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ภาคผนวก ก 
การเตรียมสารเคมี

1. 10 mM PBS buffer
ละลาย PBS 1 tablet ต่อนำปริมาตร 100 mL

2. M IT  reagent
Stock solution ความเข้มข้น 5 mg/mL

- ช่ัง MTT 25 mg
- ละลายใน 10 mM PBS 5 mL
- แบ่งเก็บในหลอดขนาด 15 mL หลอดละ 1 mL
- เก็บท่ีอุณหภูมิ -20°c

Working solution ความเข้มข้น 0.5 mg/mL
เติม serum-free media 9 mL ลงใน stock solution (1 mL)

3. HCl ความเข้มข้น 2 N
เติม HCl เข้มข้น ลงในน้ํากล่ันปริมาตรประมาณ 200 mL จากน้ันปรับปริมาตรจนครบ 1 L

4. Dinitrophenylhydrazine ความเข้มข้น 10 mM DNPH ใน 2 N HCl
ช่ัง DNPH 1.98 g ละลายในสารละลาย 2 N HCl ปรับปริมาตรจนครบ 1 L

5. Guanidine hydrochloride (GdmCl) ความเข้มข้น 6 M
(ประกอบด้วย 6M GdmCl และ 0.5 M Potassium phosphate monobasic (KH2PO4) pH 
2.5)
ช่ัง GdmCl (M.w.=95.53 g/mol) 286.6 g และ KH2P04 (M.w.=136.09 g/mol) 34.0232 g 
ละลายน้ําประมาณ 250 mL นำไปปรับ pH ให้ได้ 2.5 จากน้ันปรับปริมาตรจบครบ 500 mL

6. DCFH-DA solution
- Stock DCFH-DA ความเข้มข้น 50 mM

- ช่ัง DCFH-DA 0.122 g ละลายใน DMSO 5 ml
- แบ่งใส่หลอดๆ ละ 1 mL เก็บไว้ท่ี -20 °c

- เตรียม working DCFH-DA ความเข้มข้น 0.5 mM
- เติม stock DCFH 0.1 mL ลง ใน serum-free media 9.9 mL
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7. 10 X Tris/Borate/EDTA buffer (TBE buffer)
(ประกอบด้วย 890 ทาM Tris, 890 ทาM Boric acid, 20 ทาM Na2*EDTA)
ซัง Tris base (M.w.=121.14 g/mol) 108 g., Boric acid 55 g (M.w.=61.33 g/mol) และ 
Na2*EDTA (M.w -374.24) 7 g. ละลายด้วยน้ํา แล้วปรับปริมาตรจนครบ 1000 ทาL

8. ปฏิกิริยา LINE-1 PCR
Chemical Final concentration Volume (pL/Rxn)

แ20 - 14.4
10X PCR buffer IX 2.0
50 ทาM MgCl2 1 mM 0.4
10 mM dNTPs 0.2 mM 0.4
20 |jM Ll-F Primer 0.3 pM 0.3
20 |jM Ll-R Primer 0.3 pM 0.3
5 บ /pL Hot Start Taq pol 1 บ 0.2
5 ng/uL Bisulfite treated DNA 10 ng/uL 2.0

9. ปฏิกิริยา LINE-1 digestion
Chemical Final concentration Volume (pL/Rxn)

h20 - 0.5
10X NEB3 buffer IX 1.0
100X BSA IX 0.1
10 U/pL Taq 1 0.2 บ 0.2
10 U/pL Tas 1 0.2 บ 0.2
LINE-1 PCR product - 8

8% Non-denaturing polyacrylam ide gel
Chemical Final concentration Volume for 10 ทาL

h20 - 7 mL
10X TBE IX 1 mL
40% Acrylamide:Bis 19:1 8% 2 mL
10% Ammoniumpersulfate 0.1% 100 pL
TEMED - 10 pL

