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^ร-ตี'กตี ด?พร-อf is ตีลป ะ การโค ลน ย ีน ไป โค ล เด !าป ์ท ?น  ก ฐ ค าโน ท ร าน ส ํเฟ อ เร ส ํ คาก  
B a c i l l u s  A1 1 ใน  E s c h e r i c h i a  c o l i  (MOLECULAR CLONING OF CYCODEXTRIN 
GLUCANOTRANSFERASE GENE FROM B a c i l l u s  A IN  E s c h e r i c h i a  C o l i )
อ .ท ี่ป ร ึก ษ า: อ .ด ร •.ร เฮ ย ร ' รึมพ&ปยกค, อ .ท ี่ป ร ึก ษ าร ่ว ม : ผ ต ี.ด ร .ส ร ต า  ม งค ล ก ุล ,
1 4 3  หนา . ISBN 9 7 4 - 5 8 3 - 0 3 4 - 8

ได ้ท ่าก ารโค ล น ย ีน ไป โค ล เด ก ป ฑ ?น  ก ฐ ค า โ น ท ร า น ส ํเฟ อ เร ส ํ(CG Tase g e n e )  คาก  
B a c i l l u s  A^^ เย ้า ไ ป ใ น  E s c h e r i c h i a  c o l i  โด ย ใย ้พ ล าส ํร ด  pBR3 2 2 , p U C l8 และ pSE4 1 1  
เป ็น ต ีเอ ็น เอพ าห ะตาม ล'าต ีบ  น’า ด ีเอ ็น เอ ย อ ง โค ร โม โป ม ค า ก  B a c i l l u s  A^ 1 ท่ีย1อ ย ด ้วย เรส ํต ิก ส ั,14- 
เอน'ไปม้ S a u 3A I แบบไม่สํม,y รณ ( p a r t i a l  d i g e s t i o n )  มา เส ่อ ม เย ้าต ีบ ต ’าแหน่ง BaitiHI บนพลาสํรด 

