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本說明包含了使用本核心設施SNP鑑定服務之
申請步驟，實驗流程，以及相關注意事項
希望可以藉由詳細的解說
協助您順利完成本鑑定服務
請您申請NGC服務前務必詳讀本使用說明

本中心於下文簡稱NGC (National Genotyping Center)
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NGC保留調整實驗流程及變更本規範相關條文之權利
使用NGC服務所產生之數據發表期刊時，請將NGC列入“致謝” (Acknowledgement)名單中

NGC website: http://ngc.sinica.edu.tw
 NGC e-Service website: http://ngc.sinica.edu.tw/service
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0. 前言
NGC-SNP組SNP鑑定服務係採用美商SEQUENOM MassARRAY® System，此平台可供用戶選擇較彈性的樣本數及任意數目的SNPs申請鑑定實驗。此平台的特點在於可於單一well中進行多個SNPs的鑑定實驗，但哪些SNP可於同一well內進行鑑定實驗以及單一well內最多可進行多少個SNPs，這些都取決於該批SNPs的primer設計結果，而primer設計的結果將決定該批實驗的所需費用(分成幾組反應進行以及primer費用)。因此當primer設計完畢時，即可進行實驗費用精算，之後便可申請所需點數，申請鑑定實驗及訂購SNP primer時，LIMS系統將會確認該計畫是否有足夠點數之後，方可進行申請動作，故各用戶於SNP鑑定實驗進行前所需準備的前置工作有3項: 1. 建立LIMS帳號及申購點數。2. SNP primer設計。3. 準備樣本。
【申請SNP鑑定流程概念圖】
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0.1  三項前置工作說明
0.1.1 建立LIMS帳號及申購點數
所有用戶須先申請NGC e-Service 線上服務系統帳號 (註1)，之後再申請NGC服務計畫（NGC Project）及點數 (註2) 方可進行使用LIMS服務，若未確定需要使用多少點數，申請NGC project時，無需同時申請點數，待確定所需點數之後，可再新增點數 (註3)。

註1: 參閱2.1申請NGC e-Service線上服務系統帳號
註2: 參閱2.2申請NGC服務計畫（NGC Project）及點數
註3: 參閱3.3申請新增NGC Project點數 → 2.3 購買國科會點數 
0.1.2  SNP primer設計&訂購
本中心SNP組使用美商SEQUENOM公司所提供的primer設計軟體進行SNP primer 設計，且為維持實驗品質，所有Primer統一由NGC代購。

Primer測試設計雖然為非必須執行之步驟，但可由此步驟精算未來所需點數。上傳至LIMS的SNP序列需整理成特定格式，可自行編輯整理或使用下載SNP序列工具 (註1)整理序列 (註2)，整理完的序列可先檢查SNPs是否適合進行鑑定(註3)，檢查確認之後即可使用LIMS進行Primer 測試設計 (註4)，再由Query Primer Design Test查看測試設計結果 (註5)，並可由設計結果精算費用 (註6)，若滿意設計結果即可訂購SNPs primer (註7)，由於各iPlex SNP primer可鑑定之盤數不同，訂購時請再留意訂購管數，用戶收到LIMS 寄發的primer到貨通知信後，方可進行此批SNPs鑑定申請。
註1: 下載符合NGC_SNP組格式要求的SNP序列
註2: 參閱5.1 SNP序列下載工具使用說明
註3: 參閱5.2檢查SNP是否適合鑑定
註4: 參閱5.3 Primer測試設計
註5: 參閱5.3查詢Primer測試設計結果
註6: 參閱 9 收費標準
註7: 參閱5.4設計及訂購SNP Primer
0.1.3 準備樣本
Genomic DNA樣本品質影響成功率甚鉅，請參照4. SNP鑑定服務樣本條件等相關說明。
0.2 實驗申請步驟(LIMS操作)
透過LIMS可以線上申請NGC各項基因型鑑定服務、查詢樣本及primer存量、追蹤實驗進度、下載實驗結果，隨時隨地掌握最新相關資訊，而所有的申請、訂購在未按下confirm鍵之前，均可再度修改或取消。使用LIMS申請訂購或實驗前請先檢查所需1. 點數是否足夠、2. primer是否已到貨及存量是否足夠、3. 樣本存量是否足夠，且樣本是否通過QC實驗等項目，LIMS會自動檢查所需點數、primer存量、樣本存量狀況等，若有不足，將無法透過LIMS進行訂購或申請實驗。
0.2.1 了解LIMS操作
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本手冊多數的章節均在說明如何操作LIMS，但礙於文字、圖片說明雖然詳細但不夠簡潔，各用戶可以於NGC首頁的文件下載處下載powerpoint播放檔版本的C2-1 & C2-10 LIMS  快速入門簡報檔案。
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0.2.2 LIMS帳號管理
由於LIMS每完成一項申請動作後(如primer到貨、實驗報告下載通知等)均會寄發通知信至計畫主持人及計畫主要聯絡人的信箱，為避免遺漏重要訊息，如計畫主要聯絡人有所異動時，請新增/更改NGC project聯絡人 (註1)，以使新的主要聯絡人可以進行線上申請，同時也方便日後追蹤紀錄所有申請及訂購紀錄。

註1: 參閱3.5 新增/更改NGC Project聯絡人
0.3  實驗結果說明
由於實驗結果只能以文字輸出，各用戶無法直接取得圖形化的質譜及Cluster Plot的圖形結果，

因此無法了解各SNP assay的訊號結果是否可信，為了彌補此項不足，SNP組於報告中有加註說明，表列出有疑問須再進一步確認的assay或data。
0.3.1 實驗結果ZIP檔
NGC上傳於網頁上的實驗結果ZIP檔包含一個顯示各SNP成功率報表的*.xls檔及一個顯示raw data的*.csv檔。

1. xls檔含有三個工作表:

      第一個工作表為SNP成功率列表，顯示各SNP於各樣本盤的成功率統計結果。

 第二個工作表為特殊assay釋疑，撰寫報告時 SNP組的project manger會負責參考實驗結果分析軟體中的 cluster plot (註1)將成功率偏低或有誤判可能的assay表列於此，並加註說明，因此建議分析實驗結果時也參考此表中的說明。
 第三個工作表為SNP平台說明，針對SEQUENOM MassARRAY® System的實驗結果加   註說明。

2. CSV檔為實驗結果，欄位說明請參照8.2實驗結果說明，其中primer ID與貴單位SNP  ID的對應關係請參照primer 設計結果檔中的excel檔。
      註1: 參閱 附件1. Cluster Plot介紹&說明
0.3.2 後續處理建議

由於SNP資料目前仍不斷的再增加當中，因此新增的SNP點可能會干擾當初的SNP primer 設計，而這可能會干擾到實驗的正確性，且SEQUENOM平台的特點即在同一well 內進行多個SNPs的鑑定實驗，無可避免的有時可能會有primer dimer的現象干擾實驗結果，因此對於分析後發現為有意義的SNP marker，須再加以確認，例如再確認目標SNP是否有新增的鄰近SNP點，或再以其他平台再進行少量樣本驗證。
1 SNP鑑定服務申請流程
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1.1 申請NGC Project注意事項

1.1.1 使用NGC各項基因型鑑定服務前，需先至NGC線上服務系統(以下簡稱「系統」)申請NGC服務計畫(以下簡稱「NGC Project」)。

1.1.2 同一計畫主持人名下之同一研究計畫，僅需申請一個NGC Project。

1.1.3 申請NGC Project時，需提供一位Project主要聯絡人，做為將來申請服務及進行實驗等往返時與NGC的主要聯絡窗口。若需一位以上的Project聯絡人執行實驗相關事宜，待NGC Project核准後，Project PI及主要聯絡人可使用系統加入其他Project聯絡人(詳細操作說明請見3.5 新增/更改NGC Project聯絡人)。主要聯絡人與其他Project聯絡人均可使用系統申請實驗並查詢各項資訊，主要差異是實驗結果下載通知除了寄給原實驗申請人外，同時也會通知主要聯絡人。

1.1.4 申請NGC Project時可同時申請點數(1點即為NT$1)，NGC受理您的點數申請後，將會出具「使用同意證明單」，請您憑此證明單至中研院基因體研究中心總務組繳費購買點數，支付該NGC Project日後進行實驗之費用。如未確定需要使用多少點數，申請NGC project時，無需同時申請點數，待確定所需點數之後，可再新增點數。
1.1.5 申請通過之NGC Project，將由NGC指定其NGC Project ID（以下簡稱「PID」），形式為連續四碼之數字（如0001, 0002等），用戶以此代號，即可於該NGC Project點數可用餘額範圍內，多次申請進行NGC所提供的各項基因型鑑定服務。

1.2 申請SNP鑑定實驗注意事項

1.2.1 NGC SNP鑑定實驗所需使用之Primer，皆由SNP鑑定系統的原廠Sequenom所提供之自動化Primer設計軟體統一設計，NGC並代為訂購，確保Primer的有效性。

1.2.2 SNP鑑定實驗提供1 ~ 4 plex (hME)及1~36 plex (iPLEX)兩種實驗形式，36 plex即為在一個well中，同時進行36個SNP的鑑定，是非常經濟且快速的SNP鑑定方式。進行Primer設計時需選擇將要進行的實驗形式為hME或iPLEX，以hME平台設計的primer是無法用於iPLEX平台的，反之亦然。且建議您將所有欲鑑定的SNP序列收集後，一併上傳至NGC線上服務系統同時進行primer的設計，如此組合為4或36 plex的機率較高。

1.2.3 申請SNP鑑定實驗前，請務必確認您有足夠的Primer存量及點數，避免延誤您的實驗進行，因Primer訂購通常最少需14個工作天，而新增點數也依貴單位的請款流程以及至國科會購買點數的方式，約需5 ~ 14個工作天不等。
1.2.4 若您欲使用小鼠樣本進行SNP鑑定，系統提供線上primer設計與訂購之功能，但目前尚未提供小鼠樣本鑑定實驗之申請功能，請email至snp@ngc.sinica.edu.tw告知欲申請小鼠樣本鑑定實驗，屆時我們將有專人與您聯絡，協助您準備實驗申請相關事宜。
2 申請NGC 服務計劃（NGC Project）操作說明
2.1 申請NGC e-Service線上服務系統帳號

2.1.1 若您是第一次使用NGC e-Service線上服務系統(以下簡稱「系統」，網址為http://ngc.sinica.edu.tw/service)，請先註冊帳號：

