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VARIANTPlex™-HT Dx Liquid Reagents 

Intended Use 
For in vitro diagnostic use.   
For professional use only.   
The VARIANTPlex™-HT Dx is a set of reagents and consumables used to prepare sample libraries, using manual or 
automated methods, from Nucleic Acid (DNA or TNA) extracted from fresh-frozen or formalin-fixed, paraffin-embedded tissue or 
cells. User-supplied oligonucleotide panels are required for the preparation of libraries targeting specific genomic regions of 
interest. The generated sample libraries incorporate P5 and P7 sequences for downstream use.  
 
Summary and Principles of Procedure 
Library preparation utilizing Anchored Multiplex PCR (AMP) is a rapid and scalable method to generate target-enriched libraries 
for NGS. AMP technology can be used for applications in targeted DNA sequencing to generate a sequencing library. Designed 
for low nucleic acid input, this process delivers robust performance. 
AMP utilizes unidirectional gene-specific primers (GSPs) that enrich for both known and unknown mutations. Adapters that 
contain both molecular barcodes and sample indices permit quantitative multiplex data analysis, read deduplication, and 
accurate mutation calling. 

Workflow Overview 

 
* First and Second PCR times vary based on the specific GSP panel as well as individual lab cycling conditions. See Product Insert for more information. 

Recommendations  
• Read through the entire protocol before starting your library preparation. 
• Take note of safe stopping points throughout the protocol where samples can be safely frozen (-30°C to -10°C) to plan 

your workflow. 
• Wipe down workstation and pipettes with nuclease and nucleic acid cleaning products (e.g., RNase AWAY, Thermo 

Fisher Scientific). 
• If utilizing 96-well plates, make sure they are nuclease free, wells are of sufficient volume and plate seals are sufficient 

to prevent moisture loss. 

Warnings and Precautions  
• Use good laboratory practices to prevent contamination of samples by PCR products. 
• Use nuclease-free PCR tubes, microcentrifuge tubes, and aerosol-barrier pipette tips. 
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• Verify that the thermal cycler used for library preparation is in good working order and currently calibrated according to 
manufacturer specifications. When using a thermal cycler with a 100% ramp rate >6°C/sec, set the ramp rate to go no 
higher than 6°C/sec for First PCR and Second PCR. 

• Ensure Reaction cleanup beads (used repeatedly throughout the workflow) are equilibrated to room temperature (20°C 
to 25°C) and fully resuspended prior to use.  

• Ligation Step 2 Components are viscous and must be fully mixed prior to aliquoting. 
• Do not use reagents beyond labeled expiry date. 
• Immediately report any serious incidents related to this product to IDT and the Competent Authority or other local 

regulatory authority in which the user and the patient reside. 

Limitations   
• For in vitro diagnostic use. 
• For use with input masses of 10 to 200ng 
• The enzymes provided are sensitive to frequent temperature changes and potential freeze-thaw events. 
• Enzymes will not freeze when stored at recommended storage temperature range but may freeze during shipment.  
• For best results, it is recommended that you store the enzymes provided in a -20°C benchtop cooler box and use this 

to transport enzymes between workspaces and freezers. 
• Enzyme components will remain stable for up to 5 freeze-thaw cycles without effecting the functionality. 
• Buffers will freeze at recommended storage temperature and should be thawed on ice prior to use. For best results, 

Bufferes should be aliquoted to appropriate batch sizes for single use with adequate overage, such that aliquots are 
not re-frozen after thawing. Input nucleic acid (DNA) in EDTA-free buffer (pH 7-8) or ultrapure water is the optimal 
starting template for AMP library preparation. Do NOT use EDTA-containing buffers. 

• Contact technical support (archer-tech@idtdna.com) for commercially available extraction kit recommendations. 
• Use the maximum allowable input mass (200 ng) whenever possible. Higher input quantities enable more sensitive 

variant detection. 

Reagents Preparation 
• The volumes shown below need to be increased if you are preparing more than 24 libraries. 
• Make at least 10 mL fresh 10 mM Tris-HCl, pH 8.0 from 1M Tris-HCl, pH 8.0 and ultrapure water. 

o Mix 100 μL 1M Tris-HCl, pH 8.0 with 9,900 μL ultrapure water. 
o 10 mM Tris-HCl, pH 8.0 can be used for up to one week after mixing. 

• Make at least 50 mL fresh 70% ethanol from 100% ethanol and ultrapure water. 
○ Add 35 mL 100% ethanol to 15 mL ultrapure water. 
o Tightly close the cap to minimize evaporation when not in use. 
o 70% ethanol is appropriate for use for up to one week after mixing. 

• Make at least 1 mL fresh 5 mM NaOH working stock from concentrated NaOH and ultrapure water. 
o If working from 1 M NaOH, add 5 µL of 1 M NaOH to 995 µL of ultrapure water to yield 5 mM final NaOH. 
o If working from 5 M, add 10 µL of 5 M NaOH to 990 µL of ultrapure water to yield 50 mM NaOH. Mix well and 

briefly spin down. Take 100 µL of 50 mM NaOH and combine with 900 µL of ultrapure water to yield 5 mM NaOH. 
Mix well and briefly spin down. 

Product Components 
The VARIANTPlex™-HT Dx Kit components are listed as follows: 
VARIANTPlex™-HT Dx Liquid Reagents – 96 reactions, REF 10029097 
VARIANTPlex™-HT Dx Liquid Reagents – 24 reactions, REF 10029100 
Archer™ Cleanup Reagents - 96 reactions, REF 10029134 
Archer™ Cleanup Reagents - 24 reactions, REF 10029142 
Archer™ Liquid Adapter Dx Kit Set A – 96 reactions, REF 10029148 
Archer™ Liquid Adapter Dx Kit Set B – 96 reactions, REF 10029151 

mailto:archer-tech@idtdna.com
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Materials Provided 

VARIANTPlex™-HT Dx Liquid Reagents (96 reaction, 10029097; 24 reaction, 10029100) 

Product Contents  

DNA Fragmentation Buffer 77 or 308µL of reaction buffer for enzymatic DNA shearing (-30°C to 
-10°C)  

10029101, 10029098  

DNA Fragmentation Enzyme 116 or 416µL of enzyme for cleaving DNA (-30°C to -10°C)  10029102, 10029099  

Complete End Repair Buffer 213 or 851µL of reaction buffer for end polishing (-30°C to -10°C) 10029070, 10029088 

Complete End Repair 
Enzyme A 

24 or 96µL aqueous solution containing glycerol and enzyme (-30°C 
to -10°C) 

10029068, 10029086 

Complete End Repair 
Enzyme B 

3.4 or 13.5µL aqueous solution containing glycerol and enzyme (-
30°C to -10°C) 

10029069, 10029087 

Ligation Step 1 Buffer  89 or 356µL of reaction buffer for Ligation Step 1 (-30°C to -10°C) 10029072, 10029090 

Ligation Step 1 Enzyme 7.2 or 29µL aqueous solution containing glycerol and enzyme (-30°C 
to -10°C) 

10029071, 10029089 

Ligation Step 2 Buffer  591 or 1190µL of reaction buffer for Ligation Step 2 (-30°C to -10°C) 10029074, 10029092 

Ligation Step 2 Enzyme 9.6 or 38.5µL aqueous solution containing glycerol and enzyme (-
30°C to -10°C) 

10029073, 10029091 

First PCR Buffer 2.0 269 or 1076µL of reaction buffer for first PCR (-30°C to -10°C) 10029076, 10029094 

Second PCR Buffer 2.0 269 or 1076µL of reaction buffer for second PCR (-30°C to -10°C) 10029077, 10029095 

PCR Enzyme 38.4 or 154µL aqueous solution containing glycerol and enzyme (-
30°C to -10°C) 

10029075, 10029093 

 
Archer™ Cleanup Reagents (24 reaction, 10029142; 96 reaction, 10029134) 

Description Contents and Storage Temperature  
Ligation Cleanup 
Beads 

1200µL tube(s) of buffered magnetic bead slurry for capture of ligated 
products (2°C to 8°C) 10029135 

Ligation Cleanup 
Buffer 

10.8 or 43.2mL of buffered solution for washing ligation cleanup binding 
reactions (2°C to 8°C) 10029144, 10029136 

Reaction Cleanup 
Beads 

11.8 or 35.2mL of buffered magnetic bead slurry for immobilization of nucleic 
acids (2°C to 8°C) 10029145, 10029137 

 
Archer™ Liquid Adapter Dx Kit (Set A 10029148; Set B 10029151) 

Description Contents and Storage Temperature  

Liquid P5 Adapter Plate A (Index 1-96) 96-well plate containing 2µL of MBC Adapter oligo (-30°C to -10°C) 10029146 

Liquid P7 Index Plate A (Index 1-96) 96-well plate containing 4µL second PCR indexing primer (-30°C to -10°C) 10029147 

Liquid P5 Adapter Plate B (Index 97-192) 96-well plate containing 2µL of MBC Adapter oligo (-30°C to -10°C) 10029149 

Liquid P7 Index Plate B (Index 97-192) 96-well plate containing 4µL second PCR indexing primer (-30°C to -10°C) 10029150 
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Materials Required but Not Supplied 

• 1 M Tris-HCl, pH 8.0 (molecular biology grade) 
• Ultrapure water (molecular biology grade) 
• 200 mM Tris-HCl, pH 7.0 (for sequencing) 
• 100% ethanol (ACS grade) Various 
• Concentrated NaOH solution (ACS grade) 
• RNase AWAY™ (Thermo Fisher Scientific-REF:7003) 
• KAPA Universal Library Quantification Kit (KAPA 

Biosystems-REF:KK4824) 
• Standard PCR thermal cycler 
• Real-Time PCR thermal cycler 
• qPCR tubes 
• 0.2 mL PCR tubes or 96-well plates  
• DynaMag™-96 Side Magnet (Thermo Fisher 

Scientific-REF:12331D) 
• Microcentrifuge 

• Plate centrifuge 
• Pipettes (P10, P20, P200 and P1000) (Pipetman or 

equivalent) 
• Sterile, nuclease-free aerosol barrier pipette tips 
• Vortex mixer  
• PCR tube cooling block 
• Gloves 
• Qubit® Fluorometer (3.0 or higher) (Thermo Fisher 

Scientific-REF:Q33216) 
• Qubit dsDNA HS Assay Kit (Thermo Fisher Scientific-

REF:Q32854) 
• -20ºC 1.5mL Tube Benchtop Cooler Box Various 
• Gene-Specific Primers (compatible with Anchored 

Multiplex PCR

 
Summary of Performance Characteristics  
Library yield of 4nM or greater is expected when input masses are from 10-200ng. The table below summarizes the performance 
results for library yield of VARIANTPlex™-HT Dx. All results pass the acceptance criteria.   
 

Primer Panel Input Description (Manufacturer 
and part number) 

Input 
mass (ng)  Replicates Result (Pass 

criteria >90% OPA) 

Gene Specific 
Primer 
Oligonucleotide 
Pool 3 

Mimix Myeloid Cancer Panel 
(Horizon Discovery HD829) 

10 3 

Pass 50 3 

200 3 

Water (Sigma-Aldrich W4502-50ML) 0 5 Pass 

Gene Specific 
Primer 
Oligonucleotide 
Pool 4 

Mimix ™ Quantitative Multiplex, 
FFPE Reference Standard IVD 
(Horizon Discovery HD200-IVD) 

10 3 

Pass 50 3 

200 3 

Water (Sigma-Aldrich W4502-50ML) 0 5 Pass 

 
 
Procedure 
Before beginning, review “Working with Liquid Reagents” section for additional information regarding best practices for 
enzymes and buffers. For ease begin by programming thermal cycler to include the following: 
 

Incubation Program Step Temperature (°C) Time (min) 

DNA Fragmentation 

1 4 1 
2 30 4 
3 65 30 
4 4 Hold 

Second Strand cDNA Synthesis 
1 16 60 
2 75 20 
3 4 Hold 

Complete End Repair (Heated lid off) 1 25 30 
2 4 Hold 

Ligation Step 1 1 37 15 
2 4 Hold 

Ligation Step 2 (Heated lid off) 1 22 5 
2 4 Hold 
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Step 1: DNA Fragmentation 

 

 
PCR Cycling Programs Step Temperature (°C) Time Cycles 

First PCR 

1 95 3 min 1 
2 95 30 sec 

Varies−See 
panel specific 
product insert) 

3 
Varies−See panel 
specific product 

insert) 

10 sec 

4 
Varies−See panel 

specific product insert) 
100% ramp rate* 

5 72 3 min 1 
6 4 Hold 1 

Second PCR 

1 95 3 min 1 
2 95 30 sec 

Varies−See 
panel specific 
product insert) 

3 Varies−See panel 
specific product 

insert) 

10 sec 

4 
Varies−See panel 

specific product insert) 
100% ramp rate* 

5 72 3 min 1 
6 4 Hold 1 

*See ramp rate guidelines in the “Warnings and Precautions” section. 

 

 
1. Thaw the DNA Fragmentation Buffer on ice. Briefly vortex Buffer, then spin down and return to ice. Do not vortex the 

enzyme, instead gently invert the tube 3-5 times and flick to mix, then spin down.   
2. Adjust purified DNA samples to a final volume of 32 μL and transfer to a new 0.2 mL 8-strip tube or plate wells. Keep 

samples on ice. 
Component Reaction Mix 

Ultrapure water 32 - Xµl 
Purified nucleic acid Xµl 
Total volume 32µl 

3. On ice, make a DNA Fragmentation Master Mix working solution based on the desired number of reactions (including 
but not exceeding 20% overage) using the table below. 

DNA Fragmentation Master Mix 1X (µL) ___X (µL) 
DNA Fragmentation Buffer (10029101 or 10029098) 3.2  
DNA Fragmentation Enzyme (10029102 or 10029099) 
Do NOT vortex, invert 3-5x and flick tube before adding 4.8  

Total volume 8  
a. Mix by briefly vortexing and spin down. 
b. Keep master mix on ice. 

4. To each 32 µL input sample, add 8 µL DNA Fragmentation Master Mix. 
a. Mix by briefly vortexing and spin down.  
b. Return tubes to ice. 

5. Start the following thermal cycler program, and only transfer reactions to the block once temperature reaches 4°C. Pause 
the program if necessary. 
a. Use a heated lid (≥100°C).  

Ligation Elution 
 

1 75 10 
2 4 Hold 
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Step 2: Complete End Repair 

 

DNA Fragmentation incubation conditions 
Step Temperature (°C) Time (minutes) 

1 4 1 
2 30 4 
3 65 30 
4 4 Hold 

b. After the program has reached 4°C, briefly spin down reactions and place on ice. 

 
 

1. Thaw the Complete End Repair Buffer on ice. Briefly vortex Buffer and either vortex or pipette mix enzymes, then spin 
down.  

2. On ice, make a Complete End Repair Master Mix working solution based on the desired number of reactions (including 
but not exceeding 20% overage) using the table below. 

Complete End Repair Master Mix 1X (µL) ___X (µL) 
Complete End Repair Buffer (10029070 or 10029088) 8.86  

Complete End Repair Enzyme A (10029068 or 10029086) 1  
Complete End Repair Enzyme B (10029069 or 10029087) 0.14  

Total Volume 10  
a. Mix by briefly vortexing and spin down. 
b. Keep master mix on ice. 

3. To each 40 µL DNA sample from Step 1: DNA Fragmentation, add 10 µL of Complete End Repair Master Mix.  
a. Mix by briefly vortexing and spin down.  
b. Return tubes to ice. 

