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Site-Specific Glycopeptide Mapping
LC-MS/MS
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Fluorescently Labeled Glycan 

Chromatography

• ���o�P�o�µ���}�•�]���������o�(�����]�•�����}�u�‰�}�•�������}�(���ó�ì�9�����}�u�‰�o���Æ�r�š�Ç�‰�����E�r�P�o�Ç�����v�•�U���Á�Z���Œ�����•���D�ì�î�í���]�•�����}�u�‰�}�•�������}�(���u���]�v�o�Ç��
phosphorylated high mannose glycans
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CI-MPR Affinity 
Chromatography

CI-MPR Binding 
Kinetics

KD=1.7 nM

• ���K�v�o�Ç�������‰�}�Œ�Ÿ�}�v���~�•���î�ó�9�•���}�(�����o�P�o�µ���}�•�]�����•�������o�(�������}�v�š���]�v�•���D�ò�W��
���v�����š�Z�µ�•�U���}�v�o�Ç���š�Z�]�•���u�]�v�}�Œ���(�Œ�����Ÿ�}�v���]�•�������o�����š�}�����]�v�����š�}�����/�r�D�W�Z��
�š�}�����v�����o���������o�o�µ�o���Œ���µ�‰�š���l���X���d�Z�����‰�}�}�Œ�����8�v�]�š�Ç���}�(�����o�P�o�µ���}�•�]�����•����
���o�(���� �~�E�í�ì�ì�� �v�D�•�� �(�}�Œ�� �š�Z���� ���/�r�D�W�Z�� ���Œ���u���Ÿ�����o�o�Ç�� �o�]�u�]�š�•�� �����o�o�µ�o���Œ��
�µ�‰�š���l�����(�}�o�o�}�Á�]�v�P���š�Z���Œ���‰�Ç�X����

• �/�v�����}�v�š�Œ���•�š�U���í�ì�ì�9���}�(���D�ì�î�í�����}�v�š���]�v�•���D�ò�W�����v�����Z���•�������•�š�Œ�}�v�P��
���8�v�]�š�Ç�� �~�í�X�ó�� �v�D�•�� �(�}�Œ�� �š�Z���� ���/�r�D�W�Z�� �Á�Z�]���Z�� ���v�����o���•�� ���8���]���v�š��
�����o�o�µ�o���Œ���µ�‰�š���l�������š���Œ���o���À���v�š���Ÿ�•�•�µ�����o���À���o�•���(�}�o�o�}�Á�]�v�P���š�Z���Œ���‰�Ç�X

�^�š�Œ�µ���š�µ�Œ�����}�(���/�'�&�r�/�/�l�����Ÿ�}�v�r�/�v�����‰���v�����v�š���D�ò�W���Z�������‰�š�}�Œ���~�/�'�&�r�/�/�l���/�r�D�W�Z�•�����v����
�D�����•�µ�Œ���������]�v���]�v�P�����8�v�]�Ÿ���•���}�(�������Œ���}�Z�Ç���Œ���š�����>�]�P���v���•

Adapted from Tong et al., 1989

Structure of IGF-II/M6PR Not All Phosphorylated Glycans
Are Equal for Binding CI-MPR

Bin��in�P a�8ni�šy 
(A�‰�‰aren�š KD; nM)*�>i�Pan�� Bin��in�P a�8ni�šy 

A

�^�í�^�ï���s���Œ�]���v�š���,���•���<���Ç�����©�Œ�]���µ�š���•���d�Z���š�����v�����o�����/�š�•���h�•�����(�}�Œ�������À���o�}�‰�u���v�š���}�(��
�����•�š�r�/�v�r���o���•�•���Z�����}�u���]�v���v�š�����v�Ì�Ç�u���•�����v�����'���v�����d�Z���Œ���‰�]���•

• �t�]�o���r�š�Ç�‰���� �'�o���E�����r�í�� �W�Z�}�•�‰�Z�}�š�Œ���v�•�(���Œ���•���� �~�W�d���•���•�� �]�•�� ���v�� �]�v�����Ÿ�À���� �Ì�Ç�u�}�P���v�� �š�Z���š�� �Œ���‹�µ�]�Œ���•��
�‰�Œ�}�š���}�o�Ç�Ÿ�������o�����À���P�������š�������‰�Œ�����]�•�����o�}�����Ÿ�}�v���~���š���Œ���•�]���µ�����õ�î�ô�•���š�}�������Z�]���À�����]�š�•�������Ÿ�À�������}�v�(�}�Œ�u���Ÿ�}�v

