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1.  �%�2��9�9�(��#'<1(��-'  (Glass ionomer cement, GIC)
�%�2��9�9�(��#'<1(��-' (%)�� LINING CEMENT /� �#.7�& GC corporation
0 �#,�����+� :100% fluoro-aluminosilicate glass
2�+�($%+�#,�����+� :40% polyacrylic acid

                         batch number /� �%�2��9�9�(��#'<1(��-' ����#$�9�#-1� 6)� 0404241
         batch number ��#&�2��6+��(�K�".7/� (<%%' 6)� 0410121
2.  �69-<�� (chitosan, CS) 0%.-9���#.7�& Fluka  �1�3��$���9�(%��% 150  kilodalton !%,  98 %   
deacetylation ( Lot :45508/1 34203348)
3.  ��%���.� (Bovine serum albumin, AL) 0%.-9���#.7�& Sigma �1�3��$���9�(%��% 66  kilodalton
 (Lot : 78H0696)
4.  (<%%'���(�)3�(�)*�9"# �#,2�&X�� (pulpal cell) passage &1* 6-8
5.  ��$�#(%13� (<%%' alpha modification of Eagle�s medium  (MEM) !%, 2�#(6�12��$#��&�2��
��#$��#.��J9�#-1�9�����(&6�.6 BCA Protein Assay Colorimethod   9��������2��(#[�#�� (BCA, 
PIERCE) , 2�#(6�1����#&�� SDS polyacrylamide gel electrophoresis of protein 2�#(6�1����#&�� 
MTT assay
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1. (6#)*� ��* &:�.�� 5 -��!$��   Sartorius #��� MC 210 S, Germany
2. Incubator shaker, GALLENKAMP, Japan
3. Incubator, Memmert, Germany
4. Spectrophotometer Titertek Multiscan Plus MK II  /� �#.7�& Flow Laboratories 

International SA, Finland
5. -��(�[� �80� c Bio-Freezer /� �#.7�& Forma Scientific, U.S.A.
6. Shaker  #��� STOVALL /� �#.7�& Life Science Inc, U.S.A.
7. Vortex  Genie-2 �/� �#.7�& Scientific industries, U.S.A.
8. (6#)*� ���(<%%' Coulter Particle counter Z-1, U.S.A.
9. (6#)*� ($+1*� -�-,��� (centrifuge)  Savant Speed fuge HSC 15 R, U.S.A.
10. �%�� ��%&##:�' Nikon TMS, Japan
11. -����(%13� (<%%' HERA cell 240 Heraeus, Germany
12. -���#� ����:�#�:���(�)3� Microflow Advanced Bio safty cabinet  Bioquell, UK.
13. Freeze dryer ALPHA 2-4 "#��� controller LDC-1M MARTIN CHRIST, German
14. �%�� ��%&##:�'��.�$�+�%�� (inverted microscope) Nikon TE 2000 U, Japan
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������ 1  	�]^_	[^/8�.�/	���2��S���	�Q��	��������������������+�	�,�=

,�+�3�,�����4��:�2�
������ 1.1  	�����3�<2`��=��� (Specimens) ;�-�̀�	�4
�3+	/

(-#1���.3�&�2��9�����!��".�"'"%�2-.� (mold) &1*�1/���(2��0��:���'�%�  10 
�.%%.(�-#    $�� 2 �.%%.(�-# &1*���&����#����+�(")*��$�2���#�!�,�.3�&�2��������

9��!�� �%�����#&�%� (�K� 3 �%���W %, 6 �.3�   �� �13

      �%���&1* 1      GIC+AL �12��2�+�/� �%�2��9�9�(��#'<1(��-' 98.5 (��#'(<[�-'
!%,��%���.� 1.5 (��#'(<[�-'9���3��$���

�%���&1* 2      GIC+CS �12��2�+�/� �%�2��9�9�(��#'<1(��-' 80 (��#'(<[�-'!%,
�69-<�� 20 (��#'(<[�-'9���3��$���

�%���&1* 3      GIC+CS+AL 9���12��2�+�/� �69-<�� 20 (��#'(<[�-', ��%���.� 1.5 
(��#'(<[�-'!%,�%�2��9�9�(��#'<1(��-' 78.5 (��#'(<[�-'9���3��$���

9����* 2�#-�� W��02�(/����+������$%��&�%� /��� 50 �.%%.%.-# �#,��J�3��
$���/� 2�+�0 -��$�4* �.3�&�2��(&����� 350 �.%%.�#��  (-#1��2�+�0 �$��3��$���#+�(�K� 3,500 
�.%%.�#�� �� !2� ��-�#� &1* 2 02�9����� (6#)*�  vortex (�K�(+%� 5 ��&1 (")*��$�2�+�-��  W 02�
(/���������1  �,&����#02��.3�&�2��6#�3 %, 2 �.3�  �$��12��2�+�#,$+�� 2�+�0 -��2�+�($%+-���.3�
6)� 350:300 �.%%.�#��<4* (&����� 1.16 :1