4. Transfer reactions to a preheated thermal cycler and initiate an incubation using the following program and guidelines: 
a. Heated lid off. If the lid is still hot, consider using a different thermal cycler or leaving the lid open. 

Complete End Repair incubation conditions 
Step Temperature (°C) Time (minutes) 

1 25 30 
2 4 Hold 

c. Place samples in the thermal cycler and start the program. 
d. When the run has completed, briefly spin down reactions and place on ice. 

Reaction Cleanup after Complete End Repair 
Refer to Warnings and Precautions section of this Instructions for Use for guidance on working with Reaction Cleanup 
beads. 
1. Completely resuspend Reaction Cleanup beads by vortexing. 
2. Remove tubes from ice and add 2.5X volume (125 μL) of Reaction Cleanup beads to each Complete End Repair 

reaction. 
3. Vortex well or pipette 10 times to mix and visually inspect the color of the sample to ensure a homogenous mixture. 
4. Incubate for 5 minutes at room temperature (20°C to 25°C). 
5. Briefly spin down tubes. 
6. Place tubes on the magnet for 4 minutes or until beads are fully pelleted against the tube wall. 
7. Without disturbing the bead pellet, use a pipette to remove and discard the supernatant. If the pellet becomes dislodged 

from the magnet and a portion is drawn into the pipette tip, return contents to tube and repeat magnet incubation step. 
8. Wash beads two times with 70% ethanol while still on the magnet. For each wash: 

a. Add 180 μL 70% ethanol. 
b. Incubate for 30 seconds at room temperature (20°C to 25°C). 
c. Carefully remove ethanol and discard. 

9. After the final wash, use a pipette (≤20 μL capacity) to completely remove visible supernatant residue and allow tubes to 
dry for 3-5 minutes at room temperature with open lids. Take care not to over-dry beads as this will significantly 
decrease overall recovery (yield) of nucleic acid. 

10. Elute DNA by resuspending beads in 16 μL 10mM Tris-HCl, pH 8.0. 
*Note that for automated workflows it is acceptable to add 1 μL 10mM Tris-HCl, pH 8.0 to the bead resuspension 
volume shown above. This extra 1 μL should be left behind when removing the purified DNA in upcoming steps. 

11. Place tubes back on the magnet for 2 minutes. 
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Step 4: MBC Adapter Incorporation 
 

Step 3: Ligation Step 1  
 

1. Thaw the Ligation Step 1 Buffer on ice. Briefly vortex Buffer and either vortex or pipette mix enzymes, then spin down.  
2. On ice, make a Ligation Step 1 Master Mix working solution based on the desired number of reactions (including but 

not exceeding 50% overage) using the table below.  
Ligation Step 1 Master Mix 1X (µL) ___X (µL) 

Ligation Step 1 Buffer (10029090 or 10029072)      3.7  
Ligation Step 1 Enzyme (10029089 or 10029071) 0.3  
Total Volume 4  

a. Mix by briefly vortexing and spin down. 
b. Keep master mix on ice. 
3. Transfer 16 µL of eluted DNA from Step 2: Complete End Repair into new 0.2mL 8-strip tubes or plate wells. It is 

acceptable for a small amount of Reaction Cleanup beads to be transferred. 
4. Add 4 µL of Ligation Step 1 Master Mix to each sample.  
a. Mix by briefly vortexing and spin down.  
b. Return tubes to ice. 
5. Transfer reactions to a preheated thermal cycler and initiate an incubation using the following program and guidelines: 

a. Use a heated lid (≥100°C). 

Ligation Step 1 incubation conditions 
Step Temperature (°C) Time (minutes) 

1 37 15 
2 4 Hold 

 
b. Place samples in the thermal cycler and start the program. 
c. After the program has reached 4°C, remove tubes from the temperature block, briefly spin down reactions and place 

on ice. 

Reaction Cleanup after Ligation Step 1 
Refer to Warnings and Precautions section of this Instructions for Use for guidance on working with Reaction Cleanup 
beads. 
1. Completely resuspend Reaction Cleanup beads by vortexing. 
2. Remove tubes from ice and add 2.5X volume (50 μL) of Reaction Cleanup beads to each Ligation Step 1 reaction. 
3. Vortex well or pipette 10 times to mix and visually inspect the color of the sample to ensure even mixing. 
4. Incubate for 5 minutes at room temperature (20°C to 25°C). 
5. Briefly spin down tubes. 
6. Place tubes on the magnet for 4 minutes or until beads are fully pelleted against the tube wall. 
7. Without disturbing the bead pellet, use a pipette to remove and discard the supernatant. If the pellet becomes dislodged 

from the magnet and a portion is drawn into the pipette tip, return contents to tube and repeat magnet incubation step. 
8. Wash beads two times with 70% ethanol while still on the magnet. For each wash: 

a. Add 180 μL 70% ethanol. 
b. Incubate for 30 seconds at room temperature (20°C to 25°C). 
c. Carefully remove ethanol and discard. 

9. After the final wash, use a pipette (≤20 μL capacity) to completely remove visible supernatant residue and allow tubes to 
dry for 3-5 minutes at room temperature with open lids. Take care not to over-dry beads as this will significantly 
decrease overall recovery (yield) of nucleic acid. 

10. Elute DNA by resuspending beads in 25 μL 10 mM Tris-HCl, pH 8.0. 
11. Place tubes back on the magnet for 2 minutes. 

 

 
1. Thaw Liquid P5 Adapter Plate(s) (10029146 or 10029149). Spin down before unsealing plate. It is acceptable to pierce 

the foil seal with a pipette tip to access the liquid adapters. 
*Important* As this step incorporates the P5 index tag for sample-level tracking, be sure to record which MBC 
adapter is being used for each sample. 

2. Transfer 23 µL of eluted DNA from the cleanup after Step 3: Ligation Step 1 above to new 0.2mL 8-strip tubes or plate 
wells. Avoid pipetting Reaction Cleanup beads into this reaction.  
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Step 5: Ligation Step 2 
 

3. Add 2 μL of respective unique Liquid P5 MBC Adapter for a total of 25 μL. Re-seal adapter plate using a new seal after 
all P5 MBC adapters have been added to respective samples. 

a. Mix by vortexing and spin down.  
b. Return tubes to ice.  

4. Immediately proceed to Step 5: Ligation Step 2. 
 
 

1. Thaw the Ligation Step 2 Buffer on ice. Vortex Buffer well and spin down. Either vortex or pipette mix enzymes then 
spin down.  

2. On ice, make a Ligation Step 2 Master Mix working solution based on the desired number of reactions (including but 
not exceeding 20% overage) using the table below. 
Due to the viscosity of the Ligation Step 2 Buffer components, it is essential to slowly pipette mix the stock 
solution at least 10 times then vortex for 10 seconds BEFORE aliquoting the required volume for the working 
solution and again AFTER the addition of the Ligation Step 2 Enzyme. 
 

 

a. Mix by briefly vortexing and spin down. 
b. Keep master mix on ice. 

3. Transfer 25 µL of Ligation Step 2 Master Mix into each tube or well containing the 25 µL of each sample (DNA + Liquid 
MBC Adapter) from Step 4: MBC Adapter Incorporation above. 

a. Mix well and spin down. Due to the viscosity of these components, carefully pipette mixing 10 times in addition 
to vortexing is required to ensure complete mixing. 

b. Return tubes to ice.  
4. Transfer reactions to a preheated thermal cycler and initiate an incubation using the following program and guidelines: 

a. Heated lid off 

Ligation Step 2 incubation conditions 
Step Temperature (°C) Time (minutes) 

1              22 5 
2 4 Hold 

b. After the program has reached 4ºC, briefly spin down reactions and place on ice. 
 

Safe stopping point: It is okay to stop and store the reactions at -30°C to -10°C. 

Reaction Cleanup after Ligation Step 2 
Caution: This step uses Ligation Cleanup Beads (10029135 or 10029135) and Ligation Cleanup Buffer (10029144 or 
10029136) instead of Reaction Cleanup beads and 70% ethanol. Make sure to use Ligation Cleanup Beads and 
Ligation Cleanup Buffer that come with the kit for this step. 

 

Prepare Ligation Cleanup Beads: 
1. Completely resuspend Ligation Cleanup Beads by vortexing. 
2. For each reaction, pipette 50 μL of Ligation Cleanup Beads into new 0.2 mL 8-strip tubes. 
3. Place tube(s) on the magnet for 1 minute or until the beads are pelleted. 
4. Without disturbing the bead pellet, use a pipette to remove and discard the supernatant. If the pellet becomes dislodged 

from the magnet and a portion is drawn into the pipette tip, return contents to the tube and repeat magnetic pelleting 
step. 

5. Pipette 50 µL of Ligation Cleanup Buffer into each tube to resuspend beads. 
Ligation Cleanup Procedure: 

Caution: When vortexing PCR tubes in the subsequent steps, maintain firm pressure on all lids as the contained 
detergent may allow lids to open. 

1. Pipette the entire volume of Ligation Step 2 reaction into the tubes with Ligation Cleanup Beads and Buffer. 
2. Mix samples by vortexing. 
3. Incubate reactions at room temperature for 5 minutes. 
4. Mix samples by vortexing. 
5. Incubate reactions at room temperature for 5 minutes. 
6. Briefly spin down tubes. 

Ligation Step 2 Master Mix 1X (µL) ___X (µL) 
Ligation Step 2 Buffer (10029092 or 10029074)      24.6  
Ligation Step 2 Enzyme (10029091 or 10029073) 0.4  
Total volume 25  
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Step 6: First PCR 
 

7. Place tubes on the magnet for 1 minute or until beads are fully pelleted against the tube wall. 
8. Carefully pipette off and discard supernatant (100 µL) without disturbing the beads. 
9. Wash beads two times with Ligation Cleanup Buffer. 

a. Resuspend beads in 180 µL Ligation Cleanup Buffer by vortexing, briefly spinning down, and placing back on 
magnet for 1 minute. 

b. Once slurry has cleared, discard supernatant. 
10. Wash beads once with ultrapure water: 

a. Resuspend beads in 180 µL of ultrapure water by vortexing, briefly spinning down and placing back on magnet. 
b. Once slurry has cleared, discard supernatant. 
c. Take care to ensure that all supernatant has been removed from tubes. 

11. Elute DNA from Ligation Cleanup Beads: 
a. Resuspend ligation cleanup beads in the amount of 5 mM NaOH specified in the panel specific Product Insert (A). 

*Note that for automated workflows it is acceptable to add an additional 1 μL 5 mM NaOH to the ligation bead 
resuspension volume shown above. This extra 1 μL should be left behind when removing the purified DNA 
in upcoming steps. 

b. Transfer reactions to a thermal cycler and initiate an incubation using the following program and guidelines: 
c. Use a heated lid (≥100°C). 

Ligation Elution incubation conditions 
Step Temperature (°C) Time (minutes) 
1 75 10 
2 4 Hold 

d. After sample has reached 4°C, briefly spin down and transfer to the magnet. 

 
1. Thaw the First PCR Buffer 2.0 and GSP1 on ice. Briefly vortex and spin down Buffer and primers. Either vortex or 

pipette mix enzymes then spin down.  
2. On ice, make a First PCR Master Mix working solution based on the desired number of reactions (including but not 

exceeding 20% overage) using the table below. 
*Note that the PCR Enzyme will also be utilized in Second PCR so do not discard unused enzyme after making 
First PCR Master Mix. 

First PCR Master Mix 1X (µL) ___X (µL) 
First PCR Buffer 2.0 (10029094 or 10029076)      11.2  
PCR Enzyme (10029093 or 10029075) 0.8  
Total volume 12  

a. Mix by briefly vortexing and spin down. 
b. Keep master mix on ice. 

3. To new 0.2mL 8-strip tubes or plate wells add:  
a. 12 µL First PCR Master Mix 
b. GSP1 - Volume specified in the panel specific Product Insert (B) 

*Note that for automated workflows, the GSPs for the panel(s) in use should be added to their own master 
mix instead of directly to the sample. 

c. Entire volume of purified DNA from Step 5: Ligation 2 Cleanup.  
4. Mix by briefly vortexing and spin down.  
5. Return tubes to ice.  
6. Transfer reactions to a preheated thermal cycler and immediately initiate the program specified in the panel specific 

Product Insert (First PCR Reaction). 
a. Use a heated lid (≥100°C). 
b. After the program has reached 4ºC, briefly spin down reactions and place on ice. It is also acceptable to leave tubes 

in the thermal cycler at 4°C overnight. 

Reaction Cleanup after First PCR 
Refer to Warnings and Precautions section of this Instructions for Use for guidance on working with Reaction Cleanup 
beads. 
1. Completely resuspend Reaction Cleanup beads by vortexing. 
2. Add 0.8X volume (32 μL) of Reaction Cleanup beads to each reaction. 
3. Vortex well or pipette 10 times to mix and visually inspect the color of the sample to ensure a homogenous mixture. 
4. Incubate for 5 minutes at room temperature (20°C to 25°C). 
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Step 7: Second PCR 
 

5. Briefly spin down tubes. 
6. Place tubes on the magnet for 4 minutes or until beads are fully pelleted against the tube wall. 
7. Without disturbing the bead pellet, use a pipette to remove and discard the supernatant. If the pellet becomes dislodged 

from the magnet and a portion is drawn into the pipette tip, return contents to tube and repeat magnet incubation step. 
8. Wash beads two times with 70% ethanol while still on the magnet. For each wash: 

a. Add 180 μL 70% ethanol 
b. Incubate for 30 seconds at room temperature (20°C to 25°C) 
c. Carefully remove ethanol and discard 

9. After the final wash, use a pipette (≤20 μL capacity) to completely remove visible supernatant residue and allow tubes to 
dry for 3-5 minutes at room temperature with open lids. Take care not to over-dry beads as this will significantly 
decrease overall recovery (yield) of nucleic acid. 

10. Elute DNA by resuspending beads in the volume of 10 mM Tris-HCl, pH 8.0 specified in the panel specific Product 
Insert (C). 

11. Place tubes back on the magnet for 2 minutes. 
12. Transfer the volume of purified eluate in the panel specific Product Insert (D) to a new 0.2mL PCR tube and proceed 

directly to Step 7: Second PCR. 

 

1. Thaw the Second PCR Buffer 2.0, GSP2, and Liquid P7 Index Plate(s) (10029147 or 10029150) on ice. Vortex 
buffer and GSP2 then spin down. Spin down P7 plate before unsealing. It is acceptable to pierce the foil seal with a 
pipette tip to access the liquid adapters. 

2. On ice, make a Second PCR Master Mix working solution based on the desired number of reactions (including but not 
exceeding 20% overage) using the table below. 

Second PCR Master Mix 1X (µL) __X (µL) 
Second PCR Buffer 2.0 (10029095 or 10029077)            11.2  
PCR Enzyme (10029093 or 10029075) 0.8  
Total volume 12  

a. Mix by briefly vortexing and spin down. 
b. Keep master mix on ice. 

3. To new 0.2mL 8-strip tubes or plate wells add:  
a. 12 µL Second PCR Master Mix 
b. 4 µL respective Liquid P7 Index according to sample index planning. Re-seal P7 plate using a new seal after 

adding P7 index to respective wells.  
c. GSP2 - Volume specified in panel specific Product Insert (E). 

*Note that for automated workflows, the GSPs for the panel(s) in use should be added to their own master 
mix instead of directly to the sample. 

d. Transfer volume of purified DNA from Step 6: First PCR specified in the panel specific Product Insert (D). 
*Important* As this step incorporates the P7 index tag for sample-level tracking, be sure to record which 
Liquid P7 Index is being used for each sample. 