• �E�}�� �l�v�}�Á�v�� �Á���Ç�� �š�}�� �]�v���Œ�����•���� �‰�Œ�}�š���}�o�Ç�Ÿ���� ���o�����À���P���� ���v���� ���v�Ì�Ç�u���� �����Ÿ�À���Ÿ�}�v�� �Á�]�š�Z�]�v�� �����o�o�•�� �(�}�Œ��
�]�v���Œ�����•�]�v�P�����v�Ì�Ç�u���������Ÿ�À�]�š�Ç���(�}�Œ���]�u�‰�Œ�}�À�]�v�P���‰�Z�}�•�‰�Z�}�Œ�Ç�o���Ÿ�}�v

• �^�í�^�ï���W�d���•�����]�•�������š�Œ�µ�v�����š�����U���‰�Œ���r�����Ÿ�À���š�������À���Œ�]���v�š���Á�]�š�Z���•�]�P�v�]�.�����v�š�������À���v�š���P���•�W

• �,���•���‰�Œ�}�‰���Œ�����}�v�(�}�Œ�u���Ÿ�}�v���Á�]�š�Z�}�µ�š���v���������(�}�Œ���J�r�•�µ���µ�v�]�š

• �,���•���î�ì�r�(�}�o�����Z�]�P�Z���Œ���•�‰�����]�.���������Ÿ�À�]�š�Ç

• ���v�����o���•�����8���]���v�š���‰�Z�}�•�‰�Z�}�Œ�Ç�o���Ÿ�}�v���}�(���•�}�o�µ���o�����o�Ç�•�}�•�}�u���o�����v�Ì�Ç�u���•

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

* �Dand �Emust be cleaved at the 928th position to achieve the active conformation
�i �Jsubunit must bind here to achieve active conformation

�>�]�v���>�]�µ�����š�����o�X�����v�P�]�v�����Œ�]�v�P���}�(���'�o���E�����r�í�r�W�Z�}�•�‰�Z�}�š�Œ���v�•�(���Œ���•�����(�}�Œ���W�Œ�}���µ���Ÿ�}�v���}�(���,�]�P�Z�o�Ç���W�Z�}�•�‰�Z�}�Œ�Ç�o���š�������>�Ç�•�}�•�}�u���o��
���v�Ì�Ç�u���•���(�}�Œ�����v�Ì�Ç�u�����Z���‰�o�������u���v�š���d�Z���Œ���‰�Ç�U���D�}�o���d�Z���Œ���D���š�Z�}���•�����o�]�v�������À�X���î�ì�í�ó���:�µ�v���í�ò�V���ñ�W���ñ�õ�t�ò�ñ

�D�ì�î�í���Z���‰�]���o�Ç���E�}�Œ�u���o�]�Ì�������D�µ�•���o�����'�Œ�]�‰���^�š�Œ���v�P�š�Z���]�v���d�Œ�����š�������W�}�u�‰�����D�]�������š�}���š�Z���š��
�}�(���t�]�o���r�š�Ç�‰�����Á�Z�]�o�����^�K�������]�����v�}�š��

• �'�Œ�]�‰���•�š�Œ���v�P�š�Z���‰�Z���v�}�š�Ç�‰�����Á���•���•�]�P�v�]�.�����v�š�o�Ç���]�u�‰�Œ�}�À���������Ç���D�ì�î�í�����Z�d�����Ç���î���u�}�v�š�Z�•�����v�����]�v���]�•�Ÿ�v�P�µ�]�•�Z�����o����
�(�Œ�}�u���Á�]�o���r�š�Ç�‰�����u�]���������Ç���ï���u�}�v�š�Z�•�X

• �^�K�����Á���•���v�}�š�������o�����š�}���]�u�‰�Œ�}�À�����P�Œ�]�‰���•�š�Œ���v�P�š�Z���µ�v�����Œ���]�����v�Ÿ�����o�����Æ�‰���Œ�]�u���v�š���o�����}�v���]�Ÿ�}�v�•�X��
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• �����Œ���]���������v�������]���‰�Z�Œ���P�u���P�o�Ç���}�P���v���o���À���o�•���Á���Œ�����v�}�Œ�u���o�]�Ì�������š�}���t�]�o���r�š�Ç�‰�����o���À���o�•�����L���Œ���D�ì�î�í�����}�•�]�v�P��
���v�����À���Œ�Ç���o�]�©�o�����P�o�Ç���}�P���v���Z�������Œ���r�������µ�u�µ�o���š�������Á�Z���v���u�����•�µ�Œ�������ò���Á�����l�•�����L���Œ�����}�•�]�v�P�X

