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APPENDIX A 

Chemical and Instruments 

1. Chemicals 

 

Chemical name 

 

Source 

Acetic acid, glacial (CH3COOH) Merck, Darmstadt, Germuny 

Acrylamide (C3H5NO) Bio-Rad, Richmond, CA, USA 

Agarose Bio-Rad, Richmond, CA, USA 

Ammonium chloride (NH4Cl) Merck, Darmstadt, Germuny 

Ammonium persulfate (NH4S2O3) Merck, Darmstadt, Germuny 

Blueye prestained protein ladder GeneDirex, Gueishan Township, TC, 

Taiwan 

Bovine serum albumin (BSA) Biochemical, English 

Bromophenol blue (C19H10Br4O5S) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Copper(II) Sulfate Pentahydrate 

(CuSO45H2O) 

May & Baker, Dagenham, England 

3-[(3-Cholamidopropyl) 

dimethylammonio]-1-propanesulfonate 

hydrate (CHAPS) 

GE-Healthcare, Amersham, England 

Disodium ethylenediaminetetraacetate 

(EDTA-Na2) 

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Dithiothreitol (DTT) GE-Healthcare, Amersham, England 

Ethanol, absolute (C2H5OH) Merck, Darmstadt, Germuny 

Folin-ciocalteau’s phenol reagent Merck, Darmstadt, Germuny 

Formaldehyde (CH2O) Merck, Darmstadt, Germuny 

Glycerol (C3H8O3) Merck, Darmstadt, Germuny 

Glycine (C2H5NO2) Amresco, Solon, OH, USA 

Hydrochloric acid (HCl) LAB-SCAN, Bangkok, Thailand 

Immobiline dry strip cover fluid GE-Healthcare, Amersham, England 
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IPG buffer, pH 3-10 GE-Healthcare, Amersham, England 

Iodoacetamide (IAA) GE-Healthcare, Amersham, England 

Methanol (CH3OH) Merck, Darmstadt, Germuny 

N, N'-methylenebisacrylamide Merck, Darmstadt, Germuny 

Potassium sodium tartrate  Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Silver nitrate (AgNo3) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Sodium carbonate (Na2CO3) Merck, Darmstadt, Germuny 

Sodium chloride (NaCl) Merck, Darmstadt, Germuny 

Sodium dodecylsulfate (SDS) Vivantis, Oceanside, CA, USA 

Sodium hydroxide (NaOH) LAB-SCAN, Bangkok, Thailand 

Sodium thiosulphate (Na2S2O3) Mecrk, Darmstadt, Germuny 

TEMED Bio-Rad, Richmond, CA, USA 

Thiourea (CH4N2S) GE-Healthcare, Amersham, England 

Tris-(hydroxymethyl) aminomethane Vivantis, Oceanside, CA, USA 

Urea (CH4N2O) Merck, Darmstadt, Germuny 

2. Instruments 

 

Instruments 

 

Source 

15 ml centrifuge tube SPL life sciences, Korea 

96 well plate SPL life sciences, Korea 

Analytical balance Mettler Toledo, Küsnacht, Switzweland 

Autoclave Tomy Seiko, Tokyo, Japan 

Automatic pipette Biohit, Finland 

Automatic pipette tip SPL life sciences, Korea 

Carbon dioxide incubator Shel Lab, OR, USA 

Centrifuge MPW med instruments, Warsaw, 

Poland 

Cuvette  Perkin Elmer, USA 

Ettan IPGphor II isoelectric focusing 

system 

GE-Healthcare, Amersham, England 
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Ettan IPG strip holder GE-Healthcare, Amersham, England 

