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Presentation Notes
 
Naša skupina tvorí jadro Centra excelentnosti pre glykomiku zriadeného na Chemickom ústave SAV a je zameraná na štrukturálnu analýzu glykokonjugátov z pacientskych tekutín / vzoriek.  Na profilovanie glykánov ľudského proteómu  uplatnujme analytické nástroje glykoproteomiky s vysokým rozlíšením (online LC-ESI-MS /CID, ETD, HCD /, offline LC-MALDI TOF MS /CID /, 1HNMR) Na zlepšenie molekulárnej diagnostiky CDG sme uplatnili metodu molekulárne testovanie na urovni DNA vrátane testovania jedného génu a sekvenovania celého exómu.V poslednej dobe má záujem o profilovanie glycome kvôli potenciálu glykánov -markerov chorôb. V tomto ohľade je hmotnostná spektrometria sa ukazuje ako účinná technika na profilovanie glykomu. 



• N-glykozylácia väzba oligosacharidu cez GlcNAc na –NH2 Asn

• O-glykozylácia väzba oligosacharidu na –OH Ser alebo Thr

• C-glykozylácia väzba oligosacharidu na C atóm proteínu (tieto väzby nie sú 
typicky glykozidové) 

Glykozylácia proteínov     
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Väčšina bielkovín je modifikovaná sacharidovými štruktúrami. Ukázalo sa, že táto modifikácia, nazývaná glykozylácia, je kľúčová pre folding proteínu, stabilitu a subcelulárne umiestnenie, ako aj pre interakcie proteín-proteín, rozpoznávanie a signalizáciu. 
Glykozylácia, pripojenie glykanovych skupín k proteínom, je posttranslačnou modifikáciou (PTM), ktorá poskytuje väčšiu proteinovu diverzitu ako ostatné PTM. Táto PTM je charakterizovaná rôznymi glykozidickými väzbami, vrátane N-, O- a C-viazanej glykozylácie, glypiácie (pripojenie GPI kotvy) a fosfoglykozylácie. Existuje mnoho typov a mechanizmov glykozylácie a najbežnejším typom je N-glykozylácia. Aj keď to platí pre iné typy glykozylácie, N-glykozylácia sa často vyskytuje ko-translačne v tom, že glykán je pri translácii a transporte do ER naviazaný na rodiaci sa proteín. „N“ v názve tohto typu glykozylácie znamená, že glykány sú kovalentne viazané na karboxamidový dusík na zvyškoch asparagínu (Asn alebo N). Proteínová glykozylácia sa podieľa na viacerých fyziologických procesoch, vrátane embryonálneho vývoja, rastu, prichytenia buniek, ako aj udržiavania štruktúry orgánu, imunity a plodnosti. V posledných niekoľkých rokoch bol objavený zásadný vzťah medzi štruktúrou N-, O-viazaných  glykánov a biologickou funkciou príslušných glyko-konjugátov. Aberantné glykány boli pozorované pri mnohých patologických stavoch, ako je rakovina, imunologické a neurodegeneratívne choroby, ako aj vrodené metabolické poruchy - vrodené poruchy glykozylácie (CDG).




Glykokonjugáty sa zučastňujú takmer všetkých biologických 
procesov a zohrávajú významnú úlohu v ľudských 

ochoreniach

Glykobiomarker /cieľ liečby:

 Defekt O-glykozylácie:  α-Dystroglycan (α-DG),– Svalové dystrofie
 Defekt N- a O- glykozylacie:                              –OvC, Diabetes, AD, PC,..
 Core N-glykany:   zvýšená fukozylácia v haptoglobulinoch - HCC
 Proteoglykany: Štruktúra                                     - rastových faktorov

Účasť Glykokonjugátov:

 Baktérie a Vírusy invazia cez glykoproteinovu barieru - Muciny,
 interakcia               - patogen-hostiteľ

( Úloha Sialovej kyseliny pri virusovej infekcii )

 Monoklonálne terapeutiká – glykoforma zodpovedá za ich účinnosť.
 Tumor metastázy – glykoforma zodpovedá za adheziu a rozpoznanie
 Vakcíny – glykozylácia významná v účinnosti a tvorbe protilátok
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AD:     A glycan epitope correlates with tau in serum and predicts progression to Alzheimer’s disease in combination with APOE4 allele status Robin Ziyue Zhou1 Davide Liborio Vetrano2,3 Giulia Grande2 Frida Duell1 Linus Jönsson1 Erika J Laukka2,3 Claudia Fredolini4 Bengt Winblad1,5 Lars Tjernberg1 Sophia Schedin-Weiss,  2023How to cite this article: Zhou RZ, Vetrano DL, Grande G, et al. A glycan epitope correlates with tau in serum and predicts progression to Alzheimer’s disease in combination with APOE4 allele status. Alzheimer’s Dement. 2023;1-6. https://doi.org/10.1002/alz.13024



