah mpl'elfiﬂ isyaat berkuasa yang mengawal pertumbuhan
sel, percambahan dan pembe/zagﬁ;sama seperti fungsi PDGF (Wee dan Wang, 2017).
Kesan tersebut dapat dilihai a/pabila EGF mengikat ke Epidermal Growth Factor
Receptor (EGFR), di mana EGFR merupakan antara reseptor tirosin kinas yang terletak
di permukaan sel. Apabila ikatan antara EGF dan EGFR terjadi, maka berlakunya
pengaktifan dan akan mencetuskan pelbagai isyarat intraselular yang menggalakkan
kelangsungan hidup, pertumbuhan dan pembahagian sel (Shami et al., 2011). Hal ini
menjadikan EGFamatlah pentingdalam tisu epitelium termasuklah tisu dalam kulit dan
lapisan organ dalaman sepertimukosahidung. EGF juga terlibat dalam pengawalseliaan
pembezaan sel dan penyelenggaraan penghalang epitelium yang sihat (Laube et al.,
2021). Isyaratnya adalah penting untuk memastikan sel menjalani pembezaan sel
dengan betul kepada jenis yang diperlukan untuk membentuk tisu berfungsi. Walau
bagaimanapun, disregulasi isyarat EGF selalunya adalah disebabkan oleh ekspresi
berlebihan EGFR atau mutasi dalam laluannya dan boleh membawa kepada keadaan
patologi seperti kanser, di mana percambahan sel yang tidak normal dan pertumbuhan

tisu berlaku (Masuda et al., 2012).
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2.9 KAJIAN LEPAS DALAM PEMBENTUKAN BIOBAHAN/KERANGKA DALAM
MODEL IN VITRO EPITELIUM SALURAN PERNAFASAN

Dalam membangunkanbiomaterial baharu untuk kegunaan masa hadapan dalam model
in vitro epitelium saluran pernafasan, terdapat sifat fizikokimia dan mekanikal seperti
bioterurai, nisbah bengkak, keliangan, ultra-struktur, kekuatan mekanikal, sudut
sentuhan, dan kadar penghantaran wap air (WVTR) yang perlu dikaji. Sifat mekanikal,
rintangan korosi/bioterurai, dan sifat elektrik/optik ialah ciri fizikokimia yang paling
penting bagi sesuatu bahan. Menurut kajian literatur yang dilakukan oleh Nashihah et
al., 2023, terdapat beberapa kajian lepas berkaitan pembuatan biobahan untuk

digunakan dalam model in vitro epitelium saluran pernafasan (Rujuk jadual 2.1).

Pemilihan karrageenan, gelatin dan sekretom dalam kajian ini berdasarkan hasil
kajian dari biobahan sebelumnya yang menunjukkan bahawa perilaku sel sangat diatur
oleh komposisi kerangka, kimia permukaandan mikro;eﬂibina. Dalam pelbagai kajian,
hidrogel dan kerangka hibrid telah menunjqkkan bahawa isyarat biokimia seperti
protein ECM memainkan perananpenting dg_tgmqwatan sel, penjajaran, pembiakan dan
pembezaan. Berdasarkan jadual Z.iy kemajuan terkini dalam kejuruteraan tisu telah
menunjukkan bahawa kedufa/-/gu;komposisi biobahan dan isyarat mikropersekitaran
sangat mempengarthi tingkah laku sel, pembezaan, dan hasil penjanaan semula tisu.
Gelatin dipilih sebagai komponen utama kerana ia adalah terbitan kolagen yang
ternyahasli-yang mengekalkan motif pelekat sel utama. Ini disokong oleh penemuan
daripada sistem berasaskan kolagen dan gelatin, di mana isyarat topografi dan biokimia
secara signifikan mempengaruhi penjajaran dan polarisasi sel epitel (Soleas et al.,
2015). Begitu juga, kajian kolagen IV dan laminin menunjukkan bahawa protein yang
berasal dari ECM adalah penting untuk mempromosikan lekatan sel dan mengekalkan
fenotip epitel (Hamilton et al., 2020). Oleh itu, gelatin bertindak sebagai komponen
yang meniru ECM yang aktif secara biologi yang meningkatkan lekatan sel dan

menyokong organisasi seperti tisu.

Bertentangan dengan fungsi biologi gelatin, karrageenan dipilih kerana
peranannya sebagai agen penstabil struktur dan fizikokimia. Karrageenan adalah
polisakarida bersulfat yang mampu membentuk rangkaian hidrogel yang sangat

terhidrat dan stabil dengan kekuatan mekanikal, porositi, dan tingkah laku bengkak



29

yang boleh disesuaikan. Kajian literatur mengenai rangkaian berasaskan polisakarida
seperti kitosan, alginat dan agarosa secara konsisten menunjukkan bahawa integriti
struktur dan pengekalan air adalah penting untuk mengekalkan persekitaran mikro tiga
dimensiyangkondusif untuk pertumbuhan sel dan penyebaran nutrien. Sebagaicontoh,
rangkaian komposit kitosan—gelatin dan nanofiber PCL/kitosan yang dipintal secara
elektrospinning dilaporkan meningkatkan kestabilan mekanikal sambil mengekalkan
keserasian biologi dan menggalakkan penyerapan sel (Mahoney etal.,2016; Romanova
etal., 2019). Begitu juga dengan fibroin sutera dan rangka bentuk polimer semula jadi
lain telah menunjukkan hasil yang memberansangkan dalam aplikasi kejuruteraan tisu
kerana keseimbangan antara kekuatan mekanikal dan keserasian biologi mereka (Chen
et al., 2018). Dalam konteks ini, karrageenan berfungsi sebagai matriks hidrogel yang
boleh dipercayai yang menyediakan “sokongan struktur, mengekalkan tahap
penghidratan yang tinggi dan membenarkan penggabungan komponen bioaktif tanpa

P

menjejaskan integriti rangka kerja. <

PR

-

Walaupun komponen struktur dan ﬁelg@t adalah penting, kajian kini semakin
menekankan bahawa isyarat biokimlajuga é;ma pentingnya untuk penjanaan semula
tisu yang berfungsi. Ini telah/m/qr/nbawa kepada penggabungan molekul bioaktif seperti
faktor pertumbuhan; sitqkin\dan sekretom yang diperoleh daripada sel ke dalam sistem
penyokong-Sekretom yangterdiri daripadacampuran kompleks faktor larutdan vesikel
ekstraselular yang dirembeskan oleh sel, telah dibuktikan sebagai pengatur yang
berkuasa dalam pembaikan dan penjanaan semula tisu. Kajian melibatkan hidrogel
berasaskan fibrin yang digabungkan dengan fibroblas telah menunjukkan pematangan
epitel yang dipertingkatkan melalui mekanisma isyarat parakrin, di mana faktor yang
dirembes mengatur komunikasi sel-sel dan pemodelansemulatisu (Albersetal., 2016).
Begitu juga, sistem kerangka yang dilengkapi dengan asid retinoik telah menunjukkan
peningkatan dalam pembezaan epitel dan hasil regeneratif di mana ia menekankan
kepentingan modulasi biokimia dalam strategi kejuruteraan tisu (O’Leary et al., 2020).
Selain itu, kerangka hibrid seperti kolagen dan fibroin sutera telah menunjukkan
bahawa kehadiran isyarat bioaktif secara ketara meningkatkan pembezaan sel dan
fungsi khusus tisu (Wu et al., 2020; Zhong et al., 2019). Penemuan ini menyokong

dengan kuat penggunaan sekretom sebagai bahan tambahan biologi aktif yang mampu
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mencipta semula persekitaran isyarat dinamik tisu asli dan mempercepatkan proses

regeneratif.

Apabila penemuan ini digabungkan, reka bentuk yang jelas akan dihasilkan
dengan baik. Karrageenan menyediakan rangka mekanikal dan seni bina 3D terhidrat
yang diperlukan untuk sokongan sel dan pengangkutan nutrien. Gelatin menyumbang
fungsi biologi melalui motif menyerupai ECM, membolehkan lekatan sel dan interaksi
penandaan isyarat. Sekretom memperkenalkan persekitaran biokimia dinamik yang
kaya dengan faktor pertumbuhan dan molekul isyarat, yang secara aktif mengawal
tingkah laku sel dan menggalakkan regenerasi tisu. Reka bentuk tiga bahagian ini
selaras dengan prinsip kejuruteraan biobahan kontemporari yang menekankan bahawa
biobahan yang terbaik bukan sahaja perlu menyokong sel secara struktur tetapi juga
secara aktif mengarahkantingkah laku sel melaluiisyarat biokimia dan biomekanikal.
Selain itu, perbandingan literatur dalam jaduak 2.1 mgrentési pelbagai sistem kerangka
mengukuhkan rasional ini. Sebagai contoh, I;era’ngka Perasaskan PMMA dan yang
diubah suai menggunakan UV telah- ﬁen@jukkan kesesuaian untuk keadaan
pertumbuhan sel epitelium tertentu,(RabiafHI et al., 2015), manakala sistem sutera
fibroin/metilselulosa hidroksfp;rpbfl 3D-cetak telah menunjukkan hasil yangbaik dalam
aplikasi kejuruteraan tisu \epitelium (Zhong et al.,, 2019). Kerangka nanofiber
elektrospundanhidrogel berasaskanfibrin pulamenunjukkan bahawa nanostruktur dan
komposisi biokimia secara langsung mempengaruhi kematangan dan organisasi sel.
Kajian-kajian ini  secara kolektif menekankan bahawa prestasi kerangka
dimaksimumkan apabila reka bentuk bahan menggabungkan kestabilan struktur,
bioaktiviti permukaan dan isyarat biokimia merupakan pendekatan yang tepat diambil
dalam sistem hidrogel karegenan—gelatin—sekretom.

Apabila digabungkan, ketiga-tiga komponen ini menangani keperluan
pelengkap yang dikenal pasti dalam literatur: karrageenan menyediakan kestabilan
mekanikal dan struktur, gelatin membekalkan isyarat ECM-mimetik bioaktif untuk
lekatan sel, dan sekretom menghantar isyarat biokimia dinamik yangmengawal tingkah
laku sel. Strategi reka bentuk ini selaras dengan prinsip biomaterial moden, yang
menekankan pembangunan kerangka pelbagai fungsi yang mampu meniru kedua-dua
kompleksiti fizikal dan biokimia persekitaran mikro tisu asli. Oleh itu, sistem hidrogel



31

karrageenan—gelatin—sekretom dipilih sebagai pendekatan yang rasional dan disokong

oleh literatur untuk meningkatkan tindak balas sel dan potensi regenerasi tisu.

Kesimpulannya, kajian literatur menyokong dengan kuat pembangunan sistem
hidrogel komposit yang menggabungkan karrageenan, gelatin dan sekretom. Gabungan
ini dipilih untuk meniru kerumitan hierarki persekitaran tisu asli dengan
menggabungkan sokongan mekanikal, bioaktiviti meniru ECM dan isyarat biokimia
regeneratif. Reka bentuk sebegini dijangka meningkatkan lekatan sel, menggalakkan
pembentukan tisu yang teratur dan memperbaiki potensi regeneratif keseluruhan
berbanding sistem hidrogel berkomponen tunggal. Keseluruhannya, kajian-kajian ini
secara kolektif menekankan bahawa kejayaan kejuruteraan tisu bergantung pada
gabungan bahan biomimetik, permukaan kimia, struktur senibina dan persekitaran
isyarat multisel berfungsi secara sinergi - untuk mengawal tingkah faku sel dan

mempromosikan penjanaan semula tisu yang berfungsi. <



Jadual2.1 Ringkasan kajiansifat fizikokimia, mekanikal dan biologi biobahan/perancah dalam model epitelium saluran pernafasanin vitro.. <

Biobahan/Perancah

Jenis Sel

Hasil Utama

Kesimpulan

Hidrogel gelatin mikroalur
(SoleasJ.Petal., 2015)

CGP (kitosan-gelatin
polilaktida) dengan HA
(Romanovaetal.,2019)

3D-TIPSdenganhidrogel
kolagen
(WuL.etal., 2020)

Nanofiber PCL/kitosan
elektrospin
(Mahoneyetal.,2016)

PMMA (dirawatUV & genipin)
(Rabiatuletal.,2015)

Hidrogel SF/HPMC cetakan 3D
(zhongetal.,2019)

Kolagen IV & laminin ECM
(Hamilton et al., 2020)

Gel fibrin
(Albersetal.,2016) /
Perancah fibroin sutera 3D
(ChenZetal., 2018)
PCL-Kitosan-+asid retinoik
(O’leary etal.,2020)

Perancah plasmamanusia
(Yunusetal.,2021)

BEAS-2B

Sel epitelium respiratori
(HRECS)

hBEpiCs, hBFs,hBM-MSCs

Sel epitelium trakeobronkial
babi(PTBE)

Sel epitelium respiratori
(RECs)

BEAS-2B
HBECs
RECs
HBECs

Calu-3

RECs

99:48% seltersebar, sejajardenganalur,
pembentukansilia telah berlaku

Proliferasitinggipada lapisan nanofiber;
pembezaan
mukaosilier dihalang padaperancah tebal

Proliferasi & aktiviti metabolik meningkat; meniru
ECM dengan lebih baik

.\
A
Keanjalan tinggi, lekatansel baik

-

Proliferasitertinggipada PMMA-UV; kolagen
jelas® V4

Kelihatany

Parosititinggi, viabiliti >90%, lekatan &
pertumbuhanselbaik

Sokong lekatan seltetapi pembezaan terhad

Fibroblas membantu pembezaan epitelium

Pertumbuhan & viabilitisel baik sehingga harike-
21

Kekalkanviabiliti; perlukanujian lanjut
Perkembangan, penghasilan mukin, peningkatan
Ki-

67

Topografimempengaruhipenjajaran dan
polarisasisel  ~ ‘

HAmen ingkatkén hidrofilik permukaan

Hidrogel hibrid menyokong pembezaan

Mempunyais sifat biokeserasian dan struktur fiber
yangbaik

PMMA-UV terbaikuntuk pertumbuhan RECin
vitro

Sesuaiuntuk pertumbuhan epiteliumtrakea

Sesuaiuntukkajian lekatansel

Fibrin + fibroblas tingkatkan kematangan
epitelium

Berpotensi untuk pembaikan trakea

Berpotensi sebagai perancah terapeutik

Sesuaiuntuk pembinaan semula tisu epitelium

bersambung...

ce



... sambungan

Biobahan/Perancah

Jenis Sel

Hasil Utama

Kesimpulan

Hidrogel ECM daripundi
kencing
(Ravindraetal.,2021)

Fibrin + Kolagen +Fibroblas

(Tri-kultur)
(Kreimendahletal.,2019)

HBECs

HRECs, HUVECSs, Fibroblas

Bentukepitelium pseudostratifipadaharike-19

Pembentukansilia & vaskularisasi

Sesuaiuntukregenerasitrakea

Menyokong epitelium matang & salur
darah

Sumber: Nashihah etal., 20;3
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BAB III

METODOLOGI KAJIAN

3.1 KELULUSAN ETIKA

Reka bentuk kajian dan pengumpulan sampel telah mendapat kelulusan etika daripada
Jawatankuasa Etika Penyelidikan —Universiti —Kebangsaan Malaysia (UKM
PPI/111/8/JEP-2021-005).seperti.di-lampiranA_dan.B. Semua prosedur yang
melibatkan pengumpulan sampel, pemprosesan, dan. Kultur sel telah mematuhi
kelulusan etika. Tisu turbinat hidung berlebihan d/iperoleh daripada pesakit yang
menjalani pembedahan turbinat di HospTLaTQPakar KPJ Ampang Puteri dengan
persetujuan bertulis. Enam turbi\nat/ﬁidungdmanusia digunakan untuk mengumpul
medium bersyarat (CM), < )

3
>3

l
3.2 .~ CARTA ALIR KAJIAN

Rajah 3.1 menunjukkan aktiviti penyelidikan yang terlibat dalam kajian ini.
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3.3 BAHAN
3.3.1 Fabrikasi Hidrogel

Antara bahan yang digunakan semasa proses fabrikasi hidrogel ialah serbuk kappa-
karrageenan (karr) yangdiambil daripada Tacara Sdn Bhd (Sabah, Malaysia) (TA150) ,
gelatin (gel) (Nitta-Gelatin Inc., Osaka, Japan), genipin (FUJIFILM Wako Chemicals
Corporation, U.S.A.) dan etanol (TRP Technologies, Malaysia).