[image: image157.jpg]Human BLAT Results

BLAT Search Results

aCTIONS QUERY SCORE START END QSTZE IDENTITY CHRO STRAND START  END span
brovser details YourSeq 262 1 263 263 100.0% 1+ 200794497 200794758 263
brovser details YourSeq 255 1 263 263 98.9% ¥ - 26768975 26769447 473
brovser details YourSeq 255 1 263 263 98.9% Y+ 24p12236 24012708 473
brovser details YourSeq 26 99 127 263 96.5% s - 28003716 28003749 N
brovser details YourSeq 26 106 133 263 100.0% 1z + 90011368 90011399 3z
brovser details YourSeq 25 73 100 263 96.5% 2+ 099546071 99546099 25
brovser details YourSeq 24 70 94 263 100.0% 19 - 14949502 14949618 27
brovser details YourSeq 23 222 245 263 100.0% 15 - 100210095 100210130 a6
brovser details YourSeq 22 171 193 263 100.0% 3 - 176047736 176047758 23
brovser details YourSeq 22 103 125 263 100.0% 3 - 137614291 137614316 26
brovser details YourSeq 22 108 130 263 100.0% 20 + 4567084 4567107 24
brovser details YourSeq 22 104 125 263 100.0% 10+ 107788415 107788436 22
brovser details YourSeq 21 41 61 263 100.0% 13 - 80771276 80771296 21
brovser details YourSeq 20 224 243 263 100.0% 21+ 35625222 35625241 20
brovser details YourSeq 20 43 68 263 100.0% 1+ 36836084 36336063 20
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2.1.2 進入帳號申請畫面，請輸入您的基本資料( “*” 為必填欄位)，填寫完畢後請按Register按鈕，註冊成功時將出現 “Your account had registered successfully”的畫面： 
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2.1.3 您註冊時填寫的EMAIL信箱將會收到系統寄出的帳號確認信，請務必點選信中的連結網址，以啟動您的帳號：
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2.2 申請NGC服務計畫(NGC Project)及點數
2.2.1 登入系統後，請點選 Service → Project →New Project，進入NGC Project申請畫面：
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2.2.2 請依照螢幕上指示，填入本實驗計畫的計畫主持人EMAIL及主要聯絡人EMAIL (填入的EMAIL均需為NGC e-Service線上服務系統的有效登入帳號)：
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2.2.3 請填入您欲申請NGC Project的計劃相關資料。其中經費來源類別一項，您的計劃是否屬於 “國家型計劃”，須根據國科會之核定名單認定之；否則，皆為學術界一般計畫。。
2.2.4 申請NGC Project時，可一併申請此Project將來申請NGC服務時所需使用的點數，請預估您將進行的實驗內容，參考NGC收費標準後，填入所需的點數，若不確定所需點數，可先填0，日後再3.3 申請新增NGC Project點數：
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2.2.5 完成申請後，請下載並列印申請書(“apply.pdf ”) ，此申請書列有您輸入的NGC Project基本資料，請計畫主持人於申請書於右下方簽名後，掛號郵寄至NGC進行審核：
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2.2.6 NGC收到您的申請書後，將於三個工作天內進行審核；審核通過後，您將會收到計劃審核通知EMAIL，EMAIL中將註明您的審核結果。若審核通過，NGC將註明您這次所申請的NGC計畫編號 (NGC Project ID，以下簡稱「PID」)，此計劃編號為您日後進行NGC各項基因型鑑定服務時的識別ID，若您有任何問題，或任何時候與我們連絡時，請以此PID為代表。若審核未通過，EMAIL中則會詳述未通過的理由，例如：計畫經費來源類別選擇錯誤等。
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2.3 購買國科會點數

2.3.1 NGC Project申請核准後，依規定您需先購買點數，以支付基因型鑑定服務之費用。NGC將寄出 “核心設施使用同意證明單” 一式四份 (以下簡稱四聯單)，請計畫主持人於證明單右下角簽名，此為您至中研院基因體研究中心總務組購買點數的憑據。
2.3.2 若您的計畫為 “國科會核有國家型計畫核心設施使用經費者”，可直接將主持人簽章後之四聯單寄回給NGC即可，不須另購點數。

2.3.3 若計畫未經國科會核有國家型計畫核心設施使用經費者，則須以現金、支票或電匯方式至中研院基因體研究中心總務組購買點數，繳費方式如下：
· 現場繳費，立即開立收據：

請持「核心設施使用同意證明單」影本、支票或現金（基於保管安全考量，只限新台幣5,000元或以下款項，超過者將拒絕受理）至中央研究院基因體研究中心總務組黃暖如小姐現場繳納，可即時取得收據。

· 電匯，收據於一週內寄回：
電匯時，請傳真「核心設施使用同意證明單」至基因體研究中心總務組 (02)2789-8741，並註明您需要的收據抬頭、回寄收據的地址及收件人。
              電匯帳號：004056030552 

戶名：中央研究院—基因體中心331專戶
銀行：土地銀行南港分行
· 郵寄支票，收據於一週內寄回：
郵寄支票時，請傳真「核心設施使用同意證明單」至基因體研究中心總務組 (02)2789-8741，並註明您需要的收據抬頭、回寄收據的地址及收件人。

支票抬頭：中央研究院—基因體中心331專戶
支票郵寄地址：115 台北市南港區研究院路二段128號基因體研究中心總務組黃暖如小姐 (02)2789-9930#208
2.3.4 取得繳費收據後，請將計劃主持人簽章之四聯單寄回NGC。
2.3.5 您申請的點數將在NGC收到您的四聯單後生效，同時您會收到NGC點數申請核准的EMAIL通知，即可申請進行NGC所提供的各項基因型鑑定服務。
2.3.6 溢繳之核心設施服務收費不退款。
2.3.7 中研院繳費問題聯絡方式：
                 地址：105 台北市南港區研究院路二段128號基因體研究中心1樓總務組

                 電話：(02)2789-9930#208

                 傳真：(02)2789-8741

              承辦人：黃暖如 小姐

2.3.8 其他注意事項：
                 因各單位請購程序不同，使用者自行所在執行單位提出請購申請到實際經費 

                 撥款入中央研究院基因體研究中心帳戶所需時間可能長達3~4週，請務必考   

                 量貴單位行政程序所需之時間，若時間急迫可先行與承辦人接洽協調。
3 NGC Project功能介紹及操作說明

3.1 “NGC Project”與“Working Project” 
3.1.1 NGC以四位數的NGC PID作為您申請基因型鑑定服務時的代號，包括樣本盤號及實驗結果檔案等的命名均以此四位數PID為依據，因此您可依您的實際需求，申請多個NGC Project進行不同研究主題或不同經費來源的研究計畫，方便您依不同編號開頭的PID管理樣本及實驗結果。在您登入系統後，請務必確認並正確點選您欲進行實驗的NGC Project 作為您的“Working Project”，再繼續進行專屬該Project的服務申請或資料查詢等動作：
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3.1.2 點選Working Project後，螢幕上方會顯示您目前Working Project的PID (下方範例畫面中的Working Project PID為9999)，且Service的下拉式選單也增加了申請實驗的選項，如圖中的SNP Application (未選擇Working Project時，系統不提供申請實驗的選項)：
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3.2 更換“Working Project”

3.2.1 登入系統後，您可隨時更換您的Working Project，方便您使用不同NGC Project申請服務，或查詢特定Project的歷史資料；請點選目前Working Project編號=>Switch Working Project，即可重新選擇Working Project：
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3.3 申請新增NGC Project點數
3.3.1 您所申請的NGC Project啟用後，可隨時申請新增點數。請登入系統，點選Project => Manage Credit： 
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3.3.2 系統將列出您名下所有的NGC Project，請點選您欲新增點數的NGC Project後，按管理點數按鈕：
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3.3.3 管理點數畫面中，您可以進行各項有關點數的操作，點選新增點數按鈕，即可進入新增點數申請畫面：
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3.3.4 於新增點數欄中輸入您欲申請的點數後，按下確定新增點數按鈕：                  
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3.3.5 顯示“完成新增點數：xxxxx”，即完成新增點數的申請：
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3.3.6 NGC收到您的新增點數申請後，將寄出四聯單，請依2.3購買國科會點數所示，至國科會繳費購買點數；NGC將在收到已繳費通知及PI簽章的四聯單後，核准您的點數申請，您將會收到EMAIL，通知您可立即開始申請使用NGC基因型鑑定服務。
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3.4 檢視點數使用情形

您可隨時至線上服務系統查詢NGC Project點數詳細使用情形，如實驗收費、新增點數等，方法如下：

3.4.1 請先登入系統，點選 Service => Project => Manage Credit：
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3.4.2 系統將列出您所有的NGC Project，請點選您欲查詢的Project ID，按管理點數按鈕：
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3.4.3 進入管理點數的畫面，Project基本資料下方有四個有關點數管理的按鈕，包括 “新增點數”，“檢視點數”，“檢視尚未核准的點數”，以及“檢視不核准的點數”。請點選檢視點數，查詢此Project點數的詳細使用情形：
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3.4.4 系統將會顯示此Project中所有點數使用的歷史紀錄，包括您申請已核准的新增點數、Primer訂購費用、實驗鑑定費扣除的點數、預扣點數歷史紀錄等。預扣點數歷史紀錄列表，可檢視預扣或歸還預扣的點數。在您申請實驗時，系統將預估實驗所需預先扣除點數，此筆預扣點數將在NGC完成QC及實驗後全數歸還，而實際所需的點數，將由系統依QC及實驗實際進行的狀況計算後扣除 (例：若您的樣本QC結果未通過標準，而您選擇不繼續進行實驗，我們將扣除QC的費用，並退回剩餘預扣的實驗費用)。
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3.5 新增/更改NGC Project聯絡人

3.5.1 在您申請NGC Project時，除計畫主持人外，均須提供一名主要聯絡人，若在NGC Project申請成功後，需更改此主要聯絡人，或新增其他的聯絡人加入此NGC Project進行實驗申請等相關事宜，您可隨時至系統新增/更改NGC Project聯絡人(欲新增/更改的聯絡人E-mail均須先申請NGC線上服務系統之帳號)。請登入系統，點選Project => Project Management（您的身分需為該計畫之主持人，子計畫主持人，或主要聯絡人，方可進行本操作；身分為其他聯絡人者，無法新增/更改NGC Project聯絡人）：
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3.5.2 若您有一個以上的NGC Project，管理計畫的畫面中，將會列出您所有的計畫名稱，並在括弧內標明其NGC PID；請點選您欲新增/修改聯絡人的NGC Project（此處以NGC PID：0200為例)）：
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3.5.3 進入Project詳細資料畫面後，請點選下方的計畫成員按鈕，進行修改：
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3.5.4 進入計畫成員管理畫面，您可直接鍵入需修改的主要聯絡人E-mail，或於下方加入/修改其他聯絡人的E-mail ，請注意您所輸入的E-mail均需為NGC線上服務系統有效登入帳號，系統無法辨識其他非登入帳號的E-mail。修改完畢後，請點選下方的確定鍵，完成修改動作。
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3.5.5 修改成功時，畫面將出現 “計畫成員已修改”之字樣。
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4 SNP鑑定服務樣本條件
4.1 DNA萃取方式

由於DNA品質影響實驗成功率甚钜，依據Sequenom使用手冊說明，NGC建議用戶使用Gentra Systems的「Puregene® DNA Purification Kits」進行DNA的萃取，樣本的最佳OD值(A260/280)應介於1.8 ~2.0。
4.2 樣本體積及濃度需求
4.2.1 樣本濃度為2.5 ng/μL (請以純水稀釋)。
體積需求：精確的送樣體積，須以SNPs primer設計後的分組組數來計算，以ABgene plate盛裝樣本進行iPlex鑑定，則體積需求計算公式= 78+5 μL*N組assay (註1) 。一般而言，送樣130μL ( 0.325 μg ) 的樣本，若以iPlex 36-plex設計primer約可進行200 SNPs，若樣本體積有限，請參考下列送樣體積計算說明。
註1: 1組assay代表可以plex在一起進行鑑定的SNP，同組assay 最多可達36 SNPs，舉例來說，若欲鑑定40 SNPs，經iPLEX primer設計後，分成24、16 plex兩組assay，則所需體積為78+5*2組assay=88 μL(濃度：2.5 ng/μL )
4.2.1.1  若以ABgene盛裝樣本(樣本濃度：2.5 ng/μL)。
· 進行hME鑑定，體積計算公式=66+3*N組assay；N最多為21