Filter paper GE-Healthcare, Amersham, England 

Hotplate strirer Daihan Labtech LLC, NY, USA 

Immobiline dry strip gel, 7 cm, pH 3-10 GE-Healthcare, Amersham, England 

Image master 2D platinum software 5.0 GE-Healthcare, Amersham, England 

Image scanner III Epson, Japan 

Image scanner, UTA-1120 GE-Healthcare, Amersham, England 

Light microscope Olympus, Japan 

Microcentrifuge  Eppendorf, Germany 

Microplate reader Metertech, Taipei, Taiwan 

Mini-protein system (SDS-PAGE running) Bio-Rad, Richmond, CA, USA 

pH meter E-Z-Do Company, New Jersey, USA 

Power supply E-C apparatus corporation, USA 

Shaking water bath GEL, Burgwedel, Germany 

Vortex mixer Germany industrial corporation, Taiwan 

Water bath Daihan scientific, Korea 
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APPENDIX B 

Reagents Preparation 

1. Reagents for two-dimensional gel electrophoresis 

A. Rehydration stock solution without IPG buffer 

 DTT and IPG buffer are added immediately prior to ISE running 

B. SDS equilibration buffer solution  

 DTT and IAA are added immediately prior to IPG strip equilibration step 

 

 

 

Reagents Final concentration Amount 

Urea (FW 60.06) 8 M 4.2 g 

Thiourea  (FW 76.12) 2 M 1.5 g 

CHAPS 4% (w/v) 0.4 g 

Bromophenol blue 0.002% (w/v) 20 l of 1% solution E 

Double-distilled water - to 10 ml 

Store in 2.5 ml aliquots at -20 C. 

Reagents Final concentration Amount 

Urea (FW 60.06) 6 M 72.07 g 

Tris-HCl, pH 8.8  

(see solution H) 

 

50 mM 10 ml 

Glycerol 30% (v/v) 69 ml (84.2 g) 

SDS (FW 288.38) 2% (v/v) 4.0 g 

Bromophenol blue 0.002% (w/v) 400 l of 1% solution E 

Double-distilled water - to 200 ml 

Store in 20-or-50 ml aliquots at -20 C. 
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C. 30% T, 2.6% C monomer stock solution 

D. 4x resolving gel buffer solution (1.5 M Tris-base, pH 8.8) 

E. Bromophenol blue stock solution 

F. 10% SDS solution 

Reagents Final concentration Amount 

Acrylamide (FW 71.08) 30% 30.0 g 

N,N-methylenebisacrylamide 

(FW 154.17) 

 

0.8% 0.8 g 

Double-distilled water - to 100 ml 

Filter solution through 0.45 m filter. Store at 4 C in the dark. 

Reagents Final concentration Amount 

Tris-base (FW 121.1) 1.5 M 18.17 g 

Double-distilled water - 75 ml 

Aqueous HCl  - Adjust to pH 8.8 

Double-distilled water - to 100 ml 

Filter solution through 0.45 m filter. Store at 4 C. 

Reagents Final concentration Amount 

Bromophenol blue 1% 20 mg 

Tris-base 50 mM 12 mg 

Double-distilled water - to 2 ml 

Store in 1.5 ml aliquots at -20 C 

Reagents Final concentration Amount 

SDS (FW 288.38) 10% (w/v) 2.0 g 

Double-distilled water - to 20 ml 

Filter solution through 0.45 m filter. Store at room temperature 
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G. 10% ammonium persulfate solution (APS) 

H. 10x SDS electrophoresis buffer 

   The pH of this solution should not be adjusted.  

 Dilute to 1x SDS electrophoresis buffer prior to use 

I. Agarose sealing solution 

 

 

 

 

 

 

 

Reagents Final concentration Amount 

Ammonium persulfate  

(FW 228.20) 

 

10% (w/v) 1.0 g 

Double-distilled water - to 1 ml 

Prepare just prior to use 

Reagents Final concentration Amount 

Tris-base (FW 121.1) 25 mM 30.3 g 

Glycine (FW 75.07) 192 mM 144.1 g 

SDS (FW 288.38) 0.1 % (w/v) 10.0 g 

Double-distilled water - to 1 L 

Store at room temperature 

Reagents Final concentration Amount 

1xSDS lectrophoresis buffer - 50 ml 

Agarose (NA or M) 0.5% 0.25 g 

Bromophenol blue 0.002% (w/v) 100 l of 1% solution E 

 