3.3.2 Senarai Reagen Pengkulturan Sel yang Digunakan

Semua reagen pengkulturan sel yang digunakan dalam kajian ini adalah gred analisis
dan disediakan dalam keadaan steril. Reagen ini dikendalikan mengikut protokol
makmal untuk memastikan-kesterilan-dan-mencegah-pencemaran sepanjang prosedur
eksperimental. Antara reagen yang digunakan ialah Kolagenase Jenis 1 (Worthington,
USA), Medium Dulbecco's Eagle yang D}iubah;uai: Campuran Nutrien F-12
(DMEM/F12; Biowest, USA), A.Mediunngﬁumbuhan Epitel Saluran Pernafasan
(AEGM; PromoCell, Sigma-AIqui»cp/,' USAJ), Serum Janin Lembu (FBS; Gibco,
Invitrogen, USA), B. Mediuﬁ»/éébas Serum Keratinosit Terspesifikasi (DKSFM;
Gibco, Invitrogen, US]A), \Garam Fosfat Dulbecco yang Di-Bufferkan (DPBS;
Invitrogen, -JK),; Campuran Trypsin Versene (Bio Whittaker, Lonza, USA),
TrypLETM Select (Gibco, Invitrogen, USA), Pewarna Biru Trypan (Gibco, Invitrogen,
USA), Bikarbonat Natrium (NaHCO3; Sigma-Aldrich, USA), Penimbal asid 4-(2-
hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic (HEPES) (Gibco, Invitrogen, USA),
Antibiotik Antimikotik (100X) (Gibco, Invitrogen, USA), and Glutamax (Gibco,
Invitrogen, USA).

3.3.3 Senarai Peralatan yang Digunakan

Peralatan yang digunakan dalam kajian ini terdiri daripada peralatan makmal yang
diperlukan untuk pembuatan hidrogel, pengkulturan sel dan analisis sampel. Semua
instrumen telah dikalibrasi dan diselenggara dengan betul sebelum digunakan untuk
memastikan ketepatan dan kebolehpercayaan keputusan. Peralatan tersebut
dioperasikan mengikut arahan pengilang dan garis panduan makmal yang telah

ditetapkan. Antara alat yang digunakan ialah Harmony Digital Hot Plate Stirrer (LMS,
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Jepun), Verner Kaliper, Termometer, Pemusing (Hettich Zentaifugen, Jerman),
Mikroskop Cahaya Olympus CK30 (Olympus, German), Mikroskop Terbalik CK40
(Olympus, German), Pipet (Eppendorf Research Corp, USA), Pengawal Pipet, Kabinet
Keselamatan Biologi Kelas Il (Bio-cabinets Australia Pty Ltd, Australia), Vortex
(VelpScientifica, Italy), Spektrofotometer (BioTek Power Wave XS, USA), Bekalan
Kuasa Voltan Tinggi, Pam Saring Mikrofluida NE-1002X Berprogram (New Era Pump,
USA), Hematositometer (LaborOptik, UK), Galaxy ] CO2 Incubators (RS Biotech,
UK), Mikroskop Fluoresens Terbalik Nikon Eclipse Ti (Nikon, Jepun), Mikroskop
Elektron Imbasan (Zeiss, Jerman), Pengering Beku dan Peti Sejuk Beku -80°C

3.4 FABRIKASI HIDROGEL KARRAGENAN/GELATIN

Hidrogel telah diperbuat daripada kappa karrageenan (karr) dan gelatin-lembu (gel).
Dalam kajian ini, kepekatan awal yang digunakan bagi karr adalah sebanyak 2% dan
gel adalah sebanyak 5%. Untuk menghasilkan kepeKatan tersebut, karr dan gel telah
dilarutkan berasingan dalam air suling pgdp/s/lfhg 60°C dan 40°C selama dua jam. Hal
ini kerana, gelatin menunjukkan sistem gel protein yang sensitif terhadap haba
(thermoreversible) yang cair/ap@biia dipanaskan, manakala kar bertindak sebagai
polimer karbohidrat-yang mémerlukan haba untuk pelarutan dan membentuk gel
apabila disejukkan dis]ebabkan pembentukan heliks yang distabilkan oleh ion,
mencerminkan kimia protein berbanding polimer karbohidrat yang berbeza serta
mekanisme interaksi mereka. Seterusnya, kedua-dua larutan tersebut telah dicampur
mengikut nisbah karr/gel yang berbeza iaitu karr/gel (0:10), (6:4) ml dan (8:2) ml
Selepas itu, larutan karr/gel telah dipaut silang menggunakan genipin secara pracampur
untuk menghasilkan kepekatan genipin sebanyak 0.2%, 0.3% dan 0.4% (berat/isi padu)
pada suhu 30°C sebelum dituangkan ke dalam acuan silikon yang dibaluti dengan

kerajang aluminium. 7 kumpulan hidrogel dihasilkan seperti berikut

1) COG10Gnp0.2 merujuk kepada nisbah Karr:Gel 0:10 dan kepekatan genipin 0.2%.
2) C6G4Gnp0.2 merujuk kepada nisbah Karr:Gel 6:4 dan kepekatan genipin 0.2%.
3) C8G2Gnp0.2 merujuk kepada nisbah Karr:Gel 8:2dan kepekatan genipin 0.2%.
4) C6G4Gnp0.3 merujuk kepada nisbah Karr:Gel 6:4dan kepekatan genipin 0.3%.
5) C8G2Gnp0.3merujuk kepada nisbah Karr:G 8:2dan kepekatan genipin 0.3%.
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6) C6G4Gnp0.4 merujuk kepada nisbah Karr:Gel 6:4dan kepekatan genipin 0.4%.
7) C8G2Gnp0.4 merujuk kepada nisbah Karr:Gel 8:2dan kepekatan genipin 0.4%.

&

5% larutan gelatin

2 % larutan karrageenan
(karrageenan + air suling)

Nisbah 0:10; 2:8; 4:6; 6:4, 8:2

O
-
- -

G
f 2D
< ="

Taut-silang genipin

! -

Biarkan di dalam acuan _
selama 24 jam pada suhu bilik Hidrogel

Rajah3.2 Skematik aliran kerja menggambarkan fabrikasi hidrogel karrageenan
gelatin yang ditaut silang dengan genipin, menghasilkan rangkaian
hidrogel tiga dimensiyang stabil untuk aplikasi kejuruteraan tisu.

3.5 PENGUMPULAN SEKRETOM

3.5.1 Pengkulturan Sel dan Pencirian

Dengan persetujuan bertulis daripada pesakit sebelum pembedahan, sampel turbinat
hidung telah diambil sebagai tisu berlebihan daripada Pusat Perubatan UKM dan
Hospital Pakar KPJ Ampang Puteri. Sampel tersebut di simpan di dalam kotak
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simpanan sejuk beku sebelum diproses. Kriteria untuk kemasukan dan pengecualian

dan juga jenis pensampelan yang disebutkan ditulis seperti berikut.

Kriteria untuk dimasukkan: Semua pesakit yang menerima pembedahan turbinat
daripada pelbagai umur dan jantina

Kriteria pengecualian: Pesakit yang mempunyai kanser
Jenis pensampelan yang disebutkan: Pensampelan mudah

Sampel turbinat dibersihkan dengan membasuhnya berkali-kali dengan Dulbecco
Phospate Buffer Solution (DPBS) dan-kemudian-memotongnya menjadi kepingan kecil
untuk pemprosesan selanjutnya. Larutan kolagenase jenis 1 (Worthington, NJ, Amerika
Syarikat) digunakan untuk mencerna tisu, yang mengambil masa selama1-2 jam dalam
pengocak inkubator pada suhu 37 °C dengan b,antﬂgr: larutan kolagenase jenis 1.

Apabila tisu yang dicernabebas daripadg f;u/
ia diemparkan pada 5000 rpm selama 5 minit-Kemudian pellet tersebut diampai dalam
medium kultur bersama Aj*/waif‘Epithelium Cell Medium (AECM), F-12, dan
Dulbecco's modified Eagle's m‘e/di‘um (DMEM), dalam nisbah 2:1:1. Seterusnya, foetal
bovine serum (FBS) {GIBCO, NY, USA) ditambah kedalam campuran, yang

kemudiannya dibiakkan ke dalam plat enam telaga. Seterusnya, sel-sel tersebut

dan sel epitelium salurudara (AEC),
-

dikulturkan padasuhu 37 ° C dalam inkubator CO, 5% selama 2-3 hari, dengan medium
pengkulturan yang ditukar setiap 2-3 hari. Selepas itu, fibroblas disingkirkan
menggunakan kaedah pengtripsinisasi, dengan meninggalkan koloni AEC. Sebaik
sahaja sel-sel telah mencapai kepadatan 80-90%, fibroblas ditripsinisasi menggunakan
0.05% Trypsin-EDTA (Lonza, Amerika Syarikat) untuk mengasingkannya daripada
AEC dan jika AEC tidak membiak dengan baik, AECM digunakan dan melalui proses
“passage” dalam pengkulturan sel.

3.5.2 Pengumpulan Media Kondisi (CM)

Dalam FD+10%, fibroblas FBS (P3) dikulturkan sehingga konfluen. Sel-sel itu
kemudiannya dibasuh dengan DPBS dan dikulturkan sama ada selama tiga hari atau
lebih di dalam kelalang atau di Airway Epithelial Cell Growth Medium (AECM).
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Medium buangan dikumpulkan dan ditetapkan sebagai Nasal Fibroblast Condition
Medium (NFCM).

3.6 BIOTERURAI

Kajian bioterurai ini diuji untuk mensimulasikan persekitaran bioterurai enzim fisiologi
yangserupadengan keadaan tisu saluran pernafasanin vivo, dimanabiobahan terdedah
kepada kedua-dua cecair badan berair dan aktiviti enzim daripada enzim pengubahsuai
matriks ekstraselular seperti kolagenase. PBS digunakan untuk meniru keadaan ionik
fisiologi dan pH cecair badan manusia (pH 7.2-7.4), manakala kolagenase dimasukkan
untuk meniru bioteruraienzimatik yangdilaluioleh enzim pemecah kolagen yang hadir
semasa pembaikan tisu dan proses-keradangan-pada kecederaan epitelium saluran
pernafasan. Sampel yang digunakan untuk ujian bioterurai disediakan dan telah
dihasilkan seperti yang diterangkan dalam protokol penyediaan hidrogel sebelum
dipotong kepada dimensi yang seragam untuk diceluplgz;n dalam medium bioterurai.
/,-

Untuk ujian bioterurai, sampel hicﬁagejl karr/gel yang dipaut silang dengen
genipin di sejuk bekukan t@ebjh"d*ahulu di dalam -80 selama enam jam sebelum
dikering sejuk beku selama 24/jarﬁ. Selepas disejuk bekukan, sampel telah dimasukkan
ke dalam mesin kering sejuk beku di bawah keadaan vakum, membolehkan ais
menjalani‘prases‘pemejalwapan terus dari pepejal ke wap tanpa melalui fasa cecair.
Langkah ini menghapuskan majoriti air (biasanya 90%) sambil mengekalkan stru ktur
dalaman yang terbentuk semasa pembekuan. Seterusnya, berat hidrogel tersebut

ditimbang dan direkod (B awa)-

Berikutan itu, sampel direndam dalam larutan PBS yang mengandungi
kolagenase jenis | (0.0006%) sebanyak 4ml dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 7,
14, 21, 28 dan 35 hari. Dalam kajian lepas, penilaian awal dalam 5 minggu pertama
adalah penting untuk menilai sama ada kadar penguraian selaras dengan pertumbuhan
tisu, memastikan keseimbangan optimum antara sokongan rangka dan penyerapan
semula (Wang, H. et al.,, 2025). Larutan kolagenase yang mengandungi hidrogel
dikeluarkan mengikuttempohmasayangberbeza dandicuci dengan menggunakan PBS
sebanyak 3 kali. Sampel hidrogel dicuci dengan PBS adalah bertujuan untuk

menghapuskan elemen bioterurai yang longgar dan medium yang tertinggal bagi
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memastikan penentuan kehilangan berat yang tepat di bawah keadaan fisiologi yang
relevan (Ullah etal., 2020; EI-Nablaway et al., 2024). Seterusnya, hidrogel itu dikering

sejuk bekukan selama 24 jam dan berat akhir hidrogel tersebut ditimbang (B aknir)-

Peratusan penurunan berat hidrogel (Bwilang %) dikira seperti berikut:

(Bawal & — Baknir 8) x 100

Bhilang = Berat Hilang (%)
Bawa = Berat Awal sebelum direndam PBS (g)

P

Baknir = Berat Akhir selepas dicuci dengan PBS (g) = \

>

3.7 KEPOROSAN
l

Keporosan hidrogel karr/gel dipaut silang dengan genipin ditentukan menggunakan
kaedah periggantian pelarut. Hidrogel direndam di dalam etanol selama 24 jam dalam
pada suhu bilik 25°C. Hidrogel kemudiannya ditimbang semula selepas dilapisi dengan
kertas penapis untuk mengeluarkan etanol yang berlebihan (M;). Kaliper vernier
digunakan untuk mengukur saiz hidrogel. Porositi dikira menggunakan persamaan
berikut:

p = ketumpatan etanol (g/ml)

V= isipadu hidrogel (cm3)
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3.8 SUDUT SENTUHAN

Sudut sentuhan air (WCA) digunakan untuk menentukan kebolehtelapan permukaan
kerangka sama ada hidrofilik atau hidrofobik (Magsood et al., 2015). Menurut Cheng

L etal., 2004, persamaan Young-Dupre biasanya digunakan untuk mengira CA:

cos©® = (Jsy N/m — yg, N/m)
Yiv N/m

dimana ¥ ialah ketegangan antara fasa pepejal (S), cecair(L), dan wap (V). Kebasahan
permukaan hidrogel yang dihasilkan dinilai menggu nékan pengukuran sudut sentuh air
statik. Analisis ini dijalankan untuk menexftgﬁ@n sifat hidrofilik permukaan hidrogel,
yang merupakan parameter penting Yéng mEmpengaruhi perlekatan sel, penyerapan
protein, dan kesesuaian kesefgruﬁénhntuk aplikasi epitel saluran pernafasan secarain
vitro. Walau bagaimanapdn,/;udut sentuh air dalam Kkajian ini diukur dengan
meletakkan hidrogel karr/gel dipaut silang genipin pada permukaan kaca gelas yang
stabil dan diambil menggunakan lensa makro yang dipasang pada kameratelefonpintar

untuk memberikan tumpuan kepada permukaan gelatin (J Selvarajah etal., 2020).