· 進行iPlex鑑定，體積計算公式=78+5*N組assay；N最多為10
4.2.1.2  若以NSSC microtube plate盛裝樣本(樣本濃度：2.5 ng/μL)。
· 進行hME鑑定，體積計算公式=66+4*N組assay；N最多為233
· 進行iPlex鑑定，體積計算公式=78+6*N組assay；N最多為153
4.2.1.3  若以NSSC microtube plate盛裝樣本(樣本濃度：10 ng/μL)。
· 進行hME鑑定，體積計算公式=29+2*N組assay；N最多為485
· 進行iPlex鑑定，體積計算公式=35+2*N組assay；N最多為482
4.2.2 送樣hME (1~4 plex)及iPLEX (1~24 plex)樣本濃度、體積及盛裝方式規定整理於下表：

	DNA conc. (ng/ul)
	container type
	Experiment
type
	void

volume
	amount

required per assay
	minimum

assay

required
	maximum assay allowed
	container capacity

	
	
	
	(ul)
	組
	組
	組
	(ul)

	2.5
	ABgene 96well plate
	hME
	66
	3
	1
	21
	130

	
	
	iPLEX
	78
	5
	1
	10
	130

	
	NSSC microtube plate
	hME
	66
	4
	22
	233
	1000

	
	
	iPLEX
	78
	6
	11
	153
	1000

	10
	NSSC microtube plate
	hME
	29
	2
	45
	485
	1000

	
	
	iPLEX
	35
	2
	45
	482
	1000


4.3 NGC樣本存放規定

4.3.1 若您欲存放大量的樣本於NGC，進行多次的SNP基因型鑑定實驗，NGC將在樣本盤送達NGC時進行一次樣本QC，並建議您於1年內最多分4次（4份送樣表單）來完成實驗，以確保您的樣本品質。
4.3.2 存放於NGC的樣本將由NGC不定期清理，以ABgene 96 well plate盛裝的樣本，由於所剩樣本有限，NGC將不退還給用戶，若樣本取得不易，請於事先規劃實驗所需樣本量，勿送樣過量。若以NSSC管子盛裝的樣本，NGC將以電話或Email詢問用戶是否自行取回或由NGC代為丟棄。

4.4 樣本盛裝方式

4.4.1 全襯的96 well plate：為符合NGC的液體分注儀，請統一使用ABgene 96 well plate（產品型號AB1058，請洽代理商每得科技），並將每盤位於H11及H12的兩個well空出作為NGC positive control及negative control使用（請勿加水）。Well內的體積最多勿超過130 ul。送樣時請用封片膜（建議使用3M seal 黏性較佳且抗凍，可洽廠商紫外光）將96 well plate封好，避免蒸發或運送過程不慎打翻溢出，並於樣本盤之側邊標示該樣本盤之盤名，此盤名需與申請送樣時所上傳之sample sheet檔案中的盤號相同，以方便NGC簽收樣本時確認該樣本。

4.4.2 Microtube with Cap (每個well體積最多勿超過1000 ul)：為符合NGC的液體分注儀，請使用下列廠牌的microtube及cap (請洽代理商每得科技)，並於NSSC tube外盒之側邊標示該樣本盤之盤名，此盤名需與申請送樣時所上傳之sample sheet檔案中的盤號相同，且各NSSC tube樣本管最好簡易標示（如樣本盤A1之樣本tube可標示為1-1，可避免不慎打翻樣本盒時，仍可確認該tube之正確位置）
	製造廠商
	型號
	品名

	NSSC，USA
	NSSCTN0946-01RS
	Microtube with rack

	ABgene,UK
	AB-1413
	Cap


4.5 樣本運送方式

如果為長途運送建議冷凍保存，以免運送過程中打翻導致樣本交叉汙染。

若以宅配寄送，寄送地址請寫台北市南港區研究院路二段128號中研院生物醫學科學研究所N520室SNP組收。
5 SNP Primer設計及訂購操作說明
5.1 SNP序列下載工具使用說明
· 此網頁之序列資訊均由NCBI資料庫下載而來，但非即時連線至dbSNP資料庫下載序列，本工具僅提供整合及編輯NCBI所提供的序列資料，正確序列以NCBI資料庫提供者為準。

 1.SNP序列下載工具的位置 http://genepipe.ibms.sinica.edu.tw/seqtool/ 或從NGC首頁(http://ngc.sinica.edu.tw/ )點選SNP Genotyping → SNP Tutorial
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2. 在第4點其他可檢視工具內點選→下載符合NGC_SNP組格式要求的SNP序列，即進入SNP序列下載工具。
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3.請完成下列參數設定
Select Input Type :可選擇單一、多個SNP或直接上傳SNP rsID檔案（檔案內容編輯格式一個SNP rs ID一行，請參照 example）等方式，輸入您欲搜尋的rs ID。
Select Species :點選欲查詢的SNP類別(人類或小鼠)。

Flanking Sequence Length:設定Flanking sequence，建議200。

Download Sequence Orientation:選擇下載的序列方向。

Mark Neighbor SNPs: 標示Neighbor SNPs的範圍，建議範圍為70。
Exclude DIP type SNPs: 當出現”Neighbor SNPs contain DIP type SNP and cover each other”訊息時，表示依據NCBI的資料將無法正確標示鄰近SNP點，當選勾此選項時，則會省略標示此干擾的DIP type SNP，關於這類的SNP請再以人工確認。

完成設定按下download鍵即可以開始執行，請等候網頁自動轉換至搜尋結果頁。
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4. 搜尋結果頁會顯示上步驟所做的參數設定，並提供格式已整理完成的csv檔下載，下方並顯示搜尋結果的參考資訊。

請注意：對於insert /deletion SNP，由於有時NCBI上的資訊不足會導致此SNP序列下載工具對於鄰近的SNP標示有誤，對於此類的SNP點，還需再以人工檢查方式確認鄰近SNP標示的正確性。
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5.2 檢查SNPs 是否適合進行鑑定檢

絕大多數SNP序列均可使用SEQUENOM Primer的設計軟體進行SNP primer設計進行 genotyping鑑定實驗，但並非每一個可設計出SNP primer 均可產生高成功率及可信賴的鑑定結果，事前的檢查可粗略排除不適用於此平台鑑定的SNP。


5.2.1 SNP序列是否為高度重複的序列
      SEQUENOM MassARRAY® System genotyping 的第一個步驟就是使用PCR技術放大含有SNP點的DNA片段，但此PCR產物大小只有60~100bp，因此若genome中有其他序列與此SNP序列具有高度重複的現象，則此SNP極可能會產生錯誤的鑑定結果，故此類的SNP不適合使用SEQUENOM MassARRAY® System進行鑑定，強烈建議於鑑定前進行此項檢查。此類檢查可使用 UCSC的網頁工具( http://genome.ucsc.edu/ )檢查SNP序列。

1.點選Blat


2.貼上SNP序列，建議貼入SNP點兩旁各200左右的序列，其檢查結果較有意義。


3.按下submit 稍等片刻，即會出現檢查結果。通常第一筆為輸入的SNP資料本身(可參考後方的chro及位置資訊判斷)，若SCORE值高越高表示序列重複越高，primer的專一性也會越低，若此處有高度重複的序列存在，建議排除申請此SNP鑑定，而重複程度佔多少以上不適用於本平台，目前無一定的規則，只能說太高的重複度，鑑定結果誤判的風險機率也相對偏高。


5.2.2  PCR primer 專一性

為降底PCR primer 產生非專一性的產物，可使用UCSC的網頁工具檢查PCR primer的專一性。
1. 點選PCR

2.打開SNP primer 設計結果檔，複製PCR primer 序列(若L欄的UEP_DIR為F，則2nd-PCRP為 Forward primer，若UEP_DIR為R，則1st-PCRP為Forward primer。另外，1st & 2nd PCRP的前10 mer為固定序列的tag，檢查時請勿複製此tag序列)，其餘設定請使用建議使用預設值。


3.按下submit之後，稍等片刻即可顯示檢查結果，檢查結果的產物大小片段可與設計結果比較(excel檔中的AMP_LEN，此長度包含20mer tag長度)，


5.3 Primer測試設計

此功能僅提供上傳SNPs序列的primer 設計及其plex結果之預覽，並不會產生primer訂購訂單 (所以也不會預扣您的計畫點數)，若欲訂購primer 請利用"Upload DNA Sequence"此項功能，相關說明請參考5.5 設計及訂購Primer。

5.3.1 請先將您欲進行鑑定的SNP序列填寫於EXCEL檔中，轉存成CSV檔後上傳至系統。為符合系統需求，請依照下列格式整理SNP 序列或使用SNP序列下載工具整理序列資料。SNP 序列格式如下：

· EXCEL檔中第一欄欄位名稱為 “SNP_ID”，第二欄為 “DNA SEQUENCE”，序列中的SNP以中括號表示，例如: [A/G]，若為deletion，請以-表示，例如:[A/-]。系統可接受的SNP格式如下:
....[-/A]........insertion deletion

....[C/A]........bi-allelic SNP

....[A/ACT]......Multiple nucleotide bi-allelic SNP

....[C/G/A]......Tri-allelic SNP

....[-/C/A/ATT]..Multiple nucleotide 4-allelic SNP

· 字體大小統一為12，字型統一為Times New Roman。

· DNA序列約為SNP前後各200個nucleotides。

· 所有DNA序列皆以英文字母大寫表示，且DNA序列裡不能有空白鍵。
· 請將標的SNP點前後各7個nucleotides內的其他SNP點以大寫的 “N” 表示，若未標示鄰近的SNP點，則可能影響primer的設計結果，並影響實驗結果的正確性。
· 每個DNA sequence內只能有一個SNP，若有兩個太相近的SNP，請複製相同sequence到下一筆SNP_ID並將另一個SNP以大寫的 “N” 表示。
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· 存檔時請以 “.csv” 檔案形式儲存，避免病毒互傳。
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5.3.2 用戶請先登入系統並選擇 Working Project
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5.3.3 點選Service→ Primer Service→ Primer Design Test。
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5.3.4 進入設計選項頁面，Type請點選欲設計的實驗平台類別，Plex Type請選擇欲設計的上下限，NGC會依照用戶選擇的PLEX上下限來設定primer 設計軟體的參數。

【hME】

plex 上限選擇為1~4plex時，採用低plex的設計參數。

plex 上限為5~8plex時，採用中plex的設計參數。

【iPLEX】

plex 上限選擇為 1~12plex時，採用iplex 低plex的設計參數。

plex 上限選擇為13~24plex時，採用iplex中plex的設計參數。

plex 上限選擇為25~36plex時，採用iplex高plex的設計參數。

這些plex參數的改變，會影響設計軟體其他參數的上下限設定，進而影響SNP primer的理論成功率高低，就理論上，低plex的設計參數相對嚴謹，而高plex的設計參數相對寬鬆，但不代表高plex的設計出來的primer 成功率一定會比低plex的設計參數來的低，成功率還是由實際的實驗結果才能決定，且plex 數的選擇尚得由分組結果考量所需經費。一般而言，當設計結果的組數相同時，會建議採用較低的plex上限，如欲設計36 SNPs，採用iplex高plex的設計參數設計後，分成30-plex+6-plex的組合，而採用iplex中plex的設計參數設計後，分成24-plex+12-plex的組合，兩者的分組組數相同(皆為兩組)，則所需的實驗費用相等，但採用中plex的設計參數可以降低同一well 內鑑定的SNP數，可以降低 primer 互相干擾的可能性，理論上可以提高成功率及正確性。 
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5.3.5 填選完畢後，按preview，可預覽上傳序列的內容，確認內容無誤後按下confirm鑑。
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Type: IPLEX
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Sequence File: VeryBig-ok
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* Note : The processing time may vary depending on Min/Max Plex Type and the number of SNP.