4. Mix by briefly vortexing and spin down.  
5. Return tubes to ice.  
6. Transfer reactions to a preheated thermal cycler and immediately initiate the program specified in the panel specific 

Product Insert (Second PCR Reaction). 
a. Use a heated lid (≥100°C). 
b. After the program has reached 4ºC, briefly spin down reactions and place on ice. It is also acceptable to leave 

tubes in the thermal cycler at 4°C overnight. 

Reaction Cleanup after Second PCR 
Refer to Warnings and Precautions section of this Instructions for Use for guidance on working with Reaction Cleanup 
beads. 

1. Completely resuspend Reaction Cleanup beads by vortexing. 
2. Add 0.8X volume (32 μL) of Reaction Cleanup beads to each Second PCR reaction. 
3. Vortex well or pipette 10 times to mix and visually inspect the color of the sample to ensure a homogenous mixture. 
4. Incubate for 5 minutes at room temperature (20ºC to 25°C). 
5. Briefly spin down tubes. 
6. Place tubes on the magnet for 4 minutes or until beads are fully pelleted against the tube wall. 



 

Instructions for Use 

  

For In Vitro Diagnostic Use 
Document Number: RA-DOC-625 
10029812 

Page 11 of 12 

Step 8: Quantify Libraries 
 

7. Without disturbing the bead pellet, use a pipette to remove and discard the supernatant. If the pellet becomes 
dislodged from the magnet and a portion is drawn into the pipette tip, return contents to tube and repeat magnet 
incubation step. 

8. Wash beads two times with 70% ethanol while still on the magnet. For each wash: 
a. Add 180 μL 70% ethanol. 
b. Incubate for 30 seconds at room temperature (20°C to 25°C). 
c. Carefully remove ethanol and discard. 
9. After the final wash, use a pipette (≤20 μL capacity) to completely remove visible supernatant residue and allow tubes 

to dry for 3-5 minutes at room temperature with open lids. Take care not to over-dry beads as this will significantly 
decrease overall recovery (yield) of nucleic acid. 

10. Elute DNA by resuspending beads in 20 μL 10 mM Tris-HCl, pH 8.0. 
11. Place tubes back on the magnet for 2 minutes. 
12. Transfer 18 μL of the purified solution to a new 0.2mL PCR tube. Be sure to avoid transferring beads to the fresh 

tube. 
13. Stop or proceed directly to Step 8: Quantify Libraries. 

Safe stopping point: It is okay to stop and store the reactions at -30°C to -10°C. 
 

 
1. Quantify the concentration of each library by qPCR following the instructions provided with the KAPA Universal Library 

Quantification Kit.  
Note: Archer libraries are very concentrated and may need to be serially diluted to 1:100,000 for quantification with KAPA 
via qPCR. 

2. The Loading Calculator spreadsheet can be used for quantifying, normalizing, and sequencing calculations. 
3. The recommended size-adjustment correction factor for calculating the concentration of a library is dependent on the input 

type and quality. The estimated fragment size values below account for adapter size (157 bp) plus the average insert 
fragment length. Use an estimated fragment size of 357 bp. 

4. Use each library’s quantity to guide dilution of an aliquot to enable combining all normalized libraries to create an equimolar 
pool (e.g, 10nM).  
 

Note: Quantification with a fluorometric or electrophoresis-based method is not recommended.  

Quality Control 
This product was manufactured and released in accordance with the Integrated DNA Technologies, BV, ISO 13485 Quality 
Management System. The product has met Integrated DNA Technologies quality requirements.  

Safety Information 
When working with chemicals, always wear a suitable lab coat, disposable gloves, and eye protection. For more information, please 
consult the specific safety data sheet (SDS) by searching on our website at https://integrateddna-sds.thewercs.com/. 
 
Disposal  
Dispose of reagent and packaging in accordance with local regulations.   

Glossary of Symbols 
A glossary of symbol definitions is available for reference at www.idtdna.com. 
Symbol Description 

 English language 

 In vitro diagnostic medical device 

 Conformité Européene (CE) Mark 

 Authorized representative in the European Community/European Union 

 Manufacturer’s catalogue number. 

 Manufacturer’s batch code. 

 
The date after which the product is not to be used. 

 Indicates the manufacturer. 

 The date when the product was manufactured. 

http://www.idtdna.com/
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 The total number of tests that can be performed with the product. 

 The temperature limits to which the product can be safely exposed. 

 User to consult the instructions for use. 

 Reminder symbols call attention to minor details that may be easily overlooked and compromise the procedure resulting in 
decreased assay performance. 

 Caution symbols denote critical steps in the procedure where risk of protocol failure or damage to the product itself could occur if 
not carefully observed. 

 Stop symbols indicate where this procedure may be safely suspended and resumed at a later time without risk of compromised 
assay performance. Make note of these steps and plan your workflow accordingly. 

 French Language 

 Italian Language 

 Spanish Language 

Version History 
Version Number Version Date Description of Change 
01 04/2025 New document 
01 11/2025 Converted to new document type (PRD-DOC-391 to RA-DOC-625). Condensed 

content, table formats, and margins for print version. Added to definitions table. 
Added foreign language translations (French, Spanish, and Italian). 

 

  

Contact Information 
Integrated DNA Technologies 

2425 55th St. Suite 100 
Boulder, CO 80301 
www.idtdna.com  

Integrated DNA Technologies, BV 
Interleuvenlaan 12 A 
3001 Leuven, Belgium 

 
 

http://www.idtdna.com/
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FR 

 
 
Réactifs liquides VARIANTPlex™-HT Dx 

Utilisation prévue 
Pour usage de diagnostic in vitro. 
Réservé à un usage professionnel. 
Le VARIANTPlex™-HT Dx est un jeu de réactifs et de consommables utilisés pour préparer les bibliothèques d’échantillons, à 
l’aide de méthodes manuelles ou automatisées, à partir d’acide nucléique (ADN ou ANT) extrait de tissus ou de cellules 
fraîchement congelés ou fixés au formol et inclus en paraffine. Des panels d’oligonucléotides fournis par l’utilisateur sont 
nécessaires pour la préparation de bibliothèques ciblant des régions génomiques d’intérêt spécifiques. Les bibliothèques 
d’échantillons générées incorporent des séquences P5 et P7 pour une utilisation en aval. 
 
Résumé et principes de la procédure 
La préparation de la bibliothèque par PCR multiplexe ancrée (Anchored Multiplex PCR, AMP) est une méthode rapide et 
évolutive pour générer des bibliothèques enrichies en cibles pour le séquençage nouvelle génération (Next-Generation 
Sequencing, NGS). La technologie AMP peut être utilisée pour des applications de séquençage ciblé de l’ADN afin de générer 
une bibliothèque de séquençage. Conçu pour une faible quantité d’acide nucléique, ce processus offre des performances 
robustes. 
L’AMP utilise des amorces unidirectionnelles spécifiques au gène (Gene-Specific Primers, GSP) qui enrichissent pour les 
mutations connues et inconnues. Les adaptateurs qui contiennent à la fois des codes-barres moléculaires et des indices 
d’échantillons permettent l’analyse quantitative des données multiplexes, la déduplication de lecture et l’identification  
précise des mutations. 

Aperçu du flux de travail 

 
* Les durées de la première et de la deuxième PCR varient en fonction du panel GSP spécifique ainsi que des conditions individuelles de cyclage en laboratoire. 
Consulter la notice pour plus d’informations. 

Recommandations 
• Lire l’intégralité du protocole avant de commencer la préparation de votre bibliothèque. 
• Noter les points d’arrêt sûrs tout au long du protocole où les échantillons peuvent être congelés en toute sécurité  

(-30 °C à -10 °C) pour planifier le flux de travail. 
• Essuyer la station de travail et les pipettes avec des produits de nettoyage à base de nucléase et d’acide nucléique  

(p. ex., RNase AWAY, Thermo Fisher Scientific). 
• Si des plaques de 96 puits sont utilisées, s’assurer qu’elles ne contiennent pas de nucléase, que le volume des puits 

est suffisant et que les joints de plaque sont suffisants pour éviter la perte d’humidité. 

32 μL d’ADN/ANT ajouté 

Fragmentation de l’ADN 

Réparation complète des extrémités 

Étape 2 de la ligature 

Première PCR 2.0 

Deuxième PCR 2.0 

Quantifier les bibliothèques 

+ Adaptateurs MBC 

+ GSP1 

+ GSP2 + amorces P7 

Durée d’incubation 

35 min 

30 min 

15 min 

5 min 

Varie* 

Varie* 

Point d’arrêt sûr 

Point d’arrêt sûr 

Point d’arrêt sûr 

Nettoyage 

Étape 1 de la ligature 
Nettoyage 

Nettoyage 

Nettoyage 

Nettoyage 
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Avertissements et précautions 
• Utiliser les bonnes pratiques de laboratoire pour éviter la contamination des échantillons par les produits de PCR.  
• Utiliser des tubes PCR sans nucléase, des tubes de microcentrifugeuse et des embouts de pipette à barrière 

d’aérosol. 
• Vérifier que le thermocycleur utilisé pour la préparation de la bibliothèque est en bon état de fonctionnement et 

actuellement étalonné conformément aux spécifications du fabricant. Lors de l’utilisation d’un thermocycleur avec une 
vitesse de rampe de 100 % > 6 °C/s, régler la vitesse de rampe pour qu’elle ne dépasse pas 6 °C/s pour la première 
PCR et la deuxième PCR. 

• S’assurer que les billes de nettoyage de réaction (utilisées à plusieurs reprises tout au long du flux de travail) sont 
équilibrées à la température ambiante (20 °C à 25 °C) et complètement remises en suspension avant utilisation. 

• Les composants de l’étape 2 de la ligature sont visqueux et doivent être complètement mélangés avant l’aliquotage. 
• Ne pas utiliser les réactifs au-delà de la date de péremption indiquée sur l’étiquette. 
• Déclarer immédiatement tout incident grave lié à ce produit à IDT et à l’autorité compétente ou à toute autre autorité 

réglementaire locale de la région de l’utilisateur et du patient. 

Limites 
• Pour usage de diagnostic in vitro. 
• À utiliser avec des masses d’entrée de 10 à 200 ng 
• Les enzymes fournies sont sensibles à des changements de température fréquents et à des événements potentiels de 

congélation-décongélation. 
• Les enzymes ne se congèlent pas lorsqu’elles sont conservées dans la plage de température de conservation 

recommandée, mais peuvent se congeler pendant l’expédition. 
• Pour obtenir les meilleurs résultats, il est recommandé de conserver les enzymes fournies dans une boîte de 

rangement de paillasse à -20 °C et de les utiliser pour transporter les enzymes entre les espaces de travail et les 
congélateurs. 

• Les composants enzymatiques restent stables pendant un maximum de 5 cycles de congélation-décongélation sans 
que leur fonctionnalité ne soit affectée. 

• Les tampons sont congelés à la température de conservation recommandée et doivent être décongelés sur de la glace 
avant utilisation. Pour obtenir les meilleurs résultats, les tampons doivent être aliquotés aux tailles de lot appropriées pour 
un usage unique avec un surplus adéquat, de sorte que les aliquotes ne soient pas recongelées après la décongélation. 
L’acide nucléique (ADN) ajouté dans du tampon sans EDTA (pH 7–8) ou de l’eau ultrapure est le modèle de départ 
optimal pour la préparation de la bibliothèque AMP. Ne PAS utiliser de tampons contenant de l’EDTA. 

• Contacter l’assistance technique (archer-tech@idtdna.com) pour obtenir des recommandations concernant le kit 
d’extraction disponible dans le commerce. 

• Utiliser la masse d’entrée maximale autorisée (200 ng) dans la mesure du possible. Des quantités d’entrée plus 
élevées permettent une détection plus sensible des variants. 

Préparation des réactifs 
• Les volumes indiqués ci-dessous doivent être augmentés en cas de préparation de plus de 24 bibliothèques. 
• Préparer au moins 10 mL de Tris-HCl 10 mM frais, pH 8,0 à partir de Tris-HCl 1 M, pH 8,0 et d’eau ultrapure. 

o Mélanger 100 μL de Tris-HCl 1 M, pH 8,0 avec 9 900 μL d’eau ultrapure. 
o Tris-HCl 10 mM, pH 8,0 peut être utilisé pendant une semaine maximum après le mélange. 

• Préparer au moins 50 mL d’éthanol frais à 70 % à partir d’éthanol à 100 % et d’eau ultrapure. 
o Ajouter 35 mL d’éthanol à 100 % à 15 mL d’eau ultrapure. 
o Bien fermer le bouchon pour réduire l’évaporation lorsqu’il n’est pas utilisé. 
o L’éthanol à 70 % peut être utilisé pendant une semaine maximum après le mélange. 

• Préparer au moins 1 mL de NaOH 5 mM frais à partir de NaOH concentré et d’eau ultrapure. 
o En cas de travail à partir de NaOH 1 M, ajouter 5 μL de NaOH 1 M à 995 μL d’eau ultrapure pour obtenir 5 mM de 

NaOH final. 
o En cas de travail à partir de 5 M, ajouter 10 μL de NaOH 5 M à 990 μL d’eau ultrapure pour obtenir 50 mM de 

NaOH. Bien mélanger et centrifuger brièvement. Prélever 100 μL de NaOH 50 mM et mélanger avec 900 μL d’eau 
ultrapure pour obtenir 5 mM de NaOH. Bien mélanger et centrifuger brièvement. 