Air suling digunakan sebagai cecair ujian kerana penggunaannya yang standard
dalam penilaian kebasahan permukaan dan keupayaannya untuk mewakili keadaan
fisiologi berair. Mikropipet digunakan untuk melepas titisan air dengan isipadu tetap
sebanyak 3 pL ke atas permukaan sampel hidrogel dengan cermat. Titisan dilepaskan
pada kadar terkawal kira-kira 1 pL/s untuk memastikan pembentukan titisan yang
konsisten dan mengurangkan distorsi dinamik sudut sentuh. Semua ukuran dijalankan
pada suhu bilik (25 £ 2°C) di bawah keadaan persekitaran semula jadi. Sudut sentuhan
statik direkodkan dalam masa 5-10 saat selepas titisan diletakkan untuk menangkap
tingkah laku basah awal sebelum penyerapan atau penyebaranyangketara berlaku. Bagi

setiap formulasi hidrogel, ukuransudutsentuhandilakukan ditiga hingga lima kawasan
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berbeza pada permukaan sampel untuk mengambil kira ketidak -teraturan permukaan.

Nilai purata bagi ukuran ini dikira dan dilaporkan sebagai sudut sentuhan akhir.

/___\ v
= // >
Rajah3.3 lustrasi skemgti_k ujikajisedut sentunandandianalisis
menggupakan perisian | mageJ
T\ N
P VA
Y ¢
3.9 NIS@AH]?EMBéNGKAKAN

P J A

-

Ciri’ /nisbéh/ pembengkakan hidrogel menyediakan maklumat integriti rangkaian
/Jsebelum dan selepas pemuatan NFCM dalam rangkaian. Untuk menilai nisbah
pembengkakan hidrogel, kerangka tersebut difabrikasi dan kemudian dibekukan
terlebih dahulu pada —80 °C selama 6 jam. Selepas itu, ia dikeringkan beku selama 24
jam. Kerangka hidrogel yang telah dikeringkan kemudian diletakkan ke dalam 24-well
plate dan beratawalnyadiukur dan direkodkan. Seterusnya, 1-2 mL larutan Phosphate-
buffered saline (PBS) ditambah ke setiap lubang sehingga kerangka hidrogel
sepenuhnyatenggelam dan dibiarkan padasuhu bilik selama 6 jam untuk membolehkan
pembengkakan. Akhir sekali, kerangka dikeluarkan dan berat akhir diukur dan

direkodkan. Nisbah pembengkakan (Q) hidrogel dikira daripada persamaan:

Q (%) = (W -W;) / W;x 100
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W; = Berat hidrogel bengkak pada keseimbangan (g)
W= Berat kering hidrogel tulen (g)

3.10 NANOSTRUKTUR

Mikroskop elektron imbasan (SEM) adalah salah satu instrumen yang paling banyak
digunakan untuk mengkaji struktur biobahan dan antara muka hidrogel ke tisu biologi
(Grandfield K, 2012). Pelbagai teknik 3D boleh didapati dalam penyelidikan
kejuruteraan tisu termasuk SEM untuk mengkaji morfologi sel, biobahan dan
hubungannya (Cuijpers et al., 2011). SEM dijalankan pada hidrogel tanpa seluntuk
memahami ciri-ciri fizikal-saiz berliang, keliangan yangsaling berkaitan dan morfologi

permukaan.

P

-

Ujian nanostruktur hidrogel karr/gel yangrdit/a:cut silang dengan genipin telah
diuji menggunakan mikroskop elektron fin}bgs/@ (SEM). Sampel hidrogel disediakan
mengikut formulasi yang ditetapkan sebelum diianalisis. Selepas proses sintesis,
hidrogel dipotong menjadi{ges’iim‘e/n yang seragam untuk memastikan konsistensi
dalam pemprosesan. Berikutan/kandungan air yang tinggi dalam hidrogel, pengeringan
beku dilakukan-untuk r%engekalkan struktur berliang dalaman sebelum pengimejan
SEM. Sampel tersebut dibekukan terlebih dahulu di dalam peti sejuk beku -80°C.
Kemudian, sampel beku mengalami proses pengeringan beku dalam pengering beku di
bawah keadaan vakum sehingga kelembapan dikeluarkan sepenuhnya dan
menghasilkan rangka hidrogel yang berpori kering. Sampel telah dipotong
menggunakan bilah pencukur yang bersih bertujuan untuk memaparkan morfologi
keratan rentas dalaman. Setelah itu, sampel dihantar ke makmal ICRIM, UKM untuk
menjalani analisis tersebut. Sampel yang dihantar dimasukkan ke dalam mikroskop
elektronimbasan model Zeiss keluaran dari Jerman. Imejdiambil pada pembesaran 50x
Beberapa kawasantermasuk kawasan pusatdan periferal setiap sampel, dianalisis untuk
memastikan keterwakilan statistik. Seterusnya, analisis saiz pori dijalankan
menggunakan perisian ImageJ. Imej SEM ditukar kepada skala kelabu dan ditentukan
ambang untuk membezakan rongga pori daripada matriks polimer. Untuk setiap

kumpulan, 100 pori diukur untuk memastikan kebolehpercayaan statistik. Keputusan
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dinyatakan sebagai saiz pori purata + sisihan piawai, dan taburan saiz liang

dibentangkan dalam bentuk histogram.

3.11 KADARPENGHANTARAN WAP AIR (WVTR)

Nilai bacaan kadar penghantaran wap air (WVTR) di dalam kajian ini disunting dari
kajian Rui etal., 2016. Secararingkas, kerangka karr/gel dipaut silang genipin hidrogel
diletakkan di bahagian atas botol kaca berbentuk silinder yang mengandungi 10 mL air
suling. Kemudian sampel tersebut ditempatkan di dalam persekitaran terkawal iaitu di
dalam inkubator CO, 5% dan 37 °C selama 24 jam. Keputusan telah direkodkan dan
dianalisis menggunakan formuladi bawah:

W —Wp) \

-

WVTR (gm?j~1) = ————1~
(gm777) (A X masa) 7

Wi  =Beratawal (g) K /: P
Wf = Beratakhir (g) L

v
A = Luas permukaan botdl silinder (m?)

l
3.12 MAMPATAN DAN DAYA TAHAN

WUjian mampatan kebiasaanya dilakukan dengan meletakkan sampel ujian di permukaan
rata dan kemudian mengenakan berattertentu pada sampel tersebut. 1a digunakanuntuk
menentukan had anjal biobahan dan untuk mengenal pasti kekuatan mampatan.
Protokol ini dimulakan dengan menghasilkan kerangka hidrogel menggunakan acuan
plat 6-lubang dengan ketebalan kira-kira 5 mm untuk memastikan keseragaman dalam
ujian mekanikal. Setelah hidrogel tersedia, rangka sampel tersebut diletakkan di
permukaan ratadan imejawal (sebelum mampatan) diambil untuk menetapkan dimensi
dan bentuk asalnya. Beban tetap sebanyak 300 g kemudian dikenakan selama 5 minit
untuk menghasilkan mampatan. Selepas itu, beban diangkat dan imej kedua (selepas

mampatan) diambil untuk menilai perubahan bentuk.

Bagi ujian daya tahan pula adalah merujuk kepada keupayaan sesuatu bahan

untuk menahan perubahan bentuk elastik tanpa berubah bentuk secara plastik. Ujian ini
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dijalankan dengan menghidratkan sampel yang dimampatkan untuk mengukur
pemulihan bentuk. Jika bahan gagal memulihkan bentuknya, ia bermakna bahawa
bahan tersebut mengalami beberapa perubahan bentuk yang menunjukkan ketahanan
yang terhad. Untuk menilai ketahanan dan tingkah laku pemulihan bahan, kerangka
hidrogel kemudiannya direndam dalam air suling selama 5 minit, membolehkan ia
menyerap semula air dan berpotensi mengekalkan semula strukturnya yang asal.
Selepas penghidratan, imej ketiga (“selepas penghidratan™) direkodkan. Akhir sekali
kesemuaimejyangditangkap dianalisismenggunakan perisian ImageJ untuk mengukur
secara kuantitatif perubahan dalam kawasan kerangka kerja pada setiap peringkat.
Prosedur ini membolehkan penilaian yang mudah terhadap kedua-dua deformasi
mampatan dan keupayaan pemulihan serta memberikan gambaran mengenai keStabilan
mekanikal dan ketahanan hidrogel sebagai tindak balas terhadap pembebanan dan
penghidratan semula. Kedua-dua parameter dinilai dan dikira dengan menggunakan

rumusan seperti di bawah. <

: A1 § Ac
Nisbah mampatan (%) = (—J x 100

A\ B
P ol
v %
. Ag
Nisbah daya tahan (%) = (A_) x 100
C

A = Luas ketebalan sebelum pemampatan

A. = Luas ketebalan selepas pemampatan

As = Luas ketebalan selepas penghidratan semula
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3.13TEMPOH GELASI

Tempoh gelasi hidrogel diuji untuk mengenal pasti titik di mana prekursor cecair
berubah menjadi rangkaian separa pepejal. Kaedah yang digunakan di dalam kajian ini
adalah ujian pembalikan botol. Protokol dimulakan dengan menyediakan larutan
prekursor hidrogel. Selepas taut silang dicampur bersama larutan hidrogel, larutan
tersebut dimasukkan serta merta ke dalam botol silinder kaca dan pengukuran masa
dimulakan. Botol silinder kaca tersebut dibalikkan secara berkala sehingga menjadi gel.

Masa gelasi diambil apabila bahan tersebut tidak lagi mengalir di bawah graviti.

3.14 BIOSERASI
3.14.1 Penempelan Sel

Parameter ini dilakukan adalah untuk mengetahui peratus sel yang melekat di atas
hidrogel pada masa tertentu selepas sel dibiakkan. Sanipel karr/gel dipautsilanggenipin
telah disterilkan dengan teliti untuk memﬁas}i’ﬁa/@ersekitaran yang bersih dan terkawal.
Hidrogel yang steril telah difabrikasi di dalari kabinet keselamatan biologi kelas Il dan
seterusnya disteril dengan m@géqhékan etanol. Berikutan itu, sel-sel fibroblas telah
dibiakkan dengan teliti ke atas 6érmukaan sampelhidrogel yang steril. Selepas kira-kira
2/3 jam pembeénihan se]I di atas hidrogel, medium ditambah kedalam plat tersebut.
Seterusnya; 16-well plate diletakkan di dalam inkubasi CO, sebanyak 5% dan suhu 37
C selama 24 jam bagi membolehkan sel-sel melekat pada sampel. Selepas itu, sampel
dibasuh menggunakan DPBS dari Sigma, Amerika Syarikat dan larutan tersebut
dipindahkan ke dalam tiub 15 ml untuk diemparkan. Larutan DPBS yang mengandungi
sel dikiramenggunakan haemositometer beserta larutan0.4% trypan blue. Akhir sekali,
peratus pelekatan sel dikara dengan menggunakan formula:

Pembenihan awal sel — bilangan sel dalam DPBS

Peratus penempelan sel % = - X 100%
Pembenihan awal sel




48

\A - (e { . "/._
‘w' ,' :. 4 / W 3 min
Rajah3.4 I lustrasi skematik menunjukkan metodologi penempelan sel di atas

permukaan hidrogelhibrid . ’

-
O
-

>

3.15 KADAR PELEPASAN NFCM /// j <

Profil kadar pelepasan NFC/M' /(r\ﬁﬁengandungi fibroblas hidung) daripada hidrogel
karr/gel yang dimuatkan tél@ﬁ,diu/kur dengan kehadiran fibronektin dalam bahan larut
serap. Larutan karr:gél disediakan dan dicampurdengan 100 pg/ml NFCM secara pra-
campuran: Selepas 8, 16, dan 24 jam, NFCM yang dilepaskan diukur menggunakan
fibronektin ELISA kit daripada Abcam.

Karr-gel hidrogel yang dimuatkan dengan NFCM telah diproses menjadi bahan
larut resap. Seterusnya, bahan larut resap tersebut dikumpulkan diinkubasi dan
dikumpulkan pada8, 16 dan 24 jam sebelum disimpan pada suhu -80°C untuk analisis
menggunakan ELISA Kit. Piawaian fibronektin yang dicairkan secara bersiri dibuat
dalam pelarut ujian. Secara ringkas, 300 ul pencair ujian telah ditambah kepada setiap
6 tiub yang dilabelkan dengan kepekatan standard yang sesuai (1000 pg/mL, 500
pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL, 62.5 pg/mL, dan 31.3 pg/mL). Pencair ujian digunakan
sebagai standard sifar (0 pg/mL). Piawaian dan sampel supernatan sel telah ditambah
ke dalam tiub yang sepadan (100 pul piawaian atau sampel/wel) dan diinkubasi selama
2 jam pada suhu 37°C.Seterusnya, supernatan dikeluarkan dari setiap tiub dan 100ul

Biotin- antibodi (1X) telah ditambah ke dalam setiap tiub dan diinkubasi selama 1 jam
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pada suhu 37°C. Kemudian, larutan disedut dan dibasuh 2 kali menggunakan Wash
Buffer (200ul). Selepas mencuci terakhir, penimbal dikeluarkan dengan menyedut dan
menterbalikkan plat untuk menggosoknya pada tisu bersih. Seterusnya, 100ul HRP-
avidin (1X) ditambah pada setiap tiub dan diinkubasi selama 1 jam pada suhu 37°c.
Langkah mencuci diulang selama 5 kali dan 90ul Substrat TMB telah ditambah ke
setiap tiub dan diinkubasi selama 15-30 minit pada suhu 37°C. Seterusnya, 50l cecair
hentitelah ditambah pada setiap tiub. Akhirnya, ketumpatanoptik setiap tiub ditentukan
dalam masa 5 minit, menggunakan pembaca plat mikro yang ditetapkan kepada 450

nm.

3.16 PENILAIAN JANGKA HAYAT-SIMPANAN

Jangka hayat hidrogel Karr-gel yang dimuatkan NFCM diukur dengan keupayaannya
untuk membebaskan rembesan selepas tempoh penyimpanan yang lama. Karr-gel
dicampur dengan 100ug/ml NFCM dan membentuk h’lgFogeI serta diletakkan di dalam
peti sejuk beku -80°C untuk penyimpapa}/béglj' mengekalkan aktiviti biologi faktor
pertumbuhan. Selepas 1, 15, dan 47 hari-penyimpanan, hidrogel dikeluarkan dan
dinyahbekukan terlebih dahulij. KgUbayaan pelepasan sekretom oleh perancah diukur

menggunakan kit ELISA daripada Abcam.
I

3.17  ANALASIS STATISTIK

Bagi setiap keadaan, data direkodkan sebagai purata penentuan triplikat. Ujian -t untuk
perbezaan yang signifikan digunakan dalam analisis statistik. Analisis statistik
dijalankan dengan menggunakan perisian GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, Inc.,
USA), dan data akan dilaporkan sebagai SD min. ANOVA sehala dengan ujian yang
paling kurang signifikan digunakan untuk menentukan kesignifikan statistik. Tahap

kesignifikan statistik ditetapkan pada p <0.05.



BAB IV

HASIL KAJIAN

4.1 PENAMPILAN KASAR HIDROGEL

Hidrogel karrageenan-gelatin (CG) ditaut silang dengan genipin (gnp) berjaya
dihasilkan dan dibentuk menggunakan bekas silikon--Proses taut silang yang berlaku
menjadikan hydrogel CGGnp menjadikebiruandanbertukar menjadi birugelap selama
24 jam dibiarkan di suhu bilik. Terdapat beberapa kumpulan yang dihasilkan mengikut
nisbah berbeza untuk karrageenan dan gelatln serta kepekatan genipin di dalam cecair
hydrogel. Antara Kumpulan tersebutialah (ZOQlDanO 2,C6G4Gnp0.2,C8G2Gnp0.2,
C6G4Gnp0.3, C8G2Gnp0.3, CQGL}anOA dan C8G2Gnp0.4. Rajah di bawah
menunjukkan bentuk dan peﬁarf/lfﬁlan kasar bagi setiap kumpulan CGGnp.

