
PCR protocol SShheeeett  IIDD  PPSS__0077885588
RReelleeaassee  ddaattee  ::��66//1199//22001199
PPrriinntt  ddaattee  ::  66//1199//22001199

intron 5 21CTGCAGGTTTGCTGTGGGCAG11 RIKEN BRC

B 26CCTAAAGGACTTGTGGACTTGGCCTT22 Depositor’s primer

Neo_F 23GGTGGAGAGGCTATTCGGCTATG33 RIKEN BRC

pprriimmeerr__nnaammee pprriimmeerr__sseeqq lleennggtthh

01601RRBBRRCC B6.129S7-Tert<tm1Fish>/FishRbrcSSttrraaiinn  nnaammee

262 bp

1.1 kb

pprroodduucctt__ssiizzee
primer 1

primer 1

pprriimmeerr__sseett
primer 2

primer 3

300 bp

MarkerMarker +/+

WT : 262 bp

KO : 1.1 kb

3,000 bp

1,200 bp
1,000 bp

500 bp

+/-

TOYOBO KOD FX (Code.No : KFX-101)EEnnzzyymmee

WT

KO

pprroodduucctt  ((aalllleellee  ttyyppee))

PPrriimmeerr

RReeaaccttiioonn  CCoommppoonneennttss

1
2
3
4

sstteepp

9944
9988
6600
6688

tteemmpp
((℃℃))

*
*
*           *Repeat for 30 cycles

nnoottee

112200
1100
3300
9900

ttiimmee
((sseecc))

RReeaaccttiioonn  CCoonnddiittiioonnss

2-Log DNA Ladder (NEB, Cat. N3200)MMaarrkkeerr

1% agarose in 1 X TAE (100 V, 30 min)GGeell

H2O
PCR buffer
dNTP
primer 1
primer 2
primer 3
DNA
Taq

2 X
2.0 mM

10 pmol/μl
10 pmol/μl
10 pmol/μl

1 U/μl

CCoonncc
1.8

10.0
4.0
1.0
1.0
1.0
1.0
0.2

RReeaaccttiioonn  11   22

20ttoottaall

  33

CCoommmmeenntt

Novagen KOD Xtreme™ Hot Start DNA Polymerase can be purchased from EMD.

44RReeaaggeenntt

Standard PCR

RReeffeerreennccee

（μL）

+/+ (wild-type): 262 bp
+/- (heterozygous): 262 bp and 1.1
kb



PCR protocol SShheeeett  IIDD  PPSS__0000666611
RReelleeaassee  ddaattee  ::��99//66//22000066
PPrriinntt  ddaattee  ::  66//1199//22001199

A 26GCGTGGAGTATCCTCCTGCATCTCTA11 Depositor’s primer

B 26CCTAAAGGACTTGTGGACTTGGCCTT22 Depositor’s primer

C 26AGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCAT33 Depositor’s primer

pprriimmeerr__nnaammee pprriimmeerr__sseeqq lleennggtthh

01601RRBBRRCC mTERT KO miceSSttrraaiinn  nnaammee

220 bp

300 bp

pprroodduucctt__ssiizzee
primer 1

primer 1

pprriimmeerr__sseett
primer 3

primer 2

Roche Taq (Cat. No. BM1418432)EEnnzzyymmee

KO

WT

pprroodduucctt  ((aalllleellee  ttyyppee))

PPrriimmeerr

RReeaaccttiioonn  CCoommppoonneennttss

1
2
3
4
5

sstteepp

9944
9944
6600
7722
7722

tteemmpp
((℃℃))

*
*
*           *Repeat for 30 cycles

nnoottee

118800
3300
3300
6600

330000

ttiimmee
((sseecc))

RReeaaccttiioonn  CCoonnddiittiioonnss

100 bp ladder (Invitrogen, Cat. 15628-050)MMaarrkkeerr

2% agarose in 1 X TAE (100 V, 30 min)GGeell

H2O
PCR buffer
dNTP
primer 1
primer 2
primer 3
DNA
Taq

10 X
2.5 mM

10 pmol/μl
10 pmol/μl
10 pmol/μl

CCoonncc
17.3

2.5
2.0
1.0

0
1.0
1.0
0.2

RReeaaccttiioonn  11
17.3

2.5
2.0
1.0
1.0

0
1.0
0.2

  22

25ttoottaall 25

  33

CCoommmmeenntt

44RReeaaggeenntt

Separated PCR

RReeffeerreennccee

（μL）