1 01.018.634 TTGAAAATAAAATAGCTAGACCACAGTTTAGGCATAGTGCCAAGTGGTTT. .
2 01.045.399 GTGAGGGTTTCTGATCTCTTTTCAAGTAGTTGAAGTCACATGACTGATTT. .

3 01.083.415 AGTTTCTAGAATGTGCTGAAACTAAGACTCACAAAGCTGCTCAGATTGGC. .
4 01.089.690 CTGGTGGAACTGGACACTGGACATGGTTTCTGGACCACCTCTTCCATTCA. ..
5 02.003.261 TCCAGGTCACACCACTGAATACTGATAGGGTTTCAAGTGATTAAAAATAG...

6 02.026.746 CTCCTCCAGGGAAACCGGGCTTGTGAGAGAGTGAGAGGATAGATATACAG. .
7 02.029.766 GACAAATACTATTTCATTCTCTCCACTTGCCGTTCTAMCCTCTGCTGCT. ..

s 02.050.612 GTCCATGTAAACCCATAAATGATACAATAAATACCTAGAAACAAGAATCC...
° 02.069.373 TGCTCTGCATTTTGATTTGGGTGTTTCTATGATAACGCTCIG/AITCTCC. .

10 02.099.146 AACCTCAAAAAATATTCATGGAAAACAAGAAACAAACTGCCTTGTCTTAG





5.3.6 按下“Confirm”後，頁面會顯示此筆Test的 ID編號。或是直接按下方的連結“Primer Job Result”會連結到Query 頁面，查詢設計結果。
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5.4 查詢Primer測試設計結果 

· 此Primer Design Test功能提供用戶做訂購前的設計測試，貴用戶可自行增減SNP內容或以其他SNP點取代先前設計結果不佳的SNP，NGC所使用的設計軟體會最佳化每次的primer設計結果，以求得設計後的結果能有更高的理論成功率，因此每次的設計結果會依上傳的SNP序列內容及plex上下限設定的差異而有所不同，若 貴用戶測試到滿意的plex組合結果，且欲訂購該批primer，請將該批SNP的DNA序列透過”Upload DNA Seqnence”上傳至系統，請注意不可增減檔案內容或變更上下限設定，訂購primer的 plex組合結果才會與先前的測試結果一致。 

5.4.1 用戶請先登入系統並選擇 Working Project，點選Service→Primer Service→Query Primer Design Test
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5.4.2 進入Query頁面後，頁面下方會先列出所有設計過的資料。亦可以自行選擇Query的條件進行搜尋。如下圖中Test ID=11 的資料，在“Design Result File”裡的資料顯示“Processing”表示系統正在處理此筆設計，系統處理時間的長短須依據上傳待處理中的檔案數目、上傳的SNPs數多寡及選擇的Plex Type而有所不同，設計完畢後系統將會寄發設計完成通知信，此時可再登入查看設計結果。
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5.5 設計及訂購SNP Primer
5.5.1 NGC於每週四中午 12:00截止當週Primer設計的申請，並於週四下午統一進行Primer設計，下週一中午發出Primer訂單。設計成功之Primer，NGC將會直接代為訂購，為避免SNP分析後發現為無polymorphism現象，因此預設的訂購量皆為1管（註1），以避免寶貴的樣本及經費上不必要的浪費。若您需一次訂購多管Primer，請您在收到Primer設計完成通知信後，於下週一中午12:00前登入至系統更改Primer訂購數量(相關操作請見 5.9 查詢/修改Primer訂購資料)。Primer設計完成後的第一次訂購量最少為「1管」，請勿將訂購數量更改為「0」。

註1： 因實驗原理稍有不同，故首次訂購hME primer可以選擇25 nm或100 nm；

iPLEX只有100 nm。不同鑑定法、不同規格的Primer可用實驗盤數

(96孔盤樣本)、價錢、保存期限和使用次數如下表：

[hME]

	Primer規格
	可使用盤數
	價錢
	保存期限

	25 nm
	6
	$750
	半年內

	100 nm
	7~13
	$1200
	一年(若實驗申請的間隔在6個月之內，則最多可使用13盤)


[iPLEX]

· 首次訂購皆以100nm訂出 (價錢：$1200)；

續訂時才提供25nm (價錢：$750)與100nm兩種規格選擇。

· 因實驗原理需依據Primer分子量決定其使用盤數 。

	分 子 量 (M.W.)
	25nm規格可使用盤數(僅於續訂時提供)
	100nm規格可使用盤數（首次與續訂皆可）
	使用次數的限制與保存期限

	小於 5475
	4~8
	11~22
	次數不限/二年

	大於等於5475但小於6650
	3~6
	7~14
	次數不限/二年

	大於等於6650但小於7750
	2~4
	6~12
	次數不限/二年

	大於等於7750
	1~2
	4~8
	次數不限/二年


由於MALDI-TOF儀器特性，導致primer消耗量不一致，但實驗前無法得知哪些SNP primer 需要加倍使用，因此LIMS會先將所有primer以兩倍使用量來計算可用盤數，當實驗完成後，系統會扣除實際使用量後，再以現有剩餘體積換算可用盤數，因此若要節省primer 費用可分次申請實驗。
5.5.2 NGC收到當週訂購之Primer總數若達24個以上，當週設計及訂購的Primer將於下週一由NGC為您訂購；但若Primer數量未達24個，則將順延至累積達24個後才發出訂單。Primer一般在發出訂單後10個工作天送達NGC，Primer到貨後將以Email通知該筆訂單的訂購人、計畫主持人、子計畫主持人和主要聯絡人，您也可至系統查詢Primer訂購及到貨情形 (相關操作請見5.9查詢/修改Primer訂購資料)。

5.5.3 準備好DNA序列的csv檔後，請登入系統，選擇您要進行的Working Project，點選OK：
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5.5.4 點選Service選單上的Primer Service → Upload DNA Sequence
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5.5.5 此頁面提供primer設計與訂購的選項設定，請填寫＊必填欄位。

Title：鍵入與此Sequence File主題相關的Title名稱。
＊ Type：您欲申請的實驗(鑑定)種類（HME提供1～8 plex primer設計，但鑑定實驗  僅提供1～4 plex，IPLEX提供1～24 plex primer設計）
＊ Plex Type：請選擇primer設計時，multiplex最小至最大的plex數設定。
＊ Conc. Spec：首次訂購hME primer可以選擇25nm或100nm；而iPLEX僅供100nm選項。

＊ Species：欲鑑定樣本種類

＊ Sequence File：點選”瀏覽”鍵，選擇欲上傳之序列檔案(必須為CSV檔)

  完畢後點選Upload鍵。 

[image: image47.png]>> Upload New DNA Sequence

* is required field.

* Type: ®HvE O IpLEX
* PlexType: [1 ]~
* Conc.Spec: O25 nm @100 nm

* Species: @ Human OMOUSE

* Note: Please upload as CSV format, you can use Excel to do format conversion.

Example Format:

A
. [sne_ip .
, |rs445713 TCGAGCTGT[G/TITGGGG)
, [rs14646 GAAAAAGTCCAGCIGITICT.
, |rs195081 CAAGTGTGICITIGTTCATGTGT
5 [rs99913 CATTATATI[C/TIACTATTGC
o 13785985 TGTGTAAIAIGIGTGCCAC
. z
8
9





5.5.6 系統會顯示您上傳檔案的資料內容及將被預扣的總點數，並將上傳的rs ID與NGC現有的Non-polymorphic rsID資料庫比對，顯示是否有Non-polymorphic rsID存在，您可點選“Confirm”鍵完成設計與訂購申請，或點選“Cancel and Back”取消設計與訂購申請。
[image: image48.png]>> You have uploaded

Title:
Type:

Plex Type:
Conc. Spec:

No of DNA Sequence:

Total Pre.charge credi

test.

IPLEX

12

100 nm

15

18,000

Results of parsing your upload sequence:

SNP_ID
rs2235145
rs1053593
rs737755
rs741995
rsaas1
rs138754
rsaass
rs138795
rs743810
rs2071746
rss7s5721
rs743813
rs875400
rs133427
rs2252708

DNA SEQUENCE
TCGAGCTGTG
GAABAAGTCC,
CAAGTGTGTG
CATTATATTG
TGTGTAAAGG
ATTGGCAACA.
AGCCTTCATG,
TCACACTCCA,
GTGCCACCCA,
AGGTCAGTTG,
TITTTACACA.
TGGCATTTTC,
ACTTTCCCAN,
TIGATGTTTG,
GCTCTTCTGT.

Press confirm to complete:

Cancel and Back

** Non-polymorphic rsID analysis

we have compiled a database to track
non-polymorphic rsIDs based on the SNPs typed
at NGC. 4 table of non-polymorphic rsIDs will
show below when they are found in NGC's
database, along with the number of samples it
has been typed.

Analysis results based on your upload rsiDs:
Analysis shows that no non-polymorphic rsID is found in NGC's database.




5.5.7 完成上一步驟Cconfirm後，頁面上方會顯示“Your applications is completed.”，即代表申請成功。
[image: image49.png][@ vour application is completed.





[image: image50.png]>> Upload New DNA Sequence

* is required field.

* Type: ®HvE O IpLEX
* PlexType: [1 ]~
* Conc.Spec: O25 nm @100 nm

* Species: @ Human OMOUSE

* Note: Please upload as CSV format, you can use Excel to do format conversion.

Example Format:

A
. [sne_ip .
, |rs445713 TCGAGCTGT[G/TITGGGG)
, [rs14646 GAAAAAGTCCAGCIGITICT.
, |rs195081 CAAGTGTGICITIGTTCATGTGT
5 [rs99913 CATTATATI[C/TIACTATTGC
o 13785985 TGTGTAAIAIGIGTGCCAC
. z
8
9





5.5.8 若欲取消此份上傳的序列檔案，請點選Service選單上的Primer Service → Manage Design Case，進入查詢畫面後，選擇合適的日期間隔、設計的type，按下Query後即可查詢到上傳的設計檔案，當NGC尚未完成設計之前(每週四中午前)，Primer ID欄位下並無相關資料出現，且Design Result File 欄位下會出現一個cancel的連結，點選cancel 連結則可取消該筆設計申請，一旦NGC完成primer設計之後，則無法取消該筆設計申請。
[image: image51.jpg]>> Manage Design Case
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* is required field.
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Showing 1t 1 of 1 <<l
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5.5.9 點選cancel 連結則出現如下畫面，按下Confirm確認取消。
[image: image52.jpg]>> Cancel Design Case

test
Type: HME

Plex Type: 4

Conc. Spec: 25 nm

No of DNA Sequence: &

Total Pre.charge credit: 6000

Confirm | _Back




5.5.10 系統會顯示取消的Design Case ID資訊，即代表完成取消訂購申請。
[image: image53.jpg]Q Design Case (Case ID: 100071) is canceled.

>> Manage Design Case
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5.6 下載Primer設計結果

5.6.1 週四下午5點以後，可登入系統，下載最新的Primer設計結果。

點選Service選單上的Primer Service → Manage Design Case
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5.6.2 Manage Design Case分成兩種Query方式:

· Query - 依據日期Type查詢

[image: image55.png]>> Manage De:

MR [ uers b e

is required field.