]Jadual4.l Formulasi Hibrid Hidrogel

'Kumpulan ' Karrageenan (ml) Gelatin(ml) Genipin (%)
C0G10Gnp0.2 0 10 0.2
C6G4Gnp0.2 6 4 0.2
C8G2Gnp0.2 8 2 0.2
C6G4Gnp0.3 6 4 0.3
C8G2Gnp0.3 8 2 0.3
C6G4Gnp0.4 6 4 0.4

C8G2Gnp0.4 8 2 04
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C8G2Gnp0.4

Rajah4.1 Penampilan kasar hidrogel

4.2 KADAR BIOTERURAI

-

Kadar bioterurai hidrogel yang ditunjukkan di/Ra/jgr?4.2 dinilai melalui kaedah
bioterurai enzimatik. Penurunan berat kerapgl(a;ﬁidrogel menunjukkan kadar bioterurai
diperolehi berikutan rendaman hidrogel tersebut di dalam larutan kollagenas jenis |
selama beberapa minggu. Saee'rti;yéng dipamerkan di rajah 4.2 , CGGnp0.2 hanya
mampu bertahan selama 1 miriggu lebih dan mengalami bioterurai sepenuhnya pada
minggu ke 2. Manakala]kumpulan C8G2Gnp0.2 mendapati bahawa proses bioterurai
sepenuhnya berlaku pada minggu ke 3 dan diikuti oleh kumpulan C6G4Gnp0.3 dan
€8G2Gnp0.3 pada minggu ke 4. Seterusnya, proses bioteruraisepenuhnya oleh
kumpulan yang terdiri daripada C6G4Gnp0.4 dan C8G2Gnp0.4 berlaku pada minggu
ke 5. Peningkatan kandungan nisbah dalam karrageenan dan kepekatan genipin dalam
hidrogel memainkan peranan yang penting dalam mengawal kadar biodegrasi.
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C0G10Gnp0.2(Kawalan)
C6G4Gnp0.2
C8G2Gnp0.2
C6G4Gnp0.3
C8G2Gnp0.3
C6G4Gnp0.4
C8G2Gnp0.4

100

(0]
o
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Peratus berat hilang (%)
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o
]

20+

0 I 1
0 2 o 6
Minggu -
= -
Rajah4.2 Kadar,bbtért’.'\gai/hidrogel. Nilai dibentangkan sebagai purata +

sisihah pio’ﬂwaidaripada 2 kali ujikaji. Perbezaan purata dibandingkan
_~menggunakan two-way anova (nilai-p <0.05)
< I

4.3 KEPOROSAN

” Keporosan dalam biobahan merujuk kepada kehadiran liang atau ruang lompang dalam
bahan, yang biasanya diukur sebagai peratusan jumlah isipadu yang diduduki oleh
liang-liang ini. Secara langsung, parameter ini mempengaruhi keupayaan bahan untuk
menyokong infiltrasi sel, pengangkutan nutrien, sifat mekanikal dan biokeserasian
keseluruhannya. Rajah 4.3 menunjukkan kesemua kumpulan berada di bawah peratus
30% keporosan. Kumpulan C8G2Gnp0.3 mengindikasikan peratus keporosan yang
tertinggi dan mempunyai lebih banyak ruang kosong atau liang dalam struktumya

berbanding kumpulanyang lain.
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Rajah4.3 Keporosanhidrogel Igrf— el Nilai dibentangkan sebagai purata
+ sisihan piawaidaripada3 kali uji kaji. Perbezaan purata
dibandingkanmenggunakan one-way anova. Tiada perbezaan
signiﬁj&an didalam keporosan untuk setiap kumpulan.
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4.4 SUDUT'SENTUHAN

-
- ~ -

Sud’u/t senttihan dinilai untuk menentukan kebolehbasahan kerangka hidrogel sama ada
:hidrofilik aatau hidrofobik. Merujuk kepada rajah 4.4, kajian mendapati bahawa semua
kumpulan perancah hidrogel menunjukkan sudut sentuhan berada di bawah 90°.
Justeru, bacaan sudut sentuhan tersebut membuktikan bahawa kesemua perancah
mempunyai permukaan hydrofilik, yang membawa maksud kepada kebolehupayaan

berinteraksi baik dengan persekitaran berair.



55

40=
& 30+ L
c
]
-~ -
2
S 20+ —
0p]
5
5
A 10-
0= T T T B
\rz;-® oV o 9 o o o
$'b' OQQ OQQ OQQ O(\Q OQQ O(\Q
{_’0 X Vv X v g Vv
AT 2 G A A AN ¢
Q S O @) O O (G
S )
> o Q
RY Kumpulan
@ - \NY
A
Rajah4.4 Bacaan sudut/sgntuhan. Nilaidibentangkan sebagai purata + sisihan

piawajda/ﬂpada 4 kaliujikaji. Perbezaan purata dibandingkan
menggunakéan one-way anova (nilai-p < 0.0001)

-

- ~ o’

4.5 .~ NISBAH PEMBENGKAKAN

_Nisbah pembengkakan juga merupakan salah satu parameter terpenting bagi
menentukan ciri-ciri fizikomekanikal yang baik bagi menghasilkan biobahan untuk
kegunaan di dalam aplikasi model in-vitro epitelium saluran pernafasan. Parameter ini
dijalankan bagi mengukur sejauh mana hidrogel yang difabrikkan boleh menyerap
cecair dan mengembang. Hasil mendapati kumpulan C6G4Gnp0.4 mempunyai bacaan
nisbah pembengkakan yang lebih tinggi berbanding kumpulan yang lain. Nisbah
pembengkakan yang lebih tinggi menunjukkan bahawa hidrogel C6G4Gnp0.4 boleh
menyerap lebih banyak cecair dan mengembang, mengekalkan fleksibiliti dan

biokeserasian tanpa kehilangan kekuatan mekanikal.
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Rajah4.5 Bacaan{jsba/h;pembengkakan. Nilai dibentangkan sebagai purata +

sisihan-piawai daripada 4 kali uji kaji. Perbezaan purata dibandingkan
< menggu nakan one-way anova (nilai-*p <0.05, **<0.01)

4.6 NANOSTRUKTUR

‘Nanostruktur dapat dilihat diatas permukaan hidrogel dengan menggunakan alat SEM.

Kesemua gambar di bawah menunjukkan struktur mikropori perancah. Imej diambil
pada pembesaran 50%. Bar skala merah bersamaan dengan 100 pm. Taburan liang
berdasarkan saiz dapat dilihat berdasarkan garis bar di Rajah 4.7. Berdasarkan analisis,
kesemua kumpulan beradadi bawah purata saiz pori 60 pum. Untuk ujian ini, hanya 3
daripada 6 kumpulan sampel telah diuji berikutan dengan sifat fiziko-kimiayang lebih
baik dan stabil.



C8G2Gnp0.3

Rajah4.6

C6G2Gnp0.4

Rajah4.7

Mikro-struktur pandangankeratanrentas kumpulan C8 GZan6.3

Mikro-struktur pandangan keratan rentas kumpulan C6G2Gnp0.4
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C8G2Gnp0.4

Rajah4.8

80

Rajah4.9

1
C8G2Gnp0.3 C6G4Gnp.4 C8G2Gnp0.4
Kumpulan

Saiz porihidrogel. Nilaidibentangkan sebagai purata £ sisihan
piawaidaripada 2 kali ujikaji. Perbezaan purata dibandingkan
menggunakan one-way anova. Tiada perbezaan signifikandi
dalamtaburansaiz poriuntuk setiap kumpulan.
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4.7 KADAR TRANSMISI WAP AIR (WVTR)

WVTR diukur bertujuan untuk menilai kadar wap air yang meresap melalui
biokerangka pada keadaan tertentu. Hasil kajian mendapati bahawa kumpulan
C6G4Gnp0.4 memperolehi purata kadar transmisi wap air yang tertinggi iaitu 486.18
gm?jl, dan terdapat perbezaan signifikan dengan kumpulan yang lain. Akan tetapi,
semua kerangka hidrogel menunjukkan WVTR kurang daripada 1500gm?j, di mana
bacaan WVTR perlulah lebih daripada 1500 gm?j-1 berikutan kandungan lembapan

optimum untuk sel proliferasi dan fungsi biasa.
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o
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\
\

& Kumpulan

Rajah4.10 KadarWVTR. Nilaidibentangkan sebagai purata + sisihan
piawai daripada 3 kaliujikaji. Perbezaan purata dibandingkan
menggunakan one-way anova (nilai-p>0.05)

4.8 KEMAMPATAN DAN DAYA TAHAN

Sifat kemampatan dan daya tahan biobahan ialah parameter kritikal yang menentukan

kesesuaiannya untuk pelbagai aplikasi bioperubatan. Kemampatan merujuk kepada
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keupayaan biobahan untuk menahan daya yang menolak atau menghimpit yang
menghasilkan pengurangan isipadu atau ketebalannya manakala daya tahan ialah
ukuran keupayaan bahan untuk menyerap tenaga apabila proses deformasi secaraanjal
berlaku dan membebaskan tenaga itu semasa beban tersebut diturunkan. Berdasarkan
Rajah 4.1 (a)-(b) , setiap kumpulan menunjukkan bacaan peratus kemampatan berada
dibawah 40% dan peratus daya tahan di bawah 80%. Kumpulan C8G2Gnp0.4
mempunyai bacaan peratus kemampatan dan daya tahan yang tertinggi iaitu 68.62%
dan 35.16% masing-masing sekaligus mempamerkan kekakuan, kekuatan mampatan
yangtinggi dan keanjalan untuk daya tahan yang sangat baik.
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Rajah4.11(a) Peratus Kemampatan
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ool
Rajah4.11(a)-(b) =/ @m’presidan Resilen. Nilaidibentangkan sebagai purata

+ sisihan piawaidaripada?2 kaliujikaji. Perbezaanpurata
| dibandingkan menggunakan one-way anova
(nilai-* p<0.05).

4.9 TEMPOH GELASI

Tempoh gelasi ialah parameter penting dalam pembangunan biobahan kerana ia
menentukan tingkah laku dan prestasi biobahan terutamanya hidrogel, biobahan
suntikan, dan perancah yang digunakan dalam kejuruteraan tisu. la mentakrifkan
tempoh yang diperlukan untuk biobahan beralih daripada keadaan cecair atau separa
cecair kepada keadaan yang lebih pepejal, seperti gel. Kajian mendapati bahawa
C8G2Gnp0.4 ialah kumpulan terpantas untuk berubah menjadi gel dan terpolimer
berbandingkumpulanlain dan COG10Gnp0.2 menjadi kumpulan yang palingterlambat.
Hal ini kerana, nisbah kandungan karrageenan di dalam hidrogel lebih tinggi
berbanding gelatin. Selain itu, kepekatan genipin yangtinggi juga menjadi salah satu
penyumbang kepada tempoh gelasi yang singkat.
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4.10 PENEMPELAN SEL, KADAR PELEPASAN DAN PENILAIAN JANGKA
HAYAT-SIMPANAN

Penempelan sel ialah aspek penting biobahan dalam kejuruteraan tisu dan perubatan
regeneratif. la melibatkan kapasiti sel untuk melekat pada permukaan biobahan atau
perancah, yang penting untuk keberkesanan bahan-bahan ini dalam memudahkan
proses pembaikandan penjanaansemulatisu. Hanyatiga kumpulan termasuk kumpulan
kawalan diuji berikutan sigati fiziko-kimiayanglebih baik berbandingyanglain. Kajian
ini mendapati bahawa kesemua kumpulan yang diuji mengecapi 80% penempelan tisu
di atas permukaan perancah hidrogel. Perancah hidrogel yang mencapai lebih 80%
penempelan sel menunjukkan bahawa perancah ini menyediakan persekitaran yang
sesuai untuk sel melekatdengan cekap dan sekaligus menjadi penunjuk kukuh perancah

yang berpotensi untuk menyokong penjanaan semula tisu.
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o

Dalam ujian kadar pelepasan, kumpulan C8G2Gnp0.4 telah dipilih kerana ia
mempunyai sifat fiziko-kimia dan biologi yang paling baik berbanding kumpulan yan
lain. Latutan C8G2Gnp0.4 telah dicampurkan dengan 100 pg/mL medium kondisi
fibroblas hidung (NFCM) dan dibentuk menjadi hidrogel. Seterusnya hidrogel yang
difabrikkan telah melalui proses bahan larut serap bagi menguji kepekatan fibronektin
dengan menggunakan kit ELISA fibulin-1 manusia. Pengaruh kandungan fibronektin
terhadap penempelan selular adalah penting untuk kejuruteraan tisu kerana ia
membantu merekrut sel ke perancah, menggalakkan integrasi serta penjanaan semula
tisu. Kehadiran fibronektin dalam medium merupakan penunjuk utama bagi
keberhasilan pembebasan sekretom NFCM daripada hidrogel. Justeru, kadar profil
pelepasan NFCM daripada C8G2Gnp0.4 ini dari semasa ke semasa telah diukur untuk



64

menilai sejauh mana keberkesanan media terkondisi boleh dikekalkan dan dihantar
dengan cara yang terkawal. Seperti di Rajah 4.14, profil pelepasan fibronektin daripada
hidrogel C8G2Gnp0.4 menunjukkan hasil yang positif berikutan terdapat peningkatan

kepekatan fibronektin yang konsisten sepanjang 24 jam.
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Rajah4.14 Kadar pelepasan fibronektin daripada karr-gel + CM. Nilai
dibentangkan sebagai purata + sisihan piawai daripada 2 kali uji
kaji. Perbezaan purata dibandingkan menggunakan one-way anova
(nilai-*p < 0.05).
Penilaian jangka hayat perancah hidrogel C8G2Gnp0.4 yang dimuatkan dengan
NFCM telah dinilai dengan mengukur kepekatan fibronektin dalam medium selepas
medium selepas inkubasi jangka panjang perancah hidrogel yang difabrikkan. Tujuan
penilaian ini adalah untuk menentukan berapa lama ketahanan sifat bioaktif NFCM,
terutamanya fibronektin, kekal stabil dan berfungsi dari semasa ke semasa apabila
disimpan atau digunakan dalam aplikasi yang berpanjangan. Parameter ini penting
untuk memastikan perancah tersebut mengekalkan potensi terapeutiknya semasa dalam
proses penyimpananatau penggunaandalam aplikasi kejuruteraantisu. Merujuk kepada
Rajah 4.15, C8G2Gnp0.4 telah teruraian sepenuhnya pada hari ke-47 dan bacaan
kepekatan fibronektin 582.99 + 39.85 ng/ml boleh dikesan dalam medium ampaian.