Composants du produit 
Les composants du kit VARIANTPlex™-HT Dx sont énumérés comme suit : 
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Réactifs liquides VARIANTPlex™-HT Dx – 96 réactions, REF 10029097 
Réactifs liquides VARIANTPlex™-HT Dx – 24 réactions, REF 10029100 
Réactifs de nettoyage Archer™ – 96 réactions, REF 10029134 
Réactifs de nettoyage Archer™ – 24 réactions, REF 10029142 
Kit d’adaptateur liquide Dx Archer™ kit A – 96 réactions, REF 10029148 
Kit d’adaptateur liquide Dx Archer™ kit B – 96 réactions, REF 10029151 

Matériel fourni 

Réactifs liquides VARIANTPlex™-HT Dx (96 réactions, 10029097 ; 24 réactions, 10029100) 

Produit Contenu  

Tampon de fragmentation 
d’ADN 

77 ou 308 μL de tampon réactionnel pour le cisaillement de l’ADN 
enzymatique (-30 °C à -10 °C) 

10029101, 10029098  

Enzyme de fragmentation 
d’ADN 

116 ou 416 μL d’enzyme pour le clivage de l’ADN (-30 °C à -10 °C) 10029102, 10029099  

Tampon Réparation 
complète des extrémités 

213 ou 851 μL de tampon réactionnel pour le polissage final  
(-30 °C à -10 °C) 

10029070, 10029088 

Enzyme A Réparation 
complète des extrémités 

24 ou 96 μL de solution aqueuse contenant du glycérol et une 
enzyme (-30 °C à -10 °C) 

10029068, 10029086 

Enzyme B Réparation 
complète des extrémités 

3,4 ou 13,5 μL de solution aqueuse contenant du glycérol et une 
enzyme (-30 °C à -10 °C) 

10029069, 10029087 

Tampon Étape 1 de la 
ligature  

89 ou 356 μL de tampon réactionnel pour l’étape 1 de la ligature  
(-30 °C à -10 °C) 

10029072, 10029090 

Enzyme Étape 1 de la 
ligature 

7,2 ou 29 μL de solution aqueuse contenant du glycérol et une 
enzyme (-30 °C à -10 °C) 

10029071, 10029089 

Tampon Étape 2 de la 
ligature  

591 ou 1 190 μL de tampon réactionnel pour l’étape 2 de ligature  
(-30 °C à -10 °C) 

10029074, 10029092 

Enzyme Étape 2 de la 
ligature 

9,6 ou 38,5 μL de solution aqueuse contenant du glycérol et une 
enzyme (-30 °C à -10 °C) 

10029073, 10029091 

Premier tampon  
PCR 2.0 

269 ou 1 076 μL de tampon réactionnel pour la première PCR  
(-30 °C à -10 °C) 

10029076, 10029094 

Deuxième tampon  
PCR 2.0 

269 ou 1 076 μL de tampon réactionnel pour la deuxième PCR  
(-30 °C à -10 °C) 

10029077, 10029095 

Enzyme PCR 38,4 ou 154 μL de solution aqueuse contenant du glycérol et une 
enzyme (-30 °C à -10 °C) 

10029075, 10029093 

 
Réactifs de nettoyage Archer™ (24 réactions, 10029142 ; 96 réactions, 10029134) 

Description Contenu et température de stockage  
Billes de nettoyage 
pour ligature 

Tube(s) de 1 200 μL de suspension de billes magnétiques tamponnées  
pour la collecte des produits ligaturés (2 °C à 8 °C) 10029135 

Tampon de nettoyage 
pour ligature 

10,8 ou 43,2 mL de solution tamponnée pour les réactions de liaison au 
nettoyage et au lavage (2 °C à 8 °C) 10029144, 10029136 

Billes de nettoyage  
des réactions 

11,8 ou 35,2 mL de suspension de billes magnétiques tamponnées pour 
l’immobilisation des acides nucléiques (2 °C à 8 °C) 10029145, 10029137 
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Kit Dx adaptateur liquide Archer™ (Kit A 10029148 ; Kit B 10029151) 

Description Contenu et température de stockage  

Plaque d’adaptateur A P5 liquide 
(indice 1–96) 

Plaque de 96 puits contenant 2 μL d’oligo-adaptateur MBC  
(-30 °C à -10 °C) 10029146 

Plaque d’indexation A P7 liquide 
(indice 1–96) 

Plaque de 96 puits contenant 4 μL de deuxième amorce 
d’indexation PCR (-30 °C à -10 °C) 10029147 

Plaque adaptatrice P5 liquide B 
(indice 97–192) 

Plaque de 96 puits contenant 2 μL d’oligo-adaptateur MBC  
(-30 °C à -10 °C) 10029149 

Plaque d’indexation P7 liquide B 
(indice 97–192) 

Plaque de 96 puits contenant 4 μL de deuxième amorce 
d’indexation PCR (-30 °C à -10 °C) 10029150 

 
Matériel requis mais non fourni 

• 1 M Tris-HCl, pH 8,0 (qualité biologie moléculaire) 
• Eau ultrapure (qualité biologie moléculaire) 
• Tris-HCl 200 mM, pH 7,0 (pour le séquençage) 
• Éthanol à 100 % (qualité ACS) Divers 
• Solution de NaOH concentrée (qualité ACS) 
• RNase AWAY™ (Thermo Fisher Scientific- 

REF : 7003) 
• Kit de quantification de bibliothèque universelle KAPA 

(KAPA Biosystems-REF : KK4824) 
• Thermocycleur PCR standard 
• Thermocycleur PCR en temps réel 
• Tubes de qPCR 
• Tubes PCR de 0,2 mL ou plaques à 96 puits 
• Aimant latéral DynaMag™-96 (Thermo Fisher 

Scientific-REF : 12331D) 
• Microcentrifugeuse 

• Centrifugeuse de plaques 
• Pipettes (P10, P20, P200 et P1000) (Pipetman ou 

équivalent) 
• Embouts de pipette stériles, sans nucléase, à barrière 

anti-aérosol 
• Mélangeur à vortex 
• Bloc de refroidissement du tube PCR 
• Gants 
• Fluorimètre Qubit® (3.0 ou supérieur) (Thermo Fisher 

Scientific-REF : Q33216) 
• Kit de test Qubit dsDNA HS (Thermo Fisher Scientific-

REF : Q32854) 
• Boîte de refroidissement de paillasse en tubes de  

1,5 mL -20 °C Divers 
• Amorces spécifiques au gène (compatibles avec la 

PCR multiplexe ancrée
 
Résumé des caractéristiques de performance 
Un rendement de bibliothèque de 4 nM ou plus est attendu lorsque les masses d’entrée varient de 10 à 200 ng. Le tableau ci-dessous 
résume les résultats de performance pour un rendement de bibliothèque de VARIANTPlex™-HT Dx. Tous les résultats répondent aux 
critères d’acceptation. 
 

Panel 
d’amorçage 

Description de l’entrée 
(fabricant et référence) 

Masse 
d’entrée 
(ng) 

Réplicats 
Résultat (critères 
de réussite > 90 % 
APO) 

Gene Specific 
Primer  
Oligonucleotide 
Pool 3 

Mimix Myeloid Cancer Panel 
(Horizon Discovery HD829) 

10 3 

Réussite 50 3 

200 3 

Water (Sigma-Aldrich W4502-50ML) 0 5 Réussite 

Gene Specific 
Primer  
Oligonucleotide 
Pool 4 

Mimix ™ Quantitative Multiplex, 
FFPE Reference Standard IVD 
(Horizon Discovery HD200-IVD) 

10 3 

Réussite 50 3 

200 3 

Water (Sigma-Aldrich W4502-50ML) 0 5 Réussite 
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Étape 1 : Fragmentation d’ADN 

 
Procédure 
Avant de commencer, consulter la section « Travailler avec des réactifs liquides » pour obtenir des informations 
supplémentaires concernant les meilleures pratiques pour les enzymes et les tampons. Pour faciliter la programmation, 
commencer par programmer le thermocycleur pour inclure les éléments suivants : 
 

 

 
Programmes de cyclage 

PCR 
Étape Température (°C) Durée Cycles 

Première PCR 

1 95 3 min 1 
2 95 30 s 

Varie (voir la 
notice 

spécifique au 
panel) 

3 

Varie (voir la notice 
spécifique au panel) 

10 s 

4 

Varie (voir la notice du 
produit spécifique au 

panel) Vitesse de rampe 
de 100 %* 

5 72 3 min 1 
6 4 Maintenir 1 

Deuxième PCR 

1 95 3 min 1 
2 95 30 s 

Varie (voir la 
notice 

spécifique au 
panel) 

3 

Varie (voir la notice 
spécifique au panel) 

10 s 

4 

Varie (voir la notice du 
produit spécifique au 

panel) Vitesse de rampe 
de 100 %* 

5 72 3 min 1 
6 4 Maintenir 1 

*Consulter les directives relatives à la vitesse de rampe dans la section « Avertissements et 
précautions ». 

 

 
1. Décongeler le tampon de fragmentation d’ADN sur de la glace. Agiter brièvement le tampon au vortex, puis centrifuger 

vers le bas et le remettre dans la glace. Ne pas mélanger l’enzyme au vortex, inverser doucement le tube 3 à 5 fois et 
tapoter pour mélanger, puis centrifuger. 

2. Ajuster les échantillons d’ADN purifié à un volume final de 32 μL et transférer dans un nouveau tube de 0,2 mL à 
8 barrettes ou des puits de plaque. Conserver les échantillons sur de la glace. 

  

Programme d’incubation Étape Température (°C) Durée (min) 

Fragmentation d’ADN 

1 4 1 
2 30 4 
3 65 30 
4 4 Maintenir 

Synthèse de deuxième brin d’ADNc 
1 16 60 
2 75 20 
3 4 Maintenir 

Réparation complète des extrémités 
(couvercle chauffant retiré) 

1 25 30 
2 4 Maintenir 

Étape 1 de la ligature 1 37 15 
2 4 Maintenir 

Étape 2 de la ligature  
(couvercle chauffant retiré) 

1 22 5 
2 4 Maintenir 

Élution de ligature 1 75 10 
2 4 Maintenir 
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Étape 2 : Réparation complète des extrémités 

 

 
Composant Mélange réactionnel 

Eau ultrapure 32–X μL 
Acide nucléique purifié X μL 
Volume total 32 μL 

3. Sur de la glace, préparer une solution de travail de mélange maître pour fragmentation d’ADN en fonction du nombre 
souhaité de réactions (y compris, mais sans dépasser un surplus de 20 %) en utilisant le tableau ci-dessous. 

Mélange maître pour fragmentation d’ADN 1X (μL) ___X (μL) 
Tampon de fragmentation d’ADN (10029101 ou 10029098) 3,2  
Enzyme de fragmentation d’ADN (10029102 ou 10029099) 
Ne PAS mélanger au vortex, inverser 3 à 5 fois et tapoter le tube 
avant de l’ajouter 

4,8  

Volume total 8  
a. Mélanger au vortex brièvement et centrifuger. 
b. Conserver le mélange maître sur de la glace. 

4. Ajouter 8 μL de mélange maître de fragmentation d’ADN à chaque échantillon de 32 μL. 
a. Mélanger au vortex brièvement et centrifuger.  
b. Remettre les tubes sur de la glace. 

5. Démarrer le programme de thermocycleur suivant et transférer les réactions au bloc uniquement lorsque la température 
atteint 4 °C. Mettre le programme en pause si nécessaire. 
a. Utiliser un couvercle chauffant (≥ 100 °C). 

Conditions d’incubation de la fragmentation d’ADN 
Étape Température (°C) Durée (minutes) 

1 4 1 
2 30 4 
3 65 30 
4 4 Maintenir 

b. Une fois que le programme a atteint 4 °C, centrifuger brièvement les réactions et les placer sur de la glace. 

 
 

1. Décongeler le tampon de réparation complète des extrémités sur de la glace. Mélanger brièvement le tampon au 
vortex et les enzymes de mélange au vortex ou à la pipette, puis centrifuger. 

2. Sur de la glace, préparer une solution de travail de mélange maître de Réparation complète des extrémités en 
fonction du nombre souhaité de réactions (y compris, mais sans dépasser 20 %) en utilisant le tableau ci-dessous. 

Mélange maître de réparation complète des extrémités 1X (μL) ___X (μL) 
Tampon Réparation complète des extrémités (10029070 ou 10029088) 8,86  

Enzyme A Réparation complète des extrémités  
(10029068 ou 10029086) 1  

Enzyme B Réparation complète des extrémités  
(10029069 ou 10029087) 0,14  

Volume total 10  
a. Mélanger au vortex brièvement et centrifuger. 
b. Conserver le mélange maître sur de la glace. 

3. Pour chaque échantillon d’ADN de 40 μL de l’étape 1 : Fragmentation d’ADN, ajouter 10 μL de mélange maître de 
réparation complète des extrémités. 

a. Mélanger au vortex brièvement et centrifuger. 
b. Remettre les tubes sur de la glace. 

4. Transférer les réactions dans un thermocycleur préchauffé et commencer une incubation en utilisant le programme et les 
directives suivants : 

a. Couvercle chauffé éteint. Si le couvercle est encore chaud, envisager d’utiliser un autre thermocycleur ou de laisser le 
couvercle ouvert. 
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Étape 3 : Étape 1 de la ligature 

Conditions d’incubation de la réparation complète des extrémités 
Étape Température (°C) Durée (minutes) 

1 25 30 
2 4 Maintenir 

c. Placer les échantillons dans le thermocycleur et démarrer le programme. 
d. Une fois la série terminée, centrifuger brièvement les réactions et les placer sur de la glace. 

Nettoyage des réactions après réparation complète des extrémités 
Consulter la section Avertissements et précautions de ce mode d’emploi pour obtenir des conseils sur l’utilisation des 
billes de nettoyage des réactions. 
1. Remettre complètement en suspension les billes de nettoyage des réactions en les passant au vortex. 
2. Retirer les tubes de la glace et ajouter 2,5 fois le volume (125 μL) de billes de nettoyage des réactions à chaque 

réaction de réparation complète des extrémités. 
3. Bien mélanger au vortex ou pipeter 10 fois pour mélanger et inspecter visuellement la couleur de l’échantillon pour 

assurer un mélange homogène. 
4. Incuber pendant 5 minutes à température ambiante (20 °C à 25 °C). 
5. Centrifuger brièvement les tubes. 
6. Placer les tubes sur l’aimant pendant 4 minutes ou jusqu’à ce que les billes soient complètement culottées contre 

la paroi du tube. 
7. Sans perturber la pastille de billes, utiliser une pipette pour retirer et jeter le surnageant. Si le culot se déloge de l’aimant 

et qu’une partie est aspirée dans l’embout de pipette, replacer le contenu dans le tube et répéter l’étape d’incubation de 
l’aimant. 

8. Laver les billes deux fois avec de l’éthanol à 70 % tout en restant sur l’aimant. Pour chaque lavage : 
a. Ajouter 180 μL d’éthanol à 70 %. 
b. Incuber pendant 30 secondes à température ambiante (20 °C à 25 °C). 
c. Retirer l’éthanol avec précaution et le jeter. 

9. Après le lavage final, utiliser une pipette (capacité ≤ 20 μL) pour éliminer complètement les résidus visibles de 
surnageant et laisser les tubes sécher pendant 3 à 5 minutes à température ambiante avec les couvercles ouverts. 
Veiller à ne pas trop sécher les billes, car cela réduirait considérablement la récupération globale (rendement) de 
l’acide nucléique. 

10. Éluer l’ADN en remettant en suspension les billes dans 16 μL de Tris-HCl 10 mM, pH 8,0. 
*Noter que pour les flux de travail automatisés, il est acceptable d’ajouter 1 μL de Tris-HCl 10 mM, pH 8,0 au 
volume de remise en suspension des billes indiqué ci-dessus. Ce 1 μL supplémentaire doit être laissé pour le 
retrait de l’ADN purifié lors des étapes suivantes. 

11. Replacer les tubes sur l’aimant pendant 2 minutes. 

 
 

1. Décongeler le tampon de l’étape 1 de la ligature sur de la glace. Mélanger brièvement le tampon au vortex et les 
enzymes de mélange au vortex ou à la pipette, puis centrifuger. 

2. Sur de la glace, préparer une solution de travail de mélange maître de l’étape 1 de la ligature en fonction du nombre 
souhaité de réactions (y compris, mais sans dépasser un surplus de 50 %) en utilisant le tableau ci-dessous. 

Étape 1 de la ligature du mélange maître 1X (μL) ___X (μL) 
Tampon Étape 1 de la ligature (10029090 ou 10029072) 3,7  
Enzyme Étape 1 de la ligature (10029089 ou 10029071) 0,3  
Volume total 4  

a. Mélanger au vortex brièvement et centrifuger. 
b. Conserver le mélange maître sur de la glace. 
3. Transférer 16 μL d’ADN élué de l’étape 2 : Réparation complète des extrémités dans de nouveaux tubes ou puits de 

plaque à 8 barrettes de 0,2 mL. Il est acceptable de transférer une petite quantité de billes de nettoyage des réactions. 
4. Ajouter 4 μL de mélange maître de l’étape 1 de la ligature à chaque échantillon. 
a. Mélanger au vortex brièvement et centrifuger. 
b. Remettre les tubes sur de la glace. 
5. Transférer les réactions dans un thermocycleur préchauffé et commencer une incubation en utilisant le programme et les 

directives suivants : 
a. Utiliser un couvercle chauffant (≥ 100 °C). 
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Étape 4 : Intégration de l’adaptateur MBC 
 

Étape 5 : Étape 2 de la ligature 
 

Conditions d’incubation de l’étape 1 de la ligature 
Étape Température (°C) Durée (minutes) 

1 37 15 
2 4 Maintenir 

 
b. Placer les échantillons dans le thermocycleur et démarrer le programme. 
c. Une fois que le programme a atteint 4 °C, retirer les tubes du bloc de température, centrifuger brièvement les 

réactions et les placer sur de la glace. 

