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Genetic Engineering 정보
유전자명 Rag2 ; recombination activating gene 2

유전자 기능 The initiation of V(D)J recombination during B and T cell development
   유전자 조작 위치(Chr/gene/exon no. 포함)
□ Chromosome Location : Chr 2

□ NCBI Gene ID : 19374

□ Targeting Region : Exon 3 (This transcript has 3 exons)
   Construct/Mutation Map

 ○ The sequence in red denotes PAM and that in blue indicate RGEN target 
sequence just downstream of the start codon of mouse Rag2 gene. 22-bp 
deletion induces a premature stop codon (*).

Genotyping Strategy
   Genotyping Primer 정보 및 결과

Primer 

Sequence

F 5’-CTCCCAGAACTTCAGGATGGGCT-3’

R 5’-AGTCAGGAGTCTCCATCTCACTGA-3’



 ○ PCR product는 3% agarose gel에서 구별됨
   Genotyping Protocol

PCR 반응액 조제

구성물 농도 양
Sterile water - 13.6 ㎕
Genomic DNA 100 ng/㎕ 1 ㎕
dNTP 10 mM 0.4 ㎕
PCR buffer 10 × 2 ㎕
Forward primer 10 pM 1 ㎕
Reverse primer 10 pM 1 ㎕
Taq polymerase 1 U/㎕ 1 ㎕

PCR 반응 조건

단계 온도 시간
Pre-denaturation 95 ℃ 3 min 00 sec
Denaturation 95 ℃ 0 min 30 sec
Annealing 62 ℃ 0 min 30 sec
Elongation 72 ℃ 0 min 30 sec
Post-elongation 72 ℃ 3 min 00 sec
Hold 12 ℃
cycle 수 32 Cycles

증폭 산물 크기
WT 330 bp
KO 305 bp

특이사항

○ 반응액 조성에 필요한 dNTP, PCR buffer, Taq polymerase는 

PCR Premix로 대체하여 사용할 수 있음. 본 결과의 

PCR 조건 확립에는 PCR Premix (SuperBio., LTD. 

Cat#P3003)가 사용되었음

Expression test 정보 및 결과
   RT-PCR 정보 및 결과

Primer 

Sequence

(Set 1)

F ‘5-TTCACATCCACAAGCAGGAAGT-3’ (F3R4)

R ‘5-GAGGTGGGAGGTAGCAGGAA-3’ (F3R4)

Primer 

Sequence

(Set 2)

F ‘5-CCCCTCTGGCCTTCAGTGC-3’ (F2R3)

R ‘5-TGGTGTTTTCCCTCCGTGAA-3’ (F2R3)

PCR 반응 조건
단계 온도 시간

Pre-denaturation 94 ℃ 3 min     sec



Denaturation 94 ℃   min  30 sec
Annealing 62 ℃   min  30 sec
Elongation 72 ℃   min  20 sec
Post-elongation 72 ℃ 5 min     sec
cycle 수  30 cycles

   Western blot 정보 및 결과
antibody Antibody is not available for WB

해당 없음

Phenotype 정보 (hetero x hetero 기준)
○ 평균산자수 및 성비(n=159)

○ 유전형비(n=159)

○ 성장그래프



 - WT male/female, KO male/female

○ 사료섭취량 그래프

 - WT male/female, KO male/female

 - 사료명 : 2918C Harlan



○ 음수섭취량 그래프

 - WT male/female, KO male/female



○ 임상증상

 - WT male/female, KO male/female

○ 안과학적 검사

 - WT male/female, KO male/female

○ 뇨검사

 - WT male(n=6)/female(n=3), KO male(n=7)/female(n=6)

 - 분석기기 : Urine Analyzer(CLINITEK Advantus, Siemens, USA)

 - 항목 : Specific gravity, Glucose(mg/dl), Bilirubin(+/±/-), Ketone(mg/dl), Blood(+/±/-), pH, 

Protein(mg/dl), Urobilinogen(E.U/dl), Nitrite(+/±/-), Leucocytes(+/±/-)



○ 체온 및 체형

○ 혈액학적 검사

 - 분석기기 : Animal Blood Counter (ADVIA2120i, Siemens Healthcare Diagnostics

 - 항목 : WBC(White blood cells), RBC(Red blood cells), HGB(Hemoglobin), HCT(Hematocrit), 