Keupayaan perancah hidrogel C8G2Gnp0.4 untuk mengekalkan fibronektin dalam
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keadaan bioaktif dan berfungsi untuk tempoh yang panjang, khususnya sehingga 47
hari. Peningkatan kepekatan fibronektin menunjukkan proses penguraian hidrogel telah
berlaku secara benransur-ansur dari semasa ke semasa.Walaupun selepas 47 hari,
fibronektin masih boleh dikesan dalam medium dan membuktikan bahawa ia dapat

mengekalkan aktiviti biologinya dan tidak merosot atau kehilangan fungsi dalam
tempoh ini.
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Rajah4.14 Kadar pelepasan fibronektin untuk menilai jangka hayat simpanan.
Nilai dibentangkan  sebagaipurata +sisihan piawaidaripada2
kali uji kaji.Tiada perbezaan signifikan yang diperhatikan dari segi
pelepasanberkala fibronekti



BAB IV

PERBINCANGAN

Pada era globalisasi ini, peningkatan pembuatan hidrogel berlaku bertujuan untuk
membangunkan model in vitro epitelium saluran pernafasan. Model in vitro berasaskan
hidrogel sangatlah berkesan-datam mereplikasi persekitaran mikro tiga dimensi’(3D)
kompleks saluran pernafasan.serta-membuahkan.landasan yang lebih tepat untuk
mengkaji tingkah laku sel epitelium saluran pernafasan dibawah keadaan normal dan
tidak normal. Dengan menyerupai ciri struktur dan b/iekimia saluran pernafasan asli,
modelini memberikan pandangan yangberfiargatentangcara sel epitelium berinteraksi
dengan matriks sekelilingnya dan’/ﬁhtara 'satu sama lain. la membolehkan para
penyelidik menerokamekanis/'mgjﬁenyakitutamatermasuktindakbalasselularterhadap
patogen, kesan bahan pe]nce\m;r alam sekitar dan perkembangan penyakit pernafasan
kronik. Model 3D juga berupaya untuk mengkaji sel migrasi, sel pembezaan dan
penjanaan semula tisu, dengan lebih baik tidak seperti kultur dua dimensi (2D)
tradisional (Lee et al., 2023). Oleh itu, kajian ini dilakukan bagi membangun serta

menambah baikan lagi biobahan yang telah dicipta sebelum ini.

Dalam kajian ini, biobahan yang baru difabrikasikan telah dinilai bagi
keupayaannya untuk menyokong dalam applikasi penjanaan semula epitelium saluran
pernafasan pada masa yang akan datang. Biobahan yang digunakan ialah hidrogel karr-
gel yangditautsilang dengan genipin. Secarateknikal, penilaian dilakukan berdasarkan
beberapa parameter iaitu kadar bioterurai, keporosan, nisbah kebengkakan dan
kompresi serta resilen. Komposisi karragenan, gelatin dan genipin memainkan peranan
penting dalam menentukan prestasi ciri fizikokimia dan biologi hidrogel yang terhasil,
dan kepelbagaian nisbah boleh mempengaruhi hasil uji kaji. Kepekatan karragenan
terutamanya akan mengawal integriti struktur, porositi dan tingkah laku pengembangan
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hidrogel kerana keupayaannya membentuk rangkaian polisakarida yang stabil, di mana
kepekatan yang lebih tinggi biasanya meningkatkan kekuatan gel dan berkemungkinan
mengurangkan saiz pori dan kemampuan penyebaran sel (Garcia-Garcia et al., 2019).
Sebaliknya, gelatin menyumbang kepada motif pengikatan sel bioaktif dan
meningkatkan biokeserasian. Walaubagaimanapun, peningkatan kandungan gelatin
boleh mengurangkan kestabilan mekanikal dan mempercepat penguraian jika tidak
ditaut silang dengan secukupnya (Wanget al., 2021). Genipin bertindak sebagai agen
taut silang semulajadiyangmenstabilkan rangkaian polimer dengan membentuk ikatan
kovalen dengan kumpulan amino dalam gelatin seterusnya mampu meningkatkan

kekuatan mekanikal dan mengawal penguraian (Ahmed etal., 2022).

Berdasarkan kajian-yang dilakukan, hibrid hidrogel iaitu karr/gel ditaut-silang
genipin berjaya menunjukkan-kadar-bioterurai-yang-sesuai, bacaan képorosan dan
nisbah kebengkakan yang baik serta mempunyai str/uktu’r fizikal yang lebih kukuh.
Hidrogel karr-gel bagi kumpulan CGG4anO 4 dan €8G2Gnp0.4 mengalami proses
bioterurai sepenuhnya pada minggu ke 5. S/J;a[a amnya, rangka bahan yang optimum
harus kekal stabil semasa fasa awal keradangan dan proliferatif penyembuhan,
kemudian akan teruraisecara be/ransuran apabila pemendapan matriks ekstraselular dan
pematangan tisu berIaKu. Ba{;i kebanyakan jenis tisu, tempoh bioterurai berlaku
bermula dari-beberapa minggu hingga beberapa bulan bagi tisu yang cepat pulih, dan
sehingga 1-2 tahun bagitisu yangpulih lebih perlahan seperti tulangrawan atau tulang,
di mana sokongan struktur yang berpanjangan diperlukan. Dalam kebanyakan strategi
dalam aplikasi kejuruteraan tisu pada saluran pernafasan, jangka masa terurai yang
disyorkan berkisar dari sekitar 2—12 minggu untuk aplikasi pembaikan epitel yang
ringkas, manakala pembinaan saluran pernafasan atau trakea yang lebih kompleks
mungkin memerlukan kestabilan yang lanjutan sehingga 3—6 bulan bagi menyokong
pematangan epitel sepenuhnya, integrasi vaskular dan penyusunan semula matriks
ekstraselular (Elliott et al.,, 2021). Ketidaksamaan dalam masa terurai boleh
menyebabkan komplikasi klinikal iaitu penguraian pramatang yang boleh
mengakibatkan keruntuhan saluran pernafasan atau liputan epitel yang tidak lengkap,
manakala ketahanan yang terlalu lama boleh menyumbang kepada keradangan kronik,
risiko jangkitan akibat pemeliharaan mukus dan pengurangan pembersihan (Porzionato

et al., 2023). Penguraian gelatin dikawal oleh gabungan mekanisma sinergistik,
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terutamanya pemecahan hidrolik, penguraian enzimatik dan pelarutan fizikal (Gémez-
Guillén et al., 2011). Dalam persekitaran berair, gelatin mengalami hidrolisis ikatan
peptidnya yang membawa kepada penguraian rangkaian polimernya secara beransur-
ansur (Zhao et al.,, 2017). Dalam sistem biologi, enzim proteolitik sepert
metalloproteinas matriks (MMP) dan kolagenase mempercepatkan lagi penguraian
dengan memecahkan rantaian protein secara khusus. Proses-proses ini saling berkaitan,
kerana penyerapan air meningkatkan kedua-dua tindak balas hidrolik dan
kebolehcapaian enzim, seterusnya memperkuatkan keseluruhan penguraian (Bello &
Oyekanmi, 2020). Kepekatan genipin yang tinggi berhasil menjadikan hibrid hidrogel
yang lebih kukuh dan stabil kerana sifat genipin dalam meningkatkan kestabilan
mekanikal biobahan, pada masa yang sama berjaya melambatkan penguraian untuk
dimuatkan dengan kadar penyembuhan-tisu (Mc Gann et al., 2015). Selain itu,
penguraian penuh menjelang minggu ke-5 membawa maksud kepada kedua-dua
perancah (C6G4Gnp0.4 dan C8G2Gnp0.4) telah harrcm]r sepenuhnya. Penguraian
biasanya berlaku melalui hidrolisis, aktiviti en;im’atik atau proses biologi lain di mana
air dan enzim dalam badan memecahkan bi/oi:)aﬂan kepada komponen lebih kecil yang
dimetabolismakan atau dikumuhkérj (Hynés et al., 2023). Garis masa penguraian
selama 5 minggu mempam{rtja/n?bahawa bahan-bahan tersebut direka untuk kadar
penguraian sederhana, spsuaii untuk menyokong penjanaan semula tisu jangka pendek
hingga pertengahan. Jangka masa ini mungkin sejajar dengan aplikasi epitelium saluran
pernafasan-di mana perancah perlu menyokong sel selama beberapa minggu,
membolehkan penempelan sel awal, proliferasi dan pemendapan matriks sebelum
merosot apabila tisu yang baru terbentuk mengambil alih (Varma et al., 2018). Kadar
penguraian adalah penting dalam memastikan biobahan melaksanakan fungsi yang
sesuai. Hal ini kerana jika bahan terurai terlalu cepat, ia tidak akan memberikan
sokongan struktur yang mencukupi untuk sel tumbuh dan membentuk tisu baru serta
boleh menyebabkan integrasi dan pembentukan tisu yang lemah. Manakala jika bahan
itu mengalami penguraian terlalu perlahan, ia mungkin menghalang pembentukan tisu
baru atau menyebabkan keradangan akibat kehadiran bahan asing yang berpanjangan
di dalam badan. Dengan kadar penguraian sepenuhnya dalam masa5 minggu, perancah
hidrogel karr-gel mencapai keseimbangan optimum, memberikan sokongan mekanikal
yangmencukupi semasa peringkatawal penyembuhantisu sertamembenarkan integrasi

tisu dan mengelakkan kehadiran bahan asing jangka panjang.
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Keporosan atau keliangan biobahan untuk penjanaan semula epitelium saluran
pernafasan adalah pentingdalam mempengaruhi keupayaanbahanuntuk menggalakkan
pertumbuhan tisu, mengawal tingkah laku sel, memudahkan pertukaran nutrien dan
mengekalkan sifat mekanikal (Hernandez et al., 2022). Keporosan yang tinggi dalam
biobahan yang digunakan untuk epitelium saluran pernafasan membolehkan
pertempelan sel dan migrasi sel epiteliumyang lebih baik (Mittal et al., 2012). Struktur
permukaan berliang biobahan mampu menyerupai ECM semula jadi di mana ia dapat
menyediakan kawasan permukaan yang mencukupi untuk sel melekat dan merebak.
Struktur liang yang saling berkaitmemudahkan pergerakansel basal dan dapat menjana
semula epitelium saluran pernafasan (Raby et al., 2023). Proses ini penting untuk
membangunkan epitelium berstrata yang merangkumi sel khusus seperti sel bersilia dan
sel goblet. Selain daripada itu, epitelium saluran pernafasan memerlukan bekalan
oksigen, nutrien, dan faktor pertumbuhan yang mencukupi untuk hidup dan
percambahan sel. Biobahan yang sangat berliang akarlmerﬁastikan nutrien dan oksigen
boleh meresap dengan mudah ke seluruh perancah. Peningkatan keliangan
meningkatkan resapan oksigen dan nu;rier‘(@e@okong kemandirian dan percambahan
sel epitelium (Bruz“auskaite et aL,}ZOlS). Perancah berliang juga boleh menyokong
fungsi mukosiliari dengan ﬁé/m/b\enarkan sel bersilia tumbuh dan membentuk silia
berfungsi bagi mengekqlkaﬁ mekanisma pertahanan semula jadi saluran pernafasan
melalui pembersihan lendir. Walaupun keporosan yang tinggi bermanfaat untuk
pertumbuhan sel dan pengangkutan nutrien, ia boleh menjejaskan sifat mekanikal
biobahan (Morawska, 2021). Dalam konteks epitelium saluran pernafasan, perancah
mestilah  cukup  fleksibel untuk  menyokong pergerakan  pernafasan.
Walaubagaimanapun, kajian ini mendapati bahawa kesemua kumpulan hibrid hidrogel
mempunyai keporosan di bawah 30%, yang boleh mempengaruhi pembiakan sel di
mana sel tidak dapat bergerak dengan mudah ke dalam kerangka dan kekurangan

nutrient dan oksigen yang mengakibatkan kepada pelambatan sel proliferasi.

Di samping itu, hasil ujian untuk sudut sentuhan bagi semua kumpulan hidrogel
berada di bawah 90°. Ini membuktikan bahawa semua kumpulan menunjukkan sifat
permukaan hidrofilik yang sangat diperlukan untuk kegunaan pada aplikasi biobahan
dalam epitelium saluran pernafasan. Secara umum, sudut sentuhan yang lebih rendah

daripada 90° menunjukkan keterbasahan yang kuat dan membolehkan air atau cecair
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biologi merebak dengan mudah di seluruh permukaan bahan (Liu, H. etal., 2021). Ciri
ini amat penting dalam persekitaran epitelium saluran pernafasan, di mana kehadiran
mukus dan kelembapan tinggi memerlukan biobahan untuk mengekalkan penghidratan
yangberkesan dan keserasianpermukaan (Peng, T. etal., 2023). Dari perspektif biologi,
permukaan hidrofilik (sudut sentuhan <90°) diketahui dapat meningkatkan lekatan sel,
proliferasi dan pembentukan lapisan epitel yang penting untuk penjanaan semula dan
pemodelan epiteliumsaluran pernafasan (Kelly, S. J. etal., 2024). Selain itu, permukaan
yang basah telah terbukti mempengaruhi tindak balas tisu awal, di mana peningkatan
hidrofilik meningkatkan penyerapan protein yang menggalakkan dan menyokong
penempelan sel epitelium. Ini amat penting bagi model saluran pernafasan in vitro
kerana epitelisasi yang betul bergantung pada interaksi permukaan—sel yang dikawal
oleh keterbasahan (Wang, C. et al., 2023). Walaupun semua kumpulan bersifat
hidrofilik, perbezaan kecil dalam sudut sentuhan antara setiap kumpulan mungkin
dipengaruhi oleh variasi dalam ketumpatan taut-si/lar’rg,/ komposisi dan morfologi
permukaan (Matthew et al., 2026). Semua ku;npUlan dalam kajian ini dijangka dapat
menyokong interaksi dan pengekalan/cecﬁgygng cekap, meniru persekitaran mikro
hidrasi semula jadi tisu saluran pernafasan. Secara keseluruhannya, hidrofilk konsisten
yang ditunjukkan mencadan/ggﬁn/\bahawa bahan-bahan ini sesuai digunakan untuk
aplikasi epitelium.saluran pérnafasan kerana ia mempunyai permukaan yang lembap
dan biokeserasian yang menyokong interaksi sel, hidrasi mukus, dan integrasi tisu
(Wang, 2022).

Seterusnya, komposisi polimer memainkan peranan penting dalam menentukan
tingkah laku pembengkakan biobahan. Kumpulan yang mempunyai nisbah
pembengkakan tertinggi mengandungi jumlah komponen hidrofilik yang lebih besar
secara semula jadinya akan menarik lebih banyak air, lalu mengakibatkan peningkatan
kebengkakan (Peters et al., 2021). Ini adalah kerana kumpulan hidrofilik mempunyai
pertalian yang kuat untuk air, mudah membentuk ikatan hidrogen dengan molekul air
serta meningkatkan pengambilan air (Rodrigues et al., 2021). Epitelium saluran
pernafasan memerlukan persekitaran yang lembap untuk berfungsi dengan berkesan.
Kelembapan ini diperlukan untuk pembersihan mukosiliari, di mana silia pada sel
epitelium menggerakkan lendir untuk memerangkap dan mengeluarkan patogen dan

serpihan (Adivitiya et al., 2021). Bahan bengkak, seperti hidrogel boleh menyerap
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cecair dan mengekalkan penghidratan serta mewujudkan persekitaran basah yang
serupayangmenyokongdaya maju sel epitelium dan meniru saluran pernafasan semula
jadi. Justeru, gabungan hidrogel karr-gel dalam kajian ini menghasilkan nisbah
pembengkakan yang baik kerana kedua-duanya adalah daripada kumpulan hidrofilik.
Apabila biobahan membengkak, struktur liangnya boleh berubah dan akan
mempengaruhi pengangkutan nutrien, oksigen, dan molekul isyarat ke sel epitelium
yang tertanam atau di sekelilingnya (Liu S et al., 2021). Kajian pembengkakan
membantu menilai bagaimana keliangan bahan dipengaruhi oleh pengambilan air, yang
secara langsung boleh memberi kesan kepada penyusupan selular dan pertukaran
nutrien. Bahan dengan tingkah laku bengkak yang optimum menyediakan struktur
berliang bagi memudahkan penyebaran nutrien penting dan penyingkiran_ sisa
metabolik, mewujudkanpersekitaran yangkondusif untuk sel proliferasi dan penjanaan
semula tisu. Faktor lain'yang menyumbang kepada peningkatanmnisbah pembengkakan
ialah luas permukaan biobahan itu sendiri (Feng W et a/l.,20/23) .Nisbah luas permukaan
kepada isipadu biobahan mempengaruhi sebprap’a cepat ia membengkak. Ini boleh
dilihat daripada bahan dengan luas pe(muléaﬂ yi’ing lebih tinggi berbanding isipadunya
menyerap air dan membengkak lebih cepat kerana ia mempunyai lebih banyak
pendedahan kepada cecair/gglzé‘liling. Dalam hal ini, kumpulan C6G4Gnp0.4
menunjukkan nisbah pqmbéngkakan yang paling tinggi bermungkinan disebabkan
kerangka hibrid hidrogel yang kurang tebal berbanding kumpulan yang lain. Ini kerana
struktur dalaman dalam hidrogel kumpulan C6G4Gnp0.4 adalah kurang padat atau
mempunyai penghalang permukaan yang lebih rendah berbanding kumpulan lain.
Permukaan hibrid hidrogel yang lebih nipis ini membolehkan molekul air meresap
dengan lebih cepat ke dalam rangkaian. Ini juga boleh meningkatkan pendedahan
berkesan kumpulan fungsi hidrofilik (seperti kumpulan hidroksil, karboksil, atau

amina), yang menarik dan mengikat air melalui ikatan hidrogen.