          Add all ingredients into 25-ml Erlenmeyer flask. Swirl to disperse. Heat in 

a microwave oven or on a heating stirrer until the agarose is completely 

dissolved. Do not allow the solution to boil over. Dispense 1.5-ml aliquots into 

screw-cap tubes and store at room temperature 
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J. 12.5% acrylamide solution for 2-DE 

Reagents Amount 

30% T, 2.6% C monomer stock solution 

(solution C) 

4.17 ml 

4x resolving gel buffer solution (solution D ) 2.5 ml 

10% SDS (solution F )  100 l 

Double-distilled water 3.18 l 

10% ammonium persulfate (APS) 50 l 

TEMED 3.3  

  Ammonium persulfate and TEMED are added immediately prior to casting the gel. 
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2. Reagents for silver staining 

Reagent Solution Amount 

Fixing solution Methanol 500 ml 

Acetic acid, glacial 120 ml 

37% Formaldehyde 500 l 

Distilled water to 1000 ml 

Washing solution Absolute ethanol 350 ml 

Distilled water to 1000 ml 

Sensitizing solution 

(0.02%) 

Sodium thiosulfate (Na2S2O3) 0.2 g 

 Distilled water to 1000 ml 

Silver stain solution Silver nitrate 2 g 

 Distilled water to 1000 ml 

Developing solution Sodium carbonate (Na2CO3) 60 g 

 0.02%  Sodium thiosulfate 20 ml 

 37% Formaldehyde 500 l 

 Distilled water to 1000 ml 

Stop solution EDTA-Na2 14.6 g 

 Distilled water to 1000 ml 

Storing solution Acetic acid, glacial 1 ml 

 Distilled water to 1000 ml 
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APPENDIX C 

The Mini-Mental State Examination-Thai version 2002 score 

แบบทดสอบ  MMSE – Thai  2002*  
กรณีไม่ไดเ้รียนหนงัสือ ไม่ตอ้งท ำขอ้ 4,9,10 

 

1.  Orientation for time (5 คะแนน)                บนัทึกค ำตอบไวทุ้กคร้ัง 
(ตอบถูกขอ้ละ 1 คะแนน) (ทั้งค  ำตอบท่ีถูกและผิด)   คะแนน 
1.1 วนัน้ีวนัท่ีเท่ำไร          ……………………….        

1.2 วนัน้ีวนัอะไร ………………………..        

1.3 เดือนน้ีเดือนอะไร ………………………..        

1.4 ปีน้ีปีอะไร ………………………..        
1.5 ฤดูน้ีฤดูอะไร ………………………..        

 