pBR322  แ ล ้ว เค ส ่อ น ย ้าย ร ึค อ ม อ แน น ท ัพ ล าส ํร ด ท ี่ส ํร ้าง ส ัน ให ม ่เย ้าก ู่เป ล ล ้เค ้า เร ึอ น  E . c o l i  s t r a i n  
HB1 0 1  ท ่าการสดเส ํอกท รานส ํฟ อร ้แมน ท ์ท ี่สำมารถผ?เต เอน ไป ม CGTase โด ย ก าร 'Î'ตแอคดรดยองเอนไปม  
ส ่งป ระก อ บ ด ้วย ก ารท ่า  i o d i n e - t e s t ,  p h e n o l  r e d  i n c l u s i o n  c o m p le x  t e s t  (P I C T ) , 
c y c l o d e x t r i n  t r i c h l o r o e t h y l e n e  a s s a y  (CD-TCE a s s a y )  และรเคราะห ้ผส ิตส ํณ ฑ  CDs ด้วย 
HPLC รึคอมป็แนนท์พลาสํรดที่ม ี CGTase g e n e  ให ้ส ่อว ่า  p S V l ร ย น าด ย อ งส ัน ต ีเอ ็น เอ ค าก  B a c i l l u s  
A1 1  บ ่ระมาณ  20  -  2 2  k b  เท ี่อ งค าก  p S V l รย น าด ให ญ ่และไม ่เส ํส ย ร  ค ึงท ่าการโคลน ย ีน ต ่อ  โด ย  
ย ่อยร ึคอมจแนนท ัพลาส ํรด p S V l ด ้วย เรส ํต ีกส ัน เอน ไป ม  S a u 3A I แบบไม่สํมบูรณ แ ล ้ว เก อ ก ส ัน ด ีเอ ็น เอ ท ี่ร  
ยนาดประมาณ  2 -  6 k b  และเส ่อมส ันต ี เอ ็น เอ ท ี่’เย ้า'ไป'ในตำแหน ่ง BamHI ยองพ ลาส ํรด p U C l8 
เค ส ่อ น ย ้าย ร ึค อ ม ป ็แ น น ท ัต ีเอ ็น เอ เย ้าก ู่เป ล ล ้เค ้า เร ึอ น  E . c o l i  s t r a i n  JM1 0 1  พบทรานสํฟอรแมนfi 
แสํตง a m y l o l y t i c  a c t i v i t y  3 ทรานสํฟอร้แมนทั แต่แส ํดง CGTase a c t i v i t y  เส ย ง 2 ฑ ราน- 
กฟอร้แมนทั แ ล ะ ส ำม าร ถ ก ร ะ ต ุ้น ก าร ส ํร ้าง เอ น ไป ม  CGTase ได ้ด ้ว ย  IPTG ให ้ส ่อรึคอมปิแนนทัพลาสํรต'ใหม่ 
ท ี่ว ่า pSV 2 และ pSV 3 ‘ส ่งฝ ็ย น าค ย อ งส ัน ต ีเอ ็น เอ จ าก  B a c i l l u s  A ประมาณ 6 .8  และ 5 . 2  kb  
ตามล’าด้บ เท ี่อ ง ค าก ก าร น ’ารึคอมยีแนนท์พลาสํมีด pS V 3 มาต ีกษา r e s t r i c t i o n  map ท ่า ไ ด ้ย า ก  
ก งได ้โค ล น ย ีน ต อ ก ก ค ร ั้ง โด ย ย ้าย  i n s e r t e d  DNA fr a g m e n t  คากรึคอมปิแนนท์พลาส ํรด pS V 3 ไปสดต่อ 
เย ้าก บ พ ล าส ํรด  PSE4 1 1  โด ย ใย ้เร ส ํต ีก ส ัน เอ น ไป ท ั P s t I  และ K p nl แล ้วท ราน ส ํฟ อร ้ม เย ้า  E . c o l i  
s t r a i n  HB1 0 1  ให ้ส ่อทรานส ํฟอรมแนท ัและร ึคอมอแนนท ัพ ลาส ํรดม ่ส ํร ้างส ันใหม ่ว ่า SV5 และ pSV5 
ตามล'าตีบ เท ี่อต ีกษา r e s t r i c t i o n  map ยองร ึคอมธแนนท ์พลาส ํรด pSV 5 พบว่า CG Tase g e n e  
B a c i l l u s  A แต ก ต ่างค าก  CGTase g e n e  คากสำยฬนตุ้ส ่น ผลการรเคราะห ้ผกตกณ ฑ  CDs ด้วย
PHIO พบว่าทรานส ํฟอร ้แมนท ั SV5 ให้ผกตกณฑ y-C D  ในสํ'ดสํ,วนท ี่มากท ี่^ดตามด้วย 8“ และ a -C D  
ส ำม ารถ ต รวค พ บ แถ บ โป รต ีน ท ี่ม ีน าห ท ่ก โม เลก ุล ใกล ้เ ต ียงและ เท ่ากบเอน'ไปม CGTase คาโาฑรานสํฟอรแมนท  ั
SV5 ด ้ว ย เอ ส ํด ีเฮ ส ํ-โพ ส ิอ ะ ไค ร 'ล าไม ด ้เค ล ก เล ค โต ร 'โฟ ร ึป ส ํ
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##  C3 2 5 9 3 4  : major b io c h e m is t r y
KEYWORD: MOLECULAR CLONING OF GENE /  CYCLODEXTRIN GLUCANOTRANSFERASE 

SURASAK SIRIPORNADULSIL: MOLECULAR CLONING OF CYCLODEXTRIN 
GLUCANOTRANSFERASE GENE FROM B a c i l l u s  A IN  E s c h e r i c h i a  c o l i .
THESIS ADVISOR: VICHIEN RIMPHANITCHAYAKIT, P h .D . ,  THESIS CO-ADVISOR: 
A S S IS T , p r o f ! PEERADA MONGKOLKUL, P h .D . ,  1 43  p p . ISBN 9 7 4 - 5 8 3 - 0 3 4 - 8