Kerangka hidrogel dengan saiz pori kurangdaripada 60 pm memainkan peranan
penting dalam mengawal tingkah laku sel dan amat sesuai untuk aplikasi kejuruteraan
tisu saluran pernafasan. Kajian sebelum initelah menunjukkanbahawa saiz liang dalam
julat kira-kira 25—-60 um memberikan keseimbangan optimum antara penempelan sel
dan penyebaran nutrien, yang penting untuk penjanaan tisu yang berkesan (Mukasheva

etal., 2024). Struktur pori yang lebih kecil meningkatkan luas permukaan yang tersedia
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untuk lekatan sel. Seterusnyaia mendorong kepada kepadatan sel yang lebih tinggi dan
meningkatkan interaksi sel-sel di mana ia menjadi komponen penting untuk
pembentukan lapisan epitel. Dalam aplikasi kejuruteraan tisu saluran pernafasan,
bacaan saiz pori di bawah 60 pum ini amat penting kerana epitelium saluran pernafasan
memerlukan selyangpadatuntuk mengekalkan fungsi penghalangdan aktiviti fisiologi
yang betul. Walaupun saiz pori hidrogel yang lebih besar mungkin memudahkan
vaskularisasi dan penembusan sel yang lebih mendalam, pori yang lebih kecil adalah
lebih berkesan pada peringkat awal pembangunan tisu, terutamanya dalam membentuk
lapisan epitelium yang seragam (Zhu et al., 2018). Selain itu, kajian model saluran
pernafasan terkini telah menunjukkan bahawa kerangka hidrogel dengan saiz liang
dalam julat 15-56 um mampu menyokong pertumbuhan dan pembezaan epitelium
saluran pernafasan di‘bawah keadaan antara muka udara—cecair, sekali gus
mengesahkan lagi kesesuaiannya untuk aplikasi tisu pernafasan (Nejati & Mongeau,
2023). Oleh itu, hidrogel dengan saiz liang kurang Qari'péda 60 um dianggap sangat
sesuai untuk kejuruteraan tisu saluran pernafasan, kerana ia memberikan keseimbangan
antara kestabilan mekanikal, lekatan sgl,fdﬁ:pe?nbentukan tisu berfungsi.

Parameter kadar tran/srﬂi/éi\‘ wap air (WVTR) sangatlah berkeperluan dalam
aplikasi seperti penyen]buhén luka, penghantaran ubat (drug) dan kejuruteraan tisu
kerana ia_memepengaruhi keseimbangan kelembapan, pencegahan dehidrasi dan
prestasi secara menyeluruh (Norahan etal., 2020). WV TR merujuk kepada jumlah wap
air yang boleh melalui kawasan unit hidrogel per unit masa dan menjadi penunjuk
kebolehtelapan hidrogel kepada wap air (Cazon et al., 2022). WVTR amat penting
dalam menghasilkan biobahan yang sesuai kerana biobahan yang dihasilkan akan
berinteraksi dengan tisu biologi atau persekitaran luaran. Merujuk kepada hasil kajian
ini, kumpulan kumpulan C6G4Gnp0.4 memperolehi purata kadar transmisi wap air
yang tertinggi berbanding kumpulan lain. Ini menunjukkan bahawa hidrogel
C6G4Gnp0.4 berkemampuan untuk mengeluarkan wap air yang lebih banyak dan
hidrogel C8G2Gnp0.4 yang mempunyai WVTR yang paling rendah menunjukkan
bahawa hidrogel tersebut lebih tahan lembapan. Perbezaan bacaan WV TR bergantung
kepada ketebalan lapisan hidrogel sekaligus memberi impak yang besar kepada nilai
bacaannya. Hidrogel yang lebih nipis cenderung mempunyai kadar penghantaran wap

air yang lebih tinggi kerana wap boleh melalui bahan dengan lebih mudah. Apabila
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ketebalan meningkat, WV TR berkurangankeranawap airmempunyai laluanyang lebih
panjang untuk meresap melalui struktur hidrogel (Jarvis et al., 2017). Kajian lepas
menunjukkan bahawa bacaan WVTR sekitar 2000 g/m2/hari memberikan
keseimbangan kelembapanyangoptimum telah meningkatkan proliferasi dan fungsi sel
epitel, manakala nilai yang lebih rendah (kurang 1000 g/m?/hari) dan terlalu tinggi
(lebih 3000 g/m?/hari) boleh memberi kesan negatif kepada penjanaan tisu dalam
aplikasi kejuruteraan tisu salruan pernafasan (Xu et al., 2016). Oleh itu, untuk reka
bentuk biobahan, WVTR terkawal dalam julat sederhana (1500—-2500 g/m?2/hari) secara
amnya dianggap sesuai untuk meniru keadaan jalan pernafasan fisiologi dan
menyokong penjanaan epitelium yang optimum. Julat ini menyediakan pengawalan
kelembapan yang mencukupi sambil memastikan biobahan mengekalkan persekitaran
terhidrat, penting untuk fungsi sel epitelium, dan masih membenarkan pertukaran gas
yang betul (oksigen dan karbon dioksida) yang dipertukan untuk kesihatan sel. Namun
begitu, kajian ini gagal menghasilkan hidrogel yang/mem/punyai WVTR yang lebih
daripada 1500 hingga 2500 g/m?/hari berikutan/ser'nua Kumpulanhibrid hidrogel berada
di bawah bacaan 600 g/m?/hari. Justerus uﬁiuk:parameter WVTR hibrid hidrogel ini
tidak sesuai jika digunakan di kaWasan yéng memerlukan resapan gas atau untuk
penyembuhanluka. Halini ke/ra:né;;WVTR di bawah 1000 g/m2/hariboleh menyumbang
kepada keadaan hipoksia (péras oksigen rendah) yang membawa kepada fungsi selular
terjejas, penyembuhan yang lebih perlahan, atau bahkan kematian sel jika oksigen tidak

boleh meresap dengan cekap melalui hidrogel (Silvestro etal., 2020).

Di sampingitu juga, hasil kajian mendapati bahawa semua kumpulan hidrogel
karr-gel menghasilkan bacaan mampatan di bawah 40%. Berdasarkan kajian
sebelumnya, bahan harus menahan sekurang-kurangnya 30% mampatan tanpa
mengalamiubah bentuk plastik dandeformasi (Li. L, etal., 2023). Oleh itu, kebanyakan
kajian menyasarkan untuk membuat biobahan yang mencapai nilai modulus mampatan
dalam julat terikan 10%-30%. Hibrid hidrogel yang difabrikkan di dalam kajian ini
telah dimampatkan di bawah 40% daripada isipadu asalnya dan mengakibatkan
beberapa proses mekanikal dan biologi telah berlaku. Perubahan elastik tersebut
menyebabkan bahan boleh kembali kepada bentuk asalnya sebaik sahaja daya
mampatan dikeluarkan. Walau bagaimanapun, apabila mampatan meningkat ke arah
40%-50%, bahan mungkin mengalami beberapa tahap ubah bentuk plastik dan
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membawa kepada perubahan kekal dalam struktur. Hidrogel yang dimampatkan juga
akan mempengaruhi tegasan yang meningkat secara tidak linear dengan terikan (ubah
bentuk berbanding saiz asal). Pada mampatan yang lebih rendah (<40%), umumnya
biobahan akan bertindak mengikut Undang-undang Hooke, di mana tegasan berkadar
langsung dengan ketegangan (Gilbert, 2022). Di luar ambang ini, bahan mungkin
mempamerkantindak balasatau kegagalan yangtidak linear. Selain itu, perancah hibrid
hidrogel ini mempunyai keupayaan penyerapan tenaga yang tinggi. Pada mampatan di
bawah 40%, hidrogel yang telah difabrikkan boleh menyerap tenaga mekanikal dengan
cekap tanpa kerosakan kekal (Sun Q etal., 2022). Ini sangatlah berguna dalam aplikasi
model in vitro epitelium saluran pernafasan kerana perancah tisu atau implan yang
digunakan mestilah menyerap kejutan atau tegasan. Mampatan yang kurang daripada
40% juga akan mempengaruhi viabiliti sel (Onal et al., 2022). Bacaan mampatan
sederhana boleh menggalakkan tingkah taku selular tertentu, seperti pembezaan atau
proliferasi, manakala jika bacaan kompresi yang telalu bafnyak boleh membahayakan
sel atau menjejaskan fungsinya (Sun Y /jah Li; 2018). Tekanan mekanikal
menggalakkan pembezaan sel epitelium keﬁgda;el bersilia atau goblet. Kedua-dua sel
itu adalah penting bagi mengekalkén mekahisma pembersihan mukosiliari di saluran
pernafasan. Tambahan puI{a,//s/e\l akan mengesan perubahan mekanikal dalam
persekitaran mereka. Hasil t;acaan kompresi di dalam kajian ini, boleh meningkatkan
mekanotransduksi di mana ia menyebabkan sel mengubah suai ekspresi gen, sintesis
protein dan-aktiviti lain sebagai tindak balas kepada rangsangan mekanikal (Wagh et
al., 2021). Proses ini memainkan peranan penting dalam penjanaan semula tisu dengan
menggalakkan pertumbuhan dan pembaikan. Sementara itu, nilai bacaan daya tahan
bagi semua kumpulan hidrogel karr-gel mengecapi di bawah nilai 80%. Hidrogel
terutamanya yang digunakan di dalam aplikasi bioperubatann, direka bentuk untuk
berubah bentuk secara anjal apabila tertakluk kepada daya mekanikal. Apabila
dimampatkan atau diregangkan kepada kurang daripada 80% daripada saiz awalnya,
hidrogel mengekalkan keupayaannya untuk kembali kepada bentuk asal sebaik sahaja
daya dikeluarkan. Daya tahan ini disebabkan oleh rangkaian polimer yang sangat
terhidrat dan fleksibel (Simionescu dan Ivanov, 2015). Dalam kejuruteraan tisu,
hidrogel sering digunakan sebagai perancah untuk menyokong pertumbuhan sel.

Bacaan resilen di bawah 80% adalah bersesuaian keranaia perlu mengekalkan struktur
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dan sifat mekanikalnya semasa menjalani pergerakan tisu semula jadi, seperti regangan

dan mampatan semasa fungsi badan seperti pernafasan atau pengecutan otot.

Sementara itu, tempoh gelasi juga merupakan salah satu sifat penting dalam
membangun biobahan terutamanya untuk hidrogel. Ini berikutan kerana ia menentukan
seberapa cepat larutan boleh beralih daripada keadaan cecair kepada struktur seperti gel
separa pepejal atau pepejal (Hannaetal., 2023). Ciri ini penting dalam aplikasi sistem
penghantaran ubat (drug), kejuruteraan tisu dan penyembuhan luka. Untuk kumpulan
C8G2Gnp0.4 formulasi ini mampu membentuk gel lebih cepat daripada formulasi lain
dan menunjukkan komponenyang ada di dalam hidrogel tersebut berinteraksi dengan
cepat untuk mencipta struktur gel yang stabil. Tempoh gelasi yang cepat juga merujuk
kepada bahan boleh dipresesdengan lebihcekap. Dalam-tetapan industri‘atau klinikal,
gelasi yang lebih pantas-meminimumkan-masa-menunggu-semasa proses pembuatan
atau aplikasi, meningkatkan aliran kerja dan mengL/Jrangkan masa yang diperlukan
untuk penggunaan produk (Firoozi, 2023). Te/mpoh gelasi dipengaruhioleh pelbagai
faktor, termasuk kepekatan komponen (seperti kepekatan polimer), komposisi kimia,
kehadiran agen penghubung silang,"’sy/hu, pHTdan kekuatan ionik larutan (Kenari et al.,
2013; Liu et al., 2016). Dalﬁﬂ/kldmpulan C8G2Gnp0.4, gabungan nisbah kandungan
karr yang lebih tinggi ]berbaading gel serta kepekatan agen taut silang, genipin
membolehkannya mencapai gelasi dengan lebih cepat daripada formulasi yang lain.
Apabila nishah karagenan lebih tinggi daripada gelatin, masa gelasi keseluruhan
biasanya dikurangkan. Ini kerana karagenan seperti kappa-karagenan, membentuk gel
lebih cepat daripada gelatin kerana keupayaannya untuk berinteraksi cepat dengan
kation dan membentuk rangkaian gel tegar (Wang Y et al., 2018). Gelatin biasanya
lebih fleksibel dan elastik, tetapi apabila karagenan berada dalam kadar nisbah yang
lebih tinggi, rangkaian karagenan mendominasi dan mengurangkan fleksibiliti
keseluruhan gel (Samatra et al., 2022). Ini bermakna walaupun gelatin mungkin
menyumbang kepada beberapa keanjalan, gelasi karagenan yang cepat dan kuat akan
mengurangkan pengaruh ciri-ciri fleksibel gelatin.