�	�	/��� 2  2��2�+�/� �%�2��9�9�(��#'<1(��-'  �69-<��!%,��%���.� (�.%%.�#��)

�%���&1* GIC �69-<�� ��%���.� �3��$���#+�
1 3,447.5 - 52.5 3,500
2 2,800.0 700 - 3,500
3 2,747.5 700 52.5 3,500
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02�2�+�0 !%,2�+�($%+(/����+����!%,-���2���!��".�"' $%� �����3����!0��
�#,�������&�3 2� ����9���1!0��"%�2-.�����#,$+�� �#,��!%,�.3�&�2�� $%� ���&1*�.3�
&�2��!/[ -�+!%�+�$�-��!-� 2�+�(�.������* �3��$��� �2��.3�&�2������ "%�2-.� !%,�������
��-������J$V��.&1* 37�C (�K�(+%� 1 ��*+9�   (�)*�6#���*+9� !%�+ ����.3�&�2��&1*�����!�� 
phosphate- buffered saline pH 7.4 (PBS) �#.��-# 1 �.%%.%.-# ��$%��&�%� /��� 50 �.%%.%.-#
���I��+��$�!���  +� $%��&�%� ��(6#)*�  incubator shaker  &1*��J$V��. 37�C  ����+� 60 #��-��
��&1   (�K�(+%� 1 ��*+9� $�.��.3�&�2��/43���<���$�!$�  2-3 6#�3 ��+��#,��7&.�������1/����* �3��
$���/� �.3�&�2��!%,!���.3�&�2���� PBS  $%���$��!��-���1� 5 ��*+9� ��������*+9� !#�
(�K���*+9� &1* 6  &��(���(�1�+���&1*��*+9� &1* 12,  ��*+9� &1* 24, ��*+9� &1* 48,  ��*+9� &1* 72,  ��*+9� &1* 
168 !%,��*+9� &1* 336 -��%����� �� !2� ��-�#� &1* 3   &����#(�%1*�� PBS �$��&��6#�3  ��* �3��$���
/� �.3�&�2��!%,���&4�&��6#�3 &1*�1��#(�[��3��-�+���� /� 9�#-1�&����+ (+%�&1*&�%�    ��� PBS 
&1*0�����#!���.3�&�2��!����-��(�[�&1*  -80 � C

�	�	/��� 3  !2� (+%�����#!���.3� �� (��*+9� )

��*+9� &1* #,�,(+%�&1*!���� PBS
0 0
1 1
6 5
12 6
24 12
48 24
72 24
168 96
336 168

a�	3�a�T ;   &1*(+%� 0 ��*+9� ������(+%�$%� ���02�(2#[�!%,������-���� 1 ��*+9� 
                      &1*(+%� 1 ��*+9� ������(+%�$%� ���&1*!���� PBS 1 ��*+9� $#)�$%� ���02�(2#[� 2
                      ��*+9� 
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������ 1.2  	�
4=,�2�	��,�����4��:�2����,�+�3���	

	�
4=�,�����=3Q<R ��S�2S BCA Protein Assay Colorimethod

$%����#&�� ��/�  Colorimetric Assay47 6)��.���/� 9%$,$���!%,21������
9�#-1�����-#�2�+�&1*6���/�� �,���("�, (specific)  !%,��#����,�%��(�K�6+��(/��/� 21&1*�,/43�
���6��/� 9�#-1�  -�+ reagent �,2���#�����%)�!2 (�K�2��2�+�!�� linear proportion /43����
�#.��J6+��(/��/��/� 9�#-1���2�#%,%��-��$�4* $��+��#.��-#  +.j1&1*���������6)� Biuret 
assay, The Lawry assay !%, Bradford assay 2��$#����#&�%� �13��� Biuret assay 9���$� &� !�  
(copper) ������9�#-1�V���-�V�+, alkaline  �Z.�.#.��#,$+�� 9�#-1� !%,&� !�  (copper) �� ���
���(�����!-�/43����6+��(/��/�  charge-transfer absorption band &1*�10%��� copper-protein 
complex  <4* (�K�6+��2��"��j'!�� linear proportion #,$+�� 6+��(/��/��/� 9�#-1�!%,6����#
����%)�!2  (absorbance) /� 2�#�#,����� �%��+