Nettoyage des réactions après l’étape 1 de la ligature 
Consulter la section Avertissements et précautions de ce mode d’emploi pour obtenir des conseils sur l’utilisation des 
billes de nettoyage des réactions. 
1. Remettre complètement en suspension les billes de nettoyage des réactions en les passant au vortex. 
2. Retirer les tubes de la glace et ajouter 2,5 fois le volume (50 μL) de billes de nettoyage des réactions à chaque réaction 

de l’étape 1 de la ligature. 
3. Bien mélanger au vortex ou pipeter 10 fois pour mélanger et inspecter visuellement la couleur de l’échantillon pour 

assurer un mélange uniforme. 
4. Incuber pendant 5 minutes à température ambiante (20 °C à 25 °C). 
5. Centrifuger brièvement les tubes. 
6. Placer les tubes sur l’aimant pendant 4 minutes ou jusqu’à ce que les billes soient complètement culottées contre 

la paroi du tube. 
7. Sans perturber la pastille de billes, utiliser une pipette pour retirer et jeter le surnageant. Si le culot se déloge de l’aimant 

et qu’une partie est aspirée dans l’embout de pipette, replacer le contenu dans le tube et répéter l’étape d’incubation de 
l’aimant. 

8. Laver les billes deux fois avec de l’éthanol à 70 % tout en restant sur l’aimant. Pour chaque lavage : 
a. Ajouter 180 μL d’éthanol à 70 %. 
b. Incuber pendant 30 secondes à température ambiante (20 °C à 25 °C). 
c. Retirer l’éthanol avec précaution et le jeter. 

9. Après le lavage final, utiliser une pipette (capacité ≤ 20 μL) pour éliminer complètement les résidus visibles de 
surnageant et laisser les tubes sécher pendant 3 à 5 minutes à température ambiante avec les couvercles ouverts. 
Veiller à ne pas trop sécher les billes, car cela réduirait considérablement la récupération globale (rendement) de l’acide 
nucléique. 

10. Éluer l’ADN en remettant en suspension les billes dans 25 μL de Tris-HCl 10 mM, pH 8,0. 
11. Replacer les tubes sur l’aimant pendant 2 minutes. 

  

 
1. Décongeler la ou les plaque(s) d’adaptateur P5 liquide (10029146 ou 10029149). Centrifuger avant de déboucher la 

plaque. Il est acceptable de percer le film d’étanchéité avec un embout de pipette pour accéder aux adaptateurs 
liquides. 
*Important* Comme cette étape intègre l’étiquette d’index P5 pour le suivi au niveau de l’échantillon, s’assurer 
d’enregistrer l’adaptateur de code-barres moléculaires (Molecular Barcodes, MBC) utilisé pour chaque 
échantillon. 

2. Transférer 23 μL d’ADN élué du nettoyage après l’étape 3 : Étape 1 de la ligature, ci-dessus dans de nouveaux tubes ou 
puits de plaque à 8 barrettes de 0,2 mL. Éviter de pipeter les billes de nettoyage des réactions dans cette réaction. 

3. Ajouter 2 μL de l’adaptateur MBC P5 liquide unique respectif pour un total de 25 μL. Resceller la plaque adaptatrice en 
utilisant un nouveau joint une fois que tous les adaptateurs MBC P5 ont été ajoutés aux échantillons respectifs. 

a. Mélanger au vortex et centrifuger. 
b. Remettre les tubes sur de la glace.  

4. Passer immédiatement à l’étape 5 : Étape 2 de la ligature. 
 
 

1. Décongeler le tampon de l’étape 2 de la ligature sur de la glace. Bien mélanger le tampon au vortex et centrifuger. 
Agiter au vortex ou mélanger par pipette puis centrifuger. 

2. Sur de la glace, préparer une solution de travail de mélange maître de l’étape 2 de la ligature en fonction du nombre 
souhaité de réactions (y compris, mais sans dépasser un surplus de 20 %) en utilisant le tableau ci-dessous. 
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En raison de la viscosité des composants du tampon de l’étape 2 de la ligature, il est essentiel de mélanger 
lentement la solution mère au moins 10 fois, puis de passer au vortex pendant 10 secondes AVANT d’aliquoter 
le volume requis pour la solution de travail et de nouveau APRÈS l’ajout de l’enzyme de l’étape 2 de ligature. 
 

 

a. Mélanger au vortex brièvement et centrifuger. 
b. Conserver le mélange maître sur de la glace. 

3. Transférer 25 μL de mélange maître de l’étape 2 de la ligature dans chaque tube ou puits contenant les 25 μL de 
chaque échantillon (ADN + adaptateur MBC liquide) de l’étape 4 : Intégration de l’adaptateur MBC ci-dessus. 

a. Bien mélanger et centrifuger. En raison de la viscosité de ces composants, pipeter délicatement le mélange 
10 fois en plus du vortex pour assurer un mélange complet. 

b. Remettre les tubes sur de la glace. 
4. Transférer les réactions dans un thermocycleur préchauffé et commencer une incubation en utilisant le programme et 

les directives suivants : 
a. Couvercle chauffé éteint 

Conditions d’incubation de l’étape 2 de la ligature 
Étape Température (°C) Durée (minutes) 

1 22 5 
2 4 Maintenir 

b. Une fois que le programme a atteint 4 °C, centrifuger brièvement les réactions et les placer sur de la glace. 
 

Point d’arrêt sûr : Il est possible d’arrêter et de conserver les réactions entre -30 °C et -10 °C. 

Nettoyage des réactions après l’étape 2 de la ligature 
Attention : Cette étape utilise les billes de nettoyage pour ligature (10029135 ou 10029135) et le tampon de nettoyage 
pour ligature (10029144 ou 10029136) au lieu des billes de nettoyage pour réaction et de l’éthanol à 70 %. Veiller à 
utiliser les billes de nettoyage pour ligature et le tampon de nettoyage pour ligature fournis avec le kit pour cette étape. 

 

Préparer les billes de nettoyage de ligature : 
1. Remettre complètement en suspension les billes de nettoyage pour ligature en les passant au vortex. 
2. Pour chaque réaction, pipeter 50 μL de billes de nettoyage pour ligature dans de nouveaux tubes à 8 barrettes de 

0,2 mL. 
3. Placer le ou les tube(s) sur l’aimant pendant 1 minute ou jusqu’à ce que les billes soient granulées. 
4. Sans perturber la pastille de billes, utiliser une pipette pour retirer et jeter le surnageant. Si le culot se déloge de l’aimant 

et qu’une partie est aspirée dans l’embout de pipette, replacer le contenu dans le tube et répéter l’étape de culotage 
magnétique. 

5. Pipeter 50 μL de tampon de nettoyage de ligature dans chaque tube pour remettre les billes en suspension. 
Procédure de nettoyage de la ligature : 

Attention : Lors de l’agitation au vortex des tubes PCR lors des étapes suivantes, maintenir une pression ferme 
sur tous les couvercles car le détergent contenu peut permettre aux couvercles de s’ouvrir. 

1. Pipeter tout le volume de réaction de l’étape 2 de la ligature dans les tubes avec des billes de nettoyage de ligature et 
du tampon. 

2. Mélanger les échantillons au vortex. 
3. Incuber les réactions à température ambiante pendant 5 minutes. 
4. Mélanger les échantillons au vortex. 
5. Incuber les réactions à température ambiante pendant 5 minutes. 
6. Centrifuger brièvement les tubes. 
7. Placer les tubes sur l’aimant pendant 1 minute ou jusqu’à ce que les billes soient complètement culotées contre la 

paroi du tube. 
8. Pipeter avec précaution et jeter le surnageant (100 μL) sans perturber les billes. 
9. Laver les billes deux fois avec du tampon de nettoyage pour ligature. 

a. Remettre les billes en suspension dans 180 μL de tampon de nettoyage pour ligature en les passant au vortex, en 
les faisant tourner brièvement vers le bas et en les replaçant sur l’aimant pendant 1 minute. 

b. Une fois la suspension éliminée, éliminer le surnageant. 
10. Laver les billes une fois à l’eau ultrapure : 

Étape 2 de la ligature du mélange maître 1X (μL) ___X (μL) 
Tampon Étape 2 de la ligature (10029092 ou 10029074) 24,6  
Enzyme Étape 2 de la ligature (10029091 ou 10029073) 0,4  
Volume total 25  
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Étape 6 : Première PCR 
 

a. Remettre les billes en suspension dans 180 μL d’eau ultrapure en les passant au vortex, en les faisant tourner 
brièvement vers le bas et en les replaçant sur l’aimant. 

b. Une fois la suspension éliminée, éliminer le surnageant. 
c. Veiller à ce que tout le surnageant ait été retiré des tubes. 

11. Éluer l’ADN des billes de nettoyage pour ligature : 
a. Remettre en suspension les billes de nettoyage de ligature dans la quantité de 5 mM de NaOH spécifiée dans la 

notice spécifique au panel (A). 
*Noter que pour les flux de travail automatisés, il est acceptable d’ajouter 1 μL supplémentaire de 5 mM de 
NaOH au volume de remise en suspension des billes de ligature indiqué ci-dessus. Ce 1 μL supplémentaire 
doit être laissé pour le retrait de l’ADN purifié lors des étapes suivantes. 

b. Transférer les réactions à un thermocycleur et commencer une incubation en utilisant le programme et les directives 
suivants : 

c. Utiliser un couvercle chauffant (≥ 100 °C). 
Conditions d’incubation de l’élution de ligature 

Étape Température (°C) Durée (minutes) 
1 75 10 
2 4 Maintenir 

d. Une fois que l’échantillon a atteint 4 °C, centrifuger brièvement et transférer dans l’aimant. 

 
1. Décongeler le premier tampon PCR 2.0 et le GSP1 sur de la glace. Mélanger brièvement au vortex et centrifuger le 

tampon et les amorces. Agiter au vortex ou mélanger par pipette puis centrifuger. 
2. Sur de la glace, préparer une solution de travail de mélange maître de première PCR en fonction du nombre souhaité 

de réactions (y compris, mais sans dépasser un excédent de 20 %) en utilisant le tableau ci-dessous. 
*Noter que l’enzyme PCR sera également utilisée dans la deuxième PCR, donc ne pas jeter l’enzyme inutilisée 
après avoir fait le premier mélange maître de PCR. 

Premier mélange maître de PCR 1X (μL) ___X (μL) 
Premier tampon PCR 2.0 (10029094 ou 10029076) 11,2  
Enzyme PCR (10029093 ou 10029075) 0,8  
Volume total 12  

a. Mélanger au vortex brièvement et centrifuger. 
b. Conserver le mélange maître sur de la glace. 

3. Dans les nouveaux tubes à 8 barrettes ou puits de plaque de 0,2 mL, ajouter :  
a. 12 μL de premier mélange maître de PCR 
b. GSP1 : volume spécifié dans la notice spécifique au panel (B) 

*Noter que pour les flux de travail automatisés, les GSP pour le ou les panel(s) utilisés doivent être ajoutés à 
leur propre mélange maître au lieu d’être ajoutés directement à l’échantillon. 

c. Volume total d’ADN purifié de l’étape 5 : Étape 2 de la ligature – Nettoyage. 
4. Mélanger au vortex brièvement et centrifuger. 
5. Remettre les tubes sur de la glace.  
6. Transférer les réactions à un thermocycleur préchauffé et lancer immédiatement le programme spécifié dans la notice 

spécifique au panel (première réaction PCR). 
a. Utiliser un couvercle chauffant (≥ 100 °C). 
b. Une fois que le programme a atteint 4 °C, centrifuger brièvement les réactions et les placer sur de la glace. Il est 

également acceptable de laisser les tubes dans le thermocycleur à 4 °C pendant la nuit. 

Nettoyage des réactions après la première PCR 
Consulter la section Avertissements et précautions de ce mode d’emploi pour obtenir des conseils sur l’utilisation des 
billes de nettoyage des réactions. 
1. Remettre complètement en suspension les billes de nettoyage des réactions en les passant au vortex. 
2. Ajouter 0,8 fois le volume (32 μL) de billes de nettoyage des réactions à chaque réaction. 
3. Bien mélanger au vortex ou pipeter 10 fois pour mélanger et inspecter visuellement la couleur de l’échantillon pour 

assurer un mélange homogène. 
4. Incuber pendant 5 minutes à température ambiante (20 °C à 25 °C). 
5. Centrifuger brièvement les tubes. 
6. Placer les tubes sur l’aimant pendant 4 minutes ou jusqu’à ce que les billes soient complètement culottées contre 

la paroi du tube. 
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Étape 7 : Deuxième PCR 
 

7. Sans perturber la pastille de billes, utiliser une pipette pour retirer et jeter le surnageant. Si le culot se déloge de l’aimant 
et qu’une partie est aspirée dans l’embout de pipette, replacer le contenu dans le tube et répéter l’étape d’incubation de 
l’aimant. 

8. Laver les billes deux fois avec de l’éthanol à 70 % tout en restant sur l’aimant. Pour chaque lavage : 
a. Ajouter 180 μL d’éthanol à 70 % 
b. Incuber pendant 30 secondes à température ambiante (20 °C à 25 °C) 
c. Retirer soigneusement l’éthanol et le jeter 

9. Après le lavage final, utiliser une pipette (capacité ≤ 20 μL) pour éliminer complètement les résidus visibles de 
surnageant et laisser les tubes sécher pendant 3 à 5 minutes à température ambiante avec les couvercles ouverts. 
Veiller à ne pas trop sécher les billes, car cela réduirait considérablement la récupération globale (rendement) de 
l’acide nucléique. 

10. Éluer l’ADN en remettant en suspension les billes dans le volume de 10 mM Tris-HCl, pH 8,0 spécifié dans la notice 
spécifique au panel (C). 

11. Replacer les tubes sur l’aimant pendant 2 minutes. 
12. Transférer le volume d’éluat purifié dans la notice spécifique au panel (D) dans un nouveau tube PCR de 0,2 mL et 

passer directement à l’étape 7 : Deuxième PCR. 

 

1. Décongeler le ou les deuxièmes tampon(s) PCR 2.0, GSP2 et plaque(s) d’indice P7 liquide (10029147 ou 
10029150) sur de la glace. Mélanger au vortex le tampon et le GSP2, puis centrifuger. Centrifuger la plaque P7 avant 
de la déboucher. Il est acceptable de percer le film d’étanchéité avec un embout de pipette pour accéder aux 
adaptateurs liquides. 

2. Sur de la glace, préparer une deuxième solution de travail de mélange maître de PCR en fonction du nombre 
souhaité de réactions (y compris, mais sans dépasser 20 %) en utilisant le tableau ci-dessous. 

Deuxième mélange maître de PCR 1X (μL) __X (μL) 
Deuxième tampon PCR 2.0 (10029095 ou 10029077) 11,2  
Enzyme PCR (10029093 ou 10029075) 0,8  
Volume total 12  

a. Mélanger au vortex brièvement et centrifuger. 
b. Conserver le mélange maître sur de la glace. 