Semua kumpulan karr-gel hidrogel yang dimuatkan dengan sekretom fibroblas
hidung (CM) yang dihasilkan dalam kajian ini berjaya mengecapi penempelan sel

sebanyak 80%. Ini menunjukkan lebih daripada 80% sel fibrolas digunakan yang
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disemai pada hidrogel berjaya melekat pada permukaannya. Hidrogel yang
menggabungkan polimer semula jadi (seperti asid hyaluronik, alginat, atau gelatin)
cenderung menggalakkan lampiran sel yang lebih tinggi kerana bahan ini hampir
menyerupai ECM (Cao et al., 2021). la menyediakan persekitaran yang lebih semula
jadi untuk sel-sel melekat sendiri, yang membawa kepada kadar lampiran yang lebih
tinggi. Tahap penempelansel yangtinggi ini pentinguntuk pembangunanin vitro model
saluran pernafasan berfungsi. Penempelan sel yang tinggi (>80%) juga memastikan
proliferasi, pembezaan dan fungsi sel yang betul serta menjadikan hidrogel landasan
yang boleh dipercayai untuk mereplikasi tingkah laku tisu saluran pernafasan dan
membaiki tisu saluran pernafasan yang rosak (Xia et al., 2022). Tambahannya, nilai
bacaan penempelan selyangtinggi meminimumkan pembentukan jurangantarasel. Ini
adalah pentinguntuk mencegah pendedahan kepada bahan berbahaya dan mengekalkan
integriti lapisan epitelium. Dalam konteks ini, epiteliumsaluran pernafasan membentuk
penghalang penting antara persekitaran luaran dan /siste/m pernafasan dan menjadi
pelindung kepada zarah, patogen dan toksin y}ang'dise/dut. Dengan kadar penempelan
melebihi 80%, hidrogel memudahkan/penfg?/ntﬁ‘kan lapisan epitelium yang berterusan
dan teguh (Lu P. Etal., 2024). Ini rhemastikan hidrogel boleh menyerupai penghalang
pelindung saluran pernafasan/s‘/ej;}\majadi di samping membolehkan pemodelan fungsi
saluran pernafasan bertipdak secara tepat. Seterusnya, hidrogel yang mencapai kadar
penempelan’sel yang tinggi selalunya mempunyai permukaan yang meniru ECM
semula jadi-Contohnya, mencampurkan protein ECM (seperti fibronektin atau kolagen)
ke dalam struktur hidrogel. Isyarat biokimia ini meningkatkan keupayaan sel untuk
melekat, memastikan lebih 80% sel berjaya melekat. Ini dapat dibuktikan dengan
bacaan penempelan sel pada kumpulan C8G2Gnp0.3+CM dan C8G2Gnp0.4+CM yang
lebih tinggi berbanding kumpulan C8G2Gnp0.4. Ringkasnya, hidrogel yang dihasilkan
dalam kajian ini dengan bacaan penempelan sel yang tinggi (>80%) sesuai untuk
pembaikan atau penjanaan semula tisu saluran pernafasan. Dalam situasi seperti
pembinaan semula trakea atau merawat kerosakan saluran pernafasan, hidrogel ini
mampu digunakan bagi menggalakkan perlekatan sel yang tinggi serta membantu
mewujudkan lapisan epitelium yang kuat dan berfungsi menyokong penyembuhan dan
penjanaan semulatisu.
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Umumnya, hidrogel yang mempunyai sifat detoksifikasi dan antibakteria boleh
meningkatkan prestasi biologi rangka tisu secara signifikan dengan mewujudkan
persekitaran mikro yang lebih menggalakkan dan melindungi untuk pertumbuhan sel
dan penjanaan semula tisu. Dalam konteks kejuruteraan tisu saluran pernafasan atau
epitelial, pencemaran bakteria dan pengumpulan hasil metabolik toksik boleh
menjejaskan keberlangsungan sel dengan teruk, mengganggu pembentukan matriks
ekstraselular dan menimbulkan tindak balas keradangan (Li et al., 2018). Oleh itu,
fungsi antibakteria yang dimasukkan ke dalam hidrogel membantu menghalang lekatan
dan pembiakan mikroorganisma, seterusnya mengurangkan risiko jangkitan dan
mengekalkan integriti rangka semasa aplikasi in vitro atau in vivo. Strategi biasa
termasuk penggabungan polimer bioaktif, agen antimikrob semula jadi, atau komponen
biofungsional yang mengganggu membran sel bakteria atau menghalang metabolisme
mikrobakteria (Zhangetal.;2020). Kajian telah menunjukkan bahawa biobahandengan
fungsi antibakteria dan gabungan detoksifikasi boleh méningkatkan proliferasi sel,
mengurangkan tekanan oksidatif dan memprgmdsikaﬁ pembentukan tisu yang lebih
stabil berbanding hidrogel konvensional t{nfagifat sedemikian (Wang et al., 2022).
Olehitu, integrasi fungsi-fungsi ini ke dalam‘sistem hidrogel menyediakan persekitaran
mikro yang lebih kondusif dgfr/b/io\'aktif, yang amat bermanfaat untuk aplikasi lanjutan

seperti model epithel saluran udara in vitro dan rangka pemulihan perubatan.

Selain itu, dapatan kajian ini menunjukkan terdapat peningkatan pelepasan
fibronektin oleh hidrogel C8G2Gnp0.4+CM selama 24 jam. Dalam tempoh 24 jam,
pelepasan fibronektin yang terkawal ini berperanan dalam menggalakkan aktiviti
selular seperti lekatan, penempelan dan pembaikan tisu (Parisi et al., 2018). Pelepasan
fibronektin daripada hidrogel dikawal oleh mekanisme berasaskan resapan di mana
protein perlahan-lahan melakukan migrasi dari dalam matriks hidrogel ke persekitaran
luar. Pelepasan yang meningkat memastikan bahawa fibronektin tersedia secara
berterusan kepada sel dalam tempoh 24 jam, dan bukannya dilepaskan dalam keadaan
letusan pantas. Ini penting untuk mengekalkan persekitaran yang aktif secara biologi
kerana tindak balas yang berlaku terhadap kehadiran berterusan fibronektin. Sementara
itu, epitelium saluran pernafasan yang cedera atau rosak boleh diperbaiki berikutan
berlaku peningkatanpelepasan fibronektinyang menggalakkanproliferasisel epitelium

ke arah ruang kecederaan. Ini membantu menggalakkan pembaikan dan penjanaan
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semula lapisan epitelium. Bekalan fibronektin yang stabil menyokong keupayaan sel
untuk melakukan proses proliferasi merentasi perancah hidrogel dan mengisi jurang
serta membaiki tisu yang rosak dengan lebih cekap (Longstreth dan Wang,
2024; Skoczynski et al., 2024). Peningkatan pelepasan fibronektin dalam karr-gel
hidrogel mampu meminimumkan risiko penguraian pesat oleh protease yang terdapat
dalam persekitaran tisu. Dengan membebaskan fibronektin secara perlahan-lahan
selama 24 jam, hidrogel memastikan protein kekal menjadi bioaktif untuk tempoh yang
lebih lama (Thang et al.,2023). Dalam maksud yang lain, ia boleh terus mengikat
reseptor integrin pada permukaan sel dan berinteraksi dengan komponen ECM lain
seperti kolagen. Bioaktiviti ini penting untuk menyokong lekatan, penempelan dan
proliferasi sel. Sistem pelepasan yang meningkat memberikan manfaat” untuk
penghantaran fibronektin terutamanya dalam situasi di mana pembaikan tisu yang
disasarkan diperlukan. Sistem ini memastikan bahawa protein terapeutik dilepaskan
secara terkawal dan beransur-ansur, membolehkan/mere/ka kekal tersedia di tapak
tindakan dalam tempoh yang panjang. Keterse}iiaan ydng berterusan ini meningkatkan
keberkesanan rawatan regeneratif dan sist@/p&lyampaian ubat dengan menyediakan
sokongan berterusan. Slstem ini Jugamengurangkan keperluan untuk dos berulang atau
aplikasi protein terapeutik: mngan menyampaikan bekalan protein yang stabil dari
semasa ke semasa;sistgm ini membolehkan campur tangan yang kurang kerap bagi

meningkatkan pematuhan dan keselesaan pesakit, terutamanya dalam tetapan klinikal.

Akhir sekali, dalam kajian ini menunjukkan jangka hayat C8 G2Gnp0.4 telah
terurai sepenuhnya di bawah penyimpanan -80°C pada hari ke-47. Penguraian ini
menandakan berakhirnya jangka hayat fungsinya dan membawa maksud kepada
hidrogel tidak lagi stabil atau boleh digunakan selepas 47 hari (Haouetet al., 2017).
Pada hari ke-47, hidrogel mencapai tahap di mana integriti strukturnya telah terjejas
sepenuhnya. Ini bermakna matriks karagenan-gelatin-genipin tidak lagi disatukan dan
membawa kepada perpecahan lengkap atau pembubaran hidrogel. Pada ketika ini, ia
tidak lagi boleh berfungsi sebagai perancah atau pembawa untuk sel, ubat-ubatan atau
biomolekul lain. Suhu penyimpanan secara tidak langsung mempengaruhi jangka hayat
hidrogel (Jain et al., 2017). Suhu tinggi boleh mempercepatkan proses penguraian
dengan meningkatkan kadar tindak balas kimia, manakala pembekuan boleh

menyebabkan kerosakan struktur pada matriks hidrogel. Sebaiknya, hidrogel harus
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disimpan pada suhu sederhana dan stabil untuk mengelakkan kemerosotan pramatang.
Bagi mengekalkan aktiviti biologi faktor pertumbuhan, penyimpanan dilakukan di peti
sejuk beku -80°C. Jika hidrogel digunakan untuk tujuan penghantaran ubat, penguraian
lengkap pada hari ke-47 menunjukkan bahawa ia tidak lagi berkesan mengawal
pembebasan ubat yang dienkapsul. Sebaik sahaja gel rosak, sebarang ubat yang tinggal
sama ada akan dilepaskan sekaligus atau menjadi tidak berkesan, menjejaskan kesan
terapeutik. Satu cara untuk memanjangkan jangka hayat hidrogel ialah dengan
membekukan kering (lyophilis) hidrogel tersebut untuk menghilangkan kelembapan
dan menstabilkan struktur (Lopes et al., 2024). Hidrogel kemudiannya boleh dihidrat
semula sebelum digunakan. Kaedah ini boleh menghalang proses penguraian yang
berlaku dengan kehadiran kelembapan, membolehkan hidrogel disimpan untuk tempoh
yang lebih lama. Secara keseluruhannya, proses penguraian mungkin berlaku
disebabkan oleh hidrolisis, kehilangan pautan silang genipin dan faktor persekitaran
seperti suhu dan kelembapan (Bashir et al., 2020)./\Naléupun jangka hayat 47 hari
mungkin sesuai untuk aplikasi jangka pengek,' strategi seperti mengoptimumkan
keadaan penyimpanan, melaraskan Igomr(oiisijhidrogel atau menggunakan teknik
pengeringan boleh membantu memanjangkan jangka hayat untuk kegunaan jangka
vy

panjang. <
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BAB VI

KESIMPULAN

6.1 KESIMPULAN

Hidrogel karr-gel ditaut silang dengan genipin berjaya dihasilkan bagi menambah
baikkan lagi sifat fizikokima dan mekanikal. Dapatan kajian ini menunjukkan bahawa
hidrogel C6G2Gnp0.4 dan-C8G2Gnp0.4 mengalami degradasi sepenuhnya’ menrijelang
minggu ke-5, menunjukkan-kesesuaiannyauntuk-aplikasi-yang memerlukan degradasi
jangka sederhana seperti di dalam aplikasi epitelium saluran pernafasan. Kadar
penghantaran wap air (WVTR) untuk semua h/idrogel yang diuji adalah di bawah 1500
g/m2/hari, menunjukkan keseimbangan kelémbapan terkawal yang tidak sesuai. Selain
itu, sudut sentuhan untuk semua\h"i‘d/r/ogel agalah kurang daripada 90°, menunjukkan
sifat hidrofilik mereka, yang/@g/hbgalakkan interaksi yang baik dengan persekitaran

akueus dan menyokong lIeka\tan sel.

) H4i'dro/gel E:6G4an0.4 mempamerkan kapasiti pembengkakan palingtinggi dan
- memberi kelebihan yang lebih baik berbanding kumpulan lain. Seterusnya, semua
‘kumpulan karr-gel hidrogel menunjukkan nilai keporosan di bawah 30% menunjukkan
struktur berliang yang agak rendah, yang boleh mempengaruhi pengangkutan nutrien
dan sifat mekanikal. Nilai kompresi untuk semua kumpulan hidrogel adalah di bawah
40% dan daya tahan di bawah 80%, menunjukkan bahawa hidrogel ini menawarkan
fleksibiliti dan integriti mekanikal yang mencukupi untuk aplikasi bioperubatan.
Tambahan pula, penempelan sel melebihi 80% untuk semua hidrogel menunjukkan
biokompatibiliti yang sangat baik dan potensi untuk menyokong pertumbuhan sel dan
penjanaan semulatisu. Selain itu, hidrogel C8G2Gnp0.4+CM menunjukkan pelepasan
tambahan fibronektin yang bermanfaat dalam tempoh 24 jam bagi menyokong
penempelan sel yang berterusan dan pembaikan tisu dalam aplikasi regeneratif.
Penilaian penyimpanan jangka-hayat hidrogel telah terdegradasi sepenuhnya pada hari
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ke-47. la menunjukkan bahawa kestabilannya sesuai untuk kegunaan jangka sederhana
tetapi mungkin memerlukan pelarasan untuk tempoh penyimpanan yang lebih lama.
Hidrogel tersebut juga kekal stabil selama hampir dua bulan sebelum degradasi
bermula, menjadikannya sesuai untuk aplikasi seperti penghantaran ubat in situ atau
pengurusan luka, di mana kerosakan terkawal dari semasa ke semasa adalah penting.
Secara keseluruhan aspek, hidrogel C8G2Gnp0.4 dipilih menjadi biobahan yang sesuai
danterbaik bagi aplikasi kejuruteraan tisu, penghantaran ubatdan penggunaandidalam

epitelium saluran pernafasan pada masa yang akan datang.
6.2 Limitasi dan Cadangan

Hidrogel karr-gel mempamerkandegradastlengkap-pada-minggu ke-5 dan harike-47
untuk penilaian jangka.-hayat menunjukkan_ ia_hanya sesuai unfuk aplikasi jangka
pendek hingga sederhana. Ini mungkin mengehadkan penggunaannya dalam situasi
yang memerlukan sokongan atau kestabilan jangka 6anjang seperti dalam penjanaan
semula tulang atau luka penyembuhan perlah)a/anntuk memanjangkan kebolehgunaan
hidrogel untuk aplikasi jangka par)jangi, meng/ubah suai kadar degradasi perlu diterokai.
Pelarasan kepekatan agen p@gﬁﬁbang silang seperti genipin atau menggabungkan
penstabil tambahan- untuk ﬁw/emperlahankan degradasi, membolehkan hidrogel
digunakan dalam situasi yang memerlukan sokongan yang lebih berpanjangan, seperti

penjanaan semulatisu tulang.

Bacaan WVTR di bawah 1000 g/m?/ boleh menyebabkan pengumpulan
lembapan, peningkatan risiko jangkitan, maserasi, pengurangan pertukaran oksigen,
dan pengurusan eksudat yang tidak cekap dalam luka eksudat tinggi. Untuk aplikasi
yang memerlukan penyejatan lembapan yang lebih cepat, kawalan eksudat yang lebih
tinggi, atau pelepasan ubatyanglebih berkesan, WVTR yanglebih tinggi mungkin lebih
sesuai. Bagi meningkatkan WVTR hidrogel, cara lain seperti meningkatkan keporosan,
mengurangkan ketebalan bahan, mengoptimumkan pautan silang atau menggunakan
polimer yang lebih bernafas adalah pendekatan biasa yang boleh dilakukan. Justeru,
kajian lain perlu dilakukan bagi meningkatkan lagi kadar bacaan WVTR.
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Keporosan semua hidrogel di dalam kajian ini adalah di bawah 30%. Walaupun
bermanfaat untuk kekuatan mekanikal, mungkin tidak memberikan kelebihan dalam
pertukaran nutrien yang mencukupi dan penyingkiran sisa untuk tisu yang sangat
vaskularisasi. Keliangan terhad ini boleh menghalang keberkesanan hidrogel untuk
aplikasi yang memerlukan penyusupan sel yang ketara. Kajian masa depan boleh
memberi tumpuan kepada mengubah suai keliangan hidrogel untuk meningkatkan
penyusupan sel dan pertukaran nutrien. Ini boleh dicapai melalui teknik seperti corak
mikro, kemasukan porogen atau melaraskan formulasi untuk meningkatkan keliangan

tanpa menjejaskan kekuatan mekanikal.