Aktivity projektu
Číslo Aktivity Výsledky

Aktivita č. 1 Diagnostika zriedkavých dedičných metabolických ochorení (LSD) NMR spektroskopiou
Aktivita č. 2 Biologicky aktívne sacharidy a glykokonjugáty – ich štruktúra a vlastnosti
Aktivita č. 3 Vývoj inovatívnych diagnostických a kontrolných postupov a metód na základe analýzy

proteínových a glykánových markerov
Aktivita č. 4 Identifikácia nových glyko-biomarkerov rôznych typov onkologických ochorení

a uplatnenie nových analytických platforiem
Aktivita č. 5 Výskum imunobiologickej účinnosti synteticky pripravených oligosacharidových

epitopov
Aktivita č. 6

Štruktúrna analýza glykokonjugátov vo vzťahu k symptomatike niektorych
metabolických ochorení

CHÚ SAV , Zodpovedný: J. Mucha

Aktivita č. 7

Štúdium integrity biologických tekutín v podmienkach precíznej diagnostiky štruktúry
glykokonjugátov - biomarkerov niektorých metabolických a civilizačných chorôb.

SITNO PHARMA sro Zodpovedný: P. Rajniak

Aktivita č. 8 in vivo a in vitro výskum patofyziologických mechanizmov v chronických civilizačných
ochoreniach v podmienkach sledovania celkového Glykomu.

CEM SAV
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Aktivity nezávislého a priemyselneho  výskumu tohto projektu sú zamerané na výskum v oblasti funkčnej glykomiky vyšších organizmov s preferenciou k dedičným metabolickým a civilizačným ochoreniam človeka


Aktivita č. 1: Výsledkom aktivity bude klinické uplatnenie rôznych validovaných metodík (NMR, MS) v praxi na diagnostikovanie dedičných metabolických ochorení podľa potreby a špecificity stanovovaného biomarkera. 
Naj vysledok : Pomocou NMR spektroskopie sa  monitorovala účinnosť enzymatickej substitučnej liečby u pacientov so zriedkavým Pompe ochorením stanovením koncentrácie biomarkera pre toto ochorenie (35 vz). 
Priebežne sme stanovili obsah špecifických manózových oligosacharidov u pacientov so zriedkavým ochorením Alfa-manozidóza pred liečbou enzymatickou substitučnou terapiou (5 vz). Táto liečba čaká na schválenie/monitoring metodou NMR (moznost byt odborným garantom). ..................dalej . monitoring of N-acetylated amino acids concentrations in urine of ACY1 , deficient Aminoacylase-1 is a cytosolic, homodimeric, zinc-binding enzyme that catalyzes the hydrolysis of acylated L-amino acids to L-amino acids and acyl group, and has been postulated to function in the catabolism and salvage of acylated amino acids. ACY1
 
Aktivita č. 2: Výsledkom aktivity bude pochopenie molekulárnej podstaty interakcie proteoglykanov a chitozanovych derivátov s kvartérnymi amoniovými skupinami aromatických zlúčenin a ich glykokonjugátov. Analýza sacharidov datailne popíše ich biologické účinky, vrátane ich antitrombotickej, antiproliferačnej, antioxidačnej, cytotoxickej a genotoxickej aktivity. 
Naj výsledok:  štruktúra derivátov saccharidov substituovaných sulfo- skupinami, ktoré majú vyznamné biologické funkcie, napr. hrajú dôležitú úlohu v angiogenéze, v protizápalových procesoch, majú antivirálne a antikoagulačné vlastnosti, ...............(heparan sulfát, dermatan sulfát, chondroitín sulfát, keratan sulfát) 

Aktivita č. 3: Výsledkom aktivity bude príprava neinvazívneho diagnostického testu, ktorý využije novu platformu detekcie glykobiomarkerov z  ľudskej tekutiny. Predpokladá sa, že nová analytická platforma- bio-glyko-čip nájde uplatnenie v nemocničných diagnostických laboratóriach v diagnostike a prevencii závažných chorôb ako napr.rakovina hrubého čreva - CRC, HCC a vzácných ochorení CDG.
Naj výsledok: nových inovatívny analytický postup sledovania glykánových biomarkerov v súvislosti s kongenitálnymi ochoreniami glykozylácie (CDG),... diagnostika CDG pomocou microarray biočipov,...patent (A3 –A6) zameraný na nové spôsoby detekcie kongenitálnej poruchy glykozylácie použitím panelu lektínov. 