3. Dans les nouveaux tubes à 8 barrettes ou puits de plaque de 0,2 mL, ajouter : 
a. 12 μL de deuxième mélange maître de PCR 
b. 4 μL d’indice P7 liquide respectif selon la planification de l’indice d’échantillon. Resceller la plaque P7 en utilisant 

un nouveau joint après avoir ajouté l’indice P7 aux puits respectifs.  
c. GSP2 - Volume spécifié dans la notice spécifique au panel (E). 

*Noter que pour les flux de travail automatisés, les GSP pour le ou les panel(s) utilisés doivent être 
ajoutés à leur propre mélange maître au lieu d’être ajoutés directement à l’échantillon. 

d. Transférer le volume d’ADN purifié de l’étape 6 : Première PCR spécifiée dans la notice spécifique au panel 
(D). 
*Important* Comme cette étape incorpore l’étiquette d’index P7 pour le suivi au niveau de l’échantillon, 
s’assurer d’enregistrer l’index P7 liquide utilisé pour chaque échantillon. 

4. Mélanger au vortex brièvement et centrifuger. 
5. Remettre les tubes sur de la glace. 
6. Transférer les réactions à un thermocycleur préchauffé et lancer immédiatement le programme spécifié dans la notice 

spécifique au panel (deuxième réaction PCR). 
a. Utiliser un couvercle chauffant (≥ 100 °C). 
b. Une fois que le programme a atteint 4 °C, centrifuger brièvement les réactions et les placer sur de la glace. Il est 

également acceptable de laisser les tubes dans le thermocycleur à 4 °C pendant la nuit. 

Nettoyage des réactions après la deuxième PCR 
Consulter la section Avertissements et précautions de ce mode d’emploi pour obtenir des conseils sur l’utilisation des 
billes de nettoyage des réactions. 

1. Remettre complètement en suspension les billes de nettoyage des réactions en les passant au vortex. 
2. Ajouter 0,8 fois le volume (32 μL) de billes de nettoyage des réactions à chaque deuxième réaction PCR. 
3. Bien mélanger au vortex ou pipeter 10 fois pour mélanger et inspecter visuellement la couleur de l’échantillon pour 

assurer un mélange homogène. 
4. Incuber pendant 5 minutes à température ambiante (20 °C à 25 °C). 
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Étape 8 : Quantifier les bibliothèques 
 

5. Centrifuger brièvement les tubes. 
6. Placer les tubes sur l’aimant pendant 4 minutes ou jusqu’à ce que les billes soient complètement culottées 

contre la paroi du tube. 
7. Sans perturber la pastille de billes, utiliser une pipette pour retirer et jeter le surnageant. Si le culot se déloge de 

l’aimant et qu’une partie est aspirée dans l’embout de pipette, replacer le contenu dans le tube et répéter l’étape 
d’incubation de l’aimant. 

8. Laver les billes deux fois avec de l’éthanol à 70 % tout en restant sur l’aimant. Pour chaque lavage : 
a. Ajouter 180 μL d’éthanol à 70 %. 
b. Incuber pendant 30 secondes à température ambiante (20 °C à 25 °C). 
c. Retirer l’éthanol avec précaution et le jeter. 
9. Après le lavage final, utiliser une pipette (capacité ≤ 20 μL) pour éliminer complètement les résidus visibles de 

surnageant et laisser les tubes sécher pendant 3 à 5 minutes à température ambiante avec les couvercles ouverts. 
Veiller à ne pas trop sécher les billes, car cela réduirait considérablement la récupération globale (rendement) de 
l’acide nucléique. 

10. Éluer l’ADN en remettant les billes en suspension dans 20 μL de 10 mM de Tris-HCl, pH 8,0. 
11. Replacer les tubes sur l’aimant pendant 2 minutes. 
12. Transférer 18 μL de la solution purifiée dans un nouveau tube PCR de 0,2 mL. Veiller à éviter de transférer les billes 

dans le tube frais. 
13. Arrêter ou passer directement à l’étape 8 : Quantifier les bibliothèques. 

Point d’arrêt sûr : Il est possible d’arrêter et de conserver les réactions entre -30 °C et -10 °C. 
 

 
1. Quantifier la concentration de chaque bibliothèque par qPCR en suivant les instructions fournies avec le kit de 

quantification de bibliothèque universel KAPA. 
Remarque : Les bibliothèques Archer sont très concentrées et peuvent nécessiter une dilution en série à 1:100 000 pour la 
quantification avec KAPA par qPCR. 

2. La feuille de calcul du calculateur de chargement peut être utilisée pour la quantification, la normalisation et les calculs de 
séquençage. 

3. Le facteur de correction recommandé pour l’ajustement de la taille pour calculer la concentration d’une bibliothèque dépend 
du type et de la qualité d’entrée. Les valeurs estimées de taille de fragment ci-dessous prennent en compte la taille de 
l’adaptateur (157 pb) plus la longueur moyenne du fragment d’insert. Utiliser une taille de fragment estimée à 357 pb. 

4. Utiliser la quantité de chaque bibliothèque pour guider la dilution d’une aliquote afin de pouvoir combiner toutes les 
bibliothèques normalisées pour créer un groupe équimolaire (p. ex., 10 nM). 
 

Remarque : Il n’est pas recommandé de procéder à une quantification par fluoroscopie ou électrophorèse. 

Contrôle qualité 
Ce produit a été fabriqué et commercialisé dans le respect du système de gestion de la qualité d’Integrated DNA Technologies, BV, 
en conformité avec la norme ISO 13485. Le produit a satisfait aux exigences de qualité d’Integrated DNA Technologies. 

Consignes de sécurité 
Lors de la manipulation de produits chimiques, toujours porter une blouse de laboratoire adaptée, des gants jetables et une protection 
oculaire. Pour plus d’informations, veuillez consulter la fiche de données de sécurité (FDS) spécifique disponible sur notre site Web à 
l’adresse https://integrateddna-sds.thewercs.com/. 

Élimination 
Éliminer le réactif et l’emballage en respectant les réglementations locales. 

Glossaire des symboles 
Un glossaire des définitions des symboles est disponible à titre de référence à l’adresse www.idtdna.com. 
Symbole Description 

 Langue anglaise. 

 Dispositif médical de diagnostic in vitro. 

 Marque de conformité européenne (CE). 

 Mandataire établi dans la Communauté européenne/l’Union européenne. 
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 Numéro de référence du fabricant. 

 Code de lot du fabricant. 

 
Date après laquelle le produit ne doit plus être utilisé. 

 Indique le fabricant. 

 Date à laquelle le produit a été fabriqué. 

 Nombre total de tests pouvant être effectués avec le produit. 

 Limites de température auxquelles le produit peut être exposé en toute sécurité. 

 L’utilisateur doit consulter le mode d’emploi. 

 Les symboles de rappel attirent l’attention sur des détails mineurs qui peuvent facilement être négligés et compromettre la 
procédure, entraînant une diminution des performances du test. 

 Les symboles de mise en garde indiquent des étapes critiques de la procédure où le risque d’échec du protocole ou 
d’endommagement du produit lui-même peut survenir si elles ne sont pas soigneusement observées. 

 Les symboles d’arrêt indiquent où cette procédure peut être suspendue en toute sécurité et reprise ultérieurement sans risque de 
compromettre les performances du test. Noter ces étapes et planifier la charge de travail en conséquence. 

 Langue française. 

 Langue italienne. 

 Langue espagnole. 

Historique des versions 
Numéro de version Date de version Description de la modification 
01 04/2025 Nouveau document 
01 11/2025 Converti en nouveau type de document (PRD-DOC-391 en RA-DOC-625). Contenu 

condensé, formats de tableau et marges pour la version imprimée. Ajouté au tableau 
des définitions. Ajout de traductions en langue étrangère (français, espagnol et 
italien). 

 

  

Coordonnées 
Integrated DNA Technologies 

2425 55th St. Suite 100 
Boulder, CO 80301 
www.idtdna.com  

Integrated DNA Technologies, BV 
Interleuvenlaan 12 A 
3001 Louvain, Belgique 
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IT 

 
 
Reagenti liquidi VARIANTPlex™-HT Dx 

Destinazione d’uso 
Per uso diagnostico in vitro. 
Esclusivamente per uso professionale. 
VARIANTPlex™-HT Dx è un set di reagenti e materiali di consumo utilizzato per preparare librerie di campioni, usando metodi 
manuali o automatizzati, a partire da acido nucleico (DNA o TNA) estratto da tessuto o cellule freschi congelati o fissati in 
formalina e inclusi in paraffina. I pannelli di oligonucleotidi forniti dall’utilizzatore sono necessari per la preparazione di librerie 
mirate a specifiche regioni genomiche d’interesse. Le librerie di campioni generate incorporano sequenze P5 e P7 per l’uso a 
valle. 
 
Sintesi e principi della procedura 
La preparazione della libreria che utilizza la PCR multiplex ancorata (AMP) è un metodo rapido e scalabile per generare librerie 
arricchite di target per l’NGS. La tecnologia AMP può essere utilizzata per applicazioni nel sequenziamento mirato del DNA per 
generare una libreria di sequenziamento. Questo processo è progettato per un basso input di acido nucleico e offre prestazioni 
affidabili. 
L’AMP utilizza primer gene-specifici (GSP) unidirezionali che arricchiscono sia le mutazioni note sia quelle sconosciute. Gli 
adattatori che contengono sia codici a barre molecolari (MBC) sia indici dei campioni consentono l’analisi quantitativa dei dati 
multiplex, la deduplicazione della lettura e un’accurata chiamata delle mutazioni. 

Panoramica del flusso di lavoro 

 
*I tempi della prima e seconda PCR variano in base al pannello GSP specifico e alle condizioni dei singoli cicli di laboratorio. Per ulteriori informazioni, consultare il 
foglietto illustrativo. 

Raccomandazioni 
• Prima di iniziare la preparazione della libreria, leggere tutto il protocollo. 
• Per pianificare il flusso di lavoro, prendere nota dei punti di arresto sicuri per tutto il protocollo in cui i campioni possono 

essere congelati in sicurezza (da -30 °C a -10 °C). 
• Pulire la stazione di lavoro e le pipette con prodotti per la pulizia di nucleasi e acidi nucleici (ad es., RNase AWAY, 

Thermo Fisher Scientific). 
• Se si utilizzano piastre da 96 pozzetti, assicurarsi che siano prive di nucleasi, che i pozzetti abbiano un volume 

sufficiente e che i sigilli delle piastre siano sufficienti a prevenire la perdita di umidità. 

Avvertenze e precauzioni 
• Adottare buone pratiche di laboratorio per evitare la contaminazione dei campioni da parte dei prodotti della PCR. 

Input di DNA/TNA da 32 μL 

Frammentazione del DNA 

Completare l’end repair 

Passaggio 2 della ligazione 

Prima PCR 2.0 

Seconda PCR 2.0 

Quantificazione delle librerie 

+ adattatori MBC 

+ GSP1s 

+ primer GSP2s + P7  

Tempo di incubazione 

35 min 

30 min 

15 min 

5 min 

Varia* 

Varia* 

Punto di arresto 
sicuro 

Punto di arresto 
sicuro 

Punto di arresto 
sicuro 

Pulizia 

Passaggio 1 della ligazione 
Pulizia 

Pulizia 

Pulizia 

Pulizia 
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• Utilizzare provette per PCR prive di nucleasi, provette per microcentrifuga e puntali per pipette con barriera per 
aerosol. 

• Verificare che il termociclatore utilizzato per la preparazione delle librerie sia in buone condizioni di funzionamento e 
che sia attualmente calibrato secondo le specifiche del fabbricante. Quando si utilizza un termociclatore con una 
velocità di rampa del 100% >6 °C/sec, impostare la velocità di rampa su un valore non superiore a 6 °C/sec per la 
prima PCR e la seconda PCR. 

• Prima dell’uso, assicurarsi che le microsfere per la pulizia della reazione (utilizzate ripetutamente durante il flusso di 
lavoro) siano equilibrate a temperatura ambiente (da 20 °C a 25 °C) e completamente risospese. 

• I componenti del passaggio 2 della ligazione sono viscosi e devono essere miscelati completamente prima 
dell’aliquotazione. 

• Non utilizzare i reagenti oltre la data di scadenza indicata sull’etichetta. 
• Segnalare immediatamente eventuali incidenti gravi correlati a questo prodotto a IDT e all’autorità competente o ad 

altre autorità di controllo locali in cui risiedono l’utilizzatore e il paziente.  

Limitazioni 
• Per uso diagnostico in vitro. 
• Da utilizzare con masse di input da 10 a 200 ng 
• Gli enzimi forniti sono sensibili alle variazioni frequenti di temperatura e a potenziali eventi di congelamento-

scongelamento. 
• Gli enzimi non si congelano se vengono conservati nell’intervallo di temperatura di conservazione consigliato, ma 

potrebbero congelarsi durante il trasporto. 
• Per ottenere i migliori risultati, si consiglia di conservare gli enzimi forniti in un frigorifero da banco a -20 °C e di 

utilizzarlo per trasportare gli enzimi tra gli spazi di lavoro e i congelatori. 
• I componenti enzimatici rimangono stabili per un massimo di 5 cicli di congelamento e scongelamento senza 

compromissione della funzionalità. 
• I tamponi si congelano alla temperatura di conservazione consigliata e devono essere scongelati sul ghiaccio prima 

dell’uso. Per ottenere i migliori risultati, i tamponi devono essere aliquotati nelle dimensioni appropriate del lotto per 
uso singolo con un’eccedenza adeguata, in modo che le aliquote non vengano ricongelate dopo lo scongelamento. 
L’acido nucleico (DNA) di input in tampone privo di EDTA (pH 7-8) o acqua ultrapura è il modello di partenza ottimale 
per la preparazione della libreria AMP. NON utilizzare tamponi che contengono EDTA. 

• Contattare l’assistenza tecnica (archer-tech@idtdna.com) per le raccomandazioni sul kit di estrazione disponibile in 
commercio. 

• Ove possibile, utilizzare la massa di input massima consentita (200 ng). Le quantità di input più elevate consentono un 
rilevamento più sensibile delle varianti. 

Preparazione dei reagenti 
• I volumi mostrati di seguito devono essere aumentati se si stanno preparando più di 24 librerie. 
• Preparare almeno 10 mL di Tris-HCl fresco 10 mM, pH 8,0 da Tris-HCl 1 M, pH 8,0 e acqua ultrapura. 

o Miscelare 100 μL di Tris-HCl 1 M, pH 8,0 con 9.900 μL di acqua ultrapura. 
o Dopo la miscelazione, Tris-HCl da 10 mM, pH 8,0 può essere utilizzato per un massimo di una settimana. 

• Preparare almeno 50 mL di etanolo al 70% fresco da etanolo al 100% e acqua ultrapura. 
o Aggiungere 35 mL di etanolo al 100% a 15 mL di acqua ultrapura. 
o Quando non è in uso, chiudere bene il tappo per ridurre al minimo l’evaporazione. 
o L’etanolo al 70% è indicato per l’uso fino a una settimana dopo la miscelazione. 

• Preparare almeno 1 mL di soluzione madre fresca NaOH da 5 mM da NaOH concentrato e acqua ultrapura. 
o Se si lavora partendo da NaOH 1 M, aggiungere 5 μL di NaOH 1 M a 995 μL di acqua ultrapura per ottenere 

NaOH finale da 5 mM. 
o Se si lavora partendo da 5 M, aggiungere 10 μL di NaOH da 5 M a 990 μL di acqua ultrapura per ottenere NaOH 

da 50 mM. Miscelare bene e centrifugare brevemente. Prendere 100 μL di NaOH da 50 mM e combinarli con  
900 μL di acqua ultrapura per ottenere NaOH da 5 mM. Miscelare bene e centrifugare brevemente. 