T he c y c l o d e x t r i n  g l u c a n o t r a n s f e r a s e  (C G T ase) g e n e  fr o m  B a c i l l u s  A 
h a s  b e e n  c l o n e d  i n t o  E s c h e r i c h i a  c o l i  u s i n g  p la s m id  v e c t o r  pBR3 2 2 , p U C l8  a n a  
pS E 4 1 1  r e s p e c t i v e l y .  P a r t i a l l y  S a u 3A I - d i g e s t e d  c h r o m o so m a l DNA fro m  B a c i l l u s  
A w a s l i g a t e d  t o  B a m H I -c le a v e d  pBR322  an d  t r a n s f o r m e d  i n t o  E_. c o l i  s t r a i n  
HB1 0 1 . C G T ase p r o d u c in g  t r a n s f o r m a t s  w e r e  s c r e e n e d  a n d  i s o l a t e d  b y  i o d i n e  
t e s t ,  p h e n o l  r e d  i n c l u s i o n  c o m p le x  t e s t ,  t r i c h l o r o e t h y l e n e  p r e c i p i t a t i o n  an d  
HPLC a n a l y s i s .  The c o n s t r u c t e d  p l a s m id ,  p S V l ,  w a s  i s o l a t e d  a n d  a n a l y s e d .  The 
c l o n e d  C G Tase g e n e  w a s  fo u n d  t o  b e  w i t h i n  an  a p p r o x im a t e ly  2 0  -  22  k b  i n s e r t .  
Due t o  i t s  l a r g e  s i z e  a n d  i n s t a b i l i t y ,  p S V l w as u s e d  f o r  s u b c l o n i n g .  I t  w as  
p a r t i a l l y  d i g e s t e d  w i t h  S a u 3A I an d  DNA f r a g m e n ts  o f  2 t o  6 k b  w e r e  i s o l a t e d  
a n d  l i g a t e d  t o  B a m H I - c le a v e d  pUC1 8 . The l i g a t i o n  m ix t u r e  w a s  th e n  t r a n s f o r m e d  
i n t o  E . c o l i  s t r a i n  JM1 0 1 . T h r e e  h a l o - p o s i t i v e  t r a n s f o r m a n t s  w e r e  o b t a i n e d  
b u t  o n l y  2 t r a n s f o r m a n t s  sh o w e d  CGTase a c t i v i t y  w h ic h  w a s  i n d u c i b l e  b y  IPTG . 
The p l a s m id s  o b t a i n e d  w e r e  d e s i g n a t e d  a s  pSV2 an d  pS V 3 , a n d  fo u n d  t o  c o n t a i n  
an  a p p r o x im a t e l y  6 . 8  a n d  5 . 2  kb DNA i n s e r t ,  r e s p e c t i v e l y .  F o r  unknow n r e a s o n ,  
t h e s e  p l a s m id s  w e r e  o n l y  p a r t i a l l y  d i g e s t e d  w i t h  r e s t r i c t i o n  e n d o n u c l e a s e  
u s e d ,  m a k in g  i t  d i f f i c u l t  t o  d o  r e s t r i c t i o n  m a p p in g . T h e r e f o r e ,  t h e  i n s e r t e d  
DNA f r a g m e n t  fr o m  pSV 3 w a s  f u r t h e r  s u b c lo n e d  a s  P s t l - K p n l  f r a g m e n t  i n t o  P s t l -  
K p n l c l e a v e d  pSE 4 1 1 . The r e s u l t i n g  p la s m id  and  t r a n s f o r m a n t  w e r e  d e s i g n a t e d  
a s  pSV 5 a n d  SV5 , r e s p e c t i v e l y .  R e s t r i c t i o n  m a p p in g  w as p e r fo r m e d  o n  pSV 5 an d  
i t  w a s  fo u n d  t h a t  i t s  p a t t e r n  w as d i f f e r e n t  fro m  t h o s e  o f  o t h e r  know n CGTase 
g e n e .  HPLC a n a l y s i s  o f  SV5 - g e n e r a t e d  p r o d u c t s  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  c l o n e d  
CGTase p r o d u c e d  y-C D  > 3 -CD > a -C D . By u s i n g  S D S - p o ly a c r y la m id e  g e l  e l e c t r o ­
p h o r e s i s ,  a  p r o t e i n  b a n d  w i t h  MW e q u a l  t o  CGTase fr o m  B a c i l l u s  A -1 w a s  
d e t e c t e d  a s  w e l l  a s  o t h e r  p r e s u m a b ly  m o d i f i e d  fo r m s  o f  t h e  c l o n e d  C G T ase .
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ทเ

ค่าร่อ

Ap" = A p ic i l l in  r e s i s t a n c e
BSA = Bovine serum albumin
CaCl2 = Calcium c h lo r id e
CD = C y c lo d ex tr in
CD-TCE assey = C y c lo d e x tr in - t r ic h lo r o e th y le n e  assey
CGTase gene = C y c lo d ex tr in  G lu c a n o tra n s fe ra se  gene

CHC13 = c h lo ro f  orm
CIP = C alf i n t e s t i n e  p ho sp h a tase
EDTA = E th y len e  diam ine t e t r a a c e t i c  a c id
HPLC High Perform ance L iq u id  chrom atography
IPTG = Is o p ro p y l th io - p -g a la c to s id e
kb = k ilo b a s e  p a i r  (103 base p a i r )
LB = L u r ia -B e r ta n i  medium
ml = m i l l i l i t r e  (10 3 l i t r e )
NaCl = Sodium c h lo r id e
PICT = Phenol red  in c lu s io n  complex t e s t
RNase - R ibo nucléase
SDS = Sodium d o d e s il  s u l f a te
T et" = T e tr a c y c lin  r e s i s ta n c e
T e t‘ = T e tr a c y c l in  s e n s i t i v e
T r is ะ: T r is  (hydroxy m ethyl) aminomethane
x -g a l ะ: 5 -b ro m o -4 -c h lo ro -3 - in d o ly l-0 -D -G a la c to s id e
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