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Funadamental Change in GCase Glycosylation
(LC-MS/MS Site Specific Glycosylation)

>90% of M011 Binds CI-MPR
(CI-MPR Affinity Chromatography)
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GlcNAc-1-phosphotransferase catalyzes the transfer of GlcNAc-1-phosphate 
from sugar donor UDP-GlcNAc onto certain terminal mannose residues of the 
N-linked oligosaccharides in cis-Golgi

NAGPA (N-acetylglucosamine-1-phosphodiester 
alpha-N-acetylglucosaminidase), also known as uncovering enzyme, 
removes covering GlcNAc group to reveal mannose 6-phosphate (M6P)
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Improved Affinity for CI-MPR
(Immobilized  CI-MPR Affinity Assay)
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Improved Bis-PO4 Glycan Content
(2AB Oligosccharide Chromaotography)

���}�À���Œ����
���]�•�r�W�K�	 ���]�•�r�W�K�ð

�E���µ�š�Œ���o�l
�d�Œ�µ�v�����š����

���}�u�‰�o���Æ���˜
���}�À���Œ�������D�}�v�}�r�W�K�	

�D�í�9

�D�í�9

�ò�í�9

�•�ì�X�î���u�}�o�����]�•�l�u�}�o���'�����•����

�•�ï�X�ð���u�}�o�����]�•�l�u�}�o���'�����•����

�•�ì�X�í���u�}�o�����]�•�l�u�}�o���'�����•����

�^�š�µ���Ç�������š���]�o�•

���v�]�u���o�•

�^�š�Œ���]�v�W�����ð�ì�õ�s�l�v�µ�o�o���'���µ���Z���Œ��
�D�}�µ�•��

�'���v�����Œ�W���D�]�Æ����

���P���W���ô�r�í�ð���Á�����l�•

�E�W���ô���‰���Œ���P�Œ�}�µ�‰���t���ð���u���o���l�ð��
�(���u���o��

�d�Œ�����š�u���v�š��

���P�����u���š���Z�������t�]�o���r�š�Ç�‰��

�W���^

���}�•�������t�����l�o�Ç���t���í�X�ñ���u�P�l�l�P

�W���^

�/�u�]�P�o�µ�����Œ���•����

�D�ì�í�í�W���'�����•��M6P

���K�>�W���í���Á�����l���(�}�o�o�}�Á�]�v�P���o���•�š�����}�•��

���v���o�Ç�•�]�•�W���'�������}�v�š���v�š���]�v���•���Œ�µ�u�����v����
�Ÿ�•�•�µ���•��

�>�]�À���Œ�� Spleen 

���}�v�����D���Œ�Œ�}�Á�� �^���Œ�µ�u

�,�]�P�Z�o�Ç���W�Z�}�•�‰�Z�}�Œ�Ç�o���š�������D�ì�í�í���Z���•�������Z�]�P�Z�����/�r�D�W�Z�����8�v�]�š�Ç��

���}�r���Æ�‰�Œ���•�•�]�}�v�� �}�(�� �^�í�^�ï�� �W�d���•���� �Á�]�š�Z�� �š�Z���Œ���‰���µ�Ÿ���� �‰�Œ�}�š���]�v�� �‰�Œ�}���µ�����•��
�o�Ç�•�}�•�}�u���o�����v�Ì�Ç�u�����Á�]�š�Z���Z�]�P�Z���o���À���o�•���}�(���D�ò�W���š�}�����v�����o�����u�µ���Z���]�u�‰�Œ�}�À������
���Œ�µ�P���š���Œ�P���Ÿ�v�P

�����Ÿ�}�v�r�]�v�����‰���v�����v�š���D�ò�W���Œ�������‰�š�}�Œ���~���/�r�D�W�Z�•���]�•���‰�Œ���•���v�š���}�v���v�����Œ�o�Ç�����o�o��
�����o�o�•�� �(�}�Œ�� �����o�o�µ�o���Œ�� �µ�‰�š���l���� �}�(�� ���Æ�}�P���v�}�µ�•�� �D�ò�W�r�������Œ�]�v�P�� �o�Ç�•�}�•�}�u���o��
���v�Ì�Ç�u���•

P
P

The Solution:

�D�}�•�š���E�r�P�o�Ç�����v�•�����Œ�����h�v�‰�Z�}�•�‰�Z�}�Œ�Ç�o���š���������v�����W�Œ�}�����•�•�������š�}�����}�u�‰�o���Æ�r�d�Ç�‰�����^�š�Œ�µ���š�µ�Œ���•�����µ�Œ�]�v�P���K�À���Œ�r���Æ�‰�Œ���•�•�]�}�v�X��
�^�í�^�ï���W�d���•�������}�r���Æ�‰�Œ���•�•�]�}�v�����v�•�µ�Œ���•���W�Œ�}���µ���Ÿ�}�v���}�(���>�Ç�•�}�•�}�u���o�����v�Ì�Ç�u���•���Á�]�š�Z���,�]�P�Z���>���À���o�•���}�(���D�ò�W

�/�����v�Ÿ�����o�� �D���v�õ�� �E�r�P�o�Ç�����v�� �•�š�Œ�µ���š�µ�Œ���� �]�•�� ������������ �š�}�� �P�o�Ç���}�‰�Œ�}�š���]�v�•�� �]�v��
���v���}�‰�o���•�u�]���� �Œ���Ÿ���µ�o�µ�u�� ���µ�Œ�]�v�P�� �•�Ç�v�š�Z���•�]�•�V�� �E�r�P�o�Ç�����v�� �‰�Œ�}�����•�•�]�v�P��
�‰�Œ�]�u���Œ�]�o�Ç���}�����µ�Œ�•���]�v���'�}�o�P�]

�W�Z�}�•�‰�Z�}�Œ�Ç�o���Ÿ�}�v�� �}�(�� �Œ�����}�u���]�v���v�š�� �o�Ç�•�}�•�}�u���o�� ���v�Ì�Ç�u���•�� �]�•�� �Z�]�P�Z�o�Ç��
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Exogenous
phosphorylated
lysosomal
enzyme

CI-MPR
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��inding a�8nit�Ç 
(Apparent KD; n�D)*�>igand

�î��i�•�rpho�•phoryla�še�� �E�r�Plyca�v

>6�ì�ì�ì�uo�vo�rpho�•phoryla�še�� �E�r�Plyca�v

�Eo ��i�v��i�v�Pco�uple�Æ �šype �E�r�Plyca�v

Structure of IGF-II/M6PR Not All Phosphorylated Glycans
Are Equal for Binding M6PR
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* �Dand �Emust be cleaved at the 928th position to achieve the active conformation
�i �Jsubunit must bind here to achieve active conformation
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�/�u�]�P�o�µ�����Œ���•��

���}�v���o�µ�•�]�}�v�•

Improved Bis-PO4 Glycan Content
(2AB Oligosccharide Chromatography)
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Improved Bis-PO4 Glycan Content
(2AB Oligosccharide Chromaotography)

Improved CI-MPR Binding for M052 Over 
wt-�DGal AAV9 from Tranduced Liver
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Improved Cellular Uptake
(PPT1 KO Fibroblast)

~0.4 mol bisM6P/mol PPT1

~1.7 mol bisM6P/mol PPT1

12%

56%
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