Componenti del prodotto 
I componenti del kit VARIANTPlex™-HT Dx sono elencati di seguito: 
Reagenti liquidi VARIANTPlex™-HT Dx - 96 reazioni, REF 10029097 
Reagenti liquidi VARIANTPlex™-HT Dx - 24 reazioni, REF 10029100 
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Reagenti di pulizia Archer™ - 96 reazioni, REF 10029134 
Reagenti di pulizia Archer™ - 24 reazioni, REF 10029142 
Set A del kit di adattatori liquidi Archer™ Dx - 96 reazioni, REF 10029148 
Set B del kit di adattatori liquidi Archer™ Dx - 96 reazioni, REF 10029151 
 
Materiali forniti 

Reagenti liquidi VARIANTPlex™-HT Dx (96 reazioni, 10029097; 24 reazioni, 10029100) 

Prodotto Contenuto  

Tampone per la 
frammentazione del DNA 

77 o 308 μL di tampone di reazione per il taglio del DNA enzimatico 
(da -30 °C a -10 °C) 

10029101, 10029098  

Enzima per la 
frammentazione del DNA 

116 o 416 μL di enzima per il clivaggio del DNA (da -30 °C a -10 °C) 10029102, 10029099  

Tampone per l’end repair 
completa 

213 o 851 μL di tampone di reazione per la levigatura finale  
(da -30 °C a -10 °C) 

10029070, 10029088 

Enzima A per l’end repair 
completa 

24 o 96 μL di soluzione acquosa contenente glicerolo ed enzima  
(da -30 °C a -10 °C) 

10029068, 10029086 

Enzima B per l’end repair 
completa 

3,4 o 13,5 μL di soluzione acquosa contenente glicerolo ed enzima 
(da -30 °C a -10 °C) 

10029069, 10029087 

Tampone per il passaggio 1 
della ligazione  

89 o 356 μL di tampone di reazione per il passaggio 1 della ligazione 
(da -30 °C a -10 °C) 

10029072, 10029090 

Enzima per il passaggio 1 
della ligazione 

7,2 o 29 μL di soluzione acquosa contenente glicerolo ed enzima  
(da -30 °C a -10 °C) 

10029071, 10029089 

Tampone per il passaggio 2 
della ligazione  

591 o 1.190 μL di tampone di reazione per il passaggio 2 della 
ligazione (da -30 °C a -10 °C) 

10029074, 10029092 

Enzima per il passaggio 2 
della ligazione 

9,6 o 38,5 μL di soluzione acquosa contenente glicerolo ed enzima 
(da -30 °C a -10 °C) 

10029073, 10029091 

Tampone 2.0 per la prima 
PCR 

269 o 1.076 μL di tampone di reazione per la prima PCR  
(da -30 °C a -10 °C) 

10029076, 10029094 

Tampone 2.0 per la seconda 
PCR 

269 o 1.076 μL di tampone di reazione per la seconda PCR  
(da -30 °C a -10 °C) 

10029077, 10029095 

Enzima per PCR 38,4 o 154 μL di soluzione acquosa contenente glicerolo ed enzima 
(da -30 °C a -10 °C) 

10029075, 10029093 

 
Reagenti di pulizia Archer™ (24 reazioni, 10029142; 96 reazioni, 10029134) 

Descrizione Contenuto e temperatura di conservazione  
Microsfere per la 
pulizia della ligazione 

Provetta o provette da 1.200 μL di sospensione tamponata di microsfere 
magnetiche per la cattura di prodotti ligati (da 2 °C a 8 °C) 10029135 

Tampone per la pulizia 
della ligazione 

10,8 o 43,2 mL di soluzione tamponata per il lavaggio delle reazioni leganti di 
pulizia per la ligazione (da 2 °C a 8 °C) 10029144, 10029136 

Microsfere per la 
pulizia della reazione 

11,8 o 35,2 mL di sospensione tamponata di microsfere magnetiche per 
l’immobilizzazione degli acidi nucleici (da 2 °C a 8 °C) 10029145, 10029137 
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Kit di adattatori liquidi Archer™ Dx (Set A 10029148; Set B 10029151) 

Descrizione Contenuto e temperatura di conservazione  

Piastra A per l’adattatore dei P5 liquidi 
(indice 1-96) 

Piastra a 96 pozzetti contenente 2 μL di oligonucleotidi dell’adattatore 
MBC (da -30 °C a -10 °C) 10029146 

Piastra A per l’indice dei P7 liquidi  
(indice 1-96) 

Piastra a 96 pozzetti contenente 4 μL di primer di indicizzazione per la 
seconda PCR (da -30 °C a -10 °C) 10029147 

Piastra B per l’adattatore dei P5 liquidi 
(indice 97-192) 

Piastra a 96 pozzetti contenente 2 μL di oligonucleotidi dell’adattatore 
MBC (da -30 °C a -10 °C) 10029149 

Piastra B per l’indice dei P7 liquidi  
(indice 97-192) 

Piastra a 96 pozzetti contenente 4 μL di primer di indicizzazione per la 
seconda PCR (da -30 °C a -10 °C) 10029150 

 
Materiali necessari ma non forniti 

• Tris-HCl 1 M, pH 8,0 (grado di biologia molecolare) 
• Acqua ultrapura (grado di biologia molecolare) 
• Tris-HCl da 200 mM, pH 7,0 (per il sequenziamento) 
• Tipi di etanolo al 100% (grado ACS) 
• Soluzione concentrata di NaOH (grado ACS) 
• RNase AWAY™ (Thermo Fisher Scientific-REF:7003) 
• Kit di quantificazione universale per librerie KAPA 

(KAPA Biosystems-REF:KK4824) 
• Termociclatore per PCR standard 
• Termociclatore per PCR in tempo reale 
• Provette per qPCR 
• Provette per PCR da 0,2 mL o piastre da 96 pozzetti 
• Magnete laterale DynaMag™-96 (Thermo Fisher 

Scientific-REF:12331D) 
• Microcentrifuga 

• Centrifuga per piastre 
• Pipette (P10, P20, P200 e P1000) (Pipetman o 

equivalente) 
• Puntali per pipette sterili, privi di nucleasi e dotati di 

barriera per aerosol 
• Miscelatore vortex 
• Blocco di raffreddamento delle provette per PCR 
• Guanti 
• Fluorometro Qubit® (3.0 o superiore) (Thermo Fisher 

Scientific-REF:Q33216) 
• Kit del dosaggio dsDNA HS Qubit (Thermo Fisher 

Scientific-REF:Q32854) 
• Frigorifero da banco per provette da 1,5 mL a -20 °C 
• Primer gene-specifici (compatibili con la PCR multiplex 

ancorata)
 
Sintesi delle caratteristiche prestazionali 
Quando le masse di input vanno da 10 a 200 ng, si prevede una resa della libreria pari o superiore a 4 nM. La tabella seguente 
riassume i risultati delle prestazioni per la resa della libreria di VARIANTPlex™-HT Dx. Tutti i risultati superano i criteri di accettazione. 
 

Pannello del 
primer 

Descrizione dell’input 
(fabbricante e codice prodotto) 

Massa di 
input (ng) Replicati 

Risultato (criteri di 
superamento: 
>90% OPA) 

Gene Specific 
Primer  
Oligonucleotide 
Pool 3 

Mimix Myeloid Cancer Panel 
(Horizon Discovery HD829) 

10 3 

Superato 50 3 

200 3 

Water (Sigma-Aldrich W4502-50ML) 0 5 Superato 

Gene Specific 
Primer  
Oligonucleotide 
Pool 4 

Mimix ™ Quantitative Multiplex, 
FFPE Reference Standard IVD 
(Horizon Discovery HD200-IVD) 

10 3 

Superato 50 3 

200 3 

Water (Sigma-Aldrich W4502-50ML) 0 5 Superato 
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Passaggio 1: Frammentazione del DNA 

 
Procedura 
Prima di iniziare, consultare la sezione “Utilizzo dei reagenti liquidi” per ulteriori informazioni sulle migliori pratiche per enzimi 
e tamponi. Per agevolare l’inizio, programmare il termociclatore per includere quanto segue: 
 

 

 
Programmi dei cicli di 

PCR 
Passaggio Temperatura (°C) Tempo Cicli 

Prima PCR 

1 95 3 min 1 
2 95 30 sec Varia 

(consultare il 
foglietto 

illustrativo 
specifico del 

pannello) 

3 
Varia (consultare il 
foglietto illustrativo 

specifico del 
pannello) 

10 sec 

4 

Varia (consultare il 
foglietto illustrativo 

specifico del pannello) 
Velocità di rampa del 

100%* 
5 72 3 min 1 
6 4 Attesa 1 

Seconda PCR 

1 95 3 min 1 
2 95 30 sec Varia 

(consultare il 
foglietto 

illustrativo 
specifico del 

pannello) 

3 
Varia (consultare il 
foglietto illustrativo 

specifico del 
pannello) 

10 sec 

4 

Varia (consultare il 
foglietto illustrativo 

specifico del pannello) 
Velocità di rampa del 

100%* 
5 72 3 min 1 
6 4 Attesa 1 

*Consultare le linee guida relative alla velocità di rampa nella sezione “Avvertenze e precauzioni”. 

 

 
1. Scongelare il tampone per la frammentazione del DNA sul ghiaccio. Vortexare brevemente il tampone, quindi 

centrifugarlo e collocarlo di nuovo sul ghiaccio. Non vortexare l’enzima, ma capovolgere delicatamente la provetta  
3-5 volte e picchiettare per miscelare, quindi centrifugare. 

2. Regolare i campioni di DNA purificati su un volume finale di 32 μL e trasferirli in una nuova provetta con 8 strisce da  
0,2 mL o in pozzetti della piastra nuovi. Tenere i campioni sul ghiaccio. 

  

Programma di incubazione Passaggio Temperatura (°C) Tempo (min) 

Frammentazione del DNA 

1 4 1 
2 30 4 
3 65 30 
4 4 Attesa 

Sintesi del secondo filamento di 
cDNA 

1 16 60 
2 75 20 
3 4 Attesa 

Completare l’end repair (senza 
coperchio riscaldato) 

1 25 30 
2 4 Attesa 

Passaggio 1 della ligazione 1 37 15 
2 4 Attesa 

Passaggio 2 della ligazione (senza 
coperchio riscaldato) 

1 22 5 
2 4 Attesa 

Eluizione della ligazione 1 75 10 
2 4 Attesa 
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Passaggio 2: Completare l’end repair 

 

 
Componente Miscela di reazione 

Acqua ultrapura 32 - X μL 
Acido nucleico purificato X μL 
Volume totale 32 μL 

3. Sul ghiaccio, preparare una soluzione di lavoro master mix per la frammentazione del DNA in base al numero 
desiderato di reazioni (che comprende, ma non supera l’eccedenza del 20%) utilizzando la tabella seguente. 

Master mix per la frammentazione del DNA 1X (μL) ___X (μL) 
Tampone per la frammentazione del DNA (10029101 o 10029098) 3,2  
Enzima per la frammentazione del DNA (10029102 o 10029099) 
NON vortexare, capovolgere 3-5 volte e picchiettare la provetta prima 
di aggiungerla 

4,8  

Volume totale 8  
a. Miscelare vortexando brevemente e centrifugare. 
b. Tenere la master mix sul ghiaccio. 

4. A ogni campione di input da 32 µL, aggiungere 8 µL di master mix per la frammentazione del DNA. 
a. Miscelare vortexando brevemente e centrifugare.  
b. Ricollocare le provette sul ghiaccio. 

5. Avviare il seguente programma del termociclatore e trasferire le reazioni sul blocco solo quando la temperatura 
raggiunge i 4 °C. Se necessario, mettere in pausa il programma. 
a. Utilizzare un coperchio riscaldato (≥100 °C). 

Condizioni di incubazione per la frammentazione del DNA 
Passaggio Temperatura (°C) Tempo (minuti) 

1 4 1 
2 30 4 
3 65 30 
4 4 Attesa 

b. Una volta che il programma ha raggiunto i 4 °C, centrifugare brevemente le reazioni e collocarle sul ghiaccio. 

 
 

1. Scongelare il tampone per l’end repair completa sul ghiaccio. Vortexare brevemente il tampone e vortexare o 
pipettare gli enzimi di miscelazione, quindi centrifugare. 

2. Sul ghiaccio, preparare una soluzione di lavoro master mix per l’end repair completa in base al numero desiderato di 
reazioni (che comprende, ma non supera l’eccedenza del 20%) utilizzando la tabella seguente. 

Master mix per l’end repair completa 1X (μL) ___X (μL) 
Tampone per l’end repair completa (10029070 o 10029088) 8,86  
Enzima A per l’end repair completa (10029068 o 10029086) 1  
Enzima B per l’end repair completa (10029069 o 10029087) 0,14  

Volume totale 10  
a. Miscelare vortexando brevemente e centrifugare. 
b. Tenere la master mix sul ghiaccio. 

3. Per ogni campione di DNA da 40 μL dal passaggio 1: Frammentazione del DNA, aggiungere 10 μL di master mix per 
l’end repair completa. 

a. Miscelare vortexando brevemente e centrifugare. 
b. Ricollocare le provette sul ghiaccio. 

4. Trasferire le reazioni in un termociclatore preriscaldato e avviare un’incubazione utilizzando il programma e le linee guida 
seguenti: 

a. Senza coperchio riscaldato. Se il coperchio è ancora caldo, prendere in considerazione l’uso di un termociclatore diverso 
o di lasciare il coperchio aperto. 
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Passaggio 3: Passaggio 1 della ligazione 

Condizioni di incubazione per l’end repair completa 
Passaggio Temperatura (°C) Tempo (minuti) 

1 25 30 
2 4 Attesa 

c. Posizionare i campioni nel termociclatore e avviare il programma. 
d. Al termine dell’analisi, centrifugare brevemente le reazioni e collocarle sul ghiaccio. 

Pulizia della reazione al termine dell’end repair completa 
Fare riferimento alla sezione Avvertenze e precauzioni delle presenti Istruzioni per l’uso per indicazioni sull’utilizzo 
delle microsfere per la pulizia della reazione. 
1. Risospendere completamente le microsfere per la pulizia della reazione vortexando. 
2. Rimuovere le provette dal ghiaccio e aggiungere 2,5X di volume (125 μL) di microsfere per la pulizia della reazione a 

ogni reazione per l’end repair completa. 
3. Vortexare bene o pipettare 10 volte per miscelare e ispezionare visivamente il colore del campione per assicurarsi che la 

miscela sia omogenea. 
4. Incubare per 5 minuti a temperatura ambiente (da 20 °C a 25 °C). 
5. Centrifugare brevemente le provette. 
6. Collocare le provette sul magnete per 4 minuti o finché le microsfere non diventano completamente pellet contro la 

parete della provetta. 
7. Senza disturbare il pellet di microsfere, usare una pipetta per rimuovere e smaltire il surnatante. Se il pellet si stacca dal 

magnete e una parte viene aspirata nel puntale della pipetta, rimettere il contenuto nella provetta e ripetere la fase di 
incubazione del magnete. 

8. Lavare le microsfere due volte con etanolo al 70% mentre si trovano ancora sul magnete. Per ogni lavaggio: 
a. Aggiungere 180 μL di etanolo al 70%. 
b. Incubare per 30 secondi a temperatura ambiente (da 20 °C a 25 °C). 
c. Rimuovere con cautela l’etanolo e gettarlo. 

