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File S1 

SUPPLEMENTAL METHODS 

Bioinformatics Filtering 

dbNSFP identifies prediction scores from SIFT, Polyphen2, LRT, Mutation Taster, and Mutation Assessor, and conservation 

scores from GERP++ and PhyloP [1].  Nonsense and missense variants were considered damaging if two or more of the 

following criteria were met: 

 SIFT score < 0.5 

 Polyphen2_HDIV_pred prediction of D 

 LRT_pred prediction of D 

 MutationTaster_pred prediction of A or D 

 MutationAssessor_pred prediction of high or medium 

A variant could still be considered damaging with only one criterion met, if 3 or less of the algorithms reported a score.  Splice 

variants and insertions/deletions were automatically considered damaging. 

 

PCR 

Primers were designed using the program Primer3 [2‐3].  Primer sequences can be found in Supplemental Table 1.  PCR was 

performed in a 20 µl reaction mix containing 40 ng of genomic DNA, a final concentration of 1X MasterAmp™ PCR Premix D 

(Epicentre, Madison, WI), 1 µM of forward and reverse primers (Integrated DNA Technologies, Coralville, IA) and 1 unit of Taq 

polymerase (Sigma‐Aldrich, St. Louis, MO, catalog number D6677).  Touchdown PCR was completed as described: one cycle of 

94C for 3 min, 35 cycles of touchdown PCR (94C for 15 sec, touchdown annealing temperature for 1 min, and 72C for 1 min), 

25 cycles of 94C for 15 sec, 55C for 1 min, and 72C for 1.5 min, followed by one cycle at 72C for 15 min.  For touchdown 

cycles, the annealing temperature was 65C initially, and was decreased by 0.3 degrees each cycle, ending at 55C.  Agarose gel 

electrophoresis was used to confirm PCR products, and all primer sets produced a single band. 

 

Sanger Sequencing 

Sanger sequencing was completed at either the University of Colorado Denver Barbara Davis Center for Childhood Diabetes or 

at Beckman Coulter Genomics.  At the Barbara Davis Center, PCR fragments were sequenced at the Molecular Biology Core 

Facility following ExoSAP‐IT® treatment (Affymetrix, Cleveland, OH) per manufacturer protocol.  Treated fragments (template) 
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were diluted 1:10 in preparation for Sanger sequencing, which was performed using BigDye3.1 chemistry on a 3130xl 

instrument (Life Technologies, Grand Island, NY, USA). 

 
At Beckman Coulter Genomics, PCR products were purified using Agencourt AMPureXL SPRI technology PCR cleanup system 

(Agencourt, Bevery, MA, USA).  Sequencing reactions utilized Applied Biosystems BigDye® Version 3.1 and were purified using 

Agencourt CleanSeq® dye‐terminator removal kit.  Products were then Sanger sequenced on an Applied Biosystems 3730xl DNA 

Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).   
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Tables S1‐S5 

Available for download as Excel files at http://www.g3journal.org/lookup/suppl/doi:10.1534/g3.114.015669/‐/DC1 
 
 
Table S1: Primers used in this study 

Table S2: Additional details for the 16 variants identified in our multigenerational family with IS 

Table S3: Sanger sequencing results for 15 variants in our multigenerational family with IS 

Table S4: Additional details for the 21 HSPG2 variants identified in individuals with IS 

Table S5: HSPG2 mutations reported in individuals with either SJS1 or DDSH.  This is not a comprehensive list, but represents the 

majority of reported HSPG2 mutations. 

 


