
PCR protocol SShheeeett  IIDD  PPSS__0077887711
RReelleeaassee  ddaattee  ::��88//1199//22001199
PPrriinntt  ddaattee  ::  88//1199//22001199

������
����� 22AGAGAGATTTCCTGTTTGAGCC11 Depositor’s primer

������	����� 21ACCAACATCAACTTCTTACGC22 Depositor’s primer

pprriimmeerr__nnaammee pprriimmeerr__sseeqq lleennggtthh

10212RRBBRRCC B6;Cg-Paxbp1<tm1.1Hko>SSttrraaiinn  nnaammee

148 bp

222 bp

pprroodduucctt__ssiizzee
primer 1

primer 1

pprriimmeerr__sseett
primer 2

primer 2
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TOYOBO KOD FX (Code.No : KFX-101)EEnnzzyymmee

WT

flox delta neo

pprroodduucctt  ((aalllleellee  ttyyppee))

PPrriimmeerr

RReeaaccttiioonn  CCoommppoonneennttss

1
2
3
4

sstteepp

9944
9988
6600
6688

tteemmpp
((℃℃))

*
*
*           *Repeat for 30 cycles

nnoottee

112200
1100
3300
6600

ttiimmee
((sseecc))

RReeaaccttiioonn  CCoonnddiittiioonnss

Gene Ladder 100 (Wako, Cat. 316-06951)MMaarrkkeerr

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

H2O
PCR buffer
dNTP
primer 1
primer 2
DNA
Taq

2 X
2.0 mM

10 pmol/μl
10 pmol/μl
10 pmol/μl

1 U/μl

CCoonncc
2.8

10.0
4.0
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）



PCR protocol SShheeeett  IIDD  PPSS__0077882200
RReelleeaassee  ddaattee  ::��77//1166//22001199
PPrriinntt  ddaattee  ::  88//1199//22001199

Gcfc1-U22200 22AGAGAGATTTCCTGTTTGAGCC11 Depositor’s primer

Gcfc1-U19925 21GGAACAACACTGGAGTCGGAG22 Depositor’s primer

Gcfc1-L22347 21ACCAACATCAACTTCTTACGC33 Depositor’s primer

pprriimmeerr__nnaammee pprriimmeerr__sseeqq lleennggtthh

10212RRBBRRCC B6;Cg-Paxbp1<tm1.1Hko>SSttrraaiinn  nnaammee

148 bp

222 bp

2,423 bp

2,531 bp

233 bp

pprroodduucctt__ssiizzee
primer 1

primer 1

primer 2

primer 2

primer 2

pprriimmeerr__sseett
primer 3

primer 3

primer 3

primer 3

primer 3

�Reaction 1�

flox/+

flox(delta neo) : 222 bp

Marker

200 bp
300 bp

100 bp

+/+

WT : 148 bp

Marker

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

WT

flox delta neo

WT

flox delta neo

null (After cre mediated excision)

pprroodduucctt  ((aalllleellee  ttyyppee))

PPrriimmeerr

RReeaaccttiioonn  CCoommppoonneennttss

1
2
3
4

1
2
3
4

sstteepp

9944
9988
6600
6688

9944
9988
6600
6688

tteemmpp
((℃℃))

[Reaction 1]
*
*
*           *Repeat for 30 cycles

[Reaction 2]
*
*
*           *Repeat for 30 cycles

nnoottee

112200
1100
3300
6600

112200
1100
3300

118800

ttiimmee
((sseecc))

RReeaaccttiioonn  CCoonnddiittiioonnss

Gene Ladder 100 (Wako, Cat. 316-06951)MMaarrkkeerr

2% 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
2.8

10.0
4.0
1.0

0
1.0
1.0
0.2

RReeaaccttiioonn  11
2.8

10.0
4.0

0
1.0
1.0
1.0
0.2

  22

20ttoottaall 20

  33

CCoommmmeenntt

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

44RReeaaggeenntt

Standard PCR

RReeffeerreennccee

（μL）

[Reaction 1]
+/+ : 148 bp
flox delta neo/+ : 148 bp, 220 bp
[Reaction 2]
+/+ : 2423 bp
flox delta neo/+ : 2423 bp, 2531 bp
+/- : 2423 bp, 233 bp


