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ภาfiพนวก



1 3 2

ภาคผนวกท ี ่  1 R e s t r i c t i o n  map ป ี ค ง ค เ อ ็ น 1 8 พาห!; P B R 3 2 2 ( B o l i v a r  น 3 ะ ค « ะ ,

1977 ; S u t c l i f f e ,  1949)

c/a I 23
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ภาศผนวกท ี ่  2 R e s t r i c t i o n map ป ิ อ ง ล ี เ อ ็ น เ ก พ า ห ะ  pUC18 ( M e s s i n g ,  1 9 8 3 ;

Yanisch และ«ณะ, 1985)

(fco R  I/ P v u  II)1

A lw N f  1217

pUC18 multiple cloning site and primer binding region: 371-480
■100 450

M13/pUC Forward Sequencing Primer •
5'-ACGACGTTGT AAAACGACGG CCAGTGCCAA GCTTGCATGC ÇTGCAGGTCG AÇTCTAGAGG ATCCCCGGGT ACCGAGCTCG AATTÇGTAAT CATGGTCATA-^I____11 I L___Il 11 I I I I 11 II I iHindi» Sph  f P stl Sali Xba I SamH I l_____ txpnl Ssf I EcoR I a-peptïde start

Acc I Xma I San II
Hinc II Sma I



1 3 4

ภาคผนวกท ี ่  3 R e s t r i c t i o n  map ข อ ง ค เ อ น เ อ ' พ า ห ะ  p S E 4 1 1  ( D e n t e  แ ล ะค เน ะ,  1 9 8 3 ;

E lled g e  และ D avis, 1989)

Eco0109 I  3977
Aac IX 3920 183 N de I

1710 1690 1670
H inc II

Kpn I BamH  เ̂  Sa/1 s p h  I
GGTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTGGcgtaatcatggtcat 53

S m a  I 
X m a  I

X ba  I P st I Hind 111
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ภาฅผนวกก 4 E f f e c t  o f  N aC l c o n c e n t r a t i o n  on r e s t r i c t i o n  e n d o n u c le a s e

a c t i v i t y  ( A u s u b le  น ล ะ ะ ,  1 9 8 9 )

Enzyme 0 mM NaCl 50 mM NaCl 100 bM NaCl 150 mM NaCl

AccI + -H- + + + + +
BamHI + ++ + + + ++ +
BglII + + + + + + + + + + +
c la l + + + + + + + + + + +
EcoRI * + + + + + + + + +
HindiII + + + + + + + + + +
Hpal + + + + + + + +
Kpnl + + + + + +
MluI + + + + + + + + + +
Ndel + + + + + + +
PstI + + 4- + + + + + + +++
PvuII + 4-4- + + + 4- + + + + +
Sali + + + + + + +
Sau3AI + + + + + + + + + + + +
Seal + + + + + + + + +
xbal + + + + + + + + + +
xhol + + + + + + + + + + +
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ภ า « ผ น ว ก ท ี ่  4  ( ต ่ อ )

S c o r i n g :  + + +

+ +

+

*

i n d i c a t e s  t h a t  b e t w e e n  3 0 - 1 0 0  % o f  

t h e  a c t i v i t y  c a n  b e  o b t a i n e d  

i n d i c a t e s  t h a t  b e t w e e n  1 0 - 3 0  % o f  

t h e  a c t i v i t y  c a n  b e  o b t a i n e d  

i n d i c a t e s  t h a t  b e t w e e n  < 1 0  % o f  

t h e  a c t i v i t y  c a n  b e  o b t a i n e d  

n o t  r e c o m a e n d e d  b e c a u s e  o f  s t a r  a c t i v i t y

S t a r  a c t i v i t y  ห ม า ฮ ถ ้ ง  ก า ร ท ี ่ เ ร ส ํ « ก ม ั น เ อ น ไ ช ม ร ่ อ ร « เ อ น เ อ า น ฝ า ด ั บ ท ี ่ « ล ้ า ร ก ั บ

ล ำ ด ั บ เ บ ส ํ ท ี ่ จ ำ เ พ า ะ  เ ร ่ น  E c o R I  จ ะ ร ่ อ a « เ อ น เ อ ไ น บ ร ิ เ ว œ ท ี ่ ม ั ฝ า ด ั บ เ บ ส ํ  ธ 7 . . G'ฟ ๘ A A T T C . . 3

ร ่ ง เ ป ็ น ฝ า ด ั บ เ บ ฝ ท ี ่ จ ำ เ พ า ะ  แ ต ่ ถ ้ า เ ก «  s t a r  a c t i v i t y  ธ ํ ้ น  E c o R I * จ ะ ส ำ ม า ร ถ ร ่ อ ร