*

Create

o start Date: 2005787725 ) enc Date

Showing 1to S of 5 <<€l >
100175 SHARE  HME 2007/3/15 0001 14611~14615  Download
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2480 NORMAL HME 2006/3/10 0001 18 13961~14006 Download | KLS | TRS | Error

2277 NORMAL HME 2005/9/14 0001 18 12792~12960 Download | KLS | TRS | Error




· Query by Primer ID - 用Primer ID查詢，Primer ID填寫筆數限制500筆

[image: image56.png]>> Manage Design Case
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5.6.3 請依您所需的查詢方式，選填相關資料後按下Query鍵，系統顯示查詢結果，並提供相關資料下載連結。     

· XLS下載連結，提供下載Result File。 

· TRS 下載連結，提供下載“設計Primer的條件”；

· Error下載連結，提供下載Error File，此檔案內容為當初此Design Case設計Primer時，設計失敗的序列並說明其原因。

· Download下載連結，提供下載用戶當初上傳的DNA Sequence 檔案。
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5.6.4  Primer設計結果檔案中各欄位的說明請見下表。D欄“Primer_ID”由NGC指定，作為您欲鑑定的SNP代號。實驗結果將以此Primer_ID對應樣本及其Genotype。

	欄位
	欄位名稱
	說明

	A
	WELL
	well的編號；具相同well編號的實驗，可在同一個well內進行multiplex PCR及SNP Genotyping。

	B
	TERM
	SNP Genotyping時所使用的Terminator;同樣well編號的SNP assay一定是相同的terminator。

	C
	SNP_ID
	用戶自行命名的SNP名稱;NGC強烈建議用戶以NCBI之rs_ID為命名方式

	D
	Primer_ID
	由NGC指定的SNP代號，同時代表所使用的SNP primer號碼。

	E
	2nd-PCRP
	第2條做PCR反應時的引子序列（包含外加序列5’-ACGTTGGATG-）。

	F
	1st-PCRP
	第1條做PCR反應時的引子序列（包含外加序列5’-ACGTTGGATG-）。

	G
	AMP_LEN
	經PCR反應放大出的DNA片段長（單位：bases）。

	H
	UP_CONF
	以1-plex方式做反應的成功率。

	I
	MP_CONF
	以Multiplex方式做反應的成功率。

	J
	Tm（NN）
	SNP Primer的Tm值。

	K
	PcGC
	SNP Primer中G與C所佔的百分比。

	L
	PWARN
	在設計Primer時，出現的警告訊息；其代表的含意如下，大小寫表示程度差異，大寫表示程度較為嚴重：

A/a : amplicon length

D/d : primer-dimer potential between primers of multiplexed assays 

E/e : hME primer extension length

G/g : 4 or more G nucleotides

H/h : primer hairpin or self-dimer potential

L/l : primer length

M/m : multiSNP assay design

P/p : spectral peak separation

S/s : false priming potential

T/t : primer hybridization Tm 

	M
	UEP_DIR
	SNP Primer方向（F：forward；R：reverse）。

	N
	UEP_MASS
	SNP Primer質量。

	O
	UEP_SEQ
	SNP Primer序列。

	P
	EXT1_CALL
	第1個allele之名稱。

	Q
	EXT1_MASS
	第1個allele DNA片段質量。

	R
	EXT1_SEQ
	第1個allele DNA片段序列。

	S
	EXT2_CALL
	第2個allele之名稱。

	T
	EXT2_MASS
	第2個allele DNA片段質量。

	U
	EXT2_SEQ
	第2個allele DNA片段序列。

	V
	1stPAUSE
	第1個pause DNA片段質量。


註:UP_CONF及MP_CONF皆為理論預測值，實際的實驗成功率還是須藉由實際實驗來驗證。

5.7 查詢Primer存量與資訊
5.7.1 當申請設計、訂購的Primer到貨、Primer進行實驗後和Primer過期 (註2)，系統會自動更新可用盤數，您可登入系統查詢最新Primer存量。請點選Service→ Primer Service → Manage Primer
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註2：Primer保存期限請見 5.5 設計及訂購SNP Primer。

Primer過期前一個月，NGC會以email通知主要聯絡人、計畫主持人和

子計畫主持人。

5.7.2 Manage Primer分成兩種Query方式：

· Query by Primer ID: 輸入欲查詢的Primer ID、Type和Species

[image: image59.png]>> Manage Primer
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· Query by SNP ID: 輸入欲查詢的SNP ID (ex. rs3556963)

[image: image60.png]>> Manage Primer
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選定查詢方式後，按下Query，即可取得欲查詢資訊。

5.7.3 Get Primer Detail，此查詢結果頁面會顯示概略的primer資訊 。
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5.7.4 點選 Primer ID，即可看到該 Primer 的詳細資訊。
· 按下連結DESIGN_RESULT_FILE可下載Result File。

· 按下TRS_FILE可下載“設計Primer的條件”。

· 若此Design Case有設計失敗的Primer，可按下ERROR_FILE下載Error File。

[image: image62.png]>> Primer Detail
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5.7.5 點選Other Primers，會顯示此Primer 和其他可plexing在一起的Primer
[image: image63.png]>> Manage Primer
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5.7.6 點選Other Primers at the same Plexing Group裡的任一Primer連結，會顯示該Primer的詳細資料

[image: image64.png]>> Plexing Group Detail

Other Primers at the same Plexing Grou
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5.8 續訂Primer
5.8.1 Primer存量不足以進行實驗時，您可透過系統進行primer續訂。請點選Service→ Primer Service → Create Primer Reorder
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5.8.2 在此頁面請填寫做實驗需要的盤數、要購買的 Primer ID，選擇 Type，按下Query之後，系統會自動用 100 nm來計算需要購買的管數，可在紅框部分變更訂購濃度，系統會自動依據濃度而變更購買管數 (綠框部分)，綠框部分可自行填寫所須購買管數，確定好濃度及購買管數後，按下“next”。
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5.8.3 Preview Primer Reorder，

按下next後，可預覽要訂購的Primer濃度及管數…等資訊。確認無誤，按下Place Order鍵，訂單將會成立；反之，按下Back鍵，回到上一頁進行修改。

[image: image67.png]>> Preview Primer Reorder
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5.8.4 Order Summary
顯示訂購成功的摘要資訊 (Order ID、訂購時間、訂購管數與已扣掉的credit數)，按下“Back To Manage Customer Order”會回到查詢訂單頁面，可以查詢出此筆訂購資料。

[image: image68.png]Your Primer Order is created:

Order ID:
Create Time:
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5.9 查詢/修改Primer訂購資料

5.9.1 完成Primer設計或訂購後，您可隨時登入系統查詢Primer訂購狀況。點選Service選單上的Primer Service → Manage Order。
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5.9.2 查詢Primer設計或訂購資料

5.9.2.1 請輸入欲查詢日期的範圍及想要查詢的Order狀態，按下Query。
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5.9.2.2 將游標移到欲瀏覽的訂單上，點選View
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5.9.2.3 此頁面可以觀看該筆訂單的詳細狀態
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5.9.3 Edit Order
5.9.3.1 點選該筆訂單的Edit後，可以進入編輯訂單的畫面 (註3)。
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註3：首次訂購的Primer，因需先進行統一設計的步驟，故於星期四下午5點至下週一中午12點前更改資料。而續訂Primer，於每週一中午12點前更改資料即可。

5.9.3.2 變更訂購的Aliquots，可以在此頁面修改要訂購的管數，修改完畢之後，按下Confirm到預覽的頁面
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5.9.3.3 Edit Order Preview

預覽的頁面會顯示修改之後的訂單資訊
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確認無誤後，按下Confirm就完成修改訂單；

按下Back可以回上一頁修改訂單。

5.9.3.4 Finish Edit Order

修改完畢之後會跳回Query的頁面，上方會顯示已經修改完畢的訂單ID 
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5.9.4 Cancel Reorder

5.9.4.1 續訂Primer可取消訂單。點選該筆訂單的Cancel之後，可以進入取消訂單的畫面
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5.9.4.2 Cancel Reorder Detail ，此畫面會顯示欲取消的訂單資訊和Primer ID
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5.9.4.3 按下Confirm to Cancel，會出現確認的視窗，按下“確定”即取消該筆訂單。
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5.10 Primer共享

5.10.1 NGC基於保護您實驗內容的立場，Primer相關資料僅限於同一計畫主持人或子計畫主持人名下的Project方可跨Project查詢及使用。若不同計畫主持人希望能共享Primer資訊時，該Primer的擁有者可登入至系統，選擇您欲共享的Primer_ID的NGC Project。

請點選Service選單上的Primer Service → Manage Share Primer
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      會看到三種功能的連結
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5.10.2 Share Primers To Other PI

5.10.2.1 點選“Share Primers To Other PI”，輸入要Share的Project ID及Primer ID，勾選欲Share的Primer後，按下Submit。
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5.10.2.2 頁面會顯示Share出來的Project及Primer詳細資訊。
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5.10.2.3 若要修改Share的Primer請按Back按鈕；確定Share的資料無誤後，按下Confirm。Share成功後，會回到share menu頁面，即可看到顯示成功訊息。
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5.10.3 Create Primer Share Order

5.10.3.1 點選“Create Primer Share Order”後，依據Type及Species查詢Share給自己的Primer。系統會在頁面下方顯示查詢結果，請再選擇要產生Order的Primer，按下Submit。
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5.10.3.2 系統會算出花費的Credit，及顯示原始的Primer資訊。確定無誤後，按下Place Order
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5.10.3.3 系統會自動產生新的Design Case、Order及新的Primer ID
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5.10.4 Query All Primers Share History

5.10.4.1 點選“Query All Primers Share History”，有兩個查詢按鈕：

· Share To other PI – 顯示自己Share給別人的Primer
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· Share From other PI – 顯示別人Share給自己的Primer及是否產生新的Primer
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6 申請樣本送樣至NGC操作說明

· 送樣體積計算請參考4.1樣本體積及濃度需求，NGC建議您可一次送足您所需的樣本量，除了避免多次送樣的麻煩，更能為您節省樣本QC費用。
· 請於申請樣本QC及新樣本SNP鑑定之前，先完成“申請送樣”流程。
· SNP組每週一、三各處理一次排程，但會視服務申請量調整排程處理。
6.1 申請送樣

6.1.1 用戶需先登入系統並選擇 Working Project

[image: image92.jpg]Home Service Service Flow Project: 0132 Question 7 Logout:

Mr./Ms BREAE,

Welcome to LIMS online system !

