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P R O D U C T  B U L L E T I N  QuantStud io* 3D  Digital  P C R System 

QuantStudio8 3D  Digital PCR System 

Absolutely attainable digital PCR 

•  Simple  chip­based  w o r k f l o w ­

no  emuls i tn PCR 

•  Affordable—low  total cost  of  ownership 

•  Absolute  quantification—accurate 

an»  precise detection without a 

standard  curve 

The QuantStudio' 3D Digital  PCR  System. 

Introduction 

Historically,  the  adoption  of  dig : tal  PCR was  limited 

due  to cumbersome  workf low?  and  the  high  cost  co 

implement.  The  s imple  and affordable  QuantStudio 

31  Digital  P C R System  removes  these  barrier's, 

bringing  digital  P C R to  any  lab.  Digital  P C R expands 

Hie  application  Dounda>ies  of  traditional  real­ t ime 

P C R  by enabl ing  absolute  quantification  without  the 

use  of  a standard  curve  [Figure  1). With  digital P C R , 

I esearchei s  can  go  beyond  measur ing  C, to  detecting 

individual  DNA molecules—gafnir ig  addit ional 

sensitivity  and  precision for  a variety  ot  exper iments, 

including  but  not  limited  t c 

•  Copy  number  variation  iCNV]  analysis 

•  Pathogen detection  and  load  determination 

•  Absolute quantification  of  standards 

•  Library  quantification  for  next­generation 

sequencing 

•  Characterizat ion of  low­fold  changes in  m R N A  ana 

m iRNA  expression 

•  GMO detection  and  contaminal ior  assessment 

techno log ies 
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Figure  1  Digital  PCR  enables absolute quantification  of  target  al leles. To perlorm  digital  PCR.  a nucleic acid mixture  is pariit­oned  into  many 

reaction wells, such that  somewel'.s rece  a taget  molecule an« seme do not  Reactions are subjected  to standard  PCR to  identity  wells  that 
(iave  not  received target  molecules  A standard statistical coi rection  model accounts f c  wells that  may have received more  than a single  target 

molecule, and a final Pericentral ion value is produced. G.ven that digital  PCR does n d  rety  on  C, values to quantify  cony number, comparison to a 

known standard  is no! required  tor  absolute  qusntifica'icii 

Simple workflow 

The  QuantStudio  3D  Digital  P C R System  min imizes 

the  leve 1  of  expei  tise  needed  ro  perform  digital PGR 

Simply  load  the  react ion  mix  onto  the  uniquely  tagged 

chip,  amplify  on  a dual  flat  block  thermal  cycler,  and 

read  the  target  concentrat ion  in  less  than  a minute  on 

the  QuantStudio  3D  Digital  PCR Instrument  S a m p l e s 

and  ampli f icat ion  products  remain  completely  contained 

tliroughoi.it  the  s t reaml ined  process , and  an  easily 

interprets!;Le  answer  [in  tar get  cop ies /uL l is  produced 

'n  compar ison , current  di oplet­nased  methods  involve 

mult iple  pipette  transfer  steps  and  expose  the  reaction 

mixture  to  the  environment,  which  may  increase  the 

l ikelihood  of  c ross­contaminat ion  and  the  re lease  of 

ampl icons  to  sur faces  and  equipment  in  the  lad 

[Figure  2] 

The  QuantStudio  3D  Digital  P C R System  leverages a 

high­density  nano' lu 'd ic  chip  technology  to  partition  a 

samp le  into as  many  as  20.000  independent  reaction 

wei is .  Compr i sed of  consistently  5i2ed we l ls  etched 

in  the  solfd  substrate  [Figure  3],  the  chip  enables 

stra ight forward  and  robt.st  sarnpte  partit ioning  sucn 

that  thousands  of  data  points  can  be  analyzed  in a  t Lin 

In  compar ison , droplet  methods  rely  upon  emuls ion 

P C R  in  which  resul ts  can  be  highly  variable 

1 he  QuantStudio  3D  Digital  P C R System is capable 

of  detecting  b»th TaqMam  and  SYBR  chemis t r ies 

However,  gold­standard  TaqMan  Assays  are  ideal 

for  digital  P C R ,  as  TaqMan  chemis t ry  min imizes 

false  positives  in  quantitative  PCR exper iments  and 

e l iminates  the  need  for  mel t  curve  analysis  We  offer 

over  8 mil l ion  oredesigned Taqlvlan  A s s a y s ,  providing 

a  start ing  point  for  assay  select ion  when  performing 

dig  tat  analysis using  the  QuantStudio  3D  Digital 

P C R  System 

QuantStud io®  30  digi ta l  P C R  work f l ow 

Figure  2. Chip­based digital  PCR workflow:  more  streamlined  and secure than  droplet­based workflow.  Th*» QuantStudio* 3D chip­based 
digital  PCR  wot  Mlow  involves minimal pipetting  steps and asealea  system (once  the cK p is closed!  In comparison  a dropiet  based apQCOGttn 
r equires more  pipertmg  steps as wetL as multiple  transfer  steps, which  expose the sample to potential  contamination 

http://tliroughoi.it


Figure 3. The QuantStudio'  3D Digital  PCR  20K Chip.  Each  chip  contains  20,000 consistently  sized react  on  wells  <or optimal  loading  and  •ssut ' icent 

lor  ore  duplexed sample, allowing  users  to design experiments  as neeced—no more  wailing  toi  enough  samples to fill  the  run 

Absolute quantification with confidence 

For  each  answer  calculated  by  the  QuantStudio  3D 

Digital  PCR System  that  deiei  mines  absolute  number 

[cop ies /uU,  a  dala  quality  assessmen t  is made  Data 

considered  to  be  of  marg ina l  01  failing  quality  are  then 

appi opnately  f lagged  for  further  review  in  secondary 

analysis  Analys isSui te  Cloud  Software  suppor ts 

secondary  analysis  ft  om  any  computet  connected  to 

the  Internet  through  a personal ized,  c loud­based  Life 

Technologies"  user  account  Data  transfer  is seam less 

and  completely  automated,  if  des i r ed  Data  can  a lso  be 

transferee!  by  more  conventional  approaches  such  as 

across  an  internal  network  or  via  a  U S B f lash  di  ive. 

•  uantStudio  3D  Analys isSui te" Sof tware  is  avai lable 

for  fur ther  data  QC and  mutl ichip  analysis  for  specif ic 

applications  Chip data  are  uploaded  to  a  seem e 

environment  and  analyzed  using different  appl icat ion 

modu les  sush  as absolute  quantification  and  relative 

quantif ication,  with  visual izat ions  al lowing  for  chip 

inspect ion,  c luster ing,  and  calculat ion  of  copy  number 

va lues  IFigure  41, 
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Figure 4.  Primary  analysis performed  directly  on  Ihe  QuantStudio'  3D Digital  PCR Instrument  In  less lhan  1 minute,  "he  instrument  displays 
absolute  quariif icalion  in topies/pL and a quality  flag. Data dies car  be automatically  transferred  to  QuantStudio  30  AnalysisSuite  Soltwa: e 
througha  personalized, cloud­based Life Tecnnologtes  user  account  on  the  Web. A stand­alone  server  can be used  in lieu of  accessing the  c toud  An 
example  of  data analysis using  ine  Relative Quantification  Module  in Qtar.tSiudio'' 3D AnalysisSuite  Software  is shown  on the  laptop  screen. Ideal 
lor  applications such as i are allele detection, dala from multiple  cnips can be combined  to automatically  display a scatter plot based on the  c«lcr  of 
rare  and wilu  type events.  For  further  aua.'ly control,  Boundaries of  rare  vs. wild  type  vs. undetermined  events can be manually  defined. 



Performance to meet your application needs 

High  precision  is a  key  pe  forrftance  attribute  of  digital  PGR, and  is  driven  by  the  numbe'"  of  repl icates  Ichip 

isac t ion  welts)  that  are  run  With  20.000  independent  react ion  wel ls  per  chip,  the  QuantStudio  3D  Digital P C R 

System  enables  high  precision and  high  accuracy  (Figures  5 and  6)  This  level  of  per formance  is  cr i t ical  for  relative 

quantification  appl icat ions  such  as C N V analysis,  rare  a l le le  detection,  and  l.ow­f«ld  gene  expression 

Figure 5. QuantStudio'  3D Digital  PCR System precision. Five independent  technical  replicates were  generated aci oss an 8­assay panel of TaqMan' 

Gene Express on Assays  Ail measurements were within +10%  (red  tines) of the respective  means (green  lines!. I Al  Results (or low expressors— 

IIPRT1,  MYC.  and VEGFA  (Bl Results lor higher  expressors­~l8S. B2M.  GAPDH,  GIJSB. and  PPIA. 

Repl icate 

Detect ion  melhod 

Expec ted  cop ies /uL 

Figure 6. Accuracy on the QuantStudio'3D  Digital  PCR Sys lem. The accuracy of absolute quanli' 'Calion on the QuantStudio  3D Digital  PCR 
System was assessed by agr»ement  with two orthogonal  quantification  methods.  Using male  genomic  DNA (Piomegal. the number  o! copies/tiL 
at  two concent rat ions was  measured and compared  using UV spectrophotometer  [measured  ooth  by Promega (Vendor) and at the Life Technologies 
facilityl, and digital  PCR  on Ihe QuantStudio  12K Flex OpenArray'  D gilal  PCR Plates !OAI and  5 replicates on the  QuantStudi*  3D Digital PCR 
Syslem  HS30]  The expected tai get  concentrations  noted by ihe vendor  v/ere  300copies/pL and  1 5D0c.opies/iiL (or the two samples. Each  method 
(alls  within the range ot the vendor  s expected value, with the measurements  from  the QuantStudio'  3D Dig­tal  PCR  System exhibit  ng the 
highest  precision relative  to the other  methods 



Precision  and  accuracy  for  copy number analysis 

The  precision  ar.d  accuracy  ot  the  QuartfStudio  3D 

system  for  copy  number  analysis was  measured  across 

a  repi  esenlat ive  panel  of  nine  genomic  DMA  sampl.es 

procured  f rom  t^e  Cornell  repositoi  y  Using a  standard 

I'aqMan  Copy  Number  Assay  specif ic  to  the  CCL3L1 

genetic  locus  found  on  the  long  a rm  of  ch romosome 

17, 6 or  8  replicate  measurements  were  made 

[Figure  7A)  indicating  that  the  samp les  represent  copy 

numbers  f rom  0  to  8  copies  per  genome  Due  to  the  high 

precision  achievable,  a statistically  significant  difference 

between  the  samp les  containing 7 and  8  copies  was 

clearly  discernabte,  confirming  the  ability  of  digital  PGR 

to  differentiate  less  than  a  1.?­fold  difference  (Figure  7B) 

Sample  Number of  replicates 
Expected 

copy number 

Detected copy 

number (mean] 
Standard deviation  CV  [%l 

NA17245  6  0  0.08  0.06  N/A 

NA17251  6  1  0.98  0.02  2.21 

NA17258  6  2  1.96  0.05  27.7 

NA17132  6  3  2.98  0.06  1.85 

NA19194  8  4  4.00  0.05  1.22 

NA18507  8  5  5.11  0.13  2.50 

NA17110  8  6  5.91  0.12  2.07 

NA17202  8  7  7.02  0.07  1  02 

NA18854  8  8  7.95  0.20  2.55 

B 

Figure  7. Precision and  accuracy  demonstrated  for  copy  number  analysis o(  the  CCL3L1  genetic  locus  on chromosome  17 across 9  independent 

DNA samples representing  0­8  copies. lAl  Fxuenmental  design anil  resulting  dala  acrossthe  tested sample  set  Each digital  PCR  measui  ement 

overlaps  ihe  expected value within  the  standard  deviation  achieved  It  should  be noted  that  alt  measui ement  coefficients  ot variation  ICVl were 

below 2 55%. underscoi my  the  high  degree ot  precision  achievable  IB)  Graphical  representation  of  the  same  data  disp.ayed  .n A  Witn  Ihe  achieveo 

precision, oigdal PCR results  we , ­e  able  to  discern  the difference  between  samples containing  7 and 8 copies. 

http://sampl.es


Dynamic range 

Digital  PGR inherently  yields  a  smal le r  dynamic  range 

lhan  tradit ional  real­ t ime  P C R techniques  Ye* with  its 

20,000  reaction  wel ls ,  the  QuantStudio  3D  Digital P C R 

20K  Chip achieves a  theoretical  5 logs  i f  dynamic  range, 

enabling  a broad  number  ot  key digital  P C R appl icat ions 

Sensitivity 

Foi  some  research  areas, such  as  oncology,  detection  of 

rare  genetic  Changes in ce l ls among  a  lai ge  population 

of wi ld  type  ce l ls  poses a significant  chal lenge. 

Detection  of  such  i are  mutations  requires  high assay 

sensitivity  to  distinguish  the  mutation  relative  to  the  wild 

type  background, a  capability  enabled  by digital P C R 

using  standard  TaqMan  S N P Genotyping  Assays  By 

subdividing  a  sample  into  thousands of  individual P C R 

repl icates,  the  total number  of  molecules  in any  given 

reaction  is  greatly  reduced, effectively  enriching  for 

the  sequences of  interest  and  diluting  out  the  wild  type 

background  Such mutant mo lecu les may  not  only  be 

rare  relative  to  the  wild  type  population,  but  may  also  be 

rai e  in an  absolute  sense  The  ability  to  amp  ify  single 

molecules,  crit ical  to  the  concept  of  digital  P C R .  enab  es 

detection  of  targets  present  down  to  30 copies and  less 

(Figure  8i 

High performance required for your applications 

the  QuantStudio  3D  Digital  P C R System offers  Ihe 

sensitivity  and  precision needed  :or  applications  such 

as  rare  target  detection,  pathogen  and  GMO detection, 

CNV  analysis, and  quantification  of  s tandards  Featuring 

s imple,  robust  operation  and  sealed chip  design,  the 

QuantStudio  3D  Digital  P C R System can br ing  hign­

per formance  quantification  within  reach  of  most  labs. 
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Figure 8. The QuantStudio' 30 Digital  PCR  System detects  down  to  less than 30  molecules. lAl  Genomic DNA wasquantified  oy UV 
spectrophotometry,  serially diluted fr»m  7,0150 copies/pL down  to 2.5 cop­es/pL,  ard  measured wiih  the  Quantstudi** 3D Digital  PCR System 
(Bl The  tow  end of  the  range  is expanded for  easier visualization 



QuantStudio® 3D Digital PCR System specifications 

duantStudio" 3D Digital PCR Instrument 

Time to read  1 sample 
PCR  detection  method 
Sample  illumination 
Sample  detection 
Detection  channels 
Reader size  H x W x D 
Weight 

QuantStudio' 3D Digital PCR 20K Chip 

Partitions 
Samples per chip 
Targets  per chip 
Chip  capacity in thermal  cycler 
Reaction wells  per sample 
Loading  volume 
Sealed workflow 

­30  seconds 
Endpoint 
LED 
CMOS 
FAM7SYBR", VIC ,  ROX 
8.3 x 5.3 x 9.15 in. /  21 x 13.5 x 23.25 cm 
5.3  l b /2 .4 kg 

ChiD reaction  wells 
1 
2 

24 

20,000 
14.5  uL 
Yes 

Performance 

Dynamic  range 
Precision at 95% confidence  interval 
Chemistry  compatability 

5  logs 
±10% 
TaqMan* and SYBR'  Green chemistries 



Ordering information 

Product  Cat.  No. 

QuantStudio* 3D  Digital PCR System Package—includes:* 

QuantStudio'  3D Digital  PCR Instrument  1  instrument 

QuantStudio'­  3D Digital  PCR Chip Loader  1  loader 

ProFlex  2 x Flat  PCR  System  1 thermal  cycler 

QuantStudio'  3D  Digital  PCR Chip Adapter  Kit 

QuantStudio'  3D  Digital  PCR UVSeali­ig Kit 

QuantStudio'  3D  Digital  PCR 20K  Chip Pack 

[includes  consumables] 

QuantStudio'  3D  Digital  PCR Master  Mix 

1  kit 

1  kit 

12 chips  per  pack 

(package  includes  8  packs] 

1.5  mL 

(package  includes  1 tube] 

QuantStudio'  3D  Digital  PCR Tilt  Base  for  ProFlex'"Thermal Cycler 

Additional items 

QuantStudio*  3D  Digital  PCR Master  Mix  5  mL 

A 2 5 5 8 1 " 

AA89084 

Ü82592 

U8A078 

Ü85507 

Ü82710 

A2A898 

4A85718 

QuantStudio'  3D Analys isSui te 'Server  1 server  system  Ü89085 

*Part cjimhEHS listed in bundle are  for  individual components. 

"Cat.  No. A25581 is for  all  regions, except  Europe,  the  Middle East, and  Africa  (EMEAl. 

Please use  Cat.  No. A25&06 for  customers residing in  EMEA. Package components  are 

slightly different.  P tease check with your  regional sales  representative for  details. 