« เ อ น เ อ ท ี ่ ม ี ฝ า ด ั บ เ บ ส ํ  5 7 . . N A A T T C . . 3 7 ส ํ ภ า ว ะ ท ี ่ เ ก ก  s t a r  a c t i v i t y  ปี น ม ั ก พ บ ใ น

ส ํ ภ า ว ะ  h i g h  e n d o n u c l e a s e  c o n c e n t r a t i o n ,  l o w  i o n i c  s t r e n g t h ,  

s u b s t i t u t i o n  o f  s a n g a n e s e  f o r  a a g n e s i u a ,  h i g h  p H  แ ร ะ  ก า ร ม ั ส ำ ร ล ะ ร า ร

อ น ก ร ร บ า ง ช น ิ ร  เ ร ่ น  g l y c e r o l  แ ล ะ  D M S O  ใ น  r e a c t i o n  f i i x t u r e
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ภ า ค ผ น ว ก ท  5  น ส ์ ค ง ก า ! ๙ ว ้ า ง ! ค ค ม บ น น น ท พ a า ฟ ้ ม ค  p S V l ,  p S V 2 ,  p S V 3 ,  p S V 4  u a i

p S V 5

B a i H I /S a H 3 A I

E h r o * o s o » a l  D N A  f r o *  B a c i l l u s  A .

p a r t i a l  d i g e s t i o n  w i t h  S a u 3 A I
I

C G T a s e  g e n e
c m  พั////À11Z2

S a u 3 A I S a u 3 A I

B a * H I / S a u 3 A I

p a r t i a l  d i g e s t i o n  w i t h  S a u 3 A I  
1 — —

T 4  D N A  l i g a s e

S a u 3 A I P s t I / K p n I
hT  4, D N A  l i g a s e

K p n l

P s t I

K p n l
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ภารผนวกท 6 กราฟ มาตรฐาน สำห ร ับ การห าป ร ิมาท ! OC-CD โต ร ว ธ  HPLC

A r e a  ( T h o u s a n d s )

-  CD



ภาดผนวกที่ 7 กราฟ มาตรฐานสำห ร ับการหาปร ิพ ากร P-CD โต ฮ ว ธ  HPLC

0 100 200 300 400
( u g / 2 0 u l )

P  -  C D
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ภาคผนวกที่ 8 กราฟ มาตรฐาน สำห ร ัน การห าป ร ิมาท ! if-CD โค ร ว ธ ี HPLC

A r e a  ( T h o u s a n d s )

0  -  C D
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ง า น  เ พ ิ ่ ม เ ต น ห ล ั  ง ว ิ ฑ ร า น พ น ff

จ า ก ท า ร ร ่ อ ร ร ต อ ม บ น น น ฑ พ ล า ส ์ ม ด  p S V 5  ต ้ ว ร เ ร ฟ ้ « ก ? น เ อ น ' ! ช ม  P s t i  แ ล ะ  S a l i  

พ บ ว ่ า ล ำ แ ห น ่ ง  S a l i  ห ่ า ง จ า ก  P s t i  บ น « เ อ ็ น เ อ พ า ห ะ ป ร ะ } ท «  4 . 7  k b  ( ร ป ท ี ่  3 4 )  ที ่ ง 

ต ร ง ก ั บ ต ำ แ ห น ่ ง Îเ อ ง  A c c I  1  ต ำ แ ห น ่ ง บ น  i n s e r t e d  D N A  f r a g m e n t
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ร ุ ปฑ 3 4  พ ล ข อ ง ก า ร ส ิ ก ใ ท แ น า ค น ล ะ  r e s t r i c t i o n  s i t e  ข อ ง ร ก ร « บ ิ น น น ฑ พ ล า ส ํ ม ค  

p S V 5  บ น อ ะ ก า ' โ ร ๙ 1 จ ล  1 . 0  เ l i a ร ์ เ ช น ค  

ฬ ่ อง ฑ ื ่  1  ก อ  s t a n d a r d  A - D N A  ร ่ อ ย ค ้ ว ร  H i n d i 1 1 

ร ่ อ ง ก ี ่  2  ค อ  ร ี ค อ ม บ น น น ท พ ล า ส ์ « ค  p S V 5

ร ่ อ ง ก ี ่  3  ค อ  ร ี ค อ « บ ิ น น น ท พ ล า ส ์ « ค  P S V 5  ร ่ อ ย ค ้ ว ย  P s t I  น ล ะ  S a l i
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