2.  Orientation for place (5 คะแนน) (ใหเ้ลือกขอ้ใดขอ้หน่ึง) 
(ตอบถูกขอ้ละ 1 คะแนน) 

 2.1  กรณีอยูท่ี่สถำนพยำบำล 
          2.1.1  สถำนท่ีตรงน้ีเรียกวำ่  อะไร  และ......ช่ือวำ่อะไร ………………………..      
  2.1.2 ขณะน้ีท่ำนอยูท่ี่ชั้นท่ีเท่ำไรของตวัอำคำร ………………………..      
  2.1.3 ท่ีอยูใ่นอ ำเภอ -  เขตอะไร      ………………………..      
  2.1.4 ท่ีน่ีจงัหวดัอะไร ………………………..      
  2.1.5 ท่ีน่ีภำคอะไร  ………………………..      
 2.2 กรณีท่ีอยูท่ี่บำ้นของผูถู้กทดสอบ 
  2.2.1 สถำนท่ีตรงน้ีเรียกวำ่อะไร และบำ้นเลขท่ีอะไร ………………………..      
  2.2.2 ท่ีน่ีหมู่บำ้น หรือละแวก/คุม้/ยำ่น/ถนนอะไร ………………………..      
  2.2.3 ท่ีน่ีอ  ำเภอเขต / อะไร ………………………..      
  2.2.4 ท่ีน่ีจงัหวดัอะไร ………………………..      
  2.2.5 ท่ีน่ีภำคอะไร ………………………..      
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3.  Registraion (3 คะแนน) 
 ต่อไปน้ีเป็นกำรทดสอบควำมจ ำ  บอกช่ือส่ิงของ 3 อยำ่ง (บอกเพียง 1 คร้ัง  ไม่มีกำรบอกซ ้ ำอีก)  หลงัผูถ้ำมพดู
จบใหผู้ถู้กทดสอบ พูดทบทวนตามทีไ่ด้ยนิ  ให้ครบ  ทั้ง 3 (กำรบอกช่ือแต่ละค ำใหห่้ำงกนัประมำณหน่ึงวนิำที ตอ้งไม่
ชำ้หรือเร็วเกินไป) (ตอบถูก 1 ค ำได ้1 คะแนน)  

      ดอกไม ้    แม่น ้ ำ     รถไฟ ………………………..      

*** ในกรณีท่ีท ำแบบทดสอบซ ้ ำภำยใน 2 เดือน ใหใ้ชค้  ำวำ่ 
       ตน้ไม ้     ทะแล     รถยนต ์ ………………………..      

 

4.  Attention/Calculation (5 คะแนน) (ใหเ้ลือกขอ้ใดขอ้หน่ึง)   
ขอ้น้ีเป็นกำรคิดเลขในใจเพ่ือทดสอบสมำธิ  ถำ้ผูถู้กทดสอบไม่สำมำรถคิดเลขได ้ใหท้ ำขอ้ 4.2 แทน 

4.1 ขอ้น้ีคิดเลขในใจเอำ 100 ตั้ง ลบออกทีละ 7 ไปเร่ือยๆ ประมำณ 5 คร้ัง 
บนัทึกค ำตอบตวัเลขไวทุ้กคร้ัง            ……  ……  ……  ……    ……  ……    ……  ……     
ถำ้ลบได ้1, 2, หรือ 3  แลว้ตอบไม่ได ้ ก็คิดคะแนนเท่ำท่ีท ำได ้ ไม่ตอ้งยำ้ยไปท ำขอ้ 4.2 

 

4.2 สะกดค ำวำ่ มะนำว ใหผู้ถู้กทดสอบฟัง แลว้ใหผู้ถู้กทดสอบสะกดถอยหลงัจำกพยญัชนะตวัหลงัไปตวัแรก  
ค  ำวำ่ของค ำวำ่ “มะนำว”  กำรสะกด คือ  มอมำ้-สระอะ-นอหนู-สระอำ-วอแหวน  

 

  ……  ……  ……  ……  ……     
       ว ำ น ะ ม 

 

5. Recall (3 คะแนน) เป็นกำรถำมซ ้ ำ โดยยอ้นกลบัไปถำมผูถู้กทดสอบถึงส่ิงของจำก ขอ้ท่ี 3  
ถำมผูถู้กทดสอบถึงส่ิงของ 3 อยำ่ง ท่ีเคยถำมไปเม่ือสกัคู่  ( ตอบถูก 1 ค ำได ้1 คะแนน ) 

      ดอกไม ้    แม่น ้ ำ     รถไฟ ………………………..      

  *** ในกรณีท่ีท ำแบบทดสอบซ ้ ำภำยใน 2 เดือน ใหใ้ชค้  ำวำ่ 
       ตน้ไม ้     ทะแล     รถยนต ์ ………………………..        

 

6.  Naming (2 คะแนน) 
6.1  ยืน่ดินสอใหผู้ถู้กทดสอบดูแลว้ถำมวำ่ 
  “ของส่ิงน้ีเรียกวำ่อะไร”   ………………………..      

6.2 ช้ีนำฬิกำขอ้มือใหผู้ถู้กทดสอบดูแลว้ถำมวำ่ 
  “ของส่ิงน้ีเรียกวำ่อะไร”   ………………………..      