Aktivita č. 4: Výsledkom aktivity bude navrhnutie a príprava ultracitlivých biosenzorov a bioanalytických zariadení s použitím nanočastíc (NP) s imobilizovanými glykánmi, protilátkami alebo lektínmi založených na ultracitlivých ampérometrických a optických detekčných metódach. Prepokladá sa , že tieto nové diagnostické konštrukty nájdu uplatnenie najma v skorej diagnostike rakoviny prostaty.  Aktivity 3. a 4. majú v princípe spoločnú technológiu prípravy aktívnych povrchov detekcie s odlišnou etiológiou analyzovaného prostredia. Vytvorené analytické postupy pre biosenzory a biočipy na sledovanie glykozylácie a analýzu biomarkerov založené na biokonštruktoch budú aplikované na reprezentatívnom súbore reálnych pacientskych vzoriek.
 Naj Výsledok:  Prvým z nich bolo využitie elektrochemickej detekcie CA15-3 („carbohydrate antigen 15-3“), biomarkera viacerých typov rakoviny vrátane rakoviny prsníka tromi rôznymi prístupmi s využitím redoxnej próby . Stanovenie Anti-glykánových protilátok ako rakovinových biomarkerov boli stanovené s využitím magnetických častíc na prekoncentráciu anti-glykánových protilátok a následne na ich veľmi citlivé stanovenie .
V práci sme využili aj exozómy a vyvinuli metódy na ich ďalšiu charakterizáciu (SPR – surface plasmon resonance a fluorescenčná microarray). Na prekoncnetráciu glykánov ako biomarkerov rakoviny sme využili nový a veľmi perspektívny 2D nanomateriál MXén schopný prekoncentrovať hlavne glykány asociované s vznikom a rozvojom rakoviny .

Aktivita č. 5:  predstavuje chemickú syntézu prípravy modifikovaných prírodných sacharidových štruktúr, ktoré môžu byť dôležité pre štúdium nových funkcií glykánov s potencionálom nových imunomodulátorov a subjednotiek v dizajne antikandidovej terapie, profylaxii a diagnostike. Je tu reálny predpoklad uplatnenia vakcínovej imunoterapie ako najefektívnejšej stratégie v prevencii infekčných ochorení s prioritou ťažko liečiteľných Kandidóz. 

Naj výsledok: charakterizácie imunobiologickej účinnosti relevantných imunogénov sa testovala imunomodulačná aktivita na RAW264.7 bunkách in vitro:. Serologicky sa charakterizovala imunogenicita a detekcia fungálneho glukomanánu u pacientiek s mykotickou kolpitídou kvantifikáciou špecifických izotypových protilátok triedy IgG,IgM a IgA.

 
 
