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ข้อถือสิทธิ
1. กรรมวิธีการตรวจสอบการกลายพันธุ์ของยีนเอพีพี (APP) ความเสี่ยงอัลไซเมอร์แบบขั้นตอนเดียวด้วยแถบสี
ที่ซึ่งประกอบด้วยการทำปฏิกิริยาแลมป์ (LAMP) ร่วมกับการประยุกต์ใช้แผ่นดิพสติค (dipstick) การทำปฏิกิริยาแลมป์ (LAMP) 25
ไมโครลิตร ประกอบด้วยไพรเมอร์ 3 และไพรเมอร์ 4 อย่างละ 50 พิโคโมล, ไพรเมอร์1 ไพรเมอร์ 2 และไพรเมอร์ 5 อย่างละ 5
พิโคโมล, ดีเอ็นทีพี (dNTP) 0.8 มิลลิโมลาร์ผสมด้วยสารเบตาอีน(betaine) 0.6 โมลาร์, สารแมกนีเซียมซัลเฟส (MgSOa) 4
มิลลิโมลาร์, เอนไซม์ บีเอสที ดีเอ็นเอ โพลีเมอเรส (BstDNA polymerase) 8 U และสารละลายบัฟเฟอร์ ด้วยการทำปฏิกิริยาแลมป์
(LAMP) ที่อุณหภูมิ 61 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที จากนั้นดูดสารละลายดังกล่าวจำนวน 5
ไมโครลิตรใส่ในหลอดใหม่ที่มีสารละลายบัฟเฟอร์ 100 ไมโครลิตรทีอุณหภูมิห้อง จากนั้นจุ่มแผ่นดิพสติค (dipstick) ลงในสารละลาย
5 นาที แล้วอ่านผลบนแผ่นดิพสติค (dipstick) เมื่อให้ผลบวก จะปรากฏเส้นทดสอบสีชมพู บริเวณแถบทดสอบ (T)
และแถบควบคุม(C) แสดงว่า ในตัวอย่างพบเบสกลายพันธุ์ตำแหน่งอาร์เอส (rs) 63750264 ของยีนเฮพีพี (APP)
ที่มีความเสี่ยงอัลไซเมอร์ แต่ถ้าผลลบ จะปรากฏเส้นทดสอบสีชมพู เฉพาะแถบควบคุม (C) เท่านั้น
วิธีการนี้ไม่ต้องใช้เครื่องพีซีอาร์(PCR thermal cycler) และเครื่องแยกสารพันธุกรรมด้วยกระแสไฟฟ้า
วิธีนี้เป็นการตรวจสอบหาควาผิดปกติของยีนเอพีพี (APP) ด้วยแผ่นติพสติค (dipstick) ในบุคคลที่มีสงสัยความเสี่ยงอัลไซเมอร์
เพื่อการตรวจวินิจฉัยและป้องกันของโรค กรรมวิธีนี้ออกแบบไพรเมอร์สำหรับเทคนิคแลมป์ (LAMP)
ที่ใช้ในการตรวจหาเบสกลายพันธุ์ตำแหน่งอาร์เอส (rs) 63750264 ของยีนเอพีพี (APP) ที่มีความเสี่ยงอัลไซเมอร์ ในปฏิกิริยาแลมป์
(LAMP)ประกอบด้วยไพรเมอร์ 5 เส้น ที่จำเพาะต่อลำดับเบสกลายพันธุ์ตำแหน่งอาร์เอส (rs) 63750264 ของยีนเอพีพี(APP)
โดยให้ไพรเมอร์ 4 ติดฉลากด้วยไบโอติน (biotin) หรือไดกอกซิเจนิน (Digoxigenin) และให้ไพรเมอร์ 5 ติดฉลากด้วยสารเรืองแสง
(FITC) ในการติดตามปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นบนแผ่นดิพสติค (dipstick) ดังนี้
ไพรเมอร์ที่จำเพาะต่อเบสกลายพันธุ์ตำแหน่งอาร์เอส (rs) 63750264 ดังนี้
          ไพรเมอร์ 1 ลำดับเบส (5'-3') ACggAggAgATCTCTgAAg
          ไพรเมอร์ 2 ลำดับเบส (5'-3') gAATggATgTgTACTgTTTCT
          ไพรเมอร์ 3 ลำดับเบส (5'-3') AgATgTgggTTCAAACAAAggTTTTTAgCATCACCAAggTgATgCT
      ไพรเมอร์ 4 ลำดับเบส (5'-3')  ไบโอติน (biotin) /ไดกอกซิเจนิน (Digoxigenin; Dig)
                         TgCAAAgAACACCAATTTTTgATgATTTTTgAAgAT ggAT gCAgAATT cc
          ไพรเมอร์ 5 ลำดับเบส (5'-3')          FITC- T g AACTTCATAT CCT g AgT CAT gTc

(ข้อถือสิทธิ 1 ข้อ, รูปเขียน 2 รูป)
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