 

7. Repetition (1 คะแนน) ทดสอบกำรกล่ำวซ ้ ำ 
 บอกใหผู้ถู้กทดสอบกล่ำวตำม โดยบอกใหฟั้งเพียงคร้ังเดียว  
  ค ำท่ีกล่ำวใหฟั้ง คือ   “ใครใคร่ขำยไก่ไข”  ………………………..      
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8.  Verbal command (3 คะแนน) เป็นกำรใหท้ ำตำมสัง่  
บอกผูถู้กทดสอบท ำตำมค ำสัง่ โดยบอกเพียง 1 คร้ัง หลงัจำกกล่ำวจบ จึงใหผู้ถู้กทดสอบปฏิบติั 
ค ำสัง่ คือ  “ รับกระดำษดว้ยมือขวำ พบัคร่ึงกระดำษ แลว้วำงบนโตะ๊ ” 

   

    รับดว้ยมือขวำ    พบัคร่ึง    วำงไวท่ี้”(พ้ืน,โตะ๊,เตียง)  ………………………..      

9. Written command (1 คะแนน) เป็นกำรทดสอบกำรท ำตำมค ำสัง่จำกค ำสัง่ท่ีเขียนเป็นตวัหนงัสือ 
 ใหผู้ถู้กทดสอบปฏิบติัตำมค ำสัง่ จำกตวัหนงัสือท่ีเขียนบอก  
 ค ำสัง่ตวัหนงัสือ คือ “ หลบัตำ ” ถำ้ผูถู้กทดสอบหลบัตำ แสดงวำ่เขำ้ใจในค ำสัง่ 
 

      หลบัตำได ้       ….……………………..       
 

10. Writing (1 คะแนน) กำรทดสอบกำรเขียนขอ้ควำมท่ีเป็นประโยค 
 ใหผู้ถู้กทดสอบเขียนประโยค 1 ประโยคท่ีมีควำมหมำย  

 

     ประโยคมีควำมหมำย        ………………………..       
 

11. Visuoconstruction (1 คะแนน) 
 ขอ้น้ีเป็นค ำสัง่  “จงวำดภำพใหเ้หมือนภำพตวัอยำ่ง” 
 (ในช่องวำ่งดำ้นขวำของภำพตวัอยำ่ง)  ………………………..     
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MMSE-THAI 2002: Score 

 
ระดบัการศึกษา 

คะแนน 
(เตม็ 30 คะแนน) 

 
Sensitivity 

 
Specificity 

Positive 
Predictive 

value 

Negative 
Predictive 

value 

 
Efficiency 

จุดตดั เตม็ 

ไม่ไดเ้รียน
หนงัสือ (อ่ำน
หนงัไม่ออก) 

≤  14 23 35.4 76.8 64.5 50.0 54.3 

จบ 
ประถมศึกษำ 

≤ 17 30 56.6 93.8 88.9 71.0 76.3 

สูงกวำ่ 
ประถม 

≤ 22 30 92.0 92.6 91.2 93.3 92.4 

สถาบันเวชศาสตร์ผู้สูงอายุ กรมการแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข แบบทดสอบสภาพสมองเส่ือมเบือ้ง
ต้นฉบบัภาษาไทย MIMSE-THAI 2002 
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Figure 4.1 The Mini-Mental State Examination-Thai version 2002 (front view) 
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Figure 4.2 The Mini-Mental State Examination-Thai version 2002 (back view) 
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APPENDIX D 

Swiss-2DPAGE database  

 

Figure 4.3 SWISS-2DPAGE searching program for proteins identification by of 

pI and MW which available at http://world-2dpage.expasy.org/swiss-2dpage. 
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