Aktivita č. 8: Výsledkom bude identifikácia glykobiomarkeru, prip. skupiny glykobiomarkerov definujucich patologicku zmenu životného cyklu bunky, resp. organizmu a ich aplikacia v monitorovaní  ochranného vplyvu chemicky definovaných prírodných látok a ich derivátov v experimantálnom systéme. Výsledkom bude pomenovaný subor  prírodných látok s protektívnym účinkom a doporučenie  profylaxii  zdravia človeka. Translačný potenciál tejto časti projektu je veľmi veľký, nakoľko výstupy v podobe nových originálnych látok, môže nájsť široké uplatnenie v globálnom  svete. 
Naj výsledok: “In vivo a in vitro výskum patofyziologických mechanizmov v chronických civilizačných ochoreniach a starnutí”, v roku 2022 pokračoval a bol ukončený dlhodobý in vivo experiment s parentálnou nutričnou intervenciou (kmeň Sprague-Dawley, štandardná strava versus vysokotuková diéta) s následným monitorovaním časového vývoja kardiometabolických parametrov a behaviorálnych zmien u potomstva. V skupinách potomstva bola, v definovaných časových intervaloch, odoberaná krv z retroorbitálneho plexu a izolovalo sa sérum pre účely stanovenia hladín hormónov grelin, GLP-1, PAI-1, glukagón, leptín (metóda array-based multiplex ELISA na Bio-Rad Bio-Plex 200 systems) a hladiny metabolitov CRP, TNF-α TRG, ATGL, TCH, LDL-C, HDL-C (metóda klasickej ELISA). Fyziologický stav zvierat bol pravidelne monitorovaný, boli tiež merané hodnoty krvného tlaku a tepovej frekvencie exp. zvierat.
-  boli popísané glykoprofily (pomocou MALDI/TOF-MS) dvoch rôznych kmeňov potkanov (Wistar - W a Spontánne hypertenzné - SHR) a tiež sa vyhodnocovali korelácie ich fyziologického a patofyziologického stavu s metabolickými poruchami. Porovnanie relatívnych intenzít N-glykánov medzi W a SHR ukázalo, že najvýznamnejšie zmeny boli detegované v skupinách vysoko- manózových (High-Man) a tri-anténnych N-glykánov s fukózou (C-Tri-Fuc). Podiel High-Man N-glykánov u SHR bol v priemere o polovicu nižší ako u W potkanov. Zaujímavé je aj zistenie, že nebolo zaznamenané žiadne C-Tri-Fuc a vysoko sialylované (High-Sial) N-glykány u W, v porovnaní s SHR. Okrem toho, podiely N-glykánov dvojanténnych s fukózou (C-Bi-Fuc) a High-Sial boli významne vyššie u SHR, v porovnaní s W. Zistenia poukazujú na významnú úlohu fukozylácie a sialylácie, deklarovanú aj v iných vedeckých štúdiách iných autorov.Výsledky CEM SAV, v. v. i. podporujú dôležitosť výskumu zmien glykozylácie u rôznych kmeňov potkanov, a tieto dáta glykoprofilovania krvného séra experimentálnych zvierat sa tak môžu stať perspektívnym nástrojom základného výskumu pri testovaní terapeutických možností pri rôznych civilizačných a metabolických ochoreniach.




Aktivita č. 6
„Štruktúrna analýza glykokonjugátov vo vzťahu k symptomatike niektorých metabolických 

porúch“ ( CDGs, LSD,..)

Výstupy : 
„Precízna analýza“ LSD a CDG ≈100 vz ročne,

-CDMP NÚDCH,
Diagnostikovaný pacient:   Porucha v galaktozylácii antén (SLC35A2)

Porucha vo výstavbe „core“ N-glykánu / CARS1
Porucha v Mn2+ transporte (SLC39A8)

- Bulharsko (M.Stancheva) (PMM2, PIGN,..)
-Portugalsko (tim –Paula Videira)-Imunológia CDG (PMM2)

- Taliansko (*2023) CNR , G. Andreotti- Vývoj CDG terapií (PMM2)

Monitoring ERT účinnosť liečby alfa-manozidózy, Pompeho choroby (MS)
Identifikácia nových glykobiomarkerov CDG/LSD (MPS IIIA)

Vývoj aplikácie na spracovanie MS dát „Ochranná známka “ ( 11/ 2022)
Patentová prihláška (17012023) „Spôsob detekcie kongenitálnej poruchy glykozylácie použitím lektínov“

(Glyko-) servis:  Instruct-ERIC, PriF UK, Ústavy SAV, FCHPT STU,  ERDIM (databáza lab.pre diagnostiku) pridelený 
kód, kontrola kvality externe lab. certifikácia.
Členom  Network - CDG & Allies PPAIN (EU)
Čerpanie fin: posledné ŽoPky,  MU: ≈ 100% O4H 04/05/2023