• �'�o�Ç���}�P���v���]�v���Y�µ�����Œ�]�����‰�•�����v�����d�Œ�]�����‰�•���Á���Œ�����Œ�����µ���������ó�ñ�9�������v�����ò�î�9�U���Œ���•�‰�����Ÿ�À���o�Ç�����L���Œ���D�ì�î�í�����}�•�]�v�P��
���}�u�‰���Œ�������š�}���µ�v�š�Œ�����š�������W�}�u�‰�����u�]�����X��

• ���L���Œ���P�o�Ç���}�P���v���������µ�o�l�]�v�P���Á�]�š�Z���D�ì�î�í�U���š�Z���š���Œ���š�����}�(���P�o�Ç���}�P���v���Œ���r�������µ�u�µ�o���Ÿ�}�v���]�v���•�l���o���š���o���u�µ�•���o�����]�•��
�•�o�}�Á���~�Œ���r�������µ�u�µ�o���š�������š�}���•�ñ�ì�9���}�(���µ�v�š�Œ�����š�������W�}�u�‰�����u�]�������ð�r�ò���Á�����l�•�����L���Œ���o���•�š�����}�•���•�X����

Conclusions

�^�í�^�ï���W�d���•�������8���]���v�š�o�Ç�����v�����Œ���o�]�����o�Ç���‰�Z�}�•�‰�Z�}�Œ�Ç�o���š���•���•�}�o�µ���o�����o�Ç�•�}�•�}�u���o�����v�Ì�Ç�u���•
including those that are typically poorly phosphorylated like GAA

�K�v�����À���Œ���P���U���š�Z���Œ�����]�•���E�ï���u�}�o���}�(���D�ò�W���‰���Œ���u�}�o�����}�(���D�ì�î�í�U���Œ���•�µ�o�Ÿ�v�P���]�v���Z�]�P�Z�����8�v�]�š�Ç
���]�v���]�v�P���š�}���š�Z�������/�r�D�W�Z���Œ�������‰�š�}�Œ��

�W�Œ���r���o�]�v�]�����o���•�š�µ���]���•���}�(���D�ì�î�í���]�v���š�Z�����W�}�u�‰�����u�}�µ�•�����u�}�����o�������u�}�v�•�š�Œ���š�������Œ�}���µ�•�š
���8�������Ç�����•���u�����•�µ�Œ���������Ç���]�v�r�o�]�(�����P�Œ�]�‰���•�š�Œ���v�P�š�Z�����v�����P�o�Ç���}�P���v���Œ�����µ���Ÿ�}�v

�D�ì�î�í�����+�����Ÿ�À���o�Ç���Œ�����µ�����•���P�o�Ç���}�P���v�U�����À���v���]�v���}�o�����W�}�u�‰�����u�]�������Á�]�š�Z�������À���v�����������]�•�����•��
phenotype

�d�Z���•�����‰�Œ�}�u�]�•�]�v�P���Œ���•�µ�o�š�•���•�µ�P�P���•�š���š�Z���š���D�ì�î�í���Á���Œ�Œ���v�š�•���(�µ�Œ�š�Z���Œ�������À���o�}�‰�u���v�š�����•����
�‰�}�š���v�Ÿ���o���v���Æ�š�r�P���v���Œ���Ÿ�}�v���š�Œ�����š�u���v�š���(�}�Œ���W�}�u�‰�������]�•�����•��

Pompe Disease

�W�}�u�‰�������]�•�����•�����]�•�����v���]�v�Z���Œ�]�š�����������]�•�}�Œ�����Œ���]�v���Á�Z�]���Z���‰���š�Z�}�o�}�P�]�����o���o���À���o�•���}�(���š�Z�������}�u�‰�o���Æ���•�µ�P���Œ��
glycogen accumulates in cells 

• �/�v�(���v�Ÿ�o���r�}�v�•���š�� �W�}�u�‰���� ���]�•�����•���� �Z���•�� ���v�� �}�v�•���š�� ���P���� �D�í�î�� �u�}�v�š�Z�•�� ���v���� ���+�����š�•�� �š�Z���� �Z�����Œ�š��
�u�µ�•���o���� �~�����Œ���]�}�u�Ç�}�‰���š�Z�Ç�•�V�� �u�µ�•���o���� �Á�����l�v���•�•�U�� ���v�o���Œ�P������ �o�]�À���Œ�� ���v���� �Z�����Œ�š�U�� ���]�8���µ�o�š�Ç��
breathing and feeding occur