Please select the project you wish to work with (working praject), or click the “no project
specified” button

[0001-PAREREEEEE AR S ALHE - SEEABEEHE

ok | or _no project specified | _help

Please note: I a working project is currently specified, all the unsaved information or unfinished
process regarding this project will be lost ance you switch the working project. We strongly
recommend you save all the information and finish all the required steps regarding the current
working project before switching it to another one

B S B EAEREworking project » EEERworking projectZ4, SIS EMFHEI LIRS &
AR RENE BB - BREEERworking projectZa] - EEFFE R EAHERAIworking projectfi T
TERIE ASERERARTS R




6.1.2 點選Service→ SNP Service→ Apply Sample：
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6.1.3 進入Apply Sample 申請畫面，透過瀏覽鍵選取要上傳的Sample sheet.csv檔案，於Plates Amount in Sample Sheet鍵入上傳檔案中含有的資料盤數，選擇預計將樣本送至NGC的時間，選取完成後點選 “Next” 按鈕以進入下一步驟。
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· Sample Sheet範本可點選下方 download sample sheet template 連結以下載參考範本，請於範本中 “盤號”右方B1、C1、D1等第一排位置填入您自行命名的樣本盤名稱（建議盡可能不要使用如plate 1之類的命名，以免與其他樣本盤弄錯）。
A欄中預填的A01~H10為樣本盤的位置標示，順序為A01~A12，B01~B12…H01~H10等94個位置(每96孔盤最多可接受94個樣本，H11及H12為NGC實驗QC用，相關說明請見8 樣本及實驗品管)，請依序於相對應的欄位填寫sample名稱，但請勿使用下列字元：" * / \ .<>?，填寫完畢後存成csv檔上傳至系統。
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6.1.4 系統將先呈現出登入者所屬Working Project ID，及登錄者姓名，以及上步驟所填寫預計將樣本送達NGC的時間，並且顯示上步驟所上傳的sample sheet內容供預覽確認。系統將依據您所上傳的 Sample Sheet 產生相對應的盤數欄位供您填寫，此處請填寫各盤的樣本體積，以及選擇盛裝樣本的容器種類，填寫完樣本資訊，並確認sample sheet內容無誤後，點 “Next” 按鈕以進入下一步驟。
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6.1.5 此頁面系統會顯示上一步驟所填選的資訊，請確認所填寫的樣本資訊正確無誤後，點選Next完成送樣申請流程，或點選Back回到上一步驟修正資料。
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6.1.6 完成送樣申請作業後，此頁面提供列印或儲存送樣申請紀錄，系統將針對用戶的每一盤樣本給予一個NGC Barcode，此後請使用該樣本盤對應的NGC Barcode來申請SNP實驗或樣本QC實驗（NGC Barcode 與用戶自行命名的Plate Name也可經由6.7 樣本管理介面查詢得知）。 
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6.1.7 當NGC收到該批樣本並於系統完成簽收確認後，系統將會寄發樣本簽收確認通知信，告知您可以於系統提出申請樣本QC或申請新樣本SNP鑑定。
· SNP鑑定實驗申請須知說明：


· 在您申請QC實驗及新樣本SNP鑑定實驗前，請先確定您欲鑑定的樣本已送達NGC，在NGC尚未收到您的樣本前，系統將無法提供該批樣本的任何實驗申請。

· 在您申請新樣本SNP鑑定實驗前，請先確定您的Primer存量(查詢方法請見5.3 查詢Primer存量)及點數(查詢方法請見3.4 檢視點數使用情形)均足以進行您所申請的實驗，系統才能接受您的申請，或以6.2 SNP primer分組及點數預算功能事先預估規劃所需的資源。

· 所有的樣本在NGC進行SNP鑑定前，建議進行樣本QC (相關說明請見8 樣本及實驗品管)，NGC進行樣本QC須二週的時間。若您欲進行SNP鑑定的Primer存量不足而須續訂，或已訂購尚未到貨，您可利用此等待的時間，先將您的樣本送至NGC進行樣本QC，節省您的寶貴時間，若primer已到貨或庫存依舊足夠，請以“6.4申請新樣本SNP鑑定”的方式來申請未QC樣本的SNP鑑定實驗，若是已完成QC的的既有樣本，請以“ 6.5申請既有樣本SNP鑑定”的方式申請舊有樣本的SNP鑑定。
· 實驗完成後，NGC將以EMAIL的方式通知下載實驗結果，您即可登入系統下載實驗結果。實驗結果通知對象為該NGC Project的計劃主持人、子計劃主持人、主要聯絡人及實驗申請人，相關規定請查閱“9 實驗結果”。

· NGC提供的SNP鑑定服務目前有兩種選擇，1～4 plex的hME及1～24 plex的iPLEX，請於Extended Type選擇要選用的實驗平台，若實驗申請項目為QC+SNP則QC及SNP實驗將會使用同一種平台進行QC及SNP鑑定實驗，此外primer 設計時就必須先決定此批primer要選用的平台，hME及iPLEX的primer無法交換使用。

· 若您使用小鼠樣本進行SNP鑑定，系統無法提供申請小鼠樣本的鑑定實驗功能，請將申請檔案email至snp@ngc.sinica.edu.tw申請小鼠樣本鑑定實驗。

· 寄放超過一年或是實驗申請批次超過4次(4份Application File)的樣本，若仍將繼續進行實驗，NGC建議再進行QC實驗確認樣本品質正常，以免存放過久或解凍次數過多造成DNA品質不佳而影響實驗成功率。

6.2 SNP Primer分組及點數預算

6.2.1 客戶需先登入系統並選擇 Working Project
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6.2.2 點選Service → SNP Service → Apply Experiment：
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6.2.3 點選此網頁的右下角“Assay Assembly Optimization”進入試算功能。
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6.2.4 選填欲進行的實驗 Extended Type、SNP Assay ID及實驗的plex上限，按下Optimized，下方即會出現試算結果，Optimized Assembly會顯示依據您所填寫的資料將 Primer 分組，並告知每種組合所需的單價。Credit顯示進行一盤樣本（94個樣本）所需的點數及目前可用點數，Primes則顯示所需primer的庫存盤數。
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6.3 申請樣本QC

· 請於申請樣本QC前，先完成此批樣本的送樣申請(請參照6.1申請送樣 )，並確認NGC已收到您的樣本，在NGC確認收到樣本之後，系統方可提供該批樣本的實驗申請。
6.3.1 請您先登入系統，選擇您欲進行實驗的Working Project後點選OK：
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6.3.2 點選Service → SNP Service → Apply Experiment：
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6.3.3 進入實驗申請頁面，Experiment Type請點選QC，表此批樣本將進行QC實驗，Extended Type請選擇要選用的實驗平台，Sample Plate Amount欄位請填入將申請鑑定實驗的樣本盤數，各項欄位填選完畢後，按下“Apply”進入下一步驟。盤數較多時，可選勾 Batch Apply按下“Apply”進入下一步驟，並請參照網頁上的說明填寫實驗內容。
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6.3.4 系統會呈現上一步驟所選擇的Extended Type及Experiment Type資訊，請於NGC Barcode欄位填入欲進行QC實驗的NGC Barcode（NGC Barcode 與用戶自行命名的Plate Name可經由”6.7 樣本管理”介面查詢得知），Max QC Plex Number欄位請填入此批樣本未來將進行SNP鑑定的最大plex數，HME請填入1～4，iPLEX則固定為4，資料填寫完畢按下“Preview”進入下一步驟。
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6.3.5 預覽實驗排程結果，系統會顯示將進行的QC實驗 plex數及此樣本盤先前的QC實驗結果(QC pass Status欄位顯示no result表示此盤樣本尚未進行QC實驗)，Credit:顯示此次實驗申請所需的點數費用。確認申請資料正確無誤後，按下“Finish”按鈕以完成實驗申請，或點選“Back”按鈕回前頁重新填寫申請。 
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6.3.6 完成實驗申請步驟，系統會顯示此次申請的Case ID，往後用戶可根據此 Case ID 查詢實驗進度、下載實驗結果。完成實驗申請後，系統亦會將此次實驗申請以 email 寄給實驗申請人及計劃主持人、子計劃主持人、主要聯絡人。
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6.4 申請新樣本SNP鑑定

· 請於申請新樣本SNP鑑定前，先完成此批樣本的送樣申請(請參照6.1申請送樣 )，並確認NGC已收到您的樣本，在NGC確認收到樣本之後，系統方可提供該批樣本的實驗申請。
6.4.1 請登入系統，選擇您欲進行實驗的Working Project後點選OK：
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6.4.2 點選Service → SNP Service → Apply Experiment：
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6.4.3 進入實驗申請頁面，Experiment Type請點選QC+SNP，表此批樣本將先進行QC實驗後再進行SNP鑑定實驗，Extended Type請選擇要選用的實驗平台，Sample Plate Amount欄位請填入將申請鑑定實驗的樣本盤數，各項欄位填選完畢後，按下“Apply”進入下一步驟。盤數較多時，可選勾Batch Apply之後按下“Apply”進入下一步驟，並請參照網頁上的說明填寫實驗內容。
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6.4.4 系統會呈現上一步驟所選擇的Extended Type及Experiment Type資訊，其下請填寫欲進行QC+SNP實驗的詳細資訊 ，NGC Barcode欄位請填入欲進行實驗的NGC Barcode（NGC Barcode 與用戶自行命名的Plate Name可經由”6.7 樣本管理”介面查詢得知），Max QC Plex Number欄位請填入欲進行QC的Plex數，hME請填入1～4，iPLEX則固定為4，Max SNP Plex Number欄位請填入欲進行實驗的Plex數上限，若無特別需求，選用hME建議填入4、選用iPLEX建議填入36（系統會自動依primer的設計結果將不同well group的primer分開進行實驗），SNP Assay欄位則請填入欲鑑定Assay ID (以引號“~”代表連續號，以分號“；”分隔不連續號)，資料填寫完畢按下Preview進入下一步驟。
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6.4.5 預覽實驗排程結果，Sample Inventories For QC :顯示QC plex數及先前的QC實驗結果。Optimized Assay Assembly:顯示申請的SNP Assay其排程組合結果。Credit:顯示此次實驗申請所需的點數費用。確認申請資料正確無誤後，按下“Finish”按鈕以完成實驗申請，或點選”Back”按鈕回前頁重新填寫申請。
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6.4.6 系統會顯示此次申請的Case ID，往後用戶可根據此 Case ID 查詢實驗進度及實驗結果下載。實驗申請完成後，系統亦會將此次實驗申請以 email 寄給實驗申請人及計劃主持人、子計劃主持人、主要聯絡人。
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6.5 申請既有樣本SNP鑑定

6.5.1 請登入系統，選擇您欲進行實驗的Working Project後點選OK：
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6.5.2 點選Service → SNP Service → Apply Experiment：
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6.5.3 進入實驗申請頁面，Experiment Type請點選SNP，表此批樣本將直接進行SNP鑑定實驗，Extended Type請選擇要選用的實驗平台，Sample Plate Amount欄位請填入將申請鑑定實驗的樣本盤數，各項欄位填選完畢後，按下Apply進入下一步驟。盤數較多時，可選勾 Batch Apply之後按下“Apply”進入下一步驟，並請參照網頁上的說明填寫實驗內容。
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6.5.4 系統會呈現上一步驟所選擇的Extended Type及Experiment Type資訊，其下請填寫欲進行SNP實驗的詳細資訊 ，NGC Barcode欄位請填入欲進行實驗的NGC Barcode（NGC Barcode 與用戶自行命名的Plate Name可經由”6.7 樣本管理”介面查詢得知），Max Plex Number欄位請填入欲進行實驗的Plex數上限，若無特別需求，選用HME建議填入4、選用iPLEX建議填入24（系統會依primer的設計結果將不同well group的primer，分開進行實驗），SNP Assay欄位則請填入欲鑑定的Assay ID (以引號“~”代表連續號，以分號“ ;”分隔不連續號)，資料填寫完畢按下Preview進入下一步驟。[image: image118.jpg]Home Service Service Flow Project: 0001 Question 7
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6.5.5 預覽實驗排程結果，Sample Inventories For QC :顯示QC plex數及先前的QC實驗結果。Optimized Assay Assembly:顯示申請的SNP Assay其排程組合結果。Credit:顯示此次實驗申請所需的點數費用。確認申請資料正確無誤後，按下Finish按鈕以完成實驗申請，或點選”Back”按鈕回前頁重新填寫申請
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· 若樣本存放超過一年或實驗申請批次超過4份，則在此Preview頁面會多出現一欄Overthawed Invetories 資訊欄位，告知申請次數，對於寄放超過一年或申請超過4次的樣本，NGC建議您再次申請QC實驗以確保樣本品質正常。
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6.5.6 完成實驗申請，系統會顯示此次申請的Case ID，此後用戶可根據此Case ID 查詢實驗進度。實驗申請完成後，系統亦會將此次實驗明細資料以email寄給申請人及計劃申請人、子計劃主持人、主要聯絡人。
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6.6 查詢實驗申請記錄及實驗進度