Presenter Notes
Presentation Notes
Aktivita č. 6: výsledkom bude uplatnenie nového prístupu v diagnostike - hmotnostnej spektrometrie (MALDI -TOF a ESI)  v hightroughput analýze a definovaní glykoprofilu ľudskej tekutiny (N- a O- glykoproteomu) u pacientov s podozrením na kongenitálne ochorenia glykozylácie (CDG). Optimalizácia protokolu k masivnemu sekvenovaniu DNA, resp. výber panelu génov účastných v biosyntéze a degradácii glykokonjugátov pri určení diagnózy pacienta s výsledkom molekulárnej podstaty ochorenia a jeho zaradenie do CDG -, resp  LSD - typov. Ambícia je vytvoriť podmienky pre centrálnu diagnostiku na pracovisku CHU SAV tohto typu pre stredoeuropsku (Chorvatsko, Bulharsko, Srbsko ) a východoeuropsku  (Ukraina) pôsobnosť. 
Výstupy : 
 V  ramci spoluprace s bulharskou detskou nemocnicou (Sofia), boli zachyteni pacienti s podozrením na PMM2-CDG a 2 pacienti s podozrenim na PIGN-CDG (Multiple Congenital Anomalies-Hypotonia-Seizures Syndrome; it belongs to a group of disorders called Glycosylphosphatidylinositol (GPI-) anchor defects. U všetkých boli analyzované N-glykoprofily a zaroven boli aj izolované mikrovezikuly na glykoproteomické analýzy. CDG due to GPI-anchor synthesis defects affect the creation of glycosylphosphatidylinositol (GPI) anchors, which work to attach specific proteins to cells. Forms of GDG due to GPI-anchor synthesis defects include:
PIGN-CDG – Symptoms may include seizures, low muscle tone or floppiness (hypotonia), developmental delays, problems with eye movement and facial and internal anomalies.


U zachytených pacientov na Slovensku s podozrením na SLC39A8-CDG pacient a SLC35A2-CDG  sme definovali N-glykoprofily ako aj pri sekundárnych príčinách aberantnej glykozylácie (galaktosémia). Boli stanovené referenčné rozmedzía pre relatívne intenzity jednotlivých štruktúr v Apo CIII. Pokračovalo sa v optimalizácii izolácie mikrovezikúl z plazmy pacientov a stanovenie povrchových N-glykánov.
 Zaroveň sa pokračovalo v zavedení lektínovej microarrays pri CDG diagnostike a optimalizácii stanovenia N-glykoprofilu fibroblastov.
Pokračovala spolupráca s prof. Videira (Portugalsko) v stanovení zmien serového proteómu v N-glykoprofile vyvolaných stimuláciou imunitnej odpovede. Aplikovala sa offline HPLC-MS metóda stanovenia 2-AB značených glykánov.

CARS1 (Cysteinyl-TRNA Synthetase 1) is a Protein Coding gene. Diseases associated with CARS1 include Microcephaly, Developmental Delay, And Brittle Hair Syndrome and Inflammatory Myofibroblastic Tumor. Among its related pathways are Signaling by ALK in cancer and tRNA Aminoacylation. 

Cieľom ERNDIM je dosiahnuť konsenzus medzi európskymi centrami biochemickej genetiky o spoľahlivých a štandardizovaných postupoch diagnostiky, liečby a monitorovania dedičných metabolických ochorení

PPAIN - Professionals and Patient Associations International Network    

( SGSH) (N-Sulfoglucosamine Sulfohydrolase )



Aktivita č.7
Štúdium integrity biologických tekutín v podmienkach precíznej diagnostiky štruktúry 

glykokonjugátov - biomarkerov niektorých metabolických a civilizačných chorôb

Výstupy : 

Optimalizácia parametrov lyofilizačného sušenia :

- stanovenie fyz.-chemických podmienok na rýchlosť a (ne)homogenitu sušenia
(voda/mlieko/soľ ; sacharóza/glycin; kvalita a tvar vialiek, bariera uniku, dizajn
plôch, pozícia,.. ) 

ľudské sérum, stabilita pri: RT, 37° C, -20 °C, -80 °C, lyofil. /excipient
- stabilizácia  O- glykoprofilu (Apo CIII )/ séra, excipient (glycín opt. 2,5%),  pri -20 °C, 

-80 °C a lyofilizácia
- lyofilizovaná biol.  vzorka stabilná aj pri RT (min. 1 mesiac) ! 
- stabilizácia oligo -Man N-viazaných štruktúr sérového proteomu (RT, a 37 ° C)

(Swainsonín )

prírodný extrakt, stabilita (glycín opt. 12,5%, mannitol 5%)