MCV(Mean corpuscular volume), MCH(Mean corpuscular hemoglobin), MCHC(Mean 

corpuscular hemoglobin concentration), Platelet, Neutrophils, Lymphocytes, Eosinophils, 



Basophils, Monocytes, Reticulocyte count

- WT male(n=6), KO male(n=7)

- WT female(n=5), KO female(n=7)



○ 혈청학적 검사

 - 분석기기 : Automatic Chemistry Analyzer(Hitachi7070, HITACHI)

 - 항목 :  Blood urea nitrogen, Creatinine, Glucose, Cholesterol, Triglyceride, Alkaline 

phosphatase, Aspartate aminotransferase, Alanine aminotransferase, Gamma-glutamyl 

transferase, Bilirubin, Albumin, Total protein, Albumin/Globulin, K, Na, Cl, Ca, Inorganic 

phosphors

 - WT male(n=6), KO male(n=7)



 - WT female(n=5), KO female(n=7)



○ 조직 사진



○ 상대 장기중량 그래프

 - WT male(n=6), KO male(n=7), 단위 : g

 - WT female(n=5), KO female(n=7), 단위 : g



○ 면역세포 분포 분석(Flow cytometry)

 (1) WT n=3, KO n=4, male, 8w

Tissue Phenotype FVB-Rag2-/- Wild

Spleen
CD45R+/IgM+ 3.82±1.80 54.99±6.66
TCR+/CD3e+ 1.98±0.62 23.56±6.67

Bone Marrow CD45R+/IgM+ 0.18±0.30 10.61±2.49

Thymus
TCR+/CD3e+ 1.07±1.84 14.63±6.32
CD4+/CD8a+ 0.29±0.13 77.41±7.87

 (2) WT n=3, KO n=4, female, 8w

Tissue Phenotype FVB-Rag2-/- Wild

Spleen
CD45R+/IgM+ 1.10±1.19 50.17±5.62
TCR+/CD3e+ 0.49±0.36 24.33±0.59

Bone Marrow CD45R+/IgM+ 0.31±0.35 7.73±2.46

Thymus
TCR+/CD3e+ 0.74±0.38 12.84±4.92
CD4+/CD8a+ 0.21±0.14 87.07±1.98



○ 혈중 면역글로불린 측정(ELISA)

 - KO male=2, female=2, 8w

항목 IgM IgG1 IgG2a IgG2b IgG3 IgA
FVB-Rag2-/- low limit 0.5㎍/㎖ 이하 0.1㎍/㎖ 이하 low limit low limit low limit

FVB 100㎍/㎖ 이상 30㎍/㎖ 이상 10㎍/㎖ 이상 100㎍/㎖ 이상 100㎍/㎖ 이상 4㎍/㎖ 이상

○ 조직 및 면역염색

 (1) 조직염색(H&E 염색)

Fig. 1. H&E stained immune organs of FVB-Rag2 knockout mouse. FVB-Rag2 

knockout mouse has smaller spleen and thymus than FVB control mouse



 (2) B cell 염색(CD45 antibody)

Fig. 2. IHC staining for CD45R antibody in spleen and lymph node of FVB-Rag2 

knockout mouse. Significantly decreased CD45R+ cells in FVB-Rag2 knockout mouse.

 (3) T cell 염색(CD4 antibody)

Fig. 3. IHC staining for CD45R antibody in spleen and lymph node of FVB-Rag2 

knockout mouse. Significantly decreased CD45R+ cells in FVB-Rag2 knockout mouse.

사육관리 정보
   번식능력 및 번식방법(Breeding Scheme) (HT×WT 기준)
○ 평균 한배 새끼 수 : 9~11마리

   * Breeding을 위해 HT×WT mating 실시, 평균 8.5마리(n=77)

○ FVB/n strain으로 생산되었으며, genetic background를 유지하기 위해서 Rag2 

heterozygote (+/-) 또는 heterozygote (+/-) 마우스를 FVB/n strain의 마우스로만 

mating을 실시하여 strain을 유지

○ homozygote mouse is also viable and fertile
   사육관리에서 특별히 요구되는 사항
○ Homozygote일 때, 면역결핍 증상을 보이므로 감염에 주의

 - 사육실 환경조건 : 온도;20~26℃, 습도;30~70%, 조도;150~300lux

Reference
○ RAG-2-Deficient Mice Lack Mature Lymphocytes Owing to Inability to Initiate V(D)J 

Rearrangement Cell, Vol. 68, 855-867, March 6, 1992

○ Immunity 11:201-212 (1999)