6.6.1 完成SNP鑑定實驗申請後，您可登入至系統查詢您過去的實驗申請記錄及實驗進度 ，請點選Service → SNP Service → customer EXP case。
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6.6.2 查詢方式可由實驗申請日期範圍、NGC Barcode或自訂的樣本盤名稱查詢相關實驗紀錄與實驗進度。
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6.6.3 查詢結果會顯示各項實驗申請資訊，Status為此實驗case的進行狀態，各項狀態的含意說明如下：
Waiting for QC primers assignment：QC 實驗等待排程中。
Waiting：NGC已接受客戶申請的實驗，等待進入排程。
Processing：實驗進行中。
Closed：實驗完成，所有實驗結果報告已可供下載。
Canceled：實驗被取消。
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6.6.4 點選Case ID連結則可顯示此實驗的申請內容。
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6.7 樣本管理

6.7.1 請您先登入系統，選擇您欲進行查詢的Working Project後，再點選Service → SNP Service → customer sample。
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6.7.2 此介面可提供依 NGC Barcode、樣本簽收日、樣本是否過期及使用是否超過4次來查詢樣本資料。未填寫NGC Barcode視為查詢所有Sample，填選完資料後按下“search”。

[image: image127.jpg]Home Service Service Flow Project: 0001 Question 7 Logout:

Sample Inventory Management

search Conditions

NGC Barcode I

Sample Received Date | & [2007/4/15 07 2 [eo07/5715 [l

[ Expired T Over Thawed

search




6.7.3 查詢結果顯示樣本之相關資料，Thaw Times表示送樣次數，QC result表示此盤樣本的QC實驗結果。
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6.8 Sample sheet查詢

6.8.1 請您先登入系統，選擇您欲進行查詢的Working Project後，再點選Service → SNP Service →Query sample sheet。
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6.8.2 請選填送樣日期及Project ID，並按下”送出查詢”，下方即會出現符合條件的結果項目，按下”View”，即可出現該次送樣的sample sheet內容。
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6.8.3 系統將會顯示該樣本盤用戶自定義的Plate name及各well的sample ID。 
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7 樣本及實驗品管
7.1 樣本QC

由於樣本DNA的品質影響實驗甚钜，NGC將為您的每個DNA樣本進行樣本QC，以增進實驗效率。測試方法如下：

7.1.1 NGC收到您的DNA樣本後，每盤樣本 (94樣本 + 1 positive control + 1 negative control)將依您欲進行實驗的plex數進行standard assay測試，評估DNA之品質。

7.1.2 樣本QC結果若每一樣本盤成功率大於或等於95%，NGC將直接進行實驗，並EMAIL通知您至系統下載QC結果報告。

7.1.3 若樣本QC成功率小於95%，NGC將EMAIL通知您至系統下載QC結果報告，請您決定是否繼續進行或取消實驗，或是將plex數減少，重新申請實驗。請您於QC報告中選填這些選項後列印，由計畫主持人簽名後傳真回給NGC(傳真號碼: 02-27824066)。

7.2 實驗品管

7.2.1 Positive control：NGC進行SNP鑑定時，將為每一96孔實驗盤進行1個positive control（即每一384孔實驗盤進行4個positive control）。因此，用戶在送樣時應特別注意將盤中之H11位置空出(請勿加水)。

7.2.2 Negative control：NGC 進行SNP鑑定時，將為每一96孔實驗盤進行1個negative control（即每一384孔實驗盤進行4個negative control）。因此，用戶在送樣時應特別注意將盤中之H12位置空出(請勿加水)。

7.2.3 Duplicate：用戶可自行在96孔樣本盤中隨機放置數個duplicate樣本，並在送樣時告知NGC，NGC可依此作實驗品管。
8 實驗結果

· NGC服務順序的排定以first come, first serve為主 (為鼓勵研究成果傑出的NGC用戶，NGC實驗排程的優先順序，也會參考您使用NGC服務所發表的期刊數量而定)，而樣本QC的部分因為SNP鑑定數量極少，且QC結果關係至用戶以後的實驗規劃，因此NGC會優先處裡樣本QC的實驗申請。
· 若您申請的實驗量超出NGC一週的最大服務量，或在您之前已排有其他用戶申請的實驗，您的實驗將會分週進行。NGC每週的實驗結果會上傳至系統，並以EMAIL通知該NGC Project的計劃主持人、子計劃主持人、主要聯絡人及實驗申請人，僅限收到實驗結果下載通知者，方有下載實驗結果的權限。

8.1 下載實驗結果

8.1.1 請您先登入系統，選擇您欲進行查詢的Working Project後，在點選Service → SNP Service → Download Exp Report。
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8.1.2 請在case ID欄位請輸入該次實驗申請完成時系統所給的case ID(case ID資訊可由6.6 查詢送樣記錄及實驗進度功能中，查詢得知。)，輸入後按下”Find”。
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8.1.3 系統會顯示此次實驗申請的相關資訊，並提供實驗結果檔案下載連結，Experiment Case Info中的status欄位顯示此份實驗申請的實驗完成狀態。
Reports are partial or not released:：表示只有部分實驗結果完成，實驗尚未全部完成。Reports are fully released：表示此份實驗申請的全部實驗報告都已列出，實驗已全部完成。
實驗報告將依排程結果一次或分批產出，並依QC或SNP報告分類，且先有結果的報告可先下載。檔名格式為 ProjectID_CaseID_分批序號_qc/snp.zip，下載的檔案格式為zip 壓縮檔，內含1個excel 檔案(成功率分析報告) 及1個csv檔案(raw data)。
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8.2 實驗結果說明
8.2.1 NGC SNP鑑定實驗結果檔案內容如下圖，各欄位的說明請見下頁表格：
NGC SNP實驗結果欄位說明

	欄位
	欄位說明
	註解

	A
	Plate ID
	NGC實驗時所使用之384 Assay Plate的編號。

	B
	NGC Barcode
	樣本盤於NGC的編號。

	C
	Chip ID
	NGC實驗時所使用之Chip的編號。

	D
	Experiment Number
	實驗編號。

	E
	Well_Position（in Assay Plate）
	樣本在Assay Plate的上的位置。

	F
	Assay ID
	所鑑定SNP的名字(Primer#)。

	G
	Genotype
	鑑定出的基因型。

	H
	Description
	電腦在分析data時，會自動將data分為不同的狀況。

1.以下三種狀況，電腦可以自動判讀出結果：

A. Conservative

B. Moderate

C. Aggressive

2.以下的狀況，電腦不能自動判讀出結果，需以人工判讀結果或重新再做一次實驗：

D. Low Probability

I. Bad Spectrum

	I
	Sample ID
	樣本名字（由用戶提供）。

	J
	Exp Date
	進行鑑定的日期

	K
	Project ID
	Project ID


9 收費標準

SNP鑑定服務收費項目包括(1)樣本QC費，(2)Primer費，以及(3)鑑定實驗費，
實驗所需總費用=樣本QC費+Primer費+鑑定實驗費
(1)樣本QC費用以盤為單位，計算公式：盤數×單盤QC費用。

(2)Primer費用以SNP為單位，計算公式：SNP數×1200 or 750 ，primer 費用需考慮各primer的可作盤數(請參閱 5.5 設計及訂購SNP primer)，hME及iPLEX的可作盤數各有不同，若鑑定盤數大於單管primer 可作盤數，須視鑑定盤數調整訂購管數，primer 的費用也需增加。

(3)鑑定實驗費需待SNP primer 設計完成，由設計後的分組結果，才能精算正確的鑑定費用，計算公式：

Σ( N-plex價格×組數)×盤數，N=1~36。

9.1 樣本QC費      
hME (1~4 plex)

樣本QC費與實驗鑑定費使用相同的收費標準，惟須另加QC assay的primer費用，每個plex NT$135。

	                              代號
	服務名稱
	實驗型式
	學術界
	產業界

	C2-1
	hME SNP Genotyping – 樣本QC費用
	1-plex
	5,415
	5,895

	
	
	2-plex
	6,078
	8,910

	
	
	3-plex
	6,477
	10,005

	
	
	4-plex
	6,876
	10,620


單位: NT$/96孔盤/(94 samples)
iPLEX (1~36 plex)

	                              代號
	服務名稱
	實驗型式
	學術界
	產業界

	C2-10
	iPLEX SNP Genotyping – 樣本QC費用
	4-plex
	8,856
	13,252


單位: NT$/96孔盤/(94 samples)

9.2 Primer費
hME (1~4 plex)

Primer統一由NGC代購，以SNP為單位，每個SNP含2條PCR primers及1條Extension primer。hME primer訂購規格可選擇25 nm或100 nm，使用盤數說明，請參照5.1 上傳DNA序列設計Primer。
	代號
	服務名稱
	Primer規格
	Primer費用
	可使用樣本數量

	C2-1
	hME SNP Genotyping – Primer費
	25 nm
	750 
	6盤(96孔盤)

	
	
	100 nm
	1,200
	7~13盤(96孔盤)

















單位: NT$/SNP
iPLEX (1~36 plex)

Primer統一由NGC代購，以SNP為單位，每個SNP含2條PCR primers及1條Extension primer。iPLEX primer首次訂購規格固定為100 nm，續定才提供25 nm，使用盤數說明，請參照5.1 上傳DNA序列設計Primer。

	代號
	服務名稱
	Primer規格
	Primer費用
	可使用樣本數量

	C2-10
	iPLEX SNP Genotyping – Primer費
	100 nm
	1,200 
	4~22盤(96孔盤)

	
	
	25 nm
	750 
	1～8盤(96孔盤)


單位: NT$/SNP
9.3 鑑定實驗費                     
hME (1~4 plex)
	代號
	服務名稱
	實驗型式
	學術界
	產業界

	C2-1
	hME SNP Genotyping – 鑑定實驗費
	1-plex
	5,280
	5,760

	
	
	2-plex
	5,808
	8,640

	
	
	3-plex
	6,072
	9,600

	
	
	4-plex
	6,336
	10,080


                                            單位: NT$/96孔盤 (94 samples)
iPLEX (1~36 plex)
	代號
	名稱
	實驗型式
	學術界
	產業界

	C2-10
	iPLEX SNP Genotyping 
	uniplex
	7,599
	13,992

	
	
	2-plex
	7,979
	14,691

	
	
	3-plex
	8,359
	15,391

	
	
	4-plex
	8,739
	16,090

	
	
	5-plex
	9,119
	16,790

	
	
	6-plex
	9,499
	17,489

	
	
	7-plex
	9,879
	18,190

	
	
	8-plex
	10,258
	18,888

	
	
	9-plex
	10,638
	19588

	
	
	10-plex
	11,018
	20,287

	
	
	11-plex
	11,399
	20,988

	
	
	12-plex
	11,779
	21,688

	
	
	13-plex
	12,159
	22,387

	
	
	14-plex
	12,539
	23,087

	
	
	15-plex
	12,919
	23,787

	
	
	16-plex
	13,299
	24,487

	
	
	17-plex
	13,679
	25,185

	
	
