
PCR protocol SShheeeett  IIDD  PPSS__0077558855
RReelleeaassee  ddaattee  ::��77//2255//22001199
PPrriinntt  ddaattee  ::  77//2255//22001199

common 23GGTACTACTCATCCTTCGTAGTG11 RIKEN BRC

wild 23CACGAGAGGCTTCCAGTCTATAG22 RIKEN BRC

mut 23CACGAGAGGCTTCCAGTCTATAA33 RIKEN BRC

pprriimmeerr__nnaammee pprriimmeerr__sseeqq lleennggtthh

06233RRBBRRCC DS/Shi-Trpv3<Nh>/ShiSSttrraaiinn  nnaammee

432 bp

432 bp

pprroodduucctt__ssiizzee
primer 1

primer 1

pprriimmeerr__sseett
primer 2

primer 3

Run 
1

Run 
2

400 bp

Nh/+

500 bp

Marker

+/+

Run 1 WT : 432 bp

Run 
1

Run 
2

Run 2 mutant : 432 bp

QIAGEN Multiplex PCR Kit (Cat. No. 206143)EEnnzzyymmee

WT

mutant

pprroodduucctt  ((aalllleellee  ttyyppee))

PPrriimmeerr

RReeaaccttiioonn  CCoommppoonneennttss

1
2
3
4

sstteepp

9955
9944
6633
7722

tteemmpp
((℃℃))

*
*
*           *Repeat for 30 cycles

nnoottee

990000
3300
9900
6600

ttiimmee
((sseecc))

RReeaaccttiioonn  CCoonnddiittiioonnss
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H2O
primer 1
primer 2
primer 3
DNA
Master Mix

10 pmol/μl
10 pmol/μl
10 pmol/μl

2 X

CCoonncc
2.0
1.0
1.0

0
1.0
5.0

RReeaaccttiioonn  11
2.0
1.0

0
1.0
1.0
5.0

  22

10ttoottaall 10

  33

CCoommmmeenntt

44RReeaaggeenntt

Allele specific PCR (ASP)
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Reaction 1 (Run1)
Nh/+ : 432 bp
+/+ : 432 bp

Reaction 2 (Run2)
Nh/+ : 432 bp
+/+ : none