• �>���š���r�}�v�•���š�� �W�}�u�‰���� ���]�•�����•���� �Z���•�� ���v�� �}�v�•���š�� ���P���� �E�í�î�� �u�}�v�š�Z�•�� �}�Œ���}�v�•���š�� ���P���� �D�í�î�� �u�}�v�š�Z�•��
�Á�]�š�Z�}�µ�š�������Œ���]�}�u�Ç�}�‰���š�Z�Ç�V���‰�Œ�}�P�Œ���•�•�]�À�����u�µ�•���o�����Á�����l�v���•�•�U�����]�8���µ�o�š�Ç�����Œ�����š�Z�]�v�P�U�����Z�Œ�}�v�]����
pain, enlarged organs, and other symptoms occur

�W�}�u�‰�����]�•�����v���µ�o�š�Œ���r�Œ���Œ�������µ�š�}�•�}�u���o���Œ�������•�•�]�À�������]�•�}�Œ�����Œ��
�W�}�u�‰���� ���]�•�����•���� �]�•�� �����µ�•������ ���Ç�� �o�}�Á�� �o���À���o�•�� �}�Œ�� �����•���v������ �}�(�� �����]���� ���o�‰�Z���r�P�o�µ���}�•�]�����•���� �~�'�����•�U�� ���v��
���v�Ì�Ç�u�����š�Z���š���v�}�Œ�u���o�o�Ç�����Œ�����l�•�����}�Á�v���P�o�Ç���}�P���v���]�v���š�Z�����o�Ç�•�}�•�}�u���U�����µ�����š�}���u�µ�š���Ÿ�}�v�•���]�v���š�Z�����P���v����
encoding GAA
�'�����������.���]���v���Ç���o�������•���š�}���o�Ç�•�}�•�}�u���o���P�o�Ç���}�P���v���������µ�u�µ�o���Ÿ�v�P���]�v���u�µ�o�Ÿ�‰�o�����Ÿ�•�•�µ���•�U���‰���Œ�Ÿ���µ�o���Œ�o�Ç��
cardiac and skeletal muscle
�d�Œ�����š�u���v�š�•���������Œ���•�•�]�v�P���'���������v�Ì�Ç�u���������.���]���v���Ç�W

• ���v�Ì�Ç�u�����Œ���‰�o�������u���v�š���š�Z���Œ���‰�Ç���~���Z�d�•
• �D�µ�o�Ÿ�‰�o�����]�v�À���•�Ÿ�P���Ÿ�}�v���o���‰�Œ�}���µ���š�•���]�v�������À���o�}�‰�u���v�š�U���]�v���o�µ���]�v�P���P���v�����š�Z���Œ���‰�Ç��

�����Œ���]���������v�����•�l���o���š���o���u�µ�•���o���•�����Œ�����v�}�š���Á���o�o���š���Œ�P���š���������Ç�����µ�Œ�Œ���v�š���^�K��

���}�����š�����o�X�����v�v���d�Œ���v�•�o���D�������î�ì�í�õ�W���ó�~�í�ï�•�W�î�õ�í

Less than 1% of the adminstered dose 
reaches the most severly impacted tissue

Pompe is not a blood disease

�E���š�µ�Œ���o���D�ò�W���Z�������‰�š�}�Œ���W���š�Z�Á���Ç�����v�����o���•���W�Z�}�•�‰�Z�}�Œ�Ç�o���š���������Æ�}�P���v�}�µ�•���>�Ç�•�}�•�}�u���o��
���v�Ì�Ç�u���•�������o�o�µ�o���Œ���h�‰�š���l�����(�}�Œ���d�Œ�����š�u���v�š���}�(���>�Ç�•�}�•�}�u���o���^�š�}�Œ���P��

exogenous 
phosphorylated 
lysosomal enzyme

�>�}���]�•�Z���,�U�������Œ�l�����U���•�]�‰�µ�Œ�•�l�Ç���^�>�U�����š�����o�X���D�}�o�����µ�o���Œ�������o�o�����]�}�o�}�P�Ç�X���ð�š�Z�������]�Ÿ�}�v�X���E���Á���z�}�Œ�l�W���t�X���,�X���&�Œ�����u���v�V���î�ì�ì�ì�X���^�����Ÿ�}�v���í�ó�X�ó

���]�•�r�W�Z�}�•�‰�Z�}�Œ�Ç�o���š����
�E�r�P�o�Ç�����v