	18-plex
	14,059
	25,885

	
	
	19-plex
	14,438
	26,584

	
	
	20-plex
	14,818
	27,284

	
	
	21-plex
	15,198
	27,982

	
	
	22-plex
	15,578
	28,683

	
	
	23-plex
	15,958
	29,383

	
	
	24-plex
	16,338
	30,083

	
	
	25-plex
	16,718
	30,781

	
	
	26-plex
	17,098
	31,481

	
	
	27-plex
	17,478
	32,181

	
	
	28-plex
	17,858
	32,881

	
	
	29-plex
	18,238
	33,580

	
	
	30-plex
	18,618
	34,280

	
	
	31-plex
	18,998
	34,980

	
	
	32-plex
	19,378
	35,679

	
	
	33-plex
	19,758
	36,378

	
	
	34-plex
	20,138
	37,078

	
	
	35-plex
	20,518
	37,778

	
	
	36-plex
	20,898
	38,478


單位: NT$/96孔盤 (94 samples)
9.3.1 Uniplex是費用較高 、成功率亦較高的實驗形式。Multiplex則是費用較低、成功率也相對較低之實驗形式，所需要的DNA品質較高。建議用戶在決定實驗形式之前，與NGC聯絡（Tel: 02-2782-5258 ext 4337 或 e-mail: snp@ngc.sinica.edu.tw），以瞭解較適合之實驗形式。Multiplex不成功之assay，NGC得徵求用戶同意改以1-plex進行實驗。
9.3.2 每一盤實驗之收費與否，以該盤之positive control為評斷標準。若positive control成功，則該盤實驗按照正常標準收費。

9.3.3 若某盤實驗之positive control失敗，且用戶樣本亦失敗，NGC將追蹤失敗原因：1) 若屬SNP本身特性之問題，用戶仍應負擔該次實驗費用；2) 若屬NGC人為因素，NGC將重複進行該盤實驗；3) 若屬primer品質因素，NGC將重新訂購該primer並重新進行實驗一次。排除人為因素及primer品質因素後重複進行的該盤實驗，若positive control成功則按照正常標準收費。
9.3.4 SNP鑑定服務的收費計算方式如下： 
hME (1~4 plex)
若某學術界用戶送樣5個96孔盤樣本，以hME實驗形式進行80個assay (假設設計結果分成20組4-plex )的SNP鑑定，primer訂購規格為100 nm，則總需費用為：

a. 樣本QC費 = 5 x NT$6,876 = NT$34,380 (使用NGC standard 4-plex assay)

樣本測試過後，若用戶決定完成該次送樣之所有實驗：

b. 鑑定實驗費用 = 5 x 20 x NT$6,336 = NT$633,600

c. Primer收費 = 80 x NT$1,200= NT$96,000

總計收費 = NT$34,380 + NT$633,600 + NT$96,000 = NT$763,980

剩餘可用primer盤數 =13-5＝8盤
iPLEX (1~36 plex)

iPLEX的SNP鑑定費:每一樣本盤的收取費用依plex數決定。

若某學術界用戶送樣5個96孔盤樣本，以iPLEX實驗形式進行80個assay (假設設計結果分成3組 20-plex及2組10-plex)的SNP鑑定，primer訂購規格為100 nm，則總需費用為：

d. 樣本QC費 = 5 x NT$8,856 = NT$44,280 (使用NGC standard 4-plex assay)

樣本測試過後，若用戶決定完成該次送樣之所有實驗：

e. 鑑定實驗費用= 5 x 3 x NT$14,818+5 x 2 x NT$11,018= NT$332,450
f. Primer收費 = 80 x NT$1,200= NT$96,000

總計收費 = NT$44,280 + NT$332,450 + NT$96,000 = NT$472,730
10 連絡NGC
10.1 NGC Project及點數申請方式及收費相關疑問

有關NGC Project及點數申請等收費及行政流程的疑問，請來電或email至：

TEL: (02)2782-5258 ext.4332
Email: ngc@sinica.edu.tw
10.2 實驗流程及結果相關疑問

有關SNP鑑定服務的實驗相關細節，或對實驗結果有任何疑問(有關實驗結果的問題，請於收到實驗結果後的二週內向NGC提出詢問)，請來電或email至：

TEL: (02)2782-5258 ext.4337
Email: snp@ngc.sinica.edu.tw
或者是透過” NGC問題追蹤系統”(http://jira.ngc.sinica.edu.tw)，NGC會在最短的時間內，由相關負責人員為您解答問題。專案名稱為「國家基因型鑑定中心(NGC) Service」，登入帳號名稱為您在NGC線上服務系統 Email address的@之前的字元，密碼則是與帳號相同。


例如：您在NGC線上服務系統的登入Email為davidwong@ibms.sinica.edu.tw,您在此問題追蹤系統的      

登入帳號則為davidwong
密碼也為davidwong
建議您盡快登入系統進行密碼變更。

附件1. Cluster Plot介紹&說明
前言：SEQUENOM 實驗結果分析軟體Typer 中有一個Cluster Plot 的視窗，Cluster Plot主要是顯示各SNP於該實驗盤中全部樣本的整體表現，透過Cluster Plot可以快速了解此assay在Sequenom平台的表現是否合良好或異常，用以判斷實驗結果的可信度，故SNP組是依據Cluster Plot資料來撰寫特殊assay釋疑中報告內容，因此若各用戶了解Cluster Plot的判讀原則，將對SNP組所撰寫的報告內容會更加了解，以利後續的data分析及再驗證。
下圖為使用Sequenom平台所產生的質譜結果，每一個SNP都會有三個會出現訊號的位置（圖中以彩色線標示之處），分子量最小的是unextension的primer peak訊號（該訊號的強度可以顯示反應效率的好壞），另外兩個則是該SNP兩個allele的訊號會出現的位置。 
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每一個樣本其SNP的質譜結果，於Cluster Plot欄位會被簡化成一個色點表示，而該點的位置會依實際的high mass及low mass allele 的訊號強度結果而變動。

若樣本只有high mass allele訊號，則顯示為粉紅點出現在Cluster Plot的左方，如左下圖1

若樣本只有low mass allele訊號，則顯示成紅點出現在Cluster Plot的下方，如下圖2。

若是high mass及low mass allele都有，且訊號強度比為1：1則會顯示成深藍點出現在Cluster Plot的45度對角線的區域上，如右下圖3。若是因為訊號不清楚、強度低或難以判斷，則顯示為亮藍點。 ( height越高表示該點的訊號強度越強)
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    圖1 high mass allele            圖2. low mass allele          圖3. heterozygous
但若質譜結果並非清晰的單一allele的訊號，軟體會依據該點high mass及low mass allele 的訊號強度比值大小決定該點在Cluster Plot中的位置，因此類似的結果多半會往中間45度對角線的區域移動，以下圖為例，這就是因為該樣本的low mass allele的位置有訊號出現，但訊號強度稍弱（軟體不認為強度夠強足以判讀成為一個明確的訊號），因此軟體依舊判讀為homozygous GG allele，出現在接近中間的位置。
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因此一個在Sequenom平台表現正常的assay 其cluster plot的點，至少應該會是明顯的分群，有時會因背景的雜訊干擾導致某一allele的點出現的位置稍有偏差，但若分群明顯的話，至少表示該群樣本皆屬同一種allele。

下圖為一些cluster plot分群異常或不清楚的assay，若是此種結果的assay，NGC-SNP組的都會在報告中直接建議reject，或有有任何異常的情況，NGC-SNP組也都會在報告中提醒用戶，再次確認實驗結果。

[image: image140.jpg]ACO) W CGE) V G(14)

@ No Call42)

1.0

05

15

00

Low Mass Height



[image: image141.jpg]@ No Call7s)

A CE9)

m CTi7Y)

¥ 166)

High Mass Height
+

06+
[PES
02+ A: kW
00+ YRS V- Y
t t t
i} 05 10 15

Low Mass Height




[image: image142.jpg]ubiaH ssew UBiH

05 10

Low Mass Height

0o



 
附件2. 導致成功率偏低的常見現象

[image: image143.jpg]i i i

e 4 6o W Gom)

Nocs
o

.
v

o

o2

Lombios ot

o

R oy





[image: image144.jpg]High Mass Heignt

= NoCalge) A TH9) W TCEs)
¥ co3)

Low Mass Height

Ed

El

1R K

0 eobo e ed0  sa0 e
Mass




● Weak Heterozygous call， (報告中縮寫為WH)，Weak heterozygous call 為一種質譜結果，但造成此現象的可能原因很多，程度也不一，因此對於實驗結果的干擾，也有不同程度的影響，對此類結果建議改以其他平台再確認。
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附件3. 手冊列印

建議用戶可將本手冊列印方便日後查閱，部分印表機有手冊列印等功能，可大幅減少列印用紙張。
請選擇雙面列印選項，並啟用手冊列印功能
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● Negaative control well有自發性的訊號，導致WH。negative有自發性的訊號表示有primer dimer的現象，且此現象強烈干擾實驗，造成其中一個allele訊號過強，導致另外兩種genotype的訊號都呈現weak heterozygous call而有被誤判的現象。








● Heterozygous call分群，因為不知明原因導致heterozygous call 其訊號有不同強度的分群，此現象極可能受到強烈的干擾，所以才會有這樣的現象，因此系統極可能有誤判。








● WH，no call的樣本疑似為特定allele。如下圖所示，因為heterozygous call 的訊號不等強，導致大多數的 heterozygous allele都無法被系統判讀。但因為cluster plot分群明顯，所以會依據該群no call點的位置推測該群樣本可能的genotype。








● Weak extension Peak (報告中縮寫為WP)，此類現象多半可見cluster plot 分群，但或許有少部分樣本因為訊號過低仍有誤判的可能。








● No extension (報告中縮寫為E)，對於此類assay，NGC會以質譜儀確認該assay 所使用之PCR primer品質，用以確認成功率偏低為assay特性，而非primer品質不佳引起。





SNP Service功能說明





Primer Service功能說明





SNP Primer設計測試


僅供測試將不會產生訂購單。


查詢SNP Primer設計測試結果


上傳SNP序列及訂購primer


訂購primer之介面


查詢SNP primer設計結果


1. 可查詢primer ID與rs ID的對應表。 �2. 取消尚未設計完成的SNP primer訂購單


查詢SNP primer庫存


查詢及管理SNP primer訂單


 取消Reorder訂單或變更Reorder primer管 


   數�2. 變更新設計primer之訂購管數(無取消功   


   能)�3.查詢primer訂購進度及歷史清單


增購已設計完成之SNP primer


輸入欲做盤數，LIMS將會自動計算所需管數





申請樣本送樣


線上登錄預計送樣之樣本與sample ID資料，NGC收到實體樣本後，方可進行後續申請動作。


申請樣本QC實驗


適合SNP primer未到貨之新樣本先進行QC實驗申請之介面。 


同時申請QC及SNP實驗


適合SNP primer已到貨之新樣本同時申請QC及SNP實驗申請之介面，樣本會先進行QC實驗，QC pass後會自動進入SNP鑑定排程。


申請SNP實驗


適合SNP primer已到貨之舊樣本實驗申請之介面，樣本須先通過QC流程。


查詢送樣記錄及進度


1. 查詢實驗申請記錄及各送樣case的進度�2. 該case的實驗結果報告下載。


查詢樣本盤資訊


1. 送樣用戶自行定義的plate name與NGC   


   Barcode的對應資料。�2. 剩餘樣本體積及該case的實驗結果。


查詢樣本ID資訊