MU publikácie: plán/skutočnosť  = 0/2 O4H 04052023

Presenter Notes
Presentation Notes
Aktivita č. 7:  Nové poznatky týkajúce sa stability glykokonjugátov /glykoproteínov, glykopeptidov  a glykolipidov/ v podmienkach komplexných biologických tekutín ako zdroja potencionálných biomarkerov kongenitálných metabolických a civilizačných chorôb. Výsledkom bude definícia podmienok na experimentálnu prácu s biologickými tekutinami pre zachovanie štruktúrnej integrity komplexných glykánov.  
Plánovaná aktivita spoločnosti  Sitno Pharma s.r.o nadväzuje na riešenie súčasných výziev zlepšenia výroby lyofilizovaných biopreparátov. Preferencia bude hlavne v stratégii dehydratácie proteínov, ktorá spracúva proteíny, často používané ako biofarmaceutiká. Okrem toho budú v  rámci cieľov aktivity uplatnené ďalšie fyzikálne prístupy / kryoochrana, dehydratácia, etc./ doplnené a usmerňované inovatívnym prvkom matematického modelovania na optimalizáciu lyofilizácie, ako výsledok dlhoročných skúseností kľúčového vedeckého pracovníka. Veľmi dôležitý a nedávny výstup jeho práce v oblasti lyofilizácie je komerčný software na matematické modelovanie, simuláciu, scale-up a optimalizáciu lyofilizačných cyklov. Software a príslušný manuál bol vypracovaný počas jeho pôsobenia vo firme Process Systems Enterprise v Londýne:
Výsledok experimentálnych modelov stabilizácie bude  analyticky monitorovaný na úrovni celkového glykoproteómu, v  stanovení jeho glykoprofilu ako aj niektorých diagnosticky významných glykoproteínov– krvný Transferrin, Apoli poprotein CIII  

 .. optimalizácia parametrov lyofilizačného sušenia v rôznych lyofilizátoroch Christ a Labconco. (poloha vialiek / ampuliek v lyofilizátore).  

nehomogenita sušenia (sušenie s rôznoch rýchlosťou sublimácie ľadu v závislosti od polohy/kvality vialiek alebo ampuliek v lyofilizátore). 
dôraz na sušenie roztokov sacharózy a glycínu s rôznou koncentáciou rozpusteného cukru.
  - testovanie za rôznych teplotných podmienok (RT, 37C, a -25C,) v prítomnosti a absencii inhibítorov glykozidáz (Swainsonín a derivát N-acetyl-2,3-dehydro-2- Deoxyneuraminic acid).
 -  inhibítor manozidáz =stabilita oligomanózových N-viazaných štruktúr ( hmotnostnou spektrometriou stanovenia celkového glykoprofilu sérového proteómu. )
  -analýza O- glykoprofilu na príklade Apo CIII nepotvrdila zmenu stupňa terminálnej sialylácie..

potvrdená stabilizácia  O- glykoprofilu (Apo CIII ) pri -80C a lyof.,... na úrovni terminálnej sialylácie.


Finally, we proposed optimal conditions for the drying and stabilization of human serum for analysis of N-glycoprofile 


significant effect of lyophilization on obtained relative intensities of single glycan structures. Relative intensity of the most abundant disialo diantennary N-glycan in human (m/z 2792) was maintained in lyophilized sample, even when stored at room temperature, and its level was similar to the one in sample stored at -80 °C (data not shown). These results suggest lyophilization as a suitable option for storage of biological samples, when deep freezing equipment is not available.

 Sublimačné testy. ��- výsledky sublimačných testov  potvrdili značné rozdiely rýchlosti sušenia v rôznych lyofilizátoroch a na rôznych miestach lyofilizátora. �- bola navrhnutá a úspešne odskúšaná metodika zníženia nehomogenity rýchlosti sušenia pomocou modifikovanej hustoty balenia vialiek na ohrevných doskách.� - bola porovnavaná efektívnosť sušenia roztokov obsahujúcich rôzne rozpustené anorganické aj organické látky.�- vhodnost ampuliek alebo vialiek pre odber (klinických) vzoriek a ich lyofilizačnú stabilizáciu  podporilo preferenciu vialiek so špeciálnymi uzávermi so zabudovanou semipermeabilnou membránou���  dôraz na sušenie roztokov sacharózy a glycínu s rôznou koncentáciou rozpusteného cukru.
�Roztoky boli testované za rôznych teplotných podmienok (RT, 37C, a -25C,)v prítomnosti a absencii inhibítorov glykozidáz (Swainsonín a derivát N-acetyl-2,3-dehydro-2-Deoxyneuraminic acid). �V  prítomnosti inhibítora manozidáz sa pozorovala stabilita oligomanózových N-viazaných štruktúr, čo sa potvrdilo hmotnostnou spektrometriou stanovenia celkového glykoprofilu sérového proteómu. 
Analýza O- glykoprofilu na príklade Apo CIII nepotvrdila zmenu stupňa terminálnej sialylácie..
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