2\�	�

����3��-�+���� !%, PBS pH 7.4 &1*������0�����#!���.3�&�2�� !-����(�K� blank ��
&�� lyophilized (")*��4 �3������$��16+��(/��/��/43��1� 10 (&�� (�)*� ���9�#-1�&1*�%��%���������1
�#.��J���� ���2���#�-#+�"����������&�� lyophilized 9��(6#)*�  Freeze dryer ALPHA 2-4 
"#��� controller LDC-1M /� �#.7�& MARTIN CHRIST, Germany $%����#&�� ��47 6)���#�4 �3��
������+�2��&1*���&���$���J$V��.%�-*���+�����(�)��!/[ 9��������V�+,2�hh���:  2�#&1*�����6+#&1*
�,%,%���3�� ���!%,����1��##,($�!%,(�)*�(-.��3��% ��2�#%,%���� �%��+�,�16�J2���-.($�)��
(�.� 9�����2�#%,%���#,��J 300 ��96#%.-# �����0���/�+���#�4 �3��������%��(�K�0 !$�  
(lyophilized) (�)*�-�� ��#&�2���$��2��3���%�*� double distilled water % �� 30 ��96#%.-# �,&��
�$�2�#%,%��&1*-�� ��#&�2���16+��(/��/��/43��� 10 (&�� ����#&�2����#$�9�#-1��,&����#
$�<3�� 2 6#�3  (duplicate)   9����#��� microplate /��� 96 $%�� !%,���(&6�.6 BCA Protein Assay 
Colorimethod   9��������2��(#[�#�� (BCA,PIERCE)48 (")*����#.��J9�#-1�&1*�%��������
1.  	�����3� standards

������136)� ��%���.� (BSA)  &1*�##��(�K� ampule &1*�16+��(/��/�� 2 �.%%.�#��/
�.%%.%.-#  �����(-#1��6+��(/��/��9����#(-.��3���%�*� (dilutions) 9��".��#J�6+��(/��/��/� 2�#
-�+���� &1*-�� ��#&�2��+���16+��(/��/��2� $#)����!%,(-#1��9�#-1���-#��� (albumin 
standard) �$��16+��(/��/��6#��6%��2�#-�+���� &1*-�� ��#&�2������� -�#� &1* 4 2��$#����#
&�%� �13���6+��(/��/��&1* 25-1,000  �.%%.�#��/�.%%.%.-#
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2.  	�����3� BCA working reagent (WR)

2��$#��  microplate ��� 200 ��96#%.-#-��$%�� �����6���+J����+�&1*-�� ������

�������+�$%��6�J��� 200 ��96#%.-# 2��$#����-#�2�+�/�  Sample : Working reagent ����#
&�%� �136)� 1 : 20

�	�	/��� 4  !2� ��#(-#1��6+��(/��/��/� ��%���.���-#��� (��96#�#��/��96#%.-#) -��
                  �#.7�&0��0%.-

vial volume of diluent volume and source of BSA Final BSA concentration
A 0 300 µl of stock 2,000
B 125 375 µl of stock 1,500
C 325 325 µl of stock 1,000
D 175 175 µl of vial B dilution 750
E 325 325 µl of vial C dilution 500
F 325 325 µl of vial E dilution 250
G 325 325 µl of vial F dilution 125
H 400 100 µl of vial G dilution 25
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2\�	��=��/

1. ��� microplate &1*�1 96 $%�� (-.�9��(#.*���� PBS &1*���(�K� blank ����  (-.� 2 
$%��W %, 10��96#%.-#

2.  (-.���%���.���-#���&1*�16+��(/��/��-��%�����  �$�!-�%,6+��(/��/��$�4* �1
����+� 2 $%��9��(-.�$%��%, 10 ��96#%.-#  $%� �����3�(-.��3��-�+���� &1*-�� ��#&�2�� 9��&��
<3��-�+���� %, 2 $%��W %, 10 ��96#%.-#(������

3. 02� reagent A !%, B (/����+���� !%,(-.�$%��%, 200 ��96#%.-#  (/���(��W 
�$�(/����� ��������� incubator  &1* 37�C (�K�(+%� 30 ��&1 !%�+���������6�� optical density (OD) 
&1*6+����+6%)*� 570 ��9�(�-# ��+�(6#)*�  Titertek Multiscan Plus MK II  /� �#.7�& Flow 
Laboratories International SA $%����#&�� ��6)��$�!2 ��%-#��+9�(%&$#)�!2 ����+ &1*�� ($[�
�����]��0���2�#%,%��/� �1+9�(%��%  "%�  ��!2 �,�#,-����.(%6-#��/� �1+9�(%��%  &���$�
���"%�  ��!2 �� 2�+��+�  �� ��3�!2 &1*0���������16+��(/�� (intensity) ����%     �������136��
��#����%)�!2  (absorbance) $#)� optical density (OD) �� �16+��2��"��j'���6+��(/��/�� (c) /� 
�1+9�(%��%��2�#%,%��-����/�  Beer-Lambert �� -�����1349