ผสมสารเคมีท้ังหมด แล้วรีบเทสารละลายใสในพิมพ์ ต้ังท้ิงไว้ให้เจลแข็งตัวสมบูรณ์อย่างน้อย
45 นาที
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11. Perchloric acid ความเข้มข้น 0.4 M (M.w.=100.46 g/mol, D=1.67 g/cm3)
เติม perchloric acid 11.34 mL ละลายในนํ้าประมาณ 50 ทาL จากนั้นปรับปริมาตรจน 

ครบ 100 mL

12. Mobile phase (4.5 mM Octanesulfonic acid, 50 mM NaH2P04) pH 3.0
ช่ัง Octanesulfonic acid (M.w.=234.29 g/mol) 1.05 g และช่ัง NaH2P04 (M.w.=138.01 
g/mol) 6.9 g แล้วละลายน้ําประมาณ 500 mL ปรับ pH ให้เป็น 3.0 ด้วย Phosphoric acid 
จากน้ันปรับปริมาตรให้ครบ 1000 mL

13. Standard SAM ความเข้มข้น 10 mM
ช่ัง SAM (M.w.= 394.44) 3.94 mg ละลายน้ํา 1 mL 14

14. Standard SAH ความเข้มข้น 10 mM
ช่ัง SAM (M.w.= 384.41) 3.84 mg ละลายน้ํา 1 mL
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ผลงานวิทยานิพนธ์นี้ได้นำเสนอ ในงานประชุมวิชาการระดับนานาชาติ ชื่อการประชุม 
“ The 4th International Biochemistry and Molecular Biology Conference” ช ื่อ เร ื่อ ง  
“Hypomethylation of LINE-1 in bladder cancer cell lines under oxidative stress 
condition” ณ โรงแรมรามาการ์เด้น กรุงเทพมหานคร วันที่ 2-3 เมษายน 2557
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ซ่ือ-สกุล
วัน เดือน ปีเกิด
สถานท่ีเกิด
สถานท่ีติดต่อ
วุฒิการศึกษา

ประวัติการทำงาน

ทุนการศึกษา
ผลงานวิจัยในวารสารระดับนานาชาติ
- Kloypan c, Jeenapongsa R, Sri-in P, Chanta ร, Dokpuang D, Tip-pyang ร, et 

al. Stilbenoids from Gnetum macrostachyum attenuate human platelet aggregation 
and adhesion. Phytotherapy research : 2012;26(10): 1564-8.

การนำเสนองานวิจัยระดับนานาชาติ
- Kloypan c, Chan-ta ร, Surapinit ร. Antiplatelet Activities of stilbenoid 

Derivatives from Gnetum macrostachyum (Poster). 1 St Kamphangsaen International 
Natural Products Symposium (KINS 2010) at Swissotel Le Concorde Hotel, Bangkok, 
Thailand on October 23-24, 2010.

- Surapinit ร, Kloypan c, Khumkratok ร, Jeenapongsa ร, Tip-pyang ร. 
Antiplatelet Aggregation and Antioxidant Activities from Melodorum siamense (Scheff.) 
Bân (Poster). 1st Kamphangsaen International Natural Products Symposium (KINS 2010) 
at Swissotel Le Concorde Hotel, Bangkok, Thailand on October 23-24, 2010.

- Kloypan c, Mutirangura A, Boonla c. Hypomethylation of LINE-1 in bladder 
cancer cell lines under oxidative stress condition (Poster). The 4 th International 
Biochemistry and Molecular Biology Conference at Rama Garden Hotel, Bangkok, 
Thailand on April 2-3, 2014

จิรพัฒนํ คล้อยปาน (Chiraphat Kloypan)
27 กุมภาพันธ์ พ.ศ.2532 
จังหวัดนครนายก
133 หมู่ 16 ตำบลแม่กา อำเภอเมือง จังหวัดพะเยา 56000 
วิทยาศาสตรบัณฑิต (เทคนิคการแพทย์), เกียรตินิยมอันดับสอง 
คณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยพะเยา (2550-2553) 
ตำแหน่ง อาจารย์ คณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยพะยา 
(2553-2554)
ทุนพัฒนาอาจารย์มหาวิทยาลัยพะยา
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