9. Dopo il lavaggio finale, utilizzare una pipetta (capacità ≤20 μL) per rimuovere completamente i residui visibili del 
surnatante e lasciar asciugare le provette per 3-5 minuti a temperatura ambiente con i coperchi aperti. Fare attenzione 
a non asciugare eccessivamente le microsfere, in quanto ciò riduce significativamente il recupero complessivo (resa) 
dell’acido nucleico. 

10. Eluire il DNA risospendendo le microsfere in 16 μL di Tris-HCl da 10 mM, pH 8,0. 
*Si noti che per i flussi di lavoro automatizzati è accettabile aggiungere 1 μL di Tris-HCl da 10 mM, pH 8,0 al 
volume di risospensione delle microsfere mostrato in precedenza. Questo 1 μL aggiuntivo deve essere lasciato 
in sede quando si rimuove il DNA purificato nei passaggi successivi. 

11. Collocare di nuovo le provette sul magnete per 2 minuti. 

 
 

1. Scongelare il tampone per il passaggio 1 della ligazione sul ghiaccio. Vortexare brevemente il tampone e vortexare o 
pipettare gli enzimi di miscelazione, quindi centrifugare. 

2. Sul ghiaccio, preparare una soluzione di lavoro master mix per il passaggio 1 della ligazione in base al numero 
desiderato di reazioni (che comprende, ma non supera l’eccedenza del 50%) utilizzando la tabella seguente. 

Master mix per il passaggio 1 della ligazione 1X (μL) ___X (μL) 
Tampone per il passaggio 1 della ligazione (10029090 o 
10029072) 3,7  

Enzima per il passaggio 1 della ligazione (10029089 o 
10029071) 0,3  

Volume totale 4  
a. Miscelare vortexando brevemente e centrifugare. 
b. Tenere la master mix sul ghiaccio. 
3. Trasferire 16 μL di DNA eluito dal passaggio 2: Completare l’end repair in nuove provette con 8 strisce da 0,2 mL o 

pozzetti della piastra nuovi. È accettabile trasferire una piccola quantità di microsfere per la pulizia della reazione. 
4. Aggiungere 4 μL di master mix per il passaggio 1 della ligazione a ogni campione. 
a. Miscelare vortexando brevemente e centrifugare. 
b. Ricollocare le provette sul ghiaccio. 
5. Trasferire le reazioni in un termociclatore preriscaldato e avviare un’incubazione utilizzando il programma e le linee guida 

seguenti: 
a. Utilizzare un coperchio riscaldato (≥100 °C). 
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Passaggio 4: Integrazione dell’adattatore MBC 
 

Passaggio 5: Passaggio 2 della ligazione 
 

Condizioni di incubazione del passaggio 1 della ligazione 
Passaggio Temperatura (°C) Tempo (minuti) 

1 37 15 
2 4 Attesa 

 
b. Posizionare i campioni nel termociclatore e avviare il programma. 
c. Una volta che il programma ha raggiunto i 4 °C, rimuovere le provette dal blocco della temperatura, centrifugare 

brevemente le reazioni e collocarle sul ghiaccio. 

Pulizia della reazione dopo il passaggio 1 della ligazione 
Fare riferimento alla sezione Avvertenze e precauzioni delle presenti Istruzioni per l’uso per indicazioni sull’utilizzo 
delle microsfere per la pulizia della reazione. 
1. Risospendere completamente le microsfere per la pulizia della reazione vortexando. 
2. Rimuovere le provette dal ghiaccio e aggiungere 2,5X di volume (50 μL) di microsfere per la pulizia della reazione a ogni 

reazione del passaggio 1 della ligazione. 
3. Vortexare bene o pipettare 10 volte per miscelare e ispezionare visivamente il colore del campione per garantire una 

miscelazione omogenea. 
4. Incubare per 5 minuti a temperatura ambiente (da 20 °C a 25 °C). 
5. Centrifugare brevemente le provette. 
6. Collocare le provette sul magnete per 4 minuti o finché le microsfere non diventano completamente pellet contro la 

parete della provetta. 
7. Senza disturbare il pellet di microsfere, usare una pipetta per rimuovere e smaltire il surnatante. Se il pellet si stacca dal 

magnete e una parte viene aspirata nel puntale della pipetta, rimettere il contenuto nella provetta e ripetere la fase di 
incubazione del magnete. 

8. Lavare le microsfere due volte con etanolo al 70% mentre si trovano ancora sul magnete. Per ogni lavaggio: 
a. Aggiungere 180 μL di etanolo al 70%. 
b. Incubare per 30 secondi a temperatura ambiente (da 20 °C a 25 °C). 
c. Rimuovere con cautela l’etanolo e gettarlo. 

9. Dopo il lavaggio finale, utilizzare una pipetta (capacità ≤20 μL) per rimuovere completamente i residui visibili del 
surnatante e lasciar asciugare le provette per 3-5 minuti a temperatura ambiente con i coperchi aperti. Fare attenzione 
a non asciugare eccessivamente le microsfere, in quanto ciò riduce significativamente il recupero complessivo (resa) 
dell’acido nucleico. 

10. Eluire il DNA risospendendo le microsfere in 25 μL di Tris-HCl da 10 mM, pH 8,0. 
11. Collocare di nuovo le provette sul magnete per 2 minuti. 

  

 
1. Scongelare la piastra (o le piastre) per l’adattatore dei P5 liquidi (10029146 o 10029149). Centrifugare la piastra 

prima di rimuovere il suo sigillo. Per accedere agli adattatori dei liquidi, è accettabile perforare il sigillo in alluminio con il 
puntale di una pipetta. 
*Importante* Poiché questo passaggio incorpora il tag dell’indice P5 per il tracciamento a livello del campione, 
assicurarsi di registrare quale adattatore MBC viene utilizzato per ogni campione. 

2. Trasferire 23 μL di DNA eluito dalla pulizia dopo il passaggio 3: Passaggio 1 della ligazione di cui sopra alle nuove 
provette con 8 strisce da 0,2 mL o ai pozzetti della piastra nuovi. Evitare di pipettare le microsfere per la pulizia della 
reazione in questa reazione. 

3. Aggiungere 2 μL del rispettivo adattatore MBC per liquidi P5 univoco per un totale di 25 μL. Risigillare la piastra 
dell’adattatore utilizzando un nuovo sigillo dopo aver aggiunto tutti gli adattatori MBC P5 ai rispettivi campioni. 

a. Miscelare vortexando e centrifugare. 
b. Ricollocare le provette sul ghiaccio.  

4. Procedere immediatamente con il passaggio 5: Passaggio 2 della ligazione. 
 
 

1. Scongelare il tampone per il passaggio 2 della ligazione sul ghiaccio. Vortexare bene il tampone e centrifugare. 
Miscelare gli enzimi vortexando o usando una pipetta, quindi centrifugare. 

2. Sul ghiaccio, preparare una soluzione di lavoro master mix per il passaggio 2 della ligazione in base al numero 
desiderato di reazioni (che comprende, ma non supera l’eccedenza del 20%) utilizzando la tabella seguente. 
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A causa della viscosità dei componenti del tampone per il passaggio 2 della ligazione, è essenziale pipettare 
lentamente la soluzione madre per almeno 10 volte, quindi vortexare per 10 secondi PRIMA di aliquotare il 
volume necessario per la soluzione di lavoro e di nuovo DOPO l’aggiunta dell’enzima per il passaggio 2 della 
ligazione. 
 

 

a. Miscelare vortexando brevemente e centrifugare. 
b. Tenere la master mix sul ghiaccio. 

3. Trasferire 25 μL di master mix per il passaggio 2 della ligazione in ogni provetta o pozzetto contenente i 25 μL di ogni 
campione (DNA + adattatore MBC per liquidi) dal passaggio 4: Integrazione dell’adattatore MBC di cui sopra. 

a. Miscelare bene e centrifugare. A causa della viscosità di questi componenti, per garantire la miscelazione 
completa, è necessario miscelare con cura per 10 volte usando le pipette, oltre a vortexare. 

b. Ricollocare le provette sul ghiaccio. 
4. Trasferire le reazioni in un termociclatore preriscaldato e avviare un’incubazione utilizzando il programma e le linee 

guida seguenti: 
a. Senza coperchio riscaldato 

Condizioni di incubazione del passaggio 2 della ligazione 
Passaggio Temperatura (°C) Tempo (minuti) 

1 22 5 
2 4 Attesa 

b. Una volta che il programma ha raggiunto i 4 °C, centrifugare brevemente le reazioni e collocarle sul ghiaccio. 
 

Punto di arresto sicuro: è possibile interrompere e conservare le reazioni a temperature comprese tra -30 °C e -10 °C. 

Pulizia della reazione dopo il passaggio 2 della ligazione 
Attenzione: questo passaggio utilizza le sfere per la pulizia della ligazione (10029135 o 10029135) e il tampone per la 
pulizia della ligazione (10029144 o 10029136) al posto delle microsfere per la pulizia della reazione e dell’etanolo al 
70%. Assicurarsi di utilizzare le sfere per la pulizia della ligazione e il tampone per la pulizia della ligazione forniti con il 
kit per questo passaggio. 

 

Preparazione delle microsfere per la pulizia della ligazione: 
1. Risospendere completamente le microsfere per la pulizia della ligazione vortexando. 
2. Per ogni reazione, pipettare 50 μL di microsfere per la pulizia della ligazione in nuove provette con 8 strisce da 0,2 mL. 
3. Collocare la provetta o le provette sul magnete per 1 minuto o finché le microsfere non diventano pellet. 
4. Senza disturbare il pellet di microsfere, usare una pipetta per rimuovere e smaltire il surnatante. Se il pellet si stacca dal 

magnete e una parte viene aspirata nel puntale della pipetta, rimettere il contenuto nella provetta e ripetere il passaggio 
di pelletizzazione magnetica. 

5. Pipettare 50 μL di tampone per la pulizia della ligazione in ogni provetta per risospendere le microsfere. 
Procedura di pulizia della ligazione: 

Attenzione: quando vortexano le provette per PCR nei passaggi successivi, mantenere una pressione decisa su 
tutti i coperchi, in quanto il detergente contenuto potrebbe farli aprire. 

1. Pipettare l’intero volume della reazione del passaggio 2 della ligazione nelle provette con le microsfere e il tampone per 
la pulizia della ligazione. 

2. Miscelare i campioni vortexando. 
3. Incubare le reazioni a temperatura ambiente per 5 minuti. 
4. Miscelare i campioni vortexando. 
5. Incubare le reazioni a temperatura ambiente per 5 minuti. 
6. Centrifugare brevemente le provette. 
7. Collocare le provette sul magnete per 1 minuto o finché le microsfere non sono completamente pellettate contro la 

parete della provetta. 
8. Rimuovere con la pipetta e smaltire il surnatante (100 μL) senza disturbare le microsfere. 
9. Lavare le microsfere due volte con il tampone per la pulizia della ligazione. 

Master mix per il passaggio 2 della ligazione 1X (μL) ___X (μL) 
Tampone per il passaggio 2 della ligazione  
(10029092 o 10029074) 24,6  

Enzima per il passaggio 2 della ligazione  
(10029091 o 10029073) 0,4  

Volume totale 25  
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Passaggio 6: Prima PCR 
 

a. Risospendere le microsfere in 180 μL di tampone per la pulizia della ligazione vortexando, centrifugando 
brevemente e collocandole di nuovo sul magnete per 1 minuto. 

b. Una volta che la sospensione diventa trasparente, eliminare il surnatante. 
10. Lavare le microsfere una volta con acqua ultrapura: 

a. Risospendere le microsfere in 180 μL di acqua ultrapura vortexando, centrifugando brevemente e collocandole di 
nuovo sul magnete. 

b. Una volta che la sospensione diventa trasparente, eliminare il surnatante. 
c. Assicurarsi che tutto il surnatante sia stato rimosso dalle provette. 

11. Eluire il DNA dalle microsfere per la pulizia della ligazione: 
a. Risospendere le microsfere per la pulizia della ligazione nella quantità di NaOH da 5 mM specificata nel foglietto 

illustrativo (A) specifico del pannello. 
*Si noti che per i flussi di lavoro automatizzati è accettabile aggiungere altri 1 μL di NaOH da 5 mM al volume 
di risospensione delle microsfere di ligazione mostrato in precedenza. Questo 1 μL aggiuntivo deve essere 
lasciato in sede quando si rimuove il DNA purificato nei passaggi successivi. 

b. Trasferire le reazioni in un termociclatore e avviare un’incubazione utilizzando il programma e le linee guida seguenti: 
c. Utilizzare un coperchio riscaldato (≥100 °C). 

Condizioni di incubazione dell’eluizione della ligazione 
Passaggio Temperatura 

(°C) 
Tempo (minuti) 

1 75 10 
2 4 Attesa 

d. Dopo che il campione ha raggiunto i 4 °C, centrifugare brevemente e trasferire sul magnete. 

 
1. Scongelare il tampone 2.0 per la prima PCR e il GSP1 sul ghiaccio. Vortexare e centrifugare brevemente il tampone e i 

primer. Miscelare gli enzimi vortexando o usando una pipetta, quindi centrifugare. 
2. Sul ghiaccio, preparare una soluzione di lavoro master mix per la prima PCR in base al numero desiderato di reazioni 

(che comprende, ma non supera l’eccedenza del 20%) utilizzando la tabella seguente. 
*Si noti che l’enzima per PCR verrà utilizzato anche nella seconda PCR, quindi non gettare l’enzima inutilizzato 
dopo aver preparato la master mix per la prima PCR. 

Master mix per la prima PCR 1X (μL) ___X (μL) 
Tampone 2.0 per la prima PCR (10029094 o 10029076) 11,2  
Enzima per PCR (10029093 o 10029075) 0,8  
Volume totale 12  

a. Miscelare vortexando brevemente e centrifugare. 
b. Tenere la master mix sul ghiaccio. 

3. Alle nuove provette da 0,2 mL con 8 strisce o ai nuovi pozzetti della piastra, aggiungere:  
a. 12 μL di master mix per la prima PCR 
b. GSP1 - Volume specificato nel foglietto illustrativo (B) specifico del pannello 

*Si noti che per i flussi di lavoro automatizzati, i GSP per il pannello o i pannelli in uso devono essere 
aggiunti alla propria master mix anziché direttamente al campione. 

c. Intero volume di DNA purificato dal passaggio 5: Passaggio 2 della ligazione. 
4. Miscelare vortexando brevemente e centrifugare. 
5. Ricollocare le provette sul ghiaccio.  
6. Trasferire le reazioni su un termociclatore preriscaldato e avviare immediatamente il programma specificato nel foglietto 

illustrativo (prima reazione PCR) specifico del pannello. 
a. Utilizzare un coperchio riscaldato (≥100 °C). 
b. Una volta che il programma ha raggiunto i 4 °C, centrifugare brevemente le reazioni e collocarle sul ghiaccio. È inoltre 

accettabile lasciare le provette nel termociclatore a 4 °C durante la notte. 

Pulizia della reazione dopo la prima PCR 
Fare riferimento alla sezione Avvertenze e precauzioni delle presenti Istruzioni per l’uso per indicazioni sull’utilizzo 
delle microsfere per la pulizia della reazione. 
1. Risospendere completamente le microsfere per la pulizia della reazione vortexando. 
2. Aggiungere 0,8X di volume (32 μL) di microsfere per la pulizia della reazione a ogni reazione. 
3. Vortexare bene o pipettare 10 volte per miscelare e ispezionare visivamente il colore del campione per assicurarsi che la 

miscela sia omogenea. 
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