A= log10 (I0 /I) = kcl
A =  6��/� ��#����%)�!2 !%,����1$��+�
I0  !%, I  =  6+��(/��/� !2 &1*]��(/����!%,&1*0��������-��%�����
c   =  6+��(/��/��/� �1+9�(%��%(�K� Molar (M)
l    =  6+��$��/� 2�#%,%��&1*!2 0���(�K�(<�-.(�-#
k   =  6��6 &1*(#1��+�� molar extinction coefficient
(�)*� l = 1<�. (k �1$��+�(�K� M-1 cm-1)
�Z/�  Beer �Lambert �1�#,9���'�������#$�6��6+��(/��/��/� �1+9�(%��% 

9�����2(�69-#9X9-�.(-�#'
4. ���6��6+��(/��/��/� ��%���.���-#��� &1*&#��6��6+��(/��/����6���+J$�

6+��(/��/��9�#-1�&1*�%������������.3�&�2��  9��(�#1��(&1����#�%��%���9�#-1�/� �.3�
&�2����� 3 �%���&1*(+%�-�� W  9��6���+J$��#.��J9�#-1�-��$�4* $��+��3��$���-����*+9�  
(��96#�#��/�#��/��*+9� )   !%,+.(6#�,$'6+��!�#�#+�#,$+�� �%���!��+��<3��    (Repeated 
measures ANOVA ) !%,(�#1��(&1��(�. <���!�� Tukey  HSD (Turkey HSD-Multiple 
Comparison) &�2��&1*#,������2��6�h p < 0.05
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������ 2  	���
7������4�2�,�������,�+�3���	
$%��/� ��#&�� electrophoretic method ����������� ������9�#-1�50 (�����#$� 

sample purity, molecular weight
2��$#����#&�%� �13(�K���#-#+�2��9�#-1�&1*�%������������.3�&�2�� +��

���&��%��$#)���� (denature) 9����#&�� Sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE)51  $%����#")3����6)�9�(%��%&1*�1�#,���,(6%)*��&1*��2���&1*�1!�� 
($%[�<4* ��-#���#(6%)*��&1*�,/43����/���/� 9�(%��%!%,�#,�� (charge) 9���$��1�#,!2�X0���
���� !0�� polyacrylamide gel &1*&��$���&1*($�)�� barrier -����#(6%)*��&1*/� 9�(%��%  ������# run 
(�%-�� ���9�#-1��� denature ����<4* �1$%��+.j1(��� ��#���6+��#��� denature detergents !%,
(6%)����+� anionic detergent 6)� SDS  ��2V�" denature 9�#-1�(�)��&�3 $�������� SDS ��+�
��-#�/� �3��$���&1*6 &1*  &���$��16+��$��!���/� �#,��&1*��%�(61� ��� �� ��3���-#���#(6%)*��-�+
/� 9�#-1��4 /43����/���/� 9�(%��% (molecular weight) ("1� ���� (�1�+  9��&1*9�#-1�&1*�1/���
�$h��,�1��#(6%)*����������+��9�#-1�9�(%��%(%[� 2�+���/� (�%-��(/�����/�3+%�  2�+�%�� /� 
 (�%-��(/�����/�3+�+�(�)*��%����#,!2�XXv�9�#-1��,(6%)*������ 2�+�%�� /� (�%

Polyacrylamide �������#(�.� polymerization /�  acrylamide  <4* 2��2�+�/� 
acrylamide &1*�������#(-#1��(�%  �10%-��/���/� #�"#��/� (�%  �� ��3�#���%, acrylamide ��(�%
�,/43������+ /� �3��$���9�(%��% (molecular weight range) /� 9�#-1�&1*-�� ��#$�

��#$�9�#-1�-�� �1 marker <4* 6)�9�#-1�&1*02����$%��-�+!%,#��6���3��$���
9�(%��%/� 9�#-1�  ����#&�%� -�� �1���� ����$�4* ���  (lane)  (�K��3��$���9�(%��%/�  
standards  (")*�(�K�-�+(�#1��(&1�����9�#-1�&1*-�� ��#$� ��&1*�13��� SDS-PAGE Molecular weight 
standard (Invitrogen) &1*�1�3��$���9�(%��%��������+  2.5-200 kDa 2��$#����� BCA &1*�����&�2���1
�3��$���9�(%��% 66 kDa

��#(-#1�� polyacrylamide gel &1*�������#,��!��/��� 10×12 (<�-.(�-# !%,
6+��$��/� (�%�#,��J 1 �.%%.(�-# 9����#(-#1��

Separating gel =12.5 % (v/v) total acrylamide gel
Stacking gel = 4.5% (v/v) total acrylamide gel
Running buffer = 0.25M Tris HCL buffer solution (pH 8.3)
��� syringe ���2�+�02�(-.�% ��(�%��3�%��  (separating gel) &1*!/[ -�+�����3�#1�

(21�� comb % ��2�+�/� (�%��3��� (Stacking gel) (�)*�(�%!/[ -�+!%�+��� comb ����,(�.����  
+�� (")*�(-.�2�#-�+���� 
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	�����3��	��4
�3+	/

1. ��%���.�/�  Sigma &1*(�K�2�+�02����.3�&�2��  �����(-#1���$��16+��(/��/��
-�� W 9�����0 ��%���.�%,%���3���%�*�9��(#.*�-�������%���.� 1 �.%%.�#��/�.%%.%.-# !%,&����#(�)�
�� �$�(�K� 0.5 �.%%.�#��/�.%%.%.-#, 0.25 �.%%.�#��/�.%%.%.-# !%, 0.1 �.%%.�#��/�.%%.%.-#  6+��(/�� 
/��&1*(-#1��6)� 0.5, 0.25, 0.1 �.%%.�#��/�.%%.%.-#

2. �3��-�+���� �����#!���.3�&�2���%��� GIC+AL,  �%��� GIC+CS,  �%��� GIC + 
CS+AL !%,�%��� GIC &1*(-#1��(".*�/43���(")*�(�K��%���6+�6��!%,�)����+������19�#-1����%�2��-
9�9�(��#'

3. SDS-PAGE molecular weight standards marker  /� �#.7�& Invitrogen <4* ���
&����# denature ��!%�+

��#(-#1��9�#-1�9�����2�#%,%���#.��J 15 ��96#%.-#  02���� sample buffer 
-��2�#&1*��J$V��.�#,��J 100�C �#,��J 5-10 ��&1 9�����2�#-�+���� &1*(-#1��(���+� 15 
��96#%.-#  (-.�% ����� +�� #,$+�� (�%&1*(-#1���+�  9���,�����%���.�&1*(�K� standard protein !%,
#��6���3��$���9�(%��%6)��#,��J 66 kDa (���(6#)*� !%,����#,!2�XXv�&1* 25 mA  -%����#&�%�  
#���(�%(6%)*��% ���4  running buffer  ���(+%��#,��J 2-3 ��*+9�   �����3�!�,(��(�%�����
����#,��!%,���������21&1*(#1��+�� staining solution <4* �#,�����+�  Coomassie Brilliant Blue R 
250   0.25 �#��%,%���� ethanol 125 �.%%.%.-# Gracial citic acid 25 �.%%.%.-#!%,�3�� 100 �.%%.%.-#  
!��(�%���3��������21�#,��J 3 ��*+9�  �����3��4 &����#%�� ��+��3��������21&1*(-#1���+�6)� 10% 
(v/v) acetic acid (�K�(+%� 48-72 ��*+9� +� ��(6#)*� (/���(�%1*���3����#,$+�� &1*!��(�K�#,�,  ��
�#,&�* (�%�121�2�,2���#�($[�!��/� 9�#-1��#��Z/43���!%,�����(�#1��(&1�����!��21/�  
protein molecular weight standard !%,����0%  9������#&�%� �13������$��9���$�

��� &1* 1 �2�  protein molecular weight standards
��� &1* 2 �2�  ��%���.� 0.25         �.%%.�#�� / �.%%.%.-#
��� &1* 3 �2�  ��%���.� 0.5           �.%%.�#�� / �.%%.%.-#
��� &1* 4 �2�  ��%���.� 0.1           �.%%.�#�� / �.%%.%.-#
��� &1* 5 �2�  GIC                       ��*+9� &1* 1
��� &1* 6 �2�  GIC+AL                ��*+9� &1* 1
��� &1* 7 �2�  GIC+CS                ��*+9� &1* 1

                           ��� &1* 8 �2�  GIC +CS+AL        ��*+9� &1*1
              ��� &1* 9 �2� protein molecular weight standards
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��#!�%0%/�  SDS-PAGE 9�������!�� (band) /� 9�#-1�&1*�%����������.3�
&�2��(�#1��(&1�����9�#-1��� protein molecular weight standards marker  +���1�3��$���9�(%��%
�#,��J(&����!%,(�#1��(&1������+�!��/� 9�#-1�&1*"����!��!-����(�K�$%��!�����/43�
!%,�3��$���9�(%��%����% !2� +���1��#!-�-�+$#)��������2%��

������ 3  	��=���S
	��,f�X2_�+�������X�/,�-�	�g6�
������ 3.1  	��=��� MTT Assay

$%����#&�2��6+��(�K�".79��+.j1 MTT assay (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyl tetrazolium bromide)52 6)���#+������+�(<%%'&1*�� �1�1+.-����9��+����� mitochondrial 
succinic dehydrogenase activity <4* (<%%'&1*�1�1+.-�,�1 mitochondrial function ��(<%%'   Krebs cycle 
&1*(�.��� mitochondria  (�K� metabolic pathway &1*2��6�h����#2� (6#�,$' adenosine triphosphate 
���6�#'9��w(�#- 9�#-1�!%,�/��� 9��/�3�-��-��6)���#(�%1*����� succinate ��(�K� fumarate 
9�� succinic dehydrogenase (SDH)   2�+� FAD (�K�-�+&1*&���$� �Z.�.#.�� reduction 2���#J'9��
0��� FADH2 !%, FADH2 2���#�(�%1*�� tetrazolium salt ��(�K� formazen &1*�121�3��( .�!%,-�
-,����� mitochondria  9����#&�2���13-�� ��# disodium succinate (�K�-�+-�3 -��(�)*��Z.�.#.��
2���#J'�10%&���$��1��#(�%1*�����21($%)� ��(�K�21�3��( .� !%,#,���/� ��#(�%1*��21(�K�2��2�+�
9��-# ��� enzymatic reduction /�  tetrazolium salt  0%4�/�  MTT formazen 2���#�%,%���� 
dimethyl sulfoxide (DMSO) ���� &1*�,���������6�� optical density &1*6+����+6%)*� 570 ��9�(�-#  
6��&1*��������,��� mitochondrial activity !%, (<%%'&1*�1�1+.-

��#:4�7��13���0���6J,�##���#�#.�j##�����#+.���  �$�+.&��%��2 /%�
�6#.�&#' !%,���#��6+�����(6#�,$'(<%%'���(�)3�(�)*�9"# �#,2�&X����� 0:. �#. &"h. 2�+##J� 
�.-V���1��.�&#' V�6+.���1++.&����� ���!%,#,����#��(613�+  6J,&��-!"&�:�2-#'
�$�+.&��%��2 /%��6#.�&#' 9�����(<%%'���9"# �#,2�&X����&����#("�,(%13� �� Alpha 
modified Eagle�s medium (αMEM)  !%,�2� 20% FCS, 100 um L-ascorbic acid 2-phosphate, 2 
Mm L-glutamate, 100 units/ml penicillin !%, 100 ��96#�#��/�.%%.%.-# streptomycin ����� 
incubation &1* 37 º C �� 5% co2  (<%%'���9"# �#,2�&X��&1*�����&�2��(�K� passage &1* 6-8

2\�	�����3��̀�	�4
�3+	/7	<2`��=���;�-	��=���S
	��,f�X2_

(-#1���.3�&�2��&1*-�� ��#&�2��9����#(-#1���%����%�2��9�9�(��#' (GIC) 
!%,�%����%�2��9�9�(��#'02��69-<�� (GIC+CS) &1*2��2�+�/� �69-<�� 20%9���3��$��� 
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��-#�2�+�#,$+�� 2�+�0 -��2�+�($%+&�3  2 �%���6)� 1.16 :1  02�!%,-���2�!��".�"'"%�2-.�
($�)����#&�%� ��-��&1* 1 ���$���%�����#&�%� �� �136)�

�%���&1* 1      GIC 24 ��*+9� 
�%���&1* 2      GIC 48  ��*+9� 
�%���&1* 3      GIC 168 ��*+9� 
�%���&1* 4      GIC+CS 24 ��*+9� 
�%���&1* 5      GIC+CS 48 ��*+9� 
�%���&1* 6      GIC+CS 168 ��*+9� 
�%���&1* 7      �3���%�*�<4* ���(�K��%���6+�6��
(-#1���.3�&�2��/� �%���&�2���%���%, 2 �.3� 9���$��.3�&�2�� 1 �.3�!�����3��

�%�*� �#.��-# 2 �.%%.%.-#  ����� �+�&1* incubator shaker 37ºC (/��� 60 #��-����&1  9��!���+�(�K�
(+%� 24 48 !%, 168 ��*+9�   ����3��-�+���� ���%���(�1�+���&1*0�����#!���.3�&�2��$%��%, 2 
�.%%.%.-#��(&#+����&�3  2 $%�����#� ��+� filter /��� 2 ��6#��(")*�(�K���#&���$��%��(�)3�   
&�2����+� microplate 96 $%��  &1*��!-�%,$%���1(<%%'���(�)3�(�)*�9"# �#,2�&X�� ����+� 5,000 
cells !%, ��$�#(%13� (�)3� 200 ��96#%.-# -��$�4* $%��(%13� �+��#,��J 24 ��*+9�  incubation &1* 
37ºC�� 5% CO2  9��(+��2��V' (column) !#��$�+�� (")*�(�K� blank   6#� 24 ��*+9� ���(����$�#
(%13� (�)3���� �����$�#(%13� (�)3�&1*�16+��(/��/��2� (&�� (2MEM) �#.��-# 125 ��96#%.-#  !%,���
�3��-�+���� �#.��-# 125 ��96#%.-# (elute)  #+� 250 ��96#%.-# 9��&����#&�2��<3�� 8 $%��-��
�3��-�+���� $�4* ��.�6)��$�$�4* 2��V' (column) (�K�2�#$�4* -�+����    &.3 (���+�(�K�(+%� 48-72 ��*+
9�  incubation &1* 37ºC �� 5% CO2   �����3����(����$�#(%13� (�)3�&1*02���������3��-�+���� ���&.3 
!%�+(-.���$�#(%13� (�)3��$�� 200 ��96#%.-#&1*�#,�����+� HEPES (pH 7.4) 10 mM  9��&1*-�� 
(-.�&��$%��#+�&�3  blank ��+�   $%� �����3��4 (-.� MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyl tetrazolium bromide) &1*02������� PBS (pH 7.2) 6+��(/��/�� 2-5 �.%%.�#��/�.%%.%.-# 
�#.��J 50 ��96#%.-# $�� microplate ��+� foil (")*��v� ���!2 !%,�������(�K�(+%� 4 ��*+9� &1*
��J$V��.  37ºC �� 5% CO2   (�)*�6#� 4 ��*+9� �$����(����$�#(%13� (�)3�!%, MTT ���   !%,(-.� 
dimethyl sulfonate (DMSO)  $%��%, 200 ��96#%.-#   -����+� Sorensen�s glycine buffer &1*(-#1��
��� 0.1M glycine 02���� 0.1M NaCl &1*�16�� pH 10.5 ����-#�2�+�&1*(&��W ���     2�#%,%���� 
microplate �,�%��(�K�21��+ !%,���������6��  optical density (OD) ��+�(6#)*�  Titertek &1*
6+����+6%)*� 570 ��9�(�-#  !%,6��&1*��������!�#-���#.��J(<%%'&1*�1�1+.-����#�� 6.�6��(]%1*�
&�3 2��V' 9��-��6��-*��2��!%,2� 2�������  &��<3��($�)����� 3  microplate  &���$�!-�%,�%�����#
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&�%� �1/����%���-�+����  18 $%�� 6���+J(�K�#���%,9��(�#1��(&1������3�� 9���$��3�� autoclave 
(�K� 100%   ���6��#���%,&1*�����+.(6#�,$'$�6+��!-�-�� #,$+�� �%���!%,(�#1��(&1��$�6+��
!-�-�� V�����%���(�1�+���&1*(+%�!-�-�� ��� �����#+.(6#�,$'6+��!�#�#+�!��&� (�1�+ (One 
way ANOVA) !%,(�#1��(&1��(�. <���!�� Tukey  HSD (Turkey HSD-Multiple Comparison) 
&�2��&1*#,������ 2��6�h p < 0.05

������ 3.2  	���	 direct contact

(�K���#&�2��6+��(�K�".7/� �.3�&�2��-��(<%%'���9"# �#,2�&X�� �.3�
&�2��&1*�16+��(�K�".7���$#)��1��#�%���2�#&1*(�K�".7���� -��(�)*�   (<%%'�,���2���#���(��,
-.�����.3�&�2����� !-�����.3�&�2������1".7���(<%%'�,2���#���(��,-.�����.3�&�2�����

1.  02��.3�&�2������ %, 1 �.3� +.j1��#02�(���(�1�+�����#&�%� ��-��&1* 1 
�$��1��#��(���������&1*2�� 9����#(-#1����-���#�:���(�)3�!%,���(6#)*� �)�&1*0�����#���(�)3�!%�+ 
����.3�&�2��!%,�.3�/13043 ���4���� plate /���(2��0��:���'�%�  5.5 (<�-.(�-#��+�/13043   �.3�
&�2���1�� �13

�.3�&�2�� GIC
          �.3�&�2�� GIC+CS

/13043 "�#�X�� ( parafin wax)  (�K��%���6+�6��
2.  (-#1��(<%%'���9"# �#,2�&X�� passage &1* 6-8  ����+� plate %, 1×106 (<%%'

�2�% �� plate &1*�1�.3�&�2������ (-.���$�#(%13� (�)3��$��1�#.��J#+� 6 �.%%.%.-# (�%1*����$�#(%13� 
(�)3�6#�3 !#�(�)*�6#� 24 ��*+9� $%� �����3�(�%1*��&�� 3 +�� ��6#� 3 2����$'

3.  $%� ���6#� 3 2����$' &����#���(<%%'&1*($%)����� 9�����(����$�#(%13� (�)3�&.3 
�� ��� trypsin 2 �.%%.%.-#�2�% �� plate �$�(<%%'$%��������������!%,�����+�(6#)*� ���(<%%' 
(Coulter Particle counter Z-1,U.S.A.)
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;8�84/;�=/�-���3�
2\�
2743 ������ 1 ;�- 2

����.3�&�2��&1*�����!���� PBS �#.��-# 1 ml !%,������2���(6#)*�  incubator
shaker   (�K�(+%� 1 ��. ����.3�&�2��/43�����3��<���$�!$� ��+��#,��7<��  ��* �3��
$����.3�&�2�� ��&�3 ����!%,$%� !��   PBS !%,���&4�    &����%��7J,(�1�+���&1*
(+%�  6  ��., 12 ��., 24 ��., 48 ��., 72 ��., 168 ��. !%, 336 ��. ���  PBS.  &1*
0�����#!���.3�&�2��-��(+%�&1*���$����!����-��(�[�&1* -80 � :�

(-#1���.3�&�2�� 3 �%���W %, 6 �.3�
1. GIC+ CS
2. GIC+AL
3. GIG+AL+CS

-��&1* 1.���9�#-1����4 �3������$��1
6+��(/��/�� 10 (&��!%,�����&�2��
��#-#+�$� �#.��J9�#-1������
9��(&6�.6 BCA Protein  Assay

In vitro study

-��&1* 2. &�2��2���-./� 9�#-1���+�+.j1
SDS-PAGE
�(-#1���.3�&�2�� GIC (")*�(�K��%���6+�6��
!%,&�2��+���19�#-1����%��� GIC $#)����
�&�2��2���-.9�#-1�/� �%���&�2��
(]"�,&1*��*+9� &1* 1
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;8�84/;�=/�-���3�
2\�
2743 ������ 3

(-#1���.3�&�2�� 2 �%��� W %, 2 �.3�
1. GIC+CS
2. GIG+CS+AL

� ����.3�&�2��&1*�����!�����3��
�%�*� �#.��-# 2  ml !%,������2���
(6#)*�  incubator shaker   (�K�(+%� 24
��. ����.3�&�2��/43�����3��<���$�
!$� ��+��#,��7<��  &����%��7J,
(�1�+���&1*(+%� 48 ��.!%,168 ��. 9��
!��!�����(�%1*���3�� (cumulative)
� (-#1��(<%%'���9"# �#,2�&X��

 &�2��6+��(�K�".7��+�  MTT assay

In vitro study

 &�2��6+��(�K�".7��+�  direct-contact

(-#1���.3�&�2�� 2 �%���W %, 1 �.3�
1. GIC
2. GIG+CS
3. /13043 "�#�X��(�K��%���6+�6��

� ����.3�&�2��!%,�.3�/13043 ���4���� 
plate /���(2��0��:���'�%�  5.5
(<�-.(�-#��+�/13043 
� (-#1��(<%%'���9"# �#,2�&X��
����+� plate %, 1×106 (<%%'�2�% �� 
plate &1*�1�.3�&�2������ (-.���$�#(%13� 
(�)3��$��1�#.��J#+� 6 �.%%.%.-# (�%1*��
��$�#(%13� (�)3�6#�3 !#�(�)*�6#� 24 ��*+
9� $%� �����3�(�%1*��&�� 3 +�� ��
6#� 3 2����$' ����V�"��+��%�� 
�%�� ��%&##:�'��.�$�+�%��
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;8�84/;�=/.4`����	��=��� MTT assay

Microplates /��� 96 $%��&1*�1(<%%'����+�  5,000  (<%%'/$%��  ����$�#(%13� (�)3�
200 µl

�� � �� � �   ���(����$�#(%13� (�)3����!%�+�2� 2 MEM !%, �3��-�+���� 

��� 2 MEM !%,�3��-�+���� ��� !%�+(-.� MTT 50 µl

���(�� MTT ���!%�+(-.� DMSO 200 µl !%, Sorensen�s glycine
25 µl

����6����+� spectrophotometer  570  nm

Incubation 24 ��*+9� 

Incubation 48-72 ��*+9� 

 $���#,��7�%��.(�1�� !%,
  Incubation 4 ��*+9� 
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�:,��� 2  �� : !2� �.3�&�2��/J,&1*������(���$%��!%,
             %��  : ����.3�&�2��������(���$%��
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�:,��� 3  !2� V�" microplate /� ��#&�� MTT assay

                                             
                                 (a)                                                                                    (b)

�:,��� 4  !2� V�"��#&�2�� direct contact /� �.3�&�2�� (a) !%, �.3�/13043  (b)


