Beispiel 1: Pharmakologie

N-Glykan-Analyse von biotherapeutischen Glycoproteinen mit [Vendor] [Product] Probenvorbereitung und LC/FLD/MS
Vereinfachte und standardisierte N-Glykan-Analyse

Die Position und Struktur von N-verknüpften Glykanen spielen eine entscheidende Rolle in der Pharmakologie therapeutischer Proteine und beeinflussen die Immunogenität, Pharmakokinetik und Pharmakodynamik.
2-AB (2-Aminobenzamid) ist eine gängige Markierung, die seit mehr als 20 Jahren zur Generierung von N-Glykan-Daten herangezogen wird.
[Vendor] [Product] ist eine Hochleistungsplattform für die N-Glykan-Probenvorbereitung1, die einen vereinfachten Arbeitsablauf verwendet, der aus einem 5-minütigen Deglykosylierungsschritt in Lösung und anschließender 2-AB-Markierung auf einer Halbleitermatrix besteht.
Überschüssiger Farbstoff wird mit Acetonitril weggespült, und anschließend werden die markierten Proben mit deionisiertem Wasser eluiert, ohne dass sie getrocknet werden müssen.
Die Proben sind innerhalb von maximal 2 Stunden für UHPLC/FLD/MS bereit. Verwendet wird die [Product] Säule für HILIC (Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography), gefolgt von relativer Quantifizierung. Außerdem ist eine breite Palette von 2-AB-markierten N-Glykan-Standards für die Kalibrierung von N-Glykan-Trennungen und die Identifikation von N-Glykan-Spezies verfügbar.


Erste Schritte mit [Product]:
Tipps für optimale Ergebnisse

Erwägungen für die Glycoprotein-Probenvorbereitung
Glycoproteinproben sollten mit einer maximalen Konzentration von 2 mg/ml in einem neutralen, spülmittelfreien Puffer mit niedrigem Salzgehalt vorbereitet werden.
Proben mit höherer Konzentration sollten mit Wasser oder 50 mM HEPES, pH 7,9, verdünnt werden.Maximale Konzentration: 2 mg/ml.
Maximale Proteinmenge pro Reaktion: 40 μg (z. B. 20 µl mit je 2 mg/ml Lösung).
Für mAbs könnten größere Proteinmengen (bis zu 100 μg) verwendet werden, wobei die Datenlinearität beurteilt werden sollte, wenn mehr als 40 µg geladen werden.
Puffer: Neutraler, spülmittelfreier Puffer mit niedrigem Salzgehalt (~150 mM). Probe kann mit Wasser oder 50 mM HEPES, pH 7,9, verdünnt werden.
Wenn die Salzkonzentration 150 mM überschreitet, wird ein zentrifugaler Spin-Filter für einen Molekulargewichtsgrenzwert von 10 kDa empfohlen.


[bookmark: _GoBack]Hardware für Inkubation und Aufreinigung
Beim Arbeitsablauf zur [Product] Probenvorbereitung werden Proben zur Protein-Denaturierung auf 90 °C, für den PNGase F-Verdau auf 50 °C und zur 2-AB-Markierung auf 65 °C erhitzt.
Wir empfehlen die Verwendung eines Thermocyclers oder Dry Block Heaters, wenn die Proben in der bereitgestellten 96-Wellplatte wie unten angegeben erhitzt werden.
Der Arbeitsablauf umfasst eine einfache Aufreinigung auf Vakuumbasis.
Wenn Sie anstelle der in dieser Tabelle angegebenen Modelle eine äquivalente Heizung, Vakuumkammer oder Pumpe verwenden möchten, kann eine Validierung erforderlich sein.


Beispiel 2: Radioonkologie

Im Arbeitsbereich ￼Anatomie-Sichtung￼ können Sie die automatisch generierten Organstrukturen des Sitzungspatientenmodells (Sitzungsbild) überprüfen, korrigieren und mit den Organstrukturen des Absichtspatientenmodells (Referenzbild) vergleichen.
In der Strukturliste sind die Strukturen in Einflussfaktorenstrukturen (d. h. Strukturen von Organen, die starken Einfluss auf Zielstrukturen hinsichtlich Position, Form und dosimetrischer Auswirkung haben) und andere Organstrukturen unterteilt.
Besonderes Augenmerk gilt der Überprüfung der so genannten Einflussfaktorenstrukturen.
Dies sind Organe, die hinsichtlich Position, Form und dosimetrischer Auswirkung starken Einfluss auf Zielstrukturen haben.
Einflussfaktorenstrukturen dienen als Hilfe bei der Erstellung der Zielstrukturen sowie bei der Erstellung des adaptiven Plans.
Mit der Überprüfung der Einflussfaktorenstrukturen soll sichergestellt werden, dass diese richtig und gemäß denselben Richtlinien, die während der Konturierung der Planungsbilder angewendet wurden, konturiert sind.
Basierend auf der Strukturübertragung von der RT-Absicht (Referenzbild mit Absichtspatientenmodell) oder KI-Segmentierungsalgorithmen zeigt der Arbeitsbereich Folgendes an: Sitzungsbild, Referenzbild, Sitzungspatientenmodell, Absichtspatientenmodell, Alle Organstrukturen (Einflussfaktorenstrukturen und andere) der RT-Absicht, Verifikationsstrukturen (Körper, Strukturen mit hoher Dichte).