Parameter untuk menguji kekuatan bahan dalam kajian ini sangatlah terbatas.
Hanya kompresi dan resilen-sahaja yang diuji dan menyebabkan bahan terSebuttidak
boleh dikatan kuat dan-kukuh-sepenuhnya-Sifat-mekanikal mungkin”memerlukan
penambahbaikan selanjutnya untuk digunakan dalgmx persekitaran yang tertakluk
kepada tekanan mekanikal yang ketara. Ujian I/ain'jugaharuslah dilakukan seperti ujian
Young-Modulus atau reologi bagi membul(tikéﬁ Kekuatan sesuatu bahan tersebut. Di
samping itu, kajian ini hanyalah me'nfc;kuskéﬁmenilai sifat fizikokimia dan bilogikal in
vitro hidrogel sahaja. Naﬁu/n/,v;ujian in vivo diperlukan untuk mengesahkan
biokompatibilit’i, kad’ar]deg}aaasi dan keberkesanan terapeutik dalam persekitaran
biologi sebenar, di mana faktor seperti tindak balas imun, aktiviti enzimatik dan daya
mekanikal .dinamik boleh menjejaskan prestasi hidrogel. Model haiwan boleh
digunakan untuk menguji keberkesanan penghantaran ubat dan penjanaan semula tisu

dalam persekitaran yang lebih kompleks.

Walaupun hidrogel menunjukkan peningkatan pelepasan fibronektin, terdapat
penelitian yang terhad bagi fungsi faktor pertumbuhan lain, antibiotik atau molekul
bioaktif untuk aplikasi khusus seperti kawalan jangkitan atau penyembuhan luka yang
dipertingkatkan. Kajian yang lain amat diperlukan meningkatkan fleksibiliti hidrogel
untuk pelbagai aplikasi di dalam kegunaan klinikal. Dengan mengambil Kira kesemua
cadangan yang diusulkan, hidrogel boleh dioptimumkan lagi untuk rangkaian aplikasi
klinikal yang lebih luas dan menyediakan penyelesaian yang lebih bagus untuk

kejuruteraan tisu, penyembuhan luka dan penghantaran ubat.
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Hidrogel karr-gel ditaut silang dengan genipin berjaya dihasilkan bagi
menambah baikkan lagi sifat fizikokima dan mekanikal. Kajian ini telah berjaya
memenuhi ketiga-tiga objektif yang ditetapkan. Objektif pertama dicapai melalui
fabrikasi dan pengoptimuman formulasi hidrogel hibrid berasaskan karagenan dan
gelatin. Ciri fiziko-kimia telah dianalisis dan menunjukkan bahawa formulasi yang
dibangunkan mempunyai sifat yang stabil dan sesuai untuk aplikasi
bioperubatan.Dapatan kajian ini menunjukkan bahawa hidrogel C6G2Gnp0.4 dan
C8G2Gnp0.4 mengalami penguraian sepenuhnya menjelang minggu ke-5,
menunjukkan kesesuaiannya untuk aplikasi yang memerlukan penguraian jangka
sederhana seperti di dalam aplikasi epitelium saluran pernafasan. Kadar penghantaran
wap air (WVTR) untuk semua hidrogel yang diuji adalah di bawah 1500 g/m2/hari,
menunjukkan keseimbangan kelembapan terkawal yang tidak sesuai..Selain itu, sudut
sentuhan untuk semua hidrogel adalah kurang daripada 90°, ﬂmenunjukkan sifat
hidrofilik mereka, yang menggalakkan interaksi yang/baikfdengan persekitaran akueus
dan menyokong lekatan sel. Hidrogel (/‘6G4Gn’p0.4 mempamerkan kapasiti
pembengkakan paling tinggi dan mgmbétkaebihan yang lebih baik berbanding
kumpulan lain. Seterusnya, semvuaJ(umpu‘Ian karr-gel hidrogel menunjukkan nilai
keporosan di bawah 30% me/n@j/ujkkan struktur berliang yang agak rendah, yang boleh
mempengaruhi ’pengangkuta\n nutrien dan sifat mekanikal. Nilai kompresi untuk semua
kumpulan-hidrogel adalah di bawah 40% dan daya tahan di bawah 80%, menunjukkan
bahawa hidrogel ini menawarkan fleksibiliti dan integriti mekanikal yang mencukupi

untuk aplikasi bioperubatan.

Tambahan pula, objektif kedua kajian ini telah tercapai di mana pemuatan
sekretom fibroblas hidung ke dalam matriks hidrogel telah berjaya dilakukan. Hasil
kajian menunjukkan bahawa sekretom mengekalkan aktiviti bioaktif dan hidrogel
menyokong persekitaran yang kondusif bagi pertumbuhan dan aktiviti sel, menandakan
potensi bahan ini sebagai sistem penghantaran bioaktif untuk aplikasi regeneratif.
Penempelan sel melebihi 80% untuk semuahidrogel menunjukkan biok eserasian yang
sangat baik dan potensi untuk menyokong pertumbuhan sel dan penjanaan semula tisu.
Selain itu, kajian penguraian dan profil pelepasan ubat menunjukkan bahawa hidrogel
ini mampu mengalami penguraian secara terkawal dan melepaskan bahan bioaktif

dalam tempoh masa yang berpanjangan. Ini membuktikan bahawa sistem ini berpotensi
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digunakan untuk terapi tempatan jangka panjang dengan keberkesanan yang stabil.
Hidrogel C8G2Gnp0.4+CM menunjukkan pelepasan tambahan fibronektin yang
bermanfaatdalam tempoh 24 jam bagi menyokongpenempelansel yangberterusan dan
pembaikan tisu dalam aplikasi regeneratif. Penilaian penyimpanan jangka-hayat
hidrogel telah terurai sepenuhnya pada hari ke-47. la menunjukkan bahawa
kestabilannya sesuai untuk kegunaan jangka sederhana tetapi mungkin memerlukan
pelarasan untuk tempoh penyimpanan yang lebih lama. Hidrogel tersebut juga kekal
stabil selama hampir dua bulan sebelum penguraian bermula, menjadikannya sesuai
untuk aplikasi seperti penghantaran ubat in situ atau pengurusan luka, di mana
kerosakan terkawal dari semasa ke semasa adalah penting. Secara keseluruhan aspek,
hidrogel C8G2Gnp0.4 dipilih menjadi biobahan yang sesuai dan terbaik bagi aplikasi
kejuruteraan tisu, penghantaran ubat dan penggunaan di_dalam epitelium saluran

pernafasan pada masa yang akan datang.

P
-
-

Kesimpulannya, hidrogel hibrid karagenan/gelatin yang dibangunkan dalam
kajian ini telah menunjukkan potensi(besa/rseﬁagai biobahan pelbagai fungsi untuk
kejuruteraan tisu dan sistem pengha‘qtéran bi‘gaktif, dengan prestasi yang baik dari segi
kestabilan struktur, keserasia/np/ivdlogi dan pelepasan terkawal. Potensi ini disokong
oleh beberapa aspek'ut?ma\. I;ertama, dari sudut kestabilan struktur, hidrogel yang
diformulasikan menunjukkan kekuatan mekanikal yang mencukupi dan kestabilan
morfologi yang baik sepanjang tempoh kajian, menjadikannya sesuai untuk aplikasi
yang memerlukan sokongan mekanikal sederhana seperti sokongan tisu lembut. Kedua,
dari segi keserasian biologi, hidrogel ini bukan sahaja menunjukkan menyokong
lekatan, penyebaran sel, terutamanya apabila dimuatkan dengan sekretom fibroblas. Ini
menunjukkan bahawa bahan ini mampu menyediakan persekitaran mikro yang sesuai
untuk pertumbuhan sel dan pemulihan tisu. Seterusnya, dari sudut pelepasan bioaktif,
hidrogel ini mampu melepaskan kandungan secara terkawal dan berterusan dalam
tempoh masa yang signifikan, menunjukkan ciri pelepasan kinetik yang sesuai untuk
penghantaran terapeutik jangka sederhana hingga panjang. Gabungan ketiga-tiga ciri
ini yang mempunyai kestabilan struktur, biokeserasian, dan keupayaan pelepasan
terkawal menjadikan hidrogel karagenan/gelatin ini bukan sahaja sesuai sebagai sistem

penghantaran ubat, malah berpotensi digunakan sebagai perancah regeneratif bagi
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aplikasi kejuruteraan tisu yang kompleks seperti kulit, saluran pernafasan, atau

permukaan mukosa.

6.2 KEKURANGAN DAN CADANGAN PENAMBAHBAIKAN

Hidrogel karr-gel mempamerkan penguraian lengkap pada minggu ke-5 dan hari ke-47
untuk penilaian jangka hayat menunjukkan ia hanya sesuai untuk aplikasi jangka
pendek hingga sederhana. Ini mungkin mengehadkan penggunaannya dalam situasi
yang memerlukan sokongan atau kestabilan jangka panjang seperti dalam penjanaan
semula tulang atau luka penyembuhan perlahan. Untuk memanjangkan kebolehgunaan
hidrogel untuk aplikasi jangka panjang, mengubah suai kadar penguraian. perlu
diterokai. Pelarasan kepekatan—-agen. penghtubung silang seperti genipin.atau
menggabungkan penstabil tambahan untuk memperlahankan ' penguraian,
membolehkan hidrogel digunakan dalamsituasi yang me/merlukan soykongan yang lebih
berpanjangan, seperti penjanaan semula tisu tulang. |
e &

Bacaan WVTR |di bawah 1000 g/m?/ boleh menyebabkan pengumpulan
lembapan, peningkatan risilggjarigki’tan, maserasi, pengurangan pertukaran oksigen,
dan pengurusan eksudat yang;ﬁdék cekap dalam luka eksudat tinggi. Untuk aplikasi
yang memerlukan benyéjatan lembapan yang lebih cepat, kawalan eksudat yang lebih
tinggi, ataupelepasan ubatyanglebih berkesan, WVTR yanglebih tinggi mungkin lebih
sesuéi. Bagi meningkatkan WVTR hidrogel, cara lain seperti meningkatkan keporosan,
mengurangkan ketebalan bahan, mengoptimumkan pautan silang atau menggunakan
polimer yang lebih bernafas adalah pendekatan biasa yang boleh dilakukan. Justeru,

kajian lain perlu dilakukan bagi meningkatkan lagi kadar bacaan WVTR.

Keporosan semua hidrogel di dalam kajian ini adalah di bawah 30%. Walaupun
bermanfaat untuk kekuatan mekanikal, mungkin tidak memberikan kelebihan dalam
pertukaran nutrien yang mencukupi dan penyingkiran sisa untuk tisu yang sangat
vaskularisasi. Keliangan terhad ini boleh menghalang keberkesanan hidrogel untuk
aplikasi yang memerlukan penyusupan sel yang ketara. Kajian masa depan boleh
memberi tumpuan kepada mengubah suai keliangan hidrogel untuk meningkatkan

penyusupan sel dan pertukaran nutrien. Ini boleh dicapai melalui teknik seperti corak
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mikro, kemasukan porogen atau melaraskan formulasi untuk meningkatkan keliangan

tanpa menjejaskan kekuatan mekanikal.

Parameter untuk menguji kekuatan bahan dalam kajian ini sangatlah terbatas.
Hanya kompresi dan resilen sahaja yang diuji dan menyebabkan bahan tersebut tidak
boleh dikatan kuat dan kukuh sepenuhnya. Sifat mekanikal mungkin memerlukan
penambahbaikan selanjutnya untuk digunakan dalam persekitaran yang tertakluk
kepada tekanan mekanikal yang ketara. Ujian lain juga haruslah dilakukan seperti ujian
Young-Modulus atau reologi bagi membuktikan kekuatan sesuatu bahan tersebut. Di
samping itu, kajian ini hanyalah menfokuskan menilai sifat fizikokimia dan bilogikal in
vitro hidrogel sahaja. Namun, ujian in vivo diperlukan untuk mengesahkan
biokeserasian, kadar penguraian dan Kkeberkesanan-terapeutik dalam p’erseki’taran
biologi sebenar, di manafaktor-seperti-tindak-balas-imun;-aktiviti enzimatik dan daya
mekanikal dinamik boleh menjejaskan prestasi h/idrogel. Model haiwan boleh
digunakan untuk menguji keberkesanan pengr)antaranubat dan penjanaan semula tisu
dalam persekitaran yang lebih kompleks. Wjian_ini penting untuk menentukan tindak
balas imun, kadar penguraian seb\en@r/dalarﬁ/tisu hidup, serta keberkesanan terapeutik
sebenar bagi regenerasi tisuftay/ﬁenghantaran ubat. Selain itu, pemantauan terhadap
keradangan, fibrosis dap bibk;serasian jangka panjang akan memberikan maklumat

kritikal tentang keselamatan klinikal hidrogel ini.

Walaupun hidrogel menunjukkan peningkatan pelepasan fibronektin, terdapat
penelitian yang terhad bagi fungsi faktor pertumbuhan lain, antibiotik atau molekul
bioaktif untuk aplikasi khusus seperti kawalan jangkitan atau penyembuhan luka yang
dipertingkatkan. Kajian yang lain amat diperlukan meningkatkan fleksibiliti hidrogel
untuk pelbagai aplikasi di dalam kegunaan klinikal. Dengan mengambil kira kesemua
cadangan yang diusulkan, hidrogel boleh dioptimumkan lagi untuk rangkaian aplikasi
klinikal yang lebih luas dan menyediakan penyelesaian yang lebih bagus untuk

kejuruteraan tisu, penyembuhan luka dan penghantaran ubat.
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Respiratory disesses have 3 massive impact on global health  The top 20 canses
of disabiliby-adpusted lile years (DALYS) in the 2020 Global Burden of Disease Report
|nmﬁmu!ﬂu"hg.&v\e"|m@;d ey afber mod - all ages and all nation incone
leweds [1]. The fourth major cause is lower tract ﬂﬂ":!'i.!’ﬂ.tﬂ!}l’ infection, the sicth i chronie
obstrective pulmonary disease {COPTH, the twelfth s tuberculosis (TH), and the seventesnth
is lung cancer  Acconding o the Forum of Inkemational Fespiratory Societies held in
2017, there ane an estimabed 65 million people with moderate to severe COPD, about
334 million people suffer from asthma, 1004 million people deve loped TB in 2015, acoie
lower mapiratury tract infections have been identified as one of the fop thee causes of death
and dizability in both childmn and adults, and lung cancer kills 1.6 milion people each year
In addition, inhalation of particulate matier (FM) has boon linked o morbidity and mortality
in mrd.iup:lml:lnar_\r digorders such as COFD, asthma, lung cancer, preumonia, s hemio
heart diseass, and stnoke in mmniepi.dumiﬂ-'lug'i.cal anil exparimental studies [2.5] The noes,
as the primdary ongan exposed bo environmental microbes, pollutants, and allergens, plays
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Abstract Background: The idea of exploning respiratory therapy in vitro Puﬁ:lmwmdhdby -

cell-sece ted substances has gained ground n recent years. A conditoned medium (T
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L Introduction
Hespiratory illnegses such as chronse obstnsetive pulmonary diseass (COPD), asthma,
pulmonany by periension, and ooowpational lung diseases ane the thind lanpest cause of
marality worldwide, afectng millions each year [1]. Acwte and chromic hang disorders,
including bronchial asthma, Fheumn.:n:ia,. and COPDY, depend on the interaction of ainway
epithebial cells (EC) with pathgens and endogenous signals [7]. The curmnt treatments ane
inetfective, and some teatments ane simply palliative, as they treat the symptoms but are
ineffective for mecuing or regenerating cellular function or even halting the degrmerative
proces [3,4]. From the nasal cavity by the bronchd, the mapisatory tee i3 lined with pseudeos-
tratified colummnar ciliated epithelium. As the respirabory epithelium is in constant contact
with the external enviromment, which imcludes ferms, aLhrgw.-n.-, amid E.irpﬁ].lu‘l:.!.nl:i [5,&'.,
the furdamental task of protecting the airway inbegrity is in constant jeopandy, resulting in
epithelial degradation and the development od acube and choomic lung illnesses [7-4].
Given that the mespiratory. systemn is the primary pathway for airborne tocicants,
the respiratory epithelium presents 4 phy sical barrier with tight junction (T